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RESUMO

Atualmente tem sido estudada a atividade biologica de diferentes espécies de algas. A espécie
Ulva lactuca, conhecida popularmente como alface do mar, ¢ rica em ulvanas, um
polissacarideo sulfatado que tem sido relacionado com diversas atividades bioldgicas. O
objetivo do trabalho foi a extragdo de polissacarideos sulfatados da alga verde U. lactuca L. e
a avaliacdo da atividade anti-inflamatoria desses polissacarideos sulfatados em macrofagos
estimulados com LPS. A alga seca foi triturada, delipidada e submetida a proteolise. O cru de
polissacarideos foi submetido a precipitacdo com quantidades crescentes de acetona, obtendo-
se quatro fra¢cdes denominadas U30, U50, U70 e U100. As fragdes foram caracterizadas por
dosagem quimicas, andlise do peso molecular em gel de agarose, cromatografia em gel
filtracao, eletroforese de carboidratos por fluoréfloro (FACE) para analise da composi¢do
monossacaridica e ressonancia magnética nuclear (RMN). A capacidade de redugao do MTT
foi avaliada por meio do ensaio de MTT em cultura de macréfagos RAW 264.7. Com o
intuito de investigar o potencial anti-inflamatério das fragdes foi avaliada em cultura celular
de macrofagos RAW 264.7 e macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6 a produgao
de oxido nitrico, a atividade e a expressao das metaloproteinase 2 ¢ 9 por zimografia e
western blot, a producdo das citocinas pro-inflamatérias TNF-o e IL-6 por ELISA, a
translocacdo do fator nuclear kB, a biogénese de corpusculos lipidicos e a peroxidagao
lipidica em macrofagos. As fragdes apresentaram contetido de agucar entre 4,15 e 6,96
mg/mL; contetido de sulfato entre 2,50 e 3,40 mg/mL e urdnicos entre 0,74 ¢ 2,86 mg/mL.
Nao foram detectados fendlicos e proteinas. A avaliagdo da composicdo monossacaridica
demonstrou a presenga de raminose, glicose, galactose e acidos urdnicos. Pela analise do
RMN, as fragdes sao formadas pelo acido ulvanobiurdnico tipo A e B. As fragcdes nao
alteraram a capacidade de macrofagos RAW 264.7 em reduzir o MTT. Nos ensaios anti-
inflamatoérios, a fragdo US50 reduziu em 17% e 21% a produgdo de oOxido nitrico nas
concentracdes 12,5 e 25 pg/mL, enquanto a fragdo U70 reduziu a produgdo de 6xido nitrico
em 58 e 70% nas concentragdes 12,5 e 25 pg/mL. A fragdo U70 diminui a atividade da MMP-
9 na concentragdo de 25 pg/mL em 69% e a fragdo U50 nas concentragdes 12,5 ¢ 100 ug/mL
em 40% e 33%, respectivamente. Ambras as fragcdes, US0 e U70, em 100 pg/mL reduziram a
produgdo de IL-6 em 26% e TNF-a em 18% e 26%, respectivamente. A fragao U70 foi capaz
de reduzir a translocagdo de NF-kB na concentragdo 100 pg/mL quando comparada ao
controle. A biogénese de corpusculos lipidicos em macréfagos RAW 264.7 e primarios

incubados com a fragdo U70 e estimulados com LPS foi reduzida quando comparada com os



macréfagos apenas estimulados. A fracdo U70 foi capaz de reduzir a peroxidagdo lipidica
entre 33 e 55% nas concentragdes entre 12,5 e 200 pg/mL. Os resultados sugerem que a
fracdo U70 possui atividade anti-inflamatoria potencial in vitro, sendo necessaria a
investigacao de seus mecanismos de acdo bem como sua aplicagdo em modelos animais e

celulares para doengas inflamatorias cronicas.

Palavras-chave: Ulva lactuca L.; polissacarideos sulfatados; anti-inflamatorio.



ABSTRACT

Nowadays, have been studying the biological activity of different seaweed species. The specie
Ulva lactuca, popularly known as sea’ lettuce, is a green algae rich in ulvanes, a sulfate
polysaccharide that has been relacionated with diverse biological activities. The objective of
the work was the extraction of sulfate polysaccharides of Ulva lactuca L. and evaluation of its
anti-inflammatory activity in macrophages stimulated with LPS. The seaweed dried was
rasureted, delipidated and submitted to proteolysis. The crude polysaccharides was submitted
to precipitation by increase amounts of acetone, obtaining four fractions denominated U30,
US50, U70 and U100. These compounds were caracterizated by chemical dosages, molecular
weigth estimation by agarose gel, gel filtration chromatography, fluorophore assisted
carbohydrate electrophoresis (FACE) for monosaccharide composition analyses and nuclear
magnetic ressonance (NMR). The capacity of reduce MTT was evaluate by MTT assay in
macrophage cell line RAW 264.7. Also investigated the fractions anti-inflammatory activity
in macrophages RAW 264.7 and peritoneal macrophage in mice C57BL/6  through
production of nitric oxide by Griess method, MMP-2 and 9 activity by zimogram and
expression by western blot, production of pro-inflammatory cytokines TNF-o and IL-6 to
ELISA assay, the translocation of nuclear factor kB, the number of lipid droplets in cells and
lipid peroxidation in macrophages. The fraction showed sugar content between 4,15 and 6,96
mg/mL, sulfate between 2,50 and 3,40 mg/mL and uronic between 0,74 e 2,86 mg/mL.
Phenolic or protein content were not observed. The fractions were composed by rhamnose,
glucose, galactose and uronic acid monosaccharides. For NMR analyzes, the fractions U50 e
U70 are formed by ulvanobiuronic acids. No one fractions reduce the capacity of
macrophages RAW 264.7 in reduce MTT. In the anti-inflammatory assay, the fraction U50
reduced in 17% and 21% the NO production in 12,5 and 25 pg/mL, still U70 fraction reduced
the NO production in 58 and 70% in 12,5 e 25 pg/mL concentration. The fraction U70
decreased the activity of MMP-9 in 69% in 25 pg/mL concentration and the fraction U50 in
40 and 33% in 12,5 e 100 ug/mL concentrations. Both fractions, U50 and U70, in 100 pg/mL
reduced IL-6 in 26% and TNF-a in 18% and 26%, respectively. The fraction U70 markedly
reduced the NF-kB translocation in 100 pg/mL concentration when compared with the
control. The lipid droplets biogenesis in macrophages RAW 264.7 and peritoneal stimulated
and incubated with U70 were reduced when compare with stimulated standard. The U70
fraction reduced the lipid peroxidation between 33 and 55% in the concentrations between

12,5 and 200 pg/mL. The results suggest that U70 fraction have potencial anti-inflammatory



activity in vitro, being necessary the investigation of action mechanisms, thus the application

in animals and cellular models for inflammatory cronic diseases.

Key words: Ulva lactuca L.; sulfate polysaccharides; anti-inflammatory.
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1 INTRODUCAO

A costa maritima ¢ um habitat que abriga uma diversidade de organismos marinhos.
Esses organismos marinhos sdo fontes de biomateriais, incluindo acidos graxos poli-
insaturados, polissacarideos sulfatados (PS), minerais essenciais, vitaminas, enzimas ¢
peptideos bioativos (ALMEIDA et al., 2011). Os biomateriais de organismos marinhos podem
ser utilizados como fontes para descobertas de novos medicamentos e como matéria-prima na
industria alimenticia, farmacéutica e cosmética (ARAUJ O et al., 2016; WIJESEKARA,
PANGESTUTI, KIM, 2011).

Entre os organismos marinhos existentes, pode-se citar as algas. As algas sao divididas
em 2 grupos, macroalgas e microalgas. As macroalgas sao classificadas dependendo de seus
pigmentos e composicao quimica em trés filos: Clorophyta (algas verdes); Rhodophyta (algas
vermelhas); Phaeophyta (algas pardas) (COURA, 2011). Ja as microalgas estdo classificadas
em 11 divisdes distintas, de acordo com natureza e localizagdo de pigmentos, carboidratos de
reserva, entre outras caracteristicas (FRANCESCHINI et al., 2010).

Atualmente tem sido estudada a atividade bioldgica de diferentes PS de espécies de
algas, sendo sua agdo relacionada a presenca e a posi¢ao de grupos sulfatos, a composi¢ao de
acucar, o tipo de ligacdo glicosidica, o peso molecular e sua conformacao estrutural (HE et al,
2016). Os PS sao descritos como macromoléculas bioativas que possuem radical sulfato em
sua estrutura (PEREZ-RECALDE et al., 2014). As algas marinhas sdo a maior fonte nio
animal de PS (COSTA et al., 2010). A atividade anticoagulante ¢ uma das propriedades dos
PS mais estudadas, sendo as heparinas de baixo peso molecular os PS mundialmente
utilizados como farmaco anticoagulante (COSTA et al.,, 2010). Além disso, outras
modulacdes das respostas bioldgicas por PS ja foram descritas como: controle da trombose,
da nocicepg¢ao, da inflamagdo, da artrite, do cancer, entre outras doengas (COSTA et al., 2010;
ARAUIJO et al., 2016).

Estruturalmente, os PS variam entre classes de polimeros e espécies de algas, possuem
uma alta densidade de radicais éster sulfato em sua estrutura, o que permite sua interagdo com
proteinas, assim como, com componentes celulares, modulando sistemas bioldgicos. Além
disso, os PS apresentam baixa toxicidade, o que torna atrativo o seu estudo (LI et al., 2008;
ALMEIDA et al., 2011).

A Ulva lactuca L. é uma alga verde encontrada na costa brasileira e em outros paises
do mundo. Desperta grande interesse nutricional por seu conteudo de fibras dietéticas, esse

pode corresponder a até 50% do peso seco da alga (KAEFFER et al., 1999). Possui uma
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parede celular rica em ulvanas, um PS presente em algas verdes, contendo residuos de
raminose e acidos urdnicos, esses PS ja foram relacionados com diversas atividades
bioldgicas, como por exemplo antioxidante (YAICH et al., 2015), andlgésica e anti-
inflamatoria (ARAUJO et al., 2016).

A inflamacao ¢ uma resposta imune benéfica ativada para restaurar danos ao tecido ou
contra patdgenos. A resposta imune compreende uma série de eventos envolvendo células,
incluindo macrofagos e linfocitos, e mediadores, tais como citocinas. Apos a destrui¢do do
patogeno e/ou reparo tecidual, a inflamagdo ¢ finalizada e o estado homeostatico
reestabelecido (LANDSKRON et al., 2014).

Entre os mediadores inflamatorios podem-se destacar as citocinas, estas sdo
predominantemente liberadas por células imunes, incluindo mondcitos, macréfagos e
linfocitos. As citocinas podem desempenhar papel tanto pro-inflamatorio, facilitando a
inflamagdo, quanto anti-inflamatorio, inibindo o desenvolvimento da mesma. O fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) ¢ um exemplo de citocina pro-inflamatoria, que tem como célula
alvo macrofagos, estimulando a ativagdo de células fagociticas e o choque endotoxico. Por
outro lado, a interleucina-10 (IL-10), que tem como células alvo macrofagos e células B,
inibindo a produgdo de citocinas e a fun¢do de células mononucleares, tem agdo anti-
inflamatéria. O tipo de resposta imune (pré ou anti-inflamatéria, mediada por células ou
humoral) realizada pelas células imunes depende das citocinas inicialmente liberadas em
resposta a injuria ou invasao por patdégenos. Citocinas inflamatorias podem ser diferentemente
classificadas como interleucinas, fatores estimuladores de coldnia, fator de necrose tumoral,
interferon e quimiocinas, e sdo produzidas por células primariamente para recrutar leucécitos
para o sitio de infec¢do ou injuria. No entanto, a produgdo excessiva de citocinas podem levar
a dano tecidual, mudancas hemodindmicas, falhas dos 6rgdos, até a morte. Dessa forma, o
entendimento da agdo das citocinas € como controla-las podem auxiliar no tratamento das
doencas inflamatérias (ALVINE et al., 2015; TURNER et al., 2014; CHEN et al., 2018).

Enquanto a resposta inflamatéria aguda ¢ responsavel pela protecdo do organismo
frente a patdgenos/injiria, a desregulacdo da resposta inflamatéria, pode levar ao
desenvolvimento de um estado inflamatorio cronico, ocasionando dano tecidual e
incapacidade (LANDSKRON et al.,, 2014; FERRAZ, 2016; YI, 2018). As doengas
inflamatdrias cronicas mais prevalentes sao a artrite reumatoide, a doenca de Crohn e a colite
ulcerativa. Os pacientes acometidos por essas doengas t€ém impacto no seu trabalho e vida
social, pois elas causam sérios problemas de saude pelas recidivas frequentes e formas

clinicas de alta gravidade. Além disso, sua expectativa de vida ¢ significativamente diminuida
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quando em comparacdao com a populacdo em geral (GOELDNER et al., 2011; FERRAZ,
2016; SAIREJI, COLLINS, EVANS, 2017; LUBRANO, 2018; MEYER et al., 2018).

A prevaléncia de doencas inflamatorias cronicas e os efeitos pouco significativos dos
farmacos anti-inflamatérios atualmente disponiveis para o tratamento dessas condi¢des, faz
necessario o estudo de novos compostos com atividade anti-inflamatoria (SUBASH et al.,

2016).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESPECIE DE ALGA VERDE Ulva lactuca

A espécie Ulva lactuca ¢ um membro da ordem das Ulvales, familia Ulvaceae e
género Ulva, também conhecida popularmente como alface do mar (Figura 1). Essa espécie
cresce abundantemente em zonas ricas em nutrientes, ja tendo sido encontrada na Europa,
América do Norte e Sul, [lha Caribenhas, Africa, Ilhas do Oceano Indico, China, Ilhas do
Pacifico, Australia e Nova Zelandia (TIAN et al., 2015).

Figura 1. Imagem da espécie de alga Ulva lactuca L. Fonte: AlgaeBase. Disponivel em:
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=39 A

A U. lactuca ¢ rica em ulvanas, um heteropolissacarideo sulfatado soluvel em agua,
que correspondem de 8 a 29% do peso seco da alga. As ulvanas sdo os PS mais abundantes e
estudados nas algas do filo Chlorophyta, algas verdes (FREITAS, 2014).

A composi¢do quimica das ulvanas ¢ complexa, podendo ser afetada pela estacdo do
ano, condi¢des de crescimento, origem, etc. Porém, regularmente os polissacarideos sdo
constituidos por residuos de raminose, xilose, glicose, acidos urdnicos e grupamentos sulfato,
apresentando-se predominantemente residuos de raminose (TIAN et al., 2015; THANH et al.,
2016). Esses PS sdo formandos por polissacarideos estruturalmente agrupados em dois
principais dissacarideos repetitivos, os acidos ulvanobiordnicos tipo A [(—4)-B-D-GIcA-
(1—4)-a-L-Rha 3S-(1—)] e tipo B [(—4)-a-L-IdoA- (1—4)-a-L-Rha 3S-(1—)], o tipo A
(Figura 2) apresenta um residuo de 4cido glucurdnico ligado a um residuo de raminose por
liga¢do a-1,4 e o tipo B um residuo de acido idurdnico ligado a um residuo de raminose por

ligacdo a-1,4 (FREITAS, 2014).
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Figura 2. Estrutura quimica da unidade dimérica do 4cido ulvanobiurénico tipo A das
ulvanas. Representada a ligacdo dimérica entre o residuo de acido glucurdnico e o de
raminose. Fonte: Adaptada de WIJESEKARA, PANGESTUTI, KIM, 2011.

2.2 ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS PS DE U. lactuca

J& foram descritas na literatura diversas atividades relacionadas aos PS de U. lactuca.
Entre elas, Kaeffer et al. (1999), estudaram as propriedades bioldgicas de ulvanas, com
diferentes contetidos de sulfatos e acidos urénicos, em células epiteliais normais € cancerosas.
Foram avaliadas a adesdo, proliferacao e diferenciagdo das células em cultura. As ulvanas
modificaram a fase de adesdo e a proliferagdo normal de células HT-29 (células de
adenocarcinoma de colo humano), destacou-se as ulvanas reduzidas que apresentaram forte
inibicdo da adesao de HT-29, sugerindo que a redugdo de acidos urdnicos aumentou a
acessibibilidade dos receptores celulares aos residuos de sulfato e com isso a ulvana tornou-se
toxica. Ademais, o polissacarideo bruto inibiu a proliferagdo celular e diferenciacdo de Caco-
2 (células de adenocarcinoma de colo humano). Outro estudo também avaliou a atividade
antitumoral de PS de U. lactuca, o estudo foi realizado in vitro com células MCF-7 € in vivo
em ratos Wistar apés a estimulo de cancer mamario, observou-se a atividade dos PS em
prevenir as lesdes relacionadas ao cancer de mama, aumentar da expressao de p-53, proteina
que regula a apoptose, prevenir a peroxidacao lipidica e a reducdo da atividade de enzimas
antioxidantes, condigdes observadas no desenvolvimento de cancer de mama. Assim como, a
redugdo de citocinas inflamatdrias e 6xido nitrico (ABD-ELLATEF et al., 2017).

El-Baky, Baz e Baroty (2009), avaliaram a atividade bioldgica de PS de U. lactuca L.
extraidos por métodos distintos. Foram pesquisadas atividades antioxidante in vitro,
anticoagulante por determinagdo do tempo de coagulagdo (CT), antiviral contra herpex virus
tipo 1 e atividade antiproliferativa com as linhagens celulares cancerigenas MCF-7 e HepG2.

Os PS de U. lactuca L. apresentaram atividade antioxidante in vitro, atividade anticoagulante
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com prolongamento do CT, porém foram necessarias altas doses dos extratos para obter
atividade similar a heparina, atividade antiproliferativa dose-dependente nas duas linhagens
estudadas e atividade antiviral dose-dependente moderada.

Outro estudo avaliou o efeito de PS de U. lactuca sobre enzimas relacionadas com a
diabetes e a obesidade. Os PS exibiram inibicdo potencial de enzimas relacionadas com a
digestdo e absor¢do (a-amilase e maltase) de amido no plasma e intestino, diminuindo
significativamente a taxa de glicose no sangue. Conjuntamente, inibiu enzimas chave no
metabolismo e absorcdo lipidica, como a lipase, o que levou a notavel reducio dos niveis de
LDL-colesterol e triglicerideos no sangue. Também foi observada significativa protecao das
funcdes do rim e do figado (BELHADJ et al., 2013). No estudo de Sathivel et al. (2008),
também foi avaliada a atividade antiperoxidativa e anti-hiperlipidémica dos polissacarideos de
U. lactuca. O pré-tratamento com os polissacarideos levou ao aumento do HDL-colesterol e
VLDL-colesterol com inibi¢do dos niveis de LDL-colesterol quando comparados com os
animais induzidos com D-galactosamina. Os ratos intoxicados com D-galactosamina
apresentaram niveis agudos de peroxidacdo lipidica com concomitante deplecao de glutationa
reduzida/oxidada. Por outro lado, os animais tratados com os polissacarideos nao
apresentaram esses sinais agudos. Igualmente, os PS protegeram contra a perda de grupos
tidis de proteinas, fendmeno critico para a injuria celular no estresse oxidativo agudo, sendo
identificada atividade protetora do figado em ratos com dano induzidos por D-galactosamina.
Foi apresentado em outro trabalho, que a administra¢do intragéstrica de polissacarideos de U.
lactuca em ratos hipercolesterolémicos causou diminuicdo dos niveis de lipideos totais,
triglicérides, colesterol total, LDL-colesterol, VLDL-colesterol, com aumento da
concentracao de HDL-colesterol (HASSAN et al., 2011).

Polissacarideos de algas tém demonstrado possuir um importante papel como
sequestrador de radicais livres in vitro, atuando como antioxidantes e prevenindo o dano
oxidativo (ZHANG et al., 2010). He et al. (2016), avaliaram a atividade antioxidante de
quatro polissacarideos de algas, entre eles os polissacarideos de U. lactuca L., que
apresentaram atividade antioxidante in vitro de maneira dose-dependente.

Alves, Sousa e Reis (2012), avaliaram a citotoxicidade de polissacarideos extraidos de
U. lactuca, por meio do ensaio de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium), dosagem de DNA e proteinas
totais. Nesse estudo, os polissacarideos de U. lactuca demonstraram-se ndo-citotdxicos,
quando comparados a uma substancia ndo-toxica estabelecida, o &cido hialurdnico, sendo

entdo os polissacarideos de U. lactuca considerados ndo-tdxicos nas concentragdes estudadas.
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No estudo de Chiu, Chan ¢ Wu (2012) foi demonstrado que os PS extraidos de U.
lactuca podem inibir o virus da encefalite Japonesa em células Vero. Os polissacarideos
também diminuiram a expressdo da citocina pro-inflamatoéria TNF-a nas células da glia
infectadas pelo virus da encefalite Japonesa.

Aragjo et al. (2016), observaram atividade analgésica e anti-inflamatoria de PS de U.
lactuca in vivo. Foram realizados testes ja estabelecidos para avaliacdo dessas atividades
biologicas em animais, como teste da formalina e da placa quente, para avaliar atividade
analgésica e estimulo de edema de pata, por meio de substancias irritantes como carragenana
e dextram, para avaliar a atividade anti-inflamatéria. A atividade anti-inflamatdria também foi
avaliada em modelo de colite aguda induzida por DSS em animais, por meio da administragao
de nanoparticulas de selénio associadas com PS de U. lactuca, o selénio ja possui atividade
anti-inflamatoria estudada, porém a associag@o auxiliou na reducdo potencial da colite, pela
redu¢do do processo inflamatorio, sendo observada reducdo da produgdo de citocinas
inflamatdrias e da ativagao do NF-kB (ZHU et al., 2017).

Outro estudo avaliou a atividade antiangiogénica de nanoparticulas construidas com
polimeros de U. lactuca contendo uma substincia anticincer ja estudada, Ru(POP),
demonstrando uma aplicagao distinta para os polissacarideos dessa alga. Esse complexo
anticancer apresentou forte efeito supressivo sobre o fator de crescimento do endotélio
vascular e formacao de tubo (estagio final da angiogénese) in vitro e in vivo (YANG et al,

2018).

2.3 PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamacao ¢ a resposta dos tecidos vascularizados a estimulos nocivos, tais como
injaria, patdgenos ou agentes irritantes. O processo inflamatério envolve uma complexa
alteracdo de fatores biologicos e patoldgicos, como ativagdo enzimatica, liberagdo de
mediadores inflamatorios, diapedese, dano e reparo tecidual, etc. Os processos inflamatorios
s30 necessarios para a protecdo contra infecgdo, reparagao e regeneragao apods lesao, porém a
resposta inflamatdria excessiva ou desregulada ¢ causa de inumeras doengas, como artrite
reumatoide, psoriase e doenc¢a inflamatoria intestinal. Além disso, a inflamagao est4 envolvida

na patogénese de doencas como cancer, diabetes e doengas vasculares (SUBASH et al., 2016).

2.3.1 Resposta inflamatéria
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A inflamacao ¢ desencadeada pelo reconhecimento de padrdes moleculares associados
a patdgenos e padroes moleculares associados a injuria de tecidos durante a resposta imune
inata, sendo refinada e prolongada durante a resposta imune adaptativa. A resposta inicial é
mediada por macréfagos e mastdcitos residentes, levando a producao de uma variedade de
mediadores inflamatdrios, que podem ser de origem tissular, como as aminas vasoativas, fator
de ativagdo plaquetaria (PAF), eicosanoides, citocinas, radicais livres superdxidos, 6xido
nitrico e neuropeptidios, ou de origem plasmatica, como os sistemas da coagulagdo, do
complemento e das cininas (Figura 3). O efeito imediato desses mediadores ¢ a formacao de
um exsudato inflamatorio local, permitindo que proteinas plasmaticas e leucdcitos que sdo
normalmente restritos aos vasos sanguineos acessem os tecidos extravasculares no local de
infec¢do ou injuria. Quando esses leucocitos alcangam o tecidos sdo ativados e tentam matar o
agente invasor por meio de liberagdo de contetdo toxico de seus granulos, por exemplo
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, proteinase 3, catepsina G e elastase
(MEDZHITOV, 2008; COURA, 2011).

Se houver sucesso na eliminagdo do patégeno, segue-se para a fase de reparo do dano,
por meio da mudanga de liberagdo de mediadores inflamatdrios para outros anti-inflamatorios.
Porém em alguns casos, a resposta inicial ndo ¢ suficiente para a eliminacdo do patéogeno,
ocorrendo o desenvolvimento de uma resposta adaptativa, principalmente pela ativacdo de
linfocitos B e T. Ocorre um conjunto de reagdes especificas contra o invasor, a0 mesmo
tempo que as agdes das células e dos mediadores que participam da resposta inata tornam-se

mais eficazes (RANG et al., 2007; MEDZHITOV, 2008).
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Figura 3. Ilustracdo da resposta inflamatoria inicial a injuria ou infec¢do. Durante a
injuria ao tecido ou infec¢do, uma resposta imune ¢ ativada. A expressdo de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a, IL-6 e IL-8, por macrofagos e neutréfilos, leva ao rompimento da
barreira epitelial, estimulo da producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e
promove a infiltracdo de outras células inflamatérias. Fonte: Adaptada de LANDSKRON et
al., 2014.
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Quando as células que respondem ao ambiente inflamatorio ndo sdo capazes de
eliminar os patdgenos ou restabelecer a injlria, a inflamacdo aguda pode torna-se cronica,
envolvendo a formacdo de granulomas e tecido linfoide terciario. Em adicdo a inflamacgao
local e sistémica, esta fase cronica ¢ caracterizada pelo manutencao da infiltragcdo leucocitéria
com injaria tecidual. Esse fendmeno pode ser observado em infecgdes crdnicas, doengas
autoimunes e cancer. Consequentemente, todas essas doengas sdo caracterizadas pela
persisténcia de antigenos que induzem uma inflamagdo sustentada concomitante com uma
diferenciacdo marcada da imunidade adaptativa, principalmente por linfécitos T. Estas células
altamente diferenciadas contribuem com a perpetuagao do processo por inducao da produgdo

de citocinas pro-inflamatorias (MORO-GARCIA et al., 2018).

2.3.2 Medicamentos anti-inflamatorios

Os principais grupos de farmacos que sao usados nos disturbios inflamatorios sdo os
glicocorticoides e os anti-inflamatoérios nao-esteroidais (AINES). Os glicocorticoides sdo
muito utilizados na terapia das doencas autoimunes e na prevengdo e/ou tratamento da
rejeicdo de transplantes, suas acdes anti-inflamatorias se devem, principalmente a inibi¢do da
transcri¢do do gene da ciclooxigenase-2 (COX-2) e ao estimulo da produgdo de lipocortina, a
qual inibe a enzima fosfolipase A2. Porém, a toxicidade associada a terapia cronica com os
glicocorticoides limita o seu uso. J& os AINES sdo farmacos que possuem um amplo espectro
de indicagdes terapéuticas, apresentando trés principais efeitos: anti-inflamatério, analgésico e
antipirético. Sua acdo terapéutica ¢ devido a inibi¢ao da COX, enzima que atua na conversao
do acido araquidonico nos eicosanoides (PGD», PGE,, PG, TXA>), que sao mediadores do
processo inflamatorio, que também atuam no controle da temperatura no sistema nervoso
central e diminuem o limiar de excitacdo dos nociceptores. Entre os principais efeitos
adversos dos AINES estdo efeitos gastrointestinais, hepatotoxicos e processos alérgicos
(RANG et al., 2007; COURA, 2011).

Apesar dos estudos nas ultimas décadas, algumas doengas inflamatoérias como artrite
reumatoide, aterosclerose e pleurites, ainda possuem limitagdes no tratamento. Os firmacos
sdo caros, alguns promovem apenas alivio temporario e tém efeitos adversos indesejaveis.
Dessa forma, a busca por farmacos de origem natural que sdo mais baratos e apresentam

menores reagoes adversas € interessante (SUBASH et al., 2016).
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2.4 COMPONENTES RELACIONADOS AO PROCESSO INFLAMATORIO

O processo inflamatdério ocorre por meio de uma série de acdes mediadas pela
producao de mediadores inflamatoérios, como a producdo de quimiocinas, eicosanoides e
citocinas. Esse mediadores atuam principalmente no recrutamento de células do sistema
imune que vao atuar na eliminacdo do patdgeno e recuperacdo da injlria. Outros componentes
ja foram apresentados na literatura como tendo relagdo com o desenvolvimento da
inflamagao, demonstrando o aumento de sua produgdo durante o estado inflamatério, por
exemplo o 6xido nitrico, metaloproteinases, radicais livres e até componentes lipidicos. Dessa
forma, estudar a agdo de substancias potencialmente anti-inflamatérias sobre a produgdo
desses mediadores e componentes relacionados com a inflamagao ¢ importante para confirmar
sua atividade e elucidar o possivel mecanismo de acao. Além disso, permite avaliar uma agao
sinérgica das substancias, com atuagdo sobre mais de um desses componentes (ALVINE et

al., 2015).

2.4.1 Oxido nitrico

O ¢6xido nitrico (NO) ¢ uma molécula sinalizadora ubiqua que tem a habilidade de se
difundir através das membranas celulares. Esta envolvido na modulacdo de diferentes
respostas fisiologicas como: manutencao de pressao sanguinea no sistema cardiovascular;
estimulacdo do sistema imune; regulacdo da transmissdao neural no cérebro; agregacao
plaquetaria; inflamacao, entre outras (KUMAR, SINGHC, BHARDWAIJA, 2017).

A sintese do NO ocorre a partir da oxidagdo do aminoacido L-Arginina por uma
familia de enzimas chamadas de 6xido nitrico sintase (NOS). As NOS apresentam trés
isoformas distintas: duas isoforma constitutivas, uma delas expressa nos neuronios
(nNOS/NOS) e outra expressa nas células endoteliais (eNOS/NOS3), além dessas, a isoforma
induzivel (iNOS/NOS;), expressa por células do sistema imune, como por exemplo pelos
macréfagos. A isoforma iNOS ¢ ativada por diversos estimulos como fator nuclear kappa B
(NF-xB), fator de necrose tumoral o (TNF-a), interleucina-6 (IL-6), lipopolissacarideo (LPS),
bactérias e virus (BURKE et al., 2013; SOUFLI et al., 2016). As isoformas variam quanto a
quantidade de NO produzido, a iNOS leva a produ¢do micromolar de NO por um periodo de
horas a dias, enquanto as isoformas constitutivas uma produg¢do nanomolar de NO por um
curto periodo de segundos a minutos (SOUFLI et al., 2016; KUMAR, SINGHC,
BHARDWAIJA, 2017).
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A liberagdo de NO ¢ importante para a manutencdo de diversas respostas
inflamatorias, porém a liberacdo de grandes quantidades de NO pode levar a efeitos
deletérios, como na resposta inflamatéria durante sepsis. Os elétrons ndo pareados do NO
reagem com moléculas inorganicas, por exemplo oxigénio e superoxido, formando espécies
reativas de nitrogénio, podem também reagir com acido deoxiribonucleico (DNA), grupos
prostéticos e até proteinas. Além disso, ja foi demonstrado na literatura aumento na expressao
e atividade da iNOS e eNOS em pacientes com osteoartrite e doengas intestinais inflamatdrias

(KUMAR, SINGHC, BHARDWAIJA, 2017; SOUFLI et al., 2016; BURKE et al., 2013).

2.4.2 Metaloproteinases de matriz

Metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo enzimas proteoliticas que apresentam como
funcdes a degradagdo e renovacao da matriz extracelular, também atuando na ativacao de
quimiocinas e citocinas e na secrecao de proteinas ligantes. Pertencem a uma extensa familia
de enzimas, incluindo colagenases, gelatinases, estromelisinas e matrilisinas, sendo
classificadas de acordo com a estrutura e especificidade dos substratos sob os quais atuam. O
grupo das gelatinases inclui principalmente as MMP-2 ¢ MMP-9 (YANG, ROSENBERG,
2015; CHENG et al., 2017).

As MMPs possuem um sitio catalitico contendo um sitio de ligagdo de zinco e uma
porg¢ao peptidica, contendo cerca de 80 aminoacidos, que possui residuos de cisteina, da qual
o grupo tiol esta interagindo com o ion zinco do sitio catalitico na forma inativa da enzima.
Podem ser secretadas ou permanecerem ancoradas a membrana celular, a ancoragem pode
ocorrer por um dominio transmembrana, um glicosilfosfatidilinositol ou um amino N-terminal
(PARKS, WILSON, LOPEZ-BOADO, 2004). As MMPs sdo secretadas na forma latente e
uma vez ativada sdo inativadas por uma série de mecanismos, principalmente por inibidores
teciduais de metaloproteinases (YANG, ROSENBERG, 2015; CHENG et al., 2017).

Podem ser classificadas como enzimas constitutivas, como a MMP-2 ¢ a MMP-14, ¢
enzimas induziveis, como a MMP-3 e a MMP-9 (Figura 4). Geralmente as enzimas
constitutivas sdo ativadas de uma maneira especifica e atuam proximo ao sitio de agdo,
prevenindo o crescimento descontrolado da matriz extracelular. Por outro lado, as enzimas
induziveis, sdo ativadas a partir de um estimulo, como a presenga de um processo
inflamatorio, pela acdo de radicais livres e outras enzimas. As enzimas induziveis apds a
ativagdo promovem um dano tecidual mais extenso que as enzimas constitutivas, por agir em

locais distintos daquele onde ocorre a ativacdo (YANG, ROSENBERG, 2015).
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Ao longo dos anos tém sido estudado a relagdo entre os niveis de MMPs e doencgas
inflamatdrias ou associadas com inflamagdo, tais como artrite reumatoide e cancer, sendo
observado aumento ou desregulacdo dos niveis de certas MMPs na maioria dessas doencas.
Apesar do mecanismo de acdo das MMPs na inflamacao ndo ser totalmente elucidado, € clara
a participagao destas no desenvolvimento de um processo inflamatério (PARKS, WILSON,

LOPEZ-BOADO, 2004).
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Figura 4. Acao das MMPs no processo inflamatorio decorrente de injuria tecidual. A
injaria desencadeia uma série de respostas com objetivo de reparar o tecido e defende-lo
contra infeccdo. As MMPs produzidas pelas células teciduais tem atividades especificas nesse
processo. As células epiteliais, que produzem quimiocinas, responsaveis pela ativagao dos
neutrofilos, também liberam MMP-7, que facilita o gradiente de quimiocinas favorecem assim
o influxo e ativagdo de neutrofilos (a). Apds a ativagdo, neutrofilos liberam muitas proteases,
entre elas a elastase, que possui atividade antimicrobiana. Esses neutrdéfilos também liberam
MMP-9, que degrada um potente inibidor da elastase de neutrdfilos (1-antiproteinase) (d). A
ativacdo da forma latente de TNF na superficie de células como macréfago ¢ devido a
protedlise mediada por MMPs (e). MMPs também podem atuar diretamente em quimiocinas,
tanto aumentando quanto reduzindo suas atividades. Por exemplo, a MMP-2, que ¢ produzida
por células mesenquimais, pode clivar e inativar ligantes de quimicocina 7 (f). Fonte:
PARKS, WILSON, LOPEZ-BOADO, 2004.

2.4.3 Receptores do tipo toll

Os receptores do tipo toll (TLRs) sdo proteinas de dominio transmembrana tipo I com
uma estrutura tripartide, consistem em um dominio extracelular amino (N)-terminal contendo
repeticdes ricas em leucina que se dobram em estrutura de ferradura e ¢ responsavel pelo

reconhecimento do ligante, uma Unica regido de abrangéncia transmembrana e um receptor
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citoplasmatico globular carboxil C-terminal Toll/interleucina-1 (TIR). Os TLRs podem ser
divididos em dois grupos, os localizados na membrana plasmatica e ativados por lipideos da
membrana microbiana ou proteinas bacterianas e aqueles ativados por acidos nucleicos de
microorganismos € localizados nos compartimentos endolisossémicos acidificados (NARDO,
2015). Na Tabela 1, estdo apresentados os principais TLRs humanos, suas localizagdes e seus

respectivos ligantes.

Tabela 1. Localizagdo na célula e ligantes dos TLRs presentes em humanos

TLRs Localizac¢iao Ligantes

TLR1 Membrana plasmatica Lipoproteinas

TLR2 Membrana plasmatica Lipoproteinas, zimosan,
manoproteinas,

peptideoglicano, acido

lipoteicoico
TLR3 Membrana endolisossomal dsRNA viral
TLR4 Membrana plasmatica e LPS
membrana endolisossomal
TLRS Membrana plasmatica Flagelina
TLR6 Membrana plasmatica Lipoproteinas, acido

lipoteicoico, zimosan

TLR7 Membrana endolisossomal | ssRNA viral e bacteriano
TLRS Membrana endolisossomal | ssRNA viral e bacteriano
TLRY Membrana endolisossomal CpG DNA viral e
bacteriano, DNA:RNA
hibridos
TLR10 Membrana plasmatica Desconhecida

Na maioria dos casos, a ligacdo dos TLRs com seus ligantes causa dimerizagdo do
receptor, no entanto, os TLRs endossdmicos (TLR7, TLR8 e TLR9) tém sido apresentados
como dimeros pré-formados. A dimerizagdo dos TLRs na presenca do ligante resulta em

mudanca de conformag¢do nos dominios TIR, estabilizando o complexo receptor e levando ao
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recrutamento de dominios TIR adaptadores para iniciar a cascata de sinalizacdo (NARDO,
2015).

Por exemplo, para o TLR4 apds a ligagdo do LPS, a dimerizagdo de dois complexos
TLR4/MD2 ocorre, resultando em mudanca de conformacao do homodimero de TLR4 que
induz o recrutamento de proteinas contendo dominios TIR. Esses adaptadores se associam
com o TLR4 por meio de interacdes homofilicas entre os dominios TIR no TLR4 e aqueles
presentes no adaptador (MOLTENI, GEMMA, ROSSETTI, 2016).

A proteina 88 de resposta mieloide primaria (MyD88) ¢ um desses adaptadores. O
sinal MyD88-mediado ocorre principalmente no plasma da membrana e envolve um réapido
recrutamento de proteinas MyD88 e adaptador do tipo MyD88 (MAL). A ligacdo desses
adaptadores moleculares estimulam o recrutamento e ativagdo dos componentes da cascata
por meio da fosforilagdo de receptores IL-1 associados a quinase (IRAKSs), a associacao de
receptores TNF associados ao fator 6 (TRAF6) e a ativacdo do fator transformador de
crescimento B-ativado quinase 1 (TAK1). O TAKI por sua vez ativa a proteina quinase
mitogena-ativada (MAPKSs), quinase JUN N-terminal (JNK), p38, quinase sinal-reguladora
extracelular (ERK1/2) e o IkB complexo quinase (IKK), levando a ativagdo de importantes
fatores de transcricdo, como o fator nuclear kappa B (NF-kB) e proteina-1 ativadora (AP-1),
que promovem a producdo de citocinas pro-inflamatoérias (Figura 5) (MOLTENI, GEMMA,
ROSSETTI, 2016).
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Figura 5. Ativacdo dos TLRs e da cascata de sinalizacdo. Os TLRs 1 sdo ativados por
patdgenos, os 5 por flagelina, os 2 e 6 por lipopeptideos e os 4 por LPS, sendo necessaria a
co-ativagdo do CD14. De maneira geral, apds a ativagdo dos TLRs, o MyD88 recruta
receptores IL-1 associados a quinase 4 (IRAK-4), esses ativam IRAK-1 por fosforilagao, o
que leva a sua associacdo com o TRAF6, ativando o complexo IKK e levando a ativacao de
quinases da via do MAPK e do NF-kB. As quinases degradam o IkB e liberam o NF-kB, esse
entdo ¢ translocado para o nucleo onde atua sobre a transcricdo de fatores inflamatdrios,
proliferativos e imunes. Existem ainda TLRs (3, 7 e¢ 9) presentes em endossomos no
citoplasma celular, que da mesma forma atuam na cascata via IRAK-4. Fonte:
https://www.cellsignal.com/contents/science-cst-pathways-immunology-and-
inflammation/toll-like-receptors-(tlrs)-interactive-pathway/pathways-tlr

2.4.4 NF-kB

O NF-«B ¢ um fator de transcricdo presente em todas as células do corpo, responsavel
pelo controle da expressdo de genes envolvidos no ciclo celular, diferenciacdo celular e
tecidual, reparo de DNA e resposta imune, sendo a a¢do sobre a resposta imunologica uma
das principais atividades descritas. Pode ser induzido por uma variedade de estimulos como
antigenos virais e bacterianos, células T e B, citocinas, radicais livres, entre outros (PANDAY
etal., 2016).

No estado inativo, o NF-kB esta localizado no citoplasma formando um complexo
com o inibidor de NF-kB, os IkBs, que sdo proteinas que bloqueiam a entrada do NF-kB para
o nucleo. Apods a ativagdo do complexo IKK por um estimulo externo, ocorre a fosforilagao
do IkB, ocorrendo a degradacdo do mesmo e a consequente liberagdo do NF-kB que pode
entdo ser translocado para o nucleo e atuar, por exemplo, induzindo a expressdo de genes
inflamatérios (ZHANG, LENARDO, BALTIMORE, 2017).

A ativagao do NF-kB tem um papel critico na inflamacao pela regulacao da expressao
de genes responsaveis pela resposta inflamatoria a varios estimulos, como agentes infeciosos
e radicais livres. O NF-kB esta relacionado com a produ¢do de mediadores inflamatorios,
incluindo citocinas, principalmente TNF-o, IL-6 e interleucina-1p (IL-1B), quimiocinas e
moléculas de adesdo. Dessa forma, diversos estudos tém buscado inibidores do NF-xB como

possiveis agentes anti-inflamatérios (WANG et al., 2014).

2.4.5 Citocinas

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular que medeiam a comunicacao

intracelular e sdo produzidas por muitos tipos de células, principalmente as células do sistema
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imune, como macréfagos e linfocitos. Essas estdo associadas com diversos processos como
regulacdo da inflamacdo local e sistémica, proliferacdo celular, reparagdo de tecido, sendo a
fungdo primaria a regulacdo da inflamagao, tanto aguda quanto cronica. Cada citocina liga-se
a um receptor celular de superficie especifico para gerar uma cascata de sinalizagdo celular
que influencia a funcao da célula (DUQUE, DESCOTEAUX, 2014).

As citocinas apresentam diversas fungdes, algumas apresentando fungdes similares,
em tipos celulares distintos e até mesmo fun¢des opostas sobre as mesmas células, como por
exemplo, as citocinas pro-inflamatorias - IL-1, IL-6 e TNF-a - e anti-inflamatorias —
interleucina 10 (IL-10), fator transformador de crescimento  (TGF-B). J& foram observadas
em estudos altas concentragdes das citocinas TNF-a e IL-6 durante o desencadeamento de
estados inflamatorios. As citocinas também foram associadas com varias doencas como
obesidade, alzheimer, diabetes, artrite reumatoide e aterosclerose. As acoes das citocinas nos
processos inflamatorios podem estar relacionadas com a ativacdo de genes como os de
MMPs, elevacao da sintese de proteina C reativa e de moléculas de adesdo, como a molécula
de adesdo intercelular -1 (ICAM-1), responsavel pelo recrutamento de células imunes (CHEN

etal, 2017; TURNER et al., 2014).

2.4.6 Corpusculos lipidicos

Corpusculos lipidicos (CLs) sdo organelas citoplasmaticas formadas por um core
lipidico neutro (fosfolipideos e esteres de colesterol) cercado por uma monocamada de
fosfolipideos que apresenta uma diversidade de proteinas associadas (Figura 6) (BOZZA,

VIOLLA, 2010; HERKER, OTT, 2012).

Phospholipids
Cholesterol

Neutral lipids

Proteins

Figura 6. Estrutura do corpusculo lipidico. Fonte: BOREN et al. (2013).



36

Durante um longo periodo os CLs foram considerados organelas especificas de
determinados tipos celulares, como hepatdcitos e adipdcitos, e sua presenca associada apenas
com o armazenamento intracelular de lipideos, no entanto com o avanco dos estudos foram
observadas a presencga de CLs em outras células, por exemplo leucécitos, no qual sdo sitios de
mediadores inflamatérios (MURPHY et al, 2011). Além disso, diversas fungdes tém sido
associadas aos CLs, tais como ativacdo e sinalizagdo celular e transporte de lipideos e
proteinas. Igualmente tém sido relacionados com a patogénese de diversas doencas, incluindo
aterosclerose, diabetes, obesidade e cancer (ROBENEK, 2006; MURPHY et al, 2011).

O modelo predominante sobre a formagdo dos CLs descreve que estes sdo originados
do reticulo endoplasmatico (RE). O CL em formagdo apresenta conteudo lipidico e a
monocamada fosfolipidica derivada do RE originario e o processo para a ligagdo das proteinas
a membrana do CL depende do tipo de proteina, podendo envolver vias de transporte
mediadas por vesiculas, difusdo lateral com a membrana do RE, entre outros (BOZZA,
VIOLLA, 2010, HERKER, OTT, 2012).

Os CLs estao relacionados com o processo inflamatério sendo responsaveis pelo
armazenamento ¢ sinalizacdo para a formagao de eicosanoides. Os eicosanoides pertencem a
familia do &cido araquiddnico e sao sinalizadores lipidicos que atuam na ativacdo, migracao e
proliferagcdo celular. Além disso, diferentes enzimas envolvidas no metabolismo do acido
araquidonico, que tem como produto os eicosanoides, foram encontradas nos CLs, ratificando
a participacao destes na produgdo de mediadores inflamatérios (BOZZA, VIOLLA, 2010).
Ademais, os CLs tém sido identificados abundantemente em células participantes de
processos inflamatdrios e degenerativos (PACHECO et al., 2002).

A regulagdo sobre inibidores da formagdo dos CLs tém sido estudada como estratégia
para redugdo de sua formagdo e consequentemente terapia para as patogéneses com que estao
associados. Um dos alvos bastante estudados ¢ o receptor ativado por proliferadores de
peroxissoma gama (PPARYy), tendo sua inibicdo em macréfagos ja sido relacionada com a
reducdo do numero de CLs e o aumento da destruicdo de patdégenos (BOZZA, VIOLLA,
2010).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

A extragdo e caracteriza¢do quimica parcial de polissacarideos sulfatados da alga verde
U. lactuca L., bem como a avaliacdo da atividade anti-inflamatéria destes em linhagem de
macréfagos RAW 264.7 e macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6 estimulados

com LPS.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e  Obter os PS por fracionamento com volumes crescentes de acetona;

. Caracterizar quimicamente os PS das fragdes obtidas (agtcares totais, sulfato,
acidos uronicos, proteinas e fenélicos);

e  (aracterizar fisico-quimicamente (eletroforose em tampdo PDA, peso
molecular por eletroforese em tampao TBE e coluna de gel-filtragao);

e  Determinar a composi¢ao monossacaridica de cada fragdao por FACE;

e  Analisar as fragdes por RMN (RMN '*C; RMN 'H; RMN 2D HSQC; RMN 2D

e  Analisar a citotoxidade dos PS em macréfagos da linhagem RAW 264.7;

e  Avaliar a atividade dos PS sobre a producdo indireta de 6xido nitrico com
estimulo com LPS em cultura de macréfagos RAW 264.7 e em macrofagos peritoneais de
camundongos C57BL/6;

e  Avaliar acdo dos PS sobre o atividade das MMP 2 e 9 em macrofagos RAW
264.7 e em macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6;

e Avaliar o efeito dos PS sobre a formacdo de corpusculos lipidicos em
macréfagos RAW 264.7 e em macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6;

e  Avaliar a atividade dos PS sobre a produgdo de citocinas, TNF-a e IL-6 em
macrofagos RAW264.7.

e  Analisar a translocacdo do NF-kB apos estimulo com LPS e incubag¢do com o
PS de U. lactuca L.;

e  Avaliar a peroxidagao lipidica pelo ensaio do TBARS;
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e  Avaliar a expressao de MMP-2 e 9 e PPARy por western blot.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL
4.1.1 U. lactuca L. — Descri¢do taxonémica

A descrigao taxondmica da alga verde U. lactuca L., a qual teve os polissacarideos

sulfatados investigados em nosso estudo, é:

Reino: Plantae
Filo: Chlorophyta
Classe: Ulvophyceae
Ordem: Ulvales
Family: Ulvaceae
Género: Ulva
Espécie: Ulva lactuca Linnaeus

4.1.2 Cultura de células

As células da linhagem de macrofago RAW 264.7, provenientes de camundongos Mus
musculus em macréfagos com leucemia induzida por Abelson leukemia virus, foram mantidas
em nitrogénio liquido (criopreservagdo) em solucdo de congelamento composta por 90% de
soro fetal bovino (SFB) e 10% de DMSO. Para os ensaios, as células foram descongeladas e
cultivadas em placas de petri de 100x20 mm, contendo 10 mL do meio de cultura DMEM
com antibiotico penicilina/estreptomicina 0,1% e suplementado com 10% de SFB, e mantidas
a 37 °C na atmosfera de 5% de CO,. O meio de cultura foi trocado em dias alternados até a
realizagdo do experimento.

Os macrofagos peritoneais foram obtidos a partir de lavado peritoneal de
camundongos da linhagem isogénica C57BL/6. A lavagem peritoneal foi realizada com meio
RPMI gelado e suplementado com antibidtico penicilina/estreptomicina 0,1% e 2% de SFB,

sendo as células mantidas a 4°C até o plaqueamento.
4.1.3 Camundongos

Os camundongos C57BL/6 foram fornecidos pelo Centro de Biologia da Reprodugao
da UFJF com projeto aprovado pelo comité de Etica/UFJF - protocolo 016/2016

CEUA/UFJF. Os animais foram mantidos no biotério do Laboratério de Biologia Celular,
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Instituto de Ciéncias Biologicas, UFJF. Para a realizacdo dos experimentos os camundongos

tinham de 4 a 6 semanas e peso em torno de 26 gramas.

4.1.4 Reagentes

Acetona da Proquimicos (Bogota, Colombia);

Acido bérico da Vetec Quimica Fina Ltda. (Duque de Caxias, RJ, Brasil);

Acido isobutilico, 4cido sulfurico e coomassie G-250 foram obtidos da Vetec Quimica
Fina Ltda. (Duque de Caxias, RJ, Brasil);

Acrilamida da Ludwig Biotecnologia Ltda. (Porto Alegre, RS, Brasil) e Bisacrilamida
da Neon Comercial Ltda. (Sao Paulo, SP, Brasil);

Albumina bovina obtida da INLAB (Sao Paulo, Brasil);

ALCALASE® (Bacillus licheniformis) obtida da Merck Millipore (Darmstadt,
Alemanha);

Agarose Bio-Rad Laboratories Inc. (Richmond, CA, EUA);

Anti-MMP9 ab38898 obtido da abcam (Cambridge, Reino Unido);

Anti-MMP2 sc-13594 obtido da Santa Cruz (Texas, EUA);

Anti-mouse sc-2314 obtido da Santa Cruz (Texas, EUA);

Azul de toluidina obtido da Vetec Quimica Fina Ltda (Duque de Caxias, RJ, Brasil),
Benzina adquirida da ISOFAR Industria e Comércio de Produtos Quimicos Ltda.
(Duque de Caxias, RJ, Brasil);

Brometo de cetiltrimetilamonio (CETAVLON) da Merck (Darmstadt, Alemanha);
Cianoborohidreto de sédio e 2-aminoacridona (AMAC) foram adquiridos de Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA);

Carbazol e tetraborato de so6dio foram obtidos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO,
EUA);

EDTA sol dissodico da Exodo Cientifica (Sao Paulo, Brasil);

Gelatina Difco obtida da Interlab Distribuidora de Produtos Cientificos (Sao Paulo,
SP, Brasil);

Meio Dulbecco MEM adquirido da Cultilab (Sao Paulo, Brasil);

Meio RPMI-1640 obtido da LGC Biotecnologia (Sao Paulo, Brasil);
N,N,N,N-tetrametiletilenodiamina (TEMED) obtido da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis,
MO, EUA);

Padrdes monossacarideos obtidos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA);
Padrdes dextram sulfato (8 kDa) e dextram (60-90 kDa e 100-200 kDa) foram obtidos
da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA);

Persulfato de amoénio (APS) da Vetec Quimica Fina Ltda. (Duque de Caxias, RJ,
Brasil);

Pierce® BCA Protein Assay kit obtido da Thermo Scientific (Waltham, MA, EUA);
PPARYy (E-8): sc-7196 obtido da Santa Cruz (Texas, EUA).

Sephadex G-200 da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA);

Soro fetal bovino inativado e estéril da Cultilab (Sao Paulo, Brasil);

Sulfamilamida e N-(1-Naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride (NED) da Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA);

SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate obtido da Thermo Scientific
(Waltham, MA, EUA);
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e SuperSignal West Pico PLUS obtido da Thermo Scientific (Waltham, MA, EUA);
e Thiazole blue tetrazolium bromide (MTT) obtido da Amresco (Texas, EUA).

4.1.5 Equipamentos

e Banho ultrassonico Ultra Sonic Cleaner modelo USC-2800 adquirido da Unique
(Idaiatuba, Sao Paulo, Brasil);

e Centrifugador Excelsa Baby da Fanem Ltda (Sao Paulo, Brazil);

e (Camara de eletroforese em gel de agarose horizontal foi adquirido da técnica
Permatron Ltda. (Joinvile, SC, Brasil);

e Centrifuga refrigerada 5810 R da Eppendorf (Hamburgo, Alemanha);

e Cuba de eletroforese horizontal DIGEL da Dongfang Equipament CO Ltd. (China,
Republica Popular);

e Estufa de secagem e esterilizagdo Modelo 315 da Fanem (Sao Paulo, Brasil);

e Fluxo laminar modelo 1300 series A2 obtido da Thermo Scientific Waltham, MA,
EUA);

e Fonte de corrente continua regulavel Electrophoresis Power Supply Model 494 da
Instrumentation Specialties Company (USA);

e Incubadora de células modelo 3111 da Thermo Scientific (Waltham, MA, USA);

e Sistema de eletroforese vertical Mini-PROTEAN® Tetra Cell da Bio-Rad
Laboratories Inc. (Richmond, CA, EUA);

e Sistema de aquisicdo de imagem GelDoc-It Imaging System e Camara Scientific
Grade CCD GelCam 310, obtidos da UVP (Upland, California, EUA);

e Espectrofotdmetro SP-22, Biospectro (Curitiba, PR, Brasil);

e Espectrofotometro Multiskan GO (Leitor de Microplaca), Thermo Scientific
(Waltham, MA, USA);

e Microscopio Olympus BX53 (Shinjuku, Téquio, Japao);

e Microscopio Axio Observer.Al equipado com AxioCam MRc e software AxioVision,
da Carl Zeiss Microlmaging GmbH (Jena, Alemanha);

e Ultrassom Ultra Cleaner 800 da Unique (Idaiatuba, Sdo Paulo, Brasil).

4.2 METODOS

4.2.1 Extracao dos polissacarideos sulfatados

4.2.1.1 Coleta da alga

A alga verde U. lactuca L. foi coletada no més de agosto de 2016, na praia
Pirambtzios, municipio de Nisia Floresta, Rio Grande do Norte. A alga foi coletada em maré
baixa, retirada com auxilio de material cortante, lavada em alga corrente para eliminac¢do

completa de residuos, seca em estufa a 30°C e triturada manualmente até a obtencdo de po.
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4.2.1.2 Obtengdo do po cetonico

Cerca de 20 g da alga seca foram pesados e submetidos ao processo de deslipidagao,
por meio da adi¢ao de 4 volumes de acetona. A solucdo foi deixada em repouso por 24h a
temperatura ambiente. Apos esse periodo, o material foi filtrado e o processo foi repetido por
3 vezes para a completa eliminagdo dos pigmentos. O residuo obtido foi denominado como p6
cetonico de U. lactuca L., esse foi seco em temperatura ambiente, pesado e submetido a

posterior extracao (Figura 7).

4.2.1.3 Protedlise

O po6 cetonico (19,2 g) obtido foi submetido a protedlise para eliminagao de proteinas
do material. Dessa forma, foram adicionados ao pé cetonico 8 partes de NaCl pH 8 e 194 uL
de Alcalase®, uma endoprotease que hidrolisa ligacdes peptidicas dentro de uma molécula de
proteina. A solu¢do foi deixada por cerca de 16 horas a 50 °C. Apos esse periodo, a enzima
foi inativa por aquecimento a 100 °C por 15 minutos. O sobrenadante foi filtrado com auxilio

de gaze e centrifugado a 3000 rpm por 30 minutos em temperatura ambiente (Figura 7).

4.2.1.4 Fracionamento dos extratos brutos com acetona PA

O sobrenadante obtido apds a protedlise foi medido e submetido a fracionamento com
volumes crescentes de acetona PA (0,3v; 0,5 v; 0,7 v; 1,0 v). A precipitagdo com acetona PA
foi realizada sob agitacdo e o precipitado mantido entre 2 e 8 °C por cerca de 16 horas. Apds
esse periodo, o material foi centrifugado a 3000 rpm, por 30 minutos, o sobrenadante foi
medido e utilizado para nova precipitacdo com acetona PA. Os precipitados obtidos foram

submetidos a secagem em dessecador, pesados, € denominados U30, U50, U70 ¢ U100

(Figura 7).



42

Alga seca
triturada

Deslipidag¢ao com 4v de
Acetona PA (24h por 4x)

Po cetdnico

NaCl 0,25M pH 8 Banho-maria 50°C/
Alcalase® 16 horas

Solucao de
Protedlise

Banho-maria a 100°C por 15 min
Filtragdo e centrifugacdo a 3000
rpm por 30 min

Extrato bruto de Precipitado
polissacarideos
(sobrenadante)

Precipitacdo com acetona PA

Agitagdo
03v | _, 0,5v || 07v . 1,0v
Entre 2 e 8 ° C/
16 horas
Centrifugacao
U30 Us50 u70 U100 3000 rpm/ 30 min

Figura 7. Esquema da extracdo dos polissacarideos sulfatados de U. lactuca L. O po
cetdnico obtido, cerca de 19,40g, foi submetido a protedlise com a enzima alcalase por cerca
de 16 horas. Apos esse periodo, a enzima foi neutralizada e o material filtrado e centrifugado
a 3000 rpm por 30 min. O sobrenadante obtido foi denominado de extrato bruto de
polissacarideos, esse foi entao medido e submetido a fracionamento com 0,3 v de acetona PA,
sob agitacao e o material mantido entre 2° e 8° por cerca de 16 horas. O material obtido apds
o fracionamento foi centrifugado e o sobrenadante submetido ao fracionamento com 0,5 v de
acetona PA. O método foi repetido até o fracionamento com 1,0 v de acetona.

4.2.2 Eletroforese

4.2.2.1 Eletroforese em gel de agarose em tampdo 1,3-diaminopropano acetato (PDA)
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Foi realizada a eletroforese em gel de agarose para avaliar o perfil de migracao de cada
uma das fracdes, a migra¢do ocorre de acordo com a interacdo das cargas negativas da
amostra com o PDA. A eletroforese foi realizada segundo a metodologia de Dietrich &
Dietrich (1976). Aliquotas de 3 a 5 pL obtidas a partir de solugdo 10 mg/mL das fragdes de
polissacarideos foram secas e ressuspendidas em 5 pL de 4gua destilada, sendo entdo
analisadas por eletroforese em gel de agarose (0,5%) em tampao PDA 0,05 M, pH 9,0. A
corrida eletroforética foi realizada em cuba horizontal, refrigerada com gelo, submetida a uma
diferenca de potencial de 100 V por aproximadamente 1 hora e 30 minutos. Apos a corrida
eletroforética, os PS foram precipitados no gel com solugdo de CETAVLON 0,1% por duas
horas. Em seguida, o gel foi seco em corrente de ar quente e os polissacarideos corados com
azul de toluidina 0,1%, acido acético 1% e etanol 50% por 20 minutos. O excesso de corante
foi removido com solugao de acido acético 1% e etanol 50%. A mudanga de cor do corante de
azul para violaceo, fendmeno denominado metacromasia, indica a presenca de sulfato nos PS
analisados. Uma mistura padréo de glicosaminoglicanos (GAG) (5 pL), contendo condroitim
sulfato, dermatam sulfato e heparam sulfato, na concentragdo de 1 mg/ml cada, foi aplicada

no gel como padrao de migracao e para acompanhar a corrida eletroforética.

4.2.2.2 Peso molecular em gel de agarose 1%

A determinagdo do peso molecular modal (PM) de cada fragdo baseou-se na
metodologia descrita por Bhilocha et al. (2011). O PM das fragdes U30, U50, U70 e U100
foram estimados por eletroforese em gel de agarose (1%) em tampao Tris-Borato-EDTA
(TBE - 100 mM de Tris, 100 mM de acido borico e 1 mM de EDTA) pH 8,3. As fragdes (100
ug) foram secas a vacuo e ressuspensas em 5 ul. de tampao de amostra (solucdo azul de
bromofenol 0,2%, glicerol 40% em tampao TBE). A corrida eletroforética foi realizada em
cuba horizontal DIGEL, submetida a uma diferenca de potencial de 40 V por
aproximadamente 3 horas, com o gel submerso em tampao TBE. Apds a corrida, o gel foi
removido da placa e corado com azul de toluidina 0,1% em &cido acético 1% por 20 minutos,
em seguida, o excesso de corante foi removido com solucdo &cido acético 1% deixado por
cerca de 16 horas. Foram utilizados como padrdes de PM: 100 ug de dextram sulfato (8 kDa),
condoitim-4-sulfato (26 kDa) e condroitim-6-sulfato (67 kDa). O PM modal dos compostos
foi obtido por andlise do padrdo de migragdo utilizando o programa TotalLab TL120 1D v
2009 (Nonlinear Dynamics Ltd.).
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4.2.2.3 Eletroforese de carboidrato por fluordforo (FACE)

A composi¢do monossacaridica das fragdes U30, U50, U70 e U100 foi avaliada por
FACE como descrito por Cunha et al. (2015), com modificacdes.

4.2.2.3.1 Derivatizagao dos monossacarideos

Inicialmente as fragcdes dos polissacarideos obtidos foram hidrolisadas com HCI 6 M,
em capilar, a 100 °C por 2 horas. Apos hidrolise, aliquotas correspondentes a 80 ug de agucar
de cada fracdo foram secos e neutralizados a vacuo sob NaOH PA. Em seguida, as fracdes
foram derivatizadas com 5 pL. de solugdo de 2-aminoacridona (AMAC) 50 mM, preparada
previamente em DMSO: acido acético (85:15). Apos 15 minutos em temperatura ambiente,
foram adicionados 5 pl de solug¢do recém preparada de cianoborohidreto de sédio 1 M. As
fragdes foram incubadas em banho a 37 °C por 16 horas e, em seguida, foram adicionados 5
pl. de glicerol 60%. As solugdes dos padroes de monossacarideos (2 pug) foram secas e
derivatizados com AMAC e cianoborohidreto. As fragdes e padrdes derivatizados foram

armazenados a -80 °C.

4.2.2.3.2 Preparo dos géis de poliacrilamida e eletroforese

A FACE foi realizada em sistema de eletroforese vertical com laminas de 7,2 cm com
espacadores de 0,75 mm. A corrida eletroforética foi realizada em gel de acrilamida-
bisacrilamida 25%, preparados em sistema-tampao tris-borato pH 7,0 e 6,8 e a corrida em
tampao tris-glicina-borato pH 8,3.

Em cada poco foram aplicados 2 pL. das amostras e padrdes. A corrida eletroforética
foi realizada sob uma diferenga de potencial de 100 V por cerca de 20 minutos, em seguida,
aumentada para 220 V até o fim da corrida. A migracdo dos monossacarideos foi
acompanhada utilizando luz UV 320-400nm (luz negra). Apos a corrida, as imagens foram
digitalizadas em GelDoc-It Imaging System (transluminador UV com filtro em 365 nm e
Camara Scientific Grade CCD GelCam 310), em diferentes tempos de exposi¢ao. A imagens
obtidas foram densitometradas utilizando o programa TotalLab TL120 1D v 2009 (Nonlinear
Dynamics Ltd.).
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4.2.3 Dosagens quimicas

4.2.3.1 Dosagem de aguicares totais

O método para dosagem de acucares totais foi realizado segundo Dubois et al. (1956).
Aliquotas de 10 pL das fragdes U30 e U100 e aliquotas de 5 pL. das fracdes U50 e U70
obtidas a partir de solugao 10 mg/mL de cada fragao foram adicionadas em tubos de ensaio ¢
o volume completado para 1000 pulL com agua destilada. Em seguida, foram adicionados 25
pL de fenol 80% e 2,5 mL de acido sulfurico PA, rapido e diretamente sobre a amostra. Os
tubos foram deixados em repouso por 10 minutos, agitados e incubados na temperatura de 37
°C por 30 minutos. A leitura da absorbancia foi realizada em 490 nm no espectrofotdmetro

SP-22. Os valores de actcares totais foram calculados por meio de curva padrao da fucose.

4.2.3.2 Dosagem de sulfato

O método para dosagem de sulfato baseou-se na metodologia descrita por Dodgson
(1961). Inicialmente, aliquotas de 10 pL de solugdes 10 mg/mL de cada fracao de
polissacarideos (100 pg) foram hidrolisadas com HCI 8M, em capilar, a 100 °C por 6 horas.
Apos hidrdlise, as fracdes foram transferidas para tubos de 5 mL, secas e neutralizadas no
dessecador a vacuo sob NaOH PA. Em seguida, as fragdes secas foram ressuspensas em 1,5
mL de 4gua e adicionados 0,5 mL do reagente de gelatina-cloreto de bario (0,5% gelatina e
0,5% cloreto de bario). As solugdes foram homogeinizadas e as leituras de absorbancia foram
realizadas a 500 nm no espectrofotometro SP-22. Os valores de sulfato inorganico foram
calculados por meio da curva padrao de sulfato de s6dio com concentragdes entre 10 e 50

png/mL, submetido as mesmas condi¢des de hidrolise acida das fragdes de polissacarideos.

4.2.3.3 Dosagens de acidos urénicos

O método para dosagem de acidos urdnicos baseou-se na metodologia descrita por Di
Ferrante (1956). Aliquotas de 10 pL. das fragdes obtidas a partir de solugdo 10 mg/mL foram
adicionadas em tubos de ensaio € o volume completado para 250 pLL com dgua destilada. Em
seguida, foram adicionados, cuidadosamente pela parede, 2,5 mL do reagente borato
(tetraborato de s6dio 0,4% em acido sulfurico) e 100 pL. de carbazol (0,1% em metanol 95%).
Os tubos foram agitados cuidadosamente em vortex e aquecidos em banho a 100°C por 15

minutos. A leitura da absorbancia das amostras foi realizada em 525 nm no espectrofotdmetro
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SP-22. A concentracdo de acidos urdnicos foi calculada por meio de curva padrao de acido
glucurdnico, com concentragdes entre 5 e 40 pg/mL.

4.2.3.4 Dosagem de proteinas

O método para dosagem de proteinas baseou-se na metodologia descrita por Bradford
(1976). Aliquotas de 10 pL obtidas a partir de solugdo 10 mg/mL de cada fracdo foram
adicionadas em tubos de ensaio e o volume completado para 100 pL. com dgua destilada. Em
seguida, foram adicionados 2,9 mL do reagente de Bradford. A leitura da absorbancia foi
realizada em espectrofotometro SP-22 em 595 nm. Para a obtencdo da curva padrdo foi
utilizada uma solu¢ao de albumina Img/mL em agua destilada, sendo testado um intervalo de

5 a 50 pg de albumina.

4.2.3.5 Dosagem de compostos fenolicos

O método para dosagem de compostos fendlicos baseou-se na metodologia descrita
por Reicher, Sierakowski e Correa (1981), com adaptagdes. Cada fracdo foi testada na
concentracao de 0,5 mg/mL em agua. A cada tubo de ensaio foi adicionado 0,5 mL do
reagente de Folin-Ciocalteu 1:10 e 0,5 mL de solu¢do tampdo de carbonato de soédio 10%.
Apos repouso por 60 minutos em temperatura ambiente os tubos foram centrifugados a 3000
rpm por 5 minutos. A determinag¢do do contetido total de fenolicos foi realizada a partir da
curva padrao de acido tanico. Para a obtencdo da curva padrao foi utilizada uma solugdo
estoque de acido tanico (1mg/mL), sendo obtidas concentra¢des de 1 a 20 ug/mL de acido
tanico. A leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotometro SP-22 em 760 nm. O
teste foi realizado em triplicata e o teor de fenois totais foi expresso em pg de acido tanico/mL

de amostra.

4.2.4 Cromatografia

4.2.4.1 Cromatografia de gel filtracdo Sephadex G-200

O peso molecular modal das fragdes também foi estimado por cromatografia de gel
filtracdo em Sephadex G-200, a qual possui limite de deteccao de 1-200 kDa. As fragdes (10
mg) foram diluidas em 1 mL de acido acético 0,05 M e aplicadas na coluna de gel filtracao
contendo cerca de 70 mL de resina. Apds aplicacdo da fragcdo, as mesmas foram eluidas com

acido acético 0,05M em 70 fragdes de 1 mL. Os padroes condroitim sulfato (26 kDa), dextram
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sulfato (67kDa), dextram (60-90 kDa) e dextram (100-200 kDa) (10 mg/mL) foram aplicados
a coluna de Sephadex G-200 e eluidos da mesma forma como as amostras. Posteriormente, as
fracdes recolhidas das amostras e padrdes foram analisadas por dosagem de acucar total

descrita por Dubois et al. (1956) e eletroforese em PDA.

4.2.5 Ressonancia Magnética Nuclear

A ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D e 2D (1H, 13C, HSQC e COSY) foi
realizada usando um espectrometro Bruker Avance II1 400 MHz. As fragdes U50 e U70 (40—
50 mg) foram dissolvidas em D20 e os deslocamentos quimicos 1H e 13C foram expressos
em ppm relativos ao TMSP-d4 (2,2,3,3-tetradeuterium-3-trimethylilsilylpropionate; 1 = 0 para
13C e 1H) a 70 °C. Os ensaios foram realizados no laboratério pertencente ao Departamento

de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Parana, Parana.

4.2.6 Ensaios bioldogicos

4.2.6.1 Teste de reducdo do MTT

O método para avaliar a redugdo do MTT baseou-se na metodologia descrita por
Mosmann (1983). Em placa de 96 pogos, foram plaqueadas 1 x 10* células RAW 264.7 por
pogo e submetidas a adesdo por 24 horas. Em seguida, as células foram incubadas com as
fragdes U30, U50, U70 e U100 nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL. As células ficaram em
contato com as amostras por um periodo de 44 horas, foram entdo adicionados 20 pL de sal
de tetrazolium MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl. Apos 4 horas, a viabilidade
celular foi medida pela conversdao do sal de tetrazolium em cristais de formazan (coloracao
azul), os cristais sdo solubilizados em DMSO PA ¢ a absorbancia medida em leitor de

microplacas em 570 nm.

4.2.6.2 Dosagem de oxido nitrico por Griess

A dosagem de oxido nitrico produzido pelos macrofagos RAW 264.7 e por
macroéfagos peritoneais de camundongos da linhagem C57BL/6 em condigdes basais € com
estimulo com LPS 0,1 pg/mL foi realizada por meio do Método de Griess e baseou-se na
metodologia descrita por Green et al. (1982). Para os macréfagos RAW 264.7, foram

plaqueadas 8 x 10* células por poco e submetidas a adesdo por 24 horas. Em seguida, as
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células foram incubadas com as fragdes U30, U50, U70 ¢ U100 nas concentragdes de 12,5,
25,50 e 100 pg/mL. As células ficaram incubadas com as amostras e LPS por um periodo de
24 e 48 horas. O sobrenadante foi recolhido e o 6xido nitrico determinado de forma indireta
por meio da conversao de nitrato (NO3") a nitrito (NO2"), pela a¢do da enzima nitrato-redutase
e o nitrito quantificado pela reacdo de Griess. Para a reacdo de Griess adicionou-se a 100 pLL
de sobrenadante, 100 pL do reagente de Griess (sulfonilamida em H3PO4 5%/ N-1-naftil-
etilenodiamia dihidrocloreto em agua destilada) e apds 10 minutos a absorbancia foi lida em
leitor de microplaca a 560 nm. A concentragdo de nitrito foi determinada usando uma curva
padrdo de nitrato de sodio (500 a 8,7 ng/mL) e expressos em uM de NO;".

Para o ensaio com os macrofagos peritoneais, foram plaqueadas 1 x 10° células por
poco e submetidas a adesdo por 16 horas. Em seguida, as células foram incubadas com a
fragao U70 nas concentragdes 50 ¢ 100 pg/mL e realizado estimulo com LPS 0,1 pg/mL. O
procedimento para dosagem do nitrito foi o mesmo descrito anteriormente para os macréfagos

RAW 264.7.

4.2.6.3 Dosagem de oxido nitrico em dois modelos de estimulo nos tempos de 30 minutos e 24

horas

Também foi avaliada em macrofagos RAW 264.7 a producao de 6xido nitrico por dois
modelos de estimulo. Para o tempo de 30 minutos, no modelo 1 buscou-se avaliar uma agao
preventiva, incubando as células com a fragdo U70 nas concentragdes 12,5, 25 e 50 pg/mL
por um periodo de 30 minutos, em seguida o sobrenadante foi recolhido e as células
estimuladas com LPS 0,1 pg/mL também por 30 minutos. Apos tratamento e/ou estimulo as
células foram incubadas com meio DMEM suplementado com SFB 2% por 48 horas (Figura
8A). Ja no modelo 2, buscou-se avaliar uma acdo curativa, no qual as células foram
estimuladas com LPS 0,1 pg/mL por 30 minutos, em seguida o sobrenadante foi recolhido e
as células incubadas com a fracdo U70 por 30 minutos. Apds tratamento e/ou estimulo as

células foram incubadas com meio DMEM SFB 2% por 48 horas (Figura 8B).
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48 h com DMEM + SFB 2%
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Figura 8. Esquema dos modelos da dosagem de dxido nitrico apo6s estimulo por 30
minutos. A. Modelo 1. B. Modelo 2.

Para o tempo 24 h, no modelo 1 as células foram incubadas com a fracdo U70 por 24h
nas concentragdes 12,5, 25 e 50 pg/mL e estimuladas por mais 24 h com o LPS 0,1 pg/mL e
da mesma maneira para o modelo 2, 24 h de estimulo com LPS 0,1 pug/mL e mais 24h de
incubagao com a fracdo U70 nas concentragdes 12,5, 25 e 50 pg/mL.

O procedimento de plaqueamento e quantificagdo de nitrito foi realizado como

descrito anteriormente.

4.2.6.4 Avaliagao da atividade das metaloproteinases por zimografia
4.2.6.4.1 Cultura de células

Em placa de 96 pogos, foram plaqueadas 8 x 10* células RAW 264.7 por pogo e
esperado 24 horas para adesdo das células. Em seguida, as fragdes U50 e U70 foram aplicadas
nas concentracoes de 12,5, 25, 50 ¢ 100 pg/mL e o estimulo foi realizado com LPS 0,1 pg/mL
em DMEM suplementado com SFB 2%. As células ficaram em contato com as amostras e
LPS por um periodo de 48 horas. O sobrenadante foi recolhido para ser utilizado para a

dosagem.

4.2.6.4.2 Dosagem de proteinas pelo método BCA
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Foi realizada a dosagem de proteinas no sobrenadante utilizando-se o kit Pierce®
BCA Protein Assay Kit. Em placa de 96 pogos, foi adicionado 5 pL de sobrenadante e o
volume completado para 25 pL. Em seguida, adicionou-se 200 pL do reagente de trabalho (50
partes de BCA reagente A + 1 parte de BCA reagente B). A dosagem de proteinas foi
realizada por meio da curva padrao de albumina (1 mg/mL), para tal foram adicionados 25 uL
de albumina com concentrag@o entre 2000 a 25 mg/mL e 200 pL do reagente de trabalho. A
placa foi entdo incubada a 37°c por 30 minutos e a leitura realizada em leitor de microplacas a

540 nm.

4.2.6.4.3 Zimografia

A zimografia foi realizada em sistema de eletroforese vertical Mini-PROTEAN Tetra
Cell com laminas de 7,2 cm com espagadores de 0,75 mm. A corrida eletroforética foi
realizada em gel de acrilamida-bisacrilamida 7,5 %, preparados em sistema-tampao tris-
glicina (250uM/1,92M) pH 8,3 contendo dodecil sulfato de s6dio (SDS) 1 %. Para analise da
atividade das metaloproteinases foi adicionado gelatina 2,5 % como substrato ao gel (gelatina
sem sabor Royal®).

Volumes equivalentes a 10 ug de proteina de cada amostra, previamente quantificadas,
foram aplicadas ao gel para migracao eletroforética (30 mA a 4 °C) em tampao de Tris-glicina
(25mM/192mM). Apos a migragdo, os géis foram lavados com 100 mL de Triton X-100 2% e
incubados com 100 mL de tampao de incubagao (50 mM Tris-HCI, pH 8.2, SmM CaCl, e
1uM ZnCl,) por 24 horas a 37 °C. Em seguida, os géis foram corados com Coomassie Blue
R250 (0,5% de corante, 30% de metanol ¢ 10% acido acético) e descorados com solugdo
descorante (30% de metanol e 10% &cido acético). A atividade das gelatinases foi evidenciada
pela presenca de regides claras nos géis. Para medir a intensidade dessas bandas foi utilizado

o programa TotalLab TL120 1D v 2009 (Nonlinear Dynamics Ltda).

4.2.6.5 Dosagem de citocinas por ELISA

Para quantifica¢do de citocinas pro-inflamatorias produzidas pela célula RAW 264.7,
as cé€lulas foram estimuladas com LPS 0,1 pg/mL, e concomitante, incubadas com as fragdes
US50 e U70 nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL por 48 horas. A dosagem das citocinas,

TNF-a e IL-6 presentes nos sobrenadantes da cultura celular foi realizada pelo método de
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ELISA do tipo sanduiche, de acordo com as instrugdes do fabricante dos kits (Duo Set Kit, R

& D Systems, Minneapolis, MN, EUA).

4.2.6.6 Translocagdo do fator de transcri¢cao NF-kB por imunohistoquimica

As células RAW 264.7 (50.000 células) foram plaqueadas sobre laminulas estéreis,
apos 12 horas as células foram incubadas com a fracdo U70 e estimuladas com LPS 0,1
ug/mL. Depois de 30 minutos, as células foram lavadas com HBSS'™ e fixadas com
paraformaldeido 4% por 15 minutos. Foi adicionado metanol -20°C por 15 minutos e em
seguida glicina 0,1M por 30 minutos em banho de gelo. As laminulas foram entdo incubadas
com solugdo de bloqueio (albumina 1%, triton x-100 0,1% em HBSS*) por 1 hora.

As células foram entdo incubadas com anticorpo primdrio anti-p65 NF-kB 1:800
(SC8008 —Santa Cruz) por overnight em 4 °C. Apo6s lavagem com solugdo de bloqueio,
incubadas com anticorpo secundario Alexa Fluor 488-conjugated 1:250 por 1 hora. O ntcleo
foi corado com DAPI 1:5000 em tampao de bloqueio por 30 minutos. As laminulas foram
montadas em laminas usando Prolong Gold. As imagens foram capturadas por microscopia
confocal, microscopio Axio Observer.Al equipado com AxioCam MRc e software
AxioVision, da Carl Zeiss Microlmaging GmbH (Jena, Alemanha) em laboratorio
multiusuario da INFAR, Universidade Federal de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

A porcentagem da area do ntucleo celular na qual o NF-kB (fluorescéncia verde) estava

presente ap0s a translocacao foi calculada utilizando-se o programa Image-J 1.46 (Fiji).

4.2.6.7 Avaliagdo da expressdo de proteinas por western blot

4.2.6.7.1 Obtengao do lisado celular e sobrenadante

Para obtengdo do lisado celular foram plaqueadas 2 x 10° células RAW 264.7 ou
células peritoneais por placa de petri 35x10 mm, esperado um periodo de 24 horas para
adesdo das células RAW 264.7 e 12 horas para os macrofagos peritoneais. Em seguida, a
fragao U70 foi aplicada na concentragdo de 100 ug/mL e o estimulo foi realizado com LPS
0,1 pg/mL. As células ficaram em contato com as amostras e LPS por um periodo de 24 e 48
horas. O sobrenadante foi recolhido e as células raspadas em PBS 1x, esse material foi
centrifugado a 1500 rpm por 15 minutos a 4 °C, o pellet de células foi entdo ressuspendido

com tampao de lise e sonicado por duas horas e ap6s esse periodo centrifugado a 14000 rpm
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por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e apds dosagem das proteinas no material,
adicionado tampao de amostra com mercaptopurina, fervido por 10 minutos e armazenado a -
80°C até a analise.

Para deteccao das metaloproteinases, foi utilizado o sobrenadante, visto que as
metaloproteinases sdo secretadas pelas células, sendo adicionado tampao de amostra 5x a
aliquotas de 35 pL de sobrenandante de cada condigdo testada, fervido por 10 minutos e o

material armazenado a -80°C até analise.

4.2.6.7.2 Corrida

A corrida foi realizada em sistema de eletroforese vertical Mini-PROTEAN Tetra Cell
com laminas de 7,2 cm com espacadores de 1,5 mm. A corrida eletroforética foi realizada em
gel de acrilamida-bisacrilamida 10%, preparados em sistema-tampao tris-glicina
(250uM/1,92M) pH 8,3 contendo dodecil sulfato de sodio (SDS) 1%.

Volumes equivalentes a 60 pg de proteina de cada amostra, assim como o padrio de
peso pré-corado, foram aplicados no gel para migragao eletroforética (32 mA), em tampao de
Tris-glicina (250uM/1,92M). Apds a migragdo, os géis foram transferidos para membrana
Immobilon® em PVDF a 200 mA por 2 horas. Em seguida, a membrana foi bloqueada com
leite em p6 Molico® 2,5% por uma hora. Para avaliacdo da expressdo de PPARy a membrana
foi incubada com o anticorpo primario PPARy (E-8): sc-7196 diluido 1:500 em leite em po
por overnight e com anticorpo secundario anti-mouse sc-2314 diluido 1:10.000 por 1 hora. Ja
para avaliacdo das metaloproteinases foi utilizado como anticorpo primario anti-MMP9
ab38898 e anti-MMP2 sc-13594 diluido 1:1000 e como anticorpo secundario anti-mouse sc-
2314 diluido 1:10.000.

4.2.6.7.3 Revelagao

As membranas foram reveladas em sala escura utilizando filmes Amersham
Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare) com os reveladores SuperSignal West Pico PLUS e
SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate com o tempo de exposi¢ao entre 20 e 40
minutos. As bandas proteicas foram escaneadas e densitometradas no programa TotalLab

TL120 1D v 2009 (Nonlinear Dynamics Ltda).

4.2.6.8 Biogénese de corpusculo lipidicos
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4.2.6.8.1 Linhagem celular RAW 264.7

Para andlise quantitativa de corptsculos em linhagem RAW 264.7, as células (1 x
10%/pogo) foram plaqueadas em placas p24 contendo laminulas circulares de 12 mm no fundo
para adesdo dos macrofagos. Foi esperado um periodo de 24h para adesdo das células para
posterior estimulagdo. Os macrofagos foram incubados com a fragdo U70 nas concentragdes
de 50 e 100 pg/mL com e sem estimulo com LPS (0,1 pg/mL). Ap6s periodo de 24 horas o

sobrenadante foi recolhido e as células coradas com Oil red O para posterior analise.

4.2.6.8.2 Macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6

Para a extracdo dos macrofagos peritoneais, os camundongos da linhagem C57BL/6
foram eutanasiados em camara de CO,, em seguida foi realizada lavagem peritoneal com 4
mL de RPMI com SFB 2%. Foi utilizado um pool de 5 animais para cada um dos trés grupos
avaliados. Apos contagem em camara de Newbauer utilizando reagente de Turkey, as células
obtidas do lavado peritoneal foram plaqueadas (1 x 10%pogo) em pogos contendo laminulas
circulares no fundo para adesdao dos macrofagos. As células foram incubadas por 2 horas e,
posteriormente, os poc¢os foram lavados por duas vezes com RPMI com antibidtico
penicilina/estreptomicina 0,1% para a retirada das células ndo aderidas. Os macrofagos foram
incubados com a fragdo U70 nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL com e sem estimulo com
LPS (0,1 pg/mL). Apds periodo de 24 e 48 horas o sobrenadante foi recolhido e as células

coradas com Oil red O para posterior analise.

4.2.6.8.3 Coloragao por Oil red O

A coloragdo de corpusculos lipidicos foi realizada com o corante de lipidios neutros,
Oil red O (ORO), onde as laminulas contendo as células foram fixadas em formalina 10% por
20 min a 24h. Em seguida as laminulas foram lavadas por duas vezes com agua destilada.
Posteriormente, as laminulas receberam solu¢cdo de ORO por 5 min. Em seguida, foram
lavadas novamente com agua destilada e cobertas com isopropanol 30%. As laminulas foram
entdo lavadas por duas vezes com agua destilada e lavadas com solu¢do de 4,6-diamino-2-
phenylindole (DAPI) em PBS 1x. Em seguida, montadas com glicerol 70%. Os corpusculos
lipidicos foram analisados no campo claro e contadas um total de 50 células por laminulas A

morfologia das células fixadas foi observada e fotografada em microscopio de fluorescéncia
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Olympus BX53, equipado com camera digital, em objetiva de 100x. As imagens foram

processadas pelo programa Image-J 1.46 (Fiji).

4.2.6.9 Avaliagdo da peroxidagdo lipidica pelo método das substancia reativas ao acido

tiobarbiturico (TBARS)

O método para avaliar a peroxidagdo lipidica baseou-se na metodologia descrita por
Draper e Hadley (1990) com modificagdes. Em placa de petri 35x10 mm foram plaqueadas 1
x 10% células RAW 264.7 por pogo e submetidas a adesdo por 24 horas. Em seguida, as células
foram incubadas com a fragdo U70 nas concentragdes de 12,5, 25, 50, 100 e 200 pg/mL. As
células ficaram em contato com as amostras por um periodo de 30 minutos. Em seguida o
meio foi retirado e as células recolhidas com 100 pL de tampao de lise (Tris.HCI 50 mM,
Tween 20 1%, NaCl 150 mM, EGTA 1mM, inibidor de protease). Foram adicionados 200 pL.
de PBS com BHT 0,2% e o material conservado a -80°C até a analise.

Para a quantificacio do malondialdeido formado foi adicionado a eppendorfs,
aliquotas das amostras correspondentes a 100 pg de proteinas e 50 pL. de TBA a 0,67%. Em
seguida, os eppendorfs foram incubados em banho seco a 96°C por 45 minutos. A absorbancia

das solugdes foi medida em leitor de microplacas em comprimento de onda igual a 535 nm.
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5 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas usando o programa GraphPad Prism® versao
6.0. Os dados obtidos neste estudo foram representados como média + desvio padrdo da
média. Para comparagdes envolvendo mais de dois grupos a analise de variancia (Oneway
ANOVA) foi usada para determinar as diferencas, utilizando o teste estatistico de Tukey.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Foi considerado significativo os

valores de p < 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 DOSAGENS QUIMICAS DAS FRACOES DE U. lactuca L.

Os PS foram obtidos a partir do p6 cetonico de U. lactuca L. (19,2 g) que foi
submetido ao fracionamento com volumes crescentes de acetona (0,3v, 0,5v, 0,7v, 1,0v). As
quatro fragdes obtidas foram denominadas U30, U50, U70 e U100, das quais os rendimentos e
as concentragdes de acucares, sulfatos, acidos urdnicos, proteinas e compostos fendlicos estdo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Concentracdes obtidas nas dosagens quimicas, relagdes entre seus constituintes e
rendimento da extragdo dos polissacarideos de U. lactuca L. para as fragdes U30, U50, U70 e

U100
Fracio Acgtcares Sulfato Acidos Acgucares SO« Acidos
totais (mg/mL) uronicos totais (mmol) uronicos
(mg/mL) (mg/mL) (mmol) (mmol)
U30 4,15 2,5 1,11 0,25 0,26 0,06
Uso 6,96 2,78 2,33 0,42 0,29 0,12
u70 6,64 2,69 2,86 0,55 0,28 0,15
U100 5,97 3,42 0,74 0,36 0,35 0,04
Fracao Acucares SOy47/ Acidos Proteinas Fendlicos Rendimento
totais/ Acticares uronicos/ (mg/mL) (ng/mL) (%)
Acucares totais Acucares
totais totais
U30 1 1,03 0,22 0,08 n.d 1,24
Uso 1 0,68 0,28 0,24 n.d 14,54
Uu70 1 0,69 0,26 0,22 n.d 0,88
U100 1 0,98 0,11 0,19 n.d 1,44

Legenda: n.d - ndo detectado

O conteudo de agucares totais variou entre 4,15 e 6,96 mg/mL (41,5% e 69,6%) e de
sulfato entre 2,50 e 3,42 mg/mL (25% e 34,2%). Acidos urdnicos estio presentes em todas as
fragdes e as proteinas estdo em baixa concentragdo entre 0,08 e 0,24 mg/mL (0,8% e 2,4%).

Nao foi identificada a presenca de fenolicos.

6.2 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE EM TAMPAO PDA PH 9,0
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A eletroforese em gel de agarose em tampao PDA foi realizada com objetivo de
avaliar o perfil eletroforético de cada fracdo, assim como avaliar a presenca de compostos
sulfatados pela metacromasia, indicada pela mudanca de cor do corante (azul de toluidina

0,1%, acido acético 1% e etanol 50%) de azul para violaceo.

-HS

' -CS

30  Us0 U700 Y10 W™

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose em tampao PDA pH 9,0. Foi aplicado no gel de
agarose 50 ug das fracdes U30 e U100 e 30 ug das fracdes US0 e U70. Em seguida, foi
realizada a corrida eletroforética a uma diferenca de potencial de 100 V por aproximadamente
1 hora e 30 minutos, com o gel submerso em tampao PDA. M - mistura padrao de CS, DS e
HS (5 pg de cada).

Na figura 9 estd apresentado o gel de agarose, as fracdes apresentaram perfil
eletroforético semelhante. Para as fracdes U30, U50 e U70 ocorreu metacromasia indicando a
presenga de compostos sulfatados, ja a fracdo U100 foi visualizada como uma banda pouco

corada pelo azul de toluidina.

6.3 DETERMINACAO DO PESO MOLECULAR DAS FRACOES DE U. lactuca L. POR
ELETROFORESE EM TAMPAO TBE E CROMATOGRAFIA DE GEL FILTRACAO Q-
SEPHADEX G-200

O peso molecular das fragcdes de U. lactuca L. foi determinado por métodos distintos,
eletroforese em gel de agarose 1% em tampao TBE e por cromatografia em gel filtracdo.

Na anélise por eletroforese utilizou-se padrdes de agucares sulfatados (DS, C6S e
C4S) com distintos PM, as fragdes apresentaram peso molecular estimado entre 41,2 e 103,94
kDa, os resultados encontrados estdo apresentados na Figura 10. As fragdes U30 e U50

apresentaram duas bandas, enquanto a fragdo U70 apresentou uma unica banda. Nao foi
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possivel estimar o peso molecular da fragao U100, pois essa fracdo ndo se cora com o corante

azul de toluidina 0,1% em acido acético 1%.

U30 U50 U70 U100 DS C4S CeS
Amostras Banda Peso molecular

(kDa)
U30 1 103.94
2 48.57
Us0 1 103,22
2 49.03
Uu70 1 412

U100 - -

Figura 10. Peso molecular das fracoes em gel de agarose em tampao TBE pH 8,3. As
fragdes foram analisadas em gel de agarose 1% coradas com azul de toluidina 0,1%. A figura
apresenta a imagem do gel de agarose e a tabela com as bandas de cada fra¢do e seus pesos
moleculares estimados. Legenda: DS. Dextram sulfato (8 kDa); C4S. Condroitim-4-sulfato
(26 kDa); C6S. Condroitim-6-Sulfato (67 kDa); O - Origem.

Como descrito, o peso molecular das amostras também foi estimado por gel filtragao
Q-Sephadex G-200, nessa analise o perfil cromatografico de cada fragdo foi determinado por
dosagem de acucar pelo método de Dubois et al. (1956) e o peso molecular estimado por
comparacao com os padrdes utilizados. Os resultados obtidos, apresentados na Figura 11,
foram similares aos encontrados na eletroforese com TBE. As fragcdes U30 e US50
apresentaram duas familias de polissacarideos, sendo uma com peso molecular em torno de
100 kDa e outra entre 50 e 25 kDa, ja a U70 uma tnica familia, com peso entre 40 e 30 kDa e
a U100 trés familias, uma com mais de 200 kDa, que era o limite da coluna, outra com cerca

de 85 kDa e a ultima com cerca de 20 kDa.
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Figura 11. Graficos da dosagem de acucar das fracdes eluidas de U30, US0, U70 e U100
apos cromatografia em coluna de gel filtracio Q-Sephadex G-200. Foram realizadas
dosagens de acucares, pelo método de Dubois et al., 1956, das fracdes pares de cada eluigdo,
tanto das amostras quanto dos padroes utilizados. Fonte: Elaborada pela propria autora.

A partir da andlise da dosagem de agucares, as fragcdes eluidas foram entdo agrupadas,
obtendo-se 2 grupos para fracdo U30 (U30-G1 e U30-G2), 3 para a U50 (U50-G1, U50-G2 e
US50-G3), 1 grupo para U70 (U70-G1) e 3 grupos para U100 (U100-G1, U100-G2 e U100-
G3). Os grupos foram entdo submetidos a eletroforese em gel de agarose com tampao PDA,
juntamente com as amostra de origem, ou seja, aquelas que ndo foram submetidas a
cromatografia em gel filtracdo. Na Figura 12 ¢ possivel visualizar o gel de agarose, no qual
podemos observar a presenca de 2 perfis de corrida eletroforética para a U30 e 2 para a U50
(U50-G2 e US50-G3 apresentaram o mesmo perfil) e a presenca de 1 perfil de corrida
eletroforética para fracdo U70. A fragdo U100, ndo apresentada, ndo foi visualizada com o

corante utilizado.
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Figura 12. Eletroforese em gel de agarose em tampao PDA pH 9,0 apés gel filtracao. Foi
aplicado no gel de agarose 50 ug da fragdo e grupos U30 e 30 pg das fragdes e grupos US0 e
U70. Em seguida, foi realizada a corrida eletroforética a uma diferenga de potencial de 100 V
por aproximadamente 1 hora e 30 minutos, com o gel submerso em tampao PDA. G1 - grupo
1; G2 - grupo 2; G3 — grupo 3; M - mistura padrao de CS, DS e HS (5 pug de cada).

6.4 COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES DE U. lactuca L.

A composi¢ao monossacaridica das fracdes foi avaliada pela FACE, foi realizada uma
eletroforese vertical dos hidrolisados das quatro fragdes e dos padrdes monossacarideos
definidos de acordo com a literatura. Observou-se a presenca de raminose, glicose, galactose,
acido glucuronico e um 4acido uronico nao identificado nas quatro fragdes, exceto pela

galactose que ndo foi observada na fracao U50 (Figura 13).

U30 Gal Glc Rha GIcA GalA US0 U70 Gal Glc Rha GIcA GalA U100

Figura 13. Eletrofluorograma no sistema Tris-Glicina-Borato da composicio
monossacarideos das fracées. Legenda: Gal - Galactose; Glc - Glicose; Rha - Raminose;
GIcA - Acido glucurdnico; GalA - Acido galacturonico; O — origem.

6.5 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
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O espectro de RMN do *C das fragdes U50 e U70 estdo apresentadas nas figuras 14 e
15. O espectro de RMN do '*C da fragio U50 apresenta sinais consistentes com raminose-3-
sulfato ligada ao acido glucurénico e sinais de acido glucurdnico, além disso o espectro de
RMN B3C da U70 apresenta além desses sinais outros consistentes com raminose-3-sulfato
ligada ao acido idurénico (YAICH et al.,, 2017; FREITAS, et al., 2015; TIAN, 2015;
LAHAYE et al., 1999; LAHAYE, INIZAN, VIGOUROUX, 1998). O pico em ¢ 60,01 (CH3, C-
6) no RMN '3C do U70 foi atribuido ao carbono 6 da glicose (LAHAYE, ROBIC; 2007). De
acordo com os espectro do RMN 'H das fragdes U50 e U70, os sinais entre & 4.58~5.51(1H,
H-1) correspondem ao H ligado aos carbonos anomeéricos, indicando que sdo compostos por
raminose-3-sulfato, dcido glucurdnico e acido idurdnico. O pico forte em o 1,287 (3H, CH3)
foi devido ao —CH3 da L-raminose, confirmando sua presenca (FREITAS, et al., 2015; TIAN,
2015; LAHAYE, INIZAN, VIGOUROUX, 1998; KOPEL et al., 2016). Os sinais completos
sdo apresentados na tabela 3.

No RMN HSQC, que apresenta os picos de correlagdo entre carbonos e hidrogénios,
as fragdes U50 e U70 apresentaram espectros similares. Ambas apresentaram picos de
correlagdo pertencentes a raminose-3-sulfato ligada ao 4cido glucuronico, ao acido
glucurdnico, a raminose-3-sulfato ligada ao acido idurdnico e ao acido idurdnico.

O RMN COSY apresenta a liga¢do entre prétons e pode confirmar o que foi observado
nos demais RMNSs. Para os espectros das fragdes foram identificados a ligagdo dos
hidrogénios SH/6H da raminose, 4H da raminose ¢ 1H do acido glicurénico, 1H/2H da
raminose ¢ 1H/2H do 4cido glucurdnico, 1H do 4cido idurénico e 4H da raminose ligada ao
acido idurdnico nos dois espectros (LAHAYE, INIZAN, VIGOUROUX, 1998; SASSAKI et
al., 2008).
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Figura 15. RMNs da fragio U70. A. RMN 3C; B. RMN 'H; C. RMN 2D HSQC; D. RMN
2D COSY. G — 4cido glicurénico; I- 4cido idurdnico; RI — raminose ligada ao 4cido
idurdnico; R — raminose ligada ao acido glicuronico; GL - glicose; H- hidrogénio.



Tabela 3. Dados espectroscopicos de RMN (400 MHz, BBO) para as fragoes U50 e U70

Us0 U70
Posi¢iio Ocarbono SHidrogénio (J in Hz) Ocarbono SHidrogénio (J in Hz)
Raminose-3-sulfato > Acido Glicurdnico
1 102,34, C1 4,871 102,34, C1 4,871
2 71,75, C2 4,197 71,75, C2 4,195
3 80,87, C3 4,564 80,87, C3 4,560
4 79,16, C4 3,758 79,16, C4 3,758
5 70,83, C5 4,121 70,83, C5 4,118
6 19,64, C6 1,287 19,63, C6 1,286
Raminose-3-sulfato > Acido Idurédnico

1 - 4,794 102,47, C1 4,791
2 - - - -

3 - - 79,95, C3 4,040
4 - - 77,17, C4 3,708
5 - - 70,56, CS 3,985
6 - - 19,52, C6 1,300

Acido Glicurénico
1 105,82, C1 4,586 105,82, C1 4,586
2 76,60, C2 3,322 76,60, C2 3,321
3 76,80, C3 3,614 76,79, C3 3,615
4 81,57, C4 3,662 81,58, C4 3,659
5 78,93, C5 3,744 78,94, C5 3,743
6 - - - -
Acido Idurénico

1 - 5,088 - 5,081
2 - - 72,80 3,769
3 - 73,06 3,859
4 - - - -

5 - - 74,04 3,951
6 - - - -

Legenda: (-) deslocamento quimico nao foi observado.

6.6 ENSAIOS BIOLOGICOS EM MACROFAGOS DA LINHAGEM RAW 264.7
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6.6.1 As fracoes de U. lactuca L. nao interferem na capacidade dos macréfagos da

linhagem RAW 264.7 em reduzir o MTT
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Para avaliar a toxicidade das fragcdes de U. lactuca L. sobre macrotagos RAW 264.7,
utilizou-se o ensaio de MTT, no qual ¢ avaliado a capacidade de conversdo do sal de
tetrazolium em formazan pelas enzimas mitocondriais das células vidveis. Conforme
apresentado na Figura 16, as fragdes U30, U50, U70 e U100 analisadas nas concentragdes 50

e 100 pg/mL nao alteraram significativamente a capacidade dos macrofagos em reduzir o
MTT.

200+

-
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% reducao de MTT
o o
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Figura 16. Avaliacdo da reducio do MTT em macrofagos da linhagem RAW 264.7 apos
incubacfo com as fracées U30, US0, U70 e U100. Células da linhagem RAW 264.7 foram
plaqueadas e incubadas com as fragdes U30, U50, U70, U100 nas concentragdes de 50 e 100
png/mL Apds 44 horas, foram adicionados 20 pL de sal de tetrazolium MTT. Apds 4 horas, a
reducdo do MTT foi medida pela conversdo do sal de tetrazolium em cristais de formazan.

6.6.2 Atividade das fracdes de U. lactuca L. sobre a producio de 6xido nitrico por meio

de estimulo com LPS em macro6fagos da linhagem RAW 264.7

O efeito anti-inflamatorio das fragdes de U. lactuca L. foi investigado por meio da
avaliagdo indireta da produ¢do de 6xido nitrico pelo método de Griess em macrofagos
tratados com as fragcdes na auséncia de estimulo (controle) e apds estimulo com LPS 0,1
pg/mL. Também foram avaliados o controle negativo onde as células foram incubadas apenas

com meio DMEM e o controle positivo, no qual as células foram estimuladas com LPS sem

incubagdo com as fragdes.
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A amostra U100 na concentracao 100 pg/mL reduziu significativamente a producao de
oxido nitrico no controle sem estimulo. Apds estimulo com LPS, as amostras U50 na
concentragao 50 pg/mL, U70 na concentragdo 50 pg/mL e U100 na concentragdo 100 pg/mL
reduziram significativamente a producao de 6xido nitrico. A amostra U70 na concentragao 50
png/mL foi a mais efetiva, reduziu em 52% a produgao de 6xido nitrico. Ainda, a fragao U100

na concentracdo 50 pg/mL aumentou a producdo de 6xido nitrico apds estimulo com LPS

(Figura 17).

Concentracao de Nitrito (uM)

Controle mm Estimulado

Figura 17. Dosagem de oxido nitrico com e sem estimulo com LPS em macroéfagos da
linhagem RAW 264.7 incubados com as fracées U30, US0, U70 e U100. Células da
linhagem RAW 264.7 foram plaqueadas e incubadas com as fracdes U30, U50, U70, U100
nas concentragdoes de 50 ¢ 100 pg/mL com e sem estimulo com LPS. Apds 48 horas, o
sobrenadante foi recolhido e utilizado na dosagem indireta de NO, por meio da reagdo de

Griess. Valores significativos: *p<0,05 vs DMEM, ** p<0,05 DMEM vs LPS e # p<0,05 vs
LPS.

Também foram avaliadas as fragdes US0 e U70 em quatro concentragdes 12,5, 25, 50
e 100 pg/mL. A fracdo US50 nas concentragdes 25, 50 e 100 pg/mL aumentou
significativamente a producdo de NO no controle, assim como a fragdo U70 na concentragio
de 50 e 100 pg/mL. Também houve aumento na producdo de NO apods estimulo na
concentracao de 100 pg/mL, pela fragdo U70. Por outro lado, a fragdo U50 nas concentragdes

12,5 e 25 pg/mL reduziu a producdo de NO em 17% e 21% respectivamente, ¢ a fragdo U70
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nas concentragdes 12,5 e 25 pg/mL, reduziu a producdo de NO em 58% e 70%,

respectivamente, ap6s estimulo (Figura 18).

Concentracao de Nitrito (uM)
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Figura 18. Dosagem de 6xido nitrico com e sem estimulo com LPS em macrofagos da
linhagem RAW 264.7 incubados com as fragoes US0 e U70. Células da linhagem RAW
264.7 foram plaqueadas e incubadas com as fragdes U50 e U70 nas concentragdes de 12,5, 25,
50, 100 pg/mL com e sem estimulo com LPS. Apds 48 horas, o sobrenadante foi recolhido e
utilizado na dosagem indireta de NO, por meio da reagdao de Griess. Valores significativos: *
p<0,05 vs DMEM, ** p<0,05 DMEM vs LPS e # p<0,05 vs LPS.

Buscou-se avaliar a producao de NO em um tempo de 24 horas de exposi¢do com o
intuito de verificar o efeito das fragdes em um menor tempo de exposicao sobre a produgdo de
oxido nitrico. O periodo de exposi¢do de 24 horas foi suficiente para haver um estimulo
significativo do LPS em comparagdo com o grupo apenas com DMEM, porém esse estimulo
foi menor quando comparado com a exposi¢ao por 48 horas. Conforme apresentado na Figura
19, as amostras U50 e U70 na concentragdio 100 pg/mL, foram capazes de induzir
significativamente a produ¢do de 6xido nitrico no controle e apos estimulo, assim como
apresentado na Figura 18. Entretanto, nas concentragdes em que apresentaram atividade em

reduzir a producao de 6xido nitrico (12,5 e 50 pg/mL) em 48 horas nao houve reducao em 24

horas.
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Figura 19. Dosagem de 6xido nitrico com e sem estimulo com LPS em macroéfagos da
linhagem RAW 264.7 por um periodo de 24 horas incubados com as fragoes US0 e U70.
Células da linhagem RAW 264.7 foram plaqueadas e incubadas com as fragdes U50 e U70
nas concentragdes de 12,5, 25, 50, 100 pg/mL com e sem estimulo com LPS. Apos 24 horas,
o sobrenadante foi recolhido e utilizado na dosagem indireta de NO, por meio da reacao de

Griess. Valores significativos: *p<0,05 vs DMEM, ** p<0,05 DMEM vs LPS e # p<0,05 vs
LPS.

6.6.3 Avaliacdo da atividade da fracdo U70 sobre a producio de 6xido nitrico em dois

modelos de estimulo nos tempos de 30 minutos e 24 horas

Foram avaliados dois modelos de estimulo com LPS, o modelo 1 com aplicacdo da
fracdo U70 antes do estimulo e o modelo 2 com aplicagdo posterior ao estimulo conforme
descrito em materiais e métodos nos tempos de 30 minutos e 24 horas. No tempo de 30
minutos, observamos uma redugao significativa da produgdo de 6xido nitrico no modelo 2 nas
concentracdes 12,5, 25 e 50 pg/mL em 12, 20 e 25%, respectivamente, no qual apos estimulo
com LPS por 30 minutos incubamos com a fragdo U70 também por 30 minutos € mantivemos
a incubagdo até 48 horas com DMEM + SFB 2%. Por outro lado, no modelo 1, no qual o
tratamento ocorreu antes do estimulo nao houve redugao significativa da produgdo de 6xido

nitrico (Figura 20). J& havia sido observada redu¢do da producdo de oxido nitrico nas
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concentracdes 12,5 e 25 pg/mL quando realizado estimulo e incuba¢do com a fracdo

simultaneamente.
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Figura 20. Dosagem indireta de 6xido nitrico em dois modelos com induc¢io por 30
minutos. A. Modelo 1. As células da linhagem RAW 264.7 foram plaqueadas e incubadas
com a fracdo U70 nas concentragdes de 12,5, 25 ¢ 50 ug/mL por 30 minutos antes do
estimulo com LPS. B. Modelo 2. As células da linhagem RAW 264.7 foram estimuladas com
LPS por 30 minutos e em seguida incubadas com a fragdo U70 nas concentragdes de 12,5, 25
e 50 ug/mL por 30 minutos. Apds a exposi¢ao, nos dois modelos, as células foram incubadas
com DMEM suplementado com SFB 2% por 48 horas. O sobrenadante foi recolhido e
utilizado na dosagem indireta de NO, por meio da rea¢do de Griess. Valores significativos: #
p<0,05 vs LPS.

Para o tempo de 24h, no modelo 1, visualizamos uma reducao na producao de 6xido
nitrico na incubacdo com a fracdo U70 na concentracdo 50 pg/mL em 65%, quando
incubamos com a fragdo por 24 horas e em seguida estimulamos com LPS também por 24
horas. No modelo 2, visualizamos redugdo da producao de 6xido nitrico com a fracao U70 na

concentracao 12,5 pg/mL de 42%, quando estimulamos com LPS por 24h e em seguida

tratamos com a fracdo U70 por 24 horas (Figura 21).
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Figura 21. Dosagem indireta de 6xido nitrico em dois modelos com induc¢io por 24
horas. A. Modelo 1. As células da linhagem RAW 264.7 foram plaqueadas e incubadas com
a fracdo U70 nas concentragdes de 12,5, 25 e 50 ug/mL por 24 horas antes do estimulo com
LPS. B. Modelo 2. As células da linhagem RAW 264.7 foram estimuladas com LPS por 24
horas e em seguida incubadas com a fracdo U70 nas concentragdes de 12,5, 25 e 50 pg/mL
por 24 horas. O sobrenadante foi recolhido e utilizado na dosagem indireta de NO, por meio
da reagdo de Griess. Valores significativos: ** p<0,05 DMEM vs LPS e # p<0,05 vs LPS.

6.6.4 Acido das fracoes US0 e U770 de U. lactuca L. sobre a atividade das

metaloproteinases 2 e 9

A analise por zimograma foi aplicada na avaliacdo da acdo das fragcdes U50 e U70
sobre a atividade das metaloproteinases 2 ¢ 9. Na Figura 22A, estd apresentada a imagem do
gel de acrilamida/bisacrilamida tendo gelatina como substrato apds ser corado com
Coomassie Blue R250, no qual se avaliou a acdo da fragdo U50 nas concentragdes 12,5, 25,
50 e 100 pg/mL sobre a atividade das metaloproteinases. A atividade das metaloproteinases ¢
indicada pela degradagdo da gelatina, visualizada como regides brancas no gel. Também estao
apresentados os graficos da razio MMP-9/MMP-2 para as condi¢des analisadas (Figura 22B e
O).

No controle, a fragao U50 foi indutora da atividade da MMP-9 nas concentragoes 50 e
100 pg/mL (Figura 22B). No entanto, apds estimulo com LPS a fragdo US50 reduziu
significativamente a a¢do da MMP-9 nas concentragdes 12,5 ¢ 100 pg/mL em 40,24 e
33,07%, respectivamente (Figura 22C).
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Figura 22. Avalia¢do do efeito da fracio US0 sobre a atividade das metaloproteinases 2 e
9. A fracdo U50 foi aplicada nas concentragdes de 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL e o estimulo foi
realizada com LPS 0,1 pg/mL. Os sobrenadantes foram recolhidos apds 48 horas. A. Gel de
acrilamida/bisacrilamida corado com Coomassie Blue. Foi realizada uma eletroforese
vertical em gel de acrilamida/bisacrilamida 7,5%, contendo gelatina 2,5% como substrato e
em seguida o gel foi incubado e corado com Coomassie Blue R250. A atividade das
gelatinases foi evidenciada pela presenca de regides claras nos géis. Para medir a intensidade
dessas bandas foi utilizado o programa TotalLab TL120 1D v 2009 (Nonlinear Dynamics
Ltda). B. Grafico da razio MMP-9/MMP-2 para o controle. C. Grafico da razio MMP-
9/MMP-2 para o estimulado. Valores significativos: * p<0,05 vs DMEM ou LPS.

Na Figura 23, estdo apresentados os resultados do zimograma para a agdo da fragdo
U70 nas concentragdes 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL. Na Figura 23A, estd apresentada a imagem
do gel de acrilamida/bisacrilamida tendo gelatina como substrato apds ser corado com
Coomassie Blue. No controle, a fragdo U70 ndo induziu significativamente a atividade da
MMP-9 (Figura 23B), ao passo que, apds estimulo com LPS a fragdo U70 foi capaz de reduzir
em 69% a atividade da MMP-9 na concentragdo 25 pg/mL (Figura 23C).
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Figura 23. Avaliacio do efeito da fracdo U70 sobre a atividade das metaloproteinases 2 e
9. A fracao U70 foi aplicada nas concentragdes de 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL e o estimulo foi
realizada com LPS 0,1 pg/mL. Os sobrenadantes foram recolhidos apds 48 horas. A. Gel de
acrilamida/bisacrilamida corado com Coomassie Blue. Foi realizada uma eletroforese
vertical em gel de acrilamida/bisacrilamida 7,5%, contendo gelatina 2,5% como substrato e
em seguida o gel foi incubado e corado com Coomassie Blue R250. A atividade das
gelatinases foi evidenciada pela presenca de regides claras nos géis. Para medir a intensidade
dessas bandas foi utilizado o programa TotalLab TL120 1D v 2009 (Nonlinear Dynamics
Ltda). B. Grafico da razio MMP-9/MMP-2 para o controle. C. Grafico da razio MMP-
9/MMP-2 para o estimulado. Valores significativos: * p<0,05 vs LPS.

6.6.5 Avaliacdo da expressao das metaloproteinases 2 e 9 por western blot

Também foi avaliada a acdo da fracdo U70 nas concentracdes 12,5, 25 e 50 pg/mL,
sobre a expressao das MMP-9 ¢ MMP-2 por western blot. Na concentragao 25 pg/mL ja foi
observado por zimograma a atividade significativa da fragcdo U70 em reduzir a MMP-9. O
western blot foi realizado com o sobrenadante de células RAW264.7 que foram incubadas em

condig¢des controle e apos estimulo com LPS 0,1 pg/mL (Figura 24).
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Figura 24. Avaliacio do efeito da fraciao U70 sobre a expressio das metaloproteinases 2
e 9 por western blot. A fracdo U70 foi avaliada nas concentrac¢des de 12,5, 25 e 50 pg/mL.
Uma aliquota de 35 pL do sobrenandante de cada uma das condigdes testadas foi aplicada em
gel de acrilamida/bisacrilamida 10% e submetida a uma eletroforese vertical. O gel foi
transferido para membrana, que apds bloqueio com Molico 5%, foi incubada com anticorpo
primario anti-MMP-9 ab 38898 1:1000 overnight e em seguida com anticorpo secundario por
1 hora, assim como com anti-MMP-2 sc 13594 1:200 overnight e anticorpo secundério por 1
hora. A. Imagem escaneada das bandas proteicas. A membrana foi revelada com os
reveladores pico e dura em tempos de exposi¢do apropriado. As bandas protéicas foram
escaneadas e densitometradas no programa TotalLab TL120 1D v 2009 e o resultado expresso
em forma de grafico de linha como propor¢ao de atividlade MMP-9/MMP-2 (Nonlinear
Dynamics Ltda). B. Grafico da razio MMP-9/MMP-2 para o controle. C. Grafico da
razio MMP-9/MMP-2 para o estimulado.

A fracdo U70 nas concentragdes 12,5, 25 e 50 pg/mL induziu a expressao de MMP-9
no controle, por outro lado, apés o estimulo com LPS a fragdo U70 reduziu a expressao de

MMP-9 nas concentragdes testadas quando comparado com a condi¢do apenas estimulada

(LPS).

6.6.6 Reduc¢ao da producio de citocinas inflamatorias em macrofagos da linhagem RAW

264.7 pelas fracoes US0 e U70 U. lactuca L. apés estimulo com LPS

Buscou-se avaliar o efeito das fragdes US0 e U70 sobre a producao das citocinas pro-
inflamatoérias IL-6 e TNF-a. A dosagem das citocinas foi realizada nos sobrenadantes da
cultura celular pelo método de ELISA do tipo sanduiche. No controle, as fragdes mostraram

induzir a produgao das citocinas IL-6 e TNF-a, principalmente na concentracdo de 50 pg/mL
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(Figura 25A e B). Apos o estimulo com LPS, as fragdes foram capazes de reduzir
significativamente a producdo das citocinas. Ambas na concentra¢do 100 pg/mL reduziram a
produgdo de IL-6 em 26% (Figura 25A). As fragdes US0 e U70 reduziram em 18% e 26%,

respectivamente, a produ¢ao de TNF-a quando comparado com a condi¢ao apenas estimulada
(LPS) (Figura 25B).
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Figura 25. Dosagem de citocinas em sobrenadante por ELISA. A. IL-6. B. TNF-a.
Células da linhagem RAW 264.7 foram plaqueadas e incubadas com as fracdes U50 e U70
nas concentragdes de 50 ¢ 100 pg/mL com e sem estimulo com LPS. Apods 48 horas, o
sobrenadante foi recolhido e utilizado na dosagem de IL-6 e TNF-a, pelo método de ELISA

do tipo sanduiche. Valores significativos: * p<0,05 vs DMEM, ** p<0,05 DMEM vs LPS e #
p<0,05 vs LPS.

6.6.7 Efeito da fracdo U70 sobre a transloca¢ao do NF-kB apos estimulo com LPS

Avaliou-se o efeito da fragdo U70 nas concentracdes 50 e¢ 100 pg/mL sobre a
translocacao do NF-kB do citoplasma para o ntcleo apos estimulo com LPS por 30 minutos.
A translocagdo ap6s estimulo com LPS foi significativamente maior quando comparada ao
grupo apenas incubado com meio DMEM (Figura A). Na figura 26B, observa-se nas imagens
que no controle incubado com a fracdo U70 nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL a
translocacdo do NF-kB ndo foi significativa. Por outro lado, para a concentragao de 100
ng/mL, a fragdo U70 reduziu significativamente a translocagdo apos o estimulo, porém na

concentracao 50 pg/mL a migragao foi similar a observada para o LPS (Figura 26A e C).
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Figura 26. Translocacio do NF-kB
apos estimulo com LPS e incubagio
com a fracao U70. A. Quantificacido da
porcentagem da area do nucleo celular
na qual o NF-kB estava presente B.
Translocacao nos controles incubados
apenas com o meio DMEM ou com a
fracao U70 nas concentracoes 50 e 100
pg/mL. C. Transloca¢do apos estimulo
com LPS e incubacio com a fracio
U70 nas concentracoes 50 e 100 ng/mL.
Os macréfagos RAW 264.7 plaqueados
sobre laminulas foram inubados com a
fragdo U70 nas concentragdoes 50 e¢ 100
pg/mL e estimulados com LPS 0,1
pug/mL. Em seguida, foram incubados
com anticorpo primario anti-p65 NF-kB
1:800 (SC8008 — Santa Cruz) por
overnight em 4°C. Apds lavagem com
solucdo de bloqueio, incubadas com
anticorpo secundario Alexa Fluor 488-
conjugated 1:250 por 1 hora. O nucleo foi
corado com DAPI 1:5000. As laminulas
foram montadas em ldminas usando
Prolong Gold. As laminulas foram
fotogratadas em microscopio
microscopio  Axio Observer.Al. A
quantificacdo da area foi realizada no
programa ImageJ. Valores significativos:
** p<0,05 DMEM vs LPS e # p<0,05 vs
LPS.

U70 - 100 pg/mL
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6.6.8 Avaliacdo da peroxidacio lipidica em macroéfagos da linhagem RAW 264.7 pelo
método do TBARS

A atividade da fracdo U70 sobre a peroxidacao lipidica foi avaliada pelo método do

TBARS, no qual ¢ dosado a produgdo do malondialdeido, um dos produtos formados durante
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a peroxidagdo lipidica. Para tal, adequou-se a metodologia de Draper e Hadley (1990)
realizada em tecido para células. Inicialmente o experimento foi testado com 8 x 10*
macrofagos, ndo obtendo resultado significativo. Em seguida, trabalhamos com 1 x 10°
macréfagos e trés momento de indugdo 30 minutos, 2 horas e 6 horas, inicialmente testamos
apenas os controles DMEM e estimulado com LPS 0,1 pg/mL. Na figura 27 podemos
visualizar a quantificagdo de malondialdeido em cada um dos tempos. No tempo de 30
minutos foi observada diferenca significativa entre os controles, sendo o tempo mais

adequado para a realizacao do ensaio.
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Figura 27. Avaliacdo da peroxidacao lipidica pelo método do TBARS para os controles
DMEM e estimulado com LPS nos tempos de 30 minutos, 2 horas e 6 horas de
incubacdo. Valores significativos: * p<0,05 DMEM vs LPS.

A fragdo U70 foi testada nas concentragdes de 12,5, 25, 50, 100 e 200 ug/mL no
controle e com estimulo com LPS 0,1 pg/mL. A fragdo aumentou a producdao de
malondialdeido no controle na concentracdo 200 pg/mL, porém reduziu a producdo de
malondialdeido apods o estimulo com LPS em todas as concentragdes testadas entre 33,35 e
55,93%. Ainda nas concentragdes 12,5, 25 e 200 pg/mL a redugdo foi significativamente
menor, entre 31,68 e 40,97%, que a observada para o controle apenas incubado com DMEM

(Figura 28).
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Figura 28. Avaliacido da peroxidacido lipidica pelo método do TBARS com e sem
estimulo com LPS em macro6fagos da linhagem RAW 264.7 incubados com a fragcao U70.
Células RAW 264.7 (1 x 10°) foram plaqueadas em placas p35 e incubadas com a fragio U70
nas concentragdes de 12,5, 25, 50, 100 e 200 pg/mL. As células ficaram em contato com as
amostras por um periodo de 30 minutos. Em seguida o meio foi retirado e as células
recolhidas com 100 pL de tampao de lise (Tris.HCI 50 mM, Tween 20 1%, NaCl 150 mM,
EGTA ImM, inibidor de protease). Aliquotas das amostras correspondentes a 100 pg de
proteinas ¢ 50 uL de TBA a 0,67% foram adicionadas a tubos, colocados em banho seco a
96°C por 45 minutos. A absorbancia das solugdes foi medida em leitor de microplacas em 535
nm. Valores significativos: * p<0,05 vs DMEM, ** p<0,05 DMEM vs LPS, # p<0,05 vs LPS,
## significativo.

6.6.9 Atividade da fracdo U70 U. lactuca L. em reduzir o nimero de corpusculos

lipidicos em macrofagos da linhagem RAW 264.7 apos estimulo com LPS

Para investigar a atividade da fragdo U70 sobre a biogénese de corpusculos lipidicos
em macrofagos da linhagem RAW 264.7, as células foram plaqueadas sobre laminula e o
numero de corpusculos lipidicos nas células observado ap6s coloragdo com Oil Red (ORO),
um corante de lipidios neutros.

A andlise quantitativa do nimero de corpusculos lipidicos/célula apos 48h de estimulo
com LPS est4 apresentada na Figura 29A, sendo possivel observar um aumento significativo
no numero de corpusculos lipidicos/célula nas células incubadas com a fragdo U70 nas
concentracdes 50 e 100 pg/mL no controle quando comparadas com o controle DMEM. Por
sua vez, as células estimuladas com LPS e incubadas com a fracdo U70 nas concentragdes 50

e 100 pg/mL apresentaram reducdo significativa do niimero de corpusculos lipidicos/célula
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quando comparadas com as células estimuladas com LPS e sem tratamento. Nao houve
diferenca significativa entre a reducao promovida pela fragdo U70 nas concentragdes 50 e 100
pg/mL.

A Figura 29B mostra as imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia dos grupos
analisados. E possivel observar uma redugdo significativa do namero de corpusculo lipidicos
no grupo estimulado com LPS e incubado com U70 nas concentragdes 50 e 100 pg/mL

quando comparado ao grupo estimulado com LPS.
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Figura 29. Biogénese de corpusculos
lipidicos em macrofagos da linhagem
RAW 264.7 no controle e apoés
estimulo. A. Anailise quantitativa do
nimero de corpusculos lipidicos. As
células foram plaqueadas sobre laminulas,
apos adesdo, incubadas com a fracao U70
nas concentracoes de 50 e 100 pg/mL
com e sem estimulo com LPS. Apos
periodo de 48h, as laminulas foram
coradas pela colaracdo Oil Red e o
nimero de corpusculos quantificado em
microscopio, contando-se um total de 50
células por laminula. Valores
significativos: * p<0,05 vs DMEM, **
p<0,05 DMEM vs LPS # p<0,05 vs LPS,
## - ndo significativo. B. Imagens da
sobreposicao dos corpusculos lipidicos
capturados nos filtros para DAPI e Oil
Red. As imagens foram obtidas em
microscopio de fluorescéncia Olympus
BX53 e sobrepostas no programa ImageJ.

U70 - 50 pg/mL U70 - 100 pg/mL
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6.7 ENSAIOS BIOLOGICOS EM MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS
C57BL/6

6.7.1 Atividade da fracdo U70 de U. lactuca L. sobre a produciao de 6xido nitrico com

estimulo com LPS em macro6fagos peritoneais em dois tempos de exposicao

Da mesma forma que se avaliou a produg¢do de o6xido nitrico em uma linhagem
estabelecida, buscou-se avaliar a produc¢ao de 6xido nitrico em uma linhagem de macréfagos
primarios. Portanto, foi avaliada pelo método de Griess a producdo de indireta de d6xido
nitrico em macrofagos peritoneais de C57BL/6 no controle sem estimulo e ap6s estimulo com
LPS por um periodo de 24 e 48 horas.

Para o tempo de 24 horas, a fragio U70 na concentracdo 50 pg/mL aumentou
significativamente a producao de 6xido nitrico no controle. Apds estimulo com LPS, a fragao
U70 na concentragdo 50 pg/mL reduziu significativamente a produg¢ao de 6xido nitrico, uma

reducdo de cerca de 27% (Figura 30A).
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Figura 30. Dosagem de 6xido nitrico com e sem estimulo com LPS em macrofagos
peritoneais de C57BL/6 apos estimulo por 24 e 48 horas. A. Estimulo por 24 horas. B.
Estimulo por 48 horas. As células foram plaqueadas sobre laminulas redondas e, apods
adesdo, incubadas com a fracdo U70 nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL com e sem
estimulo com LPS. Apds periodo de 24 h, o sobrenadante foi recolhido e utilizado na
dosagem de NO, por meio da reagdo de Griess. Valores significativos: * p<0,05 vs DMEM,
** p<0,05 DMEM vs LPS e # p<0,05 vs LPS.



82

Por sua vez, apos estimulo por um periodo de 48 horas, a fracio U70 nas
concentragdes 50 e 100 ug/mL ndo reduziram significativamente a produ¢ido de NO (Figura

30B).

6.7.2 Acao da fracdo U70 de U. lactuca L. sobre a atividade das metaloproteinases 2 e 9

em macrofagos peritoneais

Foi avaliada a agdo da fracao U70 sobre a atividade das MMP-2 e 9 em macréfagos
primarios nos tempos de 24 e 48 horas. Para o tempo de 24 horas, estd apresentada na Figura
31A, a imagem do gel de acrilamida/bisacrilamida tendo gelatina como substrato apos ser
corado com Coomassie Blue R250. Foi observada aumento da atividade da MMP-9 nos
controles incubados com a fragdo U70 nas concentragdes 50 e 100 pg/mL (Figura 31B). Nao
foi observada reducao da atividade da MMP-9 nas células estimuladas com LPS e incubadas

com a fragao U70 nas concentragdes 50 e 100 pg/mL (Figura 31C).
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Figura 31. Avaliacio do efeito da fracdo U70 sobre a atividade das metaloproteinases 2 e
9 em macrofagos primarios apos 24 horas. A fracdo U70 foi aplicada nas concentragdes de
50 e 100 pg/mL e a estimulo foi realizada com LPS 0,1 pg/mL. Os sobrenadantes foram
recolhidos apos 24 horas. A. Gel de acrilamida/bisacrilamida corado com Coomassie
Blue. Foi realizada uma eletroforese vertical em gel de acrilamida/bisacrilamida 7,5%,
contendo gelatina 2,5% como substrato e em seguida o gel foi incubado e corado com
Coomassie Blue R250. A atividade das gelatinases foi evidenciada pela presenca de regides
claras nos géis. Para medir a intensidade dessas bandas foi utilizado o programa TotalLab
TL120 1D v 2009 (Nonlinear Dynamics Ltda). B. Grafico da razao MMP-9/MMP-2 para o
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controle. C. Grafico da razio MMP-9/MMP-2 para o estimulado. Valores significativos:
* p<0,05 vs DMEM.

Para o tempo de 48 horas, esta apresentada na Figura 32A a imagem do gel de
acrilamida/bisacrilamida corado com Coomassie Blue R250. No controle, nad foi observado
aumento da atividade da MMP-9 com a incubacao com a fracdo U70 nas concentracoes 50 e
100 pg/mL (Figura 33B). Apds o estimulo, ndo foi obsevada reducdo significativa da
atividade da MMP-9, assim como observado em 24h. Além disso, foi observada menor

atividade da MMP-9 apés estimulo por 48h em todas as condicdes testadas (Figura 33B).
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Figura 32. Avaliacao do efeito da fracio U70 sobre a atividade das metaloproteinases 2 e
9 em macrofagos primarios apds 48 horas. A fracdo U70 foi aplicada nas concentragdes de
50 e 100 pg/mL e a estimulo foi realizada com LPS 0,1 pg/mL. Os sobrenadantes foram
recolhidos apo6s 48 horas. A. Gel de acrilamida/bisacrilamida corado com Coomassie
Blue. Foi realizada uma eletroforese vertical em gel de acrilamida/bisacrilamida 7,5%,
contendo gelatina 2,5% como substrato e em seguida o gel foi incubado e corado com
Coomassie Blue R250. A atividade das gelatinases foi evidenciada pela presenca de regides
claras nos géis. Para medir a intensidade dessas bandas foi utilizado o programa TotalLab
TL120 1D v 2009 (Nonlinear Dynamics Ltda). B. Grafico da razao MMP-9/MMP-2 para o
controle. C. Grafico da razio MMP-9/MMP-2 para o estimulado.

6.7.3 Atividade da fracdo U70 de U. lactuca L. em diminuir o nimero de corpusculos
lipidicos em macréfagos peritoneais apos estimulo com LPS em dois tempos de

exposicio
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Assim como apresentado para os macréfagos RAW 264.7, também foi avaliada a agao
da fracdo U70 sobre a biogénese de corpusculos lipidicos em macroéfagos primarios nos
tempos de 24 e 48 horas.

A analise quantitativa do nimero de corpusculos lipidicos/célula nos tempos de 24 e
48 horas apresentou perfil semelhante. Em ambos os tempos de exposi¢ao, nao houve
diferenca significativa entre o nimero de corptisculos no grupo controle incubado com a
fracdo U70 nas concentragdes 50 e 100 ug/mL com o grupo apenas incubado com RPMI. Por
outro lado, o grupo estimulado com LPS e incubadas com a fracdo U70 na concentragdo 100
pg/mL apresentou redugdo significativa do numero de corpusculos lipidicos quando
comparado com o grupo estimulado com LPS e sem tratamento. Além disso, na concentragdo
de 100 pg/mL a reducdo do numero de corptsculos lipidicos/célula foi similar a visualizada
para o controle DMEM (Figuras 33 e 34).

A Figura 33B mostra as imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia dos grupos
testados por um periodo de 24h. E possivel observar tanto na analise quantitativa quanto pela
analise qualitativa o menor nimero de corpusculos no controle comparado ao estimulado.
Além disso, ocorreu reducdo de 67% no nimero de corplsculos lipidicos nos grupos
estimulados com LPS e incubados com a fragdo U70 na concentragdo 100 pg/mL, diferenga
de cerca de 44 corpusculos lipidicos/célula para o grupo estimulado e 14 corpusculos

lipidicos/célula para o grupo estimulado e incubado com a fragao.
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Figura 33. Biogénese de corpusculos
lipidicos em macrofagos peritoneais de
camundongos C57BL/6 no controle e apos
estimulo com LPS por 24h. A. Analise
quantitativa do numero de corpusculos
lipidicos. As células do lavado peritonial
foram plaqueadas sobre laminulas e, apds
adesdo, incubadas com a fracdo U70 nas
concentracdes de 50 e 100 pg/mL com e sem
estimulo com LPS. Apés periodo de 24h, as
laminulas foram coradas com Oil Red O e o
nimero de corpusculos quantificado em
microscopio, contando-se um total de 50
c€lulas por laminula. Valores significativos: *
p<0,05 vs LPS, ** p<0,05 RPMI vs LPS. B.
Imagens da sobreposicio dos corpusculos
lipidicos capturados nos filtros para DAPI e
Oil Red. As imagens foram obtidas em
microscopio de fluorescéncia Olympus BX53 e
sobrepostas no programa Imagel.

U70 - 50 pg/mL U70 - 100 pg/mL
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A Figura 34B mostra as imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia dos grupos
testados por um periodo de 48h. Foi observada redugdo de 69% do niimero de corpusculos
lipidicos apos estimulo e incubagdo com a fragdo U70 na concentragdo de 100 pg/mL,
diferenca de cerca de 16 corpusculos lipidicos/célula para o grupo estimulado e 5 corptsculos
lipidicos/cé€lula para o grupo estimulado e incubado com a fragdo. A reducao promovida na

concentragao 100 ng/mL foi similar a observada para o controle DMEM (Figura 34A).
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Figura 34. Biogénese de corpusculos
lipidicos em macréfagos peritoneais de
camundongos C57BL/6 em condicoes
basais e apds estimulo com LPS por 48h.
A. Anilise quantitativa do numero de
corpusculos lipidicos. As células do lavado
peritonial foram plaqueadas sobre laminulas
e, apos adesdo, incubadas com a fragao U70
nas concentragdes de 50 ¢ 100 pg/mL com e
sem estimulo com LPS. Apos periodo de 48h,
as laminulas foram coradas com Oil Red O e
o nimero de corpusculos quantificado em
microscopio, contando-se um total de 50
células por laminula. Valores significativos: *
p<0,05 vs LPS, ** p<0,05 RPMI vs LPS. B.
Imagens da sobreposicio dos corpusculos
lipidicos capturados nos filtros para DAPI
e Oil Red. As imagens foram obtidas em
microscopio de fluorescéncia Olympus BX53
e sobrepostas no programa Imagel.

U70-50 pg/mL U70 - 100 pg/mL

6.7.4 Avaliacio da expressio de PPARy em macrofagos peritoneais por western blot

Visto que a produgdo de corpusculos lipidicos pode ser regulada por PPARYy,

avaliamos a acao da fracdo U70 na concentragao 100 pg/mL sobre a expressdao dessa proteina
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em macrofagos peritoneias. A fragdo U70 na concentracdo 100 pg/mL mostrou atividade
significativa em modular a biogénese de corplisculos nos ensaios anteriores. Observamos que
no tempo de 24h os macrofagos incubados com a fragdo U70 na concentragdo 100 pg/mL na
auséncia do estimulo apresentaram discreta redugdo da expressdao de PPARy. Por outro lado,
apos estimulo com LPS 0,1 pg/mL os macréfagos estimulados e incubados com a fragao U70
100 pg/mL ndo reduziram a expressdo de PPARy nos tempos de 24 e 48h. Esse resultado
sugere que a atividade da fracdo U70 em reduzir o nimero de corpusculos lipidicos apos

estimulo provavelmente ndo ocorre por modulagdo dessa via.
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Figura 35. Avaliacio do efeito da fracdo U70 sobre a expressio de PPARy em
macrofagos peritoneais por western blot. Aliquotas correspondentes a 60 pug de proteinas
do lisado celular de macrofagos peritoneais foram aplicadas em gel de
acrilamida/bisacrilamida 10% e submetidas a uma eletroforese vertical. O gel foi transferido
para membrana, que apds bloqueio com Molico 5%, foi incubada com anticorpo primdrio
anti-PPARYy sc-7273 1:750 overnight e em seguida com anticorpo secundério por 1 hora. A.
Imagem escaneada das bandas proteicas A membrana foi revelada com os reveladores pico
e dura em tempos de exposicdo apropriado. As bandas proteicas foram escaneadas e
densitometradas no programa TotalLab TL120 1D v 2009 e o resultado expresso em forma de
grafico de linha como propor¢ao de PPARy/Proteina (Nonlinear Dynamics Ltda). B. Grafico
PPARY/Ptn para incubac¢io por 24 horas. C. Grafico PPARy/Ptn para incubac¢ao por 48

horas.
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7 DISCUSSAO

Os PS de algas verdes sdo heterogéneos, podendo variar de acordo com determinados
fatores como regido de origem e periodo de coleta. Dessa forma, tanto o conteudo quimico de
agucares, acidos uronicos e sulfatos quanto a composi¢do monossacaridica dos PS de U.
lactuca L. obtidos nesse estudo sdo semelhantes aos observados na literatura, porém as
concentracdes destes constituintes sdo distintas (ARAUJ O et al., 2016; THANH et al., 2016).
Entre as fragdes de U. lactuca L. analisadas nesse estudo, as fragdes U50 e U70 apresentaram
os maiores conteudos de agucares (66,4 ¢ 69,6 %). Todas as fragdes sao sulfatadas, sendo a
maior concentragdo de sulfato apresentada pela fracdo U100, porém na relagdo
sulfato/agucares totais a maior relagcdo foi para a fragdo U30, ou seja, essa fragdo apresenta
mais grupos sulfatos em relacdo ao residuos de agucares presentes, apesar de ndo ser a fragao
com maior contetdo de agucares. Um ponto onde os estudos concordam ¢ com a presenga de
sulfato nos polissacarideos de U. lactuca, com o seu contetido variando geralmente entre 15 e
30%, nesse estudo encontramos uma concentragao semelhante de sulfato entre 25 e 34%
(KAEFFER et al., 1999; TIAN et al., 2015). Nas dosagens quimicas foram observadas baixas
concentracdes de proteinas, o que demonstra que a protedlise foi eficiente em quebrar as
proteinas presentes, sendo a concentracdo de alcalase utilizada adequada. Também nao foi
identificada a presenca de fenolicos, composto ja relacionado com diversas atividades
bioldgicas e que se presente poderia ser o responsavel ou atuar em sinergismo com os PS nas
atividades bioldgicas observado para as fragoes.

Na eletroforese em tampao PDA as fracdes U30, U50 e U70 apresentaram intensa
metacromasia, confirmando a presenca de sulfato nessa fragdes. Visto que as fragcdes U50 e
U70 possuem maior contetido de aglicares e no caso da U70 a fragdo ¢ composta por uma
unica familia de polissacarideos foi necessario aplicar uma concentragdo menor dessas fragdes
(30 pg) em comparagao com a fracado U30 (50 pg) para ser visualizada uma metacromasia
semelhante. Por outro lado, a fragdo U100 apresentou uma discreta metacromasia apesar de
ser a fracdo com maior concentragdo de sulfato na dosagem quimica. Sugere-se que os grupos
sulfatos dessa fragdo estejam internalizados no polissacarideo, ndo sendo observados quando
o polissacarideo estd integro mas observado na dosagem, na qual o polissacarideo ¢
hidrolisado com acido cloridrico.

Além disso, a analise da composi¢do monossacaridica das fragdes mostrou a presenga
de residuos de raminose como monossacarideo majoritario, também glicose, galactose e

acidos urdnicos. As fragdes de U. lactuca analisadas por Tian et al. (2015), apresentaram
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conteudo monossacaridico semelhante, com a presenca de raminose, xilose, glicose e acidos
urénicos. Em outro trabalho, Than et al. (2016), identificaram raminose, xilose, glicose e
tracos de galactose e manose. Ambos identificaram a raminose como monossacarideo
majoritario, assim como nesse estudo. Porém, ndo foi identificada xilose nas fracdes. Entre os
acidos urdnicos, pode-se identificar o acido glicuroénico e um acido urdnico nado identificado,
esse acido uronico na FACE apresentou-se como uma banda entre o 4cido glicurdnico e o
galacturdnico. Sugere-se que essa banda corresponda ao acido idurdnico que ja foi descrito
como um dos constituintes dos PS de ulvanas (PANGESTUTI E KURNIANTO, 2017).

Conhecer o peso molecular das fragdes em estudo € importante para sua caracterizagao
e apresenta-se como um dos fatores relacionados com a capacidade bioldgica de diversos PS,
influenciando a interagdo do PS com componentes celulares, por exemplo. Nas fragdes
estudadas observamos variado peso molecular para os PS de Ulva lactuca L. A literatura
descreve uma grande variagao de pesos moleculares para amostras de U. lactuca, sendo essas
diferencas explicadas por variagdes no processo de extracdo, por exemplo na temperatura
aplicada no processo extrativo, também por caracteristicas particulares da amostra, como
sazonalidade e ainda diferentes métodos e condigdes de medida do peso molecular (LAHAYE
E ROBIC, 2007).

Nos métodos utilizados para estimar o peso molecular, eletroforese em tampao TBE e
gel filtracdo, os resultados obtidos foram similares, nos quais as fragdes U30, U50 e U100 sdo
compostas por mais de uma populagao de polissacarideos, enquanto a fragdo U70 é composta
por apenas uma populacao de polissacarideos, demonstrando que o processo de extragdo foi
suficiente para purificagdo dessa fracdo. Dessa forma, podemos denominar a fragao U70
como polissacarideo sulfatado de Ulva lactuca L. 70 (PS-U70), por se tratar de uma tnica
familia de polissacarideo.

Além disso, a fragdo U50 possui duas familias de polissacarideos, uma com peso
molecular em torno de 100 kDa e outra em torno de 40 kDa, ja a U70 apenas uma familia em
torno de 40 kDa, portanto ha uma indicagao de que os polissacarideos de menores pesos
moleculares € que estdo relacionados com a atividade anti-inflamatéria e como temos apenas
um polissacarideo de menor peso na fracdo U70, esta apresenta atividade anti-inflamatodria
mais significativa.

De acordo com os RMNs das fragdes US0 e U70 e com as dosagens quimicas e
eletroforeses realizadas, os polissacarideos das fracdes sdo constituidos pelos acidos

ulvabiurdnicos de tipo A, que apresenta L-raminose ligada ao acido glicurdnico, e tipo B, que
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apresenta L-raminose ligada ao acido idurdnico, isdmeros de posi¢ao cujas as estrutura podem

ser observadas na Figura 36.

Tipo A Tipo B
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Figura 36. Estrutura do acido ulvanobiurénico tipo A e B. Tipo A. a-L-Raminose 3
sulfatada ligada ao D-4cido glucurdnico por ligacdo P (1-4). Tipo B. a-L-Raminose 3
sulfatada ligada ao L-acido idurdnico por ligacao B (1-4).

Com bases nos espectros, a familia de polissacarideos de menor peso (cerca de 40
kDa) presente em ambas as fracdes ¢ semelhante. Porém, alguns picos de correlagdo
referentes a raminose-3-sulfato ligada ao 4cido idurdnico e ao acido idurdnico ndo foram
identificados no espectro da fracdo US50 ou foram menos intensos que para a U70,
provavelmente devido a fracdo de menor peso molecular estar em menor concentragdo na
fragdo U50 quando comparado com a U70 e pela fragdo US50 ter duas familias de
polissacarideos e nao uma como a U70 (SASSAKI et al., 2008; FREITAS, et al., 2015). Isso
pode estar relacionado com a atividade biologica distinta entre as fragdes U50 e U70. Em
ensaios anteriores realizados no Laboratorio de Glicoconjugados (ICB-UFJF), a fragdo U50
apresentou atividade anticoagulante, porém nao foi observada a atividade para a fragao U70
(REIS, 2016), ademais a fragao U70 apresenta atividade anti-inflamatdria mais significativa.

As fragdes nao alteraram a capacidade dos macrofagos da linhagem RAW 264.7 em
reduzir o MTT, o que favoreceu a continuidade dos estudos das atividades bioldgicas das
fragdes. Alves, Sousa e Reis (2012), avaliaram a citotoxicidade de polissacarideos extraidos
de U. lactuca pelo ensaio de MTT e por outros métodos, ndo sendo observada citototoxidade

nos ensaios realizados, corroborando com os resultados encontrados nesse estudo.
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Os PS de U. lactuca L. tém sido relacionados na literatura com diversas atividades
biologicas, entre elas atividade anti-inflamatoria. A resposta inflamatoria ¢ desencadeada por
injuria, virus, bactérias e o processo inflamatorio decorrente envolve uma série de fatores
como ativacdo enzimatica, reparo tecidual e a liberacdo de mediadores inflamatdrios, tais
como citocinas, 6xido nitrico, eicosanoides, etc. Logo, buscou-se avaliar a atividade das
fracdes de U. lactuca L. sobre reguladores do processo inflamatdrio e observamos atividades
significativas de determinadas fragdes, indicando possivel acdo anti-inflamatoria.

As fracdes US50 e U70 nas concentracdo 12,5 e 25 pg/mL demonstraram atividade
potencial em reduzir a producdo de 6xido nitrico em macréfagos RAW 264.7 apds estimulo
por 48 horas e a fracdo U70 na concentrag¢do de 50 pg/mL em macrdofagos peritoneais apos 24
horas. Em macréfagos peritoneais a acao da fragdo U70 ocorreu em um tempo menor (24 h),
o que demonstra a capacidade de reduzir a producao de 6xido nitrico em células primarias,
porém em condi¢des distintas da observada para RAW 264.7.

Para um tempo de estimulo de 24 horas, as fragdes U50 e U70 na concentragdo 100
ng/mL sdo capazes de promover o estimulo da producdo de NO, mas nio sdo capazes de
promover uma atividade anti-inflamatéria nas concentragdes 12,5 ¢ 50 ug/mL, indicando que
a acao deve ser tempo dependente, necessitando da sintese e/ou ativagao de substancias e vias.

Quando foi avaliado o modelo de incubacdo com a fracdo U70 antes ou depois do
estimulo com o LPS, observou-se uma reducao da produgdo de 6xido nitrico quando U70 foi
aplicada ap6s o estimulo com LPS. Isso demonstra que provavelmente o polissacarideo tem
uma acao curativa. Sugere-se que a fragdo U70 atue no receptor do tipo toll 4, receptor no
qual o LPS se liga, uma vez que os dados demostraram que quando a fracao U70 ¢ adicionada
apds o estimulo com LPS por um periodo de contato de 30 minutos (periodo curto), ela é
capaz de reduzir a producdo de 6xido nitrico por uma provavel competicdo de ligacdo ao
receptor.

O oxido nitrico ¢ um dos mediadores inflamatorios liberados por macrofagos durante
o desenvolvimento de uma resposta a injlria ou patégeno e a reducdo da sua produgdo indica
uma atividade anti-inflamatodria. Ja foi descrita na literatura, a reducdo da producao de NO por
células da glia infectadas com o virus da encefalite apos o tratamento com U. lactuca L.
quando comparada com células ndo tratadas (CHIU et al., 2012). Outras espécies de Ulva, por
outro lado, estimularam macrdéfagos da linhagem celular RAW 264.7, induzindo a producao
de o6xido nitrico (KIM et al., 2011). Essa atividade dual das ulvanas ¢ justificada pela
heterogeinidade dos PS das algas, podendo interagir de formas diferentes com as células e

induzir respostas distintas.
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Foram realizados muitos estudos sobre o efeito de compostos de origem vegetal na
ativacdo de metaloproteinases, grande parte deles buscando sua aplicagdo em cuidados com a
pele, tanto na redug@o do envelhecimento quanto no cancer de pele. Nesse trabalho buscou-se
avaliar o efeito das fragdes U50 e U70 na atividade das MMP-2 e 9. A fracdo U50 reduziu
significativamente a atividade da MMP-9 em macrofagos RAW 264.7 nas concentracdes 12,5
e 100 pg/mL apos estimulo com LPS, ja a fragdo U70 reduziu a atividade na concentragdo 25
pg/mL. A MMP-9 ja teve o aumento de sua ativagdo observado em processos inflamatorios
associados a doencas como a artrite, dessa forma a reducdo de sua ativagcdo pode contribuir
para a atenuacao da inflamagao.

Ainda nao foi descrito na literatura a atividade dos PS de U. lactuca L. sobre as MMP-
2 e 9. Porém, o trabalho de Park et al. (2011), avaliou por meio do zimograma a acdo de
diversos extratos metanolicos de algas marinha sobre a atividade das metaloproteinases, entre
eles o da alga verde Enterromorpha linza, que foi capaz de reduzir a MMP-2 ¢ a MMP-9 em
células de fibrosarcoma humano e da alga verde E. compressa que reduziu a atividade de
MMP-2 em fibroblastos. Apesar de serem metabdlitos secundérios de algas verdes e ndo PS
como em nosso trabalho, esse estudo demonstra o interesse na pesquisa de algas verdes e de
suas agoes sobre as MMPs, buscando sua aplicagdo no tratamento de doengas.

Por outro lado em macrofagos peritoneais, ndo foi observado reducao da atividade da
MPP-9 apos estimulo por 24h e 48h e incubacao com U70 nas concentragdes 50 e 100 pg/mL.
Apesar de ter sido observada atividade nos macrofagos RAW 264.7, a atividade concentrou-
se nas concentragdes de 12,5 e 25 pg/mL, justificando ndo observar essa atividade nas
maiores concentragdes em macrofagos primarios.

Ademais, ja foi descrita a relacdo entre substancias relacionadas ao processo
inflamatério e acdo das MMPs. Como exemplo, as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
sao um dos indutores da producao de MMPs, além disso, ja foi descrita atividade das citocinas
TNF-a e IL-1B na transcri¢do de MMPs. Dessa forma, a atividade das fragdes US50 e U70
sobre outras substancias avaliadas nesse estudo podem estar participando da modulacdao da
atividade das MMPs.

As citocinas pro-inflamatorias levam ao desencadeamento de uma resposta
inflamatodria nas células. O TNF-a que ¢ produzido principalmente por macrofagos, sendo
essas também suas células alvo, atuam promovendo a ativa¢do de células fagociticas e o
choque endotdxico, ja a IL-6 tem entre as principais fontes as células T helper e os
macréfagos, tendo como alvo células B ativadas e células do plasma, promovendo

diferenciacao celular e producao de anticorpos IgG (TURNER et al., 2014). Em nosso estudo,
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a fragao U50 e o U70 na concentracao 100 pug/mL demonstraram potencial em reduzir apds
estimulo com LPS a produgao dessas citocinas em macrofagos RAW 264.7. Ja foi descrita na
literatura, a reducdo da produgdo das citocinas pro-inflamatorias TNF-o e IL-6 em
macrofagos tratados por 1 hora com uma associacdo selénio e PS de U. lactuca, estimulados
com LPS por 18 horas e em seguida estimulados por 1 hora com a bactéria comensal E.f.
(ZHU et al., 2017). No trabalho de Abd-Ellatef et al. (2017), a administragdo de PS de U.
lactuca reduziu em 33,95% os niveis de TNF-o em soro de animais com cancer de mama
estimulado por 7,12-dimetilbenzotraceno (DMBA) quando comparados ao controle. Além
disso, a avaliacao por PCR da expressao das citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6 em
tecido cerebral de ratos com encefalite, indicou que o pré-tratamento com U. lactuca L.
reduziu significativamente a quantidade de TNF-a mas ndo de IL-6 quando comparados com
o animal nao tratado (CHIU, CHAN, WU, 2012).

O LPS foi utilizado como o agente indutor em nosso trabalho, esse atua em receptores
tipo toll 4, que ativam IKK, culminando com a liberagdo do NF-kf e consequente
translocacdo para o nticleo com expressao de genes responsaveis pela resposta inflamatoria.
Portanto, como a incubagdo com a fragdo U70 foi capaz de reduzir a producao de citocinas
pro-inflamatorias ¢ o NF-kB ¢ descrito na literatura como um dos responsaveis pela
modulacdo dessa produgdo, buscou-se avaliar a acdo dos PS na via de ativacdo do NF-kB. No
ensaio de translocagdo do NF-kB observamos uma redu¢do da translocacdo do fator no
tratamento com a fragdo U70 na concentragdo 100 pg/mL quando comparado ao controle, o
que indica que o PS atua sobre essa via e as atividades anti-inflamatérias podem estar
relacionadas a essa interacdo. Além do mais, a atividade de PS de U. lactuca sobre a redugao
da expressdo do gene NF-kB ja foi descrita em um estudo onde o PS foi administrado em
associacdo com nanoparticulas de selénio (ZHU et al., 2017).

Da mesma forma, a ativagdo do NF-kB pode levar a expressdo da iNOS, enzima
induzivel responsavel pela producao de 6xido nitrico, logo uma regulacdo via NF-kB pode
ainda afetar a producdo de 6xido nitrico pelos macrofagos.

A fracdao U70 nas concentragdes 100 pg/mL reduziu significativamente o nimero de
corpusculos lipidicos em macrofagos RAW 264.7 e em macrofagos peritoneais apds estimulo
com LPS. A diferenga no nimero total de corptsculos lipidicos/célula em macréfagos
peritoneais entre 24 horas (entre 20 e 40 corpusculos lipidicos/célula) e 48 horas (entre 3 e 15
corpusculos lipidicos/célula) pode ser decorrente de diversas interagdes, como pela
degradacao desses corpusculos, porque esses apresentam um turnover rapido, sendo

degradados por lipases ou também por autofagia (HERKER, OTT, 2012). Além disso, os
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corpusculos podem alterar seu tamanho por aumento da produ¢do de triacilglicerois, os quais
sdo produzidos por enzimas na superficie dos CLs, também por coalescéncia entre
corpusculos através de poros e por difusdo de moléculas de triacilglicerol de um corptsculo
para outro (THIAM, FARESE JR, WALTHER, 2013).

Os corpusculos lipidicos j& foram associados com o processo inflamatdrio,
desempenhando papel na producdo de eicosanoides, um importante mediador inflamatdrio.
Sathievel et al. (2008), em um estudo sobre as atividades anti-peroxidativa e anti-
hiperlipidémica de polissacarideos de U. lactuca em ratos com hepatite induzida por D-
galactosamina observou reducdo do nimero de corpusculos lipidicos em tecidos do figado.
Outros estudos relacionando a atividade de PS de U. lactuca e também de outras algas com a
reducdo de corpusculos lipidicos em condi¢des de estimulo inflamatério ndo foram
encontrados.

Ademais, a administragao de PS de U. lactuca L. em ratos hipercolesterolémicos levou
a melhora do perfil lipidico e antioxidante, demonstrando a¢do dos PS sobre a reducdo do
conteudo lipidico, como triglicérides, LDL e HDL, e redugdo do estresse oxidativo associado
(HASSAN et al., 2011). Ainda, os polissacarideos sulfatados de fontes marinhas também tém
sido relacionados com atividade hipolipidémica, atuando sobre enzimas que atuam na
degradacao lipidica e dessa forma regulando o perfil lipidico e protegendo as fun¢des do
figado e rins in vitro e em ratos (LI et al., 2017; KOLSI et al., 2017). A relagdo entre
polissacarideos ¢ lipideos tem sido estudada por outras areas como a industria alimenticia e
farmacéutica. No estudo de Chang e McClements (2015), avaliou-se a estabilidade de uma
emulsao contra floculagdo por meio de um mecanismo de deposi¢do de polissacarideos sobre
a superficie das gotas lipidicas proteicas em emulsdes 6leo em agua. Portanto, a existéncia de
relacdo entre PS de origem marinha e lipidios ja foi estabelecida. Sendo agora necessario
melhor elucidar sua atividade sobre os corpusculos lipidicos, estruturas com agao importante
na inflamagao.

A via do PPARYy regula a producdo de corpusculos lipidicos e com o intuito de avaliar
se a acdo da fracdo U70 sobre os corpusculos se dava por modula¢do da via do PPRAy foi
avaliada sua expressdao por western blot. Nao houve reducdo da expressdo dessa proteina
quando os macréfagos peritoneais foram estimulados com LPS e incubados com a fragao U70
na concentra¢do 100 ng/mL, a concentragdo mais eficaz em reduzir o nimero de corptisculos.
Portanto, sugere-se que a reducdo do numero de corpusculo ocorra pela modulagio da via de
ativacao do NF-kB. No estudo de Wang et al. (2012) observou-se que o NF-«xB ¢ estimulado

pelo LPS e que pode marcantemente aumentar a deposi¢ao de lipideos, além disso o pré-
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tratamento com um inibidor de NF-«kB, reduziu significativamente o nimero de corpuisculos
lipideos em fibroblastos.

De acordo com a literatura, um quadro de inflamagdo cronica ¢ caracterizado por
desregulacdo do sistema imune com aumento da producdo de citocinas, redugdo das defesas
antioxidantes e consequente aumento da producao de espécies reativas de oxigénio. Portanto,
substancias com atividade antioxidante podem contribuir para a redugdo da inflamacao
cronica (MORO-GARCIA et al., 2018). A fragdo U70 demonstrou reduzir a peroxidacao
lipidica em macrofagos RAW 264.7 nas concentragdes entre 12,5 e 200 pg/mL, demonstrando
sua possivel acdo na reducdo do estado inflamatorio também por esse mecanismo. Ja foi
observada a capacidade dos polissacarideos de U. lactuca em reduzir em cerca de 50% a
peroxidagao lipidica em ratos Wistar com indugdo de cancer de mama quando comparado ao
controle estimulado (ABD-ELLATEEF et al., 2017). Além disso, He et al. (2016) avaliou a
acdo antioxidante dos polissacarideos de U. lactuca L. in vitro por diferentes ensaios, como
avaliacdo da captura dos radicais ABTS e radical hidroxila, captura de nitrito e poder de
reducdo, tendo o polissacarideo de U. lactuca L. apresentado atividade significativa em todos
os testes realizados. Outros estudos avaliaram a atividade antioxidante de polissacarideos de
U. lactuca L. de diferentes locais e com diferentes processos de extragdo por variados ensaios,
como captura do radical DPPH, poder de reducao e pela atividade antioxidante total, nos
quais os polissacarideos da alga também apresentaram atividade antioxidante significativa
(YAICK et al.,, 2017; EL-BAKY, BAZ, BAROTY, 2009). J& o trabalho de Widyaningsih et
al. (2017), descreveu a redugdo significativa da produgdo de malondialdeido em animais
tratados com extrato etandlico de U. lactuca.

Na Tabela 4 estd apresentado o resumo das atividades bioldgicas observadas para a
fragdo U70 sobre os mediadores inflamatérios estudados, a fragdo U70 demonstrou a

atividade anti-inflamatoria mais significativa entre as fracdes de U. lactuca L. avaliadas.
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Tabela 4. Resumo das atividades da fragdo U70 sobre os mediadores inflamatdrios avaliados
em nosso estudo

Macrofagos RAW 264.7 C57BL/6
30 minutos 48 horas 24 horas 48 horas
4 . y, %
Oxido Nitrico ¢ l NS
LML — $ NS NS
Citocinas (IL-6 l
e TNF-a)
Translocagao l
do NF-kB
Corptisculos -
lipidicos ¢ ¢ i
Peroxidagdo ¢ - -
lipidica

v- Reduziu significativamente; NS - Nao reduziu significativamente; - Ensaio ndo foi realizado nessa
condicdo; * Foi considerado apenas o modelo de estimulo e tratamento concomitante.

De acordo com os resultados obtidos em nosso trabalho, sugere-se que o LPS atue na
via classica de ativacdo do NF-kB. Nessa via o LPS ativa o receptor TLR4, isso promove a
ativacdo do MyD88 que recruta receptores IL-1 associados a quinase 4 (IRAK-4),
consequentemente ativam IRAK-1 por fosforilacdo, o que leva a sua associagdo com o
TRAF6 e ativacao do complexo IKK, esse complexo fosforila e degrada o IkB, os IkBs sdo
proteinas que bloqueiam a translocagdo do NF-kB para o nucleo, com sua degradagdo o NF-
kB ¢ liberado e pode entdo ser translocado para o nucleo onde modula a expressdo de genes
relacionados com a produgdo de citocinas, corpusculos lipidcos, espécies reativas de oxigénio
e o0xido nitrico. Na presenga da fragdo U70 a via classica do NF-kB provavelmente ¢ inibida
em macréfagos, com redugdo da translocacdo do NF-kB para o nucleo e com isso ocorrendo
uma diminui¢do da produgao de citocinas, corptsculos lipidicos e outras substancias. Além
disso, sugere-se que a fracao U70 module a producao de 6xido nitrico por outras vias, na qual
a fracdo U70 apresenta inibi¢do da producdo do mediador quando presente em menores
concentracdes (12,5, 25, 50 pg/mL) e ndo alteragdo ou aumento em maiores concentragdes

(100 pg/mL), possivelmente atuando sobre vias distintas (Figura 37).
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Figura 37. Via de ativacio do NF-kB a partir do receptor do tipo toll 4 (TLR4) e
producio de 6xido nitrico em macréfagos por estimulo com LPS.
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8 CONCLUSAO

De acordo com os resultados encontrados nesse estudo, as fragoes de U. lactuca L. sdo
formadas majoritariamente por residuos de raminose sulfatados e pelos 4cidos glucurénico e
iduronico. As fragdes apresentam pesos moleculares distintos e a fragdo U70 é composta por
uma unica familia de polissacarideos ap6s a precipitagdo com acetona. Em relagdo a atividade
biologica, a fragdo U70 apresentou atividade anti-inflamatoria potencial modulando a
atividade de componentes relacionados com o processo inflamatorio. Nos ensaios realizados a
fragdo U70 diminuiu a producdo de oOxido nitrico nas duas linhagens de macréfagos
estudadas, a atividade de MMP-9 em RAW 264.7, a produgao das citocinas pro-inflamatorias
TNF-a e IL-6 em RAW 264.7, a biogenesis de corpusculos lipidicos nas duas linhagens de
macrofagos e a peroxidacao lipidica em RAW 264.7. A fracdo U70 demonstrou atuar sobre a
via do NF-kB, reduzindo a transloca¢do desse fator do citoplasma para o nucleo apos estimulo
com LPS. Portanto, as perspectivas futuras sdo investigar a interagdo do PS com o receptor
tipo toll 4 e a via do NF-kB, assim como a agdo do PS em modelos animais e celulares de

doengas inflamatorias cronicas.
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