UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA

RENAN HENRIQUE DE MELO

AVALIACAO DOS EFEITOS BIOLOGICOS DA FRACAO POLISSACARIDICA
SK5 ISOLADA DO FUNGO Ganoderma australe EM MACROFAGOS DE
CAMUNDONGO SWISS

CASCAVEL

2014



RENAN HENRIQUE DE MELO

AVALIACAO DOS EFEITOS BIOLOGICOS DA FRACAO POLISSACARIDICA
SK5 ISOLADA DO FUNGO Ganoderma australe EM MACROFAGOS DE
CAMUNDONGO SWISS

Dissertacdo apresentada ao Curso de Pés-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,
como requisito parcial para a obtencdo do
grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas,
da Universidade Estadual do Oeste do

Parana.

Orientador: Prof. Dr. José Luis da C. Silva.

CASCAVEL

2014



Dados Intemacionais de Catalogacio-na-Publicacio (CIP)

M4&6a

Melo, Renan Henrigue de

“Avaliacio dos efeitos bioldgicos da fracdo polissacaridica SK5 isolada do
fungo Ganodenma australe em macrafagos de camundongo swiss” /Renan
Henrique de Melo — Cascavel, 2014.

63 p.

Orientador: Prof. Dr. José Luis da Conceicéo Silva

Dissertacdo (Mestrado ) — Universidade Estadual do Oeste do Parana,
Campus de Cascavel, 2014

Programa de Pds-Graduacio Stricto Sensu em Ciéncias Farmacéuticas

1. Bioquimica aplicada. 2. Polissacarideo. 3. Interleucina. 4. Fagocitose. |.
Universidade Estadual do Oeste do Parana. Il. Titulo.

CDD21.ed.572

Ficha catalografica elaborada por Helena Soterio Bejio — CRB 92/965




FOLHA DE APROVACAO

DISSERTACAO DEFENDIDA E APROVADA EM 09 DE DEZEMBRO DE 2014.

443»9[ 3% Aﬁ—' C()/r\cm}r;{) S‘Qu\’z_a

4 PROF. DR. JOSE LUIS DA CONCEICAO SILVA
PCF-UNIOESTE (ORIENTADOR)

7

:

y A g p
AL, ,/m/\ﬂ/:/ / / o L

PROF. DR. ALEXANDRE MALLER '
TITULAR INTERNO (UNIOESTE)

PROFA. DRA. ANA CLAUDIA PAIVA ALEGRE MALLER.
TITULAR EXTERNO (POS-DOUTORANDA, PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM BIOCIENCIAS E SAUDE, UNIOESTE)

i _ b/a"

_~ PROF.DR. EDUARDO BORGES DE MELO
COORDENADOR — PCF-UNIOESTE



AGRADECIMENTOS

A Deus, pois todos os méritos se devem a Ele.

A minha esposa Franciele pelo amor, paciéncia e compreensdo nos momentos

dificeis.

A meus pais Paulo e Edineia, e irm4 Maiara pela criagdo, sustento e apoio em

todas as etapas da minha vida.
Ao orientador José Luis pelo suporte sempre presente quando necessario.

Ao Alex Amaral pelo treinamento e grande inteligéncia que tornaram possivel
esta linha de pesquisa na Unioeste.

A professora Clarice Osaku pelo interesse e grande experiéncia disponibilizados
com satisfagdo e apreco.

Aos professores e doutorandos Rafael Menoli, Claudia Macedo e Erica Osaku

pela companhia, dedicacdo e auxilio durante os experimentos.
Ao Arquimedes Paixao pelas analises realizadas.

A equipe do laboratério de Biologia Molecular da Unioeste pelo

companheirismo e convivio harmonioso e pelas comemoragc6es nos aniversarios.

A todos os integrantes do Programa de Pds-Graduacio em Ciéncias

Farmacéuticas e aos discentes da primeira turma pelos créditos conquistados.

A CAPES pelo suporte financeiro.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABTS 2,2'-Azinobis [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]-diammoniumsalt
CH20 Formaldeido

CH3sCOOH Acido acético

CH3OH Metanol

CO2 Dioxido de carbono

CR3 Receptor de complemento 3

DMSO Dimetilsulfoxido

CeHsOH Fenol

CsH3N307 Acido picrico

CeH1206 Glicose

ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
ERK Quinase regulada por sinal
Fos extracelular Fator de transcrigdo Fos
HEPES acido 4-(2-HidroxikEtil)-1-PiperazinEtanolSulfénico
HRP Horseradish peroxidase

H2S04 Acido sulfarico

H20: Perdxido de hidrogénio

H3POy4 Acido fosforico

IFN-y Interferon-gama

IxB Inibidor de NF-xB

IKK Inibidor de Kb quinase

IL-1 Interleucina-um

IL-1P Interleucina-um beta

IL-4 Interleucina-quatro

IL-6 Interleucina-seis

IL-8 Interleucina-oito

IL-10 Interleucina-dez

IL-12 Interleucina-doze

IL-13 Interleucina-treze

IL-17 Interleucina-dezessete

IRAK Receptor de IL-1 associado a quinase

Vi



JNK

Jun

KCI
KH2PO4
KOH
LPS
MAPK
MR
MTT
MyD88
NaCl
NADH
NADPH
NaHCOs3
NaNO:
Na;HPO4
NBT
NF-kB
NO

NO>
NOS

O

PBS
PI3K
PKC
PLC
PMA
PMS
ROS
RPMI 1640

SBF
SK5

Jun N-terminal quinase

Proteina codificada pelo gene JUN
Cloreto de potéssio

Fosfato de potassio monobasico
Hidroxido de potassio
Lipopolissacarideo

Proteina quinase ativada por mitégenos
Mannose receptor

Brometo de (3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio
Fator de diferenciacdo mieldide 88
Cloreto de sddio

Nicotinamida adenina dinucleotideo
Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
Bicarbonato de sodio

Nitrito de sddio

Fosfato de sodio dibasico

Nitroblue tetrazdlio

Fator nuclear kappa B

Oxido nitrico

Nitrito

Oxido nitrico sintase

Anion superoxido

Phosphate buffered saline
Fosfoinositideo 3 quinase

Proteina quinase C

Fosfolipase C

Acetato de forbolmiristato
Metassulfato de fenazina

Reactive oxygen species

Meio para cultivo celular desenvolvido pelo Instituto Memorial Parque

Roswell
Fetal bovine serum

Sobrenadante gelo-degelo da extracdo alcalina 5%

vii



SR
STAT
TGF-B1
TLR
TNF
TNF-a
TRAF6
TRIF

Scavenger receptor

Transdutores e ativadores da transcri¢do de sinal
Fator de crescimento transformante-beta um
Receptores do tipo Toll

Fator de necrose tumoral

Fator de necrose tumoral-alfa

Fator associado ao receptor de TNF 6

TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-3

viii



RESUMO

AVALIACAO DOS EFEITOS BIOLOGICOS DA FRACAO POLI,SSACARI'DICA SK5
ISOLADA DO FUNGO Ganoderma australe EM MACROFAGOS DE
CAMUNDONGO SWISS

Ganoderma australe € uma das espécies de basidiomicetos responsaveis pelo processo
de deslignificagdo da matéria organica, conhecido por causar a “podriddo branca” em
algumas espécies de arvores. Estudos citoquimicos demostraram que a parede celular
dos fungos possui polissacarideos do tipo g (1—3)-glucanas, B (1—6)-glucanas e outros
polissacarideos complexos. Atualmente, tem-se destacado que as B-glucanas sd@o 0s
polissacarideos que produzem efeitos mais intensos como moduladores das funcdes
biologicas. Em estudos anteriores desenvolvidos em nosso laboratério, o fungo G.
australe foi estudado quanto a composicao polissacaridica da parede celular. A fracdo
polissacaridica SK5 foi obtida apos gelo-degelo da extracdo aquosa com KOH 5%. A
composicdo monossacaridica da fracdo SK5 revelada por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS) mostrou que glicose é predominante
(81,3%), com a presenca de outros agtcares (manose, arabinose, xilose, ramnose, fucose
e galactose) em concentracdo inferior a cerca de 3% cada um. A ressonancia magnética
nuclear desta fracdo comprovou ser uma B-glucana, com ligacdes glicosidicas do tipo B-
1—3 e provavelmente substituidas em 4-O. Neste trabalho, o efeito bioldgico da fracdo
polissacaridica SK5 extraida do fungo G. australe foi avaliado in vitro em cultura de
células de macrofagos peritoneais isoladas de camundongos Swiss. Foi analisado o
efeito bioldgico quanto a toxicidade e ativacdo celular, a producdo de 6xido nitrico,
citocinas (TNF-a, IL-6), anion superéxido (producdo e capacidade sequestradora) e a
capacidade de estimular a atividade fagocitica. A viabilidade celular foi
significativamente afetada, com cerca de 29% de reducdo com 1,0 ug/mL e 35,5% de
reducdo com 2,5 pug/mL de SK5. Néo houve alteracdo na producdo de oxido nitrico,
TNF-a ou de anion superdéxido nas concentragdes entre 0,1 pug/mL e 1,0 ug/mL. A
capacidade sequestradora de anion superoxido também ndo foi constatada. Houve
aumento na producdo de IL-6 em cerca de 111% com 1,0 ug/mL. Em relacdo a
atividade fagocitica houve aumento em todas as concentracdes analisadas, chegando a
52,3% com 0,25 pg/mL do polissacarideo. Os resultados obtidos indicam que a
(1—>3)-glucana isolada de Ganoderma australe pode ser classificada como

modificadora de resposta biologica (MRB).

Palavras chave: polissacarideo, interleucina, fagocitose.
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ABSTRACT
EVALUATION OF BIOLOGICAL EFFECTS OF SK5 FRACTION
POLYSACCHARIDE ISOLATED FUNGUS Ganoderma australe IN MOUSE SWISS
MACROPHAGES

Ganoderma australe is a Basidiomycete species responsible for the delignification
process of the organic matter known to cause "white rot" in certain species of trees.
Cytochemical studies have shown that the cell wall of fungi polysaccharides has (1—3)-
B-glucans, (1—6)-p-glucans type and other complex polysaccharides. Currently, it has
been highlighted that the B-glucans are polysaccharides that produce higher effects as
modulators of biological functions. In previous studies, the fungus G. australe has been
studied regarding the composition of the cell wall polysaccharide. SK5 polysaccharide
fraction was obtained after freeze-thawing of the aqueous extraction with KOH 5%.
Monosaccharide composition of SK5 fraction revealed by Gas chromatography—mass
spectrometry (GC-MS) showed glucose is predominant (81.3%), with presence of other
sugars (mannose, arabinose, xylose, rhamnose, fucose and galactose) at concentration of
less than about 3% each. The nuclear magnetic resonance of this fraction proved to be a
B-glucan with glycosidic links (1—3)-f type and probably replaced in 4-O. In this
study, the biological effect of SK5 polysaccharide fraction extracted from the fungus G.
australe has been evaluated in vitro cell culture of peritoneal macrophages isolated from
Swiss mice. The biological effect was assessed for toxicity and cell activation, nitric
oxide, cytokines (TNF-a, IL-6), superoxide anion (production and scavenging capacity)
and the ability to stimulate phagocytic activity. Cell viability was affected, with
approximately 29% reduction with 1.0 mg / mL and 35.5% reduction with 2.5 pg/ml
SK5. There was no change in nitric oxide production, TNF-a or superoxide anion
concentrations between 0.1 pg/mL and 1.0 pg/mL. The scavenging ability of superoxide
anion was also not detected. There was an increase in IL-6 by about 111% with 1.0
pg/mL. In regarding to phagocyte activity was increased in all concentrations examined
obtaining 52.3% with 0.25 pg/mL of polysaccharide. The results indicate that (1—3)--
glucan isolated from G.australe can be classified as biological response modifier
(BRM).

Keywords: polysaccharide, interleukin, phagocytosis.
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1. INTRODUCAO
Ganoderma australe

Os fungos pertencentes ao filo Basidiomicota sdo conhecidos como
basidiomicetos, cogumelos, orelhas de pau, bolores, bufa de lobo, trufas ou mofos.
Dentre os mais conhecidos mundialmente estdo Agaricus blazei, o chamado cogumelo
do sol, Pleurotus spp, Ganoderma spp. e Lentinus edodes, o shiitake. Esta classe de
fungos chega proximo de 15.000 espécies. (PUTZKE & PUTZKE, 1998).

Ganoderma australe € uma das espécies de basidiomicetos responsaveis
pelo processo de deslignificacdo, e pode ser encontrado em florestas na América do Sul
(ELISSETCHE et al, 2007). Conhecido por causar a “podriddo branca” em algumas
espécies de arvores, G. australe é considerado um “fungo parasita” nas fases iniciais de
colonizacgdo, mas torna-se saprofita apés a morte da planta. Seus corpos de frutificacdo
surgem principalmente na parte inferior do tronco, préximo a base, e podem medir de 5
a 25 cm de espessura, tendo uma coloracdo de marrom escuro a cinza na parte superior
(O'REILLY, 2011).

Figura 1. Ganoderma australe.
Fonte: <http://toowoombaplants2008.blogspot.com.br/2010/06/woody-bracketfungus. html>, acesso em
19 agosto 2014.

A parede celular desse tipo de fungo é uma estrutura rigida que protege a
célula quanto a choques osmaticos. E composta, de modo geral, por polissacarideos
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(glucanas, mananas e, em menor quantidade, por quitina), proteinas e lipidios (OOl &
L1U, 2000).
B (1>3) glucanas e aco bioldgica

Os polissacarideos sdo polimeros de carboidratos que naturalmente estdo
presentes na natureza (bactérias, fungos, animais ou plantas), e sdo as macromoléculas
mais abundantes em alguns materiais bioldgicos. Os mais conhecidos sdo celulose,
amido e seus derivados, quitina e gomas que desempenham papéis importantes na
estrutura, obtencdo e armazenamento de energia, adesdo e protecdo. Essas
caracteristicas devem-se a estrutura quimica que permite grande variabilidade molecular
(OO0l & LIU, 2000). Na natureza também séo encontrados polissacarideos complexos,
como as glucanas e as mananas que estdo combinadas com proteinas, formando
glicoproteinas, manoproteinas e glicomanoproteinas (TRABULSI & ALTERTHUM,
2005).

Estudos citoquimicos demonstraram que cada camada da parede celular
dos fungos possui um polissacarideo dominante: as camadas mais internas (8% a 5%)
contétm B (1—3) glucanas e mananas, enquanto as camadas mais externas sdo
constituidas de mananas e B (1—6) glucanas (TRABULSI & ALTERTHUM, 2005).
Polissacarideos extraidos de fungos podem apresentar diversas a¢fes biologicas, dentre
elas efeito imunoestimulante, anticarcinogénico, antiparasitério, antifngico, antiviral e
bactericida (AKRAMIENE et al, 2007; LEUNG et al, 2006).

Os polissacarideos mais estudados quanto aos efeitos como moduladores
das funcdes bioldgicas sdo as B-glucanas, porém, outros polissacarideos como a-
glucanas, mananas, galactomananas, arabinogalactanas e xiloglucanas também tém se
demonstrado como moduladores de fun¢des bioldgicas (LEUNG et al, 2006). O
isolamento e a purificacdo de uma fracdo polissacaridica podem ser realizados por meio
de precipitacdo alcodlica, dialises e liofilizacdo, seguidas por uma série de tratamentos
quimicos que envolvem a precipitacdo, ressuspensdo, e cromatografia (SUN et al,
2013).

As B (1—3) glucanas sdo formadas por uma cadeia principal de unidades
de glucopiranosil e podem ter ramificacGes de moléculas simples da mesma subunidade
(ou moléculas diferentes) com ligagdo do tipo 1—6 ou 1—4 (BOHN & BeMILLER,

1995), conforme mostra a Figura 2:
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Figura 2. Esquema estrutural das p (1—3) glucanas.
Fonte:< http://immunomedic.com/what-is-beta-1316-d-glucan-beta-glucan> acesso em 25 agosto 2014.

John Bohn e James BeMiller (1995), demonstraram que a ativacdo de
macrofagos por B (1—3) glucanas ocorre devido a conformacéo helicoidal da molécula
e da presenca de grupamentos hidrofilicos nas ramificacdes que acabam interagindo
com os receptores dos macréfagos (possivelmente ocorra simultaneamente a ativacgao
dos linfocitos T helper, células Natural Killer e da via alternativa do complemento), e
ocasionando as acles antitumoral, antibacteriana, antiviral, anticoagulante e
cicatrizante. Akramiene e colaboradores (2007) sugerem que B-glucanas séo ativadoras
do sistema imunoldgico e possuem a¢do modificadora da resposta celular, modulando a
atividade de varios fatores como citocinas, quimiocinas, fatores de transcricdo e de
crescimento, e que as B-glucanas podem induzir a resposta celular provavelmente pela
interacdo com receptores de superficie, como receptor complemento 3 (CRS3;
CD11b/CD18), lactosil-ceramida, scavenger e dectina-1 (BGR), levando a uma
atividade imunoestimuladora e anticarcinogénica.

Desta forma, uma B (1—3) glucana pode ativar macréfagos pela
interacdo com um receptor (CR3, receptor de manose, scavenger, dectina-1 ou do tipo
Toll - TLR), mas, além disso, pode ser fagocitada e interagir com alvos internos que
também promovem ativacao celular. A imunomodulacdo de macréfagos ocasionada por
B-glucanas geralmente envolve a ativagdo do fator nuclear kappa B (NF-kB), sendo
assim, os receptores scavenger e CR3 gquando ativados podem sinalizar para a ativacao
da fosfolipase C, cujos produtos levam a ativacdo da proteina quinase C e da
fosfoinositideo 3 quinase que, por sua vez, ativam a proteina quinase ativada por
mitogenos (MAPK), a quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e o NF-kB. O
resultado acaba sendo a indugdo da transcricdo dos genes de ativagdo celular. Um
estimulo nos receptores de manose causa aumento da fagocitose, producdo de oxidantes,

endocitose e ativacdo do NF-«kB. Se a f-(1—3) glucana estimular os receptores TLR4
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(via utilizada pelo lipopolissacarideo presente em bactérias Gram negativas - LPS),
promovera a ativacao de receptores de IL-1 associados a quinase (IRAK) através da
proteina de diferenciagdo mieldide 88 (MyD88), com subsequente ativacdo do fator
associado ao receptor de TNF 6 (TRAF-6), das proteinas quinases ativadas por
mitogenos (p38 e Jun N-terminal quinase-JNK) e do NF-kB. A inducdo destas vias de
transcricdo ativa a producéo de citocinas inflamatorias e da enzima 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS), responsavel pela producéo de 6xido nitrico (NO) (SCHEPETKIN &
QUINN, 2006) (Figura 3).

polissacarideo- P olissacarideo nativo
complemento

Figura 3. Sinalizacdo de polissacarideos para ativacdo de macraéfagos.

Fonte: Extraida e adaptada (SCHEPETKIN & QUINN, 2006).

Nota: NF-xB: fator nuclear kappa B; IxB: inibidor de NF-xB; TLR: receptor tipo toll; CR3: receptor de
complemento 3; MR: receptor de manose; SR: receptor scavenger; PLC: fosfolipase C; PKC: proteina
quinase C; PI3K: fosfoinositideo 3 quinase; MAPK: proteina quinase ativada por mitdgenos; ERK:
quinase regulada por sinal extracelular; MyD88: proteina de diferenciacdo mieldide 88; TRAF6: fator
associado ao receptor de TNF 6; IKK: inibidor de Kb quinase; JNK: Jun N-terminal quinase; Jun:
proteina codificada pelo gene JUN; Fos: fator de transcricdo Fos; STAT: transdutores e ativadores da
transcrigdo de sinal; IRAK: receptor de IL-1 associado a quinase; TRIF: adaptador em resposta a ativacéo
de TLR.

A ativacdo classica (in vivo) é estimulada através de IFN-y (produzida
por linfocitos) e dos receptores tipo toll, e é caracterizada pela produgédo de citocinas e
mediadores pro-inflamatorios, além de aumento da expressdéo de moléculas
coestimulatorias. Diferentemente, a ativacdo alternativa tem como estimulo IL-4 ou IL-

13, alem de expressar receptores para manose e receptores a para IL-4 e podendo ter



uma resposta antiinflamatoria com producédo de IL-10 (MOSSER & EDWARDS,
2008).

Atualmente a relagdo entre estrutura e atividade de substancias bioativas,
tais como polissacarideos de diferentes fontes, é avaliada através de experimentos in
vitro em cultura de células de macrofagos (MELLINGER et al, 2005; LEUNG et al,
2006; AKRAMIENE et al, 2007; CHENG et al, 2008).

Macrofagos

Os macrofagos séo fagdcitos mononucleares (chamados de mondcitos no
sangue e macrofagos nos tecidos) responsaveis pela defesa imediata do organismo. As
principais funcbes destas células estdo relacionadas ao processo inflamatorio, ao
processamento e apresentacdo de antigenos, a co-ativacdo de linfocitos T e B, a
capacidade fagocitica, a angiogénese, ao processo de hematopoiese e de reparo tecidual,
além da atividade citotdxica contra células tumorais e microrganismos (COOK et al,
2001; GORDON & TAYLOR, 2005). Tais células reconhecem elementos estranhos por
meio de receptores de superficie que os levam a fagocitose, processo no qual a molécula
é internalizada numa vesicula membranosa (fagossoma) que se acidifica e recebe o
conteudo de lisossomos para destruir o patogeno (JANEWAY & MEDZHITOV, 2002;
ABBAS et al, 2012).

Macrofagos peritoneais de camundongos possuem receptores para f-
glucanas podendo, desta forma, reconhecer e fagocitar esses polimeros, o que pode
ocasionar a ativacdo dessas células que é caracterizada principalmente pela producéo de
interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-o (TNF-c), além de
6xido nitrico (NO), anion superdxido (O2™), perdxido de hidrogénio (H-02) e aumento
da atividade fagocitica (Figura 4) (GOLDMAN, 1988; ABEL & CZOP, 1992;
SAKURAI et al, 1992; ADACHI et al, 1993; OKASAKI et al, 1995; OKASAKI et al,
1996).
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Figura 4. Ativacao celular ocasionada por polissacarideos.

Fonte: Extraida e adaptada (SCHEPETKIN & QUINN, 2006).

Nota: MCP-1: proteina quimioatrativa de mondcitos; GM-CSF: Fator estimulante de coldnias de
granuldcitos e macrofagos; IFN: interferon.

Fagocitose

A internalizacdo de uma particula pode iniciar-se por varios receptores
que a reconhecem na forma livre ou opsonizada (aderida ao complemento ou a
anticorpos). A partir da ativacdo do receptor se inicia a cascata de sinalizacdo que
promove a fagocitose através do uso da actina e miosina, um processo tanto
biomolecular quanto biofisico, que resulta no engolfamento da particula em um
fagossomo. Este se funde a um lisossomo para formar um fagolisossomo com
capacidade oxidativa e proteolitica, além da aptiddo para outros processos
decompositores. Além do sequestro e degradacdo de particulas préprias como células
mortas e seus detritos, a fagocitose promove a eliminacdo de corpos estranhos. Tais
objetivos sdo conseguidos com uma combinacdo de sinais fisicos (tamanho, forma e
maleabilidade da particula) e bioldgicos (reconhecimento de padrdes moleculares
associados a patdgenos - PAMPs ou particulas opsonizadas). Sendo assim, sinais fisicos
e bioldgicos sdo muito significativos para a regulacdo da fagocitose em macrofagos
(PACHECO, 2013).

O receptor dectina-1 é conhecido como o responsavel pelo sinal para
fagocitose das B (1—3) glucanas e estd sob investigacdo o envolvimento do TLR4
(FUENTES & SIGOLA, 2011).



Com relacédo aos efeitos das B glucanas sobre a fagocitose existe muita
discussdo, uma vez que alguns autores obtém resposta inibitéria (GIAIMIS et al, 1993;
FUENTES et al, 2011) e outros, por sua vez, tém um resultado estimulatério (CHENG
et al, 2008).

Citocinas

As citocinas sdo sinalizadores celulares importantes produzidos pelos
macrofagos e por outras células do sistema imunoldgico. Atuam em etapas importantes
como migracdo (IL-8, TNF-a), inflamacdo (IL-1, IL-6, IL-12, IL-17, IFN-y, TNF- a),
diferenciacdo (IFN-y, IL-1pB) e ativacdo (IL-4, IL-13), além de ter acdo anti-inflamatdria
(IL-10, TGF- B1) (MCcLAREN et al, 2011; SANCHEZ-RAMON et al, 2011).

Os fatores de transcri¢do envolvidos na producdo de IL-6 (como NF-kB)
podem ser estimulados por TNF-a, IL-1, produtos bacterianos (como LPS), infeccdes
virais ou produtos de células necroticas. Receptores do tipo Toll (TLRs) sdo importantes
principalmente nos casos que ndo envolvem TNF-a ou IL-1, sendo que sua ativacdo é
um dos primeiros eventos para a producédo de IL-6 (NAUGLER & KARIN, 2008).

A citocina TNF-a pode ser produzida por macréfagos e por linfocitos T
ativados em resposta a agentes como microrganismos. A transcricdo génica é a etapa
mais importante no controle da producdo, sendo que o fator NF-kB é essencial
(YOUNG et al, 2001).

Oxido nitrico

O d&xido nitrico (NO) é produzido através da enzima 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS) por macrofagos e tem funcdo importante na defesa antimicrobiana,
inflamacdo e angiogénese, sendo estimulada por citocinas ou bactérias. Também €
produzido constitutivamente pela 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) (STUEHR,
1999). O NO estad também envolvido na acdo citotdxica dos macréfagos para certos
microrganismos e células tumorais devido a geracdo de espécies reativas de nitrogénio,
e por isso pode ser considerado ao mesmo tempo citotdxico, e citoprotetor (THOMAS
et al, 2008).

Os macrdéfagos, além de ser parte importante do sistema imunologico sao
a maior fonte de NO, e essa producdo ocorre em diferentes niveis e para diferentes
fungdes. A quantidade de NO produzido depende da maneira como a célula é

estimulada, por exemplo, em cultura, um estimulo com LPS gera até 30 vezes mais NO
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do que o estimulo com TNF-a ou IL-1B. Sendo assim, pela quantidade de NO produzido
pode-se inferir se uma molécula estimula essa producédo atraves da via das citocinas ou
pela via do LPS (receptores Toll-like 4) (THOMAS et al, 2008).

Burst respiratdrio
O burst respiratério € 0o mais potente mecanismo usado por fagocitos
como mondcitos, macréfagos e neutrdfilos para destruir “invasores”. Parte importante
deste mecanismo é a conversdao de oxigénio molecular em anion superéxido (O2%)
através da enzima NADPH oxidase (VESTVIK et al, 2013).
NADPH oxidase R R
NADPH +20, ——— NADP +H +20y
Vaérios estudos avaliam a acdo de diversos polissacarideos sobre células
do sistema imunoldgico (macréfagos) in vitro, através de cultivo celular com dosagem
de citocinas, 6xido nitrico e anion superoxido, além de avaliacdo da atividade fagocitica
(CHOI et al, 2005; MELLINGER et al, 2005; CHENG et al, 2008).



2. JUSTIFICATIVA

Diversos estudos apontam que polissacarideos podem exercer acgao
modulatéria sobre a resposta imunoldgica (AKRAMIENE et al, 2007; LEUNG et al,
2006). Os fungos do filo Basidiomicota sdo conhecidos produtores de polissacarideos
com atividade bioldgica e muitos estudos vém sendo realizados com estas biomoléculas
(LEUNG et al, 2006; SUN et al, 2013). Atualmente microrganismos vém adquirindo
diversas maneiras para resistir a antimicrobianos e, com base nesta afirmagéo, a
descoberta de farmacos que poderiam auxiliar as células de defesa do organismo no
combate aos agentes infecciosos seria um grande avango. Além disso, parte dos efeitos
antitumorais exercidos por polissacarideos sdo decorrentes de ativagdo do sistema
imunoldgico (COOK et al, 2001; GORDON & TAYLOR, 2005). Tudo isso vem a ser
um incentivo a busca por novas moléculas bioativas de diversas fontes que possam vir a
se tornar no futuro uma inovacdo em tratamentos de doencas infecciosas ou
cancerigenas. As B-glucanas sdo os principais moduladores da resposta bioldgica, desta
forma, sdo promissores os trabalhos com moléculas bioativas na busca por um potencial
modificador da resposta bioldgica (MRB), e justifica-se o estudo da B(1—3) glucana

isolada a partir do basideo de G. australe.



3. OBJETIVO
Este trabalho teve como objetivo geral avaliar os efeitos in vitro da
(1—3) glucana SK5 sobre macrdfagos peritoneais de camundongo quanto a toxicidade

celular e suas propriedades imunomoduladoras.

Objetivos especificos
a) Avaliar a viabilidade celular pelo teste do MTT nas células tratadas com diferentes

concentragdes de polissacarideo;

b) Avaliar os efeitos in vitro das diferentes concentragdes da p (1—3) glucana em
questdo sobre macrofagos quanto a capacidade de ativacdo destas células através da
analise morfolégica e da determinacdo da atividade fagocitica, determinacdo da
producdo das citocinas IL-6 e TNF-a e determinagdo da producdo de Oxido nitrico e

anion superoxido;

c) Avaliar os efeitos in vitro das diferentes concentracdes da p (1—3) glucana quanto a

capacidade sequestradora de anion superoxido.
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4. MATERIAL E METODOS
Estratégia experimental

Preparo da solucdo de
polissacarideo em diferentes
concentragoes

(0,1;0,25; 0,5; 1,0 e 2,5 pg/mL)

GC-MS para verificar
contaminacéo H
comLPS
Viabilidade celular em
- macrofagos peritoneais de
camundongos
Ativacdo celular Atividade fagocitica Produgaode NO, O,", IL-6 Sequestrode 0,

‘ (morfologica) e TNF-a

Figura 5. Estratégia experimental.

Material e reagentes

Reagentes adquiridos da Sigma-Aldrich™ Co (St Louis, MO, EUA):
bicarbonato de sodio, &acido 4-(2-HidroxiEtil)-1-PiperazinEtanolSulfonico (tampéo
HEPES), naftiletilenodiamino, sulfona p-aminobenzeno, nitrito de sodio, acetato de
forbolmiristato (PMA), metanol, nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH),
formaldeido, acido acético, acido picrico e metassulfato de fenazina (PMS).

Reagentes adquiridos da Synth™ (Diadema, SP, BRA): glicose, fenol,
cloreto de sddio, cloreto de potassio, fosfato de sddio dibasico e fosfato de potassio
monobasico.

Reagentes adquiridos da Amresco™ LLC (Solon, OH, EUA): Brometo
de 3-metil[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazdlio (MTT) e nitrobluetetrazdlio
(NBT).

Reagentes adquiridos da Pepro Tech™ (Ribeirdo Preto, SP, BRA): kits
de ELISA para quantificacdo das citocinas de camundongos (TNF-a e IL-6).

Outros reagentes de marcas diversas: soro fetal bovino (LGC
Biotecnologia™ — Cotia, SP, BRA), meio RPMI (Life Technologies-Gibco™ — Sao
Paulo, SP, BRA), 4cido sulfarico (Quimex S.A.™ — La Milla, SMP, PER), acido
fosforico (Farmanilquima™ — Curitiba, PR, BRA), dimetilsulféxido (DMSO)
(Proquimios™ — Rio de Janeiro, RJ, BRA), gentamicina (Teuto™ — Anépolis, GO,
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BRA), fermento biolégico (Fleischmann™ — Sorocaba, SP, BRA), corante Giemsa
(Laborclin™ — Pinhais, PR, BRA).

Materiais adquiridos de marcas diversas: seringas de plastico (10 mL)
esterilizadas (BD™ — BectonDikinson — S&o Paulo, SP, BRA), agulhas (0,70mm x
25mm) esterilizadas (Nipro™ - Sorocaba, SP, BRA), placas de culturas multipogos
esterilizadas (TPP™ — Techno Plastic Products — Zollstrasse, Trasadingen, SUI),
laminas para microscopia (Bioslide-Biosystems™ - Curitiba, PR, BRA), laminulas
circulares (Laborglas™ — Séo Paulo, SP, BRA).

O lipopolissacarideo (LPS) foi cedido pela Professora Doutora
Guilhermina Rodrigues Noleto do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular
da Universidade Federal do Parana (UFPR). O Entellan (Merck™ — S&o Paulo, SP,
BRA) foi adquirido no Laboratorio de Histologia da Unioeste.

Os demais reagentes utilizados foram preparacfes comerciais de pureza
analitica adequada. As solucbes dos reagentes foram preparadas com agua ultrapura em

sistema ultrapurificador Marte™ (Santa Rita do Sapucai, MG, BRA).

Material bioldgico
Camundongos Swiss do sexo masculino provenientes da Universidade
Estadual de Maringa com aproximadamente dois meses de idade foram mantidos no
Biotério Setorial do Prédio das Biomédicas, com foto-periodo de 12 horas claro/12
horas escuro. A alimentacgao consistiu em racdo comercial e &gua clorada ad libitum.
Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Pré-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduacdo da Unioeste (Anexo
1).

Polissacarideo
O basidiomiceto Ganoderma australe utilizado neste trabalho foi
coletado na unidade de conservacdo da Mata Atlantica, Reflgio Biol6gico Bela Vista do
municipio de Foz do Iguacu-PR e gentilmente cedido pela Prof® Dr2 Marina K.
Kadowaki do Centro de Ciéncias Medicas e Farmacéuticas (CCMF) da Unioeste. A
identificacdo taxondmica foi realizada pela Dra. Adriana Gugliota no Laboratorio de
Micologia do Instituto Botanico de S&o Paulo. Ap6s uma série de extracGes de

polissacarideos do basidioma, o extrato foi concentrado, dialisado, utilizado em um
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processo de gelo-degelo e hidroélise &cida, e analisado por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (GC-MS).

As fragdes obtidas foram utilizadas para andlise da composicao
polissacaridica do basidio, sendo que SK5 foi 0 sobrenadante obtido apds o gelo-degelo
da extracdo alcalina a 5% de KOH. Esta fracdo foi submetida a hidrélise com &cido
trifluoracético 2M em 100 °C durante 8 horas, e a composicdo monossacaridica
identificada por GC-MS.

Figura 6. O fungo coletado na Reserva Biologica Bela Vista do municipio de Foz do
lguagu-PR, Brasil.
Fonte: AYALA et al, 2012,

A partir do material liofilizado da B (1—3) glucana SK5, realizou-se as
etapas seguintes: pesagem e solubilizacdo em agua ultrapura (4 mg/mL) com agitacdo
overnight, filtracgdo em membrana de 0,22 um para esterilizacdo e dosagem de
carboidratos totais pelo método fenol-sulfurico (DUBOIS et al, 1956).

Foi enviada para Curitiba-PR uma aliquota para analise por GC-MS (na
Universidade Federal do Parana — UFPR), para deteccdo de possivel contaminacdo por
lipopolissacarideo (LPS) (SANTANA-FILHO et al, 2012).

Cultivo e manutencéo de células
As solucBes tampdo e os meios de cultura de células foram preparados de
acordo com as especificacdes do fabricante, conforme demostrado a seguir.
O meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (MOORE et al, 1963)
foi reconstituido em agua ultrapura e suplementado com bicarbonato de sédio e HEPES.

O pH foi ajustado para 7,3 e em seguida a solucao passou por processo de esterilizagdo
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atraves de filtro com poros de 0,22 um. Previamente ao uso houve a adicdo de soro fetal

bovino (SFB 5%) e gentamicina (50 pg/mL).

Obtencéo dos macrofagos

Os macrofagos foram obtidos da cavidade peritoneal de camundongos
eutanasiados de acordo com o protocolo aprovado pelo comité de ética no uso de
animais. Em seguida, foram extraidos por meio da infusdo de solucdo salina tamponada
(PBS) estéril a 4 °C com auxilio de seringa e agulha, seguida por massagem para
descolamento das células. A suspensdo resultante foi entdo aspirada (com auxilio da
mesma seringa) e centrifugada a duas mil rotagdes por minuto (2000 rpm) durante 15
minutos a 4 °C (centrifuga Eppendorf 5810 R). O sobrenadante foi descartado e o
residuo formado foi ressuspenso em meio RPMI contendo 5% de soro fetal bovino
(SFB) e 50 pug/mL de gentamicina. As células foram entdo plaqueadas na concentracéo
de 2 x 10° células/poco em placa de 96 pogos para os experimentos de determinacéo da
viabilidade celular, atividade fagocitica, dosagens de 6xido nitrico e anion superéxido.
Para os experimentos de dosagem de citocinas foram plaqueadas 1 x 108 células/pogo
em placas de 24 pocos. Os macrdfagos foram aderidos as placas por meio de incubacéo
a 37 °C sob atmosfera de 5% de CO- durante duas horas. Células ndo aderentes foram
retiradas por meio de lavagem com PBS estéril (SASADA et al, 1983; NOLETO et al,
2002) (Figura 7).

5. Incubar
a37ec/2
horas sob
5% de CO,
A 4. Plaquear 2x10°
- V.
; M@/pogo em y..
placa de 96 pogos 4.
1. Coletar M@ ) ) §50 —
assepticamente
2. Centrifugar a 3. Ressuspender e A 5
2000 rpm/15 min.  contar 1x10 /2x10
M@/pogo em placa
de 24 pogos

Figura 7. Obtencdo de macrdfagos (M@) da cavidade peritoneal de camundongos
Fonte: Adaptada (SASADA et al, 1983; NOLETO et al, 2002, ADRIAZOLA et al, 2014).
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Determinacao da viabilidade celular

A determinacdo da viabilidade celular ocorreu pelo método do MTT
(REILLY et al, 1998), com o objetivo de visualizar uma possivel diminui¢cdo no niumero
de macrofagos viaveis quando em contato com a B (1—3) glucana SK5 e,
consequentemente, determinar concentragdes convenientes para 0s demais testes (sem
reducdo significativa na viabilidade). Este procedimento determina se houve a
ocorréncia de uma modificacdo nas desidrogenases celulares pelo MTT (3-metil-[4-5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazélio), visualizada somente nas células ainda
metabolicamente ativas (capazes de catalisar a reducdo do MTT em um produto
colorido e insoltvel no meio de cultura, os cristais de formazan). O formazan é entdo
solubilizado em DMSO (dimetilsulfoxido) e o resultado obtido através de leitura Optica
a 550 nm.

O plaqueamento dos macrofagos foi realizado com 2 x 10° células/pogo
na placa de 96 pocos. Com as células ja aderidas, ocorreu a lavagem com PBS estéril
(para retirada dos macréfagos ndo aderentes), e foi adicionado o tratamento com as
diferentes concentragdes da B (1—3) glucana SK5 (0,1 a 2,5 pg/mL) diluido em meio
RPMI. Apds 48 horas de incubacédo (37 °C sob 5% de CO.) o tratamento foi aspirado e
houve a adi¢do de 200 puL de MTT (500 pg/mL em HBSS) e mais 3 horas de incubacéo.
Em seguida, o MTT foi aspirado, houve a adigdo de 150 uL de DMSO (para solubilizar
o formazan) e ocorreu a leitura a 550 nm no leitor de microplacas BioTek™ Epoch
(Figura 8). O meio de cultura sem nenhum tipo de tratamento foi utilizado como

controle.

15



4. Incubar a 372C/3 horas
sob 5% CO,

o= I

i | =
Adesdo — — / B
ﬁ'
1. Retirar o meio e a / . a
adicionar o tratamento 2.Incubar a 372C/48 SiREiroro =
(placa de 96 pocos) horas sob 5% CO, ;
sobrenadantee

adicionar o MTT 500
pg/mLem HBSS

" ¢
| ' 4
5.MTT aspirado e R

solubilizagdo do /
formazan com DMSO l

6.Lleitura em 550 nm  5Poch

Figura 8. Determinacéo da viabilidade celular.
Fonte: Adaptada (REILLY et al, 1998).

Determinacdo da ativacéo celular (morfologicamente)

O método para avaliar a ativacdo celular foi baseado em Moretdo et al
(2003), com a finalidade de classificar os macréfagos em ndo ativados e ativados,
realizando a contagem em microscépio optico e definindo a porcentagem de células em
cada classe.

Os macrdéfagos foram plaqueados em placas de 24 pogos com laminulas
circulares na contagem de 2,5 x 10° células por poco, sendo tratados por 48 horas com
as diferentes concentragdes da B (1—3) glucana SK5. Apds o tratamento os macrofagos
foram fixados com solucdo de Bouin (acido picrico + formol na proporcdo 3:1
respectivamente; no momento do uso adicionou-se 1mL de &cido acético a cada 20 mL
desta solu¢do) durante 5 minutos, lavados duas vezes com alcool 70% e duas vezes com
agua destilada, corados com Giemsa (2 gotas/mL de agua destilada) por 15 minutos e as
laminulas processadas para microscopia, sendo contadas 500 células em cada replicata e

calculada a porcentagem de macrdfagos néo ativados e ativados (Figura 9).
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Figura 9. Determinacao morfolégica da ativacdo celular.

Ensaio de atividade fagocitica

Para determinar o efeito da  (1—3) glucana SK5 na atividade fagocitica
foi realizado ensaio com base no método de Rubel et al (2010). Este método consiste
em adicionar particulas passiveis de fagocitose (zimosan) aos pocos onde os macrofagos
estdo aderidos, fixa-los, lava-los e extrair o conteudo fagocitado para avaliar o nivel de
fagocitose através de leitura espectrofotométrica em 550 nm em comparacgéo ao controle
(100% de fagocitose).

O plaqueamento dos macrofagos foi realizado com 2 x 10° células/pogo
na placa de 96 pocos. Depois de os macrofagos aderidos o meio de cultivo foi aspirado,
as ceélulas foram lavadas com PBS estéril e foi adicionado o tratamento com as
diferentes concentracGes de SK5 (0,1 a 0,5 pug/mL) diluido em meio RPMI. Apds 48
horas de incubacdo (37°C sob 5% de CO2), 10 pL de solucéo de fagocitose (zimosan
0,02 g + 0,3 mL de solucéao estoque (vermelho neutro 0,02 g + DMSO 1mL)) em 3 mL
de PBS) foram adicionados e a reagédo foi incubada por 30 minutos (37°C sob 5% de
CO32). Em seguida a placa foi centrifugada (1500 rpm/5 minutos), lavada com PBS e
foram adicionados 100 pL de fixador de Baker (solucdo aquosa com 4% de

formaldeido, 2% de cloreto de sodio e 1% de acetato de calcio). Ap6s 30 minutos
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incubada, a placa foi novamente centrifugada e lavada (nas mesmas condicdes), e houve
a adicdo de 100 uL de solucdo de extracdo (solucdo hidroalcodlica com 2% de acido
acetico glacial 96%). Com 30 minutos de reacdo a leitura foi realizada em leitor de
microplacas BioTek®Epoch com 550 nm de comprimento de onda (Figura 10).
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extracdo rpm/5 minutos e lavar g
c
3]
w
&
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Figura 10. Ensaio de atividade fagocitica.
Fonte: Adaptada (RUBEL et al, 2010).

Determinacéo da producéo de citocinas (IL-6 e TNF-a)

O ensaio efetuado para verificar a capacidade da f (1—3) glucana SK5
em estimular a producdo de citocinas em macréfagos de camundongos obedeceu a
seguinte sequéncia: O plaqueamento dos macréfagos foi realizado com 1 x 10°
células/poco na placa de 24 pocos. Apos adesdo e lavagem, foi adicionado 1 mL do
tratamento com as diferentes concentragdes da 3 (1—3) glucana SK5 (0,1 a 1,0 ug/mL)
diluido em meio RPMI com 5% de SFB. Apds 2 horas de incubacdo (37 °C sob 5% de
CO») aliquotas de 500 uL com o tratamento foram retiradas para dosagem de TNF-a
(com base na curva cinética para producdo de TNF-o). Com 48 horas de tratamento
realizou-se a aliquota do meio de reacdo para as dosagens de IL-6 (LEE et al, 2009)
(Figura 10). Todas as aliquotas foram armazenadas a -4 °C para posterior dosagem por
meio de ELISA, conforme especificacgdes do fabricante (PeproTech™).
Lipopolissacarideo (LPS) na concentracdo de 50 ng/mL foi utilizado como controle
positivo.

Todos os produtos celulares analisados passaram por um teste cinético

com dois grupos de macrdfagos, um tratado com o controle positivo (LPS) e outro sem
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tratamento, tendo o sobrenadante coletado em diferentes tempos e analisado para a

determinacéo dos picos de produgéo de TNF-a e I1L-6.
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(placa de 24 pocos) 5% CO, -2 horas de tratamento para
TNF-a;
-48 horas de tratamento para
IL-6.

5. Leitura em 405 nm
com corregdo do
comprimento de
onda a 650 nm.

Figura 11. Determinacéo da producéo de citocinas (TNF-a e IL-6)
Fonte: Adaptada (LEE et al, 2009).

A quantificacdo das citocinas ocorreu por meio do teste imunoenzimatico
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) de captura. A microplaca foi
sensibilizada com o anticorpo de captura especifico. Em contato com a amostra, 0s
anticorpos de captura interagem eficientemente e especificamente com a citocina de
interesse. Em seguida, foram adicionados anticorpos de detec¢do que interagem também
com a citocina em questdo formando um “sanduiche”. Na sequéncia da reacao, ocorreu
a adicdo de anticorpos secundarios conjugados a uma peroxidase HRP (horseradish
peroxidase), e estes se ligaram aos anticorpos de deteccdo. A peroxidase atua sobre o
substrato  ABTS (2,2'-Azinobis [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]-
diammoniumsalt) e gera um produto final de cor verde (Figura 11). A leitura foi entdo
realizada monitorando o desenvolvimento da cor em um leitor de placas ELISA a 405

nm com corre¢do do comprimento de onda ajustado a 650 nm.
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Figura 12. ELISA de captura
Fonte: Adaptada (AffymetrixeBioscience, disponivel em <http://www.ebioscience.com/ knowledge-
center/product-line/elisa/platinum- elisa-kits.htm>. Acesso em 11 marco 2014).

Determinacdo da producdo de éxido nitrico (NO)

A avaliacéo do efeito de SK5 na producéo de NO foi realizada com base
no método de Green e colaboradores (1982). Este método consiste em dosar os produtos
de degradacdo do NO (nitrato e nitrito) por meio da reagdo com o reagente de Griess. O
nitrito vem a reagir com a sulfanilamida no meio acido formando um composto diazo
que, por sua vez, reage com o cloridrato de N-(naftil)etilenodiamina (NED) para formar
outro composto diazo (de coloracdo roxa) que pode ser lido em espectrofotdmetro a 550

nm de comprimento de onda.
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Figura 13. Nitrito e sua interacdo com reagente de Griess.
Fonte: Adaptada (RAMOS et al, 2006).

O plaqueamento dos macrofagos foi realizado com 2 x 10° células/pogo
na placa de 96 pogos. Apo6s a adesdo, o meio de cultivo foi aspirado, as células ndo
aderentes retiradas por meio de lavagem com PBS, e foi adicionado o tratamento com as
diferentes concentragdes da p (1—3) glucana SK5 (0,1 a 0,5 pg/mL) diluido em meio
RPMI. Apds 48 horas de incubacdo (37 °C sob 5% de CO2) o meio com tratamento foi
misturado na proporgdo 1:1 com o reagente de Griess (sulfonamida 1% em &cido
fosforico 5% misturada no momento da reacdo com N-(naftil)etilenodiamina (NED)
0,1% em é&cido fosférico 5% na propor¢do 1:1). Com 10 minutos de reacgdo a leitura foi
realizada em leitor de microplacas BioTek™ Epoch com 550 nm de comprimento de
onda (GREEN et al, 1982) (Figura 14). Lipopolissacarideo (LPS) na concentracdo de 50

ng/mL foi utilizado como controle positivo.
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Griess

Figura 14. Determinacéo da producéo de oxido nitrico (NO)
Fonte: Adaptada (GREEN et al, 1982; AMARAL, 2011).

Determinacéo da producéo de &nion superéxido (02%)
A avaliacdo do efeito da B (1—3) glucana SK5 na produgdo de anion

superdxido por macrofagos de camundongos Swiss foi realizada com base no método

21



de Mufioz et al (2000). Este método consiste em avaliar a existéncia de anion
superdxido por meio da reducdo do NBT (nitroblue tetrazolium) a formazan (Figura
15).
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Figura 15. Anion superdxido (O2™) reduzindo NBT a formazan.

Fonte: Adaptada (OLIVEIRA et al, 2009).

Nota: O anion superdxido produzido reduz o NBT a formazan produzindo colorag¢do roxa que pode ser
lida a 560 nm.

O plaqueamento dos macrofagos foi realizado com 2 x 10° células/pogo
em placa de 96 pogos. As células foram aderidas e ap0s a retirada dos macrdfagos ndo
aderentes foi adicionado o tratamento com as diferentes concentracdes da B (1—3)
glucana SK5 (0,1 a 0,5 ug/mL) diluida em solucdo de NBT (nitrobluetetrazolium — 2,5
mg/mL em HBSS). Ap6s 1 hora de incubacéo (37 °C sob 5% de CO3), a microplaca foi
centrifugada a 1500 rpm/5 minutos, lavada com PBS, centrifugada novamente (mesmas
condicdes) e as células foram fixadas com metanol 50% durante 10 minutos a 37 °C e
sob 5% de CO.. A seguir a placa foi centrifugada novamente (1500 rpm/5 minutos), o
metanol retirado e a reagdo prosseguiu com a placa incubada a 37 °C (sem tampa) para
evaporar o metanol restante. Foram adicionados entdo 120 uL de KOH 2M e 140 pL de
DMSO por pogo (para solubilizar o formazan resultante da reducdo do NBT) e a reagdo
incubada por 30 minutos. A leitura foi realizada em leitor de microplacas BioTek™
Epoch com 550 nm de comprimento de onda (Figura 16). Acetato de forbolmiristato
(PMA) na concentracdo de 1,0 ug/mL foi utilizado como controle positivo e
experimentos paralelos foram realizados com as mesmas concentracdes da  (1—3)

glucana SK5 na presenca de 1,0 ug/mL de PMA.
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Figura 16. Determinacdo da produgdo de anion superoxido
Fonte: Adaptada (MUNOZ et al, 2000).

Determinacdo da capacidade sequestradora de anion superéxido (O2")

A avaliacdo do efeito da B (1—3) glucana SK5 no sequestro de &nion
superoxido foi realizada com base no método de Nishikimi e colaboradores (1972). Este
método consiste na producdo de formazan ao se adicionar NADH, PMS e NBT. Na
presenca de um antioxidante (sequestrador de O.") havera reducdo na producdo de
formazan (Figura 17), o que pode ser acompanhado através de leitura

espectrofotométrica a 560 nm.
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Figura 17. Reacdo de producao de formazan e o sequestro de &nion superdxido

(O2") Fonte: Adaptada (OLIVEIRA et al, 2009).
Nota: Reacdo entre NADH, PMS e NBT produz formazan, a menos que o O™ intermediario na reacéo
seja removido.

A avaliacdo da capacidade sequestradora de anion superoxido foi
realizada em sistema livre de células. Em microplaca de 96 pocgos foram pipetados 200
uL de tampéo TRIS-HCI (10 mM, pH 8) contendo 72 uM de NBT e 340 uM de NADH.
Foram adicionados 25 puL do tratamento com as diferentes concentragfes da B (1—3)
glucana SK5 (0,1 a 0,5 pg/mL) diluido em meio RPMI e a reacdo foi iniciada pela
adicdo de 25 pL de tampdo TRIS-HCI (10 mM, pH 8) contendo 30 uM de PMS. A
leitura foi realizada em leitor de microplacas Molecular Devices™ SpectraMax Plus 384
no modo cinético automix, com monitoramento continuo por 5 minutos e comprimento
de onda de 560 nm (NISHIKIMI et al, 1972) (Figura 18). O controle positivo consistiu
de pocos sem a adi¢do de PMS (sem producédo de formazan, como se todo o O™ tivesse

sido sequestrado).
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Figura 18. Ensaio de sequestro de anion superoxido (O2™)
Fonte: Adaptada (NISHIKIMI et al, 1972).

Andlises estatisticas
Todos os testes foram realizados com pelo menos 2 replicatas e no
minimo 3 experimentos independentes. Foi realizada a andlise de varidncia ANOVA
(fator duplo sem repeticdo) e o teste de Tukey (com o programa GraphPad Prism™)
para chegar aos resultados que sdo apresentados como média e desvio padrdo. O nivel

de significancia é de 5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
GC-MS e RMN C*3

A composi¢do monossacaridica demonstrou predominédncia de glucose
(81,3%), com a presenca de outros agucares (manose, arabinose, xilose, ramnose, fucose
e galactose) em concentracdo inferior (cerca de 3% cada um). Por ressonancia
magnética nuclear de carbono 13 comprovou-se que SK5 é uma B-glucana, com
ligacOes glicosidicas do tipo p (1—3) e provavelmente substituidas em 4-O.

Uma aliquota da B (1—3) glucana SK5 foi enviada para a Universidade
Federal do Parana (UFPR) a fim de verificar, por GC-MS, a qualidade da amostra em relacdo a
contaminagdo por LPS. O método utilizado detecta e quantifica LPS em amostras de
carboidrato usando GC-MS de derivados acetilados 3-OH &cidos graxos metil ésteres
com robustez e especificidade, além da sensibilidade de até 1ng. Este método conseguiu
detectar LPS em concentracGes até 100 vezes menores do que as comumente utilizadas
como controle positivo em testes imunoldgicos (SANTANA-FILHO et al, 2012). A
Figura 19 mostra os espectros com o controle positivo (LPS) em A e a f (1—3) glucana
SK5 em B.
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Figura 19. GC-MS para verificacdo de contaminacao por LPS. (A) Pico caracteristico de
LPS em aproximadamente 26 minutos de retengdo. (B) Espectro com o padrdo da B (1—3) glucana SK5
sem as caracteristicas de contaminagdao por LPS.

A partir desse resultado tornaram-se possiveis 0s testes bioldgicos
subsequentes que utilizam LPS como controle positivo, devido a bem estabelecida
ativacdo de macrdfagos promovida pelo mesmo. A ligacdo de LPS ao receptor TLR4,
por exemplo, ativa tanto vias pré-inflamatorias quanto vias antiinflamatérias. Algumas

dessas vias foram avaliadas no presente trabalho.

Efeitos sobre a viabilidade celular
A B (1-3) glucana SK5 passou por um processo de teste de toxicidade
celular com o objetivo de determinar as concentragdes viaveis para um tratamento ndo
prejudicial. Os macrofagos foram testados com diferentes concentragbes do

polissacarideo durante 48 horas.
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Figura 20. Viabilidade celular de macréfagos peritoneais tratados com SK5 por 48
horas. Resultados obtidos para viabilidade celular de macréfagos peritoneais de camundongos sob o
efeito da B (1—3) glucana SK5 nas concentra¢des de 0,1 pg/mL, 0,25 pg/mL, 0,5 pg/mL, 1,0 ug/mL e 2,5
ug/mL. Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo (n = 3, cada experimento realizado
em triplicata). * P < 0,05 e ** P < 0,01 em relacdo ao controle (células tratadas apenas com meio de
cultura).

A Figura 20 mostra que nas concentragdes de 1,0 pg/mL e 2,5 ng/mL da
B (1—3) glucana SK5 o0s macréfagos tiveram sua viabilidade afetada em
aproximadamente 29% e 35,5% respectivamente, ou seja, a p (1—3) glucana SK5 foi
toxica para as celulas nessas concentracBes. A partir deste resultado a maior
concentracdo apresentada para a maioria dos resultados dos experimentos subsequentes
foi 0,5 ug/mL, ou seja, sem redugdo estatisticamente significativa na viabilidade das
células em tratamento, quando comparados ao controle.

Semelhantemente, uma B (1—3), (1—6) glucana com massa molecular
de aproximadamente 2 MDa foi analisada como possivel componente de um biofilme e
passou pelo teste do MTT para avaliar a viabilidade de fibroblastos, mas sem apresentar
diferenca significativa com relagdo ao controle numa concentragdo equivalente a
aproximadamente 300 ug/mL (HUANG & YANG, 2008).

Outra B (1—3), (1—6) glucana, obtida de S. cerevisae, foi avaliada como
componente de um sistema de micro particulas usado na liberacdo controlada de
antigenos para vacinagédo oral, e passou pelo teste do MTT nas concentragdes de 1,25 e
2,5 mg/mL (85% das microparticulas eram compostas por p (1—3), (1—6) glucana). As

celulas utilizadas foram de epitélio intestinal (Caco-2 e HT-29), sendo que houve
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reducdo de até aproximadamente 30% na viabilidade das células HT-29 quando tratadas
por 24 horas com a maior concentracdo de glucana (SMET, et al, 2013).

A B (1—3) glucana SK5 apresentou toxicidade consideravel a partir de
0,5 ng/mL. Novos farmacos necessitam da menor dose possivel que seja segura e ao
mesmo tempo eficaz (GOODMAN & GILMAN, 2012). Sendo assim, se comprovada a
capacidade de modular a resposta biolégica com doses inferiores ou iguais a 0,5 pg/mL
de SK5 seria um indicio de que a molécula talvez possa ser utilizada numa dose

pequena que seja simultaneamente segura e eficaz.

5.3 Efeitos sobre a ativacao celular

No teste de ativacdo celular, para classificar as células como néo ativadas
foram utilizados os seguintes critérios: nucleo centralizado, pequeno, e com a cromatina
condensada, além de o macrofago possuir baixa razdo citoplasma/nucleo e um formato
alongado com pouco potencial de espraiamento da superficie. A classificacdo dos
macrofagos como “ativados” foi baseada nas caracteristicas de nucleo deslocado para a
periferia, alta razdo citoplasma/nucleo, células arredondadas e maiores em comparagao
com as residentes, alta capacidade de espraiamento e a presenca de vacuolos
citoplasmaticos (ADAMS & HAMILTON, 1984; BURKE & LEWIS, 2002).

A Figura 21 apresenta os resultados em relacdo aos efeitos sobre a
ativacdo celular obtidos pela avaliacdo por microscopia éptica. A analise dos grupos aos
pares (por exemplo, grupo controle residente contra grupo controle ativado, Cr e Ca,
respectivamente) demonstra que o controle apresenta maior populacdo de macréfagos
residentes, enquanto que o controle positivo, LPS, apresenta maior populacdo de células
ativadas, portanto, esse resultado esta de acordo com o esperado.

Além disso, observa-se que ha uma tendéncia em aumentar o nimero de
macrofagos ativados com o aumento da concentracdo de SK5. Na concentracdo de 0,1
ug/mL a diferenca significativa observada demonstra que h& mais macréfagos
residentes que ativados. Aumentando-se a concentracdo de SK5 para 0,25 pg/mL,
observa-se que ndo ha diferenca significativa entre as popula¢bes de macrofagos
residentes e ativados, indicando que houve um aumento do nimero de células ativadas
em relacdo ao tratamento com 0,1 ug/mL. Essa tendéncia em aumentar a populacdo de
celulas ativadas tornou-se estatisticamente significativa na concentragdo de 0,5 pg/mL
de SK5. Dessa forma, na maior concentragdo da glucana B (1—3) SK5 (0,5 ug/mL)

obteve-se 0 mesmo padrdo de ativacdo do controle positivo, sendo que nas outras
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concentragcdes analisadas (0,1 e 0,25 pg/mL) existe uma aparente relacdo dose-

dependente.
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Figura 21. Ativacdo celular de macrofagos peritoneais tratados com SK5 por 48
horas. Resultados obtidos para ativacio celular de macréfagos peritoneais de camundongos sob o efeito

da B (1—>3) glucana SK5 nas concentrag¢ées de 0,1 pg/mL, 0,25 pg/mL e 0,5 pg/mL. Os resultados séo
apresentados como média + desvio padrdo (n = 3, cada experimento realizado em duplicata). * P < 0,05.

Em um estudo de revisdo avaliou-se diferentes caracteristicas das (1—3)-
B-D-glucanas envolvidas com a relagdo entre estrutura e atividade (BOHN &
BeMILLER, 1995). As caracteristicas estruturais consideradas foram: o tipo de ligacdo
da cadeia principal, grau e frequéncia de ramificacdo, peso molecular, conformagéo
molecular, solubilidade, entre outros. Através da analise desses parametros, a melhor
conclusdo observada foi a de que a capacidade imunomoduladora de (1—3)-B-D-
glucanas depende da conformacdo helicoidal e da presenca de grupos hidrofilicos
localizados na face externa da superficie da hélice. Dessa forma, a ativacdo de
macrofagos observada para SK5 pode estar relacionada a uma conformacéo espacial em
forma de hélice quando em solucdo aquosa e a presenca de grupos hidrofilicos em sua
superficie externa. Entretanto, estudos conformacionais posteriores sdo necessarios para
avaliar essa hipotese.

A forma pela qual p-glucanas interagem com macrdofagos para exercer
suas funces biologicas tem sido avaliada. Lebron e colaboradores (2003) relataram que

uma B-glucana isolada da parede celular do fungo oportunista Pneumocystis carinii
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(agora denominado Pneumocystis jiroveci), uma causa comum de pneumonia entre
pacientes imunocomprometidos, ativa significativamente macrofagos alveolares de ratos
e da linhagem RAW 264.7 a liberarem citocinas pro-inflamatorias. Demonstraram que
essa B-glucana ativa os macrdfagos através de NF-xB. Essa ativacdo de NF-xB ocorreu
de forma semelhante & causada por LPS, mas ndo pelo receptor TLR-4. Como a j-
glucana de Pneumocystis jiroveci apresenta uma cadeia principal formada por unidades
de glucose em conformacdo (1—3)-B-D-glucopiranosil e com cadeias laterais com
unidades (1—6)-B-D-glucopiranosil, semelhante a glucana isolada de Ganoderma
australe, SK5 pode ter ativado os macrofagos peritoneais de camundongos por
receptores outros que ndo TLR-4.

Também foi caracterizada a forma pela qual uma B-glucana produzida
pela bactéria Gram-positiva fixadora de nitrogénio Paenibacillus polymyxa JB115
ativou macrofagos da linhagem RAW 264.7 (CHANG et al, 2010). Demonstrou-se que
essa B-glucana induziu a fosforilacdo de Ix-B e, consequentemente, a translocacdo de
NF-kB para o nacleo (uma vez que Ix-B em sua forma defosforilada inibe a atividade de
NF-xB), resultando em um aumento na producdo de 6xido nitrico. O exopolissacarideo
obtido de Paenibacillus polymyxa JB115 apresentou peso molecular de
aproximadamente 100 kDa e foi caracterizado como uma glucana com estrutura p-
(1—>3) e B-(1—6)-ligada, sugerindo que a via de NF-kB pode ser necesséria para a
ativacdo causada por SK5.

Tendo obtido efeito biomodulador da B (1—3) glucana SK5 sobre os
macrofagos peritoneais de camundongos Swiss pela analise morfoldgica, o0s
experimentos foram direcionados para a verificacdo da atividade fagocitica, producéo

de citocinas (TNF-a e I1L-6), produgdo de NO e O™ e atividade sequestradora de O>".

Efeitos sobre a atividade fagocitica
O papel principal dos macréfagos seja a fagocitose, sendo assim, a
capacidade de modular esta atividade celular pode ser um alvo de bastante interesse.
A Figura 22 mostra o resultado obtido apds os ensaios realizados em
placas de 96 pocos e € possivel observar um aumento da capacidade fagocitica em todas

as concentracgdes analisadas:
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Figura 22. Capacidade fagocitica de macrofagos peritoneais tratados com SK5 por

48 horas. Resultados obtidos para a capacidade fagocitica de macréfagos peritoneais de camundongos
sob o efeito da B (1—3) glucana SK5 nas concentragdes de 0,1 pg/mL, 0,25 pg/mL e 0,5 pg/mL. Os
resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo (n = 3, cada experimento realizado em
triplicata). * P < 0,05 e *** P < 0,001 em relacdo ao controle (células tratadas apenas com meio de
cultura).

Na concentragdo 0,1 ug/mL houve aumento de 32,6% na capacidade
fagocitica, chegando a 50,6% com 0,25 pg/mL de polissacarideo. Quando o tratamento
foi realizado com 0,5 pg/mL o aumento na fagocitose foi de 42,2%, podendo ser devido
ao desvio padrdo das respostas ou até a queda de 21,3% na viabilidade, demonstrada na
Figura 20.

Uma B (1—3) glucana (SSG) extraida do fungo Sclerotinia sclerotiorum
demonstrou alto indice de ramificacao (1—6), além de hidrossolubilidade consideravel
(OHNO et al, 1986). SSG foi injetada via intravenosa em camundongos (10 mg/kg) e,
ap6s um dia, macréfagos alveolares foram coletados e a analise da capacidade
fagocitica realizada. SSG apresentou capacidade de aumentar a taxa de fagocitose em
cerca de 81,16%, além de modular outras funcdes importantes no combate a
microrganismos e células cancerigenas no espaco alveolar (SAKURAI et al, 1995).

Trés fracdes polissacaridicas foram extraidas de Lentinus edodes (F-I, 11
e I11), sendo que F-11 é composta por trés B glucanas com massa molecular de 308, 580
e 658 kDa. A atividade fagocitica foi analisada em testes de citometria de fluxo com
celulas RAW 264.7 tratadas com 300 pg/mL de polissacarideo, e apenas F-11 foi capaz
de elevar o nivel de fagocitose semelhantemente ao controle positivo (em torno de
20%), alem de outras fungdes de macrofagos que incluem alteragcbes morfoldgicas e
producdo de citocinas (LEE et al, 2008).
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A interacdo entre o0 macrofago e a particula a ser fagocitada inicia-se com
o0 reconhecimento por parte do fagdcito de diferentes Padrdes Moleculares Associados a
Patogenos (PAMPs), que é efetuado através de células germinativas que possuem
Receptores de Reconhecimento Padrdo (PRRs como receptores de manose, scavenger e
tipo Toll, por exemplo), estes, se ligam aos PAMPs e iniciam uma cascata de reacfes
que possui diversas consequéncias, entre elas o aumento da capacidade fagocitica
(YADAV & SCHOREY, 2006). Devido a este fino ajuste molecular, outras p-glucanas
ja demonstraram acd0 oposta a observada nos trabalhos citados anteriormente,
ocasionando inibicdo da fagocitose, 0 que pode ser explicado pela presenca de pequenas
diferencas estruturais ocasionadas por substituintes, ou apenas na estrutura geometrica,
0 que acaba por bloquear os PRRs. (CZOP, 1986).

Laminarina € uma B glucana extraida de Laminaria digitata e foi
analisada quanto a atividade exercida sobre a fagocitose em macrdéfagos de linhagem
RAW 264.7. Interessantemente, detectou-se uma inibicdo dose dependente por parte do
polissacarideo analisado nas concentracdes 3, 30 e 300 pug/mL (bloqueio do receptor
Dectina-1). No entanto, cerca de 60% da fagocitose estimulada por LPS 1 ng/mL foi
inibida pelo antiinflamatério esteroidal dexametasona 10° M, enquanto o tratamento
concomitante com LPS 1 ng/mL e laminarina 100 ug/mL ndo apresentou queda na taxa
de fagocitose, o que pode indicar um mecanismo de reconhecimento de glucanas
diferente entre células “virgens” e células pré-ativadas (FUENTES et al, 2011).

A B (1—3) glucana SK5 foi analisada somente em células ndo ativadas.
Em testes posteriores poderd ser estudado o efeito bioldgico sobre macréfagos pré-
ativados para observar possiveis alteracfes de resposta.

Efeitos sobre a producéo de IL-6

A citocina IL-6 pode ser produzida em resposta a ativacdo celular por
TNF-a e IL-1pB, produtos bacterianos (por exemplo LPS), infec¢Bes virais ou produtos
de células necréticas. Nos casos que nao envolvem TNF-a ou IL-1B 0s receptores do
tipo Toll sdo os principais envolvidos. Quando ocorre uma infecgdo microbiana, o
principal estimulo pro-inflamatdrio é dado pela producdo de I1L-6, TNF-a e IL-1f3, sendo
que IL-6 é a primeira a ser detectada e a Unica responsavel pela producéo de febre e pela
resposta de fase aguda no figado (NAUGLER & KARIN, 2008).

Na Figura 23 pode-se observar que em todas as concentracdes analisadas

ocorre a0 menos uma tendéncia de aumento na produgdo de I1L-6. A producéo chega a
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ser 56,6% maior, em relacdo ao controle, na concentracdo 0,5 pg/mL, tendo um
aumento de 33,1% e 34,5% nas concentracOes 0,1 e 0,25 pg/mL da B (1—3) glucana
SKS5, respectivamente. Chama a atencdo o aumento significativo da producdo de IL-6
nas células tratadas com 1,0 ng/mL de SK5 (111,23%), mesmo com um decréscimo de

29% nos macrofagos viaveis (ver Secdo 6.2.).
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Figura 23. Producéo de IL-6 por macrofagos peritoneais tratados com SK5 por 48
horas. Resultados obtidos para producio de IL-6 por macréfagos peritoneais de camundongos sob o

efeito da B (1—3) glucana SK5 nas concentragBes de 0,1 pg/mL, 0,25 pug/mL, 0,5 pg/mL e 1,0 pg/mL.
Como controle positivo para a producdo de IL-6 utilizou-se LPS (50 ng/mL). Os resultados s&o
apresentados como média £ desvio padrdo (n = 3, cada experimento realizado em triplicata). * P < 0,05
em relacdo ao controle (células tratadas apenas com meio de cultura).

O resultado obtido demonstra uma tendéncia a resposta dose-dependente
com relacdo a producdo de IL-6 por macréfagos peritoneais de camundongos Swiss.
Pode-se observar na Figura 23 que, aparentemente, conforme aumenta a concentracao
da B glucana aumenta a producéo da citocina (dentro das concentracGes analisadas).

A via de ativacdo comumente utilizada pelo controle positivo (LPS)
utiliza os receptores TLR4, onde se origina a cascata para um estimulo pré-inflamatorio
generalizado (passando pelos intermediarios IRAK, MyD88, TRAF-6 e NF-kB), no
entanto, foi relatado que os receptores Dectina-1 e TLR2 estdo envolvidos na ativagdo
de macrofagos de camundongo durante uma infeccdo por Coccidioides posadasii, € que
por meio da molécula adaptadora MyD88 também ocasionam a producdo de IL-6
(VIRIYAKOSOL et al, 2005), indicando que SK5 pode estar atuando por meio de via

semelhante a essa, 0 que necessita de maior investigacao.
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Foi também observado que os receptores Dectina-1 podem servir para
amplificar a ativacdo dos macrofagos dependente de TLR2, e que o estimulo de MAPK
ndo esta relacionado aos receptores MR, CR3 e TLR4 em infeccdo por M. avium ou M.
smegmatis (YADAV & SCHOREY, 2006), fortalecendo a hipo6tese de que o receptor
Dectina-1 pode ser o responsavel pelo efeito imunomodulador de SK5.

Entre as células do sistema imunoldgico encontram-se os linfocitos T
auxiliadores (T helper, ou Th), que se dividem em trés classes principais: ThO, Thl e
Th2. Os linfécitos ThO sdo células que nunca foram ativadas, podendo ser comparadas
aos macrofagos ndo ativados. Os linfécitos Thl sdo linfocitos ativados que fazem parte
da imunidade celular (ou mediada por células, mais efetiva contra patdgenos
intracelulares) e os linfocitos Th2 sdo também ativados, mas atuam estimulando
linfécitos B, com consequente producdo de anticorpos (imunidade humoral, mais
efetiva contra patdgenos extracelulares). A diferenciacao entre os linfocitos Th ativados
é ocasionada pelas diferentes citocinas produzidas. As citocinas exercem a sinalizacao
tanto de linfocitos como de macrofagos, e uma das citocinas que identifica as células
Th2 é a IL-6. Constatou-se também que quando o sistema imunoldgico direciona para a
resposta humoral, a resposta celular ¢ inativada (MAYER & HOPKINS, 2006).

Sendo assim, o estimulo com a B (1—3) glucana SK5 na concentracdo
1,0 pg/mL pode estar direcionando o sistema imunoldgico para uma resposta mediada
por anticorpos, enquanto nas concentragfes abaixo de 1,0 ug/mL analisadas, a resposta
estaria sendo direcionada para a imunidade celular, fato que necessita de maior

investigacao para obtencdo de uma resposta concreta.
Efeitos sobre a producéo de TNF-a.

TNF-a € uma citocina que promove a inflamagdo e é produzida por
macrofagos e por linfocitos T ativados durante estimulos como a presenca de
microrganismos. Possui acdo quimiotatica, auxiliando no recrutamento de mais células
para o sitio inflamatorio. A regulacdo é realizada principalmente no nivel transcricional,
sendo que NF-kB é um fator crucial (YOUNG et al, 2001).

A figura 24 mostra que a B (1—>3) glucana SK5 ndo estimulou a

producdo da citocina TNF-a nas concentrac6es analisadas.
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Figura 24. Producao de TNF-a por macrofagos peritoneais tratados com SK5 por
2 horas. Resultados obtidos para producdo de TNF-a por macréfagos peritoneais de
camundongos sob o efeito da B (1—3) glucana SK5 nas concentracdes de 0,1 ug/mL, 0,25
pug/mL e 0,5 pg/mL. Como controle positivo para a produgdo de TNF-a utilizou-se LPS (50
ng/mL). Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo (n = 3, cada experimento
realizado em triplicata). *** P < 0,001 em relacdo ao controle (células tratadas apenas com meio
de cultura).

A B (1-3) glucana Grifolan isolada do fungo comestivel Grifola
frondosa foi administrada via intraperitoneal em macrofagos de linhagem RAW 264.7 e
demonstrou ser capaz de estimular a produgdo de TNF-a com deteccdo inicial em
apenas duas horas. A ativacdo também mostrou relacéo direta com a diminuicdo do grau
de ramificacdo da molécula e com o aumento do peso molecular (OHNO et al, 1995).
Nessa linha de raciocinio testes sobre a estrutura de SK5 poderiam revelar uma
molécula de alto grau de ramificacéo e baixo peso molecular, ja que ndo houve estimulo
para producdo de TNF-a, no entanto, ainda ndo se pode afirmar com precisao.

Zymosan A é um componente da parecede celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae e é constituido de 50 a 57% por B (1—3) glucanas, por isso,
foi utlizado como fonte desse tipo de polissacarideo em um estudo do mecanismo
molecular para a producdo de TNF-a por macrofagos RAW 264.7. A producdo da
citocina mostrou ser dose dependente nos tratamentos entre 20 e 100 ug/mL de Zymosan
A, alem de aumentar conforme o tempo entre 7,0 e 12,5 horas de tratamento com 100
ug/mL de polissacarideo. Através de mutacdo no sitio de ligagdo de NF-kB (kB3),
comprovou-se ser este um ponto chave para a producdo de TNF-a estimulada por
Zymosan A (YOUNG et al, 2001).
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Por outro lado, existem resultados que demonstram que o0 mesmo tipo de
glucana (Zymosan) néo foi capaz de ativar NF-«xB e estimular a producdo de TNF-a em
macrofagos de figado de rato Wistar, sendo que o fator de transcricdo AP-1 (proteina
ativadora-1) é que foi ativado. A familia de fatores de transcricdo AP-1 é composta por
c-jun/c-fos heterodimeros ou c-jun/c-jun homodimeros, e possui regulacdo mais
complexa do que NF-kB (TRAN-THI et al, 1995). Necessita-se de maior investigacao
para descobrir o motivo desta diferente resposta mediante Zymosan, sendo que SK5
poderia estar atuando através de via semelhante.

Outro trabalho ainda, apresenta a capacidade que uma B glucana extraida
de Lentinus Edodes (Lentinan 200 pg/mL) possui em inibir cerca de 75% da producéo
de TNF-o estimulada por LPS em macrofagos RAW 264.7. ERK e JNK estdo
envolvidos na producdo de mediadores e citocinas inflamatdrias e, por isso, foram
analisados lisados citoplasméticos das células por meio de Western blotting com
anticorpos especificos contra ERK1/2 e JNK1/2. O resultado demonstrou que Lentinan
inibiu a fosforilacdo de ERK, JNK e p38 MAPK, indicando interferéncia na resposta
mediada por LPS e resultando em inibicdo da producdo de TNF-o e NO (XU et al,
2012). Seriam interessantes ensaios semelhantes com a B (1—3) glucana SK5, uma vez

gue ndo apresenta estimulo para a producdo de TNF-a ou NO.

Efeitos sobre a producdo de éxido nitrico (NO)

A producédo de NO por macrofagos € realizada pela isoforma induzivel da
enzima 6xido nitrico sintase (iINOS). Esta ndo € expressa constitutivamente e precisa de
um estimulo pré-inflamatorio para que ocorra a producdo (XU et al, 2012).

Na Figura 25 pode-se observar que a B (1—3) glucana SK5 ndo possui

capacidade de ativar a producéo de NO nas concentracfes analisadas.
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Figura 25. Producdo de oOxido nitrico por macréfagos peritoneais tratados com

SKG5 por 48 horas. Resultados obtidos para produgdo de 6xido nitrico por macréfagos peritoneais de
camundongos sob o efeito da B (1—3) glucana SK5 nas concentra¢des de 0,1 ug/mL, 0,25 pg/mL e 0,5
ug/mL. Como controle positivo para a produgdo de Oxido nitrico utilizou-se LPS (50 ng/mL). Os
resultados sdo apresentados como média = desvio padrdo (n = 3, cada experimento realizado em
triplicata). *** P < 0,001 em relacdo ao controle (células tratadas apenas com meio de cultura).

Glucanas com estruturas semelhantes & molécula SK5 tém demonstrado
diferentes respostas quando avaliadas com relacéo a producdo de NO por macrofagos de
camundongo.

A B (1—3) glucana Lentinan (citada anteriormente) possui ramificages
com ligacdo do tipo 1—»6 e na concentragdo 200 pg/mL demonstrou capacidade de
inibir em aproximadamente 70% a producdo de NO em macréfagos RAW 264.7
estimulados com LPS. Essa resposta mostrou ser dose-dependente, pois em tratamento
com menores concentracBes houve percentual menor de inibicdo. Apds 48 horas de
tratamento das células com LPS 100 ng/mL, uma forte banda de proteina iNOS foi
detectada através da andlise Western blot, sendo que houve inibigdo consideravel da
mesma quando as células foram tratadas concomitantemente com Lentinan. Até mesmo
0 mMRNA para iNOS foi reduzido cerca de 70% nos testes realizados com @PCR
(Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real — quantitativo) comparando o
tratamento apenas com LPS e com o polissacarideo (XU et al, 2012).

A B (1—3) glucana SK5 ndo foi analisada quanto ao efeito inibitorio

sobre a producgdo de TNF-o ou NO, mas, por ndo apresentar estimulo positivo sobre
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estes agentes inflamatdrios estudos futuros sobre inibi¢cdo podem apresentar resultados
semelhantes aos obtidos com Lentinan.

B (1—3) glucanas extraidas de Saccharomyces cerevisiae com diferentes
massas moleculares e diferentes graus de ramificacdo por ligacbes 1—6 ndo foram
capazes de estimular a producdo de NO por macrofagos peritoneais in vivo, nas
concentragdes entre 0,25 e 5 pg/mL, quando injetadas no peritbnio de camundongos
QS, nem nos experimentos in vitro com cultura de células. No entanto, houve aumento
na producdo de NO quando as células em cultura foram estimuladas simultaneamente
com LPS e B-glucanas de alta massa molecular e alto grau de ramificagédo (CLEARY et
al, 1999). A andlise estrutural da molécula SK5 poderd esclarecer essa relagao
futuramente, pois uma estrutura com menos ramificacdes e menor peso molecular
poderia dificultar o reconhecimento do polissacarideo pelos receptores responsaveis

pelo aumento da expressdo de iNOS.
Efeitos sobre a producéo de O2™

O burst oxidativo é um processo onde se observa um rapido aumento no
consumo de oxigénio com producdo de anion superoxido (O2™) e perdxido de oxigénio
(H202) (BADWEY & KARNOVSKY, 1980). Foi constatado que o burst oxidativo
pode ter intensidade diferente dependendo da maneira como foram obtidas as células e
de seu local de origem. Deste modo, macréfagos residentes teriam resultado inferior
quando comparados a macrofagos ativados com PMA, por exemplo, tendo uma
producdo de espécies reativas de oxigénio trés vezes menor (COHEN et al, 1981).

A producdo de O2" por macr6fagos de camundongo estimulados com a
(1—>3) glucana SK5 foi analisada com o polissacarideo apenas (Figura 26) e na
presenca de PMA (Figura 27), como forma de avaliar a acdo do polissacarideo sobre o

burst oxidativo:
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Figura 26. Producgédo de Oz por macrdfagos peritoneais tratados com SK5 por 1
hora. Resultados obtidos para producdo de O3 por macréfagos peritoneais de camundongos sob o
efeito da B (1—3) glucana SK5 nas concentragdes de 0,1 pg/mL, 0,25 pg/mL e 0,5 pg/mL. Como controle
positivo para a producdo de O, utilizou-se PMA 1,0 ug/mL. Os resultados sdo apresentados como média
+ desvio padrdo (n = 3, cada experimento realizado em triplicata). *P < 0,05 em relacdo ao controle
(células tratadas apenas com NBT).

Na Figura 26 a deteccdo de O." para SK5 (0,1-0,5 ug/mL) ndo teve
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle, sendo assim, a proxima avaliacao
dos macrofagos, tratados com o polissacarideo concomitante ao controle positivo

verificou a possibilidade de algum tipo de sinergismo, ou antagonismo, entre a 3 (1—3)
glucana SK5 e o PMA (Figura 27).
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Figura 27. Producdo de O2" por macréfagos peritoneais tratados
concomitantemente com SK5 e PMA por 1 hora. Resultados obtidos para produgéo de 0>~
por macréfagos peritoneais de camundongos sob o efeito da  (1—3) glucana SK5 nas concentragdes de
0,1 pg/mL, 0,25 pg/mL e 0,5 pg/mL, todas adicionadas de PMA 1 pg/mL. Como controle positivo para a
producdo de O, utilizou-se PMA 1,0 ug/mL. Os resultados sdo apresentados como média + desvio

padrdao (n = 3, cada experimento realizado em triplicata). *P < 0,05 em relagdo ao controle (células
tratadas apenas com NBT).
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Observa-se na Figura 27 que a p (1—3) glucana SK5 ndo interfere no
burst respiratdrio. Outro trabalho realizado in vitro apresenta o tratamento com a 3
(1—>3) (1—6) glucana GRN obtida de Grifola frondosa sobre macréfagos peritoneais de
camundongos. Macrdfagos residentes foram tratados com Zymosan 50 pug/mL, e o pré-
tratamento com 250 ug/mL de GRN reduziu a producgdo de H>O> de 309 para 249 pmol.
Quando o pré-tratamento foi realizado com GRN 500 ug/mL, a reducéo foi maior ainda
(a producdo caiu para 165 pmol de H202). No entanto, quando o tratamento foi
realizado com PMA 100 ng/mL, o pré-tratamento com GRN ndo promoveu alteracdo na
resposta. O pré-tratamento realizado com uma f glucana pode ocupar o0s receptores que
promoveriam a ativacdo do burst respiratorio num estimulo subsequente (ADACHI et
al, 1993), fato que nao ocorreu com relagao a SK5.

Experimentos com tratamento in vivo demonstraram ndo haver diferenca
na producdo de O2" entre macrdfagos peritoneais de camundongos tratados com
(1—3) (1—6) glucanas obtidas de Saccharomyces cerevisiae e 0 grupo controle, no
entanto, quando houve a associacdo com PMA 10 ug/mL os macrofagos foram capazes
de elevar a produgdo de O.", principalmente o grupo de maior massa molecular
(CLEARY et al, 1999), sugerindo a possibilidade de que SK5 seja uma B-glucana de
baixo peso molecular.

No presente trabalho, verificou-se que nas trés concentracOes
polissacaridicas analisadas ndo houve aumento nem reducdo na producao de O™ pelas
células estimuladas, ou ndo, com PMA, ou seja, a modificacdo da resposta bioldgica
ocasionada pela B (1—3) glucana SK5 néo interfere na via de ativagdo celular através da
proteina quinase C (PKC) ou dos receptores de manose (MR) (SCHEPETKIN &
QUINN, 2006).

Efeitos sobre o sequestro de O™

Para avaliar uma possivel atividade antioxidante ocasionada pela
estrutura da B glucana em teste, foram realizados ensaios livres de células (in vitro),
tendo como base a capacidade do polissacarideo em inibir a redu¢do do NBT pelo O>"
gerado durante a reacdo. A Figura 28 demonstra que a B (1—3) glucana SK5 néo

interfere na disponibilidade de O,":

41



-

O

o
)

*k%

1004

(<4
o
1

Capacidade
Sequestradora de 02(%)

|
)
]
1% {

SK5 (pg/mL)

Figura 28. Capacidade sequestradora de O2" por SK5. Resultados obtidos para sequestro
de Opela B (1—3) glucana SK5 nas concentragdes de 0,1 pg/mL, 0,25 pg/mL e 0,5 ug/mL. C- (controle
negativo) corresponde a NADH + PMS + NBT. Como controle positivo (C+) para o sequestro de O
utilizou-se NADH + NBT com auséncia de PMS para evitar a formacdo do formazan, simulando o
sequestro total de O,". Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo (n = 3, cada
experimento realizado em triplicata). *** P < 0,001 em rela¢éo ao controle negativo.

Segundo o conceito de Lewis podemos considerar a molécula de anion
superoxido como sendo uma base, por possuir a capacidade de doar elétrons (LEWIS &
SEABORG, 1939), sendo assim, se a B (1—»3) glucana SK5 apresentasse um carater
acido, poderia entdo receber elétrons, reagindo assim com o O." e possivelmente
impedindo a reducdo do NBT, ou seja, sequestrando O2™.

Um estudo realizado com um polissacarideo extraido da planta Phoenix
dactylifera com 5% de NaOH demonstrou ser uma 3 (1—3)-(1—4) glucana por meio de
andlise de metilacdo e hidrolise, sendo que este foi o primeiro relato na literatura sobre o
isolamento de uma B glucana de carga neutra (ISHURD et al, 2002).

A andlise estrutural de um extrato polissacaridico obtido a partir do
micélio do fungo Cordyceps sinensis foi realizada por meio de metilagdo e hidrolise,
oxidacdo, ressonancia magnética nuclear (NMR) e reacdo com [ glucanase. Os
resultados demonstraram tratar-se de outra p (1—3)-(1—4) glucana com carga neutra
(WU et al, 2005) que, segundo o conceito de Lewis, ndo reagiria com o O2" devido a
carga da molécula, semelhantemente ao resultado obtido com a 3 glucana SK5.

Em sintese, os resultados obtidos para o polissacarideo SKS5,
principalmente o aumento da producdo de IL-6 e 0 aumento da capacidade fagocitica,

sdo motivadores para a realizacéo de futuras analises desta molécula. Essas anélises
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compreenderdo testes de atividade fagocitica sobre macréfagos pré-ativados,
investigacdo sobre direcionamento da resposta para imunidade celular ou humoral,
ensaios sobre inibicdo da producdo de TNF-a. e NO e anélise estrutural quanto ao peso
molecular e grau de ramificagdo da molécula e sua relacdo com os resultados anteriores,
com a finalidade de ampliar tanto o conhecimento sobre as propriedades bioldgicas de

SK5 quanto a sua potencial aplicagdo como imunomodulador.
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6. CONCLUSOES
Com os resultados do presente trabalho pode-se concluir que a  (1—3)

glucana SK5 interfere em algumas funcdes importantes de macrofagos in vitro:

1. Toxicidade celular relevante nas maiores concentragdes, o que levou ao emprego de
diluicdes até 0,5 ug/mL para a maioria dos demais ensaios;

2. Capacidade para ativacao celular na concentragéo 0,5 pg/mL;

3. Aumento do potencial fagocitico em todas as concentracdes analisadas;

4. Producdo da citocina IL-6 nas concentrac@es 0,5 e 1,0 pg/mL (ativadas);

5. Nao interferéncia na producdo da citocina TNF-a;

6. Ndo interferéncia na ativacdo de macrofagos peritoneais de camundongo pela via das
espécies reativas de nitrogénio (RNS), demonstrado pela auséncia na producdo de 6xido
nitrico (NO);

7. Nao interferéncia na ativacao de macrofagos peritoneais de camundongo pela via das
espécies reativas de oxigénio (ROS), demonstrado pela auséncia na producdo de anion

superoxido (O2e-);

8. Auséncia de capacidade antioxidante por ndo ser capaz de sequestrar anion
superoxido (O2e-).
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ANEXO 1 - PARECER DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
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O protocolo intitulado “Avaliagdo dos efeitos de polissacarideos
extraidos de fungos sobre macrofagos peritoneais de camundongos”, sob
vossa coordenacgdo, foi avaliado pelo CEUA como APROVADO para

execugao.
ATENGAO!

O Certificado Experimental deste Protocolo, somente serda emitido
apo6s o encerramento das atividades previstas e apds o encaminhamento
do Relatério Final ao CEUA. Este Parecer NAO tem valor como Certificado

Experimental.
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