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RESUMO

NASSAR, R. S. Potencial da Migalina (Acilpoliamina) como agente
imunomodulador das fungbes de macréfagos murinos. 2013. 77 f. Dissertacao
(Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, Sédo Paulo, 2013.

As poliaminas naturais, putrecina, espermidina e espermina sao elementos
essenciais para as células de todos os seres vivos. Essas moléculas possuem baixo
peso molecular e influenciam mecanismos celulares fundamentais, incluindo
replicacdo de DNA, apoptose, transcricdo e translocacdo e modulacdo de sinais
intracelulares. A via biossintética das poliaminas tem sido alvo de pesquisas na
tentativa de controlar células tumorais e agentes patogénicos, uma vez que a
reducdo de seu conteudo intracelular resulta em efeito anti-proliferativo.
Recentemente foi isolada uma acilpoliamina na hemolinfa da aranha Acanthoscurria
gomesiana, a qual foi sintetizada e identificada como uma bis-acilpoliamina analoga
da espermidina e denominada Migalina. Este composto mostrou atividade
microbicida contra E. coli, porém o seu efeito imunomodulador n&o foi explorado. Os
mediadores imunes produzidos por macrofagos séo criticos para a regulacdo da
resposta imune e inflamatéria uma vez que estas células sdo implicadas no
processo de fagocitose, geracao de mediadores imunes e expressdo de moléculas
co-estimulatorias. A natureza e o nivel de ativacdo destas células definem a
imunidade adaptativa a ser gerada no organismo. Neste trabalho investigamos o
efeito in vitro da Migalina, sobre a atividade de macréfagos, analisando alguns
mediadores imunes produzidos durante a ativacdo destas células associada ou nao
a moléculas sinalizadoras adicionais. Nossos resultados mostram que macréfagos
murinos derivados da medula 6ssea (M$DM) de camundongos da linhagem C57BL/6
estimulados com Migalina ndo induziu citotoxicidade,entretanto aumentou a sintese
de nitrito devido a ativacdo da enzima iNOS independente da adicdo exdgena de
IFN-y. A producdo de TNF-a aumentou, mas n&o foram encontradas diferencas
significativas na sintese de IL-12p40. Além disto, a presenca de IL-18 nao foi
detectada. Observamos que em concentracfes mais elevadas a Migalina inibiu
significativamente a producéo de IL-12p40 e TNF-a induzida por LPS e a associagao
deste composto com Polimixina B ndo alterou a sintese de TNF-a. Verificamos
também que M¢DM de camundongos MyD88/ ativados com Migalina ndo induziu a
sintese de TNF-q, indicado que uma via TLR dependente de MyD88 é essencial
para a sintese de citocinas mediada por Migalina. Nossos resultados mostraram que
a Migalina é capaz de modular a atividade de macréfagos induzindo mediadores da
resposta imune inata e pode ser explorada como estratégia no controle de infeccdes.

Palavras-chave: Migalina. Poliaminas. Macréfagos. Citocinas. TLR. Nitrito.
Resposta imune inata.



ABSTRACT

NASSAR, R. S. The potential of Mygalin (Acylpolyamine) as an
immunomodulator agent of murine macrophage functions. 2013. 77 p. Masters
thesis (Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Natural polyamines (putrescine, spermine and spermidine) are essential elements of
cells from all species. They have low molecular weight and are implicated in many
cellular processes, including DNA replication, apoptosis, transcription and
translocation and modulation of intracellular signs. The biosynthetic pathway of
polyamines has been target of research in attempt to control tumor cells and
pathogenic agents, once the reduction of its intracellular content results in an anti-
proliferative effect. Recently, an acylpolyamine was isolated from the hemocytes of
the spider Acanthoscurria gomesiana, and identified as bis-acylpolyamine, a
spermidine analogous denominated Mygalin. This compound showed microbicidal
activity against E. coli, however, its immunomodulator effect has not yet been
explored. Immune mediators produced by macrophages are essential for the
regulation of immune and inflammatory responses, since these cells have been
implicated in the phagocytosis process, generation of immune mediators and the
expression of costimulatory molecules. The nature and level of activation of these
cells will define the adaptive immunity to be generated in the body. We investigated
the effect of the synthetic acylpolyamine Mygalin associated or not with additional
signaling molecules as an immunomodulator of the innate immune response. Our
results showed that, C57BL/6 bone marrow-derived macrophages (BDM¢) stimulated
with Mygalin did not induce cytotoxicity, but increased NO’; secretion through direct
activation of iINOS-independent of macrophage activation by exogenous IFN-y. The
production of TNF-a was increased, however no significant differences was seen in
the IL-12p40 synthesis. Furthermore, the presence of IL-1p was not detected. We
also saw that in higher concentrations, Mygalin inhibited significantly the production
of IL-12p40 and TNF-a induced by LPS, and the association of Mygalin with
Polymixine B did not change the TNF-a synthesis. We found that MyD88/ BDM¢
activated with Mygalin did not release TNF-q, indicating that the MyD88-dependent
pathway through TLR is essential for cytokine production during the Mygalin
stimulatory activity. Our results suggest that Mygalin should be further explored as an
immunomodulator of macrophages activity and can be investigated as a strategy in
the control of infections.

Keywords: Mygalin. Polyamine. Macrophages. Cytokines. TLR. Nitrite. Innate
immune response.
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1 INTRODUCAO

1.1 Poliaminas

No século XVII Antonie Van Leeuwenhoek mencionou a presenca de um
agregado de estruturas cristais ao observar amostras de sémen humano, que foram
posteriormente relacionadas as poliaminas (VAN LEEUWENHOEK, 1678;
WALLACE; FRASER; HUGHES, 2003). Na década de 30, Dudley, Rosenheim, M. e
Rosenheim, O. (1924) deduziram sua férmula empirica e em seguida a sintetizaram
quimicamente (DUDLEY; ROSENHEIM; STARLING, 1926). As poliaminas naturais
sdo denominas putrecina, espermina e espermidina. A espermina e a espermidina
foram inicialmente observadas em espermatozoides, dando origem a nomenclatura
e embora a putrescina tenha sido descoberta no Vibrio cholerae, seu nome deriva da
grande quantidade isolada em carnes no estado de putrefacdo (STADTHAGEN;
BRIEGER, 1889).

As moléculas de poliaminas séo altamente conservadas no processo evolutivo,
sendo encontradas em todas as espécies vivas, exceto em duas ordens de Archaea,
Methanobacteriales e Halobacteriales (HAMANA; MATSUZAKI, 1992).

Devido ao seu amplo espectro de acdo, as poliaminas se tornaram alvos de
varios estudos cientificos, desde 1900 foram publicados mais de 75.000 trabalhos,
destes, 54% foram divulgados apds a década de 90. Embora haja uma consideravel
demanda de trabalhos publicados até o momento, existem poucas abordagens
conclusivas quanto aos mecanismos celulares, bioquimicos e moleculares das
poliaminas (WALLACE, 2009).

1.2 Fontes de obtencé&o das poliaminas pelas células eucarioticas

As poliaminas séo encontradas no ambiente intracelular em concentragoes que
estdo na razdo de milimolar (CASERO; MARTON, 2007), possuem baixo peso
molecular, havendo pequenas variagbes estruturais entre os grupos (WALLACE;
FRASER; HUGHES, 2003). Estas moléculas ndo se enquadram nas classes de
carboidratos, lipidios e proteinas, embora a ornitina seja um de seus precursores
biossintéticos (HAYASHI; MURAKAMI; MATSUFUJI, 1996).
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O conteudo intracelular de poliaminas é obtido basicamente de trés formas:
biossintese celular e captacdo a partir do meio extracelular, esta se divide em
absorcao proveniente da dieta e da microbiota intestinal. A principal fonte € fornecida
pela biossintese, seguida pela dieta e posteriormente pela microbiota intestinal,
conforme pode ser visto na Figura 1 (WALLACE, 2009).

De novo Gut microflora
biosynthesis

Intracellular

polyamine pool

Figura 1 - Vias de obtencé&o das poliaminas.
Fonte: (WALLACE, 2009).

1.2.1 Obtencao da via biossintética

A forma mais classica de obtencdo das poliaminas € a via biossintética (ver
Figura 2 de a-i). Resumidamente, esta via € iniciada pela descarboxilacdo da
ornitina em putrescina através da ornitina descarboxilase (ODC) (a). Posteriormente
dois grupos aminopropil sdo adicionados a putrescina. A adicdo do primeiro grupo
da origem a espermidina sendo esta reacao catalisada pela espermidina sintase (b).
A adicdo do segundo grupo amino se da atraves da espermina sintase gerando a
espermina (c) (WALLACE, 2009).

Os grupos aminopropil sdo originados a partir da S-adenosilmetionina
descarboxilada, que é produto da S-adenosilmetionina a qual é descarboxilada pela
S-adenosilmetionina descarboxilase (SAMDC ou AdoMetDC) (d) (CASERO;
MARTON, 2007).

As poliaminas s&o recicladas através da acetilacdo catalisada pela
espermidina/espermina Nj-acetiltransferase (SSAT) (e), seguida pela oxidacdo
catalisada pela Nj-acetilpoliamina oxidase (PAQO) (f). Este sistema parece estar
envolvido na exportacdo das poliaminas para o meio extracelular (g) (WALLACE;
NUTTALL; COLEMAN, 1988).
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A principal etapa de controle da via biossintética das poliaminas se da atraves
da ODC (a), onde esta é degradada pelo proteossoma 26S. Para ativar o complexo
de degradacdo a ODC se liga a uma proteina especifica denominada antienzima
(Az) (h) e esta ao proteossoma (HAYASHI; MURAKAMI; MATSUFUJI, 1996). A
sintese de Az é estimulada pelas poliaminas, reduzindo as concentracdes de ODC.
Quando as concentragfes das poliaminas apresentam-se diminuidas surge uma
nova proteina denominada inibidor de antienzima (Azl) (i), que se liga a Az, ou seja,
Azl inibi a acdo de Az e se liga a esta com maior especificidade quando comparada
a ODC, sendo assim, o complexo proteossoma passa a se ligar ao conjunto Az — Azl
ao invés de Az — ODC, favorecendo a disponibilidade de ODC e potencializando a
ativacdo da via biossintética (LO PERSSON, 2009).

Methionine Arginine , Intracellular[ |Extracellular
MAT i Arginase A
S-adenosylmethionine L'Omlggig ]
d SAMDC 56 -
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Decarboxylated B ———— ~— P —

Putrescine <« ~_PAO

S-adenosylmethionine HN~~—NH,

Spermidine ) - . Export
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Methylthioadenosine < . __~ SSAT
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Figura 2 - Via biossintética das poliaminas.
Az, antienzima; Azl, inibidor da antienzima; MAT, metionina adenosiltransferase;
PAO, poliamina oxidase; SMO, espermina oxidase.
Fonte: Modificado de Wallace (2009).

1.2.2 Captura de poliaminas do meio extracelular

Além da regulacdo da concentracdo intracelular de poliaminas pelas vias de
biossintese e efluxo, as células sdo equipadas com um sistema de transporte ativo
gue capta poliaminas do meio extracelular transportando-as para o meio intracelular
(MITCHELL et al., 2007). Uma grande quantidade de poliamina € encontrada nos

alimentos e as bactérias que comp8&em a microbiota intestinal excretam consideravel
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fracdo destas moléculas que sédo capturadas e absorvidas através do intestino e
posteriormente usadas pelas células do organismo (WALLACE, 2009).

Véarios estudos buscam elucidar o sistema de transporte das poliaminas
(BELTING et al., 2003; BELTING; PERSSON; FRANSSON, 1999; SOULET et al.,
2004). Welch e colaboradores (2008) acreditam que o mecanismo de captura
envolva interacBes ibnicas, entretanto a real relacdo de equilibrio entre as
concentracdes enddgenas e exdgenas e 0S mecanismos e proteinas envolvidas no

complexo de transporte ainda ndo estdo bem definidos (LO PERSSON, 2009).

1.3 Estrutura, funcéo e anélogos

As poliaminas sédo protonadas em pH fisiolégico (Figura 3). Devido a esta
propriedade, interagem com uma série de moléculas essenciais, como &cidos
nucléicos (DNA, RNA, ATP), proteinas carregadas negativamente e fosfolipidios
(IGARASHI; KASHIWAGI, 2010).

Putrescine
H,N™(CH,),N"H,

Spermidine
H,N*(CH,),N*H,(CH,),N*H

3

Spermine
HN*(CH,),H,N"(CH,),N"H,(CH,),N*H,

Figura 3 - Estrutura das poliaminas em pH fisiologico.
Fonte: (WALLACE, 2009).

Tais interagbes influenciam mecanismos celulares essenciais, dentre eles,
sintese proteica, proliferacdo, diferenciacdo (TABOR, C. V.; TABOR, H., 1984,
THOMAS; THOMAS, 2001) e sinalizacao (LIU et al., 2003; LIU et al., 2005), além da
defesa celular que ocorre através de acao antioxidante e anti-inflamatoria (HASKO
et al., 2000; LOVAAS; CARLIN, 1991).

A via metabdlica das poliaminas tem sido amplamente explorada como alvo de

intervencdes terapéuticas no campo da oncologia. Células e tecidos carcinogénicos



22

apresentam acentuado aumento intracelular na concentragcdo de poliaminas e na
atividade da ODC, que é a principal reguladora da via biossintética (ver 1.2.1).
Intervencbes nestas etapas resultam na contencdo da proliferacdo celular
(WALLACE, 2009).

As poliaminas sao essenciais para o crescimento celular. Foi verificado que a
reducdo nas concentracoes intracelulares de poliaminas resultou na diminuicdo da
sintese de &cidos nucleicos e proteinas, levando a inibicdo da proliferacédo celular
(GERNER; MEYSKENS, 2004). Embora o crescimento celular equilibrado esteja
associado ao aumento das concentracdes de poliaminas, niveis muito elevados
destas parecem ser toxicos para as células, induzindo a morte e apoptose (LO
PERSSON, 2009).

Outro aspecto relevante das poliaminas é sua capacidade de modular sinais
intracelulares (LIU et al.,, 2003; LIU et al.,, 2005), interferir na regulacdo génica
(CARLSON et al., 2009) gerar atividade antioxidante na interagdo com espécies
reativas de oxigénio (EROs) (LOVAAS; CARLIN,1991) além de atuarem em
processos inflamatorios e imunossupressivos na dependéncia do tipo de poliamina
utilizada (HASKO et al., 2000; ZHANG et al., 1997).

Pequenas mudancas na estrutura das poliaminas refletem distintas funcdes
efetoras, sendo assim, seus analogos podem apresentar diferentes efeitos no
metabolismo celular (PIGNATTI et al., 2004).

Analogos sintéticos da putrecina, espermidina e espermina derivados do
bisnaftalimidopropil (BNIP) inibiram a proliferacdo induzida por concanavalina A e
lipopolissacaridio (LPS) em esplendcitos murinos e células mononucleares de
sangue periférico humano. A BNIP putrescina exerceu efeito inibitério mais
pronunciado, sugerindo uma relagdo entre o grau da inibicdo e o tamanho da
molécula (CORDEIRO-DA-SILVA et al., 2004).

Outra comprovacdo de que a natureza da poliamina pode interferir
diferentemente na resposta imune foi constatada no tratamento de leucécitos
polimorfonucleares (PBMC) com a espermina sintética derivada do tetra-
hidrocloridrato, onde houve acentuada inibicdo na expressédo da molécula de adeséao
LFA-1(CD11a/CD18). Esta inibicdo foi menor no tratamento com espermidina
enquanto a putrecina ndo exerceu qualquer efeito inibitério (SODA et al., 2005).

Vérios analogos das poliaminas foram capazes de inibir a resposta imune. Foi

demonstrado inibicdo da sintese de (6xido nitrico sintase induzida) INOS e TNF-a
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em macrofagos da linhagem J774 ativados com espermina (SZABO et al., 1994a) e
de citocinas pro-inflamatérias em células mononucleares humanas estimuladas com
LPS (ZHANG et al., 1997).

Foi verificado que o LPS, potente ativador das funcdes efetoras de macrofagos,
exerceu efeito na via biossintética das poliaminas ao induzir a sintese de RNA
mensageiro (RNAm) da enzima ODC em mondécitos humanos e macrofagos murinos
(MESSINA et al.,, 1990). Outra espermina sintética BAP (1,4-bis (3-aminopropil)-
piperazina) comprovadamente teve acao sobre atividade de mondcitos uma vez que
suprimiu a sintese de TNF-a em células ativados por LPS (ZHANG et al., 1999)
enquanto a espermina sintética CNI-1493 inibiu a sintese de IL-1, IL-6, proteina
inflamatoria de macréfago (MIP)-1a/p induzida por LPS (ZHANG et al., 1997), IFN-y
e IL-12p40 em macréfagos (HASKO et al., 2000).

Os Receptores Toll-like (TLRs) sédo fundamentais para o estabelecimento da
imunidade inata através do reconhecimento de patégenos pelas células
hospedeiras, além disto, auxilia no desenvolvimento da imunidade adaptativa.

Pouco se conhece sobre o efeito das poliaminas na expressédo de TLRs. Foi
demonstrado que a presenca de poliaminas pode funcionar como um regulador
biologico da expressdo de TLR2, sendo essencial para estimular e modular a
expressao destes receptores em células epiteliais intestinais podendo ter funcdo na
regulacdo da barreira epitelial. Este efeito foi especifico, uma vez que a deplecdo de
poliamina reduziu o nivel de RNAmM e proteina de TLR2 e minimizou ativagao
induzida por LPS (CHEN, J. et al., 2007).

Outra evidéncia da participacdo de poliaminas na imunidade inata € o fato de
LPS sistémico aumentar ODC em microglia favorecendo a transcricdo de genes para
citocina e TLR2 (SOULET,; RIVEST, 2003). Isto comprova a importancia das
poliaminas no controle da resposta inata e abre perspectivas para o estudo do papel
imunomodulador da Migalina (acilpoliamina sintética), como imunomodulador da

resposta imune inata.

1.4 Migalina

A alta resisténcia das bactérias aos antibidticos convencionais vem se tornando

grave ameaga a saude publica, visto que o desenvolvimento de novas drogas
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mostrou-se insuficiente para promover uma cobertura terapéutica satisfatéria nos
altimos 20 anos (KUMARASAMY et al., 2010; TRAVIS, 1994).

Compostos enddgenos de origem animal tém se mostrado potenciais para o
desenvolvimento de farmacos como alternativa para conter a disseminacdo destes
patégenos, seja no combate direto ao microrganismo (HEBY; PERSSON; RENTALA,
2007) ou na modulacao do sistema imune do hospedeiro a fim de potencializa-lo no
combate a infeccBes (FINLAY; HANCOCK, 2004; JENSSEN; HANCOCK, 2010).

Peptideos e poliaminas sdo compostos enddgenos capazes de influenciar a
imunidade inata (CHEN, J. et al., 2007; CORDEIRO-DA-SILVA et al., 2004;
JENSSEN; HANCOCK, 2010), e as aranhas possuem uma grande diversidade
destes compostos (ESTRADA,; VILLEGAS; CORZO, 2007).

As acilpoliaminas presentes nas aranhas tém como alvo principal receptores de
células de insetos. Contudo, devido a similaridade entre o0s receptores de
vertebrados e invertebrados para estas moléculas as acilpoliaminas de aranhas tém
apresentado amplo potencial terapéutico em células de mamiferos (ESTRADA;
VILLEGAS; CORZO, 2007).

Recentemente, foi isolada e caracterizada uma acilpoliamina de baixo peso
molecular (417 Da) com capacidade antimicrobiana (PEREIRA et al., 2007). Esta
acilpoliamina, denominada Migalina, atualmente vem sendo sintetizada no
laboratoério de toxinologia do Instituto Butantan e estudos sobre a potencial funcéo
deste composto estdo sendo realizados.

A Migalina foi assim classificada por ter sido isolada da hemolinfa da aranha
Acanthoscurria gomesiana a qual pertencente a subordem Mygalomorphae. A sua
estrutura foi elucidada através de espectrometria de massa em tandem (MS/MS) e
por duas técnicas de espectroscopia, ressonancia nuclear magnética e (NMR) e
ultravioleta (UV). A Migalina foi identificada como uma bis-acilpoliamina N1, N8-bis
(2,5-dihydroxybenzoyl) espermidina, na qual o amino grupo primario da espermidina
estd acilado com o grupo carboxil do acido 2,5 dihidroxibenzoico (Figura 5)
(PEREIRA et al., 2007).
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Figura 4 - Estrutura molecular da Migalina.
Fonte: (PEREIRA et al., 2007).

Foi investigada a acdo antifingica e antimicrobiana da Migalina contra trés
microrganismos, o fungo C. albicans e as bactérias M. luteus (gram-positiva) e E. coli
(gram-negativa). No entanto, esta molécula foi ativa apenas contra a ultima, sendo a
concentracdo minima inibitéria (MIC) definida como a menor concentracao capaz de
gerar 100% de inibicdo do crescimento de E. coli igual a 85 uM (35,5 pug/mL) de
Migalina (PEREIRA et al., 2007).

Nas aranhas, apds o rompimento da barreira fisico quimica representada pelo
exoesqueleto, um dos mais importantes componentes da defesa imunolégica é
composto pelos hemadcitos que desencadeiam uma série de processos, dentre eles,
a producdo de moléculas efetoras (NAPPI; OTTAVIANI, 2000). Sendo a Migalina
isolada de hemdcitos da aranha A. gomesiana (PEREIRA et al., 2007) e o fato das
acilpoliaminas de aranhas apresentarem potencial acdo terapéutica sobre células de
mamiferos (ESTRADA; VILLEGAS; CORZO, 2007), ficamos motivados a avaliar se
esta molécula possui atividade imunomoduladora e sendo assim, nosso grupo de
pesquisa tem demonstrado o potencial da Migalina em estimular esplendcitos e
macrofagos através da inducdo de mediadores imunes sintetizados por essas
células (MAFRA et al., 2012).

1.5 Macroéfagos e receptores do tipo Toll

Nos vertebrados os mecanismos de resposta imune se dividem basicamente em
inata e adquirida (TAKEDA; AKIRA, 2005). O sistema imune inato € composto por
uma gama de moléculas e células, dentre estas, neutrofilos, células dendriticas e
macréfagos que possuem funcdo fagocitica e alto poder microbicida, além de
eosindfilos, basdfilos e outras (MOSSER; EDWARD, 2008).
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Os macroéfagos sé@o células fundamentais na geracdo do processo inflamatorio
além de orientar a resposta imune adaptativa que sera gerada posteriormente. Estas
células sdo oriundas da medula 6ssea, surgem inicialmente como monoblastos, pro-
monocitos e mondcitos, que sao liberados na corrente sanguinea e migram para
sitios extravasculares. Durante este processo, ocorrem varias alteracfes fenotipicas
e bioquimicas, como desenvolvimento do sistema lisossomal, aumento do conteudo
enzimatico, mitocondrial, metabdlico e consecutivamente o tamanho celular
culminando com a formacdo de macrofagos residentes ou inflamatérios que
posteriormente se estabelecem em diferentes tecidos, assumindo caracteristicas
fenotipicas especificas do tecido para onde migrou conforme pode ser visto na Figura
5 (GORDON; TAYLOR, 2005; MOSSER; EDWARD, 2008).

Dependendo do microambiente onde se localizam, os macrofagos podem sofrer
distintos processos de ativacao, resultando em populacdes capazes de desencadear
diferentes respostas imunes (EDWARDS et al., 2006). Estudos indicam que
diferentes estimulos podem mudar o fendtipo de uma determinada populagéo
(STOUT et al.,, 2005), fato que justifica sua plasticidade frente a distintos sinais
ambientais (GEA-SORLI; CLOSA, 2010; MYLONAS et al., 2009).
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Figura 5 - Processo de maturacdo de macrofagos.

Na medula 6ssea, a partir de uma célula tronco hematopoiética comum (HSC),
ocorrem Vvarias etapas de diferenciacdo em resposta ao fator estimulador de
colénias de macrofago, divisdo e diferenciagdo em monoblastos, pro-monocitos e
monacitos, estes saem da medula dssea e entram na corrente sanguinea. Em
camundongos ha evidencias de duas populacdes de mondcitos distintas. GR1"
mondcito inflamatério e GR1™ mondcito residente. Os mondcitos migram para
diferentes tecidos formando macrofagos especificos. CNS, sistema nervoso
central. GM-CFU, granulocito/ Unidade formadora de colénia de macrofago. M-
CFU, Unidade formadora de colénia de macréfago.

Fonte: (MOSSER; EDWARD, 2008).
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Os macréfagos atuam em processos de homeostase e de atividade imune no
organismo (MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009). Quando ativados durante o
processo inflamatorio sdo capazes de fagocitar, apresentar antigenos, produzir
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005).
Portanto, seu grau de ativacdo pode determinar a natureza e o nivel do processo
inflamatdrio, culminando na resposta imune induzida posteriormente (GEA-SORLI;
CLOSA, 2010).

Os macréfagos foram classificados em dois grandes grupos, os classicos (M1)
e os denominados macréfagos alternativamente ativados (M2). A populagdo M1
produz citocinas pro-inflamatoérias e atuam no controle de infecgfes. A populacdo M2
foi recentemente dividida em duas subpopulacdo, a alternativa e a regulatoria. A
regulatoria € composta por células produtoras de citocinas de perfil anti-inflamataorio,
capaz de mitigar possiveis acfes deletérias contra o préprio organismo a respostas
imunes exacerbadas. A populacdo alternativa sdo células com acdo direta na
remodelacéo tecidual. O nivel de ativacdo destas células é altamente regulado para
evitar o aumento exagerado de condicdo que possam culminar em doencas
autoimunes, reduzida capacidade de defesa do organismo a agentes infecciosos ou
deficiéncia na capacidade de reparo a danos teciduais (FLEMING; MOSSER, 2011).

Em macréfagos murinos, o M-CSF promove diferenciacédo para o fenétipo M1
(classico) e o GM-CSF promove diferenciacdo para o fenétipo M2 (WEISSER et al.,
2013). Estudos comparativos entre essas subpopulacbes mostraram que 0S
macréfagos classicos sdo eficientes produtores de interleucina 12 (IL-12) e os
regulatérios de IL-10. Ambos sdo competentes células apresentadoras de antigenos
e expressdo altos niveis da molécula coestimulatéria CD86, diferente dos
macrofagos alternativos (EDWARDS et al., 2006). Uma caracteristica deste ultimo é
a inducdo de arginase, que converte arginina em poliamina e hidroxiprolina,
contribuindo para a producéao da matriz extracelular (FLEMING; MOSSER, 2011).

Os macroéfagos, assim como outras células efetoras do sistema imune inato
sao geneticamente programados para detectar padr6es moleculares associados a
patogenos (PAMPSs) que sdo moléculas exdégenas evolutivamente conservadas entre
diversos microrganismos, as quais sao reconhecidas através de receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs) presentes em varios tipos celulares. Este
reconhecimento é de fundamental importancia para o inicio da resposta imune inata
(IWASAKI; MEDZHITOV, 2010).
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Além dos PAMPs, existem outras formas de sinalizar possiveis acdes
deletérias ao organismo. As alarminas sdo equivalentes aos PAMPS, mas séo
moléculas de natureza enddgena capazes de recrutar e ativar células do sistema
imune inato e consecutivamente ativar de forma direta ou indireta a resposta imune
adaptativa, além de restaurar a homeostase por promover a reconstrucdo de tecidos
lesionados. Sendo assim, as alarminas e os PAMPs constituem uma grande familia
de Padrdes Moleculares Associados a Danos (DAMPSs) (BIANCHI, 2007).

O sistema de reconhecimento pode ocorrer de mdultiplas formas, sendo uma
delas através dos TLRs. O genoma humano codifica pelo menos onze TLRs (LIN et
al., 2011) onde cada um reconhece determinado PAMP presente no microrganismo,
por exemplo, peptidioglicanos da parede celular bacteriana sdo reconhecidos pelo
TLR2, flagelina pelo TLR5 e sequéncias CpG néo metiladas de DNA bacteriano pelo
TLR9 (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; OSHIUMI et al., 2008), além de outras
moléculas por seus respectivos receptores. Tal como os PAMPs, a literatura também
descreve o acionamento dos TLRs através de sinalizagéo por alarmina (PARK et al.,
2004).

Um dos PAMPs mais bem estudados é o LPS que esta presente na superficie
de bactérias gram-negativas, cujo reconhecimento se da através do TLR4. Este
reconhecimento € de fundamental importancia na resposta inflamatoria local e
sistémica, uma vez que desencadeia uma cascata de sinalizacdes intracelulares que
resulta na ativacado de diversas vias e reguladores transcricionais capazes de induzir
inflamacé&o, reparo tecidual e ativacdo da resposta imune adaptativa (Figura 6)
(BLASIUS; BEUTLER, 2010; IWASAKI; MEDZHITOV, 2004).
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Figura 6 - Respostas ao reconhecimento de PAMPs pelos TLRs.
Fonte: Modificado de Iwasaki e Medzhitov (2010).

Os TLR séo expressos em células imunes e nao imunes, sua expressao é
regulada rapidamente em resposta a patdégenos, citocinas e a estimulos de estresse
(AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006), sao moléculas transmembranas que contém
um dominio externo a membrana, ricos em sequéncias de leucina (LRR), e uma ou
duas regides ricas em cisteina, especifica para cada TLR. O reconhecimento de
componentes microbianos pelos TLRs inicia a via de transdugéo de sinais através de
um dominio intracelular designado regido homologa de receptores Toll/IL-1 (TIR)
(CRACK; BRAY, 2007). No compartimento citoplasmatico, o dominio TIR dos TLR
recrutam proteinas adaptadoras especificas, tais como: fator de diferenciacéo
mieldide 88 (MyD88), proteina associada a TIR (TIRAP), adaptador indutor de
interferon-p que contem o dominio TIR (TRIF) e molécula adaptadora relacionada a
TRIF (TRAM) (AKIRA; TAKEDA, 2004; UNDERHILL, 2007). Os diferentes estimulos
a serem reconhecidos pelos TLR induziram seletivos recrutamentos destas
proteinas adaptadores, culminando em uma resposta especifica da célula
hospedeira (AKIRA; TAKEDA, 2004; CHEN, K. et al., 2007).

Apbs estimulo do ligante, ocorre dimerizagédo dos TLR induzindo a transducgéo
de sinal que envolve uma ou mais moléculas adaptadoras, incluindo quinase
associada a receptor IL-1 (IRAK)-1, IRAK-4, fator associado ao receptor de TNF

(TRAF)-6, quinase ligada a TANK (TBK)-1, proteina quinase ativada por mitbgeno
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(MAPK) e o complexo IKB quinase (IkK) levando a ativacéo do fator de transcricao
nuclear kappa B (NF-kB) ou fator regulatorio de interferon (IRF)-3 ou a proteina
ativadora (AP)-1 (CHEN, K. et al., 2007; KAWAI; AKIRA, 2007) (Figura 7).

As vias de sinalizacdo dos TLR apresentam uma via dependente de MyD88,
comum a todos os TLR, exceto ao TLR3 envolvida na ativagdo de NF-kB. O TIRAP é
requerido especificamente em resposta a ativacao de TLR2 e TLR4 e parece regular
a transcricdo de NF-kB, e este a expressdo de genes que codificam proteinas de
perfil pro-inflamatorio (FITZGERALD, 2001; TAKEDA; AKIRA, 2004).

Em contraste, a via de sinalizacdo independente de MyD88 ¢é seletiva apenas
ao TLR3 e TLR4 (KAWAI; AKIRA, 2007), o qual desencadeia uma cascata de
sinalizacdo ativando IRF-3 levando a expressao de interferon beta IFN-B. TRIF é
essencial para esta via, pois ativa IRF-3 via TBK-1 e IKKg, levando a inducéo de
IFN-B. O TRIF esta associado diretamente ao TLR3, mas indiretamente ao TRLA4,
dependendo da intermediacdo de TRAM para desencadear a cascata de sinalizacao
(AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; O'NEILL, 2006). A ativacao dos fatores de
transcricdo resulta na producdo de citocinas pro-inflamatérias dependentes de NF-
kKB e IFN-B dependente de IRF-3 (CHEN, K. et al., 2007; KAWAI; AKIRA, 2007). A
ativacdo desses mecanismos pode auxiliar na resposta inflamatoria, eliminacéo do
agente infeccioso e reparo tecidual (IWASAKI; MEDZHITOV, 2010).
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Figura 7 — Participagdo de MyD88 nas possiveis vias de sinalizagdo desencadeadas pelos
TLRs.
Todos os TLRs, exceto o TLR3 recruta MyD88, IRAKs e TRAF6 para ativar a via
Ubcl13/TAK1 pds estimulo dos receptores. O complexo TAK 1 ativa o complexo
IKK composto por IKKa, IKKB e IKKY/NEMO, os quais induzem a fosforilagéo de
kB que libera NF-xB que sera translocado ao nucleo. TAK1 também ativa a via
MAPK e AP-1. IRF5 é recrutado pelo complexo MyD88-IRAK4-TRAF6 onde apés
ser fosforilado é translocado para o nucleo. NF-kB, AP-1 e IRF5 controlam a
expressao de genes que codificam citocinas de perfil pré-inflamatério. TRIF é
recrutado por TLR4 e TLR3 e interage com TBK1 e IKKi os quais fosforildo IRF3,
este sofre dimerizacdo e é translocado para o ndcleo induzindo a expresséao de
IFN | e genes induzidos por IFN. TRIF interage com TRAF6 e RIP1, mediando
ativagdo de NF-kB. TLR4, mas ndo TLR3 utiliza TRAM para ativagdo da via
dependente de TRIF.
Fonte: (LIN et al., 2011).

1.5.1 Ativacdo de macrofagos

Apbs a interacdo dos macréfagos com microrganismos ou seus derivados, ha
producdo de uma série de mediadores pr6 ou antiinflamatérios, dentre eles: Fator de
Necrose Tumoral alfa (TNF-a), interleceucinas (IL-1, IL-6, IL-10 e IL-12,) e espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (EROs e ERNs) (GORDON, 2003; MAHIDA, 2000;
MANTOVANI; SICA; LOCATI, 2007). Estes mediadores sédo produzidos como

tentativa de eliminar o patégeno pelo hospedeiro, para manter a homeostase e
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regular a imunidade adaptativa a ser desenvolvida posteriormente (RAMIREZ et al.,
2005).

O TNF-a pode desencadear agao local ou sistémica, sobre neutrdéfilos é capaz
de aumentar a producdo do anion superéxido, do peréxido de hidrogénio, da
atividade fagocitica e citotoxicidade, além de estimular a degranulacéo e a aderéncia
dessas células ao endotélio (CAMPEBELL et al., 2007).

A Interleucina 12 é produzida principalmente por fagécitos, como macréfagos,
células dendriticas e neutréfilos. Esta citocina € um heterodimero composto de duas
subunidade denominada p40 e p35 sendo a secrec¢éo de IL-12 p40 superior a de IL-
12 p70 (WYSOCKA et al., 1995). A regulacéo positiva desta citocina ocorre devido a
presenca de produtos derivados de microrganismos e citocinas como IFN-y (YUN et
al.,, 2002) e TNF-a (FLESCH et al., 1995) enquanto a presenca do fator
transformador de crescimento (TGF)-B e IL-10 dentre outras citocinas, regulam
negativamente a producao de IL12 (D'ANDREA et al., 1995). Sua principal funcao é
integrar imunidade inata (ativando células NK) e a adaptativa, pois regula a ativacédo
de células T “naive” durante a diferenciagcao das subpopulacdes de linfocitos (PARK;
SCOTT, 2001).

O aumento da producdo de IL-12 favorece o aumento de IFN-y que
potencializa a acdo microbicida dos macrofagos através da producdo de EROs e
ERNSs, como por exemplo, o éxido nitrico (NO) (SCHINDLER et al., 2001).

O TNF-a e a IL-12 sdo os dois principais mediadores pro-inflmatorios
derivados de macréfagos que contribui para a resposta inflamatéria desencadeada
em mamiferos, além de exercerem funcdes proeminentes na ligacdo entre a
resposta imune inata e adquirida (XIAOJING, 2001).

O NO é outra molécula de fundamental importancia sintetizada por macrofagos
na resposta imune inata frente a citocinas inflamatérias e a produtos bacterianos,
desempenhando acéo antitumoricida e antibacteriana in vitro e in vivo (TRIPATHI et
al., 2007).

Varias outras citocinas sao produzidas apos a ativacdo de macrofagos que
corroboram para o processo inflamatério, podendo potenciar a destruicdo de
microrganismos e a definicdo da imunidade adaptativa. A IL-6 € capaz de recrutar e
ativar neutrofilos, além de induzir a producdo de proteinas de fase aguda
importantes para o controle da inflamacédo (FORTE, 2007). IL-18, juntamente com o

TNF-a induzem a expressao de moléculas de adesao (CHEN et al., 2003; TOSI,
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2005), enquanto a IL-10, de caréter anti-inflamatorio, inibi a sintese de IL-12 (ZHOU;
NAZARIAN; SMALE, 2004) e ativacdo de linfécitos T (RAMIREZ et al., 2005). O
equilibrio entre mediadores pré e antiinflamatérios € essencial para o organismo,
onde os mediadores pro-inflamatdrios atuam no combate ao patdgeno enquanto os
anti-inflamatoérios controlam possiveis reacdes deletérias ao proprio organismo
hospedeiro (GRUTZ, 2005).

Considerando o potencial imunomodular das poliaminas e seus analogos
(HASKO et al., 2000; HEBY; PERSSON; RENTALA, 2007; ZHANG et al., 1999) e o
carater microbicida da Migalina (PEREIRA et al., 2007), resolvemos verificar se este
composto é capaz de modular a resposta imune inata através da ativagdo de

macrofagos.
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2 OBJETIVOS

Investigar in vitro o potencial imunomodulador da Migalina (acilpoliamina)
sobre macréfagos, analisando seu efeito direto e induzido por LPS e a contribuicao

dos TLR na ativacdo destas células.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao da Migalina

A Migalina purificada foi gentilmente cedida pelo Dr. Pedro Ismael da Silva
Junior do Laboratério Especial de Toxinologia Aplicada do Instituto Butantan. Esta
molécula foi sintetizada de acordo com o método classico da quimica de peptideos
(ATHERTON; SHEPPARD, 1989). Brevemente, a sintese foi realizada em solugéo
utilizado HBTU (KNORR et al., 1989) para a esterificacdo do grupo carboxilico do
acido gentisico possibilitando assim a formacdo de uma carboxamida pela
condensacéao formal de dois grupos amino primarios da espermidina com 0S grupos
carboxilicos de duas moléculas de acido gentisico (acido 2,5-dihydroxybenzoico)
(SILVA; MELO, 2010).

O composto foi purificado, filtrado, aliquotado, protegido da luz e mantido

congelado a -20 °C até a utilizacdo nos experimentos.

3.2 Cultura de células

3.2.1 Cultivo de células L929 para a obtencédo do fator de crescimento (M-CSF) para

diferenciacdo dos macrofagos derivados de medula 6ssea murina (M gDM)

A linhagem de células L929 sao fibroblastos imortalizados originados de
camundongo Mus musculus, possuindo a capacidade de secretar fator estimulador
de colbnias de macrofagos (M-CSF) em seu sobrenadante. Assim, o sobrenadante
destas células foi utilizado como fonte de M-CSF para diferenciar macréfagos
derivados da medula éssea murina de camundongos C57BL/6 (GERSUK;
HIRAOKA; MARR, 2004). Para obtencdo do sobrenadante as células (1 x 10°/mL)
foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Gibco Invitrogen Corporation, Sao Paulo,
S.P., Brasil) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco Invitrogen Corporation,
Séao Paulo, S.P., Brasil) e gentamicina (30 pg/mL) por sete dias a 37 °C e 5% de
CO,. Apos este periodo o sobrenadante contendo M-CSF foi centrifugado por 10
minutos a 185 x g, para separar possivel contaminacao celular, filtrado e conservado

a -20 °C até o momento do uso para diferenciar as células obtidas da medula éssea.
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3.2.2 Isolamento e diferenciacdo dos macréfagos

Foram utilizados camundongos isogénicos do tipo selvagem C57BL/6 e
mutantes deficientes na molécula MyD88/, com 6-8 semanas de idade, obtidos do
biotério da Faculdade de Veterinaria ou da Faculdade de Medicina da USP. Os
camundongos foram sacrificados através da exposicdo ao CO, A seguir foram
extraidos o fémur e a tibia para obtencédo das células medulares que deram origem
aos macrofagos utilizados. Todos os procedimentos estdo de acordo com o0s
parametros estabelecidos pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto
Butantan (CEUAIB).

As células obtidas foram centrifugadas por 10 minutos a 185 x g, O
sobrenadante foi desprezado e sobre o sedimento foi adicionado o tampdo ACK
(NH4Cl 0,15; KHOCO3; 1 mM e Na,EDTA 0,1 mM) para lisar as hemacias. A
suspensao celular foi mantida em temperatura ambiente por cinco minutos, sendo
entdo as células lavadas com PBS pH 7.2. Finalmente as células obtidas foram
diluidas na concentracdo adequada (1,5 x 10%ml) em meio RPMI 1640 (Gibco
Invitrogen Corporation) suplementado com 10% de SFB (Gibco Invitrogen
Corporation), 0,2 mM de L-glutamina, 50 Ul/mL de penicilina e 50 pg/mL de
estreptomicina, 1 mM de piruvato de sédio, 1 mM de aminoacidos ndo essenciais e
20% do sobrenadante de células L929 (v/v) (GERSUK; HIRAOKA; MARR, 2004).
Em seguida foi plaqueado 7,5 x 10° células/poco em placas de 24 pocos (Costar,
Cambridge, M.A., U.S.A.). A cada 3 dias as culturas foram suplementadas com meio
novo. No sétimo dia as células ja diferenciadas, foram lavadas com PBS pH 7.2 para
a remocao das células ndo aderentes e as aderentes foram mantidas em meio RPMI
suplementado com 10% SFB e 50 Ul/mL de penicilina e 50 pg/mL de estreptomicina
(RPMI completo), sendo entéo utilizadas nos ensaios. Inicialmente foi confirmados o
fendtipo das células diferenciadas usando Citometria de Fluxo, sendo a populagéo
marcada com 0s anticorpos monoclonais especificos para macréfagos (anti-F4/80),
linfécitos T (anticorpos anti-CD3) e linfocitos B (anti-B220) (Invitrogen, Carlsband,
C.A., U.S.A). A analise do fendtipo das células foi 97% positivas para F4/80+ sendo

negativas para as outras marcacoes (dados ndo mostrados).
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3.2.3 Ativacao dos macrofagos

No sétimo dia de cultivo as células aderentes (7,5 x 10° células/poco) foram
ativadas com 5, 10, 20 e ocasionalmente com 40 pg/mL de Migalina. Nos ensaios
para quantificacdo de NO, algumas culturas foram tratadas com L-NIL (1 mM), inibidor
especifico de INOS, antes da ativacdo com Migalina. Em outro grupo de ensaios as
células foram pré-tratadas ou ndo com a Migalina por 1 h antes da adi¢cdo do LPS
(100 ng/mL). Ap6s 20 h de estimulo com Migalina o sobrenadante das culturas foi
colhido para a dosagem de TNF-a e IL-12p40 e 72 h para dosagem de nitrito (NO7).
Para o controle positivo de produtos de citocinas as células foram estimuladas com
LPS de E. coli (100 ng/mL).

3.2.4 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade dos macrofagos apds o tratamento com a Migalina (5, 10, 20 e
40 ug/mL) foi analisada pelo ensaio com MTT (brometo de 3-(4,5)-dimetiltialzolil-2,5
difeniltetrazélio) (Sigma, St. Louis, M.O., U.S.A.) que determina a atividade da
succinil desidrogenase, uma enzima mitocondrial presente somente em células
vivas. As células vivas convertem o MTT em um cristal roxo insolivel denominado
formazan. Apoés solubilizacdo a reacao colorimétrica foi lida para determinacdo da
densidade o6ptica (DO). Quanto maior a densidade Optica, mais intensa a coloracéo e
maior a viabilidade celular (MOSMANN, 1983). Apds obtencdo do sobrenadante
para dosagem de citocinas foi adicionado meio RPMI completo e o correspondente a
10% deste volume de MTT (5 mg/mL) as culturas. Em seguida as placas foram
incubadas por 4 h a 37 °C e posteriormente os cristais de formazan foram
solubilizados com solucdo HCI 0,1N em alcool isopropilico (v/v) e mantidas sob
agitacdo por 15 minutos protegido da luz. Posteriormente foi lida a absorbéancia a
550 nm usando o leitor de ELISA (Multiskan EX, Primary EIA). A viabilidade celular
foi analisada comparando-se a densidade Optica das culturas tratadas com Migalina
e as células que nao receberam tratamento. O grupo controle representando 100%
de mortalidade consistiu de células tratadas com 0,1% de Triton X-100. As culturas

de macréfagos néo tratadas, foram consideradas 100% viaveis.
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3.2.5 Efeito do tratamento com Polimixina B

A Polimixina B (PLMX B) é um lipopeptidio ciclico catiébnico que se liga ao
lipidio A da molécula de LPS bloqueando seu efeito bioldgico (SANDRI et al., 2008).
Para determinar o possivel envolvimento do TLR4 ou a presenca de endotoxina
(LPS) na atividade imune analisada, realizamos alguns ensaios, pré incubando 20
png/mL de Migalina com PLMX B (30 pg/mL) por 45 minutos com posterior ativacao
dos macrofagos. Apos 20 h o sobrenadante foi colhido para analise de TNF-a. Os
valores obtidos foram comparados com os das culturas ativadas na auséncia de
PLMX B. Como controle as células foram tratadas com 100 ng/mL de LPS de E. coli

pré-incubado ou ndo com PLMX B.

3.3 Dosagem de NO

A producdo de NO foi quantificada utilizando o método de Griess (DING;
NATHAN; STUEHR, 1988) que avalia no sobrenadante das culturas de macrofagos
a presenca de NO7,, sendo este um produto intermediario da reacao (CHOI et al.,
2007). Neste ensaio 50 pl do sobrenadante e 50 ul da solugcéo de Sulfanilamida a
1% foi adicionado a placa de 96 pocos e incubado por 10 minutos a temperatura
ambiente protegido da luz. Em seguida foi adicionado 50 ul da solugédo de NED (a-
naftiletilenodiamina) a 0,1% e posterior incubacdo na mesma condi¢cdo anterior. A
absorbancia foi quantificada a 550 nm usando leitor de microplacas (Multiskan EX,
Primary EIA). A concentragcdo de NO, nas amostras foi baseada na curva padréo de
nitrito de sodio (NaNO;) construida entre 1-100uM. Em alguns ensaios foi
determinado a contribuicdo da enzima iNOS na sintese de NO. Para isto, as culturas
de macréfagos foram pré-tratadas com inibidor especifico de INOS (L-NIL) a 1 mM
por 30 minutos antes da ativacdo das células com diferentes concentracbes de

Migalina.
3.4 Ensaio de Elisa para dosagem de citocinas
Para quantificar a presenca de TNF-a e IL-12p40 foi usado o ensaio

imunoenzimético de ELISA e os kits da (BD PharMingen, Franklin Lakes, N.J.,

U.S.A.)) e (eBioscience,San Diego, C.A., U.S.A.) respectivamente, seguindo
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orientacbes do fabricante. Brevemente, as placas foram sensibilizadas com
anticorpo de captura em tampé&o de sensibilizagao na diluicdo 1:250 com incubacao
por 18 h /4 °C (overnight). Posteriormente as placas foram lavadas com PBS 0,05%
Tween-20 e bloqueadas por 1 h com o tampéao de bloqueio. Em seguida as placas
foram lavadas e os recombinantes padrdes e amostras foram adicionados. A reacéo
foi novamente incubada 18 h/ 4 °C (overnight). Em seguida foi adicionado o
anticorpo de deteccdo, diluido 1:250 em tampéao apropriado e as placas novamente
incubadas por 1 h a temperatura ambiente. Apés lavagem, foi adicionado avidina
marcada com peroxidase com posterior incubagdo por 30 minutos a temperatura
ambiente. Apés lavagem foi adicionado o substrato TMB e a reagéo interrompida
com H,SOq4 (2 N). A reacao foi lida a 450 nm em leitor de microplacas (Multiskan EX,
Primary EIA). A quantidade de citocina presente nas amostras foi calculada baseado

nas curvas padrbes dos respectivos recombinantes utilizados.
3.5 Andlise estatistica

Os resultados representam a média e o erro padréo da média (+SEM) de no
minimo trés experimentos independentes analisados pelo programa GraphPad
Prism 5° (Graph Pad, San Diego, C.A., U.S.A.). As andlises estatisticas foram
realizadas usando o teste t Student ou one-way ANOVA e a diferenca entre grupos
determinada pelo teste Tukey-Kramer para multiplas comparacdes. As diferencas

foram consideradas significativas quando o p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise da viabilidade dos macréfagos derivados da medula éssea murina

(M¢$pDM) de camundongos C57BL/6 apds estimulo com Migalina

Antes do inicio dos experimentos foi confirmado por FACS, o fenétipo das
células aderentes utilizadas. Observou-se que 97% das células diferenciadas

possuiam fendtipo F40/80+, CD3" e B220 tratando-se de uma populacao exclusiva

de M$DM (dados ndo mostrados).

Inicialmente foi avaliado se o tratamento com Migalina teria efeito citotoxico
sobre as culturas de M¢DM. Para determinar a viabilidade celular utilizamos o ensaio
colorimétrico por MTT, onde as células coram-se intensamente devido a precipitacdo
de cristais de formazan em decorréncia da atividade da enzima desidrogenase
mitocondrial, presente apenas em células viaveis. Células com baixa atividade desta
enzima sao consideradas mortas sendo baixa a densidade oOptica (MOSMANN,
1983).

Utilizamos concentracdes entre 5 a 40 pg/mL de Migalina o que corresponde a
faixa de 11,99 a 95,92 pM. Como controle de morte celular foi utilizado 0,1% de
Triton X 100 capaz de gerar 100% de citotoxicidade.

A Figura 8 mostra que 0s grupos tratados ou ndo com Migalina, independente
da concentracdo utilizada, apresentaram absorbancia superior a 1,0 havendo
homogeneidade entre os grupos, sugerindo que a Migalina n&o induziu
citotoxicidade e as células de todos os grupos utilizados estavam viaveis. Células
tratadas com Triton X 100 apresentaram absorbancia proxima de zero sendo

consideradas 100% mortas.
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Figura 8 - Efeito da Migalina sobre a viabilidade de M¢DM de camundongos C57BL/6.
M¢DM (7,5 x 10° células/pogo) foram estimulados por 20 h com diversas
concentragdes de Migalina (5, 10, 20 e 40 pg/mL). A viabilidade celular foi
determinada pelo ensaio de MTT. Para controle de citotoxicidade foi usado 0,1%
de Triton X-100. Dados representam a média + SEM de trés experimentos
independentes, realizados em duplicata. Os dados foram analisados pelo teste t
de Student.

4.2 Acdo da Migalina sobre a producédo de NO’; por MpDM de camundongos
C57BL/6

4.2.1 Producao de NO7,

A Figura 9 mostra a acao da Migalina sobre a producdo de NO™, em cultura de
M¢DM apds 72 h de estimulo. Observamos que houve aumento significativo da
producdo de NO’, em todas as concentragcbes utilizadas. O aumento foi dose
dependente, variando em meédia entre 15 — 60 pM, o que correspondeu
respectivamente de 150 a 566% de aumento em relacdo as células ndo estimuladas.
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Figura 9 - Sintese de NO’, por M¢DM de camundongos C57BL/6 ativados com Migalina.
M$DM (7,5 x 10° células/pogo) foram estimulados com diversas concentracdes de
Migalina (5, 10, 20 e 40ug/mL). Apdés 72 h o sobrenadante foi coletado para
dosagem de NO’;, pelo método de Griess. Dados representam a média + SEM de
trés experimentos independentes, realizados em duplicata. Os dados foram
analisados pelo teste t de Student. Estatisticas confrontaram 0s grupos
estimulados com o ndo estimulado * p<0,05; *** p<0,001.

4.2.2 Efeito do tratamento das culturas de macrofagos com inibidor especifico de

INOS (L-NIL) antes do estimulo com Migalina

Para confirmar que a producdo de NO neste sistema foi gerada pela ativacao
da enzima INOS e devido a acdo direta da Migalina sobre os macrofagos, pré-
incubamos as culturas de macréfagos com 1 mM do inibidor especifico da iINOS (L-
NIL) e em seguida estimulamos as células com diversas concentracdes de Migalina.

A Figura 10 mostra a comparacéo entre as culturas inibidas ou ndo por L-NIL.
Observamos que houve reducdo de 100% da producdo de NO7, em todas as
concentracbes de Migalina testadas na presenca do inibidor. Estes dados sugerem

gue a Migalina pode ativar diretamente INOS com consequente producdo de NO.
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Figura 10 - Efeito do tratamento das culturas de macréfagos com inibidor especifico da
iINOS (L-NIL) antes do estimulo com Migalina.
M$DM (7,5x10°células/poco) foram pré-tratados com L-NIL (1 mM) por 30
minutos e entdo estimulados com diversas concentracdes de Migalina (0, 5, 10,
20 e 40ug/mL). Apds 72 h o sobrenadante foi coletado para dosagem de NO’,
pelo método de Griess. Dados representam a média + SEM de trés
experimentos independentes, realizados em duplicata.

4.3 Efeitos da Migalina sobre a capacidade de ativar macrofagos a produzir
citocinas

4.3.1 Producao de TNF-a

A Figura 11 mostra a produgéo de TNF-a induzida por diferentes concentracdes
de Migalina (5,10 e 20 pug/mL). Observamos que a sintese desta citocina apresentou
um perfil dose resposta, havendo diferencas estatisticamente significativas quando
se comparou 0s grupos estimulados ou ndo. A concentracdo média de TNF-a no
grupo basal foi 106,5 pg/mL enquanto nos grupos estimulados com Migalina variou
entre 180,8 a 244,8 pg/mL correspondendo a um aumento de respectivamente 69%
a 129% em relacdo as células ndo estimuladas.
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Figura 11 - Producéo de TNF-a por M¢DM estimulados com Migalina

M$DM (7,5 x 10° células/ poco) foram estimulados por 20 h com 5, 10 e 20
pg/mL de Migalina. A sintese de TNF-a foi analisada no sobrenadante das
culturas usando ensaio de ELISA. Dados representam a média + SEM de trés
experimentos independentes, realizados em duplicata. Os dados foram
analisados pelo one-way ANOVA e a diferenga entre grupos determinada pelo
teste Tukey-Kramer para multiplas comparag¢des *p<0,05 e ***p<0,0001. LPS
representa o controle positivo.

4.3.2 Producao de IL-12p40

A presenca de TNF-a apdés a ativagdo dos macrofagos com a Migalina
motivou-nos a pesquisar a sintese de IL-12 no sobrenadante das culturas. Sabendo
gue a presenca das subunidades p40 e p70 tém sido correlacionadas (GOODRIDGE
et al.,, 2003), decidimos avaliar a subunidade p40 devido a maior facilidade de
deteccdo (WYSOCKA et al., 1995). Nossos dados mostraram que a adicdo da
Migalina (5, 10 e 20 pg/mL) as culturas de M¢DM nao estimulou producéo de IL-
12p40 (Figura 12), ndo havendo diferencgas estatisticas significativas entre os grupos
estimulados ou ndo com Migalina. O estimulo dos macréfagos com 10 pg/mL de
Migalina produziu em média 149,7 pg/mL de IL-12p40, enquanto 0 grupo nao
estimulado produziu 103 pg/mL.
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Figura 12 — Andlise da producéo de IL-12p40 em resposta ao estimulo com Migalina a
M¢DM.
M$DM (7,5 x 10° células/ pogo) foram estimulados por 20 h com 5, 10 e 20
pg/mL de Migalina. A sintese de IL-12p40 foi analisada no sobrenadante das
culturas pelo ensaio de ELISA. Dados representam a média + SEM de quatro
experimentos independentes, realizados em duplicata. Os dados foram
analisados pelo one-way ANOVA e a diferenga entre grupos determinada pelo
teste Tukey-Kramer para multiplas comparacdes, as diferencas foram
consideradas significativas quando o p<0,05. LPS (100 ng/ml) representa o
controle positivo. ***p<0,0001.

4.3.3 Producéo de IL-18

Outra citocina produzida por macréfagos que participa da imunidade inata € a
IL-1B. Investigamos também a capacidade da Migalina estimular a producéo de IL-
18. Observamos que nao houve sintese desta citocina com nenhuma das
concentragbes de Migalina utilizadas. Os valores obtidos foram inferiores ao limite
de deteccdo da curva padrao que foi de 7 pg/mL. Culturas de macréfagos ativadas
com LPS de E. coli (1 — 5 pg/mL) produziram este mediador sugerindo que nao

houve problemas com a reacéo (dados ndo mostrados).
4.4 Efeito da Migalina sobre a ativacado de macréfagos induzida por LPS
O Lipopolissacarideo é o principal componente estrutural da membrana

externa de bactérias Gram-negativas. Por ser um PAMP € um potente ativador da

imunidade inata, sendo reconhecido pelo TLR 4. Este reconhecimento desencadeia
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uma cascata de sinais que levam a resposta inflamatoria local e a producédo de
varios mediadores imunes como citocinas, quimiocinas, peptideos vasoativos e
espécies reativas do oxigénio e nitrogénio (TAKEDA; AKIRA, 2005). Esses
mediadores imunes controlam a disseminacdo dos patdégenos. NoO entanto,
excessiva producdo de citocinas em resposta ao LPS pode causar shock séptico,
enquanto baixas concentragbes podem ativar vias de sinais moleculares que
potenciam a resposta imune inata e controlam a imunidade adaptativa (AKIRA;
TAKEDA; KAISHO, 2001; COHEN, 2002). Esta ativacdo se da principalmente por
vias que envolvem a participacdo de quatro componentes: Proteina ligadora de
lipopolissacaridio (LBP), CD14, proteina de diferenciacdo mieldide 2 (MD2) e TLR-4.
Uma vez que a ativacdo das células apresentadoras de antigenos por TLR gera
inflamacdo e também controla a resposta imune adaptativa (AKIRA; UEMATSU,
TAKEUCHI, 2006) decidimos avaliar o efeito da Migalina sobre a ativacéo induzida
por baixa concentracdo de LPS (100 ng/ml). Investigamos a sintese de duas
citocinas, TNF-a e IL-12p40, que podem ser moduladas pela ativacdo via TLR-4 por
LPS.

4.4.1 Producao de TNF-a

A Figura 13 mostra que a adicdo de Migalina nas concentracdes de 10 e 20
Mg/ml sobre as culturas de macréfagos ativados com LPS reduziu a producdo de
TNF-a de modo significativo. O efeito mais pronunciado ocorreu quando usamos 20
pg/mL. Observamos uma redugado de 35% quando comparamos o0 grupo controle,
apenas estimulado com 100 ng/mL de LPS, que produziu em média 790 pg/mL,
enquanto o grupo onde associamos 20 ug/mL de Migalina ao LPS produziu em

meédia entre 716 — 516 pg/mL, sendo a reducéo dose dependente.
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Figura 13 - Efeito da adicdo de Migalina na producdo de TNF-a induzido pela ativagédo de
M¢DM por LPS.
M$DM (7,5 x 10° células/ pogo) foram estimulados por 20 h com 5, 10 e 20
ug/mL de Migalina associados ao LPS (100 ng/mL). A sintese de TNF-a foi
analisada no sobrenadante das culturas pelo ensaio de ELISA. Dados
representam a média + SEM de trés experimentos independentes, realizados
em duplicata. As diferencas estatisticas representam a comparacdo entre o
grupo tratado apenas com LPS versus o obtido com LPS associado as
diferentes concentracdes de Migalina, sendo utilizado o teste t de Student para
comparacgao entre 0s grupos. *p<0,05 e ***p<0,0001.

4.4.2 Producao de IL-12p40

Investigamos também a interferéncia da adicdo exdgena de Migalina as
culturas de macroéfagos tratadas com LPS quanto a producéo de IL-12p40. A Figura
14 mostra 0 mesmo efeito observado para TNF-a. A adicdo exdgena de Migalina as
culturas tratadas com LPS reduziu significativamente e de modo dose dependente a
producédo de IL-12p40. A reducao obtida foi entre 71 - 81%, sendo mais acentuada

nos grupos tratados com 20 pg/mL de Migalina associada ao LPS.
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Figura 14 - Efeito da adicdo de Migalina na producéo de IL-12p40 induzido pela ativacéo de
M¢DM por LPS.
M$DM (7,5 x 10° células/ pogo) foram estimulados por 20 h com 5, 10 e 20
png/mL de Migalina associados ao LPS (100 ng/mL). A sintese de IL-12p40 foi
analisada no sobrenadante das culturas pelo ensaio de ELISA. Dados
representam a média + SEM de quatro experimentos independentes, realizados
em duplicata. As diferengas estatisticas representam a comparagdo entre o
grupo tratado apenas com LPS versus o obtido com LPS associado as
diferentes concentracdes de Migalina, sendo utilizado o teste t de Student para
comparacgéo entre 0s grupos. *p<0,05.

4.5 Contribuicao da molécula MyD88 para ativacao de MpDM por Migalina

Nossos resultados da Figura 11 mostraram que a Migalina ativou M¢DM de
camundongos C57BL/6 (selvagens) induzindo a producdo de TNF-a. Conforme
citado anteriormente, a ativacdo mediada via TLR esta intimamente associada a
algumas moléculas acessorias dentre elas MyD88, comum a todos estes receptores,
exceto TLR 3 (LIN et al., 2011). Em funcé&o disto, investigamos se a ativacao de
macréfagos com Migalina envolvia a participacdo da molécula MyD88.

A Figura 15 mostra que M¢DM de camundongos deficientes na expressao de
MyD88 (KO MyD88) ativados por Migalina (5, 10 e 20 pg/mL) n&o produziram niveis
significantes de TNF-a, sendo os valores proximos aos obtidos com as células nao
estimuladas, ao contrario do obtido com os animais selvagens (Figura 11).
Controles usando LPS confirmaram que estas células ndo estavam competentes
para responder via a estimulacdo do TLR4, nos M¢DM de camundongos MyD88/

(dados nédo mostrados).
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Figura 15 - Participagdo da molécula MyD88 na produgéo de TNF-a induzida por Migalina.
M$DM de camundongos MyD88 7/ (7,5 x 10° células/ poco) foram estimulados
por 20 h com 5, 10 e 20 pg/mL de Migalina. A sintese de TNF-a foi analisada no
sobrenadante das culturas pelo ensaio de ELISA. Dados representam + SEM de
trés experimentos independentes, realizados em duplicata. Diferencas
estatisticas pelo one-way ANOVA apenas no C57BL/6. *p<0,05 e ***p<0,0001.

4.6 Influéncia da PLMX na sintese de TNF-a produzido por M¢DM ativados com

Migalina

Os dados anteriores mostraram que a presenca de MyD88 foi fundamental
para a sintese de TNF-a induzida por Migalina. Além disto, notamos que houve
reducdo da atividade induzida por LPS apés a adi¢éo desta poliamina (Figuras 13 e
14). Sendo assim, para melhor investigar a contribuicdo do TLR4 na ativacdo da
imunidade inata induzida por Migalina, verificamos se haveria influéncia da pré-
incubacéo desta poliamina com PLMX B antes da ativacdo dos macréfagos. Para
estabelecer o modelo utilizamos 20 pg/mL de Migalina ou 100 ng/mL de LPS
associado ou nao a 30 pg/mL de PLMX B.

Observamos que a ativagdo dos macrofagos com Migalina estimulou a
producdo de TNF-a (596 pg/mL), sendo o aumento significativamente superior ao
observado nas células ndo ativadas (252 pg/mL), conforme demonstrado
anteriormente (Figura 11). O grupo onde pré-incubamos a Migalina com PLMX B
apresentou resultados similares ao estimulado apenas com Migalina, ndo havendo

diferencas significativas entre eles.
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No grupo controle, a adicdo de 100 ng/mL de LPS as culturas estimulou
acentuada producéo de TNF-a (2077 pg/mL), enquanto a pré-incuba¢édo do LPS com
30 pg/mL de PLMX B reduziu significativamente o nivel de TNF-a (315 pg/mL) para
valores proximos aos obtidos com as células ndo estimuladas (252 pg/mL)

confirmando o bloqueio da atividade induzida por LPS mediada pela PLMX B.
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Figura 16 - Influéncia da PLMX B na producdo de TNF-a durante a ativagdo dos M¢DM por

Migalina.

M$DM (7,5 x 10° células/ pogo) foram estimulados com 20 pg/mL de Migalina ou
100 ng/mL de LPS de E.coli. Pré-incubados ou ndo com 30 pg/mL de PLMX B
por 45 min. e com posterior ativamos os macréfagos por 20 h. A sintese de
TNF-a foi analisada no sobrenadante das culturas pelo ensaio de ELISA. Dados
representam a média + SEM de trés experimentos independentes, realizados
em duplicata. As diferencas foram analisadas pelo teste t de Student para
comparagao entre 0s grupos. **p<0,001; ***p<0,0001; N.S, Nao Significativo.
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5 DISCUSSAO

As poliaminas sdo uma familia de pequenas moléculas que exercem varias
funcdes fisiologicas em células procaridticas e eucarioticas. Estas moléculas
influenciam diversos estdgios da sintese de proteina, crescimento e diferenciacéo
celular, conforme discutido inicialmente. Na década de 70, surgiram as primeiras
evidéncias indicativas do potencial imunossupressor das poliaminas naturais (BYRD
et al., 1977). Atualmente, sabe-se que estas moléculas apresentam niveis e funcdes
efetoras distintas. Espermina é considerada reguladora negativa da imunidade,
enquanto a putrescina parece nao alterar a ativacdo de macrofagos e a espermidina
se comparada a espermina, é capaz de inibir fracamente a sintese de citocinas em
monaocitos (ZHANG; WANG; TRACEY, 2000). O fato de estas moléculas ligarem-se
ao DNA e RNA e modular sinais intracelulares faz com que suas fungdes imunes
possam divergir, podendo atuar diferentemente durante a resposta inflamatéria,
dependendo da natureza da poliamina (IGARASHI; KASHIWAGI, 2010). Essa
diferenca pode dar a cada poliamina caracteristicas proprias quanto a sua atividade
(PIGNATTI et al., 2004).

Dentre as poliaminas a espermina € a molécula mais estudada por ser
predominante em células tumorais. Seus analogos sao capazes de induzir efeitos
distintos em diferentes células, indicando que ha especificidade dos analogos para
cada tipo celular (CASERO et al., 1990). Estes efeitos vém despertando interessa na
industria farmacoldgica e as vias de captacdo e internalizacdo das poliaminas
exogenas pelas células vem sendo alvo de estudos para o desenvolvimento de
novos farmacos com potencial terapéutico (ESTRADA; VILLEGAS; CORZO, 2007,
WALLACE, 2009).

Como pioneiros no estudo da modulacdo da resposta imune induzida por
Migalina, avaliamos o efeito de diferentes concentracbes deste composto a serem
utilizados nos experimentos. A concentragdo intracelular total de poliaminas é na
razdo de milimolar, no entanto, seu conteudo livre é consideravelmente menor,
devido a sua alta capacidade de interagir iGnicamente com outras moléculas
(CASERO; MARTON, 2007). Sendo assim, optamos por usar nos ensaios in vitro
entre 11,95 a 95,6 uM de Migalina (5 a 40 pg/mL). Esta concentracdo mostrou-se
suficiente para estimular a producdo de mediadores imunes, além de ndo induzir

citotoxicidade em macréfagos e esplendcitos, nem alterar a cinética de proliferacéao
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de esplendcitos na presenca ou ha auséncia do mitdgeno Concanavalina A (ConA)
(MAFRA et al., 2012).

Em corroboracdo aos nossos dados, Paviov e colaboradores (2001)
demonstraram que a adicdo de 100 pM de espermina ou de espermidina,
concentragbes proximas das utilizadas em nossos ensaios com Migalina, néo
exerceu qualquer efeito citotdéxico sobre células de cancer de mama humano.
Entretanto, foi observado que em baixas concentracfes (1,38 a 8,45 uM), diferentes
analogos de poliamiana derivados de bis-naphthalimidopropil, foram tdxicos para
estas células, comprovando as diferentes funcbes efetoras entre as poliaminas
naturais e seus analogos. O efeito destes analogos ocorreu devido ao blogueio da
via biossintética das poliaminas nas células tumorais, que possuem altas
concentracfes deste composto (PAVLOV et al., 2001; WALLACE, 2009).

Apesar de alguns ensaios correlacionarem a importancia das concentragdes de
soro fetal nas culturas, tempo de tratamento das células com poliaminas e ativacao
com LPS a citotoxicidade, nossos dados mostraram que a pré-ativacdo dos
macrofagos com Migalina por 1 h e posterior tratamento com LPS ou a adi¢éo
simultanea destes compostos ndo provocou citotoxicidade mesmo apds 24 horas de
cultura (dados néo mostrados).

Os macrofagos estdo presentes em diversos 6rgaos, sendo considerado uma
das principais popula¢cdes de células fagociticas e produtoras de NO. Estas células
expressam grande diversidade de receptores, dentre eles destacam-se o0s
receptores Toll-Like. O reconhecimento dos TLRs pelos seus ligantes pode induzir
uma resposta inflamatoria, estimulando mecanismos antimicrobianos gerados nos
macrofagos, incluindo a ativacdo de INOS e producdo de NO (MYERS; TSANG,;
SWANSON, 2003; NISH; MEDZHITOV, 2011).

Trés isoformas de Oxido nitrico sintase (NOS) foram identificadas em células de
mamiferos. Duas s&o constitutivas: cNOS (ou NOS1) e eNOS (ou NOS3),
dependentes de ions célcio e calmodulina, sintetizadas por varios tipos celulares e
uma terceira induzivel a INOS (ou NOS2), produzidas principalmente por
macrofagos, neutrofilos e células dendriticas ativadas (BOGDAN, 2001). A INOS é
expressa sob condi¢cdes especiais, sendo regulada positiva ou negativamente pelo
contato célula-célula, citocinas ou produtos microbianos. Embora IFN-y e LPS sejam
seus ativadores classicos, outros reguladores continuam a serem descritos
(KOBZIK, 2009).
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Sabendo que este mediador imune tem mudltiplas fun¢des tanto no sistema
imune como em outros sistemas, incluindo atividade tumoricida e antimicrobiana
(BOGDAN, 2001; COLE et al., 2012), investigamos se a Migalina teria acao direta

sobre a capacidade dos M$bDM produzirem NO',, que € um produto intermediario da
geracao de 6xido nitrico (NO).

Os dados apresentados mostram que a Migalina ativou diretamente o0s
macrofagos aumentando a producdo de NO°,, independente da pré-ativacdo das
células com outras moléculas (Figura 9). Isto foi confirmado uma vez que a inibicao
de INOS por inibidor especifico reduziu a sintese de nitrito (Figura 10). Szabé e
colaboradores (1994a) ao avaliar o efeito de espermina sobre a acao induzida por
LPS em cultura de macrofagos da linhagem J774, verificou que a espermina [1-100
puM] inibiu a atividade de iINOS reduzindo a sintese de NO. A inibicdo da enzima
ocorreu a nivel transcricional.

Existem divergéncias quanto ao papel do soro fetal no efeito inibitério induzido
por poliaminas. Szabo e colaboradores (1994a; 1994b) sugerem que a presenca de
soro é importante para a espermina exercer seu efeito inibitdrio sobre a sintese de
NO induzida por LPS. Porém, Zhang e colaboradores (1997) mostraram que o efeito
inibitério da espermina sobre a sintese de mediadores pré-inflamatérios pode ocorrer
na auséncia de soro. Acredita-se que o produto gerado pela oxidacdo das
poliaminas por poliamina oxidase na presenca de LPS tenha atividade inibitéria
sobre a atividade de INOS bloqueando sua sintese (SZABO et al., 1994b). Estes
dados diferem dos apresentados por nés, uma vez que nao utilizamos espermina
(acdo supressora), mas a Migalina, anal6éga de espermidina. Além disso, em nossos
ensaios para NO, as células ndo receberam estimulo adicional por LPS. Entretanto,
tal diferenca sugere que dependendo da natureza das poliaminas estas podem
assumir funcdes efetoras distintas.

Uma vez que a inducédo de iNOS ¢ influenciada pela presenca de citocinas,
(KOBAYASHI, 2010), avaliamos o efeito da agéo direta da Migalina sobre a sintese
de TNF-q, IL-12p40 e IL-1B. Os resultados apresentados mostraram que a ativagao
dos macrofagos com Migalina aumentou a sintese de TNF-a (Figura 11). A presenga
desta citocina foi também comprovada em células do sistema nervoso central de
camundongos mediada pelo aumento da atividade de ODC (primeira enzima da via
biossintética das poliaminas) (SOULET; RIVEST, 2003).
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A IL-12 € outra citocina pro-inflamatéria importante no estabelecimento da
resposta imune. Esta molécula faz a ponte entre a imunidade inata e adaptativa
(WENDY et al., 2003). Ao investigamos o efeito da ativacdo de macrofagos com
Migalina na sintese de IL-12p40 verificamos que ndo houve alteracdes significativas
na sintese desta citocina, independente das concentracdes de Migalina utilizadas
nos ensaios (Figura 12).

Em outro ensaio, analisamos a acdo da Migalina sobre a sintese de IL-1p.
Nossos resultados mostraram que os valores obtidos foram inferiores ao limite de
deteccdo da curva padrao. Culturas de macréfagos ativadas com LPS (1 — 5 ug/mL)
produziram esta citocina, sugerindo que nao houve problemas com a reacao (dados
nao mostrados). A IL-1B é inicialmente secretada na forma de pro-IL-1B, um
precursor inativo. Para ser ativada é necessario que o precursor seja clivado,
tornando a molécula ativa. Uma das principais enzimas envolvidas neste processo €
a caspase-1, esta enzima € mantida em seu estado inativo, tornando-se ativa dentro
dos inflamossomas, mediado pelos receptores do tipo NOD (NLR) (NETEA et al.,
2010). Apesar de ndo termos analisado a influéncia direta da Migalina na ativacéo
dos NLRs, os dados obtidos sugerem que a Migalina ndo ativou diretamente o
complexo do inflamossoma, pois ndo houve produgédo de IL-13, nem efeito citotoxico
nas células ativadas, sugerindo que esta molécula pode nédo utilizar esta via de
sinalizacao.

O LPS estéa presente na parede de todas as bactérias Gram negativas, sendo
uma molécula importante na ativacdo dos TLR4 induzindo a resposta imune inata
(AKIRA, 2009). A maioria dos efeitos atribuidos as poliaminas sdo testados em
células ativadas por esta molécula. Em outro grupo de experimentos analisamos o
efeito da Migalina na acéo induzida por LPS, para conhecermos a influéncia desta
acilpoliamina sobre a resposta inflamatéria.

Nestes ensaios as células foram pré-incubadas com Migalina por 1 h e
posteriormente adicionado o LPS, no entanto, em alguns ensaios preliminares as
duas moléculas foram adicionas simultaneamente &s cultura de macrofagos e
obtivemos os mesmos resultados.

Pérez-Cano e colaboradores (2003) analisaram a acado imunomodulatéria de
espermina e espermidina sobre linhagens de macréfagos estimulados por LPS em
diversas condi¢bes de cultura. Diferentes concentracbes de SFB (0-15%), assim

como a adicdo das poliaminas em tempos distintos foram analisadas. A melhor
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condicdo de imunomodulagéo foi observada na adicdo simultanea de poliaminas
com LPS a cultura. As células apresentaram maior viabilidade na mesma condi¢éo
de cultivo independente das concentracdes de SFB.

Para analisar o efeito da Migalina na acdo induzida por LPS, investigamos a
sintese de TNF-a e IL-12p40, que podem ser modulados pela ativacdo via TLR4
(TAKEDA,; AKIRA, 2005). Neste sistema, os dados obtidos diferiram do encontrado
no efeito sobre acéo direta da Migalina na sintese de TNF-a (Figura 11) e IL-12p40
(Figura 14), houve reducao significativa da atividade de LPS quanto a producéo de
TNF-a quando usamos 10 ou 20 pg/mL de Migalina (Figura 13) e de IL-12p40 com
todas as concentragdes utilizadas (Figura 14).

Estes achados séo similares aos descrito na literatura, onde a espermina inibiu
a sintese de TNF-a (HASKO et al., 2000; PEREZ-CANO et al., 2003; SZABO et al.,
1994b), além de outras citocinas de carater pro-inflamatorio como IL-6 e MIP-1a/
em monocitdés do sangue periférico humano ativado por LPS. A inibicdo de TNF-a
foi reversivel, apés a lavagem das células com PBS, restabelecendo a niveis
normais apos 4 h. Acredita-se que a interferéncia das poliaminas sobre a sintese de
TNF-a seja a nivel pds-transcricional, uma vez que ndo houve alteracdo no contetudo
de RNAm desta citocina (ZHANG et al., 1997).

Em outro ensaio in vivo a espermina foi capaz de inibir o processo inflamatorio
induzido por carragenina nas patas de camundongo sendo, portanto, considerada
um agente anti-inflamatério (ZHANG et al., 1997).

Soulet e Rivest (2003) demonstraram que a via biossintética das poliaminas
esta envolvida na ativacdo de genes que codificam TNF-a em células do sistema
nervoso central de camundongos. A administracao sistémica de LPS aumentou os
niveis de mRNA e proteina de ODC (primeira enzima da via biossintética das
poliaminas). O tratamento dos animais com um inibidor desta enzima comprovou
gue 0 aumento da transcricdo génica de TNF-a se deu pela atividade de ODC, uma
vez que com sua inibicdo o LPS foi incapaz de induzir a transcricdo desse gene.

Quanto a producdo de IL-12p40, Haskd e colaboradores (2000)
demonstraram que a ativacdo de macrofagos com putrecina na presenca de LPS
nao alterou sigificativamente a producéo de IL-12p40, ao contrario da ativagdo com
espermina que suprimiu a sintese desta citocina de modo dose dependente. Além
disso, a presenca de IL-10 comprovou o perfil anti-inflamatorio da espermina. Em

outros ensaios, usando camundongos deficientes de IL-10, foi verificado que a
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espermina manteve sua capacidade inibitdria sobre a sintese de IL-12p40, sugerindo
que tal inibicao foi indepente de IL-10 (HASKO et al., 2000).

Em nossos ensaios, também verificamos reducdo na sintese de IL-12p40
quando os macréfagos foram pré-incubados com Migalina (5, 10 e 20 ug/mL) e
posteriormente tratados com LPS, no entanto, ndo analisamos a presenca de IL10, o
que sera realizado no futuro. E possivel que a Migalina, por ser uma acilpoliamina
analoga da espermidina, que normalmente é a menos explorada dentre as
poliaminas, tenha também capacidade de controlar o excesso de ativacdo nos
macrofagos gerado durante o estimulo com LPS, na tentativa de proteger estas
células.

Apesar de ndo termos detectado IL-1B nas ativagbes direta de macrofagos
com Migalina, outros trabalhos usando uma poliamina primaria, sintetizada a partir
da L-arginina, denominada agmatina, associada a LPS, mostrou redu¢do nos niveis
de IL-1B em linhagens de células microgliais murinas (AHN et al., 2012).

A regulacdo de citocinas inflamatérias pela espermina parece diferir. Foi
observado 100% de inibicdo de MIP-a/f3 e IL-6, enquanto a inibicdo de TNF-a n&o
excedeu 75%, ndo havendo modificacdo da sintese de TGF-B, uma importante
citocina de perfil anti-inflamatério (ZHANG; WANG; TRACEY, 2000). Isto pode

explicar em parte os nossos resultados, onde a ativacdo dos MDM com Migalina

respondeu em niveis diferentes para IL-12p40 e TNF-a. Acredita-se que esta
poliamina faria o controle do processo inflamatério impedindo que altos niveis de
citocinas pré-infalamatérias sejam produzidos durante condi¢des patoldgicas. Além
disso, altas concentracdes de espermina pode causar doencas auto-imunes
(ZHANG; WANG; TRACEY, 2000). Niveis elevados de espermina foram observados
durante o processos inflamatérios e de regeneracdo tecidual, seja por infecgéo,
injuria ou morte celular, refletindo a gravidade da inflamagé&o. Em funcéo disto, a
supressédo de macrofagos por espermina seria uma forma de proteger o hospedeiro
de excessiva resposta inflamatoria (ZHANG; WANG; TRACEY, 2000).

Em outra abordagem, avaliamos a contribuicdo dos TLRs, analisando a
importancia da molécula MyD88 no processo de ativagdo promovido pela Migalina,
durante a resposta imune inata desencadeada em macréfagos.

A molécula adaptadora MyD88 faz parte da cascata de sinalizacao de todos os

TLRs, exceto o TLR3 (LIN et al., 2011). Assim sendo, a cascata de sinais mediada
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por MyD88 esta associada com a ativacdo induzida por estes receptores durante a
resposta inata. Esta molécula controla a produc¢éo de citocinas e ativacao de vias de
sinalizacdo importantes durante a resposta imune inata (AKIRA, 2009). Foi
comprovado que células de camundongos MyD88/" pode apresentar reducdo no
nivel de citocinas produzidas, mas aumento da expressdo de moléculas
coestimulatorias (CD40, CD80 e CD86) e indugéo da proliferagdo de linfocitos em
resposta ao LPS (ADACHI et al., 1998). Isto sugere que, ha vias de ativacao
independentes de MyD88 envolvidas na resposta ao LPS. Além disso, camundongos
MyD88/ podem desenvolver inflamagéo géastrica severa, sugerindo que ha outras
vias independentes de MyD88 capazes de induzir resposta inflamatéria (RAD et al.,
2007). Camundongos MyD88/ se mostraram resistentes ao choque endotoxico,
mas preservaram a resposta mediada por NFKB e MAPkinase. Apenas a ativacao
mediada por TLR4 usa via dependente ou independente de MyD88 (KAWAI et al.,
1999). Ambas as vias geram uma cascata de ativagcdo de sinais moleculares que
regulam os fatores de transcricdo responsaveis pela sintese de citocinas

inflamatorias.

Ao analisamos a contribuicdo desta molécula utiizando M¢DM de

camundongos MyD887/ (Figura 15), observamos que os niveis basais de TNF-a nas
células ndo ativadas, foi similar entre as populacdes de macréfagos selvagens e
MyD88’/". Contudo, a producéo de citocina induzida pela Migalina nas células dos
animais deficientes foi inferior ao encontrado nos animais selvagens. Isto esta de
acordo como o observado na literatura quando se usa outros ativadores da resposta
imune (BJORKBACKA et al, 2004, RAD et al., 2007). Nossos resultados
comprovaram que a via dependente de MyD88 esta envolvida com a sintese de
TNF-a induzida por Migalina, uma vez que a auséncia desta molécula reduziu a
producdo desta citocina. Assim, sugerimos que a cascata de sinalizacdo mediada
por MyD88 € importante para a sintese TNF-o. durante a ativagdo com Migalina,
estando correlacionada com a ativagdo induzida pelos TLRs.

Outros trabalhos mostraram envolvimento de poliaminas com a via de
sinalizacdo desencadeada pelos TLRs. Foi verificado que a administragdo de LPS
no sistema nervoso central de camundongos aumentou a transcricdo de genes de
TLR2, citocinas pro-inflamatorias e ODC. A reducdo nos niveis de putrecina impediu

que a ativacdo com LPS induzisse a transcricdo génica de TLR2 e TNF-a. Em



58

contraste, a transcricdo de ambos foi aumentada com a perfuséo intracelebral de
espermina. A inibicAo da sintese de poliaminas aboliu o aparecimento de
neurodegeneracdo e aumentou a sobrevivéncia dos animais (SOULET; RIVEST,
2003).

Outros trabalhos mostraram correlagdo entre TLRs, poliaminas e PAMPs em
células do epitélio intestinal. A diminuicdo do conteudo intracelular de poliaminas,
através da inibicdo de ODC, reduziu a expressdo do mRNA e proteina de TLR2,
enguanto a superexpressao de ODC aumentou a expressao do gene TLR2, mas nao
alterou o niveis basais de TLR4. Além disso, células do epitélio intestinal
estimuladas com LPS aumentaram a atividade de ODC, e a expressédo de TLR2,
mas néo de TLR4 (CHEN, J. et al., 2007).

Ha poucas informacdes sobre os efeitos de analogos de poliaminas na
regulacdo de vias mediadas por TLR. Nossos resultados indicam que a Migalina
requer a presenca de MyD88 e sinais moleculares emitidos via esta molécula para a
sintese de TNF-a.

Para complementar as informacgdes relacionadas a contribuicdo do TLRs nos
mecanismos de ativacdo dos macrofagos pela Migalina, analisamos o efeito da pré-
incubacdo deste composto com PLMX B na sintese de TNF-a. O fato deste
antibiético ndo modificar a resposta induzida por Migalina sugere que o TLR4 néo é
a principal via de sinalizacdo envolvida na regulacdo de sintese desta citocina uma
vez que a PLMX B adere a porcdo do lipideo A no LPS inibindo sua atividade
(SANDRI et al., 2008) e a acdo desta molécula se da preferencialmente via TLR4.

A Migalina é um produto sintético ndo sendo obtida a partir da inser¢do de um
vetor em bactéria, onde o produto poderia ter contaminacdo com LPS. A néo
reducdo no nivel TNF-a apds incubagdo da Migalina com PLMX B (Figura 16)
mostra que a resposta obtida € em funcédo da presenca deste composto e nao de
LPS.

Portanto, nossos resultados mostraram que a Migalina é capaz de modular a
atividade de macréfagos induzindo mediadores da resposta imune inata. A
sinalizacdo mediada por TLR parece estar envolvida nestes mecanismos de
ativacdo. Sendo assim, as funcbOes efetoras mediadas pela Migalina devem ser

melhor exploradas como estratégia no controle da resposta imune e de infec¢des.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho nos permite concluir que a
Migalina:

v/ Ativa diretamente a resposta imune inata através da inducdo NO e TNF-q,

mas nao de IL-12p40 e IL-13, onde esta, n&o foi detectada.

v' Controla a resposta inflamatéria induzida por LPS, reduzindo a sintese de
TNF-a e IL-12p40, podendo ser explorada como molécula reguladora da
homeostase celular, frente a respostas imunoldgicas exacerbadas.

v" Requer sinaliza¢cdes mediadas por TLRs via a molécula MyD88 durante a
ativacdo dos macrofagos para a producdo de TNF-a.

v' Nao altera o perfil de sintese de TNF-a na presenca de PLMX, sugerindo
gue sua acao efetora independe de LPS.

Estudos adicionais sdo necessarios para melhor elucidar os mecanismos de
transporte, moléculas e vias de sinalizac6es envolvidas na ativacdo dos macrofagos
por Migalina. Contudo, podemos concluir que esta poliamina modula a atividade de
M¢DM através de mediadores da resposta imune inata e pode ser explorada como
estratégia no controle de infeccgdes.
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Mygalin is an antibacterial molecule isolated from the hemocytes of the spider Acanthoscurria gomesiana.
It was identified as bis-acylpolyamine spermidine. We evaluated the modulator effects of synthetic Myg-
alin in the innate immune response. We demonstrate that Mygalin induces IFN-y synthesis by spleno-
cytes increasing the nitrite secretion by splenocytes and macrophages. A specific inhibitor of iNOS
abrogated Mygalin-induced nitrite production in macrophages independent of IFN-y activation. In addi-

Keywords: tion, Mygalin-activated macrophages produced TNF-o but not IL-1p, demonstrating that Mygalin does
/I\\Acgglgﬁlg'amme not act directly on the inflammasome. Furthermore, this compound did not affect spontaneous or Conca-
Lymphocyte navalin A-induced proliferative responses by murine splenocytes and did not induce IL-5 or apoptosis of
Macrophage splenocytes or bone marrow-derived macrophages. These data provide evidence that Mygalin modulates
Nitric oxide the innate immune response by inducing IFN-y and NO synthesis. The combined immune regulatory and
Cytokine antibacterial qualities of Mygalin should be explored as a strategy to enhance immune responses in
Innate immunity infection.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Spider acylpolyamines constitute a complex class of substances.
Their principal targets are insect and mammalian receptors [1].
These compounds have been explored for the design of a new ther-
apeutic class of drugs for neurological disorders [2]; however, their
roles as effector molecules in the immune system have not been
characterized.

Mygalin was isolated from the hemocytes of the spider
Acanthoscurria gomesiana and identified as bis-acylpolyamine
N1,N8-bis(2,5-dihydroxybenzoyl) spermidine. Mygalin has a
molecular mass of 417 Da and bactericidal activity [3].

Polyamines (putrescine, spermine, and spermidine) are struc-
tured aliphatic amines that are present in all eukaryotes. These
molecules interfere with protein biosynthesis due to their posi-
tively charged groups that bind to molecules, such as RNA, DNA
and negatively charged membrane proteins, thereby affecting
protein synthesis, cell differentiation and growth [4,5]. These com-
pounds also modulate intracellular signals [6,7], exert antioxidant
activity through their role as scavengers of reactive oxygen species

* Corresponding author. Address: Instituto Butantan, Laboratorio de Bacteriolo-
gia, Av. Vital Brazil, 1500 Sdo Paulo, SP, Brazil. Fax: +55 1137261505.
E-mail address: monaborges@butantan.gov.br (M.M. Borges).

0008-8749/$ - see front matter © 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.cellimm.2012.04.003

[8] and play inflammatory or immunosuppressive roles [9,10]. The
uptake and catabolism of polyamines are regulated by enzymes,
while the internalization of exogenous polyamines occurs through
polyamine transport systems present in the cell membrane [11].
These systems are targets for the development of new pharmaco-
logical agents [12].

Due to its anti-proliferative and anti-inflammatory effects on
lymphocytes and macrophages, spermine is the best-studied poly-
amine [9,13]. Synthetic spermine derived from tetrahydrochloride
inhibits the expression of LAF-1 (CD11a/CD18) on human lympho-
cytes, thereby compromising the inflammatory response, but it has
no effect on monocytes [14]. The synthetic spermine BAP (1,4-
bis(3-aminopropyl)-piperazine) suppresses TNF-oo synthesis in
LPS-activated monocytes [13] and another class of spermine deriv-
atives (CNI-1493) inhibits LPS-induced production of IL-1, IL-6,
MIP-1a/B [9], IFN-y and IL-12p40 in macrophages [10]. Putrescine
has also been demonstrated to contribute to innate immunity by
modulating the expression and activation of Toll-Like receptor 2
in intestinal epithelial cells [15]. Spermine contributes to immu-
nity against infections by inhibiting the uptake of arginine, a sub-
strate of iNOS, thereby suppressing the production of NO during
infection with Helicobacter pylori [16].

The increasing number of pathogens that are becoming
resistant to antibiotics has stimulated the development of new
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compounds that are used alone or with existing drugs to combat
microorganisms directly [17,18] or activate the innate immune
system [19].

Host defense peptides play a role in innate immune responses
[20]. As both polyamine and host defense peptides are endogenous
compounds with anti-infective activity [17,20], it would be inter-
esting to determine whether Mygalin has immunomodulatory ef-
fects that could be used therapeutically.

In this study, we investigated the effect of the synthetic acyl-
polyamine Mygalin as an immunomodulator of immune responses.
Our results demonstrate an important proinflammatory role for
Mygalin in enhancing IFN-y, TNF-a0 and NO synthesis during the
innate immune response, suggesting that Mygalin could serve as
an immunomodulator in the control of pathogen infections.

2. Materials and methods
2.1. Synthetic Mygalin

The compound was synthesized by Dr. Pedro Ismael da Silva,
Junior from the Laboratério de Toxinologia Aplicada, Instituto
Butantan. The synthetic Mygalin was characterized by tandem
mass spectrometry and is identical to native one [3].

2.2. Animals

Six- to eight-week-old female C57BL/6 mice were euthanized in
a CO, chamber, and spleens, femurs and tibiae were harvested for
differentiation of bone marrow-derived macrophages. The Ethical
Committee of the Butantan Institute (CEUAIB) approved all animal
studies.

2.3. Lymphocyte proliferation assay and cell culture

Splenocytes were prepared under aseptic conditions. Spleens
were disrupted to obtain single-cell suspensions. Cell suspensions
were treated with ACK lysis buffer (0.15 M NH4Cl, 1 mM KHCOs,
0.1 mM NayEDTA) to eliminate erythrocytes. After two washes,
the final cell pellet was diluted in RPMI 1640 medium (Invitrogen
Life Technology, Carlsbad, CA) containing 10% fetal calf serum
(Invitrogen), 50 uM 2-mercaptoethanol, 50 U/mL penicillin and
50 g/mL streptomycin. Viability was greater than 95%. To examine
the effect of Mygalin on splenocytes proliferation, splenocytes at
density of 2.5 x 10° cells/mL were seeded in triplicate in 96-well
plates (2.5 x 10°/well, 100 pL) (Costar, Cambridge, MA). Cells were
cultured with or without Mygalin (5, 10 or 20 pug/mL) for 2 h at
37 °C in 5% CO, and treated or not with 2 pg/mL Concanavalin A,
Con A (Sigma, St. Louis, MO) for 72 h. Thymidine incorporation
was measured 18 h after cells were pulsed with 1 pCi [*H]-thymi-
dine (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) on day 3 of the culture.
The amount of [*H]-thymidine incorporated into cells was deter-
mined using a direct beta plate scintillation counter (Wallac Oi,
Turku, Finland).

To measure cytokine secretion or nitrite (NO™,) production,
splenocytes were seeded in 24-well plates at a density of
2.5 x 106 cells/well and cultured with or without Mygalin. Alterna-
tively, 2 pg/mL, Con A was added to Mygalin-stimulated cells. The
supernatants of IL-2 and IL-5 were assessed after 24 or 72 h for
IFN-v and nitrite, respectively.

2.4. Macrophage cultures

Bone marrow was isolated from mouse femurs or tibiae as pre-
viously described [21]. After treatment with ACK lysis buffer, cells
(7.5 x 10° cells/well) were cultivated in 24-well plates (Costar) in

RPMI-1640 containing 20% 1929 cell supernatant plus non-essen-
tial amino acids (1 mM, Sigma) and 20 uM 2-Mercaptoethanol for
7 days at 37 °C and 5% CO,. Adherent cells were used after washing
with PBS. Flow cytometry analysis demonstrated that on day 7,
higher than 98% of the cells were F4/80" (Invitrogen, Carlsband,
CA). For macrophage activation, cultures were incubated with
Mygalin (5-40 pg/mL) for 20 or 72 h, and secretion of cytokines
or nitrite (NO ;) was evaluated, respectively. Lipopolysaccharide
LPS from Escherichia coli (100 ng/mL) was used as a positive control
for stimulation.

2.5. Cytotoxicity assay

The cytotoxicity of Mygalin was assessed by MTT assay (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma) as
previously described [22]. Splenocytes (2.5 x 10° cells/well) or
macrophages (7.5 x 10° cells/jwell) were cultivated with or with-
out Mygalin (5-40 pg/mL) for 24 h at 37°C in 5% CO,. Triton
X-100 (0.01%) was used as a control for cellular death, and unstim-
ulated cells were used as a negative control. Absorbance was
measured at 550 nm.

2.6. Measurement of nitric oxide

Nitric oxide (NO) production was estimated by measuring ni-
trite (NO™,) accumulation in the culture supernatants using the
Griess reaction [23]. Nitrite levels were calculated from a standard
curve prepared with sodium nitrite. The absorbance of each well
was determined using an ELISA microplate reader (Multiskan EX,
Primary EIA) with a 550-nm filter. All reagents for the NO assay
were obtained from Sigma. To determine the contribution of iNOS
to NO production, cultures were pretreated with the selective iNOS
inhibitor L-NIL (1-N°-(1-iminoethyl)-lysine) for 30 min before the
addition of Mygalin (10, 20 and 40 pg/mL).

2.7. Determination of cytokine secretion

The supernatants of splenocytes (2.5 x 10%/well) cultures were
assessed by ELISA for IL-2, IFN-y and IL-5 (BD PharMingen, Franklin
Lakes NJ) secretion, and the supernatants of macrophage
(7.5 x 10°/well) cultures were assessed for TNF-o. and IL-14 (eBio-
science, San Diego, CA) secretion following the manufacturer’s rec-
ommendations. The limits of detection of TNF-o, IFN-y and IL-5
were 15 pg/mL and the limits of detection for IL-2 and IL-1B were
7.5 pg/mL.

2.8. Statistics

The data were analyzed using one-way ANOVA and statistic dif-
ference between groups was identified by Tukey-Kramer multiple
comparison test from Graph Pad Prism 5.0 (Graph Pad, San Diego,
California). P < 0.05 value was considered significant. All measure-
ments are expressed as means + SEM.

3. Results

3.1. Effect of Mygalin on cellular viability and on the T cell proliferative
response

Some polyamine analogs have strong cytotoxic effects through
apoptosis induction in cancer cells [24]. We thus assessed the ef-
fect of Mygalin on the viability of murine splenocytes and macro-
phages using the MTT assay. Fig. 1 A and B shows that treatment
with 5-40 pg/mL (11.9-95.9 uM) Mygalin does not interfere
with the viability of splenocytes or macrophages. As expected,
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treatment with the nonionic surfactant Triton X-100 resulted in
100% cellular toxicity.

As the most common effect of polyamines is inhibiting cell divi-
sion [4], we investigated the effect of this acylpolyamine on the
proliferation of unstimulated or Con A-treated splenocytes. We
found that treatment with Mygalin in the absence of stimulation
(Fig. 2A) or in the presence of Con A (Fig. 2B) did not affect cell pro-
liferation. However, splenocytes treated only with Con A exhibited
a high rate of proliferation (Fig. 2B).

These results show that Mygalin does not have cytotoxic effects
or negatively regulates the polyclonal T cell proliferative response.

3.2. Mygalin stimulates IFN-y secretion

Since Mygalin was not able to suppress the T cell proliferative
response, we evaluated its effect on the secretion of type 1 (IFN-vy)
and type 2 (IL-5) cytokines as well as IL-2.

The addition of Mygalin to splenocytes cultures significantly in-
creased IFN-y levels regardless of the polyamine concentration
(Fig. 3A). Fig. 3B shows that Con A- treated cells produced high lev-
els of IFN-vy. The addition of 10 and 20 pg/mL of Mygalin to Con A-
treated cells increased the IFN-y secretion by 2.6-fold; however,
there was no statistical significance between these groups and
Con A-treated cells.

Despite the fact that splenocytes treated with Mygalin have in-
creased IFN-y secretion, Mygalin did not change the levels of IL-2
(Fig. 3C) or IL-5 secretion (data not shown).

This finding demonstrates that Mygalin directly stimulates
splenocytes to secrete Th1, but not Th2 cytokines, and does not al-
ter Con A-induced IFN-vy secretion.

3.3. Nitrite secretion by splenocytes upon Mygalin stimulation

Mygalin significantly enhanced IFN-y production in spleno-
cytes. To determine whether this compound also enhances the pro-
duction of nitric oxide, a crucial mediator of microorganism killing,
we assessed the presence of nitrite (NO ™) in splenocytes cultures
stimulated with Mygalin.

Fig. 4A shows that the addition of 10 or 20 pg/mL of Mygalin
significantly increased nitrite production by splenocytes. The
greatest enhancement in nitrite production was achieved with
20 pg/mL of Mygalin, displaying a 3-fold increase in nitrite levels
when compared to unstimulated cultures. Furthermore our results
demonstrate that IFN-y and nitrite levels were simultaneously in-
creased by splenocytes upon treatment with 10 or 20 pg/mL of
Mygalin (Fig. 4B).

20~ A- Splenocytes

Absorbance (550nm)

Mygalin (pg/ml)

3.4. Mygalin stimulates NO generation by activating iNOS and induces
TNF-o. production by macrophages

Macrophages are the main source of nitric oxide due to their
ability to activate the enzyme inducible nitric oxide synthase
(iNOS). We thus investigated whether Mygalin could activate this
pathway in bone marrow-derived macrophage cultures by measur-
ing nitrite production in the presence or absence of a specific inhib-
itor of iNOS activity (L-NIL).

Fig. 5A shows a pronounced and significant increase in nitrite
production by macrophages upon 10 or 20 pg/mL of Mygalin
stimulation for 72 h. Nitrite levels after treatment were up to
3- or 6-fold higher in acylpolyamine-stimulated cultures than in
unstimulated cultures. In addition, we observed that nitrite secre-
tion levels were higher in macrophage cultures than in splenocytes
cultures (Fig. 4A).

The generation of nitric oxide depends on the activation of the
enzyme iNOS, which is regulated by microbial products or cyto-
kines. To evaluate the role of iNOS in the generation of NO, we
pre-treated macrophage cultures with a specific competitive inhib-
itor of iNOS (1-NIL) before activating the cells with Mygalin (5-
40 pg/mL). As shown in Fig. 5B, nitrite levels were reduced 100%
when macrophages were pre-treated with 1-NIL.

This result demonstrates the ability of Mygalin to induce NO—,
secretion through direct activation of iNOS-independent of macro-
phage activation by IFN-v.

We next investigated the synthesis of TNF-o; and IL-1B by mac-
rophages after Mygalin stimulation, using 100 ng/mL LPS from as a
positive control.

Fig. 5C shows a significant increase in TNF-o production when
was used 10 or 20 pg/mL of Mygalin. Similar to treatment with
LPS, treatment with 20 pg/mL Mygalin resulted in a 2-fold increase
in TNF-o0 production when compared to the levels observed in
unstimulated cells. In contrast, Mygalin did not induce IL-1p secre-
tion by macrophages.

These findings demonstrate that Mygalin is able to activate
macrophages by inducing pro-inflammatory mediators including
TNF-o and nitric oxide.

4. Discussion

We demonstrated in splenocyte cultures that Mygalin stimu-
lated the synthesis of IFN-y, a prototypical Th1 cytokine, but it
did not induce production of Th2 cytokines such as IL-5, suggesting
that Mygalin targets T cells. However, Mygalin did not increase
[FN-y production upon polyclonal T cell stimulation by Con A. In
splenocyte cultures, Mygalin-induced IFN-y could be produced

204 B- Macrophages
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Fig. 1. Effect of Mygalin on cellular toxicity. Splenocytes (A) and bone marrow-derived macrophages (B) were incubated with for 72 h with Mygalin (5, 10, 20 and 40 pg/mL).
Cellular viability was assessed by MTT assay. Triton X-100 detergent (0.1%) was used as a positive control for cellular death. Data are presented as mean values + SEM from

three experiments performed in triplicate.
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Fig. 2. Effect of Mygalin on mitogen-induced T cell proliferation. Splenocytes (2.5 x 10°/well/100uL) were untreated or treated with Mygalin (5, 10 and 20 pug/mL) (A) or pre
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incorporation was measured as counts per minute (cpm). Data are expressed as mean values + SEM of three experiments with two animals per experiment (n = 6).
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Fig. 3. Effect of Mygalin on Th1 and Th2 cytokine secretion upon Con A stimulation. Splenocytes (2.5 x 10%/well) were untreated or treated with Mygalin (5, 10 and 20 pg/
mL) (A) or pre incubated for 2 h with Mygalin and then stimulated or not with Con A (2 pg/mL) for 72 h for detection of IFN- v (B). For IL-2 detection (C) the splenocytes were
cultivated for 24 h with Mygalin (5, 10 and 20 pg/mL). Data are expressed as mean values + SEM of three experiments with two animals per experiment (n = 6). **P < 0.001

when compared to unstimulated cultures.

by several types of cells, including Th1 cells, CD8+ T cells, NKT cells,
NK cells or macrophages. Furthermore, Mygalin exhibited a pro-
nounced effect on splenocyte and macrophage NO production,
implying a potential role in the defense against microorganisms.
IFN-y may enhance the innate immune response by increasing
the microbicidal effect of phagocytes, in part by inducing iNOS-
mediated generation of NO derived from L-arginine [25].

The production of NO is regulated by cytokines and microbial
products [25,26]. Therefore, we assessed the ability of Mygalin to

activate iNOS. Inhibition of iNOS completely abrogated nitrite
secretion by macrophages stimulated with Mygalin. This result
demonstrates that macrophages are an important source of Myga-
lin-induced NO and indicates that the generation of nitrite was
independent of exogenous IFN-vy, as the cells were not pre-acti-
vated with this cytokine. Nevertheless, the IFN-y synthesis induced
by Mygalin may contribute to iNOS activation.

Although Mygalin-activated macrophages produced NO and
TNF-o, Mygalin did not induce the release of IL-1p. This finding
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Fig. 4. Effect of Mygalin on nitric oxide production by splenocytes. Splenocytes (2.5 x 105/well) were cultivated with Mygalin (5, 10 and 20 ug/mL). The supernatant were
collected at 72 h for the measurement of nitrite (NO ;) by the Griess reaction (A), and IFN-y production (B) by ELISA. Data are expressed as mean values + SEM of four
experiments with two animals per experiment (n = 8)*P < 0.05; ***P < 0.001 when compared to unstimulated cultures.
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Fig. 5. Contribution of iNOS activity to Mygalin-induced nitric oxide production in macrophages and TNF-o secretion. Bone marrow-derived macrophages (7.5 x 10°/well)
were incubated with Mygalin (5, 10, 20 and 40 pg/mL) for 72 h (A) or treated (+) or not (—) with a specific iNOS inhibitor (.-NIL, 1 mM) for 30 min prior to Mygalin treatment
(B). For TNF-a detection (C) macrophages were incubated with Mygalin (5, 10, 20 pg/mL) or LPS (100 ng/mL) from E. coli. The supernatants were assayed after 20 h for nitrite
(NO™,) and TNF-a secretion. Data are expressed as mean values + SEM of 3-4 experiments performed in duplicate. *P < 0.05 or **P < 0.01 or **P < 0.001 when compared to

unstimulated cultures.

suggests that Mygalin does not directly activate inflammasome
complexes, which would result in caspase-1 activation and IL-18
secretion. The induction of IL-1B and IL-18 seems to require two
pathways. The first signal is transduced through pattern recogni-
tion receptors (e.g., TLRs) to activate the transcription of pro-
IL-18 and pro-IL-18. The second (TLR-independent) pathway is

mediated by the NLR-containing inflammasomes, which induce
cleavage of cytokine precursors into active IL-18 and IL-18 by acti-
vating caspase-1 [27]. Cellular polyamines are necessary for TLR2
expression and are implicated in the control of the innate
immune system in intestinal epithelial cells [15]. Furthermore, cel-
lular polyamines play a role in the innate immune response in the
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mouse nervous system [28]. Whether polyamine analogs, such as
Mygalin, activate TLRs to induce proinflammatory cytokine synthe-
sis remains unclear.

In contrast to the immunostimulatory effects of Mygalin,
several polyamine analogs inhibit immune responses [9,10,29].
Spermine inhibited the synthesis of iNOS and TNF-a in J774 cells
[30] and TNF-a and nitrite synthesis in cells stimulated with LPS
[9], suggesting that the suppression of TNF-a can be attributed to
the nature of spermine. Small changes in the structures of poly-
amines can modify their effector functions, as analogs of these
compounds have different degrees of inhibitory effects on cellular
metabolism [31].

Inflammatory mediators can regulate the catabolism of poly-
amines in different ways depending on the level of enzymes in-
duced [32], which may influence the activation of molecular
signals [31].

We have shown that Mygalin is not cytotoxic to murine cells
in vitro and does not affect cellular proliferation or IL-2 production.

In contrast, N-alkylated polyamine analogs have been shown to
be cytotoxic in several human cancer cell lines [33]. This effect
seems to be mediated by polyamine binding of the DNA double he-
lix via the major groove or by elevated caspase-3 activity, in-
creased DNA instability and ultimately DNA fragmentation [4,34].

Furthermore, some synthetic polyamine analogs of bis-naph-
thalimidopropyl (BNIP) putrescine, spermidine or spermine can
suppress Con A- and LPS-induced proliferation of murine cells
[29]. BNIP putrescine exerts a more pronounced inhibitory effect,
suggesting a relationship between the degree of inhibition of pro-
liferation and the size of the polyamine chain.

We have shown for the first time that a spider acylpolyamine
activates the innate immune response through induction of Thi
cytokines and proinflammatory mediators, such as TNF-o and
NO, that are essential for defense against infectious pathogens.

To better understand how the proinflammatory process is med-
iated by Mygalin, additional studies are necessary to determine the
uptake of Mygalin and how it modulates signaling pathways. The
transcription factor NFKB orchestrates inflammatory responses by
upregulating the transcription of genes encoding cytokines, che-
mokines, adhesion molecules and inducible enzymes (e.g., iNOS,
COX-2 and metalloproteases) [35,36]. Further investigation of the
immunomodulatory and antimicrobial mechanisms of action of
this class of molecules is warranted.

Finally, the ability of Mygalin to induce IFN-y and NO release
associated with superoxide stimulation [3] could be strategically
used for the control of infection.

Furthermore, as a pro-inflammatory factor that regulates the in-
nate immune response, Mygalin should be further explored for
therapeutic use either alone or in combination with other
molecules.
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