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RESUMO

Estudos prévios demonstraram a utilizacdo de proteases como farmaco principal ou
adjuvante na Oncologia. Com base nesses achados, o objetivo deste trabalho, foi
avaliar as propriedades antitumoral e antimetastatica da fracdo proteolitica rica em
cisteino proteases advinda do latex de Carica candamarcensis (P1G10), utilizando
modelos murinos de melanoma B16F1 (ndo metastatico) e B16F10 (metastatico).
Inicialmente, observamos uma reducdo da massa tumoral de 88,6% (modelo B16F1)
para o grupo tratado com a dose de 5 mg/kg (0,26 + 0,62 g) em relacdo ao grupo
controle (2,28 £ 1,01 g, *p<0,05, ANOVA com péds teste Bonferroni). Estudos de
sobrevivéncia também apontaram que, entre 0 13° e o 15° dias apds o termino do
tratamento, animais tratados com P1G10 5 mg/kg apresentaram 54,2% de
mortalidade, enquanto o grupo controle apresentou 77,1% (*p<0,05, Teste de
Logrank). Essa atividade antitumoral parece ndo depender da atividade proteolitica
da fracéo, visto que a reducdo de massa tumoral foi semelhante para os grupos
tratados com a fracéo inibida (1,23 £ 1,21 g) ou ativa (1,05 = 0,92 g), ambos na dose
de 5 mg/kg. Nossos dados ainda sugerem importante atividade antiangiogénica para
P1G10 uma vez que foi constatada uma reducdo da quantidade de hemoglobina
(Hb, 2,15 £+ 1,19 pg/mg de tumor; *p<0,01,Teste t de Student para o grupo tratado
com P1G10 5 mg/kg em relacdo ao grupo controle) e nos niveis de Fator de
Crescimento Endotelial Vascular (VEGF, 1,4 £ 0,35 pg/mg de tumor; *p<0,01,Teste t
de Student para o grupo tratado com P1G10 5 mg/kg em relacdo ao grupo controle).
Dados de biodistribuicdo corroboram o ja demonstrado, visto que esses
dadosmostram a reducéo de captacdo de P1G10 marcado com *™Tc pelo tumor ao
longo do tempo, valor que foi de 0,86 £+ 0,25 no 5° dia, de 0,44 + 0,12 no 10° e de
0,39 + 0,08 no 16° (*p<0,05, 10° e 16° comparado ao 5° dia, ANOVA pos teste
Bonferroni). No modelo metastatico (B16F10), foi observada reducédo no percentual
de metastases no grupo de 5 mg/kg (16,6% de animais acometidos por metastase)
em relacdo ao controle (50%). Além disso, em relacdo a sobrevida, se observou que,
entre 0 13° e 0 15° dias apOs o término do tratamento, o percentual de mortalidade
foi de 23,1% para o grupo P1G10 5 mg/kg, enquanto que para o grupo controle, este
foi de 61,5%.(*p<0,05, Teste de Logrank) Achados de biodistribuicdo mostraram que

ndo ha maior captacdo de P1G10 em pulmdes de animais portadores de melanoma
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B16F10 de grupos tratados em relagéo ao controle. Nao encontramos também maior
seletividade, em ensaios in vitro, para as células tumorais B16F1 e B16F10. Em face
desses resultados, € possivel sugerir que, a diferenca de outras proteases, a
atividade antitumoral de P1G10 ndo depende de sua atividade proteolitica e, tao
pouco, de atividade citotdéxica, mas que ha o envolvimento da acdo antiangiogénica.
Em relacdo a atividade antimetastatica de P1G10, os resultados obtidos mostram
um efeito expressivo em dose menor que as utilizadas para outras proteases. Desta
forma, a continuidade do estudo sobre os mecanismos de acéo pelos quais a fracédo

atua se faz necessaria.

Palavras - chave: Antitumoral, Antimetastatica, Proteases, C. candamarcensis
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ABTRACT

Pharmacological and pre-clinical studies have demonstrated that plant cysteine
proteases have therapeutical potential in Oncology. In this work, we evaluated the
antitumoral and antimetastatic properties of a proteolytic fraction from Carica
candamacensis latex, designated as P1G10 that has an elevated content of cysteine
proteases, using B16F1 (non metastatic) and B16F10 (metastatic) melanoma
models. Firstly, we observed a reduction of tumor mass (88,6%) in mice s.c. given
5mg/kg P1G10 (0,26 = 0,62 g) compared to control (2,28 + 1,01 g, *p<0,05, ANOVA
post test Bonferroni). Survival analysis showed that, between 13" and 15" day after
the end of treatment, the group treated with 5 mg/kg of P1G10 had 54,2% cases of
death, while the control group had 77,1% (*p<0,05, Logrank test). The antitumoral
effect of P1G10 on the B16F1melanoma model may not depend on the proteolytic
activity because the a reduction of tumor mass was similar for the group 5 mg/kg
P1G10 inhibited (1,23 £ 1,21 g) or active (1,05 + 0,92 g), both at the dose of 5 mg/kg.
Results suggested that an antiangiogenic activity of P1G10 may be one of the
causes for the reduction in tumor size observed, as reduction of quantification of
hemoglobin or Vascular Endothelial Growth factor (Hb- 2,15 + 1,19 pg/mg tumor;
VEGF- 1,4 + 0,35 pg/mg tumor; *p<0,01, Student Test) compared to control. This
hipotesis was confirmed with results that shows reduction of caption of Technetium-
99m labeling of P1G10 on biodistribution experiments, these values were 0,86 + 0,25
on the 5" day, 0,44 + 0,12 on 10" and 0,39 + 0,080n 16"(*p<0,05, 10" and 16™
compared to 5" day, ANOVA post test Bonferroni). On metastatic model (B16F10),
we observed a percentual reduction in 5 mg/kg P1G10 group (16,6% of metastasis)
compared to control (50%). At this side, survival studies showed that, between 13"
and 15" day after the end of treatment, the group treated with 5 mg/kg of P1G10 had
23,1% cases of death, while the control group had 61,5% (*p<0,05, Logrank test).
Biodistribution experiments using Technetium-99m labeling of P1G10 did not show
more caption levels on metastatic lungs compared to normal ones. We also observed
that is no selectivity, in vitro, for B16F1 and B16F10 melanoma cells. We suggest
that, differently from the other proteases the antitumoral effect of P1G10 on the
B16F1melanoma model does not depend on the proteolytic activity, and that the
antiangiogenic activity of P1G10 may be one of the causes for the reduction in tumor

size observed. We also observed an expressive antimetastatic effect at minor dose
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than described for other proteases. On this way, a next step is to investigate the

underlyning mechanisms.

Key-words: Antitumoral, Antimetastatic, Proteases, Carica candamarcensis.
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1) INTRODUCAOQ:

O estudo do cancer é de fundamental importancia na atualidade, visto que,
mundialmente, € uma das principais causas de morte. Segundo a Organizacao
Mundial de Saude, o numero estimado de novos casos crescera de 10 milhdes em
2000 para 15 milhdes em 2020. No Brasil, as estimativas para o ano de 2008 e,
validas também para 2009, apontam que ocorrerdo 466.730 novos casos de cancer

(www.inca.gov.br/estimativa/2008/conteudo_view.asp?ID=2).

O aumento da incidéncia relacionada ao cancer ocorreu devido a industrializagéo,
gue gerou mudancas e uma maior uniformidade das condi¢cdes de vida, trabalho,
nutricdo e consumo entre as diferentes classes soOcio-econémicas. Desta forma,
houve uma mudanca no perfil de mortalidade, com diminuigéo das taxas desta para
doencas infecciosas e aumento para doencas crénico degenerativas como o0 cancer,
doenca de Alzheimer e doencas cardiovasculares em funcdo do aumento da

expectativa de vida (Waters, 2001).

As altas taxas de morbidade se devem, especialmente em tumores com alta
capacidade de metastatizacdo, a falta de terapias que sejam efetivas nos estagios
avancados da doenca. Além disto, o diagndstico nas fases iniciais da doenca é
dificil, visto que, o padrdo ouro para o diagnostico definitivo continua sendo em
muitos casos, a bidpsia com analise histologica, que é uma técnica invasiva e
executada muitas vezes em fases tardias, apds a identificacdo da malignidade
(Gadeliya et al, 2009).

1.1) Fatores iniciadores e promotores do cancer:

Desde o inicio do século XX, o aparecimento de casos de cancer em uma mesma
familia propulsionou a busca por causas genéticas responsaveis por esta patologia.
Nas décadas seguintes, os avancos na identificacdo molecular das alteracdes
responsaveis pelo processo da carcinogénese foram determinantes para defini-la
como um processo aonde, inicialmente, as células acumulam alteracées genéticas
distintas (Hanahan & Weinberg, 2000). Essas alteracbes moleculares se constituem
de eventos como a inativagdo de genes supressores tumorais (p.e. p53 ou Rb) ou
ativacdo de proto-oncogenes (p.e. Ras ou Myc). Essas mutacdes geram
instabilidade gendmica, afetam mecanismos de controle da divisdo celular e
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permitem a formacdo do tumor primario (Mazzone & Comoglio, 2006).
Microscopicamente, as células tumorais apresentam algumas caracteristicas que as
distinguem das normais como: alta proporcédo do ndcleo em relacdo ao citoplasma,
nucléolo proeminente, mitocéndria com menor funcionalidade, alteracdes no

citoesqueleto e poucas estruturas especializadas (Alonso et al, 2004).

Os fatores ambientais se traduzem em genéticos, sendo que ha uma ampla
variedade de substancias as quais estamos expostos e que apresentam
propriedades carcinogénicas ou mutagénicas. Tabagismo (especialmente devido a
nitrosamina), exposicdo ao sol, dieta, produtos do metabolismo da inflamacéao e
virus, como o da hepatite B ou C, sdo alguns exemplos de fatores ambientais que
podem contribuir com o aumento do risco de desenvolver a doenca (Wogan et al,
2004).

1.2) Desenvolvimento tumoral:

Conforme dito anteriormente, o cancer é uma doencga que se origina de alteracdes
genéticas que sdo transmitidas da célula alterada as suas células filhas. Apesar de
estarmos expostos diariamente a indmeros carcinbgenos ambientais, o
desenvolvimento de um clone celular tumoral € um evento relativamente raro. Isto
ocorre por que a célula precisa transpor uma série de barreiras fisiologicas, que sao
denominadas pontos de controle, para se tornar tumoral. A progressédo pelo ciclo
celular é regulada, em parte, por uma série de proteinas como as ciclinas e as
guinases dependentes de ciclinas, principalmente nas transicoes de fases, tanto de
G1 (fase de preparo para a sintese de DNA) para S (fase de sintese de DNA), onde,
caso haja alguma irregularidade, o gene p53 desencadeia o processo de apoptose;
guanto de G2 (intervalo entre a fase S e a mitose) para a mitose, onde 0s
mecanismos nado estdo bem elucidados (Nurse et al, 1998). Desta forma,
anormalidades nos genes da transcricdo dessas proteinas regulatorias desregulam o
ciclo e permitem que células alteradas escapem ao processo de apoptose;
(Guimaraes & Linden, 2004).

As células modificadas vao se multiplicando e formam uma massa tumoral. A idéia
atual € de que o tumor seja constituido ndo s6 por células transformadas, mas

também por outras do hospedeiro como as células endoteliais, musculares lisas,
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fibroblastos e as células do sistema imunolégico, que interagem entre si. Essa
formacao denominada de microambiente tumoral é determinante para o processo de

progressao tumor (Hanahan & Weinberg, 2000).

Com a expanséo do tumor, ocorre o aumento da distancia de difusdo do oxigénio e
nutrientes para determinadas areas do tumor. A hip6xia (diminuicdo de niveis de
oxigénio nos tecidos) ativa o fator heterodimérico induzivel pela hipéxia (HIF —
Hipoxia Inducible Factors) que induz a transcricdo de genes que, conjuntamente
com outras proteinas como a angiopoetina-2, estimulam a formagédo de novos vasos
que migram para a massa tumoral. Este processo € denominado angiogénese e
garante o estabelecimento do oxigénio e a homeostase nutricional do tumor (Brahimi
& Pouysségur, 2006). Desta forma, a inibicdo da angiogénese pode significar a

inibicdo da progresséo e invasividade tumoral (Ferrara & Kerbel, 2005).

A angiogénese tumoral apresenta caracteristicas que a diferenciam da inflamatoria.
Na inflamacao, a maior fonte de fatores angiogénicos sdo os leucdcitos infiltrados e
as plaquetas, enquanto que para o tumor, as maiores produtoras sdo as células
tumorais com uma contribuicdo menor dos leucécitos. Os vasos presentes no tumor
apresentam arquitetura e funcdo anormal, sdo desorganizados, dilatados, tortuosos
e com didametro aumentado, sdo mais fenestrados com membrana basal
descontinua ou ausente, sendo mais permedaveis. As alteracbes observadas na
angiogénese e a permeabilidade vascular variam de acordo com o tipo de tumor e
do 6rgdo do hospedeiro onde o tumor estd se desenvolvendo, em parte pelas
diferencas entre os 6rgados que, apresentando diferentes células em seu estroma,
produzirdo diferentes propor¢des de moléculas proé e antiangiogénica (Carmeliet &
Jain, 2000; Bian et al, 2004).

Dentre as moléculas pré-angiogénicas, se destacam as citocinas, que Ssao
secretadas pelas células normais e tumorais. Estas moléculas participam de varios
eventos biolégicos como a imunidade inata, apresentagdo de antigeno,
diferenciacdo das células na medula 6ssea e expressdo de moléculas de adesao
(Muller, 2002). Dentre estas, o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF —
Vascular Endothelial Growth Factor) tem papel importante por desempenhar
fungbes, tais como o aumento da permeabilidade vascular, estimulo da

diferenciacao, proliferacdo, migracao e sobrevivéncia celular (Stefanini et al, 2008).

19



O aumento de sua expressao parece ser uma caracteristica de patologias como o
cancer, a artrite e a doenga cardiovascular (Harper & Bates, 2008). Os niveis de
VEGF sao controlados no tumor, principalmente, pela hipoxia e, além disso, por
algumas citocinas e fatores de crescimento como o derivado de plaquetas (PDGF —
Platelet Derived Growth Factor), o de necrose tumoral (TNF — a — Tumor Necrosis
Factor), o transformador (TGF- B - Transforming Growth Factor) e o epidermal
(EGF- Epidermal Growth Factor) que induzem a transcricdo de VEGF (Akagi et al,
1999).

Outras citocinas também apresentam papel de destaque na angiogénese, entre
estas, 0 TNF-a e o TGF-B. O TNF-a € um dos principais mediadores das reagdes
imunologicas, inflamatérias e patofisiolégicas. Sua atividade antitumoral advem de
efeitos diretos sobre as células tumorais, através da ativacdo da resposta imune
elou efeitos citotoxicos diretos (Fiers, 1991). Esta citocina tem sido associada ao
desenvolvimento e progressdao tumoral em modelos pré clinicos e sua secrecao
pelas células do microambiente parece estar relacionada com a invasao e migracao
celular (Mocellini & Nitti, 2008). Experimentos in vivo e in vitro sugerem que o TGF- 3
pode promover o cancer de varias formas, afetando o microambiente tumoral,
aumentando invasividade e inibindo o sistema imune (Padua & Massagué, 2009).
Assim como estes fatores citados e outros, como o NOS (éxido nitrico sintase) e a
COX-2 (cicloxigenase 2), atuam como ativadores outros, atuam como inibidores
(p.e.: angiostatina e endostatina) e o desbalangco entre esses pode resultar em

aumento da neoformacao vascular (Zielo et al, 2007).

A presenca do tumor gera uma resposta inflamatéria, como uma tentativa do
organismo de controlar a doenca (Talmadge et al, 1981). Por essa razao, o
microambiente tumoral €& rico em células inflamatdrias, especialmente o0s
macrofagos, sendo que estas células podem afetar o desenvolvimento do tumor de
varias formas. Lu e colaboradores (2006) afirmaram que macréfagos ativados séo
recrutados para a eliminacdo das células transformadas. Contudo, a idéia corrente é
que, na presenca do tumor, ocorre uma mudanca de fenotipo dos macrofagos que
passam a estimular a angiogénese pela producdo de fatores de crescimento e,
também, geram a ruptura da membrana extracelular, promovendo a progressao e

invasdo tumoral (Schafer & Werner, 2008). Desta forma, a agdo dos macréfagos em
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relagdo ao desenvolvimento do tumor € paradoxal. Ao mesmo tempo em que podem
atuar reduzindo a invasdo e geram uma grande quantidade de antigenos, que
podem auxiliar no reconhecimento da célula tumoral pelo sistema imune, podem,
também, gerar o aumento da vascularizacdo, subverter a imunidade e aumentar a

producéo de elementos facilitadores do crescimento tumoral (Bidard et al, 2008).

Simultaneamente aos eventos angiogénicos, outros de degradacdo e de
remodelamento da matriz extracelular ocorrem para que o tumor e a rede vascular
continuem se desenvolvendo, eventos que resultam em invasdo de tecidos
adjacentes. Esses processos ocorrem através da acdo das proteases endbgenas
gue sao produzidas pelas células do estroma e, principalmente, pelas tumorais. Nas
células normais, as enzimas proteoliticas estdo localizadas em lisossomas ou outros
compartimentos intracelulares, porém, nas tumorais, estas sdo translocadas dos
compartimentos intracelulares para a superficie celular e entdo, sdo secretadas.
Existe uma grande variedade dessas enzimas, sdo elas as metalo, aspartico,
cisteino e serino proteases (Deryugina et al, 2006, Minarowska et al, 2008). Essas
enzimas sdo ativadas em pH acido (entre 3,5 e 5,5) e, portanto, suas atividades
estdo aumentadas em ambientes onde h& hip6xia, como o tumoral (Nagase &
Woesser, 1999). Cada tipo de tumor apresenta caracteristicas proprias de
degradacéo proteolitica, como, por exemplo, a perda do colageno tipo VII que ocorre
precocemente no melanoma (Kirkham et al, 1989), no cancer de mama (Wetzels et
al, 1991) e no cancer de prostata (Nagle et al, 1995), enquanto que para o tumor de

célon, a perda da laminina-5 é a mais comum (Pyke et al, 1994).

Além da degradacdo da matriz extracelular pelas proteases enddgenas, outros
mecanismos mediados por moléculas de adesdo, como as caderinas, selectinas e
integrinas, estdo envolvidos na migracdo e invasdo tumoral. As integrinas,
glicoproteinas de adesé&o, além de promover a migragdo da célula tumoral também
medeiam vias sinalizadoras de sobrevivéncia celular, permitindo que a célula
consiga sobreviver longe do seu local de origem (Stupack, 2005; Frisch & Screaton,
2001; Jin & Varner,2004). Para a célula migrar, € necessario que ela passe por uma
transicdo denominada epitélio mesenquimal, na qual a célula tumoral, de origem

epitelial passa a expressar genes tipicamente expressos em células de tecido
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conjuntivo. Neste processo, ocorrem mudangas de morfologia, arquitetura e adesao

aumentando a capacidade migratoria da célula (Lee et al, 2006).

O é&pice da progresséo neoplasica ocorre com a metastase que é 0 processo no qual
as células migram do sitio primario e colonizam areas a distancia. Assim, as células
tumorais penetram pelo sistema linfatico ou corrente sanguinea através de um
processo semelhante ao realizado por leucdcitos na diapedese, ou através de
destruicdo da parede do vaso (Strell & Entschladen, 2008). O mecanismo pelo qual
ocorre a perda de adesdo as ceélulas endoteliais ainda ndo estd completamente
esclarecido (Chiarugi &Gianonni, 2008) e n&o existem estudos suficientes para
guantificar o percentual de células tumorais que sobrevivem e conseguem colonizar

areas secundarias (Eccles & Welch, 2007).

Ao atingir o sitio secundario, a célula metastatica pode ficar quiescente em seu novo
ambiente até o momento em que inicie a producdo de fatores de crescimento e,
ocorra uma adequada angiogénese no local. Nesta fase denominada fase de
dorméncia, a metdstase € assintomatica e ainda ndo é detectavel clinicamente.
Dados da literatura revelam que o tumor priméario exerce efeito supressor sobre o
crescimento das metastases nas areas secundarias e que, a remocao deste pode
reduzir os niveis de angiostatina e expandir as micrometastases pré existentes
(Holmgren et al, 1995; Zetter,1998; Dai et al, 2006).

1.3) Tratamento do céncer:

Um dos maiores desafios para o tratamento do cancer é a ocorréncia de metastase,
visto que o mecanismo pelo qual as células colonizam areas distantes é elucidado,
constituindo a maior causa de morte e falhas do tratamento (Zetter,1998). As
modalidades de tratamento mais comuns atuam sobre o tumor primario e, sdo estas:

a resseccao cirurgica, quimioterapia, radioterapia e a imunoterapia.

A retirada cirargica do tumor, jA vem sendo executada por mais de cem anos e
continua sendo a pedra angular para o tratamento do cancer de tumores solidos. A
resseccdo do tumor primario € feita em duas etapas. Inicialmente, é realizada a
biépsia para estabelecer o diagndstico, avaliar a espessura e caracteristicas

histopatoldgicas. Posteriormente, para lesdes confirmadas de neoplasias, 0
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processo cirargico requer uma excisdo 0 mais extensa possivel com amplas
margens de seguranca (Wainstein & Belfort, 2004; Katz et al, 2005; Kitano et al,
2006). A disseccdo eletiva de linfonodos sentinelas €é controversa e a
metastasectomia (resseccdo cirdrgica das metastases) é de dificil execucao,

especialmente para estdgios mais tardios do cancer (Esser, 2003).

Na radioterapia, se utiliza a radiacéo ionizante para destruir as células tumorais. A
morte celular induzida pela radiacéo gera injarias no material genético, impedindo a
divisdo celular. Porém, seus efeitos ndo sdo seletivos para as células tumorais,
advindo dai, os efeitos colaterais deste tratamento. A radioterapia € indicada como
terapia adjuvante pds-cirirgica, eliminando as células tumorais residuais (Formenti &
Demaria, 2008).

Quando combinada com outras abordagens terapéuticas, a imunoterapia pode ser
uma ferramenta de tratamento efetiva. Varias técnicas vém sendo desenvolvidas
como a transferéncia de linfocitos T citotoxicos (CD8T) e pode ser usada para
reduzir células tumorais residuais e reduzir o risco de recorréncia e metastase
(Kruger et al, 2007).

O tratamento quimioterapico constitui um grande desafio para a medicina moderna
visto que, geralmente, atua em nivel celular, sem especificidade, interferindo no
processo de crescimento e divisdo, ndo destruindo seletiva ou exclusivamente
células tumorais. Os efeitos colaterais da quimioterapia estdo relacionados a
destruicdo de células saudaveis que estdo em mitose, e incluem: toxicidade
hematoldgica, com depressao da medula 6ssea, que € manifestada por leucopenia,
trombocitopenia e anemia; toxicidade gastrointestinal, manifestada através de
nauseas, vomitos, mucosite, anorexia, diarréia e constipacao; toxicidades cardiaca,
hepética, pulmonar, neuroldgica, vesical/renal; alteracbes metabdlicas, como
hipomagnesemia, hiponatremia, hipercalcemia e hiperuricemia; toxicidade
dermatolégica, com alteracdbes nas unhas, alopecia, eritema, urticaria,
hiperpigmentacdo e fotossensibilidade; reacdes alérgicas e anafilaxia (Araujo et al,
2006).

Dentre os farmacos utilizados, temos 0s agentes citotoxicos, horménios e agentes

antiangiogénicos. Os agentes citotoxicos atuam de forma a interromper a divisao
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celular e desencadear o processo de apoptose. Podem agir também ativando
cascatas apoptoticas, como a via das caspases (Shalaija et al, 2004). Neste grupo,
estdo presentes os agentes alquilantes, os antimetabdlitos, os antibidticos e 0s
inibidores mitoticos. Os agentes alquilantes atuam formando ligacdes covalentes
com componentes celulares nucleares e seus efeitos estéo diretamente relacionados
com a alquilacdo do DNA, a cisplatina, representante desse grupo, é um analogo da
platina e atravessa a membrana através de seus canais transmembranares,
formando adutos com o DNA (Jamieson & Lippard, 1999). Ja os agentes
antimetabolitos afetam a biossintese de componentes essenciais do DNA e do RNA;
a fluoruracila (5-FU) pertence a este grupo e foi desenvolvida como um anélogo da
base uracila contendo fldor. Seu principal mecanismo de acdo é a inibicdo da
timidilato sintase e, consequentemente, a sintese do DNA (Thomas & Zalcberg,
1998). Os antibiéticos formam uma classe com estrutura quimica variada e que nao
atuam especificamente sobre uma fase do ciclo celular, neste grupo, destacamos a
mitomicina C que atua aumentando expressdo de caspases 8 e 3,
consequentemente, gerando a apoptose. Outro grupo importante € formado pelos
inibidores mitéticos que paralisam a mitose através de sua acao sobre a tubulina
formadora dos fusos mitéticos; a vincristina que é um alcaldide da vinca é um dos
antineoplasicos deste grupo (Kuboyama et al, 2004). Existem, também, outros
agentes citotOxicos que nao pertencem a esses grupos, como 0 etoposideo,
derivado semi-sintético da podofilotoxina, que atua como inibidor da topoisomerase
Il (Meresse et al, 2004).

Outros agentes podem atuar de forma ndo citotoxica no tratamento das neplasias,
como a terapia hormonal que é utilizada quando o tumor é derivado de tecidos
sensiveis a um determinado hormonio e dependem dele para seu crescimento e
sobrevivéncia, como o tumor de mama ou de préstata. Dentre os farmacos
utilizados, podemos citar o tamoxifeno, que € um inibidor competitivo da ligagéo do
estr0geno ao seu receptor ou a ciproterona, que € um inibidor competitivo dos
receptores de androgénios. Este tratamento leva a uma queda nos niveis ou
antagonizam a acao dos esterdides sexuais (De La Taille, 2001; Schroth et al, 2007).
Agentes antiangiogénicos como o bevacizumab (que € um anticorpo monoclonal
anti-VEGF) ou o sorafenid (inibidor de quinases que atua inibindo crescimento e

ativando apoptose de células endoteliais e alguns tipos de tumorais) também vém
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sendo utilizados por aumentarem o tempo de sobrevivéncia do paciente. Contudo,
seu uso é muito recente e é necessario um maior tempo de monitoramento do
paciente e resolucdo de problemas como a resisténcia ao tratamento a longo prazo
(Sessa et al, 2008). Os anticorpos monoclonais podem ser gerados para reconhecer
e se ligar a antigenos especificos do tumor e séo utilizados conjuntamente com
agentes citotdéxicos ou podem ser ligados a radioisétopos para aumentar a sua
atividade (Ravi & Chari, 2007)

Ha algum tempo, estudos clinicos sobre a utilizagdo de proteases na Oncologia vém
sendo realizados e comprovando a sua importancia como farmaco principal ou
adjuvante. Misturas enzimaticas contendo papaina, tripsina e quimiotripsina
demonstraram ter eficacia clinica atuando como supressores tumorinogénicos,
reduzindo disseminacdo metastéatica e aumentando o tempo de sobrevida ou mesmo
aliviando os efeitos adversos gerados pelo tratamento convencional e melhorando a
qualidade de vida dos pacientes (Leipner & Saller, 2000). Foi demonstrado, também,
que a administracdo oral de bromelina, enzima proteolitica advinda de Ananas
comosus, trouxe remissao de tumores malignos com poucos efeitos colaterais para

os pacientes (Gerard, 1974).

Apesar dos inumeros estudos sobre as formas de atuacéo das proteases no cancer,
0S seus mecanismos de acdo nao estdo completamente elucidados. Um possivel
mecanismo de acdo é a atuacdo sobre o balanco entre proteases e antiproteases
(inibidores de proteases). Acredita-se que as proteases exdgenas possam induzir a
sintese de inibidores de proteases, como as o2 macroglobulinas, que inativam
proteases enddgenas que participam do processo de metastases (Sloane et al,
1990).

Outro possivel mecanismo de acdo das proteases no cancer é através da
modulacdo da expressdo de varias moléculas de adesdo. Estudos demonstraram
gue a bromelina é capaz de remover moléculas de adesdo como CD44, CD45RA
(uma isoforma de CDA45), CD6, CD7, CD8 e Leu8/LAM1 por proteolise. Desser e
colaboradores (2001) relatou a agdo das misturas proteoliticas combinadas com a

bromelina na reducéo dos niveis da citocina TGF-§ em sangue humano. Este fator
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esta relacionado a proliferacdo, diferenciacdo celular e a atividade
imunossupressora tumoral (Moses et al. 1994)

Dentre as proteases citadas anteriormente, a papaina que é advinda do latex de
Carica papaya, foi a primeira a ser caracterizada e é utilizada, também, na industria
como amaciante de carnes, no curtimento de couros ou na clarificacdo da cerveja,
portanto se destaca pela sua importancia comercial (Castro, 1981). Proteases como
a papaina ou como a bromelina, sdo endopeptidases denominadas cisteino
proteases ou tiol proteases. Elas possuem uma cisteina no sitio ativo e seu
mecanismo de catalise envolve a participacdo do grupo tidlico. A familia de cisteino
proteases C1 é a mais numerosa familia destas proteases e compreende as
enzimas semelhantes estruturalmente a papaina. Elas estdo distribuidas em
animais, virus, bactérias e plantas, principalmente as que pertencem a familia

Caricaceae (Bromme et al., 2004).

1.3.1) Fracéo proteolitica derivada do latex de C. candamarcensis - P1G10:

FracOes proteoliticas do latex de Carica candamarcensis vém sendo caracterizadas
bioquimica e farmacologicamente pelo Laboratorio de Substancias Antitumorais e
pelo Laboratério de Biologia Molecular de Produtos Naturais, ambos do ICB, UFMG.
Essa é uma planta tipica da costa oeste da América do Sul caracterizada por seu
caule grosso, ramificado na porcéo apical. Possui cerca de 5 metros de altura e seu
fruto € amarelo, elipsdide e comestivel apdés o cozimento. O latex de C.
candamarcensis € coletado geralmente das camadas mais externas dos endocarpos
dos frutos verdes, onde os canais lactiferos sdo numerosos (foto em anexo - ANEXO
1). Esse se apresenta rico em carboidratos, vitaminas, sais minerais e peptideos de
baixo peso molecular, além de enzimas da classe das cisteino proteases, ausentes
na Carica papaya (Baeza et al, 1990; Bravo et al,1994). Algumas dessas enzimas
apresentam caracteristicas diferentes das descritas para papaina, tais como pH
otimo, ponto isoelétrico, atividade catalitica e reatividade imunologica (Teixeira et al,
2008). Sabemos que pela separacao cromatografica do latex de C. candamarcensis
em Sephadex G10 se obtém fragBes proteoliticas que podem ser agrupadas em dois
picos denominados de P1 e P2G10, que sao constituidos por proteinas de massa
molecular de cerca de 23 kDa (grafico em anexo — ANEXO 2). Pereira e

colaboradores (2001) relataram significativa similaridade entre a estrutura primaria
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da fracdo purificada proveniente do latex de C. candamarcensis (CC23) e proteases
purificadas da C. papaya. A menor homologia foi obtida com a papaina (59,5%),
seguida pela papaya protease IV (67,6%), papaya protease Il (69,7%) e, finalmente,
com a chimopapaina (74,3%).

Inicialmente, descrevemos a atividade mitogénica, in vitro, de fracbes de P1G10
obtidas por cromatografia de troca idonica. Estudos in vivo demonstraram uma
interessante capacidade cicatrizante, dose dependente, de P1G10 em modelo
murino de dermoabrasfes. Esta atividade pode ser justificada pela angiogénese e
atividade proteolitica, possivelmente, debridante observadas que, em conjunto,
participam do processo de cicatrizacdo (Gomes et al, 2005; Mello et al, 2006).
Estudos subseqlentes evidenciaram as atividades protetora e cicatrizante gastrica
de P1G10 em modelos de lesbes ulcerosas agudas induzidas pela indometacina e
cronicas induzidas pelo acido acético (Mello et al, 2008; Silva et al, 2008). Ja foi
relatada, também, a acdo antitumoral de P1G10 em relacdo ao modelo de
carcinoma de Ehrlich, com reducgéo de cerca de 41% da massa tumoral (Viana et al,
2008).

Devemos considerar que a fonte destas substancias sdo espécies ediveis e, por
tanto, representam um risco minimizado para a salde humana. Trabalhos pré
clinicos de toxicologia aguda realizados pelo nosso grupo mostraram que, para as
vias intraperitoneais (i.p.) e subcutaneas (s.c.) apenas altas doses (acima de 50
mg/kg) causaram morte em cerca de 30 minutos. Em estudos toxicolégicos
subcrénicos, utilizando administracéo oral, sé se observou o aparecimento de sinais
toxicos para a dose de 300 mg/kg a partir do 45° dia. Esses resultados demonstram
a baixa toxicidade de P1G10 por via sistémica, permitindo a execucédo de estudos

com seguranca (Villalba et al, dados nao publicados).

Considerando que os efeitos aqui descritos sdo concentracdo/dose dependente e
que algumas outras proteases vém sendo estudadas como
antitumoral/antimetastaticas, visamos com este trabalho avaliar esta capacidade
para P1G10.
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2) OBJETIVOS:

2.1) Objetivo geral:

Avaliar as atividades antitumoral e antimetastatica da fracdo P1G10 do latex
de Carica candamarcensis sobre os modelos in vivo de melanoma murino
metastatico (B16F10) e ndo metastatico (B16F1).

2.2) Objetivos especificos:

Determinar a citotoxicidade de P1G10 sobre linhagens normais e tumorais

através da medida de viabilidade celular pelo método do MTT.

Estabelecer as condi¢des técnicas ideais para dois modelos de melanoma

(metastatico e ndo metastatico) em camundongos Cs7Bls,

Determinar a dose méaxima tolerada por via subcutdnea, bem como a mais
eficaz de P1G10 para modelos de tumor metastéatico e ndo metastéatico sobre

a linhagem de camundongos Cs7Ble.

Determinar o tempo de sobrevida de camundongos Cs;Blg portadores de

melanoma, metastatico ou nao, tratados com P1G10.

Avaliar marcadores angiogénicos tumorais, assim como inflamatdrios em
camundongos tratados com P1G10, como:

» concentracdo de hemoglobina

» dosagem da atividade de NAG

» dosagem de VEGF, TNF-o e TGF-p

Avaliar se a biodistribuicdo de P1G10 € alterada na presenca do tumor para

os diferentes modelos.

Avaliar a participagdo da atividade proteolitica de P1G10 na atividade

antitumoral.
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3) MATERIAIS E METODOS:

3.1) MATERIAIS:

3.1.1) Biolégicos:

3.1.1.1) Animais:

Camundongos da linhagem Cs/Blg apresentando entre 6-8 semanas
fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UFMG (CEBIO)

3.1.1.2) Linhagens celulares:

B16F1 (células de melanoma com baixo potencial de colonizagdo pulmonar),
gentilmente cedidas pelo Prof. Ricardo Brentani do Instituto Ludwig, S&o Paulo,
SP, Brasil.

B16F10 (células de melanoma com alto potencial de colonizacdo pulmonar),
gentilmente cedidas pelo Prof. Ricardo Brentani do Instituto Ludwig, S&o Paulo,
SP, Brasil.

CHO (células de ovéario de hamster chinés), gentilmente cedidas pelo Prof.

Ricardo Brentani do Instituto Ludwig, Sao Paulo, SP, Brasil

BHK-21 (fibroblastos de rim de hamster), adquiridas através do Banco de
Células do Rio de Janeiro (codigo CR007)

CIPs (endotélio de aorta de coelho), gentiimente cedido pela Dr®. Helena Nader
do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Sao Paulo
(UNESP), Sao Paulo, SP, Brasil

3.1.2) Reagentes quimicos:

Amershan Life Science, Buckingghamshire, Inglaterra - FBS (Soro Fetal

Bovino).

Bristol-Meyes-Squibb Industria Farmacéutica S/A, Sdo Paulo, SP, Brasil -

Anfotericina B.
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Calbiochem, St. Diego, EUA - BSA 0,1% e 1% (albumina de soro bovino tipo
V).

Gibco-BRL Corporate Headquarters, Gaithersburg, EUA - Pancreatina,
meio de cultura F12 Ham desidratado, meio de cultura RPMI - 1640

desidratado.

Instituto Adolpho Lutz, Sdo Paulo, SP, Brasil - ATV (solucdo aquosa de
tripsina) contendo: tripsina (0,20 g), versene (0,02 g) e agua deionizada q.s.p.
(200 mL).

Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil - H,0;
(peroxido de hidrogénio), KCI P.A. (cloreto de potassio), KH,PO, P.A.
(dihidrogenofosfato de potassico), NaCl P.A. (cloreto de so6dio), NaOH P.A.

(hidréxido de sédio), Twen 80 (polioxietilnsorbitano monolaurato).

Labtest Produtos para Anédlises Clinicas Ltda, Lagoa Santa, Minas
Gerais, Brasil - Reagente de hemoglobina (KCN 500 mg/dL).

Laboratérios Wyeth-Whitehall, Sdo Paulo, SP, Brasil - Ampicilina sodica.

Merck, Darmstadt, Alemanha - Bicarbonato de sodio P.A., DMSO (dimetil
sulfoxido), EDTA P.A. (etileno-diamino-tetracetato dissddico dihidratado),
etanol absoluto, fosfato monobasico de potassio P.A., fosfato monobésico e
dibasico de sddio P. A., Triton X-100.

R & D Systems, Mineapolis, EUA - Kits de imunoensaio DuoSet ® VEGF,
TNF-a, TGF- anti-mouse.

Sigma Chemical Co, St. Louis, EUA - Acido citrico monohidratado; brometo
de 3 (4,5-dimetiltiazol-2-ila)-2,5-difeniltetrazdlio ou sal de tetrazélio (MTT);
EBSS (Earle’s balanced salt solution); estreptomicina, HClI P.A (acido
cloridrico); hepes (N-[2-hydroxyetyl]-piperazine-N-2 ethaneusulphonic acid);
H,SO, (acido sulfarico); HTAB (Brometo de hexa - 1,6 - bis-
deciltrimetilamoénio); IAA (iodoacetamida); OPD (o-fenilenodiamina); TMB
(3,3,5,5- tetrametilbenzidina).

White Martins do Brasil S/A, Contagem, MG, Brasil - Nitrogénio liquido.
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e P1G10 produzida no Laboratério de Biologia Molecular de Produtos Naturais
do Departamento de Bioquimica e Imunologia da Universidade Federal de

Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

3.1.3) Equipamentos:

Abbott Laboratories, Chicago, EUA - Contador gama ANSR.

Consul - Multibras Eletrodomeésticos S/A, Sdo Bernardo do Campo, SP,
Brasil - Refrigerador ajustado a temperatura de +4°C; freezer a temperatura de —
20°C.

Fanem, Sdo Paulo, SP, Brasil — Banho-maria calibrado a 37°C, centrifuga
Excelsa 2 modelo 205 N.

Fisher Scientific, California, EUA - Ultra-sonicador modelo FS-28H.

Fizatron Equipamentos Elétricos para Laboratoério, Sdo Paulo, SP, Brasil -

Agitador magnético modelo 252.
Janke & Kunkel IKA, Labortenik, Alemanha - Homogeneizador Ultra- turrax.

Metter Micronal Instrumentos S/A, Sdo Paulo, SP, Brasil - Balanca eletrénica

analitica modelo MT-200.

Milipore Corporation, Bedford, EUA - Deionizador de &gua por meio de

0oSmose reversa.

Nevoni Equipamentos Médicos e Odontoldgicos, Sado Paulo, SP, Brasil -

Bomba aspirante modelo “H”.

Novatécnica Equipamentos para Laboratérios, Piracicaba, SP, Brasil -
Medidor de pH modelo NT-PH2 - equipado com eletrodo modelo V-620 C -

Analion Aparelhos & Sensores Ind. & Com., Ribeirdo Preto, SP, Brasil

Nuaire Equipaments, Pymouth, Minneapolis, EUA. Estufa incubadora 36,5 °C,

atmosfera controlada e contendo 2,5% CO; (V/v).

Olympus Corporation, New York, EUA. Microscopio 6tico linha CB, microscépio

Otico invertido modelo CK2.

31



e Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao. Espectrofotdbmetro de duplo feixe para

faixas UV (ultravioleta) e visivel modelo UV-150-02.

e Spectramax Plus, Molecular Devices, CA, EUA - Leitor de microplacas de
ELISA.

e Thermolyne, Dubuque, loha, EUA - Shaker Roto Mix modelo 48200.

e Veco do Brasil Industria & Companhia de Equipamentos, Campinas, SP,

Brasil - Capela com fluxo laminar de ar ultrafiltrado.

3.1.4) Materiais diversos:

Biodinamica, Ibipora, PR, Brasil - Fio de sutura Suturim 1x10 m.

Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, EUA - Tubos tipo “eppendorf”

com capacidade para 0,5e 1,5 mL.
Fenin-Optik, Blakenburg, Alemanha - Camaras de Neubauer.

Fizatron, Equipamentos Eletrénicos para Laboratérios, Sdo Paulo, SP,

Brasil - Barras magnéticas.

Gilson Sas, Franca - Pipetadores automaticos com capacidade maxima de 2,

20, 200 e 1000 ul, acompanhados de ponteiras de polipropileno.

Millipore Corporation, Bedford, EUA - Membranas filtrantes de nitrato de

celulose, com 0,45 ym e 0,22 um de didametro de poro.

Nunc Inter Med A/S, Roskilde, Dinamarca - Garrafas de poliestireno de 50

ml para cultura, placas de poliestireno multicavitadas de 96 cavidades.

Quimex Corning Incorporated, New York, New York, EUA - Pipetas
graduadas de vidro, tubos de polipropileno com fundo cénico de 15 e 50 ml de

capacidade e dotados de tampa rosqueavel.

Sigma Chemical Co, St. Louis, MD, EUA - Saco de dialise com poro 10 kDa

de diametro.

S.S White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil - Material cirargico.
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Sytat Software Inc., Richmond, California, EUA - Software Sigma Plot
versao 5.0 e Prisma versao 3.0 para analise de resultados em forma grafica e

testes estatisticos.

Vidrolabor-Thermex Astra Brasil Ind. Vidros, F. Vasconcelos, SP, Brasil -
Vidraria (kitazato de 1000 ml, béquer 1000 ml e tubos de ensaio com 14 X 1

cm de dimensdes).

3.1.5) Farmacos utilizados:

Cespo industria e Comércio Ltda, Jacarei, Sdo Paulo - Quetamina
(Dopalen ®).

Laboratérios Calier S.A., Barcelona, Espanha — Xilasina (Dopaser ®).

Valeant Farmacéutica do Brasil Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil — 5-

Fluorouracila (Fluoro- Uracil ®) solucéo injetavel 250 mg/10 mL.

3.1.6) Solucdes:

e Fosfato de s6dioa 0,1 M :

Agua destilatda 0.S.P....veveeeeeeeeeee e, 500,00 mL

e Glicinaa0,8M:

Agua destilatda 0.S.P......eoveeereeeeeieee e 250,00 mL

e H,O,al2mM em tampdo fosfato de sodio:

HoOm. ettt et et ee ettt 1,60 pL
Tampao fosfato de s6dio 80 MM..........coooiiiiiiiiiii e 25,00 mL
e HxSOsa4M:

HoS O e 115,00 mL
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Agua destilatda 0.S.P......cveeeeeeeecieeeee e 500,00 mL

e Meio F12 HAM (NaHCOs; 31 mM, Hepes 10 mM, Ampicilina 0,27 mM,
Estreptomicina 0,06 mM) :

Meio F12 Ham desidratado (comercial)..............uuiiiiiiiieiiieeeeeeieeeeeeeeiiieninns 10,60 g

Bicarbonato de SOAIO .......coouuiiiiiiiiiiie e 2,67¢

=T 01 PSRRI~ 1o N ¢ |

F N o] oo [T F= 8T To [ o= NS 0,10 g
Ry (=] o) (0 1 ] (o1 - 0,10¢g
Agua deioniZa0a .S.. ..veeveeeeeeeeeeeeeee ettt 1,00 L

Apoés ajustado o pH, 0,005 g de Anfotericina B foi adicionado e esterilizado por

filtragdo em membrana Millipore com porosidade absoluta de 0,22 um.

e Meio RPMI-1640 pH 7,4 (NaHCO3; 14 mM, Hepes 4 mM, Ampicilina 0,27 mM,

Estreptomicina 0,06 mM) :

Meio RPMI-1640 desidratado (comercial) ..........cceeeeeiiiiiieiieeeieeeiieeeieeeenns 10,43 g
Bicarbonato de SOUIO ........ccooeviiiiiiiiie e 1,20 g
HE DS .o e 2,38 ¢
AMPICIHTING SOUICA. ...eeei et a e 0,10g
Ry (=] o) (01 1] (o1 o - OO 0,10¢g
Agua deIONIZAOA G.S.P. c.vveveeee ettt 1,00 L

Apoés ajustado o pH, 0,005 g de Anfotericina B foi adicionado e esterilizado por

filtragdo em membrana Millipore com porosidade absoluta de 0,22 um

e NaCla0,8M:

AQUA AESHIA0A GeS. P ettt 250,00 mL

e NaOHa08M:

AQUA AESHIA0A GeS. P vt 250,00 mL

e p-nitrofenil-N-acetil-b-D-glicosamina a 2,24 mM :
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p-nitrofenil-N-acetil-b-D-glicosamina...........ccccccceeeiiiiiiiiiiiiiee 0,77 mg
Tampao Citrato/fOSTatO.......ccooevie e 1,00 mL

e PBSpH72-74:

= L 8,009
Kl et e e e e e e e e e ee e 0,20 g
T 1T YOS OO 1,15¢
[ B = 0,21¢g
AQUA JEIONIZAA G.S. Pttt ettt 1,00 L

e Reagente diluente (utilizado nos ensaios imunoenzimaticos) :

[ SR T (=] 1 40,00 mL
3T N O K YT 0,049

e Solucdo de acido citricoa 0,1 M :

Acido Citrico MONONIAIAtATO. ......cvvee ettt 10,51 ¢
Agua destilatda 0.S.P...c..eveeeeeeeeeeteeeee et 500,00 mL

e Solucdo de acido sulfirico a 4M :

HaS 04 (18M).erveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeseeeseesseeeseseseseseesseeeseesseeeseeeeens 115,00 mL
Agua destilatda 0.S.P...c..eveeeeeeeeeceeeeee et 500,00 mL

e Solucdo anestésica “Ketapun” (quetamina 10% e xilasina 2%) :

QUELAMINGA 1090......ccceeiiiiiie et e e e e e e e e et e e e e e eeraaas 10,00 mL
D1 F= TS A= A T 7,50 mL

e Solucdo de Drabkin :

Reagente de hemoglobina (KCN 500 Mg/dL).........cuueeieiiiiiiiiiiineniniinns 10,00 mL

AQUA DESHIAA. ........ccveceeeceeee et 990,00 mL

e Solucdo de HTAB (brometo de hexa — 1,6 - bis- deciltrimetilambnio) a 5% :




Tampao fosfato de so0dio (80 MM, PH 5,4)...ccccuvviiiiiiieeiiiiiiiiiiciiii, 20,00 mL

e Solucdo NaCl 0,9% :

Agua destilatda 0.S.P......cveueeeeeeeieeteeeeee e 100,00 mL

e Solucao de pancreatina 0,2 % v/v em tampdo EBSS pH 7,4 :

PaNnCreating. ... 1,00 mL

SIS TS o RN o 10,00 mL

e Solucdo para paralisacdo da reacdo (VEGF) :

H2SO4 AM ..o 30,00 mL

AQUA JESHIA0A G.S. Pttt 10,00 mL

e Solucdo Triton X-100 :

THEON X= 200, eieiiieeeiit e e e e r e e e 1,00 mL
SOIUGAO0 SAINA @ 0,9%0 .S P o iiii ittt e 1,00L

e Tampao de bloqueio (ensaios imunoenzimaticos) :

PBS @SAIIL .o 40,00 mL

BSA L0, 0,409

e Tampao citrato/fosfato (pH 5) :

» Solucéo A:
ACIHO CIHCO 0,1 M.t 9,60
Agua deioNiZA0A GuS.Pue. et 500,00 mL
» Solucéo B:

Fosfato de s6dio dIDASICO.............euuiiiiiiiiii e, 35,82 ¢
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Agua deioniZada .. P......covevereeeeeieeeeeeeee ettt e, 500,00 mL

» Tampao citrato/ fosfato:

Y0 [0 [o%= To 1 USSP 24,30 mL
0] [0 [o7= To 1 = J0 S RSSRSRPRR 25,70 mL
Agua deiONIZA0A G.S.Puv.veeeeeeieee ettt 100,00 mL

e Tampdo glicinaa 0,2 M :

GlICINA @ 10,8 M. e 100,00 mL
NACH 8 0,8 M. .o e 100,00 mL
NAOH @ 0,8 M. 100,00 mL

e Tampdao de lavagem (ensaios imunoenziméaticos) :

e TMB (3,3,5,5- tetrametilbenzidina).a 6,4 mM em DMSO :

e Polioxietilnsorbitano monolaurato 20 (Tween 20) :

Polioxietilnsorbitano monolaurato 20 (Tween 20)...........ccccoovvvvvveeivvinnnnnn. 1,00 mL

Agua deionizada @SLENl............ccveov it 3,00 mL
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3.2) METODOLOGIA:

3.2.1) Obtencéo de P1G10:

A fracdo proteolitica foi obtida e fornecida pelo Prof. Carlos Edmundo Salas Bravo

do Laboratério de Biologia Molecular de Produtos Naturais do Departamento de
Bioquimica e Imunologia do ICB, UFMG.

Na preparacgéo, 3,0 g de latex liofilizado de C. candamarcensis foi suspendido em 20
mL de tampdao acetato de so6dio 1 M (pH 5,0); contendo cisteina, 25 mM; EDTA, 10
mM; e DTT, 5 mM. Apo6s 30 minutos de agitacdo lenta a temperatura ambiente, o
material foi centrifugado durante 10 minutos a 9000 x G a 4°C. O sobrenadante foi
filtrado em membrana de 0,45 uym de porosidade e constituiu o “latex ativado”, usado

posteriormente na purificacao.

A resina “Sephadex G-10”" (50 g) foi equilibrada durante 48 horas com 200 mL de
tampdo acetato de sédio 1 M (pH 5,0). Em seguida, o sobrenadante obtido
anteriormente foi aplicado sobre a resina, utilizando acetato de sédio 1 M (pH 5,0)
com um fluxo constante de 0,25 mL/minuto a temperatura ambiente e coletando
fragOes de 5 mL, as quais posteriormente foram triadas mediante a determinacdo da
densidade otica em 280 e 405 nm (concentracdo de proteina e atividade amidasica,

respectivamente) (Gomes et al, 2005).

3.2.1.1.) Inibicdo de P1G10 por iodoacetamida:

Para a inibicdo enziméatica de P1G10, se utilizou com o inibidor irreversivel
iodoacetamida (IAA). Inicialmente, foi preparada uma solugédo aquosa (35 mL) de
P1G10 na concentracdo de 2 mg/mL, a qual foram adicionados 4,9 ug de DTT. A
solucéo resultante foi incubada a 4 °C, sob agitacdo constante, por 30 min. Apés
este periodo, a solucdo foi incubada com 2,94 mg de IAA por 100 minutos. As
amostras entdo foram dialisadas com leve agitacdo contra 2500 mL de agua milii-Q
a 4°C durante 48 h (trocando a agua a cada 12 h), para eliminar o excesso de
inibidor. Apods este procedimento, as amostras foram esterilizadas e estavam prontas

para os ensaios biologicos (Gomes et al, 2005).
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3.2.1.2) Marcacéo de P1G10 com *™Tc:

As amostras de P1G10 foram marcadas radioativamente e fornecidas pelo
Laboratério de Radioisotopos da Faculdade de Farmacia da UFMG sob
coordenacao do Prof. Valbert Cardoso. Aliquotas de 100 pL das solucbes de P1G10
foram incubadas a temperatura ambiente durante 20 minutos com SnCl, e 2 pL de
borohidreto de sédio. O pH foi ajustado para 7,0 e adicionado a mistura 100 pL das
solucbes de pertecnetato de sodio, aguardando por 20 minutos para posterior
determinacdo do rendimento de marcacdo e separacdo das impurezas
radioquimicas executadas conforme ja padronizado anteriormente no laboratério

citado.

Avaliacao in vitro:

3.2.2) Avaliacao da citotoxicidade de P1G10:

3.2.2.1) Cultivo celular:

O teste utilizado para avaliacdo da citotoxicidade foi o teste do MTT. As células
B16F10, B16F1, CHO e BHK-21 foram cultivadas em meio RPMI 1640 a 5% (v/v) de
FBS, enquanto que para as células CIPs, o meio utilizado foi o F12-Ham
suplementado com 10% FBS. Todas as linhagens foram mantidas em estufa a 5%
de CO, e 37° C com atmosfera Umida. Ao atingirem aproximadamente 90% de
confluéncia, subcultivos das linhagens foram realizados para ampliacdo da cultura e
posterior congelamento. As células B16F10, B16F1, CHO e BHK-21 foram
inicialmente lavadas com PBS/EDTA pH 7,4 e em seguida adicionou-se tripsina a
0,2% (v/v) para a retirada das células aderidas a superficie do frasco de cultivo.
Quando as células apresentavam-se completamente desprendidas, foi adicionado
meio RPMI com 5% FBS para inativar a tripsina. J& nas células CIPs o mesmo
procedimento foi executado, no entanto a enzima utilizada foi a pancreatina 0,2%
(v/v) em tampao EBSS e para a inativagdo da mesma foi utilizado o meio F12 Ham
10% de FBS. O congelamento para a manutencao das células viaveis em estoque

foi efetuado a partir da preparacéo de criotubos contendo aliquotas de 650 pL das
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linhagens celulares (em 30% FBS e 10% DMSO). As aliquotas foram inicialmente

congeladas a —20 °C por duas horas e depois estocados em nitrogénio liquido.

3.2.2.2) Avaliacdo da viabilidade celular pelo método do MTT:

A suspenséao celular obtida foi semeada em placas de poliestireno de 96 cavidades
nas densidades de 0,8 x 10° células/cavidade (B16F10 e B16F1); 1,0 x 10°
células/cavidade (CHO e BHK-21) ou 2,5 x 10° células/cavidade (CIPs), suspensas
em 100 pL de meio RPMI mais 5% (v/v) de FBS ou F12 Ham com 10% de FBS para
CIPs. As culturas foram incubadas em estufa a 36,5°C com atmosfera imida e 5%
(v/v) de CO,. ApOs adeséo dessas ceélulas na superficie das cavidades, essas foram
expostas a concentracdes diferenciadas da fragdo P1G10 (variando entre 10%e 10

g/mL), sendo que os controles receberam apenas meio/soro.

Os testes foram realizados em hexaplicatas. Houve exposi¢do das células a fracédo
proteolitica por 120 horas. Anteriormente a leitura, foi realizada a adicdo de 10 pL de
uma solucdo de sal de tetrazdlio (5 mg/mL) em cada cavidade (resultando na
concentracéo final de 0,05 mg/10 pulL) e, 4 horas apds, os cristais de sal de tetrazolio
(formazan) foram diluidos em 100 puL de DMSO. Entédo, realizou-se a leitura
espectrofotométrica (540 nm). Para o calculo da concentracéo inibitéria para 50% da
populacdo, as médias aritméticas das densidades Gticas obtidas para os controles
foram consideradas como 100% de viabilidade celular. A porcentagem de células
viaveis foi calculada, entdo, pela férmula: B/A X 100, onde A= média aritmética da
densidade Optica do controle e B = média aritmética da densidade Optica na

presenca da amostra (Heo et al, 1990).

e Andlise estatistica:

O teste estatistico dos dados obtidos foi feito utilizando a analise de variancia, one-
way ANOVA pos teste Dunnett (GhaphPad Prism 5), os valores foram considerados
significativos quando p<0,05. Em seguida, através de regressao linear utilizando o
programa SigmaPlot 8.0, determinou-se a concentracdo inibitéria para 50% da

populacéo celular (ICsp).
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Avaliacao In vivo:

3.2.3) Avaliacado da atividade antitumoral de P1G10:

Células B16F1 (células de melanoma com baixo potencial metastatico) foram
cultivadas e obtidas conforme descrito no item 3.2.2.1. Apdés a obtencdo da
suspensao celular, esta foi centrifugada e suspensa em RPMI 1640 (veiculo utilizado
na administracédo) e, entdo, foram inoculadas subcutaneamente (s.c.) no volume de
100 pL, contendo 5 x 10° células, na regi&o do flanco direito de camundongos Cs;Bls.
(Zuberek et al, 2003).

3.2.3.1) Avaliacdo da variacdo da massa tumoral:

O tratamento foi iniciado quatro dias ap6s o inoculo de células por via s.c e feito
diariamente por 15 dias. Os animais foram separados em trés grupos: o controle que
recebeu somente veiculo (solucdo salina a 0,9%) e os grupos testes que receberam
a substancia na dose de 1 e 5 mg/kg. Os animais foram pesados em dias alternados

para ajuste da dose.

Ao término do tratamento, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e

0s tumores tiveram suas massas mensuradas.

e Andlise estatistica:

Os resultados obtidos das massas dos tumores foram expressos como média + erro
padrdo da média e comparados com o0s controles através da analise de variancia,
one-way ANOVA pos teste Bonferroni (GhaphPad Prism 5). Os valores foram

considerados significativos quando p<0,05.

3.2.3.2) Avaliacdo do tempo de sobrevivéncia:

Ap6s o indculo celular inicial (5 x 10° células em 100 pL), foram formados 3 grupos
de animais: o grupo controle negativo, tratado com solugcéo salina 0,9%; o grupo
tratado com a dose mais eficaz de P1G10 via s.c e 0 grupo controle positivo, tratado
com um farmaco com eficicia reconhecida contra o tratamento de uma ampla

variedade de canceres, o fluoruracil (5-FU), na dose de 20 mg/kg por via i.p. (Baez
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et al, 2007). O tratamento teve a duracdo de 15 dias para todos 0s grupos, porém
para o grupo tratado com o 5-FU foi realizado em ciclos de 5 dias. Apds o término do
tratamento, foi feito o acompanhamento diario dos animais e foram contabilizados os
obitos/dia. Os animais mortos tiveram seus tumores removidos e suas massas foram
medidas. Os resultados obtidos foram expressos em percentual de mortalidade nos
tempos de 1 a 8,9 al12 e 13 a 15 dias apo6s o término do tratamento (Ashour et al,
2007).

e Andlise estatistica:

Os dados obtidos foram expressos graficamente pela curva de sobrevivéncia de
Kaplan — Meier e os resultados comparados entre si pelo teste de Logrank. Os
valores das massas tumorais apresentados pelos grupos foram comparados entre Si
pelo Teste t de Student. Os resultados foram considerados significativos quando
p<0,05.

3.2.3.3) Avaliacédo da dependéncia da atividade proteolitica de P1G10 em seu efeito

antitumoral:

Inicialmente, as células (5 x 10° células em 100 pL) foram inoculadas por via s.c. e 3
grupos de animais foram formados: um controle (tratado com solucao salina 0,9%),
um grupo tratado com P1G10 na dose mais eficaz e outro tratado com a dose mais
eficaz de P1G10, porém com inibicdo da atividade proteolitica.por iodoacetamida
(IAA). Apés 15 dias de tratamento diario, os animais foram sacrificados por
exsanguinacdo, sendo o sangue coletado e os tumores removidos para medida de

suas massas.

e Andlise estatistica:

Os resultados obtidos das massas dos tumores foram expressos como media + erro
padrdo da média e comparados com 0s controles através da analise de variancia,
one-way ANOVA pos teste Bonferroni (GhaphPad Prism 5). Os valores foram

considerados significativos quando p<0,05.
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3.2.3.4) Avaliacéo do efeito de P1G10 sobre a angiogénese tumoral:

Neste ensaio, foram utilizados os tumores e o sangue coletados durante o
experimento de avaliacdo da dependéncia da atividade proteolitica na atividade
antitumoral de P1G10. Os tumores relativos aos grupos controle e tratado com a
dose mais eficaz de P1G10 foram homogeneizados, fracionados e separados em
criotubos. O sangue foi centrifugado por 10 minutos a 12.000 r.p.m para obtencé&o do
soro. Os tecidos e o soro foram mantidos a -20° C. Os parametros utilizados para a
avaliacdo da atividade angiogénica da fracdo foram as dosagens: de hemoglobina
(Hb), da atividade da N-acetil-b-D glicosaminidase (NAG) e a determinacdo dos
niveis das citocinas VEGF, TNF-a e TGF-f (Teixeira et al, 2006).

3.2.3.4.1) Quantificacdo da angiogénese através da dosagem de hemoglobina (Hb):

A avaliacdo da angiogénese foi realizada através do método colorimétrico de
Drabkin & Austin (1935) adaptado por Plunkett (1990). Para este experimento, aos
fragmentos tumorais (cujas massas tinham valores de aproximadamente 100 mg)
foram adicionados 2 mL de reagente de Drabkin e homogeneizados com o auxilio do
aparelho homogeneizador ultra-turrax. Esse homogenato foi centrifugado por 40
minutos a 10.000 r.p.m e filtrado em filtro Milipore de 0,22 um. As amostras em
duplicatas (100 pL por cavidade), assim como o padréao foram distribuidos em placas
de 96 pocos. A concentracdo de Hb foi determinada através de leitura
espectrofotométrica a 540 nm em leitor de ELISA e os valores obtidos foram
divididos pelos valores de suas respectivas massas e comparados as de uma curva

padrao de Hb previamente estabelecida.

3.2.3.4.2) Dosagem da atividade da N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG):

Esse ensaio foi feito utilizando parte do sedimento obtido na dosagem de Hb ao qual
foi adicionada solucdo de NaCl a 0,9% contendo 0,1 % (v/v) de Triton-X-100. Houve
a homogeneizacéo por 30 segundos e a centrifugagéo por 10 minutos a 3.000 r.p.m
a 4°C. O sobrenadante (100 pL) foi utilizado para a realizacdo do ensaio. Foram
adicionados a placa de 96 pocos 100 puL das amostras, 100 pL do substrato p-

nitrofenil-N- acetil-B-D- glicosamina e 2,24 mM em tampao citrato/fosfato de sodio
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0,1 M pH 4,5. Apés uma incubacéo a 37° C durante 10 minutos, foram adicionados
100 puL de tampéo glicina 0,2 M pH 10,6 para paralisar a reagdo. A absorbancia foi
medida por leitura espectrofotométrica a 405 nm e os resultados obtidos foram
expressos em densidade otica (Teixeira et al, 2006).

3.2.3.4.3) Ensaio imunoenzimatico para dosagem de VEGF, TNF-a e TGF-f3:

As amostras dos tumores (100 pL do sobrenadante da dosagem de Hb) e do soro
(150 pL) foram homogeneizadas em 500 pl de PBS pH 7,4 contendo 0,05% de
Tween 20, centrifugadas a 12.000g/4° C por 30 minutos e o sobrenadante foi
reservado. As citocinas foram dosadas em 150 pL do sobrenadante usando kits de
imunoensaio da R & D Systems, seguindo seus protocolos. A placa de microtitulagéo
foi sensibilizada com 100 pL/ cavidade de anticorpo primario (anti-camundongo)
especifico para a citocina a ser avaliada e incubada a 4° C overnight. A placa foi
lavada por 6 vezes com 400 pL de PBS pH 7,4 contendo 0,05% de Tween 20
(tampéo de lavagem). Foram, entéo, adicionados a placa 200 mL/ poco de PBS pH
7,4 com 1% BSA (Albumina de Soro Bovino), seguido de incubacgé&o por 1 hora para
bloguear os sitios de ligacdes inespecificas. A placa foi novamente lavada com
tampéo de lavagem. Os padrées e as amostras diluidas em PBS pH 7,4 com 0,1%
BSA e 0,05% Tween 20 (100 uL por poco) foram adicionadas a placa e incubados a
4°C overnight. A placa foi lavada com o tamp&o de lavagem e foram adicionados 100
uL/cavidade do apropriado anticorpo de deteccgéo biotinilado e incubado por 2 horas.
A placa foi lavada com o tampé&o de lavagem novamente e foram adicionados 100
UL/ pogo do conjugado estreptavidina-peroxidase e incubada durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Apds nova lavagem da placa, 100 pL/ poco de OPD foi
diluido em tampao citrato a 0,03% pH 5,0 contendo 0,02% de H,O, 30 v/v foram
adicionados. A placa foi incubada abrigada de luz durante 30 minutos. A reacéo foi
interrompida por adigdo de 50 pL/cavidade de H,SO, 1M. A leitura das placas foi
feita em espectrofotbmetro a 492 nm. Todas as amostras foram ensaiadas em
duplicata e as incubacdes (exceto overnight) foram a temperatura ambiente. Os
resultados foram expressos em pg/mg de tecido ou pg/ml. Uma curva-padrédo, com
sete pontos, foi construida usando, diluicbes seriadas a partir de 1000 pg/ml
(Ferreira et al, 2007).
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e Andlise estatistica:

Os resultados obtidos nos ensaios anteriores (em pg/mg de tumor para dosagem de
Hb, OD/mg tumor para dosagem de NAG, ug/mg de tumor para dosagem de
citocinas no tumor ou mg/150 pL de soro para dosagem de citocinas no soro) foram
expressos como meédia + erro padrdo da média e comparados com 0s controles
através do Teste t de Student (GhaphPad Prism 5). Os valores foram considerados

significativos quando p<0,05.

3.2.3.5) Biodistribuicdo de P1G10:

Neste ensaio, camundongos Cs7Blg foram subdivididos em 2 grupos: um grupo sadio
(que nao recebeu o inéculo celular) e o grupo portador de melanoma B16F1 (que
recebeu indculo celular na densidade de 5 x 10° células em 100 puL). O tratamento
com P1G10 5 mg/kg foi iniciado quatro dias apds o inéculo de células por via s.c.,
por 15 dias diariamente, sendo ao final do tratamento administrado P1G10 marcada
com *"™Tc. Os animais foram sacrificados em tempos diferenciados ao longo do

tratamento (1°, 5° e 16°dia).

A distribuicdo tecidual foi determinada 1 hora ap6s a administracdo, nos animais
previamente anestesiados com mistura de xilasina e quetamina na proporgcédo de
7,5:10 (0,2 mL/ 100 g de peso do animal via intramuscular) para a coleta de sangue.
Os animais foram sacrificados, tiveram seus tumores removidos e suas massas
determinadas. As porcentagens em relacdo a dose injetada presente nos tumores e
as porcentagens em relacdo a dose injetada por grama de tumor foram calculadas

para determinagéo da taxa de captacao.

e Andlise estatistica:

Os resultados obtidos para a captacdo tumoral de P1G10 foram expressos como
média * erro padrdo da média e comparados com 0s controles através da analise de
variancia, one-way ANOVA pés teste Bonferroni (GhaphPad Prism 5). As diferencas

foram considerados significativos quando p<0,05.

3.2.3.5.1) Imagens cintilograficas:
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Para obtencdo das imagens cintilograficas, os animais tratados com P1G10 5 mg/kg
marcada com *™Tc. foram anestesiados e, em seguida, posicionados em declbito
ventral. Através das imagens, é possivel avaliar a biodistribuicdo de P1G10 no
organismo do animal. As imagens foram obtidas pela gama camara no tempo de 1
hora ap6s a administracdo e o detector foi posicionado de forma a ficar sobre a
regido posterior do animal.

3.2.4) Avaliacdo da atividade antimetastatica de P1G10 :

Células B16F10 (células de melanoma com alto potencial de colonizagdo pulmonar)
foram cultivadas e obtidas conforme descrito no item 3.2.2.1 e, entdo, foram
centrifugadas e suspensas em RPMI 1640 (veiculo usado na administracdo). Foram
inoculados 100 pl da suspenséo celular contendo 5 x 10* células, por via s.c., na
orelha direita dos camundongos Cs;Bls. Quinze dias ap6s o indculo inicial, os
animais foram anestesiados com xilasina e quetamina na propor¢ao de 7,5 : 10 (0,1
mL/ 100 g de peso do animal via i.m.) para realizacdo da cirurgia de remocao das

orelhas, de forma a extirpar completamente o tumor (Fidler et al, 1978) .

3.2.4.1) Avaliacdo da ocorréncia e numero de pontos de metastase:

Os animais foram divididos em 4 grupos: o controle (tratado com solugéo salina a
0,9%) e outros trés que receberam a fragdo nas doses de 1; 5 e 10 mg/kg por 21
dias diariamente por via s.c. Os animais foram pesados em dias alternados para
ajuste da dose. O tratamento iniciou-se no dia da cirurgia e, ap0s o0 seu término, 0s
camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical, tiveram seus pulmoes
removidos e analisados quanto ao percentual de ocorréncia e numero de pontos de
metéstases. Esses foram classificados em relacdo ao tamanho com o auxilio de uma

lupa (puntuais ou menores de 1 mm, até 3 mm e acima de 3 mm).

e Andlise estatistica:

Os resultados obtidos foram expressos em percentual de ocorréncia e nimero de
pontos metastaticos. Esse ultimo foi expresso como média + erro padrdo da média e

comparados com os controles através da analise de variancia, one-way ANOVA pos
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teste Dunnet (GhaphPad Prism 5). As diferencas foram consideradas significativas
quando p<0,05.

3.2.4.2) Avaliacdo do tempo de sobrevivéncia:

Ap6s o inéculo celular inicial (5 x 10* em 100 puL) e cirurgia, os animais foram
divididos em 3 grupos : 0 grupo controle negativo tratado com solucao salina 0,9%; o
grupo tratado com a dose mais eficaz de P1G10 via s.c. e o grupo controle positivo,
tratado com fluoruracil, cuja administragéo foi realizada em ciclos de 5 dias na dose
de 20 mg/kg via i.p. Para todos os grupos, o tratamento teve a duracdo de 21 dias.
Apoés o término do tratamento, foi feito o acompanhamento diario dos animais e
foram contabilizados os 6bitos/dia. Os animais mortos tiveram seus pulmdes
avaliados quanto a ocorréncia e nidmero de pontos de metastase. Os resultados
obtidos foram expressos em percentual de mortalidade e ocorréncia percentual de
metastase nostemposde 1 a9, 10 a 12 e 13 a 16 dias apds o término do tratamento
(Baez et al, 2007) .

e Andlise estatistica:

Os dados obtidos foram expressos graficamente pela curva de sobrevivéncia de
Kaplan — Meier e os resultados comparados entre si pelo teste de Logrank. As
diferencas entre os nimeros de pontos de metastases apresentadas pelos grupos

foram comparadas entre si pelo Teste t de Student.

3.2.4.3) Biodistribuicdo de P1G10:

Para marcacdo de P1G10, em amostras de 1 mg da fracdo, dissolvidas em 100 pL
de NaCl a 0,9% p/v, foram acrescentados de 4 a 40 ug de cloreto estanoso (SnCl,
diluido em HCI 0,25 N) e 2 uL de borohidreto de sddio (NaBH4; 10,0 mg/mL em
NaOH 0,1 M). O pH foi ajustado para 7,0 e apos 20 minutos de incubacéo, foi
adicionado & mistura de 1 a 5 mCi de pertecnetato de sédio (Na**"TcO,). Aguardou-
se 20 minutos para posterior determinac¢ao do rendimento de marcagao e separacao

das impurezas radioquimicas(Lemos et al, 2008).
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Camundongos Cs7Blg foram subdivididos em 2 grupos: um grupo sadio (que nédo
recebeu o inéculo celular) e o grupo portador de melanoma B16F10 (que recebeu
indculo celular na densidade de 5 x 10* células em 100 pL e sofreu cirurgia). O
tratamento com P1G10 5 mg/kg foi iniciado imediatamente apds a remocao cirdrgica
das orelhas por via s.c., por 21 dias diariamente. Os animais foram sacrificados em
tempos diferenciados ao longo do tratamento (2°, 9° e 16°) e, apenas no dia do

sacrificio, foram tratados com P1G10 marcada com *°™Tc.

A distribuicao tecidual foi determinada 1 hora apds a administracdo da fragdo, nos
animais previamente anestesiados com mistura de xilasina e quetamina na
proporc¢ao de 7,5:10 (0,1 mL/ 100 g de peso do animal via intramuscular) para coleta
de sangue. Os animais foram sacrificados para a remocéo, pesagem e determinagao
da radioatividade dos pulmdes, através da leitura em contador gama ANSR. As
porcentagens em relacdo a dose injetada presente em cada pulmdo e as
porcentagens em relacdo a dose injetada por grama de pulméao foram calculadas

para determinacgéo da taxa de captacao (Nunan et al, 2002; Lemos et al, 2008).

3.2.4.3.1) Imagens cintilograficas:

Para obtencéo das imagens cintilograficas, os animais tratados com P1G10 5 mg/kg
marcada com *"Tc foram anestesiados por via i.p. e, em seguida, posicionados em
decubito ventral. As imagens mostram a biodistribuicdo de P1G10 no organismo do
animal e foram obtidas pela gama camara no tempo de 1 hora apds a administracao,

sendo o detector posicionado de forma a ficar sobre a regido posterior do animal.

e Andlise estatistica:

Os resultados obtidos para a captacao pulmonar de P1G10 foram expressos como
média + erro padrdo da média e comparados com o0s controles para cada tempo (2°,
9° e 16° dias) através do Teste t de Student (GhaphPad Prism 5), sendo os valores
considerados significativos quando p<0,05.
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4) RESULTADOS :

Com o intuito de avaliar a atividade antitumoral e antimetastatica de P1G10,
estudamos in vivo, sua acdo em modelos de melanoma nédo metastatico - B16F1 e
metastatico — B16F10, bem como iniciamos ensaios para delinear o mecanismo de
acdo da fracdo, considerando como possiveis atividades envolvidas a citotdxica e a
antiangiogénica. Os resultados obtidos, através desses experimentos, estdo

descritos abaixo.

Avaliacao in vitro:

4.1) Citotoxicidade de P1G10 sobre linhagens de células normais e tumorais:

A citotoxicidade em linhagens celulares foi avaliada apdés o plagueamento de
linhagens normais e tumorais e exposicdo das mesmas por 120 horas a
concentracdes de P1G10 variando entre 10® a 10 g/mL e posterior andlise da
viabilidade celular pelo método colorimétrico do MTT. O percentual de células
viaveis foi calculado e, a partir da curva de regresséo linear, foram determinadas as
concentragdes inibitérias para 50% da populacdo (ICsp). O tratamento com a fragao
mostrou efeitos citotdxicos concentracdo dependente, tanto para as células normais
(CHO, BHK-21 e CIPs) quanto para as células tumorais (B16F1 e B16F10).

Podemos observar na Tabela 1 que as doses inibitrias apresentam valores de ICsg
semelhantes para todas as linhagens estudadas. Estes valores variaram entre 10° e
10°, sendo a ICso mais baixa (1,74 x 10 g/mL) encontrada para a linhagem normal
CHO.

49



Tabela 1. Determinagdo da ICsp de P1G10 sobre linhagens celulares normais

tumorais.

Tumorais
B16F1

B16F10

Normais
CHO

CIPs
BHK-21

3,23 x10°

3,32 x10°

1,74 x 10°®
1,66 x 10
6,31 x 107

Células foram expostas por 120 horas a concentra¢des crescentes da fracdo, sendo a viabilidade
celular determinada pela metabolizacdo do MTT. As ICg, foram determinadas apés a regresséo linear
dos dados experimentais. (B16F1 = células de melanoma com baixo potencial de colonizagdo
pulmonar, CHO = células de ovario de hamster chinés, CIPS= células de endotélio de aorta de

coelho, BHK-21 = fibroblastos de rim de hamster baby)

Na Figura 1A, estdo apresentados os valores das densidades Gticas obtidas para as

diferentes concentracbes de P1G10 utilizadas sobre a linhagem celular BHK-21. A

Figura 1B mostra um gréfico representativo do perfil da atividade citotoxica da fracédo

observada na figura anterior, considerando que os perfis e valores de ICsy foram

semelhantes para todas as linhagens estudadas.
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Figura 1. Gréficos representativos da determinacdo da ICsy de células normais e tumorais a
P1G10. Células BHK-21 (fibroblastos de rim de hamster baby) foram expostas a concentracdes
crescentes de P1G10 por 120 horas e a viabilidade celular avaliada ao final do periodo pelo teste do
MTT. (A) Valores das densidades 6ticas (D.O.) obtidas para cada concentracdo, sendo o controle
considerado como 100% de viabilidade celular (*p<0,05 e **p<0,01, comparados ao grupo controle,
ANOVA pos teste Dunnett). (B) Apos ajuste dos dados por regresséo linear, determinou-se a ICs

correspondente.
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Avaliacdes in vivo :

4.2) Atividade antitumoral em animais tratados com P1G10:

Para a determinagcdo do crescimento dos tumores em funcdo do tempo,
camundongos Cs7Blg receberam inoculo celular (B16F1), via subcutanea (s.c.) na
densidade celular de 5 x 10° células em 100 pL. Os animais foram sacrificados em
intervalos de tempo de 6, 10 e 15 dias, apdés o inoculo. Observou-se o perfil do
crescimento da massa tumoral, sendo que os valores foram de 0,03 + 0,13 g para
tumores removidos em 6 dias; 0,41 + 0,32 g para os removidos em 10 dias (*p<0,05,
comparado ao grupo de 6 dias) e 2,75 + 1,13 g (**p<0,01, comparado ao grupo de 6
dias e * p<0,01, comparado ao grupo de 10 dias, ANOVA pés teste Bonferroni)
para os removidos em 15 dias (Figura 2). Nesta ultima medida, se observou que a
massa tumoral foi equivalente a 9,16% da massa corporal total do animal (cerca de
30 g).
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Figura 2. Determinacdo do crescimento de melanoma B16F1 em camundongos Cs/Blg em
funcdo do tempo. Camundongos Cs;Blg receberam inéculos de B16F1 (5x105 células em100 plL),
foram sacrificados apés 6 ; 10 e 15 dias e tiveram suas massas tumorais medidas (*p<0,05 e
**p<0,01 comparados ao grupo de 6 dias; i p<0,01, comparado ao grupo de 10 dias, ANOVA com
pos teste Bonferroni).
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4.2.1) Variacdo da massa tumoral:

A atividade antitumoral foi avaliada apo6s 15 dias de tratamento com P1G10 via s.c.,
o qual foi iniciado 4 dias ap0s o inéculo celular. Trés grupos foram formados:
controle, P1G10 nas doses de 1 e de 5 mg/kg, sendo os animais pesados em dias
alternados para ajuste da dose. Ao término do tratamento os animais foram
sacrificados e tiveram suas massas tumorais medidas. Foi observada uma reducéao
de 88,6% da massa tumoral do grupo tratado com a dose de 5 mg/kg (0,26 + 0,62 Q)
em relacdo ao grupo controle (2,28 + 1,01 g, *p<0,05, ANOVA com pOs teste
Bonferroni). O grupo tratado com a dose de 1 mg/kg (1,28 + 1,51 g) também
demonstrou reducédo da massa tumoral (43,9% em relacdo ao controle) porém, nao

foi encontrada diferenca estatistica, conforme mostrado na Figura 3.

Massa tumoral (g)

O\QJ N %)
S I 1
Q I 1

oy P1G10 (mg/kg)

Figura 3. Avaliacdo da atividade antitumoral de P1G10 sobre modelo de melanoma B16F1.
Camundongos Cs;Blg receberam in6culos de B16F1 (5x105 células em100 pL), foram tratados com
solugdo salina (controle) ou P1G10 1 ou 5 mg/kg via s.c. Apés 15 dias de tratamento, foram
sacrificados e tiveram suas massas tumorais medidas (*p<0,05, ANOVA com pés teste Bonferroni).
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4.2.2) Tempo de sobrevivéncia:

Para avaliar o tempo de sobrevida gerado por P1G10 em animais portadores de
melanoma B16F1, foram formados 3 grupos: o controle negativo (solucdo salina;
n=35), o grupo tratado com a dose eficaz de P1G10 (5 mg/kg; n=35), via s.c.,
diariamente por 15 dias e o grupo tratado com fluoruracila (5-FU) 20 mg/kg (n=24),

via intraperitoneal (i.p.), em ciclos de 5 dias por 15 dias, como controle positivo.

Conforme mostrado na Figura 4A, observamos que entre 0 1° e o 8° dia apds o
término do tratamento ocorreu apenas um o6bito para o grupo tratado com P1G10
(2,9%), numero significativamente inferior aos obtidos nos grupos 5-FU (7 animais
mortos ou 29,2%) e controle negativo (9 mortes ou 25,7%). Porém, se observou que
o percentual de mortalidade se diferenciou entre os grupos ao longo do tempo. Do 9°
ao 12° dia ap6s o término do tratamento, o tratamento com 5-FU gerou uma reducédo
maior no namero de mortes (2 6bitos, totalizando 9 ou 37,5%) em relacdo aos
grupos P1G10 (9 mortes, totalizando 10 ou 28,6%) e controle negativo (12 6bitos,
totalizando 21 ou 60%). Nos ultimos dias de ensaio (13° ao 15° dia ap6s o término
do tratamento), foram contabilizadas 9 mortes para o grupo P1G10 (totalizando 19
ou 54,3%), numero superior ao grupo controle que apresentou 6 6bitos (totalizando
27 ou 77,1%) e apenas uma morte para o grupo 5-FU (totalizando 10 ou 41,7%). Na
Figura 4B, observamos que, pelo teste de Logrank, existem diferencas estatisticas
entre todos os grupos tratados em relagdo ao controle negativo, sendo 5-FU e
P1G10 semelhantes entre si.
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Figura 4. Sobrevivéncia de camundongos Cs;Blg tratados com P1G10. Os animais receberam
in6culos (B16F1- 5x10° células em 100uL) e foram tratados com P1G10 5mg/kg ou salina (ambas por
via s.c. e por 15 dias) ou 5-FU via i.p. por 15 dias em ciclos de 5 dias. Ao final, foram mantidos em
ciclo claro/escuro de 12/12 horas, com ragdo e agua ad libitum e os @bitos foram contabilizados
diariamente. (A) Através da curva de Kaplan- Meier é possivel observar diferencas entre os grupos
P1G10 e 5-FU em relagdo ao grupo controle. (B) Teste de Logrank, demonstrando as diferencas
estatisticas entre os grupos (1= controle, 2= P1G10 5 mg/kg, 3= 5-FU 20 mg/kg). Os valores de p
destacados em vermelho se referem aos significativos.

A ocorréncia de tumor nesse ensaio foi de 100% nos animais mortos durante o
experimento e esses tiveram seus tumores removidos e as massas determinadas.
No periodo entre 0 1° e 8° dia apdés o término do tratamento, ndo foi possivel
analisar estatisticamente a variagcdo de massa tumoral entre 0s trés grupos, pois 0

grupo tratado com P1G10 apresentou apenas um 0Obito (a massa tumoral foi de 0,10
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g). O grupo tratado com 5-FU apresentou massas tumorais diferentes
estatisticamente (0,05 + 0,04 g, *p<0,05, Teste t de Student) em relacdo as

observadas no grupo controle (0,41 £ 0,119).

Entre 0 9° e 0 12° dia, se observou, também, uma reducédo significativa na massa
tumoral do grupo tratado com P1G10 (0,50 + 0,16 g, *p<0,05, Teste t de Student) em
relacdo ao grupo controle (0,78 + 0,19 g), porém, ndao houve diferenca em relacéo ao
grupo tratado com 5-FU (0,57 + 0,08 g). Vale ressaltar que, neste periodo, houve
menos mortes para o grupo 5-FU em relagdo aos outros dois. No periodo entre 13° e
0 15° dia, o grupo tratado com 5-FU apresentou apenas um 06bito (tumor com massa
de 0,78 g). Neste periodo, houve diferenca estatistica entre o grupo controle (2,83 +
0,46) e o tratado com P1G10 (1,93 + 0,58 g, *p<0,05, Teste T de Student). Os dados

descritos estdo expressos graficamente na Figura 5.
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Figura 5. Massa tumoral de animais Cs;Blg mortos durante o ensaio de sobrevivéncia. Os
animais receberam inoculos (B16F1- 5x10° células em 100uL) e foram tratados com P1G10 ou salina
via s.c. por 15 dias e 5-FU via i.p por 15 dias em ciclos de 5 dias. O n representa o nimero de 0Obitos
que foram contabilizados por até 15 dias apds o término do tratamento. Na medida em que foram
constatadas as mortes dos animais, estes tiveram os tumores removidos e as massas determinadas.
(*p<0,05, Teste t de Student).
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4.2.3) Efeito de P1G10 sobre a angiogénese tumoral:

Para avaliar a atividade angiogénica, foram coletados fragmentos de tumor e
amostras de sangue por puncao da artéria braquial. Iniciou-se com o processamento
dos tumores e coleta do sobrenadante para quantificacdo da hemoglobina (Hb),
conforme descrito na segao “Materiais e Métodos” item 3.2.3.4.1. Na Figura 6, €
possivel verificar a reducdo da quantidade de Hb, em pg/mg de tumor, do grupo
tratado com P1G10 5 mg/kg (2,15 + 1,19) em relagdo ao grupo controle (7,90 2,04,
*p<0,01,Teste t de Student). Em valor percentual, a quantidade de Hb foi reduzida

em 72,8% para o grupo tratado com P1G10 5mg/kg.

109 n=7

n=10

Hb(pg/mg tumor)

Figura 6. Quantificagdo da hemoglobina em melanoma B16F1 de camundongos Cs;Blg tratados
com P1G10. Os animais receberam inéculo celular (B16F1- 5x10° células em 100 pL) e foram
tratados com P1G10 5 mg/kg ou salina via s.c. por 15 dias. Os tumores foram processados como
preconizado por Plunkett e colaboradores (1990) e o sobrenadante obtido foi utilizado para dosagem
de hemoglobina. (*p<0,01, Teste t de Student).

Os “pellets” dos tumores obtidos apds o processamento foram divididos, tiveram
massas estabelecidas e foram utilizados para dosagem da atividade de NAG (N-
acetil-b-D glicosaminidase). Esse ensaio foi realizado para avaliar o infiltrado de
macréfagos ativados no tumor (Bailey, 1988) gerado pelo tratamento com a fragéo.
Observou-se diferenca estatistica, em OD/mg de tumor, entre o grupo controle (0,94

+ 0,40) e o grupo tratado com P1G10 5 mg/kg (1,38 + 0,27), conforme mostrado na
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Figura 7. O grupo tratado, portanto, obteve um aumento da atividade de NAG de
46,8% em relacao ao controle.

Atividade de NAG (OD/mg tumor)

\@ Q
& &
C)o

Figura 7. Dosagem da atividade de NAG em melanoma B16F1 de camundongos Cs;Blg tratados
com P1G10. Os animais receberam inéculos celulares (B16F1- 5x10° células em 100uL) e foram
tratados com P1G10 5 mg/kg ou salina, ambas por 15 dias via s.c. Os tumores foram processados
como preconizado por Plunkett e colaboradores (1990) e o “pellet” obtido foi utilizado para dosagem
da atividade de NAG. (* p<0,05, Teste t de Student).

As dosagens de citocinas VEGF, TNF-o e TGF-f total no tumor foram feitas usando
o sobrenadante obtido no ensaio de quantificacdo da hemoglobina, sendo os
ensaios realizados conforme os protocolos dos fabricantes dos kits da R&D
Systems. Quanto aos niveis de VEGF, como mostrado na Figura 8 A, houve uma
redugéo, em ng/mg de tumor, para o grupo tratado (1,4 = 0,35) em relag&o ao grupo
controle (3,09 + 0,80). Na Figura 8 (B e C), podemos observar que, tanto para os
niveis de TNF-o quanto para TGF- 3, ndo houve diferengas, em pg/mg tumor, entre
os grupos controle (0,05 £ 0,03 para TNF-a. e 0,35 = 0,05 para TGF-f) e tratado com
P1G10 (0,07 £ 0,06 e 0,45 + 0,08, para TNF-a e TGF-p, respectivamente).
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Figura 8. Determinagao dos niveis de citocinas em melanoma B16F1 de animais tratados com
P1G10. Camundongos Cs,Blg receberam in6culos (B16F1- 5x10° cél em 100pL) e foram tratados com
P1G10 5 mg/kg ou salina, ambas por 15 dias e via s.c. Os tumores foram processados como
preconizado por Teixeira e colaboradores (2006) e o sobrenadante obtido foi utilizado para dosagens
de citocinas. (A) Determinacao dos niveis de VEGF (*p<0,01, teste t de Student comparado ao
controle). (B) Determinagcdo dos niveis tumorais de TNF-a (C) Determinacdo dos niveis totais de
TGF-B.
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A determinacédo dos niveis de VEGF e TNF-a (Figura 9 A e B, respectivamente)
também foi executada no soro dos animais, porém nao houve diferenca estatistica
entre os grupos tratados (0,52 + 0,35 e 0,06 + 0,01, para VEGF e TNF-a,
respectivamente) e controle (0,32 = 0,28 e 0,08 + 0,01, para VEGF e TNF-q,

respectivamente). Nao foi realizada a dosagem de TGF-f em soro por falta de

amostras.
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Figura 9. Determinacgdo dos niveis de citocinas em soro de animais portadores de melanomas
B16F1 tratados com P1G10. Camundongos Cs;Blg receberam inéculos (B16F1- 5x10° células em
100uL) e foram tratados com P1G10 ou salina. Esses camundongos tiveram seu sangue coletado e o
soro utilizado para dosagem de citocinas. (A) Determinacdo de VEGF, (B) Determinacdo de TNF-a.
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4.2.4) Avaliacdo da dependéncia da atividade proteolitica de P1G10 em seu efeito
antitumoral:

Camundongos Cs7Blg foram tratados com P1G10 5 mg/kg ou solugdo salina
(controle) ou P1G10 5 mg/kg com sua atividade proteolitica inibida pela
iodoacetamida (IAA) para verificar se a atividade antitumoral observada é
dependente da atividade proteolitica da fracdo. Observou-se, conforme apresentado
na Figura 10 A, que o grupo tratado com a fragéo inibida apresentou reducdo da
massa tumoral (1,23 + 1,21 g) semelhante a do grupo tratado com P1G10 (1,05 +
0,92 g). Porém apenas o ultimo grupo foi estatisticamente diferente em relacdo ao
controle (2,36 + 1,57¢g, *p<0,05, ANOVA com pés teste Bonferroni,) Na figura 10 B,
podemos observar macroscopicamente a reducao relatada.
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Figura 10. Avaliacdo da dependéncia da atividade proteolitica da frac8o para sua atividade
antitumoral. Camundongos Cs;Blg receberam inéculo (B16F1) e, 4 dias apds, foram tratados com
P1G10, P1G10 inibida por IAA e solucdo salina via s.c. no periodo de 15 dias. (A) Medida da massa
tumoral de animais tratados ou ndo com P1G10 5 mg/kg ou P1G10-I1AA 5 mg/kg (*p<0,05, ANOVA
com pés teste Bonferroni). (B) Aspecto macroscopico dos tumores B16F1 para todos os grupos
(Cont= controle; P1G10 I= P1G10 inibido por IAA; P1G10 na dose de 5 mg/kg).

4.2.5) Biodistribuicdo de P1G10:
Buscando avaliar o acesso de P1G10 ao tumor e, portanto, a interagdo entre ambos,

foi proposto um ensaio onde camundongos sadios (grupo controle) e camundongos
portadores de melanoma B16F1 foram tratados com P1G10 5mg/kg, diariamente,
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sendo ao final do tratamento administrado P1G10 na mesma dose, porém, marcada
com *™Tc. O esquema terapéutico variou em relacdo ao ndmero de dias de

tratamento (5, 10 e 16 dias).

As taxas de captagéo de radioatividade obtidas em cada tumor foram corrigidas pela
taxa correspondente ao total administrado e pelas massas tumorais. Esses
resultados foram entdo utilizados para o célculo do coeficiente de particdo
tumor/sangue (Kp), ou seja, a relacdo entre a quantidade de fracdo distribuida no

tumor e a presente na corrente sanguinea.

Verifica-se uma reducdo do Kp ao longo do tempo, sendo maior no 5° dia (0,86 +
0,25) e reduzindo significativamente nos 10° (0,44 = 0,12) e 16° dias (0,39 + 0,07,
*p<0,05, comparado ao grupo 5 dias, ANOVA pos teste Bonferroni), conforme Figura
11.

n=5

Kp (%CpMymor/%CPMsangue)

(o) ,\9 ()
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Figura 11. Coeficiente de particido de P1G10 marcado com *"Tc em tumores B16F1.

Camundongos Cs;Bls portadores de melanoma B16F1 foram tratados com P1G10 diariamente e
marcada com *"Tc 1 hora antes das medidas, quando os tumores foram removidos e a
radioatividade captada medida em contador gama. (*p<0,05, comparado ao grupo 5 dias, ANOVA pés
teste Bonferroni).

A Figura 12 mostra as imagens cintilograficas obtidas através da gama camara para
0 maior tempo de tratamento utilizado (16 dias) para os grupos sadio e com inéculo
de células B16F1. E possivel observar que a distribuicdo da fracdo foi semelhante
para as diferentes condi¢cdes, havendo uma maior captacdo da radioatividade
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principalmente nos 6rgaos relativos a excrecdo (rins e bexiga). A captacdo na area
do tumor, que estad localizado a direita do animal na regido do flanco, ndo foi
detectada por este método de visualizacdo. Como controle, foi formado um grupo

que recebeu apenas *™Tc livre e a sua distribuicdo se caracteriza por apresentar

uma maior captacao em tiredide e estbmago.

Maior

Menor D

Figura 12. Distribuicdo de P1G10 em modelo de melanoma B16F1. Camundongos Cs;Bls sadios e
portadores de melanomas B16F1 foram tratados com P1G10 5 mg/kg via s.c. diariamente, sendo ao
final do tratamento, administrado P1G10 na mesma dose, porém, marcada com *"Tc. As imagens
cintilograficas foram tomadas 1 hora apés a administracdo de P1G10 - *™Tc. Os tempos de
tratamento variaram entre os grupos (5, 10 e 16 dias). (A) Animal sem o inéculo celular; (B) Animal
portador de melanoma B16F1; (C) Animal tratado somente com 9T livre (1= Ponto de
administracdo; 2= Bexiga; 3= Estdbmago); (D) Escala de captagdo indicando que as cores “quentes”
(vermelho, amarelo e laranja) representam maiores taxas de captagdo, enquanto as cores “frias”
(azul, verde e roxo) representam menores taxas.
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4.3) Atividade antimetastatica:

Para a padronizacdo do modelo tumoral metastatico B16F10, 15 dias ap6s o inéculo
de células (5x10* em 100 pL) s.c. na orelha direita de camundongos Cs;Bls, foi
realizada a cirurgia de remocdo das mesmas. ApOs esta amputacdo, em diferentes

tempos, os animais foram sacrificados para verificacdo da presenca de pontos
metastaticos pulmonares.

Conforme observado na Figura 13, a ocorréncia de metastases ndo variou em

relacdo ao tempo de sacrificio. Este percentual oscilou entre 75 e 83%.
100~
80+
60+

40+

Ocorréncia de metastase (%)

N

> ®
Tempo de sacrificio (dias) apds aremocdo do tumor
Figura 13. Percentual de ocorréncia de desenvolvimento de metastase para camundongos
Cs7Blg a0 longo do tempo. Foram inoculadas 5x10*100 L de células B16F10 na orelha de

camundongos Cs;Bls. ApGs 15 dias, foi realizada a extirpacdo das orelhas e, ap6és a cirurgia, foram
determinados diferentes tempos (14; 21 e 28 dias) para o sacrificio.

4.3.1) Variacdo do percentual de ocorréncia e do humero de pontos de metastase:

Com o tempo de tratamento com P1G10 de 21 dias, iniciado apés a extirpacdo da
orelha, foi realizado o ensaio para definir a dose antimetastatica eficaz. Para tal,
foram formados 4 grupos: controle (salina) e P1G10 nas doses de 1; 5 e 10 mg/kg.

Observou-se que, como representado na Figura 14, a dose mais eficiente foi a de 5
mg/kg (16,6% de animais acometidos por metastase). O grupo tratado com P1G10 1
mg/kg também apresentou reducdo, porém menor (36,8% de animais acometidos),

enquanto que, a dose de P1G10 10 mg/kg (44,4%) apresentou percentual de
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ocorréncia similar ao grupo controle (50%), além de ter causado necrose cutanea

grave nos animais.
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Figura 14. Avaliacdo da atividade antimetastatica de P1G10 em modelo B16F10. Camundongos
Cs7Bls receberam indculo (5x10* cél/100 pL) na orelha direita e tiveram as mesmas extirpadas apés
15 dias. Apos a cirurgia, receberam diariamente 1; 5 ou 10 mg/kg de P1G10 ou solugéo salina via s.c.
por 21 dias. Apds o tratamento, os animais foram sacrificados sendo calculado o percentual de
ocorréncia de metastases para cada tratamento.

Dentre os animais que apresentaram metastases, foi quantificado o numero de
pontos para cada pulm&o avaliado. Observou-se que, conforme representado
graficamente na Figura 15, também houve reducdo no numero de pontos
metastaticos para o grupo tratado com P1G10 5 mg/kg (0,88 £ 2,32) em relacdo ao
grupo controle (4,92 = 6,41, *p<0,05, ANOVA com pos teste Dunnet). O grupo
tratado com P1G10 1 mg/kg também demonstrou uma tendéncia a reducao (1,68 +
3,92), porém sem significancia estatistica. O grupo P1G10 10 mg/kg (4,44 + 5,72)

apresentou resultado semelhante ao grupo controle.

Na Figura 16, € possivel observar, macroscopicamente, a redugcdo no numero de
pontos e no tamanho dos focos metastaticos pulmonares para o grupo tratado com
P1G10 5 mg/kg em relagé&o ao grupo controle e, na Figura 17, esta reducao pode ser
analisada histopatologicamente em laminas coradas por hematoxilina-eosina em

aumento de 600 vezes.
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Figura 15. Avaliacdo da atividade antimetastatica de P1G10 através do numero e do tamanho
dos pontos em animais acometidos por metdstase para modelo B16F10. Camundongos Cs,Blg
receberam inéculo (5x104 cél/100 uL) na orelha direita e tiveram as mesmas removidas
cirurgicamente ap6s 15 dias. Logo apés, receberam diariamente 1; 5 e 10 mg/kg de P1G10 ou
solugdo salina via s.c. por 21 dias (A) Apo6s o tratamento, 0os animais foram sacrificados sendo
contabilizado o numero de pontos de metastases. (*p<0,05, ANOVA com pébs teste Dunnet,
comparado ao controle (B) Os animais portadores de metastase foram divididos em 3 grupos
conforme o didmetro dos pontos metastéticos.

[ L S " = -k
Figura 16. Aspecto macroscopico dos focos metastaticos pulmonares de animais tratados com P1G10.
Camundongos Cs;Blg receberam indculo (5x10* cél/100 L) na orelha direita e tiveram as mesmas extirpadas
apos 15 dias. Apos a cirurgia, foram tratados diariamente com solugéo salina ou P1G10 5 mg/kg via s.c.durante
21 dias. Logo apo6s o tratamento, foram sacrificados e tiveram seus pulmdes removidos. (A) e (B) Pulmdes de
animais tratados com solucéo salina (C) Pulmdes de animais tratados com P1G10 5 mg/kg.
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Figura 17. Aspecto microscopico dos focos metastatiticos pulmonares de animais tratados
com P1G10. PulmBes de camundongos Cs;Blg inoculados com B16F10 (5x104 células em 100 pL) e
tratados diariamente com P1G10 5 mg/kg ou solu¢éo salina via s.c. por 21 dias foram removidos,
incluidos em parafina e cortados para montagem das laminas. A coloragao utilizada foi hematoxilina-
eosina e o0 aumento das imagens € de 60 vezes. Alguns dos focos metastaticos foram marcados com
um quadrado. (A) Pulm&o de animal do grupo controle apresentando varios focos metastéaticos. (C)
Pulmdo de animal do grupo controle apresentando células metastaticas invadindo um vaso
sanguineo. (C) Focos metastaticos mais discretos em animal do grupo tratado com P1G10 5 mg/kg.
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4.3.2) Tempo de sobrevivéncia:

Para a analise do tempo de sobrevivéncia gerado pela fracdo em modelo B16F10,
foram formados 3 grupos: o controle negativo (n=13) tratado com salina, 0 grupo
tratado com a dose eficaz de P1G10 - 5 mg/kg (n=13), ambos os tratamentos
diarios, executados apos a retirada das orelhas e com duracéo de 21 dias, via s.c., e
0 grupo controle positivo, onde os animais foram tratados com fluoruracila (5-FU) 20
mg/kg (n=13), i.p., em ciclos de 5 dias por 21 dias.

Na Figura 18 A, podemos observar que entre o0 1° e o 8° dia apdés o término do
tratamento, ndo houve morte no grupo tratado com P1G10. Ja os grupos tratados
com 5-FU e controle negativo apresentaram, respectivamente, 3 mortes (23,1%) e 4
mortes (30,8%). Do 9° ao 12° dia houve 1 Obito, tanto para o grupo tratado com
P1G10 (7,7), quanto para o tratado com 5-FU (totalizando 4, ou 30,8%) e ocorreram
2 mortes para o controle (totalizando 6 ou 46,1%). Porém, ao final do ensaio, 13° ao
15° dia, o percentual de mortalidade passou a ser equivalente entre 0s grupos,
aumentando para o grupo P1G10 e reduzindo para o grupo 5-FU. Para o grupo
P1G10 foram contabilizadas 2 mortes (totalizando 3 ou 23,1%), para o grupo 5-FU
nenhum obito ocorreu (totalizando 4 ou 30,8%) e para o grupo controle ocorreram 2
mortes (totalizando 8 ou 61,5%).

Na Figura 18B, observamos que, pelo teste de Logrank, existe diferenca estatistica

apenas entre o grupo P1G10 e o grupo controle negativo.
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Figura 18. Sobrevivéncia de animais Cs;Blg tratados com P1G10. Os animais receberam inéculos
celulares (B16F10- 5x10" cél/100uL na orelha direita), sofreram cirurgia e foram tratados com P1G10,
salina via s.c. por 21 dias e 5-FU via i.p por 21 dias em ciclos de 5 dias. Ao final, foram mantidos em
ciclo de claro/escuro de 12/12 horas, agua e ragdo ad libitum e os @bitos foram contabilizados
diariamente. (A) Representacao grafica segundo Kaplan- Méier. (B) Teste estatistico de Logrank (1=
controle, 2= P1G10 5 mg/kg, 3= 5-FU 20 mg/kg). O valor de p destacado em vermelho se refere ao
significativo.
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Os pulmbes dos animais mortos durante o ensaio de sobrevivéncia foram coletados
e tiveram os pontos metastaticos contabilizados. Entre o 1° e o 8° dia, no grupo
controle, os 4 animais mortos apresentaram 6,5 £ 9,15 pontos metastaticos e no
grupo tratado com 5-FU, 3 animais apresentaram 7,67 + 10,78 pontos, lembrando
que no grupo P1G10 ndo houve 6bitos. No periodo entre 0 9° e 0 12° dia, 2 animais
do grupo controle morreram e um do grupo tratado com 5-FU (15 pontos)
apresentaram pontos metastaticos. Houve a perda de um animal do grupo tratado
com P1G10, porém, esse ndo apresentou pontos metastaticos. No periodo entre o
13° e 0 15° dia, os 2 animais do grupo controle, assim como os 2 do grupo tratado
com P1G10 5 mg/kg, apresentaram pontos metastaticos, enquanto que, para o
grupo tratado com 5-FU nenhum animal morreu. Os resultados referentes ao
percentual de ocorréncia e numero de pontos de metastase deste experimento estdo
apresentados na Figura 19 (A e B).
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Figura 19. Percentual de ocorréncia e niumero de pontos metastaticos de animais Cs;Blg
mortos durante o ensaio de sobrevivéncia. Os animais receberam inéculos (B16F10- 5x10*
Cél/100 uL) e foram submetidos a cirurgia ap6s 15 dias. No mesmo dia, iniciou-se o tratamento com
P1G10 5 mg/kg ou salina via s.c. por 21 dias e 5-FU 20 mg/kg via i.p por 21 dias em ciclos de 5 dias.
Na medida em que foram constatadas as mortes dos animais, estes tiveram os pulmdes
removidos.Os resultados estdo expressos no grafico por intervalos de tempo apés o término do
tratamento. (A) Andlise do percentual de ocorréncia de metastase. O n representa o nimero de
Obitos. (B) Determinagdo do nimero de pontos metastaticos.
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4.3.3) Biodistribuicdo de P1G10:

Para avaliar o acesso de P1G10 aos pulmdes acometidos por metéstase,

executamos um ensaio onde camundongos sadios (grupo controle) e camundongos
portadores de melanoma B16F10, submetidos a cirurgia de extirpacdo da orelha
direita, foram tratados com P1G10 5mg/kg, diariamente, sendo ao final do
tratamento administrado P1G10 marcada com **™Tc. O esquema terapéutico variou

em relacdo ao numero de dias de tratamento (2, 9 €16 dias).

A taxa de captacdo de radioatividade obtida em cada pulm&o foi corrigida pela
massa e, entao, foi calculado o coeficiente de particdo pulmao/sangue (Kp), ou seja,
a relacdo entre a quantidade de fracdo distribuida no pulmdo e a quantidade
presente na corrente sanguinea (% de captacdo no pulmao/% captacdo no sangue).
As taxas de captacdo de radioatividade obtidas em cada pulmao foram corrigidas
pela taxa correspondente ao total administrado e pelas massas pulmonares. Esses
resultados foram entdo utilizados e foi feito o célculo do coeficiente de particdo
pulmédo/sangue, ou seja a relacdo entre a quantidade de fracdo distribuida no

pulm&o e a presente na corrente sanguinea.
Analisando a captacdo pulmonar, ndo foi observada diferenga estatistica para os

valores de Kp entre os grupos ao longo do tempo, conforme demonstrado na Figura
20.
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Figura 20. Coeficiente de particdo de P1G10 marcado com ¥MTe em pulmdes de animais

sadios e portadores de melanoma B16F10. Camundongos Cs;Bls sadios (colunas roxas) e
portadores de melanoma B16F10 (colunas rosa) foram tratados com P1G10 5mg/kg, diariamente,
sendo ao final do tratamento administrado P1G10 marcada com **"Tc. Ap6s o sacrificio (2°, 9° e 16°
dias) os pulmd@es foram removidos e a radioatividade captada foi medida em contador gama.

Na Figura 21A, estdo apresentadas as imagens cintilograficas obtidas através da
gama camara para 0 maior tempo de tratamento utilizado para os grupos sadio (A) e
com indculo de células B16F10 (B). As areas coloridas da imagem representam 0s
locais com maior concentragcdo de radioatividade, consequentemente, maior
concentragdo da fragdo. Assim como no modelo B16F1, foi possivel observar que a
distribuicdo da fracdo foi semelhante para as diferentes condi¢cbes, havendo uma
maior captacdo da radioatividade nos 6rgaos relativos a excregdo (rins e bexiga).
Em 1 hora apds a administracdo, a captacdo pulmonar foi pouco detectada por este

método de visualizagao.
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Figura 21. Distribuicdo de P1G10 em modelo de melanoma B16F10. Camundongos Cs;Blg sadios
e portadores de melanomas B16F10 foram tratados com P1G10 5mg/kg via s.c. durante 16 dias. No
16° de tratamento, as imagens cintilograficas foram tomadas em 1 hora ap6s a administracdo de
P1G10. (A) Imagem relativa a animal sadio (B) Imagem relativa a animal portador de melanoma
B16F10 (1= Ponto de aplicacdo, no dorso em A e no flanco, em B; 2= Rins).
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5) DISCUSSAO:

Investigacbes in vivo e in vitro vém demonstrando atividades imunoldgicas,
antiinflamatdrias, antiinfecciosas, e antitumoral/ antimetastatica para misturas de
enzimas proteoliticas (Beuth et al, 2008). Na literatura, estd documentado o uso de
proteases na Oncologia, como farmaco principal ou adjuvante, em estudos pré-
clinicos e clinicos. Wald e colaboradores (1998) demonstraram que o tratamento de
camundongos portadores de carcinoma pulmonar de Lewis com enzimas
proteoliticas combinadas (tripsina, quimiotripsina e papaina) foi capaz de aumentar a
taxa de sobrevivéncia desses animais, bem como impedir a disseminacéo
metastatica. J& em estudos clinicos com pacientes portadores de tumor mamario
(Beuth et al, 2001), ovariano, cabeca e pescoco (Leipner & Saller, 2000), se
evidenciou uma clara reducéo nos efeitos adversos provocados pela radioterapia e
guimioterapia quando as proteases foram utilizadas como adjuvante com melhora do
quadro geral e aumento da sobrevida. Beuth e colaboradores (2008) relataram, além
dessas melhorias, reducéo significativa de tumores de mama, colon-retal e

plasmacitoma.

Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa vem caracterizando bioquimica e
farmacologicamente a fracdo proteolitica P1G10, advinda do latex de Carica
candamarcensis. Esta fracdo foi obtida através da separacdo cromatografica em
coluna Sephadex G10 e é rica em cisteino proteases cuja atividade proteolitica é
cerca de 5 a 7 vezes maior que as enzimas contidas em Carica papaya (Teixeira et
al, 2008). Dentre as acbes de P1G10 estudadas, podemos destacar as atividades
angiogénica, mitogénica, cicatrizante cutanea (Mello et al., 2006) e gastrica (Mello et
al, 2008; Silva et al, 2008), além de termos obtido, em ensaios preliminares,
atividade antitumoral para modelos de carcinoma de Ehrlich e coélon. Dando
continuidade ao estudo dessas ultimas atividades farmacolégicas, 0 objetivo deste
trabalho é a avaliacdo da atividade antitumoral e antimetastética de P1G10, bem
como, investigar alguns de seus possiveis mecanismos de acdo em modelo de

melanoma murino.

Nesse sentido, foram utilizados modelos singénicos de melanoma B16F1 e B16F10,

com indculos subcutaneos, como preconizado pela Divisdo para Tratamento do
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Cancer da NCI - EUA para avaliacdo de novos agentes antineoplasicos

(http://www.cancer.gov/cancertopics/commoncancers). Para se obter as linhagens

celulares B16F1 e B16F10, células B16 sao inoculadas por via intravenosa (i.v.) em
camundongos Cs/BI6 e, trés semanas depois, sdo dissecadas das colonias
pulmonares e cultivadas para serem inoculadas novamente por via i.v. O modelo
B16F1 se utiliza das células obtidas nesta primeira passagem, enquanto que o
modelo B16F10, se utiliza das obtidas na 102 logo, ambas possuem a mesma
origem, mas a B16F10 apresenta maior invasividade (Fidler, 1978). Esses modelos
fazem parte de um painel juntamente com outros como os de leucemia murina
L1210, carcinoma de Ehrlich, carcinoma pulmonar de Lewis e modelos humanos
transplantados em animais - carcinomas de colon, pulmdo e mama, amplamente

utilizados para os estudos dessas doencas.(Talmadge et al, 2007).

O melanoma humano se trata do segundo tipo de cancer com disseminagdo mais
rapida em populacdes caucasianas. Embora seja uma neoplasia com bom
progndéstico quando tratada precocemente, esta associada com uma das mais altas
taxas de mortalidade quando em nivel mais avan¢ado (Linden, 2004). Apesar de
responder pobremente, tanto no homem quanto nos animais, as terapias
antineoplasicas, particularmente quando em sua forma invasiva, optamos por esse
modelo de estudo pela sua facilidade de execucdo e de comparacao, visto que foi

objeto de varios estudos (Perlis & Herly, 2004).

5.1) Atividade antitumoral:

Segundo o Comité de Etica da UFMG, para modelos tumorais, a massa tumoral n&o
deve ultrapassar 10% do valor da massa do animal. Diante desse critério,
inicialmente, acompanhamos o crescimento do tumor B16F1 em funcdo do tempo
(Figura 2) e verificamos que o valor maximo de massa tumoral permitido é
encontrado por volta do 15° dia, ap6s o inéculo celular. Em ensaios subsequentes,
observamos que o crescimento tumoral esteve mais lento, chegando ao valor de
massa tumoral correspondente a 10% da corpdérea em 20 dias apOs o indculo.
Atribuimos essa alteracdo a variagées que tenham ocorrido no desenvolvimento da
linhagem celular ou dos animais. Por isso, estabelecemos que o tempo experimental
fosse de 20 dias, sendo o tratamento iniciado no 4° dia, tempo no qual é possivel

perceber através de manipulacédo a presencga do tumor.
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Nossos resultados mostraram que P1G10 apresentou atividade antitumoral, sendo
gue na dose de 5mg/kg, reduziu a massa tumoral em 88% (Figura 3). A outra dose
analisada, 1mg/kg, também mostrou tendéncia a reducédo da massa tumoral (44%)
em relacdo ao controle, porém sem significancia estatistica. Acreditamos que a
utilizacdo de um maior nimero de animais no estudo poderia diminuir as variacdes e

com isso, a diferenca poderia ser evidenciada ja na menor dose.

Em relacdo ao modelo utilizado, comparamos nossos resultados com outros
utilizando modelos tumorais semelhantes. Meneguelo e colaboradores (2005)
avaliaram a massa de tumor primario de modelo B16F10 de camundongos Swiss
tratados com a fosfoetanolamina sintética, molécula encontrada na membrana
neuronal, porém fosforilada e com comprovada atividade citotoxica. Nesse estudo,
foi obtida uma reducédo de 88% da massa tumoral para os animais tratados com a
dose de 6,6 mg/kg. Em outro trabalho, utilizando também o modelo B16F10
subcutaneo, camundongos tratados com a dihidrocucurbitacina-B advinda de
Wilbrandia ebracteata, um triterpeno oxigenado,na dose de 10 mg/kg apresentaram
reducdo do tumor primario em cerca de 84% (Siqueira et al, 2008). Os dois
resultados mostraram percentuais de reducdo similares as obtidas no nosso

trabalho.

Em se tratando de uma amostra com atividade proteolitica, passamos a avaliar a
importancia desta no efeito descrito acima. Para isso, a fragao foi inibida com
iodoacetamida (IAA) que € um inibidor irreversivel ndo especifico de cisteino
proteases. A inibicdo das cisteino proteases ocorre pela acilacdo da cisteina no sitio
ativo pelo grupamento acilo-aminal da iodoacetamida (Salvensen & Nagase,1990).
Os resultados demonstraram uma reducdo semelhante da massa tumoral para os
grupos tratados com P1G10 5 mg/kg e P1G10-IAA 5 mg/kg, porém significativa
apenas para o primeiro destes em relacao ao controle (Figura 10). A semelhanca de
efeito entre os dois grupos tratados sugere que a atividade proteolitica ndo é

fundamental para sua eficacia.

Em contra posi¢cdo, achados da literatura sobre a bromelina, relatam que suas
atividades biologicas/farmacologicas, de um modo geral, dependem da atividade
enzimatica. Em relacéo ao cancer, a atividade proteolitica se correlaciona a clivagem

de receptores de superficie, especialmente a CD44, que séo importantes na adesao,
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migracdo e ativacao leucocitaria, porém, a protedlise ndo esta relacionada a uma
atividade antiproliferativa (Maurer et al, 2001). A molécula de adesdo CD44 esta
presente em células tumorais e normais e varios trabalhos ja demonstraram que a
bromelina altera sua funcdo. Hayle e Haynes (1992) relataram que a bromelina
aboliu a funcdo ndo s6 de CD44, mas de outros receptores de superficie, como
CD45RA, CD62L, CD7 e CD8, em linfécitos T, sem, contudo, apresentar toxicidade
celular. Os autores desse trabalho atribuiram o efeito a uma acdo proteolitica
degradativa, que altera as interacdes dos receptores com seus ligantes na matriz
extracelular. (Munzig et al, 1994). Engwerda e colaboradores (2001) descreveram a
atividade imunomodulatéria da bromelina, podendo inibir ou estimular a resposta
imune de acordo com as populagdes celulares. Em leucécitos sanguineos periféricos
€ mostrado, também, que o efeito proteolitico de bromelina sobre essas moléculas
de superficie celulares ocorre de forma dose dependente e é inibido pela o2-
macroglobulina presente no plasma. Nessas condicfes, apenas altas concentracdes
de bromelina sdo capazes de impedir o efeito inibitério dessas moléculas (Hale et al,
2002).Em contraposicdo a esta idéia, achados in vitro do nosso grupo para a
protease purificada CMS2MS2, protease obtida apdés a cromatografia do CMS2
(protease purificada em CM-Sephadex) em coluna de troca catibnica Mono-S
Sepharose, mostraram que a atividade proteolitica desta néo € inibida na presenca

de a2-macroglobilina (Bilheiro et al, dados nao publicados).

Avaliando o descrito na literatura, podemos observar que antitumorais citotéxicos
com diferentes modos de acéo, conhecidos e ja utilizados na clinica, tem efeito
semelhante ou inferior a nossa fracao na dose de 5 mg/kg, como os exemplos dados
a seguir. Hag e colaboradores (2000) demonstraram que a gemcitabina i.v. (120
mg/kg) reduz em cerca de 50% a massa de tumor pancreatico humano (HPAC)
inoculado (s.c.) em camundongos Balb/C. Podemos observar que a dose utilizada
em nosso trabalho € 24 vezes inferior a dose de gemcitabina e que as vias de
administracdo sao diferentes. Outros trabalhos com modelo de melanoma B16F10
subcutaneo mostraram a reducdo do volume do tumor primario em cerca de 80% no
24° dia de tratamento com o alquilante cisplatina (100 pg), resultado similar ao
nosso, e uma reducédo bem inferior (cerca de 22%, no 10° dia) para animais tratados
com o antimitotico taxano paraclitaxel (20 pg) (Lavhale et al, 2009). Szende e

colaboradores (2003) relataram o uso combinado do agente citotéxico dacarbazina
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(60 mg/kg) com um analogo da somatostatina (TT-232- 1 mg/kg), que tem
comprovada acao inibitéria da proliferagdo de células em cultura, em modelo de
melanoma B16F10, mostrando reducdo de 27% da massa tumoral para o grupo
tratado. Dentre os estudos envolvendo extratos de plantas, podemos exemplificar a
atividade antitumoral do extrato aquoso de Indigosfera suffruticosa (planta tipica do
nordeste brasileiro) rica em alcaloides, flavondides e proteinas e com alta atividade
citotoxica. Esse extrato foi utilizado no tratamento de camundongos Balb/C
portadores de sarcoma 180 na dose de 50 mg/kg, via i.p., por 7 dias e gerou uma
reducdo tumoral de cerca de 75% (Vieira et al, 2007). Gupta e colaboradores (2004)
relataram que o tratamento com extrato metandlico de Caesalpinia bonducella (dose
de 200 mg/kg), cujos componentes quimicos incluem flavondides, diterpenoides e
esteroides, reduziu em cerca de 71% o volume tumoral em modelo de carcinoma de
Ehrlich. Outro trabalho, onde camundongos C57BI6 portadores do melanoma
humano ANDO-2 foram tratados oralmente com a dose de 50 mg/kg do extrato da
planta Calendula officinalis, rica em flavonéides e saponinas, apresentaram reducao
de cerca de 75% do volume tumoral. Esse extrato se mostrou citotoxico, uma vez
que, apresentou inibicdo da proliferagdo celular sobre as linhagens MDA MB231
(adenocarcinoma mamario), B16 (melanoma murino), ANDO-2 (melanoma humano)
e JURKAT (células de linfoma de células T) (Jimenéz-Medina et al, 2006). Podemos
inferir sobre esses achados que P1G10, apesar de ser um “pool” de enzimas
proteoliticas, gerou reducdo tumoral significante quando utilizada em doses
semelhantes as substancias puras. Os extratos de plantas foram utilizados em
doses cerca de 10 vezes superior para gerar um percentual de reducéo similar.

Em vista do exposto, consideramos a possibilidade da fracdo atuar como agente
citotoxico. Assim, a avaliacdo da citotoxicidade foi feita através da determinacao da
ICso sobre linhagens celulares normais e tumorais. De acordo com Rieser e
colaboradores (1996), para extratos de plantas ndo purificados, os valores de ICsg
inferiores a 20 pg/mL sao considerados ativos, enquanto que para compostos puros,
estes valores devem ser inferiores a 4 pug/mL (aproximadamente 10° M). Levando
em conta esses dados, podemos relatar a atividade citotéxica de proteases como a
bromelina, visto que, esta apresentou valor de ICsy dentro da faixa estabelecida para
agentes citotoxicos sobre células de adenocarcinoma mamario (5x107'M). Porém, o

mesmo nao ocorreu para as linhagens de melanoma B16F10 e Ehrlich, cujos valores
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de ICso foram maiores que 10° M (Baez et al, 2007). Em relacdo a P1G10,
encontramos valores de ICs ligeiramente superiores a 30 pg/mL para linhagens
tumorais, indicando uma baixa citotoxicidade para esta fracdo (Tabela e Figura 1).
Além disso, ndo foi observada maior seletividade para as células tumorais em
relacdo as normais, visto que, os valores de ICso foram semelhantes para todas as
linhagens estudadas. O menor valor de ICs (1,74 x 10°° g/mL) encontrado no nosso
estudo ocorreu para a linhagem n&o tumoral CHO. Contudo, ndo podemos afirmar
que nenhum dos componentes da nossa fracdo, que € composta por um “pool” de
proteinas com massa de aproximadamente 23 kDa e alta atividade enzimética, nao
apresenta atividade citotoxica. Ja foi visto anteriormente que P2CMS e P3CMS, que
séo proteases purificadas de P1G10 obtidas apos eluicdo em coluna CM-Sephadex,
estimularam a atividade mitogénica de forma significativa em células da linhagem
L929, o que ndo ocorre com o tratamento com P1G10 (Gomes et al, 2005). Da
mesma forma, portanto, ndo é possivel afirmar que, isoladamente, um ou mais dos
componentes desse “pool” ndo possa ter atividade citotdxica, o que com esses
resultados mostramos, é que a acao conjunta desses elementos ndo possui
atividade citotéxica. Diante da observacédo de que a atividade citotoxica ndo parece
ser o modo de acdo responsavel pela atividade antitumoral da fracdo P1G10,

buscamos outros mecanismos que pudessem explicar tal atividade.

Em trabalhos anteriores, estudamos a atividade angiogénica de P1G10, utilizando
modelo de implante de esponja no dorso de camundongos Swiss. Mello e
colaboradores (2006), contudo, demonstraram para modelo de implante esponja
acOes dose dependentes de P1G10, onde, a dose de 1% foi capaz de reduzir a
angiogénese em cerca de 50% em relacdo ao controle, enquanto que a de 0,1% foi
capaz de dobrar os niveis de Hb. Em outro trabalho realizado por nosso grupo
também avaliou a atividade angiogénica de P1G10 10 mg/kg na cicatrizacdo de
lesbes gastricas, através da imunolocalizacdo de PECAM/CD31, molécula de
adesao celular que participa dos eventos iniciais da formagao de novos vasos. Como
resultado, observamos a tendéncia ao aumento da densidade vascular, ja ocorrendo
em torno do 9° dia (Silva, 2009).

Entretanto, em um terceiro trabalho realizado pelo nosso grupo, também utilizando

modelo de implante de esponja, evidenciou uma ambiguidade nas ac¢des de P1G10.
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Em camundongos Swiss, portadores de tumor de Ehrlich sélido, tratados com
P1G10 1 mg/kg s.c. por 8 dias, se observou uma reducdo da quantidade de Hb
(68%) em relacdo aos animais tratados com salina. Nos animais sem tumor, como
esperado, a administracdo de P1G10 promoveu um aumento da vascularizacdo do
implante da ordem de 70% em relacdo ao controle (salina). A quantidade de Hb néo
foi diferente entre os animais portadores ou ndo de tumor, mostrando que a
presenca do tumor ndo afeta a angiogénese inflamatéria. Porém, o tratamento com a
fracdo dos animais com tumor fez com que houvesse uma reducao significativa da
concentracdo de Hb na esponja, evidenciando que P1G10 promove a producéo de
algum mediador pelo tumor que é capaz de afetar a angiogénese inflamatoria (Viana
et al, 2008). Frente a esses resultados e, uma vez que a angiogénese € de
fundamental importancia no desenvolvimento tumoral e metastatico (Gout & Huot,
2008), optamos por quantificar alguns dos mediadores angiogénicos envolvidos,
utilizando técnicas bem estabelecidas para as dosagens de hemoglobina (Hb), da
atividade de N-acetil-B-D-glicosaminidase- (NAG) e de citocinas (VEGF - Vascular
Endothelial Growth Factor; TNF-o. - Tumor Necrosis Factor e TGF- —Transforming
Growth Factor), sendo essas Ultimas dosadas tanto em tumor quanto em soro (Belo
et al, 2004). Nesse sentido, como primeiro passo, quantificamos os niveis de Hb
presentes no tumor de animais tratados com a fracdo, onde observamos uma
reducdo de aproximadamente 73% (Figura 6) em relacdo ao grupo controle. Este
resultado evidenciou uma ac¢ao antiangiogénica tumoral de P1G10 e nos levou a

investigacdo de mecanismos envolvidos nessa acao.

No estudo da angiogénese, um dos parametros utilizados € a dosagem da citocina
pré angiogénica VEGF. Esta citocina estimula a formacao dos vasos sanguineos e é
secretada tanto por células normais quanto tumorais, porém esta super expressa
nestas ultimas (Folkman, 2006). Desta forma, a inibicdo do VEGF leva a regressao
do suprimento sanguineo tumoral e € uma estratégia racional para o tratamento das
neoplasias (Riley et al, 2009). Na literatura, se encontram dados que confirmam o
exposto, com no trabalho realizado por Dineen e colaboradores (2008), onde
verificaram que o tratamento de camundongos portadores de tumor pancreético,
com um antagonista de VEGFR2 (CT-322) reduziu o numero de microvasos

presentes na massa tumoral.
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Nossas anélises mostraram que P1G10 (5 mg/kg) foi capaz de reduzir em 54,7% os
niveis tumorais de VEGF, em relacdo ao grupo controle (Figura 8 A). Esta reducéo
significativa corrobora o obtido para os niveis de Hb e sugere um provavel
mecanismo da acdo antiangiogénica de P1G10, na dose e no modelo estudados. Os
niveis seéricos de VEGF, também, foram mensurados e observamos que o
tratamento com a fracdo ndo alterou os mesmos (Figura 8 A), sugerindo que sua

acao ocorre no local e ndo sistemicamente.

Além do VEGF, outros mediadores participam da angiogénese. Podemos destacar,
o0 TGF-B que induz transcricdo do mRNA do VEGF (Akagi et al, 1999) e que atua
como promotor da metastase através de seus efeitos no microambiente tumoral,
realcando propriedades invasivas e inibindo sistema imune do hospedeiro (Padua e
Massagué, 2009). No nosso trabalho, analisando os niveis tumorais de TGF-, ndo
podemos afirmar que este ndo atua na acdo antiangiogénica, visto que a forma ativa
deste nao foi avaliada (Figura 8C). Em relacdo aos niveis séricos (acao sistémica),
porém, na literatura, encontramos achados relatando a acao de proteases sobre
esta citocina. Desser e colaboradores (2001) demonstraram reducdo dos niveis
séricos de TGF-p em humanos portadores de artrite reumatoéide, osteomielofibrose e
herpes zooster, tratados com combinacdes enzimaticas contendo bromelina,
papaina, tripsina e quimiotripsina. Os autores atribuem esta reduc¢do a uma acao das
proteases sobre o inibidor a2 macroglobulina, resultando em ligacao deste ultimo ao
TGF-$ e, consequentemente, sua inibicdo. Trabalho de Paczek e colaboradores
(2001) também relatam essa acdo das proteases tripsina e bromelina sobre a «2-
macroglobulina em modelo de diabete neuropatica, com consequente reducdo dos
niveis séricos de TGF-B. Foi demonstrado que enzimas proteoliticas reduzem os
niveis de TGF-f no soro pela conversao do inibidor de proteases a2 macroglobulina
da forma “lenta” para a forma “rapida”, sendo que a forma rapida se liga e inativa
TGF-p irreversivelmente (Desser et al, 2001). Neste trabalho, a dosagem dos niveis

séricos de TGF-p néo foi realizada.

Outro mediador angiogénico importante, o TNF-a, também foi analisado em nosso
estudo. Seu papel na angiogénese é paradoxal e dose dependente. Quando
administrado em altas doses e localmente, esta citocina gera uma destruicao

seletiva dos vasos sanguineos tumorais e, portanto, uma acédo antitumoral. Porém,
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quando produzido cronicamente pelo organismo, atua como potente agente tumoral
contribuindo para o remodelamento tecidual e desenvolvimento do estroma
necessarios para o crescimento tumoral, além de atuar, assim como o TGF-,
induzindo transcricdo do mRNA do VEGF (Balkwill, 2002). Contudo, nossa andlise
para os niveis de TNF-o, tanto tumoral quanto séricos (Figuras 8B e 9B), ndo
evidenciou diferenca entre os grupos tratados e controle. Podemos inferir, portanto,
que, possivelmente, a acdo antiangiogénica de P1G10 ndo advém da acado sobre
TNF-a.

Além dos mediadores angiogénicos mencionados anteriormente, a resposta
inflamatoria produzida frente as presenca de células tumorais também merece
atencdo no processo de angiogénese. Dentre as células infiltradas no estroma
tumoral, os macrofagos apresentam particular importancia (Balkwill e Mantovanni,
2001). Analisando o papel destas células na progressdo tumoral, ha divergéncia
entre os achados da literatura. Lu et al (2006) afirmaram que macréfagos ativados
sdo recrutados para a eliminacdo das células transformadas. Da mesma forma,
Elgert e colaboradores (1998) mostraram a mediacdo da resposta antitumoral de
macrofagos que acontece via secre¢do de fatores como a interleucina 10 (IL-10) e
prostaglandina E2 (PGE2). Em contraposicdo a essa idéia, outros autores
descreveram que macréfagos podem ser induzidos pelas células tumorais a
secretarem citocinas pré-angiogénicas e fatores de crescimento, como o VEGF e a
endotelina 2, e, desta forma, contribuirem com o crescimento tumoral (Grimshaw et
al, 2002; Pollard et al,2004). A idéia mais corrente, porém, € a que em tumores ja
estabelecidos os macréfagos atuam favorecendo a progressdo tumoral (Schafer &
Werner, 2008). No nosso trabalho, utilizamos a metodologia de dosagem da
atividade de NAG (o N-acetil-B-D-glicosaminidase), que € uma enzima lisossémica
produzida por macrofagos ativados, para quantificar a infiltracdo dessas células no
tumor (Belo et al, 2004). Em relacdo a essas medidas, observamos um aumento
significativo (31,9%) da atividade de NAG para o grupo tratado com P1G10 (Figura
7). Trabalhos publicados para outras proteases mostraram que estas podem atuar
como fatores modulatérios da resposta imune. Bidpsias de célon humanos tratadas
in vitro com bromelina apresentaram aumento de varios mediadores inflamatérios,
entre eles citocinas como as interleucinas 5, 12, 13 e o TNF-a (Onken et al, 2008).

Ergwerda e colaboradores (2001) também mostraram in vitro que a bromelina pode
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atuar sob a imunidade inata, ativando macrofagos que por sua vez aumentam a
producdo de INF-y, TNF-o,IL-1B e IL-6, gerando, nesse contexto, atividade pro
inflamatéria. Contrariando a idéia relatada anteriormente de que a resposta
inflamatdria pode auxiliar na progressao tumoral, estes autores relataram o potencial
da bromelina na ativacao da resposta inflamatoria em situacdes onde ela pode estar
deficiente, como em individuos imunocomprometidos. Entretanto, nossos resultados
sugerem que o saldo final dentre os processos angiogénicos e inflamatdrios
estudados neste trabalho é um efeito antiangiogénico, evidenciado pela reducao dos
niveis de VEGF e dando como resultado direto a reducdo da quantidade de vasos

expressa pela reducdo da quantidade de Hb.

Dando continuidade ao estudo do mecanismo de acdo antitumoral de P1G10,
utilizamos metodologia de marcacdo de P1G10 padronizada no Laboratério de
Radiois6topos na Faculdade de Farmacia da UFMG. O objetivo foi avaliar a possivel
variacdo na biodistribuicdo de P1G10 em animais portadores de melanoma B16F1.
Assim, administramos P1G10 marcada com o isétopo radioativo *"Tc e, com o
auxilio de contador gama e da gama camara, medimos a captacao da radioatividade
no tumor e em diferentes érgdos Mostramos que para o tumor, a captacdo € maior
no 5° dia, sendo o valor de Kp (coeficiente de particdo tumor/sangue, ou seja, a
relagdo entre a quantidade de frac&o distribuida no tumor e a presente na corrente
sanguinea) de 0,86 + 0,25%, que é semelhante ao valor encontrado no sangue.
Esse nivel diminui ao longo do tratamento, sendo de 0,44 + 0,12 no 10° dia e 0,39 £
0,08 no 16° dia (Figura 11). Este resultado corrobora a idéia de que P1G10
apresenta atividade antiangiogénica, visto que, uma menor vascularizagdo no tumor
pode explicar a reducdo da concentracdo de P1G10 marcado no tumor ao longo do
tratamento. A biodistribuicdo de P1G10 apresenta perfil semelhante para animais
sadios e para aqueles portadores de melanoma e esteve aumentada nos orgaos
relacionados a excrecao e metabolismo, como rins e bexiga, em todos os intervalos
de tempo avaliados. Como nossas imagens foram feitas em 1 hora apds a
administracdo, nesta fase, provavelmente P1G10 ja estd em processo de eliminacdo

pelo organismo (Lemos et al, 2008).

Todas as acOes de P1G10 relatadas acima resultam em um aumento de

sobrevivéncia nos animais com melanoma B16F1 (Figura 4). O tratamento com a
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fracdo (5 mg/kg) foi capaz de inibir quase totalmente a letalidade durante os
primeiros 8 dias, porém, a partir do 9° dia observamos uma mortalidade semelhante
a do grupo controle (sem tratamento - 51,4%). O antimetabdlito citotdéxico — 5-FU,
utilizado com controle positivo, por sua vez, promoveu 29% de mortalidade até o 8°
dia e estabilizacdo da sobrevivéncia para o periodo restante. O 5-FU possui alta
toxicidade in vivo apresentando efeitos colaterais severos como leucopenia,
neutrocitopenia e trombocitopenia descrita para humanos em poucas semanas apos
o0 inicio da quimioterapia (Shibuya et al, 2004). Os efeitos toxicos de 5-FU poderiam

explicar as mortalidades observadas até o 8° dia ap0s o término do tratamento.

Estudo semelhante realizado com a bromelina demonstrou um aumento de
sobrevivéncia significativo em modelos de leucemia P-388, sarcoma (S-37), tumor
ascitico de Ehrlich, carcinoma pulmonar de Lewis, neste ultimo, com reducdo de
cerca de 6 vezes do numero de col6nias metastaticas pulmonares, mas, com menos
eficacia que o 5-FU, utilizado como controle. Nao houve aumento de sobrevivéncia
para o modelo de melanoma B16F10 (Baez et al, 2007). No nosso trabalho, além de
considerar o niumero percentual de animais mortos ao longo do tempo, avaliamos a
massa tumoral nos animais no pos mortem. Observamos que estas massas
estiveram significativamente menores em relacdo ao grupo controle para o grupo
P1G10 durante todo o ensaio. Tanto no ensaio realizado pelo nosso grupo quanto
para o estudo da sobrevivéncia com a bromelina, a utilizacdo das proteases se deu
por um tempo pré determinado (15 dias). Trabalhos realizados pelo nosso grupo
com camundongos Swiss portadores de carcinoma de Ehrlich ascitico tratados por
10 dias com P1G10 nas doses de 1,3 e 5 mg/kg, mostraram a reducdo da massa
tumoral para a dose de 5 mg/kg. Contudo, em animais implantados com tumor de
Ehrlich sdlido tratados por 29 dias com P1G10, se observou uma reducéo
significativa do volume tumoral na dose de 3 mg/kg (Viana et al, 2008). Desta forma,
temos indicacbes de que a sobrevivéncia poderia ser maior caso o tratamento fosse
feito durante um periodo mais prolongado, utilizando doses mais baixas, visto que o
efeito antitumoral de P1G10 n&do se da por atividade citotoxica. Acreditamos,
também, que o aumento da sobrevivéncia se dé pela melhora da condigcéo geral do
individuo. Esta afirmacao tem base em resultados de cicatrizagdo de Ulcera gastrica
em ratos Wistar, onde o grupo tratado com a fragdo obteve além da aceleracdo da

cicatrizacdo, um ganho efetivo de massa corpérea em relacdo ao grupo controle
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(Araujo e Silva, 2009). Este efeito é desejavel em situacdes, como o cancer, onde a
caquexia € uma das principais consequéncias deletérias. A caquexia neoplasica é
uma sindrome que se caracteriza por anorexia, disfuncdo imune, diminuicdo da
massa muscular e uma variedade de alteragBes, resultante, primeiramente de
alteracdes na ingestao e da ma absorcgéo de nutrientes (Guimaraes, 2002). Portanto,
uma substancia que minimize essa situagéo pode aumentar e melhorar a qualidade

da sobrevida de pacientes portadores de neoplasias.

Através destes resultados, podemos concluir que a capacidade antitumoral néo
advem da atividade citotoxica da fracdo, assim como de sua atividade proteolitica.
Por outro lado, acdes como a atividade antiangiogénica e a melhora da condicéo

geral do individuo podem estar relacionadas a esta propriedade.

5.2) Atividade antimetastética:

O estudo da atividade antimetastéatica foi iniciado com a padronizagdo do modelo
B16F10. O tempo de extirpacdo das orelhas foi estabelecido em 15 dias apds o
indculo inicial, visto que, nesta etapa o tumor se encontra em um tamanho de facil
remocao cirargica. Foi possivel observar que as metastases pulmonares ja ocorriam,
a partir do 14° dia (Figura 13), em um percentual superior a 75% porém, com
caracteristicas diferentes para cada tempo de sacrificio. Enquanto as metastases
obtidas no 21° dia eram maiores e mais numerosas, aquelas do 14°, tinham aspecto
de pequenos pontos. No 28° dia, os animais se apresentavam caquéticos e as
perdas por mortes se iniciaram. Desta forma, se optou pelo tempo de administracéo

de P1G10 por 21 dias, ap6s a remocao do tumor.

Obtivemos uma reducgéo de cerca 83% do percentual de animais acometidos com
metastase pulmonar para o grupo tratado com a dose de 5 mg/kg e, mesmo com a
dose de 1 mg/kg, houve uma reducdo de cerca 63%. Ao correlacionarmos este
resultado ao obtido para o modelo B16F1, verificamos uma atividade antimetastatica
importante, uma vez que, ja na menor dose, houve um expressivo percentual de
reducdo do numero de animais com metastase em relacdo ao controle. Com relacao
ao numero de pontos metastaticos, houve reducdo de cerca de 50% nos animais
tratados com P1G10 5 mg/kg em relacdo ao controle, sugerindo que os efeitos

antimetastaticos sdo mais pronunciados que os antitumorais. Dados da literatura,
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como o trabalho de Guimaraes - Ferreira e colaboradores (2007), relatam a atividade
antimetastatica para a cisteino protease fastuosaina, advinda de Bromelia fastuosa
(2mg/kg), onde se observa uma reducdo de aproximadamente 94% no namero de
colénias metastaticas para modelo B16F10 com indéculo endovenoso. Outras
substancias também demonstraram reduc¢des de coldnias como podemos comprovar
por dados da literatura. Szende e colaboradores (2003) relataram uma reducdo de
cerca de 77% do numero de colbnias metastaticas para animais tratados com a
dacarbazina ( 60 mg/kg) combinada com o TT-232 (1 mg/kg), que € um analogo da
somatostatina. Outro trabalho utilizando extrato lipidico advindo do basiodiomiceto
Agaricus blazei Murill, que é rico em ergosterol, para tratar camundongos portadores
de carcinoma pulmonar de Lewis, evidenciou uma reducdo de cerca de 70% no
namero de colbnias metastaticas na melhor dose de 900 mg/kg (Takaku et al, 2001).
Em relacdo a esses achados, podemos destacar que P1G10 reduziu o numero de

pontos metastaticos em doses bem inferiores aos outros exemplos citados.

Uma possivel explicacdo para a atividade antimetastatica vista para a fracdo P1G10
pode ser através da reducdo da adesdo e invasdo das células tumorais, como visto
para outras proteases como a bromelina e a fastuosaina. Trabalhos in vitro
realizados sobre células de glioma humanas tratadas com a bromelina mostraram
gue as células formaram agregados, e foi verificada uma reducédo na expressao de
moléculas de adesdo CD44, integrinas 1 e a3. Os autores sugerem que esta acao
seja dependente da atividade proteolitica que pode atuar clivando essas proteinas
de superficie (Tysnes et al, 2001). Guimardes-Ferreira e colaboradores (2007)
estudaram in vitro 0os mecanismos envolvidos na acdo antimetastatica da
fastuosaina. Essa protease foi capaz de alterar a morfologia celular, além de
promover o destacamento das células e a formacédo de agregados, sendo, contudo,
esta acdo, reversivel com a remocéo da fastuosaina. Posteriormente, no estudo do
efeito dessa protease sobre a expressao de receptores CD44, verificou-se uma
reducdo nesta de forma dose dependente, a exemplo do descrito para a bromelina
(Hale & Haynes, 1992). Este efeito é dependente da atividade proteolitica, visto que,
nao se manifestou quando se utilizou a fastuosaina inibida por E-64 (inibidor de
cisteino proteases). Em 5 h, ap0s a remocéo da enzima, 40% dos receptores foram
expressos novamente, portanto, sendo o efeito reversivel. Contudo, vale ressaltar

gue a atividade antitumoral de P1G10 independe de sua atividade proteolitica.
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Os receptores de superficie, como CD44, integrinas B1 e a3, tem sua expressao
aumentada em varios tipos de tumor como o géstrico, pancreatico e pulmonar. Estas
moléculas estdo relacionadas ao processo de migracdo, na medida em que
controlam a ligacdo das células a matriz extracelular e a sobrevivéncia celular,
regulando processos apoptéticos, portanto tem fundamental importancia no
processo de metastase (Stetler-Stevenson, 1993; Harada et al,2000). Entretanto,
estudos para a avaliacdo da expressdo dessas moléculas, quando do tratamento
das células com P1G10 se fazem necessarios, para compreensdo desses

mecanismos.

Outro mecanismo que pode estar envolvido na acdo antimetastatica de P1G10 é
uma acado pro-inflamatéria, como a vista para a fastuosaina. Essa protease, quando
administrada a camundongos, por 21dias, i.p., tanto na forma ativa ou inibida com E-
64, promoveu um aumento no recrutamento e ativacdo de macréfagos, evidenciado
através da expressdo de marcadores de superficie (p.e. CD3, CD-86 e CD-1),
sugerindo que a protease ativa a resposta pro-inflamatéria. Em um trabalho recente
de nosso grupo, foi demonstrado que a fracdo P1G10 é capaz de promover a
ativacdo de macréfagos, que foi medida através da dosagem de NAG em implantes
de esponja no dorso de camundongos Swiss (Christiano et al, 2007). Este efeito nos
permite inferir que uma possivel acdo de P1G10 sobre as células do sistema imune,
sobretudo macréfagos, pode contribuir para a sua acdo antimetastatica. Entretanto,
o papel do macréfago na metastase é controverso, pois, apesar de trabalhos
relatarem sua atividade antimetastatica (Elgert et al, 1998; Lu et al; 2006), outros
evidenciam sua atividade metastatica através de acdes como a degradacao

proteolitica da matriz extracelular e liberacao de fatores como o VEGF e o TNF-o..

Batkin e colaboradores (1988) sugeriram que a agédo anticoagulante da bromelina
pode estar implicada em seus efeitos antimetastaticos. Na presenca de plaquetas,
h&a um aumento na secrecao de fatores de crescimento, como o TGF-a, o PDGF ou
a trombina, pelas células tumorais. Além disso, as plaquetas podem formar um
agregado com as células do tumor e, desta forma, aderirem mais facilmente ao
endotélio, favorecendo a metastase (Maurer, 2001). Em relacdo a P1G10, estudos
recentes do nosso grupo relataram que em baixas concentracdes (0,01 a 1,0 pg em

2 uL de agua MiliQ), a fracao exibe atividade anticoagulante. Mostrou — se também
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gue uma protease purificada da fragcdo, CMS2MS2, n&o ¢ inibida na presenga de a2-
macroglobulina (Bilheiro et al — dados ndo publicados). Esses resultados sugerem, a
exemplo da bromelina, que uma possivel acdo anticoagulante de P1G10 possa estar

envolvida na sua acéo antimetastatica.

Quanto a sobrevivéncia, no grupo tratado com P1G10 ndo houve mortes até o 8° dia
e, mesmo até o 12° quando ocorreu um Obito, a causa mortis ndo pareceu estar
relacionada a doenca, visto que o animal ndo apresentou pontos metastaticos em
qualquer érgao. Wald e colaboradores (2001) demonstraram o aumento do tempo de
sobrevivéncia para camundongos Cs;Blg portadores de melanoma B16F10 tratados
com a mistura enzimatica (tripsina, quimiotripsina e papaina). Observou-se que o
tempo de sobrevivéncia (em dias) quase dobrou para o grupo que teve o tratamento
iniciado logo apoés a cirurgia de remocgao do tumor em relacdo ao grupo controle. O
grupo tratado com a mistura enzimatica 24 h antes do in6culo celular teve seu tempo
de sobrevivéncia aumentado mais de 2,5 vezes e, além disto, se observou que 36%
dos animais ndo apresentaram qualquer sinal de crescimento tumoral. Nos
resultados aqui obtidos, verificamos que P1G10 apresenta além da reducdo de
ocorréncia de metastases, aumento da sobrevida de camundongos com melanoma
metastatico. Esse achado é de grande valia, uma vez que o tratamento atual do
cancer envolve a utilizacdo de medicamentos que atuam reduzindo a massa tumoral
e possibilitando a remocdo cirlrgica, mas que carecem de uma agdo num estagio

mais avancado da doenca, na qual pode ocorrer metastases.

Com o objetivo de avaliar a possivel variacdo na biodistribuicdo de P1G10 em
pulmdes de camundongos portadores de melanoma B16F10, realizamos ensaios
utilizando P1G10 5 mg/kg marcada com o isétopo radioativo **™Tc e, com o auxilio
de contador gama, medimos a captacdo da radioatividade no pulmdo e em
diferentes 6rgdos. O tratamento foi executado por 16 dias, sendo que 0s animais
receberam. P1G10-*"Tc apenas no dia de sacrificio. Apesar de n&o termos dados
do percentual de ocorréncia ou do numero de pontos de metastase pulmonar para
este ensaio, resultados anteriores (Figuras 14) nos mostraram que o valor
percentual de ocorréncia de metastases foi de cerca de 17% no grupo tratado com a
dose de 5 mg/kg. Desta forma, se pode inferir que, provavelmente, mesmo que haja
afinidade de P1G10 para metastase, talvez dificilmente esta seja percebida, visto
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que tanto o percentual de metastases como o niumero de pontos sao reduzidos em
animais tratados com a fragcdo. Esses achados, contudo, mostraram valores de Kp
(coeficiente de particdo pulmao/sangue, ou seja, a relacdo entre a quantidade de
fracdo distribuida no pulméo e a presente na corrente sanguinea) semelhantes para
0s pulmdes dos grupos sadio e portadores de melanoma B16F10 ao longo de todo o
tempo, ndo apresentando uma maior afinidade pelos pulmdes que possuissem as
metastases (Figura 20). Em relacdo as imagens cintilograficas tomadas em 1 h apés
a administracdo, assim como ocorreu para o modelo B16F1, observamos que a
distribuicdo de P1G10 esteve aumentada em 6rgdos relacionados a excrecdo em
todos os intervalos de tempo avaliados, logo, nesta fase, provavelmente P1G10 ja
estd em processo de eliminacdo pelo organismo. Esse estudo ndo mostrou uma
maior captacdo pulmonar de P1G10 em qualquer tempo de tratamento, logo,
corrobora com a hipétese, j4 citada, do ndo envolvimento de acdo citotdxica,

também, na atividade antimetastatica.

Com base no exposto, podemos concluir que P1G10 possui um expressivo efeito
antimetastatico em dose menor que as encontradas para outras proteases, conforme
descrito na literatura, e que a necessaria para evidenciar sua atividade antitumoral.
Como mecanismo de acédo, ndo podemos fazer afirmacdes com base nos resultados
agui apresentados. Acreditamos que um dos possiveis mecanismos envolvidos na
atividade antimetastatica pode estar vinculado a atividade anticoagulante de
proteases contidas em P1G10, conforme ja discutido. Além disso, a melhora das
condi¢cBes gerais do individuo, observada em diferentes modelos animais, também

pode estar relacionada a essa atividade.
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6) CONCLUSAO:

A fracdo proteolitica do latex de C. candamarcensis P1G10 possui atividades
antitumoral e antimetastética significativas, gerando reducdo da massa tumoral em
modelo B16F1 e reducdo do percentual de ocorréncia e do numero de pontos de
metastase em modelo B16F10, com aumento do tempo de sobrevivéncia em ambos

0S casos.

Com os resultados obtidos, podemos concluir que a capacidade antitumoral néo
advem da atividade citotéxica da fracdo, assim como de sua atividade proteolitica.
Por outro lado, a atividade antiangiogénica tumoral pode estar relacionada a essa
propriedade.
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ANEXO 1:

Carica candamarcensis (A) Influorescéncias; (B) Folhas (C) Fruto maduro (D) Frutos
imaturos In: Ecocrop e Flickr
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ANEXO 2:

100 0,25

80 - - 020 £
= o
c Q
2 604 L 015 @
N -3
- ke,
%
% 40 i r 0,10 Q
2 K
g 3
© 20 7 [ 0,05 E}‘
+ 0 0,00 %

fracdo No

Nota: Perfil cromatografico do latex na coluna “Sephadex G-10". “P1G10” e “P2G10”
marcam 0s picos eluidos desta cromatografia. In: Gomes et al, 2005.
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ANEXO 3:

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 103/2007, relctvo ao projeto intitulado
“Caracterizacdo de atividades antiinflamatoria e
antitumoral/antimetastitica #e proteases de caricacea€’, que tem como
reéponsével Carlos Edmundo Salas Bravo , estd de acordo com os Principios
Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovaco na reunido de
22/ 08/2007.

Este certificaclc expira-se em 22/ 08 / 2012.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 163/2007, related to the project entitled
* Antiinflammatory and antitumaral/antimatastatic activities of caricaceae
proteinases’, under the supervision of Carlos Edmundo Salas Brave, is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Zxperimientation, adopted by the
Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was
approved in August 22, 2007.

This certificate expires in August 22, 2012,

Belo Horizonte, 26 de Seteinbro de 2007.

Prof. Humbeérto Pereira Ofiyeire
Coordenador do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus P2mpulha
Unidade Administrativa Il -~ 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-451% ~ Fax: (31) 3499-4516

www.ufmq.br/bicetficalcetea - cetea@prpg.uimg.br
(Mud.Cert. '/1.0)
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