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RESUMO

Polissacarideos das mais diversas fontes vém sendo estudados quanto suas aplicagdes
biologicas. Dentre esses polissacarideos, destacam-se as galactomananas de fontes
vegetais, que podem ser obtidas em forma pura e com um alto rendimento. Sementes de
Schizolobium amazonicum, uma arvore brasileira nativa, contém galactomananas. O
objetivo deste trabalho foi extrair e sulfatar quimicamente a galactomanana de S.
amazonicum e avaliar as potenciais propriedades citotdéxicas do polissacarideo nativo e
modificado em células do hepatocarcinoma humano (HepG2). Por extracdo aquosa do
endosperma das sementes de S. amazonicum foi isolada uma galactomanana de relacéo
Man:Gal 3,2:1 (SN) e massa molar 4,34 x 10° g/mol, determinada por espalhamento de
luz. Andlises de RMN **C e HPSEC demonstraram que o polissacarideo estava livre de
contaminantes e apresentava a estrutura classica de galactomananas. A fracdo SN foi
submetida a sulfatacdo utilizando acido clorossulfénico, resultando nas fracdes S1 e S2,
as quais apresentaram grau de sulfatacdo (DS) de 0,4 e 0,6, respectivamente. A
sulfatacdo foi confirmada pela presenca de bandas tipicas no espectro de FT-IR e as
analises de HPSEC indicaram que o processo de sulfatacdo também promoveu
degradacdo da galactomanana. As andlises de RMN *3C indicaram que a sulfatacdo
ocorreu preferencialmente nas hidroxilas dos carbonos 6 da galactose e manose nao
substituidas. No ensaio de citotoxicidade pelo método do MTT, apdés 72 horas de
tratamento das células HepG2, a galactomanana na sua forma nativa (SN) diminuiu a
viabilidade celular cerca de 30%, 35% e 50% nas concentracdes de 50, 100 e 250 pg.mL™
respectivamente. A galactomanana sulfatada com DS 0,4 (S1) nas concentracdes de 100
e 250 pg.mL™ promoveu um decréscimo na viabilidade dessas células em ~25% e 30%,
respectivamente. No entanto, a galactomanana com D.S. de 0,6 n&do exerceu efeito na
viabilidade celular. Pelo método do cristal violeta, nas mesmas condi¢fes de tratamento,
SN, S1 e S2, nédo interferiram na viabilidade dessas células. Ao avaliar o mecanismo de
citotoxicidade por citometria de fluxo observou-se que a galactomanana nativa na
concentracdo de 250 pg.mL™ também ndo promoveu a parada do ciclo celular e néo foi
capaz de induzir a morte celular das células HepG2, em 72 horas de tratamento.
Galactomananas nativa e sulfatada (S1) promoveram diminuicdo no consumo de oxigénio
nas células HepG2 nado permeabilizadas, apés 72 horas de tratamento, nos quatro
estados avaliados da respiracao celular. No estado basal, na maior dose avaliada (250
ng.mL™) SN e S1 exerceram uma inibicdo de ~80% em relacdo ao controle. No estado
leak, os dois polimeros (SN e S1) exerceram uma diminuicdo no consumo de O, em
~50% em todas as concentracbes avaliadas e no estado desacoplado da respiracdo a
diminuicdo do consumo de oxigénio foi ~90% para ambas as concentracdes avaliadas.
Tanto a galactomanana nativa quanto a sulfatada (S1) causaram um aumento na
producédo de lactato de aproximadamente 15% e consequentemente uma diminuicdo nos
niveis de piruvato. Os efeitos apresentados pela galactomanana na sua forma nativa e
sulfatada sobre o metabolismo mitocondrial a producéo de lactato e piruvato nas células
HepG2 sugerem que esses polimeros sao modificadores de resposta bioldgica.

Palavras — chave: galactomananas, sulfatacéo, células HepG2, citotoxicidade



ABSTRACT

Due to their low toxicity, polysaccharides from different sources have been studied for their
potential biological applications. Among these polysaccharides, there are galactomannans
which may be obtained in pure form and in a high yield from seeds of some leguminous
species, such as Schizolobium amazonicum, a Brazilian native tree. The aim of this study
was to extract and sulfate galactomannan from S. amazonicum and evaluate the potential
cytotoxic properties of native and modified polysaccharide in human hepatocarcinoma
cells (HepG2). Aqueous extraction of the seeds endosperm from S. amazonicum furnished
a galactomannan with Man: Gal 3.2:1 (SN) and molar mass of 4.34 x 10°> g/mol,
determined by light scattering. **C NMR analysis and HPSEC demonstrated that the
polysaccharide was free from contaminants and had the classical structure of
galactomannans. The SN fraction was subjected to sulfation using chlorosulfonic acid,
resulting in fractions S1 and S2, which showed the degree of sulfation (DS) of 0.4 and 0.6,
respectively. The sulfation was confirmed by the presence of characteristic bands in the
spectrum of FT-IR and HPSEC analyzes indicated that the process of sulfation also
promoted degradation of the galactomannan. **C NMR analyzes indicated that sulfation of
the hydroxyl occurred preferentially at C-6 of unsubstituted mannose and galactose units.
The cytotoxicity against HepG2 cells was determined by the MTT method, after 72 hours
of treatment the galactomannan in native form (SN) decreased cell viability 30%, 35% and
50% at concentrations of 50, 100 and 250 upg.mL” respectively. The sulfated
galactomannan with 0.4 DS (S1) at concentrations 100 and 250 p.mL™ caused a decrease
in the viability of these cells by ~ 25% and 30% respectively. However, the galactomannan
with DS 0.6 had no effect on cell viability. By the method of crystal violet under the same
treatment conditions, SN, S1 and S2, did not affect the viability of these cells.Flow
cytometry showed that the native galactomannan at concentration of 250 ug.mL™ also did
not promote cell cycle arrest and was not able to induce cell death of HepG2 cells at 72
hours treatment. Native and sulfated galactomannans (S1) led to a decrease in oxygen
consumption in non-permeabilized HepG2 cells after 72 hours of treatment. At the basal
state, the highest dose evaluated (250 pg.mL™) S1 and SN exerted an inhibition of ~ 80%
compared to control. At the Leak state, the two polymers (SN and S1) brought a decrease
in O, consumption in ~ 50% at all concentrations evaluated in the uncoupled state the
consumption was ~ 90% for both concentrations evaluated. Both the native and sulfated
galactomannan (S1) caused an increase in lactate production by approximately 15% and
consequently a decrease in the levels of pyruvate. The effect produced by the native
galactomannan and the sulfated form on the mitochondrial metabolism of lactate and
pyruvate production in HepG2 cells suggests that these polymers are biological response
modifiers.

Key-words: galactomannans, sulfation, HepG2 cells, citotoxicity
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1 INTRODUCAO

Devido a sua baixa toxicidade, polissacarideos das mais diversas fontes tém sido
estudados quanto as suas aplicacbes biolégicas, dentre 0s quais estdo: o0s
polissacarideos de liqguens (CARNEIRO-LEAO, 1997; NOLETO et al, 2002;
MARTINICHEN, 2005;), bactérias (HELLERQVIST et al.,, 1993; SURANA; KASPER,
2012), algas marinhas (STEVAN, 2001; TALARICO et al.,, 2004; MAO et al., 2009;
WIJESEKARA; PANGESTUTIA; KIMA, 2011), fungos (MIZUNO et al., 1998; LEE et al.,
2003) e plantas superiores (SILVEIRA, 2010; AMARAL, 2011; FARIAS, 2012; ZONG;
CAO; WANG; 2012). Dentre estes, nos ultimos anos, os polissacarideos de origem
vegetal emergiram como uma importante classe de produtos naturais bioativos (VON
POSER, 2001).

Entre os polissacarideos de origem vegetal destacam-se as galactomananas. Estes
polissacarideos podem ser obtidos de sementes em uma forma pura e com elevados
rendimentos. Estudos tém demonstrado que galactomananas podem apresentar atividade
imunomoduladora (NOLETO et al., 2002; DUNCAN et al.,, 2002; LEUNG et al., 2004;
SANTANDER et al., 2011), antiviral (BABA et al., 1988; ONO et al., 2003; GEMIN, 2008),
atividade leishmanicida (NOLETO et al., 2002; AMARAL, 2011) e atividade antineoplasica
(INGOLFSDOTTIR et al., 1994; GAMAL-ELDEEN et al., 2007b).

Em doencas neoplasicas, diferentes polissacarideos vém sendo muito estudados,
por serem menos toxicos para as células normais. A quimioterapia e a radioterapia sao
tratamentos considerados muito agressivos, visto que, estes, acarretam uma série de
efeitos colaterais. Visando melhorar a terapia do cancer, tratamentos com polissacarideos
de diferentes fontes tém sido propostos por diferentes autores (HAN et al.,1999; LIU et al.,
2006; KWON et al., 2006; KOYANAGI et al., 2006; YIN et al., 2010; ZENG et al.,2012;
LIANG et al., 2012).

Mesmo variando amplamente quanto a sua composicdo quimica, algumas
correlacdes podem ser feitas entre as caracteristicas estruturais e a atividade biologica de
polissacarideos. Entre as caracteristicas reconhecidas pela sua relacdo com alguns tipos
de atividade biologica destaca-se a presenca de grupos sulfato (MARTINICHEN et al.,
2005; GEMIN, 2008; KARMAKAR et al.,, 2010; WIJESINGHE et al., 2011; TELLES et
al.,2011).



18

Os polissacarideos sulfatados podem ser de origem natural, semi-sintética ou
sintética (HUANG et al., 2003). Esses polissacarideos possuem uma ampla atividade
biologica, mostrando-se mais eficazes do que os polissacarideos nativos, ndo sulfatados.

Tendo em vista o interesse no descobrimento de compostos com atividade
antitumoral e o0 expressivo efeito antitumoral observado para polissacarideos, bem como a
escassez de estudos relacionados a galactomanana de Schizolobium amazonicum e seu
derivado quimicamente sulfatado frente a células tumorais o presente trabalho propde
avaliar a atividade antitumoral da galactomanana de S. amazonicum e seu derivado

quimicamente sulfatado em células de hepatocarcinoma humano (células HepG2).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 POLISSACARIDEOS VEGETAIS COMO MODIFICADORES DE RESPOSTA
BIOLOGICA

Ao longo dos anos tem sido demonstrado que os polissacarideos apresentam um
amplo espectro de efeitos bioldgicos como antibidticos, antioxidantes, antimutagénicos,
anticoagulantes, antiviral, imunomoduladores e anticancer (DAMONTE et al.,2004;
CHRESTANI et al., 2009; ZONG; CAO; WANG, 2012). Essa diversidade de efeitos
possibilitou caracterizar estas moléculas como modificadores de resposta biolégica (MRB)
(OLDHAM et al., 1983; BOHN; BeMILLER, 1995; CALABRESI et al., 1995; LEUNG et al.,
2006). As atividades de imunoestimulacdo sdo os alvos da maioria dos estudos com
polissacarideos, pois podem resultar em diversos efeitos benéficos ao organismo. Neste
aspecto, os macrofagos séo células importantes para a acédo de diversos polissacarideos,
pois possuem um papel central na resposta imunologica do hospedeiro (SCHEPETKIN;
QUINN, 2005) e quando ativados desencadeiam diversos mecanismos de defesa como
citotoxicidade microbiana e tumoricida (LEUNG et al., 2006).

Em relagdo a atividade antitumoral diversos estudos sugerem que o0S
polissacarideos podem inibir o crescimento do tumor por meio dos seguintes
mecanismos: 1) prevencao da tumorigénese pela ingestdo oral de preparacdes ativas; 2)
atividade citotoxica direta, como a indugcdo da morte celular por apoptose; 3)
imunoestimulacdo em combinagcdo com quimioterapia e 4) inibicdo de metédstase (ZONG;
CAO; WANG, 2012). Alguns polissacarideos moduladores de funcées dos macrofagos
tém sido utilizados como adjuvantes no tratamento de diversos tipos de canceres (FOON,
1989; MATSUNAGA et al.,1992; CHEN et al., 2010; ROSARIO et al., 2011).

As g-glucanas de diferentes fontes sdo os polissacarideos mais estudados como
MRB (BOHN; BeMILLER, 1995; TZIANABOS, 2000; CHEN et al., 2010; CHLUBNOVA et
al., 2011). Estas substancias, altamente conservadas, representam componentes
estruturais da parede celular de fungos (SYNYTSYA; NOVAK, 2013), leveduras, plantas
superiores e algas marinhas (BLASCHEK et al., 1992; CHEN et al., 2011). Os efeitos das

glucanas ja foram comprovados em algumas doencas, como por exemplo, as neoplasicas
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(CHEN et al., 2010). O papel significativo de glucanas no tratamento do cancer, atividade
imunomoduladora e recuperacdo de danos na medula Ossea ja foram estabelecidos
(VETVICKA, 2011).

Além da$ -glucanas, outras classes de polissacarideos como mananas,
arabinogalactanas, xiloglucanas, pectinas e polissacarideos sulfatados tém sido
estudados visando aplicacdes terapéuticas (WANG et al., 1992; NOLETO et al., 2004;
LEUNG et al., 2004; MORETAO et al., 2004; LIU et al., 2006, AMORIM, 2012).

Manana de levedura (MPOLY) a partir de 10 pug.mL™ aumentou a producéo de
oxido nitrico de macréfagos peritoneais em 55% e inibiu a producdo de anion superéxido
na presenca de éster de forbol. O complexo deste polimero com ion vandilo ndo interferiu
na producdo de Oxido nitrico, porém mostrou-se extremamente citotoOxico para 0sS
macréfagos macréfagos peritoneais de camundongos (NOLETO et al., 2004).

Mananas acetiladas contendo unidades de galactose provenientes de Aloe vera L.
induziram o recrutamento de células T e atividade estimulatéria de macréfagos em
camundongos evidenciada pelo aumento da producdo de NOe-. A ativacado de macréfagos
por polissacarideos extraidos da Aloe vera L., pode restaurar ou mesmo aumentar o
reconhecimento do antigeno pelo anticorpo (LEUNG et al., 2004; LIU et al., 2006).

Wang et al. (1992) avaliaram a atividade antitumoral de polissacarideos isolados de
uma planta medicinal Acanthopanax giraldii frente ao Sarcoma 180 em camundongos. O
polissacarideo foi administrado via endovenosa nos camundongos em uma concentracao
de 5 e 25 mg/Kg e demonstrou ser eficaz no tratamento antitumoral prolongando a
sobrevida dos animais devido a capacidade de aumentar a capacidade fagocitica de
macréfagos peritoneais de camundongos.

Um heteropolissacarideo acido, contendo arabinose e galactose em sua estrutura
(ARAGAL) foi capaz de ativar macrofagos peritoneias de camundongos in vitro
(MORETAO, 2003). Macrofagos obtidos de animais tratados com ARAGAL também
apresentaram caracteristicas morfolégicas de macréfagos ativados. E ainda, 25 mg.mL™
de ARAGAL promoveu atividade maxima da capacidade fagocitica e aumentou a
producdo de anion superoxido em aproximadamente 70%. Em outro estudo ARAGAL na
concentracdo de 200 mg/kg aumentou em 88% a capacidade elicitora de células para a
cavidade peritoneal e aumentou os niveis de TNF-a de macréfagos peritoneais de animais



21

tratados com o polimero, o que pode ter sido importante para a atividade antitumoral
contra o Sarcoma 180 (MORETAO et al., 2004).

Quatro fracdes polissacaridicas constituidas de unidades de D-rhamnose, D-
arabinose, D-glucose e D-galactose isoladas de Ornithogalum caudatum, foram avaliadas
guanto a atividade antitumoral de Sarcoma 180 (CHEN et al.,, 2010). As fracbes nas
concentracdes de 0,01 a 100 pg.mL™* foram administradas pela via intraperitoneal em
camundongos com o tumor estabelecido. Os autores sugerem que a atividade antitumoral
pode ser decorrente da ativacdo da resposta imune do hospedeiro, evidenciada pelo
estimulo de células T e producgéo de citocinas (TNF-a e IFN-y).

As xiloglucanas nativas e modificadas tém sido alvo de varios estudos visando
avaliar suas atividades biomoduladoras. Xiloglucanas de tamarindo (Tamarindus indica),
modificadas a diferentes graus de sulfatacéo, exibiram atividade antiviral contra o virus da
rubéola (MASTROMARINO et al., 1997) e aumento da capacidade fagocitica em
macrofagos humanos (PAULY et al., 1999). Xiloglucana de Tropaeolum majus apresentou
atividade antimutagénica em estudo em que a mutagénese foi induzida pelo composto
nitroaromatico 1-nitropireno (HENSEL; MEIER, 1999). Rosério et al. (2008) demonstraram
gue xiloglucanas extraidas de Copaifera langsdorffii, Hymenaea courbaril e Mucuna
sloanei apresentaram atividade elicitora de células para a cavidade peritoneal de
camundongos, além de estimular a producéo de 6xido nitrico pelos macrofagos. Em outro
estudo, xiloglucanas nativas e modificadas por intermédio da rempc¢ao de residuos de
fucose foram avaliadas em macrofagos peritoneais de camundongos (ROSARIO et al.,
2011). Os autores observaram que os polissacarideos estimularam a producdo das
citocinas interleucina 1 beta (IL-18) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) por
macrofagos em diferentes graus de intensidade.

Xiloglucanas de reserva extraidas de sementes de Hymenaea courbaril (Jatobd)
(SILVEIRA, 2010), promoveram um aumento na proliferacdo das células HeLa de maneira
dose-dependente, onde observou-se uma variagdo de ~65% a 156% em relacdo ao
controle, o qual foi considerado 100%, em um tempo de 24 horas de tratamento. Em 48
horas de tratamento, observou-se um aumento na proliferacdo de ~19% a 38% em
relacdo ao controle. Além disso, a xiloglucana aumentou a capacidade fagocitica de
macréfagos RAW 264.7 em até 106% em uma concentracdo de 200 pg.mL™.
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Em relagdo as pectinas efeitos importantes sobre a modulacdo de funcbes de
macrofagos tem sido observados. Amorim (2012) avaliou os efeitos de uma pectina
naturalmente acetilada isolada de Theobroma cacao L. denominada OP, sua forma
parcialmente desacetilada (PDOP) e uma pectina com familia de homogalacturonanas
(PG), foram avaliadas quanto ao seu potencial de modular algumas funcdes de
macréfagos. Os resultados mais importantes foram para o polimero PDOP (100 yg.mL ™)
gue aumentou a producdo de oxido nitrico em 250% em 48 horas e de TNF-a em 87%
ap6s 6 horas de tratamento na concentracdo de 200g.mL . Na mesma concentracédo
(200 pg.mL™). Neste estudo foi verificado que a intensidade de efeitos esta diretamente
relacionada com as caracteristicas estruturais dos polimeros, uma vez que a desatilacédo
da pectina favoreceu melhor efeito na ativacdo dos macrofagos.

Kangussu-Marcolino (2010) avaliou in vitro a atividade leishmanicida sobre as
formas amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis de polissacarideos
sulfatados obtidos de macroalgas marinhas. O Go3 (heteroraminana sulfatada), lota-Gy
(galactana kappa-iota-nu-carragenana) e EHW-I (galactana iota-nu-carragenana). O
polissacarideo Go3 apresentou atividade a partir da concentragéo 5 pg.mL™ chegando a
55% de inibicdo em 10 pg.mL™. lota-Gy iniciou sua atividade ja em 2,5 pg.mL™? e atingiu
50% de inibicdo em 10 ng.mL™?. EHW-I exibiu o efeito leishmanicida mais intenso em
todas as concentraces, atingindo 98% de inibicdo em 10 pg.mL™. Aumento na producéo
de oOxido nitrico e capacidade sequestradora de anion superoxido também foram
observados.

Amaral (2011) avaliou os efeitos de diferentes polissacarideos de fontes vegetais e
complexados com metal oxovanadio (IV/V) sobre a ativacdo de macréfagos e atividade
leishmanicida. Os resultados obtidos neste estudo indicam que os polissacarideos nativos
(galactomananas) sdo moduladores de funcdes dos macrofagos, via producdo de
interleucinas (IL1B, IL-6, IL-10) e os polissacarideos complexados potencializaram a
atividade leishmanicida contra as formas amastigostas de Leishmania (L.) amazonensis.

Outra classe que desperta interesse a respeito de suas atividades biolégicas, tanto
das formas nativas como modificadas sdo as galactomananas. Por ser objeto de estudo
deste trabalho os efeitos de galactomananas nativas e modificadas como modificadoras
de resposta bioldgica sera apresentada no item 2.2.1.
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Todavia, o estudo envolvendo polissacarideos de fontes vegetais podera
proporcionar uma oportunidade para o descobrimento de novos agentes terapéuticos e de
adjuvantes que exibam propriedades imunomoduladoras (TZIANABOS, 2000;
SCHEPETKIN; QUINN, 2005).

2.2 GALACTOMANANAS

As galactomananas de fontes vegetais sdo polissacarideos hidrossoliveis
compostos por uma cadeia principal de unidades D- manopiranose unidas por ligagdes
glicosidicas 3 (1—4), com ramificacbes laterais de unidades de D- galactopiranose unidas
por ligacbes glicosidicas a (1—6) (FIGURA 1) (DEA; MORRISON, 1975; GANTER, 1991;
GANTER et al.,, 1994; PETKOWICZ et al., 1998; SRIVASTAVA; KAPOOR, 2005;
VENDRUSCULO et al., 2008;).

A principal fonte de galactomananas em espécies vegetais é o endosperma de
sementes, onde atuam como polissacarideo estrutural e de reserva. A maioria das
sementes que armazenam galactomananas pertence a familia Leguminosae, porém
também podem ser encontradas em sementes de familias como Annonaceae,
Compositae, Palmae, Tiliaceae, Lagoniaceae e Umbeliferae (DEA; MORRISON, 1975;
BUCKERIDGE et al., 1992; REID; EDWARDS, 1995; SCHERBUKHIN; ANULOV, 1999).

A presenca de galactomanana no endosperma permite que este atue em diferentes
funcgdes fisioldgicas, como fonte de reserva de energia para a germinacao das sementes e
retencdo de agua pela solvatacdo, prevenindo que as sementes figuem secas, evitando a
desnaturacdo de proteinas, em especial as enzimas que Sao essenciais para a
germinacao das sementes (SRIVASTAVA; KAPOOR, 2005).
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FIGURA 1 - ESTRUTURA DE UMA GALACTOMANANA DE RAZAO DE 3:1 (MANOSE: GALACTOSE)
FONTE: MERCE et al (2001).

O grau de ramificacdo por galactose costuma ser descrito pela relacdo Man:Gal e
pode variar de acordo com as espécies vegetais e metodologia empregada para a
extracdo (BUCKERIDGE et al.,, 1992; GANTER et al., 1994). As trés subfamilias de
Leguminosae (Caesalpinioideae, Mimosoideae e Faboideae) sao distinguidas pela razéao
Man:Gal em suas sementes (BUCKERIDGE; DIETRICH; LIMA, 2000).

Em geral, o grau de substituicdo ou ramificacdo das galactomananas de sementes
varia de 20 a 100% (GAMAL-ELDEEN et al., 2007a). A massa molar, o conteddo e a
distribuicdo das unidades de galactose afetam as propriedades para aplicacdes das
galactomananas (KOOIMAN, 1971; GAMAL-ELDEEN et al., 2007a).

Dependendo do grau de ramificacdo com galactose, as galactomananas podem ser
facilmente extraidas com agua quente durante algumas horas e, em seguida, precipitada
com etanol ou metanol, sendo o0s solventes mais comumente usados. Apés a
resuspensao em agua, e apos secagem, normalmente um material de aspecto de algodao
macio e branco é obtido (BUCKRIDGE; DIETRICH; LIMA 2000).

As galactomananas sao utilizadas em aplicacdes diversas como nas industrias
alimenticia, farmacéutica e cosmética (SITTIKIJYOTHIN; TORRES; GONCALVES, 2005).
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Na industria alimenticia, as aplicacdes das galactomananas sdo em produtos lacteos,
produtos em po, péaes, produtos dietéticos, formulacdes de leite infantis, temperos, molhos
e sopas (SRIVASTAVA; KAPOOR, 2005; CERQUEIRA et al., 2011).

O uso de galactomananas em filmes poderia ser uma 6tima contribuicdo ao meio
ambiente (CERQUEIRA et al., 2009; CERQUEIRA et al.,, 2011), uma vez que a
embalagem com base em materiais sintéticos convencionais conduz a graves problemas
ambientais.

Na industria farmacéutica, as galactomananas podem ser empregadas como
aditivos para modificar a viscosidade do produto final devido suas propriedades reoldgicas
e sua solubilidade, que depende do grau de substituicdo. Por ndo serem absorvidas pelo
organismo humano, sua adicéo a alimentos dietéticos € muito promissora. Com a adicao
de gomas guar em alimentos ricos em carboidratos, a quantidade de glucose e insulina
apos as refeicdes, pode ser reduzida substancialmente no sangue (ROBINSON et al.,
1982; ELLIS et al., 1991).

As galactomananas isoladas ndo formam géis, mas podem interagir sinergicamente
com outros polissacarideos que também néo gelificam resultando na formacdo de géis,
como por exemplo, o sistema galactomanana-xantana e galactomanana-carragenana.
Essas interacdes tém sido amplamente estudadas e tem sido aplicada para produzir
novos tipos de produtos alimentares para melhorar o processamento e qualidade desses
produtos (BRESOLIN et al., 1998; CUI et al., 2006).

Comercialmente, as galactomananas disponiveis sao obtidas de sementes de guar
(Cyamopsis tetragonolobus L.) com Man:Gal 1,5:1; alfarroba (Ceratonia siliqua) com
Man:Gal 3,5:1 e tara (Caesalpinia spinosa L.) com Man:Gal 3,0:1. A goma guar € usada
na alimentacdo humana e do gado desde tempos antigos, especialmente na india e no
Paquistdo. Desde 1950, as sementes da planta de onde se extrai o guar tém sido
processadas em goma guar e usadas como aditivo alimentar, como espessante ou como
fibra alimentar (ROBINSON et al., 1982; YOON et al., 2008).

A goma alfarroba Ceratonia siliqua é conhecida por ser a fonte pioneira das
galactomananas. Originaria no Sul da Europa e mais tarde introduzida nos Estados
Unidos, Austrélia e outras partes do mundo, a goma alfarroba foi utilizada durante muito
tempo na alimentacdo, na industria farmacéutica e téxtil. Antes da segunda guerra

mundial, a goma alafarroba foi monopolizada por alguns paises do leste da Europa.
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Durante a guerra a producdo de goma de alfarroba foi reduzida devido as dificuldades de
fornecimento de sementes para outros paises. Apds a segunda guerra mundial, a goma
alafarroba foi parcialmente substituida pela goma guar (SRIVASTAVA; KAPOOR, 2005).

O Brasil dispde de uma grande diversidade de espécies vegetais cujas sementes
armazenam galactomananas (GANTER et al., 1994; CERQUEIRA et al.,2009). Uma vez
que, para a extracdo do polissacarideo, faz-se 0 uso dos frutos, as sementes podem ser
consideradas uma fonte renovavel, o que néo levaria a destruicdo da arvore. Estudos
realizados visando a extracdo desses polissacarideos demonstraram que o rendimento
pode ser superior a 30% da massa seca das sementes (GANTER et al.,, 1991,
PETKOWICZ et al., 1998; CERQUEIRA et al., 2009).

Ganter e colaboradores (1994) caracterizaram algumas galactomananas de
sementes de leguminosas nativas como Mimosa scabrella, Stryphnodendron barbatiman,
Schizolobium parahybum e Schizolobium amazonicum. Essas galactomananas possuem
razdo molar Man:Gal de 1,1:1, 1,5:1, 3,0:1 e 3,0:1, respectivamente. A partir dos
oligossacarideos obtidos por hidrélise acida parcial das galactomananas os autores
determinaram a distribuicdo das ramifica¢cées do polimero original.

Ramesh, Yamaki e Tsushida (2001) isolaram galactomananas de Trigonella
foenum-graecum através de extracdes sequenciais com agua em diferentes temperaturas
e alcali, resultando fragbes com razbes de Man:Gal distintas, como 1,04:1 e 1,12:1. As
duas fracdes quando hidrolisadas indicaram que a substituicio em galactose pode
influenciar a diminuicdo da quebra do polissacarideo. Além das diversas aplicacbes

citadas, diversos efeitos biologicos ja foram descritos para as galactomananas.

2.2.1 Atividade bioldgica das galactomananas nativas e quimicamente modificadas

As principais atividades biologicas ja& descritas para galactomananas nativas e/ou
modificadas incluem: atividade antitumoral (INGOLFSDOTTIR et al., 1994; SHI et al.,
2007), imunomoduladora (DUNCAN et al.,, 2002; GAMAL-ELDEEN et al., 2007a),
leishmanicida (NOLETO et al.,2002) antiviral (GEMIN, 2008; ONO et al.,, 2003),
antitrombdética e anticoagulante (PIRES et al., 2001; MARTINICHEN et al., 2005) efeitos
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citotoxicos contra células HeLa (NOLETO et al., 2009) e HepG2 (GAMAL-ELDEEN et al.,
2007b).

Galactomananas de fontes ndo vegetais, também estdo sdo alvos de estudos
visando suas aplicacbes biolégicas. Galactomananas de alta massa molar isolada do
cogumelo Morshela esculenta foram avaliadas quanto a citotoxicidade em células THP-1.
Os resultados obtidos indicaram que em baixa concentracéo (3 pg.mL™?), as fracées de
galactomananas foram capazes de aumentar o fator de transcricdo como NF-K(3, o qual é
responsavel em controlar a expressdo de multiplos genes na ativacdo de mondcitos e
macrofagos. Os genes que sdo regulados pelo o aumento da expressdo de NF-Kfp
incluem as citocinas pro-inflamatdrias, quimiocinas, moléculas de adeséao, receptores e
inibidores de apoptose (DUNCAN et al., 2002).

Santander (2011) demonstram que a galactomanana purificada de Caesalpinia
spinosa induz a maturacao fenotipica de MDDCs (mondécitos humanos) com aumento na
expressdo de CD83, DC86E e CD206, além de aumentar a expressao de citocinas pro-
inflamatorias, influenciando na atividade imunomoduladora.

Galactomananas extraidas de Trigonella foenum-graecum foram capazes de
promover a atividade fagocitica em macréfagos peritoneais e, além disso, promoveram o
crescimento de células HB4C5, que sdo células responsaveis pela producdo de
anticorpos monoclonais contra o cancer de pulmao (RAMESH et al., 2002).

Noleto et al. (2002) avaliando o efeito imunomodulador de galactomananas do
liguen Ramalina celastri (GMPOLY) em macrofagos peritoneiais de camundongos,
observaram que a producdo de NO° aumentou 40% em relacdo ao controle,
demonstrando que esta galactomanana exerce um importante efeito na modulacdo dos
macrofagos.

Grande atencéo tem sido dada para os derivados quimicamente modificados, com
destaque para a sulfatacédo e a complexacdo com metais. Neste aspecto, NOLETO et al.
(2002), complexaram uma galactomanana (GMPOLY) do liquen Ramalina celastri com o
ion vanadilo e, os complexos obtidos exibiram atividade leishmanicida (~98%) para a
forma amastigota de Leishmania (L.) amazonesis em concentracdo (100 pg.mL™) 100
vezes menor a do polimero ndo complexado.

Em outro estudo, duas fragbes de galactomananas (GALMAN-A e GALMAN-B)
isoladas de Mimosa scabrella foram complexadas com oxovanadio (IV/V) e os complexos
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foram denominados GALMAN-A:VO*"VO** e GALMAN-B:VO?**VO*, respectivamente.
Em células HelLa, GALMAN-B:VO*"VO*" diminuiu a viabilidade celular em 60% na
concentracdo de 50 pg.mL™ e ambos os complexos inibiram a proliferacdo celular em
60% com 5 pg.mL™. Os complexos exibiram estes efeitos com concentracdes 10 vezes
menor a do polimero ndo complexado (NOLETO et al., 2009)

A presenca e quantidade de grupos sulfato em determinados polissacarideos
podem ser o responsavel pelo efeito biolégico diferenciado dessas moléculas.
Polissacarideos naturalmente sulfatados podem ser obtidos de fontes como as algas
marinhas (ALBAN et al., 2002; MESTECHKINA et al., 2008; DIAS et al., 2008; YE et al.,
2008; CHEN et al.,, 2011; WIJESINGHE et al., 2011), para os quais diversos efeitos
bioldgicos ja foram descritos, como: antitumoral e antioxidante (COOMBE et al., 1987;
CHEN; ZHANG, XIE, 2005; DIAS et al.,, 2008; YE et al., 2008; DALONSO, 2010),
atividade imunomoduladora (BAE et al., 2005; WIJESEKARA et al., 2011), antiviral
(GEMIN, 2008; ONO et al., 2008) e anticoagulante (CARLUCCI et al., 1997; FARIAS et
al., 2000; TALARICO et al., 2004; MARTINICHEN et at., 2005).

Considerando a importancia de grupos sulfatos para potencializar o possivel efeito
biolégico, galactomananas de diferentes fontes tem sido alvo da sulfatagdo quimica e
entdo avaliadas quanto suas aplicacdes biolégicas (PIRES et al., 2001; GAMAL-ELDEN et
al.,, 2007b; GEMIN, 2008; CHRESTANI et al., 2009). A principal caracteristica da
sulfatacéo € a modificacdo da estrutura molecular, tendo assim uma grande influéncia nas
atividades bioldgicas (ALBAN et al., 2002; MESTECHKINA et al., 2008; CHEN et al.,
2011; WIJESINGHE, 2011).

Os efeitos anticoagulantes sdo alvos de ativacdo de polissacarideos sulfatados.
Galactomananas isoladas do endosperma da semente de Senna macranthera e
Cyamopsis tetragonoloba (goma guar), sulfatadas quimicamente, mostraram uma elevada
atividade anticoagulante. Os autores atribuiram o efeito ao alto grau de substituicdo e
elevada massa molar dos polimeros modificados (PIRES, 2011; MESTECHKINA et al.,
2008). Galactomananas de sementes de Senna macranthera sulfatadas quimicamente
pelo método do tribxido de enxofre e piridina e obtendo DS 1,4, apresentaram atividade
anticoagulante in vitro mais evidente do que a heparina, este efeito foi devido o polimero

ter apresentando um alto grau de substituicdo (PIRES et al.,2001).
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A sulfatacdo de galactomamanas aumenta a intensidade de efeito citotoxico em
células tumorais (HepG2) quando comparada ao respectivo polimero néo sulfatado.
Gamal-Eldeen e colaboradores (2007b) modificaram quimicamente uma galactomanana
de Leucaena leucacephala pelo método do acido clorosulfénico e avaliaram a atividade de
ambos os polissacarideos (sulfatados e ndo sulfatados) em células HepG2, os resultados
obtidos por esses autores demonstraram que a galactomanana sulfatada na maior
concentracdo avaliada (40 pg.mL™) obteve uma maior (~40%) atividade antitumoral
guando comparada com o polimero néo sulfatado.

Em relacdo a atividade antiiviral as galactomananas de sementes de Mimosa
scabrella de (Man:Gal 1:1), e Leucaena leucocephala (Man:Gal 4:1), modificadas através
da sulfatacdo quimica, apresentando graus de sulfatacdo (DS) de 0,62 e 0,50,
respectivamente exibiram atividade antiviral contra os virus da febre amarela e virus da
dengue. A atividade antiviral de ambos os polimeros foi atribuida a carga negativa do
grupo sulfato introduzido nos polissacarideos (ONO et al., 2003). Em outros estudos
também visando a atividade antiviral, galactomananas de goma guar (nativa e sulfatada
guimicamente) foram avaliadas frente a atividade antiviral do virus herpes simplex tipo |
(HSV-1), os autores observaram um elevado efeito antiviral, quando as galactomananas
apresentavam uma maior quantidade de grupos sulfatos em sua estrutura (GEMIN, 2008).
Em outro estudo, galactomananas sulfatadas de Mimosa scabrella também foram
avaliadas quanto sua atividade antiviral do virus HSV-l e também SiRV-A/SAll
(rotavirus). Os autores (CHRESTANI et al., 2009) sulfataram o polissacarideo segundo o
método de O’neill (1955), onde a fracdo obtida foi denominada BRS. BRS demonstrou ser
mais téxico para HSV-I do que nos virus SiRV-A/SA11l. Os autores propuseram que BRS
possui uma maior seletividade contra um virus que possua um envoltorio de heparan
sulfato na superficie celular como HSV-1, por exemplo.

Diversos estudos tém demonstrado que os efeitos de polissacarideos como MRB
estdo diretamente relacionados com sua estrutura molecular incluindo o tipo de unidade
monomerica, ligacdo glicosidica da cadeia principal, os tipos e graus de ramificacdes e
ainda, flexibilidade e configuragcdo das cadeias (WANG et al., 2010). O resultado de
combinacdes desses fatores € devido a uma grande diversidade estrutural que reflete em
diferencas na conformacdo da estrutura dos polissacarideos, que estdo sujeitos a

alteracdes ao realizar uma modificacdo quimica. As modificacbes quimicas desses
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polissacarideos podem proporcionar mudangas conformacionais que favorecam ou nédo a
atividade biolégica.

Apesar da existéncia de diversos estudos relacionados as galactomananas de S.
amazonicum (GANTER et al.,, 1992; PETKOWICZ et al.,1998; BENTO et al.,, 2013),
nenhum trabalho foi encontrado na literatura sobre a atividade biol6gica da
galactomanana de S. amazonicum, nativa ou quimicamente sulfatada. O alto rendimento
e a facilidade de obtencdo da galactomanana de S. amazonicum na forma pura
motivaram o interesse pelo estudo deste polissacarideo em modelo de células tumorais.
Diversos estudos em diferentes linhagens celulares tém demonstrado atividade
antitumoral para varias classes de polissacarideos (CARNEIRO-LEAO et al., 1997; CAO
et al., 2009; CHEN et al., 2011) em especial polissacarideos sulfatados. Nos ultimos anos
tém sido avaliados os efeitos de polissacarideos sulfatados e ndo sulfatados em células

de hepatocarcinoma humano.

2.3 ACAO DE POLISSACARIDEOS NO HEPATOCARCINOMA HUMANO

O hepatocarcinoma € um dos canceres mais prevalentes no mundo. Em 1999,
chegou a ser o quarto cancer mais comum. Nos Estados Unidos, na Africa Subsaariana e
em partes da Asia, € um dos quatro principais tumores malignos em adultos, além de ser
um dos tumores cuja incidéncia mais vem aumentando, principalmente com o aumento da
idade dos pacientes. A maioria dos tumores € detectado em estagios intermediérios ou
avancados, devido ao curto tempo de evolugcdo do hepatocarcinoma. O tempo de
duplicacdo do volume de massa do tumor é em torno de quatro meses (DI - BISCEGLIE
et al., 1988; THORGEIRSSON; GRISHAM, 2002).

Segundo o Instituto Nacional do Céancer (INCA), os tumores malignos de figado
podem ser divididos em dois tipos: cancer primario: origindrio no proprio 06rgao,
angiossarcoma e hepatoblastoma (atinge recém — nascidos e criangcas em seus primeiros
anos de vida) e, cancer secundario: originario de outro 6rgdo, podendo atingir o figado.

Os tumores de origem no figado, o mais frequente, € o hepatocarcinoma ou
carcinoma hepatocelular. Considerado um dos canceres mais agressivos, este ocorre em

mais de 80% dos casos de canceres no mundo. Em 2008, no Brasil, cerca de 7580 casos
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de hepatocarcinoma foram diagnosticados, sendo que, 4267 em homens e 3313 em
mulheres (ACS, 2012; INCA, 2012).

Os fatores de risco para este tipo de cancer sdo: o uso abusivo de esteroides,
tabaco e bebidas alcodlicas, diabetes do tipo I, hepatite crénica e obesidade (FIGURA 2).
O cancer de figado é visto com mais frequéncia em homens do que em mulheres. Mais de
700.000 pessoas sao diagnosticadas com esse tipo de cancer todos 0os anos. Sendo que
este € a principal causa de morte por cancer em todo o mundo, respondendo por mais de
600.000 mortes por ano (ACS, 2012). Em muitos casos, pessoas que portam o virus da
Hepatite B possuem uma predisposicdo maior em adquirir o cancer de figado, do que
pessoas que nao sdo portadoras do virus. O DNA do virus da hepatite B é integrado ao
genoma do tumor (DI - BISCEGLIE et al., 1988; THORGEIRSSON; GRISHAM, 2002).

HBV H :

HCV : e[ﬂ)at.lte

AFB1 Crénica .
Fenbtipo_al_terado : Displasia em , H{;a;{t:rc{;r&a:ar
de hepatocitos hepatécitos p

Cirrose

Pre neoplasia =
(10 - 30 anos) 2

= Displasia =0 Neoplasia
(3 -5 anos) (<5 anos)

FIGURA 2 - ESQUEMA DOS FATORES DE RISCO PARA O HEPATOCARCINOMA

NOTA: Sequéncia cronolégica de lesdes celulares que culminam com o desenvolvimento do
hepatocarcinoma humano

FONTE: Adaptado (THORGEIRSSON; GRISHAM, 2002).

Nos ultimos anos, o interesse na quimioprevencao do cancer vem aumentando, e
antimutagénicos e promotores antitumorais estdo sendo cada vez mais procurados. Os
métodos atuais de tratamento incluem cirurgia, além de quimioterapia e radioterapia, que
sdo metodos citotoxicos que agridem tanto células tumorais quanto células saudaveis
(CALABRESI; CHABNER, 1991). Apesar dos avancos significativos feitos em relacdo a
quimioterapia para o tratamento do carcinoma hepatocelular, as eficacias das drogas séo
muitas vezes dificultadas por uma série de efeitos colaterais adversos. Assim, torna-se
importante explorar uma nova abordagem para o desenvolvimento de uma terapia eficaz
contra esta doenca (NOWAK; CHOW; FINDLAY, 2004).
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As células do hepatocarcinoma humano (células HepG2), tem sido alvo de diversos
estudos com polissacarideos de diferentes fontes (OHYA et al., 2001; TAO; ZHANG,;
CHEUNG, 2006; GAMAL-ELDEEN et al.,2007b; YE et al., 2008; LIU et al., 2009; CAO;
IKEDA, 2009; CHIA-JUNG et al., 2012). Polissacarideos sintetizados (contendo galactose
em sua estrutura) foram avaliados em células HepG2, pois sabe-se que em células do
parénquima do figado existem receptores de galactose (receptores de
asialoglicoproteina), o que poderia influenciar na atividade antitumoral de polissacarideos
gue contém unidades de galactose em sua estrutura. Tal composto conjugado, formado
por uma dextrana contendo ramificacbes de galactose e cisplatina (composto com
atividade antineoplasica) foi avaliado em células HepG2. A atividade citotoxica in vitro do
conjugado obtido foi mais elevada do que o conjugado analago que ndo possuia residuos
de galactose em sua estrutura, sugerindo que o polimero complexado com cisplatina e
contendo unidades de galactose em sua estrutura possuiu melhores efeitos terapéuticos,
0 que pode estar relacionado com os receptores de galactose em células do figado
(OHYA et al., 2001).

Cao e lkeda (2009) modificaram uma xiloglucana comercial de origem vegetal
obtendo um polimero sulfatado e outro na forma de éster de selénio. A atividade
antitumoral desses polissacarideos nativo e modificados foi investigada contra células
HepG2 in vitro. As xiloglucanas sulfatadas-selenizadas na maior concentracdo avaliada
(lmg.mL™) apresentaram maior atividade antitumoral (~35%) quando comparadas com o
polimero nativo e seus derivados sulfatados. Os resultados indicaram que, a introducao
de grupos sulfato e éster de selénio no polissacarideo resultou em aumento da atividade
antitumoral.

Glucanas de fungos também vem sendo avaliadas (ANGELI et al., 2006; TAO;
ZHANG; CHEUNG, 2006) quanto a citotoxicidade em células do hepatocarcinoma
humano. Uma B-glucana isolada do cogumelo Pleurotus tuber-regium foi submetida a
sulfatacdo quimica pelo método do acido clorossulfénico, resultando em diferentes
fracOes sulfatadas (TAO; ZHANG; CHEUNG, 2006). Estas fracbes foram incubadas com
células HepG2 e a citotoxicidade avaliada pelo método do MTT. Os autores observaram
uma correlagdo direta entre a intensidade de efeito antitumoral e a massa molar. As
fracbes de maior massa molar exibiram melhor atividade antitumoral em relagdo as de

baixa massa molar.
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Além de estudos realizados com glucanas de fungos, uma glucana isolada de tinta
de lula (Ommastrephes bartrami) foi avaliada em relagcdo a migracdo das células do
hepatocarcinoma humano (CHEN et al.,2010). O polimero foi entdo sulfatado pelo
complexo trioxido de enxofre e piridina, originando trés fracbes sulfatadas, com diferentes
graus de sulfatacédo, que variavam entre 2,51-2,73. Os resultados indicaram que ocorreu
uma supressdo da migracdo das células HepG2 de uma maneira dose-dependente,
guando estas foram incubadas com fraces sulfatadas e comparadas com as fracOes
nativas. A migracao de células tumorais e invasao sdo necessarias para a ocorréncia de
metastases.

Derivados sulfatados de Phellinus ribis (cogumelo) com variados graus de
sulfatacdo (0.62 — 2.02) que foram submetidos a sulfatacdo pelo método do acido
clorosulfénico, sem a degradacdo do polissacarideo, mostraram efeitos significativos
sobre a inibicdo de células HepG2 in vitro em comparacao com a fracdo nativa. A fracao
com maior grau de sulfatacdo inibiu o crescimento das células em 25% na maior
concentracdo avaliada (250 pg.mL™) (LIU et al., 2009).

Polissacarideos isolados de diversas plantas medicinais também vém despertando
o interesse de alguns pesquisadores (YEJIN; YANQUN, 2010; CHIA-JUNG et al.,2012).
Um extrato etandlico extraido da planta medicinal (Corchorus olitorius L.) muito utilizada
em paises orientais, foi avaliado em células HepG2 (CHIA-JUNG et al., 2012). Os
polimeros reduziram significativamente a taxa de proliferacdo das células HepG2 de
maneira dose dependente. Em uma concentracdo de 12,5 pg.mL™, o polimero foi capaz
de reduzir a viabilidade das células em ~79,2% em um tempo de 24 horas de tratamento.
Uma fracdo bruta de polissacarideos contendo glucose, manose e galactose, isolada de
Astragalus membranaceus também foi capaz de reduzir a viabilidade das células HepG2
in vitro em ~40% em 24 horas de tratamento, em uma concentracdo de 25 pg.mL*
(YEJIN; YANQUN, 2010). Entretanto, por tratar-se de uma fracdo bruta, nenhuma
correlacdo pode ser feita entre a atividade observada e os compostos responsaveis pela
ativacao.

Hui — Li et al. (2013) isolaram e modificaram quimicamente através da reacdo de
sulfatacdo, polissacarideos de Pinus massoniana uma espécie de pinheiro originario da
Asia. O derivado sulfatado quando incubado com células HepG2 se mostrou mais

citotoxico em uma maneira dose-dependente, do que o polissacarideo ndo sulfatado. As
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células ficaram incubadas em um tempo de 72 horas de tratamento, e a reducéo da
viabilidade foi de ~ 38,21% e 39,16% nas concentracbes de 200 e 400 upg.mL*,
respectivamente.

Os alvos celulares envolvidos nos efeitos antitumorais desencadeados por
polissacarideos sédo diversos e, 0s mecanismos de tais efeitos ainda ndo estédo
estabelecidos. Considerando o efeito direto de polissacarideos sobre as células tumorais,
alguns estudos in vitro ttm mostrado que a diminuicdo do crescimento e da progressao
celular € devido a inducdo de morte celular por apoptose e parada do ciclo celular
(GAMAL-ELDEEN et al., 2007b; YEJIN; YANQUN, 2010; ZENG et al., 2012; JING-GUNG
et al., 2012; HU et al., 2013).

Nos ultimos anos o metabolismo tumoral tem sido alvo de estudos de diferentes
compostos visando descobrir uma atividade antitumoral que seja eficaz e que nao
acarrete tantos efeitos colaterais (HSU; SABATINI, 2008; TENANT et al.,, 2010; DIAZ-
RUIZ; RIGOULET; DEVIN, 2011). Tendo em vista que no presente estudo sera avaliado
os efeitos das galactomananas sobre metabolismo das células HepG2, uma revisédo sobre

alguns aspectos do metabolismo de células tumorais sera apresentada.

2.4. ALGUNS ASPECTOS DO METABOLISMO DAS CELULAS NEOPLASICAS

O metabolismo celular do cancer foi inicialmente estudado por Otto Warburg em
1923. Em seus estudos Warburg observou que, tumores apresentavam um metabolismo
diferenciado quando comparado com células normais. As células cancerigenas
realizavam fermentacao lactica mesmo na presenca de oxigénio chegando a metabolizar
glicose aproximadamente 10 vezes mais para lactato do que as células normais, este
evento que ficou conhecido como efeito Warburg (FERREIRA, 2010; ZHAO et al.,2011;
KOPPENOL; BOUNDS; GANG, 2011).

Atualmente sabe-se que esta maior captacdo de glicose pelas células tumorais e
consequentemente aumento do fluxo da via glicolitica, pode ser explicada por um
aumento na atividade das enzimas que participam da via. Neste caso, alguns estudos
(FERREIRA, 2010; ZHAO et al., 2011; DIAZ-RUIZ; RIGOULET; DEVIN, 2011) mostraram

gue certas enzimas da glicOlise sdo superexpressas e/ou alteradas em varias linhagens
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celulares. Da mesma forma ja foi observado que a atividade dessas enzimas é muitas
vezes maior do que a atividade dessas em tecidos normais (PELICANO et al.,, 2006;
ZHAO et al., 2011). Além disso, a observacdo de Warburg em relacdo as células tumorais
esta intimamente ligada as alteracdes do DNA mitocondrial, oncogenes e supressores de
tumor (KOPPENOL; BOUNDS; DANG, 2011). Algumas das alteracbes enziméticas
envolvidas no efeito warburg podem ser melhor visualizadas na figura 3.

Embora a fermentacéo aerdbica tenha sido aceita como uma marca registrada do
metabolismo do cancer, a sua relacdo com a progressao das ceélulas tumorais ainda nao
bem compreendida. O metabolismo alterado de células tumorais confere uma vantagem
seletiva para a sobrevivéncia e proliferagdo no microambiente do tumor original (HSU;
SABATINI, 2008). Esta capacidade de sobrevivéncia pode ser, em parte, resultado da
diminuicdo do pH nos tecidos proximos, devido a extrusdo de lactato do tumor
(FERREIRA, 2010; ZHAO et al., 2011).

Existem algumas linhagens celulares de cancer que possuem mitocondrias
funcionais, e podem alternar entre o metabolismo da glicélise e fosforilacdo oxidativa de
forma reversivel, este processo é connhecido como efeito Crabtree (HSU; SABATINI,
2008; DIAZ-RUIZ; RIGOULET; DEVIN, 2011; JEZEK et al.,, 2010). Muitos estudos tem
demonstrado que algumas linhagens de glioma, hepatocarcinoma e cancer de mama
possuem a fungdo mitocondrial e estas linhagens obtém ATP, ndo s6 da via glicolitica,
mas também da fosforilagdo oxidativa (DIAZ-RUIZ; RIGOULET; DEVIN, 2011).

O conhecimento mais aprofundado do metaboloma de tumor proporcionou novos
alvos moleculares de estudos visando atividade antitumoral. Acredita-se que inibindo
alvos importantes no suprimento de nutrientes, como por exemplo, o transportador de
glucose e glutamina, assim como inibir enzimas chaves envolvidas na oxidacdo destes
substratos, comprometeria a provisdo de ATP e de substratos para sustentar a alta taxa
proliferativa das células tumorais, tendo como consequéncia a morte celular (TENNANT,;
DURAN; GOTILIEB, 2012). A inibicdo de outros alvos que comprometem a estabilidade
metabdlica das células tumorais também tem sido explorada, como pode ser visualizado
na figura 4. Os primeiros medicamentos (5-fluorouracil, citarabina e metotrexato)
anticancer envolvendo o metabolismo das células cancerigenas foram destinados a inibir
a sintese de DNA. Esses medicamentos ficaram conhecidos como antimetabdlitos, e tém

sido utilizados como agentes quimioterapicos durantes muitos anos.



36

,* PFK (L and P Frutose-1,6-bifosfato ~

3 isoforms)
//f, \\\

s ",
/ Frutose §-fosfato Fosfoenolpiruvato \\
Vi “S-a Frutose-2,6-bifosfato 4 N,
PFKB3 N PR M2
1 Glucose-6-fosfato Pinyvato .' \
-' /! Rk 2 LDH. M | actate |
Glucose Glucose \\ " 5 '
‘\ Piruvato .'I
Matriz ! POH 7 /
\ mitecondrial AcetlI‘;CoA
.‘\\ Citrato\ f
\\ //
\ 1 4

Succinato Fumarato

FIGURA 3 - OS MECANISMOS MOLECULARES QUE PODEM DAR ORIGEM AO EFEITO WARBURG
NOTA: Mecanismos propostos para explicar a glicélise aerdbica das células do cancer. 1) Alta afinidade dos
transportadores de glucose (GLUT1-GLUT3) na membrana plasmatica; 2) HK interage com a mitocondria;
3) Fosfofrutoquinase (PFK) 4) A isoforma M2 de piruvato quinase (PK) regula o fluxo glicolitico; 5) A
isoforma M de lactato desidrogenase (LDH) é abundante; 6) Transporte de piruvato para a matriz
mitocondrial por meio de seu transportador especifico (PC) é diminuido. Complexo piruvato desidrogenase
(PDH) é entdo inibido. A enzima succinato desidrogenase (SDH) é mutada prejudicando a sua atividade. Os
niveis dos complexos respiratérios mitocondriais I, Ill e IV sdo reduzidos.

FONTE: DIAZ-RUIZ; RIGOULET; DEVIN, 2011.

O primeiro passo da via glicolitica, a fosforilagdo da glucose para formaccéo da
glucose — 6 — fosfato, € controlada pela hexoquinase Il (HK). Como citado, esta € uma das
muitas enzimas da via glicolitica que é regulada e também €& super expressa em ceélulas
do cancer. Atualmente existem dois inibidores da hexoquinase, a londamina e a 2-
deoxiglucose, os quais estdao sendo utlizados em combinagdo com outros agentes para o
tratamento de diferentes tumores solidos (FERREIRA, 2010; ZHAO et al.,, 2011;
TENNANT; DURAN; GOTILIEB, 2012). A radioterapia e a quimioterapia sdo utilizados em
combinacao com os inibidores da glicélise como a londamina e 2-deoxiglucose (DE LENA
et al.,, 2001; MASCHEK et al., 2004) os quais estdo sendo utlizados em fases Il e Ill de

canceres de ovario, mama, pulméo e gliobastoma.
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FIGURA 4 - ALVOS QUE SAO VISADOS NO METABOLISMO DO TUMOR

NOTA: Via metabdlica das células do céncer e alguns compostos que sdo utilizados no tratamento
anticancer. As linhas tracejadas indicam possiveis areas de inibicdo para os compostos apropriados que
ainda ndo foram testados. As setas em amarelo indicam os compostos que estdo sendo utilizados a fim de
inibir a sintese de DNA e inibir a primeira etapa da via glicolitica, a enzima Hexoquinase |I.

FONTE: TENNANT; DURAN; GOTILIEB, 2012.

Os compostos em estudo visando inibir o metabolismo de células tumorais sdo na
maioria moléculas sintéticas e de baixa massa molar (TENNANT; DURAN; GOTILIEB,
2012). O estudo com compostos naturais bioativos e de alta massa molar, como os
polissacarideos ainda n&o estéo disponiveis na literatura.

Recentemente, no Laboratério de OxidagBes Bioldgicas e Cultivo Celular desta
Universidade, tem sido avaliado a citotoxicidade de polissacarideos nativos e
guimicamente modificados em diferentes linhagens celulares, tendo como alvo o efeito no
metabolismo destas células. Os resultados obtidos de tais estudos mostram que a
xiloglucana extraida da semente de Hymenaea courbaril (Jatoba) (XGJ), na concentracéo
200 pug.mL™* XGJ diminuiu a velocidade de consumo de O, de células HeLa em ~47% e a
producdo de piruvato em ~20% nos tempos 0 e 30 minutos, assim como aumentou a
producédo de lactato em ~26% no tempo de 60 minutos. Estas avaliagdes foram feitas nas
células HelLa permeabilizadas com digitonina (SILVIERA, 2010). Farias (2012) avaliou os

efeitos de xiloglucanas isoladas de sementes de Copaifera langsdorffii (XGC) e seu



38

complexo com oxovanadio (IV/V) chamado de XGC/NO*™" sobre células B16F10
intactas. XGC promoveu um aumento na velocidade de consumo de oxigénio pelas
células, especialmente na concentracdo de 10 pg.mL™. Ao contrario, o complexo
XGC/VO*?" reduziu em cerca de 50% o consumo de oxigénio e diminuiu
significativamente a producéo de piruvato, sem aumentar a producao de lactato, indicando
gue ambos os tratamentos interferem no metabolismo de células B16F10.

Tendo em vista os resultados observados para as xiloglucanas e seus complexos
com vanadio sobre o metabolismo mitocondrial das células tumorais (HeLa e B16-F10)
avaliadas (SILVEIRA, 2010; FARIAS, 2012), e estudos mostrando a relevancia de grupos
sulfato para intensificar os efeitos antitumorais nas células HepG2 (TAO; ZHANG;
CHEUNG, 2006; GAMAL-ELDEEN et al.,, 2007b), no presente trabalho foi avaliado a
interferéncia da galactomanana de S. amazonicum sobre o consumo de oxigénio e a
producéo de lactato e piruvato, visando contribuir para o entendimento do mecanismo dos

polissacarédeos no metaboloma das células do hepatocarcinoma humano (HepG2).



39

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Isolar e sulfatar quimicamente a galactomanana de S. amazonicum e avaliar a

toxicidade do polissacarideo nativo e modificado em células HepG2.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair e caracterizar o polissacarideo de S. amazonicum;

e Realizar a sulfatacdo da galactomanana e caracterizar os derivados sulfatados
obtidos;

e Em cultura de células HepG2 avaliar os efeitos da galactomanana nativa e 0s
derivados sulfatados sobre:
v A viabilidade e proliferacao celular;
v' Parametros do metabolismo celular; respiracdo e producdo de piruvato e

lactato;

v" Os mecanismos de inducao de morte celular.
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4 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A Endosperma do 5. amazonicum

Extracdo aquosa

Composicdo monossacaridica

Sulfatacdo Polissacarideo Nativo Cromatografia de excluséo estérica e
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FIGURA 5 - ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

FONTE: O autor (2013).
Nota: O polissacarideo nativo (SN) foi extraido e em seguida foi sulfatado segundo o método de O'neill

(1955) originando a fracdo sulfatada denominada S1. O polissacarideo sulfatado (S1) passou novamente
pelo processo de sulfatagdo quimica originando a fragdo S2. A) Extracado, sulfatacdo e caracterizagédo da
galactomanana; B) Avaliacdo dos polissacarideos em ensaios de citotoxicidade das células HepG2.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 REAGENTES E MATERIAIS

Reagentes adquiridos da Merck do Brasil: Hidroxido de sodio, acido sulfurico,
acido cloridrico, dimetilsulfoxido (DMSO), cloreto de bario, formamida, acetona, citrato
de sodio, glicina, hidrazina, tris, Complexo Trioxido de enxofre e piridina, Acido
clorossulfonico.

Reagentes adquiridos da Sigma Chemical Co (St Louis, MO): Brometo de (3-
metil[4-,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio (MTT), acido N-2[-4-hidroxietil piperazina
N 2-etano sulfénico (HEPES), acido etilenodiaminotetracético (EDTA), lactato
desidrogenase, NADH, NAD+.

Reagentes adquiridos da Cultlab® (Campinas, SP): penicilina, estreptomicina,
gentamicina, meio Dulbecco MEM (DMEM).

Outros reagentes de marcas diversas: soro fetal bovino (Gibco).

Materiais adquiridos da Millipore®: filtros Millex descartaveis de 0,2@m de poro,
membranas de acetato de celulose de 0,22 um de poro.

Materiais adquiridos da Corning: placas de cultura estéreis de 96 pocos, de 12
pocos, placas de 60 mm e garrafas de cultura estéreis.

Materiais adquiridos da BD®: Seringas de plastico estéreis, agulhas 1,20 X 40 mm
estéreis.

Materiais adquiridos da TPP: placas de cultura estéreis multipocos, garrafas de

cultura estéreis.

5.2 OBTENCAO DAS SEMENTES

As sementes de Schizolobium amazonicum foram fornecidas pela EMBRAPA
(Empresa Brasileira de Pesquisa na Agropecuaria) — CPATU — Belém, Para. Um
exemplar esta depositado, sob o nimero 158478, no Herbario (IAN).
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5.3 EXTRACAO DO POLISSACARIDEO

As sementes de S. amazonicum foram submetidas a fervura em agua destilada por
aproximadamente 30 minutos, a fim de inativar as enzimas endogenas presentes nas
sementes. As sementes permaneceram imersas em agua por 48 horas e, ap0s esse
periodo, o endosperma foi separado do tegumento e do embrido e seco em estufa e
entdo submetidos a moagem em moinho Wiley utilizando peneiras de 2 mm. O
endosperma moido (50g) foi submetido a extracdo aquosa durante 16 horas, na
temperatura de 25°C. A fragéo originada foi centrifugada a 8000 rpm por 20 minutos a
4°C e o sobrenadante precipitado com dois volumes de etanol absoluto. O precipitado

foi lavado trés vezes com etanol absoluto e seco em estufa a vacuo (25°C).

5.4 DETERMINACAO DA COMPOSICAO MONOSSACARIDICA

Para determinacdo da composicdo monossacaridica o polissacarideo foi
hidrolisado com Acido Trifluoracético 2M, durante 5 horas a 100°C. Ao término da
hidrélise o &cido foi removido por evaporacdo (ADAMS, 1965).

Os produtos da hidrélise foram reduzidos com boroidreto de sédio, em meio
aguoso, a 25°C por 16 horas (WOLFROM; THOMPSON, 1963a). As solucdes reduzidas
foram tratadas com resina cationica Lewatit S-100 para remocéo do cation sodio e para
decompor o excesso de agente redutor. Em seguida, o material foi filtrado, evaporado
até secura e lavado sucessivamente com metanol para a remocdo do acido bérico
remanescente, na forma de borato de trimetila. Os alditéis formados foram acetilados
com uma mistura de anidrido acético-piridina (1:1v/v) durante 16 horas a temperatura
ambiente (WOLFROM; THOMPSON, 1963b).

O processo foi interrompido com adicdo de gelo moido e o material acetilado
extraido com cloroférmio. A piridina residual presente na fracdo cloroférmica foi
removida por sucessivas lavagens com sulfato de cobre 5% (m/v) e agua de forma
intercalada. A fase cloroférmica foi transferida a um tubo de hemdlise, evaporada a
temperatura ambiente e analisada por cromatografia liquido-gasosa.
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Para as analises de cromatografia liquido-gasosa (GLC) foi utilizado um
cromatografo THERMO Trace GC, coluna capilar DB-225, com detector por ionizagdo de
chama (FID). A temperatura da coluna foi de 100°C durante a injecdo, e entao
programada para 60°C/min até atingir 230°C (temperatura constante) e a temperatura do
injetor foi de 250°C. Nitrogénio foi usado como gas de arraste a 2 ml/min. A quantificagédo
dos picos foi obtida por integrador HP acoplado ao cromatégrafo.

5.5 SULFATACAO

O polissacarideo foi sulfatado segundo o método de O'neill (1955). A
galactomanana (2 g) foi dissolvida em formamida (100 ml) e piridina (100 ml) sob
agitacdo, tomando o devido cuidado para ndo hidratar o sistema, através de uma boa
vedacao do sistema utilizado. Apds completa dissolugéo, a mistura reacional foi colocada
sob banho de gelo e adicionado o acido clorosulfénico gota a gota (25 ml). Apds a
completa adicdo do acido clorosulfénico, a agitacdo e o banho de gelo foram mantidos por
mais 2 horas, decorrido este tempo o sistema foi mantido a 4°C por 12 horas. O bloqueio
da reacéo foi realizado através da adicdo de gelo no meio reacional e a neutralizagéo foi
feita com solugdo de bicarbonato de soédio a 10%, até a liberacdo completa de CO,
formado, logo em seguida foi o pH foi medido. A solucdo obtida foi dialisada
exaustivamente contra agua corrente por aproximadamente 6 dias e, posteriormente
liofilizada, obtendo-se assim o sal sddico do derivado sulfatado com 25 mols de acido
clorosulfonico/OH livre.

5.6 CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS SULFATADOS

5.6.1 Determinacédo do grau de sulfatacdo (DS)

A quantificacdo dos grupos sulfato foi determinada segundo o método gelatina-

bario (DODGSON; PRICE, 1962). Este método envolve hidrdlise acida, seguida pela

determinacdo do sulfato inorgéanico liberado, o qual € medido espectrofotometricamente
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como sulfato de bario. A gelatina foi usada como um estabilizador da turbidez
desenvolvida quando o sulfato da amostra reage com o cloreto de bario formando sulfato
de béario, este fica suspenso por mais tempo para que a turbidez seja medida em
espectrofotometro (360 nm). O teor de sulfato foi determinado em relagdo a uma curva
padrdo de sulfato de sédio (20 a 200 pg.mL™) (DODGSON, 1961; DODGSON; PRICE,
1962).

A partir da formula abaixo foi calculado o DS (WHISTLER; SPENCER,1964):

DS =162xS/3200—-102x S

Onde:

162 representa 1 mol da unidade repetitiva (hexose);
3200 representa a massa atomica do enxofre (32) x 100
102 representa 1 mol do éster substituinte (SO3Na) — 1

S representa o teor de enxofre dado em porcentagem

5.6.2 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN)

As fracOes foram solubilizadas em oOxido de deutério (D,O) e as analises foram
efetuadas em equipamento BRUKER, modelo ADVANCE DRX-400 acoplado a
transformador Fourier. A temperatura utilizada foi de 70 °C, usando acetona como padréo

interno. Os resultados foram expressos em ppm.

5.6.3 Analise de infravermelho (FT-IR)

Os espectros de FT-IR (infravermelho) foram obtidos em espectrofotometro
BOMEM, Hartamann & Baum (Departamento de Quimica — UFPR). As amostras (2 mg)
foram homogeneizadas com brometo de potassio (150 mg) e entdo secas em estufa a
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vacuo e analisadas sob a forma de pastilhas. As analises foram realizadas em

temperatura ambiente.

5.6.4 Determinagéo da Homogeneidade e Massa Molar

As amostras foram solubilizadas em nitrito de sodio (NaNO;) 0,1M contendo azida
de sédio (NaN3) 0,2 g.L* em uma concentracédo de 1 mg.mL™ e foram filtradas através da
membrana de acetato de celulose com tamanho de poro 0,22 pum. Em seguida, foi
aplicada em cromatégrafo de exclusdo estérica de alta pressdo (HPSEC) equipado com
detector de indice de refracdo (RI), modelo WATERS 2410, detector de ultravioleta (UV)
Pharmacia LKB modelo VW 2251 e com detector de espalhamento de luz laser
multiangulos (MALLS) WYATT TECHNOLOGY, modelo DAWN DSP com 18 canais,
acoplados em série. Foram utilizadas quatro colunas de gel permeagdo WATERS em
série, com limites de exclusdo de 7 x 10° 4 x 10°, 8 x 10% e 5 x 10°. O eluente utilizado foi
o mesmo da solubilizagédo da amostra, com fluxo de 0,6 mL.min™ monitorado por bomba
peristaltica WATERS 515.

A taxa de variagcdo do indice de refracdo com a concentracdo (dn/dc) das
amostras homogéneas foi determinada, sendo que para cada amostra foram utilizadas
cinco diferentes concentracdes (0,2 - 1 mg.mL™) diluidas em NaNO, 0,1 M com NaN3 0,2
g.LY. A massa molar ponderal média foi calculada pelo programa ASTRA utilizando os

valores de dn/dc previamente obtidos.

5.7 CELULAS

Foram utilizadas células de hepatocarcinoma humano (HepG2) provenientes da
American Type Culture Collection, adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro —
BCR. Estas células tém tendéncia em crescerem em monocamadas, de natureza epitelial

e apresentam ciclo celular com tempo médio de 20 horas.
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5.8 PREPARO DAS SOLUCOES DE GALACTOMANANA PARA OS ENSAIOS
BIOLOGICOS

As solucdes de galactomanana foram preparadas em &gua ultrapura, na
concentracdo de 5 mg.mL™. Posteriormente a solucgéo foi esterilizada por filtragdo em
membrana Millipore 0,22 um. As soluc¢des foram mantidas congeladas e entdo diluidas

em meio de cultura para a realizacdo dos experimentos.
5.8.1 Dosagem de carboidratos totais

Apos filtracdo foi realizada a dosagem de carboidratos totais. Para determinar a
concentracdo de carboidratos totais das solucdes de polissacarideos foi realizada a
dosagem de carboidratos totais pelo método fenol-sulfirico como descrito por DUBOIS e
colaboradores (1956). Esta dosagem baseia-se na formacédo de derivados furfural e
hidroximetilfurfural a partir das pentoses e hexoses, respectivamente, na presenca dos
reagentes obtendo-se complexo de cor alaranjada. A formac&o do complexo foi verificada
com leitura em espectrofotdmetro a 490 nm. Para realiza¢do dos célculos realizou-se uma
curva de calibracdo para cada dosagem, utilizando-se solu¢do padrdo do monossacarideo
presente em maior quantidade no respectivo polissacarideo.

5.9 MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES
5.9.1 Meio de cultura para as células HepG2

Para o cultivo de células HepG2 foi utilizado o meio essencial minimo de Dulbecco
(DMEM) com alta concentracdo de glucose, disponivel em forma de pd6 reconstituivel.
ApoOs dissolucdo em agua ultrapurificada, o meio foi esterilizado por filtracdo e
armazenado sob refrigeracdo. Para a adesao, crescimento e multiplicacdo das células
este meio foi suplementado com 10% de soro fetal bovino (v/v), penicilina G 100 Ul.mL™,
estreptomicina 100 pug.mL™, HEPES 20 mM bicarbonato de sédio e o pH foi ajustado em
7,4.
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5.9.2 Solucgao de tripsina-EDTA

A solucéo tripsina-EDTA, uma solucédo dispersante de células que foi preparada
com a finalidade de descolar as células HepG2 das garrafas de cultura, foi constituida de:
NaCl 137 mM, KCI 5,4 mM, glucose 5 mM, Na,HPO, 0,42 mM, KH,PO, 0,44 mM,
NaHCO3; 2,3 mM, EDTA 0,53 mM, 0,05 % (m/v) tripsina (1:250) e 0,002 % (m/v) de
vermelho de fenol, sendo o pH ajustado para 7,4 com bicarbonato de sodio. A
esterilizacdo da solucao foi feita por filtracdo em membrana de acetato-nitrato de celulose
com poros de 0,22 um sob pressao em aparelho Sartorius. A solucdo foi armazenada em
frascos estéreis e mantida a -18°C.

5.9.3 Solucgao salina fosfato tamponada (PBS)

A solucéo foi preparada na forma de estoque 5 vezes concentrada, dissolvendo os
seguintes componentes em agua ultrapura: NaCl 680 mM, KCI 13,4 mM Na;HPO, 40,5
mM. O pH foi ajustado para 7,4 e o volume completado para 1 litro em baldo volumétrico.
A solucédo foi entdo autoclavada a 120 °C, 1 atm, por 40 minutos para posterior

armazenagem em frasco estéril, mantendo a solu¢éo sob temperatura ambiente.

5.9.4 Solucgao salina balanceada de Hanks (HBSS)

A solucéo salina balanceada de Hanks (HBSS) foi constituida da mistura de duas
solucdes (A e B), as quais foram preparadas como solucfes estoque (concentradas 20x)
e armazenadas a 4°C. A solucéo A foi composta de NaCl, 2,73 M, KCI, 107 mM, CaCl, 25
mM MgSO,. H,O 27 M. A solugao B foi composta por NaHPO,4 8,5 mM glucose 111 mM.
Essas solugbes foram preparadas em agua ultrapura em volume de 50 mL e
armazenadas a 4°C. Na utilizacdo do HBSS, as solucbes A e B foram misturadas (1:1),
posteriormente diluidas com &gua ultrapura e o pH foi ajustado para 7,4. A solucao salina
balanceada foi esterilizada por filtracdo em membranas estéreis com poros de 0,32m

em camara de fluxo laminar.
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5.10 METODOS ANALITICOS

5.10.1 Viabilidade celular pelo método do MTT

A viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT (brometo de 3-metil-[4-
5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazélio) de acordo com MOSMANN (1983). Segundo a
metodologia, as células viaveis e metabolicamente ativas reduzem o sal de tetrazolio
formando cristais de formazan soluveis em DMSO que absorvem um comprimento de
onda de 550 nm. O MTT é reduzido por desidrogenases de células viaveis.

As células HepG2 foram plaqueadas (1x10* células/poco) em placas de 96 pocos
e deixadas em estufa para a adesédo a 37 °C, em atmosfera de CO, 5% por 24 h. Apos
aderéncia foram adicionadas solucdes dos polissacarideos nativo e sulfatado diluidos em
meio de cultura nas concentracdes de 50, 100 e 250 pug.mL™, seguido de incubagédo por
24 horas, 48 horas e 72 horas a 37 °C, em atmosfera de CO, 5%. Apds a incubagéo, o
meio foi retirado e substituido por HBSS acrescido de solucdo de MTT (5 mg.mL™* em
HBSS), obtendo-se uma concentracdo final de 0,5 mg.mL™. As células, entdo, foram
entdo incubadas por 3 horas a 37 °C, em atmosfera de 5% CO, e, apds esse tempo, 0
sobrenadante foi retirado e DMSO adicionado para dissolug&o dos cristais de formazan. A
absorbancia das amostras foi medida em leitor de microplacas, e foi utilizado para leitura

de comprimento de onda de 550 nm, utilizando DMSO como branco.

5.10.2 Viabilidade celular pelo método do cristal violeta

O ensaio do cristal violeta baseia-se no fato de que somente as células viaveis
permanecem aderidas a superficie de cultivo (KUENG; SILBER; EPPENBERGER, 1989).
Apbs fixacdo das células, € adicionado o corante cristal violeta que, por sua vez, se liga
ao DNA. O corante entdo é eluido e a viabilidade celular € avaliada
espectrofotometricamente em leitor de microplacas em um comprimento de onda de 550
nm.

As células HepG2 foram plaqueadas (1x10*células/poco) em placas de 96 pocos

e deixadas por 24 horas em estufa a 37°C em 5% de atmosfera CO, para aderirem. O
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meio de cultura foi, entdo, substituido por meio novo contendo os polissacarideos nas
respectivas concentra¢gdes. Como controle negativo, as células foram incubadas somente
com meio de cultura. O tempo de tratamento utilizado foi de 72 horas Apds o tempo de
tratamento o meio foi aspirando e os pocos foram lavados com PBS e entdo fixados com
metanol (100%). Apods fixacdo com metanol foi adicionado o corante cristal violeta. Apos
lavagem das placas com PBS e eluicdo do corante com citrato de sddio foi realizada a

leitura da absorbancia em 550 nm em leitor de microplacas.

5.10.3 Analise do Ciclo Celular por citometria de fluxo

As células HepG2 foram plaqueadas em placas de 12 pocos a uma densidade de
5 x 10° células por poco. Apds 24 horas de adesdo, o sobrenadante foi retirado e as
células foram tratadas com o polissacarideo nativo na concentracdo de 250 ug.mL™, por
um tempo de 72 horas a 37°C sob atmosfera de 5% de CO,. A seguir foi realizado o
procedimento de preparo das amostras para posterior analise. Primeiramente foi realizada
a coleta do sobrenadante, e colocado em tubo falcon, mantido em gelo. As células foram
entdo lavadas duas vezes com PBS e também foram adicionados no mesmo tubo do
sobrenadante que fora coletado anteriormente. As células aderidas foram tripsinizadas e
colocadas ao mesmo tubo anteriormente citado. Os tubos contendo as amostras foram
centrifugados (3000g por 5 minutos), e o sobrenadante foi descartado. O pellet das
células foi ressuspenso em 0,5 mL de PBS e novamente centrifugado na mesma condicéo
anterior. O iodeto de propidio € conhecido por ser um inercalante de DNA e é excitavel
por laser de argbnio emitindo fluorescéncia na faixa de 560-580 nm.

Para a analise, as células foram ressuspensas em 0,3 mL de solu¢do composta por
50 pug.mL™* de iodeto de propidio e 0,1% de Triton-X-100 preparado em PBS por 40
minutos e entdo analisadas no aparelhno FACScalibur. No citbmetro os 10.000 eventos
foram adquiridos usando como filtro de fluorescéncia FL2, e as analises foram realizadas
utilizando um histograma (eixo X: filtro FL2, eixo Y: nimeros de eventos) pelo software
WinMDI verséao 2.9.
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5.11 ANALISE DO METABOLISMO DAS CELULAS HepG2

5.11.1 Consumo de oxigénio

O consumo de oxigénio foi monitorado por respirometria de alta resolucdo
(Oxygraph-2k; Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria). As medicdes foram feitas em
duas camaras a 37°C, sob agitacdo. As ceélulas foram plaqueadas na densidade de 5 x
10° células por placa de 60 mm de diametro e deixadas aderirem em estufa pelo periodo
de 24 horas. Apoés este tempo, as células foram tratadas com concentragfes de 100 e 250
ug.mL* do polissacarideo nativo e sulfatado 1 (S1) pelo periodo de 72 horas.
Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e reservado para a analise dos niveis de
lactato e piruvato, conforme descrito no item 5.12.2. A seguir as células aderidas foram
soltas com solucao de tripsina-EDTA (1mL), ressuspensas em meio de cultura (2,1 mL).
Em seguida a suspensao foi adicionada as camaras do oxigrafo. O consumo de oxigénio
durante os estados Basal, Leak e desacoplado da respiracdo (GNAIGER, 2008) foi
determinado como descrito a sequir.

O monitoramento da respiracdo iniciou-se com a adicdo da suspensao de células
a camara, sendo este periodo denominado estado basal da respiracdo. Apds alguns
minutos foi adicionada oligomicina (2 pug.mL™), um inibidor da ATP sintase, sendo este
periodo denominado de estado Leak da respiracdo, no qual o consumo de oxigénio &
decorrente da reentrada de prétons na matriz mitocondrial. Em seguida, foi adicionado o
desacoplador FCCP (0,5 uM), que promove um aumento significativo do consumo de
oxigénio, sendo este estado denominado de desacoplado da respiragdao. Por fim, para
cessar a respiracao mitocondrial, foram adicionados os inibidores da cadeia de transporte
de elétrons, rotenona (0,5 mM) e antimicina A (3 pg.mL™).

O consumo de oxigénio foi expresso como fluxo de oxigénio em pmols/seg/ 10°

células.
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5.11.2 Determinacéo dos Niveis de Lactato e Piruvato

Como descrito anteriormente, o sobrenadante das células tratadas para o ensaio
de consumo de oxigénio (item 5.11.1), foi utilizado para a determinacdo da concentracao
de lactato e piruvato segundo a metodologia descrita por GUTMAN & WAHLEFELD
(1974) e CZOC & LAMPECHT (1974), respectivamente.

O lactato foi dosado em volume final de 300 puL, em meio deamaontendo
tampéo glicina 0,1M - hidrazina 0,4 M pH 9,5, NAD" 1,5 mM, lactato desidrogenase 1,5 U
e 150 pL de amostra. O sistema foi mantido em estufa a 37°C por 90 minutos e a
guantidade de NADH formada foi determinada em 340 nm em leitor de microplacas
(Epoch). Para a determinacao de piruvato, o volume final também foi de 300uL, em uma
mistura de reacdo contendo tampao Tris-HCI 0,dM pH 7,4, NADH 0,15 mM, lactato
desidrogenase 0,05 U e 150 pyL de amostra. A quantidade de NADH oxidada foi avaliada
espectrofotometricamente em 340 nm apds 20 minutos de incubacado a 37°C.

Os resultados foram expressos em nmol/L sendo a quantidade de lactato e piruvato

calculada a partir do coeficiente de extingdo molar do NADH &= 6220 mol™*.L.cm™.

5.12 AVALIACAO DO MECANISMO DE MORTE CELULAR

5.12.1 Marcacdes com Anexina V e lodeto de propidio

As células HepG2 foram plaqueadas em uma densidade de 5 x 10 células em
placas de plastico de 60 mm. Apds 24 horas de adeséo, o sobrenadante foi retirado e as
células foram tratadas com o polissacarideo na concentracdo de 250 pg.mL™, com a
cisplatina (controle positivo para apoptose tardia) em uma concentracdo de 50 mM e com
AAS (controle positivo para apoptose), em uma concentracdo de 5 mM, por um tempo de
72 horas a 37°C sob atmosfera de 5% de CO,. Apds o tempo de tratamento foi realizado
o procedimento de preparacao das amostras para posterior analise.

Primeiramente foi realizada a coleta do sobrenadante, e colocado em tubo falcon,
mantido em gelo. As células foram entédo lavadas duas vezes com PBS e também foram

adicionados no mesmo tubo do sobrenadante que fora coletado anteriormente. As células
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aderidas foram tripsinizadas e colocadas ao mesmo tubo anteriormente citado. Os tubos
contendo as amostras foram centrifugados (3000g por 5 minutos), e o sobrenadante foi
descartado. O pellet das células foi ressuspenso em 0,5 mL de tampé&o de ligacéo
(Tampéo HEPES 10 mM em pH 7,4, contendo: NaCl 150 mM; KCI 5mM; MgCl, 1mM e
CaCl, 1,8mM a 4°C). 0,1 mL das células que foram ressuspendidas foram transferidas
para tubos de citometria de fluxo.

A Anexina V-FTIC (5 pL) foi adicionada no escuro nas células que foram tratadas
com o polissacarideo e AAS e dois tubos de citometria foram separados, ou seja sem a
marcagdo com a anexina, um para o branco e o outro para a marcagdo somente com
iodeto de propidio (PI), os quais seriam referentes as células viaveis e células necroticas
(controle positivo para a necrose), respectivamente. O Pl diluido em PBS (10 pL) também
foi adicionado no escuro na concentracdo de 50 pg.mL™, nos tubos que continham as
células tratadas somente com o polissacarideo, cisplatina e para os controles negativos,
aqueles que foram tratados somente com o meio de cultura.

No aparelho FACScalibur os 10.000 eventos foram adquiridos usando os filtros
FL1 (anexina V) e FL2 (iodeto de propideo), e as andlises foram feitas utilizando um

gréafico do tipo dot-plot (eixo X: filtro FL1, eixo Y: FL2) pelo software WinMDI versao 2.9.

5.13 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 5.1 para
Windows. Foi empregada a analise de variancia ANOVA seguida do teste de Tukey,

sendo considerado o nivel de significancia de 95% (p<0,05).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZAQAO DO POLISSACARIDEO DO ENDOSPERMA
DE SEMENTES DE Schizolobium amazonicum

O S. amazonicum é uma arvore nativa (FIGURA 6), pertencente a familia
Leguminosae, subfamilia Caesalpinioideae. E encontrada abundantemente na Amazonia
sendo conhecido como pinho cuiabano, parici ou faveira. Estudos prévios demonstraram
gue suas sementes (FIGURA 6) séo ricas em galactomananas (GANTER et al.,1994;
PETKOWICZ et al.,1998).

FIGURA 6 - ASPECTOS GERAIS E SEMENTES DE Schizolobium amazonicum
FONTE: jardineiro.net/br/banco/schizolobium_parahyba.php acessado em 3 fev.2011



http://www.jardineiro.net/br/banco/schizolobium_parahyba.php�

54

Neste trabalho a galactomanana de S. amazonicum, foi obtida por extracéo
aguosa a 25°C, a partir do endosperma moido e seco, como descrito no item 5.3. A
fracdo polissacaridica (SN) foi obtida por precipitacdo do extrato aquoso com dois
volumes de etanol e logo em seguida centrifugada e seca em estufa a vacuo. O
rendimento foi de 41% do endosperma seco, um conteido semelhante foi obtido para
esta mesma espécie o qual foi utilizado o mesmo protocolo de extracdo (PETKOWICZ et
al.,1998; GANTER et al.,1994). Um alto rendimento a partir do endospema seco de
sementes de leguminosas € caracteristico para algumas espécies de galactomananas,
como as sementes de Cassia sp, por exemplo (SRIVASTAVA; KAPOOR, 2005).

Apés andlise da composicdo monossacaridica por cromatografia liquido-gasosa
(GLC) foi calculada a razdo Man:Gal da fracdo SN, sendo obtida uma razdo de 3,2:1.
Estudos prévios demonstraram que as sementes de S. amazonicum contém
galactomananas com diferentes graus de substituicdo. O valor encontrado esta de acordo
com as razbes Man:Gal previamente descritas para as galactomananas das sementes da
mesma espécie extraidas com agua a 25 °C (PETKOWICZ, 1998; PETKOWICZ,
SCHAEFER; REICHER, 2007; BENTO et al., 2013).

O perfil de eluicdo da fragdo SN por cromatografia de exclusdo estérica de alta
pressdo (HPSEC) esta indicado na figura 7. A amostra apresentou um perfil de eluicdo
monomodal, detectado simultaneamente pelos detectores de indice de refracdo (RI) e
espalhamento de Iluz (MALLS) confirmando a presenca de um unico tipo de
polissacarideo. Quando o perfil de eluicdo foi monitorado com detector de UV em 280nm
nenhum sinal foi observado indicando a auséncia de proteina na amostra. A massa molar
(M,,) determinada pela técnica de espalhamento de luz para SN foi de 4,34 x 10> g/mol. A
razdo entre a massa molar média e a massa numérica média M,/M,, conhecida como

indice de polidisperséo, foi baixa, 1,123+0,012, indicando baixa polidispersdo da amostra.
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FIGURA 7 - PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC UTILIZANDO O ESPALHAMENTO DE LUZ
MULTIANGULOS (MALLS) E DETECTOR DE INDICE DE REFRACAO (RI) DO POLIMERO SN

NOTA: A amostra foi solubilizada em nitrito de azida e entdo analisada por cromatografia de excluséao
estérica (HPSEC) acoplado ao indice de refragdo (RI) e espalhamento de luz multiangluos (MALLS).
FONTE: O Autor (2013)

O espectro de RMN®C do polimero confirmou tratar-se de uma galactomanana de
estrutura usual, composta por uma cadeia principal de unidades de D- manopiranoses
unidas por ligacdes glicosidicagd (1—4), com ramificagdes laterais de unidades de D-
galactopiranoses unidas por ligacbes glicosidicasa (1—6) . A atribuicdo dos sinais esta
indicada na tabela 1. Todas as atribuicbes foram baseadas em dados da literatura
(GANTER et al.,1994, PETKOWICZ et al.,1998; RAMESH et al., 2001; SOUZA, 2009;
BUCKERIDGE et al., 1992; BENTO et al., 2013).

TABELA 1 - ATRIBUICAO DOS SINAIS DO ESPECTRO DE RMN **C PARA O POLIMERO SN

(ppm)
C1 C2 C3 C4 C5 C6
a-Gal(1— 98,9 68,6 69,5 69,6 70,1 61,3
—4)-B-Man-(1—  100,1 71,2 71,6 76,4 75,1 60,7

—4,6)-3-Man-(1— 100,1 71,2 71,6 76,7 73,4 66,6
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6.2 SULFATACAO E CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS SULFATADOS

S&o conhecidos na literatura diversos reagentes que podem ser utilizados na
reacdo de sulfatacdo quimica em polissacarideos, como por exemplo: complexos de
trioxido de enxofre (SO3z) e piridina (FOCHE; MASSOLI, 1986; MESTECKHINA;
EGOROV; SHCHERBUKHIN, 2006), acido clorossulfonico e piridina (O'NEILL, 1955) e
acido piperidina-N-sulféonico em DMSO (MIHAI; MOCANU; CARPOV, 2001), dentre esses
0 mais citado na literatura para sulfatacdo quimica é o acido clorossulfénico em piridina,
pois este esta relacionado em um maior grau de substituicdo de seus derivados
sulfatados. O agente sulfatante é sempre utilizado em excesso com relacdo ao numero de
hidroxilas livres presentes na estrutura de um polissacarideo. Juntamente com a
temperatura, a propor¢cao molar do agente sulfatante para a cada hidroxila livre pode ser
considerado um fator fundamental para regular o nimero de grupos sulfatos introduzidos
(MESTECKHINA; SHCHERBUKHIN, 2010).

Apdés o isolamento e caracterizagdo, a galactomanana SN foi submetida ao
processo de sulfatacao utilizando complexo trioxido de enxofre piridina de acordo com o
método descrito por Mesteckhina et al. (2006). Este método foi inicialmente utilizado, pois
de acordo com a literatura acarretaria menor degradacao do polissacarideo. Além disto, o
mesmo método ja foi aplicado com sucesso para outras galactomananas
(MESTECHKINA; EGOROV; SHCHERBUKHIN; 2006). Porém, ap@s sucessivas tentativas
utilizando diferentes relagcbes molares do complexo trioxido de enxofre piridina por
unidade monossacaridica, nao foi obtido sucesso no procedimento. Conforme observado
por Wang et al. (2009), polissacarideos podem apresentar solubilidades e conformacdes
distintas em diferentes solventes e um método de sulfatacédo aplicado com sucesso a um
determinado polimero pode ndo ser aplicavel a outro. Optou-se entdo pela modificacado
guimica pelo método de O’Neill (1955).

A galactomanana foi entdo submetida a reacdo de sulfatacdo quimica, utilizando
como agente sulfatante o acido clorosulfénico e a piridina como catalisador. A piridina
possui um par de elétrons disponivel o que acarretaria na formacdo de pontes de
hidrogénio com as hidroxilas livres dos polissacarideos, resultando em um aumento da
nucleofilia desses grupamentos, fazendo com que estes sejam mais reativos (HAINES,
1976). A reacéo foi realizada com uma proporcao de 25 mol de &cido clorosulfénico/OH, e
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0 produto obtido apds a reacdo de sulfatacdo foi denominado S1. Posteriormente, a
amostra S1 foi submetida ao processo de ressulfatagdo pelo mesmo método resultando
na amostra S2.

As amostras S1 e S2 foram analisadas quanto ao teor de enxofre para
determinacdo do grau de sulfatacdo (DS) conforme mostrado na tabela 2. O DS
corresponde ao numero médio de grupos sulfato substituinte por unidade
monossacaridica.

O valor de DS obtido para a fracdo S1 foi de 0,4 e o teor de enxofre (S) foi de
6,21%. O mesmo DS foi encontrado por Pires et al. (2001) na sulfatacdo da
galactomanana de sementes de Senna macranthera (Man:Gal 3,0:1) utilizando acido
clorosulfénico. Um DS (0,4) similar também foi encontrado apos a sulfatacdo quimica da
galactomanana de goma guar pelo mesmo método utilizado no presente trabalho (WANG
et al., 2010).

Na tentativa de obter uma amostra com maior DS, a amostra S1 foi submetida ao
processo de ressulfatacdo gerando a amostra S2 que apresentou um DS de 0,6 e a
porcentagem de enxofre foi de 8,2%. CHRESTANI et al. (2009) também obteve um DS de
0,6 na sulfatacdo da galactomanana de Mimosa scabrella (Man:Gal 1,1:1). Estes autores
realizaram a reacdo de sulfatacdo pelo mesmo método utilizado no presente trabalho.
Gemin (2008) sulfatou galactomananas de L. leucacephala (Man:Gal 1,84:1) segundo o
meétodo do acido clorossulfénico, o DS encontrado foi 0 mesmo ao deste trabalho apos a
resulfatacdo do polimero de 0,4 para 0,6.

O numero de grupos sulfatos introduzidos por unidade monossacaridica (DS)
depende de diversos fatores incluindo: o tipo de solvente utilizado na reagao, a natureza
guimica dos polissacarideos, o tipo e configuracdo de ligacdes glicosidicas, massa molar
e outros fatores estruturais (MESTECKHINA; SHCHERBUKHIN, 2010).

Ha relatos na literatura (WANG et al., 2010; LIU et al., 2009) que, se controlar a
quantidade de reagente a ser adiconado na reacdo € melhor do que controlar a
temperatura, para assim obter derivados sulfatados com elevados DS. No presente
trabalho foi observado que a galactomanana de S. amazonicum nao solubilizou

totalmente no sistema utilizado (formamida-piridina), o que pode ter dificultado a reagao.
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TABELA 2 -DETERMINA(;AO DO GRAU DE SULFATACAO (DS) E PORCENTAGEM DE ENXOFRE (%S)
DAS FRACOES SN, S1 E S2 OBTIDAS DAS SEMENTES DE S. amazonicum

Polissacarideo S% DS
SN 0 0
S1 6,2 0,4
S2 8,2 0,6

*média de 3 experimentos realizados em triplicata

As galactomananas nativas e modificadas foram investigadas por espectrometria
de infravermelho (FIGURA 8). Para as amostras que passaram pelo processo de
sulfatacdo, uma banda de vibragdo de estiramento axial deveria aparecer em torno de
1250 cm™, correspondente a vibracdo de S=O. A banda em 1250 cm™, ausente na
amostra nativa, ficou bem evidente nas amostras S1 e S2, confirmando a sulfatacéo.
Alguns estudos (AKASHI et al., 1995; LIU et al., 2009; WANG et al., 2010; JUNG et al.,
2011) evidenciaram que apoés a sulfatacdo quimica em polissacarideos, além da bandas
de estiramento axial em torno de 1250 cm™, surgiram bandas de estiramento axial em

torno de 810 cm™ referente as ligagcdes C-O-S.
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FIGURA 8 - ESPECTROS DE INFRAVERMELHO (FTIR) DAS GALACTOMANANAS SN (A), S1 (B) E S2 (C) EM

PASTILHAS DE KBr
FONTE: O autor (2013).

NOTA: As amostras (2 mg) foram homogeinizadas em KBr previamente seco (100 mgl) e entdo analisadas em forma de
pastilhas. A seta aponta o local onde se verifica a banda de sulfatagdo a 1250 cm™. A amostra S2, apresentou uma
banda mais alargada o que indica uma possivel hidratagao da amostra.
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Os polimeros quimicamente sulfatados (S1 e S2) foram analisados por RMN *3C
(FIGURA 9) e seus espectros foram comparados com o espectro obtido para a mostra
SN. Nos espectros das amostras sulfatadas os sinais sdo mais alargados e com uma
resolucao diferenciada quando comparada com a SN (FIGURA 9A). Este efeito ja foi
observado por outros autores nos espectros de RMN *C de polissacarideos ap6s
sulfatacdo quimica (MARTINICHEN et al., 2001; PIRES et al.,2001; GAMAL-ELDEEN et
al., 2007b; CHRESTANI et al., 2008; WANG et al., 2010).

Quando comparado ao espectro de RMN *3C da galactomanana nativa (SN), o
espectro da fragdo S1 mostrou uma reducao da intensidade dos sinais referentes ao C-6
das unidades de galactose e manose ndo substituidas, sugerindo que a sulfatacédo
ocorreu nesta posicado. O experimento de DEPT na da amostra ndo sulfatada-SN (inserto
na FIGURA 9A) confirma a identificacdo dos sinais correspondente ao C-6 livre das
unidades de manose e galactose. O espectro de S1 também apresenta um sinal adicional
intenso em & 67,45, que poderia corresponder ao sinal do C-6 das unidades que foram
sulfatadas. A sulfatacdo preferencial dos grupamentos mais reativos CH,OH-6 ja foi
descrita anteriormente (PIRES et al.,2001; CHRESTANI et al.,2008; WANG et al., 2010;
WANG; ZHAO; WANG, 2012).

No espectro da amostra S2, os sinais referentes ao C-6 das unidades de galactose
e manose nao substituidas se tornam praticamente inexistentes sugerindo completa
sulfatacdo do polimero nestas posicbes. O DS determinado para a amostra (0,6)

corrobora com esta hipétese.
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FIGURA 9 - ESPECTROS DO RMN"C DOS POLIMEROS SN (A), S1 (B) E S2 (C) DE S. amazonicum
FONTE: O autor (2013)

NOTA: As amostras (15 mg) foram solubilizadas em D,0:H,0 e entdo analisadas em RMN **C a 70°C.
Inserto) DEPT da amostra SN, sinais invertidos referentes aos C-6 ndo substituidos.
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As galactomananas modificadas, S1 e S2, foram analisadas por HPSEC (FIGURA
10). Diferentemente da amostra nativa (SN), as amostras S1 e S2 apresentaram um perfil
de eluicdo polimodal, indicando que o processo de sulfatacdo promoveu degradacao do
polissacarideo. Em ambas as amostras sulfatadas observa-se o aparecimento de um pico
adicional detectado apenas pelo RI, eluindo em tempos de eluicdo superiores a 50 min. A
massa molar calculada para S1 (3,41 x 10° g/mol) e S2 (2,433 x 10° g/mol) foi
determinada por valores obtidos de dn/dc, esses valores se mostraram inferiores aos

obtidos para a amostra nativa.
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FIGURA 10 - PERFIL DE ELUICAO HPSEC-MALLS/RI DA GALACTOMANANA OBTIDA PELA REACAO
DE SULFATACAO E RESSULFATACAO DE S1 E S2 RESPECTIVAMENTE

FONTE: O Autor (2013).

NOTA: As amostras foram solubilizadas em nitrito de azida e entdo analisadas por cromatografia de
exclusdo estérica (HPSEC) acoplado ao indice de refragdo (RI) e espalhamento de luz multidngluos
(MALLS).
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Muitas pesquisas envolvendo a sulfatacdo de polissacarideos de diversas fontes
indicam que com um aumento na temperatura da reacéo, prolongamento do tempo de
reacdo e aumento da razdo molar tanto do solvente como do agente sulfatante pode
contribuir para um maior grau de substituicdo (WANG et al., 2009)

O &cido clorossulfénico, um agente sulfatante muito citado em diversos trabalhos
(GRACHER, 2010; GERESH et al., 2002; CHEN et al., 2011; JUNG et al., 2011; WANG et
al., 2010), € um acido forte o qual pode ser responsavel pela degradacdo do
polissacarideo e consequentemente ocorrendo um decréscimo na massa molar do
polimero, como observado neste trabalho. A diminuicdo da massa molar também foi
observada em galactomananas de goma guar quimicamente sulfatadas pelo método do
acido clorosulfénico em piridina. A massa molar das amostras sulfatadas diminuiu
guando a reacdo foi realizada com excesso de piridina. Estes resultados estdo
relacionados com a extensa degradacdo do polimero durante a reacdo quimica, o que
leva a hidrdlise do polissacarideo na presenca de um acido forte (WANG et al.,2010)

Uma vez que os polissacarideos nativos e modificados foram caracterizados, estes
foram entdo submetidos em ensaios biolégicos visando a avaliagdo quanto a toxicidade

em células HepG2.

6.3 ENSAIOS EM CULTURA DE CELULAS HepG2

6.3.1 Efeitos dos polissacarideos SN, S1 e S2 sobre a viabilidade de células HepG2

Quando se trata de avaliagbes de citotoxidade in vitro, ensaios de viabilidade
celular sdo fundametais por fornecerem informacfes que norteardo o delineamento
experimental, como a definicdo das concentragcdes do composto estudado e tempo de
tratamento. Neste contexto, recomenda-se que diferentes metodologias de avaliagcao da
viabilidade celular sejam realizadas, com o objetivo de garantir a confiabilidade dos
resultados. Com esta finalidade, neste estudo, inicialmente foi utilizado o método do MTT,
o qual é reduzido por desidrogenases mitocondriais de células viaveis a cristais de

formazan.
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Os resultados da viabilidade celular pelo método do MTT estéo representados na
figura 11, onde se observa que a galactomanana na sua forma nativa (FIGURA 11A)
exerce efeito citotoxico a partir de 24 horas. A intensidade do efeito foi concentracao
dependente, ocorrendo a diminuircdo da viabilidade em 25, 30 e 50%, para 24, 48 e 72
horas respectivamente, na maior concentracdo avaliada (250 pg.mL™). No entanto, a
reducdo da viabilidade ndo foi tdo pronunciada para as amostras sulfatadas S1 e S2
(FIGURA 11, B e C), quando comparada com o polissacarideo nativo (SN). O polimero S1
na concentracdo de 250 pg.mL™, em 72 horas de incubacéo reduziu a viabilidade das
células HepG2 em torno de 30% (FIGURA 11B).

Para a amostra S2, que apresentava maior DS e consequentemente a
porcentagem de enxofre, ndo foi observado nenhum efeito citotoxico para ambas as
concentracfes e tempos avaliados, como mostrado na figura 11C. Como mostrado
anteriormente, o método utilizado para a sulfatacdo da galactomanana promoveu
degradacdo do polimero, resultando em reducdo da massa molar. Esta diminuicdo da
massa pode ser responsavel pelo menor efeito citotoxico observado para as
galactomananas sulfatadas quando comparadas ao polimero nativo. Alguns trabalhos
mostram que apos a sulfatagdo quimica, o tamanho do polissacarideo pode influenciar na
eficiéncia da atividade antitumoral, sendo que, uma maior massa molar e DS poderao
resultar em aumento na atividade antiumoral (CHEUNG, 2006; GAMAL-ELDEEN et
al.,2007b; YE et al., 2008; TAO; ZHANG; LIU et al., 2009; WANG et al., 2010; CHEN et
al., 2011).

Diferencas importantes na viabilidade celular entre polissacarideos sulfatados e,
seus respectivos polimeros nativos tém sido observadas. Gamal-Eldeen e colaboradores
(2007b) avaliaram os efeitos de galactomananas quimicamente sulfatadas e nao
sulfatadas de Leucaena leucacephala sobre a viabilidade de células HepG2 pelo método
do MTT. A partir de 5 ug.mL™, o efeito citotéxico provocado pelo polimero sulfatado foi de

aproximadamente 50%, enquanto que para a amostra nativa, este efeito foi de ~30%.
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FIGURA 11 - EFEITO DE SN, S1 E S2 SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS HepG2

FONTE: O Autor (2013)

NOTA: A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT, conforme descrito no item 5.10.1, ap6s os
tratamentos com SN (A), S1 (B) e S2 (C), nas concentra¢des 50, 100 e 250 pug.mL™, nos tempos de 24, 48 e 72
horas. O controle foi considerado com 100% de viabilidade, é representado somente pelo tratamento com meio
(DMEM). Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo de cinco experimentos independentes
realizados em quadruplicata. (ANOVA, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Um efeito semelhante foi observado por CHEN e colaboradores (2011). Os autores
isolaram e realizaram a sulfatacdo quimica em polissacarideos de Gynostemma
pentaphyllum, contendo unidades de galactose, manose, rhamnose e arabinose. O
polimero com maior DS (1,34) exerceu um melhor (~46%) efeito citotoxico nas células
HepG2 do que o polimero nativo, na maior dose avaliada (1mg.mL™). Possivelmente, os
resultados destes autores, distintos daqueles obtidos no presente trabalho estejam
relacionados com o aumento da massa molar, cuja massa foi de 8,64 para 11,2 Da apés
sulfatacdo e neste caso ndo houve a degradacéo do polissacarideo.

Esta diferenca na viabilidade das células HepG2, com os diferentes polimeros
avaliados (GAMAL-ELDEEN et al., 2007b; CHEN et al., 2011) além de estar relacionada
com a diferenca na concentracdo dos polimeros utilizados, uma vez que um autor utilizou
5 pg.mL* e o outro 1 mg.mL?, pode estar intimamente ligada com a estrutura do
polisscarideo bem como a quantidade de unidades de galactose em sua estrutura, sendo
gue esta, pode ser reconhecida por receptores presentes nas células HepG2, uma vez
gue, como citado anteriormente, as células do figado possuem receptores de galactose
gue podem influenciar na eficiéncia da atividade antitumoral (OHYA et al., 2001).

Em outro estudo Wang, Li e Chen (2009) avaliaram os efeitos de polissacarideos
sulfatados de farelo de arroz pelo método de O'’neill (1955), obtendo nove fracdes
polissacaridicas com diferentes DS e porcentagem de enxofre. O DS das fra¢Bes variou
de 0,04 a 1,29 e as nove fracdes foram avaliadas em ensaios in vitro com células HepG2
e B16-F10. Os resultados obtidos pelos autores indicaram que a viabilidade das duas
linhagens avaliadas diminui com o aumento do DS das fra¢gbes avaliadas, ou seja, com
um alto DS (1,29), o polimero inibiu o crescimento das células em ~47% e 55%, para as
duas linhagens, em um tempo de incubacédo de 48 horas.

B-glucanas de Pleurotus eryngii (JUNG et al., 2011) sulfatadas quimicamente pelo
método de O’neill (1955) foram investigadas em células do adenocarcinoma humano.
Quando comparado com o polimero nativo os derivados sulfatados variando o DS de 0,12
a 0,92 inibiram o crescimento das células tumorais de uma maneira dose-dependente o
gue pareceu ser dependente do DS. O maior DS se mostrou capaz em inibir a
proliferacéo das células em ~70% na maior concentracéo testada (1000ug.mL™)

Testes in vitro com células HepG2 demonstraram que o polissacarideo de raizes

de Limonium sinense Kuntze, uma planta medicinal utilizada para o tratamento de
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diversas doencas, (TANG et al., 2012) exerceu uma inibicdo do crescimento de ~38% das
células na maior dose avaliada (400 pg.mL™). Estes mesmos autores realizaram testes in
vivo, e foi demonstrado que o polissacarideo, exerceu uma inibicdo no crescimento do
tumor de camundongos transplantados (células HepG2 implantadas na cavidade
peritoneal) e o efeito foi mais significativo quando o polissacarideo foi utilizado com um
composto de acdo antitumoral (5-FU).

O proximo ensaio de viabilidade realizado utilizou o cristal violeta. Os resultados
desta metodologia amplamente utilizada para avaliar a citotoxicidade, foram distintos aos
observados pelo método do MTT (FIGURA 12). Observa-se na figura 12 que o tratamento
das células HepG2 com as galactomananas ndo promoveu reducdo significativa da
viabilidade celular em todas as concentracdes e tempos avaliados.

Esta diferenca nos resultados pode relacionar-se com a variacdo metodologica. O
método do MTT é associado com a atividade de desidrogenases mitocondriais de células
viaveis e, 0 ensaio do cristal violeta, com a quantidade de células aderidas na placa de
cultivo. Diante desta consideracdo pode-se sugerir a ocorréncia de dano mitocondrial sem
ter ocorrido o desprendimento das células até a interrupcdo do tratamento. Ainda no
ensaio do cristal violeta, a absorbancia das células com o DNA corado ndo corresponde
necessariamente ao numero de células viaveis, ap0s a cultura ter atingido sua
confluéncia, uma vez que os resultados podem variar quando as células podem néo
crescer uniformemente ao fundo de cada po¢o. Em alguns casos, as células aderentes,
incluindo as células mortas sao consideradas células viaveis devido a coloracdo nao
especifica do corante (CHIBA; KAWAKAMI; TOHYAMA,1998).
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FIGURA 12 - EFEITO DOS POLIMEROS SN, S1 E S2 NA VIABILIDADE CELULAR EM 72 HORAS DE
TRATAMENTO NAS CELULAS HepG2, PELO METODO DO CRISTAL VIOLETA

FONTE: O Autor (2013)

NOTA: A viabilidade celular foi avaliada pelo método do cristal violeta conforme descrito no item 5.10.2.
ApoOs os tratamentos com SN, S1 e S2, nas concentracdes de 50, 100 e 250 ug.mL'l, no tempo de 72 horas.
O controle foi considerado com 100% de viabilidade e é representado somente pelo tratamento com meio
(DMEM). Os resultados estdo representados em média + desvio padrdo de cinco experimentos
independentes realizados em quadruplicata.

Outra abordagem para investigar a a¢do dos polissacarideos nas células HepG2 foi
a analise do ciclo celular utilizando o iodeto de propideo, um agente intercalante de DNA
(PERES; CURI, 2005). As células foram tratadas com SN na concentracdo de 250 pg.mL’
! durante 72 horas e processadas como descrito no item 5.10.3. O histograma
representativo de tais experimentos pode ser visualizado na figura 13A.

Como representado na figura (13A), o histograma pode ser delimitado por regides
denominadas M1, M2, M3 e M4. A regido M1 corresponde a intensidade de fluorescéncia
emitida pelas células que estdo com o DNA fragmentado, sendo representadas por Sub-
G1. A regido M2 é correspondente as células que estariam na fase G1. E as regides M3 e
M4, séo regibes que correspondem as células que estariam na fase G2-M do ciclo celular.

Como observado na figura 13B nestas condi¢cdes experimentais, o tratamento com
SN, ndo interferiu na progressao do ciclo celular das células do hepatocarcinoma humano,
guando comparado ao grupo controle, no qual as células foram tratadas somente com o
meio de cultivo.

Diversos trabalhos avaliando fracbes vegetais contendo polissacarideos sobre a
progresséo do ciclo celular de células tumorais (LIANG et al.,2012; GAMAL-ELDEEN et
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al.,2007; CHIA-JUNG et al.,, 2012; HIU-LI et al., 2013), demostraram uma parada na
progressao do ciclo celular, resultado diferente do obtido neste estudo.

Uma fragdo extraida da planta Aconitum coreanum uma planta medicinal utilizada
como adjuvante no tratamento do cancer em paises orientais, se mostrou capaz de
impedir a progresséo do ciclo celular em células do hepatocarcinoma humano (H22). De
acordo com os autores, a fracdo estudada promoveu um aumento de ~80% na
guantidade de células nas fases SubG1 do ciclo, enquanto que nas fases G2/M ocorreu
uma diminuicdo quantitativa dessas células (LIANG et al.,2012). Entretanto, estes autores
trabalharam com uma fracdo bruta, que além de polissacarideos pode conter outros
componentes quimicos que podem também serem responsaveis pelo efeito observado.

Um extrato etandlico de Corchorus olitorius (CHIA-JUNG et al., 2012), se mostrou
capaz de induzir a apoptose em células HepG2 devido ao aumento de células na fase
SubG1 do ciclo, o que esta relacionado com a quantidade de DNA fragmentado. O
aumento de células na fase SubG1 foi significativo uma vez que as células tiveram um
tempo de 12 e 24 horas de tratamento, na menor dose avaliada (12 pg.mL™).

Galactomananas de L. leucacephala nativas e sulfatadas segundo o método de
O’neill (1955), foram incubadas com as células HepG2 (GAMAL-ELDEEN et al., 2007b).
Os resultados mostraram que na concentracédo de 20 pg.mL™ da galactomanana nativa
ocorreu uma parada no ciclo celular nas fases S e G2/M. Neste estudo ambos o0s
polimeros apresentaram o mesmo efeito na concentragéo de 20 pg.mL™. Os resultados
sugerem que tanto o polissacarideo nativo quanto o polissacarideo sulfatado afetam a
progressdo das células, o que indica que neste caso a sulfatacdo quimica da
galactomanana néo seria necesssaria.

Em outro estudo (HIU-LI et al.,, 2013) polissacarideos nativos e seus derivados
quimicamente sulfatados isolados de P. massoniana foram incubados com as células
HepG2. Os autores observaram que a porcentagem de células na fase S foi
significativamente reduzida e a porcentagem de células na fase G2/M foi
significativamente aumentada (~20%) quando comparada com o controle, este efeito foi
mais pronunciado quando as células HepG2 foram incubadas com o polissacarideo
sulfatado. Esses resultados sugerem que o polimero sulfatado promoveu uma parada no

ciclo celular dessas células.
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FIGURA 13 - ANALISE DO CICLO CELULAR DAS CELULAS HepG2

FONTE: O autor (2013)

NOTA: A) Histograma representativo das células HepG2 tratadas com o polissacarideo nativo, na
concentracdo de 250pg.mL™. As regides delimitadas MI, M2, M3 e M4 na figura correspondem a: M1-Sub-
G1; M2-fase G1; M3 e M4-fase G2-M. B) Porcentagens de células em cada fase do ciclo celular apés 72
horas de tratamento com SN na concentracdo de 250 pg.mL™. Gréfico representativo de trés experimentos
independentes realizados em duplicata, média + desvio padrao.

Apesar dos resultados de viabilidade celular pelos métodos do cristal violeta e
analise do ciclo celular ndo terem apresentado diferenca significativa em relagcdo ao
controle, ndo se exclui a possibilidade do polimero nativo estar induzindo a morte das
células, uma vez que em alta concentracdo, SN (FIGURA 11A) promoveu perda na
viabilidade celular, o que poderia estar relacionado com um dano mitocondrial.

E conhecido que a morte celular por apoptose € caracterizada por certas alteragdes
bioquimicas e morfolégicas, como ativacdo de cascatas de caspases intracelular,
condensacdo da cromatina, fragmentacdo do DNA, permeabilizacdo da membrana
mitocondrial, inchamento da membrana, ndo ocasionando a perda de integridade,
formacdo de vesiculas ligadas a corpos apoptoticos e dentre outras (GRIVICICH;
REGNER; ROCHA, 2007; TINARI et al., 2008).

Uma caracteristica importante observada em células em processo de apoptose € a
exposicdo do fosfolipidio fosfatidilserina para o lado extracelular da membrana
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Esta alteracéo ¢é util para avaliar se o0 mecanismo de
morte € por apoptose, uma vez que exposto na membrana a fosfatidilserina se liga a
proteina anexina V com alta afinidade e, apds a ligacdo da anexina V marcada com
isotiocianato de fluorescéncia (FTIC), o qual emite fluorescéncia na faixa de comprimento
de onda de 515-530 nm (FL1) é possivel avaliar se as células estdo em apoptose. Nesta

avaliacdo € realizada concomitantemente a marcacdo com iodeto de propidio (PI) que
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penetra na célula se ela ndo estiver com a membrana integra e emite fluorescéncia no
comprimento de onda de 560-580 nm (FL2), o que corresponde a marcacao positiva para
Pl, indicando que as células perderam a integridade da membrana celular, excluindo
assim a ocorréncia de morte por apoptose, indicando morte celular por processo de
necrose (PERES; CURI, 2005; DARZYNKIEWICZ et al., 1992).

Para avaliar se SN promovia morte celular por apoptose, as células HepG2 foram
entdo tratadas com o polissacarideo (SN) na concentracdo de 250 pg.mL™, AAS (Acido
acetilsalicilico - 5 mM) e cisplatina (32 pg.mL™) por um periodo de 72 horas. O AAS foi
utilizado para controle positivo de apoptose e a cisplatina foi utilizada para controle
positivo de apoptose tardia. Apds este tempo as células foram entdo processadas e
analisadas no citometro de fluxo.

Na figura 14 estéo representados os dot-plots das células HepG2 tratadas com SN
e 0s respectivos controles. Os dot-plots estdo divididos em quatro partes, onde cada
guadrante representa um tipo de marcacdo: quadrante 1 (superior esquerdo) — localizam
as ceélulas marcadas somente com PI, indicando morte celular por necrose; quadrante 2
(inferior esquerdo) — representam as ceélulas viaveis que ndo possuem nenhuma
marcacao; quadrante 3 (superior direito) — células com a dupla marcacdo (Pl +
Anexina/FITC), representando as células que estariam em apoptose tardia e quadrante 4
(inferior direito) — marcacdo somente com Anexina V/FITC, o qual representa as células
gue estariam em um processo inicial de apoptose.

Como pode ser observado na figura 15, o tratamento com a galactomanana nativa
na concentragdo avaliada néo foi capaz de induzir a morte celular, tanto por apoptose e
necrose nas condicdes experimentais avaliadas, portando, sugere-se que o0
polissacarideo pode estar causando algum dano mitocondrial sem ter promovido a morte
celular, uma vez que no método de viabilidade celular, o MTT, o polissacarideo na sua
forma nativa foi capaz de inibir o crescimento das células HepG2 em um tempo de 72
horas de tratamento, na maior concentragéo avaliada.

Similar comportamento foi observado para xiloglucana de sementes de C.
langsdorffi em células de melanoma murino (B16F10). Pelo método do MTT a xilolgucana
foi citotdxica a partir de 24 horas de tratamento, porém na andalise de inducdo morte
celular n&o foi observado efeito significativo (FARIAS, 2012).
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FIGURA 14 - ANALISE DE MORTE CELULAR DAS CELULAS HepG2 TRATADAS COM SN, AAS E CISPLATINA
FONTE: O autor (2013)

NOTA: Dot-plots representativos com o polissacarideo SN, na concentracdo de 250 ug.mL'l, AAS e Cisplatina por um
tempo de 72 horas de tratamento. Células que ndo receberam marcagdo nem com Pl e nem com Anexina-V/FITC
(células viaveis - A); células marcadas somente com PI (controle positivo para necrose - B); células marcadas somente
com Anexina V/FITC (controle positivo para apoptose - C); células com dupla marcagdo PI+Anexina V (controle positivo
para apoptose tardia - D); células tratadas somente com meio de cultura; E) e células tratadas com o polissacarideo
nativo (F).

Resultados distintos dos obtidos no presente estudo, em relagdo a morte celular
por apoptose induzida por polissacarideos foram observados por Wu; Yanqun (2010). Um
polissacarideo extraido de Astragalus membranaceus constituido de glucose, manose e
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xilose, levou a morte celular por apoptose em células HepG2 em aproximadamente 45%
em relacdo ao controle, quando incubado por um periodo de 48 horas de tratamento em
uma concentracao de 45 ug.mL'l.

Em outra linhagem celular, Zeng e colaboradores (2012) avaliaram o efeito de uma
fracdo contendo polissacarideos (ndo fracionados e nem caracterizados) extraidos de
Curcuma kwangsiensis em células do carcinoma nasofaringeal (CNE-2). Os resultados
mostraram um aumento no percentual de células apoptéticas quando incubadas com 100
ng.mL™* em 48 horas de tratamento.

Um extrato etandlico derivado de Chlorella sp (JING-GUNG et al., 2012), uma alga
verde foi incubado com as células HepG2 em um tempo de 48 horas de tratamento para
avaliar possiveis efeitos na inducdo de morte celular causada pelos polissacarideos, uma
vez que no método do MTT o extrato etandlico apresentou efeito citotoxico de uma
maneira dose-dependente, a qual na maior concentracdo avaliada (500 pg.mL™?) a
diminuicdo da viabilidade celular foi de ~38%.

Ensaios de citometria de fluxo mostraram mudancas marcantes nos perfis de
células HepG2 apds o tratamento com 150, 300 e 600 ug.mL™ de heteropolissacarideos
isolados de cogumelos (M. sculenta). O polimero induziu a apoptose quando comparado
com o grupo controle em ~50% na maior concentracdo avaliada. No entanto houve um
aumento na quantidade de células HepG2 necréticas ap0s a exposi¢do ao polimero (HU
et al., 2013).

Polissacarideos de P. linteus, induziram a apoptose em células HepG2 apds 24, 60
e 96 horas de tratamento a partir da menor concentracéo (0,5 pg.mL™). A porcentagem de
células apoptéticas foi de 7,62%, 18,7% e 36,6%, respectivamente, para 0s tempos
avaliados em relacdo ao controle. Os resultados indicaram que a morte celular por

apoptose foi tempo e dose-dependente (WANG et al., 2012).
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FIGURA 15 - REPRESENTACAO QUANTITATIVA DA ANALISE DE MORTE DAS CELULAS HepG2
TRATADAS COM SN, AAS E CISPLATINA.

FONTE: O autor (2013)

NOTA: O grupo controle negativo representa as células tratadas somente com meio de cultura. As
condigBes experimentais estdo descritos em material e métodos no item 5.12.1. Como controle positivo para
apoptose foi utilizado AAS 5 mM e controle positivo para apoptose tardia foi utilizada a cisplatina 50 mM, por
um tempo de 72 horas de tratamento. Os resultados estdo expressos como media + desvio padrdo de cinco
experimentos independentes realizados em duplicata. (ANOVA, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Embora os ensaios de citotoxicidade (cristal violeta, analise de ciclo e de morte

celular) ndo tenham indicado efeitos citotoxicos da galactomanana para as células
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HepG2, no teste do MTT (FIGURA 11) foi evidente a perda de viabilidade destas células
tratadas com este polimero. Para tentar compreender os efeitos citotéxicos observados,
os estudos foram direcionados para avaliar possiveis interferéncias da galactomanana no
metabolismo das células HepG2, uma vez que, o diferenciado metabolismo das células
tumorais € alvo de estudo visando o desenvolvimento de medicamentos antineoplasicos
(TENANT et al.,, 2010; HSU; SABATINI, 2008; DIAZ-RUIZ; RIGOULET; DEVIN, 2011).
Além disso, sdo escassos os dados na literatura sobre os efeitos de polissacarideos em

especial, galactomananas sobre qualquer parametro do metabolismo de células tumorais.

6.4 EFEITOS DA GALACTOMANANA NATIVA E SEU DERIVADO SULFATADO SOBRE
ALGUNS PARAMETROS DO METABOLISMO DAS CELULAS HepG2

O desenvolvimento de tratamentos para o cancer tendo como o alvo o metabolismo
de células tumorais tem recebido muita atencdo nos ultimos anos, visto que alteractes
especificas em vias metabdlicas podem gerar oportunidades em desenvolver novas
abordagens terapéuticas (TENANT et al., 2010; HSU; SABATINI, 2008).

Entre os alvos do metabolismo de interesse no estudo de atividade anticancer,
grande destaque tem sido dado para avaliacbes visando interferéncia no metabolismo
mitocondrial (GOHIL et al., 2010). Sabe-se que a mitocOndria possui uma funcao
essencial na provisdo de energia para as células eucaribticas, garantindo assim a sua
sobrevivéncia. Compostos que podem desencadear alteracao nas fungées mitocondriais e
gue comprometam a sua funcdo podem desencadear mecanismos de morte das células
tumorais.

Tendo em vista que os resultados do método do MTT (FIGURA 11), o qual é
baseado na atividade de desidrogenases mitocondriais e demonstraram que a
galactomanana nativa e seu derivado sulfatado S1 reduzem significativamente a
viabilidade das células HepG2, decidiu-se avaliar os efeitos destes polissacarideos sobre
diferentes estados da respiracdo destas células. Apos 72 horas de tratamento o consumo
de oxigénio da suspenséo celular foi monitorado por respirometria de alta resolugdo em
Oxigrafo oroboros®. As andlises foram realizadas com as células intactas e as
velocidades do consumo de oxigénio determinadas na presenca e auséncia de inibidores

da cadeia de transporte de elétrons, como a oligomicina e de um desacoplador classico o
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FCCP (Carbonil cianeto p-trifluormetoxifenilhidrazona). Os estados da respiragdo que

refletem o consumo de oxigénio das células foram acompanhados como descrito abaixo:

1. Estado Basal: reflete o estado da respiracdo logo apds a suspensédo celular ser
adicionada as camaras do oxigrafo, sem a adicdo de inibidores da cadeia
respiratéria ou desacopladores da fosforilagdo oxidativa;

2. Estado leak: corresponde ao estado da respiracdo logo apdés a adicdo de
oligomicina. A oligomicina é um importante inibidor do compontente OSCP
(Oligomycin Sensitivity Conferring Protein) da Fi;F, ATP sintase, ocasionando o
bloqueio da reentrada de protons para a matriz mitocondrial através deste
complexo enzimatico. Este estado reflete o transporte de elétrons que ocorre em
resposta a entrada de protons na matriz mitocondrial via membrana mitocondrial
interna, impulsionada pelo gradiente eletroquimico de prétons. O consumo de
oxigénio durante este estado da respiracdo € maior em resposta ao aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial interna a protons;

3. Estado desacoplado: corresponde a respiracao celular em resposta a adicdo de um
desacoplador (FCCP), caracterizando o transporte de elétrons que ocorre em
velocidade méxima e de forma independente a sintese de ATP;

4. Estado inibido: corresponde ao consumo de oxigénio na presenca de oligomicina,
FCCP, rotenona e antimicina, sendo estes ultimos inibidores do transporte de

elétrons a partir do complexo | e 11l da cadeia respiratoria, respectivamente.

Na figura 16, estdo representados os tracados de cada estado da respiracéo,
definidos acima. A linha vermelha representa o fluxo e a linha azul a concentracdo de

oxigénio.
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FIGURA 16 - TRACADO REPRESENTATIVO DA ANALISE DO CONSUMO DE OXIGENIO PELAS
CELULAS HepG2 TRATADAS SOMENTE COM O MEIO (DMEM).

FONTE: O autor (2013)

NOTA: O tragado representa os 4 estados da respiracédo refletidos apos a adicao da suspenséo celular no
oxigrafo oroboros ®. Este tragado representa as células HepG2 tratadas somente com o meio de cultura por
um periodo de 72 horas. Linha azul - concentracdo de O,; Linha vermelha — fluxo de O,. OLIGO:
Oligomicina; FCCP; ROT/ANT: Rotenona e Antimicina.

Na figura 17 sdo mostrados os resultados das analises quantitativas da respiracéo
de células HepG2, apos 72 horas de tratamento com os polissacarideos. Na figura 17A,
gue representa o estado basal de respiracéo, pode-se observar uma inibigcdo para ambos
os polimeros. A inibicdo na presenca de SN com 100 pg. mL™ foi de aproximadamente
62% e de ~85% para 250 pg. mL™, em relacdo ao controle. O derivado sulfatado S1
também demonstrou um efeito inibitério (aproximadamente de~70 e 82%) nas
concentracdes de 100 e 250 pg.mL™, respectivamente. Para o estado desacoplado
(FIGURA 17B), os polissacarideos promoveram uma significativa inibicdo de ~90%, para
as concentracdes testadas. Um efeito inibitério de ~60% foi também observado para o
estado leak (FIGURA 17C). Estes resultados mostram que os polissacarideos SN e S1
comprometem de forma significativa a respiragéo celular e sugerem que este efeito pode
ser o responsavel pela reducdo da viabilidade observada pelo teste do MTT (FIGURA 11).
No entanto, os mecanismos envolvidos nesta inibicdo ndo podem ser esclarecidos atraves
destes experimentos. Uma vez que a respiracéo foi inibida ja no estado basal, pode-se
sugerir que os polissacarideos comprometem a geracéo das coenzimas NADH e FADH..
Por sua vez, esta hipétese abre uma gama de possibilidades como a interferéncia destes
polimeros em vias metabolicas geradoras destas coenzimas, no transporte de substratos
para a matriz mitocondrial, entre outras. Ainda, seria possivel admitir que os

polissacarideos estivessem atuando diretamente na mitocondria, promovendo uma
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inibicdo de complexos da cadeia respiratoria. Seja qual for a hipotese considerada,
estudos futuros devem ser realizados para esclarecer os mecanismos pelos quais este
polissacarideos comprometem a respiracéo das células HepG2.

Efeito oposto ao observado neste estudo foi descrito por Farias (2012). A autora
demonstrou que a xiloglucana de C. langsdorffi (10 pg.mL™) promoveu um aumento no
consumo de oxigénio de células de melanoma murino B16F10. Este aumento foi
observado em todos os estados da respiracéo, alcancando 132% em relacdo ao controle
no estado desacoplado. Por outro lado, no mesmo estudo, evidenciou-se que o
tratamento com o complexo desta xiloglucana com oxovanadio resultou em uma
importante redugédo no consumo de oxigénio pelas células B16F10 em todos os estado da
respiracao celular alcangcando ~67% de inibicdo no consumo de oxigénio na concentracao
de 25 pg.mL™, respectivamente, em relacdo ao controle.

Os estudos tém mostrado que os efeitos de polissacarideos como MRB estédo
diretamente relacionados com sua estrutura molecular incluindo o tipo de unidade
monomerica, ligacdo glicosidica da cadeia principal, os tipos e graus de ramificacdes e
ainda, flexibilidade e configuracdo das cadeias (WANG et al., 2010). Além disso, sabe-se
gue modificacdes quimicas como derivados obtidos por hidrolise parcial (KULICKE;
LETTAU; THIELKING,1997), carboximetilacdo (SASAKI et al.,1979), oxidacdo ou
introducdo de novos grupos funcionais, como sulfato ou complexagdo com metais
(NOLETO et al., 2002; 2004; CROSS et al., 2001) podem resultar em alteragoes
conformacionais nos polissacarideos, e consequentemente proporcinar maior atividade
biolégica.

SILVEIRA (2010), em estudo sobre os efeitos de xiloglucana de Jatoba em células
HelLa, observou que a respiracdo destas ceélulas, quando ndo permeabilizadas, ndo era
afetada pela presenca do polissacarideo. Porém, apds a permeabilizacdo com digitonina,
0 polissacarideo promoveu uma inibicdo na respiracdo celular em torno de 60% (200
ug.mL™), resultado similar ao encontrado no presente estudo . Vale ressaltar que para
galactomanana a inbicdo sobre a respiracdo foi mais intensa (FIGURA 17) e, que as
células ndo foram permeabilizadas, 0 que sugere que o0 polissacarideo seja capaz de
permeabilizar a membrana celular ou que, ao interagir com receptores na superficie

celular, desencadeie este efeito.
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FIGURA 17 - EFEITO DE SN E S1 SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO DAS CELULAS HepG2

FONTE: O autor (2013)

NOTA: A respiracdo celular foi monitorada conforme descrito no item 5.11.1. A) Estado routine (basal); B)
estado leak e C) estado desacoplado da respiragdo celular representados pelas células HepG2 apds o
tempo de 72 horas de tratamento, com os polissacarideos SN e S1. O grupo controle representa as células
tratadas somente com o meio de cultura. Os resultados estdo expressos como média + DP de seis
experimentos independentes realizados em duplicata. (ANOVA, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Como ja descrito, em algumas linhagens celulares a glicolise predomina em
relacédo a fosforilacdo oxidativa, caracterizando assim o efeito Warburg (FERREIRA et al.,
2010; ZHAO et al., 2011; PELICANO et al., 2006; JEZEK et al., 2010; HSU; SABATINI,
2008). Com a finalidade de verificar uma possivel interferéncia das galactomananas nesta
via metabdlica, as concentracbes de piruvato e lactato foram determinadas no
sobrenadante das células HepG2 tratadas com SN e S1 por 72 horas nas concentracdes
indicadas. A concentracéo de lactato e piruvato foi determinada de maneira indireta pela
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formacdo ou oxidacdo de NADH. Os resultados estdo expressos em porcentagem,
considerando 100% de formacéo de piruvato e lactato no grupo controle.

Na figura 18, estao representados os resultados destas avaliactes. O polimero SN
aumentou a producdo de lactato em aproximadamente 25% na concentracdo de 250
pg.mL™, similar intensidade de efeito foi observado para o derivado sulfatado S1,
alcancando 23 % de aumento na producdo deste metabolito (FIGURA 18A). Em relagéo a
producdo de piruvato observa-se que ambas as formas da galactomanana diminuiram a
producdo de piruvato nas células HepG2, alcancando 13% para SN na concentracao de
100 pg.mL™ e 20% para S1 com 250 pg.mL™ (FIGURA 18B).

Diante dos resultados inibitérios de SN e S1 sobre a respiragdo mitocondrial das
células HepG2, evidenciados pela inibicdo do consumo de oxigénio, em todos os estados
da respiracdo (FIGURA 17), um aumento da producdo de lactato pode sugerir que as
células estejam desviando o metabolismo de provisdo de energia para a via glicolitica
anaerodbia, ocorrendo entdo um aumento da producdo de lactato e consequentemente
uma diminuicdo na producao do piruvato.

Contudo, sdo necessarios estudos adicionais para confirmar este efeito, como por
exemplo, avaliar a atividade da enzima lactato desidrogenase, uma vez que esta catalisa
a reacdo reversivel de reducdo do piruvato a lactato, bem como de enzimas da via
glicolitica.

Em células de melanoma murino B16F10, o tratamento com a xiloglucana (XGC)
na sua forma nativa provocou um aumento na producao de lactato de ~14% e ~17% para
as concentracdes de 10 e 25ug.mL ™, respectivamente, em relacdo ao controle (FARIAS,
2012). Por outro lado, ndo foram observadas alteracdes significativas na producao de
piruvato. Ao contrario do observado para XGC o tratamento com complexo xiloglucana-
oxovanadio ndo alterou de maneira significativa a producdo de lactato pelas células
B16F10. Em contrapartida, a presengca do complexo provocou uma importante diminuigao
na producao de piruvato, em torno de 34% e 22,5%, para as concentracdes de 5 e 25
ug.mL?, respectivamente, em relacdo ao controle. A xiloglucana complexada deve
exercer um efeito na via glicolitica. A diminuicdo na velocidade do consumo de oxigénio
observada pela autora pode ser reflexo da diminuigdo na producgéo de piruvato. Uma vez
gue nado ocorre um aumento concomitante na producgéo de lactato, a via glicolitica poderia

estar sendo inibida pela acdo do complexo.
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FIGURA 18 - EFEITOS DE SN E S1 NA PRODUCAO DE LACTATO E PIRUVATO POR CELULAS HepG2
FONTE: O autor (2013).

NOTA: O ensaio foi realizado apés o tempo de 72 horas de tratamento com os polissacarideos SN e S1. O
grupo controle representa as células tratadas com meio de cultura. A quantificagdo foi realizada conforme
formacdo e oxidacdo de NADH e ajustadas em forma de porcentagem. Os resultados estdo expressos
como média + DP de 6 experimentos realizados em duplicata. (ANOVA, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

A intensidade de aumento da producdo de lactato pelas células HepG2 na
presenca da galactomanana, avaliada no presente estudo foi maior quando comparado
ao observado para as células B16F10 na presenca da xiloglucana (FARIAS, 2012).
Porém a galactomanana estava em concentracdo 10 vezes maior. Em relagédo ao piruvato
a inibicao foi praticamente equivalente nos dois estudos.

O piruvato, produto final da via glicolitica, pode ser direcionado para dois destinos
diferentes considerando a demanda de oxigénio nas células (TENNANT; DURAN;
GOTTLIEB; 2010). Em células normais, ndo proliferativas e, na presenca de oxigénio o
piruvato pode ser transportado para a matriz mitocondrial e entdo convertido em acetil-
COA, o qual entra no ciclo do acido tricarboxilico (ciclo de Krebs) onde é oxidado
produzindo os equivalentes redutores NADH e FADH, que sédo oxidados na cadeia
respiratoria; 2) em células normais proliferativas, em células com baixa tensao de oxigénio
e em certas células tumorais mesmo em alta tenséo de oxigénio, o0 piruvato permanece no
citosol e é reduzido a lactato pelo complexo lactato desidrogenase (FIGURA 19) a fim de
manter um fornecimento constante de NAD" para conducéo da glicélise. Desta forma, ao
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avaliar os contetdos de piruvato e lactato produzidos pelas células pode-se sugerir para

qual via esta sendo direcionado o consumo de piruvato.

0 o 0 o)
NADH+H®  NAD™
T
Lactato Desidrogenase HO H
Piruvato Lactato

FIGURA 19 - REDUCAO REVERSIVEL DO PIRUVATO A LACTATO

NOTA: Quando ndo ha oxigénio suficiente para a oxidacdo aerdébia de piruvato e do NADH, que séo
produtos da via glicolitica, o NAD+ é regenerado a partir do NADH pela reducao do piruvato a lactato. Esta
reducéo é catalisada pela enzima lactato desidrogenase.

Os resultados descritos sobre os efeitos de polissacarideos sobre 0 metabolismo
energético de células tumorais sdo complexos, uma vez que os estudos foram realizados
com diferentes polissacarideos em diferentes linhagens celulares (FARIAS, 2012;
SILVEIRA, 2010). Como caracteristica comum, estes estudos apontam para a
possibilidade de que os polissacarideos permeiem as membranas celulares. Estudos
mostrando a internalizacdo de polissacarideos em células tumorais ou células n&o
fagociticas sdo escassos na literatura. Péterszegi et al (2003), avaliaram o efeito de oligos
e polissacarideos, contendo galactose, acido galacturdnico e fucose em suas estruturas
em fibroblastos de pele humana. Os autores demonstraram que polissacarideos
marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC) possuem dois sitios de interagdo com
os fibroblastos, a membrana plasmatica e o nucleo. Desta forma, estes autores
mostraram que o polissacarideo foi internalizado nestas células.

O significativo efeito dos polissacarideos sobre as fungdes mitocondriais ligadas a
provisdo de energia, pode relacionar-se com o mecanismo da acao antitumoral destes
compostos. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer as vias

envolvidas.
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7. CONCLUSOES

e Utilizando extracdo aquosa foi possivel obter uma galactomanana livre de
contaminantes das sementes de S. amazonicum;

e A sulfatacdo deste polissacarideo pelo método do acido clorossulfénico promoveu
a substituicdo por sulfato na posicdo 6 das unidades de galactose e manose néao
substituidas;

e A sulfatagdo ndo aumentou a citotoxicidade das células HepG2 uma vez que SN foi
mais citotoxica, como demonstrado pelo ensaio do MTT;

e SN, S1 e S2, nao interferiram na viabilidade celular pelo método do cristal violeta;

e A galactomanana na sua forma nativa (SN) ndo exerceu interferéncia no ciclo
celular;

e SN nao foi capaz de induzir a morte celular, pela dupla marcacdo com Anexina
V/FITC - PI;

e As galactomananas nativa (SN) e sulfatada (S1) (100 e 250 pg.mL™) promovem
uma significativa inibicdo na respiracao de células HepG2 que pode relacionar-se
ao aumento dos niveis de lactato nestas células, indicando uma ativacdo da via

glicolitica anaerdbia.
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