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RESUMO

Estudos recentes tém demonstrado que polissacarideos isolados de plantas, fungos
liquenizados e frutos podem apresentar algum tipo de atividade biolégica, como por
exemplo, atividade bactericida (COHN, 1978), antiviral (DAMONTE et al., 1994),
anticoagulante (NISHINO et al., 19S1) e antitumoral (MA et al., 1991). Também tem
sido estudada a atividade bioldgica de oligossacarideos, como exemplo a heparina, o
qual apresentam atividade anticoagulante e antitrombdtica (PANGRAZZI et
al.,1985).Neste trabalho foram utilizados varios polimeros de origens diferentes e com
caracteristicas quimicas diversificadas para tornar possivel a verificacado da diferenca
de estrutura na atividade biolégica. Os experimentos foram realizados com objetivo de
verificar a viabilidade celular e a producédo de metabdlitos pelos macréfagos, os quais
indicam a ativacao celular. Os polimeros utilizados foram a galactoglucomanana nativa
e sulfatada de Cladonia ibitipocae, a fragao etandlica 5% extraida de Phyllantus niruri,
a fragao alcalina 2% extraida de Agaricus blazei, o sobrenadante etandlico obtido de
Spondias cytherea, a arabinogalactana extraida do exudato vegetal de Anadenanthera
colubrina e a arabinoxilana acida obtida da degradacdo do exsudato vegetal de
Livistona chinensis. Para os experimentos bioldgicos, as células foram obtidas por
lavagem da cavidade peritoneal de camundongos Mus musculus e entdo foram
centrifugadas, contadas e plaqueadas. Apdés o plaqueamento as células foram
incubadas por 2 horas em atmosfera de CO, 5% para que ocorresse a adesdo. Apos
este periodo, os pogos foram lavados com PBS morno para que as células ndo
aderidas fossem retiradas e entdo foram adicionadas as solugdes com as drogas. Para
o experimento de producdo do H,0O,, durante a incubacgao das células juntamente com
as drogas. foram retiradas aliquotas nos tempos 0, 30, 90 e 150 minutos para que
fosse possivel a quantificacdo do H,O, formado. O resultado obtido foi diferente em
cada material utilizado, sendo que em alguns materiais observou-se um aumento da
producdo deste metabdlito proporcional as concentragdes das drogas utilizadas e ao
tempo de incubacgdo (C. ibitipocae nativa e sulfatada e P. niruri 5%), ja em outros
materiais utilizados observou-se uma diminuicdo desta produgdo com o passar do
tempo de experimento (A. blazei 2% e S. cytherea). Alguns dos materiais utilizados
demonstraram uma inibicdo da producdo deste metabdlito causada pelo polimero (C.
ibitipocae nativa, A. colubrina e L. chinensis degradada). Para os experimentos para a
medida da producdo de NO, foram utilizados os polimeros que apresentaram
estimulagdo dos macrofagos para a produgéo de H,O,. e mais o polissacarideo da
galactoglucomana nativa de Cladonia. furcata. O polissacarideo nativo de C. ibitipocae
nao apresentou aumento da produgdo de NO em nenhuma das concentragdes
utilizadas, ja o material sulfatado apresentou estimulagcdo na concentracdo de
200ug/mL. O material nativo de C. furcata apresentou uma alta estimulagcao na
concentracdo de 10ug/mL, sendo que nas maiores concentragdes utilizadas essa
estimulacdo ndo foi mais demonstrada. Este dado parece indicar uma inibicdo da
producdo de NO pelo polissacarideo quando este € utilizado em altas concentragdes.
O oligossacarideo de P. niruri 5%, como o material de C. ibitipocae nativa nédo
apresentou aumento da producao de NO em nenhuma das concentragdes utilizadas. A
principal concluséo retirada deste trabalho foi que os polimeros que mais estimularam
os macroéfagos, tanto para a produgao de H,O, como de NO sem causar inibicdo desta
atividade foram o polissacarideo sulfatado de C. ibitipocae e o oligossacarideo de P.
niruri 5%.



1. INTRODUGCAO

Muitos polissacarideos tém demonstrado atividade bioldgica, desde que
Bradner et al. em 1958 apresentaram alguns experimentos descrevendo a
atividade antitumoral de estruturas polissacaridicas da parede celular de
Saccharomyces cerevisae. Posteriormente, inimeros polissacarideos de varias
fontes tém se mostrado biologicamente ativos, exibindo varios tipos de
atividades biolégicas, entre elas atividade bactericida (COHN, 1978), antiviral
(DAMONTE et al., 1994), anticoagulante (NISHINO et al., 1991) e antitumoral
(MA et al., 1991). Esta atividade pode ser demonstrada apds a administragdo
destes materiais em culturas de células como, por exemplo, macréfagos e
linfécitos. Esta incubagdo com as células pode torna-las ativadas e esta
ativagdo pode ser evidenciada pela produgdo de metabolitos caracteristicos,
por exemplo, intermediarios reativos de oxigénio (ROI) e nitrogénio (RNI).
Estes metabdlitos quando produzidos, sdo 0s responsaveis principalmente
pelas atividades bactericida e antitumoral de macrofagos (ROITT et al., 1999).
Como estas atividades fazem parte do sistema responsavel pela manutengéo
da integridade dos organismos, o sistema imunolégico, faz-se necessario um
relato geral deste sistema, para tornar possivel o melhor entendimento destes
processos.

1.1 Sistema Imunoldgico

Os organismos vivos sao expostos a uma grande quantidade de agentes
externos, chamados antigenos, os quais podem lhes causar danos. O sistema
imunolégico auxilia no combate a estes agentes, fazendo com que essas
agressOes ndo causem danos permanentes. Entdo, a fungdo primaria do
sistema imunoldgico é eliminar os agentes infecciosos € minimizar o dano que
estes possam causar ao organismo (ROITT et al., 1999).



1.1.1 Resposta Imunolégica

Para que ocorra uma resposta imunolégica, € necessario,
primeiramente, o reconhecimento do patégeno, para que depois se inicie uma
reagao para erradica--lo. Cada patdégeno exige um tipo de resposta imunolégica
especifica, sendo que as mais importantes sdo neutralizagdo, fagocitose e
reagdes citotoxicas (ROITT et al., 1999).

O processo de neutralizacdo € um mecanismo simples, no qual os
anticorpos podem combater os patdbgenos simplesmente por se ligarem a estes
agentes. Por exemplo, um anticorpo ligado a camada protéica de um certo
virus impede a ligagdo e a fixagdo deste as células hospedeiras (ROITT et al.,
1999).

A fagocitose consiste no englobamento do material estranho através dos
pseudopodos que fagocitos, como macrofagos e neutréfilos, langam para
apreender o agente agressor, que entdo fica endocitado em um vacuolo no
citoplasma, este vacuolo é chamado de fagossomo. Uma vez no interior do
fagossomo, os invasores sofrem a agdo de varios constituintes destas células
para que ocorra a inativagdo do antigeno. Por fim os lisossomos, os quais
ficaram internalizados no fagossomo, liberam enzimas digestivas no antigeno
as quais o digerem (ROITT et al., 1999).

As reages citotoxicas sao sistemas efetores dirigidos contra a célula
como um todo, geralmente quando estas sdo muito grandes para sofrerem
fagocitose. O reconhecimento da célula alvo se da por meio de anticorpos
especificos, ligados a superficie celular, ou através de células T e seus
receptores especificos. Nestas reagdes, ao contrario do que acontece na
fagocitose, as células alvo serdo lisadas em suas membranas externas.
Algumas células citotoxicas podem ainda emitir certos sinais para as células-
alvo que, entdo, inicia um programa de autodestruicdo, conhecido como
apoptose (ROITT et al., 1999).
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1.1.2 Células do Sistema Imunolégico

As respostas imunes sao mediadas por uma variedade de células e por
moléculas sollveis que estas células secretam (ROITT et al., 1999). A seguir
estdo listadas as principais células e moléculas envolvidas nas reagbes

imunoldgicas.

a) Fagécitos: Internalizam e degradam antigenos e microorganismos
patogénicos. Este grupo é composto pelos macréfagos (importante na
apresentacédo dos antigenos ao linfécito T) e pelos neutrofilos, que constituem
a maioria dos leucdcitos sanguineos, 0s quais migram para O sangue em
resposta a certos estimulos (ROITT et al., 1999).

b) Linfocitos: Responsaveis pelo reconhecimento especifico dos antigenos
e pelo desencadeamento das respostas imunes adaptativas. Este grupo é
constituido de dois tipos de células, os linfocitos B e os linfécitos T.

b1) Linfécitos B: Sdo aqueles responsaveis pela produgdo dos
anticorpos (imunoglobulinas).

b2) Linfoécitos T: Este grupo de células & constituido de varias
subpopulagées com fungdes variadas. Uma das subpopulagdes
interage com as células B auxiliando-as na divisdo e diferenciagdo
celular e na produgdo de anticorpos; outra interage com os
fagocitos mononucleares auxiliando-os na destruicdo de
patégenos intracelulares, sendo esta atividade conhecida como
citotéxica. Desta forma estas células sdo chamadas entdo de
linfocitos T citotoxicos.

Para que ocorra uma resposta imune faz-se necessario a comunicagao
entre as células constituintes deste sistema e esta emisséo de sinais se torna
possivel pela existéncia de moléculas peptidicas ou protéicas chamadas
citoquinas, que determinam as interagbes entre as células. Dentre as
citoquinas, as mais importantes sdo os interferons (INF) e as interleucinas
(ROITT et al., 1999).



1.2 Macroéfagos

Os macréfagos estdo envolvidos em todas as fases das respostas
imunes. Como ja foi discutido, inicialmente eles atuam como um mecanismo
protetor rapido capaz de responder antes que ocorra a amplificacdo da
resposta, mediada pela célula T. Posteriormente os macrofagos podem tomar
parte na iniciagdo da ativagdo das células T através do processamento e da
apresentacao de antigenos (ROITT et al., 1999).

Finalmente eles sao importantes como células inflamatérias, tumoricidas
e microbicidas na fase efetora ou citotdxica da resposta celular, apos a
ativagdo mediada pelas citoquinas liberadas pelas células T. Estas citoquinas
correspondem a uma resposta das células T ao antigeno (ROITT et al., 1999).
Isso demonstrou que a ativagdo dos macréfagos envolve um estimulo
antigeno-especifico por um mecanismo que levara a uma atividade microbicida
aumentada. Esta agdo citotoxica pode ser verificada se houver uma
estimulagéo externa, como foi constatada quando a estes foram aplicadas
solugdes de caseinato ou tioglicolato (KARNOVSKI et al.; 1978). Existem varios
polissacarideos que apresentam ag¢ao estimulatdria comprovada, como por
exemplo a dextrana, uma a-D-glucana unida por ligagdes 1—6, que quando
aplicada as culturas de macrofagos, ativam estas células tornando-as capazes
de inativar células tumorais (ARTURSSON et al., 1987).

O macréfago é considerado ativado quando apresenta um aumento na
. sua atividade fagocitica e microbicida, situagdo causada pelo contato com
agentes estranhos como bactérias, virus e parasitas (KARNOVSKY et al.,
1978; COHN, 1978; NORTH et al.; 1978) ou com citoquinas produzidas pelos
linfocitos T citotdxicos (ROITT et al.; 1999). As principais caracteristicas
observadas pelo macréfago ativado sdo:. uma grande atividade respiratéria
(aumento do “burst” respiratorio), aumento na sua taxa de migragao e aumento
na taxa de metabolizagdo da glucose (KARNOVSKI et al.; 1978). A ativagdo
dos macréfagos € um fendmeno complexo e as razdes para esta complexidade
sd3o as seguintes: macréfagos ativados podem apresentar inumeras fungdes
efetoras diferentes como, por exemplo, indug¢do da inflamagdo e na
reorganizacao e reparo tecidual e agao citotdxica ocasionada pela producdo de
metabolitos, o que leva a uma atividade microbicida e tumoricida (MIZUNO et.



al., 2000). A funcao ativada do macréfago pode depender ndo sé dele e sim de
uma mistura de citoquinas e estimulos inflamatdrios aos quais o macréfago é
exposto.

Os macroéfagos quando ativados produzem alguns metabdlitos
caracteristicos os quais também s&o responsaveis pela agéo efetora
(citotoxica) do sistema imunolégico. Dentre estes compostos pode-se citar os
compostos derivados de oxigénio como o anion superoxido (O2) e o peréxido
de hidrogénio (H,O2) e os derivados de nitrogénio como o oxido nitrico (NO)
(OKASAKI et al., 1995; DING et al., 1988).

Existem sugestdes indicando que a ativagdo dos macréfagos ocorre em
etapas e exige estimulos sequenciais que incluem citoquinas, endotoxinas e
varios mediadores e reguladores da inflamag@o. Nos estudos laboratoriais “in
vitro”, mais de um sinal se faz necessario para induzir uma fungao particular.
Por exemplo, os macréfagos de camundongos precisam ser estimulados por
INFy, o qual apresenta acdo ativadora sobre a enzima 6xido nitrico sintase
(ZAMUNER et al; 2001), e pela endotoxina LPS (lipopolissacarideos de
membrana bacteriana) a fim de produzirem niveis mais elevados de o6xido
nitrico (MONCADA et al., 1994), e por acetato de miristato de forbol (PMA),
para que produzam niveis mais elevados de peroxido de hidrogénio (COSTA
ROSA et al., 1995).

1.2.1 Produgao de Metabdlitos de Oxigénio

A geragdo de metabdlitos de oxigénio deve-se a rapida ativagdo do
complexo da enzima NADPH oxidase que oxida a coenzima NADPH e os
elétrons resultantes desta oxidagao reduzem o oxigénio a anions superoéxidos:
Este complexo enzimatico € composto de varias subunidades e sua reagao é
complexa. A membrana dos fagécitos em repouso contém um citocromo
fagdcito-especifico, o citocromo b558. Este citocromo € composto de duas
cadeias, de tamanhos diferentes, as quais sado codificadas por genes em
cromossoms diferentes. Quando ocorre a fagocitose, varias proteinas do citosol
tornam-se fosforiladas e dirigem-se para a membrana se ligando entao ao
citocromo b558. O complexo formado age como uma enzima, catalizando a



reagcdo de oxidagdo da coenzima NADPH e, portanto ativando a producéo de
radicais de oxigénio (ROITT et al.; 1999).

20, +NADPH __5 207 + NADP" + H’

Estes anions superoxido, em seguida sao convertidos em peroxido de
hidrogénio, pala agdo da enzima superdxido dismutase (PICK & KEISARI,
1980), podendo ocorrer também dismutagédo expontanea (ROBBINS et al.,
1996).

02_ + 2H+ —p HzOz
1.2.2 Produgao de Metabolitos de Nitrogénio

O oxido nitrico € gerado a partir do aminoacido L-arginina pela agao da
enzima 6xido nitrico sintase (NOS), sendo este mecanismo dependente da
coenzima NADPH (MONCADA et al.,1994).

A NOS macrofagica é induzida quando os macréfagos sao ativados por
citoquinas, por exemplo, interferon y. O 6xido nitrico dos macrofagos, que atua
como um radical livre, €& citotoxico para determinados microorganismos e
células tumorais. Além disso reage com o anion superdoxido formando o
poderoso oxidante didxido de nitrogénio (nitrito) e o radical fortemente reativo
OH (ROBBINS et al., 1996).

NO + Oz p NOz +OH
Quanto maior a produgao de anion superoxido, peréxido de hidrogénio e

oxido nitrico maior sera atividade microbicida e antitumoral do macrofago
(ADACHI et al., 1992; ROBBINS et al., 1996; RUSSO et al., 1989).



1.3 Carboidratos

Os carboidratos s&o as moléculas mais abundantes na face da Terra. A
fotossintese € responsavel por converter mais de 100 milhdes de toneladas de
CO; e H,0 em celulose e outros produtos vegetais. Certos carboidratos, como
a sacarose e 0 amido sdo a base da nutricdo humana na maior parte do mundo
e a oxidagao de carboidratos € a principal via metabdlica liberadora de energia
em muitas células nao fotossintéticas (LEHNINGER et al., 1995).

Polimeros insoluveis de carboidratos apresentam func¢ao estrutural e de
protecdo nas paredes das células bacterianas e de vegetais e nos tecidos
conjuntivos de animais (LEHNINGER et al., 1995).

Os carboidratos sao poliidroxialdeidos ou poliidroxicetonas, ou
substancias que liberam esses compostos por hidrolise. Existem, segundo o
seu tamanho, trés classes principais de carboidratos: monossacarideos,
oligossacarideos e polissacarideos (LEHNINGER et al., 1995).

Aqui, serdo descritos os oligossacarideos e polissacarideos, 0s quais,

juntamente com os macrofagos, foram os objetos de estudo deste trabalho.

1.3.1 Oligossacarideos e Polimeros de Baixa Massa Molecular

Oligossacarideos sdo polimeros de baixa massa molecular, compostos
por poucas unidades monossacaridicas unidas entre si por uma ligagdo O-
glicosidica. Um polimero de baixa massa molecular, que tem sido de grande
interesse cientifico, € a heparina. As suas propriedades biolégicas que mais
despertam interesse sdo as relacionadas com a facilitagdo da circulagao
sanguinea bem como atividade anticoagulante e antitrombdtica (PANGRAZZI
et al.,1985).

Outra informagéo interessante relacionada a este polimero € a sua
propriedade de atenuar a agdo de certos virus, entre eles o da imunodeficiéncia
adquirida (HIV) (STONE et al., 1998). Este € um exemplo de polimeros de
baixa massa molecular com propriedades terapéuticas. Dados como estes que
levam ao grande interesse atual pela atividade biologica de oligossacarideos e

polimeros de baixa massa molecular.
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1.3.2 Polissacarideos

A maioria dos carboidratos encontrados na natureza ocorrem como
polissacarideos, polimeros de alta massa molecular. Os polissacarideos
diferem entre si na identidade de suas unidades monossacaridicas e no tipo de
ligagdo que as une, no comprimento de suas cadeias e no grau de ramificagéo
das mesmas (LEHNINGER et a/., 1995).

Entre esses polissacarideos podem-se destacar os extraidos de plantas,
fungos e fungos liquenizados. Como exemplo podem ser citados,
polissacarideos extraidos de plantas, como uma (-galactomanana extraida da
Aloe vera (babosa), que apresenta atividade antiinflamatéria e ativagcdo de
células do sistema imunolégico, como macréfagos e linfocitos (DAVIS et al.,
1994), polissacarideos extraidos de fungos como por exemplo a B-glucana
(1-4), (1-3), (1—-6) extraida do fungo Coriolus versicolor (cogumelo cauda de
peru) que apresenta atividade imunologica e antitumoral (COLLINS et al., 1997)
e a a-glucana (1—3), (1—4), extraida do fungo liguenizado Ramalina celastri
que apresenta atividade estimulante de macréfagos, tanto “in vivo” como “in
vitro” (STUELP-CAMPELO et al., 2002).

Os polimeros que atuam no organismo compdem uma classe de drogas
conhecidas como agentes modificadores da resposta bioldgica (SCHULTZ et
al., 1977; KIHO et al.,1992; WILLIAMS et al., 1992, BOHN & BeMILLER, 1995).
Existe a possibilidade de que algumas pB-glucanas apresentem receptores
especificos nas células de defesa do organismo humano (ADACHI et al., 1992)
o0 que explicaria sua grande atividade bioldgica, e € o0 que leva ao grande
interesse no estudo deste polissacarideo.

Os mecanismos de agdo dessas moléculas ndo sao totalmente
conhecidos. O que se sabe é que o mecanismo de agdo responsavel pela
atividade antineoplasica sugere a hipotese de polissacarideos estarem
influenciando imunologicamente o hospedeiro, o que ndo elimina a
possibilidade de uma agdo direta do polissacarideo sobre a célula tumoral
(WHISTLER et al., 1976; MA et al., 1991; BOHN & BeMILLER, 1995).

O provavel modo de imunopotencializagédo ocasionado por estas

substancias envolve a ativagdo de macrofagos citotoxicos, de células T “helper”



e de células “natural killer’, a prombgéo de diferenciacédo de células T, resposta
proliferativa de células mononucleares periféricas, liberagao estimulada de
citoquinas, tais como interferons e interleucinas, e indugdo da atividade
fagocitica de neutréfilos. Ja foi demonstrado também que B-glucanas
estimulam diretamente a geragcdo de metabdlitos intermediarios de oxigénio e
nitrogénio (TOKURA et al., 1987, MONCADA et al., 1994, BOHN & BeMILLER,
1995).

Nos casos de células tumorais, as quais proliferam tao rapidamente que
macrofagos ndo ativados nao conseguem destrui-las, a produgdo de
macrofagos estimulados (ou ativados) poderia deter o crescimento do tumor.
Por outro lado, tem sido demonstrado que algumas giucanas podem resgatar
os estados de imunossupressao, o que sugere um potencial uso coadjuvante
no tratamento quimioterapico. Assim, o desenvolvimento de agentes capazes
de estimular o sistema imune e a proliferagao e atividade de granulécitos e
macroéfagos deve ser enfatizada (WILLIAMS et al., 1992; BOHN & BeMILLER
1995).

Alguns polissacarideos, quando modificados quimicamente, podem
apresentar sua atividade estimulatéria aumentada ou diminuida. Por exempilo,
quando sao retirados radicais metil ou adicionados radicais sulfato, a atividade
biolégica das glucanas é modificada (TOKURA et al., 1987).

O presente trabalho concentrou-se principalmente na resposta

imunolodgica de reagdes citotoxicas originadas por diferentes carboidratos.
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi avaliar atividade bioldgica de diversos
carboidratos, entre eles fragdes oligossacaridicas e polissacarideos, em
macréfagos de camundongo “in vitro”, bem como avaliar a viabilidade destas

celulas apos o tratamento com estes polimeros.

3. METODOLOGIA

3.1 Polimeros utilizados

Foram utilizados varios polimeros com diferentes estruturas quimicas,
isso para que fosse possivel verificar se estas estruturas apresentavam
atividade bioldgica diferenciada. Estes polimeros quimicamente diversificados
foram extraidos e purificados de produtos naturais (plantas, fungos
liquenizados e frutos) neste laboratério como objeto de estudo de varias teses
de mestrado e doutorado, constituindo um vasto material para o estudo de
atividade biolégica.

Os materiais utilizados neste estudo foram:

1. Extrato bruto de Agaricus blazei (cogumelo do Sol), obtido apds extragao
com KOH 2%. Foi utiliza esta fracdo 2% devido ao maior rendimento obtido.
Apos analise da composi¢do monossacaridica deste material verificou-se a
predominancia de glucose, seguida de fucose, arabinose e manose na
propor¢ao molar de 81,3:12,4:4,7:1,6, respectivamente.

2. Galactoglucomanana nativa e sulfatada quimicamente de Cladonia
ibitipocae. A caracterizagdo quimica do material nativo revelou uma
galactoglucomanana, com propor¢coes molares de 35:2:60 (WORANOVICZ, et
al., 1999). A dosagem dos grupos sulfato do material modificado quimicamente
foi realizada segundo método descrito por O’ Neill (1955), fornecendo um grau
de substituicdo (D.S.) de 1,29, indicando que a sulfatagdo foi bem eficiente, ou
seja, a molécula usada nos experimentos biolégicos aqui citados apresenta
uma grande quantidade de radicais sulfato inseridos artificialmente
(MARTINICHEN et al.; 2000).
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3. Galactoglucomanana nativa extraida do fungo liquenizado Cladonia furcata.
A analise quimica deste polissacarideo o caracterizou como sendo uma
galactoglucomanana apresentando as propor¢ées molares de 42:3:55
(WORANOQVICZ, 1999).

4. Fragao oligossacaridica extraida da planta Phyllantus niruri (quebra-pedra).
Primeiramente esta planta foi submetida a uma extragdo com MeOH:H,0 (4:1),
e a partir deste extrato bruto foram feitas varias colunas cromatograficas,
utilizando como eluente uma mistura agua:etanol nas seguintes proporgdes:
5%, 10%,15%,20%,25% e 50%. A fragdo escolhida para o trabalho foi a fragédo
etandlica 5% devido ao seu maior rendimento. Analisando sua composi¢ao
monossacaridica, apos hidrélise, foi verificada a presenga de inositol, glucose,
arabinose, treitol, galactose, xilose, manose, ramnose e eritritol na propor¢ao
molar de 41:25:17:10:2:1.5:2:1:0.5, respectivamente (SERRATO et al., 2000).

5. Sobrenadante etandlico obtido da polpa da fruta Spondias cytherea (Caja).
Este material primeiramente foi liofilizado e pesado, obtendo-se 35,96 g. Foram
feitas varias extracdes seqienciais (Cloroférmio — Metanol (2:1); acetona;
etandlica; aquosa e KOH 2%). A fragdo aquosa foi submetida a uma
precipitagdo etandlica (3 volumes de etanol) e o sobrenadante desta fragao é
que foi utilizado nos experimentos biologicos. Este material € constituido
basicamente de oligossacarideos e a analise da sua composiao
monossacaridica demostrou a presenga de glucose, arabinose e inositol na
propor¢ado molar de 97:1,5:1,5, respectivamente (SERRATO et al.; 2001).

6. Arabinogalactana do exsudato vegetal de Anadenanthera colubrina (Angico
Branco). Ao analisar sua composi¢cao monossacaridica verificou-se a presenga
de arabinose, galactose, acido glucurdnico e ramnose na propor¢do molar de
64:20:10:6, respectivamente (DELGOBO et. al.,1998).

7. Arabinoxilana obtida do exsudato vegetal de Livistona chinensis (Palmeira
leque-chinés), apds degradagdo controlada de Smith (GOLDSTEIN et al.,
1965). Este procedimento permitiu obter uma molécula mais simples que a
original, que é uma heteroxilana acida ramificada. O polissacarideo degradado
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apresentou uma composicdo monossacaridica de xilose, arabinose e acido
urénico na proporgdo molar de 91:5:4, respectivamente, sendo caracterizado
entdo como uma arabinoxilana acida (MENESTRINA et al., 1996).

3.2 Ensaio de Atividade Celular

3.2.1 Ensaio para Ativagao de Macroéfagos

Os polimeros anteriormente citados foram testados quanto as suas
capacidades em promover uma ativagdo de macrofagos, a qual foi avaliada
pela quantificagdo da producéo de perdxido de hidrogénio e 6xido nitrico por
estas células, quando estimuladas “in vitro”.

Animais: Os animais utilizados para a obtencdo dos macrofagos foram
camundongos da espécie Mus musculus, albinos suigos, fémeas, com idade
entre 7-10 semanas, os quais foram fornecidos pelo Biotério do Setor de

Ciéncias Bioldgicas da UFPR.

Células: A cavidade peritonial dos camundongos foi lavada com
aproximadamente 5 mL de HBSS (solugao salina balanceada de Hank), nos
experimentos de produgdo de H;O, e 5 mL de PBS (solugdo salina
tamponada), nos experimentos de viabilidade celular e produgdo de NO. As
células obtidas foram centrifugadas durante 4 minutos a 3200 rpm, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado (células) foi ressuspenso em 4 mL
de HBSS ou PBS (dependendo do experimento). Foi efetuada entdo a
contagem das células em camara de Neubauer. A concentragao foi ajustada de
acordo com o experimento e ao tipo de placa de cultivo utilizada. As células
foram incubadas por um periodo de 2 horas em atmosfera de 5% de CO; a
37°C para aderéncia dos macréfagos e, apds este periodo, a placa com as
células aderidas foi lavada 3 vezes com PBS morno (37°C) para remogao das

células nao aderidas.
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3.2.2 Ensaio de Viabilidade Celular (MTT)

Este experimento é usualmente realizado antes de qualquer outro
experimento bioldgico para verificar se as drogas que se pretende utilizar sdo
estimulatdrias ou agressivas as células.

Este método é baseado na conversdo do sal tetrazélio (3-[4,5-
Dimethilthiazol-2-yl] 2,5 diphenyl-tetrazoliumbromide) (MTT) em cristais de
formazam, produzidos pelas enzimas mitocondriais de células viaveis
(MOSMANN et al., 1983).

O MTT foi dissolvido em PBS até a concentragdo de 5 mg/mL para que
entdo pudesse ser aplicado a cultura de células.

Para este experimento, foram utilizadas placas de 96 pogos e as células
foram coletadas e ajustadas a uma concentracdo de 5 x 10° células/mL. As
celulas foram entdo incubadas como descrito acima. Nas células aderidas
foram adicionadas as solu¢gdes com moléculas testes e meio de cultura (meio
minimo essencial de Eagle - MEM),. cujas concentragbes foram iguais ou
superiores as utilizadas nos experimentos para a produgdo de H,O, e NO. Os
pogos controle continham apenas células e meio de cultura. Apos adi¢ao das
solugbes, as células foram novamente incubadas, desta vez por 24 horas. Apds
este tempo, as células foram lavadas com PBS morno (37°C) e entao foi
adicionado 10uL de MTT e 90uL de meio MEM. As células foram colocadas
novamente em estufa por 3 horas para que pudesse acontecer a reagao de
transformagao do MTT em cristais de formazan. Quanto maior a quantidade de
cristais produzidos mais viaveis estariam as células. Apds o periodo de 3 horas
o MTT foi retirado e a cada pogo foi adicionado 200uL de dimetilsulféxido
(DMSO0), o qual é utilizado para solubilizar os cristais formados e assim tornar
possivel a leitura espectrofotométrica. Com adigdo do DMSO, o sobrenadante
da maioria dos pogos com células tornou-se roxo o que indica a viabilidade
celular, pois a maior intensidade da cor indica maior quantidade de formazan
formado. A medida foi realizada em leitor de microplaca Biorad, a 550nm.
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3.2.3 Ensaio para dosagem de Peroxido de Hidrogénio (H.0,) produzido
por Macréfagos Ativados

A produgdo de H,0, por macrofagos tratados foi quantificada pelo
método baseado na oxidagdo do vermelho de fenol pelo H,O;, dependente de
peroxidase horseradish (PICK & KEISARI, 1980). Neste experimento foram
utilizadas placas de cultura com 12 pogos e a concentragdo das células foi
ajustada para 3x10° células/mL. O vermelho de fenol foi dissolvido em HBSS e
ajustado a concentragdo de 194ug/mL e a peroxidase foi dissolvida em PBS e
ajustada para uma concentragao da qual fosse possivel retirar uma quantidade
que contivesse 15 unidades/mL de enzima. Essas solugdes foram adicionadas
a cultura de macréfagos (controle negativo). Na maioria dos pogos da placa,
juntamente com essas solugdes foram adicionadas solugdes dos polimeros em
concentracdes determinadas. Os pogos com os polimeros foram testados em
duas situagdes, com ou sem acetato de miristato de forbol (PMA) na
concentragao de 1 ug/mL. Esta substéncia apresenta agao potencializadora da
producao de peroxido de hidrogénio, ja que macrofagos “in vitro” precisam de
algum tipo de ativador para se mostrarem ativados (BOGWALD et al., 1982).
Nos tempos pré-estabelecidos (0; 30; 90; 150 min) foram retiradas aliquotas de
1 mL de cada po¢o da placa de cultura para que se pudesse quantificar a
producéo de H,O, ocasionada por cada polimero.

A cada aliquota retirada foi adicionado 10uL de solucdo de NaOH 1M
para interromper a reagdo. Entdo a oxidagdo do vermelho de fenol foi
quantificada em espectrofotdmetro por leitura a 610 nm. O resultado foi
expresso em nmoles de H,0, produzido. mL™'. mg” de proteina (TOKURA et
al, 1987).
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3.2.4 Ensaio para dosagem de Oxido Nitrico (NO) produzido por
Macrofagos Ativados

Oxido nitrico (NO) & um efetor molecular produzido por macréfagos ou
outra célula que esteja imunologicamente estimulada. O NO é sintetizado a
partir do aminoacido L-arginina pela agao da enzima NO sintase.

Para a medida do NO formado, o método & baseado na rapida
transformagéo do dxido nitrico (NO) em nitrito. Por este método quantifica-se o
NO, dosando o nitrito utilizando o reagente de Griess, que é composto por duas
solugbes as quais interagem com o nitrito formado, reduzindo-o, formando
assim um composto possivel de mensurar (MONCADA et al., 1991).

As células foram coletadas assepticamente e a concentragdo foi
ajustada para 4-5x10° células/pogo e plagueadas em placas de 96 pogos,
como ja descrito. Foram adicionadas as células as solugdes dos polimeros
preparadas em meio de cultura (MEM). Em outra série de pogos, juntamente
com as solugdes dos polimeros, foram adicionados lipopolissacarideos (LPS) e
interferon y (INFy) os quais promovem a ativagdo do macr6fago e a formagao
do NO (MONCADA et al., 1991). A concentragdo de LPS e INFy foi ajustada
para 25ng/mL e 26U/mL, respectivamente. Os pogos controle continham
apenas celulas e meio de cultura (controle negativo) e LPS mais INFy (controle
positivo). Nestes experimentos foram feitas triplicatas das situagdes.

As células foram entdo incubadas por 24 horas. Apoés o tempo de
incubagdo foi adicionado a 100uL do sobrenadante de cada pogo a mesma
quantidade do reagente de Griess. Este reagente é constituido de duas
solugdes: a primeira continha naftiletilenodiamino a 0,1% em acido fosférico 5%
e a segunda, sulfonamina p-aminobenzenoa 1% também em acido fosférico
5%. Estas duas solugdes foram misturadas na proporgéo de 1:1 imediatamente
antes do uso. Apds adi¢do do reagente, esperou-se 10 minutos, para que
ocorresse a reagdo. Depois deste periodo, o sobrenadante das células
apresentou-se lilds, o que indica a reagao do reagente de Griess com o nitrito
resultante do 6xido nitrico. A produgéo de nitrito foi quantificada em leitor de
microplaca Biorad, a 550nm e entdo foi calculada a concentragdo de NO

utilizando-se uma curva padrao de nitrito de sédio.
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3.2.5 Medida da quantidade de Proteina

Apbs os experimento de produgdao de H,O, e NO, as células foram
lisadas com uma solugdo de Triton X-100 e a dosagem de proteina de cada
poco foi feita pelo método descrito por Bradford (1976). Com isso foi possivel
relacionar a produgdo de perdxido de hidrogénio e éxido nitrico induzida por
cada polimero com a quantidade de células presentes em cada teste,
homogeneizando os resultados em fungéo da quantidade de proteina de cada
pogo.

O reativo de Bradford utilizado para a dosagem de proteinas é
constituido de uma solug¢ao contendo 0,04g de Coomassie Brilliant Blue G-250,
20 mL de etanol, 40 mL de acido fosférico 85% e agua destilada suficiente para
completar 100 mL. Essa € uma solugdo estoque a qual devera ser diluida 1 : 4
com agua para que possa ser utilizada (BRADFORD, 1976). Como padrao foi
utilizada albumina de soro bovino. Este método baseia-se no principio da
formagcdo de um complexo pela ligagdo do corante (Coomassie Blue) a
proteina. Para a dosagem de proteina do experimento de produgado do H,O; foi
retirada uma aliquota de 100uL de cada pogo e adicionado 1mL do corante e a
leitura foi realizada em espectrofotometro a 595nm. Para a dosagem do
experimento do NO, foi retirada uma aliquota de 10uL de cada pogo e
adicionado 200uL do corante. A leitura foi realizada em leitor de microplaca

Biorad a 595 nm. A sensibilidade deste método € de 1 a 100 ug de proteina.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Viabilidade Celular

A metabolizacdo do MTT é uma propriedade de células viaveis e/ou
ativadas e consiste na transformagcdo deste composto pelas mitocéndrias
viaveis e/ou ativadas das células. A quantidade de cristais de formazam
formada & diretamente proporcional ao numero de células viaveis e esta
quantidade permite distinguir se as células estdo mortas, debilitadas, apenas
viaveis ou ativadas (MOSMANN et al.,1983). Permite também verificar se algo
que foi adicionado ao meio, por exemplo polissacarideo, pode influenciar na
viabilidade celular (SLADOWSKI et al.; 1992).

Abaixo sera apresentado o grafico e a tabela com os resultados dos
experimentos de viabilidade celular.

Grafico 1: Comparagdo da viabilidade celular de células tratadas e células
controle
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Tabela 1: Resultados dos experimentos de viabilidade celular em porcentagem.

Moléculas Testes | Viabilidade Celular
Controle** 100%

cr 118%1+3,87
CIS* 100%+1,67
CF* 96%+1,41

PN 5%* 141%+3,82

AB 2%* 69%+3,74
AC* 134%+3,93
SC* 59%+1,87
LC* 112%x1,71

Cl: C. ibitipocae nativa; CIS: C. ibitipocae sulfatada; CF: C. furcata; PN 5%: P. niruri 5%;
AB 2%: A. blazei 2%; AC: A. colubrina; SC: S. cytherea; LC: L. chinensis.

*

média e desvio padrdo de 3 experimentos independentes; & células controle, sem adigdo
de testes; p < 0,005

# Os resultados analisados na tabela sdo os obtidos na concentragdo de 500ug/mL, que foi a
maior concentracao utilizada nos experimentos de atividade bioldgica.

Analisando o grafico acima, pode-se verificar que algumas moléculas
parecem ndo modificar o metabolismo celular, outras modificam este
metabolismo aparentemente ativando ou debilitando as células. A primeira
molécula testada foi o polissacarideo de C. ibitipocae nativo (Cl) e sulfatado
quimicamente (CIS). Seus resultados nao apresentam diferenga significativa
em relagdo ao controle, isso quer dizer que esta molécula estando nativa ou
sulfatada quimicamente nao interfere na viabilidade celular. O préximo material
utilizado foi o polissacarideo nativo de C. furcata (CF). Os resultados desta
molécula sdo parecidos com os da anterior, com isso, pode-se dizer que 0s
polissacarideos obtidos dos fungos liquenizados do género Cladonia, utilizados
neste trabalho ndo alteram a viabilidade celular. JA4 o polissacarideo de A.
colubrina (AC) e a fragdo oligossacaridica de P. niruri (PN 5%) parecem
influenciar as células positivamente, causando um estimulo das enzimas
mitocondriais, pois os resultados obtidos foram bem maiores que o controle.
Mas o polissacarideo de A. blazei (AB 2%) e a fragdo oligossacaridica de S.
cytherea (SC) parecem debilitar o metabolismo celular, pois apresentaram
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resultados bem menores que o controle. O resultado obtido por A. blazei pode
ser explicado por esse material ser um extrato bruto, ndo purificado, podendo
apresentar certas estruturas ndo detectadas na analise quimica, que podem
estar causando agressao celular. A ultima molécula testada foi o polissacarideo
de L. chinensis (LC). Este material apresentou o mesmo perfil das cladonias,
com isso pode-se dizer que ele nao influencia na viabilidade celular. Como as
moléculas obtidas de Anadenanthera colubrina e Phyllantus niruri parecem
ativar as células, faz-se necessario a realizagdo de testes para medida de
metabdlitos os quais indicam a ativagdo do macréfago, por exemplo

metabdlitos de oxigénio e nitrogénio.
4.2 Resultado da produc¢ao de H,O, por Macroéfagos “in vitro”

A determinagao da produgado de peroxido de hidrogénio por macrofagos
foi avaliada em 4 situagdes diferentes.
- somente as células (controle);
- células + PMA (controle positivo);
- células + polimeros;

- células + polimeros + PMA.

As tabelas a seguir mostrarao os resultados de producao de H;0,. Os
dados discutidos sdo os obtidos pelas células que foram estimuladas com
PMA, no tempo maximo de 150 minutos, uma vez que os valores obtidos para
as células nao tratadas por este agente e os obtidos nos tempos menores nao

mostraram diferengas significativas das células controle.

Os resultados da produgdo de peréxido de hidrogénio estao

representados em nmoles de peréxido.mL™.mg™ de proteina.
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Tabela 2: Produgéo de H,O, por macrofagos tratados com galactoglucomanana
nativa de Cladonia ibitipocae (Cl) nas concentra¢des de 50, 100 e 500ug/mL.

Condigdo Controle* Controle* Cl 50* Cl 50* Cl100* CI100*  CI500*  CI500*
PMA PMA PMA PMA
Tempo
(min)
0 0 0 0 0 0 0 0 0
30 2,64+363 20,7413,03 0 26,56+3,19 0 16,1243,52 0 0
90 5,22+6,99 65,0317,64 0 78,8115,88 0 70,056,72 0 4,79+1,79
150 8,63+7,45 79,79+5,81 14,1740 135,16%4,2 5,210 105,66+6,00 0 19,98+2,69

Cl 50: C. ibitipocae nativa em 50ug/mL; Cl 100: C. ibitipocae nativa em 100ug/mL; Cl 500:
C. ibitipocae nativa em 500ug/mL

* média e desvio padrao de 3 experimentos independentes p < 0,005

Tabela 3: Produgéo de H2O; por macréfagos tratados com galactoglucomanana

sulfatada de Cladonia ibitipocae (CIS) nas concentragdes de 10 e 100ug/mL.

Condigdo | Controle* Controle*® Cis* CIS PMA* CIS* CIS PMA*
Tempo ‘ PMA 10ug/mi 10ug/mi 100ug/mi 100ug/mi
( min) .

0 0 4,46 + 6,60 2,08 + 3,60 1,64 + 2,84 0,47+ 0,82 1,49 + 2,59
30 0 20,25 + 5,82 1,3+ 225 21,94 + 5,00 1,07+ 1,85 35,96 + 5,84
90 0 47,18+ 7,85 16,87 £6,9 7558 + 4.8 6,7+ 1,24 79,29 + 4,85
150 2,10 J_r‘1,7 64,92 + 3,39 18,84 + 4,7 93,55 + 6,4 8,15+ 3,8 116,42 + 3,78

CIS 10: C. ibitipocae sulfatada em 10ug/mL; CIS 100: C. ibitipocae suifatada em 100ug/mL
* média e desvio padrdo de 3 experimentos independentes p < 0,005
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As duas tabelas acima demonstram que tanto a galactoglucomanana
nativa como a sulfatada quimicamente de Cladonia ibitipocae (tabelas 2 e 3
respectivamente) estimulam a produi;éo de HyO, pelos macréfagos. Os
resultados obtidos pelo polissacarideo nativo apresentaram um aumento na
producdo de H,O, com o passar do tempo de experimento, sendo que até as
células controle (sem o ativador PMA) apresentaram um certo estimulo. A
concentragao utilizada que apresentou maior resultado foi a de 50 ug/mL, cerca
de 70% maior que os valores obtidos com o controle. Na concentragdo de 100
ug/mL a produgdo foi reduzida, mas ainda se apresentou 32% maior que o
resultado apresentado pelo controle. Foi testada ainda a concentraggo de 500
ug/mL, mas aqui o resultado apresentou-se 75% menor que 0 do grupo
controle. Este dado provavelmente indica um impedimento da ligagao do
ativador PMA ao seu sitio de ligagdo no complexo enzimatico da NADPH
oxidase, causado pelo polissacarideo em alta concentragdo. Isto indica uma
inibicdo da produgdo de H,0O, pelo macréfago, causada por este polimero
(ADACHI et al.; 1992). Chegou-se a essa conclusao ja qué este material nao
apresentou agressdo celular nos experimentos de viabilidade celular. O
polissacarideo sulfatado também apresentou um aumento na produgao de
cerca de 44%, quando testado em uma concentragdo de 10 pg/mL e um
aumento de 80% na concentragdo de 100 pg/mL. Com este dado pode-se dizer
que este material promove a ligagdo do PMA ao complexo enzimético, ndo
diminuindo seu poder estimulatério em concentragdes mais elevadas. Deste
material jA& esperava-se uma estimulagdo ja que materiais sulfatados s&o
imunopotencializadores comprovados (TOKURA et al.,1987).
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Tabela 4: Producdo de H,O, por macrofagos tratados com a fragdo etandlica
5% extraida de Phyllantus niruri - (PN 5%) na concentragao de 500ug/mL.

Condigéo Controle* Controle* PN 5%* PN 5%*
Tempo PMA PMA
( min)
0 0 4,46 + 260 0 1,51+ 2,61
30 0 20,25 +4,82 0 55,25 + 9,91
90 0 47,18 + 5,85 0 150,09 + 11,85
150 210+1,70 64,92+ 3,39 0 222,76 + 8,43

PN 5%: P. niruri em 500pg/mL

* média e desvio padrao de 3 experimentos independentes  p < 0,005

A fracdo oligossacaridica de Phyllantus niruri apresenta o mesmo perfil
ativador obtido pelo material de Cladonia ibitipocae sulfatado, mas nao
apresenta perfil inibitério como o material de Cladonia ibitipocae nativo. Ao final
de 150 minutos, este polimero mostra um estimulo na produgéo de H,O, cerca
de 245% maior que o resultado das células controle, demonstrando que esta
estrutura, aparentemente, parece ser mais efetiva que o polissacarideo de C.
ibitipocae sulfatado. Mas o que deve ser levado em consideragédo € a
concentracdo de P. niruri 5% utilizada, 500ug/mL. Se forem comparados os
resultados e as concentragdes utilizadas, o que pode ser dito € que o material
com maior poder estimulatério € o de C. ibitipocae sulfatado que apresentou

80% de estimulagdo, na concentragcéo de 100ug/mL.
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Tabela 5: Produgéo de H,O, por macrofagos tratados com a fragéo alcalina 2%

extraida de Agaricus blazei (AB 2%) na concentragao de 500ug/mL.

Condicédo Controle* Controle* AB 2%* AB 2%*
Tempo PMA PMA
{ min)
0 0 4,46 + 2,60 0 )
30 0 20,25+4,82 0 10,30 +£3,22
90 0 47,18 +5,85 1,47 + 3,11 31,07 + 4,69
150 2,10+1,70 ©4,92+3,39 1,88 +4,38 40,39 + 6,29
AB 2%: A. blazei em 500ug/mL
* média e desvio padr&o de 3 experimentos independentes p < 0,005

O polissacarideo de Agaricus blazei ndo apresentou 0 mesmo padrao

mostrado pelos outros dois polimeros ja apresentados. A analise dos

resultados obtidos das células com este polissacarideo demonstrou cerca de

38% de diminuicdo da producdo de H,0; quando comparados aos resultados

das células controle positivo. Estes resultados indicam uma agressao do

material as células, dado comprovado pelos experimentos de viabilidade

celular.



Tabela 6: Producdo de H;O, por macrofagos tratados com o sobrenadante
etandlico extraido de Spondias cytherea (SC) nas concentragdes de 10 e
100ug/mL.

Condigdo | Controle* Controle* SC*10ug/mi SC PMA* SC* SC PMA*
Tempo PMA 10ug/ml 100ug/mi 100ug/mi
( min)
0 0 0,5+ 0,71 0 0 0 0
30 1,74+166 16,9+427 34+ 345 10,75+0,55 0 2,76 £2,82
90 388+388 505+ 5,83 288+33 3798:69 0 29,07 +3,76
150 1824 £+431 64,37+ 479 1126+232 47,76 +5,2 0 45,0 +1,71

SC 10: S. cytherea em 10ug/mL; SC 100: C. cytherea em 100pug/mL

* média e desvio padréo de 3 experimentos independentes p < 0,005

Na tabela acima encontram-se os resultados do sobrenadante etandlico
extraido de Spondias cytherea. Este material apresenta um padréo parecido
com o de A. blazei, ou seja com o passar do tempo de experimento, os valores
de produgdo de perdxido das células com o polimero, apresentam-se menores
que os das células controle positivo, cerca de 28%. Os dois materiais sao

agressivos as células, como verificado nos experimentos de viabilidade celular.



Tabela 7: Produgéo de H,O, por macréfagos tratados com o polissacarideo do
exsudato vegetal de Anadenanthera colubrina (AC) na concentragdo de
100ug/mL.

Condicdo Controle* Controle* AC AC
Tempo PMA 100ug/ml™ 100ug/mi*
( min) PMA
0 0 0 0 0
30 0 17,74 + 474 0 6,18 +2,18
90 8,61+ 3,04 60,49 + 5,41 102+2,3 6052+577
150 10,44 +2,26 92,53 + 5,68 10,9+3,1 61,84+4,85

AC 100: A. colubrina em 100pg/mL

* média e desvio padréo de 3 experimentos independentes p < 0,005

Os resultados da tabela acima sdo os obtidos pelo polissacarideo de
Anadenanthera colubrina. Este polissacarideo apresenta um carater parecido
como o de C. ibitipocae nativa, ou seja, 0 material parece impedir a ligagao do
PMA ao seu sitio de ligagdo no complexo enzimatico da NADPH oxidase
impedindo assim a produgdao do metabodlito (ADACHI et al; 1992). Estes
resultados demonstram cerca de 32% de inibicdo das células com o
polissacarideo, quando comparadas as células controle. Este dado foi possivel
de verificar, ja que os experimentos de viabilidade celular ndo indicaram

agressao.
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Tabela 8: Produgdo de H,O, por macréfagos tratados com o polissacarideo

degradado do exsudato vegetal de Livistona chinensis (LC DGD) nas

concentragdes de 10, 50 e 100ug/mL.

LCDGD* LCDGD*

Condi¢do | Controle* Controle* LC DGD* LCDGD*  LCDGD* LC DGD*
PMA 10 PMA 10 50 PMA 50 100 PMA 100
Tempo
{min)
0 0 0,24+0,33 0,34 +0,27 0,35+0,49 0 0 0 0

30 2,01+£06 16,07+2,67 1,16+0,87 3,36+3,92 0 7,3241,37 0 6,841 2,41

90 433+145 61,09+348 503+379 37,85¢4,75 0 55,3545,21 0 52,94+ 6,79

150 56+163 8211+2,16 9,43 +2,39 79,05¢544 0 70,64+6,42 0 60,6+ 4,55

LC DGD 10: L. chinensis degradada em 10ug/mL; LC DGD 50: L. chinensis degradada em
50ug/mL; LC DGD 100: L. chinensis degradada em 100ug/mL

* média e desvio padréo de 3 experimentos independentes

p < 0,005

O Ultimo material utilizado para estes testes foi o polissacarideo

degradado de Livistona chinensis. Este material apresenta um perfil parecido

com o polissacarideo de A. colubrina e C. ibitipocae nativa ou seja, apresenta

inibicdo da producdo de peroxido de hidrogénio pelo macréfago. O resultado

apresentou cerca de 15% de inibicdo pelo polissacarideo na concentragdo de

50ug/mL e 25% na concentragdo de 100ug/mL.
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Abaixo estdo representados os graficos dos polimeros que mais

estimularam a produgdo de peréxido de hidrogénio. Estes graficos tornam

possivel a melhor visualizagdo desta estimulagéo.

Grafico 2: Produgéo de peréxido de hidrogénio por C. ibitipocae nativa
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Grafico 3: Producgéao de peréxido de hidrogénio por C. ibitipocae sulfatada
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Gréfico 4: Producéo de peroxido de hidrogénio por P. niruri.
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A analise geral dos resultados obtidos demonstrou que os macréfagos
que nao receberam tratamento com polissacarideos (controle) produziram
apenas valores basais de H,O, (maximo de 20 nmoles de peréxido), sendo
esses valores bastante aumentados quando essas células sao estimuladas por
PMA (controle PMA) (entre 60 a 100 nmoles de perdxido) que € um ativador
alostérico do complexo enzimatico da NADPH oxidase, ativando assim a
formacdo do anion superoxido e consequentemente a do peréxido de
hidrogénio (COSTA ROSA et al., 1995).

Analisando os resultados da produg¢ao de H;O2 por macréfagos tratados
com as moléculas utilizadas neste trabalho, observaram-se respostas variadas:
algumas delas estimularam o “burst” respiratério, tornando a célula ativada,

outras inibiram tal resposta.
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4.3 Resultado da producao de NO por Macréfagos “in vitro”

Os graficos abaixo mostram os resultados obtidos com os experimentos
para a producdo de oxido nitrico. Estes resultados estdo em umoles de
nitrito/mL.mg de proteina. Nestes graficos estdo apenas os resultados da
producdo de NO sem os ativadores LPS e INFy, ja que as duas situagdes (com

e sem ativadores alostéricos) ndo apresentaram diferencga significativa.

Grafico 5: Produgéao de 6xido nitrico pelo polissacarideo nativo obtido de
C. ibitipocae (ClI).
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O grafico 5 demonstra que o polissacarideo utilizado nao estimulou a
produgdo de NO pelos macréfagos. Analisando o grafico, observa-se que nao
houve diferenca significativa entre as células controle (concentragéao zero) e as
tratadas com o polimero. As células apresentaram apenas niveis basais de
producao de NO.
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Grafico 6: Produgdo de oxido nitrico pelo polissacarideo obtido de C.
ibitipocae sulfatado quimicamente (CIS)
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O grafico 6 apresenta os resultados do polissacarideo de C. ibitipocae
sulfatado quimicamente. Este material apresentou um pequeno aumento na
producdo de NO na concentragdo de 100ug/mL, mas este resultado nao

apresenta diferenga significativa da produgdo apresentada pelas células
controle.
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Grafico 7: Produgao de éxido nitrico pelo polissacarideo nativo obtido de
C. furcata (CF).
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O grafico 7 apresenta os resultados do polissacarideo nativo obtido de
C. furcata. Este material também apresentou um pequeno aumento na
producdo de NO na concentragdo de 100ug/mL, mas, como o material de C.
ibitipocae sulfatada, este resultado nao apresenta-se significativamente
diferente do apresentado pelas células controle.
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Grafico 8: Produgédo de o6xido nitrico pela fragédo oligossacaridica obtida
de P. niruri (PN 5%)
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O grafico 8 apresenta os resultados da fragao oligossacaridica obtida de
P. niruri 5%. Este material, como o de C. ibitipocae nativa, ndo demostrou
estimulagao nem inibicao da ativagao celular, apresentando apenas valores
basais de NO produzido pelo macréfagos. Estes dados indicam que esta fragao
oligossacaridica nao apresenta poder estimulatério para a produgdo de NO
pelos macréfagos.

Estes sao resultados preliminares, ja que foram realizados apenas dois
experimentos, em triplicata, para a medida de éxido nitrico.

A andlise destes dados demonstra que estes polimeros nao apresentam
atividade para a producédo de 6xido nitrico, ou seja, ndo ativam nem inibem a
producao deste metabdlito, mas como estes dados sao resultados preliminares,
estas conclusdes nao sao definitivas. Os polimeros de C. ibitipocae nativa e P.
niruri 5%, nao apresentaram estimulacao celular para a produgao de NO
mesmo apresentando producdo de H.O, elevada. Este dado pode ser
explicado ja que estes dois metabolitos apresentam vias de produgao distintas,
uma podendo estar estimulada e outra inativada dependendo das condigdes.
Ja que o anion superéxido participa das vias de producdo destes dois
metabdlitos, nos experimentos para a produgédo de NO pode estar ocorrendo



um desvio para a via metabodlica do H,O;, ndo sendo evidenciada a produgéo
do oxido nitrico (DING et al., 1988). Estes resultados demonstram que as vias
de regulagdo para a producdo destas duas classes de compostos sao
reguladas independentemente. O que se pode dizer dos resultados destes
experimentos, € que existem inumeras vias de ativagdo do macrofago, e que,
se por acaso um intermediario nao estiver sendo produzido, isto ndo indica que

a célula nao esteja ativada.

A tabela a seguir mostrara comparativamente os resultados obtidos com
os experimentos para produgdo de peroxido de hidrogénio e de oxido nitrico

em relagdo a estrutura dos polimeros utilizados.




Tabela 9: Tabela comparativa dos resultados obtidos

Polimeros Utilizados

Caracteristicas do
Polimero

Experimento H,0,

Experimento NO

C. ibitipocae nativa

galactoglucomanana

ativacao e inibi¢ao

C. ibitipocae

galactoglucomanana

sulfatada ativacao
sulfatada o
quimicamente
C. furcata galactoglucomanana | @ - *
A. blazei 2% Extrato bruto agresséo @ | = -
predominancia de
glucose
Fracéo contendo
P. niruri 5% diversos ativacao *
oligossacarideos
Fracao
oligossacaridica com ;
S. cytherea o agresséo = | @ ===--
predominancia de
glucose
. Arabinogalactana o
A. colubrina L inibicao ——meee
acida
L. chinensis o o L
Arabinoxilana acida inibicao ————--
degradada

(*) Nenhum resultado obtido

(——) Experimento n&o realizado

Esta tabela demonstra que diferentes polimeros apresentam atividades
bioldgicas diferentes. Este dado indica que qualquer caracteristica do polimero,

pode leva-lo a apresentar uma atividade biolégica distinta, e para se entender

qual caracteristica estara influenciando estes dados, tem que se conhecer o

polimero com detalhes e realizar diversos testes biologicos, apds diversas
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modificagbes quimicas destes polimeros para conseguir entender o que

realmente esta influenciando a atividade biolégica apresentada por ele.

5. CONCLUSOES

Os experimentos de viabilidade celular demonstraram que a maior parte dos
polimeros testados ndo sdo nocivos as células, constituindo entdo material
viavel para os experimentos de medida da ativagcdo de macrofagos;

O polissacarideo de A. blazei 2% e a fragao oligossacaridica de S. cytherea
apresentaram um certo grau de agressividade celular, apresentando uma
diminuicdo nesta taxa de viabilidade de cerca de 34 e 44%
respectivamente;

Os polimeros de A. colubrina e P. niruri 5%. parecem ativar o metabolismo
celular em cerca de 36 e 18% respectivamente;

Nos experimentos de medida da produc¢io de H,O,, os polimeros que mais
se destacaram foram os polissacarideos de C. ibitipocae nativa e sulfatada
quimicamente e a fragdo oligossacaridica de P. Niruri 5%,

O polissacarideo de C. ibitipocae nativa apresentou uma estimulagéo
celular de cerca de 70% na concentragao de 50ug/mL, mas com o aumento
da concentragdo utilizada demonstrou uma diminui¢do desta estimulagéao,
chegando a causar um decréscimo da produgéo de H>O, de cerca de 75%
se comparada ao controle;

O polissacarideo sulfatado de C. ibitipocae parece nao apresentar este
perfil inibitério, j& que a estimulagdo celular causada por este polimero
aumenta com o aumento da concentragao utilizada;

A fragdo oligossacaridica de P. niruri 5% apresentou cerca de 245% de
aumento da producdo de H,O, por suas células, se comparadas com as
células controle, aparentemente ndo causando inibigao da atividade celular;

O polissacarideo de A. blazei 2% e a fragao oligossacaridica de S. cytherea
demonstraram uma diminui¢do da produgdo de HO,, ja que estes dois
materiais agridem as células causando morte celular, dado demonstrado
pelos experimentos de viabilidade celular,
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= O material de A. colubrina, apresentou uma diminui¢do da produgdo de
H,O,, mesmo tendo apresentado um alto resultado no experimento de
viabilidade celular. Com isso conclui-se que este material apresenta o
mesmo perfil que o polissacarideo de C. ibitipocae nativa ou seja, caracter
inibitério;

= O material de L. chinensis, apresentou um perfil parecido com o de A.
colubrina, ndo € considerado agressivo e sim inibitério para a ativagdo
celular, sendo que esse carater inibitério aumenta com o aumento da
concentragao de polissacarideo utilizada;

= Os experimentos de produgado de oxido nitrico demonstraram que nenhum
dos polimeros utilizados (polissacarideo nativo; e suifatado quimicamente
de C. Ibitipocae; polissacarideo nativo de C. furcata, e a fragédo
oligossacaridica de P. niruri 5%) apresentou ativagdo celular para a
producdo do metabdlito éxido nitrico, ou seja, nenhum deles apresentou
aumento desta produgdo se comparados seus resultados com os das
células controle;

= Deste trabalho pode-se tirar a seguinte conclusdo: os polimeros que mais
demonstraram estimulagdo, sem causar inibigdo ou agresséo celular foram
o polissacarideo sulfatado de C. ibitipocae e a fragao oligossacaridica de P.

niruri 5%.
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