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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 familia de homogalacturonanas (PG),
foram avaliadas quanto ao seu potencial de modular algumas fungdes de macréfagos. Os polimeros
PDOP e PG, na concentracdo de 200 ug.mL-', foram capazes de promover ativagao celular em 77 e
40% respectivamente, em relagdo ao controle ndo tratado. Apdés 48 horas de tratamento dos
macréfagos com os polimeros nédo foi observado qualquer estimulo na fagocitose de particulas de
leveduras, comparado ao controle sem tratamento. Em relagdo a produgéo de anion superoxido o
polimero PG apresentou-se capaz de estimular essa via em 60%, quando comparado com as células
nao tratadas, enquanto que os demais (OP e PDOP) n&o interferiram na produgdo dessa espécie
reativa. O polissacarideo PDOP (100 pg.mL-") aumentou a produgéo de oxido nitrico em 250% em 48
horas e de TNF-alfa em 87% apds 6 horas de tratamento na concentragao de 200 ug.mL-". Na mesma
concentragéo os niveis de IL-12 aumentaram em 95 e 30% nos macréfagos tratados com PDOP e PG,
respectivamente. Uma via de comum estimulo pelos trés polissacarideos da classe de pectinas foi a de
producdo da citocina IL-10, onde pode-se observar um aumento, em relagdo ao controle, de
aproximadamente 10% com a molécula OP, 12% para PG e 165% para o polissacarideo PDOP na
concentragao de 200 pg.mL-'. Os resultados obtidos no presente estudo indicam que a pectina nativa,
a parcialmente desacetilada e o polimero linear podem ser classificados como modificadores da
resposta biolégica em macroéfagos peritoneais de camundongos. E evidente também que os efeitos
observados mostram-se diretamente relacionadas com as caracteristicas estruturais de cada polimero.

Palavras-chave: macréfagos, Theobroma cacao L., pectinas, modificadores da resposta biolégica.



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 pg.mL-" 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 pg.mL") at ~ 250%. The levels of TNF-a was also increased at 87%
after 6 hours of incubation with PDOP at the highest concentration (200 pg.mL"). At the same time and
concentration PDOP and PG increased IL-12 level at 95% and 30%, respectively. At the highest
concentration (200 pg.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.INTRODUCAO

Macroéfagos séo células amplamente distribuidas no organismo e tem papel central em diversos
processos como homeostase, inflamagdo e comunicagdo entre resposta imune inata e adquirida
(ADAMS; HAMILTON, 1984; ZHANG; GONGCALVES; MOSSER, 2008).

Diversas fungdes exercidas por macréfagos podem ser aumentadas ou prolongadas para
modular a resposta imune do hospedeiro contra infec¢bes e inumeras outras patologias. Dessas
fungdes destacam-se a fagocitose, ativagdo do “burst” oxidativo, produgdo de espécies reativas de
nitrogénio e a secre¢do de um grande espectro de citocinas (LEUNG et al., 2004; LIU et al., 2004;
ROSARIO et al., 2008, 2011).

Tem sido demonstrado uma diversidade de agentes interferentes nas atividades funcionais dos
macroéfagos, com destaque para moléculas como polissacarideos, os quais tem sido alvo de grande
interesse na aplicacdo terapéutica (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 parametros estruturais de polissacarideos, tais como
tipo de ligagéo glicosidica, grau de ramificagdo, massa molecular e presenga de grupos substituintes
com atividade bioldgica (BLEICHER; MACKIN; BETAFECTIN, 1995; POUTSIAKA et al., 1993; LEUNG
et al., 2004; SCHEPETKIN et al., 2005). Contudo essa correlagdo vem sendo explorada apenas para
polissacarideos com estruturas simplificadas.

Dentre os polissacarideos que estimulam o aumento de respostas biolégicas destacam-se
trabalhos com pectinas, a classe mais complexa estruturalmente de polissacarideos vegetais (PEREZ;
MAZEAU; du PENHOAT, 2000; WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006; MOHNEN, 2008). Entre as
respostas biologicas j& descritas para as pectinas destacam-se as de ativagdo de macréfagos
(IACOMINI et al., 2005; INNGJERDINGEN et al., 2005; CHEN et al., 2006; XIE; SCHEPETKIN; QUINN,
2007; TOGOLA et al., 2008). Porém, a relagao estrutura quimica e atividade bioldgica de pectinas é
pouco compreendida, provavelmente devido a complexidade estrutural destes polimeros.

Diversas atividades tém sido descritas para diferentes compostos isolados do cacau, como
atividade antioxidante dos extratos das folhas, inibigdo de lipoperoxidagéo e oxidagao plasmatica dos
polifendis da casca dos frutos, atividade anti-viral e anti-HIV das fragdes de lignina das sementes
(OSMAN; NASARUDIN; LEE, 2004; SAKAGAMI et al., 2008; SCHINELLA et al, 2010), porém ha
poucos estudos com polissacarideos desta espécie. Com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre
os efeitos bioldgicos dos polissacarideos isolados de cacau, no presente estudo utilizou-se a pectina
da casca dos frutos do cacau, caracterizada pelo Grupo de Quimica de Carboidratos Vegetais da
Universidade Federal do Parana (VRIESMANN; TEOFILO, PETKOWICZ, 2011).
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1.1 JUSTIFICATIVA

Tem sido proposto que a ativagdo de macrofagos, por polissacarideos, esta diretamente
relacionada com a estrutura destes polimeros, assim como a presenca de determinados grupos
substituintes (TZIANABOS, 2000; LEUNG et al., 2006; SCHEPETKIN; QUINN, 2006). Alguns estudos
tém mostrado que a variagao no conteldo de grupos acetil em determinado polimero esta 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 bioldgica de polissacarideos
isolados do cacau, a importante busca no esclarecimento do papel da diversidade estrutural e presenca
de grupamentos substituintes em atividade biologica, pectinas do cacau e um polimero linear de
poligalacturonato foram avaliados em relagdo as suas potenciais propriedades biomoduladoras

utilizando como modelo experimental macréfagos 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 polimero poligalacturonato sobre
macroéfagos peritoneais de camundongos e relacionar os efeitos obtidos com as diferentes estruturas

dos polimeros.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito dos polimeros sobre algumas fungdes de macrofagos:
= Viabilidade celular;
= Ativagao celular;
= Atividade fagocitica;
= Produgéo de énion superdxido (O27);
= Produgéo de dxido nitrico (NO’);
= Produgéo de interleucina-10 (IL-10);
» Produg&o de interleucina-12 (IL-12);

= Produc&o de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-c).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Macréfagos

Macroéfagos séo células que pertencem ao sistema de fagdcitos mononucleares e apresentam
ampla distribuicdo nos tecidos do organismo (BURKE; LEWIS, 2002; GORDON; TAYLOR, 2005). Sdo
células derivadas da medula ¢ssea a partir de células progenitoras mieldides, denominadas CFU-GM
(unidades formadoras de colénias de granuldcitos-macréfagos). A célula progenitora da origem,
sequencialmente, a monoblastos, promondcitos € mondcitos, os quais saem da medula e direcionam-
se, através da circulagdo, para diferentes tecidos diferenciando-se em macrofagos tecido-especificos
(BURKE; LEWIS, 2002; GORDON; TAYLOR, 2005; TAYLOR et al., 2005; TACKE; RANDOLPH, 2006).

Apés entrarem em contato com uma diversidade de estimulos enddgenos e exogenos
macrofagos adquirem representativa heterogeneidade em relagdo ao fenétipo e fungdo (NATHAN,
1991; MOSSER, 2003; GEISSMANN et al., 2010). As vias ou estados de ativagdo de macréfagos se
caracterizam pela produgdo de mediadores especificos, como representado na figura 1 (MOSSER,
2003, GORDON; TAYLOR, 2005; MOSSER; EDWARDS, 2008).

A ativagdo classica é caracterizada pela alta atividade microbicida estimulada pela produgao de
citocinas pro-inflamatérias, alta produgéo de mediadores toxicos como anion superdxido e oxido nitrico;
aumento da expressdo de complexo principal de histocompatibilidade da classe dois (MHC-II) e baixa
expressdo de receptor de manose (MR). Esta via é induzida por interferon-y (INF- y) e TNF-alfa
produzidos por outras células do sistema imune [linfocitos T ativados para resposta um (Th1) e
linfocitos “natural Killers” (NK)] e produtos bacterianos como lipopolissacarideo (LPS) (GORDON;
TAYLOR, 2005; MOSSER; EDWARDS, 2008).

A ativacdo alternativa é desencadeada por estimulo com IL-4 ou 13 produzidos por outras
celulas do sistema imune [linfocitos T ativados para resposta dois (Th2) e granulécitos] e caracteriza-se
pela ativagdo dos macréfagos para agdo na imunidade humoral, respostas alérgicas, antiparasitarias e
a processos envolvidos no reparo tecidual. Outra denominacdo da ativagao alternativa, classificada
como ativacéo alternativa tipo Il, difere da via classica por suprimir a produgéo de IL-12 pela ativagdo
de receptores de imunoglobulinas (FcyRs), propiciando a sintese de altas quantidades de IL-10.
(GORDON, 2003; MOSSER; EDWARDS, 2008).

A ativagdo inata se apresenta envolvida com a produgdo de mediadores microbicidas e
citocinas pré-inflamatorias, € mediada por agonistas de receptores de reconhecimento padrao (RRP),
entre os quais se destacam os receptores “Toll-like” (TLRs), presentes na linhagem mondcito-
macréfago (GORDON, 2003).
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A desativacdo ou via regulatoria se caracteriza pela grande produgéo de IL-10, supresséo de
citocinas pro-inflamatérias e reducdo da expressdo de MHC-Il. E induzida pelo tratamento de
macroéfagos com IL-10, fator de transformagao do crescimento-beta (TGF-f), os quais s&o produzidos
por células T regulatérias (Treg), também pode ser estimulada por prostaglandinas, glucocorticéides e
células apoptdticas (GORDON; TAYLOR, 2005; MOSSER; EDWARDS, 2008).
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FIGURA 1. VIAS DE ATIVAGAO DE MACROFAGOS
FONTE: adaptada (GORDON, 2003; MOSSER, 2003; MOSSER; EDWARDS, 2008)

Nota. Vias de ativagdo de macrofagos por diferentes mecanismos. A) Ativagdo classica estimulada por interferon-y e LPS.
B) Ativag&o alternativa estimulada por IL-4 e 13. C) Ativag&o alternativa tipo II, estimulada por agonistas FcyRs. D) Ativagéo
inata estimulada por agonistas de RRP como TLRs. E) Via regulatéria ou de desativagao estimulada por IL-10 e TGF-B.
EROs, espécies reativas de oxigénio; ERNs, espécies reativas de nitrogénio; RRP, receptores de reconhecimento padréo;
FcyRs, receptores de imunoglobulinas; TLR, receptor “Toll like”; IL-10, interleucina-10, TGF-B, fator de crescimento
transformante beta.

Entre as muitas alteragdes encontradas em macrofagos apds responderem a estimulos de
ativagdo, pelas mais variadas fontes, encontram-se estimulo da atividade fagocitica, producéo de
intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio e citocinas, repostas que, por terem sido avaliadas

neste trabalho, serdo abordados a seguir.
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2.1.1 Capacidade fagocitica

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

A fagocitose é mediada por um elaborado sistema de sinalizagdo que leva a polimerizagéo da
actina, no sitio de ingestéo, e a particula € posteriormente internalizada (ADEREM; UNDERHILL, 1999;
MINAKAMI; SUMIMOTO, 2006).

Os receptores envolvidos no processo de fagocitose em macréfagos podem reconhecer
particulas com uso de opsoninas como anticorpos, colectinas, proteinas do sistema complemento e
proteina ligadora de LPS. O reconhecimento pode se dar, contudo, de maneira direta, com a
associagdo dos receptores a acidos nucléicos, carboidratos, lipidios e proteinas, moléculas essas
denominadas de PAMPs (padrdes moleculares associados a patdgenos), como demonstrado na figura
2 (GORDON, 2002; GORDON, 2003; KERRINGAN; BROWN, 2009).
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FIGURA 2. MECANISMO DE RECONHECIMENTO DE PATOGENOS POR RRP DE MACROFAGOS
FONTE: adaptada (KERRINGAN; BROWN, 2009)

Nota. O mecanismo de reconhecimento de patégenos por macréfagos se da pela associagdo com receptores especificos da
superficie dessas células como os receptores dectina-1, FcyR (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 Ativagao do “burst” oxidativo

Por definicdo “burst” oxidativo ou respiratorio € um processo de protegao celular caracterizado
pelo aumento rapido do consumo de oxigénio, seguido da reducdo deste a anion superoxido e,
posteriormente, a outras espécies reativas de oxigénio. Em macrofagos esse processo € catalisado,
inicialmente, por um complexo multienzimatico, o qual é denominado de forma geral como NADPH
oxidase (TSE; MILTON; PIGANEILI, 2004; VIGNAIS, 2002; CROSS; SEGAL, 2004).
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FIGURA 3. MECANISMO DE ATIVAGAO DA PRODUGAO DE ANION SUPEROXIDO PELO
COMPLEXO NADPH OXIDASE EM MACROFAGOS
FONTE: adaptada (LAMBETH, 2004)

Nota. A ativagdo do complexo da gp91phox ocorre por pelo menos trés etapas de sinalizagdo que resultam na montagem
de proteinas reguladoras citosolicas (p40phox, p47phox e p67phox) com flavocitocromo b558 (composto da associada entre
as proteinas gp91phox e p22phox). Essas etapas envolvem atividade de proteinas quinases, enzimas que metabolizam
lipidios e nucleotideos de troca de proteinas GDPase RAC. Proteinas quinases, incluindo proteina quinase C e AKT,
catalizam fosforilagdes na regido autoinibitéria da proteina p47phox, permitindo sua associagdo com a proteina p22phox.
Esse mecanismo alivia a inibigao do dominio de p47phox, permitindo ligacdo aos lipideos de membrana. Fosfatidilinositol 3-
quinase (PI3K) e fosfolipase D produzem fosfatidilinositol 3 fosforilado (PtdInsP) e &cido fosfatidico, respectivamente,
proporcionando lipidios para que p47phox e p40phox se associem. No processo de ativagéo, estimulado por GEF (fator de
troca de GTP), Rac-GDP deixa de ser inibida pela proteina RhoGDP no citosol, associa-se ao complexo e auxilia na
ativagao.

O nucleo catalitico do complexo NADPH oxidase é composto por uma glicoproteina ancorada a

membrana, gp91phox, a qual possui um dominio transmembrana N-terminal com seis subunidades e
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um C-terminal para ligagdo do NADPH e do FAD e também pela proteina p22phox, que possui duas
subunidades (TSE; MILTON; PIGANELLI, 2004; MINAKAMI; SUMIMOTO, 2006).

A regulagao da ativagédo do nucleo catalitico (também conhecido como flavocitocromo b558) é
realizada por proteinas citosdlicas 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 producdo de espécies reativas de oxigénio em
macroéfagos sdo IFN-y, LPS, muramil dipeptidio e também os ésteres de forbol (PMA) (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007; SCHEPETKIN; QUINN, 2006).

Concomitante a ativagdo da NADPH oxidase outras enzimas, SOD (superdxido dismutase) e
MPO (mieloperoxidase), agem na convers&o do anion superoxido em peroxido de hidrogénio e neste a
acido hipocloroso, respectivamente. Esses produtos séo apontados como tendo papel mais agressivo
que o anion superdxido na acao bactericida, demonstrado na figura 4 (ROOS; WINTERBOURN, 2002;
VIGNAIS, 2002; HALLIWELL, 2006).
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FIGURA 4. GERAGAO DE INTERMEDIARIOS REATIVOS PELA ATIVACAO DE OUTRAS ENZIMAS
DO “BURST’ OXIDATIVO
FONTE: adaptada (BEUTLER, 2004).

Nota. O anion superoxido produzido apos ativagdo do complexo NADPH oxidase serve de substrato para a enzima SOD,
que o dismuta a peroxido de hidrogénio, o qual & transformado em &cido hipocloroso e gera oxigénio singlete e hidroxilas.
Em outra via paralela o peréxido de hidrogénio, catalizado pelo ferro, gera radical hidroxila. Anion superéxido na presenga
de oxido nitrico pode gerar a espécie peroxinitrito, caracterizado como potente destruir de microrganismos. HOCI, &cido
hipocloroso; ONOQO', peroxinitrito; Fe**, ferro no estado dois, 'Oz, oxigénio molecular singlete; OH', radical hidroxila.
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Recentemente estudo realizado por Reeves e colaboradores (2002) sugere que a ativagao do
complexo NADPH oxidase esta diretamente relacionada a execugdo da atividade microbicida através
da despolarizagdo da membrana fagossomal. A despolarizagéo gera produgao de anion superoxido,
mediando fluxos de ions como H* e K* para essa regido, o que culmina na ativagdo de proteases da

matriz levando a digestao e morte de microrganismos (REEVES et al., 2002).

2.1.3 Producgao de dxido nitrico

O oxido nitrico € um gas solivel em &agua e lipidios, portanto permeavel em membranas
biologicas (BOGDAN, 2001). No sistema imune tem ag&o citostatica e citotoxica sob diversos agentes
infecciosos, onde € produzido por um amplo numero de células como células dendriticas, eosindfilos,
mastocitos, macrofagos, monacitos, neutrofilos e células NK (BOGDAN, 2001; BURKE; LEWIS, 2002).

O 6xido nitrico é sintetizado pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS), a qual é expressa em
uma familia de trés isoenzimas em mamiferos: neuronal (nNNOS), endotelial (eNOS) e induzivel (iNOS)
(MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997; ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001; KARPUZOGLU;
AHMED, 2006).

A enzima iNOS, a isoforma expressa em macréfagos ativados, € uma proteina soluvel que
adquire sua conformagédo ativa somente na forma de homodimero, a qual requer a ligagdo da
calmodulina (CaM), cofator tetrahidrobiopterina (BHa), do substrato L-arginina além da incorporagéo de
grupo heme e Zn?*, componentes € mecanismo de ativagao representados na figura 5 (ALDERTON;
COOPER; KNOWLES, 2001; BOGDAN, 2001; STUEHR et al., 2004; LECHNER; LIRK; RIEDER, 2005;
FITZPATRICK et al., 2008).

A sintese do 6xido nitrico envolve duas etapas; na primeira ocorre a hidroxilagdo de um dos
nitrogénios guanidinos da L-arginina, pelo O, e NADPH, para gerar o intermediario N-w-hidroxi-L-
arginina, e a segunda etapa € a conversdo da N-w-hidroxi-L-arginina em L-citrulina e dxido nitrico,
(LECHNER; LIRK; RIEDER, 2005).

Os mecanismos regulatérios para express@o do gene da enzima iNOS em macréfagos séo
mediados pela ativagao de duas vias principais e independentes entre si; as quais resultam na ativagao
do fator de transcricdo NF-kBp50p65 em uma e do fator STAT1 na outra. A primeira via de ativagdo é
iniciada por agonistas TLRs, como LPS, ou agonistas IL-1BR e a segunda por agonistas IFN-yR
(AKTAN, 2004).

Moléculas como IL-1B, IL-6, IFN-y, TNF-a ativam a transcricdo de iNOS. No entanto, outras
moléculas inibem sua expressao, tais como IL-4, IL-8 e IL-10 e TNF-B (MATSUURA et al., 2003;
AKTAN, 2004; KOIDE et al., 2006).
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Alguns estudos demonstram que muitos dos danos atribuidos ao Oxido nitrico como a
capacidade de reagir com grupos ferro—enxofre e zinco—enxofre presentes em enzimas, oxidagéo de
proteinas, inativagdo de enzimas do ciclo do &cido citrico, da cadeia respiratoria e também das enzimas
envolvidas na sintese de DNA s&o causadas por outras espécies reativas de nitrogénio (por exemplo,
NO, e ONOO"), as quais sdo mais reativas com biomoléculas (ZHU; GUNN; BECKMAN, 1992; BURKE,
LEWIS, 2002; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
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FIGURA 5. COMPONENTES E MECANISMO DE ATIVAGAO DA ENZIMA OXIDO NiTRICO SINTASE
INDUZIVEL
FONTE: adaptada (ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001; WINTERBOURN, 2008)

Nota. A enzima iNOS possui um dominio C-terminal redutase com distintos sitios de ligagdo para FAD, FMN e NADPH e um
dominio N-terminal oxigenase com um grupo heme, um sitio para o cofator tetrahidrobiopterina (BHs), outro sitio para o
substrato arginina, e ainda, localizada entre os dois dominios, uma sequéncia de reconhecimento para a proteina
calmodulina. Apds ser estimulada pela interacdo com patdégenos a enzima cataliza a hidroxilagdo da L-arginina com o
oxigénio molecular, pela redugdo do NADPH, gerando L-citrulina e éxido nitrico.

2.1.4 Capacidade secretdria de citocinas IL-10, IL-12 e TNF-alfa
Dentre os inumeros produtos secretados por macréfagos ativados encontram-se as citocinas,

as quais sdo dotadas de fungdes diversas, desde sinalizagcdo a moléculas efetoras (BURKE; LEWIS,
2002). Essas moléculas sdo proteinas ou glicoproteinas soluveis de baixo peso molecular que
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apresentam agado multifuncional, pleiotrépica, redundante e agem numa ampla gama de estados
fisiopatoldgicos como infecgdo, inflamagéo, malignidade e trauma (BELARDELLI; FERRANTINI, 2002).

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

Dentre as muitas citocinas produzidas por macréfagos destacam-se IL-10, IL-12 e TNF-alfa, as
quais apresentam fungdes centrais na ligacdo 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 superfamilia IL-10, a qual também é composta pelas interleucinas
19, 20, 22, 24, 26, 28 e 29. E uma molécula com estrutura homodimérica de 35kDa, composta por dois
mondmeros ndo 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
dendriticas, eosindfilos, linfocitos B, linfocitos T citotdxicos, linfocitos T regulatérios, mastocitos,
macroéfagos, neutrdfilos e células NK (OUYANG et al., 2011). Os mecanismos de estimulo de producédo
de IL-10 em macréfagos sé@o 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 pleotrépica de IL-10 € mediada pela associagdo com seus receptores - IL-10R1 e
IL-10R2. Essa citocina é capaz de realizar uma diversidade de fungdes inibitérias, das quais se
destacam a inibi¢do da produgao de IFN-y por linfocitos Th1; de IL-4 e IL-5 por linfécitos Th2; IFN-y e
TNF-a em células NK e MHC Il por células apresentadras de antigenos (SABAT et al., 2010; OUYANG
etal., 2011).

Em macrofagos, a IL-10 atua também por mecanismo autocrino e influencia algumas fungdes
importantes nestas células como a supressao da produgao de citocinas pré-inflamatérias (IL-1B, IL-6,
CXCLS8, IL-12 e TNF-a); inibicdo da expressdo de MHC de classe Il; estimulagéo da fagocitose através
do aumento da expressdo 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 ¢ membro da familia IL-12, que também é composta pela interleucina-23 e
27. E 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 leucdcitos polimorfonucleados, linfocitos B, mastécitos, mas é produzida
em maior quantidade em células dendriticas e fagdcitos para mediar a resposta a patégenos durante a
infecgdo (TRINCHIERI, 2003; COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010).

Os mecanismos de producdo de IL-12 em macréfagos sdo mediados por ligantes de TLRs,
porém nessas células somente o sinal dos ligantes ndo € suficiente para estimular a produgéo do
heterodimero, sdo necessarios também moléculas como IFN-y e IL-4 e, ainda, o fator de transcri¢éo c-
Rel para producao de p40. Entre as moléculas ligantes que podem desencadear o primeiro estimulo
para producao de IL-12 destaca-se LPS, RNA dupla fita e DNA bacteriano (TRINCHIERI, 1998, 2003).

As fungdes bioldgicas que a molécula IL-12 executa tem como alvos muitos tipos celulares. Em
células B essa molécula inibe a producdo de imunoglobulinas (IgA e IgE); em células T estimula a
producdo de citocinas pro-inflamatorias, estimula a proliferagéo e a ativagdo da resposta Th1 seguida
da supressdao da Th2; em células NK age ativando a produgdo de citocinas pré-inflamatérias,
estimulando a proliferagdo 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 superfamilia TNF, a qual € composta por 19 membros
(WATTS, 2005; VINAY; KWON, 2009). Inicialmente € sintetizada como uma proteina transmembrana
de 26kDa (tmTNF-alfa), que é, posteriormente, convertida a proteina soluvel 17kDa (sTNF- alfa), por
acdo da metaloprotease conversora de TNF-alfa (TACE). Para tornarem-se funcionais as moléculas de
TNF-alfa se agrupam em homotrimeros (COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010; CAMINERO;
COMABELLA; MONTALBAN, 2011).

TNF-alfa é dos mediadores mais importantes da reacdo de fase aguda, produzida por uma

ampla gama de células, das quais destacam-se células dendriticas, células B, células endoteliais,
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células T, células NK, mastécitos, mondcitos e macréfagos ativados (COMMINS; BORISH; STEINKE,
2010; CAMINERO; COMABELLA; MONTALBAN, 2011).

O estimulo para secre¢do de TNF-alfa em macrofagos € mediado por ligantes de TLRs ou
ainda por outros produtos como IL-1, IL-2 e CSF-GM (BURKE; LEWIS, 2002).

As fungdes biologicas executadas pela molécula TNF-alfa s&o diversas, destacam-se, contudo,
a ativacao de células endoteliais e linfécitos B e T. Também sédo fungbes importantes o recrutamento
de macréfagos, neutréfilos e células NK para sitios inflamatérios ou invadidos por microrganismos,
através da producdo de quimiocinas, e estimulo da producdo de eicosandides (KLEINBOGARD;
HEUSCH; SCHULZ, 2010).

Embora TNF-alfa seja secretado no local da inflamagéo pelos macréfagos, pode, através da
circulagdo, atuar em locais distantes, induzindo a reacéo de fase aguda sistémica. A interagdo de TNF-
alfa com células alvos se da pela associagdo com seus receptores TNFRs. Uma caracteristica
interessante entre a associagdo das moléculas TNF-alfa com seus receptores € que existe maior
afinidade na ligagdo entre sTNF-alfa pelo receptor 1 (TNFR1) acompanhada pela maior afinidade entre
tmTNF-alfa e TNFR2 (WATTS, 2005; CAMINERO; COMABELLA; MONTALBAN, 2011).
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FIGURA 6. FUNGOES BIOLOGICAS DAS MOLECULAS IL-10, IL-12 e TNF-ALFA
FONTE: adapatada (GORDON, 2003; MOSSER, 2003; MOSSER; EDWARDS, 2008)

Nota. NK, células “natural killers”; DC, células dendriticas; B, linfécitos B; T, linfécitos T; IgA, imunoglobulina A, IgE,
imunoglobulina E; RRP, receptores de reconhecimento padrao; LPS, lipopolissacarideo.
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Tendo em vista que a ativagdo de macrofagos é essencial para sua agdo na defesa do
hospedeiro, compostos que modulam as fungdes destas células, atuando como modificadores da
resposta biolégica (MRB), por aumentar ou prolongar a duragao de uma resposta imune especifica, séo
de grande interesse (BOHN; BeMILLER, 1995: MULLER 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
macroéfagos, com destaque para moléculas como polissacarideos. Considerando que a modificagao de
atividade bioldgica por essa classe de polimeros € o objetivo central deste estudo, uma reviséo sobre

polissacarideos modificadores da resposta bioldgica seréa apresentada.

2.2 Polissacarideos modificadores da resposta biolégica

Compostos que agem como MRB apresentam-se de natureza diversa, como acidos nucleicos,
carboidratos, lipidios e proteinas. Podem ser provenientes de fontes enddgenas, tais como citocinas
(HAMILTON; ANDERSON, 2004; SCHILLER et al., 2006, STAHEL; SMITH; MOORE, 2007) e de fontes
exogenas diversas. Destas fontes exdgenas destacam-se os polissacarideos 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 terapéuticas descritas para polissacarideos sao 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 (MORETAO
et al.,2004; YALIN et al., 2005) e leishmanicida (NOLETO et al., 2002; KANGUSSU MARCOLINO,
2010; AMARAL, 2011).

Grande parte das propriedades terapéuticas dos polissacarideos deve-se ao potencial que
essas moléculas tem em biomodular a resposta de células do sistema imune (LEUNG et al., 2006;
SCHEPETKIN; QUINN, 2006). Polissacarideos, bem como outras classes de moléculas MRB, que
exercem efeitos sobre células do sistema imunoldgico, em especial macréfagos, séo também
classificados como imunomoduladores (TZIANABOS, 2000; LEUNG et al., 2006; SCHEPETKIN;
QUINN, 2006; ROSARIO et al., 2008, 2011).

Sugere-se que a interagdo polissacarideo e macréfago esta relacionada com caracteristicas
estruturais de cada polimero, podendo ou ndo levar a uma resposta bioldgica. Esses polimeros s&o
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capazes de orientar esta resposta associando-se diretamente a membrana plasmatica ou a receptores
especificos na superficie dessas células. Essa interacdo ird desencadear a ativagéo de vias de
sinalizacdo intracelular, as quais resultam na ativagdo ou represséo da transcri¢do de diferentes genes,
conforme representado na figura 7 (SCHEPETKIN; QUINN, 2006).

Polissacarideos fixados

issacarideos
pelo complemento Polis

de manose

.,

Fagocitose-
Endocitose

FIGURA 7. MECANISMOS DE RECONHECIMENTO DE POLISSACARIDEOS POR MACROFAGOS
FONTE: adaptada (SCHEPETKIN; QUINN, 2006)

Nota. Mecanismo de reconhecimento de ligantes através da membrana plasmatica ou receptores (receptor para
complemento 3, receptor “scavanger’, receptor de manose, dectina-1; e receptores “toll-like”) desencadeando ativagao,
fosforilagdo ou desfosforilagdo de enzimas em cascata, como proteina quinase C, fosfolipase C, fosfoinositol 3 quinase,
proteinas quinase ativada por mitdgeno, fatores de transcricdo como STAT, NF-kB, Jun, Fos, as quais resultam na ativagéo
ou repressdo da transcri¢do de diferentes genes.

Estudos com o objetivo de relacionar a estrutura de polimeros com a atividade biologica tém
sido descritos para algumas classes de polissacarideos MRB. Para os quais é possivel evidenciar o
estimulo de atividades biologicas e correlacionar com tipos de ligagdes glicosidicas, grau de
ramificacdo do polimero, massa molecular e presenga de grupamentos substituintes na estrutura
(TZIANABOS, 2000; LEUNG et al., 2006; SCHEPETKIN; QUINN, 2006).

As D-glucanas ligadas B-(1—3) representam os polimeros melhor descritos quanto a estrutura
e funcdo biologica (LEUNG et al., 2006). Observa-se que o aumento da massa molecular dessas

moléculas esta relacionado ao estimulo de atividades biologicas em macrofagos, como secregdo de
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citocinas (OKAZAKI et al., 1995; FALCH et al., 2000). Onde assume-se que polissacarideos com maior
massa molecular tem a chance de colidir mais com os receptores ou proteinas ligadoras de
polissacarideos (LEUNG et al., 2006). Foi observado, ainda, que [-D-glucanas (1—3), com
ramificagdes de B-D-glucanas (1—6), aumentam as atividades microbicidas em células do sistema
imune (POUTSIAKA et al., 1993; BLEICHER; MACKIN; BETAFECTIN, 1995).

As mananas, tanto a-mananas de leveduras quanto 3-mananas de Aloe vera, s@o polimeros
caracterizados por terem sua estrutura conhecida e relacionada com estimulo de atividades em
macrofagos (LEUNG et al., 2006). Observa-se que o aumento da massa molecular juntamente com o
tipo de ligagao glicosidica, D-mananas ligadas B-(1—4), acetiladas em C-6 em Aloe vera, sdo as
caracteristicas mais relevantes quanto ao estimulo de fungbes celulares como secre¢éo de citocinas
(LEUNG et al., 2004).

As arabinogalactanas sdo uma classe de polissacarideos que vem sendo especulados com
relagdo a atividade biolégica. Estes polimeros ocorrem em duas formas estruturalmente diferentes,
denominadas arabinogalactanas tipo I e tipo II.

As arabinogalactanas tipo | séo polissacarideos com estrutura linear de D-galactose ligadas [3-
(1—4) com cadeias laterais, ligadas em O-3, de unidades de L-arabinose ligadas a-(1—5).
Arabinogalactanas tipo Il sdo polimeros com alto grau de ramificagéo, constituidos por unidades de f-
D-galactose unidas por ligagdes (1—3) e (1—6). As cadeias externas do polimero sdo, ainda,
geralmente terminadas em unidades de L-arabinose (PEREZ; MAZEAU; du PENHOAT, 2000). A
complexidade estrutural dificulta a correlagdo entre ligagdes glicosidicas e atividade bioldgica, no
entanto correlagdes acerca de massa molecular vem sendo descritas.

Diversos efeitos em macréfagos ja foram descritos para arabinogalactanas, como estimulo da
producdo de EROs, ERNs e citocinas. Onde se observa que os polimeros com as maiores massas
moleculares exibem maior intensidade de efeitos (GAO et al., 1996; SCHEPETKIN et al., 2005).

Nas Ultimas décadas polissacarideos vegetais tém 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 biolégica

Pectinas constituem os polissacarideos mais complexos estruturalmente da parede celular de
plantas (YAGO, 2011). Apresentam perfil polidisperso e polimolecular, com trés principais moléculas
compondo a estrutura principal, as homogalacturonanas (HG), ramnogalacturonanas tipo | (RG-I) e tipo
[l (RG-Il). Esses polimeros exibem significante heterogeneidade com relagdo a massa molecular e
composigao quimica, esta demonstrada na figura 8 (PEREZ; MAZEAU; du PENHOAT, 2000; WILLATS;
KNOX; MIKKELSEN, 2006; MOHNEN, 2008).
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Ramnogalacturonana Il

‘_ 'f'-'l' -

Homogalacturonana

Ramnogalacturonana |
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FIGURA 8. COMPOSIGAO QUIMICA DE PECTINAS
FONTE: adaptada (WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006)

O polimero linear, denominado HG, é constituido de unidades de &cido D-galacturdnico unidas
por ligagdes glicosidicas do tipo a-(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 polimero RG-l consiste de uma cadeia principal constituida de unidades de acido D-
galacturénico ligados a-(1—4) alternando com unidades de ramnose ligadas a-(1—2), as quais podem
estar parcialmente substituidas em O-3 ou O-4. As substituicdes podem ser por agucares simples ou
por cadeias laterais poliméricas como L-arabinanas ligadas a-(1—5), D-galactanas ligadas -(1—4),
arabinogalactanas tipo | (AG-l) e tipo Il (AG-Il) 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 polimero constituido por unidades de acido D-galacturénico unidos por ligagbes
a-(1—4) compondo a cadeia principal e cadeias laterais complexas com diferentes monossacarideos,
grande parte deles raros, como &cido acérico (3-C-carboxi-5-deoxi-L-xilose), Dha (acido 3-deoxi-D-lixo-
2-heptulosarico) e Kdo (&cido 2-ceto-3-deoxi-D-mano-octulosénico), e cerca de 20 tipos de ligagdes
glicosidicas. As cadeias principais de RG-Il podem, ainda, estar metil-esterificadas em C-6 (YAPO,
2011).

As pectinas estao entre os polissacarideos MRB mais estudados em relagdo ao estimulo das
funcdes de macréfagos. Na tabela 1 estdo resumidos alguns dos efeitos biolégicos estimulados em

macroéfagos por pectinas.

TABELA1. ALGUMAS ATIVIDADES BIOLOGICAS DE MACROFAGOS ESTIMULADAS POR
PECTINAS

Fonte de pectina Atividades biol6gicas Células testadas Referéncias
Folha_s de Panax 1 Erstslo il rzespital Macréfagos murinos SHIN et al., 1997
ginseng Fc
Fruto de Spondias
cytherea Ativacao celular Macrofagos murinos IACOMINI et al., 2005
Folhas de Glinus || Hemadlise celular e Macr6agos murinos INNGJERDINGEN et. al.,
oppositifolius NO g 2005
Macrofagos murinos e
Pectinas de Citrus L1 INOS e COX-2 linhagem RAW 264.7 CHEN et al., 2006
estimulada com LPS
Flores de Tanacetum . XIE; SCHEPETKIN;
vulgare 11 NO e 11TNF-alfa Linhagem J774.A1 QUINN. 2007
Folhas de Opilia 1NO R2 Wistar TOGOLA et al., 2008
celtidifolia

FONTE: o autor (2012)
Nota. COX-2, ciclooxigenase 2; Fc, receptor de imunoglobulina; RAW 264.7 e J774.A1 linhagens imortalizadas de
macréfagos murinos.

A relacdo estrutura de pectinas e atividade biologica € limitada devido a complexidade
estrutural dos polimeros (LEUNG et al., 2006). Porém alguns estudos tem sido realizados relacionando
modificacbes de cadeias laterais e grupos substituintes dos polimeros com fungbes 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

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

TABELA 2. ALGUMAS ATIVIDADES DESCRITAS PARA OS COMPOSTOS DO CACAU

Fonte de cacau Atividade Teste Referéncia
Extrato bruto das OSMAN;
Antioxidante Reducéo do Fe*** NASARUDIN; LEE,
folhas
2004
Compostos DPPH )
fenolicos da casca Antioxidante I . ARLORIO et al.,
do fruto Esquemia Viabilidade da linhaghem 2005
SHSY5Y
Fibras e polifenois
da casca das Antioxidante Métodos FRAP e TEAC LEC;MEE(%RI &
sementes !
Viabilidade da linhagem HTLVI
Anti-HIV, Viabilidade da linhagem MDCK
. Eragoes com Alnt|'-H1 N1 Mortalidade Streptococcus SAKAGAMI et al.,
lignina da casca do Antimicrobicida mutans 2008
fruto Produgéo de NO Reagente de Griess
Sequestro de radicais ERS
Inibicéo da degraco de Viabilidade celular da monécitos
Extrato bruto da triptofano pela inibigdo da ELISA JENNY et al., 2009
casca do fruto X HPLC
enzima IDO
Antioxidante ABTS
Polifenois da Inibicio da livoperoxidacio DPPH SCHINELLA et al.,
casca do fruto ¢ao da lpoperoxidag FRAP 2010
Oxidagao plasmatica TBARS

FONTE: o autor (2012)

Nota. DPPH, espécie reativa ; ERS, ressonancia espectroscopica; FRAP, técnica de deteccdo de redugdo do ferro; TBARS,
técnica de deteccdo de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico; TEAC, técnica de detecgdo do sequestro do radical ABTS;
HTLVI, linhagem leucémica sensivel ao virus HIV; MDCK, linhagem renal sensivel 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 polissacarideos isolados da fonte ainda
S80 escassos.

Recentemente Vriesmann e colaboradores (2011), isolaram uma pectina naturalmente
acetilada da casca dos frutos do cacau por extracdo mediada por &cido nitrico utilizando metodologia
de superficie. Os resultados indicaram maior rendimento da amostra e enriquecimento em relagéo a
sua porcentagem de acido urdnico (VRIESMANN; TEOFILO, PETKOWICZ, 2011).

O polimero, denominada de OP (pectina otimizada), é caracterizado por apresentar massa
molecular - entre 1,681. 108 a 3,498. 105 g.mol! - diversidade monossacaridica e a presenga de
grupamentos substituintes — grupamentos acetil e metil - como pode ser observado na tabela 3
(VRIESMANN; TEOFILO, PETKOWICZ, 2011).

Tendo em vista a escassez de estudos visando avaliar a atividade bioldgica de polissacarideos
isolados das cascas do fruto do cacau, a importante busca no esclarecimento do papel da estrutural
principal e presenga de grupamentos substituintes dos polimeros em atividade biologica. No presente
estudo uma pectina naturalmente acetilada, isolada dessa fonte, sua forma parcialmente desacetilada
(PDOP) e ainda um polimero linear de poligalacturonato (PG) foram avaliadas em relagéo as suas
potenciais propriedades biomoduladoras utilizando como modelo experimental macréfagos peritoneais

de camundongos.

TABELA 3. COMPOSICAO DA PECTINA OP OBTIDA EM CONDIGAO OTIMIZADA DA CASCA DOS
FRUTOS DE CACAU

Composicao Porcentagem massa/ massa
Umidade 58+0,2
Carboidratos 699+1,2
Proteina 36+18
Fenolicos 39+06

Monossacarideos

Ramnose 10,0£1,0
Arabinose 27+18
Xilose 0,7+£0,5
Manose 1,0+£0,5
Galactose 16,8 £0,9
Glucose 28+0,6
Acido urénico 66,0 + 2,2
Grau de esterificacdo 56,6 £1,4
Grau de acetilagio 171+0,5

FONTE: adaptada (VRIESMANN; TEOFILO, PETKOWICZ, 2011)



3. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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FIGURA 9. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

FONTE: o autor (2012)
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS, MATERIAL, REAGENTES E ESTERILIZAGAO

4.1.1 Equipamentos

Os equipamentos utilizados no presente trabalho foram: autoclave vertical Prismatec®;
ultrapurificador de agua Gehaka®; fluxo laminar Veco® CFLV12; centrifuga Hitachi Himac® CR21E;
microscopio dptico comum acoplado a maquina fotografica Bel Photonics®; microscdpio ptico invertido
Olympus® MODCK2; leitor de microplacas Biotek® Epoch; pHmetro Qualxtron® 1500; aparelho de
esterilizagdo sob pressdo Sartorus®; aparelho microondas Eletrolux® ME46X; estufa de CO, Sanyo®;
destilador Quimis®; refrigerador Consul® biplex 450; freezer Eletrolux®; espectrofotdmetro Shimatzu®
UV 2450; banho-maria Biopar® BMDO3; programa estatistico Graphpad Prism® verséo 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 plastico e agulhas 25 x 7 mm.

Material adquirido da Millipore®: filtros millex descartaveis de 0,22 um de poro e membranas de
acetado de celulose de 0,22 um de poro.

Material adquirido da RayBiotech (RayBio®): placas de ensaio imunoabsorvente para as
citocinas IL-10, IL-12 e TNF-a.

Material adquirido da TPP (Techno Plastic Products)®: placas de cultura multipogos e tubos
Falcon de 15 e 50 mL.

Reagentes adquiridos da Merk® do Brasil: acido acético glacial, acido cloridrico, acido picrico,
acido sulfurico, cloreto de calcio, cloreto de potassio, cloreto de sddio, dimetilsulfoxido, entellan, etanol,
eosina, formaldeido, fosfato dibasico de potassio, fosfato dibasico de sodio, fosfato monobasico de
potassio, fosfato monobasico de sédio, giemsa, glucose, hematoxilina, hidréxido de sédio, sulfato de
aluminio, sulfato de magnésio heptahidratado e metanol.

Reagentes adquiridos da Sigma Chemical Co® (St Louis, MO): acido N-2-hidroxietilpiperazina-
N’-2’-etanossulfénico (HEPES), brometo de 3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazdlio (MTT),
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citocromo ¢ de coragao equino, forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), lipopolissacarideo de Escherichia
coli (LPS), N-naftil etilenodiamino (NED) e sulfanilamida.
Reagentes adquiridos da Cultilab® (Campinas, SP): gentamicina, meio minimo essencial

(MEM) e soro fetal bovino.

4.1.3 Procedimentos de esterilizagéo

O material e as solugdes utilizados nos experimentos foram esterilizados fazendo-se uso de
trés sistemas diferentes de esterilizagdo. Esterilizacdo por autoclave (temperatura de 121°C, presséao
de uma atmosfera durante 40 minutos) para solugdes ndo sensiveis a altas temperaturas e material de
vidro. Esterilizagdo por microondas (poténcia de 50 W, atmosfera umidecida com recipiente de agua
durante 40 minutos) para material de plastico. Esterilizagdo por membrana de celulose sob presséo
(através da passagem das solugcbes em membrana esterilizante de 0,22 um de poro) para meios de
cultura e solugles sensiveis a altas temperaturas.

As solugdes e reagentes foram preparados utilizando agua deionizada através do sistema de
ultrapurificacdo, bem como &gua usada para reconstituir meios e solugdes citada no decorrer do texto,
a qual ainda foi esterilizada em autoclave nas condi¢des descritas no paragrafo anterior. A refrigeragéo
dos meios e solugdes foi controlada a 4°C em geladeira, o congelamento a - 20°C em freezer e a

temperatura ambiente considerada esta controlada a uma média de 25°C.

4.2 POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos utilizados no presente trabalho foram, gentilmente, cedidos pela Profa. Dra.
Carmen Lucia de Oliveira Petkowicz do Laboratério de Quimica de Carboidratos do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular, Setor de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Parana.

A pectina naturalmente acetilada (OP), um polimero que tem como caracteristicas estruturais a
presenca de familias de homogalacturonanas e inser¢des de ramnogalacturonanas tipo I, foi isolado
da casca dos frutos de cacau Theobroma cacao L. e caracterizado pela aluna de doutorado Lucia
Cristina Vriesmann (VRIESMANN; TEOFILO; PETKOWICZ, 2011).

A forma parcialmente desacetilada do polimero OP, polimero PDOP, foi preparada para o
desenvolvimento deste trabalho, também pela aluna Lucia, onde aproximadamente 50% dos
grupamentos acetil desta estrutura foram removidos. O terceiro composto testado, poligalacturonato
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(PG), é um polimero linear constituido somente pela familia de homogalacturonanas, obtido da

empresa Sigma, inscrito sob 0 codigo 81325 e lote 1294924,

4.2.1 Solugdes dos polissacarideos

O polissacarideo OP foi solubilizado em solugdo de tampéo fosfato (PBS), enquanto os
polissacarideos PDOP e PG em &gua, todos na concentragdo de 1 mg.mL' (solugdo estoque),
condi¢bes essas que apresentaram a melhor solubilidade para as amostras. Posteriormente estas
solugdes foram filtradas, estratégia mais eficiente para esterilizagdo das amostras (comparada a
autoclavagem). As concentragdes destas solugbes foram corrigidas através da dosagem de
carboidratos. As solugdes foram aliquotadas, congeladas e posteriormente diluidas em meio de cultura

(MEM) ou solugdo (HBSS) para realizagao dos experimentos.

4.2.2 Dosagem de carboidratos totais e teste de deteccéo de LPS

Para determinagé@o das concentra¢des dos polissacarideos, apds filtragdo em membrana de
0,22 pm, realizou-se dosagem de carboidratos totais nas amostras através do método do fenol
sulfurico, descrito por Dubois e colaboradores (1956).

Apds a dosagem de carboidratos totais uma aliquota de cada amostra foi submetida & analise
para identificar presenca de LPS nas solugdes dos polimeros, a fim de descartar possiveis efeitos
mediados por essa molécula. Estas determinagGes foram realizadas por GC-MS (SANTANA-FILHO et
al., 2012), pelo aluno de doutorado Arquimedes Paixdo de Santana Filho do grupo de Biogquimica de

Glicocompostos da Universidade Federal do Parana.
4.3 MEIO E SOLUCOES UTILIZADOS NOS PROCEDIMENTOS DE CULTIVO CELULAR
4.3.1 Meio essencial minimo (MEM)
Meio essencial minimo (MEM) (EAGLE, 1959), utilizado para cultivo de macréfagos peritoneais
foi reconstituido em agua e esterilizado por filtragdo sob pressédo. Este meio foi suplementado com

HEPES esteéril para concentragdo final de 20 mmol.L-', 5% de soro fetal bovino e 50 pg.mL" de
gentamicina, seu pH foi ajustado a 7,4 com solug&o estéril de bicarbonato de sddio a 0,1 mol.L-".
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4.3.2 Solugéo de azul de tripan

A solugao de azul de tripan foi preparada através da solubilizagdo do corante em solugéo de
PBS na concentracdo de 0,4% (p/v). A solugdo foi preparada com volume suficiente para todos os

experimentos independentes e armazenada sob refrigeracao.

4.3.3 Solugéo de bouin

A solugdo de bouin foi preparada na propor¢do de 15: 5: 1 de acido picrico saturado,
formaldeido e acido acético glacial. A solugéo foi preparada para todos os experimentos independentes

e 0 acido acético adicionado imediatamente na hora do uso para evitar precipitagéo da solugao.

4.3.4 Solugéo de citocromo ¢

Citocromo ¢, na concentracdo de 80 pmol.L-, foi solubilizado em solugdo de HBSS e sua
concentragao foi determinada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar do citocromo ¢ (cit c. oxid.
red. = 2,1 x 104 mol.L-* cm') em procedimento acompanhado em espectrofotometria a 550 nm. A
solugéo foi preparada com volume suficiente para todos os experimentos independentes, aliquotada e

armazenada sob congelamento.

4.3.5 Solugéo de Griess

O reagente de Griess foi preparado pela mistura de duas solugdes na proporgdo 1: 1,
imediatamente antes do uso. A primeira solugdo é constituida por naftiletilenodiamino 0,1% (p/v) em
acido orto-fosforico 5% (v/v) e a segunda por sulfonamina p-aminobenzeno 1% (p/v) em &cido fosférico
5% (viv) (KELLER et al., 1990). As solugbes foram preparadas com volume suficiente para todos os

experimentos independentes e armazenadas sob refrigeracéo.

4.3.6 Solugéo de leveduras

As leveduras foram preparadas com cinco lavagens com PBS, centrifugagdes a 2000 r.p.m por
15 minutos, de forma alternada e sucessiva. Posteriormente foram reconstituidas em meio MEM, em

concentracao ja determinada para os ensaios, aliquotadas e mantidas sob congelamento até utilizacao.
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4.3.7 Solugéo de MTT

Brometo de 3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazédlio foi solubilizado em solugdo de
HBSS para concentracdo estoque de 5 mg.mL-' em volume necessario para todos experimentos
independentes. A solucéo foi preparada e armazenada, protegida da luz, para periodo maximo de uma

semana de utilizagao.

4.3.8 Solugéo salina tamponada livre de calcio e magnésio (PBS)

Solugao constituida de NaHPO4 40,5 mmol.L-!, KH2POs 7,3 mmol.L-' e NaCl 680 mmol.L-" foi
preparada como solugao estoque cinco vezes concentrada e seu pH foi ajustado para 7,4 com solugéo
de bicarbonato de sédio 0,1 mol.L-'. Em seguida foi esterilizada em autoclave e armazenada sob

refrigeracdo. Para uso a solugéo foi diluida com agua e posteriormente armazenada sob refrigeracao.

4.3.9 Solug&o salina balanceada de Hanks livre de célcio e magnésio (HBSS)

A solugédo salina balanceada de Hanks (HBSS) (HANKS; WALLACE, 1949) foi preparada
através da mistura de duas solugdes, A e B, as quais foram preparadas na forma de solugdes estoque
vinte vezes concentradas. A solugdo A constituida por NaCl 2,737 mol.L-' e KCI 104 mmol.L' e a
solugéo B por NazHPO4 8,4 mmol.L-1, KH2PO4 8,7 mmol.L-! e glucose 100 mmol.L-!. As duas solugdes
foram diluidas com &gua e misturadas, seu pH ajustado para 7,4 com solugdo de bicarbonato de sédio

0,1 mol.L-*. A solugéo para uso foi, entdo, esterilizada por filtragao.

4.4 CULTIVO CELULAR

4.4.1 Animais

Os animais utilizados neste trabalho foram camundongos albinos Swiss fémeas (Mus
musculus). Estes foram mantidos no Biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal
do Parana até dois meses de idade, submetidos a ciclos luz-escuro de 12/12 horas, com agua e ragéo

a vontade.
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Para desenvolvimento das atividades laboratoriais foi obtida a aprovagdo do Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CEEA), no Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do
Parana, em anexo na pagina 86. Foram respeitadas todas as recomendagdes de manejo cientifico de

animais, de acordo com a lei nacional brasileira (n°. 6.638 de 5 de Novembro, 1979).

4.4.2 Isolamento de macréfagos peritoneais de camundongos

Os animais foram eutanasiados com uso do anestésico isoflurano, administrado em aparato
hermeticamente fechado em capela de vapor quimico estruturada para eutanasia de pequenos
animais. Seguiu-se com exposi¢do peritoneal e inoculagdo do volume de 10 mL de solugdo de HBSS
nesta cavidade. O exsudado coletado foi transferido para tubos de centrifuga e as células centrifugadas
a 2000 r.p.m. por 10 minutos a 4 °C, o “pellet” ressuspendido em MEM em volume conhecido.

Seguida a contagem de células e determinada a viabilidade de macréfagos, pelo método de
azul de tripan descrita no topico 4.4.3, as células foram plaqueadas e colocadas para aderir a
atmosfera de 5% de CO, e temperatura de 37 °C por um periodo de duas horas (NOLETO et al.,
2002). Seguido ao processo de adesdo foi realizada lavagem das células uma vez com solugdo de
HBSS. Por esse processo garante-se que acima de 90% das células sdo macréfagos, sendo
desnecessario qualquer processo de purificacdo da cultura (ADAMS, 1979). A partir do exposto as

condigdes experimentais variam de acordo com cada protocolo.

4.4.3 Determinag&o da viabilidade celular de macréfagos apds coleta

Para determinagéo da viabilidade dos macréfagos, logo apds a coleta, utilizou-se do protocolo
descrito por Philips (1973). Esse ensaio se baseia na capacidade de células viaveis em excluirem o
corante azul de tripan, através do seu potencial de membrana, do citoplasma celular. Células mortas
sao incapazes de exclui-lo e coram-se de azul.

Logo ap6s a centrifugacdo das células coletadas o “pellet” foi suspendido num volume
conhecido de meio e retirado aliquota de 10 pL desse volume, misturado a 10 pL de solugao de azul
de tripan e 80 pL de meio de cultura e, posteriormente, realizada contagem em camara de neubauer. A
propor¢do entre o nimero de células viaveis 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 METODOS ANALITICOS APOS TRATAMENTO DOS MACROFAGOS COM OS POLIMEROS

4.5.1 Determinag&o da viabilidade celular

Para determinacdo da viabilidade dos macréfagos, apés tratamento com os polimeros, foi
utilizado o método descrito por Mosmann (1983), com modificagdes. A viabilidade se confirma pela
presenca de cristais de formazan formados pela redugdo do sal de tetrazdlio por desidrogenases
presentes em células metabolicamente viaveis.

Em fluxo laminar, aos macréfagos peritoneais plaqueados 4.10° células/pogo em placa de 96
pocos e aderidos como exposto no item anterior 4.4.2, foram adicionadas somente meio (controle) ou
as solugbes de polissacarideos nas concentragdes de 25, 50, 100, 200 e 400 ug.mL' seguida de
incubagéo a 37 °C em estufa com atmosfera de 5% de CO> por 48 horas. Apds o tempo de tratamento
o0 sobrenadante foi removido, as células lavadas uma vez com solu¢do de HBSS e adicionada solugdo
de MTT, descrita no item 4.3.7. A placa foi incubada por mais trés horas, em condigdes semelhantes as
de tratamento. Apos o tempo de incubagdo o excesso de MTT foi removido e os cristais de formazan
foram dissolvidos em DMSO. A absorbancia foi determinada em leitor de microplacas, apés a
estabilizagao da reacgao por dez minutos, em comprimento de onda de 550 nm.

4.5.2 Avaliagéo da ativagao celular

A ativacdo dos macrofagos tratados com os polissacarideos foi determinada através de
observagdes em microscopia 6ptica e posterior contagem das células residentes e ativadas conforme
Moretéo e colaboradores (2003).

Os macrofagos foram plaqueados, em fluxo laminar, 4.105 células/pogo em placa de 24 pogos
contendo laminulas (redondas) de vidro e, em seguida aderidos como exposto no item 4.4.2, na
sequéncia foi adicionado MEM contendo os polissacarideos em concentragdes de 100 e 200 pyg.mL-".
Apbs 48 horas de tratamento o sobrenadante foi removido e as laminulas lavadas duas vezes com
solugdo de HBSS. Na sequencia as células foram fixadas com bouin, por cinco minutos, lavadas
sucessivamente duas vezes com alcool 70% e duas vezes com agua destilada. As laminulas foram,
posteriormente, coradas com hematoxilina por um minuto, 0 excesso de corante retirado pela
exposicdo das laminulas & agua corrente por 10 minutos e na sequencia coradas com eosina por 30

segundos. A seguir foram desidratadas com solugdes sucessivas de acetona pura, acetona: xilol (2: 1),
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acetona: xilol (1: 1), acetona: xilol (1: 2), xilol puro e, por Ultimo, montadas, seguida de analise em
microscopio dptico. Como controle os macréfagos foram tratados somente com MEM. Para observagéo
de caracteristicas de macréfagos ativados as células foram tratadas com LPS 100 ng.mL- (controle

positivo de ativagéo).

4.5.3 Avaliagdo da atividade fagocitica

Para avaliar a interferéncia dos polissacarideos na atividade fagocitaria dos macréfagos, estas
células na densidade de 4.10° células/pogo em placa de 24 pogos, contendo laminulas (redondas) de
vidro estéreis, foram expostas aos polissacarideos nas concentragdes de 100 e 200 ug.mL-'. Apds 48
horas de tratamento o sobrenadante foi removido e as laminulas lavadas duas vezes com solugédo de
HBSS. A sequir realizou-se a incubagdo com as leveduras, feita na propor¢do de 10: 1
particulas/macréfago, durante uma hora de exposicdo. Em seguida foram realizadas duas lavagens
sucessivas com solugdo de HBSS, para retirada das particulas ndo fagocitadas. As laminulas foram
processadas como descrito por Moretdo e colaboradores (2003). Posteriormente as células foram
fixadas com bouin por cinco minutos, lavadas sucessivamente duas vezes com alcool a 70% e duas
vezes com agua destilada. As laminulas foram entdo coradas com giemsa, durante uma hora,
desidratadas com solugdes sucessivas de acetona pura, acetona: xilol (2: 1), acetona: xilol (1: 1),
acetona: xilol (1: 2), xilol puro e, por ultimo, montadas, seguida de analise em microscépio 6ptico. Como

controle os macréfagos foram incubados somente com MEM.

4.5.4 Quantificagdo dos niveis de anion superoxido

A avaliagao da produgéo de anion superoxido pelos macréfagos submetidos ao tratamento com
os polissacarideos foi realizada conforme descrito por Johnston, Godzik e Cohn (1978). A qual se
baseia na redugao extracelular do citocromo ¢ na presenga de anion superéxido.

Os macrofagos (4.105 células/pogo) foram incubados em placas de 96 pogos, apds adeséo
foram tratados com os polissacarideos nas concentragdes de 100 e 200 pg. mL- (diluidos em solugéo
de 80 umol.L-* de citocromo ¢ em HBSS). Decorrido o tempo de tratamento, de meia, uma, uma e
meia e duas horas a 37 °C e atmosfera de 5% de COz, o sobrenadante foi transferido para outra placa
e submetido a leitura de absorbancia em comprimento de onda de 550 nm em leitor de microplacas,

como branco utilizou-se citocromo ¢ diluido em HBSS. Como controle as células foram incubados
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somente com HBSS e citocromo ¢ e como controle positivo os macréfagos foram incubados na
presenca de PMA (1 pg.mL). Para determinar a concentracdo de anion superoxido utilizou-se o
coeficiente de extingdo molar do citocromo ¢ oxidado/reduzido (coef. ext. mol. cit ¢ oxid. red. = 2,1 x 104

mol. L't cm).

4.5.5 Quantificagéo dos niveis de oxido nitrico

Por possuir um tempo de meia vida curto a determinagdo da produgdo do Oxido nitrico foi
mensurada indiretamente pela dosagem dos seus produtos de degradagdo mais estaveis como o
nitrito. O protocolo seguido foi o descrito por Keller e colaboradores (1990).

Os macréfagos isolados da cavidade peritoneal foram plaqueados na densidade de 4.105
células/pogo em placas de cultura de 96 pogos. Aos macréfagos aderidos foram adicionadas as
solugdes de polissacarideos nas concentragdes de 100 e 200 pg.mL-". Ap6s os tempos de tratamento,
12, 24 e 48 horas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO, 100 pL do sobrenadante foi transferido para
outra placa de 96 pogos e adicionado 100 yL do reagente de Griess. Apds a estabilizagdo da reacao,
pelo tempo de dez minutos, a absorbancia foi medida em 550 nm, em leitor de microplacas, utilizando
como branco MEM mais o reativo de Griess. As concentragdes de nitrito foram determinadas utilizando
uma curva padrdo de NaNO, (nas concentragbes de 5, 10, 30 e 60 pmol.L-"). Como controle positivo
da ativagdo da produgé@o de o6xido nitrico foi utilizado LPS na concentragdo de 100 ng.mL-, e como

controle os macréfagos foram incubados somente com meio de cultura.

4.5.6 Quantificacéo dos niveis das citocinas IL-10, IL-12 e TNF-alfa

Para quantificagdo das citocinas foi utilizado o ensaio de enzima ligada ao imunoabsorvente
(ELISA) de captura. Para a avaliagéo da producéo de IL-10, IL-12 e TNF-alfa pelos macrofagos, estas
células foram plaqueadas a uma densidade de 4.105 células/pogo em placas de 96 pogos. Apds a
adesdo o0 meio de cultura foi retirado e adicionou-se meio de cultura contendo os polissacarideos OP,
PDOP e PG nas concentragdes de 100 e 200 ug.mL-'. Ap6s periodo de tratamento, 48 horas para
producdo de IL-10 e IL-12, e 6 horas para o TNF-alfa, a 37 °C em atmosfera de 5% CO..
Posteriormente o sobrenadante foi retirado e as concentragdes das citocinas determinadas por ELISA,

segundo especificagdes 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 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos testes das atividades foram submetidos a anélise de variancia Anova (fator
unico) seguido de pos-teste de Tukey, para comparagao das médias, utilizando programa estatistico
descrito no tdpico equipamentos. Os resultados foram expressos como média + desvio padréo (média
+ DP) ou média * erro padrao (média + EP) de no minimo trés experimentos independentes em
duplicata ou triplicata. Foram considerados estatisticamente significativos os valores comparados ao

nivel de significancia igual 95% ou menor (p < 0,05).



45

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeitos dos polissacarideos sobre a viabilidade celular

O efeito dos polissacarideos sobre macréfagos foi observado, inicialmente, pelo ensaio de
citotoxicidade, utilizando o teste do MTT, para determinar em quais concentragdes esses polimeros
poderiam ser utilizados nas avaliagdes posteriores. Este método foi o mais adequado devido as
caracteristicas destas células. Macréfagos séo células pinociticas 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
suspensdo e coloragdo do DNA em células aderidas ndo se mostraram satisfatorios.

O ensaio de redugdo do sal MTT a cristais de formazan pelo complexo succinato
desidrogenase de células metabolicamente viaveis é um dos testes mais difundidos para determinagédo
da acao citotoxica de drogas em cultura de células (CHIBA; KAWAKAMI; TOHYAMA, 1998). Por ser
uma técnica que sofre influéncia de condigdes de tratamento, tais como mudanc¢a de pH do meio de
cultura, concentracdo de D-glucose e nucleotidios 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 apés tratamento. Essa estratégia colabora para
que ndo sejam considerados resultados falso positivos pelo contato do sal com meio de tratamento,
contendo os polissacarideos, e com produtos do metabolismo celular.

Os macréfagos foram expostos a diferentes concentragdes dos polimeros, durante um periodo
de 48 horas de tratamento, como pode ser observado na figura 10. Esta figura mostra que somente os
compostos PDOP e PG, na concentragdo de 400 ug.mL-', diminuiram a viabilidade de macrofagos
peritoneais, em 21 e 25% respectivamente, em relagao ao controle.

Como j& mencionado polissacarideos de plantas s&o 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 macréfagos peritoneais
de camundongos. Onde observou-se que as mesmas interferiram discretamente na viabilidade destas
células, em concentragdes consideradas altas para testes de citotoxicidade in vitro, quando comparado
com outros estudos do grupo, desenvolvidos em condi¢des semelhantes (KANGUSSU MARCOLINO,
2010; SILVEIRA, 2010; AMARAL,2011).
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FIGURA 10. VIABILIDADE CELULAR DE MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS
TRATADOS COM OP, PDOP E PG POR 48 HORAS

FONTE: o autor (2012)

Nota. Resultados obtidos para viabilidade celular de macréfagos peritoneais de camundongos sobre efeito de OP, PDOP e
PG nas concentragdes de 25, 50, 100, 200 e 400 pg.mL-". Apds 48 horas na presenca dos polissacarideos a 37 °C sob 5%
de COz, 0 meio de reagdo foi retirado, as células foram lavadas uma vez com HBSS e adicionou-se 20 uL de MTT (5
mg.mL-" em HBSS) em 180 uL de HBSS, seguindo-se incubagdo por mais trés horas a 37 °C sob 5% de CO.. Apos trés
horas, o MTT foi removido e os cristais formados foram solubilizados em DMSO. A absorbancia foi medida em 550 nm. Os
resultados estdo expressos como média + DP (n = 5, sendo cada experimento em triplicata). ANOVA de significancia * P <
0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001 em relacdo ao controle (células tratadas apenas com meio de cultura, e consideradas 100%
viaveis + 9,6 para normalizagao dos resultados).

Apresentar baixa toxicidade é uma caracteristica também observada para pectinas de outras
fontes como da flor de Tanacetum vulgare (catinga-de-mulata), onde a concentragdo de até 1,6 mg.
mL-" de diferentes fragbes do polissacarideo ndo se apresentaram toxicas para a linhagem J774.A1 em
24 horas de tratamento (XIE; SCHEPETKIN; QUINN, 2007). E ainda quatro fragbes de pectinas
extraidas do caule do cacto Opuntia polyacantha ndo comprometeram a viabilidade dessa mesma
linhagem de macréfagos, descrita acima, em concentrages de 800 pg.mL' dos polimeros, em
condigdes experimentais semelhantes ao trabalho anterior (SCHEPETKIN et al., 2008).

A arabinogalactana isolada da planta Phyllanthus niruri (quebra-pedra) comprometeu a
viabilidade de macréfagos peritoneais de camundongos em aproximadamente 20% em concentragdes
superiores a 25 pg.mL-', comparado ao controle no periodo de tratamento de 48 horas. Condigdes
semelhantes de tratamento, mas em periodo de 24 horas, foram descritas ndo comprometer a
viabilidade dessas células (MELLINGER et al., 2005).

As xiloglucanas das sementes de Copaifera langsdorffii (cobaiba) e Hymenaea courbaril,
(jatobd) causaram diminui¢do na viabilidade de macréfagos peritoneais em aproximadamente 30% em
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concentragdes superiores a 100 pg.mL', como pode ser observado no trabalho de Rosario e
colaboradores (2008).

Uma observacao interessante no presente estudo € o aumento da viabilidade celular, em
relacdo ao controle, (figura 10). Onde o polissacarideo OP nas concentragdes de 200 e 400 pg.mL"
promoveu aumento de 20 e 30% na viabilidade de macréfagos, o polimero PDOP aumentou em 17%
na dose de 200 pg.mL-" e o polimero PG nas concentragdes de 25 e 50 pg.mL-' aumentou em 33 e
25% a viabilidade dessas células. Esse aumento na viabilidade pode ser um indicativo de ativagéo
dessas células, uma vez que algumas enzimas expressas de maneira mais pronunciada em
macroéfagos no estado ativado, como a enzima iNOS, estdo também envolvidas com a redugao do sal
de tetrazdlio (POZZOLINI et al., 2003).

Ap6s a determinagdo das concentragbes que nao comprometeram a viabilidade celular,
concentragdes de até 200 ug.mL-"' para os compostos PDOP e PG , estabeleceu-se que para a
realizacdo dos proximos experimentos as concentragdes utilizadas dos trés compostos seriam 100 e
200 pg.mL-1.

5.2 Efeitos na ativagéo celular

A ativacdo de macréfagos pode ser observada tanto por alteragéo na sua morfologia como pela
quantificagdo bioquimica de produtos de secrecdo resultantes de sua ativagdo, como o &nion
superdxido e o Oxido nitrico.

Inicialmente os ensaios de ativagdo foram realizados através da analise da morfologia e
quantificagdo dos macréfagos residentes e ativados ap6s o tratamentos com os polissacarideos.

Para evidenciar mudancas na morfologia de macréfagos foram utilizados os corantes
hematoxilina e eosina. A hematoxilina por ser um corante basico apresenta afinidade por componentes
acidos da célula, como residuos de lisina de histonas do nucleo, os quais ap6s coloragéo apresentam
cor violeta evidenciando a presenga de componentes &cidos. A eosina é um corante acido, portanto
cora componentes basicos da célula, os mesmos localizados em sua maioria no citoplasma como
proteinas citoplasmaticas e mitocondrias, as quais passam a apresentar cor rosea apos coloragao
(RAPHAEL, 1986).

Para classificagdo de macréfagos em estado residente ou ativado levou-se em consideragao
caracteristicas celulares em cada estado. Células residentes s&o caracterizadas por apresentarem

nucleo pequeno, centralizado e com cromatina condensada; célula com formato alongado, conferindo
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pouco potencial de espraiamento na superficie aderente e ainda baixa razdo citoplasma nucleo.
Células ativadas apresentam-se com aumento no volume celular; alta capacidade de espraiamento na
superficie de adesao (caracterizado pelo aumento da produgao de moléculas de adeséo), adquirindo,
portanto, formato celular arredondado; apresentam grande raz&o citoplasma nucleo; ndcleo deslocado
para periferia celular e a presenga de vacuolizagdes citoplasmaticas (ADAMS, 1979; ADAMS;
HAMILTON, 1984; BURKE; LEWIS, 2002).

A partir do processamento das laminulas pode-se observar que apds tratamento de 48 horas,
com os polimeros OP, PDOP e PG nas concentragdes de 100 e 200 pg. mL-, houve alteragbes na
morfologia de macrofagos.

Na figura 11C-D, que representa o tratamento com o polimero OP nas concentragdes de 100 e
200 pg.mL-1, observa-se que o polissacarideo néo alterou de forma expressiva a morfologia de células
residentes quando comparado ao controle, as quais estdo representadas na figura 11A. As células de
ambas concentragdes de tratamentos mostram-se, na sua maioria, com formato alongado, nucleo
centralizado e baixa razéo citoplasma nucleo. 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 macrofagos
obtidos de camundongos de biotério convencional.

O tratamento com o polimero PDOP, diferente da pectina acetilada, promoveu alteragdo do
estado residente de macréfagos de maneira expressiva em relagdo 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 presenga de
vacuolizagdes caracteristicas de células ativadas, como indicado pelas setas. Da mesma forma,
macroéfagos tratados com o polimero PG, pectina sem ramificagdes e grupamentos acetil na estrutura,
apresentou alteragbes na morfologia de macréfagos em relagdo ao controle, contudo o efeito
apresentou-se mais evidente na dose de 200 pg.mL-* (figura 11H).

Para expressar de forma quantitativa a ativagdo dos macréfagos as células residentes e
ativadas foram contadas e os resultados estdo apresentados na figura 12. Onde em cada um dos
grupos, controle e concentragdes dos polissacarideos, formam contadas 500 células por laminula, em
duplicata, em cada um dos experimentos independentes.

De acordo com os resultados o polimero OP néo promoveu alteragdes significativas no perfil de
ativagdo quando comparado ao controle (sem tratamento), onde somente em torno 23% das células
se apresentaram no estado ativado. Observa-se, apos o tratamento de 48 horas com OP, que
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aproximadamente 30% das células se apresentam no estado ativado, nas duas concentragdes
testadas.

O tratamento com o polimero PDOP apresentou significativo aumento no perfil de ativagéo de
macréfagos comparado ao controle. Onde em ambas concentragdes testadas aproximadamente 77%
das células se apresentavam com perfil ativado, indicando com isso que o estimulo ndo se demonstra
dose dependente.

O estimulo de ativagdo observado para o tratamento com o polimero PG foi de menor
intensidade, mas apresenta-se significativo na concentragdo de 200 pug.mL-!, onde aproximadamente
40% das células adquirem morfologia ativada, aumento de 17% em relag&o ao controle.

Alteracdes na morfologia de macréfagos utilizando pectinas foram relatados em outros
trabalhos. Uma fragdo de ramnogalacturonana tipo | da polpa da fruto de Spondias cytherea (caja-
manga) na dose de 50 pg.mL-! foi capaz de aumentar em 18% a ativagdo de macréfagos peritoneais
de camundongos em relagdo ao controle (IACOMINI et al., 2005).

Outras classes de polissacarideos de plantas, como arabinogalactanas isoladas de
Anadenanthera colubrina (angico branco), demonstram-se potentes ativadores da morfologia de
macrofagos. Os autores relatam que apos tratamento de 48 horas com o polimero, numa concentragéo
de 300 ug.mL-', ha aumento de 50% do perfil ativado das células em relagdo ao controle (MORETAQ
et al, 2003). Neste mesmo estudo, o polimero foi administrado na cavidade peritoneal de
camundongos numa concentracdo de 500 mg.kg-'. Apds 24 horas de exposi¢do 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 modulag&o da arabinogalactana também in vivo (MORETAOQ et al., 2003).

No presente estudo avali¢des in vivo com as pectinas néo foram possiveis de serem realizadas
devido a suas baixas solubilidades nos veiculos em concentragdes requeridas para os tratamentos.
Este parametro relacionado a solubilidade futuramente devera ser solucionado considerando-se a
revelancia de se avaliar os efeitos biomoduladores in vivo dos polimeros assim como a possivel

utilizacao destas moléculas em preparagdes terapéuticas.
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FIGURA 11. ALTERACOES MORFOLOGICAS EM MACROFAGOS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS TRATADOS COM OP, PDOP E PG POR 48 HORAS
FONTE: o autor ( 2012)

Nota. Micrografias representativas dos tratamentos de macréfagos peritoneais de camundongos com os polissacarideos
OP, PDOP e PG nas concentragdes de 100 e 200 ug.mL-'. Apos 48 horas de tratamento com os polimeros a 37°C sob 5%
de COz, as células foram processadas para microscopia Optica através de coloragdo com hematoxilina e eosina. Circulos e
setas pretos - células com morfologia tipica de macréfagos residentes; circulos e setas vermelhos — células com morfologia
tipica de macrdfagos ativados. A) Controle. B) LPS 100 ng.mL-". C) OP 100 ug.mL-'. D) OP 200 pg.mL-. E) PDOP 100
pg.mL-". F) PDOP 200 pg.mL-. G) PG 100 pg.mL-". H) PG 200 pg.mL-1.
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Os resultados de ativagdo, visualizado pela andlise da morfologia, evidenciam que a
modulacdo destas células esta diretamente relacionada com caracteristicas estruturais dos polimeros.
Onde observa-se que a presenga de um “core” comum na estrutura dos polimeros (familia de
homogalacturonanas) e a desacetilagdo parcial do polimero tém importéncia significativa na
capacidade de ativar macrofagos. Essa hipdtese é confirmada comparando-se os resultados obtidos
com as moléculas PG e PDOP. Estes apresentam como semelhanga estrutural apenas a regido de
homogalacturonanas, ambos demonstram perfil mais semelhante de ativagdo entre si ao se comparar
as moléculas OP e PDOP, as quais s6 diferem na propor¢éo 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 ativagéo de

macroéfagos peritoneais de camundongos in vitro.
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FIGURA 12. DETERMINAGAO DO PERFIL DE ATIVAGAO DE MACROFAGOS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS TRATADOS COM OP, PDOP E PG POR 48 HORAS

FONTE: o autor (2012)

Nota. Resultados obtidos para determinag&o do perfil de ativagido de macréfagos peritoneais de camundongos tratados com
os compostos OP, PDOP e PG nas concentragdes de 100 e 200 ug.mL-'. Apos 48 horas de tratamento a 37 °C sob 5% de
COy, as células foram coradas com hematoxilina e eosina e a quantificagdo das alteragdes morfoldgicas foi realizada por
contagem em microscopia 6ptica, onde foram contadas 500 células por laminula. Os resultados estdo expressos como
média + DP (n = 3, sendo cada experimento em duplicata).Como controle positivo para ativagao celular de macréfagos
utilizou-se LPS (100 ng.mL-*). ANOVA de significancia ** P < 0,01 e *** P < 0,001 em relagdo 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 polissacarideos sobre macréfagos peritoneais de
camundongos pela analise da morfologia, o estudo foi direcionado para verificar se esses polimeros
poderiam modular a atividade fagocitica, produ¢do dos mediadores anion superoxido e oxido nitrico,

além de citocinas.

5.3 Efeitos na atividade fagocitica

Uma das caracteristicas mais importantes de macréfagos é sua elevada capacidade fagocitica,
funcdo essa ja presente em macréfagos em estado estacionario - células que migram para sitios em
estado ndo inflamatdrio - e também em seus precursores, monécitos (GESSMANN et al., 2010).

Para verificar a interferéncia no processo de fagocitose os macréfagos foram tratados durante
48 horas com os polissacarideos OP, PDOP e PG nas concentragdes de 100 e 200 pg. mL-'. Em
seguida os macrogagos foram incubados com leveduras (Saccharomyces cerevisiae, que possui
constuicdo de quitina, o-manana, B-(1—3) glucanas e PB-(1—6 glucanas) como particulas
fagocitantes, na proporgdo de 10:1 (levedura: macrofagos), os resultados estdo representados nas
figuras 13 e 14.

Como pode ser observado, nenhum dos polimeros demonstrou estimular a atividade fagocitica
de maneira expressiva em relagdo as células tratadas apenas com meio de cultura. Porém para
confirmar esses resultados 0s experimentos foram quantificados, onde em cada um dos grupos,
controle e concentragdes dos polissacarideos, foram contadas 500 células por laminula, em duplicata,
em cada um dos experimentos independentes. Os resultados estdo expressos em numero de
leveduras fagocitadas por macrofago, figura 14.

Pode-se observar na figura 14, que os dados estdo em concordancia com as micrografias, ou
seja, nenhum dos trés polimeros interferiu na atividade fagocitica dos macréfagos no tempo e
concentracdes testados.

O estimulo da atividade fagocitica em células como macréfagos, apés tratamento com
polissacarideos de variadas fontes, vem sendo descrito em muitos estudos (MORETAO et al., 2003;
KANGUSSO MARCOLINO, 2010; SILVEIRA, 2010). Entre esses, o tratamento in vivo de macréfagos
peritoneais durante sete dias com uma a-glucana, isolada do liquen Ramalina celastri, na dose de 200
mg. kg-!, demonstrou estimular o aumento da fagocitose de particulas de latex em aproximadamente
70% comparado ao grupo controle (STUELP-CAMPELO et al., 2002).
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FIGURA 13. ATIVIDADE FAGOCITICA DE MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS
TRATADOS COM OP, PDOP E PG POR 48 HORAS
FONTE: o autor, 2012

Nota. Micrografias obtidas de macréfagos peritoneais de camundongos pré-tratados durante 48 horas com os
polissacarideos OP, PDOP e PG nas concentragfes de 100 e 200 ug.mL-' 37°C sob 5% de COz, seguido de incubagdo com
leveduras na proprogdo levedura: macrofago (10:1) durante 1 h e processadas para microscopia Optica através de
coloragdo com giemsa. A) Controle em menor aumento. B) Controle. C) OP 100 pg.ml-. D) OP 200 pg.mL-". E) PDOP 100
pg.mL-".F) PDOP 200 pg.mL-'. G) PG 100 pg.mL-*.H) PG 200 pg.mL-".
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Uma xiloglucana isolada de Hymeneae courbaril (jatoba) estimulou em aproximadamente 106%
a fagocitose de particulas de leveduras por macréfagos da linhagem RAW 264.7, apés tratamento de
24 horas na dose de 0,25 pg.mL' do polimero, em relagdo ao controle (células ndo tratadas)
(SILVEIRA, 2010).
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FIGURA 14. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE FAGOCITICA EM MACROFAGOS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS TRATADOS COM OP, PDOP E PG POR 48 HORAS

FONTE: o autor (2012)

Nota. Resultados obtidos para determinagéo da atividade fagocitica de macréfagos peritoneais de camundongos sobre
efeito de OP, PDOP e PG nas concentragdes de 100 e 200 ug.mL-'. Apds 48 horas de tratamento com os polimeros a 37 °C
sob 5% de CO, as células foram lavadas com solugdo de HBSS, posteriormente incubadas com leveduras na proporgéo de
1: 10, em seguida coradas com giemsa e a quantificagdo da atividade fagocitica foi realizada por contagem em microscopio
optico, onde foram contadas 500 células por lamimula. Os resultados estdo expressos como média + DP (n = 3, sendo cada
experimento em duplicata). ANOVA de significAncia ns = n&o significativo em relagéo ao controle (células tratadas apenas
com meio de cultura) e entre grupos com P > 0,05.

O tratamento de macréfagos peritoneais de camundongos por 24 horas com uma fragéo
polissacaridica acida das raizes de Panax ginseng (ginseng), a qual é constituida por 43% de acido
galacturénico e 47% dos monossacarideos glucose e galactose, demonstrou que o polimero, em
concentragdes de 10 ug.mL", foi capaz de estimular a fagocitose de particulas de zimosan (polimero
constituido por a-mananas e p-glucanas) em aproximadamente 60% em relag&o ao grupo controle. Os
autores atribuem esse estimulo representativo ao aumento da expressao do receptor CD14, o qual esta
envolvido com o reconhecimento de particulas 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 fagocitica de macrofagos 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 particulas de FITC-zimosan de 20, 30 e 40% ap6s tratamento com 0s polimeros nativo,
glicosilado e sulfatado, respectivamente em concentragdo de 10 pg.mL-' apds uma hora de tratamento
(GAMAL-ELDEEN et al., 2007).

Uma galactana sulfatada isolada da alga Gymnogongrus griffithsiae em concentragdes de 2,5 a
10 pg.mL' ndo estimulou a fagocitose de particulas de leveduras por macréfagos peritoneais de
camundongos tratados com o polimero por periodo de 48 horas, em condigbes semelhantes as do
presente estudo (KANGUSSU MARCOLINO et al., 2010).

Analisando os importantes efeitos de diferentes polissacarideos sobre a atividade fagocitica de
macréfagos pode-se sugerir que a ativagdo desse processo pelos polimeros € dependente de
caracteristicas quimicas da estrutura peculiar de cada um, que o permitem interagir com determinados
receptores de maneira complementar. Além disso, a natureza da particula fagocitada também pode
influenciar na atividade fagocitica.

Eventos que apresentam estreita relacdo com a atividade fagocitica, apesar de poderem ser
desencadeados por vias independentes, sao o estimulo do “burst” respiratério culminando na produgao
de intermediarios reativos de oxigénio e a via de produgéo de dxido nitrico.

5.4 Efeitos sobre o0 “burst” oxidativo e na produgéo de 6xido nitrico

As vias de producédo de intermediérios reativos de oxigénio e nitrogénio, juntamente com a
ativacdo da fagocitose, representam a barreira mais eficiente na destruicdo de patdgenos por células
fagociticas. Juntas, essas vias culminam na formacao de espécies altamente tdxicas que permitem a
interdicdo de infecgbes por microrganismos antes que 0s mesmos possam se proliferar, disseminar e
oprimir 0 hospedeiro (BEUTLER, 2004). Os produtos iniciais da ativagao de cada via sdo as espécies

reativas anion superdxido e dxido nitrico, as quais foram quantificadas nesse estudo.

5.4.1 Efeitos na produgéo de anion superéxido

Para determinagéo da ativacdo da via de produgdo de anion superdxido pelos polissacarideos
OP, PDOP e PG utilizou-se do método de redugdo do citocromo c. Este método se fundamenta na
reducdo extracelular do citocromo ¢ oxidado na presenca de anion superoxido (JOHNSTON; GODZIK;

COHN, 1978). Para se garantir que a primeira espécie reativa a ser detectada no meio extracelular
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seria 0 anion superdxido, resultado da ativagdo do complexo NADPH oxidase da membrana externa, 0s
polissacarideos foram incubados juntamente com a solugéo de citocromo ¢ (BILITEWSKI, 2008).

A producéo de anion superoxido esta representada por reducdo de citocromo ¢ em pmol.L-!
por 4.10° células, seus resultados foram normalizados utilizando o coeficiente de extingdo molar de
citocromo ¢ reduzido e oxidado 2,1.104 mol.L-".cm-' e como controle positivo de ativagdo da via utilizou-
se PMA 1 pg.mL-.

Pode-se observar que somente o polimero PG promoveu aumento na produgdo de anion
superoxido na concentragéo de 100 pug.mL-!. Onde observa-se um estimulo de aproximadamente 60%
na producdo dessa espécie reativa, quando comparado com os macréfagos na presenga somente do
meio de reacgdo. Entretanto, as pectinas do cacau n&o apresentaram-se capazes de estimular a
producdo de anion superoxido em niveis superiores aos observados no grupo controle, sem

tratamento, demonstrado na figura 15.
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FIGURA 15. QUANTIFICACAO TEMPO DEPENDENTE DOS NIVEIS DE ANION SUPEROXIDO POR
MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS TRATADOS COM OP, PDOP E PG
FONTE : o autor (2012)

Nota. Resultados obtidos para quantificagdo tempo dependente dos niveis de anion superéxido em macréfagos peritoneais
de camundongos tratados com OP, PDOP e PG na concentragdo de 100 pg.mL'. Apds incubagdo nos tempos
determinados, na presenca dos polimeros e de citocromo ¢ (concentragéo de 80 pmol.L-"), a 37 °C sob 5% de COz realizou-
se leitura em leitor de microplacas a 550 nm. Como controle positivo de ativagao da via de produgéo de anion superéxido
utilizou-se PMA (1 pg.mL). Os resultados estdo expressos como média £ EP (n = 3, sendo cada experimento em
duplicata), para normalizagdo dos mesmos utilizou-se o coeficiente de extingdo molar do citocromo ¢ oxidado/ reduzido de
2,1.104 mol.L-". cm-'. ANOVA de significancia ** P < 0,01 e *** P < 0,001 em relagdo ao controle (células tratadas com
solucéo de citocromo c).
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Apo6s determinado o tempo mais adequado para quantificagdo do anion superdxido no presente
sistema experimental, os polissacarideos foram administrados nas doses de 100 e 200 ug.mL-" durante
duas horas de tratamento, para se observar a influéncia da dose na ativagéo dessa via.

Observou-se que o polimero PG se apresentou capaz de estimular a produgdo de anion
superoxido com significancia, onde foi verificado haver aumento de 60% de produgéo na dose de 200
Mg. mL-' em relagdo ao controle, figura 16. As pectinas do cacau nao apresentaram-se capazes de

estimular a produgao de anion superoxido em niveis superiores aos observados no grupo controle.
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FIGURA  16. QUANTIFICACAO DOSE DEPENDENTE DE ANION SUPEROXIDO POR
MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS TRATADOS COM OP, PDOP E PG POR 2
HORAS

FONTE: o autor (2012)

Nota. Resultados obtidos para quantificagdo dose dependente de anion superdxido em macréfagos peritoneais de
camundongos tratados com OP, PDOP e PG nas concentragdes de 100 e 200 pg.mL-'. Apds duas horas de incubagéo na
presenga dos polimeros e de citocromo ¢ (concentracéo de 80 umol.L-) a 37 °C sob 5% de COz2 realizou-se leitura em leitor
de microplacas a 550 nm. Como controle positivo de ativagéo da via de producéo de &nion superéxido utilizou-se PMA (1
Mg. mL7). Os resultados estdo expressos como média + EP (n = 4, sendo cada experimento em friplicata), para
normalizagdo dos mesmos utilizou-se o coeficiente de extingdo molar do citocromo ¢ oxidado/ reduzido de 2,1.104 mol.L-".
cm'. ANOVA de significancia ** P < 0,01 e *** P < 0,001 em relag&o ao controle (células tratadas apenas com solugéo de
citocromo c).

Vale ressaltar as diferengas encontradas para os resultados tempo e dose dependente para
producdo de anion superdxido na concentragdo de 100 ug.mL'. Onde observa-se que no ensaio
tempo dependente ha produgao significativa dessa espécie reativa, com valor de aproximadamente
60% de aumento em relagdo ao controle. No entanto no ensaio dose dependente foi observado que
esse resultado apresenta aumento de 32%, ndo mostra-se significativo em relagdo ao controle.
Contudo deve-se observar a tendéncia do perfil, que tende a um aumento, levar-se em consideragéo 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 consideragdo a heterogeneidade de respostas de cultura
priméaria de células.

Uma arabinogalactana isolada de Phyllanthus niruri (quebra-pedra) estimulou a produgéo de
anion superdxido. Neste trabalho os autores concluiram que na concentracdo de 250 pg.mL-' do
polimero, apds duas horas de tratamento em macrofagos peritoneais de camundongos, a produgéo de
anion superéxido aumentou em aproximadamente trés vezes comparado ao controle sem tratamento
(MELLINGER et al., 2005).

Quatro fragdes de arabinogalactanas com diferentes massas moleculares obtidas de folhas de
Juniperus scopolorum foram administradas em macréfagos peritoneais de camundongos por 48 horas
e a linhagem J774. A1 durante 24 horas. Todos os polimeros estimularam a producdo de EROs de
maneira dose-dependente nas concentragdes de 25-200 pg.mL?, alcangando valores de
aproximadamente trés e quatro vezes de aumento em relagdo ao controle, na maior concentragao
testada para a fragdo com maior massa molecular, na linhagem J774. A1 e macréfagos peritoneais,
respectivamente. Os autores observaram que a maior intensidade de ativagdo da via se dava de
maneira diretamente proporcional ao aumento da massa molecular dos polimeros (SCHEPETKIN et al.,
2005).

Quatro fragdes de pectina isoladas do caule do cacto Opuntia polyacantha demonstraram
estimular a produgdo de EROs em macréfagos murinos da linhagem J774. A1 de maneira dose-
dependente. Os autores observaram que o estimulo da produgéo das espécies reativas foi diretamente
proporcional ao aumento da massa molecular dos polimeros. E ainda foi observado que a fragdo com
maior massa molecular e com concentracdo de 400 ug.mL-' demonstrou estimular o aumento da
producdo de EROs em aproximadamente oito vezes em relacdo ao controle (SCHEPETKIN et al.,
2008).

Uma fragéo polissacaridica, constituido por arabinose, galactose, glucose, manose, ramnose,
xilose, acido galacturdnico e glucurénico, isolada de Gynostemma pentaphyllum (uma erva de origem
chinesa), demonstrou aumentar, de forma dose-dependente, a produgéo intracelular de EROs em
experimentos in vivo e in vitro. Os autores observaram que na concentragdo de 400 pg.mL-, a mais
alta testada, o polissacarideo estimulou aumento de aproximadamente 230% na produgé@o dessas
espécies reativas, em relagdo ao controle, nos experimentos in vitro. Nos experimentos in vivo, com a
inoculacdo intraperitoneal do polimero (100 mg.kg") houve aumento de aproximadamente 220% em
relagdo ao controle, sem tratamento (YANG et al., 2008).
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Xiloglucanas obtidas de sementes de diferentes espécies n&o interferiram no “burst
respiratério de macréfagos peritoneais de camundongos, avaliadas em condigbes semelhantes do
presente estudo (ROSARIO et al., 2008, 2011).

Como observado nos artigos citados e nos resultados obtidos no presente estudo a ativagao do
complexo envolvido na produgéo de anion superdxido tem relagdo com caracteristicas estruturais de
cada polimero. Contudo, também se observa a importancia de parametros como massa molecular na
ativacdo da via, uma vez que em relagdo aos polimeros do cacau o polimero PG, o qual apresenta
menor massa molecular pela auséncia da regido de RGI, ativou a produgdo de anion superdxido em

aproximadamente 55%.

5.4.2 Efeitos na produgéo de dxido nitrico

Outra via de producgéo de espécies reativas de importancia para macréfagos, e através da qual
completam sua fungdo microbicida, € a de produgdo de dxido nitrico. A ativagdo desta via em
macrofagos esta relacionada com a atividade da enzima iNOS e mostra-se bastante complexa em seus
mecanismos de regulagdo (LOWENSTEIN et al., 1993, MATSUURA et al., 2003). A ativacdo dessa
enzima pode ser estimulada por diferentes vias de sinalizagédo sob o efeito dos mais variados
compostos, como por exemplo IFNy e LPS (OHLSSON; BERGENFELDT; BJORK, 1988; NATHAN,
1991). Certos polissacarideos ja foram caracterizados como sendo ativadores desta via (JEON et al.,
2001; SCHEPETKIN et. al., 2005; KAGUSSU MARCOLINO, 2010).

No presente estudo a determinacdo da ativacdo da enzima iINOS nos macrofagos foi
determinada através da producdo de dxido nitrico. Para a quantificagdo da produgdo desta espécie
reativa utilizou-se o reagente de Griess, que indiretamente quantifica a ativagdo da via de produgéo do
NO" através da medida de alguns de seus produtos, como o nitrito. Essa técnica se baseia na reagéo
do nitrito, primeiramente com a sulfanilamida em meio &acido para formar um composto intermediario, o
sal de diazonio. Em seguida, este sal reage com N-naftiletilenodiamina formando um composto azo
estavel de coloragdo purpura, podendo assim ser quantificado em espectrofotémetro. Esse método &
um dos mais indicados para quantificar a produgdo de oxido nitrico pela ativagdo de iINOS em
macroéfagos (TARPEY; WINK; GRISHAM, 2004).

Os resultados de tais experimentos estdo apresentados nas figuras 17 e 18, onde a produgéo

de Oxido nitrico esta representada em nitrito pumol.L-' por 4.105 células, seus resultados foram
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normalizados utilizando-se coeficientes de concentragdes conhecidas de padrdo nitrito de sodio e
como controle positivo de ativagéo da via utilizou-se LPS 100 ng.mL".

Com a finalidade de verificar 0 melhor tempo para a ativagdo da producdo de oxido nitrico
pelos macrofagos na presenga dos polimeros 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 condigdes experimentais utilizadas, para a
avaliagao da produgao de Oxido nitrico foi de 24 horas, visto que, houve um aumento significativo da
producédo dessa espécie reativa pelo LPS, composto conhecidamente ativador desta via, utilizado no
presente estudo como controle positivo, e também pelo polimero PDOP.

O polimero PDOP no periodo de 24 horas foi capaz de estimular a produgao da espécie reativa
em questdo em niveis superiores até mesmo aos encontrados pelo LPS. Este polimero atingiu, ainda,
aproximadamente 100% de estimulo da produgdo de NO™ em relagdo ao controle no periodo de 48
horas de tratamento. Por outro lado, os polimeros OP e PG néo se mostraram capazes de estimular a
via de produgéo do intermediario reativo de nitrogénio, dxido nitrico, em nenhum dos tempos testados.

Apos determinacdo do melhor tempo para quantificagéo de Oxido nitrico na presente condi¢do
experimental as avaliagbes foram direcionadas a verificar se esta ativagdo era dependente da
concentragao dos polissacarideos. Para tanto, foram utilizadas as concentra¢ées de 100 e 200 ug.mL!
dos polimeros durante 48 horas de tratamento.

Na figura 18 pode-se observar uma concordéncia com os resultados apresentados na figura
17, onde apenas o polimero PDOP foi capaz de promover a ativagdo dessa via em niveis de
significdncia comparado ao controle sem tratamento. Observa-se, ainda, que néo houve diferenga de
intensidade entre as concentragbes testadas, uma vez que em ambas o aumento foi de
aproximadamente 250%.

A diferenga de intensidade de ativacdo para a concentragdo de 100 pg.mL' de 100% de
estimulo de ativagdo comparado ao controle (figura 17) e de 250% (figura 18) pode ser atribuida a
heterogeneidade de respostas observadas para macréfagos obtidos de cultura primaria e oriundos de
biotério tipo convencional.

Os resultados das analises de GC-MS para deteccdo de LPS mostraram auséncia deste
contaminante nas amostras dos polimeros, assim 0 aumento na produgédo de Oxido nos macrofagos
tratados, principalmente com o polimero PDOP, é um efeito do polissacarideo e ndo de possivel

contaminagao por LPS.
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FIGURA 17. QUANTIFICACAO TEMPO DEPENDENTE DOS NiVEIS DE OXIDO NiTRICO EM
MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS TRATADOS COM OP, PDOP E PG

FONTE: o autor (2012)
Nota. Resultados obtidos para quantificagdo dos niveis de 6xido nitrico por macréfagos peritoneais de camundongos sobre
efeito de OP, PDOP e PG nas concentragdes de 100 ug.mL-'. Apds os periodos de tratamento com os polimeros a 37°C
sob 5% de COz, uma aliquota de 100 pL do meio de reagdo foi misturada a 100 pL do reagente de Griess. Apds
estabilizagéo da reagéo por 10 minutos realizou-se leitura em leitor de microplacas a 550 nm. Como controle positivo de
ativagdo da via de produgéo de o6xido nitrico utilizou-se LPS (100 ng.mL-"). Os resultados estdo expressos como média +
EP (n = 3, sendo cada experimento em duplicata), para normalizagdo dos mesmos utilizou-se coeficientes de solugdes de
padréo de nitrito de sddio. ANOVA de significancia ** P < 0,01 e *™* P < 0,001 em comparagdo 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 raizes de Vernonia kotschyana (uma planta herbacia originaria do continente
africano). Onde concentragdes de até 500 pg.mL-' dos polimeros nao estimularam a produgao de 6xido
nitrico em macrofagos humanos em periodo de 24 horas de exposicdo (NERGARD et al., 2005). Da
mesma forma, outras duas fragfes de pectinas isoladas de Glinus oppositifolius, a primeira constituida
de arabinogalactanas tipo | e Il e a outra rica em acido galaturdnico ndo estimularam a via de produgéo
de dxido nitrico em concentracoes de até 500 ug.mL-! (INNGJERDINGEN et al., 2005).

Assim como a fragdo PDOP, pectinas de outras fontes promoveram estimulo da secre¢éo de
dxido nitrico. Pectinas isoladas de flores de Tanacetum vulgare (catinga-de-mulata), em concentragdes
variando entre 200 a 1600 pug.mL', apresentaram-se capazes de estimular a produgédo de 6xido nitrico
em macroéfagos J774. A1 em 24 horas de incubagdo. Onde observou-se padrdo dose-dependente de
resposta, em niveis comparaveis ao controle positivo por LPS 50 ng.mL"', com producdo de
aproximadamente 6 pmol.L-! de nitrito (XIE; SCHEPETKIN; QUINN, 2007).
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FIGURA 18. QUANTIFICAGAO DOS NiVEIS DE OXIDO NiTRICO POR MACROFAGOS
PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS TRATADOS COM OP, PDOP E PG POR 48 HORAS

FONTE: o autor (2012)

Nota. Resultados obtidos para produgao de dxido nitrico por macréfagos peritoneais de camundongos sobre efeito de OP,
PDOP e PG nas concentragdes de 100 e 200 pg.mL-". Apds 48 horas de tratamento com os polimeros a 37 °C sob 5% de
COz, uma aliquota de 100 pL do meio de reagao foi misturada a 100 L do reagente de Griess. Apos estabilizar a reagéo
por 10 minutos, realizou-se a leitura em leitor de microplacas a 550 nm. Como controle positivo de ativagdo da via de
produgdo de oxido nitrico utilizou-se LPS (100 ng.mL-"). Os resultados estdo expressos como média + EP (n = 4, sendo
cada experimento em triplicata), para normalizagéo dos mesmos utilizou-se coeficientes de solugdo do padrdo de nitrito de
sodio. ANOVA de significancia *** P < 0,001 em comparagao ao controle (células tratadas apenas com meio de cultura) e
entre grupos.

Uma pectina isolada de flores de Nerium indicum (uma arvore de pequeno porte originaria da
Asia) apresentou-se como potente estimuladora da secrecdo de 6xido nitrico em macréfagos RAW
264.7, num periodo de 24 horas de exposi¢ao. Concentragdes entre 31,25 a 500 pg.mL-' do polimero
alcangaram niveis de estimulo de produgao de Oxido nitrico comparaveis ao controle positivo de LPS 2
Mg.mL-1, onde foi produzido aproximadamente 45 umol.L- de nitrito (DONG et al., 2010).

Estudo com seis fragdes de polissacarideos pécticos isolados das folhas de Opilia celtidifolia
(uma arvore de grande porte originéria do continente africano) estimularam a via de producéo de 6xido
nitrico em macréfagos R2 de Wistar. Todas as fragdes com massa molecular variavel, apresentaram
alto potencial de estimular a produgdo de déxido nitrico e os valores exibiram um comportamento dose-
dependente de produgao para todas as fragdes, cujas intensidades foram comparaveis a ativagéo por
LPS 250 pg.mL-1, com aproximadamente 8 umol.L- 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 produgéo de

dxido nitrico. Os resultados obtidos sugerem que as caracteristicas particulares dos polimeros, como
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porcentagem de grupos acetil, estd diretamente envolvida na ativagdo de macréfagos peritoneais de
camundongos para a produgao de 6xido nitrico.

Além de serem células executoras de fungdes de protecdo, os macréfagos também sao
importantes como células reguladoras de varias fungbes de outras células, para tanto secretam varios

mediadores de sinalizagao, entre eles citocinas.

5.5 Efeitos na produgao 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 néo é possivel quantificar varias destas moléculas em um mesmo tempo
de tratamento. Além disso, € possivel que as condi¢des experimentais das avaliagdes também possam
interferir na integridade destes mediadores e, conseqlientemente, nas quantificagdes.

Neste trabalho os niveis das citocinas avaliadas foram determinados no sobrenadante de
macrofagos peritoneais de camundongos apos tratamento com os polissacarideos 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 inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), € um dos métodos mais bem
estabelecidos para quantificacdo de produtos em sobrenadantes de cultura de células, mostrando-se,
ainda, o mais adequado quando necessaria alta sensibilidade na técnica. Este ensaio emprega um
anticorpo especifico, para captura de determinada citocina, ligado a placa. Apds a ligagao da citocina
de interesse ao anticorpo de captura é utilizado anticorpo biotinilado de detecgao, o qual reconhece o
complexo citocina-anticorpo de captura. Seguido a esse evento a reagdo € ampliada pela conjugacéo
do anticorpo secundario estreptavidina-HRP, que na presenga do substrato da enzima peroxidase,
tetrametilbenzidina (TMB), revela a rea¢do (RAYBIOTECH, 2011).

A produgao das citocinas IL-10, IL-12 e TNF-alfa esté representada em pg.mL-' de produto por
4105 células. A concentragdo de cada citocina foi determinada através de uma curva padrdo

especifica. LPS 100 ng.mL-" foi utilizado como controle positivo de ativagéo das vias avaliadas.

5.5.1 Efeitos na produgéo de IL-10

Atualmente sabe-se que a habilidade de produzir interleucina-10 ndo esta limitada aos subtipos

de linfocitos T, mas também a uma gama de outras células, entre as quais se encontram mondcitos e
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macrofagos, células que podem ser ativadas para producdo dessa citocina tanto por mediadores
enddgenos quanto exdgenos (WOLK et al., 2002; SABAT et al., 2010).

Para verificar se os compostos OP, PDOP e PG poderiam atuar como mediadores de estimulo
da producéo de IL-10, macréfagos foram tratados com os polimeros nas concentragdes de 100 e 200
ug.mL-1 pelo periodo de 48 horas.

Observa-se, na figura 19, que a pectina naturalmente acelilada (OP) promoveu aumento
significativo de 10% na producdo de IL-10 apenas na concentracdo de 200 pg.mL', quando
comparado ao controle (macréfagos tratados apenas com meio de cultura).

O tratamento com o polissacarideo parcialmente desacetilado, polimero PDOP, apresentou
aumento significativo na produgao de interleucina-10 de 140% e 165% nas concentragbes de 100 e 200
Mg.mL-1, respectivamente, demonstrando que a modulagdo dessa via por esse polissacarideo € um
evento dose-dependente.

A pectina homogaturonato apresentou comportamento semelhante ao polimero OP
estimulando em aproximadamente 12% a produgéo de IL-10 apenas na concentragao de 200 pg.mL-1,
comparado ao controle tratado com meio.

Os efeitos de polissacarideos sobre macréfagos para a produgao de IL-10 tem sido variados,
mesmo dentro de uma mesma classe de polimeros. Uma pectina, composta em sua maioria por uma
regido linear de é&cido galacturénico, isolada de rizomas de Acorus calamus (calamo-aromatico)
demonstrou néo estimular a produgéo da interleucina-10 em macrofagos peritoneais de camundongos,
em relagéo ao controle, na concentragao de 20 pg.mL-" 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-' de LPS. Os autores sugerem que esse resultado
se deve ao aumento, em aproximadamente 45%, na produgéo de interleucina-10 ap6s a administracéo
por via oral de 50 mg.kg da pectina (OVODOVA et al., 2009). De forma semelhante outra pectina
extraida de Capsicum annum (pimentéo), administrada oralmente na concentragdo de 50 mg.kg-' no
tempo de tratameto de 48 horas, estimulou a producdo de IL-10 em aproximadamente 100% em
relacdo ao controle. Os autores sugerem que o estimulo na produgédo de IL-10 foi responsavel pelo
aumento na sobrevida de camundongos em aproximadamente 40% comparado ao controle, sem
tratamento (POPQV 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 (jatobd), nas concentragbes de 10 e 25 pg.mL-!, ndo estimularam macréfagos peritoneais a
produzirem IL-10 em 48 horas de tratamento (AMARAL, 2011).
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FIGURA 19. QUANTIFICAGAO DOS NiVEIS DE IL-10 EM MACROFAGOS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS TRATADOS COM OP, PDOP E PG POR 48 HORAS

FONTE: o autor (2012)

Nota. Resultados obtidos para os niveis de produgéo de IL-10 em macréfagos peritoneais de camundongos sobre efeito dos
polimeros OP, PDOP e PG nas concentragdes de 100 e 200 pg. mL-'. Apos 48 horas de tratamento com os polimeros a 37
°C sob 5% de CO2, uma aliquota de 100 uL do meio de reagéo foi retirada para quantificagéo de IL-10 por ELISA, segundo
especificagdes do fabricante. Como controle positivo de ativagdo da via de produgéo de IL-10 utilizou-se LPS (100 ng. mL-").
Os resultados estdo expressos como média £ DP (n = 5, sendo cada experimento em duplicata), para normaliza¢&o dos
mesmos utilizou-se os coeficientes da solugéo padrao da citocina IL-10. ANOVA de significancia ** P < 0,01 e *** P < 0,001
em relagdo ao controle (células tratadas apenas com meio de cultura) e entre grupos.

De maneira geral a via de produgdo de interleucina-10, estimulada pelos polissacarideos de
estudo, parece estar relacionada com caracteristicas estruturais comuns as trés pectinas, como a
estrutura linear de homogalacturonanas. Contudo, deve-se observar a expressiva producao de IL-10
apds a desacetilagdo parcial do OP, originando o polimero PDOP, onde observa-se um aumento de

aproximadamente 155% na ativagao da via.
5.5.2 Efeitos na produgéo de IL - 12
A sintese de interleucina-12 tem papel essencial na ligagdo entre a resposta inata e a adquira

(COLOMBO; TRINCHIERI, 2002). Ao contrario de IL-12p35, que é produzida por grande diversidade de

células e expressa de maneira constitutiva, a sintese de IL-12p40 e IL-12p70 é limitada a linhagem de
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células apresentadoras de antigenos, como macréfagos, e expressa somente quando essas células
sdo ativadas (TRINCHIERI, 1995, 1998).

Na figura 20 estdo apresentados os resultados dos tratamentos de macréfagos peritoneais,
durante o periodo de 48 horas com os polimeros OP, PDOP e PG nas concentracdes de 100 e 200
Mg.mL-, para quantificagdo da produgéo de IL-12.

Observa-se que a pectina OP n&o apresentou estimulo significativo na produgéo de IL-12, a
niveis superiores aos evidenciados no grupo controle, nas duas concentragdes testadas. Ao contrario,
o tratamento com o polimero PDOP promoveu aumento de aproximadamente 70 e 95% nas
concentragdes de 100 e 200 ug.mL", respectivamente em relagao ao controle. Onde uma diferenga de
producdo de aproximadamente 30 pg.mL-' entre as doses, indica um perfil dose-dependente para
estimulacéo de IL-12.

Os resultados do tratamento de macréfagos com o polissacarideo PG mostram que em ambas
as concentragdes (100 e 200 pg.mL-") a intensidade de estimulo de produgdo de IL-12 foi similar,
alcangando aproximadamente 30% de aumento em relagéo ao controle.

Estudos demonstrando a produgédo de IL-12 por macréfagos na presenga de pectinas ainda
ndo foram descritos na literatura, até 0 momento, mas para outras classes de polissacarideos de
plantas este efeito ja foi observado.

Fragbes de arabinogalactanas, com diferentes massas moleculares, obtidas de folhas de
Juniperus scopolorum, foram testadas quanto ao estimulo de produgdo de IL-12 na linhagem de
macrofagos J774. A1. O estudo mostrou que apds 24 horas de tratamento, na concentragdo de 200
Mg.mL-1, apenas as fragdes com maiores massas moleculares foram capazes de estimular a produgéo
dessa citocina com significancia em relagdo ao controle, onde observou-se aumento de
aproximadamente 12 vezes na producéo IL-12 (SCHEPETKIN et al., 2005).

Uma glucoarabinogalactana isolada de Glycyrrhiza uralensis (uma herbacea originada da Asia)
demonstrou estimular a produgdo de IL-12 de maneira dose-tempo-dependente em macrofagos
peritoneais de camundongos. Na dose de 400 ug.mL-" e 72 horas o polimero demonstrou aumento de
aproximadamente trés vezes na produgéo dessa citocina em relagéo ao controle (CHENG et al., 2008).

Diante dos resultados obtidos no presente estudo observa-se que a producao da citocina IL-12,
desencadeada pelos polissacarideos estudados, esta relacionada com a regido linear dos polimeros.
Uma vez que os polimeros PDOP e PG exibiram maior intensidade na producdo desta citocina.
Enquanto que o polimero OP, o qual apresenta alto grau de acetilagéo, foi menos eficaz na ativagéo da

mesma.
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FIGURA 20. QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE IL-12 EM MACROFAGOS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS TRATADOS COM OP, PDOP E PG POR 48 HORAS
FONTE: o autor (2012)

Nota. Resultados obtidos para os niveis de detecgdo de IL-12 em macréfagos peritoneais de camundongos sobre efeito dos
polimeros OP, PDOP e PG nas concentragdes de 100 e 200 ug. mL-'. Apos 48 horas de tratamento com os polimeros a 37
°C sob 5% de CO, uma aliquota de 100 uL do meio de reag&o foi retirada para quantificagdo de IL-12 por ELISA, segundo
especificagdes do fabricante. Como controle positivo de ativagéo da via de produgéo de IL-12 utilizou-se LPS (100 ng. mL-").
Os resultados estado expressos como média £ DP (n = 5, sendo cada experimento em duplicata), para normaliza¢&o dos
mesmos utilizou-se os coeficientes da solugdo padrdo da citocina IL-12. ANOVA de significancia * P < 0,05, ** P < 0,01 e
***P < 0,001 em relagdo ao controle (células tratadas apenas com meio de cultura) e entre grupos.

5.5.3 Efeitos na produgéo de TNF-alfa.

A citocina TNF-alfa apresenta multiplos papéis metabolicos. Contudo, quando produzida por
macrofagos tem acdo direta como molécula tumoricida, atracdo de outras células do sistema imune
para sitios de vigilia e também na modulagdo da producdo de outros coadjuvantes e mediadores
inflamatédrios, como moléculas de adesdo, outras citocinas e expressdo de enzimas produtoras de
espécies reativas (BAUGH; BUCALA, 2001; CAMINERO; COMABELLA; MONTALBAN, 2011).

Para quantificagéo dos niveis de TNF-alfa optou-se por realizar o tratamento no periodo de seis
horas, condicdo determinada em trabalhos anteriores do grupo como sendo melhor tempo de
tratamento para a quantificacdo desta citocina nas condi¢des experimentais utilizadas.

Na figura 21 observa-se que os polimeros OP e PG néo estimularam a produgéo de TNF-alfa
em relacdo ao controle sem tratamento. No entanto, com o tratamento dos macréfagos com o polimero

PDOP observou-se aumento na produgdo de TNF-alfa em aproximadamente 60 e 87% nas
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concentragdes de 100 e 200 pg.mL?, respectivamente. A diferenca de intensidade de
aproximadamente 50 pg.mL-!, entre os tratamentos, indica um efeito dose-dependente de estimulo.

Trés fragdes de mananas acetiladas, com diferentes massas moleculares, isoladas das folhas
de Aloe vera (babosa) estimularam a produgéo de TNF-alfa tanto in vitro quanto in vivo em macréfagos
peritoneais de camundongos. Os autores observaram que nas avaliagdes in vitro, apos 48 horas de
tratamento e 500 ug.mL-" de concentragdo do polimero, os polissacarideos foram capazes de estimular
a producdo de TNF-alfa em aproximadamente 1000 vezes comparado ao controle néo tratado. Para o
tratamento in vivo na mesma concentracdo do experimento in vitro, apds uma hora e meia de
administragao dos polimeros, esse aumento foi de aproximadamente 700 vezes. Os autores destacam
que as maiores intensidades de estimulo observadas foram desencadeadas pelo polimero com maior
massa molecular (LEUNG et al., 2004).

Uma fragéo polissacaridica extraida de rizomas de Curcuma zedoaria (zedoaria), contendo
41% de agucares neutros (sendo esses Rha, Fuc, Ara, Xyl, Man, Gal e Glc ), 3,6% de acido urdnico e
20% de proteinas, foi descrita como potente ativadora na producdo de TNF-alfa na linhagem RAW
264.7 ap6s 24 horas de tratamento. Os autores observaram efeito dose-dependente alcangando
intensidade de até 2500 vezes na concentragéo de 500 ug.mL-" da fragéo (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
producdo de TNF-alfa na linhagem RAW 264.7 ap6s 24 horas de tratamento. Nesse estudo foi
observado que a galactoglucomanana nativa e sua forma glicosilada nao apresentam qualquer
estimulo na producdo de TNF-alfa. No entanto, o polimero sulfatado (10 pg.mL') promoveu um
estimulo com intensidade cinco vezes maior ao quantificado para os macrofagos controle, sem
tratamento (GAMAL-ELDEEN et al., 2007).

Uma fragéo polissacaridica isolada de raizes de Bupleurum smithii (uma herbacea tradicional
na medicina chinesa) composta por 75% de carboidratos, sendo que desses aproximadamente 42%
sd0 acido urbnico e a composicdo monossacaridica constituida por arabinose, galactose, glucose e
ramnose, foi administrada por via intragastrica em camundongos nas doses de 20, 40 e 80 mg.kg-".dia-!
durante 6 dias. Apds tratamento os autores ndo observaram aumento na producdo de TNF-alfa em
niveis superiores aos observados no grupo controle. No entanto quando se realizou tratamento, nas
mesmas condicdes estabelecidas anteriormente, porém com as células tratadas previamente com LPS
1 ug. mL-! durante 24 horas, os polissacarideos inibiram os produtos induzidos pela toxina, entre esses
TNF-alfa (CHENG et al., 2010).
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FIGURA 21. QUANTIFICAGAO DOS NIVEIS DE TNF-ALFA POR MACROFAGOS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS TRATADOS COM OP, PDOP E PG POR 6 HORAS
FONTE: o autor (2012)

Nota. Resultados obtidos para produgdo de TNF-alfa por macréfagos peritoneais de camundongos sobre efeito dos
polimeros OP, PDOP e PG nas concentragdes de 100 e 200 pg. mL-". Apés 6 horas de tratamento com os polimeros a 37
°C sob 5% de CO2, uma aliquota de 100 pL do meio de reagéo foi retirada para quantificagdo de TNF-alfa por ELISA,
segundo especificagdes do fabricante. Como controle positivo de ativagéo da via de produgdo de TNF-alfa utilizou-se LPS
(100 ng.mL). Os resultados estdo expressos como média + DP (n = 3, sendo cada experimento em duplicata), para
normalizagdo dos mesmos utilizou-se os coeficientes da solugéo padrao da citocina TNF-alfa. ANOVA de significancia ***
P < 0,001 em relagdo ao controle (células tratadas apenas com meio de cultura) e entre grupos.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que a produgéo da citocina TNF-alfa
por macrofagos, estimulados pelas pectinas, assim como para as outras citocinas avaliadas parece
estar relacionada com caracteristicas estruturais de cada polimero. Isso pode ser evidenciado tendo-se
em vista que a remogao parcial dos grupamentos acetil do polimero nativo (OP), originando o polimero
PDOP, proporcionou aumento de aproximadamente 80% na produgdo de TNF-alfa na maior
concentragao testada (200 pg. mL-1). Os polissacarideos OP e PG, nas mesmas condi¢des, ndo foram

capazes de estimular a produgéo desta citocina, em relagao ao controle néo tratado.
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6. DISCUSSAO FINAL

Polissacarideos vem recebendo atengéo na aplicagdo terapéutica, principalmente por agirem
como imunomoduladores (TZIANABOS, 2000; LEUNG et al., 2006; SCHEPETKIN; QUINN, 2006).
Neste contexto, esse trabalho foi motivado pela relevancia em se estudar o efeito imunomodulador das
pectinas da casca dos frutos do cacau, utilizando as forma nativas e parcialmente desacetilada, e do
polimero poligalacturonato em macréfagos e, ainda, correlacionar os efeitos observados com
parametros estruturais destes polimeros. O resumo dos resultados esta representado na tabela 4, para

melhor visualizagao.

TABELA 4. RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS NOS EXPERIMENTOS DE MODULAGAO DAS
ATIVIDADES EM MACROFAGOS PELAS PECTINAS OP, PDOP E PG

Perfil em porcentagem (%) em relacdo ao controle

Ativacéo

polimero  Concentragdo celular fagocitose  O,” NO’ IL-10 IL-12 TNF-a
opP 100ug.mL-’ ns ns ns ns ns ns ns
200ug.mL" ns ns ns ns 110%** ns ns
PDOP 100ug.mLt  177%*** ns ns 1250%**  1140%** 170%™  160%"**
200ug.mLt 177%*** ns ns 1250%***  1165%***  195%**  187%***
PG 100pug.mL"! ns ns ns ns ns 130%** ns

200pg.mL' 140%™ ns 160%™ ns 112%™ 130%** ns

FONTE: o autor (2012)
Nota. ANOVA de significancia ** <0,01 e *** <0,001 em relagdo ao controle (células tratadas somente com meio de cultura
ou com solugéo de citocromo ¢ - nos experimentos de dosagem de anion superdxido).

O polimero OP, pectina naturalmente acetilada, ndo promoveu alteragbes morfoldgicas
expressivas nas células, as quais permaneceram com perfil de células residentes (figuras 11 e 12).
Essa caracteristica foi acompanhada por um aumento significativo da produgéo de IL-10 (figura 19).
Esses resultados sdo condizentes uma vez que essa citocina € uma desativadora das fungdes de
macrofagos e, portanto, de suas caracteristicas morfolégicas de célula ativada (BOGDAN,
VODOVOTZ; NATHAN, 1991; DOBROVOLSKAIA; VOGEL, 2002).

Tendo em vista que o polimero OP n&o estimulou nenhuma das outras vias avaliadas (figuras
13-18, 20 e 21), sugere-se que 0 mesmo pode atuar como uma potencial molécula para futuras
aplicagdes como veiculo de medicamentos, ainda mais relevante quando a supressao de respostas
inflamatérias & desejada. Contudo, ressalta-se a necessidade de ampliagdo de estudos para
caracterizar este polissacarideo como possivel agente imunoregulador de fungbes de macréfagos,

COMO ensaios in Vvivo.
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Estudo com pectinas comerciais de citrus, com diferentes graus de esterificagdo (DE),
realizado por Salman e colaboradores (2008), observou que o aumento de DE dos polimeros esta
diretamente relacionado ao aumento proporcional do estimulo de mediadores anti-inflamatoérios como
IL-1 ra e IL-10 em monocitos (SALMAN et al., 2008). De maneira semelhante estudos com pectinas
também de citrus com diferentes graus de esterificacdo descrevem a agdo anti-inflamatéria desses
polimeros através da inibigdo da expressdo de iINOS e COX-2 em macréfagos ativados com LPS
(CHEN et al., 2006).

No presente estudo a molécula PDOP promoveu alteragdes morfologicas expressivas em
macroéfagos, onde as células passaram a ter caracteristicas de células no estado ativado (figuras 11 e
12). Essas alteragbes estdo em concordancia com o intenso aumento na produgdo dos mediadores
dxido nitrico, IL-10, IL-12 e TNF-alfa (tabela 4). A intensidade dos efeitos estimulados por PDOP foi
superior aos observados pelos polimeros OP e PG, e semelhante aos desencadeados pela molécula
LPS, representados nas figuras 17-21.

A via do “burst” respiratorio sofreu estimulo significativo (60%) apenas com o tratamento com o
polimero PG (figuras 15 e 16). Observa-se que a intensidade de efeito exibido pelo polimero PG, em
relacdo a ativagéo celular, produgéo de IL-10 e IL-12, foi respectivamente de aproximadamente 2, 14 e
3 vezes menor comparado ao efeito estimulado pelo polimero PDOP, nas mesmas condigdes (tabela
4).

A propriedade de estimular mediadores pr6 e anti-inflamatérios ndo € comum entre os
polissacarideos de plantas, porém Schepetkin e colaboradores (2005), trabalhando com fragbes de
arabinogalactanas isoladas de Juniperus scopolorum, verificaram aumento nos niveis de TNF-alfa, IL-1,
IL-6 e IL-12 (citocinas pré-inflamatdrias) e da citocina anti-inflamatéria interleucina-10 em macréfagos
J774. A1 (SCHEPETKIN et al., 2005).

Efeito imunomodulador em pectina com estrutura composta por homogalacturonanas, insergéo
de ramnogalacturonanas | e, ainda, apresentando-se com elevado grau de acetilagao foi observado em
polimero isolado de Centella asiatica. Neste trabalho, os autores, observaram estimulo da proliferacéo
de células B e T com a estrutura nativa do polimero e, apds desacetilacdo parcial da estrutura do
mesmo, observaram proliferagdo ainda mais expressiva de células B (WANG; LUI; FANG, 2005). Outra
pectina naturalmente acetilada, isolada de Dendrobium nobile, exibiu comportamento semelhante ao
anteriormente descrito. Apos a remoc¢édo parcial de grupamentos acetil o polimero tornou-se mais
potente ativador da proliferagdo de linfécitos B quando comparado @ molécula nativa (WANG; LUO;
ZHA, 2010). Em ambos os trabalhos os autores sugerem que o conteudo de grupamentos acetil €
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essencial para os efeitos observados (WANG; LUI; FANG, 2005; WANG; LUO; ZHA, 2010). Os
resultados observados no presente estudo reforgam estas proposi¢des, uma vez que o polimero OP,
contendo alto grau de acetilagdo, foi menos eficaz na estimulagdo de certas vias de macrofagos
quando comparado com seu respectivo polimero parcialmente desacetilado (PDOP).

Outra via de significativa importancia para as fungdes de macréfagos, também avaliada neste
estudo, foi a atividade fagocitica. Os trés polimeros (OP, PDOP e PG) néo interferiam na capacidade
fagocitica de macrofagos em relagdo a particulas de leveduras, nas condi¢des avaliadas (figuras 13 e
14). Tem sido proposto que alguns receptores de fagocitose possuam dupla fungéo (incorporagéo de
particulas e estimulo de adesé&o), portanto, a atividade fagocitica pode ser inibida pela ativagéo da
funcéo de ades&o. Por exemplo, a ativagdo do receptor de fibronectina para adesdo ao substrato pode
inativar a fungdo de receptores do complemento, como os C3, de aumentarem o estimulo de
incorporacao de particulas (ADEREM; UNDERHILL, 1999).

Para estudos posteriores sugere-se a revelancia em se explorar os mecanismos moleculares
relacionados a produgdo dos mediadores avaliados neste estudo. Especular o estimulo da expressao
de receptores de membrana (como receptores de manose e TLRs), avaliar a ativagdo de proteinas
quinase [proteina quinase ¢ (PKC) e proteinas quinases ativadoras de mitdgeno (MAPKSs)], e ativagéo
de fatores de transcricdo (como NF-kBs e STATSs), os quais tém sua atividade modulada por diversos
polissacarideos (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 polimero poligalacturonato, sdo capazes de
ativar macréfagos através do estimulo da secregéo de alguns mediadores. A diferenca entre os perfis
de estimulo proporcionados pelos polimeros sugere que diferentes vias estdo envolvidas no
mecanismo de agéo de cada molécula. Com isso confirma-se que polimeros com padrao de repeticéo
de estrutura principal semelhante, porém com diferengas na presenga de outra familia de polimeros
(inserces de RGI) e a presenga de grupamentos substituintes (grupamentos acetil) sdo capazes de
estimular macrofagos peritoneais de camundongos através de mecanismos particulares. Os presentes
dados confirmam proposi¢des anteriores que atribuem a propor¢do de grupamentos acetil e cadeias
laterais de galactanas, a capacidade de gerar diferentes respostas biologicas (WANG; LIU; FANG,
2005; WANG; LUO; ZHA, 2010).
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7. CONCLUSAO

Os efeitos das pectinas observados sobre os macréfagos peritoneais permitem elaborar as
seguintes conclusdes:

Os tratamentos com os polimeros PDOP e PG, em altas concentragbes (400 pg.mL),
diminuiram significativamente a viabilidade celular de macréfagos em relagéo ao controle. No entanto o
tratamento com a pectina OP, nas mesmas condi¢des, ndo demonstrou diminuir a viabilidade em
nenhuma concentragao testada.

Os polimeros PDOP e PG foram caracterizados por estimular a ativagdo celular e produgédo da
citocina IL-12 em relagdo as células néo tratadas, perfil esse ndo observado com o tratamento com o
polimero OP.

Apos o tratamento das células com os polimeros, pelo periodo de 48 horas, nédo foi observado
qualquer estimulo na fagocitose de particulas de leveduras Saccharomyces cerevisiae, em relacdo ao
grupo controle.

Em relagdo ao estimulo da produgédo de anion superdxido o polimero PG, pectina com menor
massa molecular pela auséncia de ramificagdes, mostrou-se capaz de estimular essa via com
intensidade superior a observada no grupo controle. Ainda foi observado que o melhor tempo de
quantificagdo para produgdo de O, nesse sistema experimental, foi de duas horas. As pectinas do
cacau, tanto na forma naturalmente acetilada quanto parcialmente desacetilada, ndo foram capazes de
estimular o aumento dessa fungéo de macréfagos nas condigdes testadas.

Apenas o polissacarideo PDOP mostrou-se capaz de modular a produgéo de dxido nitrico, com
tempo mais adequado de quantificagdo de 48 horas de tratamento, e da citocina TNF-alfa em relagéo a
macréfagos néo tratados. Vias que néo foram estimuladas pelo tratamento com os polimeros OP e PG.

A Unica via estimulada pelas trés pectinas foi a de produgao da citocina IL-10, onde se destaca
0 maior estimulo por parte do polimero PDOP, o qual também foi o responsavel por biomomular com
maior intensidade outros mediadores avaliados, NO’, IL-12 e TNF-alfa.

Os polimeros da casca dos frutos do cacau, assim como o polimero poligalacturonato,
demonstraram ser pontenciais ativadores de algumas fungdes de macréfagos, podendo ser
classificados como biomoduladores. Esses resultados contribuem para o esclarecimento do papel de

grupamentos acetil e de estruturas de pectinas no estimulo das atividades abordadas neste trabalho.
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