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RESUMO

Avaliacdo da atividade imunomoduladora da fracéo pr oteolitica do latex de
Carica candamarcensis Hook F. 1875 em animais portadores do carcinoma
de Ehrlich.

Introdugdo: Nosso grupo vem demonstrando que a fracdo proteolitica do
latex de Carica candamarcensis (P1G10), apresenta atividade antitumoral sobre o
tumor ascitico de Ehrlich. Sabe-se que a imunossupressao provocada pelo tumor
de Ehrlich tem papel chave em seu desenvolvimento. Neste trabalho visou-se
avaliar o efeito da fracdo P1G10 sobre eventos relacionados a resposta imune de
animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich. Métodos: camundongas Swiss
foram tratadas por 10 dias apds a inoculag&o i.p. com 10’ células de tumor de
Ehrlich, e entdo foi realizada a puncdo do liquido ascitico para contagem do
numero de células. O sobrenadante do liquido ascitico foi utilizado para dosagem
de TGF-3, TNF-a e VEGF, e sangue periférico foi utilizado para a contagem global
e diferencial de leucdcitos, e os fémures foram extraidos para a contagem de
células de medula 6ssea. Em um outro ensaio, ap0s a inoculacdo das células
tumorais (10°/100pl/animal) em camundongas Balb/c , os animais foram tratados
por 10 dias com P1G10 nas dose de 1 e 5 mg/kg ou PBS e imunizados com uma
suspensdo de hemacias de carneiro (2x10° células/100ul/animal s.c.) como
antigeno, nos dias 1, 3, 7 e 10 do experimento. Apds o tratamento, foram
coletadas amostras de sangue para a determinagdo dos titulos de anticorpos
contra hemacias de carneiro (IgG e IgM). Os bacos foram coletados e a
suspensdo de linfocitos esplénicos incubada com P1G10 (10pg/mL) ou
concanavalina (40ug/mL) e, ap6s 72h, foi quantificada a proliferacdo celular pelo
método do MTT. Resultados e Discussdo : Quando os animais foram tratados
P1G10 (5mg/kg) foi capaz de reduzir significativamente a celularidade presente no
liquido ascitico (6,31 + 0,70 x 10’ células/ mm?, p< 0,05, ANOVA, pés teste
Dunnet) em comparagéo com o grupo controle (10,56 + 1,13 x 10’ células/mm?
One Way ANOVA, pos teste de Dunnet) o grupo tratado com a dose 1mg/Kg néo

apresentou reducdo significativa (10+3,7 x 10’ cel/ml).Quando os animais foram
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pré-tratados a fracdo P1G10 nas doses de 1 e 5 mg apresentaram uma reducao
da celularidade do liquido ascitico (11,14+0,5*** e 10,64+0,33** x 10’ cel/ml
respectivamente, controle 14,3+0,67 x 10’ cel/ml, p< 0,05, ANOVA, pés teste
Bonferroni). O tratamento com P1G10 promoveu aumento significativo dos niveis
de VEGF (3mg/kg - 914,54 = 13,15* pg/mL, 5 mg/kg - 931,98 + 16,03*** pg/mL,
controle - 838,68 + 25,64 pg/mL — ANOVA, pos teste Student Newman-Keuls). e
uma reducdo dos niveis de TNF-a (3mg/kg - 22,30 + 2,78*, 5 mg/kg - 16,28 +
3,60***, controle 34,24 + 3,19 pg/mL) e da fracdo ativa do TGF-f (5 mg/kg -
108,13+ 4,39*; controle - 96,34 + 4,18 pg/mL). A administracdo de P1G10
promoveu uma leucocitose (Leucdcitos totais -lmg/kg - 7,66 + 1,10* x 10’
cel/mm® 3 mg/kg - 7,92 + 1,12* x 10’ cel/mm?®, controle - 5,1 + 0,61 x 10’
células/mm? - One Way ANOVA, pés teste de Dunnett), por neutrofilia (1 mg/kg -
70,92 + 7,60*** x 10° células/mm?®, 3 mg/kg - 58,71 + 11,33* x 10° células/mm?,
controle - 27,87 + 8,13 x 10° células/mm?® ANOVA, pés teste Dunnett), e
diminuicdo do nimero de células da medula 6ssea ( 1mg/kg - 2,8 + 0,4* x 10°
células/ mm?, controle - 4,3 + 0,7 x 10° células/mm?® p>0.05, teste t de Student).
N&o foram observadas diferencas significativas nos titulos de anticorpos entre os
grupos avaliados.Houve aumento significativo na metabolizagdo do MTT com os
linfocitos esplénicos dos animais tratados com a dose de 5mg/kg (DO - 0,42 +
0,01*; controle: 0,36 £+ 0,01) (*p<0,05; **p < 0,01 — ANOVA, pos teste Student
Newman Keuls). Conclusdo: Dessa maneira, P1G10 se mostra capaz de inibir o
crescimento tumoral do carcinoma ascitico de Ehrlich, quando os animais séo
tratados ou pré-tratados.Os dados sugerem que o tratamento com P1G10 apesar
de ndo aumentar os niveis de anticorpos, tem uma acdo sobre 0s niveis de
citocinas e promove a proliferacdo de linfécitos e aumenta a quantidade de
leucécitos, portanto sugerimos que a acdo antitumoral ocorra, em parte, pela acao
de P1G10 sobre a imunidade celular. Apoio Financeiro: CNPq, FAPEMIG e
CAPES.



ABSTRACT

Evaluation of immunomodulatory activity of proteoly tic fraction of latex from

Carica candamarcensis Hook F. 1875 in animals with Ehrlich carcinoma.

Introduction: Our group have been demonstrated that proteolytic fraction of latex
from Carica candamarcensis (P1G10) shows antitumor activity on Ehrlich ascites
carcinoma. It is known that immunosuppression induced by Ehrlich carcinoma has
a key role in its development. This work aimed to evaluate the effect of P1G10
fraction of events related to immune response in animals with Ehrlich ascites
carcinoma. Methods: Swiss mice were treated for 10 days after inoculation i.p.
with 107 Ehrlich cells, and then the puncture of ascitic fluid was performed to count
the number of cells. The supernatant of the ascitic fluid was used for measurement
of TGF-B, TNF-a and VEGF, and peripheral blood was used for counting total and
differential leukocytes, and the femurs were taken for counting of bone marrow
cells. In another test, after inoculation of tumor cells (10°/100ul/animal) Balb/c
animals were treated for 10 days with P1G10 at doses of 1 and 5 mg / kg or PBS
and immunized with a suspension of sheep erythrocytes (2x10° cells/100ul/animal,
s.c.) like antigen on days 1, 3, 7 and 10 of the experiment. After treatment, blood
samples were collected for determination of antibody amounts against sheep
erythrocytes (IgG and IgM). The spleens were collected and the suspension of
splenic lymphocytes were incubated with P1G10 (10ug/mL) or concanavalin
(40ug/mL) and after 72h, cell proliferation was measured by MTT method. Results
and Discussion : When the animals were treated with P1G10 (5mg/kg), it was able
to reduce the cellularity present in ascitic fluid significantly (6,31 + 0,70 x 10’ cells /
mm?3, p <0,05, ANOVA, post test Dunnet) compared with the control group (10,56 +
1,13 x 10’ cells/mm?®) but group treated with 1mg/kg dose showed no significant
reduction (10 + 3.7 x 107 cells / ml). When animals were pretreated with P1G10
doses of 1 and 5 mg showed a reduction in the cellularity of ascites fluid (11,14 +
0,5*** and 10,64 + 0,33*** x 10’ cells / ml respectively, control 14.3+0,67 x 10’
cells / ml, p <0,05, ANOVA, Bonferroni posttest). Treatment with P1G10 promoted
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the increase of VEGF levels significantly (3 mg / kg — 914,54 + 1315 * pg / mL, 5
mg / kg — 931,98 + 16,03*** pg / mL, control - 838, 68 = 25,64 pg / mL - ANOVA,
post-test Student-Newman Keuls) and decrease levels of TNF-a (3mg/kg — 22,30 £
2,78*, 5 mg / kg — 16,28 * 3,60***, control 34,24 + 3,19 pg / mL ) and the fraction of
active TGF-B (5 mg / kg — 108,13 £ 4,39 *; control — 96,34 + 4,18 pg / mL). The
administration of P1G10 promoted a leukocytosis (Leukocyte total -1mg/kg — 7,66
+ 1,10 * x 10° cells/mm?, 3 mg / kg - 7.92 + 1.12 * x 10’ cells/mm?, control — 5,1 +
0,61 x 10’ cellssmm?® - One Way ANOVA, Dunnett post test), with neutrophilia (1
mg / kg — 70,92 + 7,60 *** x 10° cells'/mm? 3 mg / kg — 58,71 + 11,33* x 10°
cells/mm?, control — 27,87 + 8,13 x 10° cells/mm?, ANOVA, Dunnett post test), and
decreased number of bone marrow cells (Img / kg — 2,8 + 0,4* 10° cells / mm?,
control — 4,3 + 0,7 x 10° cells'/mm® p> 0,05, Student t test). There were not
significant differences in antibody levels between evaluated groups. There were
significant increase in the metabolism of MTT with splenic lymphocytes from
animals treated with a dose of 5mg/kg (OD - 0.42 £ 0.01 *; control: 0 36 £ 0.01) (* p
<0.05, *** p <0.01 - ANOVA, Student Newman Keuls post test). Conclusion : Thus,
P1G10 shown capable of inhibiting tumor growth of Ehrlich ascites carcinoma,
when the animals are treated or pre-treated. The data suggest that treatment with
P1G10 while not increasing the levels of antibodies, has an action on the levels of
cytokines and promotes lymphocyte proliferation and increases the amount of
leukocytes, therefore we suggest that the antitumor action occurs, in part, by
P1G10 action of the cellular immune system. Financial Support : CNPq,
FAPEMIG and CAPES.

Xii



LISTA DE ABREVIATURAS

Mg - micrograma

ML - microlitro

ML - microlitros

pm - micrémetro

ANOVA - analysis of variance

APS - aménio persulfato

ATV — Associagéo de tripsina e versene
BAPNA - Na-benzoyl-DL-arginine-p-nitroaniline
CAE — carcinoma ascitico de Ehrlich

CNV - concanavalina A

D.O - densidade 6ptica

Da - dalton

DMSO - Dimetilsulféxido

DNA - Deoxyribonucleic acid

DTT - Dithiothreitol

e.p.m.- erro padrao da média

EBSS - Earle’s balanced salt solution

EDTA- Ethylenediamine tetraacetic acid - acido etilenodiamino tetra-acético.
ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
FBS — Fetal bovine serum (fetal bovine calf serum)
g - grama

G - gravidade

h - hora

HRP - horseradish peroxidase

HTAB - Brometo de hexa — 1,6 - bisdeciltrimetilaménio
i.p.- intraperitoneal

IAA - iodoacetamida

IC- concentragdo inibitoria

IFN- g- Interferon-gamma

IgG — imunoglobulina G

IgM - imunoglobulina M

IL-1 — interleucina 1

IL-2 — interleucina 2

kDa — quilodalton

kg — quilograma

Xiii



L-10 — interleucina 10

L-6 — interleucina 6

M — Molar

mA - miliampere

mg — miligrama

MHC - major histocompatibility complex
min - minuto

mL- mililitros

mM- milimolar

mm?® — milimetros ctbicos

MMS - miracle mineral solution

MTT- 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-brometo de tetrazolium
N — normal

NK — Natural Killer

nm — nanémetro

°C - graus celsius

OPD- o-fenilenodiamina

P.A. - Padrdo Analitico

PBS - phosphate buffered saline

PGE - prostaglandina E

PGE, — prostaglandina E,

pH — potencial hidrigenidnico

rpm - rotagdes por minuto

RPMI - Roswell Park Memorial Institute
S.Cc - subcuténeo

SDS - dodecilsulfato de sédio

SDS-Page - sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

SRBC - Sheep Red Blood Cells
TEMED- Tetramethylethylenediamine
TGF B — Transforming growth factor beta
TMD - 3,3,5,5'- tetrametilbenzidina

TNF a - Tumor necrosis factor- alpha
Tris - tris(hidroximetil)aminometano

UV — ultravioleta

V - volts

V.T - volume tumoral

VEGF — Vascular endothelial growth factor
W - watts

Xiv



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Perfil cromatografico representativo do latex ativado na coluna “Sephadex G-10”".
Figura 2. Perfil eletroforético de diferentes amostras de latex de C. candamarcensis e
Fracdo P1G10 em gel SDS/PAGE 12% em condi¢Bes desnaturantes.

Figura 3. Avaliacdo do volume tumoral de animais portadores do tumor de Ehrlich sélido
tratados com a fracao P1G10.

Figura 4. Avaliacdo da massa tumoral de animais portadores do tumor de Ehrlich sélido e
tratados com a fracao P1G10

Figura 5. Avaliagdo da atividade antitumoral da fragdo P1G10 contra carcinoma de Ehrlich
ascitico.

Figura 6 . Representagdo grafica segundo Kaplan-Méier das curvas de sobrevivéncia dos
grupos de animais inoculados com o carcinoma ascitico de Ehrlich e tratados com PBS
(controle) ou P1G10 (1, 3, 5 mg/Kg).

Figura 7. Avaliacdo in vitro do efeito citotoxico de P1G10 contra células carcinoma de
Ehrlich

Figura 8. Efeitos do tratamento com P1G10 sobre a quantidade e o tipo de leucécitos
periféricos em animais inoculados com o tumor de Ehrlich ascitico.

Figura 9. Efeito do tratamento com a fragdo P1G10 de C. candamarcensis sobre o nimero
de células em medula 6ssea de camundongos portadores do carcinoma de Ehrlich
ascitico.

Figura 10. Determinacdo dos niveis de citocinas no sobrenadante do liquido ascitico de
animais portadores do tumor de Ehrlich ascitico, tratados com a fragao proteolitica P1G10.

Figura 11. Determinagdo imunoenzimética de IgM (A) e IgG (B) em animais portadores do
carcinoma de Ehrlich tratados com a fragdo P1G10.

Figura 12 . Avaliacdo da resposta proliferativa de P1G10 sobre linfécitos esplénicos de
animais portadores do carcinoma de Ehrlich tratados com fragéo proteolitica.

Figura 13. Efeito do pré-tratamento com fracdo P1G10 sobre o numero de células

tumorais de animais portadores de carcinoma de Ehrlich ascitico.

56
56

57

58

59

61

62

63

65

67

68

70

71

XV



SUMARIO

1. INTRODUCAO

1.1 Justificativa

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

2.2. Objetivos especificos
3. MATERIAL E METODOS
3.1 Materiais

3.1.1 Equipamentos

3.1.2 Kits e anticorpos
3.1.3 Reagentes quimicos
3.1.3 Solucgdes

3.1.3.1 Solugbes utilizadas na obtengdo e analise bioquimica do latex de Carica

candamarcensis

3.1.3.2 Solugbes utilizadas no preparo do antigeno de membrana de hemacias de carneiro
3.1.3.3 Solugbes utilizadas na resposta linfoproliferativa

3.1.3.4 Solugbes utilizadas na reacdo de ELISA para a detec¢éo de IgG e IgM

3.1.3.5 Solugdes utilizadas na reagéo de ELISA para a detecgdo de VEGF, TNF-a e TGF-3
3.1.4 Biologicos

3.1.5 Materiais diversos
3.2 Métodos
3.2.1 Obtencao e purificagcao das fracdes do latex de Carica candamarcensis

3.2.2 Determinagéo da concentragdo protéica
3.2.3 Determinagéo da atividade proteolitica especifica
3.2.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante

3.2.5 Manutengé&o do tumor
3.2.6 Preparo das células tumorais para inoculagéo

3.2.7 Avaliagdo da atividade antitumoral de P1G10 contra carcinoma de Ehrlich em sua forma
sélida

3.2.8 Avaliagdo da atividade antitumoral da fracdo P1G10 contra carcinoma de Ehrlich ascitico
3.2.9 Avaliacdo do efeito de P1G10 sobre a sobrevivéncia de animais portadores de

carcinoma ascitico de Ehrlich

18

24

27

27

27

28

28

28

29

29
30

30

33
35
36
38
39
39
41

41

41

42

43

44

44

45

46

46



3.2.10 Avaliacao da citotoxicidade pelo ensaio do Sal de Tetrazolium (MTT)
3.2.11 Contagem global de leucdcitos

3.2.12 Confeccgao de esfregago sanguineo e coloragao das laminas

3.2.13 Contagem diferencial de leucécitos

3.2.14 Determinacdo do nimero de células da medula 6ssea

3.2.15 Dosagens dos niveis séricos das citocinas VEGF, TGF-3 e TNF-a

3.2.16 Avaliacdo do efeito de P1G10 sobre a resposta humoral de animais portadores de
carcinoma de Ehrlich ascitico

3.2.17 Avaliacdo da atividade proliferativa de P1G10 sobre linfocitos obtidos de animais

portadores de carcinoma ascitico de Ehrlich

3.2.18 Avaliacéo da atividade antitumoral em animais portadores do tumor de Ehrlich em sua
forma ascitica quando estes sdo pré tratados com a fragao P1G10.

3.3 Analise estatistica
4. RESULTADOS

4.1 Obtencao e caracteriza¢do da fragdo P1G10

4.2 Avaliacdo da atividade antitumoral de P1G10 contra carcinoma de Ehrlich em sua forma
sélida

4.3 Avaliacéo da atividade antitumoral da fragdo P1G10 contra carcinoma de Ehrlich ascitico
4.4 Avaliacdo do efeito de P1G10 sobre a sobrevivéncia de animais portadores de carcinoma

ascitico de Ehrlich

4.5 Avaliacao da citotoxicidade pelo ensaio do Sal de Tetrazolium (MTT)
4.6 Contagem global e diferencial de leucécitos

4.7 Determinacéo do numero de células da medula éssea

4.8 Dosagens dos niveis séricos das citocinas VEGF, TGF-3 e TNF-a

4.9 Avaliacdo do efeito de P1G10 sobre a resposta humoral de animais portadores de
carcinoma de Ehrlich ascitico

4.10 Avaliacdo da atividade proliferativa de P1G10 sobre linfocitos obtidos de animais
portadores de carcinoma ascitico de Ehrlich

4.11 Avaliacdo da atividade antitumoral em animais portadores do tumor de Ehrlich em sua
forma ascitica quando estes sdo pré tratados com a fragdo P1G10.

5. DISCUSSAO
6. CONCLUSAO

7. REFERENCIAS

46
47
48
48
48
48

50

52

53

53

55

55

57

58

60

61
63
65
66

68

69

70

72

82

83

XVii



1. Introducéo

As neoplasias, ou canceres, representam um conjunto de doencas
responsaveis por sete milhdes de mortes anuais, ou seja, 12,5% de todos os
Obitos no mundo. No Brasil, as neoplasias estdo em segundo lugar como causa
de mortalidade geral (15,1%), superadas apenas pelas doencas
cardiovasculares (31,6%) e a frente das causas externas (14,6%). A
compreensao dos mecanismos basicos envolvidos no crescimento tumoral é
fundamental para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas,
especialmente para as formas mais avancadas da doenca para as quais as
opc¢Oes atuais tém impacto limitado sobre sua progressdo (TORREZINI e
ATHANAZIO, 2007).

No momento, o tratamento farmacoldégico do cancer se faz
principalmente com o uso de agentes citotOxicos que atuam promovendo
alteracdes na estrutura ou quebra de DNA (alquilantes, antibidticos citotoxicos,
antimetabolitos etc.), excecao feita aos agonistas e antagonistas de hormonios,
que sao classificados como moduladores da proliferacdo celular. Dessa
maneira, aqueles quimiostaticos atuam, preferencialmente, sobre células em
divisdo, ndo afetando as capacidades de invasdo e metastase que o tumor
albergue. Em funcdo do modo de acdo desses farmacos, ocorrem com alta
frequéncia efeitos toxicos sobre os tecidos normais em divisdo. Por outra parte
a busca de farmacos que apresentem atividade antimetastatica, ou seja, que
impecam a colonizacdo de novos tecidos, e/ou que apresentem a capacidade
de estimular o sistema imunologico a combater a progressdo tumoral talvez
fosse vantajoso para um tratamento antitumoral mais seguro (CALABRESI et
al., 2003; BEUTH, 2010).

No inicio do século XX, em 1909, Paul Ehrlich propés o papel do
sistema imune no controle do crescimento de tumores, porém o estagio de
desenvolvimento experimental da imunologia naquela época ndo permitiu a
comprovacao cientifica da hipétese. Na década de 1950, Macfarlane Burnet e
Lewis Thomas formalizaram a hipotese da imunovigilancia, sugerindo inclusive
gue a principal vantagem evolutiva da imunidade celular seria o controle do
crescimento neoplasico nos organismos multicelulares. Um requisito para a

aceitacdo da hipotese seria a observacdo experimental de que animais
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imunodeficientes apresentam incidéncia maior de neoplasias. Inicialmente,
estudos em camundongos atimicos ndo mostraram um aumento na incidéncia
de tumores espontaneos ou induzidos, o que relegou o conceito de
imunovigilancia ao abandono pela comunidade cientifica por pelo menos duas
décadas (TORREZINI e ATHANAZIO, 2007).

A imunomodulagdo é um mecanismo fisiolégico de regulacdo da
resposta imunolégica via mecanismos supressores e estimuladores. A
exacerbacdo das respostas imunes € definida como imunoestimulacdo e
implica diretamente na estimulacdo do sistema imune e potencializacdo da
resposta de defesa. Ao contrario, a imunossupressao implica, principalmente,
no decréscimo da atividade do sistema imune, ocorrendo devido a uma gama
de fatores genéticos, ambientais e terapéuticos, favorecendo o estabelecimento
de infeccbes (ZANDONAI, 2007).

Considerando a necessidade de equilibrio entre as duas atividades
para o funcionamento imunolégico normal, desde a década de 80 a
identificacdo e caracterizacdo de compostos naturais com atividade
imunomodulatéria tem se apresentado como area de interesse cientifico. Varios
compostos tém sido utilizados como agentes imunomodulatérios, incluindo
adjuvantes naturais, agentes sintéticos e anticorpos reagentes. Contudo grande
parte desses compostos apresenta limitacdes quanto ao uso devido ao risco de
infeccdes e desenvolvimento de auto-imunidade (ZANDOINAI, 2007).

A identificagcdo e caracterizagao de compostos naturais com atividade
imunomodulatéria abrem uma possibilidade de uso para a medicina moderna.
Estudos realizados com Phellodendri cortex, demonstraram que esta planta
possui uma atividade imunoestimulante sobre linfocitos B, e ainda a partir de
atividade popularmente conhecida na medicina tradicional indiana, o extrato
alcoolico de Mangifera indica Linn, popularmente conhecida no Brasil como
mangueira, mostrou atividade imunomodulatéria com estimulacdo dose
dependente (ZANDONAI, 2007).

No desenvolvimento de neoplasias, o papel da imunidade celular
durante os primeiros estagios da tumorigénese permanece controverso. No
entanto, existem fortes evidéncias sobre a sua importancia na progressao e
disseminacdo do cancer. Em pacientes com cancer imunossuprimidos,

freqientemente ha relatos de recorréncia ou de tumores secundarios, sendo
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isto um sinal clinico que suporta esta hipotese. Muitos estudos tém
demonstrado a deficiéncia da resposta imune em pacientes diagnosticados
com cancer avancgado. Diversos mecanismos de escape da vigilancia imune
tém sido descritos, incluindo a imunoselecédo de variantes tumorais antigeno-
negativos, a baixa regulacdo da expressao do MHC (complexo de
histocompatibilidade) de classe I, células T supressivas, e a producdo de
citocinas e outros fatores imunossupressivos (BOTTI et al., 1998).

Um grande numero de citocinas, hormonios e outras substancias
secretadas pelos tumores tém demonstrado propriedades imunomoduladoras.
A maior parte dos estudos sobre as moléculas imunossupressoras secretadas
pelos tumores aponta como responsaveis o fator de crescimento beta (TGF-[3),
a interleucina 10 (IL-10), e a prostaglandina E, (PGE;) (WOJTOWICZ-PRAGA,
1997).

A caréncia da resposta imune antitumoral em pacientes com cancer e
em modelos tumorais murinos, frequentemente, ndo se deve a auséncia de
antigenos tumor-especificos, mas a defeitos na regulagdo imune. A grande
questdo € como o0s tumores podem crescer na presenca de uma imunidade
antitumoral. O principal mecanismo €& a producdo de citocinas
imunossupressivas pelas células tumorais ou a inducdo de tais fatores em
células infiltradas nos tumores. Tém sido documentadas muitas linhagens de
células tumorais que constitutivamente produzem o fator de crescimento beta
(TGF-B), interleucina 10 (IL-10) ou prostaglandina E, (PGE-E,) (KUPPNER et
al., 1990; TORRE-AMIONE et al., 1990; MAXWELL et al., 1992; BOMSTEIN et
al.,1993). Ensaios in vitro tém demonstrado que estas moléculas inibem as
células natural killer (NK) ou a célula mediadora de citotoxicidade linfocina-
ativada killer, ou inibem a producdo de IL-2 pelos linfécitos T (ROOK et al.,
1986; KUPPNER et al., 1990). O TGF-[3, em patrticular, talvez tenha um papel
chave na imunossupressao induzida pelo tumor. Essa citocina é a mais potente
imunossupressora descrita até o momento, e tem sido constantemente isolada
de uma variedade de linhagens celulares tumorais, € no plasma de portadores
de tumor (WOJTOWICZ-PRAGA, 1997).

Um grande avango no estudo dos tumores tem sido utilizar métodos

experimentais, onde sado usados tumores transplantaveis ou transmissiveis. O
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estudo de neoplasias em modelos animais facilita a avaliacdo e melhor
compreensao da imunologia dos tumores, a0 mesmo tempo em que constituem
instrumento apropriado para a investigacao de efeitos imunomoduladores de
substancias com potencial antineoplasico (SEGURA, 2000). Dentre esses
tumores de animais, mantidos em laboratério, pelo transplante de células
tumorais a hospedeiros susceptiveis, temos como exemplo, o tumor de Ehrlich
(DAGLI, 1992).

O tumor de Ehrlich € uma neoplasia transplantavel de origem epitelial
maligna, é correspondente a um adenocarcinoma mamario de camundongo
fémea, transplantado pela primeira vez por Paul Ehrlich em 1906.
Originalmente, de crescimento soélido foi convertido na forma ascitica por
Loewenthal e Jahn em 1932 e, desde entdo, € estudado na forma solida,
quando as células sao inoculadas no tecido subcutaneo, ou na forma ascitica,
guando inoculado na cavidade peritoneal (EHRLICH, 1906; LOEWENTHAL e
JAHN 1932; KLEIN e KLEIN, 1956).

Segundo DAGLI (1992) a avaliacéo histologica do tumor de Ehrlich na
forma sélida pode ser descrita como: células com alto grau de atipias
(anaplasia), caracterizadas por nucléolos evidentes e numerosos, cromatina
condensada, mitoses atipicas ou aberrantes e relagdo nucleo-citoplasma maior
que a das células normais. O estroma € constituido por fibras colagenas e
delicados capilares. Este tumor € considerado pouco imunogénico por nao
expressar MHC de classe | durante o seu crescimento. Caracterizado por levar
a baixa resposta de linfécito T a mitbgenos e a uma progressiva perda na
atividade de célula NK (natural killer) do baco. Além disso, o tumor na forma
sélida provoca no hospedeiro uma acentuada esplenomegalia, hematopoiese
esplénica e desenvolvimento de células supressoras (SEGURA et al., 1997;
MORALES et al., 1999; BERGAMI-SANTOS et al., 2004).

SEGURA e colaboradores (1997) mostraram que o tumor de Ehrlich na
forma ascitica induziu uma reducédo no numero de linfécitos TCD4+ no bacgo e o
total destas células expressando IFN-y. Outra observacdo foi o aumento de
macréfagos e células CD18, sugerindo uma modulagdo da resposta de
linfécitos Thl. Estes dados sugerem que os linfocitos sdo previamente
ativados, porém estes ndo migraram para o local do tumor, favorecendo o

crescimento do mesmo. Os autores acreditam que a retencdo dos linfocitos
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ativados no baco pode ser explicada pelo aumento de macrofagos supressivos,
que liberam substancias inibitérias ao sistema imune como PGE2 ou pela
producdo de TGF-B pelo préprio tumor, que leva a inibicdo da ativacdo de
células T. Nesse estudo também foi verificado um aumento no numero de
linfécitos B.

A influéncia do crescimento tumoral na proliferacdo e diferenciacao
das células pluripotentes e nas células progenitoras da medula 6ssea tem sido
sugerida por inumeras observagcbes. Como muitos outros tumores
experimentais, o tumor de Ehrlich produz alteragcbes severas no sistema
hematopoético do hospedeiro, sendo frequentemente associadas com
imunodepressdo, anemia, trombocitopenia e leucocitose granulécito-
dependente (PARHAR e LALA, 1985, 1988; NELSON et al., 1990; PARKER e
PRAGNELL, 1995). Estes eventos resultariam da producéo de fatores soluveis
pelas células tumorais ou da interacdo entre a célula imunocompetente-célula
tumoral (BROXMEYER, 1987; KOBARI et al.,1990; BONTA e BEM-EFRAIM,
1993). Utilizando a técnica de cultura de células precursoras mieldides em meio
semi-solido, KEEB e LALA (1978) demonstraram uma diminuicdo das ceélulas
da medula éssea comprometidas com o desenvolvimento de colbnias de
granulécitos-macréfagos em animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich.
Além disso, PESSINA et al. (1982) estudaram os efeitos de fatores produzidos
por macréfagos e células tumorais de Ehrlich sobre as células precursoras
granulociticas-macrofagicas. Neste sentido, prostaglandinas da série E (PGE),
particularmente PGE2, e TGF-B, produzidos por diferentes populacdes de
células com atividade supressora, incluindo a propria célula tumoral, estariam
associados aos mecanismos de imunossupressado da medula 6ssea (WALKER
et al.,, 1994; YOUNG et al.,, 1996; ELEXPURU et al., 1997). Estes fatos séo
particularmente importantes ao se considerar que o crescimento do tumor
ascitico de Ehrlich provoca uma reacao inflamatoria local, altera padrdoes de
migracdo celular, além de estimular/ativar macrofagos. Na verdade, a
intensidade da reacdo inflamatéria provocada pelas células tumorais é de
fundamental importancia na evolugcéo do crescimento tumoral (BONTA e BEM-
EFRAIM, 1993; BARTH e MORAHAN, 1994).

Ha algum tempo, dados de literatura vém mostrando o uso terapéutico

de proteases na oncologia, seja como farmaco principal ou como adjuvante.
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Misturas enzimaticas contendo papaina, tripsina e quimiotripsina demonstraram
ter eficacia clinica atuando como supressores tumorigénicos, reduzindo
disseminagdo metastatica e aumentando o tempo de sobrevida ou mesmo
aliviando os efeitos adversos gerados pelo tratamento convencional e
melhorando a qualidade de vida dos pacientes (LEIPNER e SALLER, 2000).
Isto aparece como um paradoxo, jA que a literatura descreve inameros
exemplos de proteinases com atividade pro-carcinogénica. Entretanto, a
maioria desses exemplos se referem a metaloproteinases e algumas cisteino-
proteinases de ocorréncia em vertebrados (MOHANAM et al., 2001,
ROUSSELET, et al., 2004; EGEBLAD et al., 2005).

Existem evidéncias de que pequenas diferencas entre as cisteino-
proteinases de ocorréncia em vertebrados e as cisteino-proteinases de plantas
sejam responsaveis por estes efeitos contrapostos. Um possivel mecanismo de
acao das cisteino-proteinases vegetais sobre tumores seria 0 de atuar sobre o
balanco entre protease e inibidores de proteases (DESSER et al.,, 1993). Na
mesma linha, outros autores afirmam que as proteases exdgenas possam
induzir a sintese de inibidores que inativam proteases enddgenas, que
participam do processo de metastase (SLOANE et al, 1986; KEPRELA, 2001).

Outro possivel mecanismo de acdo das proteases no cancer é através
da modulacdo da expressdo de moléculas de adesdo CD44 presentes na
superficie de células tumorais, envolvidas no processo de metastase. Estudos
in vitro demonstram uma queda na expressdo dessas moléculas em células
B16F10 (melanoma murino) na presenca de papaina e bromelaina (WALD et
al, 2001). Animais tratados com a fastuosaina, outra cisteino proteinase
apresentaram uma reducdo da expressdo de CD44 e reducdo da invaséo
medida através de matrigel (GUIMARAES-FERREIRA et al., 2007). Sabe-se,
também, que as proteases levam a diminui¢cdo dos niveis séricos de TNF-$
cuja funcédo é estimular a sintese de DNA de forma dose-dependente assim
cOmo, promover imunossupressao; com isso o tumor deixa de ser alvo do
sistema imune (SILVA, 1999). Apesar de haver estudos sobre as formas de
atuacdo das proteases no céncer, o mecanismo de acdo nao esta
completamente elucidado.

A bromelina, uma mistura de cisteino-proteases, modula as

respostas imunoldgicas e ja tem sido proposta sua utilizacdo para o uso clinico.
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A bromelina aumenta a ativacdo de células T e a producgdo de TNF-a, IL1, IL-6
e IFN-y-dependente, em células mononucleares de sangue periférico humano
(DESSER et al.,, 1993), ativa macréfagos e mondcitos e também foi
demonstrado que a bromelina inibe a resposta das células T (MYNOTT, 1999).
Estudos demonstraram que a bromelina remove receptores especificos
da superficie celular incluindo CD44, CD45RA, CD6, CD7 e CD8 com aumento
da expressédo do MHC de classe | (HALE et al., 1992), porém a forma como ela
exerce este efeito estimulatério e inibitorio sobre o sistema imune permanece
desconhecida. Estudos preliminares (ROWAN et al., 1990) ja indicavam que os
efeitos imunoestimulatérios e inibitérios podem ser atribuidos as cisteino-

proteases que constituem a bromelina.

1.1 Justificativa

Nos ultimos 10 anos, nosso grupo vem estudando as propriedades
bioguimicas e farmacologicas de cisteino-proteases derivadas do latex de Carica
candamarcensis. Duas dessas possuem propriedade mitogénica em células de
mamiferos (GOMES et al, 2010). Uma fracdo menos purificada (P1G10),
contendo essas proteases, apresenta interessante atividade cicatrizante sobre
dermoabrasdes (MELLO et al., 2006) e queimaduras em camundongos, além
de atividade citoprotetora/cicatrizante gastrica em ratos (MELLO et al., 2008)
(Patente — USPTO, 11/378.196 “Proteases from Carica having mitogenic
activity and their methods of use” publicado 17/03/2006, USA). Além disso,
pudemos demonstrar o envolvimento de P1G10 no processo inflamatorio, uma
vez que a administracao local induziu efeito edematogénico dose dependente,
tendo como mediadores envolvidos histamina, serotonina e prostaglandinas e a
administracdo sistémica apresentou efeito antiedematogénico. O preé-
tratamento sistémico com P1G10 inibiu o recrutamento celular para a cavidade
peritoneal induzido pela carragenina, e ainda, a administracdo da fracdo em
implante subcutaneo de esponja promoveu aumento da vascularizacdo e da
quantidade de macréfagos na mesma (Christiano, 2008).

Constatamos que a fracdo P1G10 possui baixa toxicidade aguda, ndo
altera a atividade das P450, ndo apresenta efeito mutagénico, medido pelo

teste Ames e teste de micronucleo, em concentracbes que garantem sua
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aplicacado terapéutica com margem de seguranca por diferentes vias de
administracdo (VILLALBA et al, 2007). O estudo farmacocinético, em
andamento, mostra que por diferentes vias de administracdo se obtém niveis
de eficacia farmacologica. Ja foram obtidas formulacbes de liberacéo
controlada em -ciclodextrina (DENADAI et al.,, 2006) e inclusdo em
lipossomas, além dos resultados dos estudos clinicos de fase | como
cicatrizante cuténeo. A intencdo do grupo € de viabilizar os estudos clinicos
(fases II-Ill) e registro na ANVISA inicialmente, como cicatrizante cutaneo e a
posteriori, como cicatrizante gastrico.

Paralelamente as atividades descritas acima, a atividade antitumoral e
antimetastatica da fracdo P1G10 também estdo sendo avaliadas. Resultados
obtidos com a utilizagdo de um modelo tumoral de melanoma murino BigF;
inoculados no flanco de camundongos C57BL6 evidenciam uma reducao
estatisticamente significativa no peso do tumor para o grupo tratado com
P1G10 na dose de 5 mg/kg (0,25 = 0,21 g) em relacdo aos grupos controle
(solucdo salina) (2,74 += 0,70 g) e P1G10 1 mg/kg (1,99 = 0,87 Q).
Contraditoriamente ao observado em tecido n&o transformado, P1G10 mostrou
acao antiangiogénica sobre o tumor de melanoma murino.

Ja, em modelo metastatico, utilizando melanoma B16F10 inoculados nas
orelhas de camundongos C57BL6, foi observada uma reducdo de 45% no
namero de animais com metastases pulmonares no grupo que recebeu 1
mg/kg de P1G10 quando comparado ao grupo controle, bem como, uma
reducdo no numero de pontos de metastase (FIGUEREDO et al., 2007). Em
um trabalho que participou nosso grupo temos demonstrado que a atividade
antitumoral-antimetastatica pode ser ampliada para outras cisteino proteinases
de plantas como, por exemplo, a bromelina (BAEZ et al., 2007).

Considerando que outras cisteino proteases, vém demonstrando
atividades antiinflamatoria, antitumoral e imunologica (BEUTH et al., 2008) e
com base em resultados prévios mostrando que P1G10 possui atividade
antitumoral sobre melanomas, acreditamos que essa fragcdo possa exercer sua
acao antineoplasica sobre outros tumores de diferentes origens embrionarias.
Além disso, por termos sugerido o envolvimento da fragdo no processo
inflamatoério no que se refere a migracao de leucocitos, € nossa hipotese que
pelo menos uma das formas de agdo antitumoral de P1G10 seja através da
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modulacdo da atividade do sistema imune, o qual pode desencadear
mecanismos de morte das células tumorais. Assim, é nossa finalidade, neste
trabalho, avaliarmos as atividades antitumoral e imunomodulatéria de P1G10
através de um modelo que cause alteragdes no sistema imune do hospedeiro,

o carcinoma de Ehrlich.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Estudar a atividade antitumoral da fracdo proteolitica do latex de
Carica candamarcensis (P1G10) e sua acdo sobre a imunidade celular e

humoral de camundongos portadores do carcinoma de Ehrlich.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a atividade antitumoral da fragdo em animais portadores do tumor de
Ehrlich em sua forma soélida e ascitica.

2. Avaliar a sobrevida de camundongos inoculados com tumor ascitico de
Ehrlich e tratados com diferentes doses (1, 3 e 5 mg/kg) de P1G10.

3. Avaliar os efeitos de P1G10 sobre a resposta imunolégica inespecifica
celular através da contagem global e diferencial de leucdcitos.

4. Avaliar os efeitos de P1G10 sobre os niveis das citocinas TNF-a, VEGF e
TGF-B.

5. Avaliar os efeitos de P1G10 sobre a resposta imunolégica humoral de
animais portadores de tumor de Ehrlich, em sua forma ascitica.

6. Determinar se a fracdo P1G10 altera o numero total de células da medula

O0ssea em animais portadores do tumor de Ehrlich em sua forma ascitica.
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3. Material e Métodos

3.1 Materiais

3.1.1 Equipamentos

» Consul - Multibras Eletrodomésticos S/A, Sado Bernar  do do Campo, SP,
Brasil - Refrigerador ajustado a temperatura de 4C; freezer a temperatura
de —20<C.

* Fanem, Séo Paulo, SP, Brasil — Banho-matria calibrado a 37<C, centrifuga
Excelsa 2 modelo 205 N.

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

* Fizatron Equipamentos Elétricos para Laboratorio, S  &o Paulo, SP,
Brasil - Agitador magnético modelo 252.

+ Janke & Kunkel IKA, Labortenik, Alemanha - Homogeneizador Ultra-
turrax.

* Metter Micronal Instrumentos S/A, Sdo Paulo, SP, Br asil - Balanca
eletrbnica analitica modelo MT-200.

» Milipore Corporation, Bedford, EUA -  Deionizador de agua por meio de
0SMose reversa.

* Nevoni Equipamentos Médicos e Odontolégicos, Sdo Pa  ulo, SP, Brasil
- Bomba aspirante modelo “H”.

* Novatécnica Equipamentos para Laboratorios, Piracic aba, SP, Brasil -
Medidor de pH modelo NT-PH2 - equipado com eletrodo modelo V-620 C -
Analion Aparelhos & Sensores Ind. & Com., Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

* Nuaire Equipaments, Pymouth, Minneapolis, EUA. Estufa incubadora
36,5 °C, atmosfera controlada e contendo 2,5% CO, (v/v).

e Olympus Corporation, New York, EUA. Microscopio otico linha CB,
microscopio 6tico invertido modelo CK2.

* Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo. Espectrofotdmetro de duplo feixe
para faixas UV (ultravioleta) e visivel modelo UV-150-02.
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» Spectramax Plus, Molecular Devices, CA, EUA -  Leitor de microplacas de
ELISA.

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

* Veco do Brasil Industria & Companhia de Equipamento s, Campinas,

SP, Brasil - Capela com fluxo laminar de ar ultrafiltrado.

3.1.2 Kits e anticorpos

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

3.1.3 Reagentes quimicos

* Amershan Life Science, Buckingghamshire, Inglaterra — Soro Fetal
Bovino (FBS).

» Bristol-Meyes-Squibb Industria Farmacéutica S/A, S& o Paulo, SP,
Brasil — Anfotericina B.

» Calbiochem, St. Diego, EUA — Albumina de soro bovino tipo V.

* Gibco-BRL Corporate Headquarters, Gaithersburg, EUA — Meio de
cultura RPMI — 1640 desidratado.

* Instituto Adolpho Lutz, Sdo Paulo, SP, Brasil — Solucdo aquosa de
tripsina (ATV).

* Labsynth Produtos para Laboratorio Ltda, Diadema, S P, Brasil —
Peréxido de hidrogénio, cloreto de potassio, dihidrogenofosfato de potassio,

cloreto de sodio, hidroxido de soédio, polioxietilnsorbitano monolaurato

(Tween 80).
» Laboratorios Wyeth-Whitehall, Sdo Paulo, SP, Brasil - Ampicilina sodica.
* Merck, Darmstadt, Alemanha - Bicarbonato de sodio, dimetilsulfoxido

(DMSO), etileno-diamino-tetracetato dissddico dihidratado (EDTA), etanol
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absoluto, fosfato monobasico de potassio, fosfato monobésico e dibasico de
sadio, triton X-100.

« Sigma Chemical Co, St. Louis, EUA - Acido citrico monohidratado,
brometo de 3 (4,5-dimetiltiazol-2-ila)-2,5-difeniltetrazdlio ou sal de tetrazdlio
(MTT), Earle’s balanced salt solution (EBSS), estreptomicina, &cido
cloridrico, hepes, acido sulfarico, Brometo de hexa - 1,6 -
bisdeciltrimetilamoénio (HTAB), iodoacetamida (IAA), o-fenilenodiamina
(OPD), 3,3,5,5'- tetrametilbenzidina (TMB), dodecilsulfato de sodio (SDS).

* White Martins do Brasil S/A, Contagem, MG, Brasil -  Nitrogénio liquido.

3.1.3 Solucdes

3.1.3.1 Solucdes utilizadas na obtencdo e analise b ioquimica do latex de

Carica candamarcensis

Tampéo acetato de sodio 1,0 M pH 5,0:

PN oT =] = 1o I o (= R0 Lo [ J USSP 136,08 g
Agua destilada .S.P. «.vveveeireieeeeeecee e 1000,00 mL
O pH foi ajustado para 5. A partir da diluicdo desta solucdo foi obtido o tampéo
acetato de sodio 0,1 M pH 5.

Solucéo de EDTA 500 mM:

Agua destilada 0.S.P. ...eoveveeeeeee e, 200,00 mL
O EDTA foi completamente dissolvido em 180 mL. Em seguida, o pH foi ajustado
para 8,0 com NaOH 1,0 M e o volume completado para 200 mL.

Solucéo de cisteina 200 mM:

(O11] (] - T PP 12,109
Agua destilada .S.0. ..veoveeeeiiee ettt 500,00 mL
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Tampao de ativacao (Tampéo acetato de s6dio 1 M, ci  steina 25 mM, EDTA 10
mM e DTT 5 mM)

(O[S (=TT F= 24 0O N 1 ] 40,00 pL
EDTA 500 MM L.t e et e e e e e e e reaens 4,00 mL
3 PPN 160,00 mg
Tampao acetato de s0dio 1 M (PH 5,0) 0.S.P-ovveveiiieiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 200,00 mL

Solucéao de BAPNA 100 mM

Esta solugéo foi mantida a -20°C até o momento de uso.
Solucéo de Acido Acético 60% (V/v)
ACIAO ACELICO PA......oeiieeecie ettt ettt er e eaeete s 60,00 mL

Agua deStilada .S.P...c.cceeeereieeeeceecee ettt 100,00 mL

Solucéo para o gel separador desnaturante 12% acril amida

Solucéo aquosa de acrilamida:bis-acrilamida 29:1 (p/p) 30% (p/V) .....c.ee..... 1,20 mL
Tampao Tris-HCI 1,0 mM pH 8,8; 0,4 % SDS (P/V) «eeevvvviiiiiiiiiiiieieieiee 750,00 pL
Yo UT= o L= o1 g 2= o - NS 1,02 mL
Solucdo aquosa de APS 1090 (P/V) weeveriiiiiiiiiiieie e 25,00 pyL
TEMED ... e 5,00 yL

Solucéo para o gel concentrador desnaturante 5% acr  ilamida

Solucéo aquosa de acrilamida:bis-acrilamida 29:1 (p/p) 30% (p/v)............ 166,80 pL
Tampao Tris-HCI 1,0 mM pH 6,8; 0,4 % SDS (P/V) «ccovvvveiiiiiiiiiiieieieeeee 250,00 pL
AQUA dIONIZAAA ......ovevecveceeceeeeee ettt 571,20 uL
Solucdo aquosa de APS 1090 (P/V)..uuruuiiiiiiiiiieie e 10,00 pL
TEMED ..o a e ae 2,00 uL

Solucéo para gel separador acido ndo desnaturante 7 ,5% pH 4,3
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Solucdo aquosa de acrilamida:bis-acrilamida 29:1 (p/p) 30% (p/V)............... 1,25 mL

Acido aCEtiCO GIAaCIal P.A.........c.veeeeeeeee et 170,00 L
Solucao de hidroxido de POtasSIO 1 M.........uuvuuvveriiirimiiiiiiii s snenanens 430,00 uL
Y TUT= N (=11 74=Vo I VOO RORRPR 3,05 mL
Solucdo aquosa de APS 1090 (P/V)..uuuruiaaaiaaaeee e 70,00 pL
TEMED ... ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt enena, 30,00 pL

Solucao fixadora para géis

MELANOI PLA... e e e e e e e e e eas 50,00 mL
Acido ac&tiCo glacial P.A.........cc.coveeeeee et 10,00 mL
Agua destilada 0.S.P.....ccvviueeeeiee e, 100,00 mL

Solucéo de azul-brilhante de coomassie para colorag 8o de géis

Corante azul-brilhante de Coomassie G-250.........ccooooriiiiiiininiiie s 125,00 mg
AcCido aCEtICO GIACIAI P.A........coevieeeeeee et 10,00 mL
Agua destilada 0.S.P...c.ccvveueeeeeie e, 100,00 mL

Solucéo descorante de géis

IMELANOI PLA. ... e e e e 5,00 mL
Acido aCEtICO GIACIAl P.A.........c.eceeceeceece et 7,00 mL
Agua deStilada .S.P.....covviveireieeeeceeeee e e ettt 100,00 mL

Solucao tampéo de amostra eletroforese desnaturante

Tampao Tris-HCI 1,0 mM pH 6,8; 0,4 % SDS (P/V)...ccovvveiiiiiiiiiiiiiiieieeeee 700,00 pL
GlICEIOL. . 300,00 pL
S 1 T PP SP TP 100,00 mg
Azul de BromOofeNOL...... .o 0,12 mg

Tampao de corrida eletroforese desnaturante
TS DS .ttt 755,00 mg
(€11 ox ] o F= VTP U PP STRPTRRPRRRRRRRN 3,609



SIS oottt ee e 250,00 mg
Agua deStlada .S.P.....ccveeveereiee et 250,00 mL

Solugéao salina 0,9%

Agua deStilada 0.S.P.....ecveieeerieee e st 1000,00 mL

Tampao PBS pH 7,4

Fosfato dibASiCO de SOAIO...........uueeeiiiieeieii e 1,15¢
Fosfato monobasico de POtASSIO........cceeviiiiiiiiiiiiiiee e 250,00 mg
(O o] =] (ol o [ To o [To TR UR S SPRPRRRRRR 8,209
ClOreto de POLASSIO. ...cciiiiiii it e e e 200,00 mg
Agua destilada .S.P.....ccuveveeveeee e 1000,00 mL

O pH foi ajustado para 7,4 com solucdo de acido fosférico 0,1 M e, em seguida, a
solucéo foi esterilizada por autoclavacdo a 120C , 2 atm durante 20 min.

3.1.2 Solugbes utilizadas no preparo do antigeno de membrana de hemacias

de carneiro

Tampao de Alserver’s

ClOreto de SOUI0. .. .. 2149
(O] 7= (o0 [0S Yo o [T TSSOSO 49
(€1 1ot 01T S T 10,259
Agua deStilada .S.P.....ccveveeeeieeeeceecee ettt 500,00 mL

Todas as substancias foram pesadas e transferidas para um baldo volumétrico de
500,00 mL. Homogeneizou até completa dissolucdo e completou-se o volume com
a agua. A solucdo foi transferida para garrafas de cultura, colocando-se as tampas
um pouco frouxas e autoclavou-se em vapor fluente por 30 min. Apertou-se as

tampas, esperou-se esfriar e armazenou-se em geladeira (4°C).

Tampao Tris-HCI 0,05 mM, EDTA 0,1 mM - pH 7,6
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A) Solucéo A — Tris 0,2M

THIS (SIGMI@) it itii ittt ettt e as e eeebaesbeeesseenenennnes 48,46 ¢
Agua destilada .S.0. «.veoveveereieeeececee et 2000,00 mL
B) Solugéo B — HCI 1M

ACIAO ClOMAICO PLA. ..ottt 42,50 mL
Agua destilada .S.P. ..veeveeeeeiee ettt 500,00 mL

C) Solugéo C — Tris-HCI, EDTA, pH 7,6

SOIUGAD A e s 1000,00 mL
SOIUGAD B ..ttt n 153,60 mL
E D T A et a e e e e e e e e e e e e aaaans 75,00 mg

Homogeneizou-se todos os componentes e ajustou-se o pH com HCI concentrado
para 7,6.

D) Solucdo D — Tris-HCI
SOIUGAD A e s 1000,00 mL
Yo [0 [or= o = R 153,60 mL

Ajustou-se o pH para 7,6.

E) Solucéo de uso — Tris-HCI 0,05 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7,6
SOIUGAOD Coeeeee volume total
Y0 ][0 Tor= o I 2 o 0 J 2000,00 mL

A solucéo foi homogeneizada e armazenada em geladeira (4°C).

Solucéo salina 0,85%

ClOreto de SOUI0. ....coei i 8,509
Agua destilada 0.S.P...c.ccvveveevieee e 1000,00 mL
O cloreto de sodio foi pesado e transferido para um baldo volumétrico de 1000,00
mL. Ao sal foi adicionada quantidade suficiente de agua para completa dissolucao
e o volume foi completado. A solucéo foi armazenada em geladeira (4°C).



3.1.3.3 Solugdes utilizadas na resposta linfoprolif ~ erativa

Meio RPMI-1640 pH 7,40

Meio RPMI-1640 desidratado (comercial) ........ccooeeeiiiiiiiiiiiii e, 10,43 g
Bicarbonato de SOTIO ......cooi o 1,20¢g
HE S o e e e e e e 2,389
AMPICIHING SOUICA. ...eeeeieeeeeiiitee e e e e e e eeeeaaeeas 0,104g
LYY o] (o] o1 ox T o = PRSP PPPPPPPPPR 0,10g
Agua deionizada .S.P. ...coveveeeeeeeeee ettt 1000,00 mL

Todas as substancias foram pesadas e transferidas para um béquer contendo
900,00 mL de agua deionizada. Sob agitacao, o pH foi baixado para cerca de 4,00
com uma solucdo de HCI| 10 M, para completa dissolucdo dos constituintes do
meio. Apdés a homogeneizacdo, a solucdo teve acertado o pH para 7,2 e foi
esterilizada em membrana Millipore® (0,22pum). Em seguida, o meio foi aliquotado
e armazenado a 4°C.

Meio RPMI-1640 suplementado (FBS 1 ou 10%)

B S e s 1,00 ou 10,00 mL
Meio RPMI-1640 COMPIEIO 0.S.Pu i iiiiiiiiiiiiiieiiiiieie ettt 100,00 mL
Este meio foi preparado no momento do uso, adicionando-se o soro fetal bovino
ao RPMI completo, assepticamente.

Solucao Salina de Fazekas St-Groth

ClOreto de SOUI0. ....coii e 8,009
(O o] =] (ol o [N o o] r= 1S [ J SRR T U PRPI 0,40¢g
Fosfato dibasico de SOdIo (12H20)........uuuuuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiiiinene s 1,779
Fosfato monobasico de SOdio (LH20)......cc.uuiiiiiiiieieeeieeee e 0,69 g
(€1 1o 01T S 2,009
Agua destilada 0.S.P.....ccvveveereeie et 1000,00 mL
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Os componentes foram pesados, transferidos para um baldo volumétrico de
1000,00 mL, e solubilizados em agua. A solucéo foi autoclavada a 120°C, vapor

fluente por 30 min e armazenada a 4°C.

Solucéo de cloreto de aménio e bicarbonato de sodio

ClOreto de AMONIO........uuuieiuieiiiiiriita e e n e e e e e eaan e e e e e e eeeas 8,30 g
Bicarbonato de SOTIO.........coieiiiiiie e 1,009
Agua destilada .S.P. «.vvoveeireieeeeeecee e 1000,00 mL

Os sais foram pesados e transferidos para um baldo volumétrico de 1000,00 mL.
Em seguida foram solubilizados em agua. A solucédo formada foi armazenada em
frasco ambar na geladeira e esterilizada em membrana Millipore® (0,22 pm), no

momento do uso.

Solucdo de MTT

3.1.3.4 Solugdes utilizadas na reacdo de ELISA para adetec ¢édode IlgGe IgM

Tampéao de ligacao (tampéo carbonato pH 9,6)

(=T oo ] g = 100 1o [=IX=T0 T [ o J 0T 159¢
Bicarbonato de SOUIO........ccueviiiiiiiiiiiiiiieiiieee ettt re e e e seeeeesnnnes 293¢
Agua destilada .S.0. «.vooveveireieeeeeecee e ce et 1000,00 mL

Os sais foram dissolvidos em agua e o pH da solu¢éo foi acertado para 9,6. A

solucédo foi armazenada em geladeira (4°C).

Tampao de lavagem

(@10 =] (ol o [ Yo o [To TSR PRPRRPRRR 8,50 ¢g
LA LST] 4 O R 0,50 mL
Agua destilada 0.S.P. «.ooveeveieeeeeeieeee et 1000,00 mL
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O cloreto de sdédio foi pesado, transferido para um baldo volumétrico de 1000,00
mL e solubilizado em uma parte de agua. Em seguida, foi adicionado o Tween 20

e o volume foi comletado. A solucéo foi armazenada em geladeira (4°C).

Tampao de bloqueio
A) PBS 0,1 M pH 7,6

Fosfato dibasico de SOAI0 (2H20).......uuiiiiiiiieiiiiiiiiiieee e 0,54 g
Fosfato monobasico de potassio (H20)........u i 1,479
(@10 =] (o I o [ Yo o [To TSR SPRPRRRRRT 8,42 ¢
Agua destilada .S.P. «..ooveeereieeeeceee e 1000,00 mL

Apds o preparo, acertou-se o pH para 7,6 e estocou-se a solucdo a 4°C em

geladeira.

B) Tampao de bloqueio (Caseina 2%)

(O 1T T o - TR 20,00 g
PBS 0,1 M PH 7,6 0.5.P: ceeeeeeieteeeieeeeeeeeeeseseses e eeeieeee s e 1000,00 mL
Dissolveu-se a caseina, sob agitacdo constante, em 800,00 mL de PBS 0,1M pH
7,6, aquecido a cerca de 90°C. A seguir acertou-se o volume final para 1000,00
mL com PBS 0,1 M pH 7,6 e filtrou-se em papel filtro (Whatman n°1). A solucéo foi

aliquotada em tubos Falcon de 50 mL e estocada a -20°C, até 0 momento do uso.

Tampao de incubacédo (com caseina a 0,25%)

TWEEIN 20, it 0,50 mL
L@ 1Y T o - T 2,509
PBS 0,1 M PH 7,6 (.S, P eeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiee e e e e ettt ee e e e e e e s senneaeeeee e e e e anes 1000,00 mL

Dissolveu-se a caseina, sob agitacdo constante, em 800,00 mL de PBS 0,1M pH
7,6, aquecido a cerca de 90°C. A seguir adicionou-se o Tween 20 e acertou-se 0
volume final para 1000,00 mL com PBS 0,1 M pH 7,6. A solugéo foi filtrada em
papel filtro (Whatman n°1) e, em seguida, aliquotada em tubos Falcon de 50 mL e

estocada a -20°C, até o momento do uso.
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Tampéo de substrato

Fosfato dibasico de SOdI0 anidro..............euveiviiiuiiiiiiiiiiiiiiiiei s 7,199
oS To (o X g oY c R 5,19 g
Agua destilada .S.P. ..veeveeerieee e ee e 1000,00 mL

A solugcao com pH acertado para 5,0 foi entdo, guardada em geladeira a 4°C.

Acrescentar em 10 mL do tampé&o substrato:
Peroxido de Hidrog&nio 3090 ........uuuuuurrueeerieiiieeiireiinesinenernnennnnnenenensseneernennnnns 4,00 pL

Sob agitacdo constante, diluiu-se cuidadosamente o OPD em 10 mL de tampé&o do
substrato. A seguir, ainda sob agitacdo, foi adicionado o perdxido de hidrogénio.

Esta solucgéao foi preparada no momento do uso.

Solucéo para interromper a reacao

ACIHO SUIFUNCO AN.......ooviiiee ettt 240,00 mL
AQUA ESHIAAA ........veveiiceecieeeeee e 260,00 mL
Adicionou-se o acido sobre a agua num baldo lentamente, homogeneizou-se e

armazenou-se em frasco ambar a temperatura ambiente.

3.1.3.5 Solucdes utilizadas na reacao de ELISA para a detec c¢édo de VEGF,
TNF-a e TGF-B

Reagente diluente (BSA 0,1%)
o SIS (= | 40,00 mL

Solucéo de acido sulfarico a 4M
ACIHO SUIFUNCO (L8M).....eveee ettt ae s 115,00 mL
Agua destilada .S.P.....cevveueereeie ettt 500,00 mL

Solucéo para paralisacdo da reacao
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ACIHO SUITUICO AM.......oeviveiee ettt ean s 30,00 mL
Agua deStilada .S.P....vecveeeeireieeeeceicee ettt 100,00 mL

Tampao de bloqueio (BSA 1%)
PBS €SEIl. ..o 40,00 mL

Tampao de lavagem
TWEEN 20, . e eeeteeeeeeeereeereeeeeeeereeeeaeeeeeereaerrea e 650,00 mL
L = 3 RSP PRRSRTR 1300,00 mL

3.1.4 Biologicos
Latex exsudado de frutos imaturos de Carica candamarcensis Hook. F.

1875 originario do Chile, fornecidos pelo Prof. Dr. Carlos Edmundo Salas Bravo do
Laboratorio de Biologia Molecular de Produtos Naturais (ICB, UFMG, Belo
Horizonte, M.G, Brasil).

Foram utilizados camundongas (Mus musculus albinus Min Palumbo, 1868)
das linhagens Suica (Swiss) e BALB/c com 8 semanas de idade, pesando entre 20
e 30 g, fornecidos pelo Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas
(CEBIO/ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram
mantidos em caixas plasticas (10 animais em cada uma) e foram alimentados com
racdo industrializada e agua ad libitum.

Foi utilizado o sangue total de um carneiro (Ovis aries aries Linnaeus,
1758), adulto, pertencente a Escola de Veterinaria da UFMG, mantido no galpéo
de clinica de ruminantes.

Todos os experimentos com animais foram realizados de acordo com as
normas e regulamentos do com o comité de ética em experimentacdo animal da
Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG), protocolo de autorizacdo
n° 90/09.

3.1.5 Materiais diversos
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Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, EUA -  Tubos tipo “eppendorf”
com capacidade para 0,50 e 1,50 mL.

Fenin-Optik, Blakenburg, Alemanha - Camaras de Neubauer.

Fizatron, Equipamentos Eletrdnicos para Laboratorio s, Séo Paulo, SP,

Brasil - Barras magnéticas.

Gilson Sas, Franca - Pipetadores automaticos com capacidade maxima de
2,00; 20,00; 200,00 e 1000,00 pL, acompanhados de ponteiras de
polipropileno.

Millipore Corporation, Bedford, EUA -  Membranas filtrantes de nitrato de
celulose, com 0,45 ym e 0,22 ym de diametro de poro.

Nunc Inter Med A/S, Roskilde, Dinamarca - Garrafas de poliestireno de
50,00 mL para cultura, placas de poliestireno de 96 cavidades.

Quimex Corning Incorporated, New York, New York, EU A — Pipetas
graduadas de vidro, tubos de polipropileno com fundo cénico de 15,00 e
50,00 mL de capacidade e dotados de tampa rosqueavel.

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

S.S White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil -  Material cirargico.

Sytat Software Inc., Richmond, California, EUA - Software Sigma Plot
versdo 10.0 e Prisma versdo 5.0 para andlise de resultados em forma
gréfica e testes estatisticos.

Vidrolabor-Thermex Astra Brasil Ind. Vidros, F. Vas concelos, SP,

Brasil - Vidraria.
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3.2 Métodos

3.2.1 Obtencéo e purificacdo das fragfes do latexd e Carica candamarcensis

A partir de incisbes no epicarpo de frutos imaturos, o latex foi coletado e
armazenado a 4° C. Posteriormente, o mesmo foi liofilizado e novamente
armazenado a -20° C. As separacdes cromatograficas foram feitas em diferentes
amostras e com latex colhidos em diferentes periodos. Para a separacao
cromatogréfica, foi dissolvido 3,0 g do latex liofilizado em 15,0 mL de tampéo de
ativacao. A mistura foi agitada durante 30 min e centrifugada (9.000 g) durante 10
min a 4° C. O sobrenadante foi filtrado, sendo repetido o procedimento descrito
acima com o residuo, utilizando 5,00 mL do tampéo de ativacdo. Os filtrados
obtidos foram recolhidos, desprezando-se os residuos.

A amostra obtida anteriormente foi aplicada em uma coluna contendo resina
Sephadex G-10, apos esta ter sido equilibrada com tampéo acetato de sddio 1,00
M. As fracOes coletadas foram triadas mediante a determinacdo da absorbancia a
280 nm. As primeiras fragbes obtidas da coluna G-10 foram reunidas, formando o
primeiro pico cromatografico (P1G10).

Com um sistema de ultrafiltracdo que utiliza uma membrana de 10 kDa, as
amostras de P1G10 foram filtradas, lavando-as 3 vezes com agua deionizada e
recolhendo a solucéo residual, que posteriormente foi liofilizada. A determinacao
da concentracdo protéica total, a atividade proteolitica especifica e a analise em
gel de poliacrilamida SDS-Page da amostra recolhida foram realizadas como
parametro para a caracterizacdo da fracdo (SILVA et al., 2003; MELLO et al.,
2006). Dessa forma, separamos um lote de P1G10 com quantidade suficiente para

desenvolver o presente estudo (4,23 g).

3.2.2 Determinacdo da concentragao proteica

A concentracdo protéica de P1G10 foi determinada através da técnica de
Lowry — Folin, como descrita por DAWSON et al. (1995). Para tanto, as seguintes
solugdes foram preparadas:
* Solucédo 1: 2% de Na,CO3 em 0,10 mol/L de NaOH
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e Solucéo 2: 0,5% de CuS0O,.5H,0 em 1% de citrato de sédio
* Solucéo 3: mistura de 50,0 mL da solucdo 1 e 1,0 mL da solugéo 2
* Solucéo 4: reagente de Folin 1:2 em agua deionizada

Inicialmente, foi construida uma curva-padrao relacionando a concentragao
protéica e a atividade oOtica. Para isso, foi aliquotado, em triplicata, 1,0; 2,0 e 3,0
pL de uma solugéo padréao de lisozima (10 mg/mL), completando com a solugéo 3
para obtencdo de um volume total de 1,0 mL. Apés homogeneizagéo, a mistura foi
deixada por 10 min em temperatura ambiente. Terminado este periodo, 100 pL da
solucdo 4 foi adicionada, agitada e mantida por 30 min, também em temperatura
ambiente, para a determinag&o da absorvancia em comprimento de onda de 750
nm. O espectrofotdmetro foi zerado com uma solucdo contendo 1,0 mL da solucéo
3 e 100 pL da solugéo 4 (solucéo branco).

Diferentes amostras de P1G10 foram diluidas em agua deionizada, sendo
repetidos, os procedimentos acima descritos. A concentracdo protéica foi
determinada, mediante a interpolagéo das absorvancias obtidas das amostras com

a reta da curva de calibracdo ou pelo emprego da equacéo, obtida da mesma.

3.2.3 Determinacédo da atividade proteolitica especi  fica

A atividade proteolitica especifica das amostras de P1G10 foi determinada,
segundo SILVA et al. (2003), através da medida da atividade amidasica em
substrato BAPNA. Para isso, a seguinte solugéo foi preparada:
» 30 mL de tampé&o fosfato 25 mM pH 8
e 750 pL de cisteina 200 mM
e 120 yL de EDTAO0,5M
* 90 pL de substrato BAPNA 100 mM

Em triplicata, amostras de P1G10 foram aliquotadas, para obtencdo de uma
mistura na concentracdo de 10 pg/mL da solucdo acima especificada. A mistura foi
incubada em banho de agua a 37°C por um periodo variavel de 1 min a 12 h até
obtencdo de uma coloracdo amarelo-clara. A reacéo foi interrompida com a adi¢ao

de 60 pL de solucdo de acido acético 60% (v/v). A leitura foi feita em
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espectrofotdmetro em comprimento de onda de 405 nm com o aparelho zerado
com 1,0 mL da solucdo acima descrita na auséncia de amostra.

A atividade especifica das amostras foi determinada de acordo com a
seguinte equacao:

A=axbxc

A= absorvéancia

a= coeficiente de extin¢do molar (8800 M*cm™)
b= comprimento da cubeta (1 cm)

c= concentragdo do complexo formado (M)

Atividade especifica = nM/min/ug de enzima

3.2.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida desnatu  rante

A solucao para gel separador foi aplicada em uma placa de vidro com 8,0 x
10,0 x 0,3 cm de dimensfes, munidas de espacadores e vedantes de borracha.
Apoés o gel separador ter polimerizado, o gel concentrador foi adicionado sobre o
primeiro. Antes da polimerizacao foi adicionado um pente com 10 dentes. Apos a
polimerizagdo do dltimo gel, os pentes e os vedantes foram cuidadosamente
retirados, sendo a montagem colocada na cuba de eletroforese contendo o
tampéo de corrida. Uma corrente elétrica de 80 V de tensdo, 20 mA de corrente e
2W de poténcia foi aplicada durante 30 min a 7 °C (pré-corrida). Um volume do
tampdo de amostra foi adicionado correspondente a 1/6 do volume total da
amostra. Nas amostras contendo proteases também foi adicionado 1 pL de
solugdo MMS 50 mM. Para desnaturacdo das amostras, essas foram fervidas por
5 min, antes da aplicacéo no gel. A aplicacao foi feita nas canaletas localizadas no
polo negativo do gel. A eletroforese foi desenvolvida em corrente elétrica de 80 V
de tensdo, 20 mA de corrente e 2 W de poténcia, durante aproximadamente 2 h a
7 °C.

Terminada a corrida eletroforética o gel foi exposto a solucao fixadora por
30 min. Apos esse periodo, o gel foi lavado 2 vezes com agua destilada para

hidrata-lo. Em seguida, foi adicionada a solucdo de azul-brilhante de coomassie
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para coloragédo de geéis a qual permanecera por 30 min ou até o aparecimento das
bandas. O fundo do gel (background) foi descorado com a solugéo descorante. Foi
retirada foto digital (cAmara Kodak DC-40) do gel sobre um transiluminador para a
analise dos resultados. A intensidade das bandas foi calculada por densitometria
usando o software Kodak verséo 1D-3.5.

A massa molecular foi estimada através da analise do gel desnaturante
corrida com padrbes de peso molecular de massas conhecidas: lisozima, 14.300
Da; quimiotripsinogénio, 25.000 Da e ovalbumina, 45.000 Da. A relacdo entre o
logaritmo natural dos pesos moleculares dos padrbes com sua distancia de
migracéo foi relacionada com a distancia de migragéo das amostras testadas para
determinagdo do peso molecular destas. Essa determinacdo foi realizada com
auxilio do software Kodak versédo 1D-3.5. (LAEMMLI, 1970).

3.2.5 Manuteng¢éo do Tumor

Na avaliacdo da atividade antitumoral de P1G10, foi utilizado como
modelo experimental, o carcinoma ascitico de Ehrlich. A manutencdo das células
tumorais é feita in vivo, através da injecéo intraperitoneal de 10’ células a cada 7
dias em camundongas receptoras, obtidas por puncdo mecanica do liquido
ascitico dos animais doadores (SAAD-HOSSNE et al., 2003). No preparo do fluido
para a inoculagdo, o mesmo foi lavado com PBS e a densidade celular ajustada

para 10" células/100pL.

3.2.6 Preparo das células tumorais para inoculacéo

No dia da inoculagdo tumoral, foram coletados 3,0 mL de fluido ascitico
de camundongas pré-inoculados ha aproximadamente 7 dias com carcinoma de
Ehrlich. Esse fluido foi centrifugado (1500 rpm) durante 5 min e o sobrenadante
descartado. A seguir, as células foram suspensas em PBS e centrifugadas
novamente. Esse procedimento foi repetido por 3 vezes ou até a obtengdo de um
sobrenadante limpido, claro e denso, que corresponde a uma suspensao celular
com o minimo de fibrina e hemacias. Para ajuste da densidade celular, foi

realizada a contagem e o teste de viabilidade das células tumorais. Para isto, 20 pl
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de suspensdo celular foram adicionados a 1980 ul de PBS. ApoOs a
homogeneizacdo, foram retirados 100 ul da suspenséo diluida e adicionados 100
ul de corante azul de Tripan a 0,1%. A contagem foi feita em camara de Neubauer,
sendo contadas as células contidas nos quatro quadrantes externos. As células
coradas em azul foram consideradas invidveis, e as células transllcidas
consideradas viaveis. Para inoculacéo, a viabilidade considerada foi em torno de
90%. Para o experimento, 10" células do tumor de Ehrlich foram inoculadas na
cavidade peritoneal, para que o tumor se desenvolvesse em sua forma ascitica, ou
5 x 10° células foram inoculadas, via s.c., no flanco direito para que o tumor se
desenvolvesse em sua forma sélida (ASSIS et al., 2007). A férmula final para
determinagdo do numero de células viaveis foi deduzida, segundo DAGLI et al.
(1992):

Numero de células/mL = (Numero de células contadas X Fator de corregdo) +~ 4
Sendo que:
Fator de correcdo = Fator de profundidade (10*) X Fator de dilui¢io (200)

3.2.7 Avaliagdo da atividade antitumoral de P1G10 ¢ ontra carcinoma de
Ehrlich em sua forma solida

Nessa avaliacdo foram formados 4 grupos, sendo um o controle que
recebeu somente veiculo (PBS) e outros 3 grupos testes que receberam P1G10
nas doses de 1, 3 e 5 mg/kg. O tratamento foi iniciado 4 dias apds a inoculacao de
células e feito diariamente, por 21 dias, via subcutanea. Ao final, os animais foram
sacrificados em camara de CO,, seus tumores primarios removidos, pesados e
medidos. Para a determinag&o do volume, o tumor foi mensurado através de duas
medidas: uma no sentido da maior extensdo e outra no sentido da menor
extensdo, com o auxilio de um paquimetro (GHONEUM et al., 2008). Assim, o

volume tumoral (VT) foi obtido através da seguinte férmula:
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VT (mm3) = 0,52 AB?

Sendo A, a medida do menor eixo e B a do maior eixo.

3.2.8 Avaliagéo da atividade antitumoral da fragéo P1G10 contra carcinoma
de Ehrlich ascitico

Apés 3 dias da inoculacdo, o tratamento dos animais foi iniciado. Foram
formados 4 grupos, sendo um controle, que recebeu veiculo (PBS) e outros 3
grupos teste, que receberam P1G10 nas doses de 1, 3 e 5 mg/kg. As
administragbes ocorreram diariamente, durante 10 dias consecutivos, por via s.c..
Ao final do tratamento, foi realizada a puncéo do liquido ascitico e a determinacao
da sua celularidade. Para isso, 10 pL do liquido ascitico foram adicionados a 990
ML de meio RPMI 1640. Desta suspensao, foram retirados 50 pL e adicionados a
50 pL do corante azul de Tripan a 0,1%. A contagem foi feita em camara de
Neubauer, como descrito acima no item 3.2.7(SAAD-HOSSNE et al., 2003; ASSIS
et al., 2007).

3.2.9 Avaliacdo do efeito de P1G10 sobre a sobreviv éncia de animais
portadores de carcinoma ascitico de Ehrlich

Com o intuito de observar uma possivel progressdo do tempo de
sobrevivéncia de animais com o carcinoma ascitico de Ehrlich, quando tratados
com a fracdo P1G10, foi realizada uma analise de sobrevivéncia. Para isso, foram
considerados 4 grupos experimentais: um grupo controle que recebeu 100 pL de
PBS e outros 3 grupos de animais tratados com a fracdo P1G10 nas doses de 1, 3
e 5 mg/kg. O tratamento foi iniciado 3 dias apés a inoculacdo das células (10’
células / 100 pL / animal) e continuado por 10 dias consecutivos. Apos o término
do tratamento, foi feito o acompanhamento diario dos animais e foram
contabilizados os 6bitos/dia. Os dados obtidos foram expressos graficamente pela
curva de sobrevivéncia de Kaplan-Méier e os resultados comparados entre si

pelos testes de Wilconxon, Harrington-Fleming e Longrank.
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3.2.10 Avaliagcdo da citotoxicidade pelo ensaio do s al de brometo de
tetrazolium (MTT)

A citotoxicidade da fracdo proteolitica P1G10 foi avaliada utilizando a
linhagem celular do carcinoma ascitico de Ehrlich derivado de camundongo. As
células foram cultivadas suspensas em meio RPMI 1640, suplementado com 10%
de soro fetal bovino (FBS) inativado pelo calor, 100 U penicilina/mL e 100 pg de
estreptomicina/mL, em uma incubadora umidificada com uma atmosfera de 5% de
CO; a 37°C (KVIECINSKI et al., 2008). As células foram semeadas, em placa de
96 pocos em uma densidade de 10° células/poco. Ap6s 24 h do plaqueamento, as
amostras de P1G10 foram adicionadas dissolvidas em meio RPMI com 10% de
FBS, nas concentracdes de 10° 10°, 5x10° e 10™ g/mL. As células ficaram
expostas por 48 h ao meio de cultura com ou sem P1G10 (controle). Ao final do
periodo de incubacéo, a citotoxicidade foi avaliada pelo método da redugédo do
MTT. O ensaio do MTT é um teste de competéncia metabdlica baseado na
avaliacdo da performance mitocondrial, que depende da conversdo de amarelo do
corante 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-brometo de tetrazolium (MTT) para o
formazan roxo pela succinato desidrogenase das ceélulas viaveis (MOSMANN,
1983). Para isso, foram adicionadas 10 pL de uma solucdo contendo 5 mg/mL de
MTT. Decorridas 4 h, o formazan produzido pela reducédo do MTT, foi dissolvido
em DMSO, e a absorvancia foi mensurada atravées da leitura em
espectrofotbmetro a 550 nm, sendo determinada a porcentagem de reducdo do
corante em relacdo ao controle. testada em 6 replicatas e 3 experimentos foram
realizados. A partir do resultado a IC 50 foi determinada através de regressao

linear.

3.2.11 Contagem global de leucdcitos

Uma aliquota de 10 pL de sangue total foi adicionada a 190 pL de solugéo
de Turk. Agitou-se bem e cerca de 10 pL da suspensao formada foi colocada em
uma camara de Neubauer para realizagdo da contagem, utilizando os quatro
campos externos da camara. Apos a contagem, foi calculado o nimero total de

leucécitos, pela férmula:
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Leucécitos/mL = valor contado X 10* X Dilui¢io/Ntumero de campos

Sendo 10* = Fator de correcdo do volume

3.2.12 Confecc¢do de esfregaco sanguineo e coloracdo  das laminas

Uma gota do sangue total foi obtida através do corte da extremidade da
cauda de camundongas Swiss com uma tesoura e colocada sobre uma lamina
limpa. Com a ajuda de outra lamina, em uma inclinag&o de 45 ©, foi confeccionado
o esfregaco através do deslizamento de uma sobre a outra, em sentido oposto.
Apbés a secagem, as laminas foram coradas por May-Grinwald e Giemsa
(CARVALHO e SILVA et al., 1988).

3.2.13 Contagem diferencial de leucdcitos

Os leucdcitos foram contados em esfregaco sanguineo, preparado e
corado, como descrito no item 3.2.12. A contagem foi feita até se obter uma soma
igual a 100, o que esta relacionado ao percentual de leucdcitos no esfregaco.
Apoés a contagem, o percentual encontrado foi multiplicado pelo valor global de
leucécitos para encontrar o valor por mL. As avaliagbes leucocitarias, foram
realizadas em todos os animais de todos os grupos, antes do inicio do tratamento
e da inoculagcdo tumoral, sendo esses dados reunidos formando o grupo

denominado de “naive”.

3.2.14 Determinacé@o do numero de células da medula  Ossea

Camundongas Swiss foram inoculadas com 10’ células de carcinoma
ascitico de Ehrlich por via intraperitoneal. A partir do 3° dia, os animais foram
tratados por via subcutanea s.c. com PBS (controle) ou P1G10 a 1 mg/kg, sendo o
tratamento repetido 1 vez ao dia, durante 10 dias. No dia seguinte, 0os animais
foram sacrificados e seus fémures foram extraidos e cortados nas suas
extremidades distais. Para a retirada das células, o canal interno do fémur foi

lavado com 3 ml de PBS. O liquido celular obtido foi corado com cristal violeta
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(0,5% em 30% de &cido acético) e inserido na camara de Neubauer para a
contagem das células em microscopio 6ptico (objetiva de 40x) (SODERBERG et
al., 1996).

3.2.15 Dosagens dos niveis das citocinas VEGF, TGF- B e TNF-a

Apbs o tratamento com P1G10 nas doses de 1, 3 e 5 mg/kg durante 10 dias
consecutivos, por via subcutanea,foi realizada a puncao do liquido ascitico e o
sobrenadande foi utilizado para dosagens dos niveis das citocinas VEGF, TGF-3 e
TNF-a.

A deteccdo e quantificagdo de cada citocina foram feitas pela técnica do
Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). O protocolo usado para cada
citocina foi composto dos mesmos procedimentos com diferencas apenas nas
concentragcdes dos anticorpos de captura e biotinilados, que variam em suas
diluicbes para cada citocina, de acordo com as padronizac¢fes. Tais concentracdes
estavam nas faixas recomendadas pelo fabricante (R&D Systems). Primeiramente,
sensibilizou-se a placa com 100uL / poco do anticorpo de captura anti-citocina
purificado. Este anticorpo foi diluido em tampao carbonato-bicarbonato pH 9,6,
pois tal solucdo aumenta a adsorcao do anticorpo na placa. A incubacao da placa
foi feita em camara Umida, overnight, a 4°C. O bloqueio das ligacdes inespecificas
ocorreu adicionando-se 200 pL/pogo de tampéo de bloqueio (BSA 1%), diluido em
tampéo carbonato-bicarbonato e incubando-se a placa em camara umida, por 2 h,
a 37° C. Apos sensibilizagéo e bloqueio da placa foram adicionados, nhum volume
de 100 uL/poco, os padrbes (citocinas recombinantes) e as amostras, que foram
incubadas em camara umida, por 2 h, a 37° C. Nesta etapa, ndo foi colocado
material em dois pogos na primeira coluna, para que estes servissem de branco e
no restante foram feitas diluicbes seriadas do padrdo que possui concentracao
padronizada de citocinas, para posterior realizacdo da curva padrdao. Em seguida,
foi adicionado, num volume de 100 uL/pogo, o anticorpo anti-citocina biotinilado
diluido em tampéo PBS/Tween e o material foi incubado em camara umida, por 2
h, a 37° C. A seguir, foram adicionados 100 uL/po¢o de solugcdo contendo um

conjugado de HRP (horseradish peroxidase) e estreptoavidina, diluido em
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PBS/Tween, as placas foram incubadas por 2 h, em camara Uumida, a 37° C.
Finalmente, para se revelar a reacédo anticorpo-citocina, o substrato para a enzima
(HRP) foi adicionado (100 pL/poco). Tal solugédo se constituiu de 25 mL de tampéao
citrato-fosfato, 10 mg de OPD (o-Phenylene-diamine) e 10 ul de peréxido de
hidrogénio a 30 volumes. Apos 15 min, a reacao foi interrompida pela adicao de 50
ML/poco de solucdo de acido sulfdrico a 2 N. A placa foi lavada com solugéo de
PBS/Tween (250 uL/pogo) apl6s cada etapa do protocolo. A leitura
espectrofotométrica foi realizada em comprimento de onda de 492 nm (GENTILE,
2001).

3.2.16 Avaliacdo do efeito de P1G10 sobre a respost a humoral de animais

portadores de carcinoma de Ehrlich ascitico

Para a obtencdo de antigenos de membrana de hemacias de carneiro,
foram coletados cerca de 300 mL de sangue periférico de carneiro (Ovis aries
aries Linnaeus, 1758) sem anticoagulante, ao qual foram adicionados 300 mL de
Tampdao de Alserver’s (50% v/v). A mistura foi centrifugada a 3000 rpm/ 4°C/ 30
min. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento lavado
com salina 0,9% por 3 vezes. Em seguida, o sedimento foi suspenso com 40 mL
de TRIS-HCI 0,05 M contendo 0,1 mM de EDTA e agitado em vortex. Apos a
agitacao, a suspenséo foi centrifugada a 25.000 G a 4°C/ 30 min e desprezou-se 0
sobrenadante. Esse procedimento foi repetido 3 vezes. Em seguida, foi adicionado
20 mL de SDS a 0,1% contendo 0,02% de azida soédica. A preparacdo foi
distribuida em aliquotas de 0,05 mL e conservada a -20C (VAN LOVEREN et al.,
1991; TEMPLE et al., 1993).

As concentracdes de proteinas dos antigenos de membrana de hemacias
de carneiro foram determinadas utilizando-se o método de Lowry- Folin (DAWSON
et al., 1995), como descrito no item 3.2.2.

Para avaliacdo da resposta imunolégica (estudo agudo) foram utilizados
camundongas da linhagem BALB/c, portadoras do tumor de Ehrlich (tratamento

por 15 dias). O estudo de fase cronica (30 dias) ndo foi realizado porque os
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animais nao sobreviveriam 30 dias com o tumor. Os animais foram divididos,
aleatoriamente, em 6 grupos de 4 ou 5 animais e tratados da seguinte forma:
e Grupo 1: solucéo controle (PBS) por via s.c.
» Grupo 2: solucao controle (PBS) por via s.c. e imunizados com hemacias de
carneiro via s.c.
e Grupo 3: dose 1 (1 mg/kg) de P1G10, via s.c.
e Grupo 4: dose 2 (5 mg/kg) de P1G10, via s.c.
e Grupo 5: dose 1 (1 mg/kg) de P1G10, via s.c., sendo esses animais
imunizados com hemacias de carneiro (Ovis aries aries), via s.c.
e Grupo 6: dose 2 (5 mg/kg) de P1G10, via s.c., sendo esses animais

imunizados com hemacias de carneiro (Ovis aries aries), via s.c.

As administracGes de P1G10 ocorreram a partir do 3° dia apds a inoculagéo
das células de carcinoma ascitico de Ehrlich e foram repetidas, uma vez ao dia,
durante 11 dias. Os grupos 1, 3 e 4 foram avaliados quanto a resposta imune

celular, e os grupos 2, 5 e 6 foram avaliados quanto a resposta imune humoral.

A imunizacao dos animais dos grupos 2, 5 e 6, foi realizada nos dias 1, 3, 7
e 10, pela inoculacéo de 2 x 10° hemacias de carneiro, por via sub cutanea. No
12° dia, os animais dos grupos 2, 5 e 6 receberam uma dose de reforco contendo
2x10° hemacias de carneiro por via sub cutanea. No 15° dia, foi realizada a
exsanguinagdo e obtencdo do soro, seguido do sacrificio dos animais. O soro foi
utilizado para a deteccado de IgG e IgM anti-hemécias de carneiro. Para isso, foi
utilizada a técnica de ELISA indireto, que foi realizada em microplacas de 96
pocos, sensibilizadas com 2 pg/100 pL/poco da preparacdo antigénica de
membrana de hemacias de carneiro diluida em tampéo de ligagdo (tampéo
carbonato) e incubado por 24 hs em camara umida a 4C. Apos esse tempo, foi
feita a lavagem (tampdo de lavagem) das placas por cinco vezes e entédo
adicionou-se a cada poco, 150 pL de tampéo de bloqueio (PBS e caseina 2%) e
incubou-se por 30 minutos a 37°C. Ap6s 10 lavagens, foram adicionados 100

pL/poco das amostras de soro diluidas em tampdo de incubacdo a 1:25
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(duplicatas), e incubadas ou-se a 37 por 1 hora. Apés 10 lavagens sucessivas
adicionou-se 100 pL dos conjugados especificos (anti-IgM e anti-lgG conjugados
com a peroxidase) de camundongos, diluidos a 1:5000 em tamp&o de incubacao e
mantidos a 37°C por 1 hora. Apos outras 10 lavagens, adicionou-se 100 pL de
uma solugcédo tampéao substrato contendo OPD (o-fenilenodiamina) e peroxido de
hidrogénio. As placas foram incubadas a temperatura ambiente e na auséncia de
luz, por 15 min. Em seguida foram adicionados 50 pL de solugdo de H,SO4 4N,
para paralisar a reacdo. As absorbancias foram determinadas com auxilio de um
leitor automatico para microplacas, no comprimento de onda de 492 nm, e os

resultados expressos como densidade Optica (D.O.).

3.2.17 Avaliacéo da atividade proliferativa de P1G1 0 sobre linfécitos obtidos
de animais portadores de carcinoma ascitico de Ehrl ich

Inicialmente, os animais foram inoculados com 10’ células tumorais, como
descrito nos itens 3.2.6 e 3.2.8 . Apos 3 dias, o tratamento foi iniciado com 1 ou 5
mg/kg, sendo realizado uma vez ao dia, durante 11 dias. Apds este periodo, 0s
animais foram sacrificados e seus bacos retirados assepticamente, para a
obtencéo dos linfocitos conforme descrito por BENENCIA et al., 2000; TULINSKA
et al., 2000; PEIJIE et al., 2003; e ALVAREZ et al., 2004.

O baco foi colocado em meio de RPMI 1640 e dilacerado com pingas e
tesouras estéreis. A suspensao obtida foi filtrada em gaze também estéril, sendo o
filtrado centrifugado a 1000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado e ao
sedimento de células esplénicas foi adicionado 5 mL de cloreto de amoénio a
0,83%, contendo bicarbonato de sédio a 1%, sendo agitado rapidamente em
vortex, e em seguida, mantido em repouso em banho de gelo, por 5 min (para
ocorrer a lise das hemécias). Apos este periodo, foram adicionados 5 mL de RPMI
1640 suplementado com 1% de FBS, seguido da centrifugacdo a 1200 rpm/10
min. O sobrenadante foi descartado e ao sedimento de células foi adicionado 10
mL da solucdo salina de Fazeka's St. Groth. Em seguida, as células esplénicas
foram quantificadas em camara de neubauer e sua concentracdo ajustada para 5

x 10° células/100 pL. A suspensdo celular (100 pL) foi semeada em placas de 96
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pocos, sendo reservados 6 pocinhos para cada animal. Logo em seguida foram
feitos tratamentos, em triplicata, de acordo com: 10 pL de Concanavalina A (40
pg/mL) + 10 pL de PBS ou 10 pL de P1G10 (10 pg/mL) + 10 pL de Concanavalina
A (40 pg/mL)

As placas foram incubadas em estufa a 37°C, em atmosfera de 5% de CO,
e com 95% de umidade relativa por 72 horas (YASNI et al., 1993; ROSEGHINI et
al., 2006). Apos este periodo a proliferacéo celular foi avaliada através do método
do MTT, como descrito acima no item 3.2.10. Os resultados do ensaio de

proliferagéo celular foram expressos em densidade éptica (D.O.).

3.2.18 Avaliacao da atividade antitumoral em animai s portadores do tumor de
Ehrlich em sua forma ascitica quando estes séo pré tratados com a fracéo
P1G10

Camundongas Swiss foram pré-tratadas por 10 dias, e entdo, inoculadas
por via intraperitoneal com 10’ células de tumor de Ehrlich, aguardou-se ent&o um
periodo de 10 dias (sem tratamento algum) para o desenvolvimento tumoral, e no
11° dia apoés a inoculagéo foi realizada puncéo do liquido ascitico para contagem
do ndmero de células, conforme o item 3.2.6 € 3.2.8

Foram formados 4 grupos, sendo um controle, que recebeu veiculo (PBS)
e outros 2 grupos teste, que receberam P1G10 nas doses de 1 e 5 mg/kg. As
administrac6es ocorreram diariamente, durante 10 dias consecutivos, por via sub

cutanea.

3.3 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram efetuadas através do programa GraphPad
Prism 5.0, utilizando analise de variancia (ANOVA), seguida pelos pés-testes de
Bonferroni, Student-Newman-Keuls e Dunnet, de acordo com cada procedimento
e descrito em cada legenda em resultados. Para avaliar se houve diferenca
significativa entre os grupos, foi considerado o nivel de significancia de 5% (p <
0,05).
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Na analise da sobrevivéncia, os dados obtidos foram expressos
graficamente pela curva de sobrevivéncia de Kaplan-Méier e os resultados

comparados entre si pelo testes de Wilcoxon, Harrington-Fleming e Longrank.



4. Resultados

4.1 Obtencéo e caracterizagao da fracdo P1G10

O latex liofilizado foi dissolvido em tampé&o de ativacdo e aplicado a
uma coluna cromatografica Sephadex G-10. A separacao em dois picos bem
definidos, P1G10 e P2G10 se fez a partir do perfil protéico (absorbancia a 280
nm), como representado na Figura 1. O pico P1G10 corresponde as fracdes 25
a 42 e 0 P2G10 as fracdes 48 a 66. As fracdes que compdem o pico P1G10
foram reunidas e submetidas a concentracédo e liofilizacdo como descrito no
item 3.2.1. De 15 g de latex aplicados na coluna, foram obtidos 4,23 g de
P1G10, representando um rendimento de 28%. A atividade amidasica
especifica foi de 29,09 nM.min-1.mg-1 (item 3.2.3) e a quantidade de proteina
total de 84,6 + 1,60 % (medido conforme item 3.2.2).

Para avaliagdo da composigéo protéica, foi realizada uma eletroforese
em condi¢cdes desnaturantes (Figura 2) onde a andalise do gel mostrou a
presenca de um perfil eletroforético semelhante para as varias amostras de
P1G10, com as principais bandas protéicas correspondendo a massas
moleculares de 23 a 27kDa. Também observando a Figura 2, é possivel
verificar a manutencdo do perfil protéico em amostras do latex de C.

candamarcensis coletadas em diferentes momentos.

55



70 0,18

60 - 0,16

r 0,14
50 - =
E - 012 ©
[0

o 4

X %0 L 0,10 lé
© °

o R - 0,08
S 201 008 g7
o kel
< - 0,04 3
10 <

- 0,02

01 - 0,00

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Numero da fragao
—O— Absorbancia 280 nm
—@— Atividade amidasica total
Figura 1: Perfil cromatografico representativo do | atex ativado na coluna

“Sephadex G-10". A solucdo de latex ativado de C. candamarcensis foi aplicada em
coluna “Sephadex G-10" e eluida com solucao de acetato de sédio 1,0 M (pH 5,0),
com fluxo de 0,25 mL/min. Fragbes de 5 mL foram coletadas para determinacao do
perfil protéico (absorbancia a 280 nm) e atividade amidasica total, conforme descrito
na metodologia (itens 3.2.1 e 3.2.3, respectivamente).

45 kDa

25 kDa

> 14,3 kDa

Figura 2: Perfil eletroforético de diferentes amost ras de latex de C.
candamarcensis e fragdo P1G10 em gel SDS/PAGE 12% em condi¢cdes
desnaturantes. Trinta microgramas de cada amostra foram aplicadas, sendo a corrida
eletroforética e o gel corado por Coomassie blue G-250 conforme item 3.2.4.
Canaletas 1 a 5, amostras de diferentes lotes de P1G10; canaletas 6 a 8, amostras de
diferentes lotes de latex de C. candamarcensis; canaleta 9, padrdo de peso molecular
(10 yg de ovalbumina, 45 kDa; 10 ug de quimiotripsinogénio, 25 kDa e 10 ug de
lisozima, 14,3 kDa) e canaleta 10, amostra de P2G10.
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4.2 Avaliagdo da atividade antitumoral de P1G10 sob re carcinoma de
Erhlich sélido

Nessa avaliacdo, camundongas portadoras do tumor soélido de Ehrlich
foram tratadas diariamente com a fracdo proteolitica, comecando no 8° dia e
estendendo-se até o 29° dia, ap0s a inoculacdo das células. A atividade
antitumoral foi mensurada pelas alteragdes no volume tumoral no decorrer do
ensaio e pela massa ao final do experimento. A Figura 3 mostra que a
administracdo de P1G10 na dose de 3 mg/kg causou uma diminuicdo do
volume tumoral, a partir do 5° dia de tratamento (13° do experimento), sendo
significativa apenas no 21° dia de tratamento (27 °© do experimento). A reducéo
observada foi de 42,2% (3 mg/kg, 942,45 + 255,00 mm® p < 0,05, Two Way
ANOVA, pés teste Bonferroni) quando comparado ao grupo controle (1839 +
481,70 mm®). Os animais foram pesados a cada 48 horas para ajuste da
concentracéo da solugéo nao havendo diferencas significativas entre os grupos

avaliados (dados ndo mostrados).

2500+
2000+ 8°dia - Inicio do tratamento T - Controle

-+ P1G10 1 mg/kg
1500+ -+ P1G10 3 mg/kg
P1G10 5 mg/kg

10004

5004 .
0-
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Figura 3. Avaliagdo do volume tumoral de animais po rtadores do tumor de
Ehrlich sélido tratados com a fracdo P1G10. Camundongas Swiss, receberam
indculos de 5 X 10° células no flanco direito. Apds 8 dias da inoculagao, foi iniciado o
tratamento com P1G10 nas doses de 1, 3 ou 5 mg/kg, sendo mantido por 29 dias.
Durante todo o periodo de tratamento, o volume tumoral foi aferido a cada 48 h,
utilizando paquimetro. Os resultados sdo apresentados como média + e.p.m do
volume tumoral de 10 animais, em funcdo do tempo. * indica resultado
significativamente diferente em relacdo ao controle, para p<0,05, Two Way ANOVA,
seguido do pos teste de Bonferroni.

57



Ao final do tratamento (29° dia do experimento), os animais foram
sacrificados e seus tumores pesados. Na Figura 4, é possivel verificar que a
administracdo de P1G10 na doses de 1 ou 3 mg/kg reduziu a massa tumoral,
entretanto, apenas na dose de 3 mg/kg, a reducéo foi significativa (68 %, 0.29 +
0,10 g, p< 0,05) em relacao ao grupo controle (0,91 £ 0,12 g, One Way ANOVA,

pos teste de Dunnet).
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Figura 4. Avaliacdo da massa tumoral de animais por  tadores do tumor de Ehrlich
solido e tratados com a fragdo P1G10. Camundongas Swiss receberam indculo de 5
X 10%100 pL de células no flanco direito. Apds 8 dias da inoculacao, foi iniciado o
tratamento com P1G10 nas doses de 1, 3 ou 5 mg/kg, sendo mantido durante 21 dias.
Ao final desse periodo, os animais foram sacrificados, seus tumores coletados e
pesados. Os resultados sdo apresentados como média + e.p.m da massa tumoral de
10 animais. * indica resultado significativamente diferente em relacéo ao controle, para
p <0,05 (One Way ANOVA, pés teste de Dunnet).

4.3 Avaliagéo da atividade antitumoral em animais p  ortadores do tumor de
Ehrlich ascitico
Para a avaliacdo da atividade antitumoral, camundongas Swiss

receberam inéculo celular na densidade de 1x107/100 pL, i.p. e foram tratadas
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com PBS ou P1G10 (1, 3 ou 5 mg/kg) por 10 dias, a partir do 3° dia do
experimento. Ao término do tratamento os animais foram sacrificados e tiveram
o liquido ascitico puncionado onde a celularidade foi mensurada. A Figura 5
mostra que a administracdo de P1G10 causou uma diminui¢cdo da celularidade
presente no liquido ascitico, sendo que na dose de 5 mg/kg, esta diferenca foi
estatisticamente diferente do grupo controle. O numero total de células
alcancado ao final do tratamento dos animais tratados com a dose de 5 mg/Kg
foi de 6,31 + 0,70 x 10’ células/ mm? (p < 0,05), representando um decréscimo
de 40,2 %, quando comparado ao grupo controle (10,56 + 1,13 x 10’
células/mm?®, One Way ANOVA, pés teste de Dunnet). Os animais foram pesados
a cada 48 horas para ajuste da concentracdo da solucdo n&do havendo

diferencas significativas entre os grupos avaliados (dados ndo mostrados).
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Figura 5: Avaliacdo da atividade antitumoral da fra  ¢do P1G10 contra carcinoma
de Ehrlich ascitico. Camundongas Swiss foram inoculadas com 107/100 uL de
células de carcinoma de Ehrlich na cavidade peritoneal. Ap6s 3 dias da inoculacéo, os
animais receberam o tratamento com salina (controle) ou P1G10 (1, 3 e 5 mg/kg) via
s.c., sendo este continuado por 10 dias. Ao final do tratamento, os animais foram
sacrificados e a celularidade do liquido ascitico, mensurada. Os resultados sdo
mostrados como média + e.p.m. do nimero de células/mm?® de 10 animais. *Indica
resultado diferente estatisticamente do Controle, p < 0,05 (One Way ANOVA seguida
de pds-teste Dunnet).
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4.4 Avaliacdo do efeito de P1G10 sobre a sobrevivén cia de animais
portadores de carcinoma ascitico de Ehrlich

Na avaliagdo da sobrevida dos animais portadores do carcinoma de
Ehrlich ascitico e tratados com P1G10, foi feita a observacao e contagem dos
Obitos durante 30 dias apOs a inoculacdo tumoral. Os dados obtidos foram
expressos graficamente pela curva de sobrevivéncia de Kaplan-Méier e os
resultados comparados entre si pelos testes de Wilcoxon, Harrington-Fleming e
Longrank (Figura 6), quando é possivel verificar que ndo aparecem diferencas
significativas entre os grupos analisados. As 9 primeiras mortes ocorreram no
17° dia, sendo 4 no grupo controle, 3 e 2 nos grupos tratados com P1G10 nas
doses de 3 e 1 mg/kg, respectivamente. As demais mortes em todos 0S grupos
foram gradativas, atingindo a totalidade no 30° dia. No entanto, ainda pelo
grafico, observamos uma maior sobrevida dos animais tratados com P1G10 5
mg/kg, porém, como j& mencionado, sem diferenca estatistica significativa.
Nessa dose, o primeiro 6bito foi registrado no 19° dia, dois dias apds esses
registrados nos demais grupos. A totalidade das mortes ocorreram no 23°, 27°

e 30° dias nos grupos controle, 1, 3 e 5 mg/kg.

60



—~ 100
S = Controle
S 80 P1G10 5 mg/kg
'5 = P1G10 3 mg/kg
§ 60+ = P1G10 1 mg/kg
3 404
c
-}
€ 20+
(]
o
& C 1] L} L} ] v )
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (em dias apos a inoculacéo)

Figura 6: Representacdo grafica segundo Kaplan-Méie r das curvas de
sobrevivéncia dos grupos de animais inoculados com 0 carcinoma ascitico de
Ehrlich e tratados com PBS (controle) ou P1G10 (1, 3, 5 mg/Kg). Camundongas
Swiss foram inoculadas com 10’ células de carcinoma de Ehrlich, via i.p. O tratamento
se iniciou 3 dias apo0s a inoculacdo de células e perdurou por 10 dias, a partir de
quando os animais foram mantidos em ciclo de claro/escuro de 12/12 horas, agua e
racdo ad libitum e os Obitos foram contabilizados diariamente. Para as analises
estatisticas foram utilizados os testes de Longrank, Wilcoxon e Harrington-Fleming,
sem diferenca estatistica, p= 0,519 teste de Longrank e p= 0,502 teste de Harrington-
Fleming.

4.5 Avaliacéo da citotoxicidade pelo ensaio do Sal de Tetrazolium (MTT)

A citotoxicidade da fragédo proteolitica P1G10 foi avaliada sobre células
de Carcinoma de Ehrlich, usando o método da metabolizagdo do MTT. Os
resultados dessa analise, mostrados na Figura 7A, indicam que a fracao
P1G10 apresentou uma atividade citotoxica significativa, dose dependente,
sobre células de Ehrlich, sendo as inibigcdes de viabilidade de 33, 47, 75 e 80%
para as concentragdes de 10°, 10> 5 X 10° e 10™* g/mL, respectivamente.
Através da analise por regressao linear (Figura 7B), verificou-se que a fracéao

exibiu um valor de ICsp de 6,9 pg/mL.
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Figura 7. Avaliacdo in vitro do efeito citotoxico de P1G10 contra células
carcinoma de Ehrlich. Células de tumor de Ehrlich foram semeadas em placas de 96
cavidades, na densidade de 1 x 10° células/100 uL/cavidade. Apds 48 horas, foram
expostas a diferentes concentracdes de P1G10 (10° a 10 g/mL). Apds 72 horas de
exposicao, foi feita a avaliagdo da viabilidade celular, pelo teste do MTT. No gréfico
sdo mostrados os valores das densidades oOticas (D.O.) obtidas para cada
concentracdo (A). Seguindo-se a conversao dos dados (D.O.) para porcentagem de
viabilidade em relacdo ao grupo controle (considerado 100% de viabilidade), foi
realizada analise de regressdo linear, a partir da qual foi determinada a ICs, (B). *
Indica resultados significativos em relagéo ao grupo controle com p < 0,05 e *** para p
< 0,001, One Way ANOVA com pés teste Bonferroni).
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Numero de leucécitos x 10 “/mL

4.6 Contagem global e diferencial de leucdcitos.
Os resultados obtidos na contagem global e diferencial de leucdcitos do

sangue periférico de animais portadores de tumor de Ehrlich ascitico estao
mostrados na Figura 8. Como se pode observar na Figura 8A no grupo controle
tratado apenas com PBS houve uma reducdo do numero de leucécitos (5,1 £
0,61 x 107 células/mL) em sangue periférico, em comparacéo ao grupo Naive
(6,8 + 0,34 x 10’ células/mL). A administracdo de P1G10 promoveu um
aumento significativo no numero de leucdcitos totais, nas doses de 1 (7,66 *
1,10 x 10" células/mL) e 3 mg/kg (7,92 + 1,12 x 10’ células/mL), em relacdo ao
grupo controle (5,1 + 0,61 x 10’ células/mL - One Way ANOVA, pés teste de
Dunnett), alcangando os niveis dos animais Naive.

Pela contagem diferencial, observa-se que o tratamento com P1G10
promoveu um aumento significativo de neutrofilos (Figura 8B), em relacdo ao
grupo controle (27,87 + 8,13 x 10° células/mm®, ANOVA, pés teste Dunnett),
nos grupos tratados com 1 mg/kg (70,92 + 7,60 x 10° células/mm?) e 3 mg/kg,
(58,71 + 11,33 x 10° célulassmm?®. N&o foram observadas diferencas
estatisticas significativas no numero de linfocitos (Figura 8C), eosinofilos
(Figura D), mondcitos (Figura 8E) e basofilos (Figura 8F) entre os grupos
avaliados. A dose de 1mg/kg levou a um aumento significante estatisticamente
do namero de precursores de neutrofilos (Figura 8G).
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Figura 8. Determinacdo dos niveis de citocinas no s  obrenadante do liquido
ascitico de animais portadores do tumor de Ehrlich ascitico, tratados com a
fracao proteolitica P1G10. Efeito in vivo da injecdo s.c de fragcdo proteolitica obtida a
partir do primeiro pico cromatogréafico (P1G10) de C. candamarcensis sobre 0s niveis
de VEGF (A), TNF-a (B), TGF-1 fracdo total (C) e ativa (D) apdés 10 dias de
tratamento. A dosagem foi realizada pelo método ELISA com o kit R&D Systems. O
liquido ascitico de animais tratados por 10 dias foi coletado e o sobrenadante utilizado
para a dosagem. Os resultados foram comparados com grupo tratado com PBS. Cada
valor representa a média * desvio padrdo de todos os animais do grupo. *p < 0,05, **p
< 0,001 ANOVA, pos teste de Student Newman-Keuls.
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4.7 Determinacdo do numero de células da medula 6ss ea

Apos 10 dias de tratamento com PBS ou P1G10 (1 mg/kg), os animais
portadores do tumor de Ehrlich foram sacrificados e tiveram os fémures
retirados para a afericdo da quantidade de células presentes na medula 6ssea.
A Figura 9 mostra que a administracédo de P1G10 causa uma diminuicdo desse
ndmero (2,8 + 0,4 x 10° células/ mm®), sendo esta diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05, teste t de Student, controle - 4,3 + 0,7 x 10° células/mm?),

representando um decréscimo de 34,9%.
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Figura 9. Efeito do tratamento com a fracdo P1G10 de C. candamarcensis sobre
0 numero de células em medula Ossea de camundongos portadores do

carcinoma de Ehrlich ascitico. =~ Camundongas Swiss foram inoculadas com 1x10’
células na cavidade peritoneal. A partir do 3° dia, apds a inoculacdo, os animais foram
tratados com PBS ou P1G10 (1mg/kg), por via subcutédnea. O tratamento durou 10
dias, ap0s os quais, 0s animais sacrificados e seus fémures removidos para contagem
de células presentes na medula 6ssea. Os resultados sdo mostrados como média +
e.p.m. do nimero de células x 10%/mm?. * Indica resultado estatisticamente diferente
do grupo controle, para p <0.05, ANOVA — poés teste de Student Newman-Keuls
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4.8 Dosagens dos niveis das citocinas VEGF, TGF- [ e TNF-a.

As dosagens das citocinas VEGF, TNF-a e TGF-$ total e ativa foram
feitas utilizando-se o sobrenadante obtido ap6s a centrifugacdo do liquido
ascitico dos animais portadores de carcinoma de Ehrlich, tratados por 10 dias
com a fracdo P1G10.

Quanto aos niveis de VEGF, como mostrado na Figura 10 A, houve um
aumento destes nas camundongas tratadas com as doses de 3mg/kg (914,54 +
13,15 pg/mL) e 5 mg/kg (931,98 + 16,03 pg/mL) de P1G1l0, o que foi
significativamente maior (p < 0,05 e p < 0,01 respectivamente) quando
comparado ao grupo controle (838,68 + 25,64 pg/mL — ANOVA, poés teste
Student Newman-Keuls).

Ja quanto aos niveis de TNF-a houve uma reducéo significativamente
relevante e inversamente proporcional ao aumento de VEGF (Figura 10 B). Nos
animais tratados com as doses de 3 e 5 mg/kg, observaram-se reducdes de
34,8% (22,30 £ 2,78, p < 0,05 e 52,4% (16,28 = 3,60, p < 0,01),
respectivamente, em relacdo ao controle (34,24 + 3,19 — ANOVA, pos teste
Student Newman Keuls). Na figura 10 C, podemos observar que para os niveis
de TGF-B1 total ndo houve diferenca entre os grupos tratados e o controle,
porém guando realizamos as dosagem da fracdo ativa do TGF-f1 (Figura 10D),
houve um aumento significativo, de 12,2%, no grupo tratado com a dose de 5
mg/kg (108,13+ 4,39 pg/mL), quando comparado ao grupo controle (96,34 +
4,18 pg/mL, p< 0,05, ANOVA, pos teste Student Newman Keuls).
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Figura 10: Determinagcdo dos niveis de citocinas no sobrenadante do liquido
ascitico de animais portadores do tumor de Ehrlich ascitico, tratados com a
fracdo proteolitica P1G10. Efeito in vivo da injecdo s.c de fracdo proteolitica obtida a
partir do primeiro pico cromatografico (P1G10) de C. candamarcensis sobre os niveis
de VEGF (A), TNF-a (B), TGF-B1 fracdo total (C) e ativa (D) ap6s 10 dias de
tratamento. A dosagem foi realizada pelo método ELISA com o kit R&D Systems. O
liguido ascitico de animais tratados por 10 dias foi coletado e 0 sobrenadante utilizado
para a dosagem. Os resultados foram comparados com grupo tratado com PBS. Cada
valor representa a média + desvio padréo de todos os animais do grupo. *p < 0,05, **p
< 0,001 ANOVA, pos teste de Student Newman-Keuls.
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4.9 Avaliacdo do efeito de P1G10 sobre a resposta h  umoral de animais
portadores de carcinoma de Ehrlich ascitico

A resposta humoral foi avaliada pela dosagem de IgM e IgG através da
reacao de ELISA, em soro de animais tratados durante 11 dias com P1G10 e
imunizados com a suspensdo de hemacias de carneiro integras em densidade
padronizada (SRBC). Os resultados deste ensaio estdo apresentados na
Figura 11, onde se pode verificar que neste estudo de fase aguda, os niveis de
IgM e 1gG dos animais tratados com P1G10 ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significativa em comparacdo com seus respectivos controles.
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Figura 11: Determinacdo imunoenzimatica de IgM (A) e IgG (B) em animais

portadores do carcinoma de Ehrlich tratados com a f racdo P1G10. A dosagem de
IgM e IgG foi realizada pelo método ELISA e a leitura obtida 492 nm. OS soroS dos
animais tratados (P1G10 1mg/kg e 5mg/kg) e imunizados (SRBC) foram coletados e
utilizados para a dosagem de IgM e IgG na diluicdo de 1:25. Os resultados foram
comparados entre os grupos imunizados e tratados com PBS. Cada valor representa a
absorvancia meédia + e.p.m. (n=35) de todos os animais do grupo (ANOVA, pds teste
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de Newman-Keuls). SRBC- suspensdo de hemacias de carneiro integras em
densidade padronizada.

4.10 Avaliacao da atividade proliferativa de P1G10  sobre linfécitos obtidos

de bacos de animais portadores de carcinoma de Ehrl  ich ascitico

Os animais portadores de tumor ascitico foram tratados por 11 dias com
P1G10 (1 e 5 mg/kg), sendo sacrificados e seus bacos retirados para a
obtencdo de linfocitos. Essas células foram submetidas ao tratamento in vitro
com Concanavalina A (40 pg/mL) ou P1G10 (10 pg/mL) + Concanavalina A (40
png/mL) e tiveram a viabilidade medida pelo ensaio do MTT. No grupo de
animais que recebeu P1G10 na dose de 1 mg/Kg, ndo se observou diferenca
estatisticamente significativa. Entretanto, o grupo de animais que recebeu
P1G10 na dose de 5mg/kg e foi estimulado com o mitdgeno e a fracdo P1G10
apresentou uma densidade Optica média de 0,42 = 0,01, o que foi
significativamente maior quando comparado ao grupo controle que apresentou

densidade 6ptica média de 0,36 + 0,01 (Concanavalina A) (Figura 12).
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Figura 12: Avaliacdo da resposta proliferativa de P 1G10 sobre linfocitos

esplénicos de animais portadores do carcinoma de Eh rlich tratados com fragéo

proteolitica . Apds 14 dias de tratamento (1 ou 5 mg/kg) os animais foram sacrificados
e os bagos foram retirados. Os linfocitos esplénicos foram incubados em triplicata por
72 horas com Concanavalina A (40 pg/mL) e com ou sem P1G10 (10 pg/mL) em meio
RPMI-1640. A medida foi realizada pelo método do MTT. Os resultados dos grupos
que receberam P1G10 e Concanavalina A, in vitro, foram comparados com 0s
respectivos grupos que receberam apenas Concanavalina A. Cada valor representa a
média £ e.p.m. (ANOVA, pos teste de Newman-Keuls). D.O= densidade Optica, PBS =
phosphate buffered saline; P1 = P1G1010 pg/mL; CNV= Concanavalina A 40 pg/mL.

4.11 Avaliacdo da atividade antitumoral em animais portadores do tumor
de Ehrlich em sua forma ascitica quando estes sdo p  ré tratados com a
fracado P1G10

Nesta avaliacdo, os animais foram pré-tratados por 10 dias (1 ou 5
mg/kg) e, entdo, receberam indculo celular na densidade de 107/100 L, via i.p.
ApoOs 10 dias da inoculacdo, os animais foram sacrificados e o liquido ascitico
puncionado, para medida da celularidade. A Figura 13 mostra que a
administragdo de P1G10 causa uma diminuicdo da celularidade presente no
liguido ascitico, sendo esta diferenca estatisticamente significativa para ambas

as doses. O numero de células dos camundongos pré tratados com 1 e 5
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mg/kg foi de 11,14 + 0,5 (p<0,001, reducdo de 21,93%) e 10,64 + 0,33 x 10’
(p<0,001, reducdo de 25,44%) células/ mm?, respectivamente, sendo o do
grupo controle tratado com PBS de 14,27 + 0,67 x 10’ células/mm?® (ANOVA,

pos teste de Bonferroni).
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Figura 13: Efeito do pré-tratamento com fracdo P1G1 0 sobre o niumero de células
tumorais de animais portadores de carcinoma de Ehrl ich ascitico. Camundongas
Swiss foram submetidas ao pré-tratamento com PBS ou P1G10 (1 e 5 mg/kg) por 10
dias antes da inoculacdo de células de carcinoma de Ehrlich 10" células/100pL, i.p..
Apbés a inoculacdo foi aguardado um periodo de 10 dias sem tratamento para o
desenvolvimento do tumor. A quantidade de células foi mensurada apés os 20 dias do
inicio do experimento. Cada coluna representa a média £ e.p.m. de n =30. *** Indica
resultado estatisticamente diferente do grupo controle com p < 0,001 (ANOVA, pés
teste de Bonferroni).

71



5. Discussao

NOs recentemente demonstramos, in vivo, a eficacia antitumoral da
fracdo P1G10 evidenciada pela redugdo da massa tumoral em modelo de
melanoma murino B16F1 e pela reducdo do percentual de ocorréncia e do
namero de pontos de metastase em modelo metastatico B1L6F10, com aumento
do tempo de sobrevivéncia para ambos os modelos (FIGUEIREDO, 2009).
Considerando que outras cisteino proteases e em particular a bromelina, vem
demonstrando atividades antiinflamatoria, antitumoral e imunolégica (BEUTH et
al., 2008), nos interessamos em examinar os efeitos antitumorais e 0s sobre o
sistema imune de P1G10, de forma a tentar elucidar seu mecanismo de acgéao,
com essa finalidade foi escolhido o carcinoma de Ehrlich ascitico, que é
descrito como um modelo tumoral que causa altera¢cdes no sistema imune do
hospedeiro (YASUHIRA, 1966; SOEDA, 1967; OKUBO, 1971; JAKOBISIAK et
al., 1982; OLINESCU et al., 1983; ATTIA et al., 2008 MANDAL e PODDAR,
2008).

Neste estudo nos avaliamos as atividades antitumoral e
imunomodulatéria de P1G10 sobre camundongos portadores do carcinoma de
Ehrlich. Inicialmente, foram obtidas e caracterizadas amostras de P1G10. Os
resultados ilustrados nas Figuras 1 e 2 mostram que a fragcao recuperada apos
a separacao cromatografica foi essencialmente de P1G10. Como observado na
Figura 1, houve a separacdo nitida em dois picos de acordo com o perfil
protéico, P1G10 e P2G10. As separacdes cromatograficas foram feitas em
diferentes amostras e com latex colhidos em diferentes periodos, sendo
observada a manutencao dos perfis eletroforéticos em gel SDS/PAGE, com as
principais bandas protéicas de variando de 23 a 27 kDa (Figura 2). Esses
resultados indicam que o método de separacdo cromatografica utilizado €
reprodutivel e que a manutencéo da constituicdo protéica independe de fatores
como a época de colheita do latex e tempo de armazenamento das amostras.
Dessa forma, separamos um lote de P1G10 com quantidade suficiente para
desenvolver o presente estudo (4,23 g).

Nas avaliacbes de atividade antitumoral de P1G10 em variacdes do

modelo de tumor de Ehrlich, nossos resultados revelaram uma significante

72



reducdo em volume e massa para a forma solida (3 mg/kg, s.c.) e em
celularidade para a forma ascitica (5 mg/kg, s.c.) (Figuras 3,4 e 5).

Esta descrito que cisteino proteases enddégenas que sao expressas e
reguladas em microambientes definidos, com respostas complementares e
frequentemente contraditérias, dependem do sistema biolégico examinado e,
geralmente, estimulam a angiogénese e crescimento tumoral. Quando advém
de uma fonte exdgena, e sdo administradas as cisteino proteases tem diversas
atividades farmacologicas e contraditoriamente exibem atividades antitumorais
(GUIMARAES-FERREIRA et al., 2007).

A administracdo de extrato de plantas com alta concentracdo de
enzimas proteoliticas com diferentes finalidades terapéuticas é originaria da
medicina tradicional das Ameéricas Central e do Sul (LEIPNER e SALLER,
2006). Outras enzimas proteoliticas de origem vegetal tal como, a papaina, a
bromelina e a fastuosaina, jA demonstraram atividade antitumoral. A bromelina
mostrou eficacia antimetastatica, e inibiu o crescimento e invasédo de células
tumorais em doses que variaram entre 12 e 50 mg/kg (METZIG et al., 1999;
TYSNES et al., 2001; BAEZ et al., 2007) em diferentes modelos tumorais. A
fastuosaina demonstrou atividade in vivo e in vitro contra melanoma murino
(GUIMARAES-FERREIRA et al., 2007) e o efeito protetor da papaina, sozinha
ou associada com a tripsina e quimiotripsina, contra melanoma, também ja foi
descrito (BELLELLI et al., 1990; WALD et al., 1998). Porém, o mecanismo
envolvido nessa prote¢do contra o cancer, ainda é pouco compreendido.

Quanto a medida de sobrevivéncia de camundongas portadoras do
tumor de Ehrlich ascitico, no grupo tratado com 5 mg/kg de P1G10 foi
observada uma maior sobrevida ndo havendo mortes até o 19° dia enquanto
gue, nos demais grupos as mortes tiveram inicio no 17° dia. No entanto, esse
aumento de sobrevida n&o foi estatisticamente significante. O tratamento com
bromelina levou a um aumento significativo do tempo de sobrevida de
camundongos portadores do carcinoma de Ehrlich, sendo que os autores
atribuem esse efeito a reducdo do crescimento tumoral (BAEZ et al., 2007). O
fato de observarmos atividade antitumoral sobre tumor de Ehrlich, tanto em
tumor solido quanto ascitico, e ndo constatarmos um aumento significativo de
sobrevida nos animais com tumor ascitico tratados com P1G10 pode néo ter

ocorrido em funcdo das condicBes experimentais. Nos protocolos descritos na
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literatura podemos encontrar a administracdo intraperitoneal de células
tumorais variando entre 1x10° e 5x10%animal (SAAD-HOSSNE et al., 2003;
ASSIS et al., 2007). No estudo de sobrevida foram administradas 1x10’células/
animal, o que pode ter sido motivo para um desenvolvimento mais agressivo do
tumor e, portanto, inviabilizar a observacdo de alguma alteracdo na sobrevida
dos animais. Em especial, ao compararmos nosso resultado com o encontrado
por BAEZ et al. (2007), que utilizaram o tratamento com bromelina, salientamos
que a via utilizada foi a intraperitoneal, ou seja, a protease esteve em contato
direto com as células tumorais, diferentemente de P1G10 que foi administrada
por via subcutanea. Por outro lado, resultados do nosso grupo de pesquisa
mostram que P1G10 (5 mg/kg) sobre modelos de melanoma metastético
(B16F10) e ndo metastatico (B16F1) produz significativo aumento de sobrevida
de camundongos C57BL6, assim como descrito por WALD et al., (2001) que
demonstraram o aumento do tempo de sobrevivéncia para camundongos
C57BI6 portadores de melanoma B16F10 tratados com a mistura enzimatica
(tripsina, quimiotripsina e papaina).

Diversas espécies da familia das Caricaceae, tem sido utilizadas contra
uma variedade de enfermidades como ulcera gastrica (MELLO et al., 2008)
gueimaduras (GOMES et al., 2010) e malaria (MUNOZ et al., 2000), dentre
outras. Existem alguns estudos que trazem a utilizagdo de produtos de Carica
papaya na terapia do cancer, porém ndo tem sido descrito o efeito inibitorio
sobre tumores de qualquer outro membro da familia Caricaceae.

A partir da constatacdo da atividade antitumoral da fracdo P1G10 no
modelo em estudo, seguimos ha tentativa de demonstrar possiveis
mecanismos de acdo. P1G10 teve a atividade citotoxica mensurada pelo
método de MTT, sendo determinada uma IC50 de 6,9 ug/mL sobre a cultura
das células do carcinoma de Ehrlich (Figura 7). De acordo com RIESER et al.,
(1996), para extratos de plantas nao purificados, os valores de IC50 inferiores a
20 pg/mL séo considerados ativos, enquanto que para compostos puros, estes
valores devem ser inferiores a 4 pg/mL (aproximadamente 10° M). Levando em
conta essas referéncias, podemos indicar uma importante atividade citotdxica
de P1G10, considerando que esta amostra ndo € um composto puro. Dados de
literatura mostram que a bromelina também apresentou valor de IC50 dentro da

faixa estabelecida para agentes citotéxicos sobre células de adenocarcinoma
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mamario (16 pg/mL) (BAEZ et al., 2007). Porém, 0 mesmo nao ocorreu sobre
as linhagens de melanoma B16F10 e Ehrlich, cujos valores de IC50 foram
maiores que 31 pug/mL (BAEZ et al., 2007). Por outro lado, estudos anteriores
sobre linhagens de melanomas murinos ndo metastatico (B16F1) e metastéatico
(B16F10) mostraram que o efeito antitumoral e antimetastatico,
respectivamente, de P1G10, provavelmente, ndo advém da sua atividade
citotdxica, uma vez que a IC50 determinada foi de aproximadamente 30 pg/mL.
Assim, nossos resultados sugerem a participacdo da citotoxicidade como um
dos mecanismos de acao de P1G10 sobre o tumor de Ehrlich, ndo descartando
a possibilidade de existirem outros mecanismos envolvidos.

Uma variedade de substancias, como polissacarideos, lectinas,
peptideos, saponinas, 0leos e outras, oriundas de plantas foram descritas
como capazes de estimular o sistema imune, apresentando atividade
imunomoduladora (DAVIS e KUTTAN, 2000). Para avaliar os efeitos sobre o
complexo e dindmico sistema imune, € necessario a utilizacdo de métodos
padronizados e seguros, estudos que antes eram realizados somente pela
histopatologia dos o6rgaos linfoides (KAWABATA, 1995), atualmente séo
realizados através da resposta linfoproliferativa (resposta celular) e pela
determinacao de anticorpos especificos (resposta humoral) (HERZYK e GORE,
2004). A avaliacdo da resposta celular e humoral é sugerida pelo FDA (Food
and Drugs Administration, USA), por possuir maior valor preditivo a toxicidade
humana que as metodologias anteriormente utilizadas (OLSON et al., 2000).

A resposta imune humoral foi aqui avaliada através da determinacéo
imunoenzimatica dos niveis das imunoglobulinas IgM e IgG, em estudo agudo,
apos a estimulacdo do sistema imune com hemacias de carneiro (SRBC) e
administracdo de P1G10 em um protocolo que durou 15 dias (Figura 11).
Avaliacdes de imunizacdo de animais com suspensdo de hemécias de carneiro
integras em concentracdo padronizada sao amplamente descritas na literatura
(VAN LOVEREN et al., 1991; KUTTAN et al.,, 1992; TEMPLE et al., 1993;
ZIAUDIDIN et al.,, 1993; JAFARZADEH et al.,, 2009; HANIEH et al., 2010;
WHITE et al., 2010).

Neste estudo, a imunizacdo foi constatada pelo aumento dos niveis de
IgM, no entanto, ndo foi observada diferenca estatisticamente significante entre
os diferentes grupos de animais (SRBC, P1G10 1mg/kg+SRBC, P1G10
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5mg/kg+SRBC) , portadores de tumor imunizados e tratados com P1G10. Os
niveis de IgG, por sua vez, ndo foram suficientes para se verificar qualquer
alteracdo em relacdo ao estimulo utilizado o que pode ser justificado pela
cinética da producéo entre as classes de imunoglobulinas. A producéao de IgM
pode ser detectada nos primeiros dias apds o estimulo, enquanto que a IgG
somente apresentaria niveis detectaveis apos este periodo. (KOGANEI et al.,
2007). O estudo de fase cronica (30 dias) ndo foi realizado, porque, as
primeiras mortes ocorreram no 17° dia, nos grupo controle, e nos grupos
tratados com P1G10 nas doses de 3 e 1 mg/kg (Figura 6), entdo ao final de 30
dias correriamos o risco de ndo haver animais sobreviventes para esta
avaliacéo.

O modelo de imunizacdo com hemacias de carneiro, como ja
comentado, € amplamente utilizado na avaliagdo da resposta humoral tendo se
mostrado eficaz. Como exemplo, podemos citar o trabalho de
PRATHEESHKUMAR e KUTTAN (2010) e de HAINEH et al. (2010), que
detectaram atividade estimulatéria utilizando o extrato metandlico da Vernonia
cinera O. Hoffm. 1988 e o outro utilizando suplemento a dieta de aves com
Ipomoea batatas Lamarck 1808, enquanto que, JAFARZADEH et al. (2009)
comprovou que a saliva exposta a fumaga do cigarro tem profundo efeito
imunossupressor. Todos utilizando as mesmas técnicas utilizadas neste
estudo.

Conforme resultado da resposta linfoproliferativa apresentado na
Figura 12, se observa que naqueles grupos tratados com P1G10 e que
receberam Concanavalina A, houve alteracdo significativa, somente no grupo
de animais tratados com a dose de 5 mg/Kg. Portanto, embora a fracdo P1G10
ndo exerca influéncia na resposta imunolégica humoral na fase aguda, ela
parece interferir na resposta imunoldgica celular. Resultados similares ja foram
descritos utilizando extrato de Viscum album Linnaeus 1753 (KUTTAN e
KUTTAN, 1992), que estimulou a imunidade em animais normais e portadores
de tumor. KUMAR et al. (1994) descreveu uma atividade imunoestimulatoria de
uma preparacéo herbal usada por populagdes orientais, em animais portadores
de tumores.

Na literatura sdo descritas proteases como capazes de estimular a

proliferacdo celular em mamiferos. A trombina e a tripsina, serino proteases,
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sdo exemplos de estimuladores de proliferacdo celular através da ativacdo dos
receptores PARs (Proteinases Activated Receptors) que levam a ativacédo da
via das MAP quinases (KAWABATA, 2003). O estimulo desta via por cisteino
proteases ndo pertencentes a mamiferos, ja foi descrito. A gingipaina, uma
cisteino protease sintetizada pela bactéria Porphyromonas gingivalis,
considerada como uma das principais causadoras de periodontite, é capaz de
induzir as células epiteliais locais a liberarem a interleucina pré-inflamatéria IL-
6, num processo dependente da clivagem de PAR-1 e PAR-2 com a ativacéo
de MAP-quinases (LOURBAKOS et al., 2001).

Estudos anteriores do grupo, com proteases purificadas a partir da
fracdo P1G10, apresentaram atividade mitogénica sobre fibroblastos L929
através da ativacdo de ERK-2, mostrando a participacdo da via das MAP-
quinases neste efeito (GOMES et al., 2005). Outra possibilidade seria a
atuacao direta das proteases em receptores de fatores de crescimento, tais
como os de EGF e de PDGF. Estes receptores também podem ser ativados via
MAP-quinases e exercer assim a modulacdo de genes ligados a proliferacéo
celular. A presenca de EGF em plantas nao foi documentada, porém em um
trabalho foi descrita a presenca de receptor transmembranico para EGF em
Rabidopsis thaliana (KOHORN et al., 1992), abrindo precedentes para a
presenca de fatores de crescimento similares ao EGF em plantas.

Explorando as atividades imunomodulatérias de P1G10, foi avaliado
ainda, o quantitativo de células na medula 6ssea e no sangue periférico
(leucécitos), assim como, a andlise diferencial deste dltimo em animais
portadores do tumor de Ehrlich. Apds 10 dias de desenvolvimento do
carcinoma ascitico de Ehrlich, houve uma reducdo do numero de leucécitos no
sangue periférico, corroborando com os resultados de PARHAR e LALA (1985,
1988), NELSON e colaboradores (1990), PARKER e PRAGNELL (1995). A
administracdo de P1G10 (1 ou 3 mg/kg) em animais portadores de tumor fez
com que o numero de leucodcitos circulantes voltasse aos niveis dos animais
sem tumor e sem tratamento (Figura 8). Esses resultados sugerem uma
atividade moduladora de P1G10 sobre a quantidade de leucdcitos na
circulacdo, seja pela manutencdo desse numero ou pelo aumento da liberacéo
das células pela medula. Em paralelo, os animais portadores de tumor e

tratados com P1G10 (1 mg/kg) tiveram uma reducdo estatisticamente
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significativa no numero de células da medula Ossea, (Figura 9). Essa
modulagéo na quantidade de células da medula 6ssea corrobora com o acima
proposto sobre a quantidade de leucdcitos na circulagédo. Diversos estudos tém
demonstrado efeitos sobre a medula 6ssea de camundongos inoculados com
tumor ascitico de Ehrlich e tratados com extratos de diferentes plantas e
compostos (Chlorella vulgaris, Pluchea quitoc e titanocenos) (QUEIROZ et al.,
2001; ZIAUDIDIN et al., 1971; YMOORE et al.,, 1992). O extrato de W.
somnifera, uma planta bastante usada na medicina tradicional da india foi
capaz de aumentar a contagem de células sanguineas e da medula éssea,
aumentando a estimulacdo da atividade fagocitaria de macrofagos, indicando
atividade estimuladora desse extrato sobre o sistema hematopoético
(AGARWAL et al., 1999; DAVIS e KUTTAN, 2000). Por outro lado,
diferentemente do observado com P1G10, a literatura descreve que as
substancias que aumentam a quantidade de leucécitos também aumentam a
quantidade de células em medula dssea (DAVIS e KUTTAN, 1998; DAVIS e
KUTTAN, 2000; RASOOLA e VARALAKSHMI, 2006).

Contudo, na dose de 5mg/kg observou-se a atividade antitumoral sem
qualquer efeito sobre o niamero de leucdcitos (Figuras 5 e 8). Isso nos da
subsidios para descrever dois efeitos independentes, sendo um a atividade
moduladora da quantidade de leucécitos na circulacdo e outro, a atividade
citotoxica propriamente dita. Vale salientar que o modelo animal de tumor
ascitico oferece limitacbes quanto ao tempo de tratamento, que no caso da
avaliacdo da atividade antitumoral, fica restrito a 10 dias, considerando a
totalidade dos animais vivos. Nesse periodo, € possivel que na dose de 5
mg/kg de P1G10 a acéo citotoxica prevaleca e que nas doses menores (1 e 3
mg/kg) somente se observe a atividade de reversao da leucopenia provocada
pelo carcinoma de Ehrlich. Podemos supor que se o periodo de tratamento
fosse maior, teriamos uma atividade antitumoral também nessas ultimas doses,
por um efeito citotoxico cumulativo e ou através da estimulacdo do sistema
imune celular.

Na continuidade do estudo da capacidade imunomodulatéria de P1G10,
nossos resultados demonstram que o tratamento com a fragdo levou a
alteracdo da producdo de diversas citocinas. Houve uma significante reducéo

dos niveis plasmaticos de TNF-a , um aumento expressivo de VEGF e TGF-

78



fracdo ativa. O TNF-a € uma citocina expressa por células envolvidas com o
processo inflamatério (neutrdfilos, linfocitos ativados, células “natural killer”
(NK), células endoteliais, mastécitos e macréfagos) que sabidamente possui
uma potente atividade antitumoral (BARON, et al., 1991; CHA et al., 1999;
BORISH et al., 2003) e age sinergicamente sobre as células cancerosas via
efeitos necréticos e apoptéticos (SASAGAWA et al., 2000; SUK et al., 2001).
Os niveis séricos de TNF-a se apresentam aumentados em casos de severa
caquexia, infeccdes cronicas e estagios avancados de cancer (BORISH et al.,
2003). Ao contrario do que poderiamos imaginar, em funcdo de sua atividade
antitumoral, a nossa fracdo promoveu a diminui¢cdo dos niveis de TNF-a (Figura
10B). Acreditamos que a eficicia antitumoral/citotoxica no grupo de animais
tratados com a dose de 5 mg/Kg provocou a reducéo dos niveis de TNF-a ou
que a fracdo P1G10 também teria uma acéo antiinflamatoria, sendo essa ultima
hipotese reforgada pelo aumento do TGF-( fracéo ativa.

O TGF-B é sabidamente uma citocina imunossupressiva ja que exerce
um efeito inibitério sobre linfocitos B, linfocitos T-auxiliares e linfécitos
citotoxicos, além de inibir a secrecdo de imunoglobulinas por linfocitos B e a
citotoxicidade de fagocitos mononucleares e células natural killer (NK)
(BORISH e STEINKE, 2006).

A dose de 5 mg/Kg foi capaz de atuar na ativacao do TGF-B, (Figura
10D) e contraditoriamente, a mesma dose provocou uma aumento na atividade
de linfocitos (Figura 12). O TGF-B tem multiplos efeitos sobre uma grande
variedade de tipos celulares, sendo esses efeitos essenciais para a
homeostasia e para seus efeitos promotores e inibidores do crescimento
tumoral (BORISH et al.,, 2003; BOLLARD e ROONEY, 2008). O sucesso do
desenvolvimento do tumor se deve a sua capacidade de se evadir da atividade
antiproliferativa do TGF-3, e de se aproveitar de sua capacidade inibitoria sobre
as células mediadoras da imunidade e de seu efeito estimulatorio sobre as
células estromais do tumor e angiogénese (BOLLARD e ROONEY, 2008). A
terapia oral com enzimas proteoliticas, uma mistura que contém papaina,
bromelina, tripsina e quimiotripsina, reduz os niveis de TGF-3, sendo esse em
parte seu mecanismo de acdo antitumoral (DESSES et al., 2001; PACZEK et
al., 2001). Todavia, o tratamento com P1G10, também uma mistura enziméatica,

nao causou reducao dos niveis de TGF-B, (Figura 10C) e ainda estimulou a
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ativacdo do mesmo (Figura 10D). Fisiologicamente a ativacdo do TGF-
acontece pela a acdo de enzimas proteoliticas, as metaloproteinases
(TAYLOR, 2009), talvez a ativacdo do TGF-B observada em nossos ensaios
seja por uma influéncia de P1G10, ja que a mesma se trata de uma mistura
enzimatica com acéao proteolitica.

O VEGF é um mitégeno e fator de crescimento especifico de células
endoteliais que atua na regulacdo da proliferacao, diferenciacédo e crescimento
vascular. E considerada uma molécula chave na formacdo de novos vasos
sanguineos e, crescimento e organizacao do leito vascular (FERRARA, 2000;
TOI et al, 2001). O aumento da expressdo de VEGF esta intimamente
relacionado com o aumento da densidade dos microvasos (SENGER et al.,
1982). No modelo ascitico de Ehrlich, o VEGF desempenha papel fundamental
no acumulo de fluido e crescimento da ascite tumoral (TEIXEIRA et al., 2006;
FERREIRA et al., 2007). Pela secre¢do de VEGF o tumor ascitico aumenta a
permeabilidade de microvasos preexistentes, que revestem a cavidade
peritoneal, para estimular a progressao tumoral por meio da formacéo da ascite
(NAGY et al., 1995). A inibicdo do acumulo de fluido, crescimento tumoral e
reducdo da densidade de microvasos pela neutralizacdo do VEGF, ja foram
demonstrados (KIM et al., 1993; BORGSTROM et al., 1996; MESIANO et al.,
1998) sublinhando a importancia do VEGF nesse processo. Contudo, nossos
resultados mostraram um aumento dos niveis de VEGF inversamente
proporcional a atividade antitumoral.

Ja foi descrito que os neutréfilos podem secretar o VEGF (GAUDRY et
al., 1997; TAICHMAN et al., 1997; WEBB et al., 1998), assim o0 aumento deste
fator de crescimento ocasionado pelo tratamento com P1G10 poderia ser
devido ao aumento dos leucécitos circulantes, principalmente neutrdfilos,
observado nas doses de 1 e 3 mg/kg. No entanto, na dose de 5 mg/kg, em que
também se observa um aumento dos niveis de VEGF, nédo foi observado um
aumento do numero de leucdcitos circulantes. Considerando que o VEGF
também provoca aumento da permeabilidade vascular (TAMMELA et al., 2005)
podemos hipotetizar que, com a dose de 5mg/kg poderia ter ocorrido aumento
do namero de leucdcitos circulantes que, por meio da liberacdo do VEGF e
aumento da permeabilidade vascular ocasionada por este, extravasaram para o

peritdbnio, o que poderia ter impedido a constatacdo de seu aumento em
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sangue periférico. Portanto, a eficacia antitumoral nos animais portadores do
carcinoma de Ehrlich e tratados com a dose de 5mg/Kg e o0 ndo aumento de
leucécitos periféricos nessa dose, poderia estar relacionado ao fato da nossa
fracdo estimular o acumulo de leucdcitos no sitio de desenvolvimento tumoral,
via VEGF.

Recentemente tem sido avaliado o papel que o sistema imune
desempenha na progresséo ou bloqueio do desenvolvimento tumoral (UENO et
al., 2007). Tem sido proposto que a resposta sistémica ao tumor deveria elevar
os niveis de leucécitos (JILMA et al., 1999), resposta esta que pode ser inibida
pelo tumor (KAPOOR et al.,, 2005; TAN et al.,, 2008), e que a presenca de
linfécitos pode ser importante na resposta antitumoral (IMAGAWA et al., 2004)

Considerando que a nossa fracdo aumentou a quantidade de
leucdcitos circulantes, na presenca do tumor gque a mesma provocou um
estimulo da proliferacdo de linfécitos e modulacdo dos niveis de citocinas,
podemos sugerir uma modulagdo do sistema imune pela agdo da fracdo do
latex de C. candamarcensis de maneira que favoreceria a eliminagdo do tumor.
Baseado nessa premissa, e considerando que o estabelecimento do tumor &
decorrente de uma falha na imunidade inata/celular, pré-tratamos por 10 dias
0S animais com a fracdo com a intengcdo de melhorar ou aumentar a sua
imunidade e, entdo, inoculamos o tumor ascitico, imaginado que a fracdo
potencializaria a capacidade do sistema imune de reconhecer e inibir o
processo neoplasico. Ambas as doses estudadas (1 e 5 mg/kg) apresentaram
atividade antitumoral mais significativa que no pdés tratamento, corroborando
com a proposta de que a modulacédo do sistema imune possa ser, pelo menos,

uma das formas de acédo de P1G10 como agente antitumoral.
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6. Conclusao

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que o tratamento
com P1G10 em camundongas portadores do carcinoma de Ehrlich apesar de
ndo estimular a imunidade humoral, apresenta uma provavel acdo sobre a
imunidade celular ja que tem uma acao sobre os niveis de citocinas e promove
a proliferacdo de linfocitos e eleva os niveis de leucdcitos circulantes, além
disso apresentou citoxicidade, reduziu a massa, volume e a celularidade em
modelos de carcinoma de Ehrlich, indicando que P1G10 poderia ser um agente

antitumoral com propriedades imunomodulatorias.
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