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RESUMO

O cancer é a segunda maior causa de morte em paises industrializados,
sendo superado somente para as doencas cardiacas. Os dois tipos de canceres de
maior incidéncia no homem sao o de préstata e de pulmao, e entre as mulheres séo
de mama e de célon do utero. Abrina, ricina e pulchelina sdo proteinas inativadoras
de ribossomos do tipo Il (RIPs), possuidoras de duas cadeias polipeptidicas, uma
com atividade enzimatica N-glicosidase e a outra lectinica. Neste trabalho, a
resposta imune desencadeada pelas RIPs e a atividade anti-proliferativa contra
células tumorais de mama (LM3) e de pulméao (LP07) foram avaliadas. Abrina, ricina
e pulchelina mostraram-se muito téxicas aos macréfagos (ICsp = 6,4 + 1,53, 11,8 *
1,66 e 19,3 * 4,0, respectivamente), sendo a abrina a mais téxica de todas, seguida
pela ricina e esta pela pulchelina. As proteinas nédo estimularam a producgédo de NO e
H202 em células do exsudato peritoneal, mas causaram leve inibicao da produgao
de NO estimulada por LPS e uma forte inibicado da produgéo de H202 estimulada
pelo PMA. As proteinas testadas estimularam resposta do tipo Th1 e Th2, pois
induziram a producédo de IL-1B8, TNF-a, IFN-y, IL-12 e IL-10. As células LM3
(adenocarcinoma de mama murino) e LP0O7 (adenocarcinoma de pulm&o murino)
foram mais sensiveis ao potencial tdxico de abrina, ricina e pulchelina do que do

Taxol apos 24 e 48 horas de incubacgéo.

PALAVRAS-CHAVE: cancer de mama, cancer de pulmao, abrina, ricina, pulchelina,

taxol, 6xido nitrico, peroxido de hidrogénio, citocinas.
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ABSTRACT

Cancer is the second major cause of death in industrialized countries, second
only to cardiac diseases. The two more incident cancer types in men are prostate
and lung cancer, and in women are breast and colon cancer. Abrin, ricin and
pulchellin are type Il ribosome inactivating proteins (RIPs); they have two polypeptide
chains, one with N-glycosidase activity, and the other lectinic. In this research, we
evaluated the immune response induced by these RIPs and the anti-proliferative
activity against tumoral cells of breast (LM3) and lung (LPO7). Abrin, ricin and
pulchellin showed citotoxicity to exsudate peritoneal cells (ICsp = 6.4 £ 1.53, 11.8
1.66 e 19.3 4.0, respectively). The abrin was the most toxic of all, followed by ricin
and pulchellin. Abrin, ricin and pulchellin didn’t stimulate NO and H,O, production in
PEC, although they caused a low inhibition of LPS’ NO production stimulation, and a
high inhibition of PMA’s H,O, production stimulation. The proteins induced a Th1 and
Th2 response; characterized by their ability to stimulated IL-1B, TNF-a, IFN-y, IL-12 e
IL-10 production. The LM3 cells (murine breast adenocarcinoma) and LPO7 cells
(murine lung adenocarcinoma) were more sensible to the proteins’ citotoxicity than

Taxol’s citotoxicity after 24 and 48 hours of incubation.

Key-words: breast cancer, lung cancer, abrin, ricin, pulchellin, Taxol, nitric oxide,

hydrogen peroxide, cytokines.
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1- INTRODUCAO

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 6rgaos,
podendo metastisar para outras regiées do corpo (Instituto Nacional de Cancer,
2008).

A estimativa de pesquisadores era de que o numero de casos novos de cancer
no mundo seria de mais de 10 milhdes, dentre os quais, 53% dos casos ocorreriam
nos paises em desenvolvimento. Os tumores de pulmao (902.000 casos novos) e
prostata (543 mil) foram os mais freqientes no sexo masculino, enquanto que no
sexo feminino observaram-se as maiores ocorréncias nos tumores de mama (1
milhdo de casos novos) e colo do utero (471.000) (PARKIN et al., 2001).

O cancer de pulmdo vem representando um grande desafio para os
oncologistas, uma vez que, apesar de todos os avan¢os diagnosticos e terapéuticos,
a taxa de sobrevida global em cinco anos permanece inalterada em 13% ao longo
das ultimas décadas. Clinicamente, o cancer de pulméo é classificado em carcinoma
de pulmao de células nado-pequenas (CPCNP) e carcinoma de pulmio de células
pequenas (CPCP). O CPCNP é o mais freqUente, 75 a 80% de todos os casos, e
nestes pacientes o estadiamento clinico é fundamental para estabelecer a estratégia
terapéutica (GINSBERG, VOKES, RABEN, 1997).

Inicialmente o tratamento de carcinoma pulmonar era a cirurgia, fornecendo
uma sobrevida de 3 a 4 meses, sendo posteriormente substituido por radioterapia,
permitindo 6 meses de sobrevida, e, finalmente por quimioterapia sistémica, esta
fornecendo uma maior sobrevida, de 14 meses nos pacientes tratados (JOHNSON,
GRECO, 1986).

A maioria dos tumores de mama tem seu crescimento relacionado com os
niveis de estrégeno. Com isso, os canceres de mama ocorrem, principalmente, em
mulheres pds-menopausa, quando a producédo de estrogeno pelos ovarios esta
prejudicada (ACKERMAN et al., 1981). Carcinoma de mama em homens é raro, mas
representa 1% dos casos de cancer masculino. Muitos dos fatores de risco de
cancer de mama em homens envolvem anormalidades no balango estrégeno e

andrégeno.
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Fagoécitos mononucleares sdo de extrema importancia para a defesa
imunoldgica do organismo, sendo os macréfagos bem conhecidos por iniciarem uma
resposta imune inata efetiva contra microrganismos (TAYLOR et al.,, 2005). Os
macrofagos séo capazes de orientar a resposta imune adaptativa através da
producao de diversas moléculas e apresentagcdo de antigenos as células T,
conduzindo a expansdo e diferenciacdo de linfécitos especificos para corpos
estranhos e células tumorais (POZZI et al., 2005; PREYNAT-SEAUVE et al., 2006).

A fauna e flora brasileira sdo importantes fontes de novas substancias com
potencial terapéutico. As plantas usadas na medicina tradicional e popular tém sido
aceitas, atualmente, como uma fonte importante no descobrimento e
desenvolvimento de drogas para a quimio-prevencéo de cancer (ABDULLAEV,
2001).

As espécies sub-arbustivas brasileiras Abrus precatorius (jequiriti) e Abrus
pulchellus subsp. tenuiflorus, pertencem a familia Papilionoideae, tribo Abrae e ao
género Abrus (MOTA, 1997). O Ricinus communis (mamona) pertence a familia
Euphorbiaceae e ao género Ricinus (STIRPE, BARBIERI, 1986). A partir das
sementes destas plantas obtém-se abrina (A. precatorius), ricina (R. communis) e
pulchelina (A. pulchellus). Estas séo proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) do
tipo Il, possuindo duas cadeias peptidicas unidas por ponte dissulfidicas, sendo que
uma das cadeias possui atividade enzimatica N-glicosilase, e a outra cadeia, possui
atividade lectinica.

As RIPs manifestam uma série de atividades bioldgicas incluindo atividades de
inibicko de traducdo, e atividades RNA N-glicosilases, antimitogénica,
imunomoduladora, antiproliferativa e antifungica. Além disso, as RIPs tém efeitos
imunossupressores, tanto sobre a resposta humoral como mediada por células, com
isso, sua administracao previne a formacgédo de anticorpos e retarda a rejeicdo de
transplantes (SPREAFICO et al., 1983; DESCOTES et al., 1985; BENIGNI et al.,
1995). Contudo, essas proteinas sdo extremamente imunogénicas (THORPE et al.,
1989).

Neste trabalho procuramos, através de testes in vitro de citotoxicidade e
determinacdo de mediadores produzidos por células do exsudato peritoneal e
células esplénicas, verificar o efeito da abrina, ricina e pulchelina sobre o sistema

imunolégico murino. Além disso, através de testes in vitro de citotoxicidade
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procuramos verificar sua atividade antiproliferativa sobre células de adenocarcinoma

de mama e de pulmao murinos (LM3 e LPQ7, respectivamente).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- CANCER

Neoplasia € definida como uma massa anormal de tecido cujo crescimento esta
desordenado, apresenta certo grau de autonomia e aumenta de tamanho, de forma
mais ou menos constante, em uma determinada extens&o sua autonomia n&o é
completa e depende criticamente do hospedeiro para sua nutrigdo e suprimento
sanguineo (KUMAR et al., 1994).

O céncer é a segunda maior causa de morte em paises industrializados,
perdendo somente para as doencas cardiacas. Embora as taxas de mortalidade
estejam diminuindo nos ultimos anos, devido ao diagnéstico precoce e as diversas
opgdes de tratamento, a perspectiva para certos canceres continua desanimadora
(WORKMAN, KAYE, 2002).

No Brasil, as estimativas para 2008 apontam que, a excec¢éo do cancer de pele
do tipo ndo melanoma, os tipos mais incidentes serdao os canceres de prostata e de
pulm&o no sexo masculino e os cancer de mama e de co6lon do utero no sexo
feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada no mundo
(Instituto Nacional do Cancer, 2008).

Diversos modelos experimentais, utilizando linhagens de células tumorais
humanas ou murinas, tém sido usados na pesquisa de novos medicamentos para o
tratamento dos mais diversos tipos de canceres. Dois exemplos de linhagens
tumorais sao: 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), e a linhagem
LPO7, obtida a partir de cultura primaria de adenocarcinoma de pulmao murino (P07)
em BALB/c (URTREGER et al., 2001), obtidos no Instituto H. Roffo, em Buenos
Aires-Argentina.

As células LM3 expressam constitutivamente altas concentracbes de
receptores colinérgicos muscarinicos (RCM) em comparac¢ao com células do epitélio
mamario murino normal, NMuMG (ESPANOL et al., 2002). Estudos com células LM3
e LM2, mostraram que as LM3, capazes de metastase espontdnea ao pulméo,

produzem mais 6xido nitrico do que as LM2, incapazes de metastase espontanea, e
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que elas foram menos sensiveis & citotoxicidade mediada por NO-exégeno (EIJAN
et al, 1998).

Em relacdo a linhagem LPO7, esta &€ composta por células poliédricas
epitelidides heterogéneas que proliferam lentamente. Somente algumas células de
LPO7 expressam citoqueratinas enquanto a maioria delas foi positiva para vimentina
(componente dos filamentos intermediarios presentes em astrocitos). Através de
estudos de ultra-estrutura, pesquisadores mostraram que as células LPO7
estabelecem unides rudimentares entre si, formam ductos tipo glandular e
apresentam granulos secretérios proeminentes, sugerindo uma origem epitélio-

glandular, com componentes neuroendécrinos (URTREGER et al., 2001).

2.2- SISTEMA IMUNE

Ha uma correlacdo direta entre resposta imunoldgica e inflamacdo. Uma
atividade inflamatéria de curta duracao geralmente traz beneficios para o organismo
hospedeiro na presenca de agentes agressores, contudo a persisténcia do processo
inflamatoério freqlientemente resulta em dano tecidual e do DNA contribuindo para o
desenvolvimento do cancer (DE VISSER et al., 2006).

Os macréfagos participam tanto na imunidade inata como na adquirida através
de varias atividades, que incluem: fagocitose, produ¢cdo de agentes microbicidas,
secrecao de citocinas, processamento de antigenos e apresentacao de epitopos aos
linfécitos T (MLAMBO, SIGOLA, 2003). Através da fagocitose, os macréfagos
destroem muitos microrganismos, produzem diversas moléculas e apresentam
antigenos as células T. Tanto macrofagos como células dendriticas orientam a
resposta imune adaptativa conduzindo a expanséo e diferenciagdo de linfécitos
especificos para microrganismos invasores e também células cancerigenas (POZZI
et al., 2005; PREYNANT-SEAUVE et al., 2006).

Macréfagos executam fungdes inflamatorias dentro do contexto da resposta
inata e participam da resposta adaptativa apresentando epitopos aos linfécitos T
auxiliares. As atividades dos macréfagos durante o cancer sao predominantemente
inespecificas e induzem citotoxicidade as células tumorais suprimindo respostas de

células T e NK. Estas fun¢cdes dos macrofagos podem ser mediadas, entre outros
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fatores, por reativos intermediarios do nitrogénio, reativos intermediarios do oxigénio
ou TNF-a (ALLEVA, BURGER, ELGERT, 1994).

Em décadas passadas, macrofagos ativados eram definidos como células que
secretavam mediadores inflamatérios e eliminavam patdgenos intracelulares
(NORTH, 1978). Contudo, atualmente, pesquisadores observam que os macrofagos
podem ser um grupo de células mais heterogéneo, com diferentes fisiologias e
executando fungdes imunologicamente distintas (MOSSER, 2003).

A ativagao dos macrofagos ocorre em um ambiente de mediadores tais como
citocinas tipo | (IFN-y, TNF-a) ou sob reconhecimento de padrbes moleculares
associados a patdégenos, PAMPs, (LPS, lipoproteinas, etc.) e sinais de perigo
endogenos (proteinas de choque térmico). Os macrofagos tém importante papel na
protecdo contra patdgenos intracelulares e, sob certas condigdes, contra células
tumorais (VAN GINDERACHTER et al., 2006).

Além disso, os macrofagos exercem atividades anti-proliferativas e citotdxicas,
resultando parcialmente de sua habilidade em secretar espécies reativas do
nitrogénio e oxigénio (6xido nitrico, peroxinitrito, peréxido de hidrogénio, superoxido)
e citocinas pro-inflamatérias (TNF, IL-1, IL-6) (URBAN et al., 1986; STUEHR,
NATHAN, 1989; MYTAR et al., 1999; BONNOTTE et al., 2001).

O NO é sintetizado por uma familia de enzimas chamadas de éxido nitrico
sintetases (NOS), que convertem a L-arginina em NO e L-citrulina. Trés isoenzimas
foram identificadas como responsaveis pela produgdo de NO e foram denominadas
de neuronal (NNOS ou NOS 1), induzivel (iNOS ou NOS 2) e endotelial (eNOS ou
NOS 3). A iNOS foi originalmente purificada e clonada a partir de macrofagos
ativados, embora células musculares cardiacas, células de musculo liso vascular e
células da glia também produzam NO a partir da iINOS (LOPES-FARRE et al., 1998;
SARIH et al, 1993). Enquanto que a NOS neuronal e endotelial sao
constitutivamente expressas (cNOS). A produgao de NO é primariamente regulada
pela flutuacdo dos niveis intracelulares de calcio. Sob estimulagdo, cNOS produz
uma quantidade pequena de NO por somente pequenos periodos, mediando
fungbes fisiolbgicas como transmissdo neuronal e regulagcdo do ténus vascular
(NATHAN, 1992; MARLETTA, 1993).

A INOS é primariamente expressa em macréfagos ativados em resposta a

citocinas, tais como interferon-a, -B, € -y (IFN-a., -B, € -y), interleucina-1a e -1B3 (IL-1a
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e -1B), fator de necrose tumoral-a e - (TNF-a e -B), e endotoxinas (LPS) (NATHAN,
1992). A INOS é induzida sob diversas condi¢gdes, como: endotoxemia, choque
hemorragico, sepse, infecgéo, hepatite, exposicado ao ozdnio. Sendo que, uma vez
estimulada, gera uma grande quantidade de NO (uM) ao longo da vida da enzima
ativa (por horas ou dias) e ela serve como um importante regulador e efetor durante
inflamacgéo e infeccao, executando um importante papel na defesa do hospedeiro
contra patdégenos e células tumorigénicas (HIBBS et al., 1987; NATHAN, 1992).

Contudo, espécies de NO de macrofagos ativados podem agir contra células
epiteliais saudaveis vizinhas, danificando seu DNA e induzindo a carcinogénese. O
NO também medeia a vascularizagao tumoral e o fluxo-sangtiineo tumoral. Observa-
se que baixas concentragcbes podem ter efeito anti-apoptédtico, mas, altas
concentragcbes de NO podem induzir apoptose em células suscetiveis (HOFSETH et
al., 2003).

Um nivel elevado de expressdo de NOS induzivel e/ou constitutiva é também
observado em uma variedade de céanceres humanos. Nos ultimos anos, estudos tém
descrito seu envolvimento em diversos papéis biolégicos, afetando a carcinogénese,
incluindo iniciacdo, promoc¢ao, progressdo, metastase, microcirculagdo tumoral e
angiogénese (HOFSETH et al., 2003).

Outro mediador quimico produzido pelos macréfagos € o peroxido de
hidrogénio, que é produzido durante o processo redox e, recentemente, passou a
ser considerado como um mensageiro nas cascatas de sinalizagdo intracelular
(RHEE, 1999). A produgao celular de O;" e H,O, favorece a formacdo de outras
espécies reativas do oxigénio e nitrogénio (radical hidroxila e peroxinitrito), sendo
que uma producao excessiva desses compostos causa stress oxidativo e pode
exercer um importante papel na carcinogénese (KLAUNIG, KAMENDULIS, 2004).
Além disso, o perdxido de hidrogénio pode causar peroxidacéo de lipideos e danos
no DNA, induzindo desta forma apoptose em muitos tipos diferentes de células
(HALLIWELL, ARUOMA, 1991; YOSHIKAWA et al., 2006).

As citocinas sao mediadores soluveis liberados por linfocitos e células do
sistema fagocitario, essenciais na comunicagao intracelular e em muitos processos
fisioldgicos e patofisiolégicos. Elas também modulam a inflamagédo e a imunidade
regulando o crescimento e a diferenciacdo de leucocitos e também de células nao
leucocitarias (OPPENHEIM et al.,1994).
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As células T helper tipo 1 e T helper tipo 2 se referem aos subtipos de células T
CD4+ off TCR dependente do estimulo efetor dominante (O’GARRA e ARAI, 2000).
Essa diferenciagdo € dependente das citocinas produzidas pelas células
imunolégicas. As Th1 produzem interferon-y (IFN-y), interleucina-2 (IL-2), fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a), e sdo eficientes na eliminacdo de patégenos
intracelulares, via ativacao de macréfagos. As células Th2 liberam interleucina-4 (IL-
4), interleucina-5 (IL5), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10) que ativam a
imunidade humoral e sdo secretadas de maneira acentuada na presenca de
antigenos persistentes (RENGARAJAN et al., 2000). As células Th3, descobertas
posteriormente, produzem elevados niveis de fator de transformacao e crescimento
beta (TGF-B) com quantidades variaveis de IL-4 e IL-10, sendo o TGF-f uma
citocina com atividade imunossupressora sobre células apresentadoras de antigenos
e células T (RONCAROLO; LEVINGS, 2000).

O interferon-y € um exemplo de citocina pré-inflamatéria. E o tnico membro da
segunda classe de interferons, sendo induzido em células tanto do sistema imune
inato como adquirido, principalmente, células T e células NK. Tem a capacidade de
promover imunidade celular contra patégenos intracelulares, possuindo também um
papel importante nas doengas inflamatérias crénicas, ativando a resposta
inflamatoéria dos macrofagos presentes no tecido lesado (BOEHM et al., 1997;
GATTONI et al., 2006).

Oh e colaboradores (2007) observaram que tanto IFN-y com NF-xB sé&o
importantes indutores da produgdo de NO em células mesenquimais. Também
demonstraram que LPS, flagelina, TNF-o e IL-18, em combinagcéo com IFN-y, podem
induzir a produgéo de NO por células do estroma mesenquimal (MSC).

Fator de necrose tumoral alfa, outra citocina pré-inflamatéria, € uma
glicoproteina produzida predominantemente por macréfagos ativados e células T,
que desencadeia uma grande variedade de respostas bioldgicas, incluindo
inflamacéo, proliferagéo, diferenciagao e apoptose celular (LIU, 2005). TNF-a parece
atuar na estimulacdo da iniciagdo e progressao tumoral, em parte, pela inducéo da
producdo de fatores angiogénicos, quimiocinas, metaloproteinases de matriz
(MMPs) e pela estimulacdo do crescimento e funcédo de fibroblastos (BALKWILL,
2002). Contudo, TNF-a também é associado com regresséo do tumor e aumento do

tempo de sobrevivéncia de pacientes portadores de cancer (NAKAMOTO et al.,
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2000). Nesta situagcéo, TNF-a atua ativando a imunidade celular do hospedeiro para
destruir diretamente as células tumorais. No local do tumor, o TNF-a induz apoptose
celular dentro da vasculatura angiogénica, conduzindo a necrose hemorragica
(ANDERSON et al.,, 2004). A ligacdo do TNF-a ao receptor TNF-R1 promove o
recrutamento de diversos adaptadores intracelulares, que por sua vez, ativam
multiplas vias de transducao de sinais (DEMPSEY et al., 2003).

A interleucina 1 € uma citocina pro-inflamatéria envolvida na resposta imune
contra infeccbes e agressdes. Ela é produzida principalmente por mondcitos e
macrofagos (BIRD et al., 2002).

A IL-1 exerce influéncia em diversas funcdes biolégicas (DINARELLO, 1988):
aumenta a quimiotaxia de linfécitos T e B; estimula a sintese de tromboxanos por
neutrofilos e macrofagos; estimula liberagdo de histamina por basofilos e
degranulacdo dos eosindfilos; citotoxicidade para células tumorais; estimula a
sintese de Interferon f1 e 2; age como um pirdbgeno enddgeno; induz a sintese de
proteinas de fase aguda (ex. proteina C reativa e fibrinogénio) em hepatécitos
(ENDERS, VAN DER MEER, DINARELLO, 1987); ativa linfécitos T (MIZEL, 1982) e
aumenta a sintese de anticorpos pelas células B (FALKOFF et al, 1983).

IL-1a. € B s@o dois agonistas funcionais da familia da IL-1. Acredita-se que elas
induzem respostas celulares idénticas, mas ha relatos de diferengas nas suas
atividades. Por exemplo, a producdo de anticorpos dependente de célula T é
mediada pela IL-1p, mas n&o pela IL-1a (NAKAE et al., 2001).

A interleucina 12 é uma proteina heterodimérica de 70 kDa composta por 2
subunidades, IL-12 p35 e |IL-12 p40. Esta citocina ¢é produzida por
mondcitos/macrofagos, células B e possivelmente outros tipos de células acessorias
primariamente em resposta a bactérias ou produtos bacterianos (KOBAYASHI et al.,
1989; WOLF et al., 1991; GUBLER et al., 1991; D’ANDREA et al., 1992). A IL-12
regula fortemente respostas TH1 e induz citotoxicidade contra patégenos
intracelulares pela ativacdo de respostas imunes mediadas por células
(BODDUPALLI et al., 2007). Ela possui diversos efeitos sobre as células T e Natural
Killer (NK), tais como, a habilidade de induzir secre¢cao de IFN-y por células NK e T,
agir como fator de crescimento para células ativadas, aumentar a atividade litica de
células NK ativadas por linfocina e facilitar respostas de linfécitos T citotoxicos (CTL)
especificos (TRINCHIERI, 1994; HENDRZAK, BRUNDA, 1995). Além disso, exerce
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um papel unico na regulagdo do balangco Th1/Th2, no qual células Th1 produzem
IFN-y e IL-2 promovendo imunidade celular, enquanto células Th2 produzem IL-4, IL-
5, IL-10 e IL-13 promovendo imunidade humoral (MOSMANN, COFFMAN, 1989;
SCOTT, 1993). Foi observado que Oxido nitrico pode inibir a indugédo de IL-12 em
macrofagos ativados (HUANG et al., 1998; MUKHOPADHYAY et al., 1999).

A interleucina 6 € um exemplo de citocina das doencgas alérgicas e parasitarias,
correspondendo a uma proteina de 21 kDa, produzida por diversas células incluindo
macréfagos, células endoteliais, neutréfilos e linfocitos. Algumas de suas funcgdes
sdo estimulacdo e diferenciacdo de células B (HIRANO et al.,, 1986), suporte de
crescimento celular de hibridomas e plasmocitomas e estimulagdo da sintese de
proteinas de fase aguda hepaticas, ap6s exposicdo a materiais tdxicos ou agressao
(SCHREIBER et al., 1989). Ela modula diversos processos como proliferacdo e
diferenciagao celular, respostas imunolégicas e inflamagédo (FARIVAR et al., 2006).
Esta envolvida na iniciagdo e manutencéo da resposta inflamatéria de fase aguda. A
IL-6 aumenta proteinas de resposta de fase aguda associadas com inflamagéo e
agressao (MATZARAKI et al., 2007).

Em relagdo as citocinas imunossupressoras, um exemplo é a IL-10. Ela é um
produto de varios tipos celulares incluindo mondcitos e células B e T, que diferente
da IL-12, €& associado com diferenciacdo de células Th2 (MOORE et al., 1988;
FIORENTINO, BOND, MOSMANN, 1989). Ela inibe a produgédo de citocinas de
linfécitos particularmente IFN-y, por células T e NK, e também inibe proliferacdo de
células T, agindo primariamente em nivel de células acessorias
monocitos/macréfagos (FIORENTINO et al.,, 1991; HSU, MOORE, SPITS, 1992;
TAGA, TOSATO, 1992). A inibigdo da producdo do IFN-y ocorre através da
prevencao da producgéo IL-12 e, em parte, das citocinas co-estimuladoras (IL-1f3 e,
possivelmente TNF-a) (D’ANDREA et al., 1993). Além disso, IL-10 inibe fortemente a
producdo das citocinas pro-inflamatérias IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a por
mondcitos ativados por LPS, IFN-y, ou LPS e IFN-y. IL-10 é um potente inibidor de
fungcdes de mondcitos/macréfagos, incluindo burst oxidativo, producdo de 6xido
nitrico, citotoxicidade, e producéo de citocinas, tais como TNF-a e IL-1 (BOGDAN,
VODOVOTZ, NATHAN, 1991; DE WAAL MALEFYT et al., 1991; FIORENTINO et al.,
1991; GAZZINELI et al., 1992; RALPH et al., 1992; OSWALD et al., 1992).
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2.3 — MEDICAMENTOS DE ORIGEM VEGETAL USADOS NO
TRATAMENTO DO CANCER

O céancer pode ser tratado por cirurgia, radiagédo, horménios, imunoterapia e
quimioterapia (American Cancer Society, 2006). A quimioterapia é realizada através
da administracdo de medicamentos antineoplasicos. Estes podem ser agrupados
nas seguintes categorias: agentes alquilantes polifuncionais, antimetabdlicos,
alcalbides vegetais, antibiéticos antitumorais, horménios, (KATZUNG, 2003).

Os alcalbides vegetais sdo medicamentos originados de plantas, tendo como
exemplos, a vimblastina, vincristina, vinorelbina, paclitaxel (TAXOL®), docetaxel,
camptotecinas (topotecana e irinotecana) e podofilotoxinas (etoposida e teniposida).
A vimblastina e vincristina s&o alcaldides derivados da vinca (Vinca rosea),
vinorelbina € um alcaldide semi-sintético da vinca, o paclitaxel € um éster alcaldide
derivado do teixo ocidental (Taxus brevifolia) e do teixo europeu (Taxus baccata), o
docetaxel é um derivado semi-sintético analogo ao paclitaxel, e as podofilotoxinas
sdo derivados semi-sintéticos da podofilotoxina, que é extraida da raiz do podofilo
(Podophyllum peltatum) (KATZUNG, 2003).

O Taxol®, paclitaxel, uma nova droga antineoplasica, é obtido da planta Taxus
brevifoglia Nutt., sendo isolado pela primeira vez em 1969. Sua estrutura molecular
foi publicada pela primeira vez em 1971 (Figura 1). Em 1994, a empresa Bristol-
Myers Squibb licenciou um processo semi-sintético para produzir o taxol®,
resolvendo um problema com ambientalista que receavam a extingdo das florestas
do Noroeste do Pacifico, nos EUA. Contudo, atualmente a BMS produz taxol®

através da sua extracdo de cultura de tecidos de T. brevifoglia (KINGSTON, 2007).



12

Clnp-y b2

Figura 1: Estrutura molecular do Taxol® (KINGSTON, 2001).

O mecanismo de agdo do taxol® & aumentar a polimerizagdo de microtubulos
(SCHIFF et al., 1979). Ele também é capaz de bloquear a mitose, induzir extensiva
formagdo de conjunto de microtubulos em células, e induzir multinucleagdo de
células durante a interfase (FUCHS, JOHNSON, 1978; SCHIFF, HORWITZ, 1980;
ROWINSKY et al., 1988).

O taxol® completou seus estudos pré-clinicos em 1982, iniciou seus estudos
clinicos de fase | em 1984 e de fase Il em 1985 (KINGSTON, 2007). Ele € usado
atualmente, isoladamente ou em combinagédo com outros agentes antineoplasicos,
tais como cisplatina, no tratamento de cancer de ovario (PICCART; CARDOSO,
2003), cancer de mama (OZOLS, 2003) e cancer de pulmao (DAVIES et al., 2003).

2.4- RIPS (PROTEINAS INATIVADORAS DE RIBOSSOMOS)

Proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) sdo proteinas de plantas que
inativam ribossomos de animais. Essa denominacdo é usada somente para

proteinas contendo dominios rRNA N-glicosidases, pois existem outras proteinas
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que podem inativar os ribossomos (p.ex. RNAses ou proteases) por outros

mecanismos, mas nao sdo RIPs (PEUMANS et al., 2001).

As proteinas inativadoras de ribossomos sdao 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 acgucar
(MOREIRA, 1998).

Segundo Mundy e colaboradores (1994), as RIPs podem ser classificadas em 3
tipos de acordo com suas propriedades fisicas e estruturais:

o RIPs tipo |: s&o enzimas monoméricas, de massa molecular entre 25 kDa e 30
kDA (LING, LIU, WAG, 1994), com um dominio RNA N-glicosilase que né&o
possuem uma cadeia ligante a glicoconjugados e apresentam baixa
citotoxicidade. Algumas delas podem entrar na célula através do mecanismo do
endocitose fase-fluiida. Exemplos: saporina (Saponaria officinalis) e a PAP
(CAVALLARO, 1995);

o RIPs tipo Il: sdo proteinas heterodiméricas compostas de duas cadeias
polipeptidicas, de massa molecular em torno de 60 kDa (LING; LIU; WAG,
1994). A cadeia A é a porgdo com atividade enzimatica de remover um residuo
de adenina de um loop exposto da sub-unidade 28S do RNA ribossomal, com
isso inibindo a sintese protéica (OLSNES, 2004). A cadeia B é uma cadeia
lectinica (STIRPE et al., 1978). A cadeia B pode ligar-se a glicoproteinas ou
glicoconjugados presentes na superficie celular (STEEVES et al., 1999)
mediando o transporte da cadeia A para o citosol, onde tera acesso aos
ribossomos. Exemplos: abrina, ricina e pulchelina (BEAUMELLE, ALAMI,
HOPKINS, 1993).

o RIPs tipo Ill: sdo proteinas sintetizadas como precursoras inativas (proRIPs)
que requerem um processamento proteolitico entre os aminoacidos envolvidos
na formacao do sitio ativo. As RIPs deste grupo foram caracterizadas no milho
e na cevada (BASS et al., 1992).
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Tipo 1 Dominio N-glicosidase
Peptidio Dominio N-glicosidase Extenséo
sinalisador C-terminal

Tipo 2 ] ||

Peptidio Cade}a?A Ligante Cadeia-B
sinalisador ~ Dominio Dominio de
N-elicosidase ligagdo lectinica
Tipo 3 | || I
Extensao Licant Extensao
N-terminal 1gante C-terminal
| | + | |
— _
——

Dominio N-glicosidase

Figura 2. Alinhamento esquematico das RIPs representando uma comparagao entre
suas estruturas primarias (NIELSEN, BOSTON, 2001).

A comparacgado da sequéncia de aminoacidos de RIPs tipo 1 e tipo 2 revela
notavel similaridades entre cadeias-A de RIPs tipo 1 e RIPs tipo 2, tdo bem quanto
entre as cadeias-B de diferentes RIPs tipo 2. Uma analise acurada indica que a
similaridade da seqUéncia entre as regides amino-terminal e a central das RIPs é
muito maior que aquela das sequéncias carboxil-terminal (HARTLEY, CHADDOCK,
BONNESS, 1996).

Geralmente, a estrutura terciaria de diferentes RIPs é bem conservada, como
demonstrado pelo fato que os tragcos a-carbono de muitas RIPs sado virtualmente
sobreponiveis. Existem, contudo, algumas diferengas principais, especialmente na

regido carboxil-terminal e estruturas da superficie do loop. Essas diferencas podem
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explicar as diferengas na atividade e especificidade do substrato das diferentes RIPs
(PEUMANS et al., 2001).

RIPs tipo 2 devem sua atividade de ligagdo a carboidratos a cadeia-B, que
contém dois ou possivelmente trés sitios de ligacdo (FRANKEL et al., 1996;
STEEVES et al., 1999). Devido a extrema toxicidade de ricina e abrina, RIPs tipo 2
sdo usualmente associadas com proteinas altamente toxicas (BARBIERI, BATTELLI,
STIRPE, 1993). Contudo, RIPs tipo 2 mostram marcadas diferencas em
citotoxicidade. Ricina, por exemplo, causa 50% de morte celular em concentragbes
abaixo de 1ng/ml, enquanto que RIP tipo 2 do fruto do sabugueiro ndo mostram
efeito a 1mg/ml (BATTELLI et al., 1997).

As RIPs tipo Il ttm a capacidade de ligar-se a glicoproteinas e glicolipideos na
superficie celular, sendo endocitadas por diferentes processos, clatrina dependentes
ou independentes, direcionando as moléculas para vesiculas endossomais, onde
podem ser encaminhadas para uma rota seguinte, dependendo da natureza do
receptor, e serem conduzidos a varios destinos (BARBIERI et al.,, 1993). Esses
endossomas podem chegar ao complexo de Golgi, e depois as proteinas sao
encaminhadas ao lumen do reticulo endoplasmatico (RE), onde as duas cadeias
polipeptidicas sdo separadas por isomerase dissulfidica (SPOONER et al., 2004). A
cadeia A livre no lumen do RE pode ser interpretada como um peptideo ndo-ligado e
envida ao citosol pelo sistema de controle de qualidade do RE (LORD, ROBERTS,
1998). As RIPs tipo Il sdo retro-translocadas utilizando a via de degradacéo
associada ao RE usualmente seguida por proteinas ndo-envelopadas, que no citosol
sdo poliubiquitadas e degradadas por proteases, denominadas proteossomas (TSAI
et al., 2002)

2.4.1- USOS DAS RIPs NA AREA DE SAUDE

RIPs apresentam diversas atividades biolégicas incluindo atividades de inibicao
da tradugado, N-glicosidases, antimitogénica, imunomoduladora, antiproliferativa e
antifangica. Imunotoxinas baseadas em RIPs tém sido construidas e usadas em
terapia de cancer. Plantas transgénicas carregando o gene de RIP s&o menos

susceptiveis as infecgdes virais (NG, WANG, 2004).
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As propriedades anti-tumorais das RIPs contra diversos tipos de céanceres,
principalmente abrina e ricina, tém sido comprovadas por diversos cientistas.
Mosinger (1951) relatou a agéo tdxica da ricina contra sarcoma de ratos, enquanto
Reddy e Sirsi (1969) reportaram a acao inibitoria de extrato de jequiriti (A.
precatorius) sobre o crescimento do Sarcoma de Yoshida. Segundo Fodstad e
colaboradores (1984), os resultados dos testes anti-tumorais em animais, com
abrina e ricina, mostraram-se promissores e o0s estudos clinicos de fase |
comecaram, mas foram interrompidos porque foram observados efeitos néo vistos
anteriormente em ratos e foram observados, também, remissbes nos pacientes
testados. Atualmente, outra ferramenta contra o cancer utilizando essas toxinas é a
producdo de imunotoxinas, que consiste em anticorpos monoclonais, contra
antigenos de superficie celular, ligados a cadeia A das toxinas. Contudo, Olsnes e
colaboradores (1989) relataram a menor toxicidade contra os tumores desses
conjugados do que da toxina nativa.

Ricina e abrina também foram usadas no bioterrorismo como armas biolégicas,
tendo o seu uso aumentado nos ultimos tempos devido a facilidade de obtencéo
destas, principalmente, ricina. Esta foi estudada na Primeira Guerra Mundial, e foi
desenvolvida uma arma com a toxina na Segunda Guerra Mundial, porém, esta
arma nunca foi utilizada (CRAIG et al., 1952).

2.5- Abrus precatorius L.

Abrus precatorius L., também chamado jequiriti, € uma trepadeira delgada e
perene que se enlaca ao redor de arvores, arbustos e sebes. Ndo tem oérgéos
especiais de fixacédo. Folhas sao glabrosas com longos internédulos. Tem um galho
delgado e um tronco cilindrico enrugado com uma casca marrom com textura
esfumacada. Folhas alternadas compostas paripenadas com estipulas. Cada folha
tem um tamanho de 5 a 10 cm. Carrega de 20 a 24 ou mais foliolos, cada um sendo
1,2 a 1,8 cm de comprimento, oblongas e obtusas. E &spera em ambos finais,
glabrosa no topo e suavemente hirsuta abaixo. Flores sdo pequenas e de cor violeta
palido com um talo curto, arranjado em ramalhete. O ovario tem uma placentagao

marginal. O fruto, que é uma vagem, € achatado, alongado e forma-truncada com
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uma ponta deflexa aguda tem em torno de 3 a 4,5 cm de comprimento, 1,2 de
largura e textura sedosa. A vagem ondula para tras quando aberta para revelar
sementes suspensas. Cada fruto contém de 3 a 5 sementes de forma oval, em torno
de 0,6 cm de comprimento. Elas s&o usualmente de cor escarlate brilhante com uma
esfumacada textura lustrosa, e uma mancha preta no topo (FERNANDO, 2007).

Esta planta é encontrada em regides razoavelmente secas em elevagdes
baixas. Cresce em climas tropicais e todas as areas tropicais e sub-tropicais. A parte
toéxica desta planta sdo as sementes das quais sdo extraidas a abrina, uma potente

proteina tdxica.
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Figura 3. Fotos das flores, frutos, sementes e da planta Abrus precatorius L. (CITY
OF CORAL SPRINGS, 2008).
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Do jequiriti pode-se obter uma proteina inativadora de ribossomos tipo II,
chamada abrina. Com quatro isoformas (a, b, c, e d) isoladas (LIN et al., 1981,
1982). McPherson e colaboradores (1973) observaram em cristais de abrina quatro
moléculas protéicas numa unidade assimétrica, sendo que esses cristais difratam a
uma resolugdo de 3 A. Mais recentemente, Tahirov e colaboradores (1994)
observaram uma unica molécula numa unidade assimétrica que difratou a uma
resolucéo de 2,1 A.

A abrina é composta por duas cadeias peptidicas: cadeia A, com atividade
enzimatica, e cadeia B, com atividade lectinica (capacidade de ligar-se a
carboidratos). Essas duas cadeias sao ligadas por uma ponte dissulfidica formada
entre os residuos Cys 247 da cadeia A e Cys 8 da cadeia B.

Lin e colaboradores (1982) testaram as 4 isoformas da abrina (a, b, c, e d)
contra células de Sarcoma 180. Observaram que a abrina-a era um inibidor potente
do crescimento e biossintese de proteina, enquanto que a abrina-b teve uma baixa
eficiéncia na inibicdo do crescimento tumoral in vitro, isto pode ser atribuido a sua
instabilidade molecular.

Abrina e ricina inibem a sintese protéica igualmente bem em todas as
linhagens de células epiteliais polarizadas testadas por Melby e colaboradores
(1993) se elas forem adicionadas apicalmente ou basolateralmente. Sitios de ligagédo
para abrina e ricina sdo ubiquos em células de mamiferos e seria esperada estarem
em ambos os lados apical e basolateral. Abrina intoxicou células MDCK-l e BeWo
quando adicionada apicalmente e basolateralmente.

Abrina é capaz de induzir apoptose em células Hela, estas exibindo
caracteristicas morfoloégicas e bioquimicas apoptoéticas como: encolhimento celular,
fragmentagcdo internucleossomal de DNA, condensagdo da cromatina e
fragmentacdo nuclear, quebra de cadeia simples de DNA, externalizagédo de
fosfatidilserina (PS), liberacao de citocromo c e ativacao de caspases (caspases 3 e
9). A liberagéo do citocromo C da mitocondria no citosol inicia uma cascata que
induz a ativagdo de caspase 3 através da associagdo de caspase 9 e Apaf-1 (QU;
QING, 2003).

Narayanan, Surolia e Karande (2004) reportaram que o sinal para apoptose &
acionado a um ponto de tempo apds a inibicdo da sintese protéica. Esta via
apoptaotica induzida por abrina € caspase-3 dependente e caspase-8 independente e

envolve danos ao potencial de membrana mitocondrial com produgdo de espécies
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reativas de oxigénio. A sobre-expressao do proto-oncogene 2 de células B de
leucemia linfocitica bloqueia esta via apoptotica.

Ohba e colaboradores (2004) ao testarem abrina-a com culturas de diferentes
linhagens de células leucémicas observaram que abrina-a induzia apoptose por
diferentes mecanismos, dependendo da linhagem celular. Em células Jurkat, seguiu-
se a via convencional — translocacdo de Pser na superficie celular, ativacdo de
caspase e fragmentacdo de DNA. Em células CCRF-CEM, iniciou-se com
translocacdo de PSer na superficie celular e fragmentacdo de DNA sem qualquer
indugcéo de atividade de caspase. Em MOLT-4, iniciou-se e caracterizou-se com
exposicao de PSer e ativacao de caspase, mas sem progredir para fragmentagéo de
DNA. Em HPB-ALL, exposicao de PSer foi insignificante, a atividade de caspase

aumentou acentuadamente, mas fragmentacéo de DNA ndo foi detectada.

2.6- Ricinus communis L.

Arbusto com aproximadamente 2,5 m de altura, caule ramificado, coloracao
verde ou avermelhada. Suas folhas sdo simples, longo-pecioladas, palmatilobadas
com 7 a 11 lobos de bordos serrados e apice acuminado. As flores s&o distribuidas
em racemos terminais, com flores femininas ocupando a porgdo superior da
inflorescéncia. Os frutos s&o capsulas tricocas, espinhosas, triloculares, com uma
semente em cada léculo, estas sendo lisas, brilhantes, negras com manchas
brancas (OLIVEIRA, 2007). Floresce ao longo de todo o ano e propaga-se
exclusivamente por sementes. Possui ciclo de vida curto, em torno de 2-3 anos.
Espécie helidfita e seletiva higrofita; desenvolve-se como planta espontanea.
Desenvolve-se melhor em solos férteis e bem drenados, nas regides com
precipitacdo anual de pelo menos 700 mm. O excesso de nitrogénio estimula o
crescimento vegetativo a custa da produgdo de sementes (Instituto Hérus de

Desenvolvimento e Conservagao Ambiental, 2007).
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Figura 4. Fotos da planta, das flores e sementes de Ricinus communis L.
(CICERAN, 2008).
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Das sementes da mamona obtém-se uma proteina pertencente ao grupo de
proteinas inativadoras de ribossomos do tipo 2, chamada ricina. Como os outros
componentes deste grupo, a ricina também é composta por duas cadeias
polipeptidicas ligadas por uma ligacado dissulfidica. A cadeia A € uma enzima
globular de 267 aminoacidos, com um numero de elementos estruturais secundarios.
Ela tem um sitio ativo pronunciado capaz de reconhecer e acomodar o loop-suporte
do rRNA que é seu alvo (ROBERTUS, MONZINGO, 2004). A cadeia B é uma
proteina em forma de halteres com dois dominios: o dominio | consiste de 1-135
residuos e o dominio 2 de 136-262 residuos. Sendo esses dominios homoélogos e
cada um é composto por 3 sub-dominios homélogos , chamados de a, B e y juntos
com uma unidade ligante nao relacionada, ou a (RUTENBER, READY, ROBERTUS,
1987). Esses subdominios tém aproximadamente 40 residuos de comprimento.
Embora os subdominios a, B e y exibam a mesma prega basica, somente as
unidades 1a e 2y na extremidade final da cadeia B retém a habilidade de ligar a
galactosideos. Residuos conservados no subdominio y do dominio C-terminal ligam
um segundo galactosideo de uma forma similar (ROBERTUS; MONZINGO, 2004).

A cadeia B da ricina liga galactosideos de superficie celular (BAENZIGER,
TIETE, 1979) e é internalizada por endocitose dependente e independente de
clatrina (SANDVIG, VAN DEURS, 1996). A maioria da toxina endocitada é
transportada a endossomos e lisossomos, mas uma fracdo da toxina ligada a
superficie alcangca o aparato de Golgi (VAN DEURS et al., 1988). Ricina é, entao,
transportada retrogradamente ao reticulo endoplasmatico (ER) (RAPAK et al., 1997).
A ligagao dissulfidica intersubunidade é clivada (MASUHO et al., 1982), e a cadeia A
translocada ao citosol onde sintese protéica é cataliticamente inativada pela
depurinacdo de uma adenina critica do fator de elongacgao ligando o sitio numa
estrutura de base do loop de rRNA (ENDO, TSURUGI, 1987).

Fodstad e colaboradores (1984) realizaram um estudo de fase 1 com ricina,
sendo dado na forma de inje¢des intra venosas a cada duas semanas em doses
variando de 4,5 a 23 ug/m2 de area superficial corporal estimada. Nesses niveis e
em niveis maiores, observaram que sintomas tipo resfriado com dor e fadiga
muscular apareceram e, em alguns pacientes, nausea e vémito também ocorreram.
Mielossupresséo nao foi observada. Anticorpos anti-ricina foram detectados no soro

apés 2 a 3 injecdes de ricina. Observaram uma cinética de primeira ordem na
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eliminacdo de ricina do sangue. A cada nivel de dose, houve pequenas diferencas
entre os pacientes com relagao as concentragdes plasmaticas e os efeitos colaterais
A maior dose dada, 23 ug/m?, elevou as concentracdes plasmaticas em duas vezes
daquelas encontradas previamente ser efetivo terapeuticamente em camundongos
hospedando tumor. Nos pacientes portando diferentes tipos de cancer, observou-se
parcial melhora, e recomendaram a dose de 23 pg/m? para um estudo de fase 2 de
ricina.

Ricina tem sido usada na producdo de imunotoxinas, um protétipo de soro-
terapia anti-tumoral, formada por anticorpos especificos para antigenos presentes
em células tumorais, e toxinas com atividade anti-tumoral. Grossbard e
colaboradores (1993) observaram que esses imunoconjugados produzem hepato-
toxicidade reversivel com transaminasemia, toxicidade megacariocitica com
trombocitopenia e dano endotelial vascular com febre, ndusea, dores de cabeca,
mialgias, hipoalbuminemia, dispnéia e edema.

Morlon-Guyot e colaboradores (2003) descobriram que ricina tem um sitio ativo
funcional de lipase na interface entre as duas subunidades (cadeia A e B). Mutagéao
para alanina da serina 221 catalitica na cadeia A aboliu a atividade de lipase da
ricina, sendo que esta é necessaria para uma eficiente translocacao da cadeia A e
citotoxicidade. Com isso, observou-se que esta mutacdo reduziu a taxa de
translocacao da cadeia A e inibiu a toxicidade em 35%.

Gonzalez e colaboradores (2006) observaram, em seus experimentos, que
ricina induz macréfagos/monécitos humanos a secretar IL-8 pela ativagdo da via p38
MAPK. Outros pesquisadores observaram também que ricina estimula macrofagos
murinos e células mononucleares de sangue periférico humano a secretar TNF-a e
IL-1B (LICASTRO et al., 1993; HASSOUN, WANG, 2000; HIGUCHI et al., 2003).
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2.7- Abrus pulchellus tenuiflorus

Abrus pulchellus, subespécie tenuiflorus, pertence a familia Leguminosae,
subfamilia Papilionoideae, contém em sua semente uma RIP chamada pulchelina
(RAMOS et al., 1998).

No Brasil, a espécie Abrus pulchellus (Figura 6) pode ser encontrada
principalmente na regidao Nordeste. Essa espécie é uma trepadeira perene, cujos
cipés auxiliam no suporte da planta. Os ramos geralmente s&do finos, pouco
lenhosos, alcangando em média de 2 a 4 m de comprimento. As folhas sé&o
compostas contento de 5 a 20 pares de foliolos dispostos opostamente ao longo da
raque, cujo comprimento pode variar de 5 a 10 cm. As flores s&o pequenas,
organizadas em cachos e apresentam uma cor violeta clara. O ovario tem uma
placentagdo marginal. O fruto € uma vargem de 3 a 5 cm de comprimento,
deiscente, contendo de 3 a 6 sementes por fruto. Diferente da espécie Abrus
precatorius, as sementes de Abrus pulchellus possuem uma cor marrom clara

alternada com marrom escuro, apresentando em média 0,5 cm de comprimento.



Figura 5. Fotos da planta, vagem e flor de Abrus pulchellus subespécie tenuiflorus.

Figura cedida por André Luiz Coelho Silva.
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Desta planta também se pode obter uma proteina inibidora de ribossomos, esta
sendo chamada de pulchelina. Ela foi isolada inicialmente por Ramos e
colaboradores (1998) de sementes de Abrus pulchellus por cromatografia de
afinidade em coluna de Sepharose 4B. A pulchelina é uma RIP do tipo 2
heterodimérica sendo constituida por uma cadeia com atividade enzimatica RNA N-
glicosilase (cadeia A) ligada a uma cadeia lectinica galactose/N-acetilgalactosamina
(cadeia B) por uma ligacédo dissulfeto. A cadeia A tem uma massa molecular de
aproximadamente 29k Da e a cadeia B de 31 kDa. Sua toxicidade em mamiferos foi
proxima a da ricina e abrina (DLsg = 30 mg/Kg de peso corpéreo). Igualmente as
outras RIPs tipo 2, a pulchelina € uma proteina rica em aminoacidos acidos e certa
quantidade de aminoacidos sulfurados (TAHIROV et al., 1995; HERMANN,
BEHNKE, 1981).

Na pesquisa realizada por Ramos e colaboradores (1998), eles isolaram a
pulchelina e observaram que esta, como outras lectinas tdxicas de plantas, foi
inibida por galactose, agucares contendo galactose e derivados: galactosamina, a-D-
malibiose, lactose e rafnose. Além disso, a pulchelina mostrou toxicidade contra
camundongos mesmo na presengca do agucar ligante, a ndo inibicdo da essa
toxicidade ndo pode ser explicada por remogéo metabdlica do agucar, pois este se
encontrava em grande quantidade.

Ramos e colaboradores (1998) observaram, também, que anticorpos anti-
pulchelina reconheciam parcialmente a abrina, mas ndo reconheciam a ricina, isto
provavelmente aconteca porque a abrina e pulchelina sdo obtidas de plantas
pertencentes ao mesmo género (Abrus). Silva e colaboradores, em 2005,
observaram uma alta identidade da seqiéncia de aminoacidos da cadeia A da
pulchelina com da abrina-c (86%), da abrina-a (78%) e da ricina (38%), demonstra
essa similaridade entre abrina e pulchelina; e Goto e colaboradores (2003)
demonstraram a ocorréncia de similaridade entre a seqiiéncia de aminoacidos da
cadeia B da pulchelina com abrina-a (81%) e ricina (58%).

Castilho e colaboradores (2008) isolaram 4 isoformas da pulchelina, e
determinaram a DLsgp em camundongos da isoforma 1 foi 25 ug/Kg, da isoforma 2 foi
15 pg/Kg, da isoforma 3 foi 70 ug/Kg e da isoforma 4 foi 60 pg/Kg. Aléem disso, as
isoformas foram testadas quanto a capacidade hemaglutinante usando sangue
humano, de coelho e cavalo. Eles observaram que as isoformas 1 € 2 promoveram

hemaglutinagdo de sangue humano nas concentracdes de 22,5 e 27,5 ng/mL,
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contudo somente a 2 aglutinou sangue de coelho (27,5 ng/mL) e cavalo (41,7
ng/mL). Enquanto as isoformas 3 e 4 aglutinam somente sangue de coelho (18,5

ng/mL e 12,3 ng/mL, respectivamente).
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3- OBJETIVOS

3.1 - Geral

° Avaliar as atividades antiinflamatoérias e anti-tumorais no controle de células
tumorais de mama (LM3) e pulm&o (LP0O7) das proteinas abrina, ricina e

pulchelina.

3.2 - Especificos

Utilizando abrina, ricina e pulchelina em varias concentragdes:

o Determinar a toxicidade dessas proteinas para células do exsudato peritoneal
(PEC) e células esplénicas murinas.

e  Analisar o efeito sobre a produgdo de TNF-a, IL-1B3, IL-6, IL-12 em culturas de
PEC e IFN-y e IL-10 em culturas de células esplénicas.

o Detectar acédo antiinflamatéria exercida por essas proteinas pelo seu efeito
sobre a producéo de Oxido Nitrico (NO) e Peroxido de hidrogénio (H202) por
PEC murinos.

o Pesquisar o nivel de toxicidade sobre linhagens de células tumorais de mama e

de pulmao (LM3 e LP0O7, respectivamente).
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1- Origem das amostras

As toxinas abrina, ricina e pulchelina foram extraidas das sementes de Abrus
precatorius, Ricinus communis e Abrus pulchellus subsp. tenuiflorus,
respectivamente. Sementes maduras de Abrus pulchellus tenuiflorus foram
coletadas de plantas cultivadas no Instituto de Fisica de Sdo Carlos — USP. As
sementes selecionadas de Ricinus communis foram compradas da EMBRAPA. 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. A pulchelina foi fornecida pela professora Dra. Ana

Paula Ulian de Araujo, do Instituto de Fisica de Sao Carlos - USP.

4.2- Etapa quimica

O processo de obtencdo das toxinas (abrina e ricina) foi realizado sob a
supervisdo das professoras doutoras Ana Paula Ulian de Araujo do Instituto de
Fisica de Sdo Carlos — USP, e Ana Cristina de Oliveira Moreira da Universidade de
Fortaleza — UNIFOR, Fortaleza, Ceara.

4.2.1- Obtencao do extrato bruto das plantas A. precatorius e R. communis

As sementes foram desprovidas da casca e depois moidas. Em seguida, a
farinha das sementes foi delipidada por maceragdo em acetona. Foram pesados 10g
da farinha e 100 mL de NaCl 0,15M adicionados a mistura e foi deixada sob agitacéo
constantemente por 3 horas. As suspensdes obtidas foram centrifugadas a 12.000 x
g, durante 20 minutos a 4°C e, em seguida, filtradas em papel de filtro qualitativo,

sendo, entdo, denominadas de Extrato bruto.
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4.2.2- Purificagao da abrina e ricina

O extrato bruto foi aplicado a uma coluna de galactomanana, obtida de
Adenanthera pavonina L., estabilizada com solucao fisiolégica, e equilibrada com
NaCl 0,15M. A fragéo nao retida (pico 1) foi eluida com a solugao de equilibrio. Para
a eluicdo da fragao retida, pico Il, tampéo glicina-HCI 0,1M, pH 2,6, foi utilizado. A
concentracéo de proteinas eluidas foi estimada por medida da absorbancia em 280
nm utilizando espectrofotdmetro. As fracdes retidas foram diafiltradas em centriprep
10 (Millipore). A absorbancia das amostras foi detectada em espectrofotdmetro
utilizando filtro de 280nm. As amostras, dialisadas e concentradas, foram filtradas
com membranas de 0,2 ym para esterilizar as solugdes e entdo, acondicionadas em
freezer -20° C para posterior utilizagdo. A pureza das proteinas foi confirmada por
eletroforese em SDS-PAGE seguindo o método de Laemmli (LAEMMLI, 1970).

4.3- Etapa imunologica

4.3.1- Animais

Em cada experimento foram utilizados 05 camundongos Swiss machos de 6
semanas, pesando entre 18 e 15g, fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — UNESP, situado na cidade de Araraquara. Os animais
foram mantidos em gaiolas de policarbonato, com agua e ragéo (Purina) ad libitum
em local climatizado (23°C £ 2°C, 56 + 2% de umidade relativa do ar), com controle
de claro e escuro a cada periodo de 12 horas. Parecer do Comité de Etica n°
32/2006.

4.3.2- Obtengao das células do exsudato peritoneal

Os animais foram previamente estimulados pela inoculacdo intraperitoneal de

3,0 mL de tioglicolato de sodio (DIFCO Lab. LTDA) a 3,0%, trés dias antes da coleta

de células. Ap6s esse periodo, os animais foram eutanasiados por inalagdo em
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camara de CO,. Estes animais tiveram a pele da regido abdominal retirada
assepticamente em camara de fluxo laminar, Classe 100 (Veco) e o peritbneo
exposto. Na porcdo mediana superior do abdémen foram injetados 5,0 mL de
solugdo salina tamponada com fosfatos (PBS) estéril em pH 7,2 e a 4°C, com auxilio
de seringa e agulhas também estéreis. Uma leve massagem manual foi realizada e
as células do exsudato peritoneal foram coletadas com a mesma seringa e
dispensadas em tubo cénico estéril (Corning, Inc., EUA) para preparo da suspenséao
celular. As células do exsudato peritoneal foram lavadas trés vezes com 5 ml de
PBS (pH 7,2) e centrifugadas a 400 x g por 5 minutos em centrifuga (Fanem, Ind.
Bras.) a temperatura ambiente. As células sedimentadas foram ressuspendidas em
1,0 mL de meio de cultura RPMI-1640 (Sigma) contendo 23-mercaptoetanol (Sigma)
a 2x10°M, penicilina 100 U/mL (Sigma), estreptomicina 100 U/mL (Sigma), L-
glutamina 2mM (Sigma) e 5% de soro fetal bovino (Cutilab), sendo 0 meio assim
composto designado de RPMI-1640 completo (RPMI-1640-C). O numero de células
foi determinado pela contagem em camara hemocitométrica de Neubauer (Boeco,
Germany) com a utilizacdo de 10 pyL da suspensdo celular diluida em 90 pL do
Liquido de Lazarus. As células foram ajustadas a concentragdo ideal para cada
ensaio em meio RPMI-1640-C.

4.3.3- Obtencao dos sobrenadantes das culturas de células do exsudato

peritoneal

Sobrenadantes das culturas de macrofagos foram utilizados na determinagéo
das citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-12. As células do exsudato peritoneal foram
ajustadas a concentracdo de 5 x 10° células/mL em meio RPMI-1640-C e
distribuidas em placas de cultura de tecido de 24 cavidades (Corning, Inc., EUA). A
cada cavidade foi adicionado 1,0 mL da suspensao celular e as placas foram
incubadas a 37°C por 60 min em estufa contendo tens&do constante de 5% de CO,
(Forma Scientific). Apos essa incubacao, as células ndo aderentes foram retiradas
por lavagens com o meio de cultura RPMI-1640-C. Na avaliagdo da produgao de
TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-12 (item.4.3.16) foi adicionado aos macréfagos aderidos a
placa 1mL de RPMI-1640-C e 1mL das RIPs (abrina, pulchelina e ricina) a 0,39 e
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0,78 ng/mL (concentragdo no pog¢o) ou LPS a 10 ug/mL (lipopolissacarideo de
Escherichia coli sorotipo 0111:B4, Sigma Chemical Co., EUA) como controle positivo
ou somente RPMI-1640-C como controle de células. Estas placas foram novamente
incubadas a 37°C em estufa (Forma Scientific, EUA) com tens&o constante de 5%
de CO;, por mais 24 h. Os sobrenadantes das culturas foram entdo coletados,
centrifugados em centrifuga refrigerada (Hettich, Alemanha) a 7800 x g durante 10
minutos, aliquotados em microtubos e estocados a -80°C até o momento da

determinacao das citocinas através do teste imunoenzimatico ELISA de captura.

4.3.4- Obtencédo das Células Esplénicas

Para o estudo da produgéo de IL-10 e IFN-y foram utilizadas culturas de células
esplénicas. Os animais foram eutanasiados por inalagdo em camara de CO; e, em
camara de fluxo laminar Classe 100 (Veco), tiveram a pele da regido abdominal
retirada e o peritbneo aberto para a extracdo do baco. O bago foi retirado e
transportado para uma placa de Petri estéril (Corning, Inc.) contendo 3,0 mL de BSS
(Balanced Salt Solution), pH 7,2, gelado, onde foi macerado cuidadosamente com o
auxilio de pingas estéreis para liberacdo das células. O conteudo da placa foi
aspirado varias vezes por seringa de 3,0 mL e agulha 25 x 7,0 para obtencéo de
suspensao celular homogénea. Apds este procedimento as células foram
transferidas para tubo cénico estéril (Corning, Inc., EUA) de 15,0 mL e centrifugadas
em BSS trés vezes a 200 x g por 5 min (Centrifuga Fanem, Ind. Bras.). As células
sedimentadas foram ressuspendidas em 1,0 mL de meio RPMI-1640-C e a
contagem do numero de células viaveis foi feita em cadmara hemocitométrica de
Neubauer (Boeco, Germany) através da técnica de exclusdo com Azul de Trypan
(Vetec) a 0,04% em PBS. Ap6s a contagem, as suspensbes celulares foram
ajustadas a concentragdo de 5x10° células/mL para determinacdo da producdo de
IL-10 e IFN-y.
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4.3.5- Obtengao dos sobrenadantes da cultura de células esplénicas

A suspensdo de células esplénicas foram ajustadas a 5 x 10° células/mL,
obtidas como descrito no item 4.3.4. Na avaliagdo da produgdo de IL-10 e IFN-y, a
suspensao de celulas foi distribuida em placas de cultura de tecidos de 24 cavidades
(Corning, Inc., EUA), 500 pL por cavidade e acrescentadas de 500 pl da solucdo de
RIPs (abrina, pulchelina e ricina) em 0,39 e 0,78 ng/mL (concentragdo no po¢o) ou
Concanavalina A (ConA) na concentracédo de 0,5 ug/mL, usada como controle
positivo, ou ainda somente meio de cultura nos controles de células. As placas foram
incubadas a 37'C em estufa contendo tensdo constante de 5% de CO; (Forma
Scientific) por 24 h. Os sobrenadantes das culturas foram entdo coletados,
centrifugados em centrifuga refrigerada (Hettich, Alemanha) a 7800 xg durante 10
minutos. Os sobrenadantes foram aliquotados em eppendorfs e estocados a -80°C

para posterior dosagem de IL-10 e IFN-y liberado nos sobrenadantes.

4.3.6- Linhagens celulares
4.3.6.1- Células LM3 e LP0O7

As linhagens tumorais de adenocarcinoma de pulmao LP0O7 e LM3 murinos
foram gentilmente cedidas pelo Instituto de Oncologia Angel H. Roffo — Buenos Aires
— Argentina.

A linhagem LPO7 foi derivada do tumor P07 mantido por diversas passagens
subcutaneas. A partir da linhagem in vivo, se obteve a linhagem in vitro chamada
LPO7. Essas células se metastatizam espontaneamente no pulm&o com alta
frequéncia. Tanto as células PO7 quanto LPO7 produzem sindromes paraneoplasicas
como hiperleucocitose, por produgcdo de GM-CSF, hipercalcemia e caquexia
(URTREGER et al., 2001).

A linhagem LM3 é originada de um adenocarcinoma mamario obtido em
camundongo Balb/c, transplantavel, com metastase para o pulmdo (URTREGER et
al., 1997).
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4.3.7- Avaliagao da Viabilidade Celular de células do exsudato peritoneal

Foi empregada para a determinagdao da viabilidade celular a técnica
colorimétrica utilizando uma solugdo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-
difeniltetrazdlio (MTT), que se baseia na verificagdo da atividade e integridade
mitocondrial, interpretada como uma medida de viabilidade celular (MOSMANN,
1983). Esta metodologia baseia-se na reducao do sal de MTT por enzimas
microssomais e também pela enzima succinato desidrogenase mitocondrial das
células viaveis. O produto dessa reducao séo cristais de formazana, insoluveis e de
cor purpura, acumulando-se nas células devido a sua incapacidade de atravessar a
membrana celular. O alcool isopropilico por sua vez, é utilizado para a solubilizagéo
da formazana, produzindo uma solugdo homogénea que possibilita a medicdo da
densidade 6ptica em espectrofotdmetro UV/Visivel.

Foram utilizadas suspensées de PEC, ajustadas & concentracdo de 5x10°
células/ml. 100 ul dessas suspensdes foram adicionados em placas de 96 cavidades
(Corning) e 100ul das RIPs (abrina, ricina e pulchelina) em diferentes concentracdes:
0,39, 0,78, 1,56, 3,13, 6,25, 12,5, 25, 50, 500, 5000 e 12500 ng/mL (concentra¢ao no
poco), LPS a 10 pg/mL, PMA 0,2 upg/mL (acetato de forbol miristato, Sigma
Chemical. Co., EUA) ou somente o meio de cultura RPMI-1640. As placas foram
incubadas por 24 horas em estufa a 37°C com tensdo constante de 5% de CO..
Apobs esse periodo, foram adicionados sobre a cultura celular, 100 ul de uma
solugcdo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazélico (MTT) (Across
Organics) a 0,5 mg/mL em RPMI-1640. A placa foi entdo incubada por mais 3 horas
nas mesmas condicbes anteriores. Apds este periodo, o conteudo da placa foi
vertido e 100 yL de alcool 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 macrofagos. A leitura foi feita em espectrofotémetro UV/Visivel
(Multiskan Ascent, Labsystems Research Tech. Div., Helsinki, Finland) a 540nm com

filtro de referéncia a 620nm (Mosmann, 1983).
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4.3.8- Avaliagao da Viabilidade Celular das células esplénicas

Aliquotas de 100 pL das suspensbes de linfécitos, obtidas na concentragcéo
conforme item 4.3.4, foram adicionadas em placas de 96 cavidades para cultivo de
tecidos (Corning, Inc., EUA). Aos linfécitos foram adicionados 100 uL das RIPs
(abrina, ricina e pulchelina) nas concentracdes de 0,39 e 0,78 ng/mL, concentragédo
no pogo, (concentragbes em que se obteve viabilidade celular acima de 80% em
células peritoneais murinas).

A incubacao foi feita em estufa a 37°C, com tenséo de 7,5% de CO, (Forma
Scientific, EUA) por 24h. A seguir, foram adicionados 20uL de uma solugao
concentrada de MTT (5mg/mL e meio RPMI 1640)/cavidade e incubou-se por mais 3
horas em estufa a 37°C, com tensao de 7,5% de CO, (Forma Scientific, EUA). Apos
esse procedimento, as placas foram centrifugadas a 800g durante 10 minutos a
10°C em centrifuga refrigerada (Hettich, Alemanha), os sobrenadantes foram
retirados por aspiragdo com auxilio de uma micropipeta, transferidos para outra
placa. As células foram adicionados 100uL de alcool isopropilico (Mallinckrodt,
México) em cada cavidade. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro UV/Visivel
(Multiskan Ascent, Labsystems, Filandia) em comprimento de onda de 570nm
(Bautista et al., 2000).

4.3.9- Determinacgao da producgéao de 6xido nitrico

O 6xido nitrico foi quantificado pelo acumulo de nitrito em meio de cultura e
medido espectrofotometricamente utilizando o reagente de Griess com NaNO, como
padrao (Green et al., 1982).

A suspenso celular obtida foi ajustada a 5 x 10° células/ml em meio de RPMI-
1640. Foram distribuidos 100ul dessa suspensao celular em placa de 96 cavidades
estéreis. Em algumas cavidades da placa, foram adicionados 100 ul da abrina, ricina
ou pulchelina a 0,39 e 0,78 ng/mL (concentragdo no pogo), em outras, 100 ul da
solugéo de LPS a 10 pg/ml como agente estimulante (controle positivo), e em outras
cavidades ainda, foram adicionadas 100 pl de meio RPMI-1640 a suspenséo celular,

como controle de células (controle negativo). A placa assim constituida foi incubada
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por 24 horas em estufa a 37°C com tensdo constante de CO; (5%). Apds a
incubagdo, foram retiradas aliquotas de 50 pl de cada amostra, sendo passadas
para outra placa e adicionados mais 50 pl/cavidade de reagente de Griess,
constituido de 0.1% de N-1-naphthyl-etilenodiamina, 0,1% de sulfanilamida em
solugéo acido fosférico a 3%. Apds 10 minutos a temperatura ambiente no escuro,
as placas foram lidas em espectrofotdbmetro UV/Visivel de microplacas (Multiskan
Ascent, Labsystems Research Tech. Div., Helsinki, Finland) com filtro de 540 nm. As
concentracbes de nitrito de sodio foram calculadas a partir de uma curva padrao
previamente estabelecida com concentragbes molares conhecidas de nitrito de sodio
em meio RPMI-1640. Os testes foram realizados em ftriplicata e os valores expressos

em pmols de NO/5x10° células.

4.3.10- Determinacdo da atividade inibitéria da abrina, da ricina e da
pulchelina em culturas de células peritoneais de camundongos quanto a

producao de NO

Células do exsudato peritoneal, na concentragdo de 5 x 10° células/ml, foram
utilizadas. As PEC foram incubadas em presenca concomitante de 100 pl de solugéo
de LPS (10 ug/ml) e 100ul da abrina, ricina ou pulchelina a 0,39 e 0,78 ng/mL
(concentragao no pocgo). A incubacéao foi feita por 24 horas em estufa a 37°C com
tensdo constante de 7,5% de CO,. A producdo de NO foi medida
espectrofotometricamente através do acumulo de nitrito no meio de cultura com a

utilizagéo do reagente de Griess de acordo com o item 4.3.11.

4.3.11- Determinacao da producéo de perdxido de hidrogénio (H205)

A producédo de H,O, foi determinada segundo o método descrito por Pick e
Keisari (1980) e adaptado por Pick e Mizel, em 1981. As células do exsudato
peritoneal dos animais foram obtidas como descrito no item 4.3.2 e ajustadas a
concentracdo de 2x10° células/ml em solugdo completa de vermelho de fenol

constituida de 140 mM de NaCl; 10 mM de tampao fosfato de potassio, pH 7,0; 5,5
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mM de dextrose; 0,56 mM de vermelho de fenol e peroxidase de raiz forte, tipo Il
(0,01 mg/mL, Sigma). Aliquotas de 100 ul foram adicionadas para placas de cultura
de tecido de fundo plano contendo 96 cavidades (Corning, Inc.) e acrescentadas de
50ul de abrina, ricina ou pulchelina a 0,39 e 0,78 ng/mL (concentragdo no pogo), de
PMA a 0,2 yM (Sigma) em tampao fosfato de potassio (controle positivo) ou somente
solugcado de vermelho de fenol, como controle de células, e incubadas por 1 h em
estufa a 37°C em atmosfera imida com tensdo constante de 5% de CO, (Forma
Scientific). Apds a incubagéo, a reagao foi interrompida pela adigao de 50 ul de
NaOH 5N (Sigma). A seguir foram feitas leituras em espectrofotdmetro UV/Visivel de
microplacas (Multiskan Ascent, Labsystems Research Tech. Div., Helsinki, Finland),
com filtro de 620nm. As amostras foram ensaiadas em triplicata. Os resultados foram
expressos em nmols de H,0./2x10°células peritoneais, a partir de uma curva padréo
previamente estabelecida, constituida de concentragcbes molares conhecidas de

H,O, em tampéo de vermelho de fenol.

4.3.12- Determinacdo da atividade inibitéria da abrina, da ricina e da
pulchelina em culturas de células peritoneais de camundongos quanto a

producao de H,0;

Células do exsudato peritoneal na concentracdo de 2x10° células/ml foram
utilizadas. As PEC foram incubadas na presenca de 50ul de PMA (0,2 uM) e 50 pl
de abrina, ricina ou pulchelina a 0,39 e 0,78 ng/mL (concentragdo no pogo) durante 1
hora em estufa a 37°C com tensao constante de 7,5% de CO,. A producao de H,0,

foi medida espectrofotometricamente de acordo com o item 4.3.13.

4.3.13- Calculo da porcentagem de inibigao

Foram calculadas as porcentagens de inibigdo, através de comparagao com os
controles, nos experimentos onde as preparagdes obtidas a partir das toxinas
apresentavam efeitos inibitérios sobre a producdo de NO e H,;O,. A equacéo foi

utilizada para o calculo.
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Inibigdo (%) = A - B x 100
A-C

Onde A, B e C correspondem a:

A = PMA (+), proteina (-) )
B = PMA (+), proteina (+)

. No teste H,0;
C = PMA (-), proteina (-)

J\.

A = LPS (+), proteina (-)
B = LPS (+), proteina (+)

No teste NO
C = LPS (-), proteina (-) ~

4.3.14- Dosagem das citocinas IL-18, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a. e IFN+y.

As citocinas IL-1B3, IL-6, IL-12, TNF-a foram quantificadas no sobrenadante
obtido da cultura de macrofagos, e IL-10 e IFN-y no sobrenadante de células
esplénicas através do teste imunoenzimatico ELISA, utilizando Kit Pharmingen de
acordo com as instrugdes do fabricante. As microplacas de poliestireno de 96
cavidades (Corning Inc., NY) foram adsorvidas com um anticorpo de captura (soro
de rato) anti- IL-18, anti-IL-6, anti-IL-10, anti-IL-12, anti-TNF-o ou anti-IFN-y de rato
purificado a 4ug/ml (100 pl/cavidade) em tampédo PBS e incubadas “overnight” a
temperatura ambiente. As placas foram lavadas 3 vezes com solugdo salina
tamponada com fosfatos, pH 7,2 (PBS) contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T). Apos
a lavagem, foram bloqueadas com 300 ul de BSA a 1% em PBS (PBS/BSA, com 5%
de sacarose e 0,5% de azida sédica) a temperatura ambiente por 60 minutos e
lavadas 3 vezes com PBS-T. Foram adicionados a placa 100 ul de cada citocina

padrao ou sobrenadantes das culturas de células peritoneais. As placas foram
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incubadas a temperatura ambiente por 120 minutos, e lavadas 4 vezes com PBS/T.
Em seguida, foram adicionados 100 pl/cavidade de anticorpo monoclonal de cabra
anti- IL-1B, anti-IL-6, anti-IL-10, anti-IL-12, anti-TNF-a e anti- IFN-y de rato marcado
com biotina na concentracao de 400 ng/ml em diluente de reagente (1%BSA, 0,05%
de Tween 20 em tampao Tris-NaCl). As placas foram incubadas a temperatura
ambiente por 120 minutos e lavadas 3 vezes com PBS-T, sendo entao adicionados
100 pl do conjugado peroxidase-streptavidina diluido em PBS/BSA e incubadas
novamente a temperatura ambiente por 20 minutos. ApOs esse processo, as placas
foram lavadas 3 vezes com PBS-T e 100 ul do substrato (10mM de tampéao citrato-
fosfato, contendo 0,4 mM de tetrametilbenzidina [SIGMA] e 1,2 mM de H,0;) foram
adicionados em cada cavidade. A reacgédo foi interrompida adicionando-se 50 ul de
H,SO4 2N. A absorbancia foi lida a 450nm em espectrofotdbmetro UV/visivel de
microplacas (Multiskan Ascent, Labsystems Research Tech. Div., Helsinki, Finland) e
as concentragdes das citocinas foram quantificadas utilizando uma curva padréao
previamente estabelecida com quantidades conhecidas de IL-183, IL-6, IL-10, IL-12,
TNF-a, ou IFN-y padrédo. Os testes foram realizados em ftriplicata e os resultados

expressos em picogramas/mil.

4.3.15- Determinacao da atividade anti-proliferativa em células LM3 e
LPO7

A avaliagdo da atividade da pulchelina, abrina e ricina sobre o crescimento
celular foi realizada utilizando-se linhagens tumorais murinas LM3 (adenocarcinoma
de mama) e LP0O7 (adenocarcinoma de pulméao).

As linhagens celulares foram mantidas em meio de cultura MEM (Minimum
Essencial Medium, Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado
(Sigma) e 4ug/mL de gentamicina, em estufa a 37°C com atmosfera umida e tensao
constante de 7,5% de CO;, (Forma Scientific). Foram realizados repiques celulares 3
vezes por semana. O numero de células foi determinado pela contagem em camara
hemocitométrica de Neubauer (Boeco), utilizando-se corante Azul de Tripan a 0,04%

em PBS e ajustado a uma concentragao de 5 x 10* células/mL em meio MEM.
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O crescimento tumoral foi quantificado pela capacidade das células vivas
reduzirem o MTT. Foram adicionados 200uL das linhagens tumorais em placas de
96 cavidades, Corning. Apds 24 horas de incubacéo a 37°C e 7,5% de CO,, 200ul
da solugéo de pulchelina, ricina e abrina, em diferentes concentragées: 0,78, 1,56,
3,13, 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 1000 e 10000 ng/mL (concentragdo no pogo) foram
adicionados e incubados por mais 24 horas. Apds esse periodo, foram adicionados
sobre a cultura celular, 100 ul de uma solugcéo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2-5-difeniltetrazélico (MTT) (Across Organics) a 0,5 mg/mL em meio MEM. Apos
trés horas, o conteudo da placa foi novamente vertido e 100uL de alcool isopropilico
(Mallinckrodt) foram adicionados a cada cavidade da placa para solubilizar os
cristais de formazana formados. Somente células e meio de cultura foram utilizados
como controle negativo, equivalendo a 100% de viabilidade das células peritoneais,
como droga padréo foi usado Taxol® (Sigma) a 0,12, 0,24, 0,49, 0,98, 1,95, 3,91,
7,81, 15,63, 31,25, 62,50, 125 e 250ug/mL (concentragcdo no pogo). A leitura da
absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro UV/Visivel (Multiskan Ascent,
Labsystems Research Tech. Div., Helsinki, Finland), em comprimento de onda de

540 nm e filtro de referéncia 620 nm.

4.3.16- Analise Estatistica dos Resultados

A andlise estatistica dos resultados foi realizada por intermédio do programa
estatistico GraphPad Instat aplicando-se analise de varidncia com determinacdo do
nivel de significancia para p<0,05, através de comparac¢des multiplas pelo teste de
Tukey. Todos os experimentos foram realizados usando cinco animais e cada

determinacao foi executada em triplicata.
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5. RESULTADOS

5.1- Isolamento das proteinas

A pulchelina, 1,25 mg/mL, solubilizada em Tris 20mM NaCl 10mM pH 8,0
apresenta D.O. (densidade 6ptica) de 1,0, o que equivale a concentracao de 1,25
mg/mL no comprimento de onda de 280nm (Mota, 1997).

No isolamento da abrina e ricina obteve-se solugdes puras em PBS, nas
concentracdes 2,024 e 1,78 mg/mL, respectivamente. A D.O. da abrina apresentam
o valor de 1,24 (Ishiguro, et al., 1964), e ricina de 1,156 (Lin et al., 1969).

Observamos que as proteinas ao serem tratadas com 2-mercaptoetanol e
aplicadas no gel de eletroforese SDS-PAGE, mostraram-se em duas bandas no gel,
correspondendo as duas cadeias polipeptidicas, uma de 30 kDa e 33 kDa para

abrina, e uma de 31 kDa e 33 kDa para ricina.

5.2- Viabilidade celular em células peritoneais e células esplénicas

Nos ensaios de determinagdo da viabilidade celular foi verificado que os
macréfagos sdo sensiveis ao potencial toxico das proteinas abrina, ricina e
pulchelina. Os valores dos ICsp, em 24 h de incubagao, para abrina foi 6,4 £ 1,53

ng/mL, para ricina 11,8 £ 1,66 ng/mL e para pulchelina 19,3 * 4,0 (Fig. 6).
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Figura 6. Viabilidade das células do exsudato pertitoneal na presenga de
diferentes concentragdoes da abrina, ricina e pulchelina. Foram utilizadas
suspensdes de celulas do exsudato peritoneal ou de células esplénicas ajustadas a
concentracdo de 5x10° células/mL. Solugdo de MTT foi adicionada as PEC
previamente incubados com solugbes de abrina, ricina ou pulchelina em diversas

concentragdes durante 24h de incubacéo.
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Figura 7: Viabilidade de células do exsudato peritoneal e células esplénicas de
camundongos Swiss na presenga das proteinas abrina, ricina e pulchelina.
Foram utilizadas suspensdes de células do exsudato peritoneal ou de células
esplénicas ajustadas a concentragdo de 5x10° células/mL. Solucdo de MTT foi
adicionada aos macrofagos/linfécitos previamente incubados com solugdes de 0,39
e 0,78 ng/mL de abrina, ricina ou pulchelina, ou LPS 10ug/mL (macréfagos), ou
Concanavalina A 0,5ug/mL (linfécitos) durante 24h de incubacéo. As células em
meio de cultura (RPMI-16400) foram utilizadas como controle, equivalendo a 100%
de viabilidade. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de
triplicata de 5 animais.

*** p<0,001, significativo em relagcao ao controle negativo.

** p<0,01, significativo em relagao ao controle negativo.

* p<0,05, significativo em relac&o ao controle negativo.
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Tabela 1 — Porcentagem de viabilidade celular em PEC e células esplénicas

murinas apos exposi¢do as concentragoes de 0,39 e 0,78 ng/mL

Viabilidade (%)

Abrina 0,39 ng/mL
Abrina 0,78 ng/mL
Ricina 0,39 ng/mL
Ricina 0,78 ng/mL
Pulchelina 0,39 ng/mL
Pulchelina 0,78 ng/mL
LPS 10 pg/mL

PMA 0,2 ug/mL

ConA 0,5 pg/mL

Macréfagos
84,03 + 1,46
83,90 £ 2,56
97,14 + 2,86
84,34 + 1,49
98,68 + 1,53
90,61 £ 2,54
71,08 £ 0,16
99,92 £ 0,15

Linfécitos
95,60 + 1,59
96,50 £+ 0,96
98,65 + 0,41
96,00 + 1,96
95,74 £ 1,27
94,27 + 2,06

100 + 0,00
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As concentracgdes de 0,39 e 0,78 ng/mL foram escolhidas para a realizagdo dos
demais testes, pois macréfagos e linfcitos apresentaram viabilidade acima de 80%

em presenca das proteinas nestas concentragdes (Figura 7 e Tabela 1).

5.3- Determinacé&o da produgédo de oxido nitrico

As células do exsudato peritoneal dos camundongos foram incubadas em
triplicata com as solugdes de abrina, ricina e pulchelina nas concentragdes de 0,39 e
0,78 ng/mL, além do LPS (controle positivo) ou apenas meio RPMI-1640-C (controle
negativo).

Apds incubacdo por 24h, as proteinas n&o induziram niveis de NO
estatisticamente significativos (p> 0,05) em relacdo ao controle negativo. (Fig. 8 e
Tabela 2).
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Figura 8. Producao de o6xido nitrico em cultura de células do exsudato
peritoneal. Os macrofagos peritoneais foram cultivados em meio RPMI-1640-C (C-)
e com o LPS (C+). Os macréfagos peritoneais foram incubados com as solug¢des das
proteinas por 24h nas concentracdes de 0,39 e 0,78 ng/mL. Aos sobrenadantes das
culturas, foi adicionado o reagente de Griess, e ap6s 10 min. a placa foi lida em
espectrofotometro a 540nm. A concentracdo de nitrito foi obtida de uma curva
padrdo com quantidades conhecidas de NaNO,. Os resultados foram expressos
como a média + desvio-padrao de triplicata de 5 animais.

*k%x

p<0,001, estatisticamente significante em relagdo ao controle negativo.
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5.4- Determinacdo da producgéo de peroxido de hidrogénio

As células do exsudato peritoneal dos camundongos foram incubadas em
triplicata com as solugdes de abrina, ricina e pulchelina nas concentracdes de 0,39 e
0,78 ng/mL, além de PMA (controle positivo) ou tampao completo de vermelho de
fenol (controle negativo).

As proteinas nas concentragdes citadas acima n&o induziram niveis de H,O»
estatisticamente significativos (p>0,05) em relagdo ao controle negativo (Fig. 9 e
Tabela 3).
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Figura 9. Produgcao de peroxido de hidrogénio em cultura de células do
exsudato peritoneal. As células peritoneais foram cultivadas em vermelho de fenol
completo (C-) ou com o PMA (C+). As células foram incubadas com as solu¢des de
proteinas por 1h (0,39 e 0,78 ng/mL). A reacédo foi interrompida, e a seguir foram
lidas em espectrofotdmetro a 620nm. Os resultados foram expressos em nanomols
de H,0,/2x10° células, como a média + desvio-padréo de triplicata de 5 animais.

*k%*

p<0,001, estatisticamente significante em relagcdo ao controle negativo.
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5.5- Determinacdo da atividade inibitéria quanto a produgcdo de NO e
H>0,

Para a realizacdo desses testes, a viabilidade celular das células do exsudato
peritoneal foi testada na presenga concomitante das proteinas e dos agentes
estimulantes (PMA ou LPS), demonstrando uma viabilidade superior a 80%,
satisfatéria para a realizacdo dos ensaios.

As solugdes de abrina, ricina e pulchelina inibiram a liberagao de H,O, apos 1
hora de incubac¢do nas concentragdes de 0,39 e 0,78 ng/mL, confirmando o fato de
nao induzirem a sua producéo (Fig. 9). As porcentagens de inibicdo das proteinas
sobre a producao de H,0, estéo ilustradas na Tabela 4.

As proteinas abrina, ricina e pulchelina inibiram fracamente a produgédo de NO
apos 24 horas de incubacdo. As porcentagens de inibicdo das proteinas sobre a

producao de NO estéo ilustradas na Tabela 4.
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5.6- Dosagens das citocinas IL-18, TNF-a, IL-6, IL-12, IFN-y e IL-10

As solugbes de abrina, ricina e pulchelina nas concentragcbdes de 0,39 e 0,78
pg/mL foram testadas em macréfagos para determinar se as mesmas sao capazes
de induzirem a producgéo de IL-1P3, IL-6, IL-12 e TNF-a, e em linfécitos para IL-10 e
IFN-y.

A abrina em todas as concentragdes testadas nao induziu a producéo de IL-6 e
TNF-a, contudo induziu levemente a produgao de IL-13 e fortemente a produgéo de
IL-10, IL-12 e IFN-y, sendo que para IL-12, a estimulagéo foi muito maior do que a
exercida pelo LPS.

A ricina em todas as concentragdes testadas ndo induziu a produgéo de IL-6,
contudo, na concentracéo de 0,78 pg/mL, houve a indugédo de IFN-y, TNF-qa, IL-1f,
IL-10 e IL-12, tendo resultados estatisticamente significativos (p<0,001). Na
concentracao de 0,39 pg/mL, houve inducéo de IL-1[3, IL-12, IL-10 e IFN-y.

Com relacédo a pulchelina, ndo houve estimulagéo da producgao de IL-6 e IL-18,
mas houve estimulagdo de TNF-a, IL-10, IFN-y, na concentracédo de 0,39 pg/mL, e

de IL-10, IFN-y e IL-12, na concentracéo de 0,78 pg/mL.
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comparados ao controle negativo (RPMI-C).
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Figura 11: Indugao de IFN-«y e IL-10 por abrina, ricina e pulchelina em células
esplénicas. Sobrenadantes de linfocitos incubados somente na presenca de
solugado de Conconavalina A (0,5ug/mL), ou de meio de cultura (RPMI-1640) foram
utilizados, respectivamente como controle positivo e negativo. Cada barra
representa a média * desvio padrao de trés experimentos independentes realizados
em duplicata. A analise estatistica foi realizada através de analise de variancia
(ANOVA) utilizando o pos-teste de Turkey. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 quando

comparados ao controle negativo (RPMI-C).
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5.7- Determinagéo da atividade anti-proliferativa em células LM3 e LP0O7

As células de carcinoma de mama (LM3) e pulméao (LP07) foram incubadas em
triplicata por 24 horas com as proteinas abrina, ricina e pulchelina nas
concentragdes de 0,78, 1,56, 3,13, 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 1000 e 10000 ng/mL e
meio MEM (controle negativo). O Taxol foi utilizado como droga padrdao nas
concentracbes de 0,12, 0,24, 0,49, 0,98, 1,95, 3,91, 7,81, 15,63, 31,25, 62,50, 125 e
250ug/mL.

Nos ensaios para determinacao de atividade anti-proliferativa, verificou-se que
as células LM3 e LP07 sao sensiveis ao potencial toxico das proteinas abrina, ricina
e pulchelina, isoladamente, além da droga padréao, Taxol®. Os valores médios de
ICs0 para as células LM3 e LPO7 por 24 e 48 horas de exposicédo, estao

apresentados nas Tabelas 6 e 7, respectivamente.
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Tabela 6 — Valores de IC 50 dos compostos para as células LM3 e LP07 apos 24

horas de exposig¢ao

ICs0 (Ng/mL) LM3 LPO7
Abrina 81,54 + 2,56 175,2 + 2,60
Ricina 822 + 1,45 1084,9 + 2,75

Pulchelina 74,98 + 2,69 1127,0 + 2,41
Taxol® 193,89.10° + 1,36 134,0.10° £ 1,15

Tabela 7 — Valores de IC 50 dos compostos para as células LM3 e LP07 apos 48
horas de exposig¢ao

ICs0 (ng/mL) LM3 LPO7
Abrina 42,8 + 6,36 37,44 + 5,52
Ricina 590,3 + 2,26 609,2+4,0

Pulchelina 91,94 + 4,58 80,11 £ 5,76

Taxol® 12,65.10° + 2,7 85,84.10° + 1,99
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6- DISCUSSAO

Primeiramente, neste trabalho, foi determinada a concentracao inibitéria 50%
(ICs0) das proteinas sobre macrofagos murinos. Em seguida, analisamos a
viabilidade celular em macréfagos e em linfocitos tratados com as proteinas nas
concentragcdes que seriam utilizadas nos testes imunolégicos propriamente ditos, na
presenca e auséncia de LPS ou PMA, de forma que se assegurasse a capacidade
destas células responderem aos estimulos utilizados mostrando-se viaveis.

Em ratos, os sintomas de intoxicag&o por ricina sao lesdes necréticas graves
no figado, pancreas e rins, inflamagdo e hemorragia graves no intestino, ascite
maciga e efusdo pleural (DERENZINI et al., 1976). Baseado nisso, procuramos
encontrar, através do teste de viabilidade celular, uma concentracdo das proteinas
que nao apresentasse efeitos toxicos, mas possuisse valor terapéutico.

A determinagao do ICsq foi realizada em células peritoneais murinas com tempo
de incubagao de 24 horas. Pelos resultados apresentados na Figura 7, observa-se
que os macréfagos mostraram-se muito sensiveis ao potencial tdxico das proteinas,
sendo a abrina (ICsp = 6,4 £ 1,53 ng/mL) mais toxica do que a ricina (ICso = 11,8 %
1,66 ng/mL), e esta que a pulchelina (IC5o = 19,3 £ 4,0 ng/mL).

As diferencas observadas na toxicidade de diferentes RIPs n&o podem ser
conferidas somente pela capacidade da proteina entrar nas células, o que é
conferido pela presenca da cadeia B (cadeia lectinica), pois depende também da
capacidade da proteina escapar, ao menos em parte, da degradacdo por
proteossomas (STIRPE; BATTELLI, 2006). Olsnes e colaboradores (1978)
observaram que células HeLa possuiam mais receptores para ricina (1 a 3x10’) do
que para modecina (2x10°), contudo, a modecina foi muito mais téxica que a ricina
para estas células, o que fez com que concluissem que a toxicidade n&o esta
relacionada com o numero de receptores e consequentemente a quantidade de
proteina que se liga na célula.

Os resultados da viabilidade celular em linfocitos tratados com abrina, ricina e
pulchelina nas concentragdes utilizadas na dosagem das citocinas IL-10 e IFN-y
demonstraram uma viabilidade acima de 90%, o que garante uma resposta

imunoldgica adequada (Fig. 7 e Tabela 1).
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A funcgao primordial do sistema imune é proteger o hospedeiro contra invasao
de patdégenos através de diferentes componentes celulares incluindo macréfagos,
neutroéfilos, linfécitos (T e B). Essas células em resposta a danos teciduais migram
rapidamente para o sitio de agressdo iniciando uma resposta inflamatéria
produzindo varios mediadores que se inter-relacionam.

Os macroéfagos podem ser ativados a partir da estimulagdo com LPS e IFN-y.
Uma das principais caracteristicas dos macréfagos ativados € o aumento de sua
capacidade de liberar mediadores pré-inflamatérios e citotéxicos como
intermediarios do oxigénio e nitrogénio, enzimas hidroliticas e citocinas as quais
podem agir na destruicdo de antigenos. No entanto, esses mediadores ndo sao
especificos e a liberacdo em excesso e descontrolada pode destruir tecidos normais
(MONCADA et. al., 1991).

Outra caracteristica dos macréfagos ativados é a capacidade de distinguir
células normais das células com mitose estimulada ou células tumorais, e lisar
apenas as tumorais. Esse reconhecimento seletivo pode ocorrer pela ligagdo de
macrofagos ativados na superficie da membrana celular (FILDER e SCHROIT,
1998).

Os macréfagos quando ativados produzem diversos mediadores quimicos e
bioldgicos, como espécies reativas do nitrogénio e oxigénio e citocinas. O 6xido
nitrico € o componente principal do grupo chamado espécies reativas do nitrogénio.
Ele exerce diversas fungées no organismo como, neurotransmissdo, homeostasia
vascular, regulacédo imune e defesa do organismo (GATTI et al., 2004). Segundo
Salvemini e colaboradores (1996), o 6xido nitrico € um potente vasodilatador e seu
envolvimento na resposta inflamatéria pode ter relagdo com sua capacidade de
aumentar a permeabilidade vascular e o edema através de mudangas no fluxo
sanguineo local e do aumento na producédo de prostaglandinas pré-inflamatérias.
Nos ultimos anos, estudos demonstraram que o NO esta envolvido em diversos
processos bioldgicos afetando a carcinogénese, incluindo iniciagdo, promocéo,
progressao, metastase, micro-circulagao tumoral e angiogénese (HOFSETH et al,
2003).

Durante a defesa contra organismos patogénicos, o NO produzido por
macrofagos ativados pode atuar contra células epiteliais saudaveis vizinhas,

danificando seu DNA e promovendo a carcinogénese. Baixas concentragdes desse
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mediador podem ter efeito anti-apoptético, enquanto que altas concentragbes podem
induzir apoptose em células suscetiveis (HOFSETH et al., 2003).

Com relagéo a producao de NO pelas proteinas no presente estudo, ndo foi
observada uma estimulagcdo significativa (Fig. 8 e Tabela 2), e as proteinas
exerceram uma leve inibicdo da producao do NO estimulada pelo LPS (Tabela 4),
variando de 10,28 + 4,5 a 21,56 * 2,38 por cento.

Narayanan e colaboradores (2004) observaram através de seus estudos que
abrina induz apoptose em células JR4 Jurkat, o que pode ser através da via
mitocondrial, além disso, eles relataram que a abrina induz a produgdo ROS, este
sendo um efeito da perda do potencial de membrana da mitocéndria, que
desencadeia eventos apoptaoticos.

O peréxido de hidrogénio corresponde a outro mediador quimico produzido por
macrofagos ativados durante uma resposta inflamatéria, sendo ele um dos principais
componentes do grupo de espécies reativas do oxigénio (ROS). O peroxido de
hidrogénio passou a ser considerado como um mensageiro nas cascatas de
sinalizagdo intracelular (RHEE, 1999). Niveis intracelulares moderados de ROS
mostraram-se importantes como um estimulador de proliferacao celular, porém, altos
niveis podem resultar em dano celular, incluindo peroxidacéo dos lipideos, danos ao
DNA, oxidagao de proteinas e inativagdo de enzimas, que podem conduzir a morte
celular (BURDON, 1996; DREHER, JUNOD, 1996).

As proteinas avaliadas ndo induziram a producao de H,O; (Fig. 9 e Tabela 3),
porém elas exerceram uma forte inibicdo de sua producéo (Tabela 4), ao redor de
70%, sendo esses resultados inéditos para a ricina e a pulchelina. E interessante
notar que uma substancia com capacidade inibidora de H,O, pode apresentar
grande potencial antiinflamatorio e, consequentemente, contribuir ao ndo surgimento
da carcinogénese. Resultados similares foram observados em trabalho anterior
realizado em nosso laboratério utilizando a fracdo acetato de etila obtida da planta
Alchornea glandulosa (LOPES et al., 2005).

A partir das sementes de A. precatorius pode-se obter quatro isoformas de
abrina (A-D) e uma aglutinina, esta sendo muito menos tdxica (DLsp = 5 mg/Kg) em
relacdo a abrina (DLsp = 2,8 ug/Kg) (OLSNES, PHIL, 1973). Em experimentos
utilizando a aglutinina na forma nativa, tem-se observado que ela estimula
macrofagos murinos a produzir 150 yM de éxido nitrico quando as células foram

tratadas com 10ng/mL da aglutinina. Além disso, a aglutinina também estimulou alta
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liberacdo de peroxido de hidrogénio por macrofagos, sendo esta estimulagéo
independente da concentracao de aglutinina testada (TRIPATHI, MAITI, 2003).

Os fagécitos podem migrar até os sitios de inflamagéo direcionados por um
processo denominado quimiotaxia. Receptores especificos sdo encontrados na
membrana dessas células e a ligacao fator quimiotatico/receptor pode desencadear
uma série de eventos celulares e bioquimicos, incluindo alteragcées no potencial de
membrana e fluxo de ions, rearranjo do citoesqueleto, extravasamento do conteudo
citoplasmatico, liberagdo de varios mediadores como as citocinas (HAMPTON et al.,
1998; FORMAN e TORRES, 2001; LUM et al., 2002).

Citocinas sao peptideos endoégenos envolvidos na resposta imune. O delicado
equilibrio das citocinas e de outros mediadores inflamatérios parece ser o fator
principal que pode conduzir a uma hiper-inflamagao ou uma hiper-imunossupresséo,
ambos podendo afetar 6rgaos vitais n&do envolvidos na agressao inicial (DELONG,
BORN, 2004).

Interleucina-1 é uma citocina pré-inflamatéria produzida por macroéfagos,
monacitos e células epiteliais. A secregéo de IL-1 ativa uma cascata pré-inflamatéria,
incluindo proliferacédo de células Th1, produgdo de TNF-a, IFN-y, IL-2 e IL-12.
Producdo aumentada de IL-1 é uma caracteristica de desordens auto-imunes, como
artrite reumatoéide (DINARELLO, 1991). A atividade da IL-1B diretamente influencia a
severidade das doencas inflamatorias auto-imunes cronicas, tais como esclerose
multipla, doenca Oéssea inflamatoria e artrite reumatdide (DINARELLO, 1991;
BIOQUE et al., 1995).

Enquanto que o TNF-a é o principal mediador da inflamagdo, com acgdes
diretas sobre a destruicao tecidual e reparacédo de lesées (BEUTLER, 1999). Além
disso, TNF-a medeia muitos eventos cruciais para a iniciacdo de eventos
inflamatoérios agudos e crénicos, incluindo sobre-regulacdo da expresséo de
moléculas de adesao (SPRINGER et al., 1987; SPINGER, 1990), inducdo de outras
citocinas de resposta precoce (IL-1 e IL-6) (LUKACS, STRIETER, KUNKEL, 1993) e
a ativacdo de citocinas quimiotaticas especificas para leucécitos (quimiocinas)
(OPPENHEIM et al., 1991). O TNF-a também tem a capacidade de estimular a
producdo de NO em macréfagos através da expressao de iNOS, entédo estimulando
a atividade microbicida destas células (CARLOS et al., 2004)

No presente trabalho, observou-se uma producéo de IL-1B, estatisticamente

significativa, pela abrina e ricina nas concentragbes testadas (p<0,001), contudo a
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pulchelina ndo apresentou estimulagao significativa (p>0,05). Em relagdo a produgéo
de TNF-a, somente a ricina (0,78 ng/mL) e a pulchelina (0,39 ng/mL) apresentaram
producédo significativa (p<0,001) ao redor de 34,84 pg/mL e 30,44 pg/mL,
respectivamente (Fig. 10 e Tabela 5). Nossos resultados em relagdo a pulchelina
sdo inéditos sem nenhum relato na literatura.

Korcheva e colaboradores (2007) demonstraram que ricina na concentragao de
10 ng/mL estimulou a produgédo de TNF-a (aproximadamente 20 pg/mL) em
macréfagos da medula 6ssea de camundongos C57BL/6J (5x10° células), valor
diferente do encontrado neste trabalho. Um dos fatores que poderia estar
influenciando nesse resultado é que os pesquisadores americanos nao realizaram o
teste do sal de tetrazolio, MTT, que nos assegura a viabilidade celular intrinseca do
teste.

Licastro e colaboradores (1993) relatam a inducao da liberagéo de IL-13 e TNF-
a por células mononucleares humanas do sangue periférico quando tratadas com
abrina. A liberagdo de TNF-a foi dose-dependente. A maxima liberacdo destas
citocinas ocorreu quando as células foram tratadas com abrina 5,0 pM, sendo que,
quando usado concentra¢cdes maiores da proteina ndo ocorreu liberacao delas, apos
24 horas de incubacéo. Além disso, observaram que quando o tempo de incubacéo
foi aumentado para 48 horas, houve uma menor produgdo de TNF-a e maior
producéo de IL-1B, quando comparado com incubagdo de 24 horas. Os autores
sugeriram que estas citocinas produzidas por macréfagos estimulados e/ou lesados
pela abrina podem contribuir para a patogénese das lesdes e outros efeitos
observados apos intoxicagao por abrina.

Ricina também estimulou a produgcéo de TNF-a em células RAW 264.7, uma
linhagem de macrofagos murinos, sendo também dose-dependente até a
concentracédo de 100 ng/mL de ricina, e concentragdes acima desta induz menor
producao da citocina (KORCHEVA et al., 2005).

Além dos macréfagos serem potentes células secretoras de citocinas, os
linfécitos T compartilham essa atividade. Células T sao freqientemente classificadas
em 2 categorias, tipo 1 (Th1) e tipo 2 (Th2). Células Th1 sao as principais produtoras
de IFN-y e IL-2, e células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. As citocinas Th1
aumentam a imunidade mediada por células e as citocinas Th2 aumentam a
imunidade humoral (MOSMANN et al., 1986).
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Interferon-y é uma glicoproteina homodimérica produzida por ambas as células
T CD4+ e CD8+ e células NK (YOUNG, HARDY, 1990). No caso de células CD4+,
IFN-y é primariamente produzido pelo subconjunto Th1. IFN-y exibe varias
propriedades classicas de ativagdo de macréfagos (FARRAR, SCHREIBER, 1993).
Ele aumenta a expressao de antigenos de MHC classe Il, induz produg¢éo de varios
intermediarios reativos do oxigénio, e potencializa sintese de citocinas como TNF-aq,
IL-1B e IL-6. IFN-y potencializa a produgéo de TNF-a em mondcitos estimulados com
LPS pelo aumento tanto da transcricdo de TNF-a como da estabilidade do mRNA do
TNF-a (HAYES, FREEMAN, DONNELLY, 1995). Nossos resultados de producgéo de
IFN-y mostram em todas as concentracbes testadas, alta producdo de IFN-y (ao
redor de 300 pg/mL, p<0,001, comparados com o controle negativo) (Fig. 11 e
Tabela 5).

O IFN-y tem demonstrado potencializar a inibicdo do crescimento de células de
cancer de mama in vitro (CORADINI et al., 1997; LINDNER e BORDEN, 1997).
Estudo demonstrou que os linfécitos e IFN-y colaboram para a protecado contra o
desenvolvimento de sarcomas carcindgeno-induzidos, carcinomas epiteliais
espontaneos e também para a selec&o por células tumorais com imunogenicidade
reduzida (SHANKARAN et al., 2001).

O IFN-y foi originalmente definido como um agente com ag&o antiviral, mas
suas propriedades incluem a regulacao de varios aspectos da resposta imune, como
a estimulacdo da atividade microbicida dos macréfagos, estimulagcdo da
apresentacao de antigenos pelas moléculas do complexo de histocompatibilidade
principal, coordenagao das interagdes entre os leucoécitos e o endotélio, efeitos na
proliferacédo celular e na apoptose, bem como na estimulagéo e represséao de varios
genes cuja significancia funcional ainda permanece obscura (BOEHM et al., 1997).

Quando uma resposta inflamatoéria aguda é ativada, a sequiiéncia de citocinas
pro-inflamatorias inicia-se com a producao imediata de IL-1 e TNF-a. Eles estimulam
a liberacéo de IL-6 que realiza um importante papel iniciando a reacao hepatica de
fase aguda (LUSTER et al., 1994).

A Interleucina-6 é uma citocina multifuncional com varios efeitos estimuladores
sobre o crescimento celular e inflamagéo. A IL-6 € produzida por células B e T,
células endoteliais, fibroblastos, macrofagos e células epiteliais. Ela estd envolvida

na iniciagdo e manutencado da resposta inflamatoria de fase aguda. Além disso,
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aumenta proteinas de resposta de fase aguda associadas com inflamagéo e dano
tecidual, tem sido implicada na diferenciacdo de células progenitoras
hematopoiéticas, na proliferagdo e diferenciacdo de uma variedade de tipos
celulares, por exemplo, células neuronais e mieldides (SCHELLER, OHNESORGE,
ROSE-JOHN, 2006). IL-6, como outras citocinas cujos receptores compartilham a
subunidade de transducgao gp130, tem sido mostrada inibir a producdo de TNF-a
tanto in vivo e como in vitro (ADERKA, LE, VILCEK, 1989).

Nossos resultados mostram uma producéo de IL-6 (Fig 10 e Tabela 5) pelas
proteinas nas concentragbes testadas similar a observada no controle de células
(células somente com meio de cultura), ou seja, ndo observamos liberagédo de IL-6
estatisticamente significativas pelas proteinas. Diferente de nossos resultados,
Korcheva e colaboradores (2005) observaram um aumento nos niveis de IL-1(3,
TNF-a e IL-6 no soro de camundongos, 24 horas apds serem tratados por via
intravenosa com ricina (12ug/100g de peso corpéreo).

A IL-12 é uma citocina imuno-reguladora que promove imunidade mediada por
células. Ela estimula a produg¢ao de IFN-y por células NK e T. A IL-12 esta envolvida
na indugédo e manutencao de respostas Th1 (BROMBACHER, KASTELEIN, ALBER,
2003). Altos niveis de IL-12 produzidos por células dendriticas ativam células T CD4
para secrec¢do de citocinas Th1. Contudo, células dendriticas secretoras de IL-12
ndo polarizam fortemente a secre¢éo de citocinas por células T CD8+, mas aumenta
bastante a avidez funcional das células T, provavelmente em parte através da
expressdo aumentada de CD8 aff (XU et al., 2003).

Outra citocina determinada foi IL-12, na qual observamos uma alta inducéo
desta citocina pelas proteinas, sendo maior que a indugao pelo LPS, utilizado como
controle positivo. Contudo a producdo desta citocina pela pulchelina na
concentragédo 0,39 ng/mL nado foi estatisticamente significativa, sendo levemente
menor que a encontrada no controle negativo (células somente na presenga do meio
de cultura) (Fig. 10 e Tabela 5).

Um dado importante que nos chama a atencdo é a producdo de mediadores
antiinflamatérios. A resposta antiinflamatéria inicia-se com a producao de IL-1ra,
receptor soluvel de TNF-a e IL-10. Isto reduz os niveis e atividade de IL-1 e TNF-a.
Dependendo do estimulo fisico, outras citocinas como fator de crescimento derivado

de plaqueta (PDGF) e fator de transformacédo e crescimento beta (TGF-B) séo
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produzidos e desempenham um papel no processo de remodelacdo do tecido
(KELLY, 1990; RUBIN et al. 1995).

A IL-10 ¢é produzida por varias células, incluindo linhagem de
monaocitos/macréfagos, queratinécitos, linfécitos T e B e mastécitos. Ela possui
atividades imuno-modulatérias potentes, afetando multiplos tipos celulares em
diferentes formas. Entdo, IL-10 induz proliferacdo ou diferenciacdo de mastocitos,
linfécitos T citotdxicos, células B, e timécitos; aumenta citotoxicidade dependente de
antigeno mediada por mondcito, e respostas de células T a IL-2. A IL-10 também
possui fungdes imunossupressoras, diminuindo a atividade de células T e NK e
inibindo funcdo de apresentacdo de antigenos. IL-10 € também um potente inibidor
de mondcitos/macrofagos, suprimindo sua capacidade de secretar citocinas e servir
como células acessoérias para estimulacdo da fungdo de célula T (PARRY et al,
1997).

A producado de IL-10 em culturas de linfocito na presenga das proteinas em
estudo mostra valores de moderados a altos (Fig. 11, Tabela 5), demonstrando que
as RIPs do género Abrus induziram maiores liberagdes, podendo significar proteinas
com capacidade antiinflamatéria.

Mota (1997) observou que a isoforma 3 da pulchelina induziu significativamente
exsudacgao de neutréfilos para a cavidade peritoneal de camundongos Swiss apos 6
horas da injecédo intraperitoneal. Além disso, todas as isoformas apresentaram
atividade quimiotatica in vitro para neutréfilos humanos.

A IL-10 tem sido sugerida como um potente sinal de recrutamento para
migracao de leucocitos in vivo (PARRY et al., 1997) e assim sendo essa migragao
de neutréfilos pode ser devido a estimulagédo da producao de IL-10 pela pulchelina
observada no presente estudo. Outro dado que corrobora com a produgao de IL-10
€ de que a administragcéo de ricina induz uma resposta de IgE, aumentando também
a resposta contra outros antigenos administrados concomitantemente (THORPE et
al., 1989).

Tudo leva a crer que abrina, ricina e pulchelina, por serem imunogénicas,
podem funcionar como coadjuvantes contribuindo para o aumento da resposta
imune contra diversos antigenos a que o organismo se exponha conjuntamente. Isso
reflete diretamente nas observagdes atuais de que as imunizagdes mais eficientes

englobam ambas as respostas Th1 e Th2. Nesse ponto particular, em nosso estudo,
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essas proteinas induziram esses dois tipos de resposta imune observada a partir de
seu perfil de citocinas:

-abrina promoveu a producgao de IL-18, IL-12, IFN-y e IL-10;

- ricina produziu IL-1B, IL-12, IFN-y, TNF-a e IL-10;

- pulchelina promoveu a produgao de IL-12, TNF-a, IFN-y e IL-10.

Sabe-se que as interacdes entre as células tumorais com seu microambiente
podem afetar o crescimento tumoral e a formacao de metastase. O microambiente
tumoral pode variar entre os tipos de tumores e os estagios da doenca, fato que é
complexo e consiste de muitos fatores e tipos celulares. Dentre os componentes do
microambiente tumoral, as células inflamatérias e as citocinas tém demonstrado
desempenhar um papel-chave no cancer de mama (BEN-BARUCH, 2003). Outro
fato, ndo menos importante quanto as proteinas em analise, € que pela presenca de
forte toxicidade, elas podem ser utilizadas como antitumorais.

Em 2005, o cancer foi o responsavel por 13% de todas as mortes no mundo.
Os principais tipos de cancer com maior mortalidade foram: pulméo, estbmago,
figado, c6lon e mama. No Brasil, as estimativas para 2008 apontam que, a excegéo
do cancer de pele do tipo ndo melanoma, os tipos mais incidentes serdao os canceres
de prostata de pulm&o no sexo masculino e os cancer de mama e de célon do utero
no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada no
mundo (Instituto Nacional do Cancer, 2008).

O céncer de pulmao esta associado ao ato de fumar. A continua exposigcédo aos
carcindbgenos do cigarro resulta no acumulo de diversas alteragcbes de genes
relacionados a tumorigénese conduzindo a lesdes bronquiais neoplasicas (PANANI,
ROUSSOS, 2006).

Com relagcdo ao céncer de mama, o historico familiar e a exposi¢ao
acumulativa ao longo da vida a hormdnios reprodutivos, este sendo o mais
significativo e bem caracterizado fator de risco para o desenvolvimento desse tipo de
tumor (POLYAK, 2006).

Mulheres, que entraram na menarca precocemente, ou que entraram na
menopausa tardiamente, podem desenvolver cancer de mama pelo prolongamento
do tempo de exposicdo ao estrogeno. Este induz a proliferagdo celular, tanto
benigna como maligna e induz a secrecéo de fatores de crescimento mitbgenos por
estimulacao direta (SCHNITT et al., 1988).
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O papel do sistema imune na proteg¢édo contra o cancer tem sido marcado por
duas posicbes extremas. Sugere-se que a imuno-vigilancia seja responsavel pela
deteccédo e eliminagao das células tumorais, sendo o principal mecanismo pelo qual
o desenvolvimento tumoral é controlado. Por outro lado, a imuno-estimulagcéo prediz
que baixa reatividade imune contra tumores, como é usualmente observada em
pacientes com cancer, € estimulante para o crescimento das células tumorais
(JAKOBISIAK, LASEK, GOLAB, 2003). A infiltragcdo tumoral por células inflamatorias
tem sido detectada em humanos e em tumores experimentais. Sendo estes
infiltrados predominantemente compostos por linfécitos e macréfagos, mas células
dendriticas, granulécitos e mastécitos também podem estar presentes (BOON et al.,
1994).

A presenca de anticorpos, em pacientes com tipos distintos de tumores, que
reconhecem antigenos e que pode estar vinculada com sindromes paraneoplasicas,
0 que indica uma resposta policlonal e multifuncional nestes pacientes (ANTOINE et
al., 1999; BAZHIN et al., 2001; FERNANDEZ MADRID et al., 2005).

Deve-se levar em conta que as proteinas com elevada expressao nas células
tumorais, poderiam estar atuando como antigenos desencadeando uma resposta
imune humoral em portadores de tumor (FISZMAN et al., 2005). Baseados nessa
descoberta, pesquisadores estdo desenvolvendo um novo tratamento contra o
cancer chamado imunotoxinas, nas quais as moléculas de toxicidade conhecida séo
acopladas as moléculas de anticorpos contra antigenos especificos tumorais. Os
anticorpos funcionam direcionando as toxinas para as células tumorais.

Algumas imunotoxinas tém sido produzidas utilizando-se proteinas inativadoras
de ribossomos (RIPs) dos tipos | e Il. Contudo, as RIPs do tipo Il ndo podem ser
usadas sem passarem por tratamento, bloqueando-se seus sitios de ligagao
lectinica, para que as imunotoxinas néo se liguem as células sadias que possuem
receptores contendo carboidratos em sua composicdo. Outra opcao foi utilizar
somente a cadeia com atividade enzimatica, cadeia A, das RIPs tipo Il, na producgé&o
das imunotoxinas, que tem se mostrado mais promissoras (FRACASSO et al., 2004).

Realizando-se a técnica colorimétrica, que utiliza solugdo de brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), demonstramos a citotoxicidade, apds 24 e
48 horas de incubacao, em linhagens de cancer de mama (LM3) e cancer de pulméo
(LPO7) murinos (Tabelas 6 e 7), através da determinagao do ICso da abrina, da ricina

e da pulchelina em diversas concentragdes, e comparamos os resultados obtidos
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com os encontrados quando utilizamos solu¢des em diversas concentragbes de
Taxol®, um medicamento antineoplasico utilizado em rotina contra cancer de pulméo
(DAVIES et al., 2003) e de mama (OZOLS, 2003).

Em nosso trabalho, observamos que as proteinas se mostraram extremamente
mais toxicas as células tumorais do que o Taxol® tanto em 24 horas (Tabela 6),
como em 48 horas de incubacado (Tabela 7). A citotoxicidade da abrina, ricina e
taxol®, com excegao da pulchelina, elevou-se com o aumento do tempo de
incubagdo com as células LM3. As proteinas mostraram maior toxicidade as células
LM3 do que as LP0O7 apo6s 24 horas de incubacéo, enquanto que com tempo de
incubacao de 48 horas, a toxicidade as duas linhagens celulares € equivalente. Em
relacédo ao Taxol®, este se mostrou mais toxico as células LP0O7 com 24 horas de
incubagdo, a situagdo se invertendo com o tempo de incubagéo de 48h, onde o
Taxol® mostra maior toxicidade as células LM3.

Estudos realizados com diferentes tipos celulares mostram alta variabilidade na
sensibilidade entre as RIPs. Experimentos utilizando células mutantes com varias
alteragdes no transporte intracelular de proteinas mostraram que elas s&o mais
resistentes as RIPs do que células normais (ROFF et al., 1990; LAURIE; ROBBINS,
1991). Resultados de experimentos sugerem que existe uma correlagcdo entre a
citotoxicidade das RIPs e a rota intracelular delas nas células, o que pode variar
entre diferentes tipos celulares dependendo da expressao de diferentes tipos de
moléculas-ligantes na superficie celular, da variedade de ligantes conduzindo-as a
diferentes compartimentos e a disponibilidade de varias vias de transporte das RIPs
para o alvo citosolico (SANDVIG et al., 2002).

Abrina-a, uma isorforma da abrina, mostrou atividade citotéxica e cito-
aglutinante contra diversas linhagens tumorais como Jurkat, CCRF-HSB-2, MOLT-4,
RPMI8402 e BALL-1. CCRF-CEM e BALM-1 foram fracamente aglutinadas pela
abrina-a, mas elas foram muito sensiveis ao potencial téxico da abrina-a. Enquanto
que, as células NALM-6 foram fortemente aglutinadas, mas mostrando pouco menos
sensiveis ao citotoxicidade promovida pela toxina (MORIWAKI et al., 2000).

Fodstad e colaboradores (1977) transplantaram células asciticas de Ehrlich em
camundongos e depois trataram esses camundongos com abrina e ricina.
Observaram que a abrina aumentou o tempo de sobrevivéncia dos camundongos
entre 43 e 93%, em relacdo aos camundongos nado tratados com a proteina, os

animais apresentaram somente uma pequena perda de peso, que foi recuperado
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apos o sexto dia. Contudo, a ricina sé aumentou o tempo de sobrevida em 29%, mas

as duas proteinas promoveram uma consideravel redu¢ao na formacgéo de ascites.
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7 - CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos com o presente trabalho, pode-se concluir que:

- Os macroéfagos murinos mostraram-se sensiveis ao potencial toxico da abrina,

ricina e pulchelina: abrina >ricina>pulchelina;

- As concentragdes das proteinas utilizadas nos testes imunologicos determinaram
viabilidade acima de 80% em culturas de células do exsudato peritoneal e células

esplénicas;

- A abrina, ricina e pulchelina ndo induziram a estimulagdo da produgado de 6xido
nitrico, exercendo uma leve inibicdo sobre a produg¢ao deste mediador estimulada

pela presenca do LPS;

- A abrina, ricina e pulchelina ndo induziram a estimulagao da producéo de peréxido
de hidrogénio, exercendo uma forte inibicdo sobre a produgédo deste mediador

estimulada pela presenca do PMA.

- Quanto a producao das citocinas:

--a abrina promoveu a produgéo de IL-1p, IL-12, IFN-y e IL-10.

--a ricina produziu IL-18, IL-12, IFN-y, IL-10 e TNF-a..

--e a pulchelina promoveu a produgao de IL-12, TNF-a, IFN-y e IL-10.

As proteinas apresentaram tanto uma resposta Th1 (resposta imune celular) como

Th2 (resposta imune humoral).

- A abrina, ricina e pulchelina nas concentrag¢des testadas n&o induziram a producgéo

de IL-6 pelos macrofagos.

- Quanto a citotoxicidade das proteinas sobre as células LM3 e LP07:
-- As proteinas mostraram-se mais toxicas do que a droga controle, Taxol, em

ambos os tempos de incubacéo.
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Abstract

Abrin, ricin and pulchellin are type-2-ribosome-inactivating proteins, obtained from
seed of Abrus precatorius, Ricinus communis and Abrus pulchellus tenuiflorus. In this
study, we determined the mixed Th1/Th2-immune response stimulated by them and
their anti-tumoral activity against breast and lung tumoral lineage (LM3 and LPO7,
respectively). Abrin, ricin and pulchellin presented a high inhibition of H,O, production
in murine PEC, and stimulated the production of Th1 and Th2 cytokines, like IL-1(3,
TNF-a, IFN-y, IL-12 and IL-10. The proteins were more toxic to LM3 and LPOQ7 cells
than Taxol, an anti-neoplasic drug currently used in breast and lung cancer treatment.

Keywords: abrin, ricin, pulchellin, cytokines, hydrogen peroxide, tumoral cells

1. Introduction

In 2005, cancer was responsible for 13% of all the deaths in the world. The main
cancer types with higher mortality rate were lung, stomach, liver, colon and breast. In
Brazil, the estimative for 2008 indicates that, exceptionally for the no-melanoma skin
cancer type, the most incident cases will be prostate and lung cancer in men and
colon and uterus cancer in women, following the same profile of the magnitude seen
in the world [1].

Abrin, ricin and pulchellin are proteins obtained from seeds of Abrus precatorius,
Ricinus communis and Abrus pulchellus tenuiflorus, respectively. They are members
of type-2-ribosome-inactivating proteins (RIPs), which are composed by two
polypeptide chains, an enzymatic-A chain that has N-glycosidase activity, and a
lectinic-B chain, specific galactose, capable of binding to cells [2,3,4]. Published data

about pulchellin activity in immune system are inexistent. The ability of abrin and ricin



102

to kill several murine and human cell lines, like Sarcoma 180, Ehrlich ascites cells
have been related [5,6].

Ricin is able to stimulate human peripheral-blood mononuclear cells to produce IL-13
and TNF-a [7], cytokines responsible to mediate cellular immune response (Th1). All
RIPs and ricin [8] are strongly immunogenic, and their administration to animals
induces antibodies production, with cross-reaction only among RIPs from plants
belonging to the same family [9]. RIPs are also very allergenic and ricin induces IgE
response after its administration [10]. The production of immunoglobulin, including
IgE, associated with antibody and allergic responses can occur by stimulatingTh2
profile with IL4, IL-5, IL-6 and IL-10 production [11].

It is known that the RIPs’ cytotoxic effect is not only due to their N-glycosidase
activity, their stimulation of cytokine production is also important. In this work, we
determined their stimulation of IL-1B, TNF-a, IL-12, IFN-y and IL-10 production and

their citotoxicity to murine breast and lung adenocarcinoma cells.

2. Material and methods

2.1. Isolation of the proteins

Pulchellin was isolated from the seeds of Abrus pulchellus as described [12]. Abrin
and ricin were isolated from the seeds of Abrus precatorius and Ricinus communis,
respectively. Dehulled seeds of A. precatorius and R. communis were ground by a
mixer and the fine flour obtained was suspended (1:10 w/v) in saline solution (0.9%
NaCl) for 3 hours at 4°C and centrifuged at 12000 g for 20 minutes at 4°C. The
supernatant was loaded onto an immobilized Adenanthera pavonina L.

galactomannans column, previously equilibrated with the same solution. The
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unbound material was eluted from the column with saline solution, whereas the
absorbed proteins were obtained in a single peak elution with a solution 0.1M glicine.
The fractions containing abrin or ricin were dialyzed with PBS solution pH 7.2. The
samples were sterilized using 0.22um-membrane and conditioned at -80°C to

posterior utilization.

2.2. Animals

Six-week old male Swiss mice (6-8 weeks old, 18 to 25 g) were used. The animals
were maintained in a polycarbonate box (at 23 £ 1 °C, 55 + 5% humidity, 10-18
circulations/h and a 12-hour light/dark cycle), with water and food available ad
libitum. The experiments were performed in accordance with the regulations of
Research Ethics Committee (# 32/2006), Faculty of Pharmaceutical Sciences,

UNESP, S3o Paulo, Brazil.

2.3. Peritoneal exsudate cells (PEC)

Thioglycollate-elicited peritoneal exsudate cells (PEC) were harvested from the Swiss
mice by using 5.0 ml of sterile PBS, pH 7.4. The cells were washed twice by
centrifugation at 200g for 5 minutes at 4°C and re-suspended in appropriate medium

for each test.

2.4. PEC supernatant

The supernatants of PEC-culture were used in the TNF-a, IL-18 e IL-12
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determination. The cells were adjusted at 5 x 10° cells/mL in a RPMI-1640-C medium
and 500 pL were placed into each well of 48 microtitre plates (Corning, Inc., EUA).
The plate was incubated for 1 hour at 37°C under 5% CO, (Forma Scientific). After
that, the non-adherent cells were removed through washes with RPMI-1640-C
medium. After that, 250uL of RPMI-1640-C medium and 250uL of abrin, ricin or
pulchellin at 0.78 ng/mL were added to the adherent peritoneal cells. Cells incubated
with lipopolysaccharide from Escherichia coli O111:B4 (Sigma) at 10ug/mL or only
with RPMI-1640-C medium were used as positive and negative controls, respectively.
The plates were incubated for 24 hours at 37°C under 5% CO; (Forma Scientific).
The supernatants were collected and centrifuged at a refrigerated centrifuge (Hettich,
Germany) at 7800 xg for 10 minutes, aliquot and stored at -80°C until the moment of

use.

2.5. Splenic cells

The spleens were aseptically collected and placed on a sterile Petri plate (Corning,
Inc.) with 3.0 mL RPMI-1640 culture medium (Sigma). The cell suspension was
obtained by tweezing the spleen and washing it three times with the RPMI-1640
described before. The cells were re-suspended in a concentration of 5x10° cells/mL
of RPMI-1640 with 5% of fetal bovine serum, 100 U/mL of penicillin, 100 U/mL of

streptomycin and 50mM of 1-mercaptoethanol.
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2.6. Splenic cells supernatant

For the IFN-y and IL-10 production, 500 yL of the cellular suspension and 500 pL of
abrin, ricin or pulchellin at 0.78ng/mL were placed into each well of 48 microtitre
plates (Corning, Inc., EUA). The present study used cells with Concanavalin A
(ConA) at 0.5 yg/mL or RPMI-1640-C medium as positive and negative controls,
respectively. The plates were incubated for 24 hours at 37°C under 5% CO, (Forma
Scientific). The supernatant was collected and centrifuged at a refrigerated centrifuge
(Hettich, Germany) at 7800 xg for 10 minutes. The supernatants were aliquot and

stored at -80°C for a later use.

2.7. Assessment of cellular viability

For the cellular viability assay, it was used the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) test [13]. The cells were re-suspended in RPMI-
1640 containing 5% of fetal bovine serum, 100 U/mL of penicillin, 100 U/mL of

streptomycin and 50 mM of 1-mercaptoethanol in order to obtain an adjustment to
the concentration of 5x106 cells/mL. It was added 100uL of the cellular suspension
and 100 pL of the abrin, ricin and pulchellin, in different concentrations in each well of
the plate and incubated for 24 hours at 37°C under 5% of CO2. The MTT was added
(100 pL) and the plate was incubated for 3 hours at 37°C under 5% of COz2. The
formazan formed was dissolved in acidic 2-propanol and the optical density was
measured using a microplate reader (Multiskan, Labsystem) equipped with a 540nm
filter and 620 nm reference filter. The optical density of dissolved formazan in the

control (untreated cells) was taken as 100% of viability.
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2.8. Hydrogen Peroxide (H,0-) inhibition

PEC cells were re-suspended at a concentration of 2x10° cells/ml in a solution of
phenol red containing 140 mM NaCl, 10 mM potassium phosphate, pH 7.0, 5.5 mM
dextrose, 0.56mM phenol red, and type Il horseradish peroxidase, 0.01 mg/mL,
(Sigma). Aliquots of 100 pyL were transferred to flat-bottomed 96-well culture plates
(Corning). A 50 ul volume of the abrin, ricin or pulchellin at 1.17 ng/ mL and 50 pl of
phorbol myristate acetate (PMA, Sigma) at 0.2 mM were added. PMA was used as
positive control, and buffered phenol red, as negative control. The plates were
incubated for one hour at 37 °C under 5% CO; and the reaction was stopped by the
addition of 50 ul of 4 N NaOH. Experiments were run in triplicate. Absorbance was
determined with an automatic ELISA photometer using a 620 nm filter. The results
were expressed as nanomols of H,O, mL™" peritoneal cells, from a standard curve
established in each test consisting of known molar concentrations of H,O in buffered

phenol red [14, 15].

2.9.1L-18, IL-10, IL-12, TNF-a and IFN-y measurement

The IL-1B, IL-12, TNF-a cytokine released in the supernatant of PEC culture, IFN-
and IL-10 in the supernatant of spleen cells were quantified by immunenzymatic
assay (ELISA). The 96-well plates were coated overnight at 4°C with 100 pyL/well of a
purified rat anti-mouse cytokine capture antibody (anti-IL-18, anti-IL-10, anti-IL-12,
anti- TNF-a) (Kit BD OptEIA, San Diego, CA) in 0.1M sodium carbonate buffer, pH
9.5 (IL-1B and IFN-y) or 0.2M sodium phosphate buffer, pH 6.5 (IL-12, IL-10 and
TNF-a). Plates were washed three times with 0.01M phosphate — buffered (pH 7.2)

saline (PBS) containing 0.05% Tween 20 (PBS-T). Plates were blocked with 200
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uL/well of 0.01M phosphate — buffered (pH 7.2) saline (PBS) containing 10% fetal
bovine serum at room temperature for 60 minutes, and washed three times with PBS-
T. 100 pL of standard murine cytokines (BD OptEIA) or samples (supernatant of
PEC/lymphocytes culture) were added to appropriate wells. Plates were incubated at
room temperature for 120 minutes, washed five times with PBS-T, and 100uL of
antibody biotinylated goat anti-mouse cytokine IL-13, IL-12, TNF-a, IFN-y and IL-10 +
Streptavidin-Horseradish peroxidase conjugate reagent (BD OptEIA) were added in
each well. Plates were incubated at room temperature for 60 minutes, and washed
seven times with PBS-T. Plates were then washed seven times with PBS-T and 100
ML of substrate tetramethylbenzidine (TMB) and hydrogen peroxide (BD
Pharmingen™ TMB Substrate Reagent) were added to each well and the plates were
incubated for 30 minutes in the dark. The reaction was stopped by adding 50 pL of 2
N H,SO4. Absorbance was read at 450nm by a microplate reader (Multiskan Ascent,
Labsystems®), and cytokine concentrations were calculated by a curve of known
concentrations of IL-1B, IL-12, TNF-a, IFN-y, IL-10 standards. Results were

expressed in picograms/mL.

2.10. Anti-proliferative activity against LM3 and LP07

Cellular growth was quantified using MTT assay [13]. After trypsinization, the cells
were washed and adjusted at a concentration of 5x10* cell/ml. 200 pl of the tumoral
cell suspension were plated in each well of flat-bottomed 96-well culture plates
(Corning), and incubated at 37°C under 5% CO,. The microtiter plates containing
cells were pre-incubated for 24 hours to allow stabilization prior to the addition of the

samples. After this period, 200 pl of the abrin, ricin, pulchellin or Taxol (Sigma) in
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different concentrations were added and incubated for 24 or 48 hours in the same
conditions. After cultivation, the medium was replaced for fresh medium containing 1
mg/ml of MTT. After three hours, the medium was removed and 100 uL of isopropilic
alcohol (Mallinckrodt) was added to solubilize the formazan crystals formed. The
absorbance was measured at 540nm with a reference filter of 620 nm on a
spectrophotometer  (Multiskan Ascent, Labsystems). The 50% inhibitory
concentration for cell-growth (ICso) values were expressed as the dose resulting in
50% reduction of tumoral cell growth and were calculated by linear regression using

Microcal Origin 7.0.

2.11. Statistical Analysis

The results are expressed as means £ S.D. Each experiment was performed at least
three times. One-way ANOVA with Tukey’s post test was performed using GraphPad
InStat version 3.00 for Windows 95, Graph-Pad Software, San Diego, California,

U.S.A. Values of p< 0.05 were considered statistically significant.

3. Results

3.1. Assessment of cellular viability

In the cellular-viability test it was verified that abrin, ricin and pulchellin showed a high
citotoxicity to murine PEC after 24 hours of incubation. The 50% inhibitory
concentration were 6.4 £ 1.53 ng/mL, 11.8 + 1.66 ng/mL and 19.3 + 4.0 ng/mL for

abrin, ricin and pulchellin, respectively.
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To perform the other tests the concentrations at 0.39 ng/mL (well concentration) were
chosen, where it could be observed a good cellular viability >80% (data not

presented), which made possible the occurrence of a satisfactory immune response.

3.2. H;0; inhibition
Abrin, ricin and pulchellin incubated with PEC cells in the PMA’s presence inhibited
the hydrogen peroxide production after one hour of incubation, values varying from

71.09 £ 1.95 to 86.81 £ 2.80 (Table 1).

3.3.1L-18, IL-10, IL-12, TNF-a and IFN-y measurement

The cytokines IL-1B, TNF-a, IL-12 (Figure 1), IFN-y and IL-10 (Figure 2) were
determined by ELISA. Abrin did not stimulate the TNF-a production, but it induced
lightly IL-1B and strongly IL-10, IL-12 and IFN-y (p<0.001); ricin showed ability to
induce IL-1B, IFN-y, IL-12 (p< 0.001) and IL-10 (p<0.05); and pulchellin was not able

to induce the IL-1B production and stimulated IFN-y, TNF-a and IL-10 (p< 0.001).

3.4. Measurement of anti-proliferative activity against LM3 and LP07

It was observed that abrin, ricin and pulchellin, when incubated with LM3 and LPO7
cells for 24 or 48 hours of incubation, were more cytotoxic than Taxol, a current
anticancer drug obtained from Taxus brevifolia and utilized against breast and lung

cancer. Abrin showed the highest toxicity followed by pulchellin and ricin. Their
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citotoxicity was higher to LM3 than to LP0O7 with 24 hours of incubation, but it was

similar to both cells lineage within 48 hours (Table 2 and 3).

4. Discussion

Macrophages have presented inflammatory functions within the innate response and
they contribute to an adaptive response presenting the epitope-antigen to help T
cells. The macrophages activities during cancer are predominantly unspecific and
they induce citotoxicity to tumoral cells by suppressing T and NK cells response.
These macrophages functions can be mediated, among other factors, by reactive
nitrogen species, reactive oxygen species or TNF-a [16]. According to researchers,
the PEC consists of 20-25% of macrophages, 1% of mast cells with the remainder
being neutrophiles [17]. Initially, it was determined the 1Csy by utilizing PEC at 24
hours of incubation. It was observed that PEC was sensible to the toxic potential of
the proteins, abrin being the most toxic (ICsp = 6.4 + 1.53 ng/mL), followed by ricin
(ICs0 = 11.8 £ 1.66 ng/mL), and by pulchellin (ICsp = 19.3 + 4.0 ng/mL). Due to their
high citotoxicity, the concentration of 0.39 ng/mL (well concentration), which showed
>80% viability, was chosen to perform the immunological tests.

Macrophages can be activated by LPS and IFN-y stimulation. The major activated
macrophage feature is enhancing its capacity of releasing pro-inflammatory and
cytotoxic mediators like oxygen and nitrogen species, hydrolytic enzymes and
cytokines, which can act at the antigens’ destruction, although, their exceeded and
uncontrolled production can destroy normal tissues [18]. In the present experiments,
abrin, ricin and pulchellin were not able to induce H,O, production, but they inhibit the

H20O, production stimulated by PMA, at a rate around 70% (Table 1). It is interesting
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to note that a substance with H,O, inhibitory capacity can show, among other things,
a high anti-inflammatory potential, and consequently it contributes for the reduction of
carcinogenesis sprouting. Similar results were observed in an earlier research in our
laboratory using etil acetate fraction obtained from Alchornea glandulosa [19].
Different results observed in others studies showed that abrin induces apoptosis in
JR4 Jurkat cells that can occur in the mitochondrial pathway. Moreover, they related
that abrin induces ROS production, which is a mitochondrial membrane potential loss
effect leading to apoptotic events [20].

Cytokines are endogenous peptide involved in immune response. The delicate
equilibrium between cytokines and other inflammatory mediators seems to be the
major factor that leads to a hyper-inflammation or hyper-immune-suppression, both
being able to affect vital organs not involved in initial injury [21]. IL-1-release
activates a pro-inflammatory cascade, including Th1 cells proliferation, TNF-a, IFN-y,
IL-2 and IL-12 production [22]. The TNF-a is responsible for several crucial events to
initiate acute and chronic inflammatory events, like over-regulation of adhesion
molecules expression [23, 24], induction of other cytokines of early response (IL-1
and IL-6) [25] and the activation of specific leucocytes chemiotatic cytokines [26].

It was showed that abrin and ricin induced significant IL-18 production (p<0.001),
although pulchellin did not induce a significant production (p>0.05). Considering TNF-
a production, only pulchellin stimulated its production at 30.44pg/mL (Fig. 1). It was
observed an induction of IL-18 and TNF-a release by human mononuclear cells from
peripheral blood when treated with abrin. The TNF-a release was dose-dependent.
The maximum release of these cytokines occurred when cells were treated with abrin
at 5.0pM. Besides, when used in higher concentrations, the release did not occur

after 24 hours of incubation. The researchers suggested that these cytokines
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released by macrophages stimulated and/or injured by abrin can contribute to the
pathogenesis damage and other observed effects after abrin intoxication [7]. Ricin
also stimulated TNF-a production in murine marrow bone macrophages (C57BL/6J)
when these cells were treated with 10ng/mL of ricin, they released about 20 pg/mL of
TNF-a [27].

The lymphocytes shared the activity of cytokine production with macrophages. T cells
are frequently classified in 2 categories, type 1 (Th1) and type 2 (Th2). Th1 cells are
the major producer of IFN-y and IL-2; and Th2 cells produce IL-4, IL-5, IL-6 and IL-
10. The Th1 cells induce cellular immunity; and Th2 cytokines induce humoral
immunity [28]. IFN-y is a cytokine produced by T CD4+ (mainly Th1 subset), CD8+
cells and NK cells [29]. IFN-y has several classical properties of macrophages
activation [30]. It over-regulates the class Il MHC antigen expression and enhances
cytokine synthesis like TNF-a, IL-1 and IL-6. The IFN-y production seen in the
present experiment was high, around 300pg/mL (p< 0.001), when cells were treated
with the proteins (Fig. 1). The lymphocytes and IFN-y contribute to host protection
against sarcoma carcinogen-induced, spontaneous epithelial carcinoma development
and tumoral cells selection with reduced immunogenicity [31].

IL-12 is an immune-regulatory cytokine that promotes cellular immunity. High levels
of IL-12 produced by dendritic cells activate T CD4 cells to release Th1 cytokines
[32]. In the present study, abrin and ricin stimulated a higher production of IL-12 by
PEC than the one by LPS (Fig. 1), but pulchellin did not show a significant production
(p> 0.05). IL-10, a Th2 cytokine, has powerful immunomodulatory activities, affecting
several cellular types by different ways. In the present research, the proteins showed
moderate to high level of stimulation of IL-10 (Fig. 2), which shows that the proteins

can have anti-inflammatory activity. Researchers have demonstrated that IL-10



113

promotes the development of Th2 cytokines, and inhibits the development of Th1
cytokines in response to antigen [33]. Pulchellin 3 was related with the induction of
significant neutrophile exudation to peritoneal cavity in a Swiss mouse after 6 hours
of intra-peritoneal injection. Moreover, pulchellin was chemiotatic in vitro to human
neutrophiles [34]. The IL-10 is related as a powerful signal of leucocytes migration
recruitment in vivo [35] and it is suggested that the stimulation of PEC migration
caused by pulchellin 3 can be due to the stimulation of IL-10 production observed in
the present experiments. Other fact that corroborates with IL-10 production is that
ricin administration induces IgE response enhancing the response against other
antigens concomitantly administered [10].

Abrin, ricin and pulchellin are very immunogenic so it is believed that they can be
used like co-adjutant contributing to enhance immune response against several
antigens concomitantly administered. This reflects directly in current observations
that efficient immunization conglobates both Th1 and Th2 response [36, 37]. A mixed
Th1 and Th2 response was observed in some researches with animals immunized
with vaccines containing proteins obtained from bacteria like CRM197, a mutant
diphtheria toxin [38], or from parasite like the protein obtained from Leishmania
donovani [39]. The same pattern of immune response was observed here using
abrin, ricin and pulchellin.

It is known that interactions between tumoral cell and its micro-environment can
affect the tumoral grown and the metastasis development. The tumoral micro-
environment can vary among tumoral types and the illness phase. Among the
tumoral micro-environment components, the inflammatory cells and the cytokines

play a key-role in breast cancer [40].
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It must be taken in account that the over-expression proteins in tumoral cells could
be acting as antigens leading to a humoral immune response in the tumor host [41].
Based on this discovery, researchers are developing a new treatment against cancer,
called immunotoxins, which toxic molecules are linked to antibodies against specific
tumoral antigens. The antibodies act directing the toxins to tumoral cells, excluding
health cells of their toxic effects. Some immunotoxins have been produced with type
1 and 2 RIPs [42]. However, the type 2 RIPs cannot be used without treatment,
blocking their sites of lectin linking, to force the immunotoxins not to attack health
cells possessing carbohydrates at their surfaces. Other option was to use only
enzymatic chain of type 2 RIPs, which shows more promissory results [42].

By MTT assay, it is determined the 50% inhibitory concentration (ICsg) of the abrin,
ricin and pulchellin in murine breast adenocarcinoma cells (LM3) and lung
adenocarcinoma cells (LPO7) after 24 or 48 hours of incubation (Table 2 and 3). Its
results were compared with the obtained Taxol results, which is a currently anti-
neoplasic drug against breast and lung cancer [43, 44]. It was observed that the RIPs
showed higher citotoxicity than Taxol in 24 and 48 hours of incubation to both cell-
lines. Abrin and ricin were more toxic with the enhancement of time of incubation for
LM3 cells. The RIPs were more toxic to LM3 cells than LPO7 cells after 24 hours of
incubation; however the toxicity to LPO7 cells and LM3 cells were similar after 48
hours of incubation.

With these results it can be concluded that abrin, ricin and pulchellin can present
anti-tumoral activity against murine breast and lung cancer, with a more powerful
response than Taxol’s. Although they produce different cytokines, a mixed Th1/Th2
immune response is activated, which may contribute to their antitumoral and anti-

inflammatory activity.
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Table 1 — H,0; production inhibition of proteins in peritoneal cells percentage

Inibition (%)

Abrina (ng/mL) Ricina (ng/mL) Pulchelina (ng/mL)
0.39 0.39 0.39
H20, 76.04 £ 1.09 71.09 £ 1.95 86.81 £ 2.80

Table 2 — IC50 values of substances of LM3 and LPO07 cells after 24 hours of

incubation
ICs0 (ng/mL) LM3 LP07
Abrina 81.54 + 2.56 175.2 + 2.60
Ricina 822 + 1.45 1084.9 + 2.75
Pulchelina 74.98 + 2.69 1127.0 + 2.41
Taxol® 193.89x10° + 1.36 134.0x10% + 1.15

Table 3 — IC50 values of substances of LM3 and LP07 cells after 48 hours of

incubation
ICs0 (ng/mL) LM3 LPO7
Abrin 42.8 + 6.36 37.44 +5.52
Ricin 590.3 + 2.26 609.2+4.0
Pulchellin 91.94 +4.58 80.11 £ 5.76

Taxol® 12.65x10° + 2.7 85.84x10° + 1.99
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Figure 1 Proteins effects on TNF-a, IL-12 and IL-1f synthesis in peritoneal cells. For the cytokine immunoassay,

adherent cells (5x10%/ml) were incubated for 24 hours with abrin, ricin or pulchellin at 0.39 ng/mL (well concentration).

Cells incubated just with LPS (10 pg/ml) were used as a positive control and cell in culture medium (RPMI-1640) as a

negative control. One-way ANOVA with Turkey test was performed. *** p<0.001, ** p<0.01 vs. negative control.
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Figure 2  Proteins effects on IFN-y and IL-10 synthesis in lymphocytes. For the cytokine immunoassay, splenic cells

(5x10°cells/ml) were incubated for 24 hours with abrin, ricin or pulchellin at 0.39 ng/mL (well concentration). Cells

incubated just with Concanavalin A (0.5 pg/ml) were used as a positive control and cell in culture medium (RPMI-1640)

as a negative control. One-way ANOVA with Turkey test was performed. *** p<0.001, * p<0.05 vs. negative control.
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APENDICE

PREPARO DE SOLUCOES, REAGENTES E MEIOS DE CULTURA

e Liquido de Lazarus

Violeta de genciana 1% - 2mL
Acido acético glacial — 3mL

Agua destilada q.s.p 100mL

e Meio MEM

Minimum Essential Médium (GIBCO) — 9,69
NaHCO3 - 2,2g
Agua mili-Q q.s.p 1L

Solubilizar os p6s em 80% da agua mili-Q utilizando um Becker de 1L. Ajustar
o pH da solug¢ao para 7,0-7,2. Em um baldo volumétrico de 1L, ajustar o volume da
solugdo. Esterilizar o meio através de filtragdo com membrena de 0,22um. Apos
esterilizag&o, aliquotar o meio em frascos de 200mL. Estocar sob refrigeragéo a 4°C.

No momento do uso, adicionar ao meio:
Soro fetal bovino - 10%
Garamicina (80mg/mL) - 50uL
Meio MEM - 100mL

e Meio RPMI-1640
Dissolver o conteudo de um frasco em 100mL de agua mili-Q.
Acrescentar:
HEPES - 2,38¢g
Bicarbonato de sédio — 2g
Ajustar o pH em 7,0 — 7,2. Em seguida, completar o volume para 1L e
esterilizar utilizando membrana 0,22um. Apos esterilizagdo, aliquotar o meio em

frascos de 1L. Estocar sob refrigeragdo a 4°C.
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No momento do uso, adicionar ao meio
Penicilina — 100U/mL
Estreptomicina — 100 U/mL
Glutamina — 2mM
Mercaptoetanol — 50mM

Soro fetal bovino — 5%.

e Peroxidase

Pesar 1mg de peroxidase e adicionar 1mL de tampé&o fosfato. Aliquotar e

armazenar a -20°C.

¢ Reagente de Griess

Sulfanilamida — 1,0g
Naftietilenodiamina — 0,1g
Acido orto-fosférico — 2,5mL
Agua mili-Q g.s.p 100mL
Dissolver a sulfanilamida e naftietiienodiamina. Acrescentar, aos poucos, o
acido orto-fosforico. Completar o volume para 100mL. Manter o reagente sob

refrigeracao a 4°C. Proteger da luz.

e Solucao Azul de Trypan

Solucio concentrada

Azul de Trypan — 0,49
PBS* q.s.p 100mL

Solucdo para uso

Solugéo concentrada — 1mL
PBS* q.s.p 10mL
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e Solucao de cloreto de aménio (NH4ClI)

NH.CI — 4,55g
Agua mili-Q g.s.p. 500mL

Dissolver o p6 e autoclavar.

e Solugao de LPS

Dissolver 1mg de LPS em 1mL de meio RPMI, esterilizar por filtragao
utilizando membrana de 0,22um e armazenar a -20°C. Posteriormente diluir para a

concentracado de 10ug/mL, utilizando RPMI-1640.

e Solugado de MTT - tetrazodlio

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) — 10mg
PBS* - 2mL
Meio RPMI sem soro fetal bovino — 8mL
Solubilizar o sal de MTT em PBS* estéril, em seguida deixando no banho de
ultra-som por aproximadamente 10 minutos. Por fim, adicionar o meio RPMI sem

soro fetal bovino.

e Solugao salina tamponada com fosfato (PBS)

Solugéo 1:

Na;HPO4.H,0 — 27,49

Agua mili-Q q.s.p 386mL

Solugéo 2:

NaH,PO4.H,0 — 7,88¢g

Agua mili-Q g.s.p. 114mL

Solugdo estoque: preparar, inicialmente, as solugbes 1 e 2. Em seguida, misturar as
duas solugdes e completar o volume para 1L com agua mili-Q e autoclavar. O pH
deve ser de 7,2. Armazenar sob refrigeragao a 4°C.

Solugéo de uso:

Solucéao estoque — 40mL
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NaCl - 8,5¢g
Agua mili-Q q.s.p 1L
Ajustar o pH, se necessario, e autoclavar. Armazenar sob refrigeragéo a 4°C.

e Solugao de vermelho de fenol completa para H,0

Solucdo de vermelho de fenol

Vermelho de fenol — 0,5¢g
Agua mili-Q g.s.p 50mL

Dissolver no ultra-som.

Solucdo de peroxidase

Peroxidase — 1mg

Tampao fosfato — 1mL

Tampéo fosfato para H,O,
KH2PO4 - 1,36g

K2HPO4 — 2,282¢g

NaCl — 8,18¢g

Dextrose — 0,999

Agua mili-Q q.s.p 1L

Dissolver os po6s e acertar pH 7,0.

Para preparar 10mL de solucdo de vermelho de fenol completa para H,0O..
Tampéao fosfato para H,O,— 9,7mL
Solugdo de vermelho de fenol - 200uL

Peroxidase - 100uL

e Tampao fosfato de potassio

Fosfato dissédico anidro — 11,469
NayHPO4.7H,0 — 21,579
Fosfato monopotassio — 2,65g
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Agua destilada q.s.p 1L
Acertar pH 7,2

e Teste imunoenzimatico ELISA de captura

As solugdes preparadas para a realizagdo do ELISA estao descritas a seguir:

Carbonato de sédio 0,1M

NaHCO; — 8,4g
Na,CO3; — 3,56
Agua mili-Q q.s.p 1L
pH 9,5

Fosfato de sédio 0,2M
Na,HPO4 - 11,89
NaH,PO, — 16,19
Agua mili-Q q.s.p 1L
pH 6,5

Diluente de ensaio

PBS* com 10% de soro fetal bovino

Tampéao de lavagem
PBS* com 0,05% de Tween 20

Solucio de parada
H.PO4 — 11,22 mL
Agua mili-Q g.s.p 100mL

e Tioglicolato 3%

Colocar 3g do meio em 100mL de agua destilada. Distribuir em tubos e

autoclavar.
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