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RESUMO

Xiloglucanas de reserva foram obtidas de cotilédones moidos e deslipidificados de
Copaifera langsdorffii (copaiba) (XGC), Hymeneae courbaril (jatobd) (XGJ) e
Tamarindus indica (tamarindo) (XGT) através de extracdo aquosa a 25 °C. As
proporcdes molares de Glc: Xyl: Gal foram de 2,4: 1,5: 1,0, para XGC, 3,8: 2,6: 1,0 para
XGJ e 3,6: 2,4: 1,0 para XGT. Andlises por HPSEC-MALLS/RI indicaram que todas as
fracOes apresentaram-se homogéneas com valores de My, para XGC, XGJ e XGT de
9,6 x 10°, 9,1 x 10° e 9,1 x 10°> g/mol, respectivamente. Parte das xiloglucanas de
reserva obtidas foram tratadas com a enzima [B-galactosidase para obtencdo das
fracOes desgalactosiladas, denominadas XGCd, XGJd, XGTd, as quais apresentaram
reducdo na quantidade de unidades de galactose, de aproximadamente 70%, 76% e
60%, respectivamente. Para obtencdo de xiloglucana fucosilada, folhas de C.
langsdorffii, apdés a remogdo de pigmentos, lipideos e lignina, foram submetidas as
extracdes sequenciais, aquosa e alcalinas. A fragdo obtida da primeira extracao alcalina
com KOH 4M (FCHBA4) foi a que apresentou maior propor¢cédo de Glc, Xyl, Gal e Fuc,
entretanto, também foi observada a presenca de unidades de manose, arabinose e
acido urénico. O perfil de eluicdo obtido por HPSEC-MALLS/RI indicou uma fracéo
heterogénea. FCHB4 foi submetida a purificacdo por cromatografia de troca ibnica
(FCHB4DS) e precipitacdo com reativo de Fehling (PFHB4), obtendo uma fracdo com
composicdo monossacaridica e espectro de '3C caracteristico de xiloglucanas
fucosiladas. Os efeitos das xiloglucanas nativas e modificadas foram avaliados em
macréfagos peritoneais de camundongos, apos a determinacdo da viabilidade celular,
em diferentes concentracdes, nos tempos de incubacéo de 2 e 48h. A producado de O,"
por macrofagos tratados com XGT, XGCd, XGJd e XGTd ndo foi estatisticamente
significativa, entretanto, quando as células foram incubadas com os polissacarideos na
presenca de PMA, reduziram significativamente a producdo de O,". O aumento da
capacidade fagocitica somente foi observado no tratamento com XGT. Porém, a
producdo de NO®* foi estimulada em diferentes intensidades, por todos os
polissacarideos de reserva testados. Diferentes repostas quanto a producdo de
citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a foram observadas para as xiloglucanas nativas e
modificadas. Na maxima concentragdo, XGC aumentou IL-13 e TNF-a em 1740 e 220%
respectivamente, enquanto que XGCd n&do mostrou tal estimulo. XGJ estimulou a
producdo de todas as citocinas. Com menor intensidade, XGJd estimulou IL-13 e IL-6
em 104 e 40% a 50 pg/mL. XGTd foi a uUnica fragdo que ativou intensamente a
producéo das trés citocinas atingindo 1160, 76 e 203% para a producao de IL-1B, IL-6 e
TNF-a, respectivamente. A fragdo nativa estimulou significantemente a producéo de IL-
6 e mostrou leve estimulo para producédo de IL-18 na maxima concentragao testada. A
partir dos resultados obtidos, pode-se observar que cada polissacarideo testado
apresentou caracteristicas singulares na ativacdo de macrofagos, com intesidades e
respostas distintas. Portanto, as xiloglucanas de reserva, nativas e modificadas podem
ser classificadas como modificadoras da resposta bioldgica.

Palavras chaves: Xiloglucanas. Macréfagos. Anion Superoéxido. Oxido Nitrico. Citocinas.



ABSTRACT

Storage xyloglucans were obtained from milled and defatted cotyledons from Copaifera
langsdorffii (copaiba) (XGC), Hymeneae courbaril (jatobd) (XGJ) and Tamarindus indica
(tamarindo) (XGT) by aqueous extraction at 25°C. The fractions contained Glc:Xyl:Gal in
molar ratio of 2,4: 1,5: 1,0, for XGC, 3,8: 2,6: 1,0 for XGJ and 3,6: 2,4: 1,0 for XGT.
HPSEC-MALLS/RI analyses showed that all the fractions were homogeneous and that
their M,, values were 9,6 x 10° 9,1 x 10° e 9,1 x 10° g/mol, respectively. Storage
xyloglucans fractions were treated with [-galactosidase enzyme to obtain
desgalactosilated fraction named XGCd, XGJd XGTd, which showed a reduction of
galactoses units reaching 70%, 76% e 60%, respectively. To obtain fucosilated
xyloglucans, C. langsdorffii leaves, after pigment, fat and lignin remotion, were submitted
to several aqueous and alkaline extractions. The fraction obtained from first extraction
with 4M KOH (FCHB4), showed the highest ratio of Glc, Xyl, Gal and Fuc, however, it
was also observed the presence of mannose, arabinose and uronic acid. HPSEC-
MALLS/RI analysis revealed that this fraction was heterogeneous. FCHB4 was
submitted to purification procedures using ion-exchange chromatography (FCHB4DS)
and precipitation by Fehling solution (PFHB4), leading to a fraction containing a
characteristic monosaccharide composition and presenting a **C spectrum characteristic
of fucosilated xyloglucan. The effects of native and modified xyloglucans on functional
properties of peritoneal cavity macrophages were evaluated after celular viability
determination, in different concentration, at 2 and 48h of incubation. The effects of XGT,
XGCd, XGJd and XGTd on O," production in absence of PMA were not statistically
significant, however, showed significant reduction of O," production in the PMA
presence. The enhancement of phagocytic activity was only observed by XGT. The NO*
production was stimulated in different intensities for all tested storage polysaccharides.
Different responses in IL-1B, IL-6 and TNF-a cytokines production were observed for
native and modified xyloglucans. The maximum concentration of XGC increased IL-1(3
and TNF-a in 1740 and 220%, respectively, while XGCd did not show this effect. XGJ
promote the production of all cytokines. With less intensity, XGJd stimulated IL-1 and
IL-6 reaching 104 and 40% at 50 ug/mL. XGTd had been the only fraction that intensely
activated the three cytokines production, leading to 1160, 76 and 203% of increasing for
the production of IL-1B, IL-6 and TNF- a, respectively. The native fraction significantly
stimulated the production of IL-6 and showed a slight stimulus for the production of IL-13
in maximum concentration. From the obtained results, it was observed that each
polysaccharide presents unique characteristics in the macrophages activation, with
differents intesidades and response. Therefore storage xyloglucan, native and modified
may be classified as biological response modifiers.

Key words: Xyloglucans. Macrophage. Superoxide Anion. Nitric Oxide. Cytokines.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE CELULAS VEGETAIS ILUSTRANDO A

DISPOSICAO DA PAREDE CELULAR ......ocuiviiictceeeee ettt 20
FIGURA 2 — MODELO DE PAREDE CELULAR PRIMARIA DO TIPO | E DO TIPO ll..ccoovceiiiieieieieiines 22
FIGURA 3 — REPRESENTAGCAO DA ESTRUTURA DE UM SEGMENTO DE CADEIA DE XILOGLUCANA
DE PAREDE CELULAR DO TIPO Liucvcuiuiiieieiiisieieiees et 25
FIGURA 4 — CODIGO DE UMA LETRA PARA AS CADEIAS LATERAIS DAS XILOGLUCANAS COM
DIFERENTES SUBSTITUIGOES ......ocuiiiieicies ettt 25
FIGURA 5 — MECANISMO PROPOSTO PARA A ATIVACAO DA NADPH OXIDASE PRESENTE EM
CELULAS FAGOCITICAS .....ocvieeeeeeeeeeeee ettt 37
FIGURA 6 — ESQUEMA ILUSTRANDO A PRODUGAO DE OXIDO NITRICO (NO")....cooovevevieercveieeenee 39
FIGURA 7 — ESQUEMA ILUSTRANDO A ACAO DAS CITOCINAS E AS RESPOSTAS PRODUZIDAS
PELAS CELULAS ALVO ....ooviieceeeeeteeee ettt ettt tes st n et s s 42
FIGURA 8 — RESPOSTAS DOS MACROFAGOS TRATADOS COM POLISSACARIDEOS...................... 48
FIGURA 9 — (A) FRUTOS E (B) SEMENTES DE C. langsdorffii (COPAIBA) ........c.cccceeevereeeeeeeeeereeienn 53
FIGURA 10 — (A) FRUTOS E (B) SEMENTES DE H. courbaril (JATOBA) .........ccccvevieiieeeeeeeeeeeeeeenns 54
FIGURA 11 — (A) FRUTOS E (B) SEMENTES DA ESPECIE T. indica (TAMARINDO) ..........ccccceevvevnnne. 55
FIGURA 12 — ESTRATEGIA ADOTADA PARA REALIZACAO DO PRESENTE TRABALHO ................... 56
FIGURA 13 — FLUXOGRAMA DE EXTRACAO DE POLISSACARIDEOS PROVENIENTES DAS FOLHAS
DE C. 1angsdorffii (ITEM 4.5) ....cooiiiieiiiiiee ettt e e sbaee e 60
FIGURA 14 — ESQUEMA DOS PROCESSOS DE PURIFICACAO ADOTADOS PARA OBTENCAO DA
XILOGLUCANA ESTRUTURA DAS FOLHAS DE C. langsdorffii. ..........c.cccoeueererrieeriiiennn. 62
FIGURA 13 — REACAO DE DOSAGEM DE NITRITO COM O REAGENTE DE GRIESS...........cccoeevvanee. 72

FIGURA 14 — PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC-MALLS/RI PARA AS XILOGLUCANAS OBTIDAS DAS
SEMENTES DE (A) C. langsdorffii (XGC), (B) H. courbaril (XGJ) E (C) T. indica (XGT)....... 79

FIGURA 15 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DE UM OLIGOSSACARIDEO DE
XILOGLUCANA . e et e e s s s e e e e e e s s s e ne e e e s 80

FIGURA 16 — ESPECTRO DE RMN DE "*C DAS XILOGLUCANAS OBTIDAS DE SEMENTES DE C.
langsdorffii SOLUBILIZADAS EM D,0O E ANALISADAS A 70°C (A) XILOGLUCANA NATIVA
E (B) XILOGLUCANA MODIFICADAL. .. .ottt ettt ettt e e 81

FIGURA 17 — ESPECTRO DE RMN DE "*C DAS XILOGLUCANAS OBTIDAS DE SEMENTES DE H.
courbaril SOLUBILIZADAS EM D,0 E ANALISADAS A 70°C (A) XILOGLUCANA NATIVA E
(B) XILOGLUCANA MODIFICADA. ....coi ittt 82

FIGURA 18 — ESPECTRO DE RMN DE “*C DAS XILOGLUCANAS OBTIDAS DE SEMENTES DE T.
indica SOLUBILIZADAS EM D,0 E ANALISADAS A 70°C (A) XILOGLUCANA NATIVA E (B)

XILOGLUCANA MODIFICADAL. ...ttt ettt ettt sttt st e e abe e saae e s bee e sabeesneaens 83
FIGURA 20- PERFIL DE ELUICGAO POR HPSEC-MALLS/RI/UV DA FRAGAO FCHB4 OBTIDA DAS
FOLHAS DE C. [aNGSAOITl ...euteeiiiiiiiiiiiiee ittt e e e e e 88

FIGURA 22 — ESPECTRO DE RMN DE **C DAS FRACOES (A) FCHB4 E (B) FCHB4DS OBTIDAS DAS
FOLHAS DE C. langsdorffii SOLUBILIZADASEM D,0 E ANALIZADAS A 70°C ................... 90



FIGURA 23 - PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC-MALLS/RI PARA AS FRAGOES OBTIDAS DAS
FOLHAS DE C. langsdorffi POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA (A) FCHB4DS E
(B) FOHBANACL ..ot ee et e e e e e ee et s e ee s ss e ee s ee e sesenes 92

FIGURA 24 — GEL DE AGAROSE COM O REAGENTE B-GLUCOSIL YARIV PARA A DETECCAO DE
ARABINOGALACTANA-PROTEINAS DA FRAGAO FCHB4NACL OBTIDA DAS FOLHAS DE

O F= 1 o T (o] o 1 [ PP P PP PPP PRI 93
FIGURA 25- PERFIL DE ~ELUIC,‘AO POR HPSEC MALLS/RI PARA A FRACAO PFHB4, OBTIDA PELA
PRECIPITACAO DA FRACAO FCHBH4DS2 COM REATIVO DE FELHING .........ccccocveenee. 95
FIGURA 26 — ESPECTRO DE RMN DE *C DAS FRACOES PFHB4 OBTIDAS DAS FOLHAS DE C.
langsdorffii SOLUBILIZADAS EM D,0 E ANALIZADAS A 70°C.....ccuuvveiiiieieiiieee e 95
FIGURA 27 — EFEITO DA XILOGLUCANA XGT PROVENIENTE DAS SEMENTES DE T. indica SOBRE
A VIABILIDADE CELULAR DE MACROFAGOS. .......coiiieiieeeeeteeeeeee e en e 98

FIGURA 28 — EFEITOS DAS XILOGLUCANAS DESGALACTOSILADAS XGCD, XGJD E XGTD
PROVENIENTES DAS SEMENTES DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica SOBRE A
VIABILIDADE CELULAR DE MACROFAGOS NO PERIODO DE INCUBACAO DE (A) 2H E
(2 IS T SRRSO 99

FIGURA 29 — EFEITO DA XILOGLUCANA PFHB4 OBTIDA DAS FOLHAS DE C. langsdorffii SOBRE A
VIABILIDADE CELULAR DE MACROFAGOS NO PERIODO DE INCUBACAO DE 48 H. .100

FIGURA 30 — ATIVIDADE FAGOCITICA DE MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS
EXPOSTOS AS XILOGLUCANAS NATIVAS (A) E MODIFICADAS(B) OBTIDAS DAS
SEMENTES DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indiCa. ........ccccovrrieeiiiiiiieeie e 102

FIGURA 31 — EFEITO DAS XILOGLUCANAS NATIVAS OBTIDAS DAS SEMENTES DE T. INDICA (A) E
MODIFICADAS OBTIDAS DAS SEMENTES DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica. (B)
SOBRE A PRODUCAO DE ANION SUPEROXIDO POR MACROFAGOS .........cccoevevne... 105

FIGURA 32 — EFEITO DAS XILOGLUCANAS NATIVAS OBTIDAS DAS SEMENTES DE T. indica (A) E
MODIFICADAS OBTIDAS DAS SEMENTES DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica. (B)
NA PRESENCA DE PMA SOBRE A PRODUCAO DE ANION SUPEROXIDO POR
MACROGAFOS. ..ottt ettt e ettt e et e et et e et e et et e et et e et et e e e et e eeenaeas 108

FIGURA 33 — EFEITO DAS XILOGLUCANAS NATIVAS OBTIDAS DAS SEMENTES DE T. indica (A) E
MODIFICADAS OBTIDAS DAS SEMENTES DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica. (B)

SOBRE A PRODUCAO DE OXIDO NITRICO POR MACROFAGOS ........cccccoeeueuevieceenennne. 113
FIGURA 34 — EFEITO DA XILOGLUCANA ESTRUTURAL PFHB4 OBTIDA DAS FOLHAS DE C.
langsdorffii SOBRE A PRODUCAO DE OXIDO NITRICO POR MACROFAGOS................ 114

FIGURA 35 — EFEITO DAS XILOGLUCANAS NATIVAS (A) E MODIFICADAS OBTIDAS DAS
SEMENTES DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica. (B) SOBRE A PRODUCAO DE IL-1

FIGURA 36 — EFEITO DAS XILOGLUCANAS NATIVA (A) E MODIFICADAS OBTIDASNDAS SEMENTES
DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica. (B) SOBRE A PRODUCAO DE IL-6 POR
MACROFAGOS. ...ttt ettt s st s s 119

FIGURA 37 — EFEITO DAS XILOGLUCANAS NATIVAS OBTIDA DAS SEMENTES (A) E MODIFICADAS
OBTIDAS DAS SEMENTES DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica. (B) SOBRE A
PRODUGAO DE TNF-ALFA POR MACROFAGOS .......ccocooviuiviiieeeeeie e 120



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — RENDIMENTO, CONTEUDO DE ACUCAR TOTAL E PROTEINAS E COMPOSICAO
MONOSSACARIDICA DAS FRACOES OBTIDAS DAS SEMENTES DE H. courbaril, C.

F=TaTo Yo [o] i { TN = W oo [ o= T TP PP PP POUPPT PP 77
TABELA 2 — ATRIBUICAO DOS SINAIS DO ESPECTRO DE RMN-"C PARA AS XILOGLUCANAS DE
H. courbaril, C. [angsdorffii E T. INAICA. ...ccciiiuiiiiiiiiiie it 80

TABELA 3 — RENDIMENTO, CONTEUDO DE CARBOIDRATOS E PROTEINAS E COMPOSIGAO
MONOSSACARIDICA DAS XILOGLUCANAS DE H. courbaril, C. langsdorffii E T. indica

APOS TRATAMENTO COM B-GALACTOSIDASE. ......ocuiieieeeeeieteeeeeetee e 85
TABELA 4 — RENDIMENTO E COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES OBTIDAS DAS
[ O I VAN T O F- gV <o (o] 1 87

TABELA 5 — RENDIMENTO, CONTEUDO DE CARBOIDRATOS, PROTEINAS E COMPOSICAO
MONOSSACARiDICA DAS FRACOES OBTIDAS APOS PROCESSO DE PURIFICACAO
DA FRACAO FCHB4 OBTIDA DAS FOLHAS DE C. 1angsdorffii...........c.cceeeereeeeeieneennnns 89

TABELA 6 — DESLOCAMENTOS QUIMICOS (5) DA REGIAO ANOMERICA DA XILOGLUCANA
PRESENTE NA FRACAO FCHB4DS E PFHB4 OBTIDAS DAS FOLHAS DE C. langsdorffii9l

TABELA 7 — COMPILACAO DAS CARACTERISTICAS DAS FRACOES DE XILOGLUCANAS
UTILIZADAS NOS TESTES DE ATIVIDADE BIOLOGICA .......ccoovvveiiiieieieeceeeeese e 96

TABELA 8 — RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS A PARITR DAS XILOGLUCANAS NATIVAS E
MODIFICADAS NA PRODUGAQO DE NO®, IL-1, IL-6 E TNF-0L...cvoveeieeieieeeeeeeeeeeeeeeeenee 124



AU
BRM
BSA
CEEA
D,0O
Di
DMSO
dn/dc
eNOS
EP

FCHB4

FCHB4DS

FCHB4NaCl

GLC
GLC-MS
H20,
HA

HB
HBSS
HEPES
HG

HO’
HPSEC
I.p.
IFN-y

INOS

LISTA DE SIGLAS E SIMBOLOS

Deslocamento quimico

Acido uronico

Modificadores da resposta biologica
Albumina de soro bovino

Comité de Etica em Experimentacéo Animal
Agua deuterada

Diametro interno

Dimetilsulfoxido

Variacdo do indice de refracdo em relacdo a concentracao
Oxido nitrico sintase endotelial

Erro padrao

Fracdo hemicelul6sica B obtida das folhas de C. langsdorffii a partir
da primeira extragdo com KOH 4M

Fracdo obtida pela eluicdo da fracdo FCHB4 (extraida das folhas de
C. langsdorffii) com tampé&o fosfato em gel DEAE Sephacel

Fracdo obtida pela eluicdo da fracdo FCHB4(extraida das folhas de
C. langsdorffii) com NaCl 4M em gel DEAE Sephacel.

Cromatografia liquido-gasosa

Cromatografia liquido-gasosa acoplada a espectrometria de massa
Peroxido de hidrogénio

Hemicelulose A

Hemicelulose B

Solucéo salina tamponada de Hank

N-(2-hidroxietil) piperazina N’(acido 2-etano sulfénico)
Homogalacturonanas

Radical hidroxil

Cromatografia de exclusao estérica de alta pressao
Intraperitoneal

Interferon-gama

Interleucina

Oxido nitrico sintase induzivel



JAK
LPS
MALLS
MEM

MTT

My,
NADH
Nd
NF-kB
nNOS
NO*
NOS
NOX
0"
PBS

PFHB4

PMA
ppm
RG-I
RG-II

RI
RMN-C
ROS

SFHB4

SOD
STAT (1 e 3)
TLR

TNF ()
TNFR

TR

Janus activation kinases
Lipopolissacarideo

Espalhamento de luz laser em multidangulos
Meio essencial minimo de Eagle

(3-[4,5dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide); azul de
tetrazolio

Massa molar ponderal média

Nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida
N&o determinado

Fator nuclear kappa B

Oxido nitrico sintase neuronal

Oxido nitrico

Oxido nitrico sintase

NADPH oxidase

Anion superoxido

Solugao salina tamponada

Frac&o obtida do precipitado da amostra FCHB4DS, oriunda das
folhas de C. langsdorffii, tratada com reativo Felhing.

Forbol 12-miristato, 13-acetato

Partes por milhao

Ramnogalacturonanas-I

Ramnogalacturonanas-I|

indice de refracéo

Ressonancia magnética nuclear de carbono treze
Espécies reativas de oxigénio

Frac&o obtida do sobrenadante da amostra FCHB4DS, oriunda das
folhas de C. langsdorffii, tratada com reativo Felhing.

Superoxido dismutase

Signal transducers and activators of transcription
Receptores Toll-like

Fator de necrose tumoral (alfa)

Receptor para TNF

Tracos



uv
XGA
XGC
XGCd
XGJ
XGJd
XGT
XGTd

Ultravioleta

Xilogalacturonanas

Xiloglucana da semente de C. langsdorffii

Xiloglucana desgalactosilada da semente de C. langsdorffii
Xiloglucana da semente de H. courbaril

Xiloglucana desgalactosilada da semente de H. courbaril
Xiloglucana da semente de T. indica

Xiloglucana desgalactosilada da semente de T. indica



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt 16
1.1 OBJIETIVO GERAL ..ooeiiiiieei ittt ettt e e e e e e e e s ee e e e e e e e e enns 17
1.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS. .. ...ttt 17
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ......ocuiiiieieieieieeieie ettt 19
2.1 PAREDE CELULAR ...t et e e e e e e e e e e e aneeenas 19
2.2 XILOGLUCANAS ... .ttt e e e e e e e e s e e e e e e e e s e s nssbbrreaeeaeeas 23
2.2.1 Xiloglucana eStrULUIAL ..........cooeeiiieeeeee e 26
2.2.2 XilOgIuCANA 0 FESEIVA ......ciieeeeeeeeeiie et e e e e e e e e e e e e e e 28
2.3 MACROFAGOS ...ttt ettt sttt sttt s et et et e e e ete e esesestese e eseneseenas 32
2.4 BURST RESPIRATORIO ... .ottt 35
2.5 OXIDO NITRICO ... ittt eeeie ettt e et e e se et et eseseese e eseneaeenas 38
2.6 CITOCINAS ..ottt e et e e e e e s s et e e e e e ee e e s e s sssbbeeaeeeeens 41
2.6.1 Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNFQ) .....coooeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 43
2.6.2 Interleucina-1 beta (IL-1) ..ccoeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeee e 45
2.6.3 INErleUCINA-6 (IL-6) ......uuuiieieeeeiiieiee e e e e e e e 46
2.7 ATIVIDADE BIOLOGICA DE POLISSACARIDEOS ......oooeeieeeeeeeeeeeeee e 47
2.8 ESPECIES VEGETAIS UTILIZADAS PARA OBTENCAO DE XILOGLUCANAS..52
2.8.1 Copaifera [angSAOrfil ...........cooiiiiiiiiiiii e 52
2.8.2 Hymenaea COUrDArl .........coooi i 53
P2 < TG T = V0 F= VT o 18 1SN o [ o3 NP 54
3 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL ...ooviiiiiiiiicie e 56
4 MATERIAL E METODOS ...ttt 57
4.1 OBTENCAO DAS SEMENTES DE H. courbaril, C. langsdorffii E T. indica, E DAS

FOLHAS C. 1angSAOr il.....ccccuiiiicciie e 57
4.2 ISOLAMENTO DOS COTILEDONES DAS SEMENTES E INATIVACAO

] A 1Y AN I 57
4.3 OBTENQAO DAS XILOGLUCANAS DE RESERVA......ci e, 57
4.4 OBTENCAO DAS XILOGLUCANAS MODIFICADAS.......cceoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneas 58

4.5 OBTENCAO DA XILOGLUCANA ESTRUTURAL DAS FOLHAS DE C. langsdorffii



4.6 CROMATOGRAFIA DE TROCA-IONICA ......coitiiieeieeieeeeeeeee e, 61

4.7 PRECIPITACAO COM SOLUCAO DE FEHLING ........ccoveeeieeeeeeeeeeeee e, 61
4.8 DETECCAO E QUANTIFICACAO DE ARABINOGALACTANA-PROTEINAS....... 63
4.9 DOSAGENS COLORIMETRICAS ....oooiiiieeceee et 63
4.10 DETERMINACAO DA COMPOSICAO MONOSSACARIDICA ......ccoeeveeeeeeeennne. 64
4.10.1 Hidrolises ACIAAS tOLAIS........ccvviiiiiieiiiiiiiieieeeeeeeeeee ettt e e e e eeees 64
4.10.2 Reducéo e acetilacdo dos produtos resultantes do processo de hidrdlise .......... 65
4.11 CROMATOGRAFIA LIQUIDO-GASOSA (GLC) E CROMATOGRAFIA LIQUIDO-
GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA (GLC-MS) ........ccce..... 65

4.12 ANALIS~E POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA DE ALTA
PRESSAO (HPSEC) ACOPLADA A DETECTORES DE ESPALHAMENTO DE
LUZ LASER MULTI ANGULOS (MALLS), INDICE DE REFRACAO (RI) E

ULTRAVIOLETA (UV)... oottt sttt steneats e stesaann e 66
4.13 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)......... 67
4.14 SOLUGOES E MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS NOS PROCEDIMENTOS
UTILIZANDO MACROFAGOS...... .ot 67
4.14.1 Solucao das xiloglucanas estudadas ...........cccoeeeeeeiiiiiiiiiiii e 67
4.14.2 Solugao salina tamponada (PBS).........ccoouiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 67
4.14.3 Solucao salina balanceada de Hanks (HBSS) ...........cociiiiiiiiiiiieeiii e, 68
o Y [ o T [ R o U] L U] = 68
4.15 OBTENCAO DE MACROFAGOS .......cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 69
4.16 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR.........ccveovieeeeeee e, 70
4.17 PRODUCAO DE ANION SUPEROXIDO (O2™)..c.veveieeeeeeeeieeieeeeeeee e 70
4.18 PRODUGCAO DE OXIDO NITRICO (NO®) ...oouviieieeeceeeeeeeeee e 71
4.19 DETERMINACAO DA PRODUCAO DE IL-1BETA, IL-6 E TNF- ALFA ................. 73
4.20 CAPACIDADE FAGOCITICA DE MACROFAGOS ........ccooiieceeeeeeeee e, 74
4.21 ANALISE ESTATISTICA ..ottt ettt eteaneas 75
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ovieieieeeeeeeee e 76
5.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DAS XILOGLUCANAS DE RESERVA DE
SEMENTES DE H. courbaril, C. langsdorffii E T. indica ...........cccovvvvvviiiniieeeeeeennns 76
5.2 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DAS XILOGLUCANAS
DESGALACTOSILADAS .....coviveveeeete ettt te ettt sesteeaenesteeseneatesaennanes 84

5.3 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DA XILOGLUCANA ESTRUTURAL DAS
FOLHAS DE C. 1angSAOI il ...cceeiiiiiiiiiiiiee et 86



5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE IMUNOMODULADORA DAS XILOGLUCANAS

[SOLADAS ... .ot e e e e et — e e e e e e e e e —araaaaeaaaan 96
5.4.1 Viabilidade CelUlar ... 97
5.4.2 AtVIdade fAgOCIICA ......eviiieeiiiiiiiiie e 101
5.4.3 Producdo de O;" na presencga e na ausénciade PMA ..........cccc.ceevviivrvnienen.n. 104
5.4.4 ProduGao 08 NO.......ueeiiiiiiee ettt e e e e e e e a e as 111
5.4.5 ProduGao de CItOCINGS .......cceeeeeieeeeeeee e 116
5.5 DISCUSSAO FINAL....coeoviiiiiieieeiieeteetecteeeeeteete e eteeeeeteeteeteetesteeteeaestesaesaeesssaeeaeneens 124
B CONCLUSOES ..ottt ettt 129
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oveiecieceeceeeeeee et 131
APENDICE ...ttt ettt ettt ettt 153



1 INTRODUCAO

Nas Uultimas décadas, estudos com polissacarideos de diferentes origens
vegetais vém atraindo a atencdo de pesquisadores, devido a capacidade destas
moléculas modificarem a resposta biolégica (TZIANABOS, 2000; TAKADA et al., 2003;
KARDOSOVA; MACHOVA, 2006; BYEON et al.,2009). Os efeitos destes compostos
ocorrem em diferentes alvos celulares, em especial através da ativacdo de células do
sistema imune, principalmente na modificacdo de funcbes de macréfagos, células que
estdo envolvidas nas respostas antitumoral, antiviral e antibacteriana (SCHEPETKINS;
QUINN, 2006). As atividades biolégicas dos polissacarideos parecem relacionar-se com
as caracteristicas estruturais e fisico-quimicas destas moléculas, dentre estas, a
composicdo monossacaridica, o grau de ramificacdo, os tipos de ligacbes e a
solubilidade (BOHN; BeMILLER, 1995; TZIANABOS, 2000).

Polissacarideos isolados de diferentes espécies de liquens, algas, folhas e
sementes, nativos e/ou modificados quimicamente, tem sido objeto de estudo no
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR. Nos trabalhos
desenvolvidos neste departamento, foram relatadas diferentes respostas de
macréfagos e células tumorais tratadas com polissacarideos previamente
caracterizados estruturalmente. Como exemplo, foi estudada a atividade bioldgica de
galactomanana e a-glucana isoladas do liquen Ramalina celastri, e dentre os efeitos
observados, a ativacdo de macrofagos peritoneais de camundongos foi relatada para
ambos os polissacarideos (STUELP-CAMPELO et al.,, 2002; NOLETO et al., 2002).
Arabinogalactanas extraidas de fontes vegetais exibiram  propriedades
imunomoduladoras promovendo a ativacdo de macrofagos além de atividade
antitumoral contra células do Sarcoma 180 (CARNEIRO-LEAO, 1997; MORETAO;
2003; 2004; MELLINGER et al., 2005; 2008). Rosario et al. (2008) verificaram o
comportamento imunomodulador de xiloglucanas isoladas dos cotilédones de Copaifera
langsdorffii, Hymenaea courbaril e Mucuna sloanei em macrofagos obtidos da cavidade
peritoneal. Neste estudo, as xiloglucanas promoveram aumento in vitro na producéo de

oxido nitrico (NO®) em macréfagos e in vivo estimularam o recrutamento destas células
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para a cavidade peritoneal de camundongos ap0s 24h de tratamento. Entretanto, foram
observados diferencas de intensidade de resposta bioldégica para cada espécie
estudada, as quais foram atribuidas as diferencas da estrutura fina dos polimeros.
Considerando os estudos prévios, 0s quais mostraram: os efeitos de diferentes
polissacarideos sobre diferentes vias de resposta imunomoduladoras de macréfagos;
indicios de que a variagdo estrutural € fundamental para atividade biol6gica e; a
expressiva acdo de xiloglucanas como provaveis ativadoras das funcdes de
macrofagos, o presente trabalho visa investigar se modificagcbes estruturais de
xiloglucanas de reserva provenientes dos cotilédones de H. courbaril, C. langsdorffiie T.
indica interferem nas respostas bioloégicas anteriormente observadas para estes
polimeros, bem como avaliar os efeitos de uma xiloglucana estrutural obtida das folhas

de C. langsdorffii sobre macréfagos peritoniais.

1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade de xiloglucanas nativas e modificadas por desgalactosilacédo
sobre diferentes vias de ativacdo de macréfagos peritoniais de camundongos,

verificando suas atuacdes como possiveis modificadores da resposta biolégica.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Isolar e caracterizar xiloglucanas de reserva das sementes de Copaifera langsdorffii
(copaiba), Hymenaea courbaril (jatoba), Tamarindus indica (tamarindo);

v" Modificar as xiloglucanas de reserva através de tratamento enzimatico com f-
galactosidase;

v’ Isolar, purificar e caracterizar xiloglucana estrutural das folhas de C. langsdorffii;
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v Avaliar os efeitos in vitro das xiloglucanas nativas e modificadas sobre macréfagos
peritoniais quanto a capacidade fagocitica, producdo de O,", NO®, interleucina-1p,
interleucina-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-o);

v Verificar os efeitos in vitro da xiloglucana estrutural proveniente das folhas C.

langsdorffii sobre macréfagos, quanto a viabilidade celular e a producéo de NO°.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PAREDE CELULAR

A parede celular vegetal € uma estrutura complexa formada por polissacarideos
de alta massa molar, proteinas e compostos fenolicos (SOMERVILLE et al., 2004). Esta
estrutura esta presente em todos os estagios de desenvolvimento da célula vegetal,
desempenhando um papel fundamental regulando a velocidade e a direcdo do
crescimento da célula (CARPITA; Mc CANN, 2000; O'NEILL; YORK, 2003). Varias
funcdes da parede celular foram caracterizadas na célula vegetal, tais como: estrutural,
influéncia na morfologia da planta, regulacdo da pressdo osmotica celular, barreira
contra patdgenos, além de possuir moléculas sinalizadoras que participam da
comunicacao célula-célula e parede-nucleo (CARPITA; Mc CANN, 2000, SOMERVILLE
et al., 2004; SCHELLER; ULVSKOV, 2010).

A parede celular é uma estrutura dindmica capaz de controlar modificacdes
estruturais, com duas caracteristicas contraditérias e aparentemente simultaneas.
Primeiro, a parede deve expandir para acomodar o crescimento celular, segundo, deve
manter a integridade estrutural, tanto para equilibrar a turgidez quanto para promover a
rigidez da planta (SZYMANSKI; COSGROVE, 2009; ANDERSON et al., 2010). A
parede celular primaria € uma matriz flexivel que se deposita durante a diviséo celular e
aumenta sua area de superficie durante a expansao da célula. Apos ter cessado o
crescimento da célula, internamente a parede primaria pode se formar a parede
secundaria. Frequentemente, esta estrutura € composta de camadas designadas como,
S1, S2 e S3, e a diferenca entre elas deve-se a distribuicdo dos polissacarideos que as
constituem. Entre as paredes primarias de células vizinhas encontra-se uma estrutura
denominada lamela média (Figura 1) (CARPITA; Mc CANN, 2000; COSGROVE; 2005;
KANEDA; RENSING; SAMUELS, 2010).
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Parede celular prirmaria Lammela média

FIGURA 1 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE CELULAS VEGETAIS ILUSTRANDO A
DISPOSICAO DA PAREDE CELULAR

FONTE: CARPITA; Mc CANN, 2000.

NOTA: Célula vegetal mostrando as diferentes camadas da parede celular secundaria (S;, S, e S3), a
parede celular primaria e a lamela média entre as paredes primaria de células adjacentes.

Os principais componentes da parede celular vegetal primaria sdo carboidratos,
tais como a celulose, hemiceluloses e as pectinas. A celulose é um polimero formado
por uma cadeia linear constituido por unidades de glucose ligadas B-(1—4),
compreendendo de 15 a 30% da parede celular primaria. As hemiceluloses tais como:
xiloglucanas, glucuronoarabinoxilanas e xilanas sao heteropolissacarideos que se
encontram associados as microfibrilas de celuloses (CARPITA; McCANN, 2000). As
pectinas séo polissacarideos ricos em acido galacturbnico, que incluem as
homogalacturonanas (HG), ramnogalacturonanas-l (RG-1), ramnogalacturonanas-Il|
(RG-II), xilogalacturonanas (XGA) e apiogalacturonanas (MOHNEN, 2008).

O primeiro modelo de parede celular primaria foi proposto por Albersheim e sua
equipe (ALBERSHEIM, 1975). Neste estudo foi demonstrada, de forma conjunta, a
interacdo dos diferentes componentes conhecidos, como, celulose, hemiceluloses,
pectinas e proteinas, estabelecendo assim um modelo basico de parede celular. Nesse
modelo as xiloglucanas estariam ligadas a microfibrilas de celulose através de ligagcbes
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de hidrogénio, enquanto que ligacdes covalentes conectariam outros polissacarideos
como ramnogalacturonanas, arabinogalactanas e xiloglucanas, bem como,
glicoproteinas (KEEGSTRA et al., 1973; ALBERSHEIM, 1975). Posteriormente, Hayashi
(1989) e Fry (1989) propuseram que as microfibrilas de celulose seriam interconectadas
por ligacdes de hidrogénio ao longo das cadeias de xiloglucana. Polissacarideos
pécticos e proteinas participariam independentemente, envolvendo o complexo
celulose-xiloglucana de maneira nao-covalente.

Atualmente, um dos modelos mais aceito de parede celular primaria foi
elaborado por Carpita e Gibeaut (1993) que propuseram dois tipos de estrutura para as
angiospermas, baseado nas diferencas na quantidade de polissacarideos pécticos e
hemicelulose principal. O primeiro modelo, chamado de parede do tipo I, inclui a parede
das espécies de dicotiledbneas e algumas monocotiledéneas (ndo comelindides). A
parede do tipo Il corresponde a parede das Poaceaes e engloba a maior parte das
monocotiledéneas (comelindides).

A parede primaria do tipo | é composta por uma rede de fibras de celulose
entrelacadas com xiloglucanas, formando uma rede celulose-xiloglucana, a qual
compreende 50% da parede celular. As xiloglucanas ligam-se firmemente as
microfibrilas de celulose e sdo longas o suficiente para estender-se e ligar duas
microfibrilas. Esta rede de celulose-xiloglucana esta embebida por uma matriz de
pectina (20-35%), a qual controla entre outras propriedades fisiolégicas, a porosidade.
Além disso, a parede priméaria do tipo | contém outros polissacarideos hemiceluldsicos
em menor proporcdo e grande quantidade de proteinas estruturais, sendo a principal a
extensina, a qual pode interagir com os polissacarideos (CARPITA; McCANN, 2000;
COSGROVE, 2005; LEROUXEL et al., 2006; SANDHU; RANDHAWA; DHUGGA, 2009).

Na parede primaria celular do tipo Il as microfibrilas de celulose estédo
interligadas as glucuronoarabinoxilanas, as quais constituem a hemicelulose principal.
Em geral, a parede primaria do tipo Il possui menor proporcdo de pectina (10%), porém
0 aumento da densidade de carga é proveniente das unidades de acido glucurénico da
hemicelulose. A quantidade de proteinas estruturais é menor na parede tipo I,

entretanto, estas apresentam compostos fendlicos que participam na formacéao de
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ligacBes cruzadas entre os polissacarideos (CARPITA; McCANN, 2000). Na Figura 2

esquematicamente tem-se os dois tipos de parede celular primaria.

A: Parede celular do tipo |

Simbolos:
@ S|
—_— Arxabinose favorece
Microfibrilas de celulose a abertura dos poros
/C. : M : f . Celotriosil e
g : celotetraosil
Xiloglucana | Zona de jungio : N
Calcio ligado ' Beta-glucana
Extensina — - ; ‘/ML/\ chlgcoxm / - Réde
Arahinosideos —, . RGIcom amabinanas Celodextrinas fenolica
. axabinogalactana

FIGURA 2 — MODELO DE PAREDE CELULAR PRIMARIA DO TIPO | E DO TIPO II
FONTE: Adaptado de CARPITA; Mc CANN, 2000.

NOTA: A: Modelo tridimensional de parede celular priméria do tipo | mostrando as interagées moleculares
entre celulose, xiloglucanas e pectinas. B: Modelo tridimensional da parede celular do tipo Il, mostrando a
interacdo molecular entre celulose, glucuronoarabinoxilanas, pectinas e substancias aroméaticas.

Abreviacdo: RG | — ramnogalacturonanas do tipo I.

A parede celular secundaria é depositada quando a célula cessa o crescimento

e apresenta celulose, hemiceluloses e lignina como principais componentes. Neste tipo

de parede celular, as hemiceluloses formam uma rede juntamente com a celulose e

desta forma a lignina se mantem associada através de ligacdes cruzadas tornando esta

estrutura mais rigida e hidrofébica. As hemiceluloses presentes na parede secundaria
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sdo as xilanas e as glucomananas. Nas angiospermas ha o predominio de xilanas,
enquanto as gimnospermas apresentam principalemente galactoglucomananas
(ZHONG,; YE, 2009).

Um tipo especializado de parede celular secundaria € a encontrada nos
cotilédones e endospermas de sementes. Estas paredes secundarias possuem pouca
ou nenhuma celulose, enquanto a parede do tecido de reserva (endosperma, cotilédone
ou perisperma) esta massivamente espessa e contem depdsitos de polissacarideos que
sdo mobilizados durante a germinacdo. Estes sdo os polissacarideos de reserva, 0s
quais sdo classificados em trés grupos: mananas, que inclui as mananas puras,
galactomananas e glucomananas, galactanas e xiloglucanas (REID; EDWARDS, 1995;
CARPITA; McCANN, 2000).

Entre os diferentes componentes da parede celular, abordaremos as

xiloglucanas, as quais constituem objeto de estudo deste trabalho.

2.2 XILOGLUCANAS

As xiloglucanas sao polissacarideos que apresentam funcfes distintas no
vegetal. Possuem um importante papel estrutural por estarem presentes na parede
celular primaria de vegetais superiores, além de atuarem como material de reserva em
sementes de certas espécies de dicotiledbneas. As xiloglucanas também podem
apresentar funcéo regulatéria, pois seus oligossacarideos, os quais sdo denominados
oligossacarinas, regulam o crescimento celular (KOOIMAN, 1960; McNEIL; DARVILL;
FRY, 1984; HAYASHI, 1989, ECKARDT, 2008).

A estrutura basica da xiloglucana de reserva e a estrutural sdo semelhantes,
apresentando D-glucose, D-xilose e D-galactose em proporgdo de aproximadamente
4:3:1 (FRY, 1989; McNEIL; DARVILL; FRY, 1984; HAYASHI, 1989). As xiloglucanas
apresentam uma cadeia principal constituida por unidades de D-glucopiranose unidas

por ligacBes glicosidicas p (1—»4). A cadeia principal pode ser substituida em O-6 por
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unidades de a-D-xilopiranose, a qual também pode ser substituida em O-2 por unidades
de B-D-galactopiranose (FRY, 1989; HAYASHI, 1989; CARPITA; McCANN, 2000).
Entretanto, nas xiloglucanas de parede celular priméria as unidades de [B-D-

galactopiranose podem ser substituidas em O-2 por unidades de a-L-fucose, sendo
assim denominadas xiloglucanas fucosiladas (CARPITA; GIBEAUT, 1993). Na Figura 3
pode-se observar a representacdo de um segmento de uma cadeia de uma xiloglucana
de parede primaria. Segundo Fry (1989) as cadeias laterais possuem alguma
regularidade de distribuicdo ao longo da cadeia celulésica.

Fry et. al, (1993) sugeriram uma nomenclatura para os oligossacarideos obtidos
a partir de xiloglucanas, nas quais as cadeias laterais sdo nomeadas através das
unidades monossacaridicas que ndo sao substituidas, da esquerda para direita. As
unidades de glucose da cadeia principal, substituidas por xilose séo representadas pela
letra X, enquanto que unidades de glucose sem substituinte pela letra G. Ja se
galactose, arabinose e fucose sao encontradas como unidades terminais, empregam-se
as letras L, S e F, respectivamente. Quando a unidade redutora de cada
oligossacarideo esta sob a forma reduzida acrescenta-se a terminacdo ol. Estas
cadeias laterais apresentam-se comumente relatadas em xiloglucanas extraidas de
vegetais superiores, entretanto foram caracterizadas outras substituicbes com a
atribuicdo de letras para representa-las, conforme ilustrado na Figura 4 (SIMS et al.,
1996; VINCKEN et al., 1996; HANTUS et al., 1997; YORK et al., 1996; FRY et al.,
1993; RAY et al., 2004).
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FIGURA 3 — REPRESENTAGCAO DA ESTRUTURA DE UM SEGMENTO DE CADEIA DE XILOGLUCANA

DE PAREDE CELULAR DO TIPO |
FONTE: CARPITA, N; Mc CANN, M.; 2000.
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FIGURA 4 — CODIGO DE UMA LETRA PARA AS CADEIAS LATERAIS DAS XILOGLUCANAS COM

DIFERENTES SUBSTITUICOES
FONTE: Adaptado de FRY et al., 1993.

Baseado no numero de unidades de glucose substituidas, Vincken et al. (1997)
dividiram as xiloglucanas em dois grupos. O primeiro chamado de poli-XXXG apresenta
a cadeia principal contendo trés unidades consecutivas de glucose substituidas em O-6
por unidades de xilose e uma quarta unidade de glucose nao ramificada. Este grupo
inclui as xiloglucanas encontradas em muitas gimnospermas e nas angiospermas
(O’NEILL; YORK, 2003), como observado nos oligossacarideos obtidos de xilema de
Cryptomeria japonica (araucaria do Japao) (KAKEGAWA; EDASIGE; ISHIL, 1998) e em

Vitis vinifera (uva) (DOCO et al., 2003), respectivamente.
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O outro grupo é encontrado nas espécies da familia Solanaceae sendo definido
como poli-XXGG, o qual apresenta duas unidades de glucose substituidas com
unidades de xilose, alternadas a duas unidades de glucose nao substituidas. Este tipo
de estrutura foi observado em xiloglucana de Lycopersicon esculentum (tomate) (JIA et
al., 2003), Nicotiana tabacum (tabaco) (SIMS et al., 1996; YORK et al., 1996) e
Solanum tuberosum (batata) (VINCKEN et al., 1996).

A parede celular primaria das monocotiledéneas comelinéides também apresenta
xiloglucana na sua estrutura, e apesar de estar em quantidade inferior quando
comparado com a parede celular das dicotiledéneas, este polissacarideo foi
caracterizado e possui predominantemente a estrutura do grupo poli-XXGG
(SCHELLER; ULVSKOQV, 2010).

2.2.1 Xiloglucana estrutural

A estrutura das xiloglucanas de parede celular primaria tem sido revisada
(McNEIL; DARVILL; FRY, 1984; HAYASHI, 1989; FRY, 1989) desde que este
polissacarideo foi inicialmente isolado de cultura de células em suspensdo de Acer
pseudoplatanus (BAUER et al., 1973). As xiloglucanas compreendem 20-25% das
paredes primarias de dicotiledbneas e 2% das monocotiledéneas (McNEIL; DARVILL;
FRY, 1984; FRY, 1989; HAYASHI, 1989; VARNER; LIN, 1989; HSIEH; HARRIS, 2009;
SCHELLER; ULVSKOV, 2010), sendo que foram identificadas também em
gimnospermas (KAKEGAWA; EDASHIGE; ISHI, 1998; BOCHICCHIO, 2003;
LORENCES, 2004).

Xiloglucanas fucosiladas tém sido isoladas da parede celular das folhas de
diferentes espécies, como Brassica oleracea (repolho) (STEVENS,; SELVENDRAN,
1984), Gossypium sp. (algodao), (BUCHALA et al.,, 1993), Arabidopsis thaliana
(arabidopsis), (ZABLACKIS et al.,, 1995; OBEL et al., 2009), Digitalis purpurea
(dedaleira) (HENSEL; SCHMIDGALL; KREIS, 1998), H. courbaril (jatoba) (BUSATO;
VARGAS-RECHIA; REICHER, 2001), Cichoruim intybus (chicéria) (SUN et al., 2006),
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Myrothamnus flabellifolius (arbusto da ressureicdo) (MOORE et al., 2006) e T. indica
(tamarindo) (KAI, 2009).

Ao analisar a estrutura da xiloglucana presente na folha de H. courbaril (jatob&)
Busato et al. (2005) observaram que além da substituicdo por galactose em O-2 nas
unidades de xilose, esta unidade também pode estar substituida em O-4.

Um novo oligossacarideo de xiloglucana estrutural foi isolado e caracterizado
das folhas e da polpa do fruto da espécie Argania spinosa (argania). Nestes estudos foi
obtido o XUFG, no qual a letra “U” representa a unidade de glucose da cadeia principal,
substituida por unidades de xilose e esta, por sua vez, substituida por outra unidade de
xilose em 0O-2, ao invés de unidades de galactose (RAY et al.,, 2004, ABOUGHE-
ANGONE; 2008).

Outra xiloglucana nao usual foi isolada e caracterizada das flores de Nerium
indium. Neste estudo os autores descrevem a presenca de um trissacarideo constituido
por glucose e xilose, entretanto, ndo foi observada a presenca de unidades de
galactose e fucose (DING et al., 2003).

Paredes (2009) caracterizou uma xiloglucana fucosilada proveniente da raiz de
Lepidium meyenii (maca), uma planta nativa do Peru, a qual € amplamente utilizada
devido suas propriedades medicinais e alimenticias.

Recentemente, Obel et al. (2009) caracterizaram xiloglucanas estruturais
presentes em diferentes tecidos da planta Arabidopsis thaliana e mostraram que, todas
as partes estudadas apresentavam qualitativamente a mesma composicao dos
oligossacarideos, entretanto foram observadas variacbes quantitativas significativas
entre os oligossacarideos dos diferentes locais.

Alguns trabalhos descrevem a ocorréncia de xiloglucanas fucosiladas em frutos
e a sua participacdo no amadurecimento. A xiloglucana obtida de parede celular dos
frutos de Diospyros kaki L. (caqui) foi caracterizada, sendo a proporgao de Glc: Xyl: Gal:
Fuc de 10: 6: 3,4: 1,4 (CUTILLAS — ITURRALDE et al.,, 1996). Uma xiloglucana
estrutural da parede celular de frutos de Actinidia deliciosa (kiwi) foi purificada e
caracterizada, apresentando uma proporc¢ao similar Glc: Xyl: Gal: Fuc de 10: 6,9: 2,1:
0,3 (REDGWELL; MELTON; BRASCH, 1988; LI; SAKURAI; NEVINS 2009). Renard et
al. (1995) e Doco et al. (2003) utilizaram material despectinizado para isolar
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xiloglucanas estruturais de macd e uva. Recentemente, Arnous e Meyer (2009)
avaliaram, através de hidrélises acidas, os polissacarideos presentes na casca de trés
tipos de uvas cultivadas para producéo de vinho (Cabernet Sauvignon, Merlot e Shiraz)
e na casca de dois tipos de macd (Red Delicious and Golden Delicious). A partir da
composicdo monossacaridica foi estimado como polissacarideo majoritario presente
nas paredes celulares, a homogalacturonana, enquanto que, aproximadamente 10
mol% dos polissacarideos presentes na cascas destas frutas eram xiloglucanas.

Vierhuis et al. (2001) obtiveram fragdes hemicelulésicas ricas em xilana e
xiloglucana a partir de frutos da oliveira em diferentes estagios de maturagdo. Os
autores ndo observaram alteracdes na composicao e distribuicdo de massa molar das
fragcbes contendo xiloglucanas. Entretanto, o processo de amadurecimento de frutos
gue esta associado a alteracfes na parede celular parece envolver modificacbes nas
xiloglucanas. Estudos utilizando frutos de Lycopersicon esculentum (tomate), Cucumis
melo (meldo) e Ficus carica (figo) tém demonstrado que as xiloglucanas sofrem
degradacdo durante a maturacdo, resultando em alteragcdes na quantidade e massa
molar destes polissacarideos (SAKURAI; NEVINS, 1993; ROSE et al., 1998; OWINO et
al., 2004).

Hoffman et al. (2005) analisaram xiloglucanas da parede celular de plantas da
subclasse Asteridae. Estes autores verificaram que Ipomoea purpurea (gloria da
manha), Ocimum basilicum (manjericdo) e Plantago major (tanchagem) apresentam
xiloglucanas com um padrao de substituicdo do tipo XXGGG, contendo cinco unidades

de glucose, onde apenas as duas primeiras sédo substituidas por xilose.

2.2.2 Xiloglucana de reserva

Os polissacarideos de reserva sao compostos acumulados durante o
crescimento e desenvolvimento da planta, armazenados no periodo de dorméncia e
utilizados para fornecimento de monossacarideos para um novo ciclo de crescimento. A

diferenca entre os polissacarideos estruturais e de reserva € muito ténue nao sendo
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bem definida, isto é, muitos carboidratos presentes nas sementes possuem estrutura
muito semelhante as dos encontrados na parede celular, sendo estes isolados de
outros tecidos. Além do amido, h& diversos tipos de polissacarideos de reserva entre
eles: mananas, galactomananas, galactoglucomananas, glucanas e xiloglucanas
(AVIGAD; DEY, 1997). As xiloglucanas de reserva também sdo chamadas de amiloides
devido a sua propriedade semelhante ao amido de apresentar coloracdo azul apds
tratamento com solucdo de iodo/iodeto de potassio (GAILLARD, 1961; KOOIMAN,
1961; AVIGAD; DEY, 1997).

Kooiman (1957, 1960, 1967) foi o primeiro a descrever as xiloglucanas. Nestes
trabalhos, este polissacarideo foi extraido de sementes de diferentes fontes: T. indica
(tamarindo), Tropaeolum majus (capuchinha), Cyclamen europaeum (ciclamen),
Impatiens balsamina (beijo de frade), H. courbaril (jatoba), Schotia latifolia (feijao de
bder) e Annona muricata (graviola).

Vérios estudos ja foram realizados com xiloglucanas de sementes de T. indica
(tamarindo) visando sua caracterizacdo estrutural através de oligossacarideos obtidos
guimicamente ou enzimaticamente. As propriedades reolégicas do polissacarideo
nativo e modificado (sulfatados e alquilaminado) justificam o interesse por este polimero
(YORK et al.,, 1993; LANG et al.,, 1992, SIMS et al., 1998; MARRY et al.,, 2003;
FREITAS et al., 2005). Kumar e Bhattacharya (2008) revisaram as propriedades das
sementes de T. indica, como: o conteudo de proteina, carboidratos e acidos graxos,
além do comportamento reolégico da solugdo aquosa obtida do po das sementes.
Neste estudo os autores também apontam as aplicacdes da xiloglucana das sementes
de T. indica na industria alimenticia, a qual pode atuar como espessante, estabilizante,
agente antimicrobicida, inibidor da cristalizacdo, entre outras propriedades.
Recentemente, foi observado que as xiloglucanas obtidas do p6 das sementes de T.
indica submetidas a irradiagdo apresentaram diferengas quanto ao rendimento, massa
molar, morfologia e atividade antioxidante (CHOI et al., 2009).

Buckeridge e Dietrich (1990) relataram a presenca de xiloglucanas nos
cotilédones de C. langsdorffii. Em estudos posteriores foram comparados aspectos
estruturais deste polissacarideo obtido de sementes de regifes distintas (savana e

floresta) com a xiloglucana do T. indica. Os autores constataram que a cCompoSi¢ao
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monossacaridica é muito semelhante e o0s oligossacarideos obtidos por digestdo
enzimatica foram os mesmos para as amostras analisadas, porém em diferentes
proporcdes para cada espécie e regido (BUCKERIDGE et al., 1992, 1997).

Estudos sobre as estruturas finas de xiloglucanas das espécies T. indica e C.
langsdorffii, mostraram que estas apresentam um padrdo estrutural semelhante
formada pelas XXXG, XLXG, XXLG e XLLG em diferentes propor¢des (BUCKERIDGE
et al., 1992; MARRY et al., 2003; REN et al., 2005; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2006). J4,
as xiloglucanas presentes nas sementes de H. courbaril apresentam cerca de 50% da
sua estrutura composta por XXXXG e também foi caracterizado na sua estrutura o
oligossacarideo pertencente a série XXXXXG (BUCKERIDGE et al., 1997; TINE; LIMA;
BUCKERIDGE, 2003; FREITAS et al., 2005; TINE et al., 2006).

Teixeira (2005) isolou e caracterizou por metilacdo e espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear, uma xiloglucana das sementes de Mucuna sloanei
(mucuna). Outra espécie de Mucuna, Mucuna flagellipes, foi utilizada por Onweluzo,
Ramesh e Tharanathan (2002) para obtencdo de xiloglucanas. A farinha das sementes
de Mucuna sloanei, Mucuna flagellipes e Detarium senegalense é utilizada na Nigéria e
certos paises da Africa como espessante em alimentos (AJIWE et al., 1997; WANG et
al., 1996; ONWELUZO; RAMESH; THARANATHAN, 2002).

Ren et al. (2005) isolaram uma xiloglucana das sementes de Afzelia africana, a
qual apresentou a mesma composicao dos oligossacarideos de T. indica, porém em
diferentes proporgfes. Neste estudo também foi determinada a viscosidade intrinseca
do polimero, a qual se apresentou inferior ao valor determinado para a xiloglucana
proveniente de Detarium senegalense.

Recentemente foi mostrado o efeito do tempo de extragdo nas propriedades
das fracdes de xiloglucanas obtidas das sementes de H. courbaril. Neste estudo foi
relatado que, quanto maior o tempo de extracdo utilizado, maior a contaminagéo por
unidades de arabinose e por proteina. Com a utilizacdo da técnica de espalhamento de
luz dindmico foi possivel sugerir que o aumento do tempo de extracdo pode aumentar a
agregacéo das xiloglucanas (KAI; PETKOWICZ, 2010).

Diferentes propriedades exibidas pelas xiloglucanas atraem estas moléculas

para ambos o0s aspectos, reologicos e bioldgicos.
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Sob condicdes especificas, as xiloglucanas podem formar solu¢des viscosas
que encontram aplicacdo na industria farmacéutica e alimenticia (SIMI; ABRAHAM,
2010). Ja foi demonstrado que as xiloglucanas podem interagir com diversos
compostos, como: tetraborato, alcool, quitosana, entre outros, resultando em formacéo
de gel ou aumento da viscosidade da solu¢cdo (MARTINS et al., 2003; YUGUCHI et al.,
2004; SIMI; ABRAHAM, 2010).

Os aspectos reoldgicos da xiloglucana desgalactosilada extraidas das
sementes de H. courbaril foram muito bem relatados por Busato et al. (2009). Quando
submetidos a modificacdo por B-galactosidase, as xiloglucanas exibiram propriedades
geleificantes e a temperatura transicdo de sol-gel varia de acordo com o grau de
eliminacdo de galactose. Varios estudos tém mostrado que o gel obtido de xiloglucana
desgalactosilada pode ser utilizado para a liberacdo controlada de farmacos, podendo
ser administrado por via retal (MIYAZAKI et al., 1998), intraperitoneal (SUISHA et al.,
1998), oral (KAWASAKI et al.,, 1999), ocular (MIYAZAKI et al.,, 2001) e pericutanea
(TAKAHASHI et al., 2002).

Na indastria farmacéutica, além das propriedades reoldgicas as xiloglucanas
apresentam caracteristicas mucoadesivas, biocompatibilidade, capacidade de aderir
farmacos e alta estabilidade térmica (SUMATHI; RAY, 2002). Foi testado o
comportamento de liberacdo de diversos farmacos associados a xiloglucanas, nestes
estudos o polissacarideo foi capaz de prolongar a acdo e evitar a degradacdo do
farmaco (SUMATHI; RAY, 2002; GHELARDI et al., 2004; RIBEIRO et al., 2009; HIRUN;
TANTISHAIYAKUL; PICHAYAKORNB, 2010)

Oligossacarideos de T. indica obtidos por digestdo com celulase e
admnistrados em ratos durante 35 dias mostraram efeitos no metabolismo de lipidios,
diminuido o nivel sanguineo de colesterol e triglicerideos (YAMATOYA et al., 1996),
além de inibir a absorcéo de D-glucose (SONE; MAKINO; MISAKI, 1992).

Estudos realizados por Hensel e Meier (1999) sugerem que as xiloglucanas
podem ser adicionadas em alimentos com a funcdo de agentes antimutagénicos. A
xiloglucana das sementes de Tropaeolum majus apresentou atividade antimutagénica,
com inibicdo dose-dependente variando de 20-50% contra o agente mutagénico 1-

nitropireno. Xiloglucanas de reserva mostraram ser eficientes na ativacédo de células do
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sistema imune, efeito evidenciado pelo aumento na capacidade fagocitica em
monaocitos, neutréfilos, bem como em macréfagos da linhagem RAW 264.7
(SREELEKHA et al. 1993; PAULY; FREIS; PAULY, 1999; SILVEIRA, 2010). Além desta
via de ativacao, também foi verificado interferéncia na producédo de NO* em macréfagos
oriundos da cavidade peritoneal e recrutamento de células para cavidade peritoneal de
camundongos (ROSARIO et al., 2008).

2.3 MACROFAGOS

Macrofagos séo células que participam ativamente da resposta imunoldgica.
Estas células pertencem ao sistema mononuclear fagocitico e representam a primeira
linha de defesa do organismo, pois sdo as primeiras células a entraram em contato com
microorganismos ou toda e qualquer particula invasora. Os macréfagos séo originados
a partir de mondcitos circulantes presentes no sangue, 0s quais por sua vez sao
originados a partir de precursores na medula éssea. Quando os mondcitos presentes
na corrente sanguinea migram para os tecidos eles diferenciam-se em macrofagos. O
monadcito no sangue periférico € considerado uma célula intermediaria que adquire sua
maturidade funcional nos tecidos como macréfago (ADAMS, 1979; ABBAS; LICHTMAN,
2005; SILVA; HASHIMOTO; ALVES, 2009; GEISSMANN et al., 2010).

Os macrofagos sao amplamente distribuidos nos mais variados tecidos
presentes em diferentes 0rgaos recebendo nomenclatura distinta dependendo da sua
localizagdo, como por exemplo, no figado (células de Kupffer), pulmdo (macréfagos
alveolares), sistema nervoso central (microglias), ossos (osteoclastos) e na pele
(células de Langehans), sendo que macréfagos residentes apresentam funcdes e
caracteristicas especificas de acordo com o local em que se encontram (ABBAS;
LICHTMAN, 2005; TAYLOR et al., 2005; SILVA; HASHIMOTO; ALVES, 2009).

Estas células fagocitarias apresentam fungdo crucial na imunidade inata, bem
como na resposta imune adaptativa. Os macrofagos fagocitam e destroem agentes
patolégicos como: bactéria, virus, fungos, protozoarios e helmintos (HACKETT; 2003;
ABBAS; LICHTMAN, 2005; FAIRWEATHER; CIHAKOVA, 2009). Além dos patégenos,
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estas células reconhecem e facocitam células mortas ou restos celulares de células em
processo de apoptose, além de células neoplasicas (KLIMP et al.; 2002;
FAIRWEATHER; CIHAKOVA, 2009). Um importante papel do macrofago durante a
resposta imune inata é produzir citocinas, as quais promovem 0 recrutamento e
ativacdo de mais macréfagos e outras células inflamatérias (BEUTLER, 2004;
COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010). Na resposta imune adaptativa os macréfagos
processam e apresentam 0s antigenos para os linfocitos, os quais por sua vez, tornam-
se capazes de produzir anticorpos (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Os receptores presentes na superficie de sua membrana plasmatica estdo
diretamente relacionados com as funcdes dos macréfagos, como diferenciagéo,
adesdao, fagocitose, ativacdo e citotoxicidade. A habilidade destas células fagociticas
em reconhecer ligantes endégenos e exdgenos e responderem apropriadamente é a
funcdo central dos macrofagos, seja ha homeostase, ou na imunidade inata, imunidade
adquirida, auto-imunidade, inflamacéo e imunopatologia (TAYLOR et al., 2005).

No processo de fagocitose, os macrofagos reconhecem os agentes patologicos
através dos receptores especificos presentes na superficie celular. Um dos receptores
relacionados a fagocitose é o receptor para D-manose, 0 qual apresenta na sua
estrutura dominios de lectina que reconhece especificamente unidades de carboidratos,
as quais se ligam, permitindo assim, a internalizacdo de polimeros constituidos por
manose, L-fucose e N-acetilglucosamina (STAHL; SCHLESINGER, 1980; SHEPHERD
et al., 1981; TAYLOR et al.,, 2005). Estes mondmeros sdo encontrados na parede
celular microbiana, o que permite 0s macrofagos reconhecerem diferentes
microorganismos patogénicos (ABBAS; LICHTMAN, 2005). Além do receptor de D-
manose, ja foram descritos diversas classes de receptores presentes na membrana
celular dos macrofagos, os quais apresentam fungdes distintas gerando diferentes
respostas. Destacam-se: receptores “Toll like”, receptores “scavenger”, receptores com
um unico ou com multiplos dominios lectinas e integrinas, neste ultimo grupo destacam-
se 0 CR3 (receptor para complemento), a superfamilia Ig (imunoglobulina), dectina-1,
entre outros (JOHNSON et al., 2003; TAYLOR et al.,, 2005; SCHEPETKINS; QUINN,
2006; AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; VARIN; GORDON, 2009).
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A interacdo de ligantes com receptores especificos permite que os macrofagos
englobem grandes particulas como bactérias, leveduras e células mortas, formando
uma vesicula chamada endossomo. A partir da endocitose, ocorre a formacao inicial de
um endossomo primario (early), o qual, posteriormente, se funde aos lisossomos,
organelas envoltas por membrana celular ricas em enzimas hidroliticas; nesta etapa,
depois de fusionados aos lisossomos, 0os endossomos passam a ser chamados de
endossomos secundarios (late). Nesta etapa, a particula ou microorganismo endocitado
sofre acdo das enzimas lisossomais, produzindo espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio. Em resposta a ligantes especificos os macrofagos também podem realizar
outras funcbes efetoras, como a producdo de citocinas, de fatores de crescimento,
fatores angiogénicos e metaloproteinases. Além disso, fazem a degradacdo de
proteinas e processamento de antigenos os quais sao apresentados as moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade, para que as células T possam reconhecer
as substancias estranhas ao organismo (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Polissacarideos variados podem ser ligantes efetivos em diferentes receptores
de macrofagos podendo gerar respostas celulares envolvendo a modulagédo do sistema
imune. Por este motivo, estas moléculas vém sendo objeto de estudos nos diferentes
processos de ativacdo dos macrofagos (JOHNSON et al., 2003; TAYLOR et al., 2005;
SCHEPETKINS; QUINN, 2006; AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; VARIN;
GORDON, 2009).

Como modelo de estudo os macréfagos podem ser divididos em trés grupos
funcionais: 1) macrofagos residentes, que sédo derivados da cavidade peritoneal ou
outro local sem estimulo prévio; 2) macréfagos elicitados, que sdo recrutados para a
cavidade peritoneal por um agente inflamatério ndo-especifico, como o tioglicolato de
sédio; 3) macrofagos ativados, recrutados para a cavidade por uma infeccdo, como por
exemplo, pelo Bacillus Calmette Guerin (BCG), o qual produz um exsudato rico em
citocinas. Em cada um destes estagios ocorre a expressao de proteinas especificas de
membrana e de produtos de secrecdo (COHN, 1978; MACKAY; RUSSELL, 1986;
CRAWFORD et al., 1987).
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Os macrofagos ativados podem desencadear o burst respiratério e a producao
de 6xido nitrico (NO®), que sao respostas bioquimicas de duas vias oxidativas diferentes
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999), as quais serao abordadas, a seguir.

2.4 BURST RESPIRATORIO

Um dos mecanismos utilizados por células fagociticas, como neutréfilos e
macrofagos, para eliminar microorganismos invasores € o processo conhecido como
burst respiratorio (SEGAL, 2005; HALLIWELL, 2006; USHIO-FUKAI, 2009). O burst
respiratorio é caracterizado pelo acentuado aumento no consumo de oxigénio e
liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Estes compostos podem ser
divididos em dois grupos: os que apresentam elétrons desemparelhados (radical) como
0 anion superéxido (O,") e o radical hidroxil (HO®); e o grupo que ndo apresenta
elétrons desemparelhados, porém sao agentes oxidantes e/ou facilmente convertido em
radicais, tais como, peréxido de hidrogénio (H»O,), oxigénio molecular singlete (*O»),
peroxinitrito (ONOQ"), ozénio (O3), entre outros (HALLIWELL, 2006; WANG, 2009).

O burst respiratério pode ser estimulado no processo de fagocitose, devido a
opsonizacao de microorganismos e peptideos que mimetizam parte de alguma proteina
bacteriana, como por exemplo, o N-formilmetionilleucilfenilalanina, bem como o
lipopolissacarideo (LPS). Esta via pode ainda ser estimulada pelo éster de forbol,
acetato de forbol meristato (PMA), molécula amplamente utilizada como controle
positivo nos experimentos que visam mensurar a produ¢cdo de ROS (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2006; HALLIWELL; 2006; WANG, 2009). O PMA, in vitro, aloja-se na
membrana dos macrofagos e ativam a proteina quinase C, a qual pode ativar a NADPH
oxidase atraves de uma cascata de fosforilacdo e desfosforilagcdo (RYVES et al., 1991).
As ROS também s&@o produzidas em resposta a fatores de crescimento, citocinas,
interferon gama (IFN-y), agonistas dos receptores acoplados a proteina G ou estresse
celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2006; USHIO-FUKAI; 2009, WANG, 2009).
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A intensidade do burst respiratorio em macréfagos depende de onde e como
eles sdo obtidos: 1) macrofagos residentes ou 2) Macrofagos elicitados (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2006). Os macréfagos obtidos de animais tratados com o tioglicolato ou
PMA, como estimulo n&o-particulado, consomem trés vezes mais oxigénio durante o
processo de fagocitose, quando comparados a células obtidas de animais n&o tratados
(COHEN et al., 1981; JUN; MET; YUAN, 1993).

O mecanismo molecular do burst respiratério envolve a ativacdo do complexo
enzimatico NADPH oxidase que catalisa reducéo do oxigénio a anion superéxido (0,")
tendo como doador de elétrons o NADPH (reacdo 1). Em seguida o O," é convertido a
peréxido de hidrogénio pela acdo da enzima superéxido dismutase (SOD) (reacao 2)
(BABIOR, 1992; KLEBANOFF, 1992; ROTROSEN, 1992).

NADPH oxidase N .
NADPH + 2 O, » NADP™ + H™ + 2 O," (1)

20, +2H* 50D »H,0, + O3 (2)

NADPH-oxidase € um complexo multicompetente, presente nas células
fagociticas, constituido por subunidades proteicas, as quais podem ser encontradas
tanto no citosol como na membrana plasmatica (Figura 5). Em macréfagos néo
ativados, a NADPH-oxidase esta inativa, sendo rapidamente ativada quando estas
células sdo estimuladas por agentes apropriados. A ativagdo da célula fagocitica gera
uma mudanca conformacional na flavocitocromo bssg, um heterodimero de membrana,
que corresponde ao sitio ativo da enzima. Esta por¢do € composta por uma subunidade
catalitica, denominada gp91°"* e por uma subunidade menor, com funcéo regulatéria,
denominada p22°"* (Figura 5) (SEGAL; ABO, 1993; BABIOR, 1992; CROSS; SEGAL,
2004; WANG, 2009). Esta mudanca conformacional parece ser dependente do contato
entre a flavoproteina bsss e as subunidades citosélicas, denominadas p47°", p67P",
p40P"™* e GTPaseRacl (VIGNAIS, 2002; CROSS; SEGAL, 2004; WANG; 2009). A
flavoproteina b558 foi recentemente localizada tanto na membrana quanto no

citoplasma dos macrofagos (CASBON et al., 2009).



37

FIGURA 5 — MECANISMO PROPOSTO PARA A ATIVA(;AO DA NADPH OXIDASE PRESENTE EM
CELULAS FAGOCITICAS

FONTE: WANG; 2009.

Nota: Um exemplo de ativacdo da NADPH oxidase, acima ilustrado, é a via dependente de proteina
quinase C (PKC). PKC é capaz de fosforilar a subunidade regulatéria citosdlica p47°™*. A p47°"
fosforilada, juntamente com as subunidades p40”"™ e p67°" translocam-se e ligam-se na gp91”"*
ancorada na membrana, sendo esta a subunidade catalitica da NADPH oxidase. A unido destas multi-
subunidades leva a ativagdo do sistema NADPH oxidase, resultando na geracdo de ROS. A NADPH
oxidase também patrticipa na sinalizacdo em resposta a varios horménios e fatores de crescimento. Um
exemplo tipico é a resposta da NADPH oxidase na ativa¢éo do receptor fator de crescimento epidermal
(EGFR), no gual os sinais PI3K, Akt e Racl estdo envolvidos na producéo de ROS.

Os produtos do burst respiratorio, O, e H,O, sdo considerados espécies
reativas de oxigénio de baixa reatividade, porém capazes de destruir patdgenos.
Entretanto, estes compostos sao substratos para geracao de espécies que apresentam
maior reatividade, como o radical hidroxil, produzido pela reagéo de Fenton (reacdo 3) e
compostos reativos halogenados (acido hipocloroso, hipoclorito, hipobromito) (PARK et
al.; 1992; PARK; BABIOR, 1992; BABIOR, 1992; HALLIWELL; 2006, WANG, 2009).

Fe ** + H,0, — Fe®* + OH + HO" 3)

O modo de acdo do peroxido de hidrogénio (H,O,) estd relacionado com
inibicdo de enzimas bacterianas que possuem “clusters” [Fe-S]. Esta molécula reativa é
capaz de penetrar na parede celular bacteriana, e segundo a reacdo de Fenton, gera
radical hidroxil (HO®), o qual é muito reativo e fatal para os microorganismos
(HALLIWELL, 2006).
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2.5 OXIDO NITRICO

O 6xido nitrico (NO®) é um radical livre permeavel as membranas que pode ser
produzido por diferentes tipos de células como: macrofagos, plaquetas, neutrofilos,
células endoteliais, neurénios, células do trato respiratério, fibroblastos e hepatécitos
(STUEHR; MARLETA, 1987; BILLIAR et al., 1992; NUSSLER; BILLIAR, 1993; MAYER;
HEMMENS, 1997). Como um radical livre, este gas é capaz de reagir rapidamente com
varios compostos, principalmente espécies contendo elétrons desemparelhados, como
0 oxigénio e intermediarios reativos. Esta reacado pode formar outros radicais: (NO,),
anions moderadamente estaveis (NO™), anions muito estaveis (NO™), 6xidos altamente
instaveis (N.O3) e peroxidos instaveis (ONOQO). Esta molécula também pode reagir com
radical tiol produzindo compostos nitrosotiois (RSNO). No meio biolégico, a maioria
destes subprodutos pode surgir em poucos segundos apds a enzima Oxido nitrico
sintase tornar-se cataliticamente ativa (MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997; BOGDAN,
2001; HALL; GARTHWAITE, 2009).

O NO* é uma molécula sinalizadora relatada como um mensageiro autécrino ou
pardcrino, geralmente regulando processos intracelulares ou atuando em células
proximas do seu local de sintese e liberacdo (LUNDBERG; WEITZBERG, 2009). Foram
descritos diversos efeitos do NO® e dos seus intermediarios reativos na regulacdo de
varias respostas fisiologicas e patofisiologicas no corpo humano (KORHONEN, 2005).
O NO’ atua no sistema imune como uma molécula efetora citostatica e citotéxica, a qual
inibe o crescimento de diversos agentes de doencas infecciosas como virus, bactérias,
protozoarios, fungos e helmintos. Além disso, apresenta atividade antitumoral (através
da morte e/ou inibicdo do crescimento da célula tumoral), reparo de dano tecidual
(necrose e fibrose), possui agdo antinflamatoria, efeito imunossupressor, modula a
producao e funcédo de citocinas e fatores de crescimento (MACMICKING; XIE; NATHAN,
1997; BOGDAN, 2001; KORHONEN, 2005; ORTEGA et al., 2008; COULTER et al.,
2008; LUNDBERG; WEITZBERG, 2009).

Outros efeitos atribuidos ao radical Oxido nitrico s@o as atividades

antitrombdtica e antiaterosclerética, pois relaxa a musculatura lisa vascular, apresenta
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efeito vaso protetor, modula a proliferacédo de células musculares lisas, inibe a adesao e
migracdo de leucocitos através do endotélio vascular e é mediador na angiogénese
(NASEEM, 2005). Entretanto, uma producdo descontrolada de NO® pode levar a uma
resposta toxica, a qual pode resultar em uma série de doencas inflamatorias, bem como
no desenvolvimento tumoral (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1994; SCHMIDT,;
WALTER, 1994; ZHUANG; WOGAN, 1997; COULTER et al., 2008; WEIGERT; BRUNE,
2008).

A sintese de NO® ocorre a partir do atomo de nitrogénio do grupo guanidino do
aminoacido L-arginina, em uma reacao catalisada por uma enzima, conhecida como
oxido nitrico sintase (NOS) dependente de oxigénio molecular, como ilustrado na Figura
6 (MAYER; HEMMENS, 1997; STUEHR et al., 2004). A NOS é uma enzima dimérica,
formada por dois monémeros idénticos, os quais apresentam dois dominios cataliticos.
O dominio N-terminal oxidase apresenta grupo heme ligado e um sitio para o cofator
tetrahidrobiopterina. Esta regido € responsavel pela oxidacdo da L-arginina em L-
citrulina na presenca de oxigénio molecular (STUEHR et al., 2004). O dominio C-
terminal redutase contém distintos sitios de ligacdo para FAD, FMN e NADPH, e por
apresentar homologia com citocromo P450 redutase, vem sendo estudada como alvo
na terapia antitumoral (FITZPATRICK et al., 2008).

- o ™
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FIGURA 6 — ESQUEMA ILUSTRANDO A PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (NO")
FONTE: MAYER; HEMMENS, 1997

A enzima NOS constitui uma familia com trés isoenzimas codificadas por genes

distintos e denominadas como: endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e induzivel (iNOS),
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sendo a ultima, a forma presente em macroéfagos (XIE et al., 1992; NATHAN; XIE, 1994;
MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997). Embora estas trés isoformas catalisem a mesma
reacdo, elas diferem na regulacdo, amplitude e duracdo da producdo de NO°. As
isoformas NnNOS e eNOS séo conhecidas como constitutivas, porque, diferentemente da
INOS, estas proteinas sé@o expressas constitutivamente nas células. Sdo reguladas
primeiramente por elevada concentracao de calcio, que ativa a enzima a produzir NO*
em pequena quantidade e por curto periodo de tempo (BOGDAN, 2001).

A INOS possui uma molécula de calmodulina fortemente ligada, mantendo-a
numa conformacgdo ativa, mesmo em baixos niveis de célcio, podendo ser denominada
NOS - calcio independente. Esta enzima pode produzir, constantemente, alta
concentracdo de NO® por periodos prolongados (BREDT; SNYDER, 1990; MARLETTA,
1994; MAYER; HEMMENS, 1997).

A enzima iINOS é regulada positivamente ou negativamente pelo contato célula-
célula (adesédo ou moléculas co-estimulatérias), citocinas, complexos imunes, produtos
microbianos e virais (proteinas, lipideos e polissacarideos), poliaminas, quantidade de
oxigénio, pH do meio e diversos antibidticos (BOGDAN, 2001). Todas as formas de
NOS podem ser inibidas por analogos de arginina N-substituidos, como a NC®-
monometil-L-arginina, a aminoguanidina ou a N-nitroarginina metil éster (JAMES, 1995).

O aumento da expressédo do gene para a enzima iINOS se faz em resposta a
diferentes estimulos, como as interleucinas IL-1, IL-2, IL-6, IL-10, interferon-gama (IFN-
v), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), bactérias (por exemplo, BCG) ou produtos
bacterianos (por exemplo, LPS), entre outros. J&, a inibi¢cdo transcricional desta enzima
pode ocorrer na presenca de interleucinas IL-4, IL-8 e IL-10, fator de necrose tumoral
(TNF-B), entre outros (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1994; JAMES, 1995; MAYER,;
HEMMENS, 1997, KLEINERT 2004, KORHONEN, 2005).

Diversos polissacarideos foram descritos como modificadores da resposta
biolégica devido a capacidade de induzir ou reprimir a producdo de NO® em células do
sistema imune (NOLETO et al., 2002; 2004; KIM et al.2004; YANG et al. 2007; 2008;
ROSARIO et al., 2008). Este efeito muitas vezes é acompanhado pelo aumento da
producdo de citocinas (MORETAO et al., 2003; SCHEPETKINS et al., 2008; YANG et
al. 2008; XIE et al.2008; WANG et al. 2010)
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2.6 CITOCINAS

As citocinas séo proteinas sintetizadas e liberadas por células que participam
da resposta imune inata e adaptativa, como fagocitos mononucleares e linfocitos. Estas
moléculas estdo envolvidas na primeira comunicacao entre a resposta imune inata e a
adaptativa, podendo agir no crescimento, diferenciacdo, ativacdo celular, atividade
citolitica, apoptose, quimiotaxia na célula alvo, além de serem capazes de regular e
determinar a natureza da resposta imune. A Figura 7 ilustra as diferentes vias de
atividade, producao e liberacdo de diferentes citocinas, assim como, as células com
potencial para exercer tais atividades e algumas das possiveis interrelagcdes que
ocorrem entre as células produtoras de citocinas. As citocinas podem ser produzidas
por diferentes tipos celulares em resposta ao contato com microorganismos, antigenos,
bem como, pela presenca e reconhecimento de outras citocinas (BERCZI;
SZENTIVANYI, 2003; KAISER et al.,, 2004; ABBAS; LICHTMAN, 2005; COMMINS;
BORISH; STEINKE, 2010).

Apesar de diversas citocinas terem sido caracterizadas por apresentarem
caracteristicas estruturais e funcionais diferentes, essas moléculas apresentam
algumas caracteristicas comuns. As citocinas transportam informacdes inter e
intracelularmente, através de receptores especificos (MINTER; WESSELS;
MOLDAWER, 2001). A acao destas moléculas geralmente é pleitropica, ou seja, agem
em diferentes tipos celulares, e podem influenciar na sintese e acéo de outras citocinas
(MINTER; WESSELS; MOLDAWER, 2001; ABBAS; LICHTMAN, 2005). As sinalizacdes
das citocinas podem ocorrer de modo autdcrino, justacrino, paracrino e endocrino
(MINTER; WESSELS; MOLDAWER, 2001; BERCZI; SZENTIVANYI, 2003). A presenca
de citocinas e seu reconhecimento por células alvo podem levar a uma alteracéo da
expressao génica destas, levando-as a desenvolverem a capacidade de exercer novas
funcdes, além de poderem induzir a proliferacdo descontrolada destas células (ABBAS;
LICHTMAN, 2005).
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FIGURA 7 — ESQUEMA ILUSTRANDO A ACAO DAS CITOCINAS E AS RESPOSTAS PRODUZIDAS
PELAS CELULAS ALVO
FONTE: Adaptado de KINDT; OSBORNE; GOLDSBY, 2000.

As citocinas produzem efeitos biolégicos por ligagdo especifica e de alta
afinidade aos receptores presentes na superficie da célula alvo (MINTER; WESSELS;
MOLDAWER, 2001). Cinco tipos de receptores para citocinas ja foram caracterizados,
0S (quais consistem de proteinas transmembranicas que apresentam regides
extracelulares, local de ligagdo da citocina, e dominios citoplasmaticas que iniciam os
eventos de sinalizag&o intracelular. Os receptores foram classificados de acordo com as

homologias estruturais presentes nos dominios extracelulares tais como: receptores de



43

citocina tipo |; receptores de citocina tipo Il; receptores com dominio de imunoglobulina;
receptores do TNF e receptores transmenbranicos de sete o-hélices (BERCZI;
SZENTIVANYI, 2003; ABBAS; LICHTMAN, 2005).

As citocinas TNFa, IL-1p e IL-6, denominadas citocinas pro-inflamatorias sao
proteinas que apresentam um importante papel iniciando e regulando a resposta imune
inata e, posteriormente, regulam a resposta inflamatéria, propagando a resposta imune
adaptativa (MINTER; WESSELS; MOLDAWER, 2001; BERCZI; SZENTIVANYI, 2003).
Por terem sido avaliadas neste estudo, a seguir sera apresentada uma revisdo sobre

estas moléculas.

2.6.1 Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNFa)

O fator de necrose tumoral (TNF) foi primeiramente identificado como uma
substancia presente no soro de animais estimulados por LPS capaz de causar a lise de
células tumorais (ABBAS; LICHTMAN, 2005). O TNFa pertence a superfamilia TNF, a
qual apresenta 19 membros e suas respostas sdo mediadas por 29 receptores
diferentes. Estes ligantes regulam funcdes do sistema imune, hematopoiético e na
morfogénese, induzem a proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular. Entretanto,
também estdo relacionados com tumorogéneses, rejeicdo de transplantes, choque
séptico, replicacdo viral e doencgas auto-imunes (AGGARWAL, 2003; VINAY; KWON,
2009).

O TNFa é sintetizado por fagocitos mononucleares, neutrofilos, linfécitos,
células NK, células endoteliais, mastocitos, entre outras (BERCZI; SZENTIVANYI, 2003;
COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010). Ele & processado como uma proteina de
membrana (26 kDa), ndo glicosilada, homodimera, a qual é clivada na regido C-terminal
por uma metaloproteina associada a membrana, liberando um polipeptideo soltvel de
17 kDa. A unido de trés cadeias de polipeptideos forma uma proteina homotrimera (51
kDa) de formato piramidal. Ambas as proteinas, de membrana e sollvel, sdo efetivas
para destruir a célula alvo (KLIMP, 2002; ABBAS; LICHTMAN, 2005; COMMINS;
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BORISH; STEINKE, 2010). O mecanismo de acao destas proteinas envolve a ligacéo a
dois receptores para TNFa distintos, o receptor do tipo 1 (TNF-RI ou p75) e o do tipo 2
(TNF-RII ou p55). Ambos receptores estdo presentes na maioria das células e tecidos e
promovem a ativacao de duas vias distintas de sinalizacao intracelular para transcricéo
génica (ABBAS; LICHTMAN, 2005; BRANSCHA; BOSCHERT; KRIPPNER-
HEIDENREICH, 2007; COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010). Tartaglia et al. (1992 e
1993) relataram que a ligagdo de TNFoa ao receptor TNF-RI pode induzir a
citotoxicidade, atividade antiviral, proliferacdo de fibroblastos e inducédo da NF-kB, e que
a ligacdo ao receptor TNF-RII pode induzir timécitos e a proliferacdo de linfécitos T
citotoxicos. Porém, estas funcdes ndo estdo completamente esclarecidas (AGGARWAL,
2003)

Genericamente, TNF pode ser entendido como uma molécula pro-inflamatéria
com atividade estimulatoria na maioria das células e tecidos. Ja foram relatados
diversos efeitos do TNFa, incluindo, liberacdo de mediadores, inducédo da expresséo
génica, inibicdo de crescimento e aumento na proliferacdo cleular. Este polipeptideo
atua como co-estimulador em células natural killer, ativa linfocitos T e B e mostrou-se
capaz de estimular o recrutamento de neutrofilos e mondcitos para as regides
imflamatérias, além de ativa-los para erradicar os microorganismos infectantes (ABBAS;
LICHTMAN, 2005; COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010).

O TNFa apresenta efeito estimulatério em células endoteliais, e induzindo a
expressdo de moléculas de adesdo intracelular, moléculas de adesdo vascular e
selectina, que permitem o recrutamento de granulécitos ao local inflamatorio,
produzindo uma atividade pro-coagulante. Esta proteina também induz a liberagéo de
quimiocinas em ceélulas endoteliais e macrofagos, o que permite o aumento da
aderéncia, quimiotaxia e o recrutamento de leucocitos. Em varias células, TNFa
aumenta a expressao do complexo de histocompatibilidade, induz a expressao de uma
série de genes que codificam citocinas e aumenta a sintese de colageno, aspectos
importantes no remodelamento tecidual. O TNFa induz a imunidade antitumoral através
de efeitos citotdxicos em células cancerosas, desencadear respostas imunes

antitumorais, podendo ativar a apoptose em alguns tipos celulares (ABBAS;
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LICHTMAN, 2005; BRANSCHA; BOSCHERT; KRIPPNER-HEIDENREICH, 2007,
COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010).

Por outro lado, a alta producdo de TNFa pode levar a efeitos sistémicos, como,
inducdo da protedlise em musculos e sua consequente perda de tonus, lipdlise em
adipdcitos, distarbios metabdlicos, acdo no hipotalamo, induzindo a febre devido ao
aumento da sintese de prostanglandinas. Portanto, altos niveis de TNF podem levar a
progressdo para caquexia, injaria tecidual, choque irreversivel e morte (MINTER;
WESSELS; MOLDAWER, 2001; ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Muitas atividades do TNFoa sdo compartilhadas pela IL-1, outra importante

citocina pré-inflamatéria.

2.6.2 Interleucina-1 beta (IL-1p)

A IL-1, como o nome sugere, foi a primeira citocina descrita que apresenta
diversas atividades bioldégicas. A familia IL-1 € composta por 11 membros (IL-1a, IL-1f,
receptor antagonista IL-1 (IL-1Ra), IL-18, IL-33 e IL-1F5 — IL-1F10) (SIMS; SIMTH;
2010; COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010). Estas citocinas sao principalmente
sintetizadas por fagocitos mononucleares, mas também foi relata a producdo por
células endoteliais, queratindcitos, células sinoviais, osteoblastos, células da glia entre
outras (ABBAS; LICHTMAN, 2005; COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010).

A IL-1B é sintetizada preferencialmente por mondcitos e macréfagos, sendo
produzida como um pro-peptideo, o qual possui pr6-dominios que sdo clivados por uma
enzima especifica, denominada de caspase-1. Esta enzima esta contida dentro de um
complexo intracelular, chamado de inflamossomo, que cliva a pro-citocina gerando a
proteina biologicamente ativa (BERCZI; SZENTIVANYI, 2003; KAISER et al., 2004;
COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010; SIMS; SIMTH; 2010).

Foram caracterizados dois receptores distintos para a IL-1f3, o receptor do tipo |
(IL-1RI) e o receptor do tipo Il (IL-1RIl), os quais sdo membros da superfamilia das

imunoglobulinas. O receptor do tipo | é expresso em quase todas as células e possui na
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porgédo citoplasmatica uma longa cadeia, com trés dominios do tipo imunoglobulina, as
quais participam da transducéo de sinal. O receptor do tipo Il € expresso em células B,
monaocitos e neutrofilos. Este receptor apresenta um dominio intracelular pequeno, o
qual ndo induz resposta para IL-1, porém atua como “isca” que inibe competitivamente
a ligacdo ao receptor do tipo | (BERCZI; SZENTIVANYI, 2003; COMMINS; BORISH;
STEINKE, 2010; SIMS; SIMTH; 2010).

IL-1 € um mediador pleiotropico da resposta do hospedeiro a infeccéo e injaria,
o qual é capaz de coordenar a atividade de outras citocinas na resposta
imune/inflamatéria. Os efeitos bioldgicos da IL-1 sdo semelhantes ao TNF, estimulando
diversas células como linfécitos T, células B, mondcitos, neutrofilos e células
dendriticas. IL-1 estimula células endoteliais e induz a expressdo de moléculas de
adesdo o que permite 0 aumento da aderéncia, quimiotaxia e 0 recrutamento de
leucécitos para o foco da inflamacgéo. Ela ainda interage com o sistema nervoso central
e induz a febre, letargia, sono e anorexia. A interacdo de IL-1 com hepatdécitos estimula
a sintese de peptideo plasmaético de fase aguda, como por exemplo, as proteinas que
participam do sistema complemento. Em grandes quantidades, contribui para o choque
séptico e hipotensdo. Apesar da grande semelhanca com os efeitos do TNF, devido a
sinalizacdo de proteinas homdlogas e ativacao dos mesmos fatores de transcricdo a IL-
1 ndo é capaz de induzir a morte apoptotica da célula (BERCZI; SZENTIVANYI, 20083;
ABBAS; LICHTMAN, 2005; COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010).

2.6.3 Interleucina-6 (IL-6)

A IL-6 é outra citocina pleiotropica que atua na resposta imune inata e na
adaptativa. A maior fonte deste polipeptideo é obtida de fagdcitos mononucleares,
entretanto, também € produzido por varios tipos celulares, tais como: fibroblastos,
queratindcitos, células endoteliais e linfocitos B em resposta a injuria, inflamacao,
infeccdo, bem como a presenca de outras citocinas como IL-1 e TNF. A forma funcional

desta citocina € um homodimero, com as subunidades formadas por um dominio
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globular com quatro a-hélices (ABBAS; LICHTMAN, 2005; KISHIMOTO; 2005;
COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010).

Esta glicoproteina de 26 kDa liga-se a um receptor, o qual é formado por uma
proteina que possui o sitio de ligacdo a, que apresenta uma cadeia o de 80 kDa. Esta
cadeia interage com a cadeia B de 130 kDa (denominada gp130), que é a responsavel
pela transducdo do sinal. Ambas as fracdes pertencem a familia dos receptores de
citocina do tipo I. Existem dois tipos de receptores, 0s presentes na membrana e aquele
que circulam no sangue e liquido sinovial (BERCZI; SZENTIVANYI, 2003; MIMA;
NISHIMOTO, 2006; COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010). A ativacéo do receptor para
IL-6 desencadeia uma cascata de sinalizacdo que inclui a autofosforilacdo de JAKs
(“Janus activation kinases”), que, por sua vez, podem ativar as proteinas STATs
promovendo a fosforilagdo de outras quinases ou a migracédo das STATs para o nicleo
para que atuem como fator de transcricdo nuclear (ARA; DeCLERK, 2010).

A IL-6 possui diversas funcdes no sistema imune, tais como: estimulo do
crescimento, proliferacao e diferenciacédo das células T, influéncia na diferenciacao final
das células B para producdo de anticorpos, inducdo da diferenciacdo de mondécito a
macréfago, exerce acdo em queratinécitos, células do sistema hematopoiético e
promove o desenvolvimento de osteoclastos. Esta interleucina possui algumas
atividades comuns a IL-1 e TNF, como na inducao da febre e producéo de proteinas da
fase aguda pelos hepatécitos (ABBAS; LICHTMAN, 2005; MIMA; NISHIMOTO, 2006;
COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010). Entretanto, a superproducdo desta citocina
pode levar a desordem imunolégica e hematoldgica, inflamacdo cronica e aguda,
destruicdo de osso e cartilagens e proliferacdo de células tumorais (MIMA,;
NISHIMOTO, 2006; NISHIMOTO; 2010).

2.7 ATIVIDADE BIOLOGICA DE POLISSACARIDEOS

Alguns polissacarideos tém sido considerados moléculas farmacologicamente
ativas por apresentarem atividade antiviral, anticoagulante e antitumoral (BOHN;
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BeMILLER,1995). Estas moléculas isoladas de diferentes espécies sdo descritas como
imunomoduladores ou modificadores da resposta bioldgica (BRM) por interagirem na
resposta imunologica (TZIANABOS, 2000).

O mecanismo imunomodulatério, antitumoral e bactericida de diferentes
polissacarideos envolve principalmente a ativacdo de macrofagos (SCHEPETKINS;
QUINN, 2006). Os polissacarideos podem ativar macréfagos e desencadear nestas
células diferentes respostas celulares, como mudancas na producdo de &anion
superéxido (O,"), 6xido nitrico (NO°), alteracdo na sintese e liberacdo de citocinas,
atividade elicitora de células para a cavidade peritoneal e alteracdo da capacidade
fagocitica (Figura 8) (TZIANABOS, 2000; MORETAO et al., 2003; 2004; MELLINGER et
al., 2005; SCHEPETKINS et al., 2008; YANG et al. 2008).

Producao de
Citocinas/quimiocinas

MCP-1 GM-CSF
Lo *@* IL-1,-1B
IL-6,-8,-10,-12 IFN-B,IFN-y
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FIGURA 8 — RESPOSTAS DOS MACROFAGOS TRATADOS COM POLISSACARIDEOS

FONTE: Adaptado de SCHEPETKINS; QUINN (2006)

NOTA: Abreviacdes: MCP-1, proteina quimiotatica de monécitos-1; GM-CSF, fator estimulante de colénia
de granulécitos e macrofagos; IL, interleucina; INF, interferon; TNF, fator de necrose tumoral e NO, 6xido
nitrico
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Muitos estudos foram realizados com as glucanas pB(1—3) tanto na forma
particulada como sollvel. Estes polimeros, isolados de parede celular de
microorganismos, plantas e diversos fungos, possuem uma cadeia principal de
unidades de D-glucose ligadas pB(1—3), com ramificacbes de unidades D-glucose
ligadas B (1—6) (BOHN; BeMILLER, 1995; KRAUS; FRANZ, 1991). Diferentes
respostas biologicas foram determinadas para estes polissacarideos, tais como:
atividade antitumoral, ativacdo do sistema de coagulacdo e ativacdo de macrofagos
(SAITO et al., 1991, ADACHI et al., 1993; OHYA et al., 1994; BOHN; BeMILLER, 1995;
TZIANABOS, 2000)

Foi observado que macréfagos peritoneais de camundongos possuem
receptores para B-glucana, podendo assim reconhecer e fagocitar este polissacarideo,
levando a ativacdo destas células, com producédo e secre¢do de IL-1, IL-6, TNFa, O3,
H.O,, NO® e aumentada capacidade fagocitica (ABEL; CZOP, 1992; SAKURAI et al.,
1992; ADACHI et al., 1993; OKASAKI et al., 1996; AKRAMIENE et al., 2007). Beyon et
al. (2009) estudaram os efeitos da p-glucana isolada do cogumelo Tricholoma
matsuatake em macréfagos, mondcitos e linfocitos esplénicos e observaram que este
polissacarideo ativou macréfagos RAW 264.7, devido ao aumento na producédo de NO°,
TNF-a, e da atividade fagocitica.

A a-glucana, isolada do liguen Ramalina celastri, cuja estrutura principal &
constituida por ligacdes (1—3), (1—»4) alternadas, na proporgdo 3:1, apresentou efeitos
citotoxicos e alteragdes morfologicas em células HeLa (CARNEIRO-LEAO, et al., 1997).
Quando injetado intraperitonealmente, este polissacarideo foi capaz de elicitar e ativar
macréfagos, promovendo o aumento da producdo de perdxido de hidrogénio e da
capacidade fagocitica em macréfagos peritoneais de camundongos (STUELP-
CAMPELO et al., 2002).

A manana extraida de Saccharomyces cerevisae e a galactomanana isolada do
liguen Ramalina celastri, assim como seus complexos com ion vanadilo mostraram
efeitos sobre macrofagos peritoneais de camundongos. Estes polimeros, além de néo
ativarem a producédo de O," em macréfagos in vitro, diminuiram sua producdo quando

as ceélulas foram estimuladas por PMA. Ambos os polimeros aumentaram a producéo
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de NO® em 55% e 40%, respectivamente, quando comparada com 0 grupo controle
(NOLETO et al., 2002; 2004). Outro aspecto relevante refere-se ao efeito leishmanicida
desse polissacarideo in vitro exercido contra a forma amastigota de Leishmania
amazonensis. Porém, somente a galactomanana complexada promoveu inibicdo do
crescimento da forma promastigota Leishmania amazonensis (NOLETO et al., 2002).

Estudos com outros polissacarideos de origem vegetal demonstraram que estes
sao capazes de atuar como modificadores da resposta biolégica (BRM) (NOLETO et al.,
2002; 2004; MORETAO et al., 2003; MELLINGER et al., 2005; YANG et al. 2008;
ROSARIO et al. 2008; WANG et. al, 2010). Isto foi observado com uma B-(1—4)-
manana acetilada (acemanana) extraida da Aloe vera (babosa) cuja ativacdo dos
macro6fagos foi evidenciada pelo aumento na produgédo de NO* (RAMAMOORTHY et al.,
1996). Leung et al. (2004), estudaram o efeito imunomodulador de fracdes isoladas
desta mesma espécie, e constataram que, além da producédo de NO®, houve o aumento
da producao de citocinas por células do sistema imune. Uma manana acetilada de Aloe
saponaria (babosa), outra espécie pertencente ao mesmo género foi capaz de inibir a
ativacao e proliferacéo de células tumorais (SAMPEDRO et al., 2004).

Arabinogalactanas isoladas de diferentes fontes também mostraram ser
capazes de ativar macrofagos em diferentes vias. Moretdo et al. (2003; 2004)
mostraram que este polissacarideo (ARAGAL) isolado da goma da Anadenanthera
colubrina (angico branco), uma arvore leguminosa nativa do Brasil, ativou macréfagos
tanto in vitro como in vivo. Os autores observaram um aumento da capacidade
fagocitica, atividade elicitora de células para a cavidade peritoneal, producdo de TNF-q,
producao de O," e atividade antitumoral contra células do Sarcoma 180.

Outra arabinogalactana isolada da planta Phyllanthus niruri (quebra-pedra)
induziu o burst respiratério, acarretando em uma alta producédo de O". Por outro lado,
este polissacarideo ndo alterou a producdo de NO* (MELLINGER et al., 2005). Estudos
posteriores utilizando o mesmo polissacarideo apés tratamento com HCI, para
mimetizar a acdo gastrica demonstraram um menor aumento na producdo de O,
guando comparado com o polimero nativo (MELLINGER et al., 2008).

A fracdo polissacaridica obtida a partir do cha de Gynostemma Pentaphyllum

(cip6 doce), utlizada tradicionalmente como cha pelos chineses, mostrou um
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heteropolissacarideo constituido por glucose, galactose, arabinose, ramnose, &cido
galacturdnico, xilose, manose e 4&cido glucurénico. Este heteropolimero ativou
macrofagos provenientes da cavidade peritoneal quanto a producao de NO®, ROS e
TNF, além de se mostrar capaz de inibir a proliferacdo de carcinomas (YANG et al.
2008)

Xie et al. (2008) isolaram cinco fragOes das folhas de Artemisia tripartita, a qual
é utilizada popularmente no tratamento de doencas como asma, artrite reumatoide e
hepatite. Neste estudo foi observado que as fragcdes resultantes da purificacdo do
extrato aquoso eram constituidas principalmente de xilose, glucose, arabinose,
galactose e galactosamina em proporcfes variadas. Todas as amostras induziram a
ativacdo de macréfagos em diferentes intensidades, através da producédo de O,*, NO°,
IL-6 e IL-12, bem como TNFa.

Um polissacarideo acido extraido do Panax ginseng, o qual apresenta em sua
composi¢ao glucose, arabinose e acido urbnico, apresentou atividade citotéxica em trés
linhagens de células tumorais. Este efeito foi mediado pela ativacdo dos macrofagos, os
quais aumentaram a producdo de NO°, IL-1, IL-6 e TNF-a, assim como, a atividade
fagocitica (WANG et al, 2010).

FracOes provenientes do extrato aquoso do cacto Opuntia poliacantha,
constituidas por galactose, acido galacturénico, xilose, arabinose e ramnose, foram
capazes de ativar macréfagos humanos e murinos. Esta resposta foi evidenciada
através do aumento da producdo de ROS, liberacdo de NO°, IL-6 e TNF-a
(SCHEPETKINS et al., 2008).

A xiloglucana isolada de sementes de T. indica, promoveu o aumento da
capacidade fagocitica em mondcitos humanos e ativou o burst respiratorio (PAULY;
FREIS; PAULY, 1999). SREELEKHA et al. (1993) caracterizaram a atividade
imunomoduladora deste polissacarideo devido ao estimulo da capacidade fagocitica
por neutrdéfilos, inibicdo da migracdo de leucécitos e inibicdo da proliferacdo celular.
Xiloglucanas de tamarindo modificadas, apresentando diferentes graus de sulfatacéo,
exibiram atividade antiviral contra o virus da rubéola (MASTROMARINO et al., 1997).

Recentemente, Silveira (2010) testou os efeitos da xiloglucana, proveniente de

sementes de H. courbaril, em relacdo a capacidade fagocitica de macréfagos da
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linhagem RAW 264.7 e observou que este polissacarideo estimulou a fagocitose em até
106% quando comparado ao grupo controle.

Rosério et al. (2008) avaliaram os efeitos das xiloglucanas de reserva
provenientes de sementes de H. courbaril, C. langsdorffii e M. sloanei e observaram que
estes polimeros estimularam a atividade elicitora de macrofagos para cavidade

peritoneal, além de promover o aumento da producado de NO°.

2.8 ESPECIES VEGETAIS UTILIZADAS PARA OBTENCAO DE XILOGLUCANAS

2.8.1 Copaifera langsdorffii

De acordo com Cronquist (1988), a espécie C. langsdorffii pertence a divisdo
Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Fabales, familia Caesalpiniaceae e
género Copaifera. Esta espécie é conhecida popularmente como: copaiba, copaiba-
vermelha, oleiro, copaiba-da-varzea, copauba, cupiuva, éleo-vermelho, pau-de-Gleo e
podoi. E uma espécie encontrada em Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul, S&o
Paulo e Parana, principalmente na floresta latifoliada da bacia do Parana. E uma arvore
com aproximadamente 10 a 15 metros de altura, possui uma copa globosa densa com
folhas compostas, sendo os seus foliolos alternados ou opostos. As flores séo brancas,
pequenas, hermafroditas, reunidas em paniculas terminais. Os frutos sdo do tipo
foliculo com uma semente preta envolvida por um arilo de cor laranja (Figura 9). Este
conjunto de caracteristicas morfolégicas do fruto indica uma planta dispersa por
animais, principalmente aves. Sua madeira € empregada na construcao civil, para
confeccbes de artigos esportivos e em ferramentas (LORENZI, 1992; PEDRONI;
SANCHEZ; SANTOS, 2002).

A seiva extraida mediante aplicagdo de furos no tronco até atingir o cerne
fornece o balsamo ou 6leo de C. langsdorffii, um liquido transparente que possui
diversas aplicacbes na area farmacéutica (LORENZI, 1992). O oléo obtido das

sementes de C. langsdorffii € rico em coumarina e acido linoléico (STUPP et al., 2008).
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FIGURA 9 — (A) FRUTOS E (B) SEMENTES DE C. langsdorffii (COPAIBA)
FONTE: LORENZI, H.; 1992.

2.8.2 Hymenaea courbaril

Segundo a classificacdo proposta por Cronquist (1988) a espécie H. courbaril
pertence a divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Fabales, familia
Caesalpiniaceae e género Hymenaea. Esta espécie € conhecida popularmente como:
jatobd, jatai, jatai-amarelo, jatai-peba, jatai-vermelho, jitai, farinheira, jataiba, buranda,
imbiliva, jatoba-mitdo e jatoba-da-catinga. E uma espécie nativa do Piaui até o norte do
Parana na floresta semidecidua, tanto em solos de alta como média fertilidade. A altura
da arvore varia de 15 a 20 metros, com tronco de até 1 metro de diametro. Sua madeira
€ empregada na construcdo civil, para confec¢gbes de utensilios esportivos e de
ferramentas (LORENZI, 1992).

As folhas de coloragéo verde escura sdo compostas de dois foliolos brilhantes,
de 6-14 cm de comprimento. As flores sdo pequenas, com pétalas brancas, pouco
maiores do que o calice. Seu fruto € uma vagem marrom avermelhada, medindo de 8 a

15 centimetros de comprimento por 3 a 5 centimetros de largura. Apresenta
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consisténcia rigida, de forma arredondada e outras vezes achatada, contendo no seu
interior de 3 a 6 sementes, as quais sdo envoltas por uma substancia farinacea,
compacta e comestivel (Figura 10) (LORENZI, 1992; RIZZINI, 1978; CARVALHO,
1994).

FIGURA 10 — (A) FRUTOS E (B) SEMENTES DE H. courbaril (JATOBA)
FONTE: LORENZI, H., 1992.

2.8.3 Tamarindus indica

Segundo a classificacdo proposta por Cronquist (1988) a espécie T. indica
pertence a divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Fabales, familia
Caesalpiniaceae e género Tamarindus.

Também conhecido como tamarineiro, ou somente por tamarindo, é uma
espécie natural das savanas mais secas da Africa e da Asia. A partir da india foi levado
para todas as terras de dominio lusitano, inclusive para o Brasil. A espécie renova suas
folhas na primavera, floresce no veréo, forma seus frutos no inverno que amadurecem
na entrada da primavera. A arvore de T. indica apresenta uma copa densa e volumosa,
altura que ultrapassa 40m e a madeira de boa qualidade utilizada na marcenaria.

Apresentam folhas alternadas regularmente; foliolos pequenos indefinidos quanto ao
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namero, flores em racemos terminais, branco amarelada, manchadas de vermelho. O
fruto é uma vagem oblonga ou linear levemente curva apresentado 5 a 10 cm de
comprimento, a casca de coloracdo pardo-escura, lenhosa e quebradica, contendo 3 a
8 sementes envolvidas por uma polpa parda e acida. As sementes sdo também
achatadas, obovado-orbiculares, em numero de 1 a 12 por legume e estao envolvidas
por uma membrana (Figura 11) (DONADIO et al., 1988; PEIXOTO, 2006).

A polpa é utilizada na forma de refresco, sorvetes e doces. Popularmente, o
tamarindo é utilizado terapeuticamente por apresentar acao laxativa, suas folhas séo
utilizadas como vermifugo e a infuséo das flores sé@o indicadas para doencas hepéticas
(GONSALVES, 2002).

O po6 das sementes de T. indica é a unica fonte utilizada comercialmente para
obtencéo de xiloglucanas, as quais encontram diversas aplicacdes industriais conforme
abordado no item 2.2.2. (GONSALVES, 2002; KUMAR; BHATTACHARYA, 2008).

FIGURA 11 — (A) FRUTOS E (B) SEMENTES DA ESPECIE T. indica (tamarindo)
FONTE: As imagens foram retiradas dos sites abaixo, os quais foram acessados no dia 22 de junho de
2010

(A): http://sacredorigin.com/images/tamarind tamarindus_indica.jpg

(B): http://product-image.tradeindia.com/00278409/b/0/Tamarind-Seeds-Tamarindus-Indica-.jpg
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3 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Copaifera langsdorffii
Hymenaea courbaril
Tamarindus indica

Sementes

Xiloglucanasde reserva
XGC, XGJ e XGT

B-galactosidase
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Xiloglucana estrutural
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FIGURA 12 — ESTRATEGIA ADOTADA PARA REALIZACAO DO PRESENTE TRABALHO

FONTE: O autor (2010)

NOTA: (*) Neste trabalho, a producio de O,” e NO* foi avaliada para as fracbes XGT, XGCd, XGJd e
XGTd, pois, estas vias foram anteriormente testadas para as fracdes XGC e XGJ (ROSARIO et al.;

2008).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DAS SEMENTES DE H. courbaril, C. langsdorffii E T. indica, E DAS
FOLHAS C. langsdorffii

As sementes de H. courbaril, C. langsdorffii e T. indica foram adquiridas do
IPEF (Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais - Piracicaba/SP). A mesma
Instituicdo, gentilmente cedeu as folhas de C. langsdorffii que foram coletas em Abril de
2008.

4.2 ISOLAMENTO DOS COTILEDONES DAS SEMENTES E INATIVACAO
ENZIMATICA

Sementes de C. langsdorffii (copaiba), H. courbaril (jatobd) e T. indica
(tamarindo) foram submetidas a fervura por 30, 90 e 40 min, respectivamente. O tempo
de fervura dependeu do inchaco das sementes. ApOs este processo, as sementes
permaneceram por 12 h na agua de fervura, a 4°C. Apds esse tempo, os cotilédones
foram separados manualmente do tegumento. Os cotilédones secos foram moidos no
moinho WILLYE TE-650 utilizando peneira de 40 mesh, deslipidificados com tolueno-
etanol (2:1), por aproximadamente 36 h, em aparelho extrator de Soxhlet e submetidos
a extracdo com metanol-agua (4:1) por 30 min em refluxo para inativacdo enzimética. O

residuo foi seco a temperatura ambiente, pesado e utilizado para posteriores extracdes.

4.3 OBTENCAO DAS XILOGLUCANAS DE RESERVA

O material foi seco e submetido a extracdo aquosas a temperatura ambiente,

por 1 h com agitacdo mecanica. Em seguida, as solu¢bes foram centrifugadas no



58

equipamento SORVALL T6000D a 8000 rpm por 20 min, separando-se 0 extrato do
residuo. O polissacarideo foi entdo precipitado utilizando dois volumes de etanol
comercial. O material precipitado foi lavado 2 vezes com etanol absoluto e entdo seco
em estufa a vacuo. Posteriormente, o material foi ressuspendido em agua destilada e
liofiizado. Para a obtencdo das xiloglucanas modificadas e para os experimentos de
atividade bioldgica foi utilizada a fracdo obtida na primeira extracdo aquosa de cada
espécie, a qual foi de denominada pela sigla XG (xiloglucana) além da letra inicial do
nome comum da espécie da qual foi isolada, portanto para xiloglucanas obtidas das
sementes de H. courbaril (jatobd), C. langsdorffii (copaiba) e T. indica (tamarindo),

foram atribuidas as siglas XGJ, XGC e XGT, respectivamente.

4.4 OBTENCAO DAS XILOGLUCANAS MODIFICADAS

Os polissacarideos XGJ, XGC e XGT foram submetidos a um processo de
desgalactosilacdo segundo protocolo modificado por Busato et al., (2009). As solucbes
aguosas das xiloglucanas a 1% (p/v), previamente esterilizadas em capela de fluxo
laminar por radiagdo de UV por 30 min, foram tratadas com a enzima p-D-galactosidase
MEGAZYME (A. niger) na concentracdo final de 8 U/mL. A hidrélise enzimatica foi
realizada em agitador orbital, a 50 °C, 100 rpm, pH 6,8, durante 24 h. Para a inativacao
enzimatica, os polissacarideos foram mantidos em banho a 97 °C, durante 20 min. A
seguir, XGJ, XGC e XGT foram precipitados com 2 volumes de etanol, mantidos por
aproximadamente 15 h na geladeira, centrifugados e secos em estufa a vacuo. Foram
obtidos os polissacarideos modificados, XGJd, XGCd e XGTd, onde o “d” refere-se ao

material desgalactosilado.
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4.5 OBTEN(;AO DA XILOGLUCANA ESTRUTURAL DAS FOLHAS DE C.
langsdorffii

As folhas foram selecionadas, lavadas manualmente com solucéo de hipoclorito
de sodio 1% e posteriormente com agua corrente. Apds secagem em estufa, o material
foi moido (400 g) e despigmentado com etanol absoluto, seguido de extracdo em
aparelho Soxhlet com acetona comercial, até total remocdo do pigmento e entdo
deslipidificacdo com tolueno: etanol (2:1).

Posteriormente o material foi deslignificado (50 g) utilizando solucdo contendo
acido acético glacial e clorito de sédio 40%, a 70°C, por 6 h, sob pressao reduzida. Este
processo foi repetido até a deslignificacdo de todo material (400 g) (WISE et al., 1946;
GREEN, 1963).

As folhas deslignificadas e secas foram submetidas a uma extracdo aquosa, a
60°C, por 8 h, originando a fracdo FC1, seguida por trés extracbes seqlienciais com
KOH 1M e entdo trés extracbes sequenciais com KOH 4M. O extrato aquoso foi
precipitado com trés volumes de etanol comercial e o precipitado separado por
centrifugacdo foi lavado sucessivamente com etanol absoluto e seco em estufa a
Vacuo.

Todas as extragOes alcalinas foram feitas a temperatura ambiente, por 8 h, na
presenca de borohidreto de sédio. Os extratos alcalinos foram tratados com solucdo de
acido acético 50% (v/v) até pH 5,0, o que resultou na precipitacdo das fracdes
denominadas hemicelulose A (HA), as quais foram separadas por centrifugacao,
lavadas sucessivamente com etanol absoluto e secas em estufa a vacuo. Para a
identificacdo da fracéo utilizou-se o numero correspondente a ordem da extracdo apés
a sigla HA, gerando as fragbes HA1, HA2, HA3, HA4, HA5 e HA6. Apos precipitacdo da
hemicelulose A, os sobrenadantes foram dialisados por 72 h, contra agua corrente,
concentrados em evaporador rotatorio em temperatura inferior a 50°C, e entao, tratados
com 3 volumes de etanol comercial, para precipitacdo das fracbes denominadas
hemicelulose B, que foram separadas por centrifugacao, lavadas sucessivamente com
etanol absoluto e secas em estufa a vacuo. O mesmo padrdo de nomenclatura acima

descrito foi atribuido aos precipitados correspondentes a hemicelulose B (HB1, HB2,
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HB3, HB4, HB5 e HB6). O fluxograma de extracao das folhas esta resumido na Figura

> FCl1

Precipitado

FCHAL

dialisado, ETOH

Sobrenadante

FCHB1

Precipitado
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dialisado, ETOH
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dialisado, ETOH
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FIGURA 13 — FLUXOGRAMA DE EXTRACAO DE POLISSACARIDEOS PROVENIENTES DAS FOLHAS

DE C. langsdorffii (item 4.5)
FONTE: O autor (2010)

Diferente do observado para as outras hemiceluloses B, a primeira fracédo

obtida com KOH 4M, apresentava em sua solu¢cao, material em suspensao, proveniente

da fracdo HA4. Portanto, este material foi submetido a centrifugagédo a 12.000 rpm, em
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centrifuga de eppendorf, e o sobrenadante obtido foi dialisado em &gua corrente,
seguido de didlise fechada com agua MilliQ. A fracéo retida na membrana de didlise foi
filtrada em membrana de 0,45 ym. Apds a reducao de volume, o material foi precipitado
com trés volumes de etanol a 4°C e mantido por 15 h sob resfriamento (4°C). O
precipitado foi centrifugado e lavado com gradiente de etanol (70, 80 e 90 %). A fracéo
HB4 foi ressuspendida em agua destilada, dialisada e liofilizada.

4.6 CROMATOGRAFIA DE TROCA-IONICA

A fragéo HB4 (1 g) foi solubilizado em 200 mL de tampéo fosfato 0,5M, pH 7,3 e
submetida a cromatografia em coluna de troca-ibnica. A coluna de vidro (22 cm x 5,5
cm d.i.) contendo DEAE-SEPHACEL (Pharmacia Biotech) foi eluida com
aproximadamente 2 L de tampéo fosfato (0,5M e pH 7,3), utilizando fluxo de
aproximadamente 1 mL/min, confomorme mostrado na Figura 14 (pagina 62). A fracao
obtida foi dialisada (contra agua corrente e posteriormente agua MilliQ), o volume foi
reduzido e o material foi liofilizado, originando a fracdo FCHB4DS. ApGs a eluicdo da
solucdo tampédo, o gel foi eluido com solucdo de NaCl 4M (FCHB4NaCl), a fracédo
removida foi dialisada e liofilizada.

Apo6s a recuperacao do gel de troca i6nica (segundo protocolo do fabricante), a
fracdo FCHB4DS foi recromatografada com solucé&o tampéao fosfato, seguindo o mesmo
protocolo acima descrito, obtendo-se a fragdo FCHB4DS2. O fracionamento do material

foi monitorado pelo método de fenol — &cido sulfarico (DUBOIS et al., 1956).

4.7 PRECIPITACAO COM SOLUCAO DE FEHLING

A fragcdo FCHBA4DS foi tratada com solugéo de Fehling (JONES; STOODLEY,
1965). Esta solugdo € formada por duas solucdes A e B (1:1 v/v). A solugdo A é

composta por 173 g de tartarato de potassio e sodio, 125 g de KOH e guantidade de
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agua destilada suficiente para completar o volume de 500 mL. A solucdo B € composta
por 55,7 g de sulfato de sddio pentaidratado e quantidade de dgua destilada suficiente
para completar o volume de 500 mL.

Adicionou-se a fracdo FCHB4DS solubilizada em agua o mesmo volume da
solucdo de Fehling (A+B) e apOs vigorosa agitacdo o material foi mantido sob
refrigeracdo por 12 h. ApoOs este periodo, o precipitado formado foi separado por
centrifugacdo (9000 rpm, 15 min a 25°C). O sobrenadante foi neutralizado com acido
acético e dialisado contra agua corrente por 72 h. O precipitado formado foi
ressuspenso em agua destilada, deionizado por resina Dowex na forma catidnica,

concentrado em evaporador rotatério e entéo liofilizado, obtendo-se a fragdo PFHBA4.

FCHB4

Tam pao fosfato 0,5M

5 |
‘NaCl4m b_
\ Tampao fosfato 0,5M
DEAE
SEPHACEL
2 /& ..............
FCHB4NaCI FCHB4DS

SFHB4

. Solugdo |
' de Fehling |

...............................

PFHB4

FIGURA 14 — ESQUEMA DOS PROCESSOS DE PURIFICACAO ADOTADOS PARA OBTENCAO DA
XILOGLUCANA ESTRUTURA DAS FOLHAS DE C. langsdorffii.

FONTE: O autor (2010).

NOTA: Referente aos itens 4.6 e 4.7.
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4.8 DETECCAO E QUANTIFICACAO DE ARABINOGALACTANA-PROTEINAS

Para deteccdo e quantificagdo de arabinogalactana-proteina a fragéo
FCHB4NaCl foi solubilizada em uma solucédo de NaCl a 0,25 M ( 5 a 100 mg/mL) para
difusdo radial em gel de agarose Tipo C a 1% (Calbiochem) contendo 0,02 mg/mL do
reagente B-glucosyl Yariv, por 24 h em temperatura ambiente. O reagente B-glucosyl
Yariv foi sintetizado como descrito por Yariv, Rapport e Graf (1962). Goma arabica
(Sigma Chem.Co., St. Louis, USA) foi usada como padrao a 0,25; 0,5; 1; 2 e 3 pug. A
presenca de arabinogalactana-proteina (AGP) foi avaliada devido a difusdo da amostra
no gel e formacdo de um halo de coloracdo castanho-avermelhada, caracteristico da
formacdo do complexo AGP-Yariv. O diametro interno (d.i) do halo foi medido com a
utilizacdo de paquimetro e, a partir da curva padrdo foi calculado a porcentagem de
AGP na amostra.

4.9 DOSAGENS COLORIMETRICAS

As dosagens de acucar total foram realizadas pelo método de fenol - &cido
sulfarico (DUBOIS et al., 1956), utilizando padréo de glucose em concentracdes de 20-
100 pg/mL. As amostras foram solubilizadas a 50 pg/mL, posteriormente foi adicionado
500 pL de solucdo de fenol a 5% e 2,4 mL de &cido sulfarico Merck®. Apés o
resfriamento a temperatura ambiente, foram realizadas as leituras de absorbancia em
490 nm. As dosagens de proteina foram realizadas pelo método de Hartree (1972), que
consiste na adi¢do de 0,9 mL do reagente A (2 g de tartarato duplo de sédio e potassio
e 100 g de Na,CO3 em 500 mL de NaOH 1M dissolvidos em 1000 mL de agua destilada
g.s.p.) em 1 mL de amostra. A solugdo permaneceu em “banho-maria” a 50 °C durante
10 min, e entdo foi resfriada até temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se
0,1 mL do reagente B (2 g de tartarato duplo de sédio e potassio e 1 g de CuSO,4.5H,0
dissolvidos em 90 mL de agua destilada, sobre os quais se adicionam 10 mL de NaOH
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1M), apOs agitacdo em vortex, a solucdo permaneceu em repouso por 10 min a
temperatura ambiente. Adicionou 3 mL do reagente C (1 mL de reagente de Folin
Ciocalteau 2 N diluido em 15 mL de agua destilada), seguido de aquecimento em
banho-maria a 50 °C durante 10 min. Apés o resfriamento até temperatura ambiente, a
absorbancia foi lida em 650 nm. Utilizou-se como padrédo albumina bovina nas
concentragdes de 20-100 pg/mL.

A quantificacdo de acidos urdnicos foi determinada pelo método de Filisetti-
Cozzi e Carpita, (1991), sendo as leituras de absorbancia efetuadas em 520 nm,
utilizando como padrao acido glucurdnico, em concentracdes de 20-100 pg/mL. Em 400
ML de amostra foram adicionados 40 uL de solugcédo de &cido sulfamico-sulfamato de
potassio 4 M (pH 1,6). A mistura foi aquecida em banho fervente por 20 min. Apés
resfriamento em gelo, 80 pL de m-hidroxibifenil (0,15% p/v em NaOH 0,5% p/v) foram
adicionados e a coloracdo tornou-se aparente apés 5-10 min, sendo estavel até 1 h

apos sua formacao.

4.10 DETERMINACAO DA COMPOSICAO MONOSSACARIDICA

4.10.1 Hidrélises acidas totais

As hidrélises acidas foram realizadas por dois métodos:

v. TFA 1 M, durante 5 h a 100 °C. Ao término da hidrélise o excesso de &cido foi
removido por evaporagédo (ADAMS, 1965; BIERMANN, 1989).

v H,SO,4 72% (p/p), durante 1 h, em banho de gelo, seguido de diluicdo para 8%, a
100 °C por aproximadamente 6 h. Ao final da hidrélise o acido foi neutralizado
com carbonato de bério e o sal resultante removido por filtracdo (BIERMANN,
1989).
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4.10.2 Reducéo e acetilagdo dos produtos resultantes do processo de hidrélise

Os monossacarideos resultantes das hidrolises foram reduzidos com boroidreto
de sddio (NaBH,), por aproximadamente 12 h, em meio aquoso, a 25 °C (WOLFROM;
THOMPSON, 1963 a). Apos a reducdo, o material foi tratado com resina catiénica
(forma H) para a remocéo do céation sodio (Na*) e decomposicéo do excesso do agente
redutor. Em seguida, o material foi filtrado e evaporado até a secura. Foram realizadas
trés lavagens sucessivas com aproximadamente 2 mL metanol para a remocao do
acido borico remanescente por co-destilagdo com metanol, na forma de borato de
trimetila. Ap0s completa secura, os alditéis foram acetilados com anidrido acético e
piridina na proporcdo 1:1 v/v, durante 12 h a temperatura ambiente (25 °C)
(WOLFROM; THOMPSON, 1963 b). Este processo foi interrompido com a adicao de
gelo picado e os acetatos de alditois foram extraidos com cloroférmio. A piridina
residual na fase cloroférmica foi eliminada com sucessivas lavagens com sulfato de
cobre 5% e agua de forma intercalada. A fase cloroférmica foi lavada diversas vezes
com agua destilada, evaporada a 25°C para posterior analise por cromatografia liquido-
gasosa (GLC) ou por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GLC-
MS) (SLONEKER, 1972).

4.11 CROMATOGRAFIA LIQUIDO-GASOSA (GLC) E CROMATOGRAFIA LIQUIDO-
GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA (GLC-MS)

Para as analises de GLC foi utilizado um cromatégrafo TRACE GC ULTRA
(Thermo), com detector de ionizagdo de chama (FID) a 300 °C e injetor a 250 °C,
utilizando hélio como gas de arraste, em coluna capilar de silica fundida (30 m X 0,25
mm d.i.) DB-225, marca J.W. As andlises cromatograficas para acetatos de alditois
foram realizadas a 220 °C.

As andlises por GLC-MS foram realizadas em cromatografo gasoso, modelo
VARIAN 3800 equipado com coluna capilar de silica fundida DB-225MS (Durabond) (30
m x 0,25 mm d.i), e um espectrometro de massa do tipo lon Trap, marca Varian Saturn
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2000R. As injecOes nas colunas foram feitas partindo-se de 50°C (mantida por 1 min),
seguindo-se um aumento gradual de 40°C/min até 220°C, sendo mantida
isotermicamente até o final da analise. Foi utilizado hélio ultra puro como gas de arraste

a um fluxo de 1 mL/min

4.12 ANALISE POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA DE ALTA
PRESSAO (HPSEC) ACOPLADA A DETECTORES DE ESPALHAMENTO DE
LUZ LASER MULTI ANGULOS (MALLS), INDICE DE REFRACAO (RI) E
ULTRAVIOLETA (UV).

As amostras foram solubilizadas em agua MilliQ ou solucdo de NaNO, 0,1 M
contendo 200 ppm de NaNj3 para obter como concentracdo polissacaridica final 1
mg/mL e entdo filtradas através de membranas de acetato de celulose de 0,2um. As
analises foram efetuadas em um cromatdgrafo de exclusdo estérica de alta pressao
(HPSEC), equipado com um detector de indice de refracdo (RI) diferencial WATERS
modelo 2410, detector de ultravioleta Pharmacia LKB, Unicord, modelo VW 2251 (UV) e
detector de espalhamento de Iluz laser em multidngulos (MALLS) WYATT
TECHNOLOGY modelo DAWN DSP com 18 canais. Foram utilizadas quatro colunas
de gel permeacdo WATERS em série, com limites de exclusdo de 7 x 10° 4 x 10°, 8 x
10* e 5 x 103, O eluente utilizado foi uma solugéo de NaNO; 0,1 M contendo NaN3 200
ppm, com fluxo de 0,6 mL/min.

A taxa de variacdo do indice de refracdo com a concentracdo (dn/dc) foi
determinada para as amostras homogéneas, sendo que para cada amostra foram
utilizadas 5 concentragbes. Para isto, foi preparada uma solucdo na concentragao 1
mg/mL em NaNO, 0,1 M contendo NaN3 (200 ppm), filtrada em membrana de 0,2 pm,
sendo entéo diluida nas concentragdes de 0,2, 0,4, 0,6 e 0,8 mg/mL.
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4.13 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

As andlises de ressonancia magnética nuclear *C foram realizadas em
espectrobmetro da marca BRUKER, modelo DRX 400, série Avance, em tubos de 5 mm
de didmetro, em temperatura de 70°C. Os deslocamentos quimicos, expressos em &
(ppm), foram determinados utilizando acetona como padrdo interno para as analises de
13C (5 31,45). As amostras foram dissolvidas em D,O, em uma concentracéo de ~40

mg/mL.

4.14 SOLUCOES E MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS NOS PROCEDIMENTOS
UTILIZANDO MACROFAGOS

4.14.1 Solucéo das xiloglucanas estudadas

Para os testes de atividade bioldgica, as fracdes das xiloglucanas de reserva,
isoladas dos cotilédones das sementes de H. courbaril (XGJ), C. langsdorffii (XGC), T.
indica (XGT) e as xiloglucanas modificadas, XGJd, XGCd e XGTd, foram solubilizadas
em solucdo de PBS pH 7,4 na concentracdo de 10 mg/mL. As solucdes foram
esterilizadas em autoclave (Fanen) a 120°C, durante 30 min e posteriormente foram
diluidas em meio de cultura ou solugéo salina balanceada de Hanks (HBSS) estéril nas

concentragcdes adequadas para cada experimento.

4.14.2 Solugéo salina tamponada (PBS)

A solucédo salina tamponada (PBS) em pH 7,4 foi preparada como solugéo

estoque 5 vezes concentrada, sendo constituida por: Na,PO,4 40,5 mM, KH,PO4 7,3 mM
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e NaCl 680 mM. Esta solugdo concentrada foi esterilizada em autoclave (Fanen) a
120°C, durante 30 min e armazenada a 4°C. Para o uso, a soluc¢éo foi diluida com agua
MilliQ esteéril.

4.14.3 Solucéo salina balanceada de Hanks (HBSS)

A solugéo salina balanceada de Hanks (HBSS) (HANKS; WALLACE, 1949) foi
preparada através da mistura de duas solu¢Bes A e B, as quais foram preparadas na
forma de solucdes estoque 20 vezes concentradas. A solucdo A era constituida por
NaCl 2,737 mM, KCI 104 mM, CaCl, 19,7 mM e MgS0O47H,0 16,2 mM e a solucédo B
apresentava como constituintes Na,HPO,4 8,4 mM, KH,PO,4 8,7 mM, glucose 100 mM.
As duas solucdes foram misturadas e diluidas em agua bidestilada ou agua MilliQ e seu
pH ajustado para 7,4. A solucao resultante foi esterilizada por filtracdo em membrana

estéril com poros de 0,22um em camara de fluxo laminar (VECO).

4.14.4 Meio de cultura

O meio minimo essencial (MEM) (EAGLE, 1959) foi reconstituido em agua
MilliQ e esterilizado por filtracdo sob pressdo com membrana de acetato de celulose
estéril com poro de 0,22um. Este meio foi suplementado com HEPES 10 mM estéril, 5%
de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 50 pug/mL
de gentamicina e seu pH foi ajustado para 7,4 com solucéo estéril de bicarbonato de
sodio 0,1 M.
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4.15 OBTENCAO DE MACROFAGOS

Os macrofagos peritoneais foram obtidos de camundongos albinos Swiss
fémeas (Mus musculus) com aproximadamente 30 g e dois meses de idade. Estes
animais foram mantidos no biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR, sendo
mantidos em ciclos de 12 h de luz e 12 h de escuro, alimentados com racao apropriada
e agua a vontade. Os animais foram utilizados com a autorizacdo do Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CEEA) do Setor de Ciéncias Bioldgicas, segundo protocolo
namero 329 do processo 23075.039393/2008-39 (em anexo).

Para a obtencdo dos macrofagos, os camundongos foram eutanasiados com
éter etilico em camara de vidro. ApOs assepsia com &lcool iodado e exposicdo do
peritonio, 10 mL de PBS resfriado foi injetado na cavidade peritoneal com auxilio de
seringa e agulha estéreis. Ap6s massagem vigorosa da regido abdominal, as células do
exsudato peritoneal foram aspiradas e transferidas para um tubo plastico estéril, sendo
mantidas em banho de gelo. Posteriormente, as células foram centrifugadas a 2000 rpm
por 10 min a 4°C em centrifuga HITACHI CR21E. O sobrenadante foi desprezado, o
“pellet” foi ressuspenso em meio MEM e as células foram contadas em camara de
Neubauer. Posteriormente as células foram plaqueadas em placa de cultura estéril em
densidades variadas, de acordo com cada condicdo experimental, e deixadas para
aderir durante 1 h a 37°C em atmosfera de 5% de CO..

Em seguida, a monocamada de células aderentes foi lavada 2 vezes com PBS
a 37°C. Por este procedimento acima 90% do total de células aderidas sdo macréfagos,
nao havendo necessidade de purificacdo (ADAMS, 1979; HAWORTH; GORDON,
1998). Apos esta etapa, as condicbes dos experimentos variaram de forma adequada
para cada situacdo experimental. As monocamadas de células foram rotineiramente
observadas em microscopio invertido (OLYMPUS MOD. CK2)
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4.16 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Para determinacao da viabilidade celular utilizou o método descrito por Reilly et
al. (1998), onde o MTT (brometo de (3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazodlio)
avalia o estado funcional da cadeia respiratoria. As células metabolicamente ativas
reduzem o sal de tetrazolio formando cristais de formazan soltveis em DMSO com uma
coloracdo roxa caracteristica.

Para esta avaliacdo, forma incubados 5 x 10° macréfagos/pogo aderidos em
placas de 96 pocos, foram incubados com meio MEM contendo os polissacarideos nas
concentracfes de 10, 25, 50 e 100 pg/mL e incubados por 2 e 48 h. Em seguida,
removeu-se 0 meio e adicionou-se 180 uL de HBSS com 20 uL de solu¢do de MTT em
HBSS (5 mg/mL), obtendo uma concentracao final em MTT de 500 ug/mL. A placa foi
incubada por mais 3 h a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,. Ao término da incubacao o
excesso de MTT foi removido e os cristais de formazan foram dissolvidos em DMSO. A
absorbéancia das amostras foi medida em leitor de microplacas TECAN INFINITE M200,
utilizando comprimento de onda de 550 nm, sendo o branco o DMSO. Os resultados
foram expressos estipulando como viabilidade de 100% os macréfagos incubados
somente com meio MEM, e a partir disso, foi determinado proporcionalmente a
viabilidade celular das células tratadas com as diferentes concentracbes dos

polissacarideos.

4.17 PRODUCAO DE ANION SUPEROXIDO (O;")

Para avaliar a producdo de O," pelos macréfagos foi utilizado um protocolo
baseado no descrito por Sasada et al., 1983. Neste procedimento, a presenca de O,"
foi medida através da reducao extracelular do citocromo c. Para a dosagem de O,", 5 x
10> macréfagos/poco aderidos em placas de 96 pocos foram incubados com o meio de

reacdo composto por citocromo c¢ (80 uM) em HBSS mais os polissacarideos, nas
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concentracfes finais de 25, 50, 100 pg/mL. Como controle positivo, os macrofagos
foram incubados na presenca de PMA (1pg/mL).

Apo6s 2 h de incubacao a 37 °C em atmosfera de 5% de CO, o meio de reacao
foi transferido cuidadosamente para outra placa de 96 pocos e a absorbancia foi
medida a 550 nm, em leitor de microplacas, utilizando como branco HBSS + citocromo
c. As concentracdes de O,", correspondente a concentracdo de citocromo ¢ reduzido,
foram determinadas utilizando o coeficiente de extingdo molar (C oxig.req. A = 2,1 X 10* M
Tem™) 1 € = Ale (JOHNSTON et al., 1978) e os resultados foram expressos como a

producdo de anion superéxido em umol/ 5 x 10° células.

4.18 PRODUCAO DE OXIDO NIiTRICO (NO*)

Como o NO® possui um tempo de meia vida muito curto, a determinacdo da
producdo deste radical por macréfagos pode ser mensurada pela formacgéo do nitrito
(NO2), um produto de degradacédo estavel. Neste estudo, a dosagem de nitrito foi
realizada pelo método de Griess, no qual o principio da reacédo é baseado na formacéao
de um azo composto, conforme esquematizado na Figura 15. Neste método, o nitrito
primeiramente reage com a sulfanilamida em meio acido para formar um composto
intermediério, o sal de diazbnio. Em seguida, este sal reage com N-naftil-etilenodiamina
(NED) formando um composto azo estavel de coloragdo purpura, cuja absorbancia
pode ser determinada em comprimento de onda de 550 nm (GREEN et al., 1982; SUN
et al., 2003).
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FIGURA 15 — REACAO DE DOSAGEM DE NITRITO COM O REAGENTE DE GRIESS

FONTE: PROMEGA. Tecnical Bulletin Griess Reagent System — instruction for use of product G2930.
Disponivel em: www.promega.com/tbs Acesso em: 05 abril 2010

Abreviacdo: NED: N-naftil-etilenodiamina

Para a dosagem de nitrito o reagente de Griess foi preparado pela mistura de
duas solucbes na proporcdo 1:1, imediatamente antes do uso. A primeira solucao era
constituida por naftiletiienodiamino 0,1% (p/v) em &cido orto-fosforico 5% (v/v) e a outra
solucéo por sulfonamina p-aminobenzeno 1% (p/v) em &cido fosférico 5% (v/v) (GREEN
et al., 1982).

Para a avaliacdo da producdo de NO® os macrofagos isolados da cavidade
peritoneal foram plaqueados na densidade de 5 x 10° células por poco em placas de
cultura de 96 pocos; a monocamada de células aderentes foi inubada com diferentes
concentragcbes das xiloglucanas modificadas e ndo modificadas dissolvidas em meio
nas concentracdes 10, 25 e 50 ug/mL. Como controle positivo da ativacéo da producao
de NO® foi utilizado lipopolissacarideo (LPS) de E. coli (0110:B4 — SIGMA) na
concentragéo de 100 ng/mL.

Os macroéfagos foram incubados na presenga das xiloglucanas por 48 h a 37 °C
em atmosfera de 5% de CO,. Em seguida, 100 uL do sobrenadante foi transferido para
outra placa de 96 pocos onde 100 uL do reagente de Griess foram adicionados. Apos a
incubagéo por 10 min, a absorbéncia foi medida em 550 nm, em leitor de microplacas
Bio-RAD modelo Benchmark, utilizando como branco meio mais o reativo de Griess. As
concentracdes de nitrito foram determinadas utilizando uma curva padrdao de NaNO, (10

— 100 pg/mL) e os resultados foram expressos em pumol/ 5 x 10° células.
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4.19 DETERMINACAO DA PRODUCAO DE IL-1BETA, IL-6 E TNF- ALFA

Os niveis de IL-1B, IL-6 e TNF-a produzidos por macréfagos na presenca de
xiloglucanas modificadas e n&o modificadas foram dosados utilizando-se Kkits,
fabricados pela empresa eBioscience, baseados na metodologia ELISA (“‘enzime
immunoassay”). Cada kit era composto por duas placas de 96 pocos, anticorpo de
captura (anticorpos anti-IL-1f, anti-IL-6 ou anti-TNF-a de camundongos), anticorpo de
deteccdo (anticorpos anti-IL-1B3, anti-IL-6 ou anti-TNF-a de camundongo biotinilado),
diluente, enzima de deteccédo (estreptavidina-HRP), tampéo, solucdo de substrato
(tetrametilbenzidina) e padrdo correspondente para cada kit (IL-1B, IL-6 ou TNF-a
recombinante murino). Foram utilizados para lavagem, solucdo de TWEEN 20 a 0,05%
e como solucédo de parada, H,SO4 2N.

Em placas de 24 pocos, 1 x 10° células/poco foram aderidas como descrito no
item 4.15. A segquir, as células foram incubadas por 24 h com 1 mL de solucdes de
xiloglucanas modificadas e ndo modificadas diluidas em meio MEM, nas concentracdes
de 10, 25 e 50 pug/mL. Apoés incubacédo, o sobrenadante foi centrifugado e aliquotado
(300 pL) em tubos de eppendorf estéreis devidamente identificados e armazenados em
freezer & -70°C até a utilizacdo. Foram realizados dois experimentos independentes
para cada dosagem, cada um em duplicata.

Utilizou-se o protocolo do fabricante para a dosagem das citocinas. As placas
foram inicialmente sensibilizadas com anticorpo de captura (anticorpos anti-IL-1[3, anti-
IL-6 ou anti-TNF-a de camundongos) (100 ulL) e mantidas a 4°C por 15 h. Apos
sucessivas lavagens, adicionou-se 100 uL do padrédo ou da amostra em cada poco.
Para realizacéo da curva padréo foi utilizado quatro concentracdes de padrao (IL-1p, IL-
6 ou TNF-a recombinante murino) (10 — 500 pg/mL) e um branco (PBS). Apés 2 h de
incubacdo a temperatura ambiente, o sobrenadante foi removido, a placa foi lavada 3
vezes com tampao especifico e foi adicionado 100 uL de anticorpo de deteccao

(anticorpos anti-IL-18, anti-IL-6 e anti-TNF-a de camundongo biotinilado).
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Posteriormente, a placa foi incubada por 1h a temperatura ambiente, lavada 5 vezes e
100 pL de solucdo de estreptoavidina-HRP conjugada foram adicionados em cada
poco. Apds 30 min a temperatura ambiente, 100 uL de solucédo de substrato contendo
tetrametilbenzidina foram adicionados aos pogos para o desenvolvimento da cor, apos
15 min, 100 uL de solucdo de parada foi adicionada e a densidade O6ptica foi
determinada em 450 nm usando um leitor de microplacas. Os resultados foram

expressos como producéo da citocina em pMol/1 x 10° células.

4.20 CAPACIDADE FAGOCITICA DE MACROFAGOS

Para avaliar a capacidade fagocitica,foram utilizadas leveduras obtidas a partir
de fermento bioldgico, as quais foram subemtidas a 3 lavagens consecutivas em PBS
estéril, pH 7,4 e mantidas a 4°C até utlizacdo. Macrofagos peritoneais foram
plaqueados a 5 x 10° células/poco em placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro
estéreis. Apds a aderéncia, o meio foi removido e as células foram lavadas com solugéo
de PBS. Posteriormente, adicionaram-se o0s polissacarideos diluidos em meio, nas
concentracdes de 10, 25 e 50 ug/mL e as placas foram incubadas por 48 h a 37°C em
atmosfera de 5% de CO,. Apés a incubacao, o sobrenadante foi descartado, as placas
contendo as laminulas com as monocamadas de macrofagos foram lavadas 2 vezes
com PBS, posteriormente adicionaram-se 10 leveduras para cada macrofago. Apos 1 h
de incubagéo, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS, para retirada das leveduras
nao fagocitadas e as laminulas processadas para microscopia éptica. Primeiramente,
as células foram fixadas com solucédo de Bouin (30 mL de solucdo saturada de acido
picrico, 10 mL de formaldeido e 2 mL acido acético glacial) por 5 min, lavadas 2 vezes
com alcool 70% e mais 2 vezes com agua destilada. As laminulas foram entéo coradas
com Giemsa por 1h e montadas com Entellan. As laminas foram analisadas em
microscépio optico (BEL Photonics) e os resultados foram expressos como o numero de
leveduras fagocitadas por macrofagos.
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4.21 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos testes de atividade biolégica in vitro foram submetidos a
analise de variancia ANOVA (fator duplo ou fator Unico) e teste de Tukey, para
comparacdo das médias. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo
(média + EP) de no minimo trés experimentos, cada um em triplicata. Foram
considerados estatisticamente significativos os valores comparados ao nivel de

significancia de p< 0,01; 0,02 ou 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENGCAO E CARACTERIZACAO DAS XILOGLUCANAS DE RESERVA DE
SEMENTES DE H. courbaril, C. langsdorffii E T. indica

As fragcbes XGJ, XGC e XGT, obtidas com 1h de extracdo, apresentaram
rendimentos semelhantes, correspondendo a aproximadamente 15% dos cotilédones
deslipidificados (Tabela 1). Resultado similar foi anteriormente observado para XGJ
(ROSARIO et al., 2008). Todas as fracbes foram analisadas quanto ao teor de aclcar
total, proteina e composi¢cdo monossacaridica, e os resultados estdo mostrados na
Tabela 1. As fracGes obtidas apresentaram alta porcentagem de carboidratos e teores
de proteinas inferiores a 4%. Utilizando as mesmas condi¢cdes de extracdo, Kai e
Petkowicz (2010) observaram a mesma quantidade de proteina na fracdo obtida das
sementes de H. courbaril. Neste estudo os autores relataram a influéncia do tempo de
extracdo nas propriedades das xiloglucanas e constataram que, quanto maior o tempo
de extracdo, maior a contaminacéao por proteinas (KAIl;, PETKOWICZ; 2010).

A analise da composicdo monossacaridica das fracbes obtidas mostraram a
presenca de glucose como componente majoritario, seguido de xilose e galactose,
confirmando a presenca de xiloglucanas. Pequenas quantidades de arabinose também
foram observadas. A presenca deste monossacarideo em fracdes polissacaridica
contendo xiloglucana de reserva é bastante comum (LIMA et al., 1993; LIMA et al.,
1995; ONWELUZO, RAMESH, THARANATHAN, 2002; FREITAS et al., 2005; JO et al.,
2009; KAI, PETKOWICZ, 2010).
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TABELA 1 — RENDIMENTO, CQNTEL'JDO DE ACUCAR TOTAL E PROTEINAS E COMPOSICAO
MONOSSACARIDICA DAS FRACOES OBTIDAS DAS SEMENTES DE H. courbaril, C. langsdorffii E T.
indica

Composicdo monossacaridica’
(%)

Fracbes Rendimento (%)* Acucar total (%)b Proteina (%)° Ara Xyl Gal Glc
XGJ 15,9 96,8 2,7 2,3 34,3 133 50,1
XGC 15,2 91,4 3,5 3,7 295 195 474
XGT 14,0 99,5 0,0 2,0 336 138 50,4

FONTE: O autor (2010).

(a): em relacé@o as sementes deslipidificadas.

(b): Método de Dubois et al.,(1956)

(c): Método de Hartree (1972)

(d): Acucares neutros analisados por GLC, na forma de acetatos de alditéis.

A fracdo XGJ, proveniente das sementes de H. courbaril apresentou a razédo de
Glc: Xyl: Gal de 3,8: 2,6: 1,0, reproduzindo o resultado obtido anteriormente por Rosario
et al., (2008). Propor¢cdes semelhantes foram determinadas por Lima et al., (1993) (3,6:
2,6: 1,0), Buckeridge et al., (1997) (3,3: 2,8: 1,0) e Kai e Petkowicz (2010) (3,9: 3,0: 1,0)
para xiloglucana isolada da mesma espécie. Para a xiloglucana obtida das sementes de
C. langsdorffii (XGC), foi obtida proporcéo de Glc: Xyl: Gal de 2,4: 1,5: 1,0, resultado
este, igual ao relatado na literatura (ROSARIO et al., 2008). Resultado similar também
foi descrito por Buckeridge et al.,, (1992), que caracterizaram estruturalmente as
xiloglucanas de C. langsdorffii e obtiveram uma propor¢ao Glc: Xyl: Gal de 2,7: 1,9: 1,0
e 2,4: 1,6: 1,0, dependendo da procedéncia das sementes. No estudo realizado por Jo
et al. (2009), a composi¢cdo monossacaridica para XGC apresentou maior quantidade
de unidades de xilose, resultando na proporgéo de Glc: Xyl: Gal de 2,4: 2,1: 1.

XGT apresentou composicdo monossacaridica caracteristica de xiloglucana,
com propor¢cdo dos componentes majoritarios de Glc: Xyl: Gal de 3,6: 2,4: 1,0. Na
analise feita por Freitas et al., (2005) a proporcéo obtida (Glc: Xyl: Gal de 1,7: 1,6: 1,0)
apresenta quantidade inferior de glucose, entretanto, isto pode ser consequéncia de
uma hidrolise acida incompleta do polissacarideo. O resultado obtido difere do que foi
anteriormente descrito na literatura, os quais mostraram uma razao similar a obtida para
xiloglucana de sementes de C. langsdorffii (BUCKERIDGE et al., 1992; JO et al. 2009).

As xiloglucanas foram analisadas quanto a homogeneidade e massa molar por
HPSEC-MALLS/RI (Figura 16). Todos os polissacarideos analisados apresentaram

perfis de eluicdo homogéneos. Foram determinados os valores de dn/dc para os
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polissacarideos e foi obtido para XGC o valor de 0,109 mL/g, para XGJ 0,129 mL/g e
XGT apresentou um valor de 0,132 mL/g. A partir dos valores de dn/dc e dos perfis de
eluicdo foram determinados os valores de massa molar ponderal média (My). Os
valores de M,, encontrados para os polissacarideos XGC, XGJ e XGT foram 9,6 x 10>,
9,1 x 10° e 7,3 x 10° g/mol respectivamente.

Os valores de M, obtidos para os polissacarideos sdo similares aquele
determinado por Kai e Petkowicz (2010), quando se compara com a Xiloglucana obtida
de H. courbaril utilizando o mesmo tempo de extracdo (9,4 x 10° g/mol). Neste trabalho,
0S autores sugerem que, quanto menor o tempo utilizado para extracdo deste
polissacarideo, menor o valor para M,, indicando que, nestas condi¢cdes, as
xiloglucanas estdo menos susceptiveis a formacdo de agregados moleculares (KAI,
PETKOWICZ, 2010). Para minimizar a agregacdo dos polissacarideos em solugéo
aguosa, Freitas et al., (2005) demonstraram que, alteracfes nas condicdes de preparo
das solucdes de xiloglucana de H. courbaril, tais como um aquecimento a 85°C seguido
de resfriamento, resultavam em drastica reducéo nos valores de M,,, de 1,5 x 10° para
8,7 x 10° g/mol. Yuguchi; Hirotsu e Hosokawa (2005) obtiveram resultados semelhantes
de M., de 8,65 x 10° para xiloglucanas de T. indica de origem comercial.

As xiloglucanas de C. langsdorffii, H. courbaril e T. indica foram analisadas por
ressonancia magnética nuclear de **C. As anélises de RMN de *C confirmaram a
presenca de xiloglucanas nas fracbes XGC, XGJ e XGT. A Figura 15 é uma
representacdo esquematica de um oligossacarideo de xiloglucana. Na parte superior
desta figura as indicacbes das letras “a@”, “b” e “c” referenciam a posicdo do
monossacarideo que foi utilizado para atribuicdo dos sinais, que estdo indicados na
Tabela 2. Os espectros obtidos foram similares entre si e podem ser observados nas
Figuras 16A, 17A e 18A e a atribuigédo dos sinais da regido anomérica e de carbonos do
tipo —CH, de cada polimero estdo indicados na Tabela 2. Os espectros de RMN de *3C
das xiloglucanas XGC, XGJ e XGT apresentam trés sinais na regido de carbono

anomerico (6 110 - 90).
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FIGURA 16 — PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC-MALLS/RI PARA AS XILOGLUCANAS OBTIDAS DAS
SEMENTES DE (A) C. langsdorffii (XGC), (B) H. courbaril (XGJ) E (C) T. indica (XGT)

FONTE: O autor (2010).

NOTA: RI- detector diferencial de indice de refracao indicado em azul; MALLS- detector de espalhamento
de luz laser em multidngulos-angulo, 90° indicado em vermelho (fase mével: NaNO, 0,1M e 200 ppm
NaNs3; fluxo: 0,6 mL/min).
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Os sinais em aproximadamente & 104, 102 e 98 referem-se as unidades B-D-
Galp; B-D-Glcp e a-D-Xylp, respectivamente (YORK et al., 1993; LIMA et al.,, 1995;
FREITAS, 2000; BUSATO; VARGAS-RECHIA; REICHER, 2001; SUMATHI; RAY 2002).
Na regido de 6 67-61 dos espectros das xiloglucanas, os sinais em aproximadamente, &
66,4 e & 66,8 puderam ser atribuidos ao C-6 de unidades de B-D-Glcp substituidas e em
d 60,3 para C-6 de unidades de B-D-Galp livres. A partir dos dados da literatura, os
sinais em 6 61,1, 61,3, e 61,6 podem ser atribuidos ao C-5 de a-D-Xylp, nas posi¢coes b,
C e a, as quais estao representadas e indicadas na Figura 17 (YORK et al., 1993; LIMA
et al., 1995; FREITAS, 2000; BUSATO; VARGAS-RECHIA; REICHER, 2001).

a b C
[—>4-B-D-Glc-1-] [->4-p-D-Glc-1-] [>4-p-D-Glc-1-] [>4-B-D-Glc-1-]
6 6 (f
1 1 1
o-D-Xylp o-D-Xylp o-D-Xylp
2 2
]

B-D-Galp* B-D-Galp*

FIGURA 17 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DE UM OLIGOSSACARIDEO DE
XILOGLUCANA.
FONTE: O autor 2010

TABELA 2 — ATRIBUICAO DOS SINAIS DO ESPECTRO DE RMN-*C PARA AS XILOGLUCANAS DE
H. courbaril, C. langsdorffii E T. indica.

3 (ppm)
Monossacarideo C-1 -CH,

XGC XGJ XGT XGC XGJ XGT
B-Glc, ? 102,26 102,29 102,28 66,44 66,43 66,45
B-Glc, b 102,26 102,29 102,28 66,87 66,85 66,94
a-Xyl, ? 98,78 98,90 98,85 61,67 61,65 61,69
a-Xyl,° 98,78 98,90 98,85 61,12 61,11 61,16
a-Xyl, b 98,78 98,90 98,85 61,29 61,30 61,34
B-Gal, 104,34 104,34 104,35 60,37 60,32 60,41

FONTE: O autor (2010).
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FONTE: O autor (2010)
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Parte das xiloglucanas XGC, XGJ e XGT foram submetidas a modificacdo
enzimatica para remoc¢do das unidades de galactose e também foram reservadas para
a utilizacdo nos experimentos de atividade bioloégica em macrofagos peritoneais de

camudongo.

5.2 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DAS XILOGLUCANAS
DESGALACTOSILADAS

Muitos estudos tém sido realizados com a utlizagdo de xiloglucanas
parcialmente degradadas como veiculos para liberacdo controlada de farmacos, com
diversas formas de administragdo (MIYAZAKI et al.,, 1998; SUISHA et al., 1998;
KAWASAKI et al., 1999; MIYAZAKI et al., 2001; TAKAHASHI et al.,, 2002). Nestes
trabalhos, estes polissacarideos foram modificados através da remocéo de unidades de
galactose, o que resultou em um polimero com propriedades geleificantes satisfatorias
para a sua aplicacdo farmacologica. Entretanto, os efeitos bioldgicos destas
xiloglucanas desgalactosiladas nao foram reportados na literatura.

Com o intuito de realizar modificagdes nas xiloglucanas de reserva para avaliar
a influéncia destas alteracdes no perfil de atividade biol6gica usando macréfagos
peritoneais de camundongo, as fracdes nativas XGC, XGJ e XGT foram submetidas a
um processo de desgalactosilagdo, com a enzima p-galactosidase, as quais foram
denominadas, respectivamente, XGCd, XGJd XGTd, onde “d” refere-se ao material
desgalactosilado. As xiloglucanas modificadas foram analisadas quanto ao rendimento,
teor de acUcar total, proteina e composicdo monossacaridica (Tabela 3).

A partir dos dados da Tabela 3 pode-se observar que as fracdes modificadas
permaneceram com alto teor de carboidratos totais e baixos valores de proteina.
Conforme esperado, ao analisar a composicdo monossacaridica, 0os polissacarideos
obtidos a partir do tratamento enzimatico apresentaram reducdo na quantidade de
unidades de galactose em relacdo aos polimeros nativos, em aproximadamente 70%,
76% e 60% para as fracbes XGJd, XGCd e XGTd, respectivamente. A utilizacdo do

protocolo modificado, no qual se utilizou uma quantidade superior de enzima mostrou-



85

se satisfatorio. De acordo com a literatura, a utilizacdo do método proposto por
SHIRAKAWA, YAMATOYA, NISHINARI (1998), promove a remoc¢do 35-40% de
unidades de D-galactose, resultado este inferior ao obtido para os polissacarideos
XGJd, XGCd e XGTd utilizando o protocolo proposto por Busato et al. (2009).

TABELA 3 — RENDIMENTO, CONTEUDO DE CARBOIDRATOS E PROTEINAS E COMPOSICAO
MONOSSACARIDICA DAS XILOGLUCANAS DE H. courbaril, C. langsdorffii E T. indica APOS
TRATAMENTO COM B-GALACTOSIDASE.

Composicdo Monossacaridica’
(%)

Fracbes Rendimento (%)*  Acucar total (%)° Proteina (%)° Ara Xyl Gal Glc
XGJd 57,1 98,5 12 1,4 42,6 29 52,8
XGCd 55,9 90,2 4,2 2,2 43,3 4,7 49,3
XGTd 59,0 94,5 3,9 23 40,4 55 51,9

FONTE: O autor (2010).

(a): em relacéo ao polissacarideo nativo.

(b): Método de DUBOIS et al., (1956)

(c): Método de HARTREE (1972)

(d): Acucares neutros analisados por GLC, na forma de acetatos de alditéis.

As anélises de ressonancia magnética nuclear de *3C para as fragdes XGCd,
XGJd e XGTd corroboram com os resultados obtidos na composicdo monossacaridica.
Pode-se comparar o efeito da remocédo das unidades de galactose nos espectros de
RMN de **C, os quais estdo demonstrados na Figura 16B, 17B e 18B. Na regi&o de
carbono anomérico, a reducdo na intensidade dos sinais em & 104,3 confirma a
remocao de unidades de B-D-Galp nas fracdes XGCd, XGJd e XGTd. De acordo com a
literatura (YORK et al., 1996), pode-se atribuir os sinais em & 102,6 para o C-1 de
unidades de B-D-Glcp substituidas em O-6 por unidades de a-D-Xylp ndo substituidas
das xiloglucanas desgalactosiladas de C. langsdorffii, H. courbaril e T. indica. O
aparecimento dos sinais em & 99,4, 6 99,4 e 6 99,6, para os polissacarideos XGCd,
XGJd e XGTd, respectivamente, provavelmente se referem ao C-1 de terminais néo
redutores de a-D-Xylp.

Pode-se observar que os sinais atribuidos para os C-5 unidades de a-D-Xylp
apresentaram intensidades reduzidas nos espectros de XGCd, XGJd e XGTd, quando
comparado com os das xiloglucanas nativas. Pode-se observar para os polissacarideos

desgalactosilados a diminuicdo da intensidade dos sinais em & 61,1, oS quais se
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referem as unidades de xilose substituidas por galactose, bem com, o aumento da
intensidade do sinal em & 61,7, sendo este atribuido as unidades de xilose que estéo

presentes como terminais nao redutores (BUSATO, 2004).

5.3 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DA XILOGLUCANA ESTRUTURAL DAS
FOLHAS DE C. langsdorffii

Ap6s a obtengcdo das xiloglucanas de reserva nativas e modificadas das
sementes de C. langsdorffii, H. courbaril e T. indica, partiu-se para o isolamento de
xiloglucana estrutural das folhas de C. langsdorffii para avaliar efeito deste polimero na
resposta biolégica de macréfagos peritoneais quanto a producéo de NO°.

Conforme j& ilustrado no fluxograma (pagina 60), apdés a remocdo de
pigmentos, lipideos e lignina, as folhas selecionadas foram submetidas a uma extragédo
aguosa, fornecendo a fracdo FC1 e a extra¢cdes alcalinas sequenciais (KOH 1M e KOH
4M) obtendo-se as fragcdes de hemicelulose A (FCHAl, FCHA2, FCHA3, FCHA4,
FCHA5 e FCHAG) e hemicelulose B (FCHB1, FCHB2, FCHB3, FCHB4, FCHB5 e
FCHBS6).

Como ja foi relatado na literatura, xiloglucanas fucosiladas podem ser obtidas
da parede celular vegetal a partir da purificacdo das fracbes de hemicelulose B
extraidas com KOH 4M (FRY, 1989; VIERHUIS et al.,, 2001; BUSATO; VARGAS-
RECHIA; REICHER, 2001). Para garantir que o sobrenadante, referente a fracao
FCHB4, ndo apresentasse hemicelulose A em suspensdo, o material foi submetido a
centrifugacéo e filtragdo em membrana de 0,45 ym. Apds a redugédo de volume, o
sobrenadante foi precipitado com etanol, ressuspendido em agua destilada, dialisado e
liofilizado.

Ao avaliar a composicdo monossacaridica (Tabela 4) das fracbes
correspondentes as hemiceluloses observaram-se a presenca de glucose, xilose,
galactose e fucose, sugerindo a ocorréncia de xiloglucanas em diferentes fracbes. A
fracdo de hemicelulose B, obtida na primeira extracdo com KOH 4M (FCHB4) foi

escolhida para isolamento da xiloglucana estrutural, devido ao seu rendimento de 2,6%
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e por apresentar maior propor¢cdo de Glc, Xyl, Gal e Fuc, o que caracterizaria a
presenca de xiloglucanas provenientes de parede celular (HAYASHI, 1989, CARPITA,
Mc CANN, 2000, BUSATO; VARGAS-RECHIA; REICHER, 2001). A presenca de
manose, arabinose, acido urdnico e elevados percentuais de xilose nesta fracao
sugerem a presenca de outros polissacarideos, além da xiloglucana. As extracfes
alcalinas que permitem a solubilizagdo de xiloglucanas resultam também na extracéo de
outros polissacarideos como as arabinanas, arabinogalactanas, galacturonanas e
xilanas acida (CARPITA; McCANN, 2000, COSGROVE, 2005; SCHELLER; ULVSKOV;
2010).

TABELA 4 — RENDIMENTO E COMPOSIGCAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES OBTIDAS DAS
FOLHAS DE C. langsdorffii

Composi¢do Monossacaridica (%)*

Fracdes Rendimento” Rha  Fuc Ara Xyl Man Gal Glc AU°

FC1 0,3 4,7 - 24,8 5,9 11,6 225 30,5 nd
FCHAl 4,1 3,0 - 180 404 109 120 158 nd
FCHB1 1,3 49 - 28,1 358 7,3 18,5 54 nd
FCHA2 3,6 0,6 - 10,7 54,7 12,7 9,3 12,0 nd
FCHB2 1,3 4,5 - 27,0 39,2 6,9 15,5 7,0 nd
FCHA3 1,6 1,7 - 10,0 63,2 55 51 14,5 nd
FCHB3 2,9 25 - 18,7 54,0 4,2 11,0 9,6 nd
FCHA4 3,0 11 - 4,3 85,6 3,3 2,8 2,8 nd
FCHB4 2,6 1,0 2,7 17,4 36,0 34 120 175 10,0
FCHAS 1,7 1,3 - 8,8 75,4 4,3 4,5 57 Nd
FCHB5 2,2 25 15 26,0 44,0 1,8 7,8 13,0 34
FCHAG 14 1,7 - 12,4 69,6 52 6,2 4,9 Nd
FCHB6 1,9 24 0,9 26,7 40,2 29 9,2 9,3 8,4

FONTE: O autor (2010)

(a): Agucares neutros analisados por GLC, na forma de acetatos de alditdis.
(b) Em relagéo as folhas deslignificadas

(c): Dosagem colorimétrica (FILISETTI-COZZI; CARPITA, 1991)

nd: ndo determinado

AU: Acido urénico

A fracdo FCHBA4 foi analisada por HPSEC-MALLS/RI/UV. Um perfil de eluicéo
multimodal foi obtido, como mostrado na Figura 21. O detector de espalhamento de luz

apresenta um pico com um “ombro”, observado no tempo de eluicdo entre 35 a 45 min.

O perfil de elui¢cdo obtido pelo indice de refracdo sugere a presenca de trés familias de
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polimeros. O detector de ultravioleta (A 280 nm) mostrou um pico pronunciado, no
tempo de eluicdo entre 40 a 60 min, provavelmente devido a presencga de proteina na
amostra. Este resultado estd de acordo com os dados de dosagem colorimétrica que
indicaram que a amostra apresenta 9,8% de proteinas.
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FIGURA 21- PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC-MALLS/RI/UV DA FRACAO FCHB4 OBTIDA DAS
FOLHAS DE C. langsdorffii

FONTE: O autor (2010)

NOTA: RI- detector diferencial de indice de refracao indicado em azul; MALLS- detector de espalhamento
de luz laser em multidngulos-angulo, 90° indicado em vermelho; UV- detector de ultravioleta indicado em
verde (fase movel: NaNO, 0,1M e 200 ppm NaNjs; fluxo: 0,6 mL/min).

Para purificacdo da xiloglucana estrutural a partir da fragdo FCHB4, utilizou-se o
procedimento ja ilustrado no fluxograma da Figura 14 (pagina 62).

A cromatografia de troca i6nica é o processo de purificagdo mais usual para
obtencdo de xiloglucana estrutural (VINCKEN et al., 1996; VIERHUIS et al., 2001;
BUSATO; VARGAS-RECHIA; REICHER, 2001; DING et al.,, 2003, LI; SAKURAI,
NEVINS, 2009). Para remocdo de proteinas, pigmentos e polissacarideos &acidos
presentes na amostra, a fracdo FCHB4 foi submetida a cromatografia de troca idnica
em gel de celulose de fraca troca i6nica, DEAE-SEPHACEL (Pharmacia Biotech), que
apresenta como grupo trocador o ion dietilaminoetil. A fracdo obtida por eluicdo com

tampéao foi denominada FCHB4DS e obteve-se rendimento de 38% em relacdo a fracdo
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FCHBA4. Posteriormente o gel foi eluido com uma solucédo de NaCl 4M para a remogao
da fracéo ligada, denominada FCHB4NaCl, a qual apresentou rendimento de 58% em
relacdo a fracdo FCHB4. As fracdes obtidas foram avaliadas quanto ao contetdo de
acucar total e proteina e composicdo monossacaridica (Tabela 5).

A analise da composi¢cdo monossacaridica da fracdo FCHB4DS indica que, o
processo de troca ibnica foi eficiente, pois esta fragcdo apresentou aumento na
proporcdo de glucose, xilose e fucose, quando comparada a fracdo nativa, enquanto
que a fracdo eluida com NaCl 4M (FCHB4NaCl) apresentou maior conteudo de

unidades de arabinose e acido urdnico.

TABELA 5 — RENDIMENTO, CQNTEUDO DE CARBOIDRATOS, PROTEINAS E COMPOSIQ/E\O
MONOSSACARIDICA DAS FRACOES OBTIDAS APOS PROCESSO DE PURIFICACAO DA FRACAO
FCHB4 OBTIDA DAS FOLHAS DE C. langsdorffii

Composi¢do Monossacaridica (%) *

Rendimento (%)  AcUcar Proteina

Fracdes total® % Y05 Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc AU
FCHB4 2,6° 81,1 9,8 10 2,7 174 360 34 12,0 175 10,0
FCHB4DS 38,0' 98,5 1,5 10 50 19 417 16 96 365 34
FCHB4NaCl 57,8' 41,3 10,0 4,5 - 519 148 15 100 80 94
FCHB4DS2 33,0 Nd Nd tr 56 20 470 11 86 329 21
SFHB4 6,7' Nd Nd 1,7 05 112 279 12 19,3 382 Nd
PFHB4 16,7’ 98,0 1,0 - 46 13 342 20 135 443 Tr

FONTE: O autor (2010).

(a): Acucares neutros analisados por GLC, na forma de acetatos de alditéis.
(b): Dosagem colorimétrica (FILISETTI-COZZI; CARPITA, 1991)

(c): Método de DUBOIS et al., (1956)

(d): Método de HARTREE (1972)

(e): Em relacéo as folhas deslipidificadas

(f): Em relagéo a fracdo FCHB4

tr: tracos

nd: ndo determinado

AU: Acido urdnico

No espectro de RMN de *3C (Figura 22A), a fracdo FCHB4 apresenta sinais em
6 107,5-107,2 ppm, os quais podem ser atribuidos ao C-1 de unidades de arabinose
furanosidicas (HOIJE et al., 2006). Entretanto, estes sinais nido estio presentes na
fracdo FCHB4DS, corroborando com resultado obtido na composi¢cdo monossacaridica,
no qual se verifica a redugcédo de 89% do teor de arabinose da fragdo FCHB4 (17,4%)
para fragdo FCHB4DS (1,9%).



1018

= 20 10 pom
AR
& |‘
| & /
U 1
T T T T T T T T T T T 1
105 100 95 20 85 80 75 70 65 60 55 ppm
B
=
: o]
z|
=
«© : |
~— |
=) X
| 8 o
| =]
@' @ ' o @©
= = !
T : l 20 ppm
| V.| | v '1 1
@ |
| ) o
’ b
[*=} |
5 |
T T T T T T T T T T T 1
105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 ppm

FIGURA 22 — ESPECTRO DE RMN DE **C DAS FRACOES (A) FCHB4 E (B) FCHB4DS OBTIDAS DAS
FOLHAS DE C. langsdorffii SOLUBILIZADASEM D,0 E ANALIZADAS A 70°C
FONTE: O AUTOR (2010)
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Baseados na literatura foram atribuidos os sinais da regido anomeérica para
fracdo FCHB4DS (Tabela 6), os quais se apresentaram caracteristicos de uma
xiloglucana estrutural (BUSATO; VARGAS-RECHIA; REICHER, 2001; KAI, 2009;
PAREDES, 2009). Em campo alto pode-se atribuir sinais em 4 16,8 ppm e & 15,9 ppm,

para o grupo metil das unidades de ramnose e fucose respectivamente (Figura 22B).

TABELA 6 — DESLOCAMENTOS QUIMICOS (5) DA REGIAO ANOMERICA DA XILOGLUCANA
PRESENTE NA FRACAO FCHB4DS E PFHB4 OBTIDAS DAS FOLHAS DE C. langsdorffii

Unidade monossacaridica 8 (ppm)
FCHB4DS PFHB4
B-D-Galactose terminal 104,4 104,8
B-D-Galactose substituida 103,2 103,2
B-D-Glucose 102,3 102,2
B-D-Glucose substituida 101,6 101,4
a-L-Fucose 99,4 100,0
a-D-Xilose terminal 98,4 98,8
a-D-Xilose substituida 97,5 97,5

FONTE: O autor (2010).

Além das atribuicbes nos carbonos anoméricos, foi possivel assinalar alguns
sinais de -CH, caracteristicos de xiloglucanas, com base no espectro de RMN **C-
DEPT onde estes sinais aparecem invertidos (BUSATO; VARGAS-RECHIA; REICHER,
2001). Os sinais em 6 66,2, 5 60,2, 6 61,5 e 6 61,0 ppm podem ser atribuidos aos C-6
das unidades de glucose, galactose substituida, galactose terminal e para o C-5 das
unidades de xilose, respectivamente.

O perfil de eluicho por HPSEC-MALLS/RI/UV da fragdo FCHB4DS esta
mostrado na Figura 23A. Verifica-se a presenca de um pico principal detectado pelo RI,
com a base bastante alargada, o qual é parcialmente coincidente com o sinal do
detector MALLS. Este apresenta um pico com um pequeno ‘ombro”, o que sugere a
presenca de duas familias de polimeros de alta massa molar. O perfil obtido pelo
detector de ultravioleta (A 280 nm) mostra que ndo ha quantidade significante de
proteinas nesta fragdo, este dado corrobora com o obtido na dosagem colorimétrica
(1,5%). No entanto, a fracdo que ficou retida no gel e que foi obtida apds eluicdo com
solucdo de NaCl (FCHB4NaCl) apresentou como monossacarideo majoritario a
arabinose, além de um alto teor de proteina, dado confirmado pelo detector de
ultravioleta (A 280 nm) (Figura 23B e Tabela 5).
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FIGURA 23 — PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC-MALLS/RI PARA AS FRACOES OBTIDAS DAS
FOLHAS DE C. langsdorffi POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA (A) FCHB4DS E (B)
FCHB4NACL

FONTE: O autor (2010).

NOTA: RI- detector diferencial de indice de refracao indicado em azul; MALLS- detector de espalhamento
de luz laser em multidngulos-angulo, 90° indicado em vermelho; UV- detector de ultravioleta indicado em
verde (fase mével: NaNO, 0,1M e 200 ppm NaNs; fluxo: 0,6 mL/min).

Este resultado pode sugerir a presenca de arabinogalactana-proteina (AGP). A
andlise por difusdo radial em gel de agarose na presenga do reagente de Yariv (B-
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glucosil), que reage com AGP indicou a presenca de 1,5% deste polimero na fragédo
analisada (Figura 24). Outros estudos ja relataram a presenca deste polimero em
fracOes extraidas de parede celular vegetal (POPPER; FRY, 2008; ARNOUS; MEYER,
2009; BOUGHANMI et. al; 2010). MOORE et al. (2006) utilizaram a técnica de
imunocitoquimica para localizar AGPs em folhas de Myrothamnus flabellifolius (MOORE
et al., 2006).

FCHB4NaCl padrio FCHB4NaCl Padrio
! 1 iyt !

5mg/mL 02548  5mg/mL 0,25 pg

10mg/mL  05Mg  10mg/mL (5 g

v

25mg/mL  1pg 25mg/mL  1,g

50 mg/mL
8 2 g 50 mg/mL e

. pm— ]

100 mg/mL 3 g 100 mg/mL 3 pg

< d.i. correspondente a difusdo da AGP

FIGURA 24 — GEL DE AGAROSE COM O REAGENTE B-GLUCOSIL YARIV PARA A DETECQAO DE
ARABINOGALACTANA-PROTEINAS DA FRA(}AO FCHB4ANACL OBTIDA DAS FOLHAS DE C.
langsdorffii

FONTE: O Autor (2010)

NOTA: Foi utilizado como padrao a goma arabica (Sigma) nas massas indicadas

Embora o método de troca ibnica tenha sido eficiente na remocao de pigmentos
e proteina, a amostra resultante ndo se apresentou homogénea e exibe ainda acido
urénico e elevado conteudo de xilose, 0 que sugere a presenca de xilana acida (Tabela
5). Este polissacarideo ja foi amplamente descrito na literatura por estar presente na
parede celular de vegetais superiores (RAY et al., 2004; COSGROVE, 2005; POPPER,;
FRY et al., 2008; YORK; O'NEILL; 2008; SCHELLER; ULVSKOV; 2010).

Na tentativa de eliminar o polissacarideo acido presente na fracdo FCHB4DS e

obter a xiloglucana pura, esta foi novamente eluida em gel de troca ibnica DEAE
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Sephacel. Entretanto, a repeticdo deste método foi ineficiente, pois, a fragéo resultante
FCHB4DS2, apresentou xilose como monossacarideo majoritario.

A fracdo FCHB4DS2 foi tratada com solucédo de Fehling (JONES; STOODLEY,
1965). Este procedimento forneceu duas fracdes, a fracdo precipitada com o reativo de
Fehling (PFHB4) e o sobrenadante (SFHB4).

De acordo com a composi¢cdo monossacaridica obtida (Tabela 5), pode-se
observar que o método foi eficiente no fracionamento dos polissacarideos presentes na
fracdo FCHB4DS2. Ambas as fracBes apresentam composicdes que indicam a
presenca de xiloglucanas. Entretanto, a fracdo PFHB4 apresentou maior rendimento
(16,7% em relacdo a FCHB4), maior percentual de fucose e menor de arabinose e
manose quando comparada com a fracdo SBHB4 (rendimento de 6,7% em relacdo a
FCHB4). Busato, Vargas-Rechia e Reicher (2001) isolaram e caracterizaram uma
xiloglucana estrutural das folhas de H. courbaril e também observaram a presenca
destes monossacarideos em pequenas proporcoes.

Na Figura 25 pode-se observar o perfil de eluicdo da fracdo PFHB4, onde se
pode observar um pico proeminente detectado pelo RI, a deteccdo por espalhamento
de luz, a qual pode indicar o tamanho da molécula, ndo se mostrou nitida, sugerindo
que o polissacarideo seja pequeno, impossibilitando assim, uma boa resolucdo na
deteccéao.

Pode-se atribuir, através do espectro de *C (Figura 26), os sinais da regido
anomeérica para fragdo PFHB4 (Tabela 6), 0os quais se apresentaram caracteristicos de
xiloglucana estrutural (BUSATO; VARGAS-RECHIA; REICHER, 2001; KAI, 2009;
PAREDES, 2009). A atribuicdo dos sinais no espectro de **C foi semelhante ao
realizado para fracdo FCHB4SD, entretanto, em campo alto, observou somente um
sinal em 5 16,0 ppm, referente ao grupamento metil das unidades de fucose, e nao foi
observado sinal referente a ramnose. Este dado corrobora com a composi¢ao
monossacaridica obtida para esta fracdo, como observado na Tabela 5, mostrando que

a utilizacao de solucdo de Fehling foi eficiente para purificacdo da amostra.
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FIGURA 25— PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC MALLS/RI PARA A FRACAO PFHB4, OBTIDA PELA
PRECIPITACAO DA FRACAO FCHBH4DS2 COM REATIVO DE FELHING

FONTE: O autor (2010).

NOTA: RI- detector diferencial de indice de refracdo indicado em azul; MALLS- detector de espalhamento
de luz laser em multidngulos-angulo, 90° indicado em vermelho (fase movel: NaNO, 0,1M e 200 ppm
NaN;
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FIGURA 26 — ESPECTRO DE RMN DE *C DAS FRACOES PFHB4 OBTIDAS DAS FOLHAS DE C.
langsdorffii SOLUBILIZADAS EM D,0 E ANALIZADAS A 70°C
FONTE: O autor (2010).
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O polissacarideo PFHBA4 foi utilizado para teste in vitro em macréfagos, quanto
seu efeito na viabilidade celular e na producdo de NO®. A Tabela 7 compila as
informacdes as fracOes de xiloglucanas obtidas, as quais foram utilizadas em testes in

vitro de atividade biol6gica em macrofagos peritoneais de camundongos.

TABELA 7 — COMPILACAO DAS CARACTERISTICAS DAS FRACOES DE XILOGLUCANAS
UTILIZADAS NOS TESTES DE ATIVIDADE BIOLOGICA

Proporcdao Monossacaridica

Caracteristica da Sigla.  Glc : Xyl : Gal : Fuc

Espécie utilizada Fonte da xiloglucana xiloglucana

o Reserva XGC 4 .25 : 16 : 0
.. Cotilédones -

C. langsdorffii Modificada XGCd 4 :35:04: O
Folhas Estrutural PFHB4 4 : 3,1 : 1,2 : 04
H. courbaril Cotilédones Reste.rva XG 4 2271120
Modificada XGJd 4 :32:02: 0
T indica Cotilédone Reserva XGT 4 2,7 : 1,1 : 0
Modificada XGTd 4 :31:04: O

FONTE: O autor (2010)

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE IMUNOMODULADORA DAS XILOGLUCANAS
ISOLADAS

As xiloglucanas provenientes das sementes de C. langsdorffii, H. courbaril e T.
indica, denominadas respectivamente, XGC, XGJ, XGT e suas respectivas fracoes
desgalactosiladas, XGCd, XGJd e XGTd, bem como, a xiloglucana estrutural
proveniente das folhas de C. langsdorffii (PFHB4) foram avaliadas quanto a capacidade
de atuarem como modificadores da resposta biolégica (BRM). Portanto, fez-se
necessario avaliar primeiramente a viabilidade celular de macréfagos tratados com as
xiloglucanas em diferentes concentragdes, para determinar doses nao toxicas utilizadas

Nnos experimentos posteriores.
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5.4.1 Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi determinada em periodos de incubacgéo de 2 e 48 h, de
acordo com os experimentos propostos. Como a viabilidade celular para XGC e XGJ ja
havia sido previamente determinada (ROSARIO et al., 2008), no presente estudo, foi
avaliada a viabilidade celular para XGT nas concentracdes 10 - 100 pg/mL.

Pode-se observar na Figura 27 que em todas as concentracdes testadas XGT
ndo exibiu citotoxidade em macréfagos quando incubados por 2 e 48 h.
Surpreendentemente, este polissacarideo indicou aumentos significativos na
viabilidade, atingindo aproximadamente 20% na maxima concentracdo testada (100
pug/mL). Este aumento na viabilidade pode ser explicado pela utilizacdo do método MTT,
ja que macrofagos ativados interferem nesta metodologia causando uma
superestimacdo do numero de células. Ja foi descrito que macrofagos ativados sdo
capazes de produzir mais azul de formazan a partir de sais de NBT quando
comparados a células ndo ativadas, além disso, macréfagos ativados modificam seu
metabolismo, quando comparados aos macréfagos quiecentes, e expressam em maior
proporcao iINOS (6xido nitrico sintase induzivel), a qual esta envolvida na redugédo do
MTT (POZZOLINI et al., 2003).

Os resultados sugerem certa “protecao” das células pelo XGT, uma vez que a
interferéncia quimica do polimero no método é descartada, considerando que,
estruturalmente, esta molécula ndo é capaz de fornecer elétrons para redugéo do MTT
a formazana. Esta reacao resultaria no aumento da absorbancia e consequentemente
seria evidenciado o aumento na viabilidade celular

A analise da viabilidade celular de macrofagos da cavidade peritoneal na
presenca dos polissacarideos desgalactosilados, esta ilustrada nos graficos na Figura
28. Pode-se observar que, no tempo de incubacdo de 2 h, na maxima concentracao
testada, os polissacarideos XGCd e XGJd apresentaram citotoxidade ocasionando

decréscimo de aproximadamente 10% na viabilidade celular (Figura 28A).
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FIGURA 27 — EFEITO DA XILOGLUCANA XGT PROVENIENTE DAS SEMENTES DE T. indica SOBRE
A VIABILIDADE CELULAR DE MACROFAGOS.

FONTE: O Autor (2010)

NOTA: Viabilidade celular determinada pelo teste do MTT. Macrofagos aderentes foram incubados por 2
h (A) e por 48 h (B) na presenca da xiloglucana XGT nas concentra¢des indicadas. Os resultados estéo
expressos como média + EP de trés experimentos independentes, cada um em triplicata. Apds a
incubacéo o MTT foi removido e adicionou-se DMSO. A absorbancia foi medida em 550 nm. 100% de
viabilidade corresponde a viabilidade determinada para as células incubadas em meio MEM. ** g ***
Diferenca significativa do meio MEM: (p< 0,02) e (p< 0,01), respectivamente.

Esta pequena alteracdo na viabilidade foi semelhante ao observado com 0s
polissacarideos nativos (ROSARIO et al., 2008). Porém, comparando o efeito no tempo
de incubacao de 48 h (Figura 28B) observa-se que os polissacarideos XGJd e XGTd
mostraram-se citotoxicos para as células a partir da menor concentracdo testada,
diminuindo a viabilidade celular em torno de 20%, atingindo aproximadamente 40%
quando tratados com 100 pg/mL.

A citotoxicidade exibida por XGJd foi semelhante a observada para o polimero
nativo XGJ, que diminuiu a viabilidade celular em 40% na concentracéo de 100 pg/mL
(ROSARIO et al., 2008). Diferentemente de XGT, a fracdo XGTd apresentou-se
citotoxica para os macréfagos, sugerindo que a remocao das unidades de galactose
deste polimero sdo determinantes para este efeito. Entretanto, o polimero XGCd néao
mostrou-se ser citotoxico nas concentragbes e condicbes testadas, resultado

semelhante ao obtido para fracdo nativa (ROSARIO et al., 2008).
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FIGURA 28 — EFEITOS DAS XILOGLUCANAS DESGALACTOSILADAS XGCD, XGJD E XGTD
PROVENIENTES DAS SEMENTES DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica SOBRE A VIABILIDADE
CELULAR DE MACROFAGOS NO PERIODO DE INCUBACAO DE (A) 2 HE (B) 48 H

FONTE: O autor (2010).

NOTA: Viabilidade celular determinada pelo teste do MTT. (A) Macréfagos aderentes foram incubados
por 2 h na presenca das xiloglucanas XGCd, XGJd e XGTd nas concentra¢cfes indicadas. Os resultados
estao expressos como média + DP de trés experimentos independentes, cada um em quadruplicata. (B) -
Macrofagos aderentes foram incubados por 48 h na presenca das xiloglucanas XGCd, XGJd e XGTd nas
concentracgdes indicadas. Os resultados estdo expressos como média + DP (n = 10) de trés experimentos
independentes, dois em triplicata e um em quadruplicata. Apds a incubacdo o MTT foi removido e
adicionou-se DMSO. A absorbancia foi medida em 550 nm. 100% de viabilidade corresponde a
viabilidade determinada para as células incubadas em meio MEM. *, ** *** Diferenca significativa do meio
MEM: (p < 0,05), (p< 0,02), (p= 0,01) respectivamente.
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Os resultados de viabilidade celular de macrofagos tratados com a xiloglucana
estrutural extraida das folhas de C. langsdorffii nas concentragbes 10-100 pg/mL,
incubadas por 48 h, estdo mostrado na Figura 29. Pode-se observar no grafico a
reducdo da viabilidade celular de aproximadamente 23% na maxima concentracao

testada.
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FIGURA 29 — EFEITO DA XILOGLUCANA PFHB4 OBTIDA DAS FOLHAS DE C. langsdorffii SOBRE A
VIABILIDADE CELULAR DE MACROFAGOS NO PERIODO DE INCUBA(;AO DE 48 H.

FONTE: O autor (2010)

NOTA: Viabilidade celular determinada pelo teste do MTT. Macréfagos aderentes foram incubados por
48 h na presenca da xiloglucana PTHB4 nas concentragfes indicadas. Os resultados estdo expressos
como média + DP (n = 09) de trés experimentos independentes em triplicata. Apds a incubacdo o MTT foi
removido e adicionou-se DMSO. A absorbéncia foi medida em 550 nm. 100% de viabilidade corresponde
a viabilidade determinada para as células incubadas em meio MEM. * e ** Diferenca significativa do meio
MEM: (p < 0,05) e (p< 0,02) respectivamente.

Para os testes subsequentes, foram utilizadas as concentragfes de 25, 50 e 100
pg/mL, para o tempo de incubacédo de 2 h, para as fragdes XGC, XGJ, XGT e suas
respectivas fracbes desgalactosiladas. Para o tempo de incubacdo de 48h, foram

testadas as concentragdes de 10, 25 e 50 pg/mL para todas as fragoes.
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5.4.2 Atividade fagocitica

7 bY

A fagocitose € o primeiro passo na resposta de macrofagos a invasdo de
microorganismos. O processo de ativacao destas células pode desencadear o aumento
deste mecanismo de defesa. Para verificar este parametro, macrofagos peritoneais de
camundongos, aderentes em laminulas de vidro, foram tratados com os polissacarideos
nativos e modificados, em diferentes concentracdes. Apdés 48h, as células foram
incubadas com leveduras na propor¢ao de 10 leveduras para cada macréfago, por 1 h.
Nas laminulas coradas foram contados 200 macréfagos e o numero de leveduras
fagocitadas, os resultados foram expressos pela razdo do numero de leveduras
fagocitadas por macréfago. Na Figura 30 pode-se verificar que o polissacarideo XGT foi
capaz de ativar essa via na menor concentracao testada, aumentando a fagocitose em
26%.

Este aumento na atividade fagocitica por xiloglucana proveniente de sementes
de T. indica também foi obtido por Pauly; Freis; Pauly (1999). Neste trabalho os autores
trataram monadcitos humanos com este polissacarideo, na concentracdo de 160 pg/L e
observaram aumento de 58 % na fagocitose. Corroborando com o resultado obtido
neste trabalho, a xiloglucana de T. indica (5 pug/mL) também aumentou a atividade
fagocitica em neutrofilos coletados de pacientes que apresentavam leucemia
linfoblastica aguda (SREELEKHA et al., 1993). Neste experimento utilizando células
tratadas com xiloglucanas foi observado um indice de fagocitose de ~1,3, valor que
expressa 0 numero de leveduras fagocitadas por 100 neutréfilos tratados com
polissacarideos em relagdo ao numero de leveduras fagocitadas por neutréfilos nao
tratados (SREELEKHA et al., 1993).
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FIGURA 30 — ATIVIDADE FAGOCITICA DE MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS
EXPOSTOS AS XILOGLUCANAS NATIVAS (A) E MODIFICADAS(B) OBTIDAS DAS SEMENTES DE C.

langsdorffii, H. courbaril E T. indica.
FONTE: O autor (2010).

NOTA: Atividade fagocitica. Macréfagos peritoneais de camundongos foram expostos por 48 h a 37 °C e
5% de CO2 aos polissacarideos (A) XGC, XGJ e XGT e (B) XGCd, XGJd e XGTd nas concentracdes
indicadas e, em seguida, incubados por 1 h com leveduras na proporgdo 5:1. O nimero de leveduras
fagocitadas/ macréfago foi obtido por contagem em microscopio 6ptico. Como controle negativo foi
utilizado apenas meio de cultura MEM. Os resultados estdo expressos como média. EP (n = 2, sendo

cada experimento em triplicata). * Diferenca significativa do meio MEM: (p < 0,05).
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As xiloglucanas obtidas a partir de sementes de C. langsdorffii e H. courbaril,
nativas (XGC e XGJ) e modificadas (XGCd e XGJd), ndo se mostram capaz de
aumentar significativamente a atividade fagocitica de macrofagos tratados, quando
comparado com o controle.

Resultado diferente foi obtido recentemente por SILVEIRA (2010) para a
mesma xiloglucana XGJ, que nas concentracdes de 10-200 pg/mL estimulou a
atividade fagocitica em macréfagos da linhagem RAW 264.7, apos 24 h de tratamento.
Na maior concentracdo testada Silveira (2010) observou 100% de aumento da atividade
fagocitica quando comparada ao grupo controle.

Atividade fagocitica pronunciada em macréfagos foi descrita por MORETAO et
al. (2003) que avaliaram o efeito da ARAGAL, uma arabinogalactana extraida da goma
da &rvore Anadenthera colubrina, na capacidade fagocitica de macrofagos peritoneais
de camundongo. Neste estudo, os autores determinaram o aumento do indice
endocitico em 35 a 66% nas células tratadas quando comparado ao grupo controle.

Macrofagos obtidos de camundongos tratados intraperitonealmente com 200
mg/kg de a-glucana isolada do liguen Ramalina celastri apresentaram atividade
fagocitica aumentada em 70% ap6és 7 dias de tratamento quando comparado ao grupo
controle (STUELP-CAMPELO et al., 2002).

O aumento da capacidade fagocitica, na presenca de galactomananas obtidas
por extracbes aquosas e alcalinas das sementes de Trigonella foenum graecum foi
relatada por Ramesh, Yamaki e Tsushida (2002). Estes autores utilizaram um protocolo
diferente do adotado neste trabalho, no qual foi medida a fluorescéncia das células
fagociticas tratadas com os polissacarideos e, posteriormente, incubadas com
fluoresceina isotiocianato (FITC) “zymozan”. A intensidade do aumento da atividade
fagocitica mostrou-se diferente para as duas fracdes de galactomananas estudadas, na
concentracdo de 10 ug/mL, a amostra obtida por extracdo alcalina estimulou a
fagocitose em 40%, em quanto que, o polissacarideo obtido por extracdo aquosa

estimulou esta via em 20%.
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5.4.3 Producao de O, na presenca e na auséncia de PMA

Macréfagos em presenca de determinadas substdncias como o PMA séo
capazes de responder ao estimulo através da producéo e liberacdo de ROS, processo
também conhecido como burst respiratorio. Neste trabalho foi avaliada a interferéncia
da xiloglucana nativa XGT, e das fracdes desgalactosiladas XGCd, XGJd e XGTd na
producdo de O,". Foram utilizadas duas condicdes experimentais: células incubadas
com os polissacarideos na auséncia e na presenca de PMA, sendo este, um agente
conhecido por seu efeito estimulador desta via (JUN et al., 1993; HALLIWELL;
GUTTERDGE, 2006). A producdo de O," foi quantificada através da reducédo
extracelular do citocromo ¢ (SASADA et al., 1983).

A Figura 31A mostra o efeito da xiloglucana nativa XGT sobre a producéo de
0," na auséncia de PMA. Pode-se observar que este polissacarideo, bem como, sua
fracdo desgalactosilada XGTd correspondente (Figura 31B) ndo foram capazes de
estimular esta via. As xiloglucanas modificadas XGCd e XGJd, também néo
promoveram aumento estatisticamente significativo na producdo de O, quando
comparadas ao grupo controle. Resultados similares, quanto a producdo de O,", foram
obtidas para as fracbes nativas XGC e XGJ (ROSARIO et al., 2008). Diferente do
observado para as xiloglucanas, diversos estudos relataram a interferéncia de
diferentes polissacarideos, como estimuladores da producao de O,". Um dos principais
polissacarideos considerado como potente estimulador do burst oxidativo em células
fagociticas é o zimosana, polimero constituido por uma mistura de manana e glucana
(BADWAY; KARNOVSKY, 1980; KARNOVSKY; BADWAY, 1986; BERTON; GORDON,
1983; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2006).
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FIGURA 31 — EFEITO DAS XILOGLUCANAS NATIVAS OBTIDAS DAS SEMENTES DE T. indica (A) E
MODIFICADAS OBTIDAS DAS SEMENTES DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica. (B) SOBRE A
PRODUCAO DE ANION SUPEROXIDO POR MACROFAGOS

FONTE: O autor (2010).

NOTA: Macréfagos aderentes foram incubados em meio de reacdo padrdo constituidos por HBSS
contendo ferricitocromo ¢ (80 umol/L) mais os polissacarideos (A) XGT; (B) XGCd, XGJd e XGTd nas
concentragdes acima. Como controle as células foram incubadas somente com o meio de reagdo e para
0 controle positivo desta via as células foram incubadas com o meio na presenca de PMA (1 pg/mL).
Apés o tempo de 2 h a absorbancia do sobrenadante foi medida em 550 nm. A concentracdo de
citocromo ¢ reduzido, o qual corresponde a concentracdo de O," produzido pelos macrofagos, foi
determinada através do coeficiente de extingdo molar (C (,Xid,red,Ag:Z,1x104 Mt cm'l): C=A/g (JOHNSTON
et al., 1978). Os resultados estdo expressos como média + EP de trés experimentos independentes, cada
um em quadruplicata
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Em condicdo experimental similar a utilizada no presente estudo, resultados
diferentes foram observados para a arabinogalactana isolada das folhas de Phyllanthus
niruri, pois, este polissacarideo foi capaz de induzir a producdo de O,", sendo este
efeito trés vezes superior ao controle quando na concentracdo de 250 pg/mL
(MELLINGER et al., 2005). Posteriormente, foi relatado que o mesmo polimero quando
submetido a tratamento com HCI, para mimetizar o efeito do fluido gastrico humano,
promoveu estimulo da producédo de O," duas vezes superior ao controle (MELLINGER
et al., 2008). Arabinogalactana isolada da goma de Anadenanthera colubrina, ativou o
burst respiratério in vitro, tanto na presenca como na auséncia de PMA. Em testes in
vivo este polissacarideo (200 mg/kg) foi inoculado na cavidade peritoneal do
camundongo, e apo0s 7 dias da administracdo, os macrofagos foram coletados,
plaqueados e a producdo de O, aumentou 70% na auséncia de PMA e 48% na
presenca de PMA quando comparado aos controles (MORETAO et al., 2003).

Diferente do efeito observado para as xiloglucanas, quatro arabinogalactanas,
com diferentes massas molares, obtidas de Opuntia poliacantha, foram capazes de
estimular a producédo de ROS de maneira dose-dependente nas concentracdes de 25 a
400 pg/mL (SCHEPETKINS et al., 2008). Todas as fracbes apresentaram, em
diferentes propor¢cdes, composicdo monossacaridica constituida majoritariamente por
galactose, xilose, ramnose e acido galacturdnico. Foi observado que as intensidades do
estimulo desta via foi diretamente proporcional a massa molar média, isto €, quanto
maior a massa do polissacarideo, maior foi o efeito produzido (SCHEPETKINS et al.,
2008). Na concentracdo de 200 pug/mL, o polissacarideo que apresentava maior massa
molar (733 kDa) estimulou oito vezes mais a produ¢cédo de ROS quando comparado com
0 grupo controle, enquanto que a arabinogalactana de 168 kDa aumentou a producéo
quatro vezes a mais que o controle. Embora as xiloglucanas nativas e modificadas
apresentem diferencas nas massas molares, nenhuma fracdo avaliada no presente
estudo foi capaz de induzir a producao de O,".

O heteropolissacarideo isolado da erva Gynostemma Pentaphyllum, o qual é
constituido por glucose, galactose, arabinose, xilose, manose, acido galacturdnico e
glucurénico, aumentou de forma dose-dependente a produgdo de ROS. Nos
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experimentos in vitro, nha maxima concentracdo testada (400 pg/mL), foi observado
aumento na producdo de ROS de 169%, enquanto que, in vivo, com a inoculacéo
intraperitoneal do polimero (100 mg/Kg) houve o aumento de 123% (YANG et al.,
2008). Neste trabalho, os autores avaliaram o estimulo da via através da converséo
oxidativa da sonda sensitiva diclorofluoresceina diacetato em um composto
fluorescente (diclorofluoresceina) (YANG et al., 2008).

A Figura 32 mostra o efeito produzido nos macrofagos peritoneais quando
tratados com os polissacarideos XGT, XGCd, XGJd e XGTd na presenca de PMA. Os
resultados indicam que a presenca dos polissacarideos interferiu de forma significativa
no efeito induzido pelo PMA, ou seja, mostraram exercer efeitos inibitérios na producéo
de O," induzida pelo PMA. Diferente do que foi observado para as xiloglucanas nativas
de C. langsdorffii e H. courbaril, a fracdo XGT (Figura 32A) reduziu a producdo de O,"
em aproximadamente 70% nas concentracbes 10 e 25 pg/mL. A fragédo
desgalactosilada correspondente, XGTd, também exibiu esta atividade. As fracGes de
xiloglucanas desgalactosiladas na presenca do indutor da via também diminuiram a
producdo de O,". Para XGCd foi observado uma diminuicdo de 80% de O,", na menor
concentracdo testada. O mesmo pode ser observado para a fracdo XGJd a qual inibiu a
producdo deste radical em aproximadamente 65%, em todas as concentragbes
testadas, quando comparada com o controle positivo. Ja as fragcbes nativas
correspondentes ndo promoveram tal efeito (ROSARIO et al., 2008).

Atividade sequestradora de radicais livres tem sido descrita para diferentes
classes de polissacarideos. PAULY; FREIS; PAULY, (1999) avaliaram a resposta do
burst respiratorio utilizando a técnica de quimioluminescéncia, e demonstraram que, as
células ativadas previamente com zimosana, quando tratadas com xiloglucanas de
sementes de T. indica promoveram aumento na producdo de O," superior quando
comparado com os neutroéfilos tratados com oligopeptideo obtido de Saccharamyces
cerevisae. Porém, neste mesmo estudo, os autores também sugerem que este polimero

exerce atividade anti-radical livre, avaliado pelo teste de inibicdo da reacédo de Fenton.
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FIGURA 32 — EFEITO DAS XILOGLUCANAS NATIVAS OBTIDAS DAS SEMENTES DE T. indica (A) E
MODIFICADAS OBTIDAS DAS SEMENTES DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica. (B) NA
PRESENCA DE PMA SOBRE A PRODUCAO DE ANION SUPEROXIDO POR MACROGAFOS.

FONTE: O autor (2010).

NOTA: Macrofagos aderentes foram incubados em meio de reacdo constituido por HBSS contendo
ferricitocromo ¢ (80 umol/L) na presenca de PMA (1 pg/mL) mais os polissacarideos (A) XGT e (B) XGCd,
XGJd e XGTd nas concentracdes acima. Como controle as células foram incubadas somente com o meio
de reacdo e com PMA (1 pg/mL). Apés o tempo de 2 h a absorbancia do sobrenadante foi medida em
550 nm. A concentracdo de citocromo c reduzido, o qual corresponde a concentracdo de anion
superéxido produzido pelos macréfagos, foi determinada através do coeficiente de extingdo molar (C
oxidred. Ae =2,1x10* M ™ cmb): C=Ale (JOHNSTON et al., 1978. Os resultados estdo expressos como média
+ EP de trés experimentos independentes em quadruplicata. *** Diferenca significativa da solucao de
citocromo ¢ com PMA (p=< 0,01).
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Tsiapali et al., (2001) relataram efeitos antioxidantes de diversos polissacarideos
como: pululana, manana, dextrana e glucana-fosfato, bem como, dos monossacarideos
glucose e manose que compfem tais polimeros. Os autores constataram que 0S
polissacarideos apresentam atividade antioxidante maior do que suas unidades
monossacaridicas e atribuiram este fato pela maior facilidade de retirada de proton do
carbono anomérico do polimero do que das unidades monossacaridicas livres.

Glucuronoxilanas, arabinogalactanas, ramnogalacturonanas, frutanas e outros
polissacarideos neutros isolados das folhas de Arctium lappa var. herkules, Aloe
barbadensis, Althaea officinalis var. robusta, Plantago lanceolata var. libor, partes
aéreas e raizes de Rudbeckia fulgida var. sullivantii, caule de Mahonia aquifolium, e
goma do pessegueiro (Prunus persica), foram testados quanto seus efeitos
antioxidantes (KARDOSOVA, MACHOVA; 2006). Para esse estudo, os autores
avaliaram as respostas inibitérias da peroxidacao de lipossomos da lecitina da soja, por
radical OH. Todos os polissacarideos testados, exceto as frutanas, apresentaram
atividade antioxidante. Dentre estes polimeros, o efeito mais pronunciado foi obtido por
glucuronoxilanas extraidas da Althaea officinalis var. robusta, e Plantago lanceolata var.
libor, atingindo 69 %, quando comparado com o a-tocoferol, que foi utilizado como
controle positivo e atribuido atividade antioxidante de 100% (KARDOSOVA,
MACHOVA; 2006).

Recentemente foi avaliada, através da reducdo do molibdénio VI a V, a
atividade antioxidante da xiloglucana de T. indica proveniente de sementes previamente
tratadas com irradiacdo por raios gama e raio de elétrons. Neste estudo foi
demonstrado que a irradiacdo altera a morfologia e a massa molar das xiloglucanas,
diminuindo 16% (533 kDa) e 24% (442 kDa) quando as solu¢cbes de xiloglucana (699
kDa) séo irradiadas por raios gama e raio de elétrons, com intensidade de 10 kGy,
respectivamente. Foi observado também que quanto menor a massa molar dos
polissacarideos, maior é sua atividade sequestradora. Para a fracdo nativa (699 kDa)
foi observado aumento de 20% na atividade sequestradora, enquanto que para as

fracOes irradiadas que apresentaram massa molar de 533 e 422 kDa, houve um
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aumento de 40% e 60% na atividade sequestradora (CHOI et al., 2009). Reducdo na
producao de O,", foi observado em macréfagos da cavidade peritoneal quando tratados
com outros polissacarideos neutros como, manana e galactomanana na presenca de
PMA. Neste trabalho, os autores sugerem que esses polissacarideos possam exercer
um efeito antioxidante quando adicionados as células na presenca de PMA (NOLETO
et al., 2002; 2004).

Utilizando experimentos diferentes do que foi realizado no presente trabalho
para avaliar a capacidade de sequestrar radicais livres, Yin et al. (2010) testaram o
efeito de um polissacarideo &cido purificado da semente de Plantago asiatica L através
da inibicdo da lipoperoxidacao, bem como o sequestro de O,* gerado por auto-oxidacao
(YIN et al., 2010). Utilizando quimioluminescéncia, Drabikové et al. (2009) mostraram a
diminuicdo da producdo de ROS, extra e intracelular em neutréfilos humanos tratados
com glucomananas extraidas da levedura Candida utilis na presenca de PMA.

Kangussu-Marcolino (2010) verificou a diminuicdo expressiva da producédo de
0O," na presenca de PMA em células tratadas com polissacarideos sulfatados extraidos
de algas. Na maxima concentracao testada (10 pg/mL) a heteroraminana reduziu a
producao deste radical em 33%, enquanto que as duas galactanas testadas produziram
efeitos mais pronunciados reduzindo a producéo de O, na presenca de PMA em 44%
e 55%. As galactanas sulfatadas apresentam estrutura semelhante, entretanto as
intensidades foram distintas. Neste trabalho a autora confirmou o efeito inibidor no burst
oxidativo através de ensaios in vitro, livre de células, baseados na capacidade do
polissacarideo inibir a reducdo de NBT (nitro blue tetrazélio) por O," gerado no meio de
reacao.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que as estruturas das
xiloglucanas podem interferir na resposta de producdo de O, através da possivel
atividade sequestradora de O,". Esta evidéncia foi observada na avaliagdo dos

polissacarideos em macrofagos na presenca de PMA (Figura 32).
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5.4.4 Producao de NO*

A producéo de o6xido nitrico por macréfagos é resultado da ativacdo de uma via
de significativa importancia para estas células exercerem sua funcdo na resposta
inflamatéria. O NO* é capaz de inibir o crescimento de diversos agentes de doencas
infecciosas como, por exemplo, bactérias, fungos, protozoarios e parasitas helminticos
(BOGDAN, 2001; KORHONEN, 2005; ORTEGA et al., 2008; COULTER et al., 2008;
LUNDBERG; WEITZBERG, 2009). Diversos estudos relataram a acdo de
polissacarideos na ativacao de macréfagos, quanto a producao e liberagédo de NO®.

No presente trabalho, a producdo de NO® foi avaliada utilizando macréfagos
incubados por 48h com xiloglucanas nativas e modificadas. Esta via demanda mais
tempo para se iniciar quando comparada com a producdo de O,". Isso se deve a
necessidade de expressar a enzima Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), a qual ndo é
expressa em grande quantidade em macréfagos ndo ativados (KORHONEN et al.,
2005). Nos experimentos foi utilizado LPS como controle positivo, pois ele é
considerado o principal agente estimulador da producédo de 6xido nitrico, por promover
a inducdo da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) (CUNHA et al., 1993). As
células foram tratadas com xiloglucanas nativa e desgalactosiladas, XT, XGCd, XGJd e
XGTd, bem como a fracdo PFHB4, nas concentracdes de 10, 25 e 50 pg/mL. Os
resultados de tais experimentos estdo apresentados nas figuras 33A, 33B e 34.

A Figura 33A mostra a producdo de NO° liberado por macréfagos peritoneais
quando tratados com xiloglucana proveniente de sementes de T. indica. Pode-se
observar que este polimero, na concentragdo de 25 pg/mL, aumentou a producéo deste
metabolito em 100%, quando comparado ao grupo controle. Esta resposta foi
semelhante aquela obtida para macréfagos tratados com XGJ, que proporcionou um
aumento de 92% com a maxima concentracio testada (50 pg/mL) (ROSARIO et al.,
2008). Entretanto, na mesma concentracao testada, este estimulo foi inferior ao exibido
pelo polimero XGC que mostrou para esta atividade um aumento trés vezes superior
quando comparado ao efeito de XGJ e XJT (ROSARIO et al. 2008).
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Os resultados obtidos para as trés xiloglucanas desgalactosiladas mostraram
diferentes intensidade no efeito sobre a producédo de NO® (Figura 33B). A XGCd, ja na
menor concentracdo (10 pg/mL), promoveu um aumento de aproximadamente 113%
quando comparada com os macréfagos ndo tratados (meio). Este efeito mostrou ser
dose-dependente atingindo aproximadamente 325% na maior concentracdo (50 pg/mL).
A XGJd também induziu a produgcdo de NO®, porém em menor intensidade quando
comparado com a XGCd, na menor concentragdo, apresentou resposta
estatisticamente significativa, com um estimulo de aproximadamente 72% e atingiu na
maxima concentracdo, aproximadamente 115%.

Similar ao que foi observado para as fracdes desgalactosiladas obtidas de C.
langsdorffii e H. courbaril, XGTd, estimulou a producdo de NO®. Na menor
concentracdo testada (10 pg/mL), somente XGTd foi capaz de aumentar a producéo de
NO* de maneira significativa quando comparado ao grupo controle (140%). Na maxima
concentracdo (50 pg/mL), XGTd aumentou a producado do radical em aproximadamente
280%, resultado significativo, porém inferior ao observado para XGCd.

Quando se compara o efeito das xiloglucanas nativas com as suas fracbes
desgalactosiladas correspondentes, observa-se que a remocdo das unidades de
galactose nao influenciou nitidamente a resposta para XGC e XGJ em relacdo a
producdo de 6xido nitrico. Porém, a resposta dos macréfagos quanto a producdo de
NO* na presenca de XGT e XGTd diferem entre si. Na maior concentracdo (50 pg/mL),
a fracdo nativa (XGT) néo estimulou esta via, enquanto que a fracdo modificada foi
capaz de aumentar a producdo de NO* em aproximadamente 280%.

Apesar de XGC apresentar os mesmos oligossacarideos de XGT, ha diferenca
na propor¢gédo dos mesmos, 0 que, consequentemente, proporciona uma diferenga na
estrutura fina, e isto deve ter favorecido esta variacdo de intensidade na producgéao de
NO®. Porém, em relacdo as fracdes modificadas correspondentes (XGCd e XGTd),
ambas foram capazes de estimular intensamente a producao deste radical, sugerindo
que a mudanca conformacional gerada pela remocédo de galactose promoveu uma
conformacao favoravel a xiloglucana de T. indica para o aumento da producdo de NO°,
enquanto que esta alteracdo conformacional ndo se mostrou significativa para XGCd e
XGJd.
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FIGURA 33 — EFEITO DAS XILOGLUCANAS NATIVAS OBTIDAS DAS SEMENTES DE T. indica (A) E
MODIFICADAS OBTIDAS DAS SEMENTES DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica. (B) SOBRE A
PRODUCAO DE OXIDO NIiTRICO POR MACROFAGOS

FONTE: O Autor (2010).

NOTA: Macréfagos aderentes foram incubados por 48 h, em meio MEM suplementado com 5% de soro
fetal bovino, antibiéticos e os polissacarideos nas concentragdes estipuladas. Utilizou-se como controle
negativo o meio MEM e como controle positivo o LPS (50ng/mL). O NO" produzido foi quantificado no
sobrenadante como nitrito pelo método de Griess. A absorbancia foi medida em 550 nm. Os resultados
estao expressos como média + EP de quatro experimentos independentes, cada um em quadruplicata. *,
** *xx Diferenca significativa do Meio MEM: (p < 0,05), (p< 0,02), (p< 0,01) respectivamente.
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Na Figura 34 pode-se observar que, ao contrario do que foi observado para as
xiloglucanas obtidas das sementes de C. langsdorffii, a xiloglucana estrutural,
proveniente da mesma espécie, nao estimulou a producao de NO*® por macréfagos. A
diferencga da xiloglucana estrutural em relagdo aos polimeros de reserva consiste na
presenca de L-fucose além de unidades de glucose, xilose e galactose em sua
composi¢cdo monossacaridica. Os macréfagos expressam em sua superficie diversos
receptores, dentre eles, o receptor manose, o qual pertence a classe de receptores
com dominios lectina e sdo capazes de reconhecer unidades de manose, bem como,
unidades de fucose (TAYLOR et al. 2005). A partir do resultado obtido no presente
trabalho, pode-se sugerir que a xiloglucana fucosilada néo interfere na ativacdo da
producdo de NO°®. No entanto, ndo foram realizados testes para verificar se a
interacdo deste polimero seria via receptor de manose/fucose. Vale ressaltar que
somente a presenca do monossacarideo ndo significa que ocorrerd interacdo do
polimero com o receptor, é necessario que haja uma conformacédo adequada para a

ligacdo ocorrer.
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FIGURA 34 — EFEITO DA XILOGLUCANA ESTRUTURAL PFHB4 OBTIDA DAS FOLHAS DE C.
langsdorffii SOBRE A PRODUCAO DE OXIDO NITRICO POR MACROFAGOS

FONTE: O Autor (2010)

NOTA: Macréfagos aderentes foram incubados por 48 h, em meio MEM suplementado com 5% de soro
fetal bovino, antibiéticos e os polissacarideos nas concentragdes estipuladas. Utilizou-se como controle
negativo o meio MEM e como controle positivo o LPS (50ng/mL). O NO" produzido foi quantificado no
sobrenadante como nitrito pelo método de Griess. A absorbancia foi medida em 550 nm. Os resultados
estdo expressos como média + EP de trés experimentos independentes, cada um em triplicata.
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Diferente do que foi observado para fracdo obtida das folhas de C. langsdorffii,
um heteropolissacarideo proveniente da fragdo aquosa do chi de G. pentaphyllum
aumentou em cinco vezes a producdo de NO® na concentragdo de 50 pg/mL, atingindo
um aumento de treze vezes na maior concentracéao (500 pg/mL) quando comparado ao
grupo controle (YANG et al. 2008).

O polissacarideo acido isolado da raiz da Angelica sinensis, nas concentracées
de 10, 100 e 500 pug/mL, promoveu um aumento dose-dependente, na producédo de NO*
(YANG et al., 2007), tdo intenso quanto o observado para as xiloglucanas XGCd e
XGTd. Neste trabalho, os autores incubaram as células com o polissacarideo
juntamente com um inibidor especifico da enzima iINOS (6xido nitrico sintase indizivel) e
observaram a reducdo do estimulo, sugerindo que o polimero estudado ativa a
producdo de NO® através da inducdo da expressao do gene da iNOS (YANG et al.,
2007).

A intensidade do efeito observado para XGCd foi similar ao obtido para um
polissacarideo constituido por glucose, manose e galactose, isolado do corpo frutifero
do cogumelo Phellinus lintheus, o qual estimulou a produgcdo de NO*, na concentracao
de 50 pg/mL, semelhante ao LPS (200 ng/mL), utilizado como controle positivo da
reacao (KIM et al., 2004).

Uma resposta semelhante, porém em menor intensidade, ocorreu com a
galactomanana do liquen Ramalina celastri, a qual aumentou a producédo de NO® em
aproximadamente 40%, em todas as concentracdes testadas (10- 250 pug/mL), quando
comparadas com as células nédo tratadas (NOLETO et al., 2002).

No presente trabalho, além da producéo e liberagcdo de anion superéxido e
oxido nitrico, foi avaliado o efeito das xiloglucanas nativas (XGC, XGJ e XGT) e das
xiloglucanas desgalactosiladas (XGCd, XGJd e XGTd) em macréfagos peritoneais de
camundongos quanto a producao de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-
1 beta (IL-1pB) e interleucina-6 (IL-6).
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5.4.5 Producéo de citocinas

Os macrofagos sdo as maiores fontes de IL-1B, IL-6 e TNF-a. Macréfagos

ativados sdo capazes de destruir células tumorais, sendo este efeito atribuido ao TNF-
a. Por outro lado, IL-1 tem um efeito citostético e citotoxico, e IL-6 é considerado um
dos principais mediadores imunologicos e inflamatérios. As trés citocinas estédo
relacionas entre si e sdo liberadas por macréfagos quando ativados por estimulos
especificos, como LPS, outras citocinas e diferentes polissacarideos, entre outros
(MINTER; WESSELS; MOLDAWER, 2001; SONG et al., 2002). Neste trabalho, os
niveis destas citocinas foram determinados no sobrenadante de macréfagos peritoneais
tratados por 24h com xiloglucanas nativas e desgalactosiladas nas concentracfes de
10, 25 e 50 pg/mL. Os resultados de tais avaliagOes estdo apresentados nas figuras 35-
37.
A Figura 35A mostra o efeito das xiloglucanas nativas na producéo de IL-1p. Na menor
concentracdo (10 pg/mL) de XGC houve um aumento de 522%, na producao de IL-1j3,
quando comparado com o grupo controle. Este efeito mostrou-se dose-dependente
atingindo 1704% na maior concentracao testada (50 pg/mL). Para XGJ, foi evidenciado
0 aumento da producéo IL-13, de 232% e 577% nas concentracdes de 25 pg/mL e 50
pug/mL, respectivamente. No caso da XGT, o estimulo da producao IL-1f foi inferior aos
das outras xiloglucanas, sendo observado um aumento de apenas 65% na
concentracdo de 50 pg/mL, quando comparada ao grupo controle. Os resultados da
producado de IL-13 para os macrofagos tratados com as xiloglucanas desgalactosiladas
estdo apresentados na Figura 35B.

Diferente do observado para XGC e XGJ, para XGCd, em todas as
concentracOes testadas, ndo foi observado estimulo significativo, enquanto que para
XGJd, somente na maior concentracao apresentou aumento significativo de 104% na
producdo da citocinas, quando comparado com um aumento de 577% para XGJ na
mesma concentracdo. Por outro lado, diferente da resposta da fragcdo nativa (XGT),
XGTd mostrou 0 maior aumento da producéao de IL-18 quando comparado com todos

os polissacarideos testados.
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FIGURA 35 — EFEITO DAS XILOGLUCANAS NATIVAS (A) E MODIFICADAS OBTIDAS DAS
SEMENTES DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica. (B) SOBRE A PRODUCAO DE IL-1 BETA.
FONTE: O Autor (2010).

NOTA: Macréfagos aderentes foram incubados por 24 h, em meio MEM suplementado com 5% de soro
fetal bovino, antibi6ticos e os polissacarideos (A) XGC, XGJ e XGT e (B) XGCd, XGJd e XGTd nas
concentracbes estipuladas. Utilizou-se como controle negativo o meio MEM e como controle positivo o
LPS (100ng/mL). O sobrenadante foi coletado e utilizado para mensurar, através de kit de ELISA, a
guantidade de IL-13 produzida Os resultados estdo expressos como média + EP de dois experimentos
independentes, cada um em quadruplicata. ** e *** Diferenga significativa do controle negativo: (p< 0,02)
e (p= 0,01) respectivamente.
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Observa-se o0 aumento da producdo de IL-1 em aproximadamente 2370% e
1160% quando comparado ao grupo controle nas concentracdes de 10 e 50 pg/mL,
respectivamente. Estes resultados sugerem que a remoc¢ao das unidades de galactose
interferiu diretamente na ativacdo de macrofagos para a producéo de IL-13.

A resposta para producao de IL-6 (Figura 36) foi diferente da observada para IL-
1B. O polissacarideo XGC néo estimulou significativamente a producao desta citocinas,
engquanto que sua fracdo desgalactosilada correspondente (XGCd) promoveu aumento
de IL-6, somente na menor concentracdao (10 pg/mL), em 40% quando comparado ao
controle. Em todas as concentracfes testadas de XGJ pode-se observar um aumento
de aproximadamente 40% na producao de IL-6, efeito este similar ao verificado para a
respectiva fracdo desgalactosilada. Macrofagos tratados com XGT estimularam a
producado de IL-6 em aproximadamente 75%, 60% e 85% nas concentracfes de 10, 25
e 50 pg/mL, respectivamente. Quando comparada com a fracdo desgalactosilada,
observa-se que XGTd, promoveu um efeito semelhante, aumentando a produgéo de IL-
6, em aproximadamente 83%, 85% e 76%, respectivamente, nas mesmas
concentracfes acima citadas. Em relacdo a producéo de IL-6 a remocdo das unidades
de galactose parece nao interferir diretamente na ativacdo de macrofagos para a
producdo desta citocina, exceto para XGC que apos ser desgalactosilada estimulou
esta via.

A producdo de TNF-a por macréfagos tratados com xiloglucanas nativas e
modificadas esta ilustrada na Figura 37A. XGC promoveu um aumento dose-
dependente na producdo de TNF-a de 119% a 220%, em concentracdes de 10 a 50
png/mL, em relacdo ao grupo controle. Para XGJ, nas concentracdes de 25 e 50 pg/mL
foi observado um aumento significativo para producdo de TNF-a de 27% e 58%,
respectivamente. No que se refere a producdo de TNF-a por macrofagos tratados com
XGT, observa-se que, somente a maxima concentracdo testada, promoveu aumento
significativo, atingindo 35%. Na Figura 37B, pode-se observar que os macrofagos
tratados com as fragbes desgalactosiladas responderam diferente quando comparado
com as células tratadas com as xiloglucanas nativas. Enquanto XGC e XGJ
estimularam a producdo de TNF-a, suas fragcdes desgalactosiladas correspondentes,

XGCd e XGJd, ndo promoveram significantemente o aumento desta citocina.
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FIGURA 36 — EFEITO DAS XILOGLUCANAS NATIVA (A) E MODIFICADAS OBTIDAS DAS SEMENTES

DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica. (B) SOBRE A PRODUCAO DE IL-6 POR MACROFAGOS.

FONTE: O autor (2010).
NOTA: Macréfagos aderentes foram incubados por 24 h, em meio MEM suplementado com 5% de soro
fetal bovino, antibidticos e os polissacarideos (A) XGC, XGJ e XGT e (B) XGCd, XGJd e XGTd nas
concentracdes estipuladas. Utilizou-se como controle negativo o meio MEM e como controle positivo o
LPS (100ng/mL). O sobrenadante foi coletado e utilizado para mensurar, através de kit de ELISA, a
guantidade de IL-6 produzida Os resultados estdo expressos como média + EP de dois experimentos
independentes, cada um em quadruplicata. *, **, *** Diferenca significativa do controle negativo: (p <

0,05), (p= 0,02), (p< 0,01) respectivamente.
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FIGURA 37 — EFEITO DAS XILOGLUCANAS NATIVAS OBTIDA DAS SEMENTES (A) E MODIFICADAS
OBTIDAS DAS SEMENTES DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica. (B) SOBRE A PRODUCAO DE
TNF-ALFA POR MACROFAGOS

FONTE: O autor (2010).

NOTA: Macréfagos aderentes foram incubados por 24 h, em meio MEM suplementado com 5% de soro
fetal bovino, antibidticos e os polissacarideos (A) XGC, XGJ e XGT e (B) XGCd, XGJd e XGTd nas
concentracdes estipuladas. Utilizou-se como controle negativo o meio MEM e como controle positivo o
LPS (100ng/mL). O sobrenadante foi coletado e utilizado para mensurar, através de kit de ELISA, a
quantidade de TNF-a produzida Os resultados estdo expressos como média + EP de dois experimentos
independentes, cada um em quadruplicata. **, *** Diferenga significativa do controle negativo: (p< 0,02),
(p= 0,01) respectivamente
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O efeito oposto foi observado para os polissacarideos provenientes das
sementes de T. indica, enquanto XGT somente estimulou na maxima concentracéo,
XGTd aumentou de maneira dose-dependente a producédo de TNF-a atingindo 104% a
203% para as concentracfes de 10 a 50 pg/mL.

Quando se analisa a resposta produzida pelos macrofagos tratados por XGC e
XGT, observam-se efeitos opostos. Isto é, XGC estimulou a producéo de IL-13 e TNF-a
enquanto que XGT estimulou a somente a producdo de IL-6. Este comportamento foi
observado por SONG et al. (2002), que avaliaram a ativacdo de macréfagos tratados
com polissacarideos de ginseng, através da expressdo de mRNAs das trés citocinas.
Os autores concluiram que IL-13 ou TNF-a podem induzir a producéo de IL-6, enquanto
que TNF-a pode induzir IL-1B. Entretanto IL-6 n&o induz IL-1f ou TNF-a, mas pode
suprimir sua producéo por macrofagos. Este efeito de supresséo ja havia sido relatado
por SCHINDLER et al. (1990).

O unico polissacarideo testado no presente trabalho que foi capaz de estimular
a producdo das trés citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a) foi a xiloglucana de T. indica
desgalactosilada (XGTd). Esse comportamento ndo pode ser atrubuido a auséncia das
unidades de galactose, pois, se assim fosse, essa resposta também deveria ser
observada para as fragbes XGCd e XGJd. Entretanto, sugere-se que estas diferencas
nas respostas biolégicas entre as xiloglucanas nativas e desgalactosiladas estejam
relacionadas ao aspecto conformacional do polimero. A ativacdo concomitante das trés
citocinas em macrofagos quando tratados com polissacarideos ja foi amplamente
descrita na literatura (WAKABAYASHI et al., 1997; LEUNG et al., 2004; SCHEPETIKNS
et al., 2005).

Diferencas na ativacdo de macrofagos entre fragbes com caracteristicas
estruturais semelhantes foram descritas para duas fragfes polissacaridicas extraidas
das pétalas de Carthamus tinctorius, as quais apresentavam as mesmas unidades
monossacaridicas (ramnose, arabinose, xilose manose, galactose e glucose) em
diferentes proporgcbes. Estas moléculas ativaram a producdo de oOxido nitrico de
maneira semelhante, entretanto, foi relatado que a fragdo a qual apresenta maior
quantidade de unidades de glucose foi capaz de ativar a producao de IL-1, IL-6 e TNF-

a, de forma equivalente as células tratadas por LPS. A outra fracdo isolada, a qual
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apresentava como componente majoritario unidades de arabinose, ativou fracamente a
producado de IL-6 e ndo estimulou a producéo de IL-1 e TNF-a (WAKABAYASHI et al.,
1997).

Leung et al, (2004) estudaram os efeitos bidlogicos de trés fraches
polissacaridicas extraidas das folhas da planta Aloe vera. As fracbes apresentavam
manose como monossacarideo majoritario. No que se refere a producdo de citocinas,
os autores relatam que, dependendo da fracdo utilizada, a producdo de IL-1B, por
macrofagos peritoneais, apresentou uma variacdo de intensidade de 19166 - 31366%
guando comparado com o grupo controle, intensidade similar ao observado para o LPS.
A intensidade de TNF-a foi quantitativamente superior a de IL-13, variando entre
114300 - 142200% quando comparado ao controle. J4 a producéo de IL-6 foi avaliada
em linfocitos T e B tratados com as diferentes fracbes dos polissacarideos, que
promoveram aumento que variaram entre 21600 — 27300%. Anteriormente a este
trabalho, foi relatado que o polissacarideo obtido do suco comercial desta mesma
espécie, denominado Aloiride, apresentava composicdo monossacaridica distinta dos
polissacarideos obtidos por Leung et al. (2004), constituida por unidades de glucose
(37,2%), galactose (23,9%), manose (19,5%) e arabinose (10,3%) (PUGH et al., 2001).
Entretanto, as respostas bioldgicas obtidas para o Aloiride corroboram com os
resultados acima descritos, pois o polissacarideo foi capaz de induzir a expressédo do
MRNA o qual codifica IL-18 e TNF-a de forma similar ao estimulo provocado pelo LPS
(PUGH et al., 2001).

Cinco fracdes de arabinogalactanas extraidas de folhas e sementes de
Juniperus scopolorum, apresentando massas molares distintas de 30, 60, 100, 200 e
680 kDa, mostraram-se capazes de ativar macrofagos. Todas as fragdes foram capazes
de estimular em diferentes intensidades a producdo de ROS e NO® em macrofagos,
entretanto somente as duas fracdes, as quais apresentavam a maior massa molar,
foram capazes de estimular a producéo de citocinas inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a e
IL-12) bem como, antiinflamatérias (IL-10), na concentracdo de 200 pg/mL, em
macrofagos da linhagem J774.A (SCHEPETIKNS et al., 2005).

Xie et al. (2008) isolaram cinco heteropolissacarideos das folhas de Artemisia

tripartita, as quais apresentaram as mesmas unidades monossacaridicas, constituidas
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majoritariamente por xilose, arabinose, galactosamina, galactose e glucose em
diferentes proporcdes. Além das diferencas na composicéo, as fracbes distinguem-se
quanto a quantidade de sulfato e a massa molar (49 — 355 kDa). Todas as fracdes
foram capazes de ativar macr6fagos quanto a producédo de ROS, NO°, IL-6, IL-12 e
TNF-a, porém, estes estimulos apresentaram diferentes intensidades para cada fracéo.
Quanto a producédo das citocinas, os macrofagos foram tratados com 800 pg/mL dos
polissacarideos, e a fragdo que apresentava maior massa molecular (355 kDa)
promoveu o maior estimulo na producéo de IL-6, enquanto que a fragdo com 49 kDa
promoveu o maior aumento de TNF-a (XIE et al. 2008). Esses resultados mostram que,
apesar dos polissacarideos apresentarem similaridades na sua constituicao, diferencas
na massa molar, estrutura fina e conformacgédo séo capazes de influenciar diretamente
na resposta bioldgica, efeito observado com as xiloglucanas no presente trabalho.

Wang et al. (2010) analisaram a atividade antitumoral mediado pela agdo de
macrofagos na presenca de um polissacarideo &cido isolado do ginseng. Além da
producédo de NO*, também foi avaliado o aumento da producéo das interleucinas 1 e 6,
bem como do TNF-a. Na concentragdo de 100 pg/mL, o polissacarideo isolado
estimulou a producéo de IL-1, IL-6, TNF-a com a mesma intensidade do LPS. Este
efeito pode ser comparado com as xiloglucanas XGC e XGTd, pois estes
polissacarideos apresentaram intensidades de resposta similar ao produzido pelo LPS,
em relacdo a producgéo de IL-6 e TNF-a, porém, diferente do polissacarideo oriundo do
ginseng, estimularam a produgédo de IL-18 com maior intensidade que o controle
positivo.

Na Tabela 8 estao resumidos os resultados obtidos quanto a producédo de NO°,
IL-18, IL-6 e TNF-a das xiloglucanas nativas e desgalactosiladas de C. langsdorffii, H.

courbaril e T. indica.
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TABELA 8 — RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS A PARITR DAS XILOGLUCANAS NATIVAS E
MODIFICADAS NA PRODUCAO DE NO*, IL-1, IL-6 E TNF-a.

(% ) Aumento da atividade em relagao

ao controle
Espécie Proporg¢ao Sigla Concentragao NO’ IL-1 IL-6 TNF-a
Nativa 10 pg/mL 262%** 522*% 17,5 118,9***
Glc : Xyl : Gal XGC 25pg/mL  300%**  706,6% 13,7 177,5%**
C. langsdorffii 4: 2,.5.: 1,6 50 pg/mL 307***  1740%* 26,8 220,7***
Modificada 10 pg/mL 113,6 29,1 40* 11
Glc : Xyl : Gal XGCd 25 ug/mL  225,5%%** 10,9 27,3 35,2
4:35:04 50 ug/mL  324,2*** 60,8 28,5 50
Nativa 10 pg/mL 80 89%* 38,1* 8,4
Glc: Xyl : Gal XGJ 25 ug/mL 85%  232,1%** 40,9*  27,5%*
4. courbaril 4: 2,.7.: 1,1 50 pg/mL 92%* 577,4%** 45 ,6%* 57 5%**
Modificada 10 pg/mL 71,7 112 33,2 NE
Glc: Xyl : Gal XGJd 25 pg/mL 106,7** NE 40,3* 6
4:32:0,.2 50 ug/mL  115,4**  104*** 39 3* 22
Nativa 10 pg/mL 52,8 NE  754%**  NE
Glc : Xyl : Gal XGT 25 pg/mL 99,8* 39,1 60,4%** 16,9
T indica 4:2,7:1,1 50 pg/mL 72,9 65* 86,6%** 35,8
Modificada 10 pg/mL 137*  2373*%* @3 7*** 104%**
Glc : Xyl : Gal XGTd 25 pg/mL 143,81* 1897*** 84,9*** 160***
4:3,1:04 50 ug/mL  282,6%** 1159** 76,5*** 203***

FONTE: O Autor (2010)
*, **, *** Diferenga significativa do controle negativo: (p < 0,05), (p< 0,02), (p< 0,01) respectivamente

5.5 DISCUSSAO FINAL

No presente trabalho foram isoladas xiloglucanas de reserva nativas e
modificadas por desgalactosilagcdo, as quais foram avaliadas quanto aos possiveis
efeitos em relacdo a ativacdo de macréfagos peritoniais de comundongos, com o
objetivo de verificar se modificagbes estruturais interferem nas diferentes vias
caracteristicas do processo de ativacdo de macrofagos e ainda se esees polimeros
poderiam agir como possiveis modificadores da resposta bioldgica.

Diversos estudos de atividades bioldgicas utilizando diferentes polissacarideos
isolados das mais variadas fontes sugerem que os efeitos observados podem estar

diretamente correlacionados com as caracteristicas estruturais e fisico-quimicas destas



125

moléculas, dentre as quais se destacam a composicdo monossacaridica, o grau de
ramificacdo, os tipos de ligacdbes e a solubilidade (BOHN; BeMILLER, 1995;
TZIANABOS, 2000; SCHEPETKINS; QUINN, 2006). Esta proposicdo é evidenciada
principalmente quando se avalia a ativacdo de macréfagos por polissacarideos de
diferentes classes como beta e alfa-glucanas, mananas, acemanana, galactomananas,
arabinogalactanas, polissacarideos sulfatados natural ou quimicamente modificados e
xiloglucanas (NOLETO et al., 2002; STUELP-CAMPELO et al., 2002; MORETAO et al.;
2003; 2004; LEUNG et al.,2004; YANG et al. 2008; MELLINGER et al., 2005; 2008;
AKRAMIENE et al., 2007; ROSARIO et al.; 2008; KANGUSSU-MARCOLINO, 2010;
SILVEIRA, 2010). As respostas de macrofagos a estas moléculas podem ser
observadas através de interferéncia na producdo de anion superoxido (O,"), 6xido
nitrico (NO®), sintese e liberacdo de citocinas, capacidade fagocitica, entre outras
(MORETAO et al.; 2003; MELLINGER et al., 2005; SCHEPETKINS; QUINN, 2006;
SCHEPETKINS et al., 2008; YANG et al. 2008; XIE et al. 2008).

A ativacdo de diferentes vias de macrofagos sdo dependentes dos receptores
expressos na superficie dos macréfagos para ligacdo do polissacarideo. Sabe-se que a
interacdo ligante receptor é especifica e se da de forma quimicamente complementar,
assim variacdes nos tipos de ligacdes glicosidicas, grau de ramificacdo e massa molar
podem alterar a estrutura do polimero tornando-o com maior ou menor afinidade para
ligar ao receptor na superficie destas células e consequentemente influenciar na
resposta celular. No entanto, o0 mecanismo de interacdo entre polissacarideos e
receptores na superficie de macréfagos é complexo e ainda ndo esta totalmente
compreendido. Entretanto, sugere-se que polissacarideos derivados de plantas ativam
macrofagos via receptor, os quais ja foram caracterizados, ou por outra estrutura alvo
na superficie celular, que ainda possa ser desconhecida (TAYLOR et al. 2005;
SCHEPETKIN; QUINN, 2006, SCHEPETKIN et al., 2008). O potente efeito estimulatério
de macréfagos por moléculas que apresentam alta massa molar pode estar relacionado
com as unidades repetitivas presentes na sua estrutura, as quais podem ligar-se a
receptores ou a outro alvo na membrana celular (LEUNG, 2004).

O presente trabalho esta focado na natureza fenomenologica ao invés do

mecanismo de acdo dos polimeros na ativagdo de macréfagos. Neste sentido, o efeito
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de xiloglucanas nativas e modificadas na ativacdo de macréfagos peritoneais de
camundongos foi avaliado para a producéo de anion superéxido, éxido nitrico, atividade
fagocitica e producédo de citocinas (IL-18, IL-6 e TNF-a). Xiloglucanas provenientes dos
cotilédones das sementes de C. langsdorffii (XGC), H. courbaril (XGJ) e T. indica (XGT),
bem como, as xiloglucanas modificadas (XGCd, XGJd e XGTd), as quais foram obtidas
pelo tratamento enzimatico dos polissacarideos nativos, de uma forma geral induziram
diferencas na ativacdo de macrofagos nos parametros avaliados. Os resultados
mostraram que cada polissacarideo apresentou caracteristicas singulares de ativacao,
isto é, estimulando ou ndo cada via, com diferentes intensidades de resposta em
diferentes concentracoes.

Embora os polissacarideos testados tenham uma composicdo quimica
semelhante, diferencas na massa molar e estrutura fina das mesmas podem ser
responsaveis pelas respostas distintas observadas nos experimentos de atividade
bioldgica. Estudos sobre as estruturas finas de xiloglucanas das espécies T. indica L. e
C. langsdorffii L., mostraram que estas apresentam um padrdo estrutural semelhante

em relacdo aos oligossacarideos que as constituem, compostas pelas subunidades GI(:4

(XXXG, XLXG, XXLG e XLLG). A analise dos oligossacarideos obtidos por tratamento
enzimatico das xiloglucanas provenientes das sementes de C. langsdorffii indica
principalmente a presenca de XXXG, XLXG, XXLG e XLLG na propor¢éao de 1,0: 1,1:
18: 7,4 e 1,0: 1,3: 2,6: 12, para sementes provenientes da savana e da floresta,
respectivamente. Para a xiloglucana de T. indica a propor¢cdo de oligossacarideos
XXXG, XLXG, XXLG e XLLG foi de 1: 0,4-0,5: 2,1-2,2: 3,1-3,4 (BUCKERIDGE et al.,
1992; MARRY et al., 2003; REN et al., 2005; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2006). Ja, as
xiloglucanas presentes nas sementes de H. courbaril L. apresentam caracteristicas
Gnicas. Nestas sementes, cerca de 50% da estrutura da xiloglucana é composta de

uma familia de oligossacarideos pertencentes a série XXXXG, portanto G|C5, as quais

apresentam substituicbes por unidades de galactose (BUCKERIDGE et al., 1997; TINE
et al., 2003; FREITAS et al., 2005). Além deste oligossacarideo, também foi
caracterizado a série XXXXXG (Glcg) e determinado as proporcdes de Glc,: Gles: Glcs,
sendo de 2:1: 0,2. Neste mesmo estudo, através de digestdo incompleta, também foi

observado os tipos de dimeros formados entre as séries, obtendo como proporcao de
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Glcy-Gles,: Glea-Gles : Gles-Gles, de 3,1: 2,1: 1,0 (TINE et al., 2006). Estas diferencas
estruturais podem resultar em diferentes conformacdes, possibilitando diferentes
respostas bioldgicas.

Os resultados encontrados nos estudos realizados por ROSARIO et al., (2008),
corroboram com os cerificados no presente trabalho ja que verificou-se que XGC em
todas as concentragfes ativaram a producdo de NO°, IL-1B e TNF-qa, entretanto sua
fracdo desgalactosilada correspondente ndo foi capaz de estimular a producdo de
citocinas. Xiloglucanas de H. courbaril nas formas nativa e desgalactosilada
apresentaram efeitos similares na ativacao de macréfagos, em todas as vias estudadas.
Entretanto, a remocdo das unidades de galactose influenciou a resposta das
xiloglucanas de T. indica, intensificando a producdo de NO’, IL-1B, IL-6 e TNF-a. Pode-
se sugerir que a mudanca conformacional ocasionada pela remocao das unidades de
galactose favoreceu a interacdo do polimero com os macréfagos, os quais se tornaram
ativados e responderam através da producdo de citocinas e espécies reativas de
nitrogénio. A xiloglucana estrutural proveniente da parede celular das folhas de C.
langsdorffii, cuja estrutura é diferente das xiloglucanas de reserva, principalmente por
apresentar unidades de L-fucose nao apresentou efeito nesta via.

Conforme descrito na revisdo bibliografica, muitos estudos vem sendo
desenvolvidos utilizando xiloglucanas nativas e modificadas para a liberagdo controlada
de farmacos (MIYAZAKI et al., 1998; KAWASAKI et al., 1999; MIYAZAKI et al., 2001;
TAKAHASHI et al., 2002; SUMATHI; RAY, 2002; GHELARDI et al., 2004; RIBEIRO et
al., 2009; HIRUNA; TANTISHAIYAKUL; PICHAYAKORNB, 2010). A partir dos
resultados obtidos no presente estudo, 0s quais mostraram que estes polimeros nao se
comportam como uma substancia inerte a resposta imunolégica, a utlizacdo dos
mesmos como veiculos para medicamentos pode representar aspectos positivos e
negativos. Apesar de ndo ter sido avaliado o efeito sistémico da ativagdo dos
macrofagos na presenca de xiloglucanas sugere-se que a interagcdo deste
polissacarideo com medicamentos, 0s quais suprimem a resposta inflamatéria, pode
apresentar seus efeitos farmacoldgicos prejudicados. Entretanto, resultados
promissores podem ser obtidos com a utilizagdo das xiloglucanas como veiculo para

farmacos os quais pretendem estimular a resposta inflamatéria, como, por exemplo,
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aumentar a acgdo citotoxica dos macr6fagos a patdgenos e estimular efeitos
anticarcinogénicos.

A ativacdo de macrofagos por polissacarideos pode promover a inibicdo do
crescimento e a metastase de células tumorais (KLIMP, 2002). As respostas do
processo de ativacdo que envolve a producdo de NO’ e citocinas, incluindo, IL-1, IL-6,
IL-12, e TNF estdo relacionadas com a atividade anti-carcinogénica dos macréfagos
(KLIMP, 2002; MORETAO et al., 2004; YANG et al., 2008; MINTER; WESSELS;
MOLDAWER, 2001; CHEN et al., 2010). Através dos estimulos produzidos por
macrofagos, na presenca de xiloglucanas nativas e modificadas, a analise destes
polissacarideos na atividade anticarcinogénica pode mostrar resultados promissores.
Estudos estdo sendo desenvolvidos no Laboratorio de Cultivo Celular, no Departamento
de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR para avaliar a aplicacao destes polimeros

na atividade antitumoral e leishimanicida.
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CONCLUSOES

Xiloglucanas de reserva (XGC, XGJ e XGT), com perfis homogéneos por HPSEC-
MALLS/RI, foram isoladas dos cotilédones de C. langsdorffii, H. courbaril e T.

indica.

Xiloglucanas modificadas (XGCd, XGJd e XGTd) foram obtidas a partir da
desgalactosilagéo das xiloglucanas de reserva.

Xiloglucana fucosilada (PFHB4) foi obtida a partir de folhas de C. langsdorffii apds
processos de purificacdo por cromatografia de troca ibnica e precipitacdo com

reativo de Fehling.

As xiloglucanas de reserva nativas ndo exercem efeitos citotoxicos significativos
para os macrofagos nas concentragdes de 10-100 ug/mL em 48 h de incubacéo,
porém as moléculas desgalactosiladas mostraram ser mais citotoxicas para estas

células alcancando aproximadamente 20% em 100 pg/mL nas mesmas condicoes.

As xiloglucanas nativas e modificadas podem ser classificadas como
modificadoras da resposta bioldgica, pois mostram-se capazes de ativar
macrofagos em testes in vitro. Entretanto, a intensidade de ativagdo para cada

parametro analisado € caracteristica para cada polissacarideo estudado;

v Em relacdo a atividade fagocitica, somente a xiloglucana de T. indica na sua
forma nativa (XGT) estimula esta via com uma intensidade de ~20 % na

concentragéo de 10 pg/mL;

v XGT, XGCd, XGJd e XGTd reduzem a producdo de anion superdxido de
macrofagos na presenca de PMA e sdo capazes de estimular macréfagos quanto

a producéao de oxido nitrico em diferentes intensidades.
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Em relacdo a produgdo de citocinas houve uma variacdo de estimulo e de
intensidade nos tratamentos de macréfagos com as diferentes xiloglucanas. XGC
estimula a produgcdo de IL-13 e TNF-a, enquanto que sua fragcao
desgalactosilada correspondente nao estimulou a producéo de citocinas. XGJ e
XGJd ativam macrofagos para a producao das trés interleucinas. A producao de
IL-1B e IL-6 foram aumentadas na presenca de ambos XGT e XGTd, porém

somente XGTd promoveu a producéao de TNF-a.

A remocdo das unidades de galactose de xiloglucana obtida de C. langsdorffii
interfere ativacdo dos macrofagos para a producdo das citocinas avaliadas.
Entretanto a desgalactosilacdo da amostra proveniente das sementes de T. indica

aumentou o estimulo da producéo de citocinas e NO'.
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Storage xyloglucans from the seeds of Copaifera langsdorffii, Hymenaea courbaril and Tamarindus indica
were obtained by aqueous extraction from the milled and defatted cotyledons, XGC, XG] and XCT, respec-
tively. The resulting fractions showed similar monosaccharide composition with Gle:Xyl:Gal molar ratios
of 2.4:1.5:1.0, 3.8:1.5:1,0 and 3.6:2.4:1.0 for XGC, XG] and XGT, respectively. High-performance size-
exclusion chromatography of the polysaccharides showed unimedal profiles, and the average molar
mass (M,,) was obtained for XGC (9.6 x 10° g/mol), XGJ (8.1 x 10° g/mol) and XGT (7.3 x 10° g/mol). The
immunomaodulatory effects of the xyloglucans on peritoneal macrophages were evaluated. Phagocytic
activity was observed in macrophages treated with XGT. The effect of XGT was tested on the production
of Oz*~ and NO. At 25 pg/ml XGT caused a 100% increase in NO production when compared to the control
group; however, it did not affect 0z*~ production in the absence of PMA. The production of TNF-o, inter-
leukins 1B and € by macrophages in the presence of the xyloglucans was evaluated. The polysaccharides
affected the production of the cytokines by macrophages to different degrees. XGC caused an enhance-
ment of [L-18 and TNF-« production, compared to the other xyloglucans. For IL-6 production, XGT gave
greater stimulation than XGC and XGJ, reaching 87% at 50 pg/ml. XG] promoted a statistically significant
effect on all cytokine productions tested. The results indicate that the xyloglucans from C langsdoerffii, H.

courbaril and T. indica can be classified as biological response modifiers (BRM).

© 2010 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

X¥yloglucans are heteropolysaccharides that form a massive
deposit as a storage function in the cell wall of cotyledons of some
leguminous seeds [1-5]. Storage xyloglucans consist of a cellulose-
like backbone carrying single a-p-xylopyranosyl units attached
to the 0-6 (branching point designated X). Some xylosyl residues
have additional substitutions at the 0-2 by B-p-galactopyranosyl
(branching point designated L). Nonsubstituted glucosyl units in
the backbone are designated G [6]. A comparative study of the
fine structure of xyloglucans from the seeds of Copaifera langs-
dorffii, Tamarindus indica and Hymenaea courbaril has shown that
they are composed of the same four xylocellotetraosyl units: XXXG,
XLXG, XXLG and XLLG [7-9]. However, the H. courbaril xyloglucan
also contains xylocellopentaosyl (XXXXG) and xylocellohexao-
syl (XXXXXG) units [8,10]. The proportion and arrangement of
these oligosaccharides in xyloglucans can give rise to chains with
conformational differences [7,10], which could display different
properties [4]. The xyloglucans obtained from C langsdorffii and

* Corresponding author at: CP.19046, CEF 81531-990, Curitiba, Parand, Brazil.
Tel.; +55 41 3361 1661; fax; +55 41 3266 2042,
E-mail address; clop@ufprbr (CLd.0. Petkowicz).

0009-2797 /5 - see front matter © 2010 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/5.cbi.2010.00.024

H. courbaril seeds showed distinct immunomodulatory responses,
which were attributed to the differences in the molar mass and fine
structure of the polymers [11].

Macrophages play a critical role in the host immunological
response due to its ability to recognize, engulf and kill pathogens
[12-14]. Some polysaccharides have been shown to increase the
macrophage cytotoxic activity against tumor cells and microor-
ganisms, activate phagocytic activity, increase the reactive oxygen
species (ROS) and nitric oxide (NO) production and enhance the
secretion of cytokines and chemokines, such as tumor necrosis
factor (TNF-at), interleukin (IL}-13, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y and IFN-
B2 [15-17]. Xyloglucans from C. langsdorffii and H. courbaril seeds
stimulated the migration of macrophages into the peritoneum of
mice and showed in vitro activation, evidenced by the enhanced
NO production [11]. However, the effect of these xyloglucan on the
secretion of cytokines and the phagocytic activity of macrophage
remains unknown. There is evidence that the storage xyloglucan
from T. indica is biologically active [18,19]. However, the data on
the effects of this polysaccharide on macrophage activation are
inconclusive and sparse.

Considering the significant effects previously observed for stor-
age xyloglucans on peritoneal macrophages, the aim of this study
was to evaluate the effect of the xyloglucan from T. indica seeds on
0;*~ and NO production. We evaluated the effects of the xyloglu-
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cans from C. langsdorffii, H. courbaril and T. indica seeds on other
parameters of macrophages, such as phagocytic activity and the
secretion of interleukin 153, interleukin 6 and tumor necrosis fac-
tor, to understand the action of these polymers on macrophages
activation.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), lipopolysaccharide
(LPS).  N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethanesulfonic  acid
(HEPES), ferricytochrome c, superoxide dismutase (SOD) (3-
[4.5-dimethylthiazol-2-y1]-2,5-diphenyl-tetrazolium  bromide)
(MTT), sulfanilamide, naphthylethylenediamine were obtained
from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). All other reagents were
commercial products of the highest available purity and were
obtained from Merck. Tissue culture materials were provided by
Corning or Nunc. Eagle minimum essential medium (MEM) was
supplied by Flow Laboratories. Fetal bovine serum was obtained
from Cultilab (Brazil). PMA was dissolved in Me,50 and stored at
—20°C as a 1 mg/ml stock solution. Other chemical reagents were
obtained from Merck. ELISA kits for Mouse IL-1 beta (IL-1b) ELISA
Ready-SET-GO!, Mouse IL-6 ELISA Ready-SET-GO! and Mouse
TNF-ox ELISA Ready-SET-GO! were obtained by eBioscience.

2.2. Isolation and characterization of polysaccharides

Seeds fromH. courbaril, T. indica and C. langsdorffii were acquired
from IPEF (Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais, Sio Paulo,
Brazil), and their isolated cotyledons were used for the extraction
of the xyloglucans (XGJ, XGT and XGC) as described by Rosario et
al. [11].

The total amount of carbohydrate was estimated by the
phenol-sulfuric acid method [20] and the protein by the Hartree
method [21]. Total acid hydrolysis was performed as previously
described [11]. Monosaccharides were reduced with NaBH4 [22]
and acetylated with Ac;O-pyridine (1:1, vfv, 16 h, at 25=C) [23,24].
The resulting alditol acetates were analyzed by gas chromatog-
raphy, using a 5890 A Il HP gas chromatograph at 220°C (FID
and injector temperature, 250°C) with a DB-210 capillary column
(0.25mm id. x 30m), 0.25pm film thickness and Ny carrier gas
(2.0ml/min].

The average molar mass (M,,) of the xyloglucans was deter-
mined by high pressure size exclusion chromatography (HPSEC)
coupled to a refractive index (RI) and a Wyatt Technology
Dawn-F multi-angle laser light scattering (MALLS) detector. Four
Waters Ultrahydrogel 2000/500/250/120 columns were connected
in series and coupled to the multidetection equipment. The eluent
was 0.1 M NaNO;, containing 200 ppm NaNs. The HPSEC data were
collected and analyzed by a Wyatt Technology ASTRA program.

The values of the dn/dc (differential refractive index increment
of the solvent-solute solution with respect to a change in the solute
concentration) were 0.109, 0.129 and 0.132, for XGC, XG] and XCT,
respectively.

2.3. Macrophage isolation

Swiss mice (6-8 weeks old) were used as the peritoneal
macrophage donors. All recommendations of the Brazilian National
Law (No. 6.638,05 November 1979) for the scientific management
of animals and procedures were approved by the Institution's Ani-
mal Ethics Committee.

The peritoneal macrophages from the mice were collected by
infusing their peritoneal cavity with 8ml of sterile phosphate-
buffered saline (PBS). The cells were plated in culture medium

(MEM, 5% fetal bovine serum and antibiotics) to give 5x 10
cells/well in 96 well dishes. After a 1 h incubation at 37 °C under 5%
€07 ina humidified incubator, the nonadherent cells were removed
by washing twice with PBS at 37°C.

2.4, Cytotoxicity assays

The adherent macrophages were incubated for 2h and 48 h in
the absence (control) or presence of XGT at various concentrations
(5-100 pg/ml). The toxicity was evaluated using the MTT method
[25]-

2.5. Assay for phagocytic activity

The phagocytic activity was assayed using yeasts as the
phagacyting particles. Briefly. a macrophage monolayer (5 x 107
cells/well), adhered onto a glass coverslip and contained in a tis-
sue culture plate (24 wells), was incubated with the standard
medium in the absence (control) or presence of varying concen-
trations of XGC, XG] and XGT (10, 25 and 50 mg/ml). After 48h
at 37°C under 5% C0O,, the cells were washed three times with
the MEM, and the yeast (ratio of macrophages to yeast, 1:10) was
added, following incubation under the same conditions up to 1 h.
After each incubation time, non-phagocytic yeasts were removed
by rinsing with PBS. The coverslips were then fixed with Bouin's fix-
ative, stained with Giemsa for 1 h and dehydrated in acetone. The
slides were mounted with Entelan. To obtain the ratio of phagocytic
yeasts/macrophage, the slides were examined microscopically (BEL
Photonics) [26].

2.6. Superoxide anion production

The adherent macrophages were incubated in a reaction mix-
ture consisting of HBSS, containing ferricytochrome c (80 puM).
XGT was added at 10-500 pg/ml. PMA (1 pg/ml) and medium
were used as positive and negative controls, respectively. The
absorbance at 550 nm was measured after 2 h, and the amount
of superoxide anion released was calculated by dividing the
difference in the absorbance of the samples, with or with-
out superoxide dismutase, by the extinction molar coefficient
Coxidred. AE=2.1 % 10°M~' cm~! for reduced cytochrome c [27,28].
The results are expressed as pwmol of reduced cytochrome c per
5 x 10° cells.

2.7. Nitrite quantification

The adherent macrophages (5 = 105 cells/well) were incubated
with XGT (10-50 pg/ml) and LPS (100 ng/ml) as control. After 48 h,
the isolated supernatants were mixed with an equal volume of
Griess reagent and incubated at room temperature for 10 min [29].
The absorbance was measured at 550 nm, and the nitrite concen-
tration was calculated from a NaNO, standard curve. The results
are expressed as jumol/5 x 107 cells.

2.8. [I-18, IL-6 and TNF-¢¢ quantification

The adherent macrophages (6 x 107 cells/well) were incubated
in a 24-well tissue culture plate with standard medium in the
absence (control) or presence of varying concentrations of XGC,
XG] and XGT (10, 25 and 50 mg/ml). LPS (100 ng/ml) was used
as a positive control. After 24 h, the supernatant from the cul-
ture was collected and maintained at —70°C until utilization. The
1I-1B, IL-6 and TNF-o concentrations in the supernatant were
determined using an enzyme-linked immunosorbent assay ( ELISA)
(eBioscience). The manufacturer’s instructions were followed.

doi:10.1016/j.cbi.2010.09.024
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2.9, Statistical analysis

The statistical analysis of the data was carried out using an
analysis of variance (ANOVA) test. The test of Tukey was used to
determine the statistical significance (*p<0.05%).

3. Results
3.1. Isolation and characterization of polysaccharides

Storage xyloglucans from C langsdorffii, H. courbaril and T.
indica (XGC, XGJ and XGT, respectively) were obtained by aqueous
extraction from milled and defatted cotyledons. From the chemical
analysis, XGC, XGJ] and XGT showed similar sugar content (higher
than 90%) and low protein content (~-3%). The polysaccharides had
Glc:Xyl:Gal ratios of 2.4:1.5:1.0, 3.8:1.5:1,0 and 3.6:2.4:1.0 for XGC,
XG) and XGT, respectively.

The polysaccharides XGC, XGJ] and XGT were analyzed by
HPSEC with multi-angle laser light scattering and refractive index
detection. The elution profiles show a unimodal mass distribu-
tion with average molar masses (M,,) of 9.6 « 10°, 9.1 = 10° and
7.3 x 10° g/mol for XGC, XGJ and XGT, respectively.

3.2. Phagocytic activity of peritoneal macrophages treated with
xyloglucans

To determine the non-toxic concentration of the xyloglucan,
adherent macrophages were incubated with XGT at different con-
centrations {5-100 j.gfml) for 2 and 48 h, and the cell viability was
evaluated by the MTT method. This polysaccharide did not show
any cytotoxic effects under the concentrations and conditions used
(data not shown). In a previous study, the concentrations that were
non-toxic to XGC and XGJ were determined [11].

The phagocytic activity was determined from the ratio of phago-
cyted yeasts/macrophage treated and untreated with xyloglucans.
Only XGT at 10 p.g/ml produced a significant increase (~25%; 1.3x)
in the phagocytic activity of peritoneal macrophages when they
were incubated with the polymers (Fig. 1). In contrast, XGC at the
same concentration inhibited approximately 20% (1.25x) of the
phagocytic activity and XG] did not modify in this parameter.

3.3. Effect of XGT on the production of superoxide anion and
niric oxide by peritoneal macrophages

To evaluate if XGT could affect the respiratory burst, the super-
oxide anion production was measured. Adherent macrophages
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Fig. 1. Effect of xyloglucans on the phagocytic activity of macrophages. Adherent
macrophages were cultivated in the absence (control) or presence of XGC, XG] and
XGT for 48 h, after which the medium was removed and yeasts (1:10) were added
following incubation for 1 h. The phagocytic activity was obtained from the ratio of
phagocyted yeasts to macrophage. This result is expressed as mean +5E (standard
error) for two independent experiments in triplicate.
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Fig. 2. Effect of XGT on superoxide anion and nitric oxide production by
macrophages after 2 h of treatment. (A) Adherent macrophages were incubated in a
mixture consisting of HESS containing ferricytochrome ¢ (80 pM) and the polysac-
charide XGT. As control, the cells were incubated with PMA. The absorbance was
measured at 550nm to identify the O;*- production. This result is expressed as
mean=+5SE from three independent experiments in quadruplicate. (B) Adherent
macrophages were incubated and supplemented with MEM and the polysaccha-
ride XGT. As control, the cells were incubated with LPS (100 pg/ml). The absorbance
was measured at 550nm to identify the NO2 production after 48h of treatment.
This result is expressed as mean + SE from three independent experiments in quin-
tuplicate, *Significant difference from the control {medium) group by the Tukey test
(p=0.05)

were incubated in solution with varying concentrations of XGT
using PMA, an agent that triggers an in vitro respiratory burst,
as a positive control. Fig. 2A shows that no interference in the
superoxide anion production by XGT was found for any of the con-
centrations tested.

To evaluate the role of XGT on NO production by the peritoneal
macrophages, concentrations of 10, 25 and 50 pug/ml were used
(Fig. 2B). The nitrite/nitrate concentration of the culture super-
natant was significantly altered by 25 pg/ml XGT, which indicates
an increase of 100% in the NO production when compared to the
negative control (medium). This suggests that XGT may stimulate
the NO production of peritoneal macrophages.

3.4. Effect of xyloglucans on the production IL-1p, IL-6 and TNF-o
by peritoneal macrophages

The secretory effects of XGC, XG] and XGT on the produc-
tion of IL-13, IL-6 and TNF-a by macrophages were determined.
The peritoneal macrophages were treated with various concentra-
tions of XGC, XGJ and XGT for 24 h, and the culture supernatants
were assayed for cytokines. As shown in Fig. 3, the treatments
with the different xyloglucans gave varying levels of cytokines
produced by the peritoneal macrophages. At the lowest con-
centration (10 pg/ml), XGC caused a 522% increase of in IL-1p
production, compared to the control group (Fig. 3A). The effect
was dose-dependent, with the IL-1@ production reaching 1704%
at 50 pg/ml. With XGJ, IL-1p production increased from 90% to
577% at 25 p.gfml and 50 pg/ml, respectively. For XGT, the stimu-
lation of IL-1@ production was significantly lower than XGC and
XG]J, reaching 35% at 50 pg/ml. Fig. 3B shows the results of IL-
6 production. XGC did not interfere in the secretion of IL-6. XG]
promoted a 45% increase in IL-6 production at the highest con-
centration (50 pg/ml), compared to the untreated cells. At the
lowest concentration (10 p.g/ml), XGT promoted an increase of 75%
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et B0 1 [11,18,19]. In the present work, we investigated the immunos-
§§ 3o timulating capacity of xyloglucans obtained from C langsdorffii, H.
g?g ﬁ - :;g courbaril and T. indica seeds through the modulation of macrophage
55 e . [ T [ functioning.
RE 0 L" Phagocytosis is the first step in the response of macrophages
2 - to invading microorganisms. We used the phagocytic activity of
ot 2] macrophage-like cells as an indicator of the immune function
iy e 1o 28 50 activation. Qur results show that the ratio of yeast phagocy-
_— SfioaRisAnE R} tosis by macrophages was modified only in the presence of
1400 XGT. Previously, it was reported that the T. indica xyloglucan
o Z1ao0 . at 160 wg/ml stimulated the capacities of phagocytosis by 58%
£ 1000 XG0 [19]. In the present work, an increase of ~25% in the phago-
B 800 1 =Gl cytic activity was observed at a lower concentration (10 pug/ml).
3; 600 i) Using a similar protocol, ARAGAL, an arabinogalactan extract from
=4 Anadenathera colubrine, stimulated the phagocytosis by 42.4-57%
200 with 25-100p.g/ml, respectively, after 1h of incubation. Thus,
2 Pr— i - . this polymer is a more potent activator for this pathway than
e ———— xyloglucans [26]. Ramesh et al. [38] measured the increase in the
200 phagocytic activity of macrophages treated with fenugreek galac-
180+ tomannan using a different protocol, measuring the fluorescence
- jlsg produced by cells responding to fluorescein isothiocyanate-labeled
B 1) E:3 zymosan [38]. The crude polysaccharides extracted from the leaves
22 100 T e of green tea (Camellia sinesis) promote immunostimulating activ-
gs 2l 5 R ity. Its effects were attributed to the high molar mass of the
%% a0l m L| n polysaccharides and the total catechin content in the leaf extract
201 [39].
’ g e = = . Whether a consequence of phagocytosis or not, the activation
Rylogiueans [pgiml) of macrophages could trigger the oxidative burst, which is char-

Fig. 3. IL-1p3, IL-6 and TNF-a production by peritoneal macrophages stimulated by
xyloglucans, The adherent macrophages were incubated with supplemented MEM
and the polysaccharides XGC, XG) and XGT (10, 25 and 50 pug'mil). As control, the
cells were incubated with LPS (100 pg/ml). Colture supernatants were collected
after 24 h. and the levels of IL-15 (3A), IL-6 (3B) and TNF-a (3C) were measured
by ELISA. The results are expressed as mean + 5E for two independent experiments
in quadruplicate, *Significant difference from the control (medium) group by the
Tukey test (p<0.05).

in IL-6 production, reaching 87% at 50 Lg/ml versus the control
group.

The TNF-u production following the macrophage treatment by
xyloglucans is shown in Fig. 3C. XGC promoted an enhancement of
TNF-o production from 119% to 220% (10-50 pg/ml), in relation to
the control. For XGJ, the effect occurred from 25 pugfml to 50 pg/ml,
and the enhancement of the TNF-o production ranged from 27%
to 58%, respectively, in relation to the control. Only at 50 pg/ml
XGT was asignificant increase observed, reaching 35% in the TNF-o
production.

4. Discussion

Considering the importance of macrophage activation to exe-
cute their functions for the organism defense, compounds with
this potential are of great interest. Polysaccharides from different
sources, plants especially, could be classified as biological response
maodifiers (BRMs) because they have a number of beneficial ther-
apeutic properties, such as augmenting the immune response of
macrophages [15,30-32]. Activated macrophages participate in
both specific and nonspecific immune reactions and are the “bridge
cells” for these two types of immune reactions [33,34]. In addition
to activating the phagocytosis, they have been shown to modify
their morphology, increase the reactive oxygen species and nitric
oxide production and the secretion of cytokines and chemokines.
These activations result in the enhancement of bactericidal potency
against a wide variety of microorganisms and lethal effects against
tumer cells [12,15,35-37]. Few studies have been performed to

acterized by the enhancement of glucose and oxygen uptake and
the production of reactive oxygen intermediates, such as super-
oxide (0z*~ ), hydrogen peroxide (Hz0;) and the hydroxyl radical
(HO*), stimulates specific protein secretion [ 13,15,40]. With respect
to this activation pathway, the T. indica xyloglucan does not signif-
icantly promote the enhancement of 0;*~ production, compared
with untreated macrophages (medium) (Fig. 2A). In previous stud-
ies, it was observed that XGJ and XGC did not interfere with the
respiratory burst [11]. On the other hand, Pauly et al. [19] described
that the xyloglucan of T. indica was capable of inducing the produc-
tion of O;* when compared to a control group. However, in this
work, the effect was determined using different experimental con-
ditions, such as monocytes, which are cells that later differentiate
into macrophages.

Different behavior has been observed in other classes of
polysaccharides from plants with respect to 0;*~ production. An
arabinogalactan polymer, isolated from the plant Phyllanthus niruri,
promoted an increase in the production of 0;*", and this effect
was three times greater when compared to a control group [41,42].
Another arabinogalactan, isolated from the leaves of Artemisia tri-
partita, exhibited the opposite effects with respect to the detection
of 0,*~ with neutrophils and macrophages in the presence of the
polymer. The authors attributed this behavior to the scavenger
activity of the polysaccharide toward 0,*~ when it is secreted
extracellularly [43]. Acidic polysaccharide fractions, purified from
the aqueous extract of Tanacetum vulgare, had different molar mass
and exhibited potent macrophage activating activity, enhancing the
production of the reactive oxygen species. Although all fractions
fromT. vulgare had a similar monosaccharide composition, only two
fractions exhibited the most potent immunoenhancing activity and
stimulated murine macrophages to produce significant levels of the
ROS and NO [44]. Arabinogalactan, extracted from Anadenathera
colubrina gum, gave activation of the respiratory burst when the
animals were inoculated intraperitoneally with 100 or 200 mg/kg
of the polymer [26]. The evaluation of the effect by the polysaccha-
rides on the production of superoxide anion appears to be complex
because it can vary with the type of polysaccharide, the cell type,
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the receptors involved in activating the pathway and the method
of radical detection [43].

Fig. 2B shows that XGT can stimulate NO production by mouse
peritoneal macrophages. The increase in NO production by XGT at
50 pg/ml was similar to that obtained with the xyloglucan from
H. courbaril at the highest concentration (50 p.g/ml), reaching 92%.
However, stimulation of NO production by XGC (307%) with the
same concentration was greater than the other xyloglucans stud-
ied [11]. Increasing MO production has been characterized for
other classes of polysaccharides described as biological response
modifiers [45]. The stimulation of NO production by XGT was
greater than that observed for a galactomannan from the lichen
Ramalina celastri, which enhanced NO production by 40% when
compared to untreated cells [26.43,45-48]. At 50 pg/ml, a het-
eropolysaccharide obtained from Gynostemma pentaphyllum tea,
enhanced NO production from macrophages. This effect was five
times higher when compared with a control group [46]. Many
studies have shown the potential of arabinogalactans polymers,
extracted from different plant sources, in the induction of NO pro-
duction by macrophages [26,43,47]. Schepetkin et al. [47 ]| evaluated
the induction of iNOS protein expression and NO production by
increasing the amounts of polysaccharide fractions from Juniperus
scopolorum by using murine peritoneal macrophages. The increase
in NO production was time- and dose-dependent for 20-100 pg/ml
of polysaccharides. Similar results were observed with an acidic
polysaccharide isolated from Angelica sinensis roots at 3—- 500 pg/ml,
which increased NO production by the induction of iNOS expression
[48].

The surfaces of macrophages contain a diverse array of receptors
that may bind different polysaccharides and activate them for the
production of mediators, such as cytokines thatserve as the primary
communicators of the innate immune response, and additionally
define the nature of the developing acquired immunity [49-51].
In the present work, the ability of storage xyloglucans to induce
the production and secretion of TNF- and interleukins 1B and 6
by macrophages treated with these polysaccharides was investi-
gated. Different response intensities of the cytokine production by
the macrophages in the presence of xyloglucans, which could be
compared with NO release, were observed. IL-1[3 and TNF-ox were
produced by macrophages treated with XGC in a dose-dependent
manner; however, this compound did not show any effect on IL-6
production. XGT gave the lowest production of IL-15 and TNF-c
at the highest concentration tested (50 pug/ml), but the stimula-
tion of IL-6 production was greater than for the other xyloglucans
analyzed. Song et al. [52] verified the induction of TNF-oo mRNA
in macrophages 3 h after treatment with ginsan, a polysaccharide
from Panax ginseng, composed of o1 — 6) glucopyranoside and
(2 — 6) frutofuranoside. For IL-1 and IL-6, they observed that the
effects were dose-dependent and reached the maximum only after
24h of treatment. Wang et al. [34] treated the macrophages with a
polysaccharide fraction obtained from ginseng with 50-200 p.g/ml,
and after 48 hthey observed the enhanced secretion of IL-1, IL-6 and
TNF-o.

Arabinogalactan from the gum of the plant A. colubrina pro-
moted the secretion of TNF-o in mice peritoneal macrophages
treated with the polymer for 24h [53]. Schepetkin et al. [47]
extracted five fractions from Juniperus scopolorum cones, which
contained arabinogalactans with different molar mass. All fractions
were tested to evaluate the macrophage responses, and different
intensities were observed for the secretion of inflammatory (IL-1,
IL-6, TNF-¢, and IL-12) and anti-inflammatory (IL-10) cytokines.
More recently, similar results were realized with five polysac-
charides obtained after purification from the agueous extraction
from the leaves of A. tripartita. These fractions showed the same
monosaccharide composition but had different proportions and
molar masses, resulting in different stimuli of IL-6, TNF-cc and

IL-10 production [43]. Macrophages treated with acidic polysaccha-
rides extracted from Opuntia polyacantha resulted in significantly
enhanced TNF-a and IL-6 production in a concentration-dependent
manner. The levels of TNF-at induced by 20-40pg/ml of higher
molar mass polymers from O. polyacantha were comparable to
those induced by LPS in both murine and human cells [54].

It has been established that the IL-15, TNF-c and IL-6 cytokines
are related to each other because they are released in a coordinated
manner from activated macrophages. IL-1 or TNF-a caninduce IL-6,
and TNF-a¢ can induce IL-1B. IL-6 does not induce IL-1( or TNF-
o but suppresses their production by the macrophages [52,55].
TNF-ze plays an important role in inflammation and with IL-153-
promoted inhibition of tumor cell division. It is also invelved in
the tumoricidal effects by antibody-dependent cellular cytotoxic-
ity and macrophage-mediated tumor cytotoxicity mechanisms. It
can act on monocytes and macrophages in an autocrine manner to
enhance various functional responses and induce the expression
of other immunoregulatory and inflammatory mediators [56,57].
IL-1p is involved in fever during the induction of the acute phase
protein response. In addition, it synergizes with IFN-y and IL-12
to increase tumor death by NK cells. [56,57]. Macrophages and
monocytes are the main sources of IL-6, which is considered a
major immune and inflammatory mediator [50-52,56]. Consider-
ing the interleukin effects, our results suggest different applications
for xyloglucans. XGC promoted a clear increase in TNF-o and IL-
13; therefore, it could be used to trigger macrophages to activate
tumoricidal activity. XGJ also induced significant secretion of IL-1,
which can be considered a potentializator of tumor death, whereas
XGT stimulated principally the production of IL-6. This polymer
should be investigated for its potential to activate macrophages as
an inflammatory response.

In the present work a probable relation of NO dependant
cytokine release was observed. The signaling pathway of Toll-like
receptors (e.g., TLR-4, which is able to recognize botanical polysac-
charides) [15,58] leads to the activation of signaling pathway of
nuclear factor-kB (NF-kB) through the activation of MyD88. This,
in turn, induces the transcriptional activation of genes of immune
and inflammatory responses, among which the gene coding for
iNOS. Thus, the activation of the NF-kB increases NO production
by increasing the expression of iNOS [58-60]. The high levels of
MO observed in macrophages in the presence of xyloglucans [11]
suggest that these polysaccharides could interact with Toll-like
receptors.As MyD&8 also leads to activation of MEKK]1, this trig-
zers molecular responses which result in the production of many
inflammatory mediators such as TNF-g, IL-1p and IL-6 and iNOS
[61]. IL-1 induces the production of iNOS leading to release of NO
[62]. TNF-o binds to its receptor and can activate signaling through
MNF-kB and Janus kinase inducing expression of iNOS [63].

In the present work, the IL-1p and TNF-o production by XGC
treatment could contribute to explain the high increase in the NO
production in macrophage in the presence of the same polysaccha-
ride [11].

Many authors have described the effects of plant polysaccha-
rides as biological response modifiers, especially on macrophage
activation [15,30-34,41-49], but there are few reports concerning
xyloglucans [11,18,19].

Although the three polysaccharides used in this study have the
classical structure of storage xyloglucans, the combination and pro-
portion of different oligosaccharides give a fine structure that varies
according to the species and even in the populations of the same
species [7-10]. The storage xyloglucans obtained from C langsdorf-
fii and T. indica seeds are composed of repeating units of XXXG with
a variation in the substitution with galactose, generating oligosac-
charides structures like XLXG, XXLG and XLLG [7,9]. In addition to
these characterized xyloglucans subunits, the H. courbaril polymer
showed, upon enzymatic digestion, distinct oligosaccharides that
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were composed of XXXXG and X30{{XG [8,10]. These fragments
could be substituted with galactose units in different proportions
[8,10]. The differences in the fine structure of the xyloglucans
can generate distinct macromolecular behavior and conformations.
Because macrophage activation by polysaccharides is thought to be
mediated primarily through the recognition of polymers by specific
receptors, differences in the conformational features could explain
the distinct immunomodulatory responses obtained with storage
xyloglucans from different species.

In conclusion, interest in the antitumor and immunostimula-
tory activity of natural polysaccharides is growing. A large number
of studies have shown that macrophage activation by polysaccha-
rides has a relatively strong effect on tumor cells because they can
inhibit the growth and metastasis of tumor cells. The present work
shows that storage xyloglucans promote macrophage activation,
evidenced by the secretion of important mediators. The results sup-
port the continued evaluation of the effects of these molecules on
tumor cells and other cell types.
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