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RESUMO

A flora brasileira é fonte de polissacarideos interessantes os quais, em seus estados
nativos ou submetidos a nodificagdes estruturais, podem ter potenciais aplicagdes
como modificadores da resposta biolégica (MRB). Um heteropolissacarideo acido,
contendo principalmente galactose e arabinose (ARAGAL), isolado da goma da
arvore leguminosa nativa Anadenanthera colubrina (Angico Branco), foi estudado
quanto aos seus efeitos imunomoduladores e antitumorais. Com este objetivo, foram
avaliadas em células do exudato peritoneal (PEC), a capacidade de elicitar
macrofagos para a cavidade peritoneal, a producdo de anion superdxido, oxido
nitrico e TNF-a, a atividade fagocitica, as alteragdes morfoldgicas, a percentagem de
macrofagos ativados e os efeitos antitumorais contra o Sarcoma-180. A ativacao de
macrofagos mostrando citoplasma aumentado, nucleos grandes e claros, varias
projecoes citoplasmaticas, habilidade de espalhamento, foi detectada in vitro, em
células exposta a ARAGAL, e in vivo em células obtidas de animais tratados. A
exposicao in vitro a ARAGAL aumentou a ocorréncia de macréfagos ativados de
forma tempo- e dose-dependentes, uma vez que ~82% das células estavam
ativadas em presenca de 300 ng.mL" de ARAGAL ap6s 24 h de incubacédo e ~91%
apos 48h. Apds tratamento i.p. com 100, 250 e 500 mg.kg' de ARAGAL os
macrofagos também foram ativados, mostrando a preparagéo ~60, ~75 e ~75% de
células ativadas respectivamente. A atividade elicitora de células foi observada pelo
tratamento dos animais com 50, 100 ou 200 mg.kg” de ARAGAL, que aumentou o
numero de PEC em ~18%, ~44% e ~88%, respectivamente. O ensaio para
fagocitose mostrou que 25 mg.mL™" de ARAGAL foram suficientes para desencadear
a capacidade fagocitica maxima. A produgdo de O, por macréfagos de animais
tratados com ARAGAL foi 70% maior que a de macréfagos de animais nao tratados.
Além disso, células de animais tratados responderam ao PMA, o efeito se tornou
25% maior que o controle utilizando animais nao tratados. Porém, ndo se observou
aumento na producdo de o6xido nitrico nas condicdes experimentais analisadas.
ARAGAL também aumentou em 26 vezes a producdo de TNF-a por macréfagos
peritoneais. Macréfagos tratados in vitro por 18 h com ARAGAL, foram capazes de
matar células do Sarcoma-180, como observado pelas estruturas destas células
dentro de citoplasma dos macrofagos. ARAGAL promoveu um efeito antitumoral
contra o Sarcoma-180 sdlido; uma inibicdo do crescimento de ~39% foi detectada
quando os animais foram tratados com 100 mg.kg™ do polimero, e uma inibicdo do
crescimento de 66% foi detectada nos animais portadores de tumor ascito do S-180
tratados com a mesma dose de ARAGAL. O aumento da producdo de TNF-a pode
ser responsavel pela atividade antitumoral de ARAGAL. Os resultados sugerem que
o polissacarideo ARAGAL isolado de A. colubrina € um MRB.
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ABSTRACT

Brazilian flora are a source of interesting polysaccharides which, either in their native
state or when submitted to structural modifications, might have potential applications
as biological response modifiers (BRM). A complex acidic heteropolysaccharide,
containing mainly galactose and arabinose (ARAGAL), isolated from the gum of the
native leguminous tree Anadenanthera colubrina (Angico Branco), was studied for its
immunomodulatory and antitumoral effects. In order to obtain insights on the
biological effects of ARAGAL, its immunological properties on peritoneal exudate
cells, namely their capacity of eliciting peritoneal macrophages, superoxide anion,
nitric oxide and tumor necrosis factor-a (TNF-a) production, phagocytic activity,
morphological alterations, percentage content of activated macrophages and
antitumoral effect against Sarcoma 180, were evaluated. Activation of macrophages
showing increased cytoplasm, bright and large nuclei, various cytoplasmatic
projections, and spreading ability, was detected following in vitro cell exposure to
ARAGAL or in cells obtained from treated animals. In vitro exposure to ARAGAL
increased the occurrence of activated macrophages in a time-, and a dose-
dependent pattern, since ~ 82 % of the cells were activated in the presence of 300
mg.mL™" of ARAGAL after 24 h of incubation and ~ 91 % after 48 h. The occurrence of
activated macrophages was also evident in cell preparations from ARAGAL-treated
mice, their percentage showing a dose-dependent pattern. There were ~60%, ~75%
and ~75% following treatment with 100, 250 and 500 mg.kg' of ARAGAL
respectively. Cell eliciting activity was observed in ARAGAL-treated animals, in a
dose dependent manner. Treatment of animals with 50, 100 or 200 mg.kg" of
ARAGAL increased peritoneal exudate cell (PEC) numbers by ~18, 44 and 88%
respectively. A phagocytic assay showed that 25 ng.mL™" ARAGAL was sufficient to
impose a maximum phagocytic ability, although this effect was dose-dependent. O,
production by macrophages from ARAGAL-treated mice was 70% higher than that of
cells from untreated mice. Moreover, cells from treated mice responded to PMA, the
effect being 25% higher than that of the control using untreated mice. However, cells
from treated mice not increased the nitric oxide production. ARAGAL also increased
26 fold TNF-a production by peritoneal macrophages. Macrophages, treated in vitro
for 18 h with ARAGAL, were able to kill Sarcoma 180 cells, as observed by their
structures inside the macrophage cytoplasm. ARAGAL promoted an antitumoral
effect against solid S-180, a growth inhibition of ~ 39% was detected when the
animals were treated with 100 mg.kg™" of polymer and, with it the same dose, a
growth inhibition of ~66% was observed to S-180 ascitic form. The increase of TNF-a
production could be responsible with the antitumor activity of ARAGAL. These results
thus suggest a possible role of ARAGAL from A. colubrina as a BRM.



1. INTRODUCAO

Polissacarideos de diferentes origens e com caracteristicas estruturais
variadas vém sendo estudados quanto as suas potenciais aplicagdes bioldgicas.
Estes estudos descrevem a atividade desses polimeros relacionada a ativagao de
células do sistema imune, como os macrofagos, e quanto a atividade antitumoral
frente a diferentes modelos (ROSENBERG, 1993; BOHN & BeMILLER, 1995). Além
destas, as atividades anti-viral e anti-coagulante colocam estas moléculas como
agentes farmacologicamente ativos (BOHN & BeMILLER, 1995). Dentre as
atividades bioldgicas, aqueles polissacarideos que apresentam habilidade de
aumentar a resposta imunolégica tém sido classificados como imunomoduladores ou
como modificadores da resposta bioldgica (BRM) (ROSENBERG, 1993; BOHN &
BeMILLER, 1995). O Laboratério de Cultivo Celular do Departamento de Bioquimica
e Biologia Molecular da UFPR vem estudando a atividade biolégica de
polissacarideos de diferentes origens. Foram estudadas a atividade antitumoral da
a-D-glucana (CARNEIRO-LEAO et al., 1997, STUELP-CAMPELO et al., 2002) e os
efeitos na ativacdo de macrofagos da galactomanana isolada do liquen Ramalina
celastri (NOLETO et al.,, 2002). Polissacarideos sulfatados isolados de algas
marinhas foram também estudados, avaliando-se a atividade dessas moléculas em
diferentes linhagens celulares (STEVAN et al., 2001). Dando continuidade a estes
estudos, neste trabalho serdo avaliadas as atividades biolégicas da
arabinogalactana (ARAGAL) de Anadenanthera colubrina como biomodulador.
Dentre as atividades aqui descritas, aquelas relacionadas aos efeitos sobre

macréfagos peritoneais de camundongos tiveram destaque, sendo avaliados a



ativacdo de macrofagos pelo tratamento in vivo e in vitro, a capacidade fagocitica
pelo tratamento in vitro, a atividade elicitadora de células pelo tratamento in vivo, a
producédo de anion superoxido, oxido nitrico e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)
apos tratamento in vivo e a citotoxicidade destas células tratadas in vitro frente a
células do Sarcoma-180. A atividade citotéxica in vitro e a atividade antitumoral in
vivo em camundongos portadores de tumor ascitico e tumor soélido também foram
avaliadas no presente trabalho e, com finalidade comparativa, células B16-F10 de
melanoma murino foram também utilizadas como modelo. Os efeitos in vitro de

ARAGAL na proliferagao e morfologia destas células foram também determinados.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. MACROFAGOS

Os macréfagos sao células do grupo dos fagécitos mononucleares, chamados
de mondcitos no sangue e macréfagos nos tecidos. Amplamente distribuidos pelo
corpo, os macrofagos sao responsaveis por numerosos processos homeostaticos,
imunolégicos e inflamatorios e constituem uma defesa imediata contra elementos
estranhos ao organismo. Algumas localizagbes particulares destas células incluem
orgaos como baco, figado (células de Kupffer), pulmao e nédulos linféides. Na pele
sdo chamadas células de Langehans, possuindo caracteristicas funcionais
especificas em cada local (ADAMS, 1979; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).
Essas células podem ser classificadas em 3 grupos que refletem os estados
funcionais dos macrofagos: (1) macréfagos residentes, que sado derivados da
cavidade peritoneal sem nenhum estimulo; (2) macrofagos elicitados, que séao
recrutados para a cavidade peritoneal por um agente inflamatério nao-especifico,
como o tioglicolato de sddio; e (3) macrofagos ativados, recrutados para a cavidade
por uma infeccao por Bacilus Calmette Guerin (BGC), o qual produz um exudato rico
em citocinas (COHN, 1978; CRAWFORD et al., 1987). Cada um destes estagios &
acompanhado pela expressao especifica de proteinas de membrana e produtos de
secrecao (MACKAY & RUSSELL, 1986).

Os macrofagos ativados estdo presentes em varios exudatos, e podem ser
caracterizados por parametros morfolégicos além de varios marcadores especificos

(GORDON, 1996). O termo “macrofago ativado” geralmente refere-se a macrofagos



cujas caracteristicas funcionais, bioquimicas e morfolégicas refletem um aumento da
atividade celular. Quando comparados com macréfagos residentes, os macréfagos
ativados sdo maiores e mais aderentes as superficies. As células ativadas
demonstram aumento da expressao e secre¢gao de enzimas lisossomais e de fatores
de crescimento (KAMINSKI et al., 1985). Os macréfagos estao intimamente
envolvidos na resposta imune. As principais fungdes destas células estao
relacionadas ao processo inflamatério, ao processamento e apresentagdo de
antigenos, a co-ativacao de linfocitos T e B, a capacidade fagocitica, a angiogénese,
ao processo de hematopoiese e de reparo tecidual, além da atividade citotdxica
contra ceélulas tumorais e microorganismos (WING & REMINGTON, 1980;
CAVAILLON, 1994; POPOV, et d., 1999; VADIVELOO et al., 2000; COOK et al.,
2001). Quando a fagocitose ocorre, os macrofagos englobam grandes particulas
como bactérias, leveduras, células tumorais e células senescentes e, para eliminar
essas particulas ingeridas, eles produzem espécies derivadas do oxigénio (“burst
respiratério”) e nitrogénio (KARNOVSKI & LAZDINS, 1978; NATHAN, 1985; FADOK
et al., 1993; MARCINKIEWICZ, 1997; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Uma
vez que os fagécitos agem como células regulatérias e efetoras no sistema imune, o
aumento da fungdo fagocitica pode ser aplicado como terapia contra infeccoes
bacterianas e cancer (POPQV et al., 1999).

Um dos receptores relacionados a fagocitose € o receptor para D-manose
(MR), o qual reconhece especificamente unidades de carboidratos, as quais se
ligam, permitindo assim a internalizacdo de glicoproteinas terminadas em manose,
L-fucose e N-acetilglucosamina (SHEPHERD et al., 1981). Este receptor possui duas

regides distintas de reconhecimento de carboidratos: a regido amino terminal, a qual



possui um dominio rico em cisteina, cujo papel é critico na ligagdo de glicoproteinas
sulfatadas, e outra que é constituida por dominio tipo lectina C. Estas regides sao
organizadas sequencialmente facilitando a internalizagdo de microrganismos
infecciosos. Essa dupla especificidade para a ligagcao de carboidratos possibilita que
o receptor de manose se ligue com as cadeias polissacaridicas sulfatadas e nao
sulfatadas (LIU et al., 2001). O receptor para manose nao & expresso em monocitos
circulantes. Em macréfagos a sua expressdo € regulada, os glicocorticoides
aumentam sua expressao, enquanto que o interferon gama (IFN-g) diminui (STAHLL
et al., 1984). Outro receptor descrito para carboidratos em macréfagos € o receptor
para b-glucanas (GOLDMAN, 1988), que sera abordado posteriormente nesta
revisao bibliografica.

Além das funcbes descritas, os macrofagos secretam moléculas sinalizadoras
chamadas citocinas e quimiocinas, as quais dirigem a resposta imune (ABBAS et al.,
2000). A capacidade dos macrofagos em produzir citocinas depende do grau de
maturagao, ativacao e localizacdo destas células (CAVAILLON, 1994). As citocinas,
proteinas de baixa massa molecular, sdo importantes porque permitem a
comunicagao entre células do sistema imune via receptores especificos presentes
nas superficies celulares. Varios componentes soluveis de bactérias, como
endotoxinas, exotoxinas, enterotoxinas e peptidoglicanas, sdo capazes de induzir a
producao de citocinas por macrofagos. Por exemplo, o lipopolissacarideo (LPS) uma
endotoxina de bactérias Gram-negativas, que tem sido estudado pela sua conhecida
habilidade em induzir a liberagdo de algumas citocinas por macréfagos e mondcitos.
Baixas concentracbes de LPS sdo suficientes para sinalizar a sintese de varias

citocinas, como TNF-a, IL-1b, IL-1a e IL-6. O TNF-a é produzido em resposta a



ativacao do fator de transcricao nuclear NF-kB (KOPP & GHOSH, 1995), sendo que
sua producdo € importante atividade efetora exercida pelos macrofagos
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

A interleucina-1b (IL-1b) e a interleucina-6 (IL-6) s&o citocinas pro-
inflamatoérias, isto é, sdo produzidas em resposta a infecgdes ou danos teciduais. A
interleucina-10 (IL-10) e a interleucina-12 (IL-12) s&o citocinas imunoreguladoras que
exibem uma ampla variedade de efeitos sobre diferentes tipos de células, dentre
elas os macrofagos (ABBAS et al., 2000). Enquanto macréfagos e mondcitos
influenciados por agentes ativadores podem produzir citocinas, outros fatores e
sinais podem inibir sua producdo, tais como proteinas de choque térmico
(FOUQUERAY et al., 1992) e glicocorticéides (LEW et al., 1988; WAAGE & BAKKE,
1988) produzidos durante condi¢des de estresse (CAVAILLON, 1994).

Além da producdo de citocinas, os macrofagos ativados desencadeiam o
“burst” respiratorio, ou seja a sintese de espécies reativas do oxigénio, e a producao
de oxido nitrico (NO) respostas bioquimicas de duas vias oxidativas diferentes,
através das quais os macréfagos ativados matam microrganismos e células tumorais
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; BILLIAR et al., 1992). A geragdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) serdo abordadas

posteriormente nesta revisao bibliografica.

2.2. RECONHECIMENTO DE CELULAS TUMORAIS POR MACROFAGOS
Macrofagos ativados sao capazes de reconhecer, ligar e subsequentemente
eliminar células tumorais. A distingdo entre células tumorigénicas e células nao-

tumorigénicas pelos macrofagos indica que as diferengas na composicdo da



membrana celular podem ser responsaveis por tal reconhecimento especifico
(KLIMP et al., 2002). Neste aspecto, estudos tém demonstrado que a diferenca na
quantidade de fosfatidilserina na membrana externa de células tumorais e células
normais € um dos fatores responsaveis por esta especificidade (UTSUGI et al.,
1991; ELNEMR et al., 2000). Além disso estudos indicam que a glicosilacado alterada
de moléculas da superficie celular de células tumorais pode ser um outro mecanismo
de reconhecimento destas células por macrofagos (TAKANO et al.,, 1990;
SAKAMAKI et al., 1990; WESTENFELDER et al., 1993; PUTZ & MANNEL et al.,
1995; ICHII et al., 2000). Estas estruturas de carboidratos se ligam a receptores
semelhantes a lectinas presentes nos macréfagos (SAKAMAKI et al., 1990).

Em uma extensa revisao bibliografica, KLIMP et al. (2002) cita uma série de
estudos clinicos que objetivaram a ativacdo e o recrutamento de mondcitos e
macrofagos como forma de eliminar células tumorais. Nesta série de estudos, duas
estratégias podem ser distinglidas: (1) a ativagao in vivo de macroéfagos utilizando
modificadores da resposta bioldgica e (2) imunoterapia celular adaptativa, na qual
células efetoras sdo isoladas do corpo e re-inoculadas varios dias depois da
ativacgao in vitro destas células com modificadores da resposta bioldgica.

A destruicdo de células tumorais onde os macrofagos estdo diretamente
envolvidos ocorre por dois mecanismos distintos: (1) citotoxicidade mediada por
macréfagos, um processo relativamente lento e dependente de contato célula-célula
e (2) citotoxicidade celular dependente de anticorpo; processo pelo qual tanto os
macrofagos como os mondcitos sdo capazes de lisar células tumorais, através do
reconhecimento e ligacdo das células alvo cobertas por anticorpo via receptor Fc nas

células efetoras (SHAW et al., 1978; KAWASE et al., 1985; KLIMP et al., 2002). O



primeiro requer 1 a 3 dias para ocorrer, sendo que a susceptibilidade a citotoxicidade
mediada por macrofagos € variavel e dependente do tipo de célula tumoral; além
disso, este processo apresenta como principal caracteristica o aumento da
expressao de ICAM-1, que é induzida por citocinas (DAEMEN et al., 1989; KLIMP
et al., 2002). O segundo processo depende do estado de ativagdo do macréfago e
pode ser completado rapidamente, dentro de poucas horas, ou lentamente, onde
sado necessarios 1 a 2 dias (KLIMP et al., 2002). O mecanismo pelo qual ocorre o
reconhecimento e lise das células alvo durante este processo provavelmente
envolve a geragcao de espécies reativas de oxigénio, incluindo o anion superdxido e
o peréxido de hidrogénio (JOHNSON et al., 1986; KLASSEN & SAGONE, 1980),
liberacao de TNF-a e IL-1 (PULLYBLANK et al., 1995), proteases e componentes do
complemento (LEU et al., 1991). A importancia relativa dos mediadores envolvidos
na morte de células tumorais depende da susceptibilidade intrinseca das diferentes
células tumorais e das condicbes de ativacdo das células efetoras (KLIMP et al.,

2002).

2.3. “BURST” RESPIRATORIO

A interacdo de uma variedade de compostos nos receptores da superficie
celular de fagdcitos pode nduzir a formagéo de metabdlitos reativos de oxigénio no
processo conhecido como “burst” respiratorio. Este caracteriza-se por um acentuado
aumento no consumo de oxigénio, resultante da ativagdo de uma via que reduz o
oxigénio a anion superéxido (O,). A formagao do O,’, um processo essencial para a
defesa do hospedeiro contra microrganismos invasores, € catalisada pelo complexo

NADPH oxidase, como representado na equagédo abaixo. Em seguida o O, é



convertido a perdxido de hidrogénio pela acdo da enzima superdéxido dismutase

(SOD) (KLEBANOFF, 1992; ROTROSEN, 1992).

NADPH oxidase
NADPH + 2 O, » NADP'+H +20,

SoD
20, +2H » HO0,+ O

A NADPH oxidase € constituida por componentes citosélicos e por uma
flavoproteina ligada a membrana de vesiculas secretoras que, sob estimulo, se
fundem a membrana plasmatica. Nos fagécitos a NADPH oxidase encontra-se
normalmente inativa, porém, quando estas ceélulas sdo estimuladas com agentes
apropriados, como por exemplo as cadeias peptidicas de microorganismos como 0
N-formilmetionilleucilfenilalanina (fMLP?), ou o éster de forbol 12-meristato 13-
acetato (PMA), ocorre a translocagao de proteinas fosforiladas para a membrana,
onde se associam com o citocromo bsss, formando a NADPH oxidase ativa
(YAMAGUCHI & KANEDA, 1988; JOHANSSON et al.,, 1995; PARK et al., 1992;
PARK & BABIOR, 1992; BABIOR, 1992; SEGAL & ABO, 1993). Os produtos do
“burst” respiratério, O," e H,0, , destroem os patdégenos fagocitados ou presentes no
meio extracelular.

A intensidade do “burst’ respiratério em macréfagos depende de onde e como
eles sao obtidos. Macréfagos residentes, que nao entraram em contato com nenhum
tipo de estimulo, sdo pouco ativos. Porém, macréfagos com grande capacidade
oxidativa podem ser obtidos de animais que entraram em contato com o Bacillus

Calmette-Guérin (BCG) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Células obtidas de
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animais tratados com o tioglicolato ou expostas ao éster de forbol (PMA) consomem
trés vezes mais oxigénio durante o processo de fagocitose, quando comparadas a
células obtidas de animais nao tratados (COHEN et al.,, 1981). O PMA, como
estimulo nao-particulado, pode produzir o “burst” respiratério em macréfagos, com
producdo de espécies reativas de oxigénio (JUN et al., 1993). Os ésteres de forbol,
in vitro, alojam-se na membrana dos macrofagos e ativam a proteina quinase C
(PKC), enzima que inclui uma grande familia com multiplas isoformas, apresentando
dominios regulatérios e cataliticos distribuidos em carboxi e amino terminais
(RYVES et al., 1991).

Outros agentes indutores da producado de ROS incluem interferon gama (IFN-
0), o lipopolissacarideo (LPS) e o muramil dipeptidio da parede celular bacteriana, os
quais também potencializam a resposta destas células ao estimulo do qual originou

o “burst’ respiratério (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

2.4. PRODUCAO DE OXIDO NITRICO

O oxido nitrico, um gas radical livre e permeavel a membranas, € produzido
por diferentes tipos celulares, tais como células endoteliais vasculares, neurdnios,
células epiteliais do trato respiratorio, fibroblastos, hepatocitos e macrofagos
(STUEHR & MARLETA,; BILLIAR et al., 1992; NUSSLER & BILLIAR, 1993; SONG et
al., 2002). Como um radical livre, ele reage rapidamente com varios compostos,
principalmente espécies contendo elétrons desemparelhados, como o oxigénio
molecular e metais (MAYER & HEMMENS, 1997). O o6xido nitrico produzido por

macréfagos desenvolve um papel importante em processos patolégicos, como a
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defesa anti-microbiana, inflamacdo e angiogénese (MACMICKING et al.,, 1997;
LCANCY et al., 1998).

O NO ¢ sintetizado a partir do atomo de nitrogénio do grupo guanidino do
aminoacido L-arginina em uma reacdo catalisada pela enzima oOxido nitrico sintase
(NOS), um homodimero contendo FAD e FMN como grupos prostéticos e ainda
requerendo tetrahidrobiopterina, NADPH e O, para sua atividade (XIA & ZWEIER,

1997). A reacgao de producao de NO esta representada abaixo:

NH2 NH2
I NADPH NADP* I

C =*NH, C=0
| |

NH O2 NH +  NO
| — > |

(CHy)s Ca (CHy)s
| NOS I

CH - COO" CH - COO’
| |

ANH, ANH,

L-Arginina Citrulina

A o6xido nitrico sintase foi caracterizada em diferentes isoformas, as quais
representam produtos de genes distintos (LOWENSTEIN & SNYDER, 1992;
NATHAN & XIE, 1994; NUSSLER & BILLIAR, 1993). Em células endoteliais e
neurdnios, a forma constitutiva (c(NOS) é dependente de Ca?* para a sua atividade e
produz pequenas quantidades de NO por curtos periodos de tempo (BREDT &
SYNDER, 1990). A 6éxido nitrico sintase induzivel (iNOS), que é encontrada nos
macréfagos, contém uma molécula de calmodulina fortemente ligada, que a mantém
em uma conformacgao ativa. O aumento na transcricdo do gene para esta forma da

enzima €& observado em resposta a diferentes estimulos, como citocinas (por
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exemplo: IL-1, IFN-g, TNF-a), bactérias (por exemplo: BCG) ou produtos bacterianos
(por exemplo, LPS) (MONCADA et al.,, 1994; JAMES, 1995), além de cAMP e
prostaglandina E, (IMAI et al., 1994). A iINOS tem sido considerada como molécula
central na regulagédo da resposta imune contra tumores (SONG et al., 2002). Existem
evidéncias que mostraram a necessidade de duas moléculas sinais para a indugao
da atividade efetora desta via bioquimica, seja por LPS + IFN-g (GREEN et al., 1990;
Van der VEEN et al., 2000), ou por IFN-g+ TNF-a (LIEW et al., 1990). A inibicao das
formas de NOS pode ocorrer por andlogos da arginina Nsubstituidos, como a N°-
monometil-L-arginina  (NMMA), aminoguanidina ou N-nitroarginina-metil-éster
(JAMES, 1995).

O NO é labil e altamente reativo; difunde-se através da membrana, e
apresenta um pequeno tempo de meia vida, somente alguns segundos (Van der
VEEN, et al., 2000). Por esta razao, este efetor atua somente nas células préximas
do seu local de producao. Em solu¢des aquosas, o NO é rapidamente transformado
em nitrito (NO, °) e nitrato (NO3’). Entre as a¢des do NO produzido pelo endotélio
vascular estdo o relaxamento da musculatura lisa vascular, reducdo da adeséo e
agregacao plaquetaria. O NO produzido por macréfagos esta envolvido na agéo
citotdxica exercida por estas células, para certos microorganimos e células tumorais
(PRINCE & GUNSON, 1993; COTRAN et al., 1994; MONCADA et al., 1994; MAYER
& HEMMENS, 1997). Outras agdes descritas para o NO incluem ainda a protegéo
contra os danos sistémicos induzidos por citocinas, assim como a inibicdo da adesao
e migracao de leucdcitos através do endotélio vascular da camada celular endotelial

(KUBES et al., 1994). Porém, a produgédo descontrolada de NO pode levar a uma
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resposta maciga téxica, implicada em uma série de doencgas inflamatérias (COTRAN

et al., 1994; ZHUANG & WOGAN, 1997).

2.5. FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA (TNF-a)

O fator de necrose tumoral (TNF) foi descoberto em 1975 por CARSWELL e
colaboradores no soro de camundongos infectados com o Bacillus Camette-Guerin
(BCG). Estes autores identificaram o TNF como uma proteina do soro derivada de
macréfagos estimulados por endotoxina, e capaz de causar lise de células tumorais
in vivo (SOUBA, 1994). O TNF é produzido primariamente por macréfagos (MANNEL
et al., 1980), porém outros tipos celulares, como linfocitos, células natural killer e
células de Kupffer, tém sido identificados como capazes de produzir esta citocina
(SOUBA, 1994). Algumas viroses, tripanossomos, plasmddios e alguns organismos
gram-positivos podem também estimular a produgdo de TNF, que também é
detectada em outros estados fisiopatoldégicos, como injurias e processos malignos
(STOVROFF et al.,, 1989; BALKWUL et al., 1987; SOUBA, 1994). Porém conforme
observado experimentalmente, o lipopolissacarideo (LPS) € o mais importante
estimulador da liberacdo de TNF por macrofagos, sendo este considerado como
mediador primario dos efeitos sistémicos da endotoxina. O TNF é conhecido como
uma proteina soluvel (17 kDa) mas também como uma molécula precursora
associada a membrana (26 kDa) (JEONG & JUE, 1997). Apdés a clivagem da
molécula precursora, a forma soluvel do TNF é secretada como uma proteina
homotrimérica. Ambas a molécula associada a membrana e a molécula soluvel s&o
efetivas em destruir a célula alvo (MONASTRA et al.,, 1996; DECKER et al., 1987,

MARR et al., 1997). O mecanismo pelo qual o TNF é capaz de destruir as células
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alvo envolve sua ligagcdo a receptores especificos. Dois receptores para TNF, o
receptor do tipo 1 (TNF-R1) e o do tipo 2 (TNF-R2), tém sido descritos, sendo que
ambos estao presentes na maioria dos tipos de células e tecidos (BROCKHAUS et
al., 1990; HOHMANN et al., 1990; TARTAGLIA & GOEDDEL, 1992; CURTIN et al.,
2002). A ocupacgéo de 5 a 10% dos receptores para TNF ja é suficiente para a
inducdo da maioria dos efeitos biolégicos do TNF (TSUJIMOTO & VILCEK, 1986;
COFFMAN et al., 1988). Quando o TNF se liga ao TNF-R1 ocorre a indugao a
toxicidade, a atividade antiviral, a proliferacao de fibroblastos e indugdo do NF-kB,
eventos que normalmente resultam na ativacdo das caspases e apoptose (CURTIN
et al., 2002). A ligacdo do TNF-a ao TNF-R2 induz a proliferacdo de linfécitos T
citotoxicos e timocitos (TARTAGLIA & GOEDDEL, 1992; TARTAGLIA et al., 1993).
Reconhecido também como uma importante molécula de defesa do
organismo que age sobre células tumorais (MIZUNO et. al., 2000; ARINAGA et al.,
1992), o TNF-a é capaz de induzir a necrose em certos tumores experimentais
(CARSWELL et al., 1975) e exercer efeitos citotoxicos ou citostaticos em varias
linhagens tumorais in vitro (WATANABE et al., 1985; HARANAKA & SATOMI, 1981).
Dessa forma, a modulagéo do sistema imune para produzir TNF enddégeno de forma
controlada para eliminar ou suprimir o crescimento células tumorais vem sendo
considerada como uma alternativa no tratamento do cancer. Neste aspecto, varios
polissacarideos e outras moléculas, para as quais a acao antitumoral foi
demonstrada, vém sendo utilizados como indutores da producdo de TNF enddgeno
(WONG et al.,, 1994). Entretanto, a injecdo de TNF recombinante em pacientes
humanos causou varios efeitos colaterais incluindo febre e caquexia (SPRIGGS et

al., 1987).
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Além dos efeitos ja citados, o TNF participa também do aumento da
citotoxicidade mediada por monécitos (SMITH et al., 1990) e da atividade citolitica de
células “natural killer” (NK) (OSTENSEN et al., 1987). O mecanismo pelo qual ocorre
a indugdo antitumoral seletiva do TNF pode ser explicado pelo acumulo de
macrofagos e leucécitos polimorfonucleares proximos ao tumor, os quais tem
capacidade de produzir TNF e citocinas inflamatérias com atividade de
retroalimentar esta producdao (ARINAGA et al., 1992). Quando produzido em
pequenas quantidades, o TNF exerce um grande numero de atividades biolégicas
pleiotropicas que estdo relacionadas ao controle da proliferacdo e diferenciacao
celular, regulacdo da interacdo das citocinas, interagcdo com outros mediadores da
resposta ao estresse, incluindo as prostaglandinas e corticosterdides, e mediagao da
resposta aguda a injuria tecidual (SOUBA, 1994). Esses efeitos levam a mecanismos
de remodelacéo tecidual, inflamagao e citotoxicidade quando os niveis teciduais de
TNF sao baixos, e quando os niveis de TNF sao elevados, levam a progressao para

a caquexia, injuria tecidual, choque irreversivel e morte.

2.6. ATIVIDADES BIOLOGICAS DE POLISSACARIDEOS

Dentre os estudos visando avaliar as atividades biolégicas de polissacarideos,
destacam-se aqueles que relacionam estes polimeros a ativacdo de células do
sistema imune, como os macréfagos, e aqueles que avaliam a possivel atividade
antitumoral dos polissacarideos frente a diferentes modelos tumorais
(ROSENBERG, 1993; BOHN & BeMILLER, 1995). Atualmente, alguns
polissacarideos sao considerados moléculas farmacologicamente ativas por

apresentarem atividade anti-viral, anti-coagulante e anti-tumoral (BOHN &
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BeMILLER, 1995). Polissacarideos que apresentam habilidade de aumentar a
resposta imunoldgica tem sido classificados como imunomoduladores.
Farmacologicamente, essas moléculas tém sido classificadas como modificadores
da resposta bioldégica (MRB) (ROSENBERG, 1993; BOHN & BeMILLER, 1995).

Um agente pode ser classificado como um MRB se atuar pelo menos por um
dos seguintes mecanismos: A. Aumento direto da resposta anti-tumoral do
hospedeiro, promovendo o aumento de numero ou atividade das células efetoras, ou
da producdo de mediadores soluveis, como as citocinas; B. Redug¢dao dos
mecanismos supressores, promovendo, desta forma, o aumento indireto da resposta
imune do hospedeiro ao tumor; C. Aumento das defesas do hospedeiro através de
seu efeito como mediador natural ou sintético das respostas imunes; e, D.
Modificacdo das caracteristicas de membrana das células tumorais, de forma a
aumentar sua imunogenicidade, alterar seus padrées de disseminagao metastatica,
ou torna-las mais susceptiveis a destruigdo por mecanismos imunolégicos ou por
agentes citotoxicos (MITCHELL, 1988). Entre os novos agentes que vém sendo
estudados, destacam-se certos tipos de polissacarideos de diferentes origens como
algas, fungos, liquens e vegetais.

Varios autores tém tentado estabelecer uma correlagdo entre a estrutura
quimica de carboidratos e a atividade anti-tumoral. Esta € uma relagao dificil de ser
estabelecida porque existem muitas possibilidades de interacdo entre os
carboidratos, de forma que mesmo os homopolimeros podem apresentar estruturas
complexas. Estruturas secundarias podem ser formadas, dependendo das
conformagdes das unidades monossacaridicas, da massa molar, e das interagdes

por ligagbes de hidrogénio inter e intra-cadeia (WHISTLER et al., 1976). Entre os
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fatores que podem influenciar a atividade anti-tumoral, podem ser citados: A.
Estrutura da cadeia principal; B. Grau de ramificacdo; C. Presenca de grupos
substituintes; D. Massa molar; e, E. Conformacdo (BOHN & BeMILLER, 1995).
Varios autores tém relatado efeitos de polissacarideos sobre diferentes
aspectos da ativagdo de macrofagos (ARINAGA et al., 1992; YOSHIZAWA et al.,
1996; Di LUZIO, 1999; WANG et al., 1996; MULLER et al., 1996; KEREKGYARTO et
al., 1996; CHEN et al., 1997a; LEUNG, et al.,, 1997; CHINTALWAR et al., 1999;
POPOV et al., 1999; KITAZAWA et al., 2000; MIZUNO et al., 2000; HAN et al. 2001;
COOK et al., 2001; RAMESH et al., 2002; UM et al., 2002; SONG, et al., 2002;
STUELP-CAMPELO et al, 2002; NOLETO et al, 2002, 2004; NISHIMURA-
UEMURA, et al.,, 2003). Entre os polissacarideos mais estudados estdo as b-
glucanas (STONE & CLARKE, 1992; BOHN & BeMILLER, 1995), tanto particuladas
quanto aquelas soluveis em agua, as quais podem ser obtidas de uma variedade de
plantas, fungos e bactérias (WAKSHULL et al., 1999). O grau de ramificagdo destes
polimeros € bastante variado e, via de regra, as estruturas apresentam massas
moleculares geralmente maiores que 200.000 Da (KRAUZ & FRANZ, 1991; MISAKI
et al.,, 1993; OKASAKI et al., 1995). Segundo GOLDMAN (1988), macrofagos
peritoneais de camundongos possuem receptores para b-glucanas, podendo, desta
forma, reconhecer e fagocitar esses polimeros, o que ocasionaria a ativagdo dessas
células, caracterizada principalmente pela secrecdo de IL-1, IL-6, TNF-a, além da
producao de NO, O,, H,O, e aumento da atividade fagocitica (ABEL & CZOP, 1992;
SAKURAI et al., 1992; ADACHI et al., 1993; OKASAKI et al., 1995; OKASAKI et al.,
1996). Uma preparagédo da parede celular de levedura, constituida de manana e

glucana, conhecida por “zymozan”®, € amplamente utilizada para induzir o “burst’
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respiratorio em macrofagos (WILLIAMS et al., 1986; BADWAY & KARNOVSKI, 1980;
BERTON & GORDON, 1983). A via do 6xido nitrico (NO) também pode ser alvo de
efeitos de alguns polissacarideos, os quais parecem sinalizar para o aumento da
transcricito dos genes da enzima oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS)
(RAMAMOORTHY et al., 1996; DEUK et al., 1998; KIM, 1998).

Dentre as a-glucanas, uma glucana isolada do liquen Ramalina celastri, cuja

estrutura principal € constituida por ligagbes (1® 3), (1® 4) alternadas na proporgéao
3:1, tem sido estudada. Este polimero apresentou efeitos citotoxicos sobre células
Hela, levando a alteragdes morfologicas das mesmas como a presencga de vacuolos
citoplasmaticos contendo material acidéfilo, acumulo de material filamentoso,
presenga de granulos eletron-densos dispersos no citoplasma e o aparecimento de
expansodes globosas (blebs), o que sugeriu sofrimento celular. O derivado sulfatado
desta molécula causou alteracdes drasticas sobre as células (CARNEIRO-LEAO et
al., 1997). Quando injetada intraperitonealmente, esta a-glucana recrutou
macréfagos para a cavidade peritoneal de camundongos, sendo que estas células
apresentavam algumas caracteristicas de células ativadas, como o aumento da
produgdo de peroxido de hidrogénio e da capacidade fagocitica (STUELP-
CAMPELO et al.,, 2002). MIZUNO e colaboradores (1998) observaram que a
administragédo de uma a-glucana com ligagdes (1® 6),(1® 4), extraida do cogumelo
Agaricus blazei, aumentou a populagdo de células T citotoxicas e células NK, em
camundongos; sendo que este polimero também exibiu uma atividade antitumoral
contra o Sarcoma-180 (S-180), efeito provavelmente resultante da ativacdo do
sistema imune do animal. O mesmo grupo estabeleceu uma classificagdo para a

atividade anti-tumoral exercida por polissacarideos, baseando-se nos valores de
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inibicdo do crescimento, expressos em percentual sendo de O-25%, sem atividade;
entre 26 e 50%, atividade regular; de 51-75%, atividade efetiva; entre 76 -95%,
consideravelmente efetiva, e de 96-100%, muito efetiva (MIZUNO et al., 1986).

A lentinana, uma b-glucana com ligagdes (1® 3) e ramificacdes em (1® 6), é
outro polissacarideo considerado como um potente imunoestimulador. O polimero
que é extraido do fungo Lentinus edodes apresenta efeitos sobre macrofagos e
mostrou atividade antitumoral contra tumores alogénicos e singénicos em
camundongos e ratos (CHIHARA et al.,, 1970; ROSE et al.,, 1984), além de
apresentar atividade antitumoral em pacientes portadores de carcinoma gastrico
(ARINAGA et al.,, 1992). Os autores observaram que os monocitos periféricos
apresentaram habilidade em produzir quantidades bastante aumentadas das
citocinas IL-1b, IL-1a e TNF-a, apds a administracdo do polissacarideo lentinana.

Além das a e b-glucanas, outros polissacarideos tém mostrado efeitos sobre
células do sistema imune e células tumorais. Dentre esses polimeros estdo o
fosfopolissacarideo e o polissacarideo neutro extraidos do Lactobacillus delbrueckii
ssp. Bulgaricus OLL 1073R-1, os quais apresentaram efeitos sobre macrofagos,
recrutando células para a cavidade peritoneal e estimulando a capacidade fagocitica
e a atividade citostatica em células tumorais das linhagens Sarcoma-180 e P388
(KITAZAWA et al., 2000).

O polimero tipo-inulina (PG), extraido da raiz de Platycodon grandiflorum,
também apresentou atividade imunoestimuladora. Os autores mostraram que o
polimero ativa seletivamente células B e macréfagos, mas nao células T, e
propuseram que esta seletividade seria resultante da ligacdo do polimero a

receptores especificos presentes nestas células, mas ndo em células T. Este efeito
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de seletividade foi similar ao encontrado para a angelana, um polissacarideo péctico,
isolado da raiz de Angelica gigas Nakai (JEON et al., 1999, JEON et al., 2001). E
importante citar que embora estes polimeros apresentem efeitos similares, suas
composicdes quimicas e estruturais sao diferentes; a angelana é constituida por
arabinose, galactose e acido galacturénico e nado contém glucose (JEON et al.,
1999) enquanto o polissacarideo PG é caracterizado como uma glucofrutana e
constituido por uma cadeia principal de (2® 1)-b-D-frutose (HAN et al., 2001). Esses
dois polissacarideos ativaram a produgdo de NO por macréfagos de forma diversa
daquela exercida pelo LPS, pois os receptores utilizados por este lipopolissacarideo
e pelos polimeros em questdo ndo sdo os mesmos (HAN et al., 2001; JEON et al.,
2001).

Mananas e galactomananas também sdo descritas como interferentes nas
fungcbes dos macréfagos (NOLETO et al., 2002, 2004). A galactomanana (GMPOLY)
isolada do liguen Ramalina celastri e seu complexo com o ion vanadilo (GMPOLY -
VO) apresentaram efeitos sobre macréfagos peritoneais de camundongos; essas
moléculas foram capazes de diminuir a producdao de anion superéxido estimulada
por PMA, sendo que a GMPOLY-VO foi capaz de produzir este efeito em
concentracao 100 vezes menor do que a GMPOLY. A producéo de 6xido nitrico por
macrofagos tratados com GMPOLY aumentou em 40%, sendo que este efeito foi
observado na auséncia de IFN-g e LPS. Além disso, GMPOLY e GMPOLY-VO
exibiram efeitos leishmanicidas em formas amastigotas de Leishmania amazonensis,
sendo que somente a forma complexada ao ion vanadilo exibiu efeitos de inibicao
sobre o crescimento da forma promastigota (NOLETO et al.,, 2002). Outra

galactomanana extraida de Trigonella Foenum-graecum L., uma erva de
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leguminosas, foi analisada quanto ao seu potencial em ativar macréfagos e mostrou-
se capaz de aumentar sua capacidade fagocitica (RAMESH et al., 2002). Porém, a
manana (MPOLY) de levedura e seus complexos com o ion vanadilo (MPOLY-VO,
MM-VO) diminuiram a producédo de anion superoxido por macréfagos na presencga
de PMA; enquanto que, a produgao de 6xido nitrico mostrou-se aumentada em 55%
pela manana (MPOLY), e quando os macrofagos foram incubados com os
complexos MPOLY-VO e MM-VO, nao houve alteracao nesta via (NOLETO et al.,
2004 in press).

Outro polissacarideo capaz de alterar algumas fungdes dos macrofagos,
levando-os a um estado de ativacdo, € uma fucogalactana isolada do cogumelo
Sarcodon aspratus. Esta fucogalactana levou macrofagos peritoneais de
camundongos a liberar quantidades aumentadas de TNF-a e NO in vitro; sendo que
a produgcdo de TNF-a induzida por 50 ng/ml deste polimero foi significativamente
maior que a induzida por 500 nmg/ml de lentinana; e seus efeitos sobre a produgao de
NO se mostraram dose-depente com as concentragdes de 5 — 500 ng/ml (MIZUNO

et al., 2000).

2.6.1. Arabinogalactanas

Arabinogalactanas sdo uma classe de polissacarideos, com alto grau de
ramificagéo e de alto peso molecular (HAUER & ANDERER, 1993). Na natureza, as
arabinogalactanas sado encontradas em muitas plantas (D’ADAMO, 1996), onde
podem ocorrer ligadas a proteinas formando as estruturas conhecidas por
arabinogalactanas-proteinas, como Echinacea purpurea, Baptisia tinctoria, Thuja

occidentalis (EGERT & BEUSCHER, 1992), Angelica acutiloba (KIYOHARA et al.,
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1989) e Curcuma longa (GONDA et al., 1993) e também em microorganismos como
em micobactérias onde sdo complexadas entre peptideoglicanas e acidos micolicos
(McNEIL et al., 1987).

A principal fonte de arabinogalactanas utilizadas comercialmente & a arvore
Larch: Western Larch (Larix occidentalis) e Mongolian Larch (Larix dahurica)
(ODONMAZIG et al.,, 1994). A arabinogalactana originaria da arvore Larch é
composta por unidades de galactose e arabinose na razdo 6:1, com um trago de
acido urdnico, o peso molecular das fragdes principais € de 16000 e 100000. Varias
atividades biologicas vém sendo descritas para as arabinogalactanas (D’ADAMO,
1996). GROMAN et al. (1994) demonstraram que uma arabinogalactana purificada
da arvore Larix occidentalis pode servir como um carreador para a entrega de
drogas no figado através do receptor de asialoglicoproteinas, visto que, em ratos,
esta arabinogalactana se liga tanto in vivo como in vitro nesse receptor. In vivo, esta
molécula é internalizada nos hepatdcitos por endocitose mediada por receptor, de
forma rapida e especifica.

Visando analisar quais as regides imunoreativas de arabinogalactanas-
proteinas de algumas plantas medicinais como Baptisia tinctoria e Echinacea
purpurea, experimentos foram realizados para elucidar a especificidade do possivel
mecanismo de agdo de arabinogalactanas de diferentes origens, visto que essas
moléculas sao capazes de estimular células imunocompetentes como os
macrofagos, e esta ativacdo € ainda acompanhada pela liberagdo de algumas
citocinas. Os autores concluiram que anticorpos produzidos contra
arabinogalactanas-proteinas (AGP) de diferentes origens reagem seletivamente com

seu antigeno correspondente, ou seja, os antisoros obtidos sao altamente
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especificos para as AGP de Baptisia e Echinacea, podendo ser usados para a
quantificagdo desses componentes imunomoduladores (EGERT et al., 1991).

BEUTH et al. (1987) demonstraram com sucesso a utilizagdo de
arabinogalactanas como moléculas capazes de bloquear a instalagdo de células
tumorais no figado de camundongos inoculados com células do Sarcoma L-1,
impedindo a formacao de metastases. A explicacao para este fato € que as lectinas
presentes na superficie das células hepaticas funcionam como receptores para os
acucares presentes no glicocalix das células tumorais, facilitando a instalacdo destas
no figado. Com o uso de injegcbes prévias e reinjegdes regulares de
arabinogalactanas ou de D-galactose este processo era impedido, diminuindo
drasticamente o aparecimento dos tumores secundarios. Curiosamente, a D-
galactose exerceu efeitos transitérios de inibicdo da instalacdo de células tumorais,
isto porque este carboidrato € rapidamente degradado, porém, segundo os autores,
a arabinogalactana, por possuir um alto peso molecular e um tempo de meia-vida
prolongado na circulagdo dos animais, proporcionou uma completa inibicdo do

aparecimento de metastases no figado.

2.6.2. Anadenanthera colubrina (Angico Branco)

Anadenanthera colubrina é uma espécie da familia Leguminosae-
Mimosoideae. Apresenta altura de 12-15 m, com tronco de 30-50 cm de diametro e
ocorre desde o Maranhdo até o Parana e Goias, na floresta pluvial situada em
altitudes superiores a 400 m. A madeira € pesada e util na construgao civil, obras
hidraulicas, confecgdo de dormentes, tabuado, carpintaria, além do seu uso como

lenha e carvao. A arvore, por florescer exuberantemente, pode ser aproveitada para
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arborizacdo de parques e pracas e para o plantio em florestas mistas destinadas a
recomposicao de areas degradadas de preservacdo permanente. Segundo Gert
Hatschbach, no Estado do Parana, aparece em municipios como Rio Branco do Sul,
Ponta Grossa, Jaguariaiva, Arapoti, Cianorte, Terra Boa, Santo Anténio da Platina,
Candio de Abreu, Tomazina e outros (DELGOBO, 1999).

A estrutura da arabinogalactana de A. colubrina foi determinada por
DELGOBO et al. (1998). O polimero é constituido por arabinose, manose, galactose,
rhamnose e acido hexurénico na razdo molar de 63:1:20:6:10, e consiste de uma
cadeia princiapal de (1® 3)-b-galactopyranose substituida em O-6 por uma
variedade de cadeias laterais. A partir do isolamento e caracterizacdo de
oligossacarideos naturais existentes na goma, e de oligossacarideos caracterizados
a partir da hidrolise parcial do polimero, os autores concluiram que a cadeia
principal, constituida por b-D-galp (1® 3), representa muito pouco do polissacarideo.
A estrutura é altamente ramificada, sendo constituida por muitos ramos de
galactobiosideos 3,6-di-O-substituidos e ramos formados por oligossacarideos de
3,5 ou 7 unidades, onde a-L-Araf e cadeias de arabinose com diferentes
conformagdes substituem galactose em C-6 ou C-3. A estrutura proposta por
DELGOBO et al. (1998) esta representada na Figura 1.

Considerando a abundancia da arvore angico branco (A. colubrina) no Brasil e
da arabinogalactana (ARAGAL) desta isolada, um estudo visando avaliar as
potenciais atividades biologicas do polimero é relevante. Sao particularmente
importantes aqueles voltados para a modulagdo de atividade de macrofagos,
considerando os efeitos descritos para a arabinogalactana da arvore Larch, a qual

ocorre no Canada.
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FIGURA 1: ESTRUTURA DA ARABINOGALACTANA DE Anadenanthera
colubrina (ARAGAL).

® b-D-Galp = ® b-D-Galp = = ® b-D-Galp

1 1 1

6 6 6

-b-D-Galp-(3~ 1) -b-D-Galp-(3= 1) -b-D-Galp-(3~ 1)-b -D-Galp- 'b'D'Ga'f'(% Rs

1 —

6
6
-b-D-Galp-(3— R; R> R R> -b-D-Galp-(3— R;
1 1 1 1 1
6 6 6 6 6

-b-D-Galp-(1® 3) -b-D-Galp-(1® 3) -b-D-Galp-(1® 3) -D-Galp-(1® 3) -D-Galp-(1® 3)-D-

Estrutura da ARAGAL: O heteropolissacarideo possui uma cadeia principal
de b-D-Galp (1® 3) ligada e muitas cadeias laterais diferentes, as quais
podem ser compostas por oligossacarideos de 2, 3, 5 ou 7 unidades (a-Araf,
a-Rhap e b-GIcpA).

R, sdo os blocos como o demonstrado dentro do retadngulo pontilhado
(formados pela combinac¢ao de “mini-blocos”

R, pode ser:

* (a-L-Araf), com n variando de 1 a 3 (substituicdo em 3);

* a-L-Arap-(1® 6)-b-D-Galp- (arabinosil-galactosideo);

* b-L-Ara-(1® 3)-Ara- (oligossacarideo 5,3);

* Ara-(1® 3)-Ara-(1® 3)-Ara-, em diferentes combinagbes de anomericidade
e forma de anel (p ou f); e outro.

R3 pode ser 2 unidades de arabinose (1® 3) ligadas ou 2 “mini-blocos” (1® 3)
ligados.
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2.7. JUSTIFICATIVA DOS OBJETIVOS

Os numerosos estudos mostrando que polissacarideos de diferentes origens
com diferentes estruturas quimicas podem atuar como modificadores da resposta
biolégica (MRB) motivaram o estudo em nosso laboratério da potencial aplicacéo
biolégica de polimeros isolados de diferentes fontes, como a a-D-glucana do liquen
Ramalina celastri, a qual apresentou atividade citotoxica sobre células HelLa
(CARNEIRO LEAO et al., 1997) e atividade antitumoral sobre células de S-180, e foi
capaz de ativar macrofagos peritoneais de camundongos (STUELP-CAMPELO et
al., 2002). A isto acrescente-se também o fato que uma manana isolada de levedura
e uma galactomanana também isolada do liquen Ramalina celastri foram capazes
de ativar macréfagos e induzir a atividade leishmanicida (NOLETO et al, 2002,
2004). Polissacarideos naturalmente sulfatados ou carboxilados extraidos de algas
vermelhas e marrons também apresentaram efeitos citotdéxicos sobre células Hela
(STEVAN et al., 2001).

Neste trabalho, em uma triagem realizada previamente, foram testados 11
polissacarideos diferentes sobre células de melanoma murino B16-F10
respectivamente: Biopolimero de Anadenanthera colubrina (angico branco); a-
Biopolimero de Ramalina usnea (3/1); a-Biopolimero-SO, de Ramalina celastri;
Heteropolimero de Ramalinea usnea; a-Biopolimero-SO, de Ramalina usnea; a-
Biopolimero de Stereocaulon ramulorum; a-Biopolimero de Neuropogon
aurantiaroater; a-Biopolimero de Ramalina celastri (3/1); Biopolimero Tragacanto. A
opgao por um polimero pouco citotéxico nos ensaios in vitro era fundamental para a
avaliacdo dos efeitos biomoduladores. Considerando os discretos efeitos in vitro

causados sobre a linhagem B16-F10, o biopolimero de Anadenanthera colubrina
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(angico branco) foi selecionado para dar andamento aos estudos de suas
propriedades bioldégicas em macrofagos e outros modelos tumorais. Para isso a

estratégia utilizada esta representada na figura 2.
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3. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar potenciais atividades

biolégicas da arabinogalactana (ARAGAL) isolada de Anadenanthera colubrina,

tendo objetivos especificos:

(a) Avaliar os efeitos in vitro de ARAGAL sobre macrofagos peritoneais de
camundongos quanto a capacidade de ativagao e capacidade fagocitica;

(b) Avaliar os efeitos in vivo de ARAGAL sobre macréfagos peritoneais de
camundongos quanto: a atividade elicitora de células, capacidade de ativagao
quanto a produgdo de anion superdxido (O,), 6xido nitrico (NO) e fator de
necrose tumoral (TNF-a);

(c) Avaliar os efeitos in vitro de ARAGAL sobre os modelos tumorais: Sarcoma-180,
melanoma B16-F10 e células Hela;

(d) Avaliar os efeitos in vitro e in vivo de ARAGAL sobre células do Sarcoma-180.



4. ESTRATEGIA GERAL

FIGURA 2: Estratégia geral de trabalho

Triagem de diferentes polissacarideos, quanto a atividade frente a

células B16-F10 in vitro. Analise morfologica.
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Representacdo esquematica da estratégia metodologica utilizada para realizagdo dos
objetivos desta tese.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. MATERIAIS E REAGENTES
Reagentes obtidos da Merck do Brasil: HCI, NaNO,, H;PO,, dimetilsulfoxido
(DMSO), Entellan, triton X-100, Coomassie Birilliant Blue G-250.
Reagentes obtidos da Sigma Chemical Co (St Louis, MO): Citocromo ¢ de
coragdo bovino, brometo de (3-metil[4-,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazdlio
(MTT), forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), acido N-2[-4-hidroxietil piperazina N
2-etano sulfénico (HEPES), superdxido dismutase (SOD), naftiletilenodiamino, r-
aminobenzeno sulfonamina, albumina bovina (BSA), lipopolissacarideo (LPS),
acido etilenodiaminotetracético (EDTA), azul de Trypan.
Reagentes obtidos da Cultilab (Campinas, SP): penicilina, estreptomicina,
gentamicina, meio Eagle medium (MEM), soro fetal bovino (SFB).
Materiais obtidos da MiIIiporeO: filtros Millex descartaveis de 0,45 mm e 0,22 mm
de poro, membranas de acetato de celulose de 0,22 nm de poro.
Materiais obtidos da Inlab: polimixina, papel filtro TP10-INLAB,

Materiais obtidos da Corning: placas de cultura estéreis de 12, 24 e 96 pogos,

garrafas de cultura estéreis de 75 e 150 cm”.
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5.2. METODOS

5.2.1. Procedimento de esterilizacdo de material de vidro e acessoérios

Todos os materiais de vidro utilizado para os procedimentos de cultivo de
células (frascos de vidro para armazenamento de solugdes, frascos de descarte de
material, laminulas, equipamento para filtracdo sob pressdo, tampas, pipetas de
vidro, eppendorfs e ponteiras plasticas de pipetas automaticas) foram esterilizados

em autoclave (Fanen) a 120°C, durante 30 minutos, a 1 atm.

5.2.2. Solucédo do polissacarideo ARAGAL

A arabinogalactana (ARAGAL) de Anadenanthera colubrina utilizada no
presente trabalho foi isolada, caracterizada e gentilmente cedida por Delgobo et al.
(1999).

ARAGAL foi dissolvida em solucao de PBS pH 7,4, pré-filtrada em papel filtro
TP10-Inlab, em seguida filtrada em membranas descartaveis Millex (Milliporeo) de
0,45 nm de poro e esterilizada por filtragdo em membranas para esterilizagdo (0,22
mm) descartaveis Millex (Milliporeo). As solucbes estéreis de ARAGAL foram

armazenadas em frascos de vidro estéreis a 4°C.

5.2.3. Solucdes e Meios de Cultura utilizados nos Procedimentos de Cultivo
Celular
5.2.3.1. Solucéao salina tamponada (PBS)

A solugédo salina-fosfato tamponada (PBS) foi preparada como solugéo

estoque cinco vezes concentrada. Esta solugdo concentrada era constituida por 680
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mmol.L™! de NaCl, 13,4 mmol.L" de KCI, 40,5 mmol.L"! de Na,HPO,, 7,3 mmol.L" de
KH,PO, e pH ajustado para 7,4. A solugdo foi esterilizada em autoclave (120 °C, 1
atm, 30 minutos) e armazenada a 4°C. No momento do uso, a solugdo foi diluida
com agua bidestilada estéril, recém-preparada em aparelho Corning Glass Work,

modelo AG 10a.

5.2.3.2. Solucéo balanceada de Hanks (HBSS)

A solugdo balanceada de Hanks (HBSS) é constituida da mistura das
solugbes A e B, as quais foram preparadas como solugdes estoque (concentradas
20X) e armazenadas a 4°C. A solugdo A é constituida de 2,73 mmol.L™" de NaCl, 107
mmol.L”' de KCI, 25 mmol.L" de CaCl,, 27 mmol.L"' de MgS0,.7H,O. A solugdo B é
constituida de 8,5 mmol.L" de Na,HPO, e 111 mmol.L" de glicose. As duas
solugdes foram preparadas em agua bidestiada em volume de 50 mL e
armazenadas a 4°C. No momento do uso, as solugdes A e B foram misturadas (1:1),
diluidas com agua bidestilada e o pH foi ajustado para 7,4. A solugdo de Hanks foi
esterilizada por filtracdo em membranas estéreis com poros de 0,22 nm (Milliporea )

em camara de fluxo laminar vertical (VECO).

5.2.3.3. Meio de cultura

O meio de cultura utilizado foi o meio essencial minimo de Eagle (MEM,
Cultilab, Campinas, Brasil), o qual apds reconstituicdo em agua MilliQ, foi
esterilizado por filtracdo sob pressdo com membrana de acetato de celulose estéril
(0,22 mm) (Millipored ) em aparelho Sartorius. Apds o procedimento de filtragéo,

aliquotas do meio foram deixadas em estufa a 37°C, para um acompanhamento do
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eventual aparecimento de contaminagdes, por todo o tempo do uso da partida
esterilizada. O meio foi mantido congelado ou em geladeira a 4°C. Para os
experimentos os meios foram suplementados com quantidade adequada de soro
fetal bovino estéril (Laborclin), previamente inativado a 56°C em banho-maria por 30
minutos. O pH do meio foi ajustado com solugao de bicarbonato de sédio (7,5%, p/v)
esterilizado em autoclave a 120°C e 1 atm por 30 minutos, e para o tamponamento
do meio em pH 7,4 foi utilizado HEPES 20 mmol.L™" esterilizado por filtragdo em
membrana de acetato-nitrato de celulose com poros de 0,22 mm (Milliporea ). Além
desses componentes, foram adicionados os seguintes antibiéticos, 100 U.mL™ de
penicilina, 100 ng.mL” de estreptomicina e 50 ng.mL" de gentamicina. Nestas

condicdes esta solugao foi denominada meio de crescimento (MC).

5.2.3.4. Solugéo de tripsina-EDTA

A solugdo de tripsina-EDTA foi constituida de 137 mmol.L”" de NaCl, 5,4
mmol.L”' de KCI, 5 mmol.L”" de glucose, 0,42 mmol.L" de Na,HPO,, 0,44 mmol.L"
de KH,PO,, 2,3 mmol.L" de NaHCO,, 0,53 mmol.L" de EDTA, 50 mg% de tripsina
(1:250) e 2 mg% de vermelho de fenol, sendo o pH ajustado para 7,4. A solugao foi
esterilizada por filtragdo sob pressdo com membrana de acetato de celulose estéril
de 0,22 mm de poro (Millipored ) em aparelho Sartorius. Apds a retirada de aliquotas
para testes de esterilidade, a solugao de tripsina foi armazenada em frascos de vidro

estéreis e mantida a —20 °C.
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5.3. METODOS GERAIS

5.3.1. Dosagem de Proteinas

O procedimento de dosagem de proteina celular total foi realizado pelo
método de BRADFORD (1976), o qual baseia-se na ligacdo do corante Coomassie
Brillant Blue G-250 com moléculas de proteinas da amostra, formando um complexo
de cor azul (COMPTOM e JONES, 1985). A solucdo estoque do corante foi
preparada pela dissolucdo de 40 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 em 20 mL
de etanol absoluto, 40 mL de acido orto-fosforico a 85% (v/v) e agua bidestilada até
o volume de 100 mL.

Para a dosagem de proteina, as monocamadas de células aderidas nas
placas de cultura foram lavadas quatro vezes com PBS pré-aquecido a 37°C para
remogao do meio residual. Em seguida adicionou-se 100 niL de solugao 0,2% (v/v)
de triton X-100, seguindo-se a incubagdo por 40 minutos a 60 °C. A proteina celular
total foi entdo dosada, transferindo-se 10 nL da amostra para tubos de ensaio,
adicionando-se entdo o reativo de Bradford diluido na propor¢cao de 1:4 em agua
MilliQ. Apés 5 minutos, 200 nL. da mistura reagente foi transferido para placas de 96
pocos, e a absorbancia foi determinada em 595 nm em leitor de microplacas BIO-
RAD modelo Benchmark, contra um branco contendo a quantidade equivalente da

solugao de triton X-100.

5.3.2. Dosagem de Carboidratos
A quantificagdo das solu¢gdes de ARAGAL quanto ao teor de carboidratos foi

realizada antes e apds os procedimentos de esterilizacdo, com a finalidade de
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detectar possiveis perdas durante o processo. O método de DUBOIS e
colaboradores (1956), ambém conhecido como método de fenol-acido sulfurico, foi
utiizado. Este método consiste na formagdo dos derivados furfural e
hidroximetilfurfural a partir das pentoses e hexoses, respectivamente, na presenca
de acido sulfurico, que reage com o fenol formando um complexo de cor alaranjada.
Utilizou-se o protocolo original do método, onde se mistura 0,5 mL da amostra, 0,5
mL da solugdo aquosa de fenol 5% (v/v) e 2,5 mL de acido sulfurico concentrado.
Apos agitacao e resfriamento, foi realizada a leitura espectofotométrica a 490 nm. Os
calculos de concentracao foram feitos através de curva de calibragcdo utilizando-se

solugao padrao de glucose.

5.4. ANIMAIS

Camundongos albinos Swiss machos (Mus musculus), com aproximadamente
2 meses de idade, pesando de 25-30 g, foram utilizados nos experimentos
envolvendo diferentes efeitos biolégicos sobre macrofagos peritoneais in vivo e in
vitro, e nos experimentos envolvendo o Sarcoma-180. Camundongos da linhagem
C57BL6 (“black”), com aproximadamente 2 meses de idade, pesando de 25-30 g,
foram utilizados nos experimentos envolvendo o melanoma B16-F10. Os animais
foram mantidos no Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal
do Parana, submetidos a ciclos de 12 horas de luz e 12 horas no escuro, sempre
com agua e ragao Purinad ad libitum. Os procedimentos tiveram o parecer formal da
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do Setor de Ciéncias Bioldgicas da

UFPR.
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5.5. CELULAS

No presente trabalho, foram utilizadas as seguintes células: macrofagos
isolados da cavidade peritoneal de camundongos, células do Sarcoma-180, células
de melanoma B16-F10 e células HeLa. Com excecao dos macréfagos, que foram
utilizados a partir de isolamentos primarios, as outras linhagens celulares citadas
tiveram as condigcbes de cultivo adaptadas para o Laboratério de Cultivo Celular do

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR.

5.5.1. Obtencao de Macréfagos

Para obtencdo dos macrofagos peritoneais, os animais foram mortos por
asfixia em camara de vidro contendo algoddo embebido em éter etilico. Apds
assepsia com alcool etilico 70% (v/v) e exposicdo do peritdbnio, com auxilio de
seringa e agulha estéreis, foi inoculado na cavidade peritoneal 10 mL de PBS estéril
a 25°C e, apds suave massagem da cavidade peritoneal, as células do exsudato
peritoneal (PEC) foram aspiradas e acondicionadas em tubos plasticos estéreis,
mantidos a 4°C até utilizagdo. A seguir, as células foram centrifugadas (Hitachi
CR21E) a 1080 g por 6 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o “pellet” de
células foi ressuspenso em PBS estéril. Apds contagem do numero de células em
camara de Neubauer, o volume da suspensao foi entdo ajustado de forma a se obter
0 numero de células desejado para cada um dos experimentos. Em seguida, as
células foram plaqueadas em placas de cultura estéreis de 12, 24 ou 96 pocgos, de
acordo com a condigdo experimental desejada, e colocadas para aderir durante 30
minutos a 37°C sob atmosfera de 5% CO,. Apos esse tempo, a monocamada de

células aderentes foi entdo lavada por duas vezes com solucao de PBS estéril pré-
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aquecida a 37°C, para a remogdo das células ndo aderentes. Por este método,
acima de 90% das células aderidas s&do macrofagos, nao sendo necessario posterior
purificacdo das preparagdes (ADAMS, 1979; HAWORTH e GORDON, 1998). Apos
esta etapa, as condicbes dos experimentos variaram conforme a necessidade
experimental desejada. A monocamada de células foi rotineiramente observada em

microscopio invertido (Olympus mod. KW1).

5.5.2. Células do Sarcoma-180 (S-180)

As células do S-180 foram obtidas do Instituto Nacional do Cancer, RJ, e
foram propagadas como tumores asciticos nos camundongos. Para a manutencao
da linhagem, foram realizados repiques intraperitoneais semanais como descrito por
YAMADA et al. (1984), sendo utilizados trés animais por repique semanal.

Para realizacdo dos repiques, animais portadores do tumor ascitico
desenvolvido por 7 dias foram sacrificados por asfixia em camara de vidro contendo
algodao embebido em éter etilico. Apds exposigdo do peritdnio, foram inoculados
5mL de PBS estéril e, apdés massagem da cavidade peritoneal, o fluido peritoneal
contendo as células do S-180 foi aspirado e mantido a 4°C até a utilizagdo. Em
seguida, foi realizada a contagem das células viaveis através do método de exclusao
do azul de Trypan (PHILLIPS, 1973). O numero de células foi entdo ajustado para
10° células viaveis do S-180/mL, e entdo 1 mL desta suspensao era inoculado
intraperitonealmente em outros 3 animais saudaveis. Este procedimento foi repetido

a cada 7 dias.
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5.5.3. Células de melanoma B16-F10

Células B16-F10 provenientes da Fundacdo Ludwig, SP, foram gentiimente
repassadas para o Laboratério de Cultivo Celular do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da UFPR, pelo Prof. Dr. Silvio Sanches Veiga, onde foram
mantidas congeladas em nitrogénio liquido. Suspensées celulares (10”.mL™") foram
suspensas em meio de armazenamento composto por meio de cultura, acrescido de
soro fetal bovino (SFB) 40% (v/v) e DMSO 10% (v/v), congeladas a -70°C, e a seguir
em nitrogénio liquido. Para uso, as células foram descongeladas a 37 °C e
semeadas no meio de crescimento (MC). Apds adesao das células a superficie da
garrafa (~4h), o meio foi trocado, eliminando-se o meio de congelamento contendo o
DMSO e eventuais células mortas. As células cresceram em meio de crescimento
(MC) suplementado com 7,5% de SFB e antibiéticos, como ja citado no item 5.5.2.
Para os repiques, o MC foi descartado e as monocamadas confluentes foram
descoladas das garrafas de cultivo por tratamento com solugao de tripsina-EDTA.
Quando o inicio do descolamento das células foi detectado, a solugdo de tripsina-
EDTA foi descartada e as células foram lavadas com MC. Apds suspensas nesses
meio, as células eram entdo distribuidas em novas garrafas de cultura estéreis e
crescidas em estufa a 37°C. A monocamada de células foi rotineiramente observada

em microscopio invertido (Olympus, mod. KW1).

5.5.4. Células HelLa
Células HelLa provenientes da ATCC (“American Type Cell Collection”) e
obtidas do Instituto Adolfo Lutz, SP, foram mantidas congeladas em nitrogénio

liquido, no Laboratério de Cultivo Celular do Departamento de Bioquimica e Biologia
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Molecular da UFPR. Suspensées celulares (10’.mL") em meio de armazenamento
composto por meio de cultura, acrescido de soro fetal bovino 40% (v/v) e DMSO
10% (v/v) foram congeladas inicialmente a —70°C, e a seguir em nitrogénio liquido.
Para uso, as células foram descongeladas a 37 °C e semeadas no meio de
crescimento (MC). Apds adesao das células a superficie da garrafa (~4h), o meio foi
trocado, eliminando-se o meio de congelamento contendo o DMSO e eventuais
células mortas. Para os repiques celulares, o MC foi descartado e as monocamadas
confluentes foram descoladas das garrafas de cultivo por tratamento com a solugao
de tripsina-EDTA. Quando o inicio do descolamento das células foi detectado, a
solucao de tripsina-EDTA foi descartada e as células foram lavadas e suspensas em
novo MC. A suspensao celular era entdo distribuida em novas garrafas de cultura
estéreis novamente cultivadas em estufa a 37°C (BASTOS et al., 1990). A
monocamada de células foi rotineiramente observada em microscépio invertido

(Olympus, mod. KW1).

5.6. DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR

5.6.1. Método do Azul de Trypan

A determinagdo da viabilidade celular por este método foi realizada para
analise da viabilidade das células de melanoma B16-F10, como descrito por
PHILIPS (1973). Para tanto, suspensdes celulares (5 x 10° células/pogo) foram
plaqueadas em placas de 12 pogos e incubadas a 37°C em MC durante 1 h em
estufa com atmosfera de 5% CO, na auséncia ou presenga de concentragdes

variadas de ARAGAL (10 - 300 nmg/mL). Em seguida, este meio foi retirado e
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centrifugado a 1080 g por 6 minutos e as células que se desprenderam durante este
procedimento foram lavadas duas vezes com PBS. As células que permaneceram
aderidas a placa de cultura foram submetidas a descolamento pela incubagdo com
solugcédo de EDTA 2 mmol.L" a 37°C e em estufa com atmosfera de 5% CO,, durante
10 minutos. Apds o descolamento, estas foram centrifugadas a 1080 g por 6 minutos
e lavadas duas vezes com PBS. Em seguida estes dois grupos de células, as que
estavam no sobrenadante e aquelas liberadas da placa de cultivo, foram reunidas
em uma mesma suspensado € a viabilidade celular foi entdo determinada pelo
meétodo de Azul de Trypan. Este teste de viabilidade utiliza como principio a exclusao
do corante vital Azul de Trypan (PHILIPS, 1973). Este corante foi preparado na
concentragdo de 0,4% (p/v) em PBS, e utlizado na proporcao de 1:10
(corante:amostra), por tempo maximo de 4 minutos. A contagem das células viaveis
e nao viaveis foi realizada em microscoépio invertido (Olympus, mod. KW1) utilizando-
se camara de Neubauer. O percentual de viabilidade foi calculado conforme a

equagao:

CV (%)= 100 X (NC/NC+C)

Onde: CV = células viaveis, NC = células ndo coradas, C = células coradas pelo Azul

de trypan. A viabilidade dos controles foi normalizada para 100%.

5.6.2. Método do MTT
A determinagdo da viabilidade celular pelo método do MTT (brometo de (3-
metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazdlio) foi realizada de acordo com a

metodologia descrita por REILLY et al. (1998). Segundo o principio do método, as
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células viaveis e metabolicamente ativas reduzem o sal tetrazélio, formando cristais
de formazan soluveis em DMSO, possuindo cor roxa caracteristica.

Para andlise da viabilidade as células foram incubadas por 3 h a 37 °C em
atmosfera de 5% CO, em 180 nL de HBSS mais 20 nL de solugdo de MTT a 5
mg.mL”, de modo a obter-se uma concentragdo final em MTT de 500 ng.mL". A
seguir, o excesso de MTT foi removido e os cristais de formazan formados foram
dissolvidos em DMSO. A leitura da absorbancia em 550 nm, com filtro de 655 nm
com referéncia, foi realizada em leitor de microplacas BIO-RAD modelo Benchmark,

utilizando-se o solvente DMSO como branco (REILLY et al., 1998).

5.7. MICROSCOPIA DE LUZ

As monocamadas de células crescidas sobre laminulas de vidro foram fixadas
em Bouin por 5 min. Este fixador é preparado na forma de solugdo estoque,
composta por 300 mL de solugdo aquosa saturada de acido picrico e 100 mL de
formol. No momento do uso, para cada 20 mL desta solugao estoque, adicionou-se 1
mL de acido acético. Apds a fixagdo, as laminulas foram lavadas duas vezes em
etanol 70% (v/v) e em seguida coradas em Giemsa por 2 — 3 horas. Para o preparo
deste corante foram utilizados 3,8 g do corante Giemsa, diluidos em 250 mL de
alcool metilico e 250 mL de glicerina. O excesso de corante foi entdo retirado e as
laminulas foram lavadas duas vezes com agua bidestilada, desidratadas e pré-
diafanizadas em solucdes de acetona e xilol nas seguintes proporgdes: mistura a: 2
acetona : 1 xilol, mistura b: 1 acetona : 1 xilol, mistura c: 1 acetona : 2 xilol. Em

seguida, as laminulas foram submetidas a duas lavagens em xilol puro e montadas
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em laminas de vidro com Entelan. As laminas foram observadas em microscopio
optico Olympus BHS.

Os orgaos (coragao, pulmao, figado, rim e bacgo), apés serem dissecados
cuidadosamente dos animais, foram lavados duas vezes em PBS estéril, fixados em
ALFAC (85 mL de etanol a 80% (v/v), 10 mL de formol e 5 mL de acido acético)
durante 16 h, desidratados em concentragbes crescentes de etanol (etanol 70% por
24 h, etanol 90% por 1 h, etanol 95% por 1 h e etanol 100% por 1 h (4 vezes). Apos
a desidratacao, as pecas histolégicas foram diafanizadas por 1 hora em uma solugao
de etanol e xilol, na proporgado de 1:1 e posteriormente em 3 banhos de xilol puro,
cada um durante 40, 30 e 15 minutos respectivamente. Finalmente, as pegas foram
submetidas a dois banhos de parafina fundida & 60°C por 2 h cada um, e entéo, os
orgdos foram submetidos a inclusdo em parafina fundida a 60 °C, e posterior
solidificagdo em freezer —20°C , por 1 h. Os cortes histologicos foram realizados em
microtomo com a espessura de 4 mm, e montados em lamina de vidro. Os cortes
histolégicos foram desparafinizados em xilol (2 banhos de 10 min.), e lavados em
agua corrente. O cortes histoldgicos dos érgaos foram corados em Solugédo de Prata
Amoniacal durante 1 h a 60 °C. Esta solugado foi preparada pela dissolugdo de 2 g de
nitrato de prata em 20 mL de agua bidestilada, seguindo-se a adigdo de hidroxido de
amonio gota-a-gota até que a solugao ficasse transparente, acrescentando-se entao
mais 20 mL de agua bidestilada. Apds corados, os cortes foram lavados 4 vezes em
agua bidestilada, tratados com solugdo de tiossulfato de sdédio a 5% (p/v) por 2
minutos a 25 °C , lavados novamente em agua bidestilada (2 vezes) e corados com

vermelho neutro por 20 minutos a 25 °C. Apds mais 3 lavagens em agua bidestilada,
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os cortes histologicos foram entdo desidratados em concentragdes crescentes de

etanol, diafanizados em xilol e montados em meio Permount com laminula de vidro.

5.8. EXPERIMENTOS COM MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS

5.8.1. Efeito in vitro de ARAGAL na viabilidade celular

Células do exudato peritoneal foram obtidas como ja descrito no item 5.5.1.
Em placas de 96 pogos, macréfagos aderentes foram cultivados na presenca de
diferentes concentragdes de ARAGAL (10 — 300 ng.mL™), no grupo controle os
macrofagos foram cultivados na auséncia do polissacarideo. Apds 1, 2, 3, 4, ou 5
horas, o meio foi retirado e a viabilidade da monocamada de macréfagos foi avaliada

segundo o método do MTT conforme descrito anteriormente (item 5.6.2).

5.8.2. Efeito de ARAGAL na atividade elicitora de células

Para a determinacdo da atividade elicitora de ARAGAL, foram utilizados
grupos de 4 camundongos albinos Swiss. Os animais do grupo controle receberam
intraperitonealmente (i.p.) PBS estéril enquanto que os animais do grupo tratado
receberam 50, 100 ou 200 mg.kg' de ARAGAL. Apds 24 h, os animais foram
sacrificados por asfixia com éter etilico e as células do exudato peritoneal foram
obtidas como descrito no item 5.5.1. O numero de macrofagos no fluido peritoneal de
cada um dos animais de ambos os grupos foi contado em camara de Neubauer em

microscopio invertido (Olympus, mod. KW1).
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5.8.3. Efeito de ARAGAL na ativagao: ensaios in vitro e in vivo
5.8.3.1. Ensaio in vitro

Células do exudato peritoneal, obtidas como descrito no item 5.5.1, foram
plaqueadas na densidade de 5 x 10° células por poco em placas de cultura de 24
pocos contendo laminulas de vidro estéreis. Os macréfagos do grupo tratado com
ARAGAL foram cultivados em MC acrescido de diferentes concentragbes do
polissacarideo: 10, 25, 50, 100, 200 e 300 rrg.mL'1, enquanto que os macréfagos do
grupo controle foram cultivados apenas em MC. Apos 24 ou 48 h em estufa a 37°C e
atmosfera de 5% CO,, o sobrenadante foi descartado, as laminulas contendo as
monocamadas de macréfagos foram lavadas duas vezes em PBS e processadas

para microscopia de luz como descrito no item 5.7.

5.8.3.2. Ensaio in vivo

Nos experimentos visando avaliar a ativacdo de macréfagos in vivo, foram
utilizados grupos de 10 camundongos. Os animais do grupo controle foram
inoculados com PBS estéril (i.p.), enquanto que os animais do grupo tratado foram
inoculados (i.p.) com 100, 250 ou 500 mg.kg"' de ARAGAL. Sete dias apos a
inoculagdo, os animais de ambos os grupos foram sacrificados e as células do
exudato peritoneal foram obtidas como descrito no item 5.5.1 e plaqueadas na
densidade de 5 x 10° células por pogo em placas de cultura de 24 pogos contendo
laminulas de vidro estéreis. Os macréfagos de ambos os grupos foram cultivados
durante 24 h em MC a 37°C, em atmosfera de 5 % CO,, em seguida o sobrenadante

foi descartado, as laminulas contendo as monocamadas de macréfagos foram
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lavadas 2 X em PBS e processadas para microscopia de luz como descrito no item

5.7.

5.8.4. Efeito de ARAGAL na capacidade fagocitica

A capacidade fagocitica foi avaliada de acordo com a metodologia descrita
por RAMESH et al. (2002) e BUCHI et al. (1993), utilizando leveduras como
particulas fagociticas. As leveduras, obtidas a partir de fermento biolégico, foram
preparadas por 3 lavagens consecutivas em PBS estéril, pH 7,4 e mantidas a 4 °C
até utilizacdo. Para o ensaio de fagocitose, as células do exudato peritoneal foram
obtidas como ja descrito (item 5.5.1) e plaqueadas na densidade de 5 x 10° células
por poco em placas de cultura de 24 pocos contendo laminulas de vidro estéreis. Os
macrofagos do grupo tratado com ARAGAL foram cultivadas em MC acrescido de
diferentes concentragdes do polissacarideo: 25, 50 e 100 ng.mL™, enquanto que os
macrofagos do grupo controle foram cultivados em MC na auséncia do
polissacarideo. Apds 24 h, o sobrenadante foi descartado e as laminulas contendo
as monocamadas de macrofagos foram lavadas duas vezes em meio MEM com
antibiéticos e sem SFB. Em seguida, as laminulas foram incubadas com leveduras
na proporgao de 10 leveduras para cada macréfago. Apds 15, 30, 45, 60, 90 e 120
minutos as laminulas foram lavadas trés vezes com PBS, para retirada das
leveduras que nao foram fagocitadas, e processadas para microscopia de luz
conforme descrito no item 5.7.1. Utilizando objetiva de 1000 vezes de aumento,
foram contados o numero total de macrofagos, o numero de macréfagos que

fagocitaram leveduras e o numero de leveduras fagocitadas. Os resultados foram
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expressos como indice endocitico (IE) que foi determinado de acordo com BUCHI et

al. (1993) e RAMESH et al. (2002) com a seguinte formula:

IE = L¢
MAS; . MAS;
MAS

Onde: IE = indice endocitico, Ly = numero de leveduras fagocitadas, MAS; = numero

de macréfagos que fagocitaram, MAST = numero de macréfagos totais.

5.8.5. Producdo de anion superdoxido por macrofagos peritoneais de
camundongos tratados com ARAGAL

Foram utilizados grupos de 10 camundongos albinos Swiss. Os animais do
grupo controle foram inoculados com PBS estéril (i.p.), enquanto que os animais do
grupo tratado foram inoculados (i.p.) com 100 ou 200 mg.kg™"' de ARAGAL. Sete dias
apos a inoculagdo, os animais de ambos os grupos foram sacrificados e as células
do exudato peritoneal foram obtidas como ja descrito e plaqueadas na densidade de
5 x 10° células por poco em placas de cultura de 96 pogos. Apds o periodo de 30
minutos, necessario para aderéncia dos macrofagos, as monocamadas dos grupos
tratados com ARAGAL e do grupo controle foram incubadas com o meio de reagao
constituido de HBSS e ferricitocromo ¢ (80 nmol.L") (SASADA et al., 1983). Em
cada um dos grupos, a metade dos pogos contendo macrofagos foram incubados na

presenca 1 ng.mL" de PMA no meio de reagdo, a outra metade na auséncia de

PMA. Apés a incubagédo por 15, 30, 45 ou 60 minutos, 150 nL do meio de reagéo dos
diferentes grupos foi transferido para outra placa e a absorbancia em 550 nm foi

medida em leitor de microplacas Bio-RAD modelo Benchmark. A concentragdo de
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citrocomo c¢ reduzido, que corresponde a concentragdo de anion superoxido
produzido pelos macréfagos, foi determinada utilizando o Coeficiente de Extingédo
Molar para a mistura citocromo Gyiqreq De = 2,1 x 10* M cm™ (JOHNSTON et al.,

1978).

5.8.6. Producédo de 6xido nitrico por macré6fagos peritoneais de camundongos
tratados com ARAGAL

Para avaliagdo da producdo de NO por macréfagos de animais tratados com
ARAGAL, foram utilizados grupos de 10 camundongos albinos Swiss. Os animais do
grupo controle foram inoculados com PBS estéril (i.p.), enquanto que os animais do
grupo tratado foram inoculados (i.p.) com 200 mg.kg™ de ARAGAL. Sete dias apds o
tratamento, os animais de ambos os grupos foram sacrificados e as células do
exudato peritoneal, obtidas como descrito no item 5.5.1, foram plaqueadas na
densidade de 5 x 10° células por poco em placas de cultura de 96 pocos. Apds o
periodo de 30 minutos, as monocamadas do grupo tratado com ARAGAL e do grupo
controle foram incubadas em MC na presenga ou auséncia de 50 ng.mL™" de LPS +

26 UmL™" de IFN-g Apds 24 horas em estufa a 37°C e atmosfera de 5 % CO,, 100

nL do sobrenadante foi transferido para outra placa, procedendo-se a dosagem de
NO com uso do reagente de Griess (GREEN et al., 1982). Este é constituido pela
mistura de duas solugcdes A e B na proporcéo 1:1, imediatamente antes do uso. A
solugcdo A é constituida por: naftiletiienodiamino 0,1% (p/v) em &cido orto-fosférico
5% (v/v), e a solugao B por sulfonamina p-aminobenzeno 1% (p/v) em acido fosforico

5% (V/V).
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Aos 100 nL do sobrenadante adicionou-se 100 nL do regente de Griess
seguindo-se incubagdo por 10 minutos. A absorbancia em 550 nm foi medida em
leitor de microplacas Bio-RAD modelo Benchmark. A concentragdo de nitrito foi
determinada utilizando uma curva padrao de NaNO,. Alternativamente, ARAGAL foi

previamente tratada com polimixina B (50 ng.mL™") por 40 minutos antes do uso.

5.8.7. Producdo de TNF-a por macrofagos peritoneais de camundongos
tratados com ARAGAL

Na avaliagdo da producdo de TNF-a por macrofagos peritoneais de
camundongos, foram utilizados grupos de 10 camundongos (Swiss). Os animais do
grupo controle foram inoculados com PBS estéril (i.p.), enquanto que os animais do
grupo tratado foram inoculados (i.p.) com 100 mg.kg' de ARAGAL. Um terceiro
grupo de animais foi inoculado com 50 ng.kg™" de LPS, servindo como controle
positivo. Uma ou 24 h apds a inoculagao, os animais foram sacrificados por asfixia
com éter etilico e o fluido peritoneal foi coletado com 2 mL de PBS estéril e mantido
a 4°C. Em seguida o fluido peritoneal foi centrifugado a 1080 g por 6 minutos, o
“pellet” de células foi descartado e o sobrenadante foi congelado a —70 °C até o uso.

Os niveis de TNF-a no fluido peritoneal foram medidos por “enzyme-linked
immunosorbent assay” (ELISA) (R & D Systems, Minneapolis, MN, USA), segundo
as especificagdes dos fabricantes. Nestas determinacdes, placas de 96 pogos foram
cobertas com 100 nL de anticorpo anti-TNF-a de camundongo (1 ng.mL™") e
incubadas 12 h a 25 °C. Apds esse tempo, TNF-a recombinante murino (31,2 — 2000
pg.mL") e as amostras coletadas dos animais (diluidas 1:2) foram adicionadas aos

pocos e as placas foram novamente incubadas por mais 12 h a 25 °C. Apds, a
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solugdo de PBS contendo 1% de soro albumina bovina (p/v) (BSA), 5% (p/v)
sacarose and 0.05% (p/v) NaNj; foi adicionada a cada um dos pogos e incubada por
1 h. Apos 3 lavagens com o tampéao de lavagem, composto por PBS e Tween 20 a
0,05% (v/v), 100 ni de anticorpo anti-TNF-a de camundongo biotinilado (50 ng.mL™")
foi adicionado em cada poco da placa. A placa foi entdo incubada por 2 h a
temperatura ambiente. Apdés a remocao do anticorpo biotillado em excesso e 3
lavagens em tampao de lavagem, 100 nL de solugdo de estreptoavidina HRP foi
adicionado em cada pogo e a placa foi levada a 25°C por 20 minutos. Em seguida
100 nL de solugcdo de substrato contendo peroxido de hidrogénio e
tetrametilbenzidina foi adicionado aos pocos e incubado por 25 minutos para o
desenvolvimento da reagédo de cor, em seguida foi adicionado 50 niL de solugéo de
acido sulfurico 1mol.L”". A densidade optica foi determinada em 450 nm usando um

leitor de microplacas (Sunrise Touchscreen, TECAN, Crailsheim, Germany).

5.9. EXPERIMENTOS COM CELULAS DO SARCOMA-180 (S-180)

5.9.1. Efeito in vitro de ARAGAL na viabilidade de células do S-180

Células do S180, obtidas de camundongos portadores de tumor ascitico no
sétimo dia de desenvolvimento, foram plaqueadas na densidade de 5 x 10° células
por pogo em placas de 12 pocgos. Estas células foram incubadas em MC na
presenca de diferentes concentracbes de ARAGAL: 10, 25, 50, 100, 200 e 300
my.mL”". As células do grupo controle foram incubadas na auséncia do
polissacarideo. Apés 1 h em estufa 37°C e atmosfera de 5% CO,, as células nao-

aderentes foram coletadas por centrifugagdo a 1080 g por 6 minutos, o
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sobrenadante descartado, e o “pellet” de células obtido apds a centrifugacao foi
ressuspenso em PBS e mantido a 4°C. As células que estavam aderidas a placa de
cultura foram incubadas por aproximadamente 2 minutos em solugdo de EDTA 2
mmol.L"" em estufa 37°C e atmosfera de 5% CO, para descolamento. Em seguida,
os pocgos foram lavados com PBS para retirada de todas as células restantes em
cada um dos pogos. A suspensao contendo as células que estavam aderidas a placa
foi centrifugada como anteriormente e o “pellet” de células obtido foi ressuspenso em
PBS. Os dois “pellets” de células, o resultantes das células que estavam no
sobrenadante e o resultante das células aderidas foram reunidos em uma
suspensao Unica e a viabilidade foi avaliada pelo método do azul de trypan como

descrito no item 5.6.1.

5.9.2. Efeito de ARAGAL na interagcdo in vitro entre macréfagos e células do S
180

Células do exudato peritoneal foram obtidas como descrito no item 5.5.1 e
plaqueadas na densidade de 5 x 10° células por poco em placas de cultura de 24
pocos contendo laminulas de vidro estéreis. Os macréfagos do grupo tratado com
ARAGAL foram cultivados em estufa a 37°C e atmosfera de 5 % CO,, em MC
acrescido de diferentes concentragdes do polissacarideo: 10, 25, 50, 100 e 200
mg.mL™", enquanto que os macréfagos do grupo controle foram cultivados apenas em
MC. Apdés 24 h o sobrenadante foi descartado; as laminulas contendo as
monocamadas de macréfagos foram lavadas duas vezes em PBS estéril e
incubadas em MC em presenca de 10* células do S-180 por poco. Apds 18 h de co-

incubagdo em estufa a 37°C e atmosfera de 5 % CO,, as laminulas foram lavadas
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duas vezes com PBS e processadas para microscopia de luz conforme descrito no

item 5.7.

5.9.3. Avaliagcédo da atividade antitumoral de ARAGAL frente o S-180
5.9.3.1. S-180 ascitico

A atividade de ARAGAL frente as células de S-180 na forma ascitica foi
avaliada de acordo com a metodologia proposta por SAIMA et al. (2000) e MIZUNO
et al. (1986). Células do S-180 obtidas de camundongos portadores de tumor
ascitico no sétimo dia de desenvolvimento foram inoculadas (i.p.) na densidade de
10° por animal em camundongos albinos Swiss machos (dia zero). Estes animais
foram divididos em trés grupos de 10 animais cada, grupo controle e dois grupos
tratados com diferentes doses de ARAGAL. Nos dias subsequentes (dia 1 ao 3), ou
seja, 24, 48 e 72 horas apds inoculagdo das células, os animais do grupo controle
foram inoculados (i.p.) com PBS estéril, enquanto que os animais dos grupos
tratados com ARAGAL foram inoculados (i.p.) com 50 ou 100 mg.kg”’ do
polissacarideo. No dia 4, ou seja, 96 horas apds a inoculagdo das células, os
animais foram sacrificados por asfixia com éter etilico e as células do S-180 da
cavidade peritoneal, de cada um dos animais, foram coletadas separadamente com
10 mL de PBS estéril. Apos centrifugagdo a 1080 g por 6 minutos, as células foram
ressuspensas em PBS estéril e o numero de células viaveis obtidas de cada animal
foi avaliado pelo método do azul de Trypan. A inibicdo do crescimento do tumor

ascitico do S-180 foi calculada com a seguinte formula:

% de inibicdo de crescimento = 100 (A-B) / A
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Onde; A = numero de células do $180 do grupo controle e, B = numero de células

do S-180 do grupo tratado (SAIMA et al., 2000).

5.9.3.2. Tumor sélido S-180

Para avaliacdo do efeito da ARAGAL na forma soélida do S180, os animais
foram inoculados subcutaneamente na regido interescapular com 5 x 10° células do
S-180 contidas em 200 niL. Os animais foram entdo divididos em grupos de 21
animais. Apos 24 h da implantagdo das células tumorais, os animais do grupo
controle foram inoculados (i.p.) com PBS estéril, e os animais do grupo tratado com
ARAGAL foram inoculados (i.p.) com 100 mg.kg”" de ARAGAL. No 21° dia apés a
implantagdo das células, os animais foram sacrificados por asfixia em éter etilico e
os tumores foram dissecados e pesados para avaliacdo da taxa de inibicdo de

crescimento tumoral, utilizando a seguinte formula:

% de inibicao de crescimento = 100 (A-B) / A

Onde; A = massa tumoral média do grupo controle, e B = massa tumoral média do
grupo tratado (MIZUNO et al., 1986; KOJIMA et al., 1986; BLASCHEK et al., 1992;

REN et al., 1995).

5.10. EXPERIMENTOS COM CELULAS DE MELANOMA B16-F10.

5.10.1. Efeito in vitro de ARAGAL na viabilidade células de melanoma B16-F10
Células de melanoma B16-F10 foram plaqueadas na densidade de 5 x 10°

células por pogo em placas de 96 pogos em MC na auséncia (controle) ou presenga
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de concentracgdes variadas de ARAGAL: 10, 25, 50, 100, 200 e 300 rrg.mL'1. Apos 1,
2 ou 3 horas em estufa a 37°C e atmosfera de 5 % CO,, o sobrenadante foi
descartado e a viabilidade da monocamada de células foi avaliada segundo o

método do MTT como descrito anteriormente (item 5.6.2).

5.10.2. Efeito in vitro de ARAGAL na proliferacédo de células B16-F10

Células de melanoma B16-F10 foram plaqueadas na densidade de 5 x 10°
células por pogco em placas de 96 pogos em MC e incubadas em estufa a 37 °C e
atmosfera de 5% CO, durante 16 horas para que aderissem a placa. O meio foi,
entdo, substituido por outro sem adicdo de SFB para que todas as células
estacionassem na fase G, do ciclo celular. Apds 24 h, o meio sem SFB foi trocado
por meio de crescimento (MC) e as células mantidas por mais 24, 48 ou 72 h na
auséncia (grupo controle) ou presencga de diferentes concentragdes de ARAGAL: 10,
25, 50, 100, 200 e 300 ng.mL™". Apés cada um dos tempos citados, o sobrenadante
foi descartado e a proliferacdo das células foi quantificada pelo método do MTT
como ja descrito. Os resultados foram expressos em numero de células padronizado
por uma curva de calibracdo de acordo com o numero de células viaveis e a
quantidade de formazan gerado. A absorbéancia foi diretamente proporcional ao
numero de células e a linearidade se estendeu por toda a faixa avaliada, de 2 x 10% a

24 x 10° células /pogo.

5.10.3. Efeito in vitro de ARAGAL na morfologia de células B16-F10
Células de melanoma B16-F10 foram plaqueadas na densidade de 5 x 10°

células/pogo em placas de cultura de 24 pogos contendo laminulas de vidro estéreis.
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As células dos grupos tratados com ARAGAL foram cultivadas em MC acrescido de
diferentes concentragcées do polissacarideo: 10, 25, 50, 100, 200 e 300 rrg.mL'1,
enquanto que as células do grupo controle foram cultivados apenas em MC. Apds
24, 48 e 72 h em estufa a 37°C e atmosfera de 5% CO,, o sobrenadante foi
descartado, as laminulas contendo as monocamadas de células B16-F10 foram
lavadas duas vezes em PBS e processadas para microscopia de luz, como descrito

anteriormente.

5.10.4. Avaliacdo da atividade antitumoral de ARAGAL frente ao melanoma
B16-F10

Suspensbes de células do melanoma B16-F10 obtidas como ja descrito (item
5.5.3) foram ajustadas para 5 X 10° células em cada 100 ni, que foram inoculados
subcutaneamente na regiao interescapular de camundongos machos C57-BL6. Os
animais foram divididos em dois grupos: grupo controle e grupo tratado com
ARAGAL, sendo que cada um dos grupos era composto por 15 animais. Apos 24 h
da implantagao das células tumorais, os animais do grupo controle foram inoculados
(i.p.) com PBS estéril, e os animais do grupo tratado com ARAGAL foram inoculados
(i.p.) com 100 mg.kg”" de ARAGAL. No 17° dia ap6s a implantacdo das células, os
animais foram sacrificados por asfixia em éter etilico e os tumores foram dissecados
e pesados e avaliagdo da taxa de inibicdo de crescimento tumoral foi realizada como
descrito para o S-180 (item 5.9.3.2).

Para avaliar um possivel efeito antimetastatico, 5 X 10° células B16-F10 foram
inoculadas i.p. em camundongos C57BL6. Apds 24 h, os animais foram tratados i.p.

com 100 mg.kg”" de ARAGAL. 21 dias apds a inoculacdo das células, os animais
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foram sacrificados e os 6rgaos (pulmdes, figado, rim e bago) da cavidade peritoneal

foram processados para microscopia optica como descrito no item 5.7.

5.10.5. Determinacédo da sobrevida de animais portadores de melanoma B16-
F10 subcutaneo tratados com ARAGAL.

Para avaliacdo do efeito de ARAGAL no tempo de sobrevida de animais
portadores de tumor sélido do melanoma B16-F10, os animais foram submetidos aos
mesmos procedimentos descritos no item anterior, porém apos a inoculacdo com
100 mg.kg” de ARAGAL ou PBS estéril (grupo controle). O nimero de animais vivos

foi acompanhado até que o ultimo dos animais viesse a morrer.

5.11. ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram submetidos a analise estatistica, sendo analisadas
as repeticobes e as formas de tratamento. Os resultados dos ensaios com
macrofagos (producao de anion superoxido, 6xido nitrico e fator de necrose tumoral-
alfa, capacidade fagocitica, percentual de ativagdo e interagdo com células do S
180), a viabilidade das duas linhagens tumorais e a proliferagdo das células B16-F10
foram submetidos a analise de variancia ANOVA. Para avaliar as diferencas entre os
tratamentos e controle foi utilizado o teste de Tukey, que permite estabelecer a
diferenca minima significante entre duas médias. Os ensaios in vivo de atividade
antitumoral frente aos tumores solidos foram avaliados estatisticamente através de
analise de variancia para duas amostras (Teste F), e aplicagdo do teste T. A analise
da sobrevida dos animais portadores de tumor sdélido do melanoma B16F10 foi

realizada pelo teste Z e representada pela chance cumulativa de sobreviver (CCS).
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Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (média = dp) de no
minimo trés experimentos realizados em quadriplicadas, com exce¢ao da analise da
atividade antitumoral, onde os resultados foram expressos como média + erro
padrdao (média * ep). Foram considerados estatisticamente significativos os valores

comparados ao nivel de significancia de p£ 0,05.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. EFEITOS DE ARAGAL SOBRE MACROFAGOS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS

Os experimentos realizados neste trabalho tiveram por finalidade avaliar se a
arabinogalactana de Anadenanthera colubrina (ARAGAL) poderia exercer efeitos
como um potencial biomodulador, interferindo em varias fungdes de macréfagos.
Para a determinacao deste efeito, o estabelecimento de concentracdes ideais para a
incubacao deste polimero com estas células se fez necessaria, de forma a evitar que
doses excessivas causassem danos a viabilidade celular. A figura 3 mostra os
resultados obtidos em que monocamadas de macrofagos isolados do exudato
peritoneal de camundongos foram expostos a ARAGAL nas concentragcbes de 10 a
300 ng.mL™" durante 1 a 5 horas. Nestas condigbes experimentais o polimero n&o
causou efeitos citotoxicos para estas células, visto que a vabilidade celular esteve
sempre proxima a 100%, independente da concentracdo utilizada de ARAGAL.
Dessa maneira, o estudo de ARAGAL como um provavel biomodulador tornou-se
possivel e varios parametros morfologicos e funcionais, desencadeados pelo

processo de ativacado dessas células, foram avaliados.
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Para isso, macrofagos do exudato peritoneal de camundongos foram isolados
e plagueados em placas contendo laminulas de vidro. Apos a aderéncia, essas
células foram incubadas com ARAGAL nas mesmas concentragdes utilizadas na
analise de viabilidade celular, isto € de 10 — 300 m\;.mL'1 durante 24 ou 48 horas em
estufa a 37°C e atmosfera de 5% CO,. O resultado de tais experimentos esta
mostrado na figura 4, que mostra imagens representativas de macrofagos residentes
e ativados no grupo controle (4a e 4c) e no grupo tratado (4b e 4d) com ARAGAL.
Macréfagos residentes possuem nucleo pequeno e escuro, poucas projegdes
citoplasmaticas e pouco espraiados sobre a laminula de vidro. Macrofagos ativados
possuem citoplasma aumentado, nucleo grande e claro, varias projecdes
citoplasmaticas e grande capacidade de espalhamento (BURGALETA et al., 1978;
CLEARY & KELLY, 1999). Nas figuras 4a e 4b é possivel observar a distribuicdo
geral dessas células em cada um dos grupos; e nas figuras 4c e 4d sdo mostrados
detalhes da morfologia de macréfagos residentes e ativados. No grupo controle a
maioria das células sdo macréfagos residentes (setas abertas) e os macréfagos
ativados (setas fechadas) sdo encontrados em menor quantidade. Ja nos grupos
tratados com ARAGAL, em todas as concentragdes testadas, os macrofagos
ativados (setas fechadas) sdo encontrados em maior numero.

A figura 5 mostra os dados quantitativos da distribuicdo geral de macréfagos
residentes e ativados na auséncia e presenca das diferentes concentracbes de
ARAGAL testadas nos tempos de 24 (figura 5a) e 48 horas (figura 5b). Em cada um
dos grupos — controle e diferentes concentragdes de ARAGAL (10 - 300 ng.mL™),
nos tempos de 24 e 48 horas, foram contados 3.000 macroéfagos totais e os dados

numeéricos obtidos apds a contagem foram submetidos a analise estatistica como



FIGURA 3: EFEITO IN VITRO DE ARAGAL SOBRE A VIABILIDADE DE
MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS
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Sistema:Macréfagos aderentes foram incubados por 1 a 5 horas na presenca
de ARAGAL nas concentragdes indicadas. Apds a incubacdo o meio foi
removido e o reagente MTT foi adicionado, seguindo-se de incubagéo por
mais 3 horas. O excesso de MTT foi removido e adicionado DMSO. A
absorbancia foi medida em 550 nm com filtro de 655 nm como referéncia. Os
valores representam a média £ DP (n=3). 100% de viabilidade corresponde a
viabilidade celular determinada para as células cultivadas em meio de
crescimento (MC). * Diferenca significativa do controle; p£ 0,05.
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FIGURA 4: CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE MACROFAGOS
TRATADOS IN VITRO COM ARAGAL.
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Sistema: Macréfagos aderentes foram incubados por 24 ou 48 horas na
auséncia ou presenca de diferentes concentracdes de ARAGAL, em placas
contendo laminulas de vidro, as quais foram processadas para microscopia
optica. Coloracdo: Giemsa. As micrografias desta Figura sao
representativas.

4a) distribuicdo geral de macrofagos do grupo controle, cultivados na
auséncia de ARAGAL durante 48 horas. (400X).

4b) distribuicdo geral de macréfagos do grupo tratado com 300 ng.mL™ de
ARAGAL durante 48 horas. (400X).

4c) macrofagos residentes (setas abertas) do grupo controle, cultivados na
auséncia de ARAGAL durante 48 horas. (1000X).

4d) macrofago ativado (seta fechada) do grupo tratado com 300 ng.mL™" de
ARAGAL durante 48 horas. (1000X).
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FIGURA 5: EFEITO DE ARAGAL NA ATIVACAO IN VITRO DE
MACROFAGOS.
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Sistema: Macrofagos aderentes foram incubados por 24 (5a) ou 48 (5b)
horas na auséncia (controle) ou presenca das concentragbes indicadas de
ARAGAL. Apés a incubagao o meio foi removido e as laminulas contendo as
monocamadas de macréfagos foram processadas para microscopia oOptica.
O numero de macréfagos residentes e ativados foram contados. Os valores
representam a média £ DP. * Diferenca significativa do controle; p£ 0,05.
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descrito no item 5.11. Nos dois tempos analisados, 24 e 48h, existe diferenca
estatisticamente significativa entre o numero de macréfagos residentes e ativados no
grupo controle quando comparado a qualquer um dos grupos tratados com
ARAGAL. Em ambos os tempos no grupo controle ~37% dos macréfagos estavam
em estado de ativacdo, apresentando as caracteristicas morfolégicas de células
ativadas citadas anteriormente. Nos grupos tratados, ARAGAL aumentou a
percentagem de células ativadas de forma tempo e dose-dependente, visto que
~87% dos macréfagos estavam ativados apés 24 h em presenca de 300 ng.mL™" de
ARAGAL e ~91% apds 48 h de incubagcdo com a mesma concentracdo do
polissacarideo.

Considerando que ARAGAL, além de ndo alterar a viabilidade de macrofagos
peritoneais de camundongos, promove a ativagao in vitro da grande maioria dessas
células, a analise dos efeitos deste polimero in vivo tornou-se importante. Para isso,
inicialmente avaliou-se a capacidade de ARAGAL em elicitar células para a cavidade
peritoneal de camundongos quando inoculada intraperitonealmente. Nesta série de
experimentos foram utilizados grupos de 4 animais. O numero total de PEC foi
determinado por contagem do lavado peritoneal realizada 24 h apds a injecao i.p. de
PBS estéril nos animais do grupo controle e de 50, 100 ou 200 mg.kg” de ARAGAL
nos animais dos grupos tratados. A figura 6 mostra que o polissacarideo ARAGAL foi
eficiente em elicitar macrofagos para a cavidade peritoneal dos animais tratados,
sendo que o efeito foi dose-dependente. A percentagem de células recrutadas nos
grupos tratados foi ~18, 44 e 88% maior que no grupo controle apds a administragao
de 50, 100 e 200 mg.kg "' de ARAGAL respectivamente. Os efeitos de ARAGAL

quanto a atividade elicitora de células para a cavidade peritoneal sdo comparaveis



FIGURA 6: ATIVIDADE ELICITORA DE ARAGAL
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Sistema: Camundongos (n=4, para cada grupo) foram inoculados
intraperitonealmente com ARAGAL nas concentragdes indicadas, os animais
do grupo controle foram inoculados com PBS estéril. Apos 24 h, as células
do exudato peritoneal (PEC) de cada um dos grupos foram coletadas e
contadas em camara de Neubauer. Os valores representam a média + DP. *
Diferenga significativa do controle; p£ 0,05.
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ao do polissacarideo acido, constituido por 82,5% de acido D-galacturénico, 8,2% de
L-ramnose, 4,7% de D-glactose, 5,4% de L-arabinose, e tracos de glucose e xilose,
denominado FL-1a-l isolado do fruto de Feronia limonia (Linn.), o qual levou a um
aumento de ~56% de células recrutadas para a cavidade peritoneal, 24 h apds a
inoculacdo de 100 mg.kg™ (SAIMA et al., 2000). Vale a pena destacar que uma a-D-
glucana (1® 3) (1® 4) do liquen Ramalina celastri, sete dias apds a inoculagao i.p.
de 200 mg.kg™, elicitou 130% mais macréfagos para a cavidade peritoneal quando
comparada ao grupo controle, inoculado com PBS estéril (STUELP et al.,, 2002).
Além desta, uma b-glucana com ligagdes do tipo (1 ® 3), isolada do fungo Lentinus
edodes, também apresentou atividade elicitora, recrutando 75% mais macréfagos
para a cavidade peritoneal 3 dias apds sua inoculagdo (10mg.kg™). Além disso, esse
polissacarideo aumentou a capacidade de espalhamento em cultura dessas células,
caracteristica também considerada como um sinal de ativagdo (LADANYI et al.,
1993). Este parametro foi também observado para ARAGAL quando incubada in
vitro com macrofagos, como citado anteriormente. Outra b-glucana, extraida de
Sclerotinia sclerotiorum, mostrou-se capaz de elicitar células para a cavidade
peritoneal até 12 dias apds sua inoculagao i.p., apresentando um aumento de 140%
em relacao ao grupo controle (SAKURAI et al., 1992). A fracao polissacarideo de
Gracilaria verrucosa promoveu um aumento de 100% no numero de células 5 dias
apos inoculagado (YOSHIZAWA et al., 1996).

O aumento no numero de CEP em animais inoculados com ARAGAL sugere
que este polimero promove uma acao irritativa semelhante aquela observada para o
tioglicolato e ainda, considerando que polimeros com caracteristicas estruturais tao

distintas exibam similar comportamento no recrutamento de células para a cavidade
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peritoneal, parece sugerir que tal propriedade seja resultante mais da massa molar
do que de um grupo quimico estrutural comum.

As caracteristicas morfolégicas de células ativadas, observadas na
preparacao celular apds a exposic¢ao in vitro a ARAGAL, motivaram a realizagao de
experimentos in vivo. Os experimentos apresentados na figura 7 tiveram portanto a
finalidade de verificar se as células recrutadas para a cavidade peritoneal de animais
inoculados com ARAGAL também apresentavam as caracteristicas de células
ativadas. Nestes experimentos, grupos de 10 animais foram utilizados, sendo que,
no grupo controle, os animais foram inoculados i.p. com PBS estéril, enquanto que,
nos grupos tratados, os animais foram inoculados i.p. com 100, 250 ou 500 mg.kg™
de ARAGAL. Apds sete dias, as células do exudato peritoneal foram coletadas,
plaqueadas em placas contendo laminulas e apds 24 horas a 37°C e 5 % CO,, as
laminulas convenientemente processadas para microscopia de luz foram observadas
e microfotografadas.

A figura 7 mostra imagens representativas de macrofagos residentes e
ativados tanto no grupo controle (7a — 7¢) como nos grupos tratados i.p. (7d — 7I)
com ARAGAL. Nas figuras 7a, 7d, 7g e 7j é possivel observar a distribuicao geral
dessas células em cada um dos grupos, onde no grupo controle (7a) a maioria das
células sdo macréfagos residentes (setas abertas) e os macrofagos ativados (setas
fechadas) sado encontrados em menor quantidade. Nos grupos tratados com
ARAGAL (7d, 7g, 7j), os macréfagos ativados (setas fechadas) sdo encontrados em
maior numero; sendo estes resultados similares aqueles mostrados nas figuras 4 e
5, referentes a ativagao in vitro dessas células na presenga de ARAGAL. Nas figuras

7b -c, 7e -f, 7h —i e 7k — | sdo mostrados detalhes da morfologia de macréfagos
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residentes e ativados, nos grupos: controle, ARAGAL 100 mg.kg™", ARAGAL 250
mg.kg' e ARAGAL 500 mg.kg™.

A figura 8 mostra os dados quantitativos da distribuicdo geral de macréfagos
residentes e ativados nos grupos inoculados i.p. com ARAGAL (100, 250 e 500
mg.kg™") e no grupo controle, inoculados com PBS estéril, em cada um dos grupos
foram contados 3.700 macréfagos. Existe diferenga estatisticamente significativa
entre o numero de macrdéfagos residentes e ativados do grupo controle em relagao
aos grupos tratados. No grupo controle ~34% dos macréfagos eram células
ativadas, ja nos grupos tratados com 100, 250 e 500 mg.kg™" de ARAGAL, foram
encontrados ~60, 75 e 75% de macrofagos ativados, respectivamente.

Macrofagos apresentando caracteristicas morfolégicas de ativacdo também
foram encontrados por COOK et al. (2001) quando essas células foram incubadas
com uma preparacdo comercial de b-glucana denominada EcoActivaO; os
macréfagos apresentavam-se hipertrofiados, vacuolizados, com aumento da adeséo
e do numero de projecbes citoplasmaticas. Caracteristicas de ativagcdo foram
também observadas em macréfagos da linhagem J774.1 incubados por 12 h com os
polissacarideos neutro (NPS) e acido (APS), produzidos por Lactobacillus delbrueckii
ssp. Bulgaricus OLL1073R-1, sendo que o grau de espalhamento dos macrofagos
incubados com APS foi maior que os incubados com NPS, assim como a forma e
tamanho das células (NISHIMURA-UEMURA et al.,, 2003). Destaca-se que os
animais tratados com ARAGAL apresentaram caracteristicas de animais saudaveis,
nao aparecendo nenhum tipo de toxicidade, uma vez que nenhum animal morreu
durante o experimento. Baixa toxicidade foi também demonstrada com outra

arabinogalactana extraida de Larix occidentalis, a qual, quando utilizada nas



FIGURA 7: CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE MACROFAGOS
PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS TRATADOS COM ARAGAL.
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Sistema: Camundongos (n=10, para cada grupo) foram inoculados
intraperitonealmente com ARAGAL (100 - 500 mg.kg™”), ou com PBS estéril
(controle). Apos 7 dias, PEC de cada um dos grupos foram coletadas e
cultivadas durante 24 horas em meio de crescimento (MC), em placas
contendo laminulas de vidro, as quais foram processadas para microscopia
optica. Coloracdo: Giemsa. Macrofagos residentes: setas abertas.
Macrofagos ativados:setas fechadas. As micrografias desta figura sao
representativas.

7 a - c¢) Grupo controle. (a) 400X; (b,c) 1000X.

7 d - f) Grupo tratado com 100 mg.kg” de ARAGAL. (d) 400X; (e,f) 1000X.
7 g - i) Grupo tratado com 250 mg.kg™" de ARAGAL. (g) 400X; (h,i) 1000X.
7 j- 1) Grupo tratado com 500 mg.kg™ de ARAGAL. (j) 400X; (k,I) 1000X.
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FIGURA 8: EFEITO DE ARAGAL NA ATIVAGCAO IN VIVO DE
MACROFAGOS.
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Sistema: Camundongos (n=10, para cada grupo) foram inoculados
intraperitonealmente com as concentragcdes indicadas de ARAGAL, os
animais do grupo controle foram inoculados com PBS estéril. Apds 7 dias, as
células da exudato peritoneal (PEC) de cada um dos grupos foram coletadas
e cultivadas durante 24 horas em meio de crescimento (MC), em placas
contendo laminulas de vidro, as quais foram processadas para microscopia
optica. O numero de macréfagos residentes e ativados foram contados. Os
valores representam a média + DP. * Diferenga significativa do controle; pE
0,05.
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mesmas doses que ARAGAL, nao apresentou nenhum dano ou alteragdo hepatica
(GROMAN et al., 1994).

Além das caracteristicas morfologicas, os macréfagos ativados apresentam
caracteristicas funcionais que os identificam. Dentre as fungbes de macréfagos que
se tornam aumentadas durante o processo de ativacédo esta a capacidade fagocitica.
A analise da atividade fagocitica utilizando o indice endocitico € uma ferramenta util
para acessar esta fungdo nos macréfagos (RAMESH et al., 2002) e, neste trabalho,
esta funcado foi avaliada utilizando as leveduras como particulas fagociticas. O
indice endocitico leva em consideragao o numero total de macrofagos, o niumero de
macrofagos que fagocitaram leveduras e o numero de leveduras encontradas dentro
dos macrofagos (fagocitadas). A tabela | apresenta os resultados obtidos para esta
série de experimentos, em que um total de 25.247 macrofagos e 119.432 leveduras
foram contados. Nesta tabela, pode ser observado que 25 ng.mL" de ARAGAL
foram suficientes para desencadear a capacidade fagocitica maxima dessas células
no tempo de 60 min de incubacdo com as leveduras, pois o valor do IE para as
doses superiores neste tempo foi semelhante ao encontrado para a menor dose.
Porém, quando doses mais elevadas foram testadas (50 e 100 ng.mL™"), observou-
se que o intervalo de tempo para atingir efeitos significativos foi menor, como
demonstrado pelo valor de |IE que foi estatisticamente significativo ja com 30 minutos
de incubacgao.

A figura 9 mostra imagens representativas da atividade fagocitica de
macrofagos do grupo ntrole (9a, d, g, j) cultivados por 30, 45, 60 e 90 minutos.

Para comparacgao, nas figuras 9b, c, e, f, h, i, k, | estdo mostradas imagens de



FIGURA 9: EFEITO DE ARAGAL NA CAPACIDADE FAGOCITICA DE
MACROFAGOS TRATADOS IN VITRO COM ARAGAL.

Sistema: Macrofagos aderentes foram incubados por 24 horas na auséncia
ou presenca de ARAGAL. O sobrenadante foi removido, as laminulas
contendo as monocamadas de macrofagos foram lavadas meio sem SBF, e
incubadas com leveduras na proporcdo de 10 leveduras para cada
macrofago. Apos cada um dos tempos indicados as laminulas foram
processadas para microscopia oOptica. (1000X). As micrografias desta figura
sao representativas.

30 min:(a) controle; (b, c): ARAGAL; 45 min: (d) controle; (e, f): ARAGAL,; 60
min: (g) controle; (h, i): ARAGAL,; 90 min: (j) controle; (k, 1): ARAGAL
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TABELA 1:INDICE ENDOCITICO DE MACROFAGOS TRATADOS IN VITRO
ARAGAL.

Tempo (minutos)

15 30 45 60 90 120

Controle 1,57 2,55 4,04 4,08 4,90 4,16

]

ARAGAL 25 | 2,25 3,61 5,22 5,81 6,60 6,61

ug/mL
ARAGAL 50| 2,26 4,23 5,67 5,82 7,00 6,70
ug/ml— * * * * *
ARAGAL 2,19 4,01 5,47 6,41 6,80 6,60
100 pg/mL * * * * *

Sistema: Macréfagos aderentes foram incubados por 24 horas na auséncia
ou presenca das concentragdes indicadas de ARAGAL. O sobrenadante foi
removido, as laminulas contendo as monocamadas de macréfagos foram
lavadas meio sem SBF, e incubadas com leveduras na propor¢do de 10
leveduras para cada macréfago. Apds cada um dos tempos indicados as
laminulas foram processadas para microscopia éptica. O indice endocitico foi
determinado pela contagem do numero total de macréfagos, numero de
macrofagos que fagocitaram leveduras e 0 niumero de leveduras fagocitadas.
A contagem foi realizada em objetiva de 1000X. * Diferencga significativa do
controle; p< 0,05.
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macrofagos dos grupos tratados com ARAGAL, nos tempos de incubacao citados
acima.

O indice endocitico, determinado em diferentes intervalos de tempo durante a
internalizagao de leveduras, mostrou que macrofagos tratados in vitro com ARAGAL
se tornaram eficientes fagocitos, com um grande aumento da capacidade fagocitica
quando comparado ao grupo controle. O padrdo de resposta dos macrofagos
tratados com ARAGAL pode ser considerado bastante eficaz, uma vez que o indice
endocitico obtido com ARAGAL foi 35% a 66% maior que aqueles obtidos para o
grupo controle (tab.l). Comparando com dados da literatura, os resultados
encontrados neste estudo para ARAGAL foram superiores a aqueles encontrados
para uma arabinogalactana fracamente acida e polissacarideos pécticos extraidos
da planta intacta e de calos de Silene vulgaris, os quais apresentaram um estimulo
da atividade fagocitica variando de 7% a 17% maior que o grupo controle (POPQOV
et al.,, 1999). Em comparagdo com a galactomanana de Trigonella foenum-graecum
L. (fenugreek), ARAGAL também mostrou melhores resultados, uma vez que o
polimero de fenugreek apresentou um indice endocitico de ~8% to ~40% (RAMESH,
et al.,, 2002). Os resultados foram ainda superiores aos efeitos do polissacarideo
neutro (NPS) e do fosfopolissacarideo (APS) produzidos por Lactobacillus
delbrueckii ssp. Bulgaricus OLL1073R-1, os quais estimulam a capacidade fagocitica
destas células, de ~ 8 e 17% em relagao ao controle foi observado para o NPS e
APS respectivamente (KITAZAWA et al., 2000). Vale mencionar que a a-D-glucana
(1® 3) (1® 4) extraida do liquen Ramalina celastri promoveu um aumento de 70% da
capacidade fagocitica quando comparada ao grupo controle (STUELP-CAMPELO et

al., 2002), padrao de resposta que foi semelhante ao encontrado para a b-glucana
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(1® 3) altamente ramificada em (1® 6) extraida do fungo Sclerotinia sclerotiorum
(SUGA et al., 1984). Outros estudos, utilizando macrofagos pré-incubados com 200
mg.mL" de uma b-(1® 3),(1® 6)-glucana extraida do fungo Glomerella cingulata,
demonstraram que sua acao € tempo dependente, ou seja, pré-incubacgdes rapidas
de 30 minutos, por exemplo, ndo afetaram a fagocitose de particulas de zimosana,
enquanto tratamentos prolongados (15 horas) ocasionaram um aumento de 93%
(GOMAA et al., 1992). Aumentos da atividade fagocitica de 58, 117 e 173% foram
encontrados quando macrofagos foram cultivados na presenga de 10, 50 e 100
mg.mL™" do extrato aquoso Changkil (CK) de Platycodon grandiflorum (CHOI et al.,
2001). Uma explicagdo possivel para as varias respostas encontradas para os
polissacarideos seria a existéncia de multiplos sitios de reconhecimento de
polissacarideos nos macréfagos, o que desencaderia diferentes mecanismos sinais
no seu interior, suscitando uma resposta especifica (OKASAKI et al., 1996;
REMENRERIA et al., 1997).

Quando macréfagos e células fagociticas estdo realizando o processo da
fagocitose de bactérias ou de células tumorais, ha uma associagao desta acdo com
a producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que causam danos
celulares por lipoperoxidagao, destruicdo de proteinas e danos no DNA, destruindo
os invasores (PASQUIER et al., 1997). Além disso, varios polissacarideos, descritos
como modificadores da resposta bioldgica, tém sido testados quanto a sua
habilidade em aumentar a producdo de anion superdéxido e oOxido nitrico por
macréfagos (RAMAMOORTHY et al., 1996; BERTON & GORDON, 1983; WILLIAMS

et al., 1986; KIM, 1998; JUN et al., 1999; DEUK et al.,, 1998). Sendo assim, a
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influéncia de ARAGAL sobre a producdo dessas duas espécies reativas por

macrofagos foi avaliada.

6.1.1. Producdo de anion superéxido por macréfagos peritoneais de
camundongos tratados com ARAGAL.

A interferéncia de ARAGAL na producdo de O, resultante da ativacdo da
NADPH oxidase esta mostrada na figura 10. Nestes experimentos os animais do
grupo controle foram inoculados com PBS estéril (i.p.), enquanto que os animais do
grupo tratado foram inoculados (i.p.) com 100 (figura 10a) ou 200 mg.kg™ (figura
10b) de ARAGAL. Sete dias apds a inoculagcao, os animais foram sacrificados, as
células do exudato peritoneal coletadas e plaqueadas. As condi¢cdes experimentais
incluiram também a adicdo de PMA, um agente conhecido por seu efeito estimulador
do “burst” respiratério in vitro (JUN et al., 1993; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).
A figura 10a representa a producao de O, por macrofagos de animais tratados
intraperitonealmente com 100 mg.kg” de ARAGAL, onde se observa que mesmo na
auséncia de PMA houve um aumento estatisticamente significativo na produgéo de
O, pelos macrofagos dos animais tratados com ARAGAL, quando comparados aos
macroéfagos dos animais do grupo controle, os quais foram inoculados com PBS
estéril. Dessa maneira, na auséncia de PMA, os macréfagos de animais tratados
com ARAGAL estao ativados, visto que a partir de 30 minutos este parametro se
mostrou maior que o grupo controle. Esta producdo se mostrou ainda maior quando
os macrofagos dos animais tratados com ARAGAL foram incubados in vitro com o
PMA, neste caso o efeito foi observado a partir de 15 minutos. A figura 10b mostra a

producao desta espécie reativa por macrofagos de animais tratados com uma dose
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maior de ARAGAL, de 200 mg.kg™'. Também neste caso a producdo de O,” mostrou-
se aumentada na auséncia e na presenca do estimulador do “burst” respiratorio
caracterizando um efeito cumulativo destes dois efetores. Na figura 11 pode ser
visualizada uma comparacéo entre os resultados da producao de O,, no tempo de
60 minutos, pelos macréfagos de animais tratados com 100 e 200 mg.kg' de
ARAGAL. Esta figura mostra que na auséncia de PMA nao houve diferenga na
produgdo de O, quando os animais foram tratados com 100 ou com 200 mg.kg” do
polimero. Entretanto, quando se compara os valores obtidos para a producéao de O,
dos grupos tratados com as diferentes doses de ARAGAL na presenga de PMA,
observa-se que os macréfagos dos animais tratados com 200 mg.kg” do polimero
estavam mais predispostos aos efeitos estimuladores do PMA no meio de reacéo, ja
que a producao de O, foi maior que a observada pelos os macréfagos dos animais
tratados com 100 mg.kg™", portanto um efeito tempo e dose-dependente na presenca
do PMA. Estes resultados, obtidos com ARAGAL, foram similares a aqueles
observados com zimosana, uma mistura de manana e glucana, que é utilizada para
induzir o “burst” respiratério em células fagociticas como macréfagos e neutréfilos
(BADWAY & KARNOVSKI, 1980; KARNOVSKI & BADWAY, 1986; BERTON &
GORDON, 1983; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Foram semelhantes também
aos efeitos de uma preparagao comercial de b-glucana, EcoActivad, onde observou-
se um significante aumento no “burst” respiratorio induzido pela presenga de PMA
(COOK et al., 2001). Entretanto, ARAGAL promoveu efeitos que séo diferentes
daqueles observados para a a-D-glucana do liguen Ramalina celastri, a qual

mostrou-se capaz de aumentar a producao de HO,, apenas quando na presencga de



FIGURA 10: PRODUGCAO DE ANION SUPEROXIDO POR MACROFAGOS
PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS TRATADOS COM ARAGAL.
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Sistema: Camundongos (n=10, para cada grupo) foram inoculados
intraperitonealmente com ARAGAL 100 (10a) ou 200 mg.kg™" 10b), ou PBS
estéril (controle). Apds 7 dias PEC de cada um dos grupos foram coletadas e
plagueadas separadamente. Macrofagos aderentes de cada um dos grupos
foram incubados em meio de reagao constituido de HBSS e ferricitocromo ¢
(80 mmol.L'™") na auséncia ou presenca de 1 ng.mL™" de PMA. Apds cada um
dos tempos indicados, a absorbancia foi medida em 550 nm. A concentragcéo
de citocromo c¢ reduzido, que corresponde a concentracdo de anion
superoxido produzido pelos macrofagos, foi determinada utilizando o
Coeficiente de Extingdo Molar para a mistura citocromo Coyig.req De = 2,1 x 10*
M ecm™ (JOHNSTON et al., 1978).

Os valores representam a média + DP. * Diferencga significativa do controle;
p£ 0,05.



FIGURA 11: PRODUGCAO DE ANION SUPEROXIDO POR MACROFAGOS
PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS TRATADOS COM ARAGAL - TEMPO
DE 60 MINUTOS.
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Sistema: Producéo de anion superdxido apés 60 minutos, na presenga ou
auséncia de PMA, por macrofagos tratados com ARAGAL nas
concentragcbdes indicadas. Camundongos (n=10, para cada grupo) foram
inoculados intraperitonealmente com ARAGAL. Apds 7 dias PEC de cada um
dos grupos foram coletadas e plaqueadas separadamente. Macréfagos
aderentes de cada um dos grupos foram incubados em meio de reacéo
constituido de HBSS e ferricitocromo ¢ (80 nmol.L") na presenca de 1
mg.mL™" de PMA. Apés 60 minutos a absorbancia foi medida em 50 nm. A
concentragcao de citocromo c reduzido, que corresponde a concentragao de
anion superoxido produzido pelos macrofagos, foi determinada utilizando o
Coeficiente de Extingdo Molar para a mistura citocromo Cyiq.eq.De = 2,1 X 10*
M cm™ (JOHNSTON et al., 1978).

Os valores representam a média + DP. * Diferenga significativa do controle;
p£ 0,05.
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PMA, o que caracteriza um efeito sinérgico ao PMA na indugcdo do “burst’
respiratorio e nao cumulativo (STUELP-CAMPELO et al., 2002).

Os efeitos de ARAGAL na producao de O, foram diferentes também quando
comparados com outros polissacarideos, os quais tem efeito inibitério sobre o “burst”
respiratério. Um exemplo é a galactomana (GMPOLY) isolada também do liquen
Ramalina celastri; este polimero promoveu uma diminuicdo tempo e dose-
dependente na produgcdo de O,, sugerindo um efeito antioxidante para esta
molécula (NOLETO et al., 2002).

6.1.2. Producdo de 6xido nitrico por macro6fagos peritoneais de camundongos
tratados in vivo com ARAGAL.

Outra via de importancia para os macrofagos pela qual exercem a sua fungao
€ a via de produgdo de oxido nitrico (NO'), que atua como parte da resposta
inflamatéria contra patégenos, tais como bactérias, virus e células tumorais e tem
sido proposto como um dos importantes efetores da atividade tumoricida (MIWA et
al., 1997). A producédo de NO' ocorre em resposta ao estimulo produzido
principalmente por IFN-g e LPS (STUEHR & MARLETTA, 1985; JAMES, 1995),
sendo que na indugdo da enzima oéxido nitrico sintase (iINOS) por IFN-g o LPS é
reconhecido como molécula co-sinal (CUNHA et al., 1993). No presente estudo, a
producdo de NO' foi determinada em experimentos de 48 horas de duracéo,
desenvolvidos na auséncia ou presenca de IFN-g e LPS, e onde os macrofagos
foram obtidos de animais previamente tratados (i.p.) com diferentes concentragdes
de ARAGAL. A figura 12 mostra os resultados da produgdo de NO' por macréfagos
obtidos apds sete dias do tratamento i.p. dos animais com 200 mg.kg” de ARAGAL.

Nesta figura pode-se observar que sob estas condi¢cdes experimentais, ARAGAL nao
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exerceu efeito ativador na producao de NO'. Estes resultados se assemelham

aqueles obtidos com os polissacarideos extracelulares neutros (NPS) e acidos (APS)

extraidos de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus OLL1073R-1, cuja composi¢ao
€ de galactose e glucose na razdo molar de 3:2; estes, incubados com
macréfagos da linhagem J774.1, também foram incapazes de estimular a produgao
de NO'. Porém, a semelhanca de ARAGAL, os dois polimeros levaram ao
desenvolvimento de alteragdes morfologicas caracteristicas do processo de ativacao
e, apesar de nao estimularem a via de produgdo de NO', sdo capazes de ativar
macrofagos, como verificado através de outras alteracbes funcionais (NISHIMURA-
UEMURA et al., 2003). Vale também mencionar que o resultado encontrado para
ARAGAL em relacdo a producdo de NO' difere do observado para outros
polissacarideos, os quais estimulam a produgdo de NO', como a a-D-glucana de
Ramalina celastri, que sete dias apdés a inoculacdo de 200 mg.kg' estimulou a
producdo de NO' em cerca de 50% em relagdo ao grupo controle, na presenga de
LPS e IFN-g (STUELP-CAMPELO et al., 2002). A manana de levedura (MPOLY) e
uma galactomana do liquen R. celastri (GMPOLY) estimularam a produgcéo de NO
em aproximadamente 40% na auséncia de LPS e IFN-g Sobretudo, o efeito de
ARAGAL difere daqueles desencadeados pelo LPS; conhecido por estimular a
producdo de NO' e exibir uma variedade de atividades imunobioldgicas
(NISHIMURA-UEMURA et al., 2003). Considerando que a produgdo descontrolada
de NO' pode levar a uma resposta toxica exacerbada (COTRAN et al., 1994), a
auséncia de efeito estimulador por parte de ARAGAL pode estar relacionada com o
fato de ndo se observar efeitos de toxicidade nos animais inoculados com esse

polimero.



FIGURA 12: PRODUCAO DE OXIDO NIiTRICO POR MACROFAGOS
PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS TRATADOS COM ARAGAL.
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Sistema: Camundongos (n=10, para cada grupo) foram inoculados
intraperitonealmente com 200 mg.kg' de ARAGAL, os animais do grupo
controle foram inoculados com PBS estéril. Apés 7 dias PEC de cada um
dos grupos foram coletadas e plaqueadas separadamente. Macréfagos
aderentes de cada um dos grupos foram incubados em meio de crescimento
(MC) na presenca ou auséncia de 50 ng.mL™ de LPS + 26 U.mL™" de IFN-g
Apods 24 horas, 100 nL do sobrenadante foram incubados com 100 nL do
reagente de Griess para determinagao da produgédo de NO. Apds 10 minutos
a absorbancia foi medida em 550 nm. A concentracdo de nitrito foi
determinada utiizando uma curva padrao de NaNO,. Os valores
representam a média £ DP. * Diferenca significativa do controle; p£ 0,05.
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6.1.3. Producdo de TNF-a por macrofagos peritoneais de camundongos
tratados in vivo com ARAGAL.

O processo de ativacdo de macréfagos inclui, além das alteragdes
morfoldégicas, o aumento da capacidade fagocitica, da producdo de O, e da
producdo de NO', aspectos que ja foram abordados neste trabalho. Além destes, o
processo de ativacdo de macréfagos inclui a geracdo de citocinas, como as
interleucinas (ILs), interferons (IFN) e fator de necrose tumoral (TNF), os quais estao
diretamente envolvidos na destruicdo de células tumorais (SONG et al., 2002). De
fato, um dos mecanismos para os efeitos antitumorais dos polissacarideos tem sido
relacionado com a indugdo da producdo de TNF (TAKAHASHI et al., 1988a;
TAKAHASHI et al., 1988b; LUETTIG et al., 1989; MORI et al., 1989; USAMI et al.,
1988; WONG et al.,, 1994). Portanto, a avaliagdo do efeito de ARAGAL neste
parametro se fez importante.

A figura 13 mostra resultados de experimentos em que os animais do grupo
controle foram inoculados com PBS estéril (i.p.), enquanto que os animais do grupo
tratado foram inoculados (i.p.) com 100 mg.kg™ de ARAGAL. Em um terceiro grupo,
o controle positivo, os animais foram inoculados com 50 ng.kg” de LPS. Uma ou 24
horas apds a inoculacéo, a producdo de TNF-a no fluido peritoneal foi determinada.
Nesta figura € possivel observar que 1 hora apds a inoculacdo do polissacarideo
ARAGAL, a produgdo de TNF-a estava significativamente aumentada quando
comparada aos animais do grupo controle inoculados com PBS. Neste grupo, a
producdo de TNF-a foi de ~2 pg.mL™", enquanto que no fluido peritoneal de animais
tratados com 100 mg.kg”" de ARAGAL a producdo foi de ~ 57 pg.mL™. No controle

positivo, como esperado, a producdo de TNF-a (~174 pg.mL™) foi detectada no



FIGURA 13: E’RODUQAO DE FATOR DE NECROSE TUMORAL-a (TNF-a)
POR MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS TRATADOS

COM ARAGAL.
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Sistema: Camundongos (n=10, para cada grupo) foram inoculados
intraperitonealmente com 100 mg.kg' de ARAGAL, os animais do grupo
controle foram inoculados com PBS estéri e um grupo de animais
inoculados com 50 ny.kg "' de LPS foi utilizado como controle positivo. Uma
ou 24 horas apds a inoculagdo, os animais foram sacrificados e o fluido
peritoneal foi coletado com PBS estéril e centrifugado. O “pellet” de células
foi descartado e o sobrenadante foi congelado a —70 °C até o uso. Os niveis
de TNF-a no fluido peritoneal foram medidos por “enzyme-linked
immunosorbent assay” (ELISA) como descrito em materiais e métodos. Os
valores representam a média + DP. * Diferenga significativa do controle; pE
0,05.
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fluido peritoneal de animais inoculados com 50 ng.kg™" de LPS. A producdo de TNF-
a induzida por ARAGAL, uma hora apods o tratamento, foi 26 vezes maior que a
produgéo no fluido peritoneal dos animais controle (PBS). Apds 24 h da inoculagéo
de ARAGAL, o TNF-a néao foi mais detectado no fluido peritoneal dos animais, o que
sugere um estimulo imediato e transitorio na producédo de TNF-a. Este resultado é
importante considerando a relagdo existente entre esta citocina e a atividade
antitumoral, pois 0 TNF-a induz a lise de células malignas e causa regressao de
alguns tumores em animais (CALLARD, 1990), além de induzir necrose de certos
tumores experimentais in vivo (CARSWELL et al., 1975) e exercer efeitos citotdxicos
e citostaticos em varias linhagens tumorais in vitro (WATANABE et al., 1985;
HARANAKA & SATOMI, 1981).

O aumento da producdo de TNF-a induzido por ARAGAL pode ser
comparado aos efeitos demonstrados para a lentinana (CHIHARA et al., 1969;
CHIHARA et al., 1970; MIZUNO et al., 1995; TAKATSUKI et al., 1996) e para o
complexo polissacarideo-proteina, PSPC, extraido do cogumelo Tricholoma
lobayense (LIU et al.,, 1995; LIU et al.,, 1996). Estes polimeros aumentaram

dramaticamente a sintese do mMRNA de TNF-a 3 horas apds a inoculagdo, sendo

que a partir de 24 horas os niveis de mRNA para TNF-a comecaram a baixar (LIU et
al.,, 1999). Segundo alguns autores (WONG et al., 1994), polissacarideos contendo
em sua estrutura acidos urbénicos possuem a capacidade de induzir a producdo de
TNF e a atividade antitumoral. Isto foi verdadeiro para um polissacarideo acido (PH-I
Cb) extraido da raiz de Pseudostellaria heterophylla € demonstrado como um forte
indutor na produgcédo de TNF por macréfagos tanto in vitro como endégeno no soro e

no fluido ascitico de animais portadores de tumor ascitico de Ehrlich (EAT) (WONG
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et al.,, 1994). Considerando a presenca de acido urdnico na estrutura de ARAGAL,
tal possibilidade poderia ser também verdadeira para essa arabinogalactana.
Polissacarideos de varias outras fontes como microrganismos (UM et al., 2002),
fucogalactanas (MIZUNO et al., 2000) e aqueles isolados de Panax ginseng (SONG
et al., 2002; LIM et al., 2002) também estimularam a produgéo de TNF.

Os resultados até aqui obtidos sugerem que ARAGAL tem propriedades de
um modificador da resposta biolégica (MRB). Isto porque ARAGAL foi capaz de
elicitar para a cavidade peritoneal de camundongos macréfagos com caracteristicas
morfoldgicas e funcionais de células ativadas.

O estimulo da fagocitose causado por ARAGAL foi muito significativo. A
fagocitose representa o passo final e indispensavel do sistema de defesa
imunoldgico (VAN OSS, 1986) e, uma vez que os fagoécitos atuam como as células
efetoras e regulatérias, um estimulo da funcéo fagocitica deve contribuir na terapia
contra infecgdes bacterianas e invasdes tumorais (POPOV et al., 1999). Desta

forma, a proxima etapa do trabalho foi referente a analise desta possibilidade.

6.2. EXPERIMENTOS COM CELULAS DO SARCOMA-180 (S-180)

6.2.1. Efeito de ARAGAL sobre células do S-180 in vitro.

Os experimentos cujos resultados estdo apresentados na figura 14 foram
desenvolvidos com a finalidade de avaliar se ARAGAL interferia na viabilidade das
células do S180. Nestes, as células do $180 foram incubadas in vitro por 1 hora
em presenca de concentragbes ARAGAL que variaram de 10 a 300 ng.mL™". O

resultado encontrado mostrou que nao houve alteragao da viabilidade de células do



84

S-180 causada pelo polimero nestas condi¢gdes experimentais, caracterizando a
auséncia de toxicidade do polimero sobre esta linhagem de células, a exemplo do
observado também na viabilidade de macroéfagos (Figura 3).

Considerando o fato de ARAGAL nao apresentar toxicidade direta as células
do S-180, e ainda os seus efeitos ativadores da fungcdo de macréfagos, onde
ARAGAL mostrou-se capaz de ativar estas células tanto in vitro como in vivo, a
analise da interagdo entre macrofagos peritoneais tratados in vitro com ARAGAL e
células do S-180 se tornou importante.

Com tal finalidade, macrofagos peritoneais de camundongos foram cultivados
na presenca de diferentes concentracdes de ARAGAL (10 a 200 ng.mL™) e entdo
co-incubados com as células do S-180 por mais 18 h. O resultado deste experimento
esta mostrado na figura 15, onde se observa as imagens representativas de tais
experimentos. No grupo controle (Figura 15 a, b) a maioria dos macrofagos séo
residentes (setas abertas) e apenas alguns estdo ativados (setas fechadas). Um
dado importante é que estes ndo apresentam estruturas de células tumorais
fagocitadas. Entretanto, nos grupos onde as células foram pré-tratadas com
ARAGAL (Figuras 15 e — 1), a maioria delas células apresentam caracteristicas
morfolégicas de macrofagos ativados, reproduzindo os resultados anteriormente
mostrados (Figura 7 e 10). Além disso, estas células apresentam dentro de seu
citoplasma vacuolos citoplasmaticos contendo estruturas das células do S-180
(asteriscos). Estes resultados indicam que macréfagos pré-tratados com ARAGAL
apresentam habilidade em fagocitar por¢des celulares de células do $-180, as quais
podem ter sido destruidas pela atividade biomoduladora que ARAGAL exerce sobre

os macrofagos peritoneais. De fato, a lise das células tumorais pode ser uma



FIGURA 14: EFEITO IN VITRO DE ARAGAL SOBRE A VIABILIDADE
CELULAR DE CELULAS DO SARCOMA-180 (S-180).
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Sistema: Células do S-180 foram incubadas em meio de crescimento (MC)
na auséncia ou presenca das concentracdes indicadas de ARAGAL. Apods 1
hora o sobrenadante foi retirado e centrifugado e o “pellet’” de células obtido
foi ressuspenso em PBS. As células aderentes foram descoladas apos
incubagao por 2 minutos com EDTA 2 mM. A suspensé&o contendo as células
que estavam aderidas a placa foi centrifugada e o “pellet” de células obtido
foi ressuspenso em PBS. Os dois “pellets” de células, ndo aderentes (do
sobrenadante) e aderentes, foram reunidos e a viabilidade da suspenséo
resultante foi avaliada pelo método do azul de Trypan. Os valores
representam a média = DP (n=3). 100% de viabilidade corresponde a
viabilidade celular determinada para as células cultivadas em meio de
crescimento (MC). * Diferencga significativa do controle; p£ 0,05.
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FIGURA 15: INTERAGAO IN VITRO ENTRE MACROFAGOS PRE-
EXPOSTOS IN VITRO COM ARAGAL E CELULAS DO S-180.

Sistema: Macréfagos aderentes em laminulas de vidro foram incubados na
auséncia ou presenca de ARAGAL nas concentracdes de 10 a 200 ng.mL™".
Apds 24 horas o sobrenadante foi descartado, as laminulas contendo as
monocamadas de macréfagos foram lavadas e incubadas em MC em
presenca de células do $180. Apds 18 horas de co-incubacdo as laminulas
foram lavadas e processadas para microscopia Optica. Coloragdo: Giemsa.
(1000X); Setas abertas: macréfagos residentes; Setas fechadas: macréfagos
ativados; (%) : estruturas de células do S-180. As micrografias desta figura
sao representativas.

15 a,b) Controle; 15 b,c) ARAGAL 10 ng.mL™; 15 d,f) ARAGAL 25 ng.mL™";

15 g,h) ARAGAL 50 mg.mL""; 15 i.,j) ARAGAL 100 ng.mL™": 15 k,|) ARAGAL
200 ng.mL™";.
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consequéncia da liberagdo do TNF-a, produto dos macréfagos ativados por
ARAGAL, ou mesmo resultante de uma acao direta dos macréfagos ativados sobre
estas células. Embora estes resultados sejam uma demonstragéo inequivoca de que
macrofagos pré-tratados in vitro com ARAGAL, quando co-incubados com células do
S-180, foram capazes de fagocitar porgbes destas células, as condi¢des do
experimento ndo permitiam analises quantitativas deste efeito. Sendo assim, uma
analise da atividade antitumoral de ARAGAL in vivo, mais detalhada, se fez
necessaria.

Os experimentos visando analisar a atividade antitumoral de ARAGAL em
animais portadores de tumor foram realizados utilizando o modelo do S-180 em

crescimento ascitico e crescimento subcutaneo como tumor sélido.

6.2.2. Efeito de ARAGAL sobre células do S-180 in vivo.

A atividade de ARAGAL frente as células de S-180 na forma ascitica foi
avaliada de acordo com a metodologia proposta por SAIMA et al. (2000) e MIZUNO
et al. (1986) na qual o numero de células viaveis do S-180 presentes no fluido
peritoneal foi determinado segundo o método do azul de Trypan, 3 dias apos a
inoculacdo i.p. didria de 50 ou 100 mg.kg" de ARAGAL. A figura 16 mostra os
resultados obtidos neste experimento, onde esta representado o numero de células
do S-180 que permaneceram viaveis apos o tratamento i.p. com diferentes
concentragdes de ARAGAL. Verifica-se diminuicdo no numero de células tumorais
viaveis nos animais tratados com ARAGAL, resultando em inibicdo do crescimento
do S-180 ascitico. Esta inibicdo foi de 33% de 66% quando os animais foram

tratados com trés doses de 50 e 100 mg.kg”' de ARAGAL, respectivamente. O
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presente resultado fortalece a proposicdo de que ARAGAL, além de exercer
atividade ativadora de macréfagos in vitro, capacitando estas células a fagocitar em
porcoes celulares de células do $-180, exerce esta atividade também in vivo. Sendo
assim, a reducdo dos tumores asciticos ¢é justificada devido a atividade
biomoduladora exercida por ARAGAL sobre os macréfagos peritoneais. Resultados
similares foram demonstrados para um heteropolissacarideo acido (FL-1A-l) isolado
de Feronia limonia, composto por 82,5% de acido galacturénico, 8,2% de ramnose,
4,7% de galactose, 5,4% de arabinose e tracos de glucose e xilose (SAIMA et al.,
2000). Este polimero, quando inoculado i.p., apresentou atividade antitumoral frente
ao carcinoma ascitico de Ehrlich, sendo que a inibicdo do crescimento do tumor
ascitico, a qual foi medida segundo a mesma metodologia utilizada neste trabalho
para o S-180 ascitico, foi de 58 e 75%, para doses de 50 e 100 mg.kg™ do polimero
respectivamente (SAIMA et al., 2000).

As condicbes em que foram feitos estes experimentos permitiram a ativagao
dos macrofagos no mesmo local onde as células tumorais foram inoculadas. No
entanto, era importante avaliar também se este efeito estaria presente em animais
portadores da forma sdlida do S-180. Para isso, células do S-180 foram implantadas
subcutaneamente na regido interescapular dos animais e, no dia seguinte, os
animais foram inoculados (i.p.) com 100 mg.kg”' de ARAGAL. O crescimento dos
tumores foi avaliado no 21° dia apds a implantagdo das células.

Na figura 17 estdo mostrados os resultados referentes a massa média dos
tumores dos animais dos grupos controle e tratados com ARAGAL (100 mg.kg™"). Os
dados referentes as massas dos tumores foram utilizados para calcular a

percentagem de inibicdo de crescimento do S-180 (MIZUNO et al., 1986; KOJIMA et
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al., 1986; BLASCHEK et al., 1992; REN et al.,, 1995). Para o grupo de animais
tratados com 100 mg.kg”' do polimero, o percentual de inibicdo de crescimento
encontrado foi de ~39% em relagdo seu grupo controle; mostrando que um efeito
antitumoral é possivel mesmo quando a inoculagao do polissacarideo se da em local
diferente daquele onde as células estdo instaladas. Segundo os critérios
estabelecidos por MIZUNO et al. (1986), a arabinogalactana ARAGAL seria
classificada como um polissacarideo de atividade antitumoral regular, visto que seu
percentual de inibicdo ficou entre 26 e 50%. A utilizagdo de dose unica de
polissacarideo parece ser mais eficaz do que a sua administracdo repetida a
intervalos regulares ou ainda seu fracionamento em doses maiores associado a uma
administracdo prolongada (STUELP-CAMPELO et al.,, 2002). Essa observacao
baseia-se em alguns resultados encontrados na literatura, como os propostos por
CARNEIRO-LEAO (1998), que analisou a atividade antitumoral da a-D-glucana de
Ramalina celastri. Quando uma Unica dose de 200 mg.kg' deste polimero era
inoculada i.p. em animais portadores de S-180 subcutdneo, 24 horas apds a
implantagéo das células tumorais, observou-se uma inibicdo do crescimento de 80%,
porém quando esta dose foi administrada de forma repetida a intervalos regulares,
observou-se uma diminuicdo da inibicdo do crescimento, para 60% (STUELP-

CAMPELO, 2002).

6.3. EXPERIMENTOS COM OUTRAS LINHAGENS CELULARES
A maioria dos estudos visando determinar a atividade anti-tumoral de

polissacarideos foram desenvolvidos contra células do Sarcoma 180. Entretanto,



FIGURA 16: EFEITO DE ARAGAL SOBRE O CRESCIMENTO DO
SARCOMA 180 (S-180) ASCITICO EM CAMUNDONGOS.
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Sistema: Camundongos (n=10, para cada grupo) foram inoculados
intraperitonealmente com células do S-180 (dia zero). Nos dias 1,2 e 3 (24,
48 e 72 h apéds inoculagado das células do S-180), os animais dos grupos
tratados foram inoculados (i.p.) com as concentragcoes indicadas de
ARAGAL ou com PBS estéril (controle). No dia 4 (96 h apds a inoculagéo
das células), os animais foram sacrificados por asfixia e as células do S-180
da cavidade peritoneal foram coletadas com 10 mL de PBS estéril,
centrifugadas e ressuspensas em PBS estéril. O numero de células do S-180
viaveis foi avaliados pelo método do azul de Trypan. Os valores representam
a média + DP. * Diferencga significativa do controle; p£ 0,05.
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FIGURA 17: EFEITO DE ARAGAL SOBRE A MASSA TUMORAL DE
SARCOMA 180 (S-180).
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Sistema: Células do S-180 (5 X 10°) em 200 ni foram inoculadas (s.c.) em
camundongos. Apos 24 h da implantacdo das células tumorais, os animais
do grupo controle foram inoculados (i.p.) com PBS estéril, e os animais do
grupo tratado com ARAGAL foram inoculados (i.p.) com 100 mg.kg' de
ARAGAL (n=21). No 21° dia apdés a implantagdo das células, os animais
foram sacrificados os tumores dissecados e pesados para avaliagdo da
massa meédia dos tumores. Os valores representam a média + EPM. *
Diferenca significativa do controle; p£ 0,05.

17a) Tumores representativos dos animais do grupo controle
17b) Tumores representativos dos animais do grupo tratado co ARAGAL
17c) Massa tumoral média dos tumores
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outras linhagens estao disponiveis, como a de células B16-F10, que sao células de
melanoma de alto potencial metastatico uteis como modelo de estudo da atividade
de agentes anti-tumorais, e ainda porque o melanoma constitui uma das
modalidades de tumor que parece apresentar resposta a imunoterapia (WACK et al.,
2001; LOTZE et al., 2001). Assim, uma avaliagao dos efeitos de ARAGAL sobre esta
linhagem tumoral seria relevante. Além desta, outro modelo muito utilizado in vitro
sao as células Hela, derivadas de carcinoma de cérvix uterino, de caracteristicas
epiteliais. Ambas as linhagens foram também utilizadas neste trabalho para a

verificagao dos efeitos diretos de ARAGAL.

6.3.1. Viabilidade e proliferacdo das células de melanoma B16-F10 tratadas in
vitro com ARAGAL

Os experimentos cujos resultados estdo mostrados nas figuras 18 e 19 foram
planejados com a finalidade de avaliar se ARAGAL interferia na viabilidade e
proliferacdo das células B16-F10. Nestes experimentos as células do melanoma
B16-F10 foram incubadas na auséncia (grupo controle) ou presengca de
concentragdes variadas de ARAGAL (10 - 300 ng.mL") e a viabilidade desta
linhagem celular foi avaliada pelo método do MTT apéds 1, 2 ou 3 horas de cultivo.
Verifica-se na figura 18 que em nenhum dos tempos testados ARAGAL alterou a
viabilidade da monocamada de células B16-F10, sugerindo que, nestas condigdes
experimentais, este polissacarideo nao apresenta toxicidade in vitro sobre esta
linhagem de células tumorais, tal como anteriormente verificado para macrofagos e
para as células do S180. A auséncia de efeitos imediatos a viabilidade das células

B16-F10 ndo excluia a possibilidade de ARAGAL induzir efeitos na proliferacdo
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destas células. Para avaliar esta possibilidade, células B16-F10 foram mantidas nas
condicbes de cultivo durante 16 horas, para que uma monocamada de células
uniforme fosse estabelecida. Apos o descarte do sobrenadante, as células foram
incubadas por 24 horas na auséncia de SFB, permitindo-se que as células
entrassem na fase G, do ciclo celular. Entdo, o efeito de ARAGAL foi avaliado apdés
24, 48 ou 72 horas de cultivo na auséncia (grupo controle) ou presenca de diferentes
concentragdes do polimero (10 - 300 ng.mL™"). A figura 19 apresenta os resultados
referentes a estes experimentos, onde € possivel observar que a proliferacao das
células B16-F10 mostrou-se apenas discretamente alterada quando estas células
foram incubadas na presenca de ARAGAL. Nesta figura esta ilustrado o perfil da
proliferacdo das células (figura 19a) incubadas com as diferentes concentragdes de
ARAGAL por 24, 48 e 72 horas. Nota-se, na figura 19b, que embora tenha havido
um nitido efeito dependente da dose e do tempo de exposicdo das células ao
polimero, a porcentagem de inibicdo néo ultrapassou ~22% apo6s 72 h de cultivo com
300 ng.mL™" de ARAGAL, mostrando de fato um efeito muito discreto sobre este

parametro.

6.3.2. Morfologia de células B16-F10 e células HelLa tratadas in vitro com
ARAGAL.

O estudo das alteracbes de morfologia celular consiste em um instrumento
importante pelo qual informacbdes sobre a possivel citotoxicidade das substancias
testadas podem ser obtidas. Portanto, esta € uma etapa obrigatoria na determinacao

dos efeitos biolégicos de diferentes compostos. A auséncia de efeitos sobre a
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redugcdo do MTT ndo excluia a possibilidade de efeitos deletérios causados por
ARAGAL as ceélulas. Com a finalidade de verificar tal possibilidade, alguns
parametros morfolégicos das células B16-F10 foram analisados quanto ao efeito de
ARAGAL.

A Figura 20 apresenta as caracteristicas das células B16-F10 crescidas na
auséncia (controle) de ARAGAL. Verifica-se a presenga de nucleos grandes nas

células, muitas vezes apresentando mais de um por célula, presenca de varios



FIGURA 18: EFEITO IN VITRO DE ARAGAL SOBRE A VIABILIDADE
DE CELULAS B16-F10.
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Sistema: Células B16-F10 foram incubadas na auséncia (grupo controle) ou
presenca das concentracdes indicadas de ARAGAL. Apdés 1 (a), 2 (b) ou 3
(c) horas, o meio foi removido e o reagente MTT foi adicionado, seguindo-se
de incubagao por mais 3 horas. O excesso de MTT foi removido e DMSO
adicionado. A absorbancia foi medida em 550 nm com filtro de 655 nm como
referéncia. Os valores representam a média + DP (n=3). 100% de viabilidade
corresponde a viabilidade celular determinada para as ceélulas cultivadas em
meio de crescimento (MC). * Diferenca significativa do controle; p£ 0,05.
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FIGURA 19: EFEITO DE ARAGAL SOBRE A PROLIFERACAO DE
CELULAS B16-F10 IN VITRO.
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Sistema: Células B16-F10 foram incubadas em meio de crescimento (MC)
durante 16 horas. O sobrenadante foi removido e as células foram incubadas
por 24 h em meio Eagle - MEM sem SFB. Em seguida, as células foram
incubadas por mais 24, 48 ou 72 horas em MC na auséncia (grupo controle)
ou presencga das concentracdes indicadas de ARAGAL. Apdés cada um dos
tempos citados acima o meio foi removido e o reagente MTT foi adicionado,
seguindo-se de incubagao por mais 3 horas. O excesso de MTT foi removido
e adicionado DMSO. A absorbancia foi medida em 550 nm com filtro de 655
nm como referéncia. Os valores representam a média + DP (n=3). *
Diferenca significativa do controle; p£ 0,05.

19a) Perfil da proliferagéo celular
19b) Inibigdo da proliferagéo celular (%)
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FIGURA 20: CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE CELULAS B16-F10
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Sistema: Células B16-F10 foram incubadas em meio de crescimento (MC)
em placas contendo laminulas de vidro durante 12 - 72 horas em estufa com
5% CO,. Aos tempos determinados as laminulas foram processadas para
microscopia Optica. Coloragdo Giemsa; N=: nucleo; C= citoesqueleto
organizado; * = figuras de mitose; setas: expansdes celulares longas. As
micrografias desta figura sao representativas.

P Células cultivadas por 24 (a,e), 36 (b,f), 48 (c,g) e 72 (d,h) horas.
Micrografias a - d: 400X; Micrografias e - h: 1000X
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nucléolos, chegando até a 8 por nucleo; expansbes celulares bastante longas e
citoplasma com citoesqueleto organizado, caracteristicas para estas células. Para a
visualizagdo dos melanossomos, organelas subcelulares presentes em células de
melanoma que s&o responsaveis pela produgcdo e armazenamento da melanina
(GILCHREST et al., 1996), foi utilizada uma coloracao especifica - prata amoniacal -
e as ilustragdes referentes a esta coloracdo estdo representadas na figura 21.
Verifica-se a presenga de melanossomos perinucleares (MP) e aqueles chamados
de melanossomos periféricos (mpe), presentes nas expansodes celulares conforme o
espalhamento das células, ambos caracteristicos para melandcitos (GILCHREST et
al., 1996). Além disso, nesta figura pode-se observar outra caracteristica desta
linhagem celular, o frequente aparecimento de células com volume aumentado
(Figuras 21 a — d) e a presenca de melanossomos gigantes no citoplasma de
algumas células (Figura 21a). As caracteristicas aqui relacionadas sao consideradas
de observacdes usuais para estas células, indicando uma boa adaptagdo do seu
crescimento nas condigbes do Laboratério de Cultivo Celular do Departamento de
Bioguimica da UFPR. Na figura 22 estdo apresentadas imagens representativas das
células B16-F10 cultivadas em presengca de ARAGAL. Concentragdes inferiores a
100 nmg.mL”" do polimero n3o induziram alteracdes morfolégicas significativas
(Figuras 22 a, b), porém quando as células foram cultivadas com 100 ng.mL”
(Figuras 22 c, d) foram observadas algumas regides eosinofilicas proximas ao
nucleo; quando as células foram cultivadas com 200 ng.mL™" (Figuras 22 e, f) e 300
mg.mL™" (Figuras 22 g, h) pode-se notar a presenca de projecdes celulares bastante
longas e filiformes, as quais formaram uma trama de projecbes citoplasmaticas, e

além disso, nestas duas ultimas concentragdes, algumas células apresentaram
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expansdes globosas (blebs) caracteristicas de sofrimento celular. Além disso, em
altas concentragcdes de ARAGAL, foi observada uma diminuicdo na quantidade de
células aderidas a laminula, como indicado nas figuras 22 g e h, o que poderia estar
relacionado ao discreto efeito inibidor da proliferacdo destas células em presenca de
ARAGAL (Figura 19) ou com interferéncia na adesao celular, como descrito para
outros polimeros (STUELP-CAMPELO et al., 2002).

Na outra linhagem avaliada, a linhagem de células Hela, os experimentos
realizados de acordo com o mesmo protocolo, ou seja, na presenca de 10 a 300
my.mL”" de ARAGAL durante 24, 48 ou 72 h, mostraram que quando utilizada nas
concentragdes de 25 e 50 ng.mL™" (Figuras 23 b, ¢), ARAGAL induziu a formagao de
uma intensa condensacdo celular e a presenca de blebs, caracteristicas de
sofrimento celular. Com concentragdes de 100 e 200 ng.mL™" (Figuras 23 d, e), estas
caracteristicas se tornaram ainda mais frequentes, indicando um efeito dependente
da concentracdo do polimero. A diminuicdo na quantidade de células aderidas a
laminula, quando cultivadas em presenca de altas concentracbes de ARAGAL,
também foi verificada para a linhagem de células HelLa (Figura 23 e), assim como
detectada para as células B16-F10. Pode-se concluir, portanto, que os efeitos
diretos causados por ARAGAL dependem do tipo celular em questdo, sendo as
células de origem epitelial (HeLa) mais sensiveis que as células B16F10, as quais
nao sofreram efeitos tdo drasticos quanto os verificados para as células HelLa. Vale
mencionar que alguns polissacarideos estudados quanto aos efeitos em células
cultivadas causaram alteragbes morfolégicas como as demonstradas para ARAGAL,
ou seja, a condensacao celular, a presenga de vesiculas contendo material aciddfilo

no citoplasma, ocorréncia de “blebs” na superficie celular, agregacédo celular



FIGURA 21: CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE CELULAS B16-
F10 - MELANOSSOMOS.

Sistema: Células B16-F10 foram incubadas em meio de crescimento (MC)
em placas contendo laminulas de vidro durante 72 horas em estufa com 5%
CO,. Aos tempos determinados as laminulas foram processadas para
microscopia Optica. Coloracdo Prata Amoniacal; N=: nucleo; M=
melanossomos; MP= melanossomos perinucleares; MG= melanossomos
gigantes; mpe: melanossomos periféricos; setas: expansdes celulares
longas.

P Micrografias a - d (células com volume aumentado): 400X; Micrografias e
- h: 1000X.
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FIGURA 22: EFEITO IN VITRO DE ARAGAL NA MORFOLOGIA DE DE
CELULAS B16-F10.
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Sistema:Células B16-F10 foram incubadas em meio de crescimento (MC)
em placas contendo laminulas de vidro na presenca de 10 a 300 ng.mL™" de
ARAGAL. Apds 72 horas as laminulas foram processadas para microscopia
Optica. Coloracao Giemsa; TPM: trama de projecdes citoplasmaticas; setas:
expansoes globosas (blebs); *: regides eosinofilicas. (400X).

a) controle; b) 25 ng.mL™" de ARAGAL; c) 50 ng.mL™" de ARAGAL; d,e) 100
mg.mL" de ARAGAL; f,g) 200 ng.mL" de ARAGAL; h,i) 300 ng.mL" de
ARAGAL
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FIGURA 23: EFEITO IN VITRO DE ARAGAL NA MORFOLOGIA DE DE
CELULAS Hela.

Sistema:Células HelLa foram incubadas em meio de crescimento (MC) em

placas contendo laminulas de vidro na presenca de 10 a 300 ng.mL" de
ARAGAL. Apds 72 horas as laminulas foram processadas para microscopia
Optica. Coloracdo Giemsa; setas: células condensadas; circulo vermelho:
células com expansdes globosas (blebs); (400X). As micrografias desta
figura sao representativas.

a) controle; b) 25 ng.mL™" de ARAGAL; c) 50 ng.mL™" de ARAGAL; d) 100
mg.mL" de ARAGAL; e) 200 ng.mL" de ARAGAL
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diminuicdo do numero de células aderidas (STEVAN et al., 2001). Além disso, varias
alteracbes morfolégicas foram descritas para células Hela tratadas com a a-D-
glucana do liguen Ramalina celastri. Foram encontradas células com vacuolos
citoplasmaticos contendo material acidéfilo, acumulo de material filamentoso,
presengca de granulos eletron-densos dispersos no citoplasma e o aparecimento
‘blebs”, sugerindo sofrimento celular. Além dessas caracteristicas, foram
encontradas células com aparéncia fusiforme, condensacao e fragmentagcao celular
e a presencga de agregados celulares, quando as células eram expostas ao derivado

sulfatado desta molécula (CARNEIRO-LEAO et al., 1997).

6.3.3. Atividade antitumoral de ARAGAL frente ao melanoma B16-F10 in vivo.

Com a finalidade de avaliar se ARAGAL, a exemplo do efeito causado em S
180, poderia influenciar no desenvolvimento do Melanoma B16-F10, camundongos
C57-BL6 foram inoculados subcutaneamente com células B16-F10 e apos 24 h
tratados i.p. com ARAGAL. Apéds 17 dias, os tumores foram avaliados.

Na figura 24 estéo relacionadas as massas médias dos tumores retirados dos
animais dos grupos tratados com a dose Unica de 100 mg.kg” de ARAGAL, e dos
animais do grupo controle. Como pode ser observado, ndo houve diferenga entre a
massa média dos tumores do grupo controle e do grupo tratado com ARAGAL, em
nenhum dos dois tratamentos, ou seja, o polissacarideo em estudo, para o tumor
soélido de células B16-F10, ndo apresentou atividade antitumoral.

Outro fator importante relacionado ao resultado encontrado para ARAGAL em
relagcdo as células B16-F10 é que uma das caracteristicas desta linhagem celular é a

formagdo de metastases para varios 6Orgéos, e que no estabelecimento de



FIGURA 24: EFEITO DE ARAGAL SOBRE A MASSA MEDIA DOS
TUMORES SOLIDOS DE MELANOMA B16-F10
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Sistema: Células B16-F10 foram inoculadas subcutaneamente em
camundongos C57-BL6 (n=10 para cada grupo) Apds 24 h da implantagao
das células tumorais, os animais do grupo controle foram inoculados (i.p.)
com PBS estéril, e os animais do grupo tratado com ARAGAL foram
inoculados (i.p.) com 100 mg.kg” (n=10). No 17° dia apds a implantagdo das
células, os animais foram sacrificados os tumores dissecados e pesados
para avaliacdo da massa tumoral e da taxa de inibicdo de crescimento
tumoral, calculada segundo a féormula descrita em materiais e métodos. Os
valores representam a média = EPM. * Diferenca significativa do controle; p£
0,05.

24a) Tumores representativos dos animais do grupo controle
24b) Tumores representativos dos animais do grupo tratado com ARAGAL

24c) Massa média dos tumores
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metastases para um determinado 6rgao, entre outros fatores, esta a interagdo entre
lectinas da célula invasora e do 6rgao invadido. O processo de reconhecimento
mediado por lectinas € altamente especifico. Por exemplo, o receptor para b-D-
galactose reconhece, além do monossacarideo, oligossacarideos com unidades
terminais de b-D-galactose, os quais sao restritos a certas galactanas ou
glicoconjugados contendo galactose (UHLENBRUCK et al, 1985). Tem sido
proposto que arabinogalactanas poderiam inibir o processo metastatico para o
figado, mas nao para os pulmdes, devido ao bloqueio de tais receptores nos
hepatocitos (BEUTH et al.,, 1987). A auséncia de efeitos sobre a forma soélida do
tumor de B16-F10 ndo excluia a possibilidade de efeito antimetastatico, visto que
alguns estudos com arabinogalactanas tém mostrado que esses polissacarideos
podem bloquear o estabelecimento de metastases em orgaos especificos
(D’ADAMO, 1996). Com finalidade de avaliar um eventual efeito inibidor do processo
metastatico exercido por ARAGAL, camundongos C57BL6 foram inoculados i.p. com
5 X 10° células B16-F10 e apds 24 h tratados com 100 mg.kg”' de ARAGAL pela
mesma via de inoculagdo das células tumorais. Apos 21 dias, os animais foram
sacrificados por asfixia com éter e os 6rgaos da cavidade peritoneal foram retirados
e processados para microscopia Optica como descrito em Materiais e Métodos. Os
resultados encontrados apds a analise dos 6rgdos mostraram que este polimero
também ndo exerceu qualquer efeito sobre a atividade metastatica. A figura 25
mostra os resultados da analise histolégica de 6érgéos de animais inoculados i.p. com
células B16-F10 e tratados i.p. com ARAGAL. Foram retirados o coragao, pulmao,
baco, rim e figado, dos animais de cada um dos grupos experimentais, e a analise

histologica foi feita com a coloragcdo de prata amoniacal, a qual permitiu a



106

identificacao e localizacado das células B16-F10. Na figura 25 estdo mostrados cortes
histolégicos representativos dos 6rgaos de animais do grupo controle e tratado com
ARAGAL, e, como pode ser observado, ndo houve diferenca no aspecto geral dos
orgao nem mesmo na presenga ou nao de massas tumorais aderidas aos Orgaos
analisados. A coloracédo de prata amoniacal permitiu a clara visualizacdo das
massas tumorais de melanoma aderidas ao baco (figuras 25 a, b) e ao rim (figuras
25 ¢, d). Na figura 25 g a seta indica um melandcito dentro de um capilar que se
localiza entre o rim e o tecido adiposo. Nas figuras 25 e e 25 f os cortes histologicos
de pulmao mostram melandcitos no parénquima pulmonar.

HAGMAR et al. (1991) mostrou que o tratamento com uma arabinogalactana
reduziu a quantidade de metastases no figado e prolongou o tempo de sobrevida de
animais, sendo que o tratamento do hospedeiro se mostrou mais efetivo que o pré-
tratamento das células tumorais. Este resultado foi explicado pelos autores pelo
efeito bloqueador exercido pela arabinogalactana em receptores especificos para
galactose, impedindo a instalagdo da célula tumoral. Em outro estudo, verificou-se
que a pré-injecdo e a aplicagcdo regular (3 dias apds a inoculagdo das células
tumorais) de agentes capazes de bloquear receptores para galactose, como a D-
galactose e arabinogalactana, evitou que células do Sarcoma L-1 se
estabelecessem no figado, porém nao influenciou seu estabelecimento nos pulmbes
(BEUTH et al., 1987). Nas condigbes experimentais utilizadas no presente trabalho,
ARAGAL nao apresentou nenhum efeito antimetastatico, ao menos para células de
melanoma B16-F10. Entretanto, vale mencionar que nos experimentos realizados
por HAGMAR et al.,, (1991), as células tumorais foram injetadas diretamente na

corrente sanglinea dos animais, e no caso de ARAGAL as condi¢cdes experimentais
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utilizadas foram diferentes, ja que as células tumorais foram injetadas na cavidade
peritoneal dos animais, ou seja, no mesmo local onde o tratamento com o polimero
foi realizado, condi¢gdo na qual ha redugédo no crescimento das células do S-180. Os
tumores encontrados nos animais tratados com ARAGAL estavam na sua maioria
presentes aderidos aos 6rgaos, como pode ser verificado na figura 25, apesar de
terem sido encontradas algumas células tumorais dentro de vasos sanguineos.
Entretanto, a possibilidade de que ARAGAL, devido aos seus efeitos sobre
macrofagos, levasse ao aumento da sobrevida dos camundongos portadores de
melanoma, nao podia ser descartada. Nesta analise, onde os animais foram
inoculados subcutaneamente com as células B16-F10, e apds 24 horas tratados com
100 mg.kg' de ARAGAL, foi possivel observar que n3o houve diferenca
estatisticamente significativa entre o tempo de sobrevivéncia dos animais do grupo
controle e os animais do grupo tratado com ARAGAL, como pode ser visualizado na
figura 26. Nesta figura estdo representados o numero de animais vivos durante o
tempo de experimento, que durou 26 dias, demonstrando a agressividade da
linhagem tumoral de melanoma. Em um estudo realizado por HAN e colaboradores
(1998), onde animais inoculados i.p. com células B16-F10 e tratados i.p. com 30
mg.kg'.dia”’ de angelan, um polissacarideo composto por arabinose, galactose e
acido galacturbénico, tiveram sua taxa de sobrevivéncia avaliada. Os resultados
mostraram que 0s animais que receberam o tratamento com o polissacarideo
tiveram uma taxa de sobrevivéncia maior que os animais nao tratados. Entretanto,
esses resultados ndo podem ser comparados aos encontrados com ARAGAL, pois
0s animais analisados quanto a sobrevida eram portadores de tumor sdlido de

células B16-F10, e ndo ascitico, como os animais tratados com angelan. Desta
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forma, o efeito de ARAGAL sobre células de melanoma B16-F10 € uma questao que
necessita de estudos complementares, particularmente quanto a via de inoculagao

das células e do polissacarideo.



109

FIGURA 25: EFEITO DE ARAGAL SOBRE OS ORGAOS DE ANIMAIS
PORTADORES DE TUMOR INTRAPERITONEAL DE CELULAS B16F10.
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Sistema: Células B16-F10 foram inoculadas (i.p.) em camundongos C57-BL6
(n=10 para cada grupo) Apoés 24 h, os animais do grupo controle inoculados
(i.p.) com PBS estéril, e os animais do grupo tratado com ARAGAL foram
inoculados (i.p.) com 100 mg.kg" de ARAGAL. 21 dias apds a implantagdo
das células os animais foram sacrificados para analise histologica dos
orgaos. Setas fechadas= tumores aderidos aos oOrgaos;setas abertas=
células tumorais dentro dos orgaos; seta fina: célula tumoral dentro de
capilar; B= Bago; c= capilar; ap= alvéolos pulmonares; ta= tecido adiposo;
R= Rim. (a,b,d: 100X) (c,e,f,g: 200X). As micrografias desta figura sao
representativas.

a,c,e,g) grupo controle

b,d,f) ARAGAL 100 mg.kg™



FIGURA 26: EFEITO DE ARAGAL SOBRE A SOBREVIDA DE ANIMAIS
PORTADORES DETUMOR SOLIDO DE CELULAS B16-F10.
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——— Controle —@— Tratado

Sistema: Camundongos (n=15 pada cada grupo) foram inoculados
subcutaneamente com células B16-F10 em 200 niL. Apés 24 h da
implantagcdo das células tumorais, os animais do grupo controle foram
inoculados (i.p.) com PBS estéril, e os animais do grupo tratado foram
inoculados (i.p.) com 100 mg.kg" de ARAGAL. Apds o tratamento o nimero
de animais vivos foi acompanhado até que ultimo dos animais viesse a
morrer. Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste Z. CCS:
chance cumulativa de sobreviver.
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7. DISCUSSAO FINAL

Neste trabalho foram utilizados modelos murinos para o estudo das
propriedades de uma arabinogalactana (ARAGAL). Foram utilizados os
camundongos albinos Swiss (Mus musculus) que permitem o crescimento das
células do S-180, sendo avaliadas também as acbes de ARAGAL sobre os
macréfagos e os camundongos transgénicos C57BL6, que permitem o crescimento
da linhagem de melanoma B16-F10.

Os resultados apresentados neste trabalho demonstraram que ARAGAL, uma
arabinoglalactana estruturalmente complexa isolada do exudato de Anadenanthera
colubrina, pode ser classificado como uma MRB, que desencadeia o processo de
ativacao de macréfagos. As observacdes experimentais que permitem tal afirmagao
sdo: ativagado de macréfagos apods tratamento in vitro e in vivo, como demonstrado
pelas caracteristicas morfolégicas de células ativadas encontradas na grande
maioria das células apés o tratamento, recrutamento de macréfagos para a cavidade
peritoneal quando injetado i.p., aumento da capacidade fagocitica in vitro frente a
leveduras e células do S180, aumento da producdo de O, e do TNF-a, atividade
antitumoral in vivo contra o S-180 nas formas ascitica e sdélida além de discreta
diminuicao da proliferagao in vitro de células de melanoma B16-F10.

ARAGAL nao exerceu efeito na produgdo de NO" mesmo na presenca de IFN-

g apresentando assim, uma atividade diversa do LPS. Em relagdo a esta questao,
embora este trabalho seja de natureza mais fenomenoldgica do que mecanistica,
algumas especulagbes poderiam ser feitas. O efeito de ARAGAL difere
fundamentalmente do causado pelo LPS e pela peptidoglicana (PG), os quais

estimulam a produgdo de NO' (CUNHA, et al., 1993; MACMICKING et al., 1997).



112

Isso indicaria uma clara diferenca entre a transdugao de sinal induzida por ARAGAL
e aquela induzida por LPS, incluindo os efeitos relacionados com a proteina quinase
ativadora de mitose (MAPK), a proteina quinase ativadora de estresse (SAPK) e da
quinase ¢ Junc NH, terminal (JNK), todas as quais sao fortemente ativadas por LPS
(DZIARSKI et al., 1996). Os resultados aqui apresentados também parecem excluir
as interacoes de ARAGAL com a proteina ligante de LPS, e pelo menos em parte
com CD14, os quais estao envolvidos nos efeitos do LPS em macrofagos (WRIGHT
et al., 1990; HAILMAN et al., 1994; MANCEK et al., 2002). Isto poderia ser esperado,
pois ARAGAL é um polimero fortemente hidrofilico, enquanto que o LPS tem uma
cadeia lipidica que é reconhecida pela proteina ligante de LPS e CD14 (HAILMAN
et al., 1994). Esta cadeia lipidica, juntamente com a regido negativamente
carregada, confere um padrao anfipatico ao LPS, permitindo uma interacdo com MD-
2, um fragmento peptidico de uma proteina acesséria do receptor Toll (MANCEK et
al., 2002). Contudo, um modelo multimérico tem sido proposto para o receptor CD14
(ULEVICH & TOBIAS, 1995), portanto a possibilidade de interagdo de ARAGAL com
um outro dominio envolvido na ligacdo do LPS nao pode ser descartada.

O aumento da producdo de TNF-a no fluido peritoneal de animais tratados
com ARAGAL se mostrou um resultado importante, visto que esta citocina, quando
liberada por macrofagos ativados, é capaz de promover a lise de células alvo, cujo
reconhecimento envolve a ligagdo do TNF aos seus receptores que sdo conhecidos
como receptores para TNF do tipo 1 e do tipo 2 (TNF-R1 e TNF-R2). Apos a ligagao
do TNF com seu receptor, o complexo receptor-TNF é internalizado por endocitose
mediada por receptor, o que leva a indugdo de multiplas vias intercelulares (KLIMP,

et al., 2002), como a via de producdo de O, (GOOSSENS et al., 1995; OGURA et
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al., 1997), assim como o rompimento de fitas de DNA (BALOCH et al., 1990),
fatores que por ultimo podem levar a morte celular (MONASTRA et al., 1996;
SVEINBJORNSSON et al., 1997; van de LOOSDRECHT, et al., 1993). Importantes
aspectos a respeito da producdo de TNF-a sao os seus efeitos colaterais drasticos,
relacionados aos estados catabodlicos, como caquexia, que ocorre quando esta
citocina esta presente em altos niveis (SOUBA, 1994). Entretanto, a producgéo de
TNF-a induzida por ARAGAL é muito inferior aquela obtida pela inoculacdo dos
animais com LPS e, além disso, a producdo induzida por ARAGAL mostrou-se
transitoria, pois apo6s 24 h de inoculacdo do polissacarideo, o TNF-a ndo € mais
detectado no fluido peritoneal dos animais. Portanto, ARAGAL é um indutor de TNF-
a nao tao forte como o LPS, um resultado interessante, ja que a aplicagao clinica do
LPS como imunomodulador é dificil devido a sua toxicidade (KITAZAWA et al.,
1996). ALLEVA et al. (1994) sugere que os tumores escapam da vigilancia
imunoldégica pela atividade de supressores de macrofagos, diminuindo a
citotoxicidade induzida por macréfagos. E extensamente conhecido que TNF-a é
citotéxico a células tumorais (LARRICK et al., 1990) e atrai mondcitos para o sitio
onde as células tumorais se localizam. Sendo assim, pode ser proposto que a
regulagéo que estimula a producdo de TNF-a por macréfagos exercida por ARAGAL
(baixos niveis, uma vez que o tratamento com ARAGAL nao induz toxicidade) pode
contribuir para reduzir a imunosupressao no portador tumor gerando efeitos
antitumorais. Por esta razdo, algumas citoquinas, como TNF-a, tém sido usadas em
propostas terapéuticas (DRANOFF et al., 2004). Neste trabalho, € de particular
importancia que TNF-a mostrou-se uma citoquina potente na atividade antitumoral

contra o0 S-180 (LU et al., 2001).
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O TNF-a é conhecido por induzir a lise de células malignas e levar a
regressdo de alguns tumores em animais (CALLARD, 1990), e assim um possivel
mecanismo para os efeitos antitumorais descritos para polissacarideos pode ser
relacionado a indugdo desta citocina (TAKAHASHI et al., 1988; LUETTIG et al.,
1989; MORI et al.,, 1989; USAMI et al., 1988; WONG et al.,, 1994). Portanto, a
possibilidade de indugcdo da producao de TNF-a por ARAGAL, a qual mostrou-se
aumentada em 26 vezes em relacdo ao controle, € um importante resultado que
pode estar relacionado com a atividade antitumoral apresentada por este polimero.
ARAGAL induziu macréfagos a fagocitarem fragmentos de células do S-180 in vitro,
como mostrado pelas estruturas de células do S-180 encontradas dentro de
vacuolos citoplasmaticos de macréfagos ativados por ARAGAL. O efeito antitumoral
de ARAGAL foi também detectado in vivo, quando animais portadores de S180,
tanto na forma ascitica quanto na forma sdlida, apresentaram inibicdo do
crescimento dos tumores; além de um discreto efeito sobre a proliferagdo de células
B16-F10, e da indicacao de sofrimento celular nestas células tumorais e em células
Hela cultivadas na presenga do polimero por até 72 horas.

Estabelecer uma relagdo entre a estrutura quimica e a atividade biologica de
ARAGAL em relagdo a outros polimeros é uma tarefa dificil porque os
polissacarideos variam amplamente quanto a sua composicdo e conformacao.
Algumas evidéncias sugerem que a atividade antitumoral de polissacarideos
depende de sua massa molar (DING et al., 1999). Neste aspecto, fracbes com alta
massa molar (100.000 — 200.000 g.mol™") t&ém mostrado ativas, enquanto fracdes de
mesma origem, com menor massa molar (5.000 — 10.000 g.mol™) ndo tém mostrado

atividade (KOJIMA et al., 1986; BLASCHECK et al., 1992). A ligagéo b(1® 3) parece
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ser importante para a expressao da atividade anti-S-180 de b-D-glucanas (BOHN &
BeMILLER, 1995), enquanto a presencga de ligagdes b-glicosidicas, além do carater
aniénico, foi também relacionada com a atividade biolégica de alginato de
Sargassum fulvellum (FUJIHARA et al.,, 1984). Alta massa molar e presenga de
ligagbes glicosidicas do tipo b-(1® 3) sdo atributos presentes em ARAGAL, cuja
cadeia principal é constituida por unidades de b-Galp em ligagédo (1® 3). Porém,
segundo DELGOBO et al. (1998), a cadeia principal representa pouco do
polissacarideo, que € muito ramificado. Por sua vez, a presenca de ramificagcdes
parece atribuir propriedades bioldgicas a polimeros de baixa massa molecular.

Como descrito por DELGOBO et al. (1998), e representado na figura 1, o
polissacarideo ARAGAL apresenta-se ramificado por unidades de galactobiosideos
3,6-di-O substituidos e por oligossacarideos de 3, 5 ou 7 unidades, onde a-L-Araf e
cadeias de arabinose com diferentes conformacdes substituem a galactose em C6
ou C3. Essa complexidade estrutural deve influenciar a conformacdo final do
polimero e, portanto, dificulta a comparacdo com outros polissacarideos conhecidos
por seus efeitos antitumorais e imunomoduladores. Considerando que a goma de
Angico branco possui oligossacarideos livres, 0s quais mostrou-se serem
fragmentos estruturais desta arabinogalactana (DELGOBO et al., 1998), sua
utiizacdo em experimentos de atividade biologica poderia fornecer importantes
informagdes quanto aos requisitos estruturais que conferem a ARAGAL a
capacidade biomoduladora em macrofagos. Embora esta seja uma atrativa hipotese
de trabalho, a relagdo existente entre a massa molar e a atividade biomoduladora,
destada por alguns autores (BOHN & BeMILLER, 1995) poderia representar um fator

limitante em tais estudos, pois os oligossacarideos podem n&o atingir a massa molar
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necessaria para a manisfetagcao do efeito. Estes estudos, bem como aqueles onde
fossem determinados os efeitos de ARAGAL como coadjuvante de quimioterapicos
convencionais seriam necessarios a fim de que o real potencial de ARAGAL como
imunomodulador possa ser alcangado.

Apesar de nao ter sido esclarecido o mecanismo pelo qual ARAGAL exerce
seus efeitos, esta arabinogalactana estruturalmente complexa e extraida do exudato
de Anadenanthera colubrina, atua sobre o sistema imune, elicitando e
desencadeando o processo de ativacdo de macréfagos. Estas células de defesa
tornam-se morfologica e funcionalmente ativadas, como demonstrado pelas
caracteristicas morfolégicas, pelo estimulo da atividade fagocitica, da produgao de
O, e do TNF-a como também pela atividade antitumoral contra o S-180. Sendo
assim, os resultados encontrados neste trabalho sugerem fortemente que este

polimero pode ser classificado como MRB.
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8. CONCLUSAO

1)

f)

¢))

2)

3)

4)

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que:

ARAGAL promove a ativagcdo de macrofagos peritoneais de camundongos tanto
in vitro quanto in vivo de acordo com os seguintes critérios:

caracteristicas morfolodgicas de células ativadas;

aumento da porcentagem de células ativadas de forma dose e tempo-
dependente;

atividade elicitora de células para a cavidade peritoneal;

atividade fagocitica;

producao de anion superoxido;

produgao de TNF-a e;

atividade citotéxica contra células do S-180.

ARAGAL nao apresenta efeito citotdxico direto sobre o $180 sugerindo que a
atividade antitumoral observada contra as formas soélida e ascitica, resulta do

estimulo das células do sistema imune.

ARAGAL apresenta discreto efeito antiproliferativo sobre células B16-F10, e

nenhum efeito sobre o desenvolvimento in vivo dessas células foi observado.

A presenca de ARAGAL no crescimento in vitro de células HelLa promove

alteragdes sugestivas de intenso sofrimento celular, sugerindo que células de
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diferentes tipos e linhagens apresentam padrbes de resposta diferentes quanto

ao polissacarideo.

5) ARAGAL nao apresenta toxicidade in vivo aos animais tratados.
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Abstract

Brazilian flora are a source of interesting polysaccharides which, either in their native state or when submitted to structural
modifications, might have potential applications as biological response modifiers (BRM). A complex acidic heteropolysaccharide,
containing mainly galactose and arabinose (ARAGAL), isolated from the gum of the native leguminous tree Anadenanthera
colubrina (Angico branco), was studied for its immunological properties on peritoneal exudate cells, namely their superoxide anion
production, phagocytic activity, morphological alterations and percentage content of activated macrophages. Activation of
macrophages showing increased cytoplasm, bright and large nuclei, various cytoplasmatic projections and spreading ability, was
detected following in vitro cell exposure to ARAGAL or in cells obtained from treated animals. In vitro exposure to ARAGAL
increased the occurrence of activated macrophages in a time- and a dose-dependent pattern, since ~ 82% of the cells were activated
in the presence of 300 ng/ml of ARAGAL after 24 h of incubation and ~ 91% after 48 h. The occurrence of activated macrophages
was also evident in cell preparations from ARAGAL-treated mice, their percentage showing a dose-dependent pattern. There were
~ 60, 75 and 75% following treatment with 100, 250 and 500 mg/kg of ARAGAL, respectively. A phagocytic assay showed that 25
png/ml ARAGAL was sufficient to impose a maximum phagocytic ability, although this effect was dose-dependent. O, production
by macrophages from ARAGAL-treated mice was 70% higher than that of cells from untreated mice. Moreover, cells from treated
mice responded to PMA, the effect being 25% higher than that of the control using untreated mice. These results thus suggest a
possible role of ARAGAL from A. colubrina as a BRM.

@© 2003 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Macrophage; Plant arabinogalactan; Superoxide anion; Activation process

1. Introduction

Immune responses are influenced by exposure to
several types of foreign substances. In the immune
response, macrophages have a critical role, since they
act as a link between the innate and acquired immune
system [1], fighting infection, inflammation, angiogen-
esis and in the promotion of wound healing [2,3].
Macrophages kill microorganisms and tumor cells and
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damage tissues during inflammation by two separate
oxidative pathways involving the synthesis of super-
oxide anion (O, ) and nitric oxide (NO), which are
formed, respectively, by NADPH oxidase and nitric
oxide synthases (iINOS) [4,5]. These cells are also able to
produce a variety of cytokines, such as interleukin (IL),
interferon (IFN), tumor necrosis factor (TNF) and
active substances like prostaglandins [6].

Immune modulatory therapy, which can be either
nonspecific or cell cytokine specific, can be directed to
enhance the individual’s own immunity to favor a
particular immunologic response. Some agents which
are used in such a therapy modality have been referred
to as ‘biological response modifiers’ (BRM) [7], which is
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an important class of safe drugs, without severe side
effects. New discoveries and identification of them have
become an important goal of research in biomedical
sciences. Enhancement of host defense mechanisms is
recognized as a possible means of inhibiting tumor
growth without harming the host. From this point of
view, extensive studies have been undertaken on poly-
saccharides isolated from natural sources [8,9], such as
mushrooms, fungi, yeasts, algae, lichens and plants.
Their biological activities can be antiviral, anticoagu-
lant, interference with the respiratory burst of macro-
phages and polymorphonuclear cells, besides being
inducers of IFN-y and/or NO production [10]. These
have attracted attention due to their potential role as
BRM, in terms of immunomodulatory and antitumor
effects [11,12]. Antineoplasic activity of polysaccharides
involved as biomulators in the immune response against
tumors has been described for calcium spirulan from
Spirulina platensis [13], those from Phellinus linteus (PL)
[11], lentinan from Lentinus edodes (Shiitake) [14], that
from the radix of Platycodon grandiflorum (PG) [15], a
B-(1 —3) glucan [16—18] and an a-D-glucan from lichen
Ramalina celastri [9,19,20].

Polysaccharides showing BRM activity are therefore
structurally heterogeneous and can be either homo- or
heteropolysaccharides. A class that has receiving atten-
tion is the arabinogalactan [21-27], which consists of
densely branched high-molecular weight polysacchar-
ides (MW: 10,000—-120,000) [24]. In nature, they are
found in several microbial systems and in many plants,
mostly in a glycopeptide form, bound to a spine of
threonine, proline or serine (arabinogalactan protein
AGP) [27]. Tt is of interest that several naturopathic
immune ‘enhancer’ herbs contain significant amounts of
arabinogalactans, such as Echinacea purpurea, Baptisia
tinctoria, Thuja occidentalis [22], Angelica acutiloba [28]
and Curcuma longa [23]. In fact, there is much evidence
that arabinogalactans can interfere in the immune
response [22,24].

The larch tree is a major commercial source of
arabinogalactan. Two species are western larch (Larix
occidentalis) and Mongolian larch (Larix dahurica) [29].
Larch arabinogalactans (wood gum, wood sugar, larch
gum, Stractan, Ara-6) have unusual immunological
properties, and since they possess minimal toxicity,
they were approved for food use [27]. Pretreatment of
macrophages with the larch polymer (L. occidentalis)
induced an increased release of IFN-y, TNF-a, inter-
leukin-1 B (IL-1 B) and interleukin-6 (IL-6), but only
IFN-y was involved in enhancement of natural killer
(NK) cytotoxicity [24]. An acidic arabinogalactan,
highly purified from plant cell cultures of Echinacea
purpurea, was effective in activating macrophages
against tumor cells and microorganisms and, when
injected intraperitoneally, it stimulated macrophages
[27].

3
o-L-Rhap-(1 —>4)-B-D-GI10pA Galp
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4 1

1 3

1
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Fig. 1. ARAGAL structure. The heteropolysaccharide has a (1 — 3)-
linked B-p-Galp main-chain (in bold) and many different side-chains,
which are composed of oligosaccharide groups of two, three, five or
seven units (¢-Araf, o- Rhap and B-Glcp A) [31].

Brazilian flora are a source of interesting polysac-
charides which either, in their native state or when
submitted to structural modifications, might have po-
tential applications as a BRM.

The leguminous tree Anadenanthera colubrina (An-
gico branco), is native to South American rain forests,
starting at high altitudes from the north of Colombia
and northern Brazilian States to the southern State of
Parana, where it grows at altitudes >400 m and
produces an arabinogalactan-rich trunk exudate. This
gum exudate is reputed to be a medicament for
respiratory problems [30]. It has a complex high-
arabinose heteropolysaccharide that forms an aqueous
solution of low viscosity. It contains 64% of arabinose,
20% of galactose, 10% of glucuronic acid and 6% of
rhamnose, and consists of a (1 — 3)-linked B-galactopyr-
anosyl main chain substituted at O-6 by a variety of side
chains [30,31], the most complex of which is depicted in
Fig. 1.

We now investigate the effect of the arabinogalactan
(ARAGAL) (Fig. 1) for its effect on macrophage
characteristics and functions.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), lipopolysac-
charide (LPS), N-2-hydroxyethylpiperazine-N -2-ethane-
sulfonic acid (HEPES), ferricytochrome c, superoxide
dismutase (SOD), (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-di-
phenyl-tetrazolium bromide (MTT), sulfanilamide,
naphthylethylene-diamide were obtained from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO). Polymyxin was supplied
by Inlab (Brazil). Corning or Nunc provided tissue
culture materials. Eagle medium (MEM) was supplied
by Flow Laboratories and fetal bovine serum was
obtained from Cultilab (Brazil). PMA was dissolved in
Me,SO and stored at —20 °C as a 1 mg/ml stock
solution. Other chemical reagents were obtained from
Merck.
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ARAGAL was dissolved in PBS solution, pre-filtered
(paper filter TP10-INLAB), then filtered with 0.45 um
pore size membrane (Millipore®) and sterilized by
filtration through a sterile membrane of 0.22 pum
(Millipore®). ARAGAL was kindly donated by Del-
gobo et al. [31]. The polymer has been eluted as a
homogeneous single peak from a Sepharose CL-4B
column, the apparent molecular mass being 1.6 x 10°
Da. It contains ions (Ca®>", Mg®*, K" and Na™) [32].
Further analysis of ARAGAL by HPSEC-MALLS
showed a homogeneous peak with a ‘shoulder’ com-
posed by the same structure.

2.2. Animals

Male albino Swiss mice (6—8-week-old) that received
a standard laboratory diet (Purine®) and water ad
libidum, were used. All recommendations of the Brazi-
lian National Law (N° 6.638,05 Nov. 1979) for scientific
management of animals were respected.

2.3. Peritoneal exudate cell (PEC) preparation

PEC from mice were collected by infusing their
peritoneal cavity with 10 ml of ice-cold sterile PBS.
After centrifugation, the cell pellet was washed twice
with cold, sterile PBS and then resuspended in the same
solution. The cells were counted using a Neubauer
hemocytometer and were plated so as to adhere on to
a tissue culture plate. After 30 min at 37 °C under a 5%
CO, atm., the cells were washed twice with warm sterile
PBS to remove nonadherent cells. Adherent macro-
phages were then incubated in a standard medium
consisting of MEM supplemented with 10% fetal bovine
serum, 50 pg/ml penicillin and 100 U/ml gentamicin.
Accordingly, >90% of adherent cells were macrophages
[33,34] and the preparation was not further purified.

2.4. MTT assay for cell viability

Adherent macrophages were incubated (1-5 h) in the
standard medium in the absence (control) or presence of
ARAGAL (10-300 pg/ml) at 37 °C under 5% CO,. Cell
viability was then evaluated by the MTT method [35,36].

2.5. In vitro morphological analyses

Adherent macrophages on glass coverslips contained
in a tissue culture plate of 24-wells were incubated in the
standard medium in the presence or absence of ARA-
GAL (10-300 pg/ml). After 24 or 48 h at 37 °C under
5% CO,, the glass coverslips were washed with PBS pH
7.4, fixed for 5 min in Bouin’s fixative, stained with
Giemsa for 2 h, dehydrated in acetone and the slides
were then mounted with Entelan and observed using an

Olympus BHS microscope. The number of activated and
resident macrophages was counted in all groups.

2.6. Assay for phagocytic activity

Phagocytic activity was assayed by the method
described by Ramesh et al. [6] and Buchi et al. [37],
using yeasts as phagocyting particles. Briefly, a macro-
phage monolayer (5 x 10° cells/well) adhered on to glass
coverslips, contained in a tissue culture plate (24-wells),
was incubated with the standard medium in the absence
(control) or presence of varying concentrations of
ARAGAL (25, 50 and 100 pg/ml). After 24 h at 37 °C
under 5% CO,, the cells were washed three times with
the MEM medium and the yeast (ratio of macrophages
to yeast, 1:10) was added, following incubation under
the same conditions up to 120 min. After each incuba-
tion time, non-phagocyted yeasts were removed by
rinsing with PBS. The coverslips were then fixed with
Bouin’s fixative, stained with Giemsa for 2 h, dehy-
drated in acetone and slides were mounted with Entelan
and examined microscopically. The percentage of
macrophages that phagocyted yeasts and the mean
number of intracellular particles per macrophage was
determined. The endocytic index was calculated using
the formula:

EI— N° phagocyted yeast

- X% phagocyting macrophages
N° phagocyting macrophages

2.7. In vivo experiments

Groups of six or ten animals/group were used for the
in vivo morphological analyses and O, and NO
production, respectively. All control groups received
sterile PBS (pH 7.4), which was the ARAGAL solvent.

2.8. Morphological analyses of macrophages from
ARAGAL-treated animals

Mice were treated intraperitoneally with ARAGAL
solution (100, 250 or 500 mg/kg). Seven days later, they
were killed by ether anesthesia. PEC were collected and
plated (5 x 10° cells/well) on 24-wells tissue culture
plates having glass coverslips. Adherent macrophages
were incubated for 24 h at 37 °C under 5% CO, in the
standard medium. The monolayer was then washed with
PBS pH 7.4, fixed and examined by optical microscopy,
as described above. The number of activated and
resident macrophages was counted in all groups.

2.9. Measurement of superoxide anion (O; ) production

Mice received a single intraperitoneal dose of ARA-
GAL solution (100 or 200 mg/kg). Seven days later,
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Fig. 2. Representative images from peritoneal macrophages on in vitro exposure to ARAGAL. (a) Control group and (b) ARAGAL treated
group—300 pg/ml—48 h, which show the general distribution of resident (opened arrow) and activated macrophages (closed arrow). Original

magnification: x 400 (a, b).

PEC were collected, processed as already described and
plated on tissue culture plates (96-wells). For measure-
ment of O5 , adherent macrophages (5 x 10° cells/well)
were incubated in HBSS standard reaction mixture
consisting of HBSS containing ferricytochrome ¢ (80
pM) in the presence or absence of PMA (1 pg/ml).
Absorbance was measured at 550 nm and the extinction
molar coefficient ¢=2.1 x 10* M~ ! cm ! was used to
determine reduced cytochrome c¢ [38]. Results are
expressed as nmol O; produced per mg cell protein.

2.10. Nitric oxide (NO) production

Mice received a single intraperitoneal dose of ARA-
GAL solution (200 mg/kg). Seven days later, PEC were
collected, processed as already described and plated (96-

wells). For measurements of NO production, adherent
macrophages (5 x 10° cells/well) were incubated in the
presence or absence of LPS (50 ng/ml) with IFN-y (26
U/ml). After 24 h, NO production was determined by
measuring the nitrite in the culture medium, using the
Griess reagent [39]. Absorbance was measured at 550
nm using a microplate reader (BIO-RAD). Nitrite
concentration was calculated from a NaNO, standard
curve (10—80 uM). The Griess reagent was prepared by
mixing one part of 0.1% naphthylethylene diamine
dihydrochloride in twice distilled water with one part
of 1% sulfanilamide in 5% concentrated H3PO,4. For
control of eventual LPS contamination of ARAGAL,
macrophages were incubated with ARAGAL (150 and
300 pug/ml), which was previously treated with poly-
myxin B (50 pg/ml) for 1 h before being used, according
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Fig. 3. Distribution of resident and activated macrophages after in vitro treatment with ARAGAL. Adherent macrophages were incubated in the
standard MEM medium in the absence (control) or presence of ARAGAL (10—-300 pg/ml) for 24 (a) and 48 h (b). Some 100% corresponds to the
total of macrophages (residents and activated) counted in each group. (*) Significant difference from the control group by Tukey test (P <0.05).

to the described by Ramammorthy et al. [40]. Polymyxin
is recognized as a LPS neutralizing agent, interacting
with lipid A, the active moiety of LPS [41].

2.11. Protein determination

Protein was determined by the Bradford method [42]
and also according to those described elsewhere [9,43].

2.12. Statistic analyses

Results are expressed as means +S.D. Normality and
homogeneity data were analyzed by analysis of variance
(ANOVA). Tukey’s test was used to determine the
statistical significance (*P < 0.05%).

3. Results

3.1. Morphological analyses of macrophages treated in
vitro with ARAGAL solution

Fig. 2 shows representative images of the general
distribution of resident and activated macrophages in
control (Fig. 2a) and ARAGAL-treated group (Fig. 2b).
Cells from the control group were mainly resident
macrophages (opened arrow) and few activated macro-
phages were also present. However, in the ARAGAL-
treated group the activated macrophages (closed arrow)
were greater in number. Resident macrophages had
small and dark nuclei, few cytoplasmatic projections
and showed poor spreading. Activated macrophages
contained increased cytoplasm, bright and large nuclei,
various cytoplasmatic projections and a spreading
ability [44,45].
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Fig. 4. Representative phagocytic activity of ARAGAL in vitro treated macrophages. Macrophages were cultivated in the absence (control) (a) or
presence of ARAGAL for 24 h (b), after which the medium was removed and yeasts (1:10) were added following incubation for 30 min. Arrows point

the yeasts phagocyted by macrophages. Original magnification: x 1000.

Fig. 3 shows quantitative data of the general distribu-
tion of activated and resident macrophages in the
absence (control) or presence of different concentrations
of ARAGAL for 24 (Fig. 3a) and 48 h (Fig. 3b). In the
control group, there was ~ 37% of activated macro-
phages, although in the ARAGAL-treated group the
occurrence of activated macrophages was greater.
ARAGAL increased the percentage of activated cells
in a time and dose-dependent pattern, since ~ 82% of
cells were activated after 24 h in the presence of 300 pg/
ml of ARAGAL and ~91% after 48 h incubation at
this same polysaccharide concentration. It should be
emphasized that under these experimental conditions,
ARAGAL did not interfere in cell viability, as evaluated
by the MTT assay (data not shown).

3.2. Endocytic index (EI)

The measurement of phagocytic activity as EI is an
useful tool for the assessment of macrophage function
[6].

Fig. 4(a) shows representative image of phagocytic
activity for control experiments at different incubation
times, in comparison to those exhibited for ARAGAL-
treated macrophages (Fig. 4b). Quantitative data are
shown in Table 1. It can be observed that 25 pg/ml

ARAGAL was sufficient to impose maximum phago-
cytic ability. At higher doses (50 and 100 pg/ml), the
time interval to achieve significant effects was less.

3.3. Morphological analyses of macrophages from
ARAGAL-treated mice

In order to evaluate if ARAGAL could activate
macrophages following its in vivo 1.p. administration,
PEC from ARAGAL treated mice were examined
according to the morphological characteristics of resi-
dent and activated macrophages. Fig. 5 compares
macrophages obtained from untreated mice (Fig. 5a)
with those from ARAGAL treated mice (Fig. 5b). All
macrophage preparations from treated mice showed
activated cells in a higher amount than in the control
group. Quantitative data can be seen in Fig. 6, where in
the control group 66% were resident cells and 34% were
activated cells. In contrast, in ARAGAL-treated groups,
the occurrence of activated macrophages was predomi-
nant, the percentage of activated cells showing a dose-
dependent pattern, being ~60 and ~ 75% for treat-
ments with 100 and 250 or 500 mg/kg of ARAGAL,
respectively.

Table 1
Effect of ARAGAL on EI

Time

15 min 30 min 45 min 60 min 90 min 120 min
Control 1.57 2.55 4.04 4.08 4.90 4.16
ARAGAL 25 pg/ml 2.25 3.61 5.22 5.81* 6.60* 6.61*
ARAGAL 50 pg/ml 2.26 4.23* 5.67* 5.82% 7.00%* 6.70*
ARAGAL 100 pg/ml 2.19 4.01* 5.47* 6.41* 6.80* 6.60*

Adherent macrophages were incubated with ARAGAL (25, 50 and 100 pg/ml) for 24 h, the yeasts were then added (one macrophage to ten yeasts)

allowing interaction during 15120 min.

* Significant difference from the control group by Tukey test (P <0.05).
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Fig. 5. Morphological characteristics of macrophages from ARA-
GAL-treated mice. Control group (a) shows details of morphological
characteristics for resident macrophages (opened arrow), which are
predominant in this group. Resident cells have small and dark nuclei,
few cytoplasmatic projections and poor spreading. (b) Corresponds to
ARAGAL treated mice, at 100 mg/kg and show morphological
characteristics of activated macrophages (closed arrow), which were
mainly found in the treated group, giving increased cytoplasm, bright
and large nuclei, various cytoplasmatic projections, and spreading
ability. Original magnification: x 1000.
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3.4. Superoxide anion (O5 ) production

The effect of ARAGAL on O5; production by
peritoneal macrophages is shown in Fig. 7. In such
experiments, the animals were inoculated with 100 or
200 mg/kg of the polymer and cells were collected 7 days
later. Since PMA is able to induce O; production by
macrophages [46,47], these experiments were performed
in the absence of PMA or in its presence. Under the
former condition (Fig. 7a), macrophages from ARA-
GAL-treated animals were activated, since O, produc-
tion after 45 min was ~ 70% greater than macrophages
from untreated mice. On triggering with PMA, cells
from untreated mice increased their O, production as
expected and it can be observed that macrophages from
treated mice also responded to PMA, but the effect after
45 min was ~48% higher than that of the control
(untreated mice). Fig. 7(b) shows that the O; produc-
tion by macrophages from mice inoculated with 100 mg/
kg was ~ 13 nmol/mg cell protein and with 200 mg/kg
of ARAGAL was ~ 25 nmol/mg cell protein, suggesting
a dose-dependent effect.

3.5. Nitric oxide production

Nitric oxide (NO) is a molecule secreted by macro-
phages in response to IFN-y stimulation [48]. In the
induction of NO synthase, LPS is recognized as a co-
signal [49]. NO production by macrophages from
ARAGAL-treated mice (200 mg/kg) was evaluated in
the presence or absence of LPS (50 ng/ml) and IFN-y
(26 U/ml). Under such experimental conditions, ARA-
GAL did not exert any effect on NO production and in
addition ARAGAL did not interfere in NO production
following in vitro exposure of macrophages from
untreated animals (data not shown). This is an impor-

Oresident |
Oactivated

Controle 100 mg/kg

250 mg/kg

500 mg/kg

Fig. 6. Percentage of resident and activated macrophages of in vivo-treated mice with different doses of ARAGAL. They were injected
intraperitoneally with 100, 250 and 500 mg/kg of polysaccharide. After 7 days, peritoneal cells were harvested, plated in 24-wells plates containing
glass coverslips, cultivated for 24 h and processed by optical microscopy. The control group was inoculated with sterile PBS. The number of activated
and resident macrophages was counted in all groups. (*) Significant difference from the control group by Tukey test (P < 0.05).
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Fig. 7. Time course of O; production by peritoneal macrophages from ARAGAL (200 mg/kg) treated mice. (a) Mice were i.p. inoculated with 200
mg/kg of ARAGAL. Seven days later, adherent macrophages were incubated in a standard reaction mixture consisting of HBSS containing
ferricytochrome ¢ (80 uM) in the presence or absence of PMA (1 pg/ml). At indicated intervals the absorbance were measured at 550 nm. (b) Animals
were 1.p. inoculated with the indicated concentration of ARAGAL. Seven days later, adherent macrophages were incubated with the same standard
reaction mixture and after 60 min the absorbance were measured at 550 nm. Results are expressed as nmol O, /mg of cell protein. Values are
mean +S.D. (n = 3). (*) Significantly difference from the control group by Tukey test (P < 0.05).

tant result since it is quite different from those of LPS
and peptidoglycan (PG), whose stimulatory effects on
NO production are recognized [49,50].

4. Discussion

Macrophages have different cellular morphologies
and functional states that vary considerably. As they
pass from resident to activated cells, they enhance
proliferation, modify their cell morphology and acquire
properties such as spreading ability, phagocytosis, and
reactive species production (O, and NO), besides
cytokine production, which results in the enhancement
of bactericidal potency against a wide variety of micro-
organisms and lethal effects against tumor cells [51].
Enhancement of the uptake of glucose and oxygen,
which is associated with O, production and stimulation
of specific protein secretion, are therefore associated
with the macrophage activation process [52,53].

The results shown herein give rise to experimental
evidence that ARAGAL, a structurally complex arabi-
nogalactan isolated from the gum exudate of Anade-
nanthera colubrina, can be classified as a BRM, thus
leading to a macrophage activation process. ARAGAL
promoted cell activation both in vitro and following in
vivo treatment (Figs. 2, 3, 5 and 6). It had significant
effects on various macrophage functions, namely the
enhancement of in vitro phagocytic activity (Fig. 4 and
Table 1) and the stimulus of O; production after its in
vivo exposure to mice (Fig. 7).

ARAGAL promoted several morphological altera-
tions in macrophages, compatible with the cell activa-
tion irrespective to whether its administration was in
vivo or following in vitro exposure. This can be deduced
from the cell hypertrophy, vacuolation and the high
number of ingested yeast particles, besides cytoplas-
matic granulation. The occurrence of activated cells
reached the expressive proportion of ~75% after
treatment with 200 or 500 mg/kg. Such findings have
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also been described for a commercial preparation of a -
glucan designated as EcoActiva™ [54]. Interestingly, in
spite of our concentrations of ARAGAL being con-
sidered as high, they nevertheless also demonstrate a low
toxicity to animals, since not one died during the course
of the experimentation. Low toxicity has also been
demonstrated with another arabinogalactan from Larix
occidentalis, which with the same doses also did not give
rise to evidence for hepatic damage or alteration [25].

The endocytic index, now measured at different
intervals during the internalization of yeasts, showed
that the in vitro ARAGAL-treated macrophages were
efficient phagocytes. The endocytic index obtained with
ARAGAL was ~35-66% higher than that of the
control, therefore giving a better result when compared
with those observed for a weakly acidic arabinogalactan
and pectic polysaccharides extracted from the intact
plant and callus of Silene wvulgaris, which gave a
phagocytic index of 7-17% higher than that of the
control [55]. In comparison with the galactomannan
from Trigonella foenum-graecum L. (fenugreek), ARA-
GAL also had a better performance since the fenugreek
polymer gave an endocytic index of ~8-40% [6].
Phagocytosis represents the final and most indispensable
step of the immunological defense system [56]. Since
phagocytes act as regulatory and effector cells in the
immune system, an enhancement of the phagocyte
function suggests an application for therapy of micro-
bial infections and cancer [55].

Various polysaccharides, all described as BRM, have
been tested in terms of their ability to trigger O, and
NO production by macrophages [40,57-61]. In the
absence of PMA, macrophages from ARAGAL-treated
animals were now shown to be activated, since during
the time course of O, production, starting from 30 min,
this parameter was greater than that of macrophages
from untreated mice. Macrophages from treated mice
also responded to PMA, the effect being evident starting
from 15 min (Fig. 7a). In addition, this effect was dose-
dependent as can be seen in Fig. 7(b). The effects of
ARAGAL on O, production in the absence or presence
of PMA, were dose and time-progressive increases in
anion superoxide production by macrophages from
ARAGAL-treated mice.

In relation to the respiratory burst, it is of interest that
pre-incubation of macrophages with a low concentra-
tion of EcoActiva™, a commercial B-glucan prepara-
tion, for either 1 or 3 h, resulted in a significant increase
in the subsequent respiratory burst induced by PMA
[53].

ARAGAL also showed a similar behavior when
compared with unpsonized zymosan [56] and unopso-
nized yeast glucan, which stimulated superoxide anion
production by macrophages [57]. However, ARAGAL
promoted effects that were quite different from those
obtained for an a-D-glucan from the lichen Ramalina

celastri, which interacted synergically with PMA [9],
while with ARAGAL the effect seems to be cumulative
with this agent. The effects of ARAGAL on Oj;
production were also different when compared with
other types of polysaccharides that had inhibitory
effects on the respiratory burst. An example is a lichen
galactomannan and its complex with vanadium [43]. As
distinct from LPS, ARAGAL had no effect on NO
production, also not interfering with this pathway in the
presence of LPS plus interferon-y (IFNy). This therefore
indicates a clear difference in signal transduction
between ARAGAL and LPS including effects arising
from mitogen activated protein kinases (MAPK), from
stress-activated protein kinase (SAPK) and from ¢ Jun
NH, terminal kinase (JNK), all of which are strongly
activated by LPS [62]. The results of the present study
also appear to exclude ARAGAL interactions with LPS-
binding protein and at least in part with CD14, which
are involved in effects of LPS on macrophages [63—65].
This would be expected since ARAGAL is a strongly
hydrophilic polymer, while LPS has a lipid chain that is
recognized by LPS-binding proteins and CD14 [64].
Such lipid chains, together with negatively charged
moieties, confer an amphiphilic pattern to LPS allowing
an interaction with MD-2, a peptide fragment of a Tol-
receptor accessory protein [65]. Nevertheless, a multi-
meric model has been proposed for the CD14 receptor
[66], so that the possibility of the ARAGAL interaction
with a domain other than that involved in LPS-binding
cannot be ruled out.

Currently, we have no knowledge concerning the
mechanism by which ARAGAL exert its effects. An
engaged receptor in the stimulus of phagocytic activity
and superoxide anion production, besides production of
interleukins, tumor necrosis factor (TNF), leukotrienes
and prostaglandins, is the complement type three
receptor, CR3 (CD11b, CD18). This is thought to be
the receptor for [-glucans [67—69] and has been
implicated in the stimulatory action promoted by a
pectic polysaccharide [70,71], which is a structurally
distinct polymer from the B-glucan.

Besides not interfering with NO production, the
effects on the immune system of the polysaccharide
ARAGAL, a structurally complex plant arabinogalac-
tan, strongly suggest that it can be classified as a BRM.
The activity of ARAGAL in increasing the percentage
of activated macrophages in vitro (Figs. 2 and 3) and in
vivo (Figs. 5 and 6) is in accord with the increase in
superoxide anion production and phagocytic activity by
macrophages from ARAGAL-treated mice.

Anadenanthera colubrina arabinogalactan has struc-
tural aspects in common with the larch arabinogalactan
(Larix occidentalis), for which an effect on the immune
system has also been described. The latter seems to
enhance NK cytotoxicity [24] and has properties that
make it suitable as a carrier for the delivery of diagnostic
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or therapeutic agents to hepatocytes via the asialogly-
coprotein receptor [25]. An interesting application for
ARAGAL would be to see if this molecule could have
similar activities. Studies arrived at identifying the
secreted interleukins, as well as any possible antitumor
activity induced by ARAGAL are currently being
carried out in our laboratory.
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Abstract

The immunomodulatory and anti-tumoral effects of an acidic heteropolysaccharide containing mainly galactose and arabinose (ARAGAL),
isolated from the gum of the leguminous tree Anadenanthera colubrina (Angico branco) native to Brazil, were studied. It has been demonstrated
that activation of mice peritoneal macrophages both in vivo and in vitro, increases phagocytic ability and anion superoxide production. In
order to obtain further insights on the biological effects of ARAGAL, the capacity of eliciting peritoneal macrophages and tumor necrosis
factor-a (TNF-ot) production, and anti-tumoral effect against Sarcoma 180 (S-180), are now evaluated. Cell eliciting activity was observed
in ARAGAL-treated animals in a dose dependent manner. Treatment of animals with 50, 100 or 200 mg/kg of ARAGAL increased peritoneal
exudate cell (PEC) numbers by ~18, ~44 and ~88%, respectively. ARAGAL also increased 26-fold TNF-a production by peritoneal
macrophages. Macrophages, treated in vitro for 18 h with ARAGAL, were able to kill Sarcoma 180 cells, as observed by their structures
inside the macrophage cytoplasm. ARAGAL (100 mg/kg) showed anti-tumoral activity against S-180 in ascites or solid tumors, the tumoral

inhibition being 63 and 38%, respectively. The results suggest a possible role as a BRM for ARAGAL.

© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Macrophage; Plant arabinogalactan; TNF-a

1. Introduction

Activated macrophages have a critical role in the immune
response, since they can kill microorganisms and tumor
cells. The activation process includes the production of a va-
riety of cytokines such as interleukin (IL), interferon (IFN),
tumor necrosis factor (TNF), active substances such as
prostaglandins [1], besides the synthesis of superoxide anion
(O27) and nitric oxide (NO), which are formed respectively
by NADPH oxidase and nitric oxide synthase (iNOS) [2,3].

TNF-a has been recognized as an important host defense
molecule that affects tumor cells [4,5]. The induction of en-
dogenous TNF has been considered a possible alternative for
anti-tumor therapy since it has been shown to be an effective

* Corresponding author. Tel.: +55-41-361-1664;
fax: +55-41-266-2042.
E-mail address: mbmo@ufpr.br (M.B.M. Oliveira).
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doi:10.1016/j.imlet.2004.03.021

method to suppress the growth of certain tumors in exper-
imental animals [6]. TNF exerts a wide range of biological
activities in addition to its direct anti-tumor activity [5],
which includes enhancement of both monocyte-mediated
cytotoxicity [7] and cytolytic activity of natural killer cells
[8]. The mechanism of tumor tissue-selective induction of
TNF may be explained by the accumulation of macrophages
and polymorphonuclear leukocytes, which have the ability
to produce TNF, and the local concentration of regulatory
cytokines with priming activity in TNF production [5].
Immune modulatory therapy, which can be either non-
specific or cell cytokine specific, can be directed to enhance
the individual’s own immunity to favor a particular immuno-
logical response. Some agents, which are used in such a
therapy modality, have been referred to as ‘biological re-
sponse modifiers’ (BRMs) [9] and new discoveries involv-
ing their identification have become an important research
goal in biomedical science. Extensive studies undertaken on
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polysaccharides isolated from natural sources [10,11], have
attracted attention due to their potential role as BRMs, in
terms of immunomodulatory and anti-tumor effects [12,13].
Polysaccharides involved as biomulators in the immune re-
sponse against tumors have been known to inhibit the growth
of various transplantable tumors in experimental animals
[5,12,14-23]. They are considered to exert their anti-tumor
activity through potentiation of the host defense system
rather than a direct inhibition of tumor cell growth [24].
Studies have demonstrated anti-tumor activity of some acidic
polysaccharides through macrophage activation of host cells
[25-27].

A class that has been receiving attention is the arabino-
galactan [28-34], which consists of heavily branched high-
molecular weight polysaccharides (mw 10,000-120,000)
[31]. Arabinogalactans are found in several microbial sys-
tems and many plants, mostly in a glycopeptide form,
bound to threonine, proline or serine and then to a pep-
tide chain (arabinogalactan protein (AGP)) [34]. There is
much evidence that arabinogalactans can interfere in the
immune response [29,31], examples being those isolated
from Echinacea purpurea, Baptisia tinctoria, Thuja occi-
dentalis [29], Angelica acutiloba [35], and Curcuma longa
[30]. Saima et al. [27], have isolated an anti-tumor acidic
polysaccharide from the fruit of Feronia limonia (Linn.).
In addition, an acidic arabinogalactan, highly purified from
plant cell cultures of E. purpurea, was effective in activating
macrophages against tumor cells and microorganisms [34].

Pretreatment of macrophages with the arabinogalactan
from western larch (Larix occidentalis), a polymer that has
unusual immunological properties and possesses minimal
toxicity so that it was approved for food use [34], induced
the release of IFN-y, TNF-q, interleukin-1 3 (IL-1 B) and
interleukin-6 (IL-6), but only IFN-y was involved in en-
hancement of natural killer (NK) cytotoxicity [31].

Brazilian flora are a source of interesting polysaccharides
which either, in their native state or after submission to
structural modifications, might have potential applications
as BRMs. The leguminous tree Anadenanthera colubrina
(Angico branco), is native to South American rain forests,
starting at high altitudes in the north of Colombia and
northern Brazilian States to the southern State of Parand,
where it grows at altitudes greater than 400m and pro-
duces an arabinogalactan-rich trunk exudate. This gum is
reputed to be a medication for respiratory problems [36].
It is a complex branched high-arabinose heteropolysac-
charide that forms an aqueous solution of low viscosity. It
contains arabinose, manose, galactose, thamnose and hex-
uronic acid in a 63:1:20:6:10 molar ratio, and consists of a
(1—3)-linked B-galactopyranosyl main chain substituted at
O-6 by a variety of side chains [36,37], the most complex
of which is depicted in Fig. 1. Previous studies from our
laboratory have shown that ARAGAL (Fig. 1) has effects
on the immune system of mice, increasing the percentage
of activated macrophages in vitro and in vivo, anion super-
oxide production by macrophages from ARAGAL-treated

3
a-L-Rhap-(1—4)-3-D-GlepA Galp

1 1

l !

6 3
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4 1

T .

1
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Fig. 1. ARAGAL structure. The heteropolysaccharide has a (1— 3)-linked
B-p-Galp main-chain (in bold) and many different side-chains, which are
composed of oligosaccharide groups of two, three, five or seven units
(a-Araf, a-Rhap and B-GlcpA) [37].

mice, and phagocytic activity [38]. The present study is
to further investigate the effects of ARAGAL as a cell
eliciting agent, the in vitro cytotoxicity against S-180 of
ARAGAL pre-activated peritoneal macrophages, the in
vivo anti-tumoral activity against S-180 cells, and TNF-a
production in peritoneal fluid.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Lipopolysaccharide (LPS), N-2-hydroxyethylpiperazine-
N-2-ethane-sulfonic acid (HEPES), (3-[4,5-dimethylthiazol-
2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT), were ob-
tained from Sigma (St. Louis, MO). Eagle medium (MEM)
was supplied by Flow Laboratories and fetal bovine serum
was obtained from Cultilab (Campinas, Brazil). Anti-mouse
TNF-a antibody, recombinant mouse TNF-a, biotinylated
anti-mouse TNF-a antibody, rat recombinant TNF-a, strep-
toavidin HRP solution, and a substrate solution were from
R&D Systems Inc. (Minneapolis, MN, USA). Other chem-
ical reagents were obtained from Merck.

ARAGAL was dissolved in PBS solution, pre-filtered
(paper filter TP10-INLAB), then filtered through a 0.45 pm
pore size membrane (Millipore®), and sterilized by fil-
tration through a sterile membrane of 0.22 um pore size
(Millipore®). ARAGAL was kindly donated by Delgobo
et al. [37].

The polymer has been eluted as a homogeneous sin-
gle peak from a Sepharose CL-4B column, the apparent
molecular mass being 1.6 x 10 Da. It contains ions (Ca?*,
Mg?t, Kt and Na't) [39]. Further analysis of ARAGAL
by HPSEC-MALLS showed a homogeneous peak with a
“shoulder” composed of a related structure. For control of
eventual LPS contamination of ARAGAL, this polymer was
incubated with polymyxin B (50 pg/ml) for 1h before use,
according to the description of Ramamoorthy et al. [40].
Polymyxin is recognized as a LPS neutralizing agent, in-
teracting with lipid A, the active moiety of LPS [41] and
no alteration of results was observed by the pretreatment of
ARAGAL by polymyxin.
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2.2. Animals

Male albino Swiss mice (6-8-week-old) were used. They
were housed at 22 + 1°C under a 12:12 h light-dark cycle
(lights on at 07:00 a.m.) and had free access to a standard
laboratory diet (Purine®) and water ad libidum. All rec-
ommendations of the Brazilian National Law (no. 6.638,05
November 1979) for scientific management of animals were
respected.

2.3. Peritoneal exudate cell (PEC) preparation

Peritoneal exudate cell preparation was obtained essen-
tially as described elsewhere [38]. Briefly, PEC from mice
were collected by infusing their peritoneal cavity with 10 ml
of ice-cold sterile PBS. The animals were submitted to a
vigorous massage of the peritoneal area, prior to collection
of the cells. After centrifugation at 1080 x g for 6 min, the
cell pellet was washed twice with cold sterile PBS and then
resuspended in the same solution. The cells were counted
using a Neubauer hemocytometer, and were plated so as to
adhere on to a tissue culture plate. After 30 min at 37 °C
under a 5% CO; atm, the cells were washed twice with
warm sterile PBS to remove non-adherent cells. Adherent
macrophages were then incubated in a standard medium con-
sisting of MEM supplemented with 10% fetal bovine serum,
50 pg/ml penicillin and 100 U/ml gentamicin. Accordingly,
>90% of adherent cells were macrophages [42,43] and the
preparation was not further purified.

2.4. PEC eliciting activity

Mice of the treated group received a single intraperi-
toneal (i.p.) dose of ARAGAL (50-200mg/kg). In the
control group, animals were inoculated with sterile PBS,
each group being composed of four animals. After 24 h, the
mice were killed by ether anesthesia and the peritoneal ex-
udate cells were harvested. After centrifugation at 1080 x g
for 6 min, the cell pellet was washed twice with cold PBS
and then resuspended in the same solution. The number of
macrophages in the intraperitoneal fluid from animals of
each group was counted using a Neubauer hemocytometer.

2.5. Sarcoma 180 (S-180) cells

Sarcoma 180 cells (ATCC) were maintained in the ascite
form in male Swiss mice by weekly passage.

2.6. Trypan blue assay for S-180 cell viability

S-180 cells were plated on to a tissue culture plate (24
wells) and incubated in a standard medium at 37 °C un-
der a 5% CO; atm for 1h in the presence of ARAGAL
(10-300 g/ml). Cell viability was then evaluated by the try-
pan blue method [44].

2.7. In vitro Interaction of ARAGAL-treated macrophages
with S-180 cells

Adherent macrophages on cover slips contained in a tis-
sue culture plate of 24-wells (5 x 10° cells per well) were
incubated in the standard medium in the presence or absence
of ARAGAL (10-200 pg/ml). After 24 h at 37 °C under 5%
COg, the cover slips were washed twice with PBS pH 7.4
and incubated in MEM standard medium in the presence of
S-180 cells (10* cells per well) for 18 h. The cells were then
fixed for 5 min in Bouin’s fixative, stained with Giemsa for
2 h, dehydrated in acetone, and the slides then mounted with
Entelan and observed using an Olympus BHS microscope.

2.8. In vivo ARAGAL activity against Sarcoma-180

S-180 cells (10° cells per animal) were i.p. inoculated
in mice on day zero. From days 1 to 3, the animals from
treated groups were i.p. inoculated with 50 or 100 mg/kg
of ARAGAL, animals from control group being inoculated
with sterile PBS. On day 4, the animals were killed by
ether anesthesia and S-180 cells were collected from the in-
traperitoneal fluid. Viable S-180 cells were identified by the
trypan blue method [44]. The tumor inhibition ratio was cal-
culated as inhibition ratio (%) = 100 (A - B)/A, where “A”
is the number of S-180 cells of the control group, and “B”
is the number of S-180 cells of the treated group [23,27].
Alternatively, S-180 cells (10° cells per animal) were sub-
cutaneously implanted in the inter-scapular region of mice.
The animals were then intraperitoneally treated with a single
dose of ARAGAL (100 mg/kg) 24 h after cell implantation,
the control group being inoculated with sterile PBS. All mice
were kept under observation for 21 days and then killed us-
ing ether anesthesia. Tumors were excised and their weights
were determined. Inhibition of tumor growth was determined
as previously described [45,46], and the inhibition ratio cal-
culated as (%) = 100 (A - B)/A, where “A” is the average
weight of the tumors from the control animals, and “B” is
the average weight of the tumors from the treated animals.

2.9. TNF-a quantification

The animals from the treated group were inoculated with
100 mg/kg i.p. of ARAGAL. For comparison, mice inoc-
ulated with sterile PBS (control group) or 50 pg/kg LPS
(positive control) were also examined. One hour after in-
oculation, animals were killed by ether anesthesia and the
PEC for each individual animal was collected by infusing
its peritoneal cavity with 2 ml of ice-cold sterile PBS. After
centrifugation at 1080 x g for 6 min, the cell pellet was dis-
carded and the supernatant peritoneal fluid was maintained
at —70°C until utilization.

TNF-a levels in the peritoneal fluid were assayed by
enzyme immunoassay (ELISA) (R&D Systems), as speci-
fied by the manufacturers. Briefly, plates (96 wells) were
coated with 100 pl of purified anti-mouse TNF-a antibody
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(1 pg/ml) and incubated overnight at 25°C. On the next
day, PBS containing 1% BSA, 5% sucrose and 0.05% NaN3
was added to each well for 1h and after three washes,
the recombinant murine TNF-a standard (31.2-2000 pg/ml)
and samples (diluted 1:2) were added to the wells follow-
ing overnight incubation at 25 °C. After this period, 100 .l
per well of the biotinylated anti-mouse TNF-a (50 ng/ml)
were added. The plates were then incubated for 2 h at room
temperature. After removing the unbound antibody-enzyme
reagent, 100 ul of streptoavidin HRP solution was added to
the wells following incubation for 20 min and then 100 wl
of the substrate solution containing hydrogen peroxide and
tetramethylbenzidine was added to the wells for color de-
velopment. The enzyme reaction gave rise to a blue product
that turned yellow when 50 wl of the stop solution (1 M sul-
furic acid) was added after 25 min to each well. The optical
density was measured using a microplate reader (Sunrise
Touchscreen, TECAN, Carbsteim, Germany, a generous gift
from Deutscher Akademischer Austauschdienst (DAAD)) at
450 nm of each well.

2.10. Statistical analysis

Statistical analysis of the in vivo experiment designed to
detect the inhibition of solid S-180 growth was carried out
using the Student’s ttest. Mean £+ S.E.M. values were used,
and significance was defined as P < 0.05.

The data obtained under others experimental conditions
were submitted to analysis of variance (ANOVA) and the
Tukey test for average comparison. Mean+S.D. values were
used and significance was again defined as P < 0.05.

3. Results

3.1. PEC eliciting activity

In order to check whether ARAGAL could be interfering
in the PEC count, it was injected i.p. (50, 100 or 200 mg/kg)

—_
1

and the total number of PEC was determined 24 h after in-
jection. The animals from the control group were injected
with sterile PBS. Fig. 2 shows a dose-dependent effect of
ARAGAL, which was efficient as an elicitor. In the pres-
ence of the polysaccharide, the cell number was ~18, 44
and 88% higher than that of the control group 24 h after its
administration at 50, 100 and 200 mg/kg, respectively.

3.2. Interaction of ARAGAL-treated macrophages with
S-180 cells

ARAGAL has been recognized as activating macrophage,
promoting an increase both the ability of production of O, ~
and phagocytosis, these effects having been detected follow-
ing the in vitro or in vivo treatments [38]. Fig. 3 shows that
following in vitro treatment of macrophages, these were able
to kill S-180 tumor cells. Fig. 3a shows a representative im-
age of the control. The general distribution of macrophages
treated with different concentrations of ARAGAL for 24 h
and incubated with S-180 cells for 18 h, is shown in Fig. 3b
and c. Resident macrophages had small and dark nuclei, few
cytoplasmatic projections and showed poor spreading. Ac-
tivated macrophages contained increased cytoplasm, bright
and large nuclei and various cytoplasmatic projections, and
a spreading ability [47].

In the control group (Fig. 3a) resident macrophages (open
arrow) and activated macrophages (closed arrow) can be ob-
served. However, in the ARAGAL-treated groups the acti-
vated macrophages (closed arrow) had some structures of
S-180 cells in the vacuole inside the cytoplasm (asterisk)
(Fig. 3b and c). These results prompted us to evaluate the
effect of ARAGAL on animals bearing S-180 cells. Animals
with the ascitic form of S-180 (10° cells per animal) were
therefore treated i.p. with 50 or 100 mg/kg of ARAGAL for
3 days. On day 4, the animals were killed, PEC was collected
and viable S-180 cells were counted. The results, in Fig. 4
show that 50 and 100 mg/kg of ARAGAL led to a growth in-
hibition of viable S-180 cells of ~ 33 and 63% respectively.

o

Control

50 mg/kg

100 mg/kg 200 mg/kg

Fig. 2. Number of macrophages following intraperitoneal administration of ARAGAL. Mice (n = 4, for each group) were i.p. injected with 50, 100 or
200 mg/kg of ARAGAL (B), or with sterile PBS (control group) (C)). PECs were collected 24 h after inoculation. Cells in the intraperitoneal fluid from
animals of each group were counted using a Neubauer hemocytometer and the results are expressed as mean + S.D. (*) Significant difference from the

control group by the Tukey test (P < 0.05).
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b

Fig. 3. Macrophages (5 x 10° cells per well) were incubated in the presence or absence of ARAGAL (10-200 wg/ml). After 24 h at 37 °C under 5% CO;,
S-180 cells (10 cells per well) were added followed by incubation for 18h. In the control group (a) are shown representative images of the general
distribution of resident (opened arrow) and activated macrophages (closed arrow). In ARAGAL-treated groups (b and c), the activated macrophages
(closed arrow) have some structures of S-180 cells in the vacuole inside the cytoplasm (asterisk).

In order to evaluate the effect of ARAGAL in a tumor grow- of ARAGAL. The control group received sterile PBS. At

ing in elsewhere in the animal body, S-180 (10° cells per an- day 21 after cell inoculation, the mice were sacrificed and
imal) was therefore inoculated in to the inter-scapular region their tumors were excised and weighed. Fig. 5a shows rep-
and 24 h later the animals were treated i.p. with 100 mg/kg resentative tumors from the control group and Fig. 5b shows
5 3.0
-
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Control 50 mg/kg 100 mg/kg

Fig. 4. Anti-tumor effect of ARAGAL following in vivo treatment. Animals were inoculated i.p. with 10° cells per mouse. The treatment started on
day 1 and continued up to day 3. Animals were sacrificed on day 4; intraperitoneal S-180 cells were harvested with sterile PBS and counted using a
Neubauer hemocytometer and the results are expressed as the mean & S.D. Viability judged by trypan blue. (*) Significant difference from the control
group by the Tukey test (P < 0.05).
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Fig. 5. Anti-tumor effect of ARAGAL following in vivo treatment. Animals were inoculated s.c. with 10° cells per mouse. The treatment with 100 mg/kg
of ARAGAL was performed 24 h after tumor cells implantation. Animals were sacrificed 21 days after the cells inoculation, the tumors were excised
and the weights were determined. (a) Representative tumors of control group; (b) representative tumors from ARAGAL treated group; (c) values given
are the mean &+ S.E.M. (*) Significant difference from the control group by Student’s ttest (P < 0.05).

representative tumors from the ARAGAL treated group. The
mean weight of the tumors is shown in Fig. 5c. A growth
inhibition of solid S-180 of ~38% was observed when the
animals were treated with 100 mg/kg of ARAGAL.

3.3. TNF-a quantification

Fig. 6 shows the production of TNF-a by peritoneal
macrophages 1 h after ARAGAL administration (100 mg/kg,

250 -~
E 200 4
£
[
£ 150
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2 100 4
!IU *
[T
= -
'_
0 T T T 1
control LPS 50 ug/kg ARAGAL 100 ARAGAL 100
1h mg/kg 1h mg/kg 24 h

Fig. 6. TNF-a production by peritoneal macrophages from animals treated
i.p. with 100 mg/kg of ARAGAL. TNF-a production was measured by
ELISA, as described in Section 2, 1h after ARAGAL i.p. administration.
TNF-a production from the control group was ~2 pg/ml, from ARAGAL
treated animals it was ~57 pg/ml, and from LPS treated animals it was
~174 pg/ml. TNF-a production 24 h after the ARAGAL treatment was
not detected.

i.p.). It can be seen that the ability of peritoneal macrophages
to produce TNF-a was significantly increased (P < 0.001).
TNF-a production from the control group was ~ 2 pg/ml,
while that from the peritoneal fluid from ARAGAL treated
animals was ~ 57 pg/ml. As would be expected, a very high
(~174 pg/ml) TNF-a production was detected in the peri-
toneal fluid from LPS-treated animals. When its production
was measured in the peritoneal fluid from ARAGAL-treated
animals, 24 h after administration, no TNF-a was detected.

4. Discussion

Polysaccharide ARAGAL, a structurally complex plant
arabinogalactan isolated from the gum exudate of A. colub-
rina has been reported to have effects on the immune system,
which strongly suggests that it can be classified as a BRM
[38]. The results shown herein add experimental evidence
that ARAGAL leads to a macrophage activation process.

When injected intraperitoneally, an ARAGAL (200 mg/kg)
eliciting activity could be observed since the PEC number
was 88% higher than that of the control group 24 h after
administration. This has been also described for the pectic
acidic polysaccharide FL-1a-I isolated from fruit of F limo-
nia (Linn.), which caused an increase of ~56%, 24 h after
inoculation of 100mg/kg [27]. An a-D-glucan from the
lichen Ramalina celastri elicited 130% more macrophages
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in peritoneal cavity than in a control group, 7 days af-
ter i.p. inoculation of 200 mg/kg [11]. Lentinan, a fungal
polysaccharide [48] and a partially degraded polysaccharide
fraction from a marine alga (Graciliania vernicosa), as well
as a B-glucan of Sclerotinia sclerotiorum [49], have also
been described as having PEC eliciting activity. The in-
crease in the PEC number suggests that ARAGAL gives rise
to an irritating action similar to that of thioglycollate. These
elicited cells from ARAGAL treated animals were activated,
as shown both by morphological and functional criteria [38].

Cytotoxicity against tumor cells, as well the expression
of microbicidal mechanisms, are dependent on the activa-
tion of macrophages and are closely related with the pattern
of expression of several inflammatory mediators [50]. The
process of activation includes the generation of cytokines
such as interleukins, interferons, and tumor necrosis factor,
which are directly involved in macrophage-mediated tumor
cell killing [51].

TNF-o induces lysis of malignant cells and causes re-
gression of some animal tumors [52], so that one possible
mechanism for the anti-tumoral effect of polysaccharides
has been related to induction of TNF [53-58]. Now, TNF-a
production induced by the acidic arabinogalactan ARAGAL
(100 mg/kg), following treatment of animals, was increased
26-fold when compared with the control group. This is an
important result considering the relation between this factor
and anti-tumor activity.

It is meaningful that in vitro exposure (24h) of
macrophages to ARAGAL showed their ability to kill
S-180 cells, as detected by the presence of structures from
tumor cells inside the vacuole into the cytoplasm (Fig. 3).
Moreover, when ARAGAL was used in an in vivo treat-
ment, anti-tumor effects against the S-180 ascite form, was
demonstrated since a recovery of viable S-180 cells was
lowered by ~33 and 63%, when the animals where treated
with triple dose of 50 or 100 mg/kg, respectively (Fig. 4).
Such an effect allows us to classify the activity of ARA-
GAL, under the present experimental conditions, to be an
effective anti-tumor agent in accord with the classification
proposed by Mizuno et al. [23]. A similar result was found
for ginsan-primed macrophages, whose enhanced tumori-
cidal activity against Yac-1 tumor cells was demonstrated
as being 1.6-fold (~62%) higher than the control when
100 pg/ml was used [51]. Other examples are the pectic
acidic polysaccharide FL-la-I, isolated from fruit of F
Iimonia (Linn.), which was able to promote 58-75% tumor
growth inhibition of Ehrlich ascite carcinoma cells, when a
triple dose of 50 or 100 mg/kg, respectively was used [27].

The experimental conditions used in present study allowed
activation of macrophages in the same place where the tu-
moral cells were inoculated. However, in the mice-bearing
solid S-180 tumor a decreased growth (~38%) was also
demonstrated, when the animals were treated with a single
dose of 100 mg/kg of ARAGAL (Fig. 5). A macrophage elic-
iting activity of ARAGAL and an induction of production of
TNF-a, a monocyte/macrophage-derived cytokine [59] was

shown. It can therefore be concluded that these cells are the
source of TNF-a. In addition, since ARAGAL by itself has
no effect on S-180 cell viability (data not shown), it can be
concluded that cell death occurs by intermediation of TNF-a
and macrophages. Alleva et al. [60] suggested that tumors
escape immunological surveillance by favoring macrophage
suppressor activity and decreasing macrophage-induced cy-
totoxicity. It is widely recognized that TNF-« is cytotoxic
to tumor cells [61] and attracts monocytes to the site. If so,
it can be proposed that up regulation of the TNF-a produc-
tion in macrophages by ARAGAL could contribute to an
improvement of immunosuppression in the tumor-bearing
state and the generation of anti-tumor effects. For this rea-
son, some cytokines, and among them TNF-a, have been
used for therapeutic purposes [62]. Despite that TNF-a was
not determined in the lysed pellet, its detection following
ARAGAL administration is certainly the result of synthe-
sis and release of TNF-a by the macrophages and there-
fore consequence of the cell activation. It thus follows that
a probable mechanism for the ARAGAL effect could be the
activation of macrophages, which can inhibit tumor growth
by a direct cytotoxic, cell-cell activity, but also by increas-
ing the TNF-a concentration. An important question arising
from the TNF-a production is its drastic side effects, since it
has been described as a mediator of catabolic states such as
cachexia when present at high levels [59]. However, ARA-
GAL is a less powerful inducer of TNF-a when compared
with LPS (Fig. 6). ARAGAL did not demonstrate any tox-
icity to animals, since not one died nor showed symptoms
of catabolic diseases during the course of the experiments;
a low toxicity has also been found for the arabinogalactan
from L. occidentalis, which at the same ARAGAL doses
also did not evidence hepatic damage or alteration [32]. It
remains to be clarified, however, if ARAGAL could mod-
ulate other known host anti-tumor immune mechanisms in
vivo, such as activation of natural killer cells and tumor infil-
tration lymphocytes, as well as its effects on the production
of cytokines such as IFN-y and the colony stimulating fac-
tor. Studies either with ARAGAL alone or in combination
with chemotherapeutic anticancer agents could be relevant
in revealing its the potential application as an anticancer im-
munotherapy agent.
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