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RESUMO

Com o intuito de se obter farmacos que possam atuar de forma mais eficaz e menos
agressiva aos pacientes portadores do cancer, diariamente novas drogas sao testadas ou tidas
como solucdo para alguma das formas da doenca. Frequentemente nos deparamos com
possiveis solucdes milagrosas ou de custo baixo, muitas destas sem qualquer teor cientifico.
Por outro lado, diversas plantas tém sido estudadas hd longos anos e sdo tidas como
promissoras fontes de compostos para producdo de farmacos no combate ao cancer e
metastases. Pretende-se desta forma apresentar ativos extraidos de Enterolobium
contortisiliguum que possam agregar resultados ao tratamento de cancer , descrever 0s
mecanismos de acdo das EcTI no combate a agOes tumorais em diferentes linhagens
celulares através da andlise e exposicdo dos efeitos obtidos no tratamento de células
metastaticas. Fora realizado analise de literatura em portais académicos como Scielo,
Google Académico e Pubmed tendo como coorte o perido compreendido entre 0s anos
de 1996 e 2020, cujo a tematica abordasse os termos Enterolobium contortisiliquum ,
inibidores de tripsina , metastases e tratamento com EcTI. A partir de Enterolobium
contortisiliqguum, uma planta comum em nosso pais e chamada normalmente de tamboril ou
orelha-de-macaco , foi extraido um potente inibidor de tripsina denominado “EcTI”, extraido
principalmente das sementes da planta, cuja atuacdo principal é por bloquear integrinas que
atuam na ativacdo de quinases Src e FAK para trandugdo de sinais que levam ao processo
metastatico. Foram observados resultados promissores e que estimulam novos estudos com
EcTI demonstrando atuacéo sobre células de cancer gastrico, células de cancer de mama e no

adenocarcinoma colorretal humano de linhagem HT29.

Palavras-chave: Cancer, Inibidor de tripsina , Metastase.



ABSTRACT

In order to obtain drugs that can act more effectively and less aggressively to cancer patients,
daily new drugs are tested or seen as a solution to some of the forms of the disease. We are
often faced with possible miraculous or low-cost solutions, many of which have no scientific
content. On the other hand, several plants have been studied for many years and are seen as
promising sources of compounds for the production of drugs to fight cancer and metastases.
In this way, we intend to present assets extracted from Enterolobium contortisiliquum that can
add results to the treatment of cancer, describe the mechanisms of action of EcTI in
combating tumor actions in different cell lines through the analysis and exposure of the
effects obtained in the treatment of metastatic cells. Literature analysis was carried out in
academic portals such as Scielo, Google Académico and Pubmed, with the cohort of the
period between 1996 and 2020, whose theme addressed the terms Enterolobium
contortisiliquum, trypsin inhibitors, metastases and treatment with EcTI. From Enterolobium
contortisiliguum, a common plant in our country and usually called monkfish or monkey ear,
a potent trypsin inhibitor called “EcTI” was extracted, extracted mainly from the plant's seeds,
whose main activity is to block integrins that act in the activation of Src and FAK kinases to
translate signals that lead to the metastatic process. Promising results have been observed that
stimulate further studies with EcTI demonstrating performance on gastric cancer cells, breast
cancer cells and in human colorectal adenocarcinoma of HT29 strain.

Key-words: Cancer, Trypsin inhibitor, Metastasis.
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1.INTRODUCAO

Em todo mundo, o céncer continua sendo um agravo importante a saude publica,
acarretando em um grande numero de 6bitos anualmente. Apesar da melhoria na expectativa
de vida com redugéo das taxas de mortalidade e o envelhecimento da populacdo mundial, em
contraponto ao século passado, onde com o processo de industrializacdo, o aumento do
consumo e modificacGes das condicOes de trabalho e habitos alimentares, acarretaram grandes
mudancas também nos padrbes de salde, novos caminhos comecam a se descortinar
(MENDES & VASCONCELLOS, 2015) .Estas mudangas outrora denominadas “transigdo
epidemioldgica” consiste na reorganiza¢gdo mundial que modificaram os padrdes de saude-
doenca ficando caracterizada por um novo perfil de mortalidade, ocorrendo o aumento das
taxas de doencas cronicas degenerativas, como o cancer, e diminui¢do de doencas infecciosas.
Fato € que infelizmente, nos paises da Ameérica Latina, esta transicdo ainda ndo se deu por
completo, fato este comprovado pelo aparecimento de novas doengas e principalmente pelo
ressurgimento de doencas ja tidas como erradicadas, por exemplo, 0s casos de sarampo
(PEREIRA, et al 2015). Observamos no Brasil uma area de grande relevancia para
monitoramento da incidéncia de diversos tipos de céancer, tendo em vista que além das
desigualdades sociais existentes na regido, a distribuicdo destes tipos de cancer segue uma
posicao superior a encontrada nos paises desenvolvidos (MS, 2018). Ao constatarmos toda
gravidade que se refere a este grupo de doencas genericamente denominadas de cancer e suas
maltiplas faces, vemos diariamente que novas drogas sdo produzidas e testadas arduamente
com intuito de se obter farmacos que possam atuar de forma mais eficaz e menos agressiva
aos pacientes portadores desta moléstia. Rotineiramente sdo lancadas em redes sociais e até
por parte da midia, muitas vezes sem qualquer fundamentacédo cientifica, plantas milagrosas
tratadas como a ‘cura definitiva’ e ‘barata’ do céncer. Por outro lado, diversas plantas tém
sido estudadas ha longos anos e sdo tidas como promissoras fontes de compostos para
producdo de farmacos no combate ao cancer e metastases. Dentre elas destacamos
Enterolobium contortisiliguum, chamada de tamboril no Nordeste e mais conhecida como
orelha-de-macaco no Rio de Janeiro (DE PAULA, 2012). Segundo Miranda, et al (2015) o
género Enterolobium compreende diversas espécies nativas no Brasil, incluindo E.
contortisiliquum, E. timbouva, E.gummiferum e E. shombungkii. Enterolobium
contortisiliqguum ,sdo arvores com média de 20 a 35 metros de altura, conhecida popularmente
como ximbuva, orelha de negro, orelha de macaco, timburi, tamboril, timbaiba, timbd, pacara

e tamburé, sendo encontrada em diversas regides do pais , desde o Para até o Rio Grande do



Sul.

Baseados na importancia do conhecimento cientifico expresso pela farmacobotanica,
pela biologia molecular e pela quimica analitica, optamos por analisar a importancias das
substancias extraidas de Enterolobium contortisiliquum , denominadas EcTI (Enterolobium
contortisiliquum trypsin inhibitor), ou seja com acéo inibidora da tripsina.

Em estudos analisados, observamos que o inicio do interesse e investigacdes sobre 0s
inibidores de protease oriundos de vegetais datam da década de 40 com os estudos de Kunitz
que purificou pela primeira vez uma proteina da soja (Glycine max) , sendo seguido por
Bowman e Birk , este ultimo ja nos anos 60, todos tendo como fonte a soja, todavia
identificando na mesma , diferentes inibidores. Podemos observar ainda a presenga de
isoformas da mesma proteina extraida de sementes de leguminosas, especialmente proteinas
de defesa em varios estudos publicados Os inibidores de tripsina sdo desde entdo observados
em diversas plantas pertencentes a diferentes familias vegetais (PAIVA et al., 2006;
SAMMOUR, 2006; SUN; WANG; NG, 2010; CLEMENTE et al., 2012; DE OLIVEIRA et
al., 2012).
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Apresentar a Enterolobium contortisiliguum no tratamento de cancer e
descrever os principais mecanismos de agdo das EcTI no combate a acGes tumorais em

diversas linhagens celulares.

2.2 Objetivos especificos
o Descrever um dos métodos de extracao do inibidor a partir da matéria prima.
o Explicar o mecanismo de acdo das EcTI.

o Apresentar os efeitos obtido no tratamento de células metastaticas com ECTI.
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3.METODOLOGIA

Esse trabalho foi relizado através da analise de literatura em estudo retrospectivo, a
partir de artigos publicados em sites académicos como Scielo, Google Académico, Capes e
Pubmed. Como critério de inclusdo foram utilizados artigos cujo a tematica abordasse
Enterolobium contortisiliquum , inibidores de tripsina , metastases e tratamento com EcTI
publicados no periodo de 1996 a 2019, foram usados como critérios de exclusdo estudos
anteriores a 1996 e cuja tematica ndo abrangesse estudos de inibidores de tripsina em

espécies vegetais.
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4 JUSITIFICATIVA

O cancer pertence a um grupo de patologias de origem multifatorial, abrangendo
fatores genéticos, doencas precursoras, fatores ambientais, dentre outros. Atualmente, cancer
como os de mama e do colo do Utero se destacam em relagéo a incidéncia. Ainda que diversas
campanhas de conscientizacdo e prevencdo estejam ocorrendo pais a fora, o nimero de
pessoas acometidas continua elevado. Embora no Brasil o cuidado com a saude seja muito
mais efetivo entre as mulheres comparativamente aos homens, o diagndstico tardio, seja pela
falta do atendimento em servicos de saude ou por descuido,faz com que as taxas de
mortalidade mantenham-se em alta ,0 que torna necessario novos investimentos em
infraestrutura, métodos diagnosticos e desenvolvimento de novas formas de tratamento
(FARDIN et al. 2004).

Diante da alta incidéncia e da gravidade dos mais variados tipos de canceres que
afetam a salide humana, fato este que tem acarretado gastos cada vez maiores, tanto por parte
de governos, quanto de instituicGes privadas, os investimentos focados na descoberta da cura,
ou pelo menos de um tipo de tratamento que seja menos agressivo e mais eficaz contra o
cancer, torna-se imprescindivel que novos estudos sejam elaborados e propagados. Além
disso, a divulgacdo e analise destas pesquisas, levam junto a discussao, ampliar o interesse de
pesquisadores nestas promissoras linhas de trabalho, algando a novos patamares o tratamento
e a possivel descoberta da cura de doencas tdo temidas e agressivas como as que compde este

grupo ora analisado.
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5. DESENVOLVIMENTO
5.1 Inibidores de proteinases

Inibidores de proteinases foram detectados, isolados e purificados a partir de diversos
tecidos e 6rgdos vegetais , tais como na polpa dos frutos, caules, raizes e folhas e nas mais
ricas fontes destes , tubérculos e sementes (ARAUJO et al, 2004 ; GOMES et al, 2005 ;
OLIVEIRA et al, 2003 ; MITRA, 2001).

A presenga de inibidores em alto teor nas sementes de um grande numero de espécies
vegetais vem despertando o interesse em suas funcdes fisioldgicas, dos quais se destacam uma
provavel protecdo contra fungos, insetos e parasitas (CARLINI , 2002; LOPES, 2006).

Os inibidores séo classificados em quatro classes : inibidores de proteases serinicas,
cisteinicas, asparticas e de metalo-proteinases, sendo de grande variedade de familia os
inibidores serinicos , no entanto os mais estudados sdo inibidores de proteinases do tipo
Kunitz e Bowman-Birk (GOMES et al.,2005b ; MITRA, 2001).

Inibidores do tipi Kunitz sdo proteinas com massa molecular de 18 a 26 kDa ,
constituidos por uma ou duas cadeias polipeptidicas, contendo geralmente apenas um sitio
reativo e a maioria deles possuem quatro residuos de Cys conservados que formam duas
ligacGes de dissulfeto em polipeptideos Unicos ou de cadeia dupla ( JAMAL et al., 2013).

Inibidores do tipo Kunitz possuem maior atividade inibitoria contra proteinases
serinicas, principalmente tripsina e quimiotripsina (OLIVEIRA, 2001).

Observamos entdo a existencia de um grande namero de inibidores,como ja destacado,
todavia nos chama atencdo inibidores de tripsina  do tipo EcTI (Enterolobium
contortisiliqguum trypsin inhibitor), ou seja, inibidores de tripsina extraidos de plantas da
familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae denominadas Enterolobium contortisiliquum.
Estes vegetais sdo arvores de grande porte , podendo atingir cerca de 20 a 35 metros de altura
cujo a distribuicdo no Brasil ocorre desde o Pard até o Rio Grande do Sul (LORENZI 2000,
TOKARNIA et al. 2012).Recebem diversas nomenclaturas populares como orelha de macaco,
tamboril, timbo e pacard (MIRANDA et al., 2015).
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5.2 Extracdo do inibidor

Em sintese, com base no método proposto por Batista et al (1996) as sementes de E.
contortisiliguum s&o inchadas com NaCl e homogeneizadas em um misturador. O extrato
bruto é entdo centrifugado e o sobrenadante coletado, sendo as proteinas precipitadas com
acetona. O sedimento é entdo seco a vacuo e solubilizado em tamp&o. Passa pelo processo de
lavagem com tampéo de equilibrio e o inibidor é eluido com NaCl . Realiza-se a medicdo do
tampdo e da atividade inibidora através da inibicdo da hidrdlise de tripsina de 1 m M DE a-
benzoil- DL- arginina p- nitroanilida como substrato. As partes contendo atividade inibidora
sdo entdo separadas e aplicadas sequencialmente em diversas etapas chegando a ultima etapa
da purificacdo realizada por cromatografia de fase reversa em uma coluna de proteina /
peptideo C 1¢ desenvolvida com um gradiente de acetonitrila (0-100%) em &cido
trifluoroacético (TFA) (0,1%, v / v) a temperatura ambiente, onde o pico isolado foi
denominado EcTI.

A homogeneidade e o peso molecular do inibidor s&o entéo avaliados por eletroforese
em gel de SDS-poliacrilamida a 8-12%. A pureza da preparacdo foi avaliada por
cromatografia em fase reversa. Esta por sua vez produz um pico principal, que é coletado e
aplicado a SDS-PAGE. O SDS-PAGE revela a presenca de uma banda, indicando a
ocorréncia de apenas uma populacdo de proteinas no pico coletado. A banda revelada pelo
SDS-PAGE tera cerca de 20 kDa, representando assim o EcTI purificado. A atividade
conservada do inibidor purificado é confirmada por sua capacidade de bloquear a atividade da

tripsina em testes in vitro.

5.3 Mecanismo de Acéo

Para compreendermos o0 mecanismo de acdo das EcTI, segundo Albrechtsen (2010)
devemos inicialmente compreender o funcionamento intrinseco de toda uma rede de
estruturas das quais destacaremos as denominadas genericamente de “invasopodes”. Estas
estruturas possuem papel na degradacdo da matriz extracelular (MEC) durante a invasdo

celular (Figura 1).

Figura 1- Integrinas mediando ligagGes celulares as proteinas da MEC com ativacédo da quinase Scr
e da FAK. Por conseguinte, através de precursores como a cortactina e a N-WASP ocorre a
polimerizacdo das actinas que facilitam a adesdo.
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Fonte: Paula (2012)

O processo de metastase envolve a invasdo das células tumorais no tecido periférico,
consequentemente das células cancerigenas no sangue ou vasos linfaticos e eventual fixacao
em um local secundario. Com a evolucdo do céncer, estas células irdo interagir com os
componentes da MEC modificando os arranjos celulares de adesdo. Os invasopodes séo
ricos em actinas adesivas localizadas na superficie de células tumorais invasivas
(ALBRECHTSEN,2010). Estas estruturas sdéo montadas a partir de precursores como a actina,
a cortactina e a proteina N-WASP -proteina da sindrome neural de Wiskott-Aldrich (SMITH-
PEARSON PS, et al. 2010).

E relevante discutirmos a ampla funcionalidade das integrinas que mediam ligacio
celular as proteinas da MEC, além da adesdo celular, proliferacdo e motilidade pelas cascatas
de sinalizagdo. Atuam ainda mediando interacfes protéicas importantes para a migracao
celular (BOZATO,2015).

O agrupamento de integrinas ativa as quinases Src e de adesé@o focal quinase
(FAK) que irdo facilitar a propagacdo de vias de transducdo de sinal a partir de locais de
adesdo. Estas controlam ainda vias que incluem a motilidade e a sobrevivéncia da célula
(SCHNEIDER, 2011). A FAK atua no centro da regulacdo da adeséo , estando localizada nas
aderéncias da MEC, desta forma , age mediando a sobrevivéncia, diferenciacdo, proliferacéo,
metastase e remodelacdo tecidual das células. Recruta ainda Src para os locais de adeséo ,
onde esta ultima potencializara a ativagdo da FAK pela fosforilagdo de residuos de tirosina
criando locais de interacdo para proteinas envolvidas no remodelamento do citoesqueleto
(BONET & HERNANDEZ,2014).
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Figura 2 - Mecanismo de acdo do Inibidor da tripsina de E. contortisiliquum(EcTI)
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Fonte: Paula ,2012.

Utilizando-se EcTI, ocorre o bloqueio das integrinas que consequentemente ndo
conseguem ativar as quinases Src e as FAK, bloqueando a propagagdo dos sinais de
transducdo e 0 processo metastatico.

Experimentos realizados po Bezerra (2014) mostraram que diante da tripsina, ECTI
(C) apresentou mecanismo de inibicdo do tipo ndo competitivo, onde é observado que o
percentual de inibicdo atingido pelo inibidor em cada concentracdo se mantém contante,
mesmo com 0 aumento da concentracdo de substrato. No entanto em estudos realizados por
Zhou et al. (2013), analisando a estrutura de ECTI, em seu aspecto tridimensional,
classificaram-a como inibidor do tipo substrato , onde ha interacdo direta com o sitio ativo da
tripsina , em um mecanismo “chave-fechadura” através de pontes de hidrogénio e interagoes

hidrofobicas, caracteristicas de inibidores competitivos.

5.4 Atividade do inibidor sobre diferentes linhagens de células

Em um estudo de Paula et al. (2012) onde foram investigadas a atividade de EcTI, um
inibidor do tipo Kunitz purificado a partir de sementes de E. contortisiliquum, na viabilidade
celular em linhagens de células de cancer gastrico e também em linhagens celulares néo-
cancerigenas (onde foram utilizados fibroblastos), cujo objetivo fora de avaliar a
especificidade do inibidor EcTI em relacdo as células cancerigenas houve diminuicdo na
viabilidade das células cancerigenas quando do uso do inibidor em todas as diferentes
concentracOes testadas, enquanto a viabilidade das células ndo-cancerigenas s6 foi diminuida

qguando utilizadas as concentracbes mais altas testadas. A viabilidade das células
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cancerigenas diminuiu de maneira dependente do tempo e da dose. Ainda segundo 0s autores,
EcTI ndo produziu qualquer efeito sobre a proliferacdo de células cancerigenas gastricas,
porém quando tratadas com EcTl apresentaram morfologia alterada e houve
comprometimento da adesdo com a placas de cultura. Chamou atencdo dos pesquisadores o
fato do alto efeito limitante das EcTI na adesdo e invasdo das células do cancer gastrico
enquanto nos fibroblastos ndo se observou 0 mesmao. De acordo com  Lobo
(2017), EcTI afetou a viabilidade e a proliferagdo, mas ndo demonstrou efeito significativo
sobre a morte celular em células cancerigenas da mama (FIGURA 3). Ambos estudos
concluiram que o inibidor bloqueou a adesao das diferentes linhagens de células cancerigenas
ao colageno |I.

Figura 03 — Ac¢do inibitdria de EcTI sobre as células de cancer de mama.

80%
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50%
40%
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10%
v
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u Adesdo = Migracggo celular Invasao celular

Fonte: Elaborado pelos autores com base em Lobo (2017)

Em estudo in vitro sobre a atividade antiproliferativa de inibidores de tripsina sobre
células de adenocarcinoma colorretal humano da linhagem HT29 foi observado que mesmo
nas menores concentrag0es de EcTI utilizadas, houve cerca de 20% de inibicdo quando
comparado ao controle sem o inibidor, podendo chegar a 89% de inibicdo a proliferacdo das
células analisadas, dependendo das condic¢Bes do experimento e das concentracGes do inibidor
utilizadas em cada amostra (BEZERRA,2014). Neste trabalho , além de EcTI que inibe
tripsina e também quimiotripsina , foi analisado o inibidor exclusivo e muito mais eficaz de

quimotripsina, EcCI, os dados comparativos sao apresentados abaixo (FIGURA 4).
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Os resultados observados s@o corroborados pelos estudos de Nakata et al (2011) onde

células HT29 tratadas com EcTI foram inibidas em sua proliferacdo em torno de 80%.

Figura 04- Inibicdo promovida pelos inibidores de quimiotripsina e tripsina
EcCl e EcTI em células HT29.
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Fonte : Elaborado pelos autores baseado em Bezerra,2014.

Este estudo mostra-se relevante ao reiterar a acdo de EcTI e acrescentar mais um
inibidor de quimiotripsina do tipo Kunitz a lista dos inibidores de proteases com potencial

para futuros tratamentos do cancer de colorretal.
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6 CONCLUSAO

Dado o exposto, observa-se que os inibidores de proteases do tipo EcTI blogueiam
integrinas impedindo ativacdo das quinases Src e as FAK, levando a restricdo da propagacéo
de sinais da transducdo e ocorrencia de metastase, atuando de forma inibitéria nédo
competitiva, sendo considerado um inibidor do tipo substrato por interagir diretamente com
0 sitio ativo da tripsina. ECTI apresentaram eficacia tornando inviavies células de cancer
gastrico mesmo quando utilizadas em diferentes concentracfes, sendo esta viabilidade
diminuida de maneira tempo e dose dependente. Apesar de nédo ter produzido efeitos sobre a
proliferacdo desta linhagem celular cancerigena, o inibidor de tripsina EcTI, modificou a
morfologia destas células, comprometendo sua adesdo e invasdo. Células cancerigenas da
mama quando tratadas com EcTI tiveram sua viabilidade e proliferacdo afetadas, todavia
ndo houveram efeitos relevantes quanto a morte celular, enquanto em células de
adenocarcinoma colorretal humano da linhagem HT29 ocorrera acgdo inibitéria em sua
proliferacdo variando de 20% a 89% dependendo das condi¢bes e das concentracdes do
inibidor. O uso de EcTI mostrou-se promissor em relacdo ao diferentes tipos de cancer
analisados deixando como perspectiva futura novos estudos de mecanismos inibitorios sobre

linhagens celulares além das ja analisadas, e da ampliagdo dos estudos in vivo.
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