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Resumo

O termo “cancer” corresponde ao conjunto de cerca de 100 doengas que tém
em comum o crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 0rgaos,
podendo metastatisar para outras regides do corpo. Os tumores de mama e colo do
Gtero sdo os mais frequentes no sexo feminino. Neste estudo, avaliou-se o efeito
toxico de injecOes intratumorais de abrina e pulchelina com ou sem B-D-galactose
sobre o desenvolvimento do tumor mamario murino, verificando sua influéncia sobre
o0 sistema imune. Proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) abrina, obtida de
sementes de Abrus precatorius, e pulchelina, de sementes maduras de Abrus
pulchellus subsp. tenuiflorus, foram utilizadas e como droga controle foi usada a
Doxorrubicina. As RIPs foram administradas em camundongos fémeas Balb/c. A
partir dos tumores retirados dos animais em estudo, verificou-se o percentual de
inibicdo do crescimento tumoral, medindo-se o tamanho e os pesos dos tumore. A
partir de culturas de macréfagos obtidos dos animais de estudo, avaliou-se a
producdo de NO, TNF-a e IL-12 pelas RIPs na presenga ou auséncia de [(-D-
galactose. A IL-10 foi quantificada a partir de linfécitos esplénicos. A viabilidade
celular foi verificada quando as células foram sujeitas as acdes das RIPs. Com base
nos resultados obtidos, observou-se que as RIPs ndo apresentaram potencial
antitumoral, pois ndo houve reducdo do tamanho do tumor em relagédo ao controle,
exceto pela abrina (p<0,05). Contudo, verificou-se que houve um possivel efeito
inibitdrio da toxicidade de abrina e pulchelina pela galactose sobre as células
tumorais. As substéncias testadas (abrina, pulchelina e doxorrubicina) nas
concentragdes utilizadas nos testes de citotoxicidade em macrofagos e linfocitos
obtiveram viabilidade celular satisfatoria.

PALAVRAS-CHAVE: cancer de mama, abrina, citocinas, células imunes, apoptose.
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1. Introducéo

O termo “cancer” corresponde ao conjunto de cerca de 100 doengas que tém
em comum o crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgéaos,
podendo metastatisar para outras regidées do corpo. O cancer de mama € o segundo
tipo de céancer mais frequente no mundo, sendo o tipo mais comum entre as
mulheres, chegando a responder por 22% de novos casos a cada ano. No Brasil,
segundo o Instituto Nacional do Céancer (INCA), 52.680 novos casos de cancer de
mama foram estimados para 2012, e em 2010, foram registradas 12.705 mortes em
mulheres devido a doenca. O cancer de mama provavelmente é o tipo mais temido
pelas mulheres, devido a sua alta frequéncia e progressividade e, sobretudo pelos
seus efeitos psicoldgicos, que afetam a percepcdo da sexualidade e a prépria
imagem pessoal (INCA, 2013).

Diversos modelos experimentais, utilizando linhagens de células tumorais
humanas e murinas, tém sido usados na pesquisa de novos medicamentos para o
tratamento dos mais diversos tipos de canceres. A linhagem LM3 € obtida a partir de
cultura primaria de adenocarcinoma de mama murino (M3) em Balb/c (BAL DE KIER
JOFFE et al., 1983). Estas células expressam constitutivamente altas concentracdes
de receptores colinérgicos muscarinicos (RCM) em comparacdo as células do
epitélio mamario murino normal (NMuMG) (ESPANOL et al., 2002). Diversos
trabalhos experimentais tém utilizado a linhagem de adenocarcinoma de mama
murino LM3 tanto em experimentos in vitro (CARLI et al., 2009) como in vivo
(CASAS et al., 2008; CARNEVALE et al., 2007; QUAGLINO et al., 2007; FISZMAN
et al., 2006).

O sistema imune é uma complexa rede de células e mediadores altamente

efetiva e dinamica que protege o hospedeiro de patdgenos. Contudo, o sistema
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imune deve distinguir o proprio de estruturas ndo-proprias, mas também entre
antigenos externos prejudiciais e inGcuos para prevenir respostas imunes nao-
essenciais e autodestrutivas (KORKAYA et al., 2003). A funcéo do sistema imune na
protecdo contra o cancer € demarcada por dois conceitos extremos. Segundo a
Teoria da Imunovigilancia, as células imunocompetentes desempenham as funcdes
mais importantes no controle do crescimento tumoral, sendo encarregadas de
detectar e eliminar as células neoplasicas. Em contrapartida, baixos niveis de
estimulacdo do sistema imunolégico produzem uma resposta que aumenta o0
crescimento tumoral (JAKOBISIAK et al., 2003). Assim, as células que resistem &
resposta imune sao capazes de sofrer proliferacdo, o que leva a um
desenvolvimento do tumor.

Tanto a imunidade inata quanto a adaptativa sdo responsaveis pelos efeitos
antitumorais, como atividade dos seguintes elementos: células natural killer (NK),
células T natural killer, macréfagos, neutrofilos, eosinéfilos, citocinas, anticorpos
especificos e células T citotoxicas especificas (KORKAYA et al, 2011). Os
macrofagos, uma vez ativados, liberam substancias como 6xido nitrico, peroxido de
hidrogénio e citocinas. O éxido nitrico é produzido pela enzima 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS), podendo apresentar diversas atividades, dentre elas
antibacteriana, antiparasitaria e antiviral. Porém, o descontrole na sintese de NO
estd implicado na patogénese da hipertensdo, sepse, doencas cerebrais
degenerativas e céancer. Efeitos adversos do NO in vivo foram observados por
EDWARDS et al. (1996), em uma linhagem de células de tumor mamario murino
(EMT-6). O tratamento destas células com LPS/IFN-y estimulou a producéo de NO e
inibiu o crescimento das células em 50%. Paralelamente, a inoculacdo dessas

culturas de células (EMT-6) em camundongos resultou no aparecimento de tumores



12

subcutéaneos e metastases pulmonares duas vezes maiores que nos controles. Na
presenca de um inibidor da iINOS, o crescimento das células, o tamanho do tumor e
0 numero de metastases nao diferiram dos controles (COSTA et al., 2003).

Além do 6xido nitrico, outros mediadores inflamatorios sdo produzidos pelas
células imunes. O fator de necrose tumoral- a (TNF-a), produzido por macréfagos,
possui atividade antitumoral contra varias linhagens tumorais, mas esta citocina
pode aumentar a capacidade de invasdo da célula tumoral. Podemos notar dessa
forma que as citocinas interagem entre si criando um ambiente favoravel ou
desfavoravel ao crescimento tumoral. A interleucina 12 (IL-12) medeia a resposta
imune celular, alterando o carater do microambiente tumoral, tornando-o
antiangiogénico e abolindo as propriedados imunossupressoras (SZALA et al.,
2010). As células T helper 1 (Thl) produzem intérferon gama (IFN-y), interleucina 2
(IL-2), IL-12 (também produzida por macrofagos) e TNF-a, e sdo eficientes na
resposta imune celular, via ativacdo de macrofagos, possivelmente atuantes no
combate ao cancer. As células T helper 2 (Th2) liberam interleucina 4 (IL-4),
interleucina 5 (IL-5), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), que ativam
principalmente a imunidade humoral (RENGARAJAN et al., 2000). A citocina IL-10
possui ainda fungcbes imunossupressoras, como inibicdo de macréfagos ativados,
exercendo um importante papel na homeostasia da resposta imune. Assim, age
desta forma a favor do crescimento tumoral e é encontrada em maiores
concentracbes em neoplasias mais avancadas (OUYANG et al., 2011).

Proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) sé&o proteinas de plantas
capazes de remover um ou mais residuos de adenina do RNAr, inibindo a sintese de
proteinas, inativando ribossomos de células eucarioticas. Também podem danificar

outros substratos polinucleotideos. As proteinas inativadoras de ribossomos sao
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membros de uma classe de lectinas, chamadas quimerolectinas. Estas sao
caracterizadas por possuirem, além do sitio de ligacdo a carboidratos, um dominio
com atividade catalitica ou outra atividade biolégica que age independentemente do
dominio ligante de acucar (GADADHAR et al., 2013). As RIPs sdo usadas
frequentemente na agricultura e na medicina devido a sua atividade antiviral e a
capacidade de se comportarem como imunoconjugados (imunotoxinas), tornando-se
toxicas as células alvo, podendo ajudar durante a terapia (WALSH et al., 2013).

Abrus precatorius e Abrus pulchellus sbsp. tenuiflorus sdo espécies sub-
arbustivas brasileiras e a partir delas, obtém-se abrina e pulchelina,
respectivamente. Estas sdo proteinas inativadoras de ribossomos do tipo Il que
possuem duas cadeias peptidicas unidas por ponte dissulfidicas, sendo que uma
das cadeias possui atividade enzimatica N-glicosilase (cadeia A), e a outra cadeia,
possui atividade lectinica (cadeia B) (GADADHAR et al., 2013). A abrina e pulchelina
possuem afinidade por B-D-galactose (MATOS, 2000; GOTO et al., 2007),
carboidrato presente na superficie de muitas células eucariéticas. Esta caracteristica
atribui as RIPs a capacidade de se ligar a glicoproteinas e glicolipideos presentes na
superficie das células, sendo entdo internalizadas por diferentes mecanismos.
Todavia, o trafico de um imunoconjugado para o interior da célula é depende de
receptor e pode ser diferente de célula para célula (GADADHAR et al., 2013).

No presente estudo, administraram-se intratumoralmente as RIPS, na presenca
e auséncia da B-D-galactose, com o intuito de avaliar tanto a resposta imunologica
do hospedeiro quanto suas funcdes relacionadas com a reducdo do tumor.
Escolheu-se a via intratumoral devido a alta toxicidade das RIPs pretendendo-se,

desta maneira, manter grande parte de seus efeitos toxicos limitado ao ambiente
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tumoral, diminuindo-se, assim, os efeitos colaterais provocados pela toxicidade das

proteinas no organismo hospedeiro.

2. Objetivos
2.1 Geral
Avaliar in vivo a agao antitumoral da administragao intratumoral de abrina
e pulchelina contra o tumor de mama e a possivel acéo inibidora da toxicidade por -
D-galactose. Verificar in vitro a influéncia da presenca do tumor tratado, ou ndo, com

as RIPs sobre o sistema imune.

2.2 Especificos

- Avaliar a taxa de inibicdo do crescimento dos tumores tratados com 0s
compostos.

- Determinar a toxicidade da abrina e pulchelina na presenca ou auséncia de
B-D-galactose sobre células do exsudato peritoneal e linfécitos esplénicos.

- Avaliar a producdo de Oxido Nitrico (NO) pelas células macrofagicas pelas
RIPs na presenga ou auséncia de [(-D-galactose, como mediador participante do
processo imunoldgico/cancerigeno.

- Determinar a estimulacdo da producao das citocinas TNF-a, IL-10 e IL-12

pelas RIPs na presenga ou auséncia de -D-galactose.

3. Materiais e métodos
3.10rigem das amostras
As toxinas abrina e pulchelina foram extraidas das sementes de Abrus

precatorius e Abrus pulchellus subsp. tenuiflorus, respectivamente. Sementes
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maduras de Abrus pulchellus subsp. tenuiflorus foram coletadas de plantas
cultivadas no Instituto de Fisica de Sdo Carlos — USP. As sementes de Abrus
precatorius foram fornecidas pelo pesquisador Dr. Renato de Azevedo Moreira, do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do

Ceara.

3.20btencao das amostras

A pulchelina foi fornecida pela professora Dra. Ana Paula Ulian de Araujo, do
Instituto de Fisica de S&o Carlos - USP.

O processo de obtencdo da abrina foi realizado sob a supervisdo das
professoras doutoras Ana Paula Ulian de Aradjo do Instituto de Fisica de Sao Carlos
— USP e Ana Cristina de Oliveira Moreira da Universidade de Fortaleza — UNIFOR,

Fortaleza, Ceara.

3.3 Etapa quimica
3.3.1 Obtencéo do extrato bruto de Abrus precatorius
As sementes foram desprovidas da casca e depois moidas. Em seguida, a
farinha das sementes passou por um processo de deslipidacdo através de
maceracao em acetona. Misturou-se 10g farinha com 100 mL de solucéo fisiol6gica
(NaCl 0,9%) e agitou-se constantemente por 3 horas. A suspensdo obtida foi
centrifugada a 12.000 x g durante 20 minutos a 4°C e, em seguida, filtrada em papel

de filtro qualitativo, sendo entdo denominada de extrato bruto.
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3.3.2 Purificacdo da abrina
O extrato bruto foi aplicado a uma coluna de galactomanana, obtida de
Adenanthera pavonina L., estabilizada com solugdo fisiolégica. Lavou-se com
solucéo fisiologica, obtendo-se o pico I. Aplicou-se uma solucdo de glicina 0,1M,
obtendo-se o pico Il (onde se encontra a proteina). A absorbancia do pico Il foi
detectada em espectrofotdmetro utilizando filtro de 280nm. As solug¢des foram
acondicionadas em centriprep namero 10 (Millipore), centrifugando-se em centrifuga
refrigerada (Thermo Scientific, EUA) a 16.000 x g a 4°C por 90 minutos para
concentrar as solucdes de proteina. Apos concentradas, adicionou-se solucdo salina
tamponada com fosfatos (PBS) em pH 7,2, centrifugando a 3.000 x g a 4°C por 90
minutos, para a remocao total da glicina na amostra. A absorbancia da amostra foi
detectada em espectrofotdmetro utilizando filtro de 280nm. A amostra foi filtrada em
membrana de 0,2um e entdo, acondicionada em freezer -20° C para posterior

utilizagéo.

3.4 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas Balb/c, pesando entre 18-25g,
procedentes do CEMIB (Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica),
UNICAMP, Séao Paulo. Estes animais foram mantidos em gaiolas em grupos de 5,
com condi¢cdes estaveis de ambiente (23 £ 2°C, 56 + 2% de umidade relativa do ar)
e ciclos de 12 horas com e sem luz. Os animais receberam agua e ragédo (Purina)
esterilizadas, ad libitum. Os animais foram sacrificados em camara de CO,. Os
procedimentos experimentais foram submetidos ao Comité de Etica da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas, parecer n° 40/2008.
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3.5 Grupos de estudo

A distribuicdo dos animais foi feita da seguinte maneira:

Grupo I: controle tumoral — foram inoculadas as células LM3 no camundongo
e foi administrado PBS.

Grupo II: foram inoculadas as células LM3 no camundongo e foi realizada a
administracao intratumoral de abrina.

Grupo llI: foram inoculadas as células LM3 no camundongo e foi realizada a
administracao intratumoral de pulchelina.

Grupo IV: foram inoculadas as células LM3 no camundongo e foi realizada a
administracdo intratumoral de Doxorrubicina.

Grupo V: foram inoculadas as células LM3 no camundongo e foi realizada a
administracao intratumoral de abrina e 3-D-galactose.

Grupo VI: foram inoculadas as células LM3 no camundongo e foi realizada a
administracao intratumoral de pulchelina e 3-D-galactose.

Grupo VII: foram inoculadas as células LM3 no camundongo e foi realizada a
administracao intratumoral de B-D-galactose.

Grupo VIII: animais normais — sem inducdo de tumor e tratamento.

3.6 Testes bioldgicos in vivo
3.6.1 Inoculacao das células tumorais
A linhagem tumoral de adenocarcinoma de mama murino LM3 foi gentilmente
cedida pela Dra. Elisa Bal Kier Joffé, do Instituto de oncologia Angel H. Roffo —
Buenos Aires — Argentina. Esta linhagem celular foi obtida de subculturas primarias
de adenocarcinoma murino de células mamarias de camundongos fémeas Balb/c. A

linhagem tumoral de adenocarcinoma murino LM3 foi mantida em cultura através de
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repiques, trés vezes por semana, em meio MEM (Minimum Essential Médium,
Gibco), acrescentando-se 10% de soro fetal bovino inativado (Sigma). A suspenséo
celular foi ajustada a 5x10° células/ml. 200 ul desta suspensdo foram inoculados

subcutaneamente no flanco esquerdo de cada camundongo.

3.6.2 Inoculacéao intratumoral das substancias
Abrina (7,5 pg/kg), pulchelina (7,5 ug/kg) na presenga e auséncia de B-D-
galactose 0,2M, e Doxorrubicina (6 mg/kg) foram inoculadas nos tumores dos
animais uma vez. Cada animal foi inoculado de acordo com as especificacbes dos
grupos de estudo, por via intratumoral. A inoculacdo de 0,1 mL foi feita apds 20 dias
da realizac&o da inducdo tumoral ou quando o tumor estava com aproximadamente

5 mm de comprimento.

3.6.3 Obtencéo dos tumores e avaliacdo do crescimento tumoral
O peso dos camundongos e o tamanho do tumor foram acompanhados e
medidos em dias alternados até o tumor atingir o tamanho de 5 mm. Sete dias apés
0 inicio do tratamento, os animais foram sacrificados em camara de CO..
ApoOs a remocdo dos tumores, eles foram medidos com paquimetro digital
(Mitytoyo) e pesados. O volume do tumor foi determinado pela medida do maior
diametro (a) e do menor diametro (b) do tumor, de acordo com a férmula

(SAWAOKA et al, 1999):

Volume (mm?) = 0.5xaxb?

A taxa de inibi¢éo foi calculada utilizando-se a férmula a seguir:

Taxa de inibigdo (%) = (1,0 — volume do tumor do grupo tratado/volume do tumor do
grupo controle) x 100%
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3.7 Testes bioldgicos in vitro
3.7.1 Obtencéo das células do exsudato peritoneal
Apos 4 dias do término do tratamento dos tumores foram inoculados 3 mL de
tioglicolato de sodio a 3% (Difco Lab. LTDA) que corresponde a 3 dias antes dos
animais serem eutanasiados em camara de CO,, com o intuito de concentrar as
células na cavidade peritoneal. Estes animais tiveram a pele da regido abdominal
retirada assepticamente em camara de fluxo laminar classe 100 (Veco), expondo o
peritdnio. Sofreram inoculacdo de 5 mL de PBS, pH 7,2, gelado, na cavidade
abdominal e uma massagem foi aplicada para estimular a liberacdo das células. O
liquido resultante foi colhido com agulha e transferido para um tubo cénico estéril de
15 mL (Corning, Inc.) e centrifugado a 400 g por 5 min (Centrifuga Fanem, Ind.
Bras.). O sedimento celular foi lavado trés vezes com 3 mL de PBS, sendo
ressuspendido apos a ultima lavagem em 1 ml de meio de cultura RPMI-1640
(Sigma) contendo 2B-mercaptoetanol a 2x10™ M, penicilina 100 U/mL, estreptomicina
100 U/mL, L-glutamina 2 mM e 5% de soro fetal bovino (Cutilab), sendo o meio
assim composto designado de RPMI-1640 completo (RPMI-1640-C) para a

contagem de células em camara de Neubauer (Boeco, Germany).

3.7.2 Obtencao de linfocitos esplénicos e do sobrenadante de cultura

Os animais dos diferentes grupos foram eutanasiados e tiveram o peritbnio
exposto conforme descrito acima. O peritbnio foi aberto para a extracdo do bago. O
baco foi macerado em malha de nylon em uma placa de Petri estéril contendo 3 mL
de RPMI-1640-C gelado, para a liberacdo das células. O conteudo da placa foi
aspirado por seringa para obtencdo de uma suspensdo celular homogénea. As

células foram entdo transferidas para tubo cénico estéril de 15 mL e centrifugadas
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em RPMI-1640-C trés vezes a 400 g por 5 min. Apds a Ultima lavagem as células
foram novamente ressuspendidas em mais 1 mL de meio RPMI-1640-C em camara
de Neubauer pela técnica de exclusdo com azul de Trypan a 0,04%. As suspensdes
celulares foram entdo ajustadas para a concentracdo de 5x10° células/mL para

realizacdo dos testes.

3.7.3 Avaliacao da viabilidade celular de células do exsudato peritoneal

A técnica colorimétrica utilizando uma solucdo de brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) foi empregada para a determinacdo da
viabilidade celular das células, garantindo verificacdo da atividade e integridade
mitocondrial, interpretada como uma medida de viabilidade celular (MOSMANN,
1983). Esta metodologia baseou-se na reducdo do sal de MTT por enzimas
microssomais e também pela enzima succinato desidrogenase mitocondrial das
células viaveis. Os produtos desta reducao foram cristais de formazana, insollveis e
de cor purpura, que se acumularam nas células devido a sua incapacidade de
atravessar a membrana celular. O alcool isopropilico por sua vez, foi utilizado para a
solubilizacdo da formazana, produzindo uma solucdo homogénea que possibilitou a
medicdo da densidade éptica em espectrofotdmetro UV/Visivel.

Foram utilizadas suspensdes de PEC, obtidas dos animais pertencentes aos
grupos de estudo, ajustadas & concentracdo de 5x10° células/mL. 100 uL dessas
suspensdes foram adicionados a placas de 96 cavidades (Corning), 100 pL das RIPs
(abrina e pulchelina) ou Doxorrubicina em diferentes concentracdes: 1,5 ng/mL
(concentracdo no poco), ou 50uL das RIPs na concentracao citada acima e 50uL de
B-D-galactose 0,2 M, ou 50uL de B-D-galactose 0,2 M e 50uL de RPMI-C, ou 100uL

LPS a 10pg/mL, ou somente o meio de cultura RPMI-1640. As placas foram
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incubadas por 24 horas em estufa a 37°C com tenséo constante de 5% de CO..
Apos esse periodo, foram adicionados sobre a cultura celular, 100 ul de uma
solucdo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazdlico (MTT) (Across
Organics) a 0,5 mg/mL em RPMI-1640. A placa foi entdo incubada por mais 3 horas
nas mesmas condicbes anteriores. ApOs este periodo, o conteudo da placa foi
vertido e 100 pL de &lcool isopropilico (Mallinckrodt) foram adicionados a cada
orificio para solubilizar os cristais de formazana formados. Somente células e meio
de cultura RPMI-1640-C foram utilizados como controle, equivalendo a 100% de
viabilidade dos macréfagos. A leitura foi feita em espectrofotdmetro UV/Visivel
(Multiskan Ascent, Labsystems Research Tech. Div., Helsinki, Finland) a 540nm com

filtro de referéncia a 620nm (Mosmann, 1983).

3.7.4 Avaliacdo da viabilidade celular de linfocitos esplénicos

Aliquotas de 100 pl das suspensfes de linfécitos, obtidas na concentracao,
conforme item 3.7.2, foram adicionadas em placas de 96 cavidades para cultivo de
tecidos (Corning, Inc., EUA). Aos linfocitos foram adicionados 100 ul de abrina,
pulchelina ou Doxorrubicina, em diversas concentracdes, ou 50 ul de abrina ou
pulchelina nas mesmas concentracdes e 50 pl de B-D-galactose 0,2M, ou 50 pl de B-
D-galactose e 50 pl de RPMI-C, ou 100 pl Concanavalina A 0,5ug/ml ou somente
meio de cultura.

A incubacéo foi feita em estufa a 37°C, com tenséo de 7,5% de CO2 (Forma
Scientific, EUA) por 24h. A seguir, foram adicionados 20 pl de uma solugéo
concentrada de MTT (5mg/ml em meio RPMI 1640)/cavidade e incubou-se por mais
3 horas em estufa a 37°C, com tensédo de 7,5% de CO2 (Forma Scientific, EUA).

Apods esse procedimento, as placas foram centrifugadas a 800g durante 10 minutos
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a 10°C em centrifuga refrigerada (Hettich, Alemanha), os sobrenadantes foram
retirados por aspiracdo com auxilio de uma micropipeta, transferidos para outra
placa. As células foram adicionados 100uL de é&lcool isopropilico (Mallinckrodt,
México) em cada cavidade. A leitura foi realizada em espectrofotometro UV/Visivel
(Multiskan Ascent, Labsystems, Finlandia) em comprimento de onda de 570nm

(BAUTISTA, ACOSTA, TOLEDO, 2000).

3.7.5 Determinacéo da producéo de Oxido Nitrico (NO)

O NO foi quantificado espectrofotometricamente pelo acumulo de nitrito no
sobrenadante da cultura de células através da reacdo de diazotacdo com o reagente
de Griess [composto de 1 g de sulfanilamida (Merck), 0,1 g de dicloro N(1-naftil)
etilenodiamina (Merck), 2,5 mL de &cido ortofosférico (Mallinckrodt Chemical) e agua
deionizada g.s.p. 100 mL, conforme descrito por Green et al. (1982).

As células do exsudato peritoneal dos animais foram obtidas como descrito
no item 3.7.1 e ajustadas & concentracdo de 5x10° células/mL em RPMI-C. Aliquotas
de 100uL foram adicionadas as placas de cultura de tecido de fundo plano contendo
96 cavidades (Corning, Inc.) e acrescentaram-se 100uL de abrina, puchelina ou
doxorrubicina em concentracdo que demonstraram viabilidade celular acima de 80%
em macroéfagos, ou 50 pyL de abrina ou pulchelina na concentracdo acima citada,
50uL de galactose 0,2 M, ou 50 pyL de galactose 0,2M e 50 uL de RPMI-C, como
controle do agucar. 100 pyL de LPS foram adicionados as células a 10 pg/mL e
100uL de RPMI-C, como controle positivo ou somente RPMI-C, como controle de
células. As placas foram incubadas por 24h em estufa a 37'C em atmosfera Umida
com tensao constante de 5% de CO, (Forma Scientific). Aliquotas de 50uL de cada

amostra foram transferidas para outra placa de cultura de células nao estéril,
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contendo 96 cavidades de fundo planas (Corning, Inc.) e acrescidas de igual volume
de reagente de Griess. Ap6s 10 minutos de incubacdo em temperatura ambiente ao
abrigo da luz, a absorbancia foi determinada com filtro de 540 nm em
espectrofotometro  (Microplate Reader, Multiskan Ascent, Labsystems). As
concentracbes de NO liberadas nos sobrenadantes das culturas celulares foram
calculadas a partir de uma curva padrdo, previamente estabelecidas, com
concentracfes molares conhecidas de nitrito de sodio e os valores foram expressos

em pmols de nitrito/mL.

3.8 Determinacdao de citocinas

As citocinas TNF-a e IL-12 foram quantificadas nos sobrenadantes das
culturas de macréfagos peritoneais, (item 3.7.1), enquanto que IL-10 foi quantificada
nos sobrenadantes de culturas de linfocitos (item 3.7.2), ambas através do teste
imunoenzimatico ELISA de captura. Para isso, o Kit BD OptEIA (BD Pharmigen) foi
utlizado de acordo com as instru¢des do fabricante.

As placas de 96 cavidades (Corning, Inc.) foram adsorvidas com anticorpos de
captura, monoclonal, anticitocina de camundongo (100 ul por cavidade), na
concentracdo adequada para cada citocina em tampao fosfato de sédio 0,2 M, pH
6,5 (TNF-a, IL-10 e IL-12). As placas foram incubadas “overnight” a temperatura de
4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas 3 vezes com 300 puL de PBS, pH 7,2,
contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T), e posteriormente foram bloqueadas com 200
puL/cavidade de PBS com 10% de soro fetal bovino e incubadas a temperatura
ambiente por 60 minutos. ApGs a incubacao, as placas foram lavadas 3 vezes com
PBS-T. Ap6s a ultima lavagem foram adicionados a cada cavidade 100 pL do padréo

de citocinas ou dos sobrenadantes das culturas de células a serem testados. As
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placas ficaram incubadas a temperatura ambiente por 120 minutos, e lavadas 5
vezes com PBS-T. Em seguida, foram adicionados 100 plL/cavidade de anticorpo
monoclonal (anticorpo anticitocina de camundongo) marcado com biotina e
estreptavidina-HRP, diluido a concentracdo adequada para cada citocina em PBS
com 10% soro fetal bovino. As placas ficaram incubadas a temperatura ambiente por
60 minutos e lavadas 5 vezes com PBS-T, sendo entéo adicionados 100uL/cavidade
do substrato tetrametilbenzidina e peroxido de hidrogénio (BD Pharmigen™
Substrato Reagente TMB) e incubadas novamente a temperatura ambiente por 30
minutos, no escuro. A reacéo foi interrompida adicionando-se 50uL de H,SO,4 2N a
cada cavidade. A absorbancia foi lida a 450 nm em espectrofotdmetro UV/Visivel
para microplacas (Miltiskan Ascent, Labsystems), e as concentragdes de cada
citocina foram quantificadas utilizando-se uma curva padrdo previamente
estabelecida com quantidades conhecidas dos padrdes das citocinas. Os resultados

foram expressos em pg/mL.

3.9 Anadlise dos resultados

A andlise estatistica dos resultados foi realizada por intermédio do programa
estatistico GraphPad Instat aplicando-se analise de variancia (ANOVA) com
determinacdo do nivel de significancia para p<0,05, e através de comparacdes
multiplas pelo teste de Tukey.

Todos o0s experimentos foram realizados usando cinco animais e cada
determinacdo foi executada em triplicata. Os graficos foram confeccionados por

intermédio do programa estatistico ORIGIN 5.0.
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4. Resultados e discusséo

4.1 Avaliacao dataxa de inibicdo do crescimento tumoral

Os animais foram inoculados com as células LM3 no flanco esquerdo.
Quando os tumores alcancaram tamanho de 5mm realizou-se o tratamento, de
acordo com a especificacdo de cada grupo, constituindo a utilizacdo de abrina (7,5
Mag/kg), pulchelina (7,5 ug/kg) ambas na presenga e auséncia de [-D-galactose
0,2M, doxorrubicina (6 mg/kg) e PBS. Os animais foram eutanasiados apos 7 dias
do tratamento. Apdés o sacrificio, os tumores foram removidos, medidos com

paquimetro digital (Mitytoyo) e pesados.
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Figura 1: Média dos volumes dos tumores. A média foi calculada através do volume de 4 animais
de cada grupo. * p<0,05 e *** p< 0,001 quando comparado com o grupo | (controle tumoral), e ###

p<0,001 e ## p<0,001 em relagéo ao grupo IV (droga padréo - doxorrubicina).

Os animais que receberam somente (3-D-galactose ou pulchelina acrescida de
B-D-galactose apresentaram um aumento do volume tumoral quando comparados

com os animais que receberam PBS (Figura 1). Os tumores dos animais que
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receberam Doxorrubicina (droga padrdo) apresentaram menor volume que 0S
animais que receberam abrina ou pulchelina na presenga ou auséncia da B-D-
galactose. Contudo, o grupo tratado com abrina apresentou um volume tumoral
(64,62% de inibicdo do crescimento tumoral) que néo difere estatisticamente do
grupo que recebeu a droga padréo (73,18% de inibicdo). Porém, pulchelina n&o
apresentou reducao significativa do volume tumoral. Assim, a ordem decrescente
dos grupos quanto aos volumes dos tumores é pulchelina + 3-D-galactose, B-D-
galactose, PBS , pulchelina, abrina + -D-galactose, abrina, Doxorrubicina.

Em relacdo ao peso dos tumores avaliado ap6s remocéo destes, 0s tumores
dos animais que receberam pulchelina acrescida de galactose e que receberam
galactose foram o0s que apresentaram maior peso, seguido dos animais que

receberam PBS (Tabela 1).

Tabela 1: Peso dos tumores ap0s eutanasia dos animais e extragao.

Grupos Peso (g)
| 1,08 +0,11
I 0,83 +0,23
Legenda:
1] 1,02 +0,18 Grupo | — Grupo controle
Grupo Il — Abrina
Grupo Il — Pulchelina
v 0,39+0,18 Grupo IV — Doxorrubicina
Grupo V - Abrina + B-D-galactose
Grupo VI — Pulchelina + 3-D-galactose
\Y 0,91+0,25 Grupo VII - B-D-galactose
VI 2,98 + 0,29
Vi 2,75 +0,93

Os tumores tratados com abrina e pulchelina associados a (-D-galactose

apresentaram tamanho maior do que os tratados apenas com as RIPs. Isto
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evidencia que a B-D-galactose atua na acdo da toxicidade das proteinas, reduzindo
a influéncia destas na inibicdo do crescimento tumoral. Possivelmente, pode haver
um efeito de competicdo entre a B-D-galactose injetada e os residuos de galactose
presentes na superficie das células tumorais pelo sitio de ligac&o lectinico da abrina
e pulchelina. Estas se ligando mais a galactose livre reduziria a internalizacdo das
proteinas nas células, resultando em uma reducdo da acdo téxica das RIPs as
células tumorais. Outra hipétese € a que na qual a galactose pode estar agindo
como um “alimento” para as células tumorais, pois os animais que foram tratados
apenas com a B-D-galactose apresentaram um aumento de volume tumoral em
relacdo do grupo controle. Esta hipotese sé podera ser comprovada com uma

analise histopatoldgica dos tumores.

4.2 Avaliacao da viabilidade celular de células do exsudato peritoneal

Os macrofagos obtidos dos animais dos diferentes grupos experimentais
foram reexpostos as substancias utilizadas no tratamento deles, com excecédo do
grupo que recebeu PBS, cujos macrofagos foram expostos a todas as substancias.
O teste de citotoxicidade tem como objetivo comprovar a viabilidade celular dos
macréfagos nas concentragfes usadas das substancias em estudo nos demais

testes imunoldgicos.
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Figura 2: Viabilidade celular de macréfagos peritoneais obtidos dos animais dos diferentes
grupos em presenca das substancias em estudo. Al e A2 sdo os grupos controles (Normal -
Tumoral e Droga Padrdo - B-D-galactose, respectivamente). B1 e B2 sd0 0s grupos experimentais
(Abrina — Abrina/ B-D-galactose, e Pulchelina - Pulchelina/ B-D-galactose, respectivamente). Sendo
Al1,5 (abrina 1,5ng/ml), AG1,5 (abrina 1,5ng/ml acrescida de galactose 0,2M), P1,5 (pulchelina
1,5ng/ml), PG1,5 (pulchelina 1,5ng/ml acrescida de galactose 0,2M), D3 (doxorrubicina 3ug/ml), e G
0,2 (galactose 0,2M). Como controle negativo (C-), foi utilizado apenas células em meio de cultura
(RPMI-1640-C), o que corresponde a 100% de viabilidade celular. * p<0,05, ** p<0,01 e ***p<0,001

quando comparado com o controle negativo.

De acordo com a Figura 2, observou-se que nos grupos testados, as
concentracbes escolhidas mostraram viabilidade celular satisfatoria para a
realizacdo dos demais testes imunoldgicos. Ao contrario do resultado in vivo, nos
testes in vitro a presengca de [-D-galactose ndo afetou expressivamente a

citotoxicidade de abrina e pulchelina em macro6fagos.
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4.3 Avaliacdo da viabilidade celular de linfécitos esplénicos em presenca
das substancias em estudo

Os linfécitos obtidos dos animais dos diferentes grupos experimentais foram re-
expostos as substancias utilizadas no tratamento deles, com excecéo do grupo que
recebeu PBS, cujos linfécitos foram expostos a todas as substancias em estudo. O
teste de citotoxicidade tem como objetivo comprovar a viabilidade celular dos
linfécitos nas concentracfes usadas das substancias em estudo nos demais testes
imunoldgicos.

Na figura 3, pode-se observar que a viabilidade celular dos linfocitos expostos
as concentracfes utilizadas na obtencdo de sobrenadante para dosagem de

citocinas foi superior a 80%.
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Figura 3: Viabilidade celular de linfécitos esplénicos obtidos dos animais dos diferentes
grupos em presenca das substéncias em estudo. A1 e A2 sdo os grupos controles (Normal -
Tumoral e Droga Padréo - Galactose, respectivamente). B1 e B2 sdo os grupos experimentais (Abrina
— Abrina/galactose, e Pulchelina - Pulchelina/galactose, respectivamente). Sendo Al,5 (abrina
1,5ng/ml), AG1,5 (abrina 1,5ng/ml acrescida de galactose 0,2M), P1,5 (pulchelina 1,5ng/ml), PG1,5
(pulchelina 1,5ng/ml acrescida de galactose 0,2M), D3 (doxorrubicina 3ug/ml), e G 0,2 (galactose
0,2M) Como controle negativo (C-), foi utilizado apenas células em meio de cultura (RPMI-1640-C), o

gue corresponde a 100% de viabilidade celular. * p<0,05, ** p<0,01 e ***p<0,001 quando comparado

com o controle negativo.
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4.4 Determinac&o da producéo de Oxido Nitrico (NO)

Os macréfagos obtidos dos animais dos diferentes grupos experimentais
foram re-expostos as substancias utilizadas no tratamento deles, com excecédo do
grupo que recebeu PBS, cujos macrofagos foram expostos a todas as substancias
em estudo.

Apés 24 horas de incubacédo, abrina 1,5 ng/ml, pulchelina 1,5ng/ml e
doxorrubicina 3ug/ml induziram niveis significativos de o6xido nitrico somente no
grupo VIII (p<0,001), abrina 1,5 ng/ml e pulchelina 1,5ng/ml acrescidas de galactose

0,2M induziram NO no grupo | (p<0,001) (Figura 4).
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Figura 4: Efeito das substancias em estudo sobre a producdo de 6xido nitrico por macréfagos

peritoneais obtidos dos animais dos diferentes grupos. Al e A2 sé@o os grupos controles (Normal
- Tumoral e Droga Padréo - B-D-galactose, respectivamente). B1 e B2 sdo 0s grupos experimentais
(Abrina — Abrina/ B-D-galactose, e Pulchelina - Pulchelina/ B-D-galactose, respectivamente). Sendo
A1,5 (abrina 1,5ng/ml), AG1,5 (abrina 1,5ng/ml acrescida de galactose 0,2M), P1,5 (pulchelina
1,5ng/ml), PG1,5 (pulchelina 1,5ng/ml acrescida de galactose 0,2M), D3 (doxorrubicina 3ug/ml), e G
0,2 (galactose 0,2M). Solucdo de LPS foi utilizada como controle positivo (LPS). Como controle
negativo (C-), foi utilizado apenas células em meio de cultura (RPMI-1640-C). A analise estatistica foi
realizada através de variancia (ANOVA) utilizando o pos-teste de Tukey. *** p<0,001, ** p<0,01, *

p<0,05 quando comparado ao controle negativo do grupo experimental correspondente.
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Em macrofagos obtidos dos animais pertencentes aos diferentes grupos
experimentais abrina, pulchelina e doxorrubicina s6 foram capazes de induzir
concentracdes significativas de NO nos animais saudaveis, enquanto que abrina e
pulchelina associadas a galactose 0,2M sO induziram nos macréfagos de animais
pertencente ao grupo controle tumoral Estudos demonstram que baixas
concentracfes de NO induzem diferenciacdo de células Thl, mas ndo de células
Th2, porém altas concentracdes de NO inibem resposta Thl e aumentam respostas

Th2 (GAO, 2010).

4.5 Determinacao de citocinas

Os macrofagos obtidos dos animais dos diferentes grupos experimentais foram
reexpostos as substancias utilizadas no tratamento deles, com exce¢do do grupo
que recebeu PBS e animais normais, cujas células foram expostas a todas as
substancias em estudo. Solucao de LPS e a Concanavalina A foram utilizados como
controle positivo e somente meio de cultura celular RPMI-1640-C, como controle
negativo.

Infelizmente, ndo foi possivel realizar a dosagem das citocinas IL-12 e IL-10
estudadas no grupo Il por problemas técnicos no dia do experimento.

Em relacédo a producéo de IL-12, no grupo |, nenhuma das substancias induziu
producdo significativa de IL-12, enquanto que pulchelina, doxorrubicina e LPS
tiveram uma producéo significativamente menor que o controle de células (p<0,001).
Abrina e abrina acrescida de 3-D-galactose induziram produgéo significativa de IL-12
(p<0,01); pulchelina induziu producdo somente no grupo Il e pulchelina acrescida de
B-D-galactose teve moderada indugcéo nos grupo lll e VI. Nos grupos IV e VI, as

substancias ndo foram capazes de induzir a producgéo de IL-12 (Figura 5).
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Figura 5: Efeito das substancias em estudo sobre a producdo de IL-12 por macrofagos
peritoneais obtidos dos animais dos diferentes grupos. Solu¢do de LPS e Concanavalina A foi
utilizada como controle positivo (LPS). Sendo Al,5 (abrina 1,5ng/ml), AG1,5 (abrina 1,5ng/ml
acrescida de galactose 0,2M), P1,5 (pulchelina 1,5ng/ml), PG1,5 (pulchelina 1,5ng/ml acrescida de
galactose 0,2M) e D3 (doxorrubicina 3ug/ml). Como controle negativo (C-), foi utilizado apenas
células em meio de cultura (RPMI-1640-C). A analise estatistica foi realizada através de variancia
(ANOVA) utilizando o pés-teste de Tukey. *** p<0,001, quando comparado ao controle negativo do

grupo experimental correspondente.

Em outro estudo obteve-se que o grupo da abrina (grupo Il) e o controle
negativo tiveram alta producédo de IL-12, sendo que abrina 1,5ng/ml e abrina 1,5
ng/ml acrescida de B-D-galactose 0,2 M tiveram producéo significativamente menor

que as células em presenca somente de meio RPMI-c (MATOS, 2012).
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Figura 6: Efeito das abrina e abrina acrescida de galactose sobre a producéo de IL-12 por
macrofagos peritoneais obtidos dos animais dos diferentes grupos. Solucdo de LPS e
Concanavalina A foi utilizada como controle positivo (LPS). Como controle negativo (C-), foi utilizado
apenas células em meio de cultura (RPMI-1640-C). A andlise estatistica foi realizada através de
varidncia (ANOVA) utilizando o pés-teste de Tukey. *** p<0,001, quando comparado ao controle
negativo do grupo experimental correspondente.

Fonte: (MATOS, 2012).

Em relagéo a producdo de TNF-a, nos grupos | e VIII, abrina apresentou leve e
moderada producéo desta citocina (p<0,05 e p<0,01, respectivamente). Pulchelina e
pulchelina acrescida de 3-D-galactose induziram de forma leve e alta a producédo de
TNF-a, enquanto que as demais substancias nos grupos experimentais ndo foram
capazes de induzir a producdo da citocina a nivel significante (Figura 7). Em todos
0S grupos testados, os macrofagos peritoneais mantiveram a capacidade de
responder ao efeito estimulante da producdo do TNF-a induzida por LPS, com

excecéao do grupo VII.
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Figura 7. Efeito das substéncias em estudo sobre a producdo de TNF-a por macréfagos
peritoneais obtidos dos animais dos diferentes grupos. Al e A2 sé@o os grupos controles (Normal
- Tumoral e Droga Padrdo - Galactose, respectivamente). B1 e B2 sdo 0s grupos experimentais
(Abrina, e Pulchelina, respectivamente). Sendo Al1,5 (abrina 1,5ng/ml), AG1,5 (abrina 1,5ng/ml
acrescida de galactose 0,2M), P1,5 (pulchelina 1,5ng/ml), PG1,5 (pulchelina 1,5ng/ml acrescida de
galactose 0,2M), D3 (doxorrubicina 3ug/ml), e G 0,2 (galactose 0,2M). Solucdo de LPS foi utilizada
como controle positivo (LPS). Como controle negativo (C-), foi utilizado apenas células em meio de
cultura (RPMI-1640-C). A analise estatistica foi realizada através de variancia (ANOVA) utilizando o
poés-teste de Tukey. *** p<0,001, ### p<0,001, # p<0,05 quando comparado ao controle negativo do

grupo experimental correspondente.
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A IL-10 foi quantificada a partir de linfocitos esplénicos, devido a sua acéo
imunossupressora de macrofagos ativados. Em relacdo a producéo desta citocina,
pode-se observar que, no grupo |, abrina e pulchelina acrescidas de galactose 0,2M
apresentaram alta producao (p<0,001); no grupo lll, pulchelina teve uma significante
reduzida na producado desta citocina em relagdo a producéo pelas células com meio
RPMI-c; no grupo 1V, doxorrubicina induziu uma leve producao de IL-4 (p<0,05); e no
grupo VIII, doxorrubicina, abrina acrescida de [B-D-galactose 0,2M, pulchelina
acrescida ou nao de [-D-galactose 0,2M tiveram uma producdo muito a
moderadamente menor desta citocina em relacéo a producdo quando s6 havia meio
de cultura . Nos demais grupos (grupos VI e VII) as substéancias em estudo nao

estimulacado a producéo significativa de IL-10. (Figura 8).
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em estudo sobre a producdo de IL-10 por linfécitos

esplénicos obtidos dos animais dos diferentes grupos. Al e A2 sdo os grupos controles (Normal -

Tumoral e Droga Padrao - Galactose, respectivamente). B1 e B2 sdo os grupos experimentais (Abrina

— Abrina/galactose, e Pulchelina - Pulchelina/galactose, respectivamente). Sendo Al1,5 (abrina

1,5ng/ml), AG1,5 (abrina 1,5ng/ml acrescida de galactose 0,2M), P1,5 (pulchelina 1,5ng/ml), PG1,5

(pulchelina 1,5ng/ml acrescida de galactose 0,2M), D3 (doxorrubicina 3ug/ml), e G 0,2 (galactose

0,2M). Solucdo de Concanavalina A foi utilizada como controle positivo (ConA). Como controle

negativo (C-), foi utilizado apenas células em meio de cultura (RPMI-1640-C). A andlise estatistica foi

realizada através de variancia (ANOVA) utilizando o pods-teste de Tukey. * p<0,05, ** p<0,01 e ***

p<0,001, quando comparado ao controle negativo do grupo experimental correspondente.
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Em outro estudo, observou-se que abrina e abrina acrescida de galactose
(Figura 9) ndo estimularam a producao de IL-10 de forma significativamente maior

gue células em meio de cultura (MATOS, 2012).

B Grupa lI
co0 o [l Grupo IV

AlS ANE AG1S AG1S ConA  Coni C- Ly

Figura 9: Efeito da abrina e abrina acrescida de galactose em estudo sobre a producéo de IL-10
por linfécitos esplénicos obtidos dos animais. Solugdo de Concanavalina A foi utilizada como
controle positivo (ConA). Como controle negativo (C-), foi utilizado apenas células em meio de cultura
(RPMI-1640-C). A analise estatistica foi realizada através de variancia (ANOVA) utilizando o pés-teste
de Tukey. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, quando comparado ao controle negativo do grupo
experimental correspondente.

Fonte: (MATOS, 2012)

Os grupos que receberam tratamento com as substancias em estudos
apresentaram producédo de citocinas com os perfis de citocinas Thl (IL-12 e TNF-q)
e Th2 (IL-10) em concentragdes variaveis. Em geral, € conhecido que o desbalango
na producéo de citocinas Th1/Th2 deve predispor a diferentes patologias, incluindo o
cancer, e uma prolongada resposta inflamatoria Thl deve permitir que as células
sejam induzidas a transformacao neoplasica (SCOLA et al., 2009). Isto evidencia

que as células imunes produziram mediadores inflamatorios para desencadear a
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resposta imune, mas nao ha niveis muito significativos a ponto de combater o tumor.
Através da estimulacédo de producédo de citocinas pode ocorrer uma exacerbacao do
processo inflamatério, podendo culminar com a propagacao do cancer. Isto pode ter
ocorrido nos grupos abrina + galactose e pulchelina + galatcose, nos quais
expressaram altos niveis de IL-10, citocina que inativa os macrofagos com o intuito
de manter o equilibrio da acdo de células imunes, causando um efeito exacerbado
desta citocina e impedindo que mais células tumorais fossem combatidas, nao

reduzindo significativamente o tamanho do tumor.

5. Concluséao

Pode concluir que, das RIPS testadas, abrina foi a substancia mais toxica as
células tumorais, retardando a proliferacdo. Ja os tumores tratados com abrina e
pulchelina associados a galactose apresentaram tamanho maior do que os tratados
apenas com as RIPs. Isto evidencia que a B-D-galactose atua na acdo da toxicidade
das proteinas, reduzindo a influéncia destas na inibicdo do crescimento tumoral.

Em relacdo aos resultados obtidos na determinacéo de 6xido nitrico, pode-se
concluir que sé@o benéficos para resposta antitumoral, pois um perfil imunolégico Thl
€ necessario para o combate ao cancer (DISIS, PARK, 2009).

Em relacdo a producdo de citocinas, as substancias testadas apresentaram
os perfis de citocinas Thl (IL-12 e TNF-a) e Th2 (IL-10) em concentragdes variaveis,
incluindo estimulacdo de producgéo de citocinas importantes no combate ao cancer,

como IL-12.
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