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RESUMO

Para polissacarideos isolados de diferentes fontes sdo atribuidas diversas atividades
bioldgicas que podem ser modificadas por sua complexacdo com metais, entre estes o
vanadio. Para uma xiloglucana extraida de sementes de Copaifera langsdorffii (XGC) e o seu
complexo com oxovanadio (XGC:VO) foi descrito efeito toxico para células de melanoma
murino B16F10, possivelmente associado com o comprometimento da respiragdo celular. O
presente estudo teve como objetivo avaliar esta possibilidade ao determinar os efeitos destes
polimeros em mitocdndrias isoladas de figado de rato. Ainda, para evidenciar se XGC e
XGC:VO sdo toxicos para outras linhagens de células tumorais, seus efeitos sobre a
viabilidade e proliferagdo de células de hepatocarcinoma humano (HepG2) também foram
determinados. Em mitocdndrias intactas foram determinados os estados 3 e 4 da respiragdo, o
coeficiente de controle respiratorio (CCR) e a razdo ADP/O. XGC (0,5-25 pg/mL) ndo afetou
nenhum dos parametros analisados quando os substratos foram glutamato/malato. No entanto,
XGC:VO (0,5-25 pug/mL) inibiu em ~13% o estado 3 da respiragdo e, consequentemente,
causou uma reducdo de ~13% no CCR. Em mitocondrias desacopladas com FCCP, ambos os
polimeros reduziram em ~30% o consumo de oxigénio, de forma independente da
concentragdo. Quando o succinato foi utilizado como substrato oxidavel, XGC promoveu um
estimulo do estado 4 (~17%) e reduziu o CCR em ~12%, somente na concentragdo de 10
ug/mL. Por sua vez, XGC:VO ndo alterou qualquer parametro. Em mitocondrias rompidas, a
atividade da NADH oxidase ndo foi alterada pelos polissacarideos (0,5-25 pg/mL), mas XGC
promoveu um estimulo da Succinato Oxidase em ~95% (0,5 e 1,0 pg/mL) e 73% (25 pg/mL).
Tanto a XGC como XGC:VO inibiram a atividade da succinato desidrogenase em ~19 e
~30%, respectivamente, na maior concentracdo (25 pg/mL). A viabilidade das células
HepG2, apds 24 horas de tratamento com XGC aparentemente aumentou em 27, 22 e 43%,
nas concentragdes de 25, 100 e 200 pg/mL respectivamente. XGC:VO (25 ug/mL) promoveu
uma reducdo de ~20% da viabilidade, e na concentragio de 100 pg/mL aumentou
aparentemente este parametro em ~68%. Em 48 horas de tratamento, tanto XGC como
XGC:VO ndo alteraram a viabilidade das células HepG2. XGC:VO e XGC (200 pg/mL) apos
24 h de tratamento reduziram a prolifera¢do celular em ~ 40% e ~60%, respectivamente.
Apo6s 48h de tratamento XGC e XGC:VO (100 pg/mL) estimularam a proliferagdo ~24%
chegando o estimulo a 30% na concentragdo de 200 ug/mL para ambos polissacarideos. Em
72 h de tratamento, o estimulo se manteve para XGC (200 pg/mL - 33%), porém, XGC:VO
inibiu a proliferacdo em ~85% (200 pug/mL). Em ensaios de recuperagdo celular (tratamento
por 48h e retirada dos compostos € novo ensaio em 24h), XGC (200 pg/mL) estimulou em
~51% a prolifera¢do, enquanto XGC:VO promoveu uma inibi¢do de ~35% e ~77% nas
concentragdes de 100 pg/mL e 200 pg/mL, respectivamente. Os resultados obtidos neste
estudo em mitocondrias isoladas demonstram que os efeitos do XGC e XGC:VO sobre a
respiragdo dependem tanto do substrato oxidado, se do Complexo I (glutamato/malato) ou
Complexo II (succinato), quanto da presenca do vanadio complexado ao polissacarideo. Estes
efeitos relacionam-se com a integridade da membrana mitocondrial, uma vez que em ensaios
com as organelas rompidas, ndo foram observados efeitos dos polimeros na oxidagdo
completa do NADH. Os efeitos em mitocondrias isoladas se refletem aparentemente na agdo
de XGC e XGC:VO em células HepG2, cuja viabilidade e proliferacdo exibem perfis de
estimulo e inibi¢do dependentes da presenga do metal e das concentragdes utilizadas.
Considerados em conjunto, os resultados obtidos neste estudo abrem novas e importantes
frentes de investigacdo do mecanismo da toxicidade destes polimeros em células tumorais.

Palavras chaves: bioenergética mitocondrial, hepatocarcinoma, xiloglucanas, vanadio.



ABSTRACT

Polysaccharides isolated from different sources have shown several biological activities,
which may be modified by their complexation with metals, such as vanadium. For a
xyloglucan from Copaifera langsdorffii (XGC) seeds and its complex with oxovanadium
(XGC:VO) the toxic effect on melanoma murine B16F10 cells was described. This effect was
associated with the impairment of B16F10 cells respiration. The present study aimed to
investigate this possibility by determining the effects of these polymers on mitochondrial
bioenergetics. It was also evaluated if the polysaccharides are toxic for human hepatocellular
carcinoma cells (HepG2). In intact isolated mitochondria were determined the states 3 and 4
of respiration, the respiratory control coefficient (CCR) and the ratio ADP/O. XGC (0.5-25
ug/mL) did not affect any of the parameters analyzed when the substrates were
glutamate/malate. However, XGC:VO (0.5-25 pg/mL) reduced at ~13% the state 3 and
consequently the CCR values were reduced by ~13%. In FCCP uncoupled mitochondria, both
polymers reduced by ~30% the oxygen consumption in a dose-independent way. When the
succinate was used as oxidizable substrate, XGC stimulated the state 4 (~17%) and reduced
the CCR by ~12%, but only at 10 pg/mL. On the other hand, XGC:VO did not affect any
parameter when succinate was the substrate. In disrupted mitochondria, the activity of NADH
oxidase was not changed by the polysaccharides (0.5-25 pg/mL), but XGC promoted a
stimulus of Succinate Oxidase by ~95% (0.5; 1.0 ug/mL) and 73% (25 ug/mL). Both XGC
and XGV:VO inhibited the succinate dehydrogenase activity by ~19 and ~30%, respectively,
at the highest concentration (25 pg/mL). The viability of HepG2 cells after 24 hours of
treatment with XGC apparently increased by 27, 22 and 43% at 25, 100 and 200 ug/mL,
respectively. XGV:VO (25 pg/mL) promoted a decrease of 20% in the cells viability, and at
100 pg/mL apparently increased this parameter at ~68%. After 48 hours of treatment, both
XGC and XGC:VO did not alter the HepG2 viability XGC:VO and XGC (200 pg/mL)
reduced cellular proliferation at ~ 40% and ~60%, after 24 h of treatment, respectively. After
48 hours of treatment XGC and XGC:VO (100 pg/mL) stimulated the proliferation by ~24%
reaching to ~30% at 200 pg/mL for both polysaccharides. When the cells were treated for 72
h, the stimulation was until observed for XGC (200 pg/mL - 33%); however, the proliferation
was inhibited (~85%) by XGC:VO at the same concentration (200 ug/mL). In cell recovery
assays (treatments for 48 h following the removal of polysaccharides and cells culturing by 24
h), XGC (200 pg/mL) stimulated the proliferation by ~51%, while XGC:VO promoted an
inhibition of ~35% and ~77% at the 100 pg/mL and 200 ug/mL, respectively. The results
obtained in this study with isolated mitochondria showed that the effects of XGC and
XGC:VO are dependent on the Complex of the substrate oxidation (Complex 1 —
glutamate/malate or Complex II - succinate), as well as of the presence of vanadium. These
effects are tightly related with the integrity of mitochondrial membrane since in disrupted
organelles the polymers did not promoted any effect on NADH oxidation. The
polysaccharides effects on isolated mitochondria probably were also involved in their actions
on HepG2 cells, on which the viability and proliferation were stimulated or inhibited
dependent on the presence of vanadium and concentration. Taken togheter, these results open
new and important perspectives for the further investigations concerning the mechanisms of
toxicity of these polymers in tumor cells.

Key words: mitochondrial bioenergetics, hepatocellular carcinoma, xyloglucan, vanadium.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O potencial dos compostos de origem vegetal como fonte de novas drogas oferece aos
pesquisadores um amplo campo para a investigagdo cientifica (RATES, 2001). A
identificagcdo de seus componentes, bem como de seus mecanismos de a¢do, tem sido um dos
maiores desafios para a ciéncia (GEBHARDT, 2000). Com o avango da quimica foi possivel
purificar esses compostos, determinar e modificar suas estruturas a fim de melhorar certas
caracteristicas. Isso tem permitido aos pesquisadores detalhar seus efeitos sobre o organismo
humano, contribuindo para o desenvolvimento de novas terapias contra varias doengas, entre
estas o cancer (CLARDY et al., 2004).

A quimioterapia tradicional para o tratamento do cancer ndo € seletiva e, portanto,
pode ser agressiva a tecidos e 6rgdos sadios. Assim, € de grande interesse o estudo de agentes
que possuam ag¢do antitumoral e que apresentem menor toxicidade, dentre esses, destacam-se
os polissacarideos. Ainda ndo foram esclarecidos os mecanismos de acdo da atividade
antitumoral dos polissacarideos, porém, sabe-se que estes compostos sdo capazes de induzir a
apoptose de células tumorais, impedir a proliferacdo celular e exercer efeito imunomodulador
que potencializa a agdo de quimioterapicos (ZONG et al., 2012).

As B-glucanas de diferentes fontes sdo os polissacarideos mais estudados como
imunomoduladores e seus efeitos contra algumas doengas, como por exemplo, as neoplasicas,
ja foram comprovados (CHEN ef al., 2010, CHLUBNOVA et al,, 2011). Um exemplo dessa
aplicag@o ¢ o imunoglucan®, uma B-1,3-glicopiranose, que esta disponivel para tratamento do
cancer de estomago e mama. Este medicamento atua modulando o sistema imunologico do
hospedeiro por aumentar a atividade dos macrofagos (TAKAKU er al. 2001; SCHEPETKIN
et al., 2006). Além disso, eleva a taxa de interleucinas, tais como, IL-1 que acabam por
estimular células NK (Natural killer), responsaveis pela destruigdo de células neoplasicas
(TAKAKU ef al. 2001).

A complexagdo de polissacarideos com metais parece potencializar os efeitos desses
polimeros (NOLETO ef al., 2009; NAVARRO et al., 2010; YU et al., 2011). Nesse contexto,
o vanadio ganha destaque. A esse metal, isoladamente, sdo atribuidos diversos efeitos
bioldgicos, entre esses a agdo mimética a insulina, as atividades antihiperlipidémica,
antihipertensiva, imunomoduladora, antitumoral e como diurético, (EVANGELOUS, 2001,
NOLETO et al., 2009, ABDELHAMID ef al, 2010, BARRIO, 2010). Alguns estudos

sugerem que dentro das células, o metal deposita-se principalmente nas mitocondrias, onde
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altera as fung¢des destas organelas podendo levar a morte celular (AON et al., 2009; ZHAO et
al., 2010).

Xiloglucanas isoladas Copaifera langsdorffii (GULLFOT et al., 2009) tém sido alvo
de pesquisas que buscam avaliar sua atividade na forma nativa ou modificada por
complexacdo com o metal vanadio (ROSARIO et al,, 2008; ROSARIO et al., 2011; FARIAS,
2012). Farias (2012) demonstrou que o polissacarideo diminuiu a viabilidade de células
B16F10, efeito que segundo a autora foi aparentemente relacionado ao comprometimento do
metabolismo energético mitocondrial. Tal efeito foi potencializado quando se utilizou a
xiloglucana (XGC) complexada com oxovanadio (XGC:VO). Utilizando células intactas, o
estudo demonstrou que XGC estimulou a respiragdo. Além disso, o complexo foi capaz de
modular negativamente a expressdo da subunidade 3 da ATP sintase, outro alvo importante na
terapéutica do cancer (CHANG et al.,, 2007). Embora estes resultados sejam relevantes, uma
vez que sugerem que este polissacarideo e seu complexo com vanadio comprometem a
provisdo de energia nestas células e, que isto poderia estar relacionado com sua
citotoxicidade, sdo insuficientes para propor os mecanismos moleculares envolvidos. Assim,
para investigar o provavel mecanismo de agdo destes compostos e melhor estabelecer a
relacdo entre os efeitos sobre a bioenergética mitocondrial e a atividade citotoxica descrita por

Farias (2012), novos estudos sdo necessarios.
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1.1  OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo geral avaliar os efeitos de xiloglucanas de
sementes de Copaifera langsdorffii (XGC) e seu complexo com oxovanadio (XGC:VO) em
células de hepatocarcinoma humano (HepG2) e mitocondrias isoladas de figado de rato com

a finalidade de relacionar sua toxicidade a alteragdes na bioenergética mitocondrial.

1.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em mitocondrias isoladas de figado de rato avaliar os efeitos de xiloglucana de
sementes de Copaifera langsdorffii (XGC), e seu complexo com oxovanadio (XGC:VO)
sobre os estados 3 e 4 da respiragdo, Coeficiente de controle respiratorio CCR, razdo ADP/O e

atividade dos complexos da cadeia respiratoria.

Em células de Hepatocarcinoma Humano (HepG2) avaliar os efeitos de XGC e XGC:VO

sobre a viabilidade e a proliferagio celular.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE POLISSACARIDEOS DE ORIGEM VEGETAL

Entre o periodo de 1981 e 2010 foram aprovados no mercado farmacéutico, pelo Food
and Drugs Administration, 1355 novos farmacos, destes, 48,6% eram provenientes direta ou
indiretamente de plantas (NEWMAN & CRAGG, 2012). O Brasil € o pais com maior nimero
de espécies vegetais no mundo, até o ano de 2012, 55 mil espécies foram catalogadas (de um
total de 350 a 550 mil presentes no mundo) (FONSECA, 2012). Porém, ainda sdo escassos 0s
estudos que procuram investigar o potencial medicinal dessas plantas (NEWMAN &
CRAGGQG, 2012). Assim, o Brasil ¢ atrativo neste contexto, uma vez que cresce o interesse
mundial pelos medicamentos derivados de plantas (OLIVEIRA, 2006; NEWMAN &
CRAGG, 2012).

Em 2008, o mercado de fitoterapicos, apresentou taxa de crescimento anual maior do
que o de medicamentos sintéticos (CARVALHO, 2008). Um estudo que avalia a origem de
farmacos langados no mercado até o ano de 2010 demonstra que esse cendrio deve manter-se
nos proximos anos (NEWMAN & CRAGG, 2012). Em paises desenvolvidos como o Canada,
Franca, Alemanha e Itdlia, o uso de produtos fitoterapicos era praticado por 70 a 90% da
populagdo em 2012 (WHO, 2011; BRASIL; 2012).

Compostos isolados a partir de plantas como, o etoposideo, paclitaxel, vincristina,
vimblastina, entre outros, contribuiram para o desenvolvimento de novos agentes
antineoplasicos, atualmente muito utilizados na oncologia (SILVA, 2013). Por esses motivos,
a investigagdo farmacoldgica de plantas medicinais para o tratamento de doengas tem sido
considerada prioridade pela Organizacdo Mundial da Saade (OMS). Nesse contexto, o
Ministério da Saude do Brasil possui programas, em parceria com Orgdos governamentais e
particulares, para a elaboracdo de praticas publicas voltadas ao desenvolvimento desse setor e
a inser¢do de medicamentos obtidos de fontes naturais no Sistema Unico de Saude (SUS)
(LORENZONI, 2014).

Entre os compostos de origem vegetal com potencial aplicagdo na terapéutica,
destacam-se os polissacarideos. Esses polimeros, obtidos de diversas fontes naturais,
apresentam importantes atividades biologicas como: antiviral (TALARICO et al., 2004),
antibacteriana (XIE ef al, 2002), antifungica (EL-HASAN ef al, 2009), antiparasitaria
(NATHAN, 1985), anticoagulante (MARTINICHEN-HERRERO et al., 2005), leishmanicida
(NOLETO et al., 2002; BARROSO ef al., 2007), e antitumoral (HASHIMOTO et al., 1983;
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OGAWA et al., 1989; PENG et al., 1991; NISHINO et al., 1994, SEFEHRI et al., 1998,
YALIN et al., 2005; FARIAS, 2012).

Esses biopolimeros s3o formados por monossacarideos unidos por ligagdes
glicosidicas e podem ser representados pela formula (CsH;0Os)n, em que » € maior ou igual a
40 e menor ou igual a 3000. Os polissacarideos sdo de grande interesse para a industria
cosmética, farmacéutica e alimenticia, pois apresentam propriedades geleificantes,
espessantes e estabilizantes (SUDHAKAR et al., 1996; CLOSS ef al., 1999; NISHINARI et
al, 2000).

As plantas sdo otimas fontes de polissacarideos, esses podem ser encontrados em
exsudatos, sementes, frutos, tubérculos e cascas (CUNHA; PAULA & FEITOSA, 2009). Ao
contrario dos compostos sintéticos, a maioria dos polissacarideos extraidos de plantas ndo
causam efeitos colaterais significativos. Assim, esses polimeros naturais ndo sdo considerados
toxicos e sdo candidatos ideais para o tratamento de doencas (SCHEPETKIN et al., 2006).

Estudos tém demonstrado que polissacarideos de plantas podem atuar como
modificadores da resposta biologica (MRBs) classificando-os como imunomoduladores
(BOHN; BeMILLER, 1995; SCHEPETKIN ef al.,2006). MRBs podem ser moléculas
endogenas, como por exemplo as citocinas ou, podem ser de fonte exdgena, derivados de
plantas, bactérias e algas e s@o capazes de aumentar e/ou prolongar a resposta imunoldgica
através de varios mecanismos (TZIANABOS, 2000; LEUNG ef al., 2006). Os polissacarideos
imunomoduladores podem atuar com MRBs exogenos ao ligarem-se com receptores de
MRBs endogenos (KWOK et al.,, 2001; KITAJMA, 2000; PONCE et al., 2003; NI et al.,
2004, SAIMA et al, 2000), o que pode levar ao aumento da resposta imunologica do
hospedeiro ao induzir a produ¢do de mediadores que atuam como moléculas efetoras contra
células tumorais. Esse efeito pode resultar, de forma individual, em uma importante resposta
antitumoral causada pelo polissacarideo, ou atividade sinérgica quando usado em conjunto
com outros quimioterapicos (ZONG ef al., 2012; SILVEIRA, 2010).

No ambito dos estudos com diversos polissacarideos visando atividade
imunomoduladora, as xiloglucanas se destacam. Em estudo de Rosario e colaboradores (2008
e 2011), os autores demonstraram que xiloglucanas extraidas de Copaifera langsdorffii,
Hymenaea courbaril e Mucuna sloanei, apresentam atividade elicitatoria de células para a
cavidade peritoneal de camundongos. Além disso, esses polimeros estimulam a produgdo de
oxido nitrico, IL-1B e TNF-o por macrofagos, células diretamente ligadas com a atividade

antitumoral via imunomodulagéo.
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2.2 XILOGLUCANAS DE RESERVA

As xiloglucanas tém importante papel estrutural por serem encontradas na parede
celular de plantas superiores e, nos cotilédones de algumas sementes, onde atuam como
polissacarideo de reserva (FREITAS ef al., 2005). Seus oligossacarideos, conhecidos como
oligossacarinas, regulam o crescimento celular (McNEIL, 1984; HSIEH, 2009,
BUCKERIDGE, 2001; BUSATO ef al.,, 2001). Até 40% da massa seca das sementes pode
estar na forma de xiloglucana de reserva presente nas paredes celulares. Em sua estrutura
basica, xiloglucanas sdo constituidas de D-glucose, D-xilose e D-galactose em propor¢do de
aproximadamente 4:3:1 (FRY, 1989; McNEIL; DARVILL; FRY, 1984; HAYASHI, 1989) e
apresentam uma cadeia principal constituida por unidades de D-glucopiranose unidas por
ligacdes glicosidicas  (1—4), essa cadeia pode apresentar substituicdo em (-6 por unidades
de o-D-xilopiranose, e também pode ser substituida em (-2 por unidades de PB-D-
galactopiranose (FRY, 1989, HAYASHI, 1989; CARPITA, 2000). Além disso, nas
xiloglucanas de parede celular primaria as unidades de P-D-galactopiranose podem ser
substituidas em -2 por unidades de a-L-fucose, sendo assim denominadas xiloglucanas
fucosiladas (CARPITA, 2000). A FIGURA 1 representa um segmento de uma cadeia de uma

xiloglucana de parede primaria.

FIGURA 1 — Representacgdo da estrutura de um segmento de cadeia de xiloglucana de parede celular do tipo L.
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FONTE: CARPITA, N; Mc CANN, M. (2000).

As xiloglucanas sdo soluveis em agua, porém suas macromoléculas tendem a ser
pouco hidratadas, formando espécies agregadas mesmo em solugdes muito diluidas. Em
solugdes aquosas, as xiloglucanas de sementes formam solu¢des viscosas e relativamente
estaveis a alteragcdes de pH, caracteristicas que permitem que estes polissacarideos sejam

utilizados industrialmente (GULLFOT, 2009).
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Kumar e Bhattacharya (2008) sugerem a aplicagdo da xiloglucana das sementes de 7.
indica (tamarindo) na industria alimenticia, como espessante, estabilizante, agente
antimicrobicida, inibidor da cristalizacdo, entre outras. Na industria farmacéutica as
xiloglucanas sdo de interesse devido as suas caracteristicas mucoadesivas, de
biocompatibilidade e biodegradabilidade, podendo ser utilizadas, por exemplo, como veiculo
de determinadas drogas (PAL et al,, 2012; CHEN et al., 2012; UCCELLO-BERRATTA et
al., 2010). Além disso, xiloglucanas atuam como fibras dietéticas, pois, ndo sdo digeridas
pelas enzimas presentes no intestino delgado humano, de modo que alcancam o colon de
maneira inalterada, podendo ser fermentadas pelas bactérias intestinais (ONWELUZO et al.,
2002). Hensel e Meier (1999) observaram que as xiloglucanas das sementes de Tropaeolum
majus apresentaram atividade antimutagénica, com inibicdo dose-dependente de 20-50%,
contra o agente mutagénico l-nitropireno. Assim, os autores sugeriram que xiloglucanas
podem ser adicionadas em alimentos com a fun¢do de agentes antimutagénicos. Também,
xiloglucanas extraidas da parede celular de diversas frutas comerciais e seus oligossacarideos
mostraram efeitos inibitorios no crescimento de células tumorais humanas COLO (KATO et
al., 2001).

Xiloglucanas de reserva parecem ativar células do sistema imune, pois causam
aumento na capacidade fagocitica em mondcitos, neutrédfilos, bem como em macrédfagos da

linhagem RAW 264.7 (SREELEKHA et al., 1993; PAULY, 1999; SILVEIRA, 2010).

221 Xiloglucanas de Copaifera langsdorffi

Como ja descrito, as sementes de plantas sdo importantes fontes de xiloglucanas, entre
essas fontes, as sementes do género Copaifera possuem xiloglucanas de importante aplicagao
na industria de alimentos e na obtengdo de oligossacarideos com atividade biologica.
(GULLFOT et al., 2009; PICOUT et al., 2003; BURGALASSI et al, 1996; ITOH et al.,
2008; PETKOWICZ et al., 2006). As 72 espécies desse género, distribuidas em regides
tropicais da América Latina, sio comumente conhecidas por “cobaiba, copaibera ou pau
d'oleo”. Dessas, 16 espécies s@o encontradas somente no Brasil, principalmente nos estados
do Amazonas, Ceara e Pard. As espécies mais comuns sdo C. officinalis L. (norte do
Amazonas, Roraima, Colombia, Venezuela e San Salvador), C. guianensis Desf. (Guianas),
C. reticulata Ducke, C. multijuga Hayne (Amazdnia), C. confertiflora Bth (Piaui), C.
langsdorffii Dest. (Brasil, Argentina e Paraguai), C. coriacea Mart. (Bahia), C. cearensis

Huber ex Ducke (Ceara) (VEIGA, 2002). Estas arvores sdo de crescimento lento, crescem em
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solos bem drenados e, de maneira geral melhor em solos de matas ciliares do que em solo de
cerrado (FREITAS, 2002; VEIGA, 2002). Podem alcangar de 25 a 40 metros de altura e viver
até 400 anos. O tronco aspero apresenta coloragdo escura. Sua madeira ¢ empregada na
construgdo civil, para confecgdes de artigos esportivos e em ferramentas (LORENZI, 1992;
PEDRONI et al, 2002). As folhas podem ser alternadas, pecioladas e penuladas. Suas
pequenas flores sdo apétalas, hermafroditas e arranjadas em paniculos axilares (P10, 1984).
Seus frutos possuem uma semente ovoide envolvida por um arilo abundante e colorido
(FIGURA 2), que na época de frutificacdo € engolido por aves que regurgitam a semente

(VEIGA, 2002).

FIGURA 2- FRUTOS E SEMENTES DE Copaifera langsdorffii (copaiba). A: Fruto de Copaifera langsdorffii
(copaiba) e B: Semente de Copaifera langsdorffii (copaiba)

A

FONTE: LORENZI, H. Arvores brasileiras: manual de identificagdo ¢ cultivo de plantas arboreas nativas do
Brasil. Sdo Paulo: Ed. Plantarum (1992, p.152).

O género Copaifera possui enorme diversidade de metabdlitos secundarios,
caracteristica que estimula o seu estudo. Pesquisas realizadas com o 6leo de copaiberas
mostram prevaléncia da presenca de sesquiterpenos e diterpenos (BRAGA ef al, 1998). A C.
langsdorffii pode ser encontrada em todo o territorio brasileiro e € importante na medicina

popular, especialmente na regido amazonica. Lemos et al., (2015) verificaram que o extrato



21

hidroalcoolico de folhas de C. langsdorffii apresenta atividade gastroprotetora, pois em
modelo animal diminuiu a acidez total do suco gastrico e aumentou a produgdo de muco.

Com o objetivo de avaliar os efeitos citotoxicos de extratos de espécies de plantas
brasileiras contra linhagens de varias células tumorais (B16, HL-60, MCF-7 ¢ HCT-8),
JUNIOR et al, (2010), demonstraram que extratos de Copaifera langsdorffi inibiam a
proliferacdo destas células.

O tronco desta espécie fornece o 6leo de copaiba, rico em terpenos, extraido mediante
uma pequena incisdo a cerca de um metro de altura de seu tronco. Apos purificagdo, este 0leo
torna-se transparente e possui diversas aplicagdes biologicas, sendo utilizado como anti-
inflamatorio, analgésico e anti-infeccioso no tratamento de dores de garganta, infecgdo
urinaria e pulmonar, prote¢do géstrica, cicatrizagdo de feridas cutdneas, atividade
antimicrobiana (PAIVA, 2009; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002, BASILE, 1988;
FERNANDES, 1992), atividade hipotensiva, contraceptiva, anti-reumatica, anti-espasmodica
e laxativa (BRITO ef al, 2010). Além disso, apresentou atividade antitumoral contra
carcinoma de IMC em camundongos (OHSAKI ez al., 1994; COSTA, 2015).

Copaifera langsdorffi apresenta alto potencial para o desenvolvimento de novos
fitoterapicos. Existem mais de 200 trabalhos cientificos publicados envolvendo Copaifera
langsdorffi, porém, esses estudos estdo relacionados ao 6leo que ¢ exsudado do tronco desta
arvore e pouco se conhece sobre as atividades de outros elementos como os polissacarideos de
suas sementes (FURTADO, 2013).

Como ja descrito, os polissacarideos apresentam estruturas que possibilitam que estes
se complexem com diferentes metais. Estudos demonstram que as xiloglucanas de semente de
Copaifera langsdorffi, constituidas de D-glucose, D-xilose e D-galactose em propor¢do de
2,5:1,5:1,0 e massa molar de 1,6X105g/m01 (ROSARIO et al, 2008), diminuiram a
viabilidade das células melanoma murino B16F10. Além do polissacarideo na forma nativa, o
estudo avaliou a forma complexada com vanadio que apresentou um importante efeito

citotoxico, possivelmente potencializado pela presenca do metal (FARIAS, 2012).

2.3  VANADIO E SUAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

Metais e componentes metalicos tém destaque na medicina devido as suas atividades
biologicas € vém sendo utilizados no tratamento de varias doengas, como exemplos:
compostos de antimdnio apresentam atividade antiprotozoaria e sdo utilizados no tratamento

das leishmanioses, o metal bismuto, quando na forma de sal, tem a¢do antitlcera por inibir o
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crescimento da bactéria Helicobacter pylori, o ferro ¢ utilizado no tratamento dos efeitos
secundarios da maléria, além disso, quando em excesso, € extremamente tOXico para o

parasita causador dessa enfermidade - Plasmodium -, a prata tem atividade antimicrobiana

pois interage com a membrana celular dos microrganismos, causando danos na respiracio
celular e, no interior destas células, interagem com o DNA levando a sua desnaturagdo e
impedindo a divisdo celular, a platina apresenta acdo antitumoral por atuar na inibi¢do da
sintese e reparo do DNA da célula tumoral (DESOIZE, 2004; NETO et al., 2008). Além disso,
alguns metais tém efeito sinérgico com outras drogas ja utilizadas em terapias contra o
cancer. Particularmente em relagdo a atividade antitumoral, varios metais sdo investigados,
compostos a base de ruténio, cobre, titdnio, estanho e vanadio tém sido relatados como
promissores para o tratamento do cancer (DESOIZE, 2004; MESHKINI, 2010).

O vanadio € um metal de transi¢do pertencente ao grupo 5d da tabela periddica, possui
massa atomica de 51u e numero atomico 23 e em condi¢des ambiente € encontrado no estado
solido (EVANGELOUS, 2001). Apresenta diversos estados de oxidac¢do, com coloragdes e
atividades singulares. Este metal ¢ encontrado em uma diversidade de minerais, como a
magnetita e ¢ empregado em ligas metéalicas. Na natureza, ¢ um elemento trago essencial para
alguns seres vivos e esta presente em alimentos como oleos, frutas, espinafre, ostras, peixes,
mariscos, figado, pimenta preta e salsa (RAY, 2006). A deficiéncia de vanadio em espécies
como galinhas e ratos resulta em reproducdo deficiente (SCHWARZK, 1971), porém, sua
funcdo em sistemas bioldgicos ainda ndo esta totalmente esclarecida (EVANGELOUS, 2001;
RAY, 2006; MESHKINI, 2010). Acredita-se que o vanadio seja capaz de participar de
processos bioldgicos apos conjugagdo com as proteinas albumina e transferrina. No sangue a
forma de vanadato (V™), ¢ reduzido a vanadil (V™) pela glutationa dos eritrocitos ou por
acido ascorbico e outros compostos redutores do plasma. Em seguida, ¢ transportado ligado a
albumina e transferrina e, nas células predomina a forma de V*, devido ao pH neutro. O V"
entra nas células através do transporte de ions, entdo V™ se reduz a V™ pela glutationa celular
(HANSEN, 1982; SABBIONIL, 1993; BARAN, 2000, CRUZ, 2002; BISHAYEE, 2010).
Devido a sua capacidade de interagir com biomoléculas, os efeitos biologicos do vanadio tém
sido extensivamente estudados. Entre esses, destacam-se o aumento da oxidagdo da glucose e
sintese de glicogénio no figado, mimetizando a agdo da insulina; atividades antihipertensiva,
antihiperlipidémica, antiobesidade, leishmanicida, como diurético e modulador do sistema
imune (EVANGELOUS, 2001; NOLETO, 2002; ABDELHAMID, 2010, BARRIO, 2010).

Todos os compostos de vanadio sdo considerados toxicos em altas concentragdes,

sendo que esses efeitos estdo relacionados com o estado de oxidagcdo do metal, dose, via e
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tempo de administragdo, porém, ndo ha evidéncias de que esse metal possa ser classificado
como agente carcinogénico. Uma série de compostos de vanadio complexados com ligantes,
foram sintetizados com o objetivo de oferecer uma melhor tolerancia a toxicidade do metal,
além disso, a complexagdo potencializa seu efeito antitumoral e o torna mais seletivo para
células neoplasicas (EVANGELOUS, 2001, ASSEM, 2009). A atividade antitumoral do
vanadio foi descrita em 1965 e tem sido amplamente investigada. Sabe-se que esse metal
apresenta atividade antitumoral contra diversos tipos de cancer, como: colo de utero
(FANECA, 2009), tireoide (GONCALVES, 2011), mama (RAY, 2006), figado, ovario, rins,
pulmao (BISHAYEE, 2010) e 6sseos (LEON, 2014; EVANGELOUS, 2001).

Um agente antineoplasico deve exercer sobre as células tumorais um efeito
antiproliferativo, deve reduzir a metastase, atuar como citostatico ou citotoxico e ndo induzir
resisténcia celular. Compostos de vanadio possuem todas essas propriedades, exercidas em
conjunto ou de forma independente através de varios mecanismos (EVANGELOUS, 2001). A
FIGURA 3 exemplifica os mecanismos pelos quais o vanadio atuaria como um agente
antitumoral.

O vanadio parece exercer seu efeito antitumoral através de inibi¢do de tirosina
fosfatases e/ ou ativagdo de quinases, consequentemente, ativando vias de transducdo de
sinais que levam a apoptose e/ou ativam genes supressores de tumor. Os efeitos
antiproliferativos de compostos de vanadio parecem estar principalmente relacionados com a
parada do ciclo celular mediado por inibi¢do de fosfatases pelo metal, impedindo assim, a
mitose das células tumorais e por ativagdo de proteinas quinases ativadas por mitogenos que
induzem a transcricio do fator nuclear NF-AB envolvido no processo de apoptose
(MORINVILLE, 1998; EVANGELOUS, 2001). Ainda, compostos de vanadio, em diferentes
estados de oxidagdo, causam danos ao DNA.Quando o metal se encontra nos estados de
oxidagdo T e V pode ser carcinogénico, porém, sé a forma I'V causa quebra de DNA de dupla
fita (RODRIGUEZ et al., 2011; LEON, 2014). O metal e seus compostos aumentam os niveis
de radicais livres em sistemas bioldgicos, evento ligado a clivagem do DNA, principalmente
mediado por radicais hidroxil (EVANGELOUS, 2001; CUESTA, 2011). Estudos descrevem
os efeitos de lipoperoxidagdo da membrana plasmatica e parada de ciclo celular
(EVANGELOUS, 2001; HOSSEINI, 2013). Compostos de vanadio podem inibir a indugio de

moléculas de adesdo, atuando como agentes antimetastaticos (FANECA, 2009).
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FIGURA 3 — MECANISMOS RELACIONADOS A ACAO ANTITUMORAL DO METAL VANADIO

EFEITO ANTITUMORAL DE COMPOSTOS DE
VANADIO
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FONTE: EVANGELOUS (2001), adaptado.
NOTA: PTP: proteinas tirosina fosforilases; PTK: proteinas tirosina quinase.

Um importante efeito adicional do vanadio é o seu papel como quimiopreventivo
contra a carcinogénese quimicamente induzida. Isso ocorre devido a inativagdo de metabolitos
carcinogenos derivados de xenobioticos, e também por aumentar a capacidade antioxidante
dos orgdos alvos de agentes carcinogénicos, agindo principalmente na fase de iniciagdo e
promogdo da carcinogénese (ABDELHAMID, 2010; EVANGELOUS, 2001). Compostos de
vanadio sdo capaz de impedir o crescimento tumoral em animais portadores de carcinoma
mamario (RAY, 2005; RAY, 2006) e cancer de colo de utero (KANNA, 2005).

Quando complexado com compostos organicos, o vanadio se torna mais lipofilico, sua
absor¢do gastrointestinal aumenta e, consequentemente, diminui-se a dose necessaria para
produzir efeitos biologicos de interesse, assim esse metal se torna menos toxico (McNEIL,
1992; THOMPSON 2003; ZHAO et al., 2010). Agucares tém a propriedade de reduzir o
vanadio (V) a oxovanadio (VO*"), formando complexos com este cation (BARAN, 2009).
Assim, complexos de carboidrato com vanadio sdo importante para a farmacologia, uma vez
que o carboidrato pode atuar como carreador do metal (JUNGWIRTH, 2011). Para esses

complexos ¢ descrito o efeito inibitorio na atividade da fosfatase alcalina, mimético da
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insulina, de redug@o da proliferagdo de osteoblastos tumorais (BARAN, 2009) e células Hel.a
(NOLETO et al., 2009). Quando complexado com xiloglucanas de semente de Copaifera
Langsdorffi, o complexo reduziu a viabilidade, a proliferacdo e a respiragdo de células
B16F10 (FARIAS, 2012).

Estudos in vivo demonstram que as mitocondrias sdo importantes alvos do vanadio
(FRANCQO, 2009; SOARES, 2007). Recentemente, tem sido sugerido que uma das razdes
para a toxicidade hepatica do vanadio poderia ser o comprometimento das mitocondrias dos
hepatéceitos (ZHAO et al., 2010). Porém, os mecanismos bioquimicos envolvidos nos danos
mitocondriais induzidos por vanadio ainda ndo foram totalmente esclarecidos. Zhao et al.,
(2010), observaram em mitocOndrias isoladas de figado de rato que compostos de vanadio
com diferentes substdncias organicas atuam de diferentes formas sobre a organela,
dependendo da caracteristica do ligante. Em sua maioria, compostos de vanadio iniciam a
apoptose através da indugdo do estresse oxidativo nas mitocondrias, resultando na abertura do
poro de transi¢do de permeabilidade mitocondrial (PTPM) e consequente libera¢do do

citocromo C, evento que relacionado ao inicio da apoptose (ZHAO ez al., 2010).

2.4 BIOENERGETICA MITOCONDRIAL

No ano de 1960, estudos comprovaram que as mitocondrias sdo responsaveis pela
respiragdo celular e a fosforilagdo oxidativa. Posteriormente, o ATP, gerado no final desse
processo, foi reconhecido como a molécula de suprimento energético e sua producgdo foi
relacionada com o consumo de oxigénio. Cerca de dez anos depois dessas descobertas,
estudos realizados em mitocondrias isoladas permitiram o detalhamento do maquinario
mitocondrial envolvido na produgdo de ATP, tais como enzimas e substratos. Essas organelas,
encontradas em quase todas as células eucaridticas, foram, entdo, consideradas fonte de
energiacelular por serem responsaveis pelo acumulo de energia na forma de ATP. Além disso,
as mitocondrias desempenham outras fungdes como, a regulagdo osmética, modulagdo do
estado redox, controle de pH, regulacdo da apoptose, metabolismo de xenobidticos e lipideos
e homeostase do Ca™ (SCHON, 2003).

A arquitetura da mitocdndria € fundamental para o funcionamento dessa organela. De
maneira geral, sua estrutura consiste em duas membranas, com caracteristicas distintas,
separadas por um espaco intermembranas, que reveste o espaco interno denominado matriz

mitocondrial (SCHON, 2003; WHITAKER, 2016; HOSSEINI, 2013; WEN 2013).
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Na matriz mitocondrial, estdo presentes diferentes enzimas envolvidas em processos
metabolicas como as do ciclo do acido citrico e da beta oxidagdo de acidos graxos.. A
membrana externa (MME), € permeével a ions e a maioria dos metabolitos, apresenta muitos
canais anidnicos dependentes de voltagem (VDAC), os quais sdo permeaveis a solutos de
peso molecular inferior a 10 kDa. J& a membrana interna (MMI), dobrada em inameras
cristas, ¢ impermeavel a ions e a maioria das pequenas moléculas, além disso, essa membrana
contém proteinas com trés tipos de fungdo: proteinas transportadoras especificas que regulam
a passagem de metabolitos, proteinas do complexo enzimatico denominado F;F,ATP sintase,
responsavel pela liberagdo de ATP e proteinas da cadeia respiratdria, organizadas nos
complexos (I, II, IIT e IV), que transferem elétrons provenientes do NADH e FADH, para o
oxigénio. . Durante o transporte de elétrons, ocorre bombeamento de protons pelos complexos
I, IIT e 1V, criando um gradiente eletroquimico entre o espago intermembranas e a matriz
mitocondrial. Os protons bombeados para o espago intermembranas retornam a matriz
mitocondrial pela F1F,ATP sintase, sendo que esse processo gera energia suficiente para a
liberagdo de ATP (KROEMER; REED, 2000; SCHON, 2003).

Atualmente, as mitocondrias s3o consideradas potenciais alvos de terapias contra
doengas neurodegenerativas, cardiovasculares e metabolicas como o cancer (GOGVADZE et
al., 2008, LOUREIRO et al., 2013; WHITAKER ef al., 2016). Sabe-se que estas organelas
desempenham um papel chave nos mecanismos de morte celular e, ainda, sdo importantes no
metabolismo energético de diversas linhagens tumorais. Em algumas linhagens resistentes a
quimioterapia, por exemplo, a proteina desacopladora (UCP;) € superexpressa, tornando essas

(44

células incapazes de produzir ATP pela fosforilagdo oxidativa, reproduzindo o “ efeito
Warburg”, no qual as células tumorais utilizam preferencialmente a glicolise anaerdbica para
producdo de energia, em detrimento da fosforilagdo oxidativa. A ocorréncia de apoptose
nestas células também pode estar diminuida e estas passam a se proliferar sem controle
(PEREIRA et al., 2012).

As células animais utilizam mais de 90% da energia proveniente da fosforilagdo

oxidativa associada com a membrana mitocondrial interna (MITCHELL, 1961). Assim , a

exposi¢do desta organela a compostos que tém a capacidade de interagir com as membranas
mitocondriais pode comprometer a eficiéncia do transporte de elétrons e da fosforilagdo
oxidativa, levando a morte celular por apoptose (AON ef al, 2009). Nesse contexto, estas
organelas constituem um excelente modelo experimental para avaliar a toxicidade de um

composto ou até mesmo esclarecer seu mecanismo de agéo.
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2.5 HEPATOCARCINOMA HUMANO

O hepatocarcinoma ou carcinoma hepatocelular (CHC), ¢ uma neoplasia epitelial
derivada das principais células do figado — os hepatdcitos, classificando assim o CHC como
cancer primario do figado (KUMAR, 2005). Segundo a OMS, o CHC ¢ a quinta forma mais
comum de cancer em todo o mundo, a cada ano surgem cerca de meio milh3o de novos casos.
Além disso, o hepatocarcinoma € o terceiro tipo de cancer que mais causa mortes € ocorre em
frequéncia trés vezes maior em homens do que em mulheres. Tem maior incidéncia na regido
da Asia, Japdo e Africa, devido a relagdo com a infeccdo pelo virus da hepatite B (HBV),
frequente nessa populagdo. Apesar de ndo estar entre os dez tipos de cancer mais prevalentes
no Brasil, o CHC tem alta mortalidade, acarretando custos elevados para o Sistema Unico de
Saude (MASSABKI, 2010),

Os fatores de risco para o CHC sdo as hepatopatias cronicas causadas por infec¢des
pelos virus da hepatite B, C e D, as hepatopatias hereditarias, obesidade, hepatite autoimune,
diabetes do tipo II, uso abusivo de esteroides, tabaco e alcool, além de toxinas como a
aflotoxina, que participa ativamente da carcinogénese desse tumor (BAFFY, 2012;
MASSABKI, 2010; ASSINM, 2011; YUEN 2009).

Quanto aos eventos moleculares que desencadeiam o CHC, ¢ conhecido que esse tumor
relaciona-se com doengas que interferem na sintese de DNA dos hepatdcitos, surgindo quando
ocorre mutacdo nos genes dessas células, que, por sua vez, se multiplicam desordenadamente
(BRECHOT, 1998; MASSABKI, 2010).

O CHC ¢ muito agressivo, com alto indice de 6bito apoOs o inicio dos sintomas, mais
comumente ictericia e/ou ascite. Quando diagnosticado na fase sintomatica, o paciente sem
tratamento tem vida média inferior a um més. A grande maioria dos pacientes portadores de
CHC ¢ diagnosticada nessa fase e os tratamentos disponiveis sdo limitados e pouco eficazes.
Os tratamentos atuais incluem cirurgia de ressec¢do e transplante do 6rgdo, além de
quimioterapia e radioterapia, que sdo citotdxicos e pouco especificos, agredindo tanto células
tumorais quanto células saudaveis (SORIANO ef al, 2016). Portanto, a busca por novos
agentes contra este tipo de tumor € objeto de pesquisas em todo o mundo (WU et al.,, 2014).

Entre as abordagens para o desenvolvimento de uma terapia antitumoral, destacam-se os
modelos de células em cultura. Varios estudos utilizam-se desse modelo para esclarecer a
acdo de potenciais compostos antitumorais. Wu et al., (2014), por exemplo, demonstraram
que sais de vanadio peroxidados sdo potenciais agentes no tratamento do CHC pois o

ortovanadato de sodio, em células de hepatocarcinoma humano (HepG2, Hep3B e SK-Hep-1),
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suprimiu a proliferagdo, induziu a parada do ciclo celular, causou apoptose por diminuir o
potencial de membrana mitocondrial e, provocou a autofagia nessas células.

Dentre as células de hepatocarcinoma humano mantidas em cultura, a linhagem HepG2
¢ muito utilizada por possuir grande quantidade de mitocondrias e, consequentemente, DNA
mitocondrial, crescerem em monocamadas aderentes ao plastico e serem facilmente
visualizadas por microscopio confocal. Também sdo consideradas um 6timo modelo para
investigar os efeitos toxicos de compostos sobre as fun¢des celulares e mitocondriais (PINTI

et al., 2003).
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FIGURA 4 - FLUXOGRAMA DA ESTRATEGIA EXPERIMENTAL DO ESTUDO
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4 METODOLOGIA

4.1 SOLUCOES DE XILOGLUCANA DE Copaifera langsdorffii (XGC) E SEU
COMPLEXO XGC:VO

Para a realizag@o deste estudo foi utilizado um polimero de reserva de xiloglucana de
Copaifera langsdorffii, isolada e cedida pela Professora Dr.* Carmem Lucia de Oliveira
Petkowicz do grupo de Quimica de Carboidratos Vegetais do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal do Parana. O complexo desta xiloglucana com oxovanadio (IV/V)
denominado XGC:VO foi preparado pelas professoras Dr.* Guilhermina R. Noleto, Dr* Ana
Lucia R. Mercé do Departamento de Quimica da UFPR e Dr.* Carmem Lucia de Oliveira
Petkowicz.

A solugdo estoque de xiloglucana (XGC) foi preparada em PBS, pH 7.4, na
concentracdo de 1 mg/mL e posteriormente esterilizada em autoclave a 120 °C, durante 30
minutos. A solugdo estoque de xiloglucana complexada (XGC:VO) foi preparada em agua
ultrapura na concentracdo de 1 mg/mL e posteriormente esterilizada por filtragdo em
membrana de celulose com poros de 0,22 pum. Apds esterilizagdo, a concentragdo de
carboidratos totais nas solugdes foi determinada pelo método fenol-acido sulfurico, conforme
metodologia descrita por Duboi ef al (1956) e de uso de rotina no Laboratorio de Quimica de

Carboidratos Vegetais.

42 ANALISES DOS EFEITOS DA XGC E XGC:VO EM MITOCONDRIAS ISOLADAS
421 Animais

Para o isolamento das mitocondrias de figado, foram utilizados ratos albinos, da
linhagem Wistar, machos, pesando entre 200 a 300 g, mantidos no biotério do Setor de
Ciéncias Biologicas da UFPR. Os animais foram submetidos a jejum de 12 horas permitindo-
se agua a vontade. Antes de seu inicio, o projeto foi avaliado pela Comissdo de Etica para o
Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana
(CEUA/BIO — UFPR), obtendo o certificado CEUA N° 691. Para realizar de forma correta e
segura os procedimentos experimentais, foi realizado o curso de treinamento tedrico de

manipulag@o de animais, ofertado pelo Setor de Ciéncias Bioldgicas (Anexo I).
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4272 Isolamento de mitocOndrias

As mitocondrias de figado foram isoladas como descrito por Voss ef al (1961), com
algumas modificagdes. O meio de extragdo utilizado era constituido de: D-manitol 250
mmol.L™!, Hepes 10 mmol.L™", EGTA 1 mmol. L™, pH 7.4 e BSA 0,1 g%. Ap0s eutanasia do
animal por decapitagdo, o figado foi imediatamente removido e imerso no meio de extragdo a
4°C. Apos lavagem, o figado foi picado com tesoura e homogeneizado em homogeneizador
van Potter Elvehjen, usando-se sucessivamente pistilos frouxo e normal. O homogeneizado
obtido foi centrifugado a 320 x g a 4°C em centrifuga Hitachi, modelo Himac CR21E, durante
5 minutos, para eliminacdo de fragmentos celulares. Desprezando-se o sedimento, o
sobrenadante foi centrifugado a 12.600 x g, durante 10 minutos, a 4°C. O sedimento obtido,
constituido de mitocdndrias intactas, foi ressuspenso e lavado duas vezes em meio de extragdo
por centrifugagdo a 8.100 x g, durante 10 minutos, 4°C. As mitocdndrias obtidas foram
ressuspensas em meio de extracdo. As concentracdes de proteinas foram determinadas pelo
método de Lowry et al, (1951) utilizando-se albumina de soro bovino como padrdo. As

leituras foram realizadas a 700 nm em espectrofotometro.

423 Determinagdo do consumo de oxigénio, calculo do coeficiente de controle respiratorio

(CCR) e razdo ADP/O em mitocdndrias isoladas

O consumo de oxigénio pelas mitocondrias intactas foi monitorado polarograficamente com
eletrodo de oxigénio tipo Clark, em oxigrafo OROBOROS - 2K, sob agitagdo, em camara
fechada termostatizada, a temperatura de 28°C. O sistema de reacdo foi constituido de: D-
Manitol 125 mmol L, tampado Hepes 10 mmol L, pH 7,2, KCI 65 mmol.L?, EGTA 1
mmol. L' e BSA 0,1g%, suplementado com K,HPO4 0,8 mmol.L"", ADP 0,2 mmol.L" para
glutamato de sodio 2 mmol. L' e malato de sédio 0,2 mmol.L!, ou, suplementado com
K,HPO, 0,8 mmol.L", ADP 0,08 mmol L™, rotenona 10 umol.L’1 para succinato de sodio 2,5
mmol.L™" Para cada experimento foi utilizada a quantidade de mitocondria correspondente a
concentracdo de 2,0 mg.mL™" para glutamato/malato ou 1,0 mgmL™" para succinato. Para o
experimento em mitocondrias desacopladas, o sistema de reag@o era constituido dos mesmos
reagentes usados no sistema para o substrato glutamato/malato, porém, na presenca de FCCP
(0,5 uM) e na auséncia de ADP. A estes sistema de reacdo contendo as mitocondrias foram
adicionados a XGC ou seu complexo XGC:VO nas concentragdes de 0,5; 1,0; 5.0; 10 e 25

ng.mL' e incubados por 3 minutos. As velocidades respiratorias foram expressas com % do
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controle, considerando o fluxo de oxigénio (pmol de O, consumido. min™.mg ™' de proteina)
considerando-se que a solubilidade do O, na 4gua, a 28°C e 1 atm é de 250 pumol.L"
(ESTABROOK, 1967). A relagdo ADP/O foi determinada como descrito por CHANCE &
WILLIAMS (1955), relacionando o nimero de moléculas de ADP fosforiladas por 4&tomo de
oxigénio consumido, durante o estado 3 da respiracdo (NICHOLLS, FERGUSON, 2002). O
coeficiente de controle respiratério (CCR) foi obtido da razdo entre a velocidade respiratéria
na presenca de ADP (estado 3) e a velocidade apds o consumo de ADP (estado 4). Como
controles foram utilizadas mitocondrias respirando somente com meio de reacdo e substratos

da cadeia respiratoria.

424 Obtengdo de mitocondrias rompidas para avaliagdo da atividade enzimatica dos

complexos da cadeia respiratoria

Mitocondrias de figado de rato, isoladas como descrito no item 4.2.3, foram
congeladas em freezer -80°C, até o momento de sua utilizagdo. As organelas foram rompidas
por 4 ciclos de congelamento a -180°C em nitrogénio liquido e descongelamento. Os
fragmentos de membrana assim obtidos foram utilizados para a avaliagdo da atividade

enzimatica dos complexos da cadeia respiratdria.

425 Determinagdo da atividade enzimatica dos complexos enzimaticos da cadeia

respiratoria

Para determinar a atividade das enzimas ligadas a cadeia respiratoria foram utilizadas

preparacdes de mitocondrias rompidas como descrito no item 4.2.4.

4.2.5.1 NADH Oxidase (NADH: Oxigénio Oxido Redutase)

A atividade do complexo NADH oxidase foi determinada através do consumo de O,
segundo método descrito por SINGER (1974). O sistema de reagdo, a temperatura de 28° C,
em volume final de 2 mL, era constituido de: tampdo fosfato 80 mmol.L™!, pH 7,4, EDTA 50
umol. L', NADH 0,17 mmol.L" e 0,5 mg de proteina mitocondrial. Os resultados foram
expressos em fluxo de oxigénio (pmol de O, consumido. min'.mg ' de proteina

mitocondrial).
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4.2.5.2 Succinato Oxidase (Succinato: Oxigénio 6xido Redutase)

A atividade do complexo succinato oxidase foi determinada através do consumo de O,
segundo método descrito por SINGER (1974). O sistema de reagdo, em volume final de 2 mL,

foi constituido de tampdo fosfato 80 mmol.L7, pH 7.4, rotenona 10 umol.L'1 succinato de

sodio 10 mmol L™ e 0,5 mg de proteina mitocondrial. A reacdio ocorreu a 28°C e foi iniciada
pela adi¢ao do substrato oxidavel. Os resultados foram expressos em fluxo de oxigénio (pmol

de O, consumido. min™.mg ' de proteina mitocondrial) (ESTABROOK, 1967).

4253 Desidrogenase Succinica (Succinato: Fenazina Metasulfato Oxido Redutase)

A atividade da desidrogenase succinica foi determinada pelo método de SINGER
(1974), utilizando-se DPIP e PMS como aceptores artificiais de elétrons. O sistema de reagdo
em volume final de 1 mL continha tampao fosfato de sodio 50 mmol. L, pH 7,4, succinato de
sodio 20 mmol. L', NaCN 1 mmol.L', EDTA 2 mmol.L™' e 100 ug de proteina mitocondrial.
A mistura foi incubada por 10 minutos a 28°C, e a reacdo iniciada pela adigdo de DPIP 300
umol.L'' e PMS 1 mmol.L™". A velocidade de redugdo do DPIP foi monitorada a 600 nm e os
resultados foram expressos em nmol de DPIP reduzido.min™.mg” de proteina mitocondrial,
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 19.100 mol.L™". cm™ para o DPIP reduzido

(SINGER, 1974).

43 ANALISES DOS EFEITOS DA XGC E XGC:VO EM CELULAS HepG2

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 crescem em monocamadas, de natureza epitelial e apresentam ciclo celular com tempo

médio de 20 horas.

43.1 Meio de cultura e Solugdes

43.1.1 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 po reconstituivel. Apos

dissolugdo em agua ultrapurificada, o meio foi esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22
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um e armazenado sob refrigeracdo. Para o crescimento das células este meio foi suplementado
com 10% de soro fetal bovino (v/v), penicilina G 100 Ul/mL, estreptomicina 100 pg/mL,
HEPES 20 mmol.L™ e bicarbonato de sodio 0,8 mM para ajustar o pH em 7.4.

43.1.2 Solugdo salina fosfato tamponada (PBS)

A solugdo salina tamponada (PBS) foi preparada em forma de solugdo estoque cinco
vezes concentrada, sendo constituida nesta condicdo de: Na,HPO, 40,5 mol.L™", NaCl 680
mol L, KH,PO,4 7,3 mol.L'". O pH foi ajustado para 7,4 e o volume completado para 1 litro
em baldo volumétrico. A solugdo foi entdo autoclavada a 120°C, 1 atm, por 40 minutos para

posterior armazenagem em frasco estéril mantido sob refrigeracdo.

43.1.3 Solugdo salina balanceada de Hanks (HBSS)

A solugdo salina balanceada de Hanks (HBSS) foi constituida da mistura de duas
solugdes (A e B), as quais foram preparadas como solugdes estoque (concentradas 20x) e
armazenadas a 4°C. A solug@o A foi composta de NaCl, 2,73 M, KCI, 107 mM, CaCl, 25 mM
MgSO4. HO 27 M. A solugdo B foi composta por Na,HPO4 8,5 mM glucose 111 mM. Essas
solugdes foram preparadas em agua ultrapura em volume de 50 mL e armazenadas a 4°C. Na
utilizagdo do HBSS, as solugdes A e B foram misturadas (1:1), posteriormente diluidas com
agua ultrapura e o pH foi ajustado para 7,4. A solugdo salina balanceada foi esterilizada por

filtracdo em membranas estéreis com poros de 0,22 um em camara de fluxo laminar.

4.3.1.4 Solugdo de tripsina-EDTA

A solugdo tripsina-EDTA, uma solugdo dispersante de células preparada com a
finalidade de descolar as células HepG2 das garrafas de cultura, foi constituida de: NaCl 137
mmol.L™!, KCI 5,4 mmol.L", glucose 5 mmol.L"", Na,HPO4 0,42 mmol L", KH,PO, 0,44
mmol.L"!, NaHCO; 2,3 mmol. L', EDTA 0,53 mmol.L™, 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 esterilizagdo da solucdo foi feita por filtragdo.

432 Ensaio de Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT (brometo de 3-metil-[45-
dimetiltiazol-2-i1]-2,5 difeniltetrazolio) de acordo com MOSMANN (1983). Segundo a
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metodologia, as desidrogenases mitocondriais de 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.

As células HepG2 foram plaqueadas (1x10* células/poco) em placas de 96 pogos e
deixadas em estufa para a adesdo a 37 °C, em atmosfera de CO, 5% por 24 h. Apos aderéncia
foram adicionadas solug¢des de XGC ou XGC:VO diluidos em meio de cultura nas
concentracdes de 25, 100 e 200 ug.mL™", seguido de incubag@o por 24 horas, 48 horas e 72
horas a 37 °C, em atmosfera de CO; 5%. Apods a incubag@o, o meio foi retirado e substituido
por HBSS acrescido de solugio de MTT (5 mgmL’ em HBSS), obtendo-se uma
concentracdo final de 0,5 mg.mL™". As células foram entdo incubadas por 3 horas a 37 °C, em
atmosfera de 5% CO; e, apoOs esse tempo, o sobrenadante foi retirado e DMSO adicionado
para dissolucdo 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 e os resultados foram expressos como % de viabilidade em relagdo ao

controle (100%)

4.3.3 Ensaio de Proliferacdo Celular

A proliferacdo celular foi determinada pelo ensaio do cristal violeta (KUENG;
SILBER; EPPENBERGER, 1989) que baseia-se no fato de que somente as células vidveis
permanecem aderidas a superficie de cultivo. Apos fixagdo das células, € adicionado o corante
cristal violeta que, por sua vez, se liga ao DNA celular. O corante entdo € 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 pogos e deixadas por 24 horas em estufa a 37°C em 5% de CO, para
aderirem. O meio de cultura foi, entdo, substituido por meio novo contendo o polissacarideo
ou o complexo diluido em meio nas concentragdes de 25, 100 e 200 ng.mL™" Como controle
negativo, as células foram incubadas somente com meio de cultura. O tempo de tratamento
utilizado foi de 24, 48 e 72 horas. Apos o tempo de tratamento o meio foi aspirando e os
pocos foram lavados com PBS e entdo fixados com metanol (100%). Apds fixagdo com
metanol foi adicionado o corante cristal violeta. Apds lavagem das placas com PBS e eluigdo
do corante com citrato de sodio, foi realizada a leitura da absorbancia em 550 nm em leitor de

microplacas.
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4.4  Analise estatistica dos dados experimentais

Os resultados foram expressos como média & desvio padrdo (média + dp), seguindo-se
analise de variancia e teste de Tukey e para comparacdo dos valores. Foram considerados

estatisticamente significativos os valores de p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EFEITOS DA XGC E XGC:VO EM MITOCONDRIAS ISOLADAS
5.1.1 Mitocdndrias intactas - medidas de parametros respiratdrios

Para verificar os efeitos de XGC e XGC:VO sobre a respiragdo mitocondrial, foram
realizadas analises polarograficas dos efeitos destes compostos sobre mitocondrias isoladas de
figado de rato (FIGURA 5), avaliando-se os seguintes parametros: consumo de oxigénio na
presenca de ADP (estado 3 da respiragdo), consumo de oxigénio apds a exaustdo de ADP
(estado 4 da respirag@o), coeficiente de controle respiratorio (CCR) e razdo ADP/O.

Na FIGURA 5 estdo representados os efeitos da XGC e XGC:VO sobre o consumo de
oxigénio durante o estado 3 da respira¢do. Pode-se observar que a XGC em sua forma nativa,
ndo alterou o consumo de oxigénio na presenga de ADP, quando foram utilizados
glutamato/malato ou succinato como substratos oxidaveis. No entanto, o complexo XCG:VO
reduziu a velocidade do consumo de oxigénio em ~13%, independentemente da concentragdo
utilizada, somente quando o glutamato/malato foram os substratos oxidaveis. Com base nestes
resultados € possivel sugerir que o efeito inibitorio observado sobre o estado 3 esta associado
a presenga do metal e ocorre somente quando os elétrons sdo provenientes do NADH, oxidado

no Complexo I da cadeia respiratoria.

FIGURA 5 - TRACADO DEMONSTRATIVO DO CONSUMO DE OXIGENIO POR MITOCONDRIAS
INTACTAS
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FONTE: O autor (2014).

Nota: O consumo de oxigénio pelas mitocondrias intactas foi monitorado polarograficamente com
cletrodo de oxigénio tipo Clark, em oxigrafo OROBOROS - 2K, sob agitacdo, em camara fechada
termostatizada, a temperatura de 28°C. O sistema de reagio foi constituido de: D-Manitol 125 mmol . L
', tampdo Hepes 10 mmolL”, pH 7.2, KCl 65 mmolL"', EGTA 1 mmolL"' ¢ BSA 0,1g%,
suplementado com K,HPO, 0.8 mmol.L", ADP 0,2 mmol.L"' para glutamato de sédio 2 mmol.L™ ¢
malato de sodio 0,2 mmol L. Assim, foi possivel determinar o estado 3 da respiragdo (consumo de
oxigénio na presenca de ADP), o estado 4 da respiragdo (consumo de oxigé€nio apds a exaustdo de
ADP) ¢ o coeficiente de controle respiratdrio (CCR) ¢ razdo ADP/O.
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FIGURA 6 - EFEITOS DA XGC E XGC:VO SOBRE O ESTADO 3 DA RESPIRACAO
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FONTE: O autor (2016).

NOTA: Sistema de Reagdo: D-manitol 125 mmol.L?, tampédo Hepes 10 mmol. L, pH 7.2, KCl 65 mmol.L?,
EGTA 0,1 mmol. L ¢ BSA 0,1 2%. Suplementado com glutamato de sédio 2 mmol.IL, malato de sédio 0,2
mmol.L* K,HPO, 0.8 mmol.Lt ¢ ADP 0.2 mmol.LL ! ou com succinato de sodio 2,5 mmol.L}, rotenona 10
pmol.L'l, K,HPO, 0,8 mmol.L ' ¢ ADP 0,08 mmol.I.}. Para Glutamato/Malato, cada valor representa a média +
desvio padréo de 8 experimentos independentes em duplicata, 100% corresponde ao fluxo de oxigénio de 494.60
+ 85.9 ¢ 297.61 + 16.86 pmol O, .s ".mg" proteina para XGC ¢ XGC:VO, respectivamente. Para Succinato de
sodio, cada valor representa a média = desvio padrdo de 4 experimentos independentes em duplicata, 100%
corresponde ao fluxo de oxigénio de 651,09 £ 90 ¢ 757,68 + 63,4 pmol O, .s ".mg” proteina para XGC e
XGC:VO, respectivamente.

Valores estatisticamente diferentes do controle (auséncia dos polissacarideos): *p < 0,05; **p < 0,01 ***p <
0,001 *#**p < 0,0001.
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Quando foi avaliado o estado 4 (FIGURA 6), observou-se que tanto XCG como seu
complexo com vanadio ndo afetaram o consumo de oxigénio, quando utilizados
glutamato/malato como substratos. Assim, ficou descartada, neste modelo experimental, a
possibilidade de que estes compostos possam atuar como agentes desacopladores da
fosforilagdo oxidativa quando substratos do Complexo 1 sdo oxidados. No entanto,
curiosamente, o polissacarideo em sua forma ndo complexada (XCG) promoveu um estimulo
neste estado da respiragdo em ~17%, somente para a concentragdo de 10 pg/mL, quando o

succinato foi o substrato oxidavel.
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FIGURA 7 - EFEITOS DA XGC E XGC:VO SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO DURANTE O ESTADO
4
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FONTE: O autor (2016).

NOTA: Sistema de Reagdo: D-manitol 125 mmol.L?, tampéo Hepes 10 mmol. L, pH 7.2, KC1 65 mmol.L",
EGTA 0,1 mmol.L! ¢ BSA 0,1 2%. Suplementado com glutamato de sédio 2 mmol.L."}, malato de sédio 0,2
mmol.L' K,HPO, 0.8 mmol.L! e ADP 0,2 mmol.L! ou com succinato de sodio 2,5 mmol.L™}, rotenona 10
pmol.L'l, K,HPO, 0,8 mmol.L' ¢ ADP 0,08 mmol. L. Para Glutamato/Malato, cada valor representa a média
+ desvio padrio de 8 experimentos independentes em duplicata, 100% corresponde ao fluxo de oxigénio de
132,34 + 41,4 (continuagdo da legenda da FIGURA 6) ¢ 79,39 + 7,0 pmol O, .s ".mg” proteina para XGC e
XGC:VO, respectivamente. Para Succinato de sédio, cada valor representa a média + desvio padrio de 4
experimentos independentes em duplicata, 100% corresponde ao fluxo de oxigénio de 72,2 £ 10,0 ¢ 148 £ 16,29
pmol O, .s ".mg™ proteina para XGC ¢ XGC:VO, respectivamente.

Valores estatisticamente diferentes do controle (auséncia dos polissacarideos): *p < 0,05; **p < 0,01 ***p <
0,001 *#**p < (,0001.

Como mencionado, o consumo de oxigénio pela mitocdndria no estado 3 ¢ definido
como a respiragdo durante a fosforilagdo do ADP adicionado ao sistema e, o consumo de
oxigénio no estado 4 € a respiragdo apos o ADP adicionado ter sido consumido (fosforilado a
ATP). A partir dos valores destes estados € possivel calcular o coeficiente de controle

respiratorio (CCR), que representa a razao entre as velocidades do estado 3/estado 4. Quanto
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maior o seu valor, melhor € a qualidade da preparacdo mitocondrial. Este parametro também ¢
bastante util para avaliar o efeito da adi¢do de xenobidticos as preparagdes mitocondriais. Por
exemplo, inibidores do estado 3 e/ou agentes desacopladores da fosforilagdo oxidativa
diminuem os valores de CCR (NICHOLLS, FERGUSON, 2002). A FIGURA 7 mostra os
valores de CCR em presenca de XGC e XGC:VO para a oxidagdo do glutamato/malato e
succinato. Verifica-se que a XGC:VO, em todas as concentragdes avaliadas, diminuiu o valor
de CCR em ~ 13%, quando glutamato/malato sdo os substratos. Esse resultado ¢ decorrente
da inibi¢@o causada pelo complexo no estado 3 (FIGURA 5), no entanto, esse composto nao
altera, em qualquer concentracdo, o valor de CCR quando o succinato foi o substrato. Por sua
vez, a XGC nativa causa o efeito contrario em relagdo aos substratos, esse polissacarideo ndo
alterou o CCR quando o substrato foi glutamato/malato, porém, reduz o CCR em
aproximadamente ~12%, quando o succinato foi o substrato, resultado compativel com o
estimulo do estado 4 observado na FIGURA 6.

O seguinte parametro analisado foi a razdo ADP/O que expressa a eficiéncia da
fosforilagdo oxidativa, ao relacionar o nimero de moléculas de ADP fosforiladas por atomo
de oxigénio consumido, durante o estado 3 da respiragdo (NICHOLLS, FERGUSON, 2002).
Na FIGURA 8 observa-se que tanto a XGC como seu complexo com vanadio ndo alteraram a
razdo ADP/O quando os substratos foram glutamato/malato, o que estd de acordo com a
auséncia de efeito sobre o estado 4 da respiracdo (FIGURA 6). Quando o substrato foi o
succinato, os polissacarideos, na forma nativa e na forma complexada, ndo alteraram a razio
ADP/O, apesar da XGC ter causado um estimulo no estado 4 na concentragdo de 10pg/mL.
Ao que parece, o estimulo de 17% nesta concentragdo ndo foi suficiente para comprometer a

eficiéncia da fosforila¢do oxidativa.
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FIGURA 8 - EFEITOS DA XGC E XGC:VO SOBRE O COEFICIENTE DE CONTROLE RESPIRATORIO
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FONTE: O autor (2016).

NOTA: Sistema de Reagfo: D-manitol 125 mmol.L?, tampdo Hepes 10 mmol. L, pH 7.2, KC1 65 mmol.L",
EGTA 0,1 mmol. ! ¢ BSA 0,1 2%. Suplementado com glutamato de sédio 2 mmol.I.", malato de sodio 0,2
mmol.Lt K,HPO, 0,8 mmol.L! e ADP 0,2 mmol.L! ou com succinato de sodio 2,5 mmol.L™}, rotenona 10
pmol.L'l, K,HPO, 0.8 mmol.L.! ¢ ADP 0,08 mmol. L. Para Glutamato/Malato, cada valor representa a média
+ desvio padrio de 8 experimentos independentes em duplicata, 100% corresponde ao fluxo de oxigénio de 3.6 +
0.2 €3.96 £ 0.27 pmol O, consumido.s™’.mg” proteina para XGC ¢ XGC:VO, respectivamente. Para Succinato
de sodio, cada valor representa a média + desvio padrdio de 4 experimentos independentes em duplicata, 100%
corresponde ao fluxo de oxigénio de 6,12 + 0,2 ¢ 5,7 + 0,4 pmol O, consumido.s '.mg" proteina para XGC ¢
XGC:VO, respectivamente.

Valores estatisticamente diferentes do controle (auséncia dos polissacarideos): *p < 0,05; **p < 0,01 ***p <
0,001 *#**p < (,0001.
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FIGURA 9 - EFEITOS DA XGC E XGC:VO SOBRE A RAZAO ENTRE A CONCENTRACAO DE ADP
POR OXIGENIO CONSUMIDO (ADP/O)
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FONTE: O autor (2016).

NOTA: Sistema de Reagfo: D-manitol 125 mmol.1?, tampéo Hepes 10 mmol. L, pH 7.2, KCl 65 mmol.L?,
EGTA 0,1 mmol. L ¢ BSA 0,1 2%. Suplementado com glutamato de sédio 2 mmol.I.", malato de sédio 0,2
mmol.L* K,HPO, 0.8 mmol.L' ¢ ADP 0,2 mmol.LL! ou com succinato de sodio 2,5 mmol.L}, rotenona 10
pmol.L'l, K,HPO,4 0,8 mmol.L.! ¢ ADP 0,08 mmol. L. Para Glutamato/Malato, cada valor representa a média £
desvio padrio de 8 experimentos independentes em duplicata, 100% corresponde ao fluxo de oxigénio de 2.60 +
0.25 ¢ 2,70 + 0,22 pmol O, consumido.s *.mg” proteina para XGC ¢ XGC:VO, respectivamente. Para Succinato
de sodio, cada valor representa a média + desvio padriio de 4 experimentos independentes em duplicata, 100%
corresponde ao fluxo de oxigénio de 1,79 £ 0,1 e 1,0 £ 0,06 pmol O, consumido.s *.mg™” proteina para XGC e
XGC:VO, respectivamente.

Valores estatisticamente diferentes do controle (auséncia dos polissacarideos): *p < 0,05; **p < 0,01 ***p <
0,001 *#**p < (,0001.

Sabe-se que as mitocondrias sdo importantes alvos da acdo de compostos quimicos,
como farmacos ou fitoterapicos, porque muitas destas substancias podem inibir a func¢io
mitocondrial através de diferentes mecanismos. (WHITAKER et al., 2016). Neste contexto,
Farias (2012) avaliou os efeitos de XGC e XGC:VO sobre a respira¢do de células B16F10

intactas e demonstrou que que a XGC (2,5 e 25 pg/mL, ndo alterou o consumo de oxigénio.
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Porém, na concentracdo intermediaria (10 pg/mL) causou o aumento do consumo de oxigénio
em todos os estados da respiragdo: basal (sem adi¢cdo de inibidores ou desacopladores), leak
(em presenca de oligomicina) e desacoplado (adi¢do de FCCP), sendo que sobre este ultimo o
estimulo foi mais pronunciado, de ~132%. E interessante que no presente estudo, como
observado por Farias em células de melanoma murinho B16F10, somente a XGC na mesma
concentragdo destacada pela autora (10 pug/mL), foi capaz de estimular o estado 4 da
respiragdo em mitocondrias isoladas . Acredita-se que a diferenca na magnitude do estimulo
possa ser devido as particularidades de cada modelo experimental.

Também como observado por Farias (2012) o efeito do complexo XGC:VO foi de
inibidor da respiracdo (FIGURA 5). No entanto, as inibi¢des observadas por Farias foram de
maior intensidade (~50%), com a concentragdo de 5 e 25 ug/mL, no consumo de oxigénio das
células B16F10.

Os ensaios que avaliam os efeitos de xenobidticos em modelos celulares, via de regra,
utilizam concentra¢des mais elevadas do que as utilizadas em modelo de organelas isoladas,
como, por exemplo, em mitocondrias. Isto porque espera-se que a agdo em organelas seja
mais direta e, assim, seria necessaria uma menor concentragdo para causar os mesmos efeitos.
Os resultados apresentados aqui n3o seguem este padrdo, uma vez que as concentragdes
utilizadas incluem-se na faixa do estudo de Farias (2012), ou seja, de 2,5 a 25ug/mL os
efeitos sdo menos pronunciados. Estes resultados sdo importantes e podem modificar o
planejamento experimental de futuras investigagdes com polissacarideos, como também com
outros compostos em modelos celulares e em organelas isoladas.

Em mitocondrias isoladas de hepatdcitos de ratos, Hosseini e colaboradores (2013)
observaram que o vanadio, na forma de metavanadato (Vs), causou um significativo efeito
desacoplador, atuando também como inibidor do transporte de elétrons na cadeia respiratoria.
No entanto, Soares e colaboradores (2007), observaram que o vanddio na sua forma
decamérica (V1o), em mitocondrias isoladas de figado de rato e de peixe, causou reducdo no
consumo de oxigénio por essa organela, sem promover o desacoplamento da fosforilagdo
oxidativa, resultados compativeis a este estudo em mitocOndrias isoladas, e aos de Farias
(2012) em células. Isto sugere que compostos de vanadio podem agir de formas diversas em
mitocondrias dependendo do seu estado de oxidagdo e também das mudangas
conformacionais que pode causar na molécula a qual se complexa. Ainda no estudo de Soares
e colaboradores (2007), o vanadio na sua forma decamérica parece ndo alterar a fluidez da

membrana mitocondrial, apesar de alterar o Ay, . Os resultados daqueles autores ndo
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mostraram altera¢des na razdo ADP/O, usada como indicador da integridade da membrana
mitocondrial.

A inibi¢8o na velocidade respiratoria durante o estado 3 (FIGURA 5) pode ser
justificada por quaisquer das seguintes possibilidades: a) inibigdo de um ou mais complexos
da cadeia respiratéria; b) inibi¢cdo das desidrogenases dos substratos utilizados; ¢) inibi¢do do
translocador de nucleotideos de adenina; d) inibi¢do da ATPsintase e e) inibigdo dos
transportadores dos substratos. Com o objetivo de esclarecer quais destas possibilidades
estariam envolvidas na inibi¢do do transporte de elétrons durante o estado 3 (FIGURA 5)
foram realizados ensaios de consumo de oxigénio em presenga de FCCP, um desacoplador
classico. Segundo o modelo quimiosmético, proposto por Peter Mitchell (1961), o fluxo de
elétrons através da cadeia respiratoria, localizada na membrana mitocondrial interna (MMI),
que ¢ impermeavel a protons, gera uma energia livre que € acoplada ao transporte de prétons
da matriz mitocondrial para o espago intermembranas, formando um potencial eletroquimico
transmembrana. A favor do seu gradiente de concentragdo, esses protons voltam para a
matriz, através do canal proteico Fo da ATP sintase, também localizada na membrana
mitocondrial interna, fornecendo a energia livre para a liberacdo do ATP (NICHOLLS,
FERGUSON, 2013). Na presenca de FCCP, um protonéforo que permeia a membrana
mitocondrial interna, tanto na forma protonada como desprotonada, a sintese de ATP esta
desacoplada do transporte de elétrons na cadeia respiratéria. Neste caso, o FCCP no espago
intermembranas esta em seu estado protonado e na matriz se desprotona, possibilitando que os
prétons bombeados para o espago intermembranas retornem a matriz mitocondrial, sem passar
pelo canal Fo da ATP sintase, etapa essencial para a liberagdo do ATP. Como consequéncia, a
concentragdo de prétons na matriz aumenta, o gradiente eletroquimico de protons se desfaz e
em resposta o transporte de elétrons acontece em velocidade maxima para bombear os protons
em excesso da matriz para o espago intermembranas, buscando reestabelecer o gradiente, o
que resulta no aumento da respiracdo (NICHOLLS & FERGUSON, 2013). Assim, neste
ensaio ¢ possivel avaliar a possivel inibi¢do de complexos da cadeia respiratdria sem a
interferéncia dos parametros relacionados a fosforilagdo oxidativa. Porém, o transporte de
elétrons ainda depende da velocidade da entrada dos substratos e da atividade de suas
desidrogenases.

Os resultados destes experimentos estdo apresentados na FIGURA 9. Observa-se que
ambos os polissacarideos diminuem o consumo de oxigénio na presenca de FCCP, quando
glutamato/malato s@o os substratos. A inibi¢do causada no estado 3 pela XGC:VO se reflete

nesse resultado com diminui¢do de ~32% no consumo de oxigénio. De forma inesperada,
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observa-se que, apesar de ndo causar inibi¢do do estado 3 (FIGURA 5) em mitocOndrias
acopladas, a XGC na forma nativa foi capaz de inibir (~30%) o consumo de oxigénio na
presenca do desacoplador, mostrando que em condigdes em que o transporte de elétrons ndo €
dependente da sintese de ATP, o polimero exerce efeito inibidor da cadeia respiratoria. Para

esclarecer este efeito sdo necessarias investigagdes futuras.

FIGURA 10 - EFEITOS DA XGC E XGC:VO SOBRE A RESPIRACAO MITOCONDRIAL EM PRESENCA
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FONTE: O autor (2016).

NOTA: Estado desacoplado. Sistema de Reagio: D-manitol 125 mmol.L”, tampao Hepes 10 mmol.L”, pH 7,2,
KC1 65 mmol.LY, EGTA 0,1 mmolL! ¢ BSA 0,1 g%. Suplementado com glutamato de sédio 5 mmol.1?,
malato de sodio 0.5 mmol.L 1, K;HPO, 2 mmol L e FCCP 0.5 pM. Cada valor representa a média + desvio
padriio de 8 experimentos independentes em duplicata. 100% corresponde a 267.23 + 20.09 e 240.84+ 19.50
pmol O, consumido.s *.mg” proteina para XGC ¢ XGC:VO respectivamente.

Valores estatisticamente diferentes do controle (p < 0,05); **(p<0,01) ***(p<0,001) ****(p < 0,0001).

. Nos resultados do presente estudo, o efeito inibitdrio da XGC:VO sobre o estado 3 da
respiragdo com glutamato/malato, poderia ser decorrente, entre outros fatores, da ac¢do do
complexo sobre a sintese de ATP, envolvendo a inibi¢do da enzima responsavel pela sintese
do nucleotideo e/ou do translocador de nucleotideos de adenina. Nesse contexto, Farias
(2012) observou que XGC:VO modula negativamente a expressdo da subunidade § da F,Fo-
ATP sintase na concentragdo de 200 ug/mL em células B16F10, o que motiva a avaliagdo da
atividade ATPasica em mitocondrias . Além disso, esse experimento poderia evidenciar o
efeito desacoplador da XGC, obsesrvado quando o succinato foi o substrato oxidavel. O
efeito de desacoplador também pode ser comprovado por experimentos de consumo de

oxigénio na presenca de oligomicina. Esse antibidtico se liga a subunidade Fo da F;Fo-
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ATPsintase, impedindo o retorno de protons para a matriz mitocondrial e, consequentemente,
promove a diminui¢do do transporte de elétrons através da cadeia respiratoria. Agentes
desacopladores atuam promovendo o aumento da velocidade do consumo de oxigénio, mesmo
em presenga de oligomicina, devido ao aumento no fluxo de elétrons decorrente do aumento
na condutdncia a protons através da membrana mitocondrial interna (NICHOLLS &
FERGUSON, 2002). Assim, a avaliagdo do consumo de oxigénio na presenca de FCCP e
oligomicina, utilizando succinato como substrato, também poderia confirmar o efeito
desacoplador da XGC nativa e sugerir algum efeito de inibi¢do no transporte de elétrons na
cadeia respiratoria por esse composto e pela XGC:VO.

O colapso do potencial elétrico da membrana mitocondrial (Avs,,) estd relacionado
com a liberagdo do citocromo ¢ e consequente morte celular por apoptose (SOARES, 2007,
ZHAOQ et al., 2010; HOSSEINI 2013; WEN, 2013). Esse colapso pode decorrer tanto de uma
restricdio no fluxo de elétrons, quanto de um efeito desacoplador (NICHOLLS &
FERGUSON, 2013). Sabe-se que compostos de vanadio podem colapsar o Ay, (SOARES,
2007; ZHAO et al,, 2010; HOSSEINI 2013) e que XGC nativa pode atuar como agente
desacoplador (FARIAS, 2012). Portanto, avaliagdes dos efeitos de XGC nativa e XGC:VO
sobre o potencial elétrico de membrana seriam valiosas para esclarecer os efeitos do
polissacarideo e de seu complexo com vanadio. Também, em adi¢do aos experimentos
citados, a agdo destes compostos sobre a membrana mitocondrial poderia ser avaliada através
de ensaios de inchamento mitocondrial (swelling) na presenga e/ou auséncia de substratos.
Nestes experimentos, os efeitos dos polimeros sobre a atividade dos complexos da cadeia

respiratoria, a permeabilidade e a elasticidade da MMI poderiam ser estimadas.

5.1.2 Mitocondrias rompidas - Atividade dos complexos da cadeia respiratoria

Considerando o efeito inibitorio da XGC:VO sobre o estado o estado 3, a redugdo no
consumo de oxigénio em presenca de FCCP também causado pela XGC e, ainda, que estes
efeitos poderiam ser resultantes da acdo direta dos polissacarideos sobre os complexos da
cadeia respiratéria, foram realizados experimentos para avaliar esta possibilidade. Para isso,
foram utilizadas preparagdes de mitocondrias rompidas (obtidas conforme o item 4.2.3), nas
quais a barreira representada pela membrana mitocondrial interna € minimizada, o que
permite avaliar o efeito dos compostos apenas sobre o transporte de elétrons,
independentemente do gradiente eletroquimico de prétons, dos transportadores e da atividade

das desidrogenases dos substratos.
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Foram determinadas inicialmente as atividades dos segmentos NADH e succinato
oxidase, que compreendem o transporte de elétrons desde o complexo I ou II,
respectivamente, até o oxigénio. Na FIGURA 10 pode-se observar que XGC e XGC:VO, em
todas as concentragdes, ndo alteram o fluxo de elétrons no segmento NADH oxidase. Este
resultado sugere que a inibi¢do observada sobre o estado 3 ocasionada por XGC:VO
(FIGURA 5) e em mitocondrias desacopladas com FCCP (XGC e XGC:VO - FIGURA 9)
pode estar relacionada a uma inibi¢do do transporte ou das reagdes de desidrogenacdo dos

substratos glutamato/malato.

FIGURA 11 - EFEITOS DA XGC E XGC:VO SOBRE A ATIVIDADE DA NADH OXIDASE
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FONTE: O autor (2016).

NOTA: Sistema de Reacfo: tampéo fosfato 80 mmol.L?, pH 7.4, EDTA 50 pmol.L'l, NADH 0,17 mmol.L! e
0,5 mg de proteina mitocondrial. Cada valor representa a média + desvio padrio de 3 experimentos
independentes em duplicata, 100% corresponde a 381,77+£146,88 ¢ 597,57 £ 48,0 nmol de oxigénio
consumido.min™.mg™” de proteina mitocondrial para XGC ¢ XGC:VO respectivamente.

Valores estatisticamente diferentes do controle (auséncia dos polissacarideos): *p < 0,05, **p < 0,01 ***p <
0,001 *#**p < 0,0001.

No entanto, com relagdo ao segmento da Succinato oxidase (FIGURA 11) a XGC
nativa promoveu expressivo aumento de atividade (~95%) nas concentragdes de 0,5 e 1,0
ug/mL, e em 73% na concentracdo de 25 pg/mL. Ja o complexo XGC:VO ndo afetou este
segmento. Este resultado bastante curioso pode se relacionar ao estimulo do metabolismo de
macrofagos por xiloglucanas observado por Rosario e colaboradores (2008; 2011). Os
autores demonstraram que este polissacarideo, isolado de sementes de 7. indica, aumentou a
viabilidade de macrofagos peritoneais em 20% quando na concentragdo de 100 ug/mL, nesse
mesmo modelo. Abreu, 2015, observou o mesmo efeito por uma [-galactana isolada dos
frutos de Sicana odorifera, em 48 horas de exposi¢do esse polimero aumentou a viabilidade
dos macréfagos em 25% e 32% nas concentragdes de 50 ug/mL e 100 pg/mL. Segundo esses

autores, esses eventos estariam relacionados ao aumento do metabolismo dessas células.
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Entretanto, ainda permanece pouco esclarecido como polissacarideos atuam no metabolismo

mitocondrial.

FIGURA 12 - EFEITOS DA XGC E XGC:VO SOBRE A ATIVIDADE DA SUCCINATO OXIDASE.
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FONTE: O autor (2016).

NOTA: Sistema de Reacfio: tampéo fosfato 80 mmol.L, pH 7.4, rotenona 10 pmol.L'l, succinato de sodio 10
mmol.LL" e 0,5 mg de proteina mitocondrial. Cada valor representa a média + desvio padrdo de 3 experimentos
independentes em duplicata, 100% corresponde a 208.58 £13.75 e 10526 +33.70 nmol de oxigénio
consumido.min™.mg™” de proteina mitocondrial para XGC ¢ XGC:VO respectivamente.

Valores estatisticamente diferentes do controle (auséncia dos polissacarideos): *p < 0,05, **p < 0,01 ***p <
0,001 *#**p < 0,0001.

Uma vez que, tanto XGC como XGC:VO, ndo alteraram a atividade do segmento
NADH oxidase, mas XGC causou um importante estimulo da Succinato oxidase, na proxima
etapa avaliou-se a atividade da succinato desidrogenase (FIGURA 12), o Complexo II da
cadeia respiratoria. Somente na maior concentragdo (25 ug/mL), ambos os polissacarideos
inibiram a atividade do complexo II, sendo que o polissacarideo complexado com vanadio
causou maior inibi¢do (~30%) quando comparado com o polissacarideo na forma nativa
(19%).

Hosseini e colaboradores (2013) ao avaliarem a agdo do metavanadato sobre a
bioenergética mitocondrial observaram que este composto atua principalmente nos complexos
IT e I1I da cadeia respiratoria causando sua inibi¢do, que levou a uma maior produgdo de H,O,,
evento diretamente relacionado a abertura do poro de transi¢do de permeabilidade
mitocondrial, colapso do potencial de membrana e consequentemente, disfungdo
mitocondrial. Embora o resultado aqui encontrado seja semelhante ao observado por
HOSSEINI e colaboradores (2013) ndo ¢ compativel com o estimulo sobre o segmento

succinato oxidase.
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FIGURA 13 - EFEITOS DA XGC E XGC:VO SOBRE A ATIVIDADE DA SUCCINATO
DESIDROGENASE.
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FONTE: O autor (2016).

NOTA: Sistema de Reagéo: tampdo fosfato de sodio 50 mmol. L, pH 7.4, succinato de sodio 20 mmol. 17,
NaCN 1 mmol.L”", EDTA 2 mmol.L.”" ¢ 100 ug de proteina mitocondrial. Cada valor representa a média £ desvio
padriio de 3 experimentos independentes em duplicata, 100% corresponde 0,146 +0,01 ¢ 0,13 + 0,008 nmol de
DPIP reduzido.min™ mg™ de proteina mitocondrial para XGC e XGC:VO respectivamente.

Valores estatisticamente diferentes do controle (auséncia dos polissacarideos): *p < 0,05, **p < 0,01 ***p <
0,001 *#**p < 0,0001.

Quando analisados os resultados obtidos em mitocondrias isoladas para a XGC nativa e
a complexada com vanadio (XGC:VO), fica claro que a presenga do metal modifica os efeitos
do polissacarideo. No entanto, a interpretacdo destes resultados ¢ complexa. A XGC:VO foi
capaz de inibir o estado 3 durante a oxidagdo do glutamato/malato, reduzir a velocidade do
transporte de elétrons também em presenca de FCCP com os mesmos substratos, mas nio
afetou a atividade da NADH oxidase (FIGURAS 5; 9 e 10 respectivamente). A principal
diferenga entre estes ensaios ¢ que nos dois primeiros a membrana mitocondrial estava
integra, o que parece ser importante para o efeito do polissacarideo complexado. Outro ponto
importante € que no ensaio da NADH oxidase, ndo ha interferéncia do transportador dos
substratos e de suas desidrogenases. Assim ¢ possivel sugerir que XGC:VO comprometa a
fosforilagdo oxidativa por reduzir a entrada do glutamato/malato e/ou sua desidrogenag@o.
Ensaios especificos devem ser feitos para esclarecer estas possibilidades, como por exemplo,
a atividade da glutamato desidrogenase.

No caso da XGC nativa o efeito é diferente do observado para o polissacarideo
complexado. XGC ndo afeta nenhum parametro (estado 3, estado 4, CCR e razdo ADP/O) da
respiragdo quando os substratos que geram NADH para o Complexo I (glutamato/malato) sdo
utilizados (FIGURAS 5; 6; 7 e 8 respectivamente). Porém, em mitocondrias desacopladas

com FCCP o polissacarideo promove uma significativa inibi¢do (FIGURA 9). Por sua vez,
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em mitocondrias oxidando o succinato, XCG promoveu o aumento da velocidade respiratoria
do estado 4 somente na concentracdo intermediaria de 10ug/mL, resultado semelhante ao
observado em células B16F10 por Farias (2012). O estimulo foi ainda maior para atividade da
succinato oxidase, quando a barreira da membrana mitocondrial interna foi minimizada, uma
vez que o ensaio € realizado com mitocondrias rompidas. Neste caso, os resultados sugerem
que existe um efeito estimulador do transporte de elétrons para este substrato que se acentua
quando a membrana estd rompida. Por outro lado, o efeito inibitorio para a oxidagdo a partir
do complexo I s6 € observado quando ndo ha interferéncia do gradiente eletroquimico de
protons (mitocondrias desacopladas — FIGURA 9). Para esclarecer estes resultados, ensaios
com mitocondrias desacopladas, oxidando succinato, devem ser feitos para verificar se o
estimulo do transporte de elétrons se mantém quando a membrana mitocondrial estd integra.
Ainda, a falta de estimulo e até mesmo a inibi¢do do complexo Il na maior concentragdo
(FIGURA 12) de XGC n@o ¢ compativel com os demais resultados. Neste caso, a metodologia
utilizada provavelmente ndo ¢ capaz de refletir o verdadeiro efeito do polissacarideo. Neste
ensaio, os elétrons provenientes da oxidacdo do succinato sdo transferidos do complexo 11
para os aceptores artificiais de elétrons (PMS e DCPIP). Pelos resultados parece que o
estimulo s6 é observado quando os elétrons seguem seu curso na cadeia respiratdria,
indicando que a XGC interfere no transporte de elétrons do complexo II para a ubiquinona.

Ensaios especificos para este fim devem ser realizados para esclarecer esta hipotese.
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52 EFEITOS DA XGC E XGC:VO EM CELULAS HEPG2
5.2.1 Viabilidade Celular

Os resultados da wviabilidade celular pelo método do MTT estdo apresentados na
FIGURA 13, onde se observa que a XGC nativa aparentemente aumenta a viabilidade das
células HepG2 em 27, 22 e 43%, quando nas concentragdes de 25, 100 e 200 pg/mL
respectivamente, no tempo de 24 h de tratamento. Quando as células foram tratadas com
XGC:VO, nas mesmas condi¢des, os resultados foram distintos de acordo com a
concentragdo. Na menor concentragdo (25 pg/mL), o complexo diminuiu em 20% a
viabilidade, enquanto que, na concentra¢do de (100 pg/mL), o mesmo composto aumentou a
viabilidade em 68%. Chama a aten¢do o fato de que um composto seja capaz de aumentar a
viabilidade celular, sendo que a interpretacdo deste resultado exige cautela. Este aparente
aumento da viabilidade celular, avaliada pelo método de MTT, por polissacarideos ja foi
descrita em estudos anteriores. Rosario (2010) avaliou a viabilidade de macrofagos
peritoneais quando incubados com xiloglucana de 7. indica na concentragdo de 100 pg/mL e
observou que em 48 h de tratamento, esse polimero induziu um aumento de aproximadamente
20% na viabilidade dessas células. Amorim (2012) observou para uma pectina isolada da
casca do cacau (Theobroma cacao L.) aumentou de 20 a 30 % a viabilidade de macréfagos
nas concentragdes de 200 e 400 ug/mL, respectivamente, em 48 horas de incubac¢do. Abreu
(2015), ao avaliar a ag@o de galactana isolada dos frutos de Sicana odorifera sobre
macrofagos, observou, pelo método de MTT, que o polimero em 24 h de incubagdo com 100
ng/mL da B-D-galactana diminuiu a viabilidade dos macrofagos em cerca de 20%. Ao
contrario, em 48 h houve aumento na viabilidade de 25% e 32% nas concentra¢des de 50
ug/mL e 100 ug/mL, respectivamente. Nesses estudos, os autores justificaram que o estimulo
na viabilidade de macréfagos poderia ser explicado pela utilizagdo do método de MTT, ja que
macrofagos ativados tém seu metabolismo alterado, quando comparados com macrofagos
residentes.

Avaliar o aumento da atividade metabdlica ¢ um parametro utilizado para verificar a
ativacdo de macrofagos (XIONG er al, 2011). Vale ressaltar que os estudos com
polissacarideos em macrofagos, citados acima (ROSARIO, 2012; AMORIM, 2012 ¢ ABREU,
2015) mostraram que estes biopolimeros ativaram estas células para a producdo de diferentes
mediadores como 6xido nitrico, anion superoxido, interleucinas pro- e anti-inflamatorias,

além alterar sua morfologia de residentes para caracteristicamente ativados.



FIGURA 14 - EFEITO DE XGC ¢ XGC:VO SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS HepG2.
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FONTE: O autor (2016).

NOTA: A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do MTT, apés o tratamento com XGC ou XGC:VO nas
concentragdes de 25; 100 e 200 ug/mL no tempo de 24 (A) ou horas e 48 horas (B). Os resultados estéo
expressos como média £ desvio padréo de 3 experimentos independentes realizados em sextuplicata. O grupo
controle, considerado como 100% de viabilidade corresponde a 0,375 £ 0,06 para 24 horas ¢ 0,402 = 0,11 para
48 horas e representa o grupo tratado apenas com o meio.

*Valores estatisticamente diferentes do controle *(p <0,05); **(p<0,01) ***(p<0,001) ****(p < 0,0001).

Quanto a atividade do vanadio, Hosseini e colaboradores (2013), utilizando o método de
MTT para avaliar a agdo do metavanadato sobre a atividade da succinato desidrogenase de
mitocondrias isoladas de figado de rato, observaram que o metal, nas concentragdes de 50;
100 e 200 uM, diminuiu a atividade desta enzima em até 55%. Os autores propuseram que o
vanadio, nesse estado de oxidagdo, atuaria inibindo o segmento succinato
desidrogenase/citocromo b/ubiquinona e também ocasionaria a transferéncia reversa de
elétrons do complexo II para o complexo 1. Estes efeitos ainda justificariam a maior producgio
de H,O, que, por sua vez, poderia levar a abertura do poro de transicdo de permeabilidade

mitocondrial e ativagdo de caspases, eventos relacionados com a morte celular por apoptose.
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Outro ponto a considerar s@o os relatos da literatura de efeitos antagonicos de vanadio e
seus compostos, como observado no presente estudo. Zhao e colaboradores (2010), em
mitocondrias de figado, avaliaram a atividade de diferentes compostos de vanadio sobre o
complexo II, também pela redu¢do do MTT. Os resultados encontrados mostraram que alguns
compostos de vanadio inibiram a atividade do complexo, enquanto outros estimulavam, além
disso, curiosamente os compostos que inibiam a complexo Il também induziam o inchamento
mitocondrial, colapsavam o potencial de membrana e causavam a liberagdo do citocromo c,
porém, os compostos que estimulavam este complexo inibiam o inchamento mitocondrial,
mas ndo afetavam o potencial de membrana e a liberagdo do citocromo c¢. Os autores
explicaram que tais eventos antagonicos promovidos por compostos de vanadio seriam
resultantes das diferencas entre os ligantes complexados ao metal, e também aos diferentes
estados de oxidagdo que esses compostos adquirem ao serem degradados. Como conclusio,
sugerem que diferentes compostos de vanadio podem atuar de forma distinta em mitocondrias
isoladas.

Os resultados do presente estudo também confirmam uma inibigdo pela XCG:VO,
quando a atividade do complexo II ¢ avaliada separadamente (FIGURA 12). Porém, esta
inibi¢do também foi observada para a xiloglucana ndo complexada (FIGURA 12), na mesma
concentracdo de 25 ug/mL, sugerindo que o polissacarideo e ndo somente o complexo com
vanadio € responsavel por este efeito. Por outro lado, quando se trata da avaliagdo da
respiragdo em células B16F10 por Farias, 2012, e em mitocondrias isoladas e intactas, no
presente estudo, XGC promove um estimulo, enquanto que o principal efeito de XGC:VO ¢
de inibi¢do (FIGURA 5). Assim, o polissacarideo complexado com o vanadio parece
promover efeitos mais significativos quando em sistemas mais complexos, como organelas e
células.

Interessantemente, apds 48 h de tratamento tanto XGC como XGC-VO n@o alteraram a
viabilidade das células s HepG2, sugerindo uma possivel adaptacdo destas células a presenga
do polissacarideo e seu complexo com o metal (FIGURA 13). Esta suposta adaptagdo também
poderia mascarar uma sobreposi¢do de efeitos, de estimulo do metabolismo nas primeiras 24
h, seguido de uma inibi¢do em 48 h. Assim, o resultado final seria uma aparente auséncia de

efeito.
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5.2.2 Proliferagdo celular

A capacidade que as células tumorais tém de se expandir em numero pode ser
determinada pela taxa de proliferacdo celular. Ensaios que determinam os efeitos de
compostos sobre este parametro sdo Uteis para identificar potenciais agentes antitumorais. Na
FIGURA 14 ¢ TABELA 1 estdo apresentados os efeitos da XGC e XGC:VO sobre a
proliferagdo das células HepG2. Observa-se que XGC e XGC:VO, no tempo de 24 horas de
tratamento (FIGURA 14-A), na menor concentragdo (100 pg/mL), ndo causaram efeitos sobre
a proliferacdo. Porém, quando essa concentracdo foi duplicada (200 pg/mL), ambas as
preparacdes inibiram a proliferagdo. XGC, na mesma concentragdo, causou uma inibigéo de ~
40%, sendo que complexo com vanadio apresentou efeito mais pronunciado, diminuindo a
proliferagdo celular em ~60%. Curiosamente, apos 48 horas de tratamento (FIGURA 14- B),
o efeito inibitério ndo foi mais observado, ao contrario, tanto XGC como XGC:VO
promoveram um aumento na proliferagdo celular nas concentragdes de 100 e 200 pg/mL.
XGC e XGC:VO estimularam a proliferacio em ~25% e ~30% nas concentragdes de 100
ug/mL e 200 pg/mL, respectivamente. Contudo, os efeitos semelhantes provocados pelos
compostos sobre as células no tempo de 48 h de tratamento, se desassociam parcialmente
quando as células HepG2 foram tratadas por 72 h (FIGURA 14- C). Nesse tempo observa-se
que na concentragdo de 100 pg/mL ambos os polimeros ndo tem efeito na proliferagdo
celular, porém, na concentragdo de 200 pg/mL, enquanto XGC continua estimulando a
proliferagdo em ~33%, XGC:VO reduz a proliferagdo das células HepG2 em ~85%.

Com o objetivo de avaliar se as células HepG2 poderiam retomar seu perfil de
proliferagdo se o tratamento com os polissacarideos fosse interrompido, foram realizados
ensaios especificos para este fim. Nestes experimentos, as células foram tratadas por 48 h com
XGC ou XGC:VO nas concentragdes de 100 pg/mL e 200 ug/mL e apos este tempo o meio
de cultivo foi substituido por outro sem os polimeros. As células foram mantidas em
condi¢des de cultivo por mais 24 h e foram repetidos os ensaios de proliferacdo. Os resultados
estdo representados na FIGURA 14- D.

Interessantemente, mesmo apds a retirada do tratamento, o aumento da proliferacio
celular promovido pela XGC (200 pg/mL), persiste, sendo o estimulo de ~51%. XGC:VO
ainda promove efeitos sobre as células HepG2, mas ao invés de aumento observado para 48
horas de tratamento, passa a reduzir a proliferacdo em ~35% e ~77% nas concentra¢des de
100 pg/mL e 200 pg/mL, respectivamente. Estes resultados, como os obtidos em

mitocondrias, sdo de dificil interpretacdo e sugerem que os efeitos de XCG dependem do
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tempo de tratamento e se modificam quando o polissacarideo estd complexado com o vanadio
(XGC:VO).

Farias, 2012, observou que o tratamento por 24 h com XGC reduziu em ~20%, 37% e
46% a proliferacdo de células B16F10, quando tratadas com 2,5; 10 e 25 pg/mL de XGC,
respectivamente. fica evidente que no presente estudo, com células HepG2, concentragdes
aproximadamente 20 vezes maiores foram necessarias para causar efeitos semelhantes aos
encontrados por Farias, 2012, em células B16F 10, sugerindo que de alguma forma as células
B16F10 s3o mais sensiveis a agdo da XGC ou que as HepG2 sdo mais resistentes a esse
composto.

Também no estudo de Farias, 2012, no tempo de 48 horas de tratamento com XGC, a
reducdo da proliferacdo das células B16F10 foi mais acentuada alcangando ~48%, ~52% e
~51%, para as mesmas concentragdes (2,5; 10 e 25 pg/mL de XGC, respectivamente). Ao
contrario, no presente estudo XGC em 48 horas, estimulou a proliferacdo celular (FIGURA
14- B), tanto na menor concentragdo (100 ug/mL) em ~21%, que ndo havia apresentado efeito
em 24 horas, como na maior concentragdo (200 pg/mL) em ~29%, que anteriormente inibia a
proliferagdo em ~40%. Esses resultados sugerem que as células HepG2 responderam a
inibi¢do de 24 h com um estimulo de proliferacdo em 48 h, novamente sugerindo uma
possivel adaptacdo destas células a presenga do polissacarideo, como visto nos resultados de

viabilidade celular em 48 horas (FIGURA 13 -B).
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FIGURA 15 - EFEITO DE XGC E XGC:VO SOBRE A PROLIFERACAO DE CELULAS HEPG2.
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FONTE: O autor (2016).

NOTA: A proliferaco celular foi avaliada pelo ensaio de cristal violeta, apds o tratamento com XGC ou
XGC:VO nas concentragdes de 100 e 200 pg/ml., como descrito em Materiais ¢ Métodos, item 4.4.3. Os
resultados estdo expressos como média + desvio padrio de 3 experimentos independentes realizados em
sextuplicata. (A) 100% (auséncia de tratamento) corresponde a 0,349 £ 0,05 (B)100% (auséncia de tratamento)
corresponde a 0,364 + 0,09 (C) 100% (auséncia de tratamento) corresponde a 0,341 £+ 0,05 (D) 100% (auséncia
de tratamento) corresponde a 0,348 + 0,02.

Valores estatisticamente diferentes do controle*(p < 0,05); **(p<0,01) ***(p<0,001) ****(p <0,0001).
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Esse comportamento indutor e inibidor dos polissacarideos sobre a proliferacdo de
células tumorais também foi descrito em outros estudos. Silveira, 2010, ao avaliar a ac¢do de
xiloglucanas de reserva extraidas de sementes de Hymenaea courbaril (Jatoba) observou que
esse polissacarideo promoveu um aumento na proliferacdo das células HelLa de maneira dose-
dependente, onde observou-se uma variagdo de ~65% a 156% em relag@o ao controle em um
tempo de 24 h de tratamento. Em 48 h de tratamento, observou-se um aumento na
proliferacdo de ~19% a 38% em relagdo ao controle. A autora avaliou a atividade do
polissacarideo do exsudato do fruto de Chorisia speciosa (Paineira) sobre as mesmas células e
observou efeitos opostos sobre a proliferagdo, sendo estes efeitos dependentes da
concentragdo e do tempo de incubagdo. Na maior concentragdo (200 pug/ml) ocorreu um

aumento na proliferacdo em relagdo ao controle (24 h) em ~83%. Ja para o tratamento de 48
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h, nessa mesma concentragdo, o polissacarideo promoveu uma inibi¢do da proliferagdo de
27%.

Nie et al.,, 2013, avaliaram os efeitos de xiloglucanas de Tamarindus indica sobre
queratinocitos normais de pele humana (NHEK), queratinocitos de pele humana imortalizados
(HaCaT) e fibroblastos. Observaram que esses polimeros eram internalizados pelos
endossomos destas células e ndio s6 induziam a proliferagdo, mas também a migragdo, a
progressdo do ciclo celular e ativagdo de enzimas intracelulares por regularem a expressdo de
genes referentes a proteinas de membrana, citoesqueleto, sinalizagdo de citoquinas e matriz
extracelular (ECM), bem como a processos de metabolismo e transcri¢do. Esses autores
afirmaram que a capacidade dessa xiloglucana em estimular a proliferacdo celular ¢ uma
propriedade muito importante para aplicagdo na induastria farmacéutica, uma vez que sao
consideradas 6timos veiculos para medicamentos utilizados para regeneracdo celular. Assim,
esses polimeros sdo promissores no desenvolvimento de agentes cicatrizantes por melhoraram
processos de reepitelizacdo e remodelagdo. No entanto, os autores destacaram que esses
efeitos podem n@o ser interessantes para tratamento de outras doengas, como o cancer, e que
esses polimeros ndo devem ser vistos como veiculos inertes.

Outros estudos citam xiloglucanas como biomaterial interessante para o
desenvolvimento de matriz extracelular sintética pela engenharia de tecido (DENG ez al,
2014). Seo et al. (2005) relataram a XGC, como um novo material de ECM sintética, que
aumenta a aderéncia de células hepaticas devido ao reconhecimento das porgdes de galactose
por receptores de asialoglicoproteina presentes nessas células. Além disso, esse polimero
aumenta as fungdes especificas de hepatdceitos, como a desintoxicagao.

Considerando nossos resultados e os achados na literatura, possivelmente a XGC em
células HepG2 parece induzir genes que regulam a proliferacdo celular, mas esta hipotese
deve ser comprovada. Quanto aos efeitos de XGC:VO sobre a proliferacdo de células HepG2,
foi observado que nas primeiras 24 h, o efeito de inibigdo na maior concentragdo do complexo
parece ser decorrente da presenca da XGC, porém, o metal aparentemente potencializa esse
efeito (FIGURA 14- AC). Wang (2010) demonstrou que os compostos de vanadio,
independente do seu estado de oxidagdo, inibem significativamente a proliferacdo de células
de hepatoma HepG2, mas t€m apenas um efeito discreto sobre as células imortalizadas
hepaticas L02, o que indica a seletividade de compostos de vanadio para as células tumorais.

A presenca do metal vanadio parece mesmo potencializar a agdo de polissacarideos.
Nesse contexto, Noleto ef al. (2009), avaliando os efeitos do tratamento de duas preparagdes

de galactomananas (GALMAN A e B) extraidas das sementes de Mimosa scabrella
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(bracatinga) e complexadas ao oxovanadium sobre células Hela, observaram um
discreto aumento na proliferacdo de células tratadas com GALMAN A e um pequeno
decréscimo no tratamento com GALMAN B. Por outro lado, quando complexadas ao
oxovanadium, ambas inibiram a proliferag¢do celular em ~60%, demonstrando que a presenca

do metal ¢ crucial para o efeito tdxico observado.
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TABELA 1 - RESULTADOS DOS TESTES DE MTT E CRISTAL VIOLETA PARA XGC E

XCG:VO.
RESULTADOS (%)
CONCENTRACOES
TESTE TEMPO (horas)
(ng/mL)
XGC XGC:VO
25 +27% -20%
24 100 +22% +68%
+ o
MTT 200 43% ns
bl
(Viabilidade) )5 ns ns
48 100 ns ns
200 ns ns
100 ns ns
24
200 -40% -60%
100 +21% +27%
48
. ) 200 +30% +30%
Cristal Violeta ? ¢
(Proliferacdo) 100 ns ns
72
200 +33% -85%
100 ns -35%
RECUPERACAO
200 +51% -77%

FONTE: O autor (2016).

ns: nfo significativo.
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6 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que:

Em mitocondrias isoladas e intactas, XGC e XGC:VO afetam a respira¢do de forma
dependente do substrato oxidado (Complexo I - glutamato/malato ou do Complexo II
- succinato), da presenca do vanadio complexado ao polissacarideo e das

concentragdes;

A auséncia de efeitos de XGC e XGC:VO em mitocdndrias rompidas, quando o
NADH ¢ oxidado, sugere que a interagdo dos polimeros com as membranas
mitocondriais, seja responsavel, pelo menos em parte, por seus efeitos sobre a

bioenergética mitocondrial;

Os efeitos em mitocondrias isoladas se refletem aparentemente na a¢do de XGC e
XGC:VO em células HepG2, cuja viabilidade e proliferagdo exibem perfis de estimulo

e inibi¢cdo dependentes da presenca do metal e das concentrag¢des utilizadas.
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