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RESUMO 
 
 
Neste estudo uma pectina naturalmente acetilada isolada de Theobroma cacao L. denominada OP, sua 
forma parcialmente desacetilada (PDOP) e uma pectina com família de homogalacturonanas (PG), 
foram avaliadas quanto ao seu potencial de modular algumas funções de macrófagos. Os polímeros 
PDOP e PG, na concentração de 200 µg.mL-1, foram capazes de promover ativação celular em 77 e 
40% respectivamente, em relação ao controle não tratado. Após 48 horas de tratamento dos 
macrófagos com os polímeros não foi observado qualquer estímulo na fagocitose de partículas de 
leveduras, comparado ao controle sem tratamento. Em relação a produção de ânion superóxido o 
polímero PG apresentou-se capaz de estimular essa via em 60%, quando comparado com as células 
não tratadas, enquanto que os demais (OP e PDOP) não interferiram na produção dessa espécie 
reativa. O polissacarídeo PDOP (100 µg.mL-1) aumentou a produção de óxido nítrico em 250% em 48 
horas e de TNF-alfa em 87% após 6 horas de tratamento na concentração de 200 µg.mL-1. Na mesma 
concentração os níveis de IL-12 aumentaram em 95 e 30% nos macrófagos tratados com PDOP e PG, 
respectivamente. Uma via de comum estímulo pelos três polissacarídeos da classe de pectinas foi a de 
produção da citocina IL-10, onde pode-se observar um aumento, em relação ao controle, de 
aproximadamente 10% com a molécula OP, 12% para PG e 165% para o polissacarídeo PDOP na 
concentração de 200 µg.mL-1. Os resultados obtidos no presente estudo indicam que a pectina nativa, 
a parcialmente desacetilada e o polímero linear podem ser classificados como modificadores da 
resposta biológica em macrófagos peritoneais de camundongos. É evidente também que os efeitos 
observados mostram-se diretamente relacionadas com as características estruturais de cada polímero. 
 
Palavras-chave: macrófagos, Theobroma cacao L., pectinas, modificadores da resposta biológica. 
 
 
 
 



 

 

ABSTRACT 
 
 
In this study, a naturally acetylated pectin isolated from Theobroma cacao L. (OP), its partially 
deacetylated form (PDOP) and a pectin with a family of homogalacturonans (PG) were evaluated as 
potential modulators of certain functions of macrophages. PDOP and PG polymers at concentration of 
200 µg.mL-1 were able to promote morphological changes in 77 and 40% of macrophages,  respectively 
compared to control cells. After 48 hours of treatment these polymers did not promote any alteration on 
the phagocytic activity compared to the untreated cells. The PG polymer promoted the increase in the 
superoxide anion production at 60% when compared with untreated cells, while OP and PDOP did not 
interfere in the production of this reactive species. After 48 hours of treatment the nitric oxide production 
was increased by PDOP (100 µg.mL-1) at ~ 250%. The levels of  TNF-α was also increased at 87% 
after 6 hours of incubation with PDOP at the highest concentration (200 µg.mL-1). At the same time and 
concentration PDOP and PG increased IL-12 level at 95% and 30%, respectively. At the highest 
concentration (200 µg.mL-1) these polymers also increased the production of IL-10 at  10, 12 and 165%  
for OP, PG and PDOP, respectively. The results obtained in the present study indicate that the native 
pectin, partial deacetylated and the linear polymer can be classified as biological response modifiers in 
murine peritoneal macrophages. It was also evident that the effects promoted by these polymers are 
related to their  structural characteristics.  
 
Keywords: macrophage, Theobroma cacao L., pectins, biological response modifiers.  
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1.INTRODUÇÃO
 
Macrófagos são células amplamente distribuidas no organismo e tem papel central em diversos 

processos como homeostase, inflamação e comunicação entre resposta imune inata e adquirida 
(ADAMS; HAMILTON, 1984; ZHANG; GONÇALVES; MOSSER, 2008). 

 Diversas funções exercidas por macrófagos podem ser aumentadas ou prolongadas para 
modular a resposta imune do hospedeiro contra infecções e inúmeras outras patologias. Dessas 
funções destacam-se a fagocitose, ativação do “burst” oxidativo, produção de espécies reativas de 
nitrogênio e a secreção de um grande espectro de citocinas (LEUNG et al., 2004; LIU et al., 2004; 
ROSÁRIO et al., 2008, 2011).  

Tem sido demonstrado uma diversidade de agentes interferentes nas atividades funcionais dos 
macrófagos, com destaque para moléculas como polissacarídeos, os quais tem sido alvo de grande 
interesse na aplicação terapêutica (SASAKI et al., 2001; NOLETO et al., 2002; JUNG et al., 2004; 
COSTA et al, 2010; KANGUSSU MARCOLINO, 2010; AMARAL, 2011).   

Diversos trabalhos buscam correlacionar parâmetros estruturais de polissacarídeos, tais como 
tipo de ligação glicosídica, grau de ramificação, massa molecular e presença de grupos substituintes 
com atividade biológica (BLEICHER; MACKIN; BETAFECTIN, 1995; POUTSIAKA et al., 1993; LEUNG 
et al., 2004; SCHEPETKIN et al., 2005). Contudo essa correlação vem sendo explorada apenas para 
polissacarídeos com estruturas simplificadas. 

Dentre os polissacarídeos que estimulam o aumento de respostas biológicas destacam-se 
trabalhos com pectinas, a classe mais complexa estruturalmente de polissacarídeos vegetais (PEREZ; 
MAZEAU; du PENHOAT, 2000; WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006; MOHNEN, 2008). Entre as 
respostas biológicas já descritas para as pectinas destacam-se as de ativação de macrófagos 
(IACOMINI et al., 2005; INNGJERDINGEN et al., 2005; CHEN et al., 2006; XIE; SCHEPETKIN; QUINN, 
2007; TOGOLA et al., 2008). Porém, a relação estrutura química e atividade biológica de pectinas é 
pouco compreendida, provavelmente devido à complexidade estrutural destes polímeros. 

Diversas atividades têm sido descritas para diferentes compostos isolados do cacau, como 
atividade antioxidante dos extratos das folhas, inibição de lipoperoxidação e oxidação plasmática dos 
polifenóis da casca dos frutos, atividade anti-viral e anti-HIV das frações de lignina das sementes 
(OSMAN; NASARUDIN; LEE, 2004; SAKAGAMI et al., 2008; SCHINELLA et al, 2010), porém há 
poucos estudos  com polissacarídeos desta espécie. Com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre 
os efeitos biológicos dos polissacarídeos isolados de cacau, no  presente estudo utilizou-se a pectina 
da casca dos frutos do cacau, caracterizada pelo Grupo de Química de Carboidratos Vegetais da 
Universidade Federal do Paraná (VRIESMANN; TEÓFILO, PETKOWICZ, 2011).  
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1.1 JUSTIFICATIVA 
 
Tem sido proposto que a ativação de macrófagos, por polissacarídeos, está diretamente 

relacionada com a estrutura destes polímeros, assim como a presença de determinados grupos 
substituintes (TZIANABOS, 2000; LEUNG et al., 2006; SCHEPETKIN; QUINN, 2006). Alguns estudos 
têm mostrado que a variação no conteúdo de grupos acetil em determinado polímero está diretamente 
relacionada a intensidade de efeitos observados em algumas células do sistema imune (WANG; LUI; 
FANG, 2005; WANG; LUO; ZHA, 2010).  

Tendo em vista a escassez de estudos visando avaliar a atividade biológica  de polissacarídeos 
isolados do cacau, a importante busca no esclarecimento do papel da diversidade estrutural e presença 
de grupamentos substituintes em atividade biológica, pectinas do cacau e um polímero linear de 
poligalacturonato foram avaliados em relação às suas potenciais propriedades biomoduladoras 
utilizando como modelo experimental macrófagos peritoneais de camundongos.  
 
1.2 OBJETIVOS 
 
1.2.1 OBJETIVO GERAL 
 

Avaliar os efeitos biomodulares da pectina da casca dos frutos de cacau (Theobroma cacao L.) 
na sua forma naturalmente acetilada, parcialmente desacetilada e do polímero poligalacturonato sobre 
macrófagos peritoneais de camundongos e relacionar os efeitos obtidos com as diferentes estruturas 
dos polímeros. 

 
1.2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
  
 Avaliar o efeito dos polímeros sobre algumas funções de macrófagos: 

 Viabilidade celular; 
 Ativação celular; 
 Atividade fagocítica; 
 Produção de ânion superóxido (O2˙¯); 
 Produção de óxido nítrico (NO˙); 
 Produção de interleucina-10 (IL-10); 
 Produção de interleucina-12 (IL-12); 

 Produção de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α). 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 Macrófagos 
 

Macrófagos são células que pertencem ao sistema de fagócitos mononucleares e apresentam 
ampla distribuição nos tecidos do organismo (BURKE; LEWIS, 2002; GORDON; TAYLOR, 2005). São 
células derivadas da medula óssea a partir de células progenitoras mielóides, denominadas CFU-GM 
(unidades formadoras de colônias de granulócitos-macrófagos). A célula progenitora dá origem, 
sequencialmente, a monoblastos, promonócitos e monócitos, os quais saem da medula e direcionam-
se, através da circulação, para diferentes tecidos diferenciando-se em macrófagos tecido-específicos 
(BURKE; LEWIS, 2002; GORDON; TAYLOR, 2005; TAYLOR et al., 2005; TACKE; RANDOLPH, 2006).  

 Após entrarem em contato com uma diversidade de estímulos endógenos e exógenos 
macrófagos adquirem representativa heterogeneidade em relação ao fenótipo e função (NATHAN, 
1991; MOSSER, 2003; GEISSMANN et al., 2010). As vias ou estados de ativação de macrófagos se 
caracterizam pela produção de mediadores específicos, como representado na figura 1 (MOSSER, 
2003, GORDON; TAYLOR, 2005; MOSSER; EDWARDS, 2008).  

A ativação clássica é caracterizada pela alta atividade microbicida estimulada pela produção de 
citocinas pró-inflamatórias, alta produção de mediadores tóxicos como ânion superóxido e óxido nítrico; 
aumento da expressão de complexo principal de histocompatibilidade da classe dois (MHC-II) e baixa 
expressão de receptor de manose (MR). Esta via é induzida por interferon-γ (INF- γ) e TNF-alfa 
produzidos por outras células do sistema imune [linfócitos T ativados para resposta um (Th1) e 
linfócitos “natural killers” (NK)] e produtos bacterianos como lipopolissacarídeo (LPS) (GORDON; 
TAYLOR, 2005; MOSSER; EDWARDS, 2008). 

A ativação alternativa é desencadeada por estímulo com IL-4 ou 13 produzidos por outras 
células do sistema imune [linfócitos T ativados para resposta dois (Th2) e granulócitos] e caracteriza-se 
pela ativação dos macrófagos para ação na imunidade humoral, respostas alérgicas, antiparasitárias e 
a processos envolvidos no reparo tecidual. Outra denominação da ativação alternativa, classificada 
como ativação alternativa tipo II, difere da via clássica por suprimir a produção de IL-12 pela ativação 
de receptores de imunoglobulinas (FcγRs), propiciando a síntese de altas quantidades de IL-10. 
(GORDON, 2003; MOSSER; EDWARDS, 2008). 

A ativação inata se apresenta envolvida com a produção de mediadores microbicidas e 
citocinas pró-inflamatórias, é mediada por agonistas de receptores de reconhecimento padrão (RRP), 
entre os quais se destacam os receptores “Toll-like” (TLRs), presentes na linhagem monócito-
macrófago (GORDON, 2003). 



18 

 

A desativação ou via regulatória se caracteriza pela grande produção de IL-10, supressão de 
citocinas pró-inflamatórias e redução da expressão de MHC-II. É induzida pelo tratamento de 
macrófagos com IL-10, fator de transformação do crescimento-beta (TGF-β), os quais são produzidos 
por células T regulatórias (Treg), também pode ser estimulada por prostaglandinas, glucocorticóides e 
células apoptóticas (GORDON; TAYLOR, 2005; MOSSER; EDWARDS, 2008). 
    

 
 
FIGURA 1.  VIAS DE ATIVAÇÃO DE MACRÓFAGOS 
FONTE: adaptada (GORDON, 2003; MOSSER, 2003; MOSSER; EDWARDS, 2008) 
Nota. Vias de ativação de macrófagos por diferentes mecanismos. A) Ativação clássica estimulada por interferon-γ e LPS. 
B) Ativação alternativa estimulada por IL-4 e 13. C) Ativação alternativa tipo II, estimulada por agonistas FcγRs. D) Ativação 
inata estimulada por agonistas de RRP como TLRs. E) Via regulatória ou de desativação estimulada por IL-10 e TGF-β. 
EROs, espécies reativas de oxigênio; ERNs, espécies reativas de nitrogênio; RRP, receptores de reconhecimento padrão; 
FcγRs, receptores de imunoglobulinas; TLR, receptor “Toll like”; IL-10, interleucina-10, TGF-β, fator de crescimento 
transformante beta. 

 
Entre as muitas alterações encontradas em macrófagos após responderem a estímulos de 

ativação, pelas mais variadas fontes, encontram-se estímulo da atividade fagocítica, produção de 
intermediários reativos de oxigênio e nitrogênio e citocinas, repostas que, por terem sido avaliadas 
neste trabalho, serão abordados a seguir. 

 



19 

 

2.1.1 Capacidade fagocítica 
 

O processo de fagocitose pelos macrófagos representa a principal linha de defesa contra 
agentes estranhos ao organismo (BURKE; LEWIS, 2002). É uma atividade que se inicia pelo 
reconhecimento de ligantes da partícula estranha por receptores específicos da superfície dessas 
células, denominados de RRP (JANEWAY, 1992).  

A fagocitose é mediada por um elaborado sistema de sinalização que leva a polimerização da 
actina, no sítio de ingestão, e a partícula é posteriormente internalizada (ADEREM; UNDERHILL, 1999; 
MINAKAMI; SUMIMOTO, 2006). 

Os receptores envolvidos no processo de fagocitose em macrófagos podem reconhecer 
partículas com uso de opsoninas como anticorpos, colectinas, proteínas do sistema complemento e 
proteína ligadora de LPS. O reconhecimento pode se dar, contudo, de maneira direta, com a 
associação dos receptores a ácidos nucléicos, carboidratos, lipídios e proteínas, moléculas essas 
denominadas de PAMPs (padrões moleculares associados a patógenos), como demonstrado na figura 
2 (GORDON, 2002; GORDON, 2003; KERRINGAN; BROWN, 2009). 

 
       

                      
 
FIGURA 2. MECANISMO DE RECONHECIMENTO DE PATÓGENOS POR RRP DE MACRÓFAGOS 
FONTE: adaptada (KERRINGAN; BROWN, 2009) 
Nota. O mecanismo de reconhecimento de patógenos por macrófagos se dá pela associação com receptores específicos da 
superfície dessas células como os receptores dectina-1, FcγR (receptores de imunoglobulinas), SR (receptor Scavinger) 
MBLR (receptor de lectina ligadora de manose) e CR3 (receptor complemento 3). 
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2.1.2 Ativação do “burst” oxidativo 
 

Por definição “burst” oxidativo ou respiratório é um processo de proteção celular caracterizado 
pelo aumento rápido do consumo de oxigênio, seguido da redução deste a ânion superóxido e, 
posteriormente, a outras espécies reativas de oxigênio. Em macrófagos esse processo é catalisado, 
inicialmente, por um complexo multienzimático, o qual é denominado de forma geral como NADPH 
oxidase (TSE; MILTON; PIGANEILI, 2004; VIGNAIS, 2002; CROSS; SEGAL, 2004).  

 

        
 
FIGURA 3. MECANISMO DE ATIVAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ÂNION SUPERÓXIDO PELO 
COMPLEXO NADPH OXIDASE EM MACRÓFAGOS 
FONTE: adaptada (LAMBETH, 2004) 
Nota. A ativação do complexo da gp91phox ocorre por pelo menos três etapas de sinalização que resultam na montagem 
de proteínas reguladoras citosólicas (p40phox, p47phox e p67phox) com flavocitocromo b558 (composto da associada entre 
as proteínas gp91phox e p22phox). Essas etapas envolvem atividade de proteínas quinases, enzimas que metabolizam 
lipídios e nucleotídeos de troca de proteínas GDPase RAC. Proteínas quinases, incluindo proteína quinase C e AKT, 
catalizam fosforilações na região autoinibitória  da proteína p47phox, permitindo sua associação com a proteína p22phox. 
Esse mecanismo alivia a inibição do domínio de p47phox, permitindo ligação aos lipídeos de membrana. Fosfatidilinositol 3-
quinase (PI3K) e fosfolipase D produzem fosfatidilinositol 3 fosforilado  (PtdInsP) e ácido fosfatídico, respectivamente, 
proporcionando lipídios para que p47phox e p40phox  se associem. No processo de ativação, estimulado por GEF (fator de 
troca de GTP), Rac-GDP deixa de ser inibida pela proteína RhoGDP no citosol, associa-se ao complexo e auxilia na 
ativação.   

 
O núcleo catalítico do complexo NADPH oxidase é composto por uma glicoproteína ancorada à 

membrana, gp91phox, a qual possui um domínio transmembrana N-terminal com seis subunidades e 



21 

 

um C-terminal para ligação do NADPH e do FAD e também pela proteína p22phox, que possui duas 
subunidades (TSE; MILTON; PIGANELLI, 2004; MINAKAMI; SUMIMOTO, 2006). 

A regulação da ativação do núcleo catalítico (também conhecido como flavocitocromo b558) é 
realizada por proteínas citosólicas denominadas p40phox, p47phox e p67phox e por uma guanosina 
trifosfatase (Rac), como demonstrado na figura 3 (VIGNAIS, 2002; MINAKAMI; SUMIMOTO, 2006). 
(CROSS; SEGAL, 2004, CASBON et al., 2009). 

Alguns agentes capazes de induzir a produção de espécies reativas de oxigênio em 
macrófagos são IFN-γ, LPS, muramil dipeptídio e também os ésteres de forbol (PMA) (HALLIWELL; 
GUTTERIDGE, 2007; SCHEPETKIN; QUINN, 2006). 

Concomitante a ativação da NADPH oxidase outras enzimas, SOD (superóxido dismutase) e 
MPO (mieloperoxidase), agem na conversão do ânion superóxido em peróxido de hidrogênio e neste a 
ácido hipocloroso, respectivamente. Esses produtos são apontados como tendo papel mais agressivo 
que o ânion superóxido na ação bactericida, demonstrado na figura 4 (ROOS; WINTERBOURN, 2002; 
VIGNAIS, 2002; HALLIWELL, 2006).  

 

                   
 

FIGURA 4. GERAÇÃO DE INTERMEDIÁRIOS REATIVOS PELA ATIVAÇÃO DE OUTRAS ENZIMAS 
DO “BURST” OXIDATIVO 
FONTE: adaptada (BEUTLER, 2004). 
Nota. O ânion superóxido produzido após ativação do complexo NADPH oxidase serve de substrato para a enzima SOD, 
que o dismuta a peróxido de hidrogênio, o qual é transformado em ácido hipocloroso e gera oxigênio singlete e hidroxilas. 
Em outra via paralela o peróxido de hidrogênio, catalizado pelo ferro, gera radical hidroxila. Ânion superóxido na presença 
de óxido nítrico pode gerar a espécie peroxinitrito, caracterizado como potente destruir de microrganismos. HOCl, ácido 
hipocloroso; ONOO˙, peroxinitrito; Fe++, ferro no estado dois, ¹O2 , oxigênio molecular singlete; OH˙, radical hidroxila.  
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Recentemente estudo realizado por Reeves e colaboradores (2002) sugere que a ativação do 
complexo NADPH oxidase está diretamente relacionada a execução da atividade microbicida através 
da despolarização da membrana fagossomal. A despolarização gera produção de ânion superóxido, 
mediando fluxos de íons como H+ e K+ para essa região, o que culmina na ativação de proteases da 
matriz levando a digestão e morte de microrganismos (REEVES et al., 2002). 
 
2.1.3 Produção de óxido nítrico 
 

O óxido nítrico é um gás solúvel em água e lipídios, portanto permeável em membranas 
biológicas (BOGDAN, 2001). No sistema imune tem ação citostática e citotóxica sob diversos agentes 
infecciosos, onde é produzido por um amplo número de células como células dendríticas, eosinófilos, 
mastócitos, macrófagos, monócitos, neutrófilos e células NK (BOGDAN, 2001; BURKE; LEWIS, 2002).  

O óxido nítrico é sintetizado pela enzima óxido nítrico sintase (NOS), a qual é expressa em 
uma família de três isoenzimas em mamíferos: neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e induzível (iNOS) 
(MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997; ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001; KARPUZOGLU; 
AHMED, 2006). 

A enzima iNOS,  a isoforma expressa em macrófagos ativados, é uma proteína solúvel que 
adquire sua conformação ativa somente na forma de homodímero, a qual requer a ligação da 
calmodulina (CaM), cofator tetrahidrobiopterina (BH4), do substrato L-arginina além da incorporação de 
grupo heme e Zn2+, componentes e mecanismo de ativação representados na figura 5 (ALDERTON; 
COOPER; KNOWLES, 2001; BOGDAN, 2001; STUEHR et al., 2004; LECHNER; LIRK; RIEDER, 2005; 
FITZPATRICK et al., 2008).  

A síntese do óxido nítrico envolve duas etapas; na primeira ocorre a hidroxilação de um dos 
nitrogênios guanidinos da L–arginina, pelo O2 e NADPH, para gerar o intermediário N-ω-hidroxi-L-
arginina, e a segunda etapa é a conversão da N-ω-hidroxi-L-arginina em L-citrulina e óxido nítrico, 
(LECHNER; LIRK; RIEDER, 2005). 

Os mecanismos regulatórios para expressão do gene da enzima iNOS em macrófagos são 
mediados pela ativação de duas vias principais e independentes entre si; as quais resultam na ativação 
do fator de transcrição NF-κBp50p65 em uma e do fator STAT1 na outra. A primeira via de ativação é 
iniciada por agonistas TLRs, como LPS, ou agonistas IL-1βR e a segunda por agonistas IFN-γR 
(AKTAN, 2004).  

Moléculas como IL-1β, IL-6, IFN-γ, TNF-α ativam a transcrição de iNOS. No entanto, outras 
moléculas inibem sua expressão, tais como IL-4, IL-8 e IL-10 e TNF-β (MATSUURA et al., 2003; 
AKTAN, 2004; KOIDE et al., 2006). 
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Alguns estudos demonstram que muitos dos danos atribuídos ao óxido nítrico como a 
capacidade de reagir com grupos ferro–enxofre e zinco–enxofre presentes em enzimas, oxidação de 
proteínas, inativação de enzimas do ciclo do ácido cítrico, da cadeia respiratória e também das enzimas 
envolvidas na síntese de DNA são causadas por outras espécies reativas de nitrogênio (por exemplo, 
NO2 e ONOO-), as quais são mais reativas com biomoléculas (ZHU; GUNN; BECKMAN, 1992; BURKE, 
LEWIS, 2002; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). 
 

                                        
FIGURA 5. COMPONENTES E MECANISMO DE ATIVAÇÃO DA ENZIMA ÓXIDO NÍTRICO SINTASE 
INDUZÍVEL 
FONTE: adaptada (ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001; WINTERBOURN, 2008) 
Nota. A enzima iNOS possui um domínio C-terminal redutase com distintos sítios de ligação para FAD, FMN e NADPH e um 
domínio N-terminal oxigenase com um grupo heme, um sítio para o cofator tetrahidrobiopterina (BH4), outro sítio para o 
substrato arginina, e ainda, localizada entre os dois domínios, uma sequência de reconhecimento para a proteína 
calmodulina. Após ser estimulada pela interação com patógenos a enzima cataliza a hidroxilação da L-arginina com o 
oxigênio molecular, pela redução do NADPH, gerando L-citrulina e óxido nítrico. 
 
2.1.4 Capacidade secretória de citocinas IL-10, IL-12 e TNF-alfa  

 
Dentre os inúmeros produtos secretados por macrófagos ativados encontram-se as citocinas, 

as quais são dotadas de funções diversas, desde sinalização a moléculas efetoras (BURKE; LEWIS, 
2002). Essas moléculas são proteínas ou glicoproteínas solúveis de baixo peso molecular que 
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apresentam ação multifuncional, pleiotrópica, redundante e agem numa ampla gama de estados 
fisiopatológicos como infecção, inflamação, malignidade e trauma (BELARDELLI; FERRANTINI, 2002).  

As citocinas podem ser divididas em diversas categorias; como interferons (IFN), interleucinas 
(IL), fatores estimuladores de colônia (CSF), fatores de necrose tumoral (TNF), fatores de 
transformação de crescimento (TGF), entre outras. Podem ser divididas também em citocinas pró e 
anti-inflamatórias (BURKE; LEWIS, 2002).  

Dentre as muitas citocinas produzidas por macrófagos destacam-se IL-10, IL-12 e TNF-alfa, as 
quais apresentam funções centrais na ligação de resposta imune inata e adquirida e, ainda, exibem 
uma ampla variedade de efeitos sobre diferentes tipos de células (BELARDELLI; FERRANTINI, 2002; 
BURKE; LEWIS, 2002; COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010). 
 
2.1.4.1 Interleucina-10 
 

Interleucina-10 pertence a superfamília IL-10, a qual também é composta pelas interleucinas 
19, 20, 22, 24, 26, 28 e 29. É uma molécula com estrutura homodimérica de 35kDa, composta por dois 
monômeros não covalentemente ligados (COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010; SABAT et al., 2010). 

IL-10 é produzida por uma grande gama de tipos celulares, entre os quais destacam-se células 
dendríticas, eosinófilos, linfócitos B, linfócitos T citotóxicos, linfócitos T regulatórios, mastócitos, 
macrófagos, neutrófilos e células NK (OUYANG et al., 2011). Os mecanismos de estímulo de produção 
de IL-10 em macrófagos são mediados por agonistas de TLRs, DC-SIGN e dectin-1, entre as moléculas 
agonistas se destaca a molécula de LPS (OUYANG et al., 2011).  

A atividade pleotrópica de IL-10 é mediada pela associação com seus receptores -  IL-10R1 e 
IL-10R2. Essa citocina é capaz de realizar uma diversidade de funções inibitórias, das quais se 
destacam a inibição da produção de IFN-γ por linfócitos Th1; de IL-4 e IL-5 por linfócitos Th2; IFN-γ e 
TNF-α em células NK e MHC II por células apresentadras de antígenos (SABAT et al., 2010;  OUYANG 
et al., 2011).  

Em macrófagos, a IL-10 atua também por mecanismo autócrino e influencia algumas funções 
importantes nestas células como a supressão da produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, 
CXCL8, IL-12 e TNF-α); inibição da expressão de MHC de classe II; estimulação da fagocitose através 
do aumento da expressão de receptores IgG-Fc e CD14. (COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010; 
SABAT et al., 2010). 
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2.1.4.2 Interleucina-12 
 
A interleucina-12 é membro da família IL-12, que também é composta pela  interleucina-23 e 

27. É uma molécula com estrutura heterodimérica composta por duas subunidades, p40 e p35, ligadas 
por pontes dissulfeto e que juntas formam a molécula ativa, IL-12p70 (TRINCHIERI, 1995; COMMINS; 
BORISH; STEINKE, 2010). 

IL-12 é sintetizada por leucócitos polimorfonucleados, linfócitos B, mastócitos, mas é produzida 
em maior quantidade em células dendríticas e fagócitos para mediar a resposta a patógenos durante a 
infecção (TRINCHIERI, 2003; COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010).  

Os mecanismos de produção de IL-12 em macrófagos são mediados por ligantes de TLRs, 
porém nessas células somente o sinal dos ligantes não é suficiente para estimular a produção do 
heterodímero, são necessários também moléculas como IFN-γ e IL-4  e, ainda, o fator de transcrição c-
Rel para produção de p40. Entre as moléculas ligantes que podem desencadear o primeiro estímulo 
para produção de IL-12 destaca-se LPS, RNA dupla fita e DNA bacteriano (TRINCHIERI, 1998, 2003). 

As funções biológicas que a molécula IL-12 executa tem como alvos muitos tipos celulares. Em 
células B essa molécula inibe a produção de imunoglobulinas (IgA e IgE); em células T estimula a 
produção de citocinas pró-inflamatórias, estímula a proliferação e a ativação da resposta Th1 seguida 
da supressão da  Th2; em células NK age ativando a produção de citocinas pró-inflamatórias, 
estimulando a proliferação e a citotoxicidade (TRINCHIERI, 1995, 2003; COMMINS; BORISH; 
STEINKE, 2010). 

 
2.1.4.3 Fator de necrose tumoral-alfa 
 

Fator de necrose tumoral-alfa pertence a superfamília TNF, a qual é composta por 19 membros 
(WATTS, 2005; VINAY; KWON, 2009). Inicialmente é sintetizada como uma proteína transmembrana 
de 26kDa (tmTNF-alfa), que é, posteriormente, convertida à proteína solúvel 17kDa (sTNF- alfa), por 
ação da metaloprotease conversora de TNF-alfa (TACE). Para tornarem-se funcionais as moléculas de 
TNF-alfa se agrupam em homotrímeros (COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010; CAMINERO; 
COMABELLA; MONTALBAN, 2011).  

TNF-alfa é dos mediadores mais importantes da reação de fase aguda, produzida por uma 
ampla gama de células, das quais destacam-se células dendríticas, células B, células endoteliais, 
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células T, células NK, mastócitos, monócitos e macrófagos ativados (COMMINS; BORISH; STEINKE, 
2010; CAMINERO; COMABELLA; MONTALBAN, 2011).  

O estímulo para secreção de TNF-alfa em macrófagos é mediado por ligantes de TLRs ou 
ainda por outros produtos como IL-1, IL-2 e CSF-GM (BURKE; LEWIS, 2002). 

As funções biológicas executadas pela molécula TNF-alfa são diversas, destacam-se, contudo, 
a ativação de células endoteliais e linfócitos B e T. Também são funções importantes o recrutamento 
de macrófagos, neutrófilos e células NK para sítios inflamatórios ou invadidos por microrganismos, 
através da produção de quimiocinas, e estímulo da produção de eicosanóides (KLEINBOGARD; 
HEUSCH; SCHULZ, 2010). 

Embora TNF-alfa seja secretado no local da inflamação pelos macrófagos, pode, através da 
circulação, atuar em locais distantes, induzindo a reação de fase aguda sistêmica. A interação de TNF-
alfa com células alvos se dá pela associação com seus receptores TNFRs. Uma característica 
interessante entre a associação das moléculas TNF-alfa com seus receptores é que existe maior 
afinidade na ligação entre sTNF-alfa pelo receptor 1 (TNFR1) acompanhada pela maior afinidade entre 
tmTNF-alfa e TNFR2 (WATTS, 2005; CAMINERO; COMABELLA; MONTALBAN, 2011).   

                         

 
FIGURA 6. FUNÇÕES BIOLÓGICAS DAS MOLÉCULAS IL-10, IL-12 e TNF-ALFA 
FONTE: adapatada (GORDON, 2003; MOSSER, 2003; MOSSER; EDWARDS, 2008) 
Nota. NK, células “natural killers”; DC, células dendríticas; B, linfócitos B; T, linfócitos T; IgA, imunoglobulina A, IgE, 
imunoglobulina E; RRP, receptores de reconhecimento padrão; LPS, lipopolissacarídeo. 
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Tendo em vista que a ativação de macrófagos é essencial para sua ação na defesa do 
hospedeiro, compostos que modulam as funções destas células, atuando como modificadores da 
resposta biológica (MRB), por aumentar ou prolongar a duração de uma resposta imune específica, são 
de grande interesse (BOHN; BeMILLER, 1995; MÜLLER et al., 1996; TZIANABOS, 2000; KLIMP et al., 
2002; LEUNG et al., 2006).  

Tem sido demonstrado uma diversidade de agentes interferentes nas atividades funcionais dos 
macrófagos, com  destaque para moléculas como polissacarídeos. Considerando que a modificação de 
atividade biológica por essa classe de polímeros é o objetivo central deste estudo, uma revisão sobre 
polissacarídeos modificadores da resposta biológica será apresentada. 
 
2.2 Polissacarídeos modificadores da resposta biológica 
 

Compostos que agem como MRB apresentam-se de natureza diversa, como ácidos nucleicos, 
carboidratos, lipídios e proteínas. Podem ser provenientes de fontes endógenas, tais como citocinas 
(HAMILTON; ANDERSON, 2004; SCHILLER et al., 2006, STAHEL; SMITH; MOORE, 2007) e de fontes 
exógenas diversas. Destas fontes exógenas destacam-se os polissacarídeos isolados de algas (PUGH 
et al., 2001; PONCE  et al., 2003; COSTA et al., 2010), bactérias (TZIANABOS; WANG; KASPER, 
2003); fungos (LEE et al., 2004; HSU et al., 2004) e plantas (ANDO et al., 2002; HAN et al., 2003; 
SHAO et al., 2004; SCHEPETKIN et al., 2005).   

As propriedades terapêuticas descritas para polissacarídeos são diversas e incluem atividade 
antiviral (SASAKI et al., 2001; JUNG et al., 2004), antibacteriana (RUIZ-BRAVO et al., 2001), 
anticoagulante (COSTA et al, 2010), antioxidante (TANNIN-SPITZ et al., 2005), antitumoral (MORETÃO 
et al.,2004; YALIN et al., 2005) e leishmanicida (NOLETO et al., 2002; KANGUSSU MARCOLINO, 
2010; AMARAL, 2011).  

Grande parte das propriedades terapêuticas dos polissacarídeos deve-se ao potencial que 
essas moléculas tem em biomodular a resposta de células do sistema imune (LEUNG et al., 2006; 
SCHEPETKIN; QUINN, 2006). Polissacarídeos, bem como outras classes de moléculas MRB, que 
exercem efeitos sobre células do sistema imunológico, em especial macrófagos, são também 
classificados como imunomoduladores (TZIANABOS, 2000; LEUNG et al., 2006; SCHEPETKIN; 
QUINN, 2006; ROSÁRIO et al., 2008, 2011). 

Sugere-se que a interação polissacarídeo e macrófago está relacionada com características 
estruturais de cada polímero, podendo ou não levar a uma resposta biológica. Esses polímeros são 
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capazes de orientar esta resposta associando-se diretamente à membrana plasmática ou a receptores 
específicos na superfície dessas células. Essa interação irá desencadear a ativação de vias de 
sinalização intracelular, as quais resultam na ativação ou repressão da transcrição de diferentes genes, 
conforme representado na figura 7 (SCHEPETKIN; QUINN, 2006). 

 

                      
 
FIGURA 7. MECANISMOS DE RECONHECIMENTO DE POLISSACARÍDEOS POR MACRÓFAGOS 
FONTE: adaptada (SCHEPETKIN; QUINN, 2006) 
Nota. Mecanismo de reconhecimento de ligantes através da membrana plasmática ou receptores (receptor para 
complemento 3, receptor “scavanger”, receptor de manose, dectina-1; e receptores “toll-like”) desencadeando ativação, 
fosforilação ou desfosforilação de enzimas em cascata, como proteína quinase C, fosfolipase C, fosfoinositol 3 quinase, 
proteínas quinase ativada por mitógeno, fatores de transcrição como STAT, NF-κB, Jun, Fos, as quais resultam na ativação 
ou repressão  da transcrição de diferentes genes. 

 
Estudos com o objetivo de relacionar a estrutura de polímeros com a atividade biológica têm 

sido descritos para algumas classes de polissacarídeos MRB. Para os quais é possivel evidenciar o 
estímulo de atividades biológicas e correlacionar com tipos de ligações glicosídicas, grau de 
ramificação do polímero, massa molecular e presença de grupamentos substituintes na estrutura 
(TZIANABOS, 2000; LEUNG et al., 2006; SCHEPETKIN; QUINN, 2006). 

As D-glucanas ligadas β-(1→3) representam os polímeros melhor descritos quanto a estrutura 

e função biológica (LEUNG et al., 2006). Observa-se que o aumento da massa molecular dessas 
moléculas está relacionado ao estímulo de atividades biológicas em macrófagos, como secreção de 
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citocinas (OKAZAKI et al., 1995; FALCH et al., 2000). Onde assume-se que polissacarídeos com maior 
massa molecular tem a chance de colidir mais com os receptores ou proteínas ligadoras de 

polissacarídeos (LEUNG et al., 2006). Foi observado, ainda, que  β-D-glucanas (1→3), com 

ramificações de β-D-glucanas (1→6), aumentam as atividades microbicidas em células do sistema 

imune (POUTSIAKA et al., 1993; BLEICHER; MACKIN; BETAFECTIN, 1995).  

As mananas, tanto α-mananas de leveduras quanto β-mananas de Aloe vera, são polímeros 

caracterizados por terem sua estrutura conhecida e relacionada com estímulo de atividades em 
macrófagos (LEUNG et al., 2006). Observa-se que o aumento da massa molecular juntamente com o 

tipo de ligação glicosídica, D-mananas ligadas β-(1→4), acetiladas em C-6 em Aloe vera, são as 

características mais relevantes quanto ao estímulo de funções celulares como secreção de citocinas 
(LEUNG et al., 2004).  

As arabinogalactanas são uma classe de polissacarídeos que vem sendo especulados com 
relação a atividade biológica. Estes polímeros ocorrem em duas formas estruturalmente diferentes, 
denominadas arabinogalactanas tipo I e tipo II.  

As arabinogalactanas tipo I são polissacarídeos com estrutura linear de D-galactose ligadas β-
(1→4) com cadeias laterais, ligadas em O-3, de unidades de L-arabinose ligadas α-(1→5). 
Arabinogalactanas tipo II são polímeros com alto grau de ramificação, constituídos por unidades de β-
D-galactose unidas por ligações (1→3) e (1→6). As cadeias externas do polímero são, ainda, 
geralmente terminadas em unidades de L-arabinose (PEREZ; MAZEAU; du PENHOAT, 2000). A 
complexidade estrutural dificulta a correlação entre ligações glicosídicas e atividade biológica, no 
entanto correlações acerca de massa molecular vem sendo descritas. 

Diversos  efeitos  em macrófagos já foram descritos para arabinogalactanas, como estímulo da 
produção de EROs, ERNs e citocinas. Onde se observa que os polímeros com as maiores massas 
moleculares exibem maior intensidade de  efeitos (GAO et al., 1996; SCHEPETKIN et al., 2005).  

Nas últimas décadas polissacarídeos vegetais têm sido alvos de estudo visando identificar 
atividades MRB, por apresentarem baixa toxicidade quando comparados a outros biocompostos 
(TZIANABOS, 2000; PAULSEN, 2001; LEUNG  et al., 2004; SCHEPETKIN; QUINN, 2006). Dentre os 
polissacarideos vegetais de grande interesse destacam-se as pectinas. 
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2.2.1 Pectinas modificadoras da resposta biológica 
 

Pectinas constituem os polissacarídeos mais complexos estruturalmente da parede celular de 
plantas (YAGO, 2011). Apresentam perfil polidisperso e polimolecular, com três principais moléculas 
compondo a estrutura principal, as homogalacturonanas (HG), ramnogalacturonanas tipo I (RG-I) e tipo 
II (RG-II). Esses polímeros exibem significante heterogeneidade com relação à massa molecular e 
composição química, esta demonstrada na figura 8 (PEREZ; MAZEAU; du PENHOAT, 2000; WILLATS; 
KNOX; MIKKELSEN, 2006; MOHNEN, 2008). 

 

                     
 
FIGURA 8. COMPOSIÇÃO QUÍMICA DE PECTINAS 
FONTE: adaptada (WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006) 

 
O polímero linear, denominado HG, é constituído de unidades de ácido D-galacturônico unidas  

por ligações glicosídicas do tipo α-(1→4). A cadeia principal pode estar esterificada com grupos metil 
em C-6 e O-acetilados em O-2 ou O-3 (RIDLEY; O’NEILL; MOHNEM, 2001).  

O polímero RG-I consiste de uma cadeia principal constituída de unidades de ácido D-
galacturônico ligados α-(1→4) alternando com unidades de ramnose ligadas α-(1→2), as quais podem 
estar parcialmente substituídas em O-3 ou O-4. As substituições podem ser por açúcares simples ou 
por cadeias laterais poliméricas como L-arabinanas ligadas α-(1→5), D-galactanas ligadas β-(1→4), 
arabinogalactanas tipo I (AG-I) e tipo II (AG-II) e possivelmente galacto-arabinanas. As RG-I podem 
estar também acetil-esterificadas em O-2 e/ ou O-3 (YAPO, 2011).  
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O RG-II é um polímero constituído por unidades de ácido D-galacturônico unidos por ligações 
α-(1→4) compondo a cadeia principal e cadeias laterais complexas com diferentes monossacarídeos, 
grande parte deles raros, como ácido acérico (3-C-carboxi-5-deoxi-L-xilose), Dha (ácido  3-deoxi-D-lixo-
2-heptulosárico) e Kdo (ácido 2-ceto-3-deoxi-D-mano-octulosônico), e cerca de 20 tipos de ligações 
glicosídicas. As cadeias principais de RG-II podem, ainda, estar metil-esterificadas em C-6 (YAPO, 
2011). 

As pectinas estão entre os polissacarídeos MRB mais estudados em relação ao estímulo das 
funções de macrófagos. Na tabela 1 estão resumidos alguns dos efeitos biológicos estimulados em 
macrófagos por pectinas. 

  
TABELA1. ALGUMAS ATIVIDADES BIOLÓGICAS DE MACRÓFAGOS ESTIMULADAS POR 
PECTINAS 

Fonte de pectina Atividades biológicas Células testadas Referências 
Folhas de Panax 

ginseng 
↑↑ Expressão de receptor 

Fc Macrófagos murinos SHIN et  al., 1997 
Fruto de Spondias 

cytherea 
 

Ativação celular Macrófagos murinos IACOMINI et  al., 2005 

Folhas de Glinus 
oppositifolius 

↓↓ Hemólise celular e 
↑NO Macrófagos murinos INNGJERDINGEN et. al., 

2005 

Pectinas de Citrus ↓↓ iNOS e COX-2 
Macrófagos murinos e 
linhagem RAW 264.7 
estimulada com LPS 

CHEN et  al., 2006 

Flores de Tanacetum 
vulgare ↑↑ NO e ↑↑TNF-alfa Linhagem J774.A1 XIE; SCHEPETKIN; 

QUINN, 2007 
Folhas de Opilia 

celtidifolia ↑ NO R2 Wistar TOGOLA et al., 2008 

FONTE: o autor (2012) 
Nota. COX-2, ciclooxigenase 2; Fc, receptor de imunoglobulina; RAW 264.7 e J774.A1 linhagens imortalizadas de 
macrófagos murinos. 
 
 A relação estrutura de pectinas e atividade biológica é limitada devido a complexidade 
estrutural dos polímeros (LEUNG et al., 2006). Porém alguns estudos tem sido realizados relacionando 
modificações de cadeias laterais e grupos substituintes dos polímeros com funções de alguns tipos 
celulares (SAMUELSEN et al., 1996; YU et al., 1998, 2001; WANG; LIU; FANG, 2005; CHEN et al., 

2006; SALMAN et al., 2008; WANG; LUO; ZHA, 2010). 
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2.3 Pectinas do cacau 
 

Polissacarídeos do cacau foram isolados pela primeira vez por Whistler e colaboradores 
(1956), onde os autores descreveram a  riqueza e complexidade da estrutura química e caracterizaram 
a fonte como sendo constituida, majoritariamente, por pectinas. Posteriormente outros autores 
exploraram a riqueza e aplicabilidade dessa fonte de polissacarídeos complexos através de diferentes 
metodologias de extração e purificação (ADOMAKO, 1972; VRIESMANN; AMBONI; PETKOWICZ, 
2011).  

 
TABELA 2. ALGUMAS ATIVIDADES DESCRITAS PARA OS COMPOSTOS DO CACAU 

FONTE: o autor (2012) 

Fonte de cacau Atividade Teste Referência 

Extrato bruto das 
folhas Antioxidante Redução do Fe+++ 

OSMAN; 
NASARUDIN; LEE, 

2004 
Compostos 

fenólicos da casca 
do fruto 

 

Antioxidante 
Esquemia 

DPPH 
Viabilidade da linhaghem 

SHSY5Y 
ARLÓRIO et al., 

2005 

Fibras e polifenois 
da casca das 

sementes 
Antioxidante  Métodos FRAP e TEAC LECUMBERRI et 

al., 2007 

Frações com 
lignina da casca do 

fruto 

Anti-HIV, 
Anti-H1N1, 

Antimicrobicida 
Produção de NO 

Sequestro de radicais 

 
Viabilidade da linhagem HTLVI 
Viabilidade da linhagem MDCK 

Mortalidade Streptococcus 
mutans 

Reagente de Griess 
ERS 

 
 

SAKAGAMI et al., 
2008 

Extrato bruto da 
casca do fruto 

Inibição da degração de 
triptofano pela inibição da 

enzima IDO 

Viabilidade celular da monócitos 
ELISA 
HPLC 

 
JENNY et al., 2009 

Polifenois da 
casca do fruto 

Antioxidante 
Inibição da lipoperoxidação 

Oxidação plasmática 

ABTS 
DPPH 
FRAP 

TBARS 

SCHINELLA et al., 
2010 

Nota.  DPPH, espécie reativa ; ERS, ressonância espectroscópica; FRAP, técnica de detecção de redução do ferro; TBARS, 
técnica de detecção de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico;TEAC, técnica de detecção do sequestro do radical ABTS; 
HTLVI, linhagem leucêmica sensível ao virus HIV; MDCK, linhagem renal sensível ao virus H1N1. 
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Alguns estudos tem sido realizados com extratos e compostos isolados de diversas partes do 
cacau, como mostrados na tabela 2, no entanto estudos com polissacarídeos isolados da fonte ainda 
são escassos. 

Recentemente Vriesmann e colaboradores (2011), isolaram uma pectina naturalmente 
acetilada da casca dos frutos do cacau por extração mediada por ácido nítrico utilizando metodologia 
de superfície. Os resultados indicaram maior rendimento da amostra e enriquecimento em relação a 
sua porcentagem de ácido urônico (VRIESMANN; TEÓFILO, PETKOWICZ, 2011). 

O polímero, denominada de OP (pectina otimizada), é caracterizado por apresentar massa 
molecular - entre 1,681. 106 a 3,498. 105 g.mol-1  - diversidade monossacarídica e a presença de 
grupamentos substituintes – grupamentos acetil e metil – como pode ser observado na tabela 3 
(VRIESMANN; TEÓFILO, PETKOWICZ, 2011). 

Tendo em vista  a escassez de estudos visando avaliar a atividade biológica de polissacarídeos 
isolados das cascas do fruto do cacau, a importante busca no esclarecimento do papel da estrutural 
principal e presença de grupamentos substituintes dos polímeros em atividade biológica. No presente 
estudo uma pectina naturalmente acetilada, isolada dessa fonte, sua forma parcialmente desacetilada 
(PDOP) e ainda um polímero linear de poligalacturonato (PG) foram avaliadas em relação às suas 
potenciais propriedades biomoduladoras utilizando como modelo experimental macrófagos peritoneais 
de camundongos.  

 
TABELA 3. COMPOSIÇÃO DA PECTINA OP OBTIDA EM CONDIÇÃO OTIMIZADA DA CASCA DOS 
FRUTOS DE CACAU 

Composição Porcentagem massa/ massa 
Umidade 5,8 ± 0,2 

Carboidratos 69,9 ± 1,2 
Proteína 3,6 ± 1,8 
Fenólicos 3,9 ± 0,6 

Monossacarídeos  
Ramnose 10,0 ± 1,0 
Arabinose 2,7 ± 1,8 

Xilose 0,7 ± 0,5 
Manose 1,0 ± 0,5 

Galactose 16,8 ± 0,9 
Glucose 2,8 ± 0,6 

Ácido urônico 66,0 ± 2,2 
Grau de esterificação 56,6 ± 1,4 

Grau de acetilação 17,1 ± 0,5 
FONTE: adaptada (VRIESMANN; TEÓFILO, PETKOWICZ, 2011) 
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3. ESTRATÉGIA EXPERIMENTAL     
 
               

                                         
 
FIGURA 9. ESTRATÉGIA EXPERIMENTAL 
FONTE: o autor (2012) 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1 EQUIPAMENTOS, MATERIAL, REAGENTES E ESTERILIZAÇÃO  
  
4.1.1 Equipamentos 
 

Os equipamentos utilizados no presente trabalho foram: autoclave vertical Prismatec®; 
ultrapurificador de água Gehaka®; fluxo laminar Veco® CFLV12; centrífuga Hitachi Himac® CR21E; 
microscópio óptico comum acoplado a máquina fotográfica Bel Photonics®; microscópio óptico invertido 
Olympus® MODCK2; leitor de microplacas Biotek® Epoch; pHmetro Qualxtron® 1500; aparelho de 
esterilização sob pressão Sartorus®; aparelho microondas Eletrolux® ME46X; estufa de CO2 Sanyo®; 
destilador Quimis®; refrigerador Consul® biplex 450; freezer Eletrolux®; espectrofotômetro Shimatzu® 
UV 2450; banho-maria Biopar® BMDO3; programa estatístico Graphpad Prism® versão 5.1; programa 
de espectrofotometro UV probe® 2450; programa de leitor de microplacas GEN®  5 1.11. 
 
4.1.2 Material e reagentes 
 

Material adquirido da BD (Becton Drive)®: seringas de plástico e agulhas 25 x 7 mm. 
Material adquirido da Millipore®: filtros millex descartáveis de 0,22 µm de poro e membranas de 

acetado de celulose de 0,22 µm de poro. 
Material adquirido da RayBiotech (RayBio®): placas de ensaio imunoabsorvente para as 

citocinas IL-10, IL-12 e TNF-α.  
Material adquirido da TPP (Techno Plastic Products)®: placas de cultura multipoços e tubos 

Falcon de 15 e 50 mL. 
Reagentes adquiridos da Merk® do Brasil: ácido acético glacial, ácido clorídrico, ácido pícrico, 

ácido sulfúrico, cloreto de cálcio, cloreto de potássio, cloreto de sódio, dimetilsulfóxido, entellan, etanol, 
eosina, formaldeído, fosfato dibásico de potássio, fosfato dibásico de sódio, fosfato monobásico de 
potássio, fosfato monobásico de sódio, giemsa, glucose, hematoxilina, hidróxido de sódio, sulfato de 
alumínio, sulfato de magnésio heptahidratado e metanol. 

Reagentes adquiridos da Sigma Chemical Co® (St Louis, MO): ácido N-2-hidroxietilpiperazina-
N’-2’-etanossulfônico (HEPES), brometo de 3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazólio (MTT), 
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citocromo c de coração equino, forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), lipopolissacarídeo de Escherichia 

coli (LPS), N-naftil etilenodiamino (NED) e sulfanilamida. 
Reagentes adquiridos da Cultilab® (Campinas, SP): gentamicina, meio mínimo essencial 

(MEM) e soro fetal bovino. 
 

4.1.3 Procedimentos de esterilização 
 
O material e as soluções utilizados nos experimentos foram esterilizados fazendo-se uso de 

três sistemas diferentes de esterilização. Esterilização por autoclave (temperatura de 121ºC, pressão 
de uma atmosfera durante 40 minutos) para soluções não sensíveis a altas temperaturas e material de 
vidro. Esterilização por microondas (potência de 50 W, atmosfera umidecida com recipiente de água 
durante 40 minutos) para material de plástico. Esterilização por membrana de celulose sob pressão 
(através da passagem das soluções em membrana esterilizante de 0,22 µm de poro) para meios de 
cultura e soluções sensíveis à altas temperaturas.  

As soluções e reagentes foram preparados utilizando água deionizada através do sistema de 
ultrapurificação, bem como água usada para reconstituir meios e soluções citada no decorrer do texto, 
a qual ainda foi esterilizada em autoclave nas condições descritas no parágrafo anterior. A refrigeração 
dos meios e soluções foi controlada a 4°C em geladeira, o congelamento a – 20°C em freezer e a 
temperatura ambiente considerada está controlada a uma média de 25ºC. 
 
4.2 POLISSACARÍDEOS 
 

Os polissacarídeos utilizados no presente trabalho foram, gentilmente, cedidos pela Profa. Dra. 
Carmen Lúcia de Oliveira Petkowicz do Laboratório de Química de Carboidratos do Departamento de 
Bioquímica e Biologia Molecular, Setor de Ciências Biológicas, Universidade Federal do Paraná.  

A pectina naturalmente acetilada (OP), um polímero que tem como características estruturais a 
presença de famílias de homogalacturonanas e inserções de ramnogalacturonanas tipo I,  foi isolado 
da casca dos frutos de cacau Theobroma cacao L. e caracterizado pela aluna de doutorado Lúcia 
Cristina Vriesmann (VRIESMANN; TEÓFILO; PETKOWICZ, 2011).  

A forma parcialmente desacetilada do polímero OP, polímero PDOP, foi preparada para o 
desenvolvimento deste trabalho, também pela aluna Lúcia, onde aproximadamente 50% dos 
grupamentos acetil desta estrutura foram removidos. O terceiro composto testado, poligalacturonato 
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(PG), é um polímero linear constituído somente pela família de homogalacturonanas, obtido da 
empresa Sigma, inscrito sob o código 81325 e lote 1294924. 
 
4.2.1 Soluções dos polissacarídeos 
 

O polissacarídeo OP foi solubilizado em solução de tampão fosfato (PBS), enquanto os 
polissacarídeos PDOP e PG em água, todos na concentração de 1 mg.mL-1 (solução estoque), 
condições essas que apresentaram a melhor solubilidade para as amostras. Posteriormente estas 
soluções foram filtradas, estratégia mais eficiente para esterilização das amostras (comparada a 
autoclavagem). As concentrações destas soluções foram corrigidas através da dosagem de 
carboidratos. As soluções foram aliquotadas, congeladas e posteriormente diluídas em meio de cultura 
(MEM) ou solução (HBSS) para realização dos experimentos. 

 
4.2.2 Dosagem de carboidratos totais e teste de detecção de LPS 
 

Para determinação das concentrações dos polissacarídeos, após filtração em membrana de 
0,22 µm, realizou-se dosagem de carboidratos totais nas amostras através do método do fenol 
sulfúrico, descrito por Dubois e colaboradores (1956).  

Após a dosagem de carboidratos totais uma alíquota de cada amostra foi submetida à análise 
para identificar presença de LPS nas soluções dos polímeros, a fim de descartar possíveis efeitos 
mediados por essa molécula. Estas determinações foram realizadas por GC-MS (SANTANA-FILHO et 

al., 2012), pelo aluno de doutorado Arquimedes Paixão de Santana Filho do grupo de Bioquímica de 
Glicocompostos da Universidade Federal do Paraná. 
 
4.3 MEIO E SOLUÇÕES UTILIZADOS NOS PROCEDIMENTOS DE CULTIVO CELULAR 
 
4.3.1 Meio essencial mínimo (MEM) 
 

Meio essencial mínimo (MEM) (EAGLE, 1959), utilizado para cultivo de macrófagos peritoneais 
foi reconstituído em água e esterilizado por filtração sob pressão. Este meio foi suplementado com 
HEPES estéril para concentração final de 20 mmol.L-1, 5% de soro fetal bovino e 50 μg.mL-1 de 
gentamicina, seu pH foi ajustado a 7,4 com solução estéril de bicarbonato de sódio a 0,1 mol.L-1.  
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4.3.2 Solução de azul de tripan 
 
 A solução de azul de tripan foi preparada através da solubilização do corante em solução de 
PBS na concentração de 0,4% (p/v). A solução foi preparada com volume suficiente para todos os 
experimentos independentes e armazenada sob refrigeração. 
 
4.3.3 Solução de bouin 
 
 A solução de bouin foi preparada na proporção de 15: 5: 1 de ácido pícrico saturado, 
formaldeído e ácido acético glacial. A solução foi preparada para todos os experimentos independentes 
e o ácido acético adicionado imediatamente na hora do uso para evitar precipitação da solução.  
 
4.3.4 Solução de citocromo c 
 
 Citocromo c, na concentração de 80 µmol.L-1, foi solubilizado em solução de HBSS e sua 
concentração foi determinada utilizando-se o coeficiente de extinção molar do citocromo c (cit c. oxid. 
red. = 2,1 x 104 mol.L-1 cm-1) em procedimento acompanhado em espectrofotometria a 550 nm.  A 
solução foi preparada com volume suficiente para todos os experimentos independentes, aliquotada e 
armazenada sob congelamento. 
 
4.3.5 Solução de Griess 
 

O reagente de Griess foi preparado pela mistura de duas soluções na proporção 1: 1, 
imediatamente antes do uso. A primeira solução é constituída por naftiletilenodiamino 0,1% (p/v) em 
ácido orto-fosfórico 5% (v/v) e a segunda por sulfonamina p-aminobenzeno 1% (p/v) em ácido fosfórico 
5% (v/v) (KELLER et al., 1990). As soluções foram preparadas com volume suficiente para todos os 
experimentos independentes e armazenadas sob refrigeração. 
 
4.3.6 Solução de leveduras 

 
As leveduras foram preparadas com cinco lavagens com PBS, centrifugações a 2000 r.p.m por 

15 minutos, de forma alternada e sucessiva. Posteriormente foram reconstituídas em meio MEM, em 
concentração já determinada para os ensaios, aliquotadas e mantidas sob congelamento até utilização. 
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4.3.7 Solução de MTT 
 

Brometo de 3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazólio foi solubilizado em solução de 
HBSS para concentração estoque de 5 mg.mL-1 em volume necessário para todos experimentos 
independentes. A solução foi preparada e armazenada, protegida da luz, para período máximo de uma 
semana de utilização. 
 
4.3.8 Solução salina tamponada livre de cálcio e magnésio (PBS) 
 

Solução constituída de Na2HPO4 40,5 mmol.L-1, KH2PO4 7,3 mmol.L-1 e NaCl 680 mmol.L-1  foi 
preparada como solução estoque cinco vezes concentrada e seu pH foi ajustado para 7,4 com solução 
de bicarbonato de sódio 0,1 mol.L-1. Em seguida foi esterilizada em autoclave e armazenada sob 
refrigeração. Para uso a solução foi diluída com água e posteriormente armazenada sob refrigeração. 
 
4.3.9 Solução salina balanceada de Hanks livre de cálcio e magnésio (HBSS) 
 

A solução salina balanceada de Hanks (HBSS) (HANKS; WALLACE, 1949) foi preparada 
através da mistura de duas soluções, A e B, as quais foram preparadas na forma de soluções estoque 
vinte vezes concentradas. A solução A constituída por NaCl 2,737 mol.L-1 e KCl 104 mmol.L-1 e a 
solução B por Na2HPO4 8,4 mmol.L-1, KH2PO4 8,7 mmol.L-1  e glucose 100 mmol.L-1. As duas soluções 
foram diluídas com água e misturadas, seu pH ajustado para 7,4 com solução de bicarbonato de sódio 
0,1 mol.L-1. A solução para uso foi, então, esterilizada por filtração. 
 
4.4 CULTIVO CELULAR 
 
4.4.1 Animais 

 
Os animais utilizados neste trabalho foram camundongos albinos Swiss fêmeas (Mus 

musculus). Estes foram mantidos no Biotério do Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal 
do Paraná até dois meses de idade, submetidos a ciclos luz-escuro de 12/12 horas, com água e ração 
à vontade. 
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Para desenvolvimento das atividades laboratoriais foi obtida a aprovação do Comitê de Ética 
em Experimentação Animal (CEEA), no Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do 
Paraná, em anexo na página 86. Foram respeitadas todas as recomendações de manejo científico de 
animais, de acordo com a lei nacional brasileira (nº. 6.638 de 5 de Novembro, 1979). 
 
4.4.2 Isolamento de macrófagos peritoneais de camundongos 
 

Os animais foram eutanasiados com uso do anestésico isoflurano, administrado em aparato 
hermeticamente fechado em capela de vapor químico estruturada para eutanásia de pequenos 
animais. Seguiu-se com exposição peritoneal e inoculação do volume de 10 mL de solução de HBSS 
nesta cavidade. O exsudado coletado foi transferido para tubos de centrífuga e as células centrifugadas 
à 2000 r.p.m. por 10 minutos à 4 °C, o “pellet” ressuspendido em MEM em volume conhecido. 

Seguida a contagem de células e determinada a viabilidade de macrófagos, pelo método de 
azul de tripan descrita no tópico 4.4.3, as células foram plaqueadas e colocadas para aderir à 
atmosfera de 5% de CO2 e temperatura de 37 °C por um período de duas horas (NOLETO et al., 
2002). Seguido ao processo de adesão foi realizada lavagem das células uma vez com solução de 
HBSS. Por esse processo garante-se que acima de 90% das células são macrófagos, sendo 
desnecessário qualquer processo de purificação da cultura (ADAMS, 1979). A partir do exposto as 
condições experimentais variam de acordo com cada protocolo. 
 
4.4.3 Determinação da viabilidade celular de macrófagos após coleta 

 
Para determinação da viabilidade dos macrófagos, logo após a coleta, utilizou-se do protocolo 

descrito por Philips (1973). Esse ensaio se baseia na capacidade de células viáveis em excluírem o 
corante azul de tripan, através do seu potencial de membrana, do citoplasma celular. Células mortas 
são incapazes de excluí-lo e coram-se de azul.  

Logo após a centrifugação das células coletadas o “pellet” foi suspendido num volume 
conhecido de meio e retirado alíquota de 10 µL desse volume, misturado a 10 µL de solução de azul 
de tripan e 80 µL de meio de cultura e, posteriormente, realizada contagem em câmara de neubauer. A 
proporção entre o número de células viáveis e o total (vivas e mortas) fornece uma porcentagem de 
viabilidade celular, a qual deve ser superior a 90% (MORGAN; DARLING, 1993). 
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4.5 MÉTODOS ANALÍTICOS APÓS TRATAMENTO DOS MACRÓFAGOS COM OS POLÍMEROS 
 
4.5.1 Determinação da viabilidade celular 
 

Para determinação da viabilidade dos macrófagos, após tratamento com os polímeros, foi 
utilizado o método descrito por Mosmann (1983), com modificações. A viabilidade se confirma pela 
presença de cristais de formazan formados pela redução do sal de tetrazólio por desidrogenases 
presentes em células metabolicamente viáveis.  

Em fluxo laminar, aos macrófagos peritoneais plaqueados 4.105 células/poço em placa de 96 
poços e aderidos como exposto no item anterior 4.4.2, foram adicionadas somente meio (controle) ou 
as soluções de polissacarídeos nas concentrações de 25, 50, 100, 200 e 400 μg.mL-1 seguida de 
incubação a 37 0C em estufa com atmosfera de 5% de CO2 por 48 horas. Após o tempo de tratamento 
o sobrenadante foi removido, as células lavadas uma vez com solução de HBSS e adicionada solução 
de MTT, descrita no item 4.3.7. A placa foi incubada por mais três horas, em condições semelhantes às 
de tratamento. Após o tempo de incubação o excesso de MTT foi removido e os cristais de formazan 
foram dissolvidos em DMSO. A absorbância foi determinada em leitor de microplacas, após a 
estabilização da reação por dez minutos, em comprimento de onda de 550 nm.  
 
4.5.2 Avaliação da ativação celular 
 

A ativação dos macrófagos tratados com os polissacarídeos foi determinada através de 
observações em microscopia óptica e posterior contagem das células residentes e ativadas conforme 
Moretão e colaboradores (2003).  

Os macrófagos foram plaqueados, em fluxo laminar, 4.105 células/poço em placa de 24 poços 
contendo lamínulas (redondas) de vidro e, em seguida aderidos como exposto no item 4.4.2, na 
sequência foi adicionado MEM contendo os polissacarídeos em concentrações de 100 e 200 μg.mL-1.  
Após 48 horas de tratamento o sobrenadante foi removido e as lamínulas lavadas duas vezes com 
solução de HBSS. Na sequencia as células foram fixadas com bouin, por cinco minutos, lavadas 
sucessivamente duas vezes com álcool 70% e duas vezes com água destilada. As lamínulas foram, 
posteriormente, coradas com hematoxilina por um minuto, o excesso de corante retirado pela 
exposição das lamínulas à água corrente por 10 minutos e na sequencia coradas com eosina por 30 
segundos. A seguir foram desidratadas com soluções sucessivas de acetona pura, acetona: xilol (2: 1), 

 



42 

acetona: xilol (1: 1), acetona: xilol (1: 2), xilol puro e, por último, montadas, seguida de análise em 
microscópio óptico. Como controle os macrófagos foram tratados somente com MEM. Para observação 
de características de macrófagos ativados as células foram tratadas com LPS 100 ng.mL-1 (controle 
positivo de ativação).  
   
4.5.3 Avaliação da atividade fagocítica  
 

Para avaliar a interferência dos polissacarídeos na atividade fagocitária dos macrófagos, estas 
células na densidade de 4.105 células/poço em placa de 24 poços, contendo lamínulas (redondas) de 
vidro estéreis, foram expostas aos polissacarídeos nas concentrações de 100 e 200 µg.mL-1. Após 48 
horas de tratamento o sobrenadante foi removido e as lamínulas lavadas duas vezes com solução de 
HBSS. A seguir realizou-se a incubação com as leveduras, feita na proporção de 10: 1 

partículas/macrófago, durante uma hora de exposição. Em seguida foram realizadas duas lavagens 
sucessivas com solução de HBSS, para retirada das partículas não fagocitadas. As lamínulas foram 
processadas como descrito por Moretão e colaboradores (2003). Posteriormente as células foram 
fixadas com bouin por cinco minutos, lavadas sucessivamente duas vezes com álcool a 70% e duas 
vezes com água destilada. As lamínulas foram então coradas com giemsa, durante uma hora, 
desidratadas com soluções sucessivas de acetona pura, acetona: xilol (2: 1), acetona: xilol (1: 1), 
acetona: xilol (1: 2), xilol puro e, por último, montadas, seguida de análise em microscópio óptico. Como 
controle os macrófagos foram incubados somente com MEM.  
 
4.5.4 Quantificação dos níveis de ânion superóxido 
 

A avaliação da produção de ânion superóxido pelos macrófagos submetidos ao tratamento com 
os polissacarídeos foi realizada conforme descrito por Johnston, Godzik e Cohn (1978). A qual se 
baseia na redução extracelular do citocromo c na presença de ânion superóxido.  

Os macrófagos (4.105 células/poço) foram incubados em placas de 96 poços, após adesão 
foram tratados com os polissacarídeos nas concentrações de 100 e 200 µg. mL-1 (diluídos em solução 
de  80 µmol.L-1 de citocromo c em HBSS). Decorrido o tempo de tratamento, de meia, uma, uma e 
meia e duas horas a 37 °C e atmosfera de 5% de CO2, o sobrenadante foi transferido para outra placa 
e submetido à leitura de absorbância em comprimento de onda de 550 nm em leitor de microplacas, 
como branco utilizou-se citocromo c diluído em HBSS. Como controle as células foram incubados 
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somente com HBSS e citocromo c e como controle positivo os macrófagos foram incubados na 
presença de PMA (1 µg.mL-1). Para determinar a concentração de ânion superóxido utilizou-se o 
coeficiente de extinção molar do citocromo c oxidado/reduzido (coef. ext. mol. cit c oxid. red. = 2,1 x 104 
mol. L-1 cm-1). 
 
4.5.5 Quantificação dos níveis de óxido nítrico 
 

Por possuir um tempo de meia vida curto a determinação da produção do óxido nítrico foi 
mensurada indiretamente pela dosagem dos seus produtos de degradação mais estáveis como o 
nitrito. O protocolo seguido foi o descrito por Keller e colaboradores (1990).  

Os macrófagos isolados da cavidade peritoneal foram plaqueados na densidade de 4.105 

células/poço em placas de cultura de 96 poços. Aos macrófagos aderidos foram adicionadas as 
soluções de polissacarídeos nas concentrações de 100 e 200 µg.mL-1. Após os tempos de tratamento, 
12, 24 e 48 horas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2, 100 µL do sobrenadante foi transferido para 
outra placa de 96 poços e adicionado 100 µL do reagente de Griess. Após a estabilização da reação, 
pelo tempo de dez minutos, a absorbância foi medida em 550 nm, em leitor de microplacas, utilizando 
como branco MEM mais o reativo de Griess. As concentrações de nitrito foram determinadas utilizando 
uma curva padrão de NaNO2 (nas concentrações de 5, 10, 30 e 60 µmol.L-1). Como controle positivo 
da ativação da produção de óxido nítrico foi utilizado LPS na concentração de 100 ng.mL-1, e como 
controle os macrófagos foram incubados somente com meio de cultura. 
 
4.5.6 Quantificação dos níveis das citocinas IL-10, IL-12 e TNF-alfa 
 

Para quantificação das citocinas foi utilizado o ensaio de enzima ligada ao imunoabsorvente 
(ELISA) de captura. Para a avaliação da produção de IL-10, IL-12 e TNF-alfa pelos macrófagos, estas 
células foram plaqueadas a uma densidade de 4.105 células/poço em placas de 96 poços. Após a 
adesão o meio de cultura foi retirado e adicionou-se meio de cultura contendo os polissacarídeos OP, 
PDOP e PG nas concentrações de 100 e 200 µg.mL-1. Após período de tratamento, 48 horas para 
produção de IL-10 e IL-12, e 6 horas para o TNF-alfa, a 37 ºC em atmosfera de 5% CO2. 
Posteriormente o sobrenadante foi retirado e as concentrações das citocinas determinadas por ELISA, 
segundo especificações do fabricante (RayBiotech®) em comprimento de onda de 450 nm. Como 
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controle as células foram tratadas apenas com meio de cultura e como controle positivo utilizou-se LPS 
(100 ng.mL-1). 
 
4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
 Os resultados dos testes das atividades foram submetidos à análise de variância Anova (fator 

único) seguido de pós-teste de Tukey, para comparação das médias, utilizando programa estatístico 
descrito no tópico equipamentos. Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão (média 
± DP) ou média ± erro padrão (média ± EP) de no mínimo três experimentos independentes em 
duplicata ou triplicata. Foram considerados estatisticamente significativos os valores comparados ao 
nível de significância igual 95% ou menor (p ≤ 0,05). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 Efeitos dos polissacarídeos sobre a viabilidade celular  
 

 O efeito dos polissacarídeos sobre macrófagos foi observado, inicialmente, pelo ensaio de 
citotoxicidade, utilizando o teste do MTT, para determinar em quais concentrações esses polímeros 
poderiam ser utilizados nas avaliações posteriores. Este método foi o mais adequado devido às 
características destas células. Macrófagos são células pinocíticas e permanecem aderidas em placas 
de cultivo mesmo depois de mortas, portanto, protocolos como viabilidade por azul de tripan e cristal 
violeta os quais avaliam, respectivamente, a integridade da membrana utilizando as células em 
suspensão e coloração do DNA em células aderidas não se mostraram satisfatórios. 

O ensaio de redução do sal MTT a cristais de formazan pelo complexo succinato 
desidrogenase de células metabolicamente viáveis é um dos testes mais difundidos para determinação 
da ação citotóxica de drogas em cultura de células (CHIBA; KAWAKAMI; TOHYAMA, 1998).  Por ser 
uma técnica que sofre influência de condições de tratamento, tais como mudança de pH do meio de 
cultura, concentração de D-glucose e nucleotídios de pirimidina (JABBAR; TWENTYMAN; WATSON, 
1989; VISTICA et al., 1991), no presente estudo  a técnica utilizada por Mosmann (1983) foi alterada 
com o acréscimo da lavagem das células com HBSS após tratamento. Essa estratégia colabora para 
que não sejam considerados resultados falso positivos pelo contato do sal com meio de tratamento, 
contendo os polissacarídeos, e com produtos do metabolismo celular.  

Os macrófagos foram expostos a diferentes concentrações dos polímeros, durante um período 
de 48 horas de tratamento, como pode ser observado na figura 10. Esta figura mostra que somente os 
compostos PDOP e PG, na concentração de 400 µg.mL-1, diminuíram a viabilidade de macrófagos 
peritoneais, em 21 e 25% respectivamente, em relação ao controle.  

Como já mencionado polissacarídeos de plantas são alvos de estudos como biomoduladores 
por apresentarem baixa toxicidade quando comparados com outros compostos (TZIANABOS, 2000; 
PAULSEN, 2001; LEUNG  et al., 2004; SCHEPETKIN; QUINN, 2006). Neste sentido, as pectinas 
utilizadas no presente estudo podem ser consideradas de baixa toxicidade para macrófagos peritoneais 
de camundongos. Onde observou-se que as mesmas interferiram discretamente na viabilidade destas 
células, em concentrações consideradas altas para testes de citotoxicidade in vitro, quando comparado 
com outros estudos do grupo, desenvolvidos em condições semelhantes (KANGUSSU MARCOLINO, 
2010; SILVEIRA, 2010; AMARAL,2011). 
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FIGURA 10. VIABILIDADE CELULAR DE MACRÓFAGOS PERITONEAIS  DE CAMUNDONGOS 
TRATADOS COM OP, PDOP E PG POR 48 HORAS 
FONTE: o autor (2012) 
Nota. Resultados obtidos para viabilidade celular de macrófagos peritoneais de camundongos sobre efeito de OP, PDOP e 
PG nas concentrações de 25, 50, 100, 200 e 400 µg.mL-1. Após 48 horas na presença dos polissacarídeos a 37 ºC sob 5% 
de CO2, o meio de reação foi retirado, as células foram lavadas uma vez com HBSS e adicionou-se 20 µL de MTT (5 
mg.mL-1 em HBSS) em 180 µL de HBSS, seguindo-se incubação por mais três horas a 37 ºC sob 5% de CO2. Após três 
horas, o MTT foi removido e os cristais formados foram solubilizados em DMSO. A absorbância foi medida em 550 nm. Os 
resultados estão expressos como média ± DP (n = 5, sendo cada experimento em triplicata). ANOVA  de significância * P < 
0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 em relação ao controle (células tratadas apenas com meio de cultura, e consideradas 100% 
viáveis ± 9,6 para normalização dos resultados). 

 
Apresentar baixa toxicidade é uma característica também observada para pectinas de outras 

fontes como da flor de Tanacetum vulgare (catinga-de-mulata), onde a concentração de até 1,6 mg. 
mL-1 de diferentes frações do polissacarídeo não se apresentaram tóxicas para a linhagem J774.A1 em 
24 horas de tratamento (XIE; SCHEPETKIN; QUINN, 2007). E ainda quatro frações de pectinas 
extraídas do caule do cacto Opuntia polyacantha não comprometeram a viabilidade dessa mesma 
linhagem de macrófagos, descrita acima, em concentrações de 800 µg.mL-1 dos polímeros, em 
condições experimentais semelhantes ao trabalho anterior (SCHEPETKIN et al., 2008). 

A arabinogalactana isolada da planta Phyllanthus niruri (quebra-pedra) comprometeu a 
viabilidade de macrófagos peritoneais de camundongos em aproximadamente 20% em concentrações 
superiores a 25 µg.mL-1, comparado ao controle no período de tratamento de 48 horas. Condições 
semelhantes de tratamento, mas em período de 24 horas, foram descritas não comprometer a 
viabilidade dessas células (MELLINGER et al., 2005).  

As xiloglucanas das sementes de Copaifera langsdorffii (cobaíba) e Hymenaea courbaril, 
(jatobá) causaram diminuição na viabilidade de macrófagos peritoneais em aproximadamente 30% em 
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concentrações superiores a 100 µg.mL-1, como pode ser observado no trabalho de Rosário e 
colaboradores (2008).  

Uma observação interessante no presente estudo é o aumento da viabilidade celular, em 
relação ao controle, (figura 10). Onde o polissacarídeo OP nas concentrações de 200 e 400 µg.mL-1 
promoveu aumento de 20 e 30% na viabilidade de macrófagos, o polímero PDOP aumentou em 17% 
na dose de 200 µg.mL-1 e o polímero PG nas concentrações de 25 e 50 µg.mL-1 aumentou em 33 e 
25% a viabilidade dessas células. Esse aumento na viabilidade pode ser um indicativo de ativação 
dessas células, uma vez que algumas enzimas expressas de maneira mais pronunciada em 
macrófagos no estado ativado, como a enzima iNOS, estão também envolvidas com a redução do sal 
de tetrazólio (POZZOLINI et al., 2003). 

Após a determinação das concentrações que não comprometeram a viabilidade celular,  
concentrações de até 200 µg.mL-1 para os compostos PDOP e PG , estabeleceu-se que para a 
realização dos próximos experimentos as concentrações utilizadas dos três compostos seriam 100 e 
200 µg.mL-1. 
 
5.2 Efeitos na ativação celular 
 

A ativação de macrófagos pode ser observada tanto por alteração na sua morfologia como pela 
quantificação bioquímica de produtos de secreção resultantes de sua ativação, como o ânion 
superóxido e o óxido nítrico.  

Inicialmente os ensaios de ativação foram realizados através da análise da morfologia e 
quantificação dos macrófagos residentes e ativados após o tratamentos com os polissacarídeos.  

Para evidenciar mudanças na morfologia de macrófagos foram utilizados os corantes 
hematoxilina e eosina. A hematoxilina por ser um corante básico apresenta afinidade por componentes 
ácidos da célula, como resíduos de lisina de histonas do núcleo, os quais após coloração apresentam 
cor violeta evidenciando a presença de componentes ácidos. A eosina é um corante ácido, portanto 
cora componentes básicos da célula, os mesmos localizados em sua maioria no citoplasma como 
proteínas citoplasmáticas e mitocôndrias, as quais passam a apresentar cor rosea após coloração 
(RAPHAEL, 1986). 

Para classificação de macrófagos em estado residente ou ativado levou-se em consideração 
características celulares em cada estado. Células residentes são caracterizadas por apresentarem 
núcleo pequeno, centralizado e com cromatina condensada; célula com formato alongado, conferindo 

 



48 

pouco potencial de espraiamento na superfície aderente e ainda baixa razão citoplasma núcleo. 
Células ativadas apresentam-se com aumento no volume celular; alta capacidade de espraiamento na 
superfície de adesão (caracterizado pelo aumento da produção de moléculas de adesão), adquirindo, 
portanto, formato celular arredondado; apresentam grande razão citoplasma núcleo; núcleo deslocado 
para periferia celular e a presença de vacuolizações citoplasmáticas (ADAMS, 1979; ADAMS; 
HAMILTON, 1984; BURKE; LEWIS, 2002).  

A partir do processamento das lamínulas pode-se observar que após tratamento de 48 horas, 
com os polímeros OP, PDOP e PG nas concentrações de 100 e 200 µg. mL-1, houve alterações na 
morfologia de macrófagos.  

Na figura 11C-D, que representa o tratamento com o polímero OP nas concentrações de 100 e 
200 µg.mL-1, observa-se que o polissacarídeo não alterou de forma expressiva a morfologia de células 
residentes quando comparado ao controle, as quais estão representadas na figura 11A. As células de 
ambas concentrações de tratamentos mostram-se, na sua maioria, com formato  alongado, núcleo 
centralizado e baixa razão citoplasma núcleo. Vale ressaltar que na figura representativa do controle, 
tratamento apenas com meio de cultura, pode-se observar que algumas células apresentam morfologia 
ativada, esse evento é esperado uma vez que os experimentos foram realizados com macrófagos 
obtidos de camundongos de biotério convencional. 

O tratamento com o polímero  PDOP, diferente da pectina acetilada, promoveu alteração do 
estado residente de macrófagos de maneira expressiva em relação ao controle, como pode ser 
observado na figura 11E-F, onde nota-se que a maior parte das células encontra-se no estado ativado. 
Estas se apresetam com tamanho celular e espraiamento aumentados, formato circular e presença de 
vacuolizações características de células ativadas, como indicado pelas setas. Da mesma forma, 
macrófagos tratados com o polímero PG, pectina sem ramificações e grupamentos acetil na estrutura, 
apresentou alterações na morfologia de macrófagos em relação ao controle, contudo o efeito 
apresentou-se mais evidente na dose de 200 µg.mL-1 (figura 11H).   

Para expressar de forma quantitativa a ativação dos macrófagos as células residentes e 
ativadas foram contadas e os resultados estão apresentados na figura 12. Onde em cada um dos 
grupos, controle e concentrações dos polissacarídeos, formam contadas 500 células por lamínula, em 
duplicata, em cada um dos experimentos independentes.  

De acordo com os resultados o polímero OP não promoveu alterações significativas no perfil de 
ativação quando comparado ao controle (sem tratamento), onde somente em  torno  23% das células 
se apresentaram no estado ativado. Observa-se, após o tratamento de 48 horas com OP, que 
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aproximadamente 30% das células se apresentam no estado ativado, nas duas concentrações 
testadas.  

O tratamento com o polímero  PDOP apresentou significativo aumento no perfil de ativação de 
macrófagos comparado ao controle. Onde em ambas concentrações testadas aproximadamente 77% 
das células se apresentavam com perfil ativado, indicando com isso que o estímulo não se demonstra 
dose dependente.  

O estímulo de ativação observado para o tratamento com o polímero PG foi de menor 
intensidade, mas apresenta-se significativo na concentração de 200 µg.mL-1, onde aproximadamente 
40% das células adquirem morfologia ativada, aumento de 17% em relação ao controle.  

Alterações na morfologia de macrófagos utilizando pectinas foram relatados em outros 
trabalhos. Uma fração de ramnogalacturonana tipo I da polpa da fruto de Spondias cytherea (cajá-
manga) na dose de 50 µg.mL-1 foi capaz de aumentar em 18% a ativação de macrófagos peritoneais 
de camundongos em relação ao controle (IACOMINI et al., 2005). 

Outras classes de polissacarídeos de plantas, como arabinogalactanas isoladas de 
Anadenanthera colubrina (angico branco), demonstram-se potentes ativadores da morfologia de 
macrófagos. Os autores relatam que após tratamento de 48 horas com o polímero, numa concentração 
de 300 µg.mL-1, há aumento de 50% do perfil ativado das células em relação ao controle (MORETÃO 
et al., 2003). Neste mesmo estudo, o polímero foi administrado na cavidade peritoneal de 
camundongos  numa concentração de 500 mg.kg-1. Após 24  horas de exposição 75% das células 
isoladas da cavidade peritoneal dos camundongos tratados apresentarem-se no estado ativado, 
enquanto que  as do grupo controle apenas 34% das células apresentavam esse perfil, demonstando 
assim a capacidade de modulação da arabinogalactana também in vivo (MORETÃO et al., 2003).    

No presente estudo avalições in vivo com as pectinas não foram possíveis de serem realizadas 
devido a suas baixas solubilidades nos veículos  em concentrações requeridas para os tratamentos. 
Este parâmetro relacionado a solubilidade futuramente deverá ser solucionado considerando-se a 
revelância de se avaliar os efeitos biomoduladores in vivo dos polímeros assim como a possível 
utilização destas moléculas em preparações terapêuticas.  
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FIGURA 11. ALTERAÇÕES MORFOLÓGICAS EM MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE 
CAMUNDONGOS TRATADOS COM OP, PDOP E PG POR 48 HORAS 
FONTE: o autor ( 2012) 
Nota. Micrografias representativas dos tratamentos de macrófagos peritoneais de camundongos com os polissacarídeos 
OP, PDOP e PG nas concentrações de 100 e 200 µg.mL-1. Após 48 horas de tratamento com os polímeros a 37ºC sob 5% 
de CO2, as células foram processadas para microscopia óptica através de coloração com hematoxilina e eosina. Circulos e 
setas pretos - células com morfologia típica de macrófagos residentes; circulos e setas vermelhos – células com morfologia 
típica de macrófagos ativados. A) Controle. B) LPS 100 ng.mL-1. C) OP 100 µg.mL-1. D) OP 200 µg.mL-1. E) PDOP 100 
µg.mL-1. F) PDOP 200 µg.mL-1. G) PG 100 µg.mL-1. H) PG 200 µg.mL-1. 
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Os resultados de ativação, visualizado pela análise da morfologia, evidenciam que a 
modulação destas células está diretamente relacionada com características estruturais dos polímeros. 
Onde observa-se que a presença de um “core” comum na estrutura dos polímeros (família de 
homogalacturonanas) e a desacetilação parcial do polímero têm importância significativa na 
capacidade de ativar macrófagos. Essa hipótese é confirmada comparando-se os resultados obtidos 
com as moléculas PG e PDOP. Estes apresentam como semelhança estrutural apenas a região de 
homogalacturonanas, ambos demonstram perfil mais semelhante de ativação entre si ao se comparar 
as moléculas OP e PDOP, as quais só diferem na proporção de grupamentos acetil. Com isso tem-se 
que a retirada em aproximadamente 50% de grupamentos acetil da molécula OP, resultando na 
molécula PDOP, foi importante para promover o aumento de aproximadamente 47% na ativação de 
macrófagos peritoneais de camundongos in vitro.  
   

 
 

 PERFIL DE ATIVAÇÃO DE MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE

neais de camundongos tratados com 
G nas concentrações de 100 e 200 µg.mL-1. Após 48 horas de tratamento a 37 ºC sob 5% de 

FIGURA 12. DETERMINAÇÃO DO  
CAMUNDONGOS TRATADOS COM OP, PDOP E PG POR 48 HORAS 
FONTE: o autor (2012) 
Nota. Resultados obtidos para determinação do perfil de ativação de macrófagos perito
os compostos OP, PDOP e P
CO2, as células foram coradas com hematoxilina e eosina e a quantificação das alterações morfológicas foi realizada por 
contagem em microscopia óptica, onde foram contadas 500 células por lamínula. Os resultados estão expressos como 
média ± DP (n = 3, sendo cada experimento em duplicata).Como controle positivo para ativaçao celular de macrófagos 
utilizou-se LPS (100 ng.mL-1). ANOVA de significância ** P < 0,01 e *** P < 0,001 em relação ao controle (células tratadas 
apenas com meio de cultura) e entre grupos. R,  células com morfologia residente; A, células com morfologia ativada. 
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Confirmado o efeito biomodulador dos polissacarídeos sobre macrófagos peritoneais de 
camundongos pela análise da morfologia, o estudo foi direcionado para verificar se esses polímeros  
poderiam modular a atividade fagocítica, produção dos mediadores ânion superóxido e óxido nítrico, 
além de citocinas.  

 
5.3 Efeitos na atividade fagocítica  
 

Uma das características mais importantes de macrófagos é sua elevada capacidade fagocítica, 
função essa já presente em macrófagos em estado estacionário - células que migram para sítios em 
estado não inflamatório - e também em seus precursores, monócitos (GESSMANN et al., 2010).  

Para verificar a interferência no processo de fagocitose os macrófagos foram tratados durante 
48 horas com os polissacarídeos OP, PDOP e PG nas concentrações de 100 e 200 µg. mL-1. Em 
seguida os macrógagos foram incubados com leveduras (Saccharomyces cerevisiae, que possui 

constuição de quitina, α-manana, β-(1→3) glucanas e β-(1→6 glucanas) como partículas 

fagocitantes, na proporção de 10:1 (levedura: macrófagos), os resultados estão representados nas 
figuras 13 e 14.  

Como pode ser observado, nenhum dos polímeros demonstrou estimular a atividade fagocítica 
de maneira expressiva em relação às células tratadas apenas com meio de cultura. Porém para 
confirmar esses resultados  os experimentos foram quantificados, onde em cada um dos grupos, 
controle e concentrações dos polissacarídeos, foram contadas 500 células por lamínula, em duplicata, 
em cada um dos experimentos independentes. Os resultados estão expressos em número de 
leveduras fagocitadas por macrófago, figura 14.           

Pode-se observar na figura 14, que os dados estão em concordância com as micrografias, ou 
seja, nenhum dos três polímeros interferiu na atividade fagocítica dos macrófagos no tempo e 
concentrações testados.  

O estímulo da atividade fagocítica em células como macrófagos, após tratamento com 
polissacarídeos de variadas fontes, vem sendo descrito em muitos estudos (MORETÃO et al., 2003; 
KANGUSSO MARCOLINO, 2010; SILVEIRA, 2010). Entre esses, o tratamento in vivo de macrófagos 
peritoneais durante sete dias com uma α-glucana, isolada do líquen Ramalina celastri, na dose de 200 
mg. kg-1, demonstrou estimular o aumento da fagocitose de partículas de látex em aproximadamente 
70% comparado ao grupo controle (STUELP-CAMPELO et al., 2002).  
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FIGURA 13. ATIVIDADE FAGOCÍTICA DE MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS 
TRATADOS COM OP, PDOP E PG POR 48 HORAS 
FONTE: o autor, 2012 
Nota. Micrografias obtidas de macrófagos peritoneais de camundongos pré-tratados durante 48 horas com os 
polissacarídeos OP, PDOP e PG nas concentrações de 100 e 200 µg.mL-1 37ºC sob 5% de CO2, seguido de incubação com 
leveduras na proproção levedura: macrófago (10:1) durante 1 h e processadas para microscopia óptica através de 
coloração com giemsa. A) Controle em menor aumento. B) Controle. C) OP 100 µg.ml-1. D) OP 200 µg.mL-1. E) PDOP 100 
µg.mL-1 .F) PDOP 200 µg.mL-1. G) PG 100 µg.mL-1 .H) PG 200 µg.mL-1 . 
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Uma xiloglucana isolada de Hymeneae courbaril (jatobá) estimulou em aproximadamente 106% 
a fagocitose de partículas de leveduras por macrófagos da linhagem RAW 264.7, após tratamento de 
24 horas na dose de 0,25 µg.mL-1 do polímero, em relação ao controle (células não tratadas) 
(SILVEIRA, 2010). 
                  

 
FIGURA 14. DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE FAGOCÍTICA EM MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE 
CAMUNDONGOS TRATADOS COM OP, PDOP E PG POR 48 HORAS 
FONTE: o autor (2012) 
Nota. Resultados obtidos para determinação da atividade fagocítica de macrófagos peritoneais de camundongos sobre 
efeito de OP, PDOP e PG nas concentrações de 100 e 200 µg.mL-1. Após 48 horas de tratamento com os polímeros a 37 ºC 
sob 5% de CO2, as células foram lavadas com solução de HBSS, posteriormente incubadas com leveduras na proporção de 
1: 10, em seguida coradas com giemsa e a quantificação da atividade fagocítica foi realizada por contagem em microscópio 
optico, onde foram contadas 500 células por lamímula. Os resultados estão expressos como média ± DP (n = 3, sendo cada 
experimento em duplicata). ANOVA  de significância  ns = não significativo em relação ao controle (células tratadas apenas 
com meio de cultura) e entre grupos com P > 0,05. 

 
O tratamento de macrófagos peritoneais de camundongos por 24 horas com uma fração 

polissacarídica ácida das raízes de Panax ginseng (ginseng), a qual é constituida por 43% de ácido 
galacturônico e 47% dos monossacarídeos glucose e galactose, demonstrou que o polímero, em 
concentrações de 10 µg.mL-1, foi capaz de estimular a fagocitose de partículas de zimosan (polímero 

constituído por α-mananas e β-glucanas) em aproximadamente 60% em relação ao grupo controle. Os 

autores atribuem esse estímulo representativo ao aumento da expressão do receptor CD14, o qual está 
envolvido com o reconhecimento de partículas de zimosan (SHIN et al., 2002). 

Uma galactoglucomanana isolada de sementes de Leucaena leucocephala (leucena),  e suas 
formas quimicamente glicosilada e sulfatada foram avaliadas quanto a capacidade de interferir na 
atividade fagocítica de macrófagos da linhagem RAW 264.7. Os autores observaram um aumento da 

 

http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Panax_ginseng&action=edit&redlink=1
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fagocitose de partículas de FITC-zimosan de 20, 30 e 40% após tratamento com  os polímeros nativo, 
glicosilado e sulfatado, respectivamente em concentração de 10 µg.mL-1 após uma hora de tratamento 
(GAMAL-ELDEEN et al., 2007). 

Uma galactana sulfatada isolada da alga Gymnogongrus griffithsiae em concentrações de 2,5 a 
10 µg.mL-1 não estimulou a fagocitose de partículas de leveduras por macrófagos peritoneais de 
camundongos tratados com o polímero por período de 48 horas, em condições semelhantes as do 
presente estudo (KANGUSSU MARCOLINO et al., 2010).  

Analisando os importantes efeitos de diferentes polissacarídeos sobre a atividade fagocítica de 
macrófagos pode-se sugerir que a ativação desse processo pelos polímeros é dependente de 
características químicas da estrutura peculiar de cada um, que o permitem interagir com determinados 
receptores de maneira complementar. Além disso, a natureza da partícula fagocitada também pode 
influenciar na atividade fagocítica.  

Eventos que apresentam estreita relação com a atividade fagocítica, apesar de poderem ser 
desencadeados por vias independentes, são o estímulo do “burst” respiratório culminando na produção 
de  intermediários reativos de oxigênio e a via de produção de óxido nitrico.  
 
5.4 Efeitos sobre o “burst” oxidativo e na produção de óxido nítrico  
 

As vias de produção de intermediários reativos de oxigênio e nitrogênio, juntamente com a 
ativação da fagocitose, representam a barreira mais eficiente na destruição de patógenos por células 
fagocíticas. Juntas, essas vias culminam na formação de espécies altamente tóxicas que permitem a 
interdição de infecções por microrganismos antes que os mesmos possam se proliferar, disseminar e 
oprimir o hospedeiro (BEUTLER, 2004). Os produtos iniciais da ativação de cada via são as espécies 
reativas ânion superóxido e óxido nítrico, as quais foram quantificadas nesse estudo. 

 
5.4.1 Efeitos na produção de ânion superóxido 

 
Para determinação da ativação da via de produção de ânion superóxido pelos polissacarídeos 

OP, PDOP e PG utilizou-se do método de redução do citocromo c. Este método se fundamenta na 
redução extracelular do citocromo c oxidado na presença de ânion superóxido (JOHNSTON; GODZIK; 
COHN, 1978). Para se garantir que a primeira espécie reativa a ser detectada no meio extracelular 
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seria o ânion superóxido, resultado da ativação do complexo NADPH oxidase da membrana externa, os 
polissacarídeos foram incubados juntamente com a solução de citocromo c  (BILITEWSKI, 2008). 

A produção de ânion superóxido está representada por redução de citocromo c em µmol.L-1 
por 4.105 células, seus resultados foram normalizados utilizando o coeficiente de extinção molar de 
citocromo c reduzido e oxidado 2,1.104 mol.L-1.cm-1 e como controle positivo de ativação da via utilizou-
se PMA 1 µg.mL-1. 

Pode-se observar que somente o polímero PG promoveu aumento na produção de ânion 
superóxido na concentração de 100 µg.mL-1.  Onde observa-se um estímulo de aproximadamente 60% 
na produção dessa espécie reativa, quando comparado com os macrófagos na presença somente do 
meio de reação. Entretanto, as pectinas do cacau não apresentaram-se capazes de estimular a 
produção de ânion superóxido em níveis superiores aos observados no grupo controle, sem 
tratamento, demonstrado na figura 15. 

 

 
FIGURA 15. QUANTIFICAÇÃO TEMPO DEPENDENTE DOS NÍVEIS DE ÂNION SUPERÓXIDO POR 
MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS TRATADOS COM OP, PDOP E PG 
FONTE : o autor (2012) 
Nota. Resultados obtidos para quantificação tempo dependente dos níveis de ânion superóxido em macrófagos peritoneais 
de camundongos tratados com OP, PDOP e PG na concentração de  100 µg.mL-1. Após incubação nos tempos 
determinados, na presença dos polímeros e de citocromo c (concentração de 80 µmol.L-1), a 37 ºC sob 5% de CO2 realizou-
se leitura em leitor de microplacas a 550 nm. Como controle positivo de ativação da via de produção de ânion superóxido 
utilizou-se PMA (1 µg.mL-1). Os resultados estão expressos como média ± EP (n = 3, sendo cada experimento em 
duplicata), para normalização dos mesmos utilizou-se o coeficiente de extinção molar do citocromo c oxidado/ reduzido de 
2,1.104 mol.L-1. cm-1. ANOVA de significância ** P < 0,01 e *** P < 0,001 em relação ao controle (células tratadas com 
solução de citocromo c). 
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Após determinado o tempo mais adequado para quantificação do ânion superóxido no presente 
sistema experimental, os polissacarídeos foram administrados nas doses de 100 e 200 µg.mL-1 durante 
duas horas de tratamento, para se observar a influência da dose na ativação dessa via.  

Observou-se que  o polímero PG se apresentou capaz de estimular a produção de ânion 
superóxido com significância, onde foi verificado haver aumento de 60% de produção na dose de 200 
µg. mL-1 em relação ao controle, figura 16. As pectinas do cacau não apresentaram-se capazes de 
estimular a produção de ânion superóxido em níveis superiores aos observados no grupo controle. 

 

          
FIGURA 16. QUANTIFICAÇÃO DOSE DEPENDENTE DE ÂNION SUPERÓXIDO POR 
MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS TRATADOS COM OP, PDOP E PG POR 2 
HORAS 
FONTE: o autor (2012) 
Nota. Resultados obtidos para quantificação dose dependente de ânion superóxido em macrófagos peritoneais de 
camundongos tratados com OP, PDOP e PG nas concentrações de 100 e 200 µg.mL-1. Após duas horas de incubação na 
presença dos polímeros e de citocromo c (concentração de 80 µmol.L-1) a 37 ºC sob 5% de CO2 realizou-se leitura em leitor 
de microplacas a 550 nm. Como controle positivo de ativação da via de produção de ânion superóxido utilizou-se PMA (1 
µg. mL-1). Os resultados estão expressos como média ± EP (n = 4, sendo cada experimento em triplicata), para 
normalização dos mesmos utilizou-se o coeficiente de extinção molar do citocromo c oxidado/ reduzido de 2,1.104 mol.L-1. 
cm-1. ANOVA  de significância ** P < 0,01 e *** P < 0,001 em relação ao controle (células tratadas apenas com solução de 
citocromo c). 

 
Vale ressaltar as diferenças encontradas para os resultados tempo e dose dependente para 

produção de ânion superóxido na concentração de 100 µg.mL-1. Onde observa-se que no ensaio 
tempo dependente há produção significativa dessa espécie reativa, com valor de aproximadamente 
60% de aumento em relação ao controle. No entanto no ensaio dose dependente foi observado que 
esse resultado apresenta aumento de 32%, não mostra-se significativo em relação ao controle. 
Contudo deve-se observar a tendência do perfil, que tende a um aumento, levar-se em consideração a 
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instabilidade da espécie estudada, a qual apresenta meia-vida de aproximadamente um microsegundo 
(BILITEWSKI, 2008) e também levar-se em consideração a heterogeneidade de respostas de cultura 
primária de células. 

Uma arabinogalactana isolada de Phyllanthus niruri (quebra-pedra) estimulou a produção de 
ânion superóxido. Neste trabalho os autores concluíram que na concentração de 250 µg.mL-1 do 
polímero, após duas horas de tratamento em macrófagos peritoneais de camundongos, a produção de 
ânion superóxido aumentou em aproximadamente três vezes comparado ao controle sem tratamento 
(MELLINGER et al., 2005).  

 Quatro frações de arabinogalactanas com diferentes massas moleculares obtidas de folhas de 
Juniperus scopolorum foram administradas em macrófagos peritoneais de camundongos por 48 horas 
e à linhagem J774. A1 durante 24 horas. Todos os polímeros estimularam a produção de EROs de 
maneira dose-dependente nas concentrações de 25-200 µg.mL-1, alcançando valores de 
aproximadamente três e quatro vezes de aumento em relação ao controle, na maior concentração 
testada para a fração com maior massa molecular,  na linhagem J774. A1 e macrófagos peritoneais, 
respectivamente. Os autores observaram que a maior intensidade de ativação da via se dava de 
maneira diretamente proporcional ao aumento da massa molecular dos polímeros (SCHEPETKIN et al., 
2005). 

Quatro frações de pectina isoladas do caule do cacto Opuntia polyacantha demonstraram 
estimular a produção de EROs em macrófagos murinos da linhagem J774. A1 de maneira dose-
dependente. Os autores observaram que o estímulo da produção das espécies reativas foi diretamente 
proporcional ao aumento da massa molecular dos polímeros. E ainda foi observado que a fração com 
maior massa molecular e com concentração de 400 µg.mL-1 demonstrou estimular o aumento da 
produção de EROs em aproximadamente oito vezes em relação ao controle (SCHEPETKIN et al., 
2008).  

Uma fração polissacarídica, constituído por arabinose, galactose, glucose, manose, ramnose, 
xilose, ácido galacturônico e glucurônico, isolada de Gynostemma  pentaphyllum (uma erva de origem 
chinesa), demonstrou aumentar, de forma dose-dependente, a produção  intracelular de EROs em 
experimentos in vivo e in vitro. Os autores observaram que na concentração de 400 µg.mL-1, a mais 
alta testada, o polissacarídeo estimulou aumento de aproximadamente 230% na produção dessas 
espécies reativas, em relação ao controle,  nos experimentos  in vitro. Nos experimentos in vivo, com a 
inoculação intraperitoneal do polímero (100 mg.kg-1) houve aumento de aproximadamente 220% em 
relação ao controle, sem tratamento (YANG  et al., 2008).  
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Xiloglucanas obtidas de sementes de diferentes espécies não interferiram no “burst” 
respiratório de macrófagos peritoneais de camundongos, avaliadas em condições semelhantes do 
presente estudo (ROSÁRIO et al., 2008, 2011).  

Como observado nos artigos citados e nos resultados obtidos no presente estudo a ativação do 
complexo envolvido na produção de ânion superóxido tem relação com características estruturais de 
cada polímero. Contudo, também se observa a importância de parâmetros como massa molecular na 
ativação da via, uma vez que em relação aos polímeros do cacau o polímero PG, o qual apresenta 
menor massa molecular pela ausência da região de RGI, ativou a produção de ânion superóxido em 
aproximadamente 55%.  
 
5.4.2 Efeitos na produção de óxido nítrico 

 
Outra via de produção de espécies reativas de importância para macrófagos, e através da qual 

completam sua função microbicida, é a de produção de óxido nítrico. A ativação desta via em 
macrófagos está relacionada com a atividade da enzima iNOS e mostra-se bastante complexa em seus 
mecanismos de regulação (LOWENSTEIN et al., 1993, MATSUURA et al., 2003). A ativação dessa 
enzima pode ser estimulada por diferentes vias de sinalização sob o efeito dos mais variados 

compostos, como por exemplo IFNγ e LPS (OHLSSON; BERGENFELDT; BJORK, 1988; NATHAN, 

1991). Certos polissacarídeos já foram caracterizados como sendo ativadores desta via (JEON et al., 

2001; SCHEPETKIN et. al., 2005; KAGUSSU MARCOLINO, 2010). 
No presente estudo a determinação da ativação da enzima iNOS nos macrófagos foi 

determinada através da produção de óxido nítrico. Para a quantificação da produção desta espécie 
reativa utilizou-se o reagente de Griess, que indiretamente quantifica a ativação da via de produção do 
NO˙ através da medida de alguns de seus produtos, como o nitrito. Essa técnica se baseia na reação 
do nitrito, primeiramente com a sulfanilamida em meio ácido para formar um composto intermediário, o 
sal de diazônio. Em seguida, este sal reage com N-naftiletilenodiamina formando um composto azo 
estável de coloração púrpura, podendo assim ser quantificado em espectrofotômetro. Esse método é 
um dos mais indicados para quantificar a produção de óxido nítrico pela ativação de iNOS em 
macrófagos (TARPEY; WINK; GRISHAM, 2004).  

Os resultados de tais experimentos estão apresentados nas figuras 17 e 18, onde a produção 
de óxido nítrico está representada em nitrito µmol.L-1 por 4.105 células, seus resultados foram 
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normalizados utilizando-se coeficientes de concentrações conhecidas de padrão nitrito de sódio  e 
como controle positivo de ativação da via utilizou-se LPS 100 ng.mL-1. 

Com a finalidade de verificar o melhor tempo para a ativação da produção de óxido nítrico 
pelos macrófagos na presença dos polímeros OP, PDOP e PG, experimentos foram elaborados para 
dosagem em 12, 24 e 48 horas de tratamento (figura 17). 

 Os resultados mostram que o tempo inicial, nas condições experimentais utilizadas, para a 
avaliação da produção de óxido nítrico foi de 24 horas, visto que, houve um aumento significativo da 
produção dessa espécie reativa pelo LPS, composto conhecidamente ativador desta via, utilizado no 
presente estudo como controle positivo, e também pelo polímero PDOP.  

O polímero PDOP no período de 24 horas foi capaz de estimular a produção da espécie reativa 
em questão em níveis superiores até mesmo aos encontrados pelo LPS. Este polímero atingiu, ainda, 
aproximadamente 100% de estímulo da produção de NO˙ em relação ao controle no período de 48 
horas de tratamento. Por outro lado, os polímeros OP e PG não se mostraram capazes de estimular a 
via de produção do intermediário reativo de nitrogênio, óxido nítrico, em nenhum dos tempos testados. 

Após determinação do melhor tempo para quantificação de óxido nítrico na presente condição 
experimental as avaliações foram direcionadas a verificar se esta ativação era dependente da 
concentração dos polissacarídeos. Para tanto, foram utilizadas as concentrações de 100 e 200 µg.mL-1 
dos polímeros durante 48 horas de tratamento.  

Na figura 18 pode-se observar uma concordância com os resultados apresentados na figura 
17, onde apenas o polímero PDOP foi capaz de promover a ativação dessa via em níveis de 
significância comparado ao controle sem tratamento. Observa-se, ainda, que não houve diferença de 
intensidade entre as concentrações testadas, uma vez que em ambas o aumento foi de 
aproximadamente 250%.  

A diferença de intensidade de ativação para a concentração de 100 µg.mL-1 de 100% de 
estímulo de ativação comparado ao controle (figura 17) e de 250% (figura 18) pode ser atribuída a 
heterogeneidade de respostas observadas para macrófagos obtidos de cultura primária e oriundos de 
biotério tipo convencional.  

Os resultados das análises de GC-MS para detecção de LPS mostraram ausência deste 
contaminante nas amostras dos polímeros, assim o aumento na produção de óxido nos macrófagos 
tratados, principalmente com o polímero PDOP, é um efeito do polissacarídeo e não de possível 
contaminação por LPS.  
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FIGURA 17. QUANTIFICAÇÃO TEMPO DEPENDENTE DOS NÍVEIS DE ÓXIDO NÍTRICO EM 
MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS TRATADOS COM OP, PDOP E PG 
FONTE: o autor (2012) 
Nota. Resultados obtidos para quantificação dos níveis de óxido nítrico por macrófagos peritoneais de camundongos sobre 
efeito de OP, PDOP e PG nas concentrações de 100 µg.mL-1. Após os períodos de tratamento com os polímeros a 37ºC 
sob 5% de CO2, uma aliquota de 100 µL do meio de reação foi misturada a 100 µL do reagente de Griess. Após 
estabilização da reação por 10 minutos realizou-se leitura em leitor de microplacas a 550 nm. Como controle positivo de 
ativação da via de produção de óxido nítrico utilizou-se LPS (100 ng.mL-1). Os resultados estão expressos como média ± 
EP (n = 3, sendo cada experimento em duplicata), para normalização dos mesmos utilizou-se coeficientes de soluções de 
padrão de nitrito de sódio. ANOVA de significância  ** P < 0,01 e *** P < 0,001 em comparação com o controle (células 
tratadas apenas com meio de cultura) e entre grupos. 

 
Comportamento semelhante aos observados para as moléculas OP e PG foram obtidos para 

duas pectinas isoladas de raízes de Vernonia kotschyana (uma planta herbácia originária do continente 
africano). Onde concentrações de até 500 μg.mL-1 dos polímeros não estimularam a produção de óxido 
nítrico em macrófagos humanos em período de 24 horas de exposição (NERGARD et al., 2005). Da 
mesma forma,  outras duas frações de pectinas isoladas de Glinus oppositifolius, a primeira constituída 
de arabinogalactanas tipo I e II e a outra rica em ácido galaturônico não estimularam a via de produção 
de óxido nítrico em concentrações de até 500 μg.mL-1 (INNGJERDINGEN et al., 2005).  

Assim como a fração PDOP, pectinas de outras fontes promoveram estímulo da secreção de 
óxido nítrico. Pectinas isoladas de flores de Tanacetum vulgare (catinga-de-mulata), em concentrações 
variando entre 200 a 1600 μg.mL-1, apresentaram-se capazes de estimular a produção de óxido nítrico 
em macrófagos J774. A1 em 24 horas de incubação. Onde observou-se padrão dose-dependente de 
resposta, em níveis comparáveis ao controle positivo por LPS 50 ng.mL-1, com produção de 
aproximadamente 6 µmol.L-1 de nitrito (XIE; SCHEPETKIN; QUINN, 2007).  
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FIGURA 18. QUANTIFICAÇÃO DOS NÍVEIS DE ÓXIDO NÍTRICO POR MACRÓFAGOS 
PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS TRATADOS COM OP, PDOP  E PG POR 48 HORAS 
FONTE: o autor (2012) 
Nota. Resultados obtidos para produção de óxido nítrico por macrófagos peritoneais de camundongos sobre efeito de OP, 
PDOP e PG nas concentrações de 100 e 200 µg.mL-1. Após 48 horas de tratamento com os polímeros a 37 ºC sob 5% de 
CO2, uma aliquota de 100 µL do meio de reação foi misturada a 100 µL do reagente de Griess. Após estabilizar a reação 
por 10 minutos, realizou-se a leitura em leitor de microplacas a 550 nm. Como controle positivo de ativação da via de 
produção de óxido nítrico utilizou-se LPS (100 ng.mL-1). Os resultados estão expressos como média ± EP (n = 4, sendo 
cada experimento em triplicata), para normalização dos mesmos utilizou-se coeficientes de solução do padrão de nitrito de 
sódio. ANOVA  de significância *** P < 0,001 em comparação ao controle (células tratadas apenas com meio de cultura) e 
entre grupos.     

 
Uma pectina isolada de flores de Nerium indicum (uma árvore de pequeno porte originária da 

Ásia) apresentou-se como potente estimuladora da secreção de óxido nítrico em macrófagos RAW 
264.7, num período de 24 horas de exposição. Concentrações entre 31,25 a 500 µg.mL-1 do polímero 
alcançaram níveis de estímulo de produção de óxido nítrico comparáveis ao controle positivo de LPS 2 
µg.mL-1, onde foi produzido aproximadamente 45 µmol.L-1  de nitrito (DONG et al., 2010).  

Estudo com seis frações de polissacarídeos pécticos isolados das folhas de Opilia celtidifolia 
(uma árvore de grande porte originária do continente africano) estimularam a via de produção de óxido 
nítrico  em macrófagos R2 de Wistar. Todas as frações com massa molecular variável, apresentaram 
alto potencial de estimular a produção de óxido nítrico e os valores exibiram um comportamento dose-
dependente de produção para todas as frações, cujas intensidades foram comparáveis a ativação por 
LPS 250 µg.mL-1, com aproximadamente 8 µmol.L-1 de nitrito (TOGOLA, et al., 2008). 

Tendo em vista que a retirada de aproximadamente 50% de grupamentos acetil da molécula 
OP, resultando na molécula PDOP propiciou um aumento de aproximadamente 250% na produção de 
óxido nítrico. Os resultados obtidos sugerem que as características particulares dos polímeros, como 
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porcentagem de grupos acetil, está diretamente envolvida na ativação de macrófagos peritoneais de 
camundongos para a produção de óxido nítrico. 

Além de serem células executoras de funções de proteção, os macrófagos também são 
importantes como células reguladoras de várias funções de outras células, para tanto secretam vários 
mediadores de sinalização, entre eles citocinas. 

 
5.5 Efeitos na produção das citocinas IL-10, IL-12 e TNF-alfa  
 

As interleucinas possuem tempos de meia-vida variando de horas até dias (BURKE; LEWIS, 
2002). Desta forma, por vezes não é possível quantificar várias destas moléculas em um mesmo tempo 
de tratamento. Além disso, é possível que as condições experimentais das avaliações também possam 
interferir na integridade destes mediadores e, conseqüentemente, nas quantificações. 

 Neste trabalho os níveis das citocinas avaliadas foram determinados no sobrenadante de 
macrófagos peritoneais de camundongos após tratamento com os polissacarídeos no tempo de 6 horas 
para o TNF-alfa e 48 horas para IL-10 e IL-12, utilizando o ensaio imunosorvente ligado a enzima. 

O ELISA (do inglês Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), é um dos métodos mais bem 
estabelecidos para quantificação de produtos em sobrenadantes de cultura de células, mostrando-se, 
ainda, o mais adequado quando necessária alta sensibilidade na técnica. Este ensaio emprega um 
anticorpo específico, para captura de determinada citocina, ligado a placa. Após a ligação da citocina 
de interesse ao anticorpo de captura é utilizado anticorpo biotinilado de detecção, o qual reconhece o 
complexo citocina-anticorpo de captura. Seguido a esse evento a reação é ampliada pela conjugação 
do anticorpo secundário estreptavidina-HRP, que na presença do substrato da enzima peroxidase, 
tetrametilbenzidina (TMB), revela a reação (RAYBIOTECH, 2011). 

A produção das citocinas IL-10, IL-12 e TNF-alfa está representada em pg.mL-1 de produto por 
4.105 células. A concentração de cada citocina foi determinada através de uma curva padrão 
específica. LPS  100 ng.mL-1 foi utilizado como controle positivo de ativação das vias avaliadas.          
 
5.5.1 Efeitos na produção de IL-10 
 

Atualmente sabe-se que a habilidade de produzir interleucina-10 não está limitada aos subtipos 
de linfócitos T, mas também a uma gama de outras células, entre as quais se encontram monócitos e 
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macrófagos, células que podem ser ativadas para produção dessa citocina tanto por mediadores 
endógenos quanto exógenos (WOLK et al., 2002; SABAT et al., 2010). 

Para verificar se os compostos OP, PDOP e PG poderiam atuar como mediadores de estímulo 
da produção de IL-10, macrófagos foram tratados com os polímeros nas concentrações de 100 e 200 
μg.mL-1 pelo período de 48 horas.  

Observa-se, na figura 19, que a pectina naturalmente acelilada (OP) promoveu aumento 
significativo de 10% na produção de IL-10 apenas na concentração de 200 µg.mL-1, quando 
comparado ao controle (macrófagos tratados apenas com meio de cultura).  

O tratamento com o polissacarídeo parcialmente desacetilado, polímero PDOP, apresentou 
aumento significativo na produção de interleucina-10 de 140% e 165% nas concentrações de 100 e 200 
µg.mL-1, respectivamente, demonstrando que a modulação dessa via por esse polissacarídeo é um 
evento dose-dependente. 

A pectina homogaturonato apresentou comportamento semelhante ao polímero OP 
estimulando em aproximadamente 12% a produção de IL-10 apenas na concentração de 200 µg.mL-1, 
comparado ao controle tratado com meio. 

Os efeitos de polissacarídeos sobre macrófagos para a produção de IL-10 tem sido variados, 
mesmo dentro de uma mesma classe de polímeros. Uma pectina, composta em sua maioria por uma 
região linear de ácido galacturônico, isolada de rizomas de Acorus calamus (cálamo-aromático) 
demonstrou não estimular a produção da interleucina-10 em macrófagos peritoneais de camundongos, 
em relação ao controle,  na concentração de 20 µg.mL-1 durante 24 horas de tratamento (BELSKA et 

al., 2010).  
Uma pectina isolada de talos de Apium graveolens (aipo) aumentou em 40%  a sobrevida de 

camundongos tratados com dose letal de 50 mg.kg-1 de LPS. Os autores sugerem que esse resultado 
se deve ao aumento, em aproximadamente 45%, na produção de interleucina-10 após a administração 
por via oral de 50 mg.kg-1 da pectina (OVODOVA et al., 2009). De forma semelhante outra pectina 
extraída de Capsicum annum (pimentão), administrada oralmente na concentração de 50 mg.kg-1 no 
tempo de tratameto de 48 horas, estimulou a produção de IL-10 em aproximadamente 100% em 
relação ao controle. Os autores sugerem que o estímulo na produção de IL-10 foi responsável pelo 
aumento na sobrevida de camundongos em aproximadamente 40% comparado ao controle, sem 
tratamento (POPOV et al., 2010). 

Uma arabinogalactana isolada de Anadenanthera colubrina  (angico branco), uma 
galactomanana isolada de Mimosa scabrella  (bracatinga) e uma xiloglucana isolada de Hymenaea 
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courbaril (jatobá), nas concentrações de 10 e 25 µg.mL-1, não estimularam macrófagos peritoneais a 
produzirem IL-10 em 48 horas de tratamento (AMARAL, 2011). 

 
 

  
FIGURA 19. QUANTIFICAÇÃO DOS NÍVEIS DE IL-10 EM MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE 
CAMUNDONGOS TRATADOS COM OP, PDOP E PG POR 48 HORAS 
FONTE: o autor (2012) 
Nota. Resultados obtidos para os níveis de produção de IL-10 em macrófagos peritoneais de camundongos sobre efeito dos 
polímeros OP, PDOP e PG nas concentrações de 100 e 200 μg. mL-1. Após 48 horas de tratamento com os polímeros a 37 
ºC sob 5% de CO2, uma aliquota de 100 µL do meio de reação foi retirada para quantificação de IL-10 por ELISA, segundo 
especificações do fabricante. Como controle positivo de ativação da via de produção de IL-10 utilizou-se LPS (100 ng. mL-1). 
Os resultados estão expressos como média ± DP (n = 5, sendo cada experimento em duplicata), para normalização dos 
mesmos utilizou-se os coeficientes da solução padrão da citocina IL-10. ANOVA de significância ** P < 0,01 e *** P < 0,001 
em relação ao  controle (células tratadas apenas com meio de cultura) e entre grupos. 

 
De maneira geral a via de produção de interleucina-10, estimulada pelos polissacarídeos de 

estudo, parece estar relacionada com características estruturais comuns as três pectinas, como a 
estrutura linear de homogalacturonanas. Contudo, deve-se observar a expressiva produção de IL-10 
após a desacetilação parcial do OP, originando o polímero PDOP, onde observa-se um aumento de 
aproximadamente 155% na ativação da via. 
 
5.5.2 Efeitos na produção de IL - 12  

 
A síntese de interleucina-12 tem papel essencial na ligação entre a resposta inata e a adquira 

(COLOMBO; TRlNCHlERl, 2002). Ao contrário de IL-12p35, que é produzida por grande diversidade de 
células e expressa de maneira constitutiva, a  síntese de IL-12p40 e IL-12p70 é  limitada a linhagem de 
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células apresentadoras de antígenos, como macrófagos, e expressa somente quando essas células 
são ativadas (TRlNCHlERl, 1995, 1998).  

Na figura 20 estão apresentados os resultados dos tratamentos de macrófagos peritoneais, 
durante o período de 48 horas com os polímeros OP, PDOP e PG nas concentrações de 100 e 200 
µg.mL-1, para quantificação da produção de IL-12.  

Observa-se que a pectina OP não apresentou estímulo significativo na produção de IL-12, a 
níveis superiores aos evidenciados no grupo controle, nas duas concentrações testadas. Ao contrário, 
o tratamento com o polímero PDOP promoveu aumento de aproximadamente 70 e 95% nas 
concentrações de 100 e 200 µg.mL-1, respectivamente em relação ao controle. Onde uma diferença de 
produção de aproximadamente 30 pg.mL-1 entre as doses, indica um perfil dose-dependente para 
estimulação de IL-12. 

Os resultados do tratamento de macrófagos com o polissacarídeo PG mostram  que em ambas 
as concentrações (100 e 200 µg.mL-1) a intensidade de estímulo de produção de IL-12 foi similar, 
alcançando aproximadamente 30% de aumento em relação ao controle. 

Estudos demonstrando a produção de IL-12 por macrófagos na presença de pectinas ainda 
não foram descritos na literatura, até o momento, mas para outras classes de polissacarídeos de 
plantas este efeito já foi observado.  

Frações de arabinogalactanas, com diferentes massas moleculares, obtidas de folhas de 
Juniperus scopolorum, foram testadas quanto ao estímulo de produção de IL-12 na linhagem de 
macrófagos J774. A1. O estudo mostrou que após 24 horas de tratamento, na concentração de 200 
µg.mL-1, apenas as frações com maiores massas moleculares foram capazes de estimular a produção 
dessa citocina com significância em relação ao controle, onde observou-se aumento de 
aproximadamente 12 vezes na produção IL-12 (SCHEPETKIN et al., 2005). 

Uma glucoarabinogalactana isolada de Glycyrrhiza uralensis (uma herbácea originada da Ásia) 
demonstrou estimular a produção de IL-12 de maneira dose-tempo-dependente em macrófagos 
peritoneais de camundongos. Na dose de 400 µg.mL-1 e 72 horas o polímero demonstrou aumento de 
aproximadamente três vezes na produção dessa citocina em relação ao controle (CHENG et al., 2008).  

Diante dos resultados obtidos no presente estudo observa-se que a produção da citocina IL-12, 
desencadeada pelos polissacarídeos estudados, está relacionada com a região linear dos polímeros. 
Uma vez que os polímeros PDOP e PG exibiram maior intensidade na produção desta citocina. 
Enquanto que o polímero OP, o qual apresenta alto grau de acetilação, foi menos eficaz na ativação da 
mesma. 

 



67 

 

 
FIGURA 20. QUANTIFICAÇÃO DOS NÍVEIS DE IL-12 EM MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE 
CAMUNDONGOS TRATADOS COM OP, PDOP E PG POR 48 HORAS 
FONTE: o autor (2012) 
Nota. Resultados obtidos para os níveis de detecção de IL-12 em macrófagos peritoneais de camundongos sobre efeito dos 
polímeros OP, PDOP e PG nas concentrações de 100 e 200 μg. mL-1. Após 48 horas de tratamento com os polímeros a 37 
ºC sob 5% de CO2, uma aliquota de 100 µL do meio de reação foi retirada para quantificação de IL-12 por ELISA, segundo 
especificações do fabricante. Como controle positivo de ativação da via de produção de IL-12 utilizou-se LPS (100 ng. mL-1). 
Os resultados estão expressos como média ± DP (n = 5, sendo cada experimento em duplicata), para normalização dos 
mesmos utilizou-se os coeficientes da solução padrão da citocina IL-12. ANOVA  de significancia * P < 0,05, ** P < 0,01 e 
*** P < 0,001 em relação ao  controle (células tratadas apenas com meio de cultura) e entre grupos. 
 
5.5.3 Efeitos na produção de TNF-alfa. 
 

A citocina TNF-alfa apresenta múltiplos papéis metabólicos. Contudo, quando produzida por 
macrófagos tem ação direta como molécula tumoricida, atração de outras células do sistema imune 
para sítios de vigília e também na modulação da produção de outros coadjuvantes e mediadores 
inflamatórios, como moléculas de adesão, outras citocinas e expressão de enzimas produtoras de 
espécies reativas (BAUGH; BUCALA, 2001; CAMINERO; COMABELLA; MONTALBAN, 2011).  

Para quantificação dos níveis de TNF-alfa optou-se por realizar o tratamento no período de seis 
horas, condição determinada em trabalhos anteriores do grupo como sendo melhor tempo de 
tratamento para a quantificação desta citocina nas condições experimentais utilizadas. 

Na figura 21 observa-se que os polímeros OP e PG não estimularam a produção de TNF-alfa 
em relação ao controle sem tratamento. No entanto, com o tratamento dos macrófagos com o polímero 
PDOP observou-se aumento na produção de TNF-alfa em aproximadamente 60 e 87% nas 
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concentrações de 100 e 200 µg.mL-1, respectivamente. A diferença de intensidade de 
aproximadamente 50 pg.mL-1, entre os tratamentos, indica um efeito dose-dependente de estímulo. 

Três frações de mananas acetiladas, com diferentes massas moleculares, isoladas das folhas 
de Aloe vera (babosa) estimularam a produção de TNF-alfa tanto in vitro quanto in vivo em macrófagos 
peritoneais de camundongos. Os autores observaram que nas avaliações in vitro, após 48 horas de 
tratamento e 500 μg.mL-1 de concentração do polímero, os polissacarídeos foram capazes de estimular 
a produção de TNF-alfa em aproximadamente 1000 vezes comparado ao controle não tratado. Para o 
tratamento in vivo na mesma concentração do experimento in vitro, após uma hora e meia de 
administração dos polímeros, esse aumento foi de aproximadamente 700 vezes. Os autores destacam 
que as maiores intensidades de estímulo observadas foram desencadeadas pelo polímero com maior 
massa molecular (LEUNG et al., 2004). 

Uma fração polissacarídica extraída de rizomas de Curcuma zedoaria (zedoária), contendo 
41% de açúcares neutros (sendo esses Rha, Fuc, Ara, Xyl, Man, Gal e Glc ), 3,6% de ácido urônico e 
20% de proteínas, foi descrita como potente ativadora na produção de TNF-alfa na linhagem RAW 
264.7 após 24 horas de tratamento. Os autores observaram efeito dose-dependente alcançando 
intensidade de até 2500 vezes na concentração de 500 µg.mL-1 da fração (KIM et al., 2001).  

Uma galactoglucomanana isolada de sementes de Leucaena leucocephala (leucena), e suas 
formas quimicamente glicosilada e sulfatada foram avaliadas quanto a capacidade de estimular a 
produção de TNF-alfa na linhagem RAW 264.7 após 24 horas de tratamento. Nesse estudo foi 
observado que a galactoglucomanana nativa e sua forma glicosilada não apresentam qualquer 
estímulo na produção de TNF-alfa. No entanto, o polímero sulfatado (10 µg.mL-1) promoveu um 
estímulo com intensidade cinco vezes maior ao quantificado para os macrófagos controle, sem 
tratamento (GAMAL-ELDEEN et al., 2007). 

Uma fração polissacarídica isolada de raízes de Bupleurum smithii (uma herbácea tradicional 
na medicina chinesa) composta por 75% de carboidratos, sendo que desses aproximadamente 42% 
são ácido urônico e a composição monossacarídica constituída por arabinose, galactose, glucose e 
ramnose, foi administrada por via intragástrica em camundongos nas doses de 20, 40 e 80 mg.kg-1.dia-1 
durante 6 dias. Após tratamento os autores não observaram aumento na produção de TNF-alfa em 
níveis superiores aos observados no grupo controle. No entanto quando se realizou tratamento, nas 
mesmas condições estabelecidas anteriormente, porém com as células tratadas previamente com LPS 
1 µg. mL-1 durante 24 horas, os polissacarídeos inibiram os produtos induzidos pela toxina, entre esses 
TNF-alfa (CHENG et al., 2010). 
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FIGURA 21. QUANTIFICAÇÃO DOS NÍVEIS DE TNF-ALFA POR MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE 
CAMUNDONGOS TRATADOS COM OP, PDOP E PG POR 6 HORAS 
FONTE: o autor (2012) 
Nota. Resultados obtidos para produção de TNF-alfa por macrófagos peritoneais de camundongos sobre efeito dos 
polímeros OP, PDOP e PG nas concentrações de 100 e 200 μg. mL-1. Após 6 horas de tratamento com os polímeros a 37 
ºC sob 5% de CO2, uma aliquota de 100 µL do meio de reação foi retirada para quantificação de TNF-alfa por ELISA, 
segundo especificações do fabricante. Como controle positivo de ativação da via de produção de TNF-alfa utilizou-se LPS 
(100 ng.mL-1). Os resultados estão expressos como média ± DP (n = 3, sendo cada experimento em duplicata), para 
normalização dos mesmos utilizou-se os coeficientes da solução padrão da citocina TNF-alfa. ANOVA  de significância  *** 
P < 0,001 em relação ao  controle (células tratadas apenas com meio de cultura) e entre grupos. 

 
Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que a produção da citocina TNF-alfa 

por macrófagos, estimulados pelas pectinas, assim como para as outras citocinas avaliadas parece 
estar relacionada com características estruturais de cada polímero. Isso pode ser evidenciado tendo-se 
em vista que a remoção parcial dos grupamentos acetil do polímero nativo (OP), originando o polímero 
PDOP, proporcionou aumento de aproximadamente 80% na produção de TNF-alfa na maior 
concentração testada (200 µg. mL-1). Os polissacarídeos OP e PG, nas mesmas condições, não foram 
capazes de estimular a produção desta citocina, em relação ao controle não tratado. 
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6. DISCUSSÃO FINAL 
 
Polissacarídeos vem recebendo atenção na aplicação terapêutica, principalmente  por agirem  

como imunomoduladores (TZIANABOS, 2000; LEUNG et al., 2006; SCHEPETKIN; QUINN, 2006). 
Neste contexto, esse trabalho foi motivado pela relevância em se estudar o efeito imunomodulador das 
pectinas da casca dos frutos do cacau, utilizando as forma nativas e parcialmente desacetilada, e do 
polímero poligalacturonato em macrófagos e, ainda, correlacionar os efeitos observados com 
parâmetros estruturais destes polímeros. O resumo dos resultados está representado na tabela 4, para 
melhor visualização. 
 
TABELA 4. RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS NOS EXPERIMENTOS DE MODULAÇÃO DAS 
ATIVIDADES EM MACRÓFAGOS PELAS PECTINAS OP, PDOP E PG 

Perfil em porcentagem (%) em relação ao controle 

polímero Concentração Ativação 
celular fagocitose O2˙¯ NO˙ IL-10 IL-12 TNF-α 

OP 100µg.mL-1 ns ns ns ns ns ns ns 
200µg.mL-1 ns ns ns ns ↑10%** ns ns 

PDOP 100µg.mL-1 ↑77%*** ns ns ↑250%*** ↑140%*** ↑70%*** ↑60%*** 
200µg.mL-1 ↑77%*** ns ns ↑250%*** ↑165%*** ↑95%*** ↑87%*** 

PG 100µg.mL-1 ns ns ns ns ns ↑30%** ns 
200µg.mL-1 ↑40%** ns ↑60%** ns ↑12%*** ↑30%** ns 

FONTE: o autor (2012) 
Nota. ANOVA de significância ** <0,01 e *** <0,001 em relação ao controle (células tratadas somente com meio de cultura 
ou com solução de citocromo c - nos experimentos de dosagem de ânion superóxido). 

 
O polímero OP, pectina naturalmente acetilada, não promoveu alterações morfológicas 

expressivas nas células, as quais permaneceram com perfil de células residentes (figuras 11 e 12). 
Essa característica foi acompanhada por um aumento significativo da produção de IL-10 (figura 19). 
Esses resultados são condizentes uma vez que essa citocina é uma desativadora das funções de 
macrófagos e, portanto, de suas características morfológicas de célula ativada (BOGDAN, 
VODOVOTZ; NATHAN, 1991; DOBROVOLSKAIA; VOGEL, 2002).  

Tendo em vista que o polímero OP não estimulou nenhuma das outras vias avaliadas (figuras 
13-18, 20 e 21), sugere-se que o mesmo pode atuar como uma potencial molécula para futuras 
aplicações como veículo de medicamentos, ainda mais relevante quando a supressão de respostas 
inflamatórias é desejada. Contudo, ressalta-se a necessidade de ampliação de estudos para 
caracterizar este polissacarídeo como possível agente imunoregulador de funções de macrófagos, 
como ensaios in vivo.  
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Estudo com pectinas comerciais de citrus, com diferentes graus de esterificação (DE), 
realizado por Salman e colaboradores (2008), observou que o aumento de DE dos polímeros está 
diretamente relacionado ao aumento proporcional do estímulo de mediadores anti-inflamatórios como 
IL-1 ra e IL-10 em monócitos (SALMAN et al., 2008). De maneira semelhante estudos com pectinas 
também de citrus com diferentes graus de esterificação descrevem a ação anti-inflamatória desses 
polímeros através da inibição da expressão de iNOS e COX-2 em macrófagos ativados com LPS 
(CHEN et al., 2006). 

No presente estudo a molécula PDOP promoveu alterações morfológicas expressivas em 
macrófagos, onde as células passaram a ter características de células no estado ativado (figuras 11 e 
12). Essas alterações estão em concordância com o intenso aumento na produção dos mediadores 
óxido nítrico, IL-10, IL-12 e TNF-alfa (tabela 4). A intensidade dos efeitos estimulados por PDOP foi 
superior aos observados pelos polímeros OP e PG, e semelhante aos desencadeados pela molécula 
LPS, representados nas figuras 17-21.  

 A via do “burst” respiratório sofreu estímulo significativo (60%) apenas com o tratamento com o 
polímero PG (figuras 15 e 16). Observa-se que a intensidade de efeito exibido pelo polímero PG, em 
relação a ativação celular, produção de IL-10 e IL-12, foi respectivamente de aproximadamente 2, 14 e 
3 vezes menor comparado ao efeito estimulado pelo polímero PDOP, nas mesmas condições (tabela 
4).  

A propriedade de estimular mediadores pró e anti-inflamatórios não é comum entre os 
polissacarídeos de plantas, porém Schepetkin e colaboradores (2005), trabalhando com frações de 
arabinogalactanas isoladas de Juniperus scopolorum, verificaram aumento nos níveis de TNF-alfa, IL-1, 
IL-6 e IL-12 (citocinas pró-inflamatórias) e da citocina anti-inflamatória interleucina-10 em macrófagos 
J774. A1 (SCHEPETKIN et al., 2005). 

Efeito imunomodulador em pectina com estrutura composta por homogalacturonanas, inserção 
de ramnogalacturonanas I e, ainda, apresentando-se com elevado grau de acetilação foi observado em 
polímero isolado de Centella asiatica. Neste trabalho, os autores, observaram estímulo da proliferação 
de células B e T com a estrutura nativa do polímero e, após desacetilação parcial da estrutura do 
mesmo, observaram proliferação ainda mais expressiva de células B (WANG; LUI; FANG, 2005). Outra 
pectina naturalmente acetilada, isolada de Dendrobium nobile, exibiu comportamento semelhante ao 
anteriormente descrito. Após a remoção parcial de grupamentos acetil o polímero tornou-se mais 
potente ativador da proliferação de linfócitos B quando comparado à molécula nativa (WANG; LUO; 
ZHA, 2010). Em ambos os trabalhos os autores sugerem que o conteúdo de grupamentos acetil é 
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essencial para os efeitos observados (WANG; LUI; FANG, 2005; WANG; LUO; ZHA, 2010). Os 
resultados observados no presente estudo reforçam estas proposições, uma vez que o polímero OP, 
contendo alto grau de acetilação, foi menos eficaz na estimulação de certas vias de macrófagos 
quando comparado com seu respectivo polímero parcialmente desacetilado (PDOP).  

Outra via de significativa importância para as funções de macrófagos, também avaliada neste 
estudo, foi a atividade fagocítica. Os três polímeros (OP, PDOP e PG) não interferiam na capacidade 
fagocítica de macrófagos em relação a partículas de leveduras, nas condições avaliadas (figuras 13 e 
14). Tem sido proposto que alguns receptores de fagocitose possuam dupla função (incorporação de 
partículas e estímulo de adesão), portanto, a atividade fagocítica pode ser inibida pela ativação da 
função de adesão. Por exemplo, a ativação do receptor de fibronectina para adesão ao substrato pode 
inativar a função de receptores do complemento, como os C3, de aumentarem o estímulo de 
incorporação de partículas (ADEREM; UNDERHILL, 1999).  

Para estudos posteriores sugere-se a revelância em se explorar os mecanismos moleculares 
relacionados à produção dos mediadores avaliados neste estudo. Especular o estímulo da expressão 
de receptores de membrana (como receptores de manose e TLRs), avaliar a ativação de proteínas 
quinase [proteína quinase c (PKC) e proteínas quinases ativadoras de mitógeno (MAPKs)], e ativação 
de fatores de transcrição (como NF-κBs e STATs), os quais têm sua atividade modulada por diversos 
polissacarídeos (JEON et al., 2001; ANDO et al., 2002; HSU et al., 2004; LEE et al., 2004; SHAO et al., 

2004) 
Em conjunto os resultados do presente estudo demonstram que a pectina isolada da casca dos 

frutos do cacau, sua forma parcialmente desacetilada e o polímero poligalacturonato, são capazes de 
ativar macrófagos através do estímulo da secreção de alguns mediadores. A diferença entre os perfis 
de estímulo proporcionados pelos polímeros sugere que diferentes vias estão envolvidas no 
mecanismo de ação de cada molécula. Com isso confirma-se que polímeros com padrão de repetição 
de estrutura principal semelhante, porém com diferenças na presença de outra família de polímeros 
(inserções de RGI) e a presença de grupamentos substituintes (grupamentos acetil) são capazes de 
estimular macrófagos peritoneais de camundongos através de mecanismos particulares. Os presentes 
dados confirmam proposições anteriores que atribuem a proporção de grupamentos acetil e cadeias 
laterais de galactanas, a capacidade de gerar diferentes respostas biológicas (WANG; LIU; FANG, 
2005; WANG; LUO; ZHA, 2010). 
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7. CONCLUSÃO 
 
Os efeitos das pectinas observados sobre os macrófagos peritoneais permitem elaborar as 

seguintes conclusões: 
Os tratamentos com os polímeros PDOP e PG, em altas concentrações (400 µg.mL-1), 

diminuiram significativamente a viabilidade celular de macrófagos em relação ao controle. No entanto o 
tratamento com a pectina OP, nas mesmas condições, não demonstrou diminuir a viabilidade em 
nenhuma concentração testada.  

Os polímeros PDOP e PG foram caracterizados por estimular a ativação celular e produção da 
citocina IL-12 em relação às células não tratadas, perfil esse não observado com o tratamento com o 
polímero OP. 

 Após o tratamento das células com os polímeros, pelo período de 48 horas, não foi observado 
qualquer estímulo na fagocitose de partículas de leveduras Saccharomyces cerevisiae, em relação ao 
grupo controle. 

Em relação ao estímulo da produção de ânion superóxido o polímero PG, pectina com menor 
massa molecular pela ausência de ramificações, mostrou-se capaz de estimular essa via com 
intensidade superior a observada no grupo controle. Ainda foi observado que o melhor tempo de 
quantificação para produção de O2˙¯, nesse sistema experimental, foi de duas horas. As pectinas do 
cacau, tanto na forma naturalmente acetilada quanto parcialmente desacetilada, não foram capazes de 
estimular o aumento dessa função de macrófagos nas condições testadas. 

Apenas o polissacarídeo PDOP mostrou-se capaz de modular a produção de óxido nítrico, com 
tempo mais adequado de quantificação de 48 horas de tratamento, e da citocina TNF-alfa em relação a 
macrófagos não tratados. Vias que não foram estimuladas pelo tratamento com os polímeros OP e PG. 

A única via estimulada pelas três pectinas foi a de produção da citocina IL-10, onde se destaca 
o maior estímulo por parte do polímero PDOP, o qual também foi o responsável por biomomular com 
maior intensidade outros mediadores avaliados, NO˙, IL-12 e TNF-alfa.  

Os polímeros da casca dos frutos do cacau, assim como o polímero poligalacturonato, 
demonstraram ser pontenciais ativadores de algumas funções de macrófagos, podendo ser 
classificados como biomoduladores. Esses resultados contribuem para o esclarecimento do papel de 
grupamentos acetil e de estruturas de pectinas no estímulo das atividades abordadas neste trabalho.  
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