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RESUMO

Neste estudo foi padronizada a reacdo de RT-PCR para a detecgdo da
expressdo do mRNA dos marcadores TNF-a, IL-10 e iNOS, importantes
no contexto de ativagdo de macrofagos, para selecdo in vitro de
substdncias naturais ou sintéticas com potencial atividade
imunomodulatéria sobre macréfagos, visto que estes constituem uma
das principais populagdes de células do sistema imune. Para isso foi
selecionada a linhagem murina RAW 264.7, cultivada in vitro e que
responde a estimulos como o LPS. Para a realizagdo da RT-PCR, o
RNA foi extraido das células utilizando o reagente Trizol e
posteriormente feito reagdo de transcrigdo reversa com 1 pg de RNA
total, em condi¢des padronizadas. Na etapa de amplificagdo do cDNA,
foram testadas a melhor temperatura de anelamento para cada marcador,
concentracdo dos iniciadores especificos e diluigdo do cDNA.
Determinou-se que o melhor tempo necessario para visualizar os
produtos de amplificagdo era de 6 horas para os ensaios de ativagdo e
foram estabelecidas as concentragdes de LPS capazes de estimular as
células em cultura, quando avaliadas pela RT-PCR e dosagem de 6xido
nitrico. Verificou-se que a adi¢do prévia de polimixina B (50 pg/ml) nas
amostras ¢ eficiente na inativagdo de endotoxinas contaminantes.
Estabeleceu-se um protocolo para testar a potencial atividade
antiinflamatéria de compostos quimicos, pela adi¢do da substancia a ser
testada 6 horas apos a ativagdo prévia com LPS, incubagdo por 18 horas
e observagdo da inibi¢cdo da expressdao dos marcadores. Determinou-se
em seguida, a atividade de 15 formula¢des de polissacarideos de
Agaricus blazei, sendo que todos os extratos mostraram atividade, pela
RT-PCR, para a concentragdo de 10 pg/ml para a citocina TNF-o e nas
fragdes 2, 3, 11 e 12 para a enzima iNOS; enquanto que a dosagem de
oxido nitrico realizada em paralelo mostrou-se menos sensivel. Também
avaliou-se a atividade de 9 galatos sintéticos, e concluiu-se que
nenhuma das amostras testadas demonstrava atividade ativadora de
macrofagos. Ficou evidenciado neste estudo, portanto, a utilidade de
uma técnica in vitro para a triagem de substidncias com potencial
atividade imunomodulatéria sobre macréfagos, que permite vislumbrar
a analise de grande numero destas substincias, sem a utilizacdo de
animais de laboratdrio.



Palavras-chave: RT-PCR, macrofagos, galatos, polissacarideos,
Agaricus blazei, dosagem de 6xido nitrico, atividade imunomodulatdria.



ABSTRACT

STANDARTIZATION OF RT-PCR FOR IN VITRO SCREENING OF
COMPOUNDS WITH POTENTIAL IMMUNOMODULATORY ACTIVITY IN
MACROPHAGES

In this study an RT-PCR to detect mRNA expression of the markers
TNF-a, IL-10 and iNOS, relevant in the macrophage activation context,
was standardized in order to in vitro screening of natural or synthetic
compounds with potential immunomodulatory activity in macrophages,
whereas they constitute a major population of immune systems cells.
For this, was selected the murine strain RAW 264.7 cultured in vitro,
and that responds to stimuli such as LPS. To perform RT-PCR, RNA
was extracted from cells using Trizol reagent and subsequently made a
reverse transcription reaction with 1 pg of total RNA under standard
conditions. In amplification of cDNA step, were tested the best
annealing temperature for each marker, the concentration of specific
primers and dilution of cDNA. It was determined that the best time to
view the amplification products was 6 hours for the testing of activation,
and states the concentrations of LPS the cells were responsive to our
model of RT-PCR and measurement of nitric oxide. It was found that
the previous addition of polymyxin B (50 pg / ml) in samples is efficient
in the inactivation of endotoxin contaminants. Was established a
protocol to test the potential anti-inflammatory activity of chemical
compounds, by adding the substance to be tested after 6 hours prior to
activation with LPS, incubated for 18 hours and observing the inhibition
of expression of markers. Was determined activity of 15 polysaccharides
of Agaricus blazei where all the extracts showed activity in the RT-PCR
for the concentration of 10 pug / ml for TNF-o cytokine and for the
fractions 2, 3, 11 and 12 for the iNOS enzyme; but not in the dosage of
nitric oxide. We also determined the activity of 9 gallates synthetic, and
concluded that none of gallates tested showed activity in activating
macrophages. Was evidenced in this study, therefore, the usefulness of
an in vitro technique for screening of substances with potential
immunomodulatory activity on macrophages, which paves the analysis
of many of these substances without the use of laboratory animals.



Keywords: RT-PCR, macrophages, gallates, polysaccharide, Agaricus
blazei, nitric oxide assay, immunomodulation activity.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que em pelo menos 80 doengas humanas, a causa
inicial seja a resposta imune nao adequada. A busca de novos farmacos
que possam interferir nas diversas disfungdes do sistema imune tem
avancado enormemente nas ultimas décadas. As atuais abordagens
terapéuticas, no entanto, ndo sdo totalmente satisfatorias, sendo
necessaria a busca por novos farmacos com menos efeitos colaterais e
menor custo.

A modulagdo do sistema imunoldgico pode ser realizada através
de muitos agentes sintéticos e de origem natural que possuem atividade
estimulatoria, supressora e regulatdria.

O sistema imune adaptativo, por sua grande diversidade de
especificidades, virtualmente pode responder a grande diversidade de
estruturas moleculares diversas. Componentes do sistema imune inato,
ao contrario, sdo menos diversos e parecem reconhecer um universo de
estruturas muito menor, embora estas sejam caracteristicas de classes
especificas de potenciais patdgenos. Este conceito ¢ bem ilustrado pelos
receptores do tipo Toll-Like (TRLs), que participam do reconhecimento
de varios componentes comuns de microorganismos em geral.

Como células centrais do sistema imune inato, os macrofagos
sdo células filogeneticamente conservadas em todos os organismos
multicelulares e junto com os neutrofilos, representam a primeira linha
de defesa do hospedeiro depois da barreira epitelial. Os macrofagos
também atuam como apresentadores de antigenos e podem interagir com
linfocitos T na modulagdo do sistema imune adaptativo. Além disso, os
macrofagos estdo envolvidos no remodelamento tecidual durante a
embriogénese, reparacdo tecidual, clearance de células apoptoéticas,
hematopoiese e fungdes regulatérias. A descoberta de moléculas com
atividade imunomoduladora sobre macrofagos abre a possibilidade de
intervengdes terapéuticas em uma grande gama de alteracdes
patoldgicas, como por exemplo, em doengas inflamatorias cronicas,
doengas autoimunes, neoplasias e imunodeficiéncias, bem como na
utilizacdo destes agentes como adjuvantes de vacinas.

O aproveitamento racional da grande biodiversidade brasileira
visando a produgdo de medicamentos com atividade imunomodulatoria



¢ um caminho viavel a ser seguido; porém a escassez de técnicas,
tecnologia e iniciativa por parte de grupos de pesquisa tem representado
um entrave neste processo. Assim, no presente estudo, procurou-se
desenvolver e implementar no Laboratorio de Imunologia Aplicada da
UFSC uma metodologia para triagem de compostos com potencial
atividade imunomodulatdria, que permita a determinagdo da atividade
estimuladora e supressora de macréfagos de grande niimero de amostras,
sem utilizag¢do de animais de experimentagao.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 O sistema imunolégico e a resposta imune

Imunologia vem da palavra em latim “immunitas” ou
“immunis”, que significa “isento de carga”, ou também “isento de
enfermidade” (ABBAS; JANEWAY, 2000). Entdo, individuos que nio
sucumbem a uma determinada enfermidade sdo dita imunes, e o status
de resisténcia ¢ considerada imunidade. Desde a descoberta da
fagocitose e principalmente durante todo o século XX, a Imunologia
ficou notadamente baseada em fungdes efetoras contra patdogenos, com o
foco somente sobre as defesas do organismo contra infecgdes e
ignorando suas propriedades homeostaticas vitais, que sdo
independentes do seu envolvimento com respostas imunes (MOSSER;
EDWARDS, 2008). Na visdo classica, portanto, o sistema imune
consiste de uma coleg@o heterogénea de células que sdo primorosamente
projetadas para funcionar como meio de prote¢do contra a colonizagéo
de agentes infecciosos (MORRISSEY; DEREK; CAROLYN, 1997).

O sistema imune pode ser dividido em dois ramos: inato e
adaptativo. Embora os limites ndo sejam bem definidos e haja muita
interagdo entre eles, esta divisdo pode ser determinada por fatores como
o tempo de resposta (memoria) e especificidade da reacdo (PARKIN;
COHEN, 2001).

O sistema imune inato prové uma resposta imediata que
permanece constante ao longo da vida do individuo, enquanto que o
sistema imune adaptativo consiste em reconhecimento antigeno-
especifico através dos linfocitos T e B, sendo necessarios alguns dias
para este tipo de resposta poder ser detectado; porém é uma resposta
precisa e possui memoria, que frente a uma exposi¢do subseqiiente ao
mesmo agente agressor leva a uma resposta mais vigorosa e mais rapida
(PARKIN; COHEN, 2001).



O sistema imune inato consiste de mecanismos de defesa
filogeneticamente mais antigos, desenvolvidos em organismos
multicelulares, acionados pelo reconhecimento de padrdes moleculares
caracteristicos de diferentes grupos de patogenos. A imunidade
adaptativa (adquirida), por sua vez, utiliza moléculas de receptores
expressos em linfocitos T e B que sdo gerados por rearranjos somaticos,
criando através disso um repertorio diverso de receptores com
especificidades aleatdrias, e propiciando que a resposta adaptativa se
desenvolva através da selecdo clonal de linfocitos. Para providenciar
uma resposta precoce contra a infec¢do, o sistema imune inato langa
sinais cruciais ao ramo adaptativo do sistema imune detalhando a
natureza dos antigenos e o tipo apropriado de resposta a ser induzida
(em geral, mecanismos efetores Thl ou Th2) (MORRISSEY; DEREK;
CAROLYN, 1997).

1.1.1  Os macroéfagos

Caso um microorganismo atravesse a barreira epitelial e comece
a se replicar nos tecidos do hospedeiro, pode ser imediatamente
reconhecido pelos fagodcitos mononucleares, ou macréfagos, que
residem nos tecidos. Estas células amadurecem continuamente a partir
dos mondcitos circulantes e abandonam a circulagdo para migrar aos
tecidos em todo o corpo, presumivelmente sobre influéncia de
quimiocinas e outros fatores tecido-especificos (KENNEDY;
ABKOWITZ, 1997). Nos tecidos migram para o parénquima, o qual
influencia a funcdo efetora deste macrofago. Assim, macrofagos
residentes em diferentes tecidos mostram diferentes padrdes de fungao,
como os macrofagos do bago, do figado (células de Kiipffer), pulmao
(macrofagos alveolares), sistema nervoso central (micrdoglia), ossos
(osteoclastos) e na pele (células de Langerhans); conjuntamente estas
células formam o sistema fagocitario mononuclear (STOUT; SUTTLES,
2004). A ingestdo de particulas estranhas e seu processamento levam a
ativagdo do sistema imune adaptativo através da apresentacdo de
antigenos aos linfocitos, da secrecdo de substincias (como citocinas e
quimiocinas) capazes de regular o sistema imunitario e de induzir a
elaboragdo de substancias capazes de destruir outras células e



organismos, como os anticorpos produzidos pelos linfocitos B
(GORDON, 2003).

Os macrofagos foram descritos ha mais de 100 anos, mas
somente nas ultimas décadas é que ganharam uma maior relevancia,
pois até entdo, eram vistos como células com propriedades destrutivas,
desprezando-se seu potencial em reparo de tecidos ¢ manutengdo da
integridade tecidual (WILSON; WALBAUM; REES, 2004). O
macrofago estd envolvido em muitos processos diferentes como o
remodelamento de tecidos durante a embriogénese, reparo de lesoes,
remoc¢do células lesadas, senescentes ou apoptoticas, subseqiientes a
uma agressdo ou infec¢do, hemopoiese ¢ homeostase, bem como o
reconhecimento de células neoplasicas (MURPHY; BITTAR;
NEVILLE, 1996). Outras fun¢des dos macrofagos sdo prover uma linha
de defesa contra invasdo microbiana e crescimento tumoral. Podem
efetuar isto de maneira direta, envolvendo a liberagdo de produtos como
radicais de oxigénio e fatores de necrose tumoral, que sdo lesivos a
microorganismos ¢ células cancerigenas, ou indiretamente, pela
secre¢do de citocinas, e processamento e apresentacdo de antigenos,
regulando o sistema imune (KLIMP et al., 2002). Sendo assim, os
macrofagos se incluem entre as principais células apresentadoras de
antigenos (APC’s) ficando na interface entre o sistema imune inato e
adaptativo (JANEWAY, 2001).

Como APCs, englobam os antigenos por fagocitose ou
endocitose e apods internalizados, sdo digeridos em fragmentos
peptidicos que se associam a moléculas de MHC de classe II presentes
na superficie celular (NEILD; MURATA; ROY, 2005). Como células
efetoras, os macrofagos ativados podem exibir citotoxicidade através do
contato celular ou por receptores para regido Fc de anticorpos (por
exemplo, CD16) (MANTOVANI et al., 2004) e posterior secre¢do de
citocinas e espécies reativas de oxigénio (ROS, em inglés), que podem
facilmente reagir com macromoléculas, incluindo lipidios, proteinas e
DNA (REMER et al., 2005) que eliminam o microrganismo englobado.
As espécies reativas de oxigénio mais importantes sdao o peroxido de
hidrogénio (H,0,), o d4nion superoxido (O, ") e o 6xido nitrico (NO), que
sdo diretamente toxicos contra as bactérias (PAHAN et al., 1998).
Causam peroxidacdo de membranas fosfolipidicas, o que pode alterar a
fluidez de membranas bioldgicas e levar a perda da integridade celular.
Em sistemas biologicos, o NO ¢ sintetizado a partir da L-arginina de



diferentes isoenzimas, denominadas 6xido-nitrico sintases (NOS). Duas
destas sdo constitutivamente expressas em células do endotélio vascular
(eNOS ou NOS tipo III) e em neurénios (NNOS ou NOS tipo I),
enquanto que a expressdo da terceira isoenzima (iNOS ou NOS tipo II) é
induzida, em uma variedade de células, por produtos de bactérias Gram-
negativas (endotoxinas) e bactérias Gram-positivas. As eNOS e nNOS
sdo transitoriamente ativadas em respostas ao aumento intracelular dos
niveis de calcio e estdo envolvidas na regulacdo das fungdes
fisiologicas, enquanto que iNOS ¢ expressa e continuamente ativa
durante inflamagdes, onde esta envolvida na defesa do hospedeiro contra
patdégenos (CADENAS; CADENAS, 2002).

As citocinas desempenham importante fun¢do na indugfo e
mediacdo de respostas inflamatorias e imunologicas. Entre as células
inflamatorias, os macrofagos sdo amplamente reconhecidos como
células de grande importancia na secrecao de citocinas (MIRE-SLUIS;
THORPE, 1998). A habilidade em reconhecer uma grande gama de
ligantes exdgenos e endogenos, bem como responder aos estimulos, é
central para as fungdes dos macrofagos em homeostase e também na
defesa contra patogenos na imunidade inata e adquirida, autoimunidade,
inflamag@o e imunopatologias (TAYLOR et al., 2005). As células da
imunidade inata possuem um grupo de receptores codificados no
genoma (denominados Receptores de Reconhecimento de Padrio, ou
PRR’s), e cada receptor abriga especificidades capazes de detectar
constituintes invariantes de patdgenos (conhecidos como Padroes
Moleculares Associados a Patogenos, PAMP’s).

Esta estratégia ajuda a evitar que microrganismos mutantes
escapem da vigilancia e permite que o sistema imune detecte varias
classes de microorganismos através do uso de um repertdrio
relativamente limitado de receptores. Acredita-se que os PAMPs sejam
produzidos somente pelos microorganismos invasores ndo sendo
expressos no hospedeiro, o que permite que a imunidade inata
discrimine entre “proprio” e “nao-proprio” (MONTERO VEGA, 2008).
A estrutura dos PAMPs s3o essenciais para a integridade e
sobrevivéncia dos microbios pois sdo estruturas invaridveis altamente
conservadas de classes inteiras de micrébios (LIU, 2008).
Conseqiientemente, os organismos hospedeiros podem contar com o
reconhecimento dos PAMPs para a identificagdo dos micrdbios porque



estes ndo podem altera-los sem enfrentar risco para sua sobrevivéncia
(LIU, 2008).

Os PRR’s sdo receptores inatos definidos na sua habilidade de
reconhecer especificamente microbios e/ou produtos bacterianos. Sao
tanto soluveis como associados a célula, expressos na superficie ou
intracelularmente (JEANNIN; JAILLON; DELNESTE, 2008); ¢ podem
ser classificados em trés familias, com bases nas suas funcdes:

I) Receptores endociticos, expressos na superficie celular, medeiam
o reconhecimento e internalizagdo de microbios e/ou
produtos bacterianos. Entre estas moléculas encontramos
as familias de receptores GPl-ancorado (CD14), Scavenger
(SR), CLR (C-type Lectin)

1I) Receptores de sinalizagdo, que incluem os Receptores Toll-Like
(TLR), NOD-like (NLR), helicases RGI-like (RLH). Estes
receptores estdo envolvidos na ativagdo celular em
resposta a diversos produtos bacterianos, como proteinas,
glicanas, lipoproteinas e dacidos nucléicos. Podem ser
expressos na superficie celular ou intracelularmente.

II)Moléculas de ligacdo solaveis (também conhecidas como
opsoninas), que facilitam o reconhecimento e eliminagdo
dos seus ligantes pelos fagdcitos. Algumas estdo
envolvidas na ativacdo da via complemento (JEANNIN;
JAILLON; DELNESTE, 2008). Nessa classe encontramos
as colectinas, ficolinas e pentraxinas (PTX).

Alguns dos receptores envolvidos na ativagdo de macrofagos estdo
representados na Quadro 1. Os PRR agem como sensores imunolégicos
capazes de discriminar o “proprio” do “ndo-proprio” e o “proprio
modificado” (por exemplo, células em apoptose, lipoproteinas de baixa
densidade oxidadas). O recrutamento dos PRR por seus ligantes resulta
em ativacdo celular (expressdo de moléculas co-estimulatérias e
producdo de citocinas pro-inflamatorias), possibilitando a iniciagdo de
resposta imune especifica (JEANNIN; JAILLON; DELNESTE, 2008).

O conceito atual ¢ de que o PRR recrutado dita o tipo de resposta
imune adaptada ao microorganismo invasor (PADOVAN;
LANDMANN; DE LIBERO, 2007). Por outro lado, a internalizagdo
sem a presen¢a de um sinal de perigo (isto é, sem recrutamento de um
receptor de sinaliza¢do) pode levar a tolerdncia, como verificado na



internalizagdo de células apoptoticas (JEANNIN; JAILLON;
DELNESTE, 2008).

Familia de Receptor Exemplo Funcio (exemplo)

Fagocitose de bactéria e células apoptdticas, endocitose de
Scavenger (colagenoso) SR-A

LDL modificada, adesio

Fagocitose de células apoptoticas. reconhecimento de diacil
Scavenger (ndo-colagenoso) CD36

lipidio bacteriano

Proteina de ligacio do LPS/interacdes MD2 e MyDSS,
GPI-ancorada CD14

sinalizacio via TLR. reconhecimento de células apoptoticas
Integrinas CR3(CD18/11b) |Fagocitose mediada pelo receptor de complemento (C3bi)

FcR(ITAMATIM) | Ligacao dependente de anticorpo. ADCC

Familia dasimunoglobulinas
TREM-1(ITAM) |Regulagio dainflamacio

CCR2 ReceptorparaMCP-1
Superfamilia 7-
CsaR Quimiotaxia, degramulacdo
Transmembrana
EMR2 (EGF-TM7) |Adesao decélula mieloide.
Receptor de f-glucana, ingestio de particula fingica,
NK-like C-type lectin-like Dectin-1(ITAM-like)
liberagio de TNF-o/interagio com TLR2
C-typelectin (CTLsimples) DC-SIGN Reconhecimento de patogeno. adesdo via ICAM
CTL miiltiple MR Clearance. ativagdo alternativa
TLR2 Resposta a peptidoglicana
Toll-like
TLR4 RespostaaLPS

Quadro 1 :Alguns dos receptores de macrofagos envolvidos no reconhecimento
imunolégico.

Fonte: TAYLOR et al, 2005.

Os macrofagos, quando envolvidos na remocdo de debris
celulares, gerados durante o remodelamento tecidual, “limpam” rapida e
eficientemente os tecidos das células apoptoticas, sem a participagdo de
outras células do sistema imune. Nestas situacdes nao produzem (ou
produzem muito pouco) mediadores imunolégicos (KONO; ROCK,
2008). Os receptores que medeiam estes processos de clearence
homeostatico incluem receptores scavenger, receptores fosfatidil-serina,
receptor de trombospondina, de integrinas e complemento. De maneira
geral, estes receptores nao transduzem sinais que induzem a transcri¢@o



de genes de citocinas (TAYLOR et al., 2005). Portanto, em condigdes
de homeostase, a funcdo principal dos macréfagos € agir como uma
célula “zeladora”, limpando o ambiente intersticial de material celular
estranho (MOSSER; EDWARDS, 2008).

Os debris que foram gerados por necrose resultante de trauma
ou estresse também podem ser limpos pelos macrofagos, mas em
contraste com o exemplo de apoptose, o clearance destes debris causa
alteragdes marcantes na fisiologia dos macréfagos, incluindo alteracdes
nas proteinas de superficie e producdo de citocinas e mediadores
inflamatorios. Em muitos casos estes debris funcionam como sinais de
perigo, como as heat shock-proteins (HSPs), histonas, DNA e outros
nucleotideos, e componentes da matriz extracelular clivadas por
proteases celulares (ZHANG; MOSSER, 2008).

A resposta dos macrofagos aos sinais endogenos de perigo €
somente um exemplo dos diferentes estimulos que desencadeiam sua
ativacdo nos tecidos. Assim, estas células tém uma marcante
plasticidade que permite que respondam eficientemente aos sinais do
ambiente e mudem seu fenotipo, sendo que sua fisiologia também pode
ser marcantemente alterada pelas respostas inatas e adaptativas
(MOSSER; EDWARDS, 2008). Podem responder tanto a estimulos
endogenos, que sao rapidamente gerados ap6s injuria ou infecgdo, como
a estimulos provenientes de patégenos gerando normalmente alteracdes
mais prolongadas neste tltimo caso (GORDON, 2007).

1.1.2  Macréfagos ativados

Os macréfagos ativados estdo presentes em varios exudatos e
podem ser caracterizados por parametros morfologicos, além de varios
marcadores especificos (GORDON, 2007). O termo “macréfago
ativado” geralmente refere-se a macrofagos cujas caracteristicas
funcionais, bioquimicas e morfologicas refletem um aumento da
atividade celular. Quando comparados com macrofagos residentes, os
macrofagos ativados sdo maiores e mais aderentes as superficies. As
células ativadas demonstram aumento da expressdo e secrecao de
enzimas lisossomais e de fatores de crescimento (MAURYA et al.,
2007). Embora ainda nio haja consenso sobre formas de classificar
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populagdes de macrofagos ativados, a Figura 1 apresenta um resumo do
espectro de ativacao.

LinfTH1

©

|FN‘{\A TNF
@/l Q Macréfago Classicamente Ativado

(atividade microbicida)

Macréfago Tecidual

Linf. TH2 .
5 \/c\gs\ranu\omto
oo
oWeol o o?
°°°o Dor)
\IL;4 PACACE
ﬂ/ \57\/(
g@ L ; Macréfago de Reparacao Tecidual
€ j a b / (produgao de matriz extracelular)
B 7“\\/‘*>
Linf. T Reg Complexos imunes

Prostaglandinas
Ligantes GPCR
Glicocorticéides
Células Apoptéticas
\ IL-10

Macréfago Ragu\atér\o
(atividade anti-inflamatdria)

Fig 1: Espectro de ativagdo dos macrofagos. Adaptado de MOSSER,
EDWARDS, 2008.

O termo “macrofago classicamente ativado” tem sido usado
para designar macréfagos efetores que s@o produzidos durante respostas
imunes mediadas por células. Nesta caracterizagdo, a combinagdo de
dois sinais, IFN-y e TNF, resulta em uma populagdo de macréfagos com
uma capacidade microbicida e tumoricida aumentada e secretando altos
niveis de mediadores e citocinas pro-inflamatérias (O'SHEA;
MURRAY, 2008). O IFN-y pode ser produzido durante uma resposta
adaptativa pelos linfocitos TH1 ou TCD8+, ou durante uma resposta
imune inata pelas NK, porém de maneira mais transiente e incapaz de
sustentar uma populagdo de macrofagos ativados. O TNF pode ser
produzido por qualquer APC (MOSSER; EDWARDS, 2008). Os dois
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sinais necessarios para a ativagdo dos macrofagos também podem ser
gerados por certos agonistas dos TLR, que induzem TNF e IFN-B, este
ultimo podendo substituir o IFN-y (YAMAMOTO; AKIRA, 2005). As
citocinas pro-inflamatérias (p.ex. TNF-a, IL-6, IL-12) que s@o
produzidas por macrofagos classicamente ativados sdo componentes
importantes resposta imune, mas podem causar dano muito grande ao
hospedeiro (MOSSER; EDWARDS, 2008).

Da mesma maneira que na ativagao classica, os “macréfagos de
reparacdo tecidual” (wound-healing macrophages) podem desenvolver
resposta por estimulos tanto do sistema imune inato quanto do
adaptativo. Um dos primeiros sinais lancados durante uma injlria
tecidual é a IL-4, sendo os basofilos e mastocitos fontes iniciais
importantes, embora possa também ser produzida por outros
granulocitos. A IL-4 ¢é considerada o principal ativador para o
desenvolvimento ¢ manutengdo dos macréfagos de reparagdo tecidual e
induz a atividade de arginase, convertendo arginina em ornitina, um dos
precursores de poliaminas e coldgeno, contribuindo entdo para a
producdo de matriz extracelular. A caracteristica de respostas tipo TH2 é
a secrecdo de IL-4 e IL-13, primariamente induzida em respostas a
distarbios nas superficies de mucosas e particularmente importantes nos
pulmdes (VARIN; GORDON, 2009). Os macrofagos tratados in vitro
com IL-4 e IL-13 falham em apresentar antigenos a linfocitos T,
produzem quantidades minimas de citocinas pré-inflamatorias e sdo
menos eficientes que os macréfagos classicamente ativados em produzir
radicais toxicos de oxigénio e nitrogénio (EDWARDS et al., 2000).
Estes macrofagos também podem exercer efeitos regulatorios indiretos
na resposta imune, pois as poliaminas que produzem podem influenciar
na producdo de citocinas e suprimir a expansdo clonal de linfocitos
adjacentes (CORDEIRO-DA-SILVA et al., 2004). Apesar do papel na
reparacdo tecidual, ha evidéncias de que este tipo de ativagdo pode ser
util na defesa contra helmintos e nematodos. Os macrofagos de
reparacdo tecidual podem ser prejudiciais ao hospedeiro quando a
produgdo de matriz extracelular ¢ desregulada, levando a fibrose, que
em alguns 6rgdos como pulmdes, rins e figado podem ser relacionadas
com doengas cronicas (MOSSER; EDWARDS, 2008).

“Macrofagos regulatorios” podem ser gerados por estimulos do
sistema imune inato e adaptativo. Apesar das respostas ao estresse nao
serem consideradas tipicamente do sistema imune inato, o eixo



12

hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) pode gerar efeitos marcantes nos
macrofagos. Os glicocorticoides sao langados pelas células adrenais em
resposta ao estresse e podem inibir as defesas mediadas por macrofagos
e fungdes inflamatorias pela inibigdo da transcricdo de genes de
citocinas pré-inflamatorias, diminuindo a estabilidade do mRNA
(STERNBERG, 2006). Entretanto, nem todas as func¢des sdo
suprimidas: a fagocitose de células apoptoticas parece permanecer
intacta ou até mesmo aumentada na presenca de glicocorticdides (LIU et
al., 1999). Os macrofagos regulatorios podem surgir durante os estagios
tardios de uma resposta imune adaptativa e sua principal fungdo parece
ser a de amortecer a resposta imune e limitar a inflamagao.
Primeiramente foi identificada uma populacdo de macréfagos que
secretava altos niveis de IL-10 quando estimulada com um agonista
TRL na presenca de complexos imunes IgG (GERBER; MOSSER,
2001). Posteriormente identificaram-se outros fatores que podem levar a
ativacdo regulatéria de macréfagos, como prostaglandinas, células
apoptoticas, IL-10 e alguns ligantes para receptor ligado a proteina G
(GPCR) (MARTINEZ et al., 2008). Outros indutores podem ser
adenosina, dopamina, histamina, fosfato de esfingosina, melanocortina e
peptideo vasoativo intestinal. Estes primeiros sinais, por si so,
geralmente tém muito pouca ou nenhuma fung¢o estimulatéria. Além da
producdo de uma citocina imunossupressiva, a IL-10, a ativagdo
regulatoria pode diminuir a produgdo de IL-12, que ¢é pro-inflamatoéria,
e, portanto a razdo IL-10/IL-12 pode servir para a definigdo de
macrofago regulatério (MOSSER; EDWARDS, 2008). Diferentemente
dos macrofagos de reparacéo tecidual, os macrofagos regulatorios ndo
contribuem para a produgdo de matriz extracelular e muitas destas
células expressam altos niveis de moléculas co-estimulatorias (CD80 e
CD86) podendo, portanto, apresentar antigeno a linfécitos T
(EDWARDS et al., 2006). Existem, assim, claras diferencas funcionais
e bioquimicas entre macrofagos regulatorios e de reparagdo tecidual. Os
macrofagos regulatorios podem contribuir para a progressdo de
neoplasias e os altos niveis de IL-10 podem predispor o hospedeiro a
infeccdo (MOSSER; EDWARDS, 2008).

1.2 Pesquisa da potencial atividade imunomodulatéria de
substincias obtidas de produtos naturais
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O desenvolvimento de medicamentos antiinflamatérios,
imunomodulatérios, antibidticos, antivirais, imunossupressores ¢
anticorpos monoclonais tém revolucionado o tratamento e o desfecho de
diversas enfermidades. A pesquisa de novos farmacos mostrou avangos
importantes nos ultimos anos, principalmente, apos o desenvolvimento
de modelos biologicos realizados in vitro e em grande escala, os quais
permitem a analise de varias amostras, em tempo reduzido,
possibilitando a realizacdo de varias repetigdes experimentais, além de
propiciar uma analise estatistica consistente dos resultados e
conseqiiente reprodutibilidade (HOUGHTON, 2000). Atualmente,
muitos farmacos de origem natural encontram-se disponiveis no
mercado, em decorréncia da extensa diversidade quimica dos produtos
naturais, sendo que esses constituem uma fonte inesgotavel de
compostos com promissoras atividades, ndo apenas pelo grande nimero
de espécies com propriedades medicinais inexploradas, mas
principalmente pela variedade de metabolitos sintetizados (SIMOES;
SCHENKEL, 2002). Além disso, grande parte das substincias ativas
pode ser isolada e modificada estruturalmente, alcangando maior
eficacia e menor citotoxicidade (NIELSEN, 2002). Uma das estratégias
na busca de novos farmacos derivados de produtos naturais é baseada no
estudo de extratos vegetais de plantas medicinais (PATWARDHAN;
GAUTAM, 2005). Estes extratos constituem uma grande fonte de
metabolitos secundarios, tais como flavondides (HAVSTEEN, 2002),
alcaldides (RAGHAYV et al., 2006), taninos (KOLODZIEJ; KIDERLEN,
2005), compostos fenolicos (WADSWORTH; KOOP, 1999), entre
outros. Muitos destes extratos t€ém comprovada atividade in vitro. A
acdo destas substancias sobre células do sistema imune, porém, tem sido
pouco estudada.

Embora as células do sistema imune sejam normalmente
ativadas através de antigenos especificos, existem substincias que
podem agir sobre estas populagdes celulares de maneira inespecifica,
modulando a resposta imune. Estas substincias, denominados
imunomodulares, sdo compostos que modificam as respostas biologicas,
afetando a resposta imunolégica de modo positivo ou negativo
(CHIRIGOS, 1992). A modulacao da atividade do sistema imune ¢ uma
intervengdo farmacologica requerida para muitas condi¢des patologicas.
Imunossupressdo ¢ proeminente no tratamento de doengas autoimunes e
alergias, e a inibi¢do e prevenc¢ao integral de respostas imunes. Por outro
lado, a estimulacdo do sistema imune ¢ desejavel para outras condigdes
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como infecgdes e neoplasias. Os imunoestimulantes (também
conhecidos como modificadores de resposta imunologica) representam
uma classe emergente de farmacos que sdo designados para amplificar
as respostas imunes que ocorrem naturalmente contra patogenos
infecciosos e células tumorais (MIZUMOTO et al., 2005).

Muitos tipos de imunomoduladores t€m sido identificados,
incluindo proteinas de mamiferos, como o IFN-y, fator estimulador de
colonias de granulécitos (G-CSF), fator estimulador de colénias de
macrofagos-granuldcitos, bem como substincias isoladas e purificadas
de microorganismos. Nas ultimas décadas, polissacarideos isolados de
fontes naturais (cogumelos, algas, liquens e plantas superiores) tém
atraido a atencdo da pesquisa biomédica em fungdo do seu largo
espectro de propriedades teraputicas e baixa toxicidade
(SCHEPETKIN; QUINN, 2006). Com os farmacos imunomoduladoras
tradicionais continuando a exibir eficacia limitada e efeitos colaterais
indesejaveis, torna-se necessario desenvolver imunoterapias novas,
melhores, alvo-especificas. (PATWARDHAN; GAUTAM, 2005).

A descoberta de novas substincias com atividade
imunomodulatéria abre a possibilidade de intervengdes terapéuticas
numa variedade de distarbios, incluindo neoplasias, imunodeficiéncias
como AIDS, doencas inflamatdrias e doencas auto-imunes. Apesar da
grande biodiversidade brasileira, que pode, sem duavida, ser uma
importante fonte de novas moléculas com capacidade de modular a
resposta imune, poucos estudos com componentes da biodiversidade.
Uma possibilidade para explicar esta escassez de pesquisas nesta area,
deve-se ao fato de ndo existirem técnicas rapidas, sensiveis e
reprodutiveis para triagem de grande niimero destas substincias (SMIT;
OBERHOLZER; PRETORIUS, 2009).

As técnicas mais comumente empregadas para avaliacdo da
ativagdo de células imunes baseiam-se na pesquisa da producdo de
citocinas por estas células. Normalmente estas células sdo obtidas de
diferentes linhagens de camundongos e ratos, o que em parte explica a
baixa reprodutibilidade (DELARCHE; CHOLLET-MARTIN, 1999). As
producdo de citocinas pode ser mensurada em dois niveis: proteinas e
transcritos de mRNA. As proteinas podem ser medidas usando varias
técnicas, como ELISA, Elispot, métodos biologicos e marcacdo
intracelular. Todas estas técnicas se baseiam na capacidade dos
anticorpos reagentes e de niveis adequados da expressdo das proteinas.
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A expressdo de proteinas também podem ser avaliadas indiretamente
através da deteccdo de mRNA usando-se técnicas como Northern blot,
hibridizagdo in situ, ensaio de protecdo de RNase (RPA) e RT-PCR.
Apesar das analises de Northern blot e RPAs serem quantitativas, estas
técnicas requerem grandes quantidades de RNA. A RT-PCR permite
uma amplificagdo exponencial do gene de interesse, entretanto nao é
quantitativa. Muitas técnicas quantitativas t€ém sido desenvolvidas, como
a PCR quantitativa competitiva (QC-PCR), que utiliza quantidades
conhecidas de um competidor no mesmo tubo de reagdo do transcrito de
interesse; ¢ mais recentemente a reagdo de PCR em Tempo Real (qRT-
PCR) (BUDHIA et al., 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Padronizar a técnica de RT-PCR para triagem in vitro de
compostos de origem natural ou sintética com potencial atividade
imunomodulatéria em macrofagos.

3.2 Objetivos especificos

e Padronizar as condi¢des ideais de cada etapa da RT-PCR para
detecgdo da expressdo/inibi¢do do mRNA de TNF-a, IL-10, IL-
12 ¢ iNOS em células RAW 264.7;

e Determinar o efeito citotoxico de galatos sintéticos, através da
determinacdo da CC50% (citotoxicidade em 50% de células),
pelo ensaio do MTT sobre a linhagem de macréfagos RAW
264.7,

e Aplicar a técnica de RT-PCR padronizada em avaliagdo da
potencial atividade imunodulatéria dos galatos e dos
polissacarideos de Agaricus blazei sobre linhagem de
macrofagos RAW 264.7, como prova conceito.

e Avaliar a potencial atividade imunodulatéria dos galatos e dos
polissacarideos de Agaricus blazei sobre a linhagem de
macrofagos RAW 264.7, por meio da Dosagem de oxido
nitrico.
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MATERIAIS E METODOS
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultura celular

4.1.1 Linhagens celulares

As linhagens celulares utilizadas foram:

e RAW 264.7 (ATCC TIB-71), gentilmente cedida pelo Dr. Juliano
Bordignon, do Instituto Carlos Chagas (Curitiba/PR). E uma
linhagem de macréfagos derivados de tumores induzidos pelo
virus de Abelson Murine Leukemia virus, em camundongos
machos BALB/c.

e J774.A1 (ATCC TIB-67), gentilmente cedida pelo Prof. Dr.
Mario Steindel do Laboratorio de Protozoologia da UFSC. E
uma linhagem de macréfagos derivada de camundongos
BALB/c.

e J774.16, gentilmente cedida pela Prof'. Dra. Elaine G. Rodrigues,
do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia
da UNIFESP/SP. E uma linhagem de origem murina (BALB/c,
haplotipo H-2¢) derivada de sarcoma reticular.

e THP-1 (ATCC TIB-202), gentilmente cedida pelo Prof. Dr.
Hernan Terenzi, do Laboratério de Expressdao Génica da UFSC.
E uma linhagem humana com morfologia de pro-mondcito,
derivada de leucemia monocitica aguda.

4.1.2 Condicoes de cultura celular

As células foram cultivadas em garrafas de 75cm” e mantidas a
temperatura de 37°C e 5% de CO,, cada linhagem com os seguintes
meio de cultura:

RAW 264.7: meio DMEM (Cultilab) suplementado com 1,8g/L de
Bicarbonato de sédio (Merck), 10% (V/V) Soro Bovino Fetal (SBF)
(Cultilab), 0,1% (V/V) de antibiotico Gentamicina 40mg/mL (Schering-
Plough).

J774.A1: meio RPMI 1640 (Cultilab) suplementado com 2 g/L de
Bicarbonato de sodio (Merck), L-Glutamina 0,3g/L (Sigma), acido
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piravico o,11g/L (Sigma) e HEPES 2,3g/L (Biosolve); 10% (V/V) Soro
Bovino Fetal (SBF) (Cultilab), 0,1% (V/V) de antibidtico PSA
(Penicilina + Streptomicina + Anfotericina) 1% (Sigma).

J774.16: meio RPMI 1640 (Cultilab) suplementado com 2 g/L de
Bicarbonato de sédio (Merck), L-Glutamina 0,3g/L (Sigma), acido
piravico o,11g/L (Sigma) e HEPES 2,3g/L (Biosolve); 10% (V/V) Soro
Bovino Fetal (SBF) (Cultilab), 0,1% (V/V) de antibidtico PSA 1%
(Siga), 1% de solugdo de aminoécidos (Sigma).

THP-1: meio RPMI 1640 (Cultilab) suplementado com 2 g/L de
Bicarbonato de sodio (Merck), L-Glutamina 0,3g/L (Sigma), acido
piravico o,11g/L (Sigma) e HEPES 2,3g/L (Biosolve); 10% (V/V) Soro
Bovino Fetal (SBF) (Cultilab), 0,1% (V/V) de antibidtico PSA 1%
(Sigma).

As passagens de células foram feitas a cada 3-4 dias, com
auxilio de cell scrapper para as linhagens aderentes (RAW 264.7,
J774.A1 e J774.16). A linhagem THP-1 cresce em suspensao, sendo as
passagens feitas através de transferéncia de volume da suspensédo
contendo 5x10* células.

Para os experimentos de RT-PCR observou-se que os melhores
resultados eram obtidos quando o plaqueamento era feito com passagem
para a placa de 12 cavidades esperando a confluéncia do tapete celular
antes de iniciar o experimento, ao invés um plaqueamento direto de
grande numero de células, assim evitando a manipulagdo excessiva e
stress celular antes dos experimentos. Também verificou-se que a placa
de 12 cavidades ¢ a mais adequada para os experimentos.

4.2 Compostos testados

4.2.1 Galatos

Os galatos que foram testados quanto a toxicidade e potencial
atividade estimulatoria sobre macrofagos, descritos na Figura 2, foram
gentilmente cedidos pelo doutorando Paulo César Leal, que os sintetizou
(SAVI et al., 2005), orientado pelo Prof. Dr. Ricardo José Nunes
(QMC/CFM/UFSC). Os compostos (50 mM) foram dissolvidos em
DMSO (dimetil sulféxiodo), estocados a -20°C ao abrigo da luz, e
posteriormente diluidos em meio de cultura antes do uso.
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o. o F— Substituinte (R)
\C/ \ Acido Gélico H
R Galato de Metila CH,
Galato de Etila CH,
Galato de Propila CH;
HO OH Galato de Butila CHy
OH Galato de Pentila CsHyy
Galato de Hexila CeHiz
Galato de Heptila CHys
Galato de Octila CgHy7
Galato de Nonila CHyo
Galato de Decila CioHz
Galato de Undecila CiHys
Galato de Dodecila CiHys
Galato de Tetradecila Ciahzo

Figura 2: Estrutura dos galatos testados.

4.2.2 Polissacarideos de Agaricus blazei Murril

As amostras testadas neste estudo (Quadro 3), foram
gentilmente cedidas pela doutoranda Carla Maisa Camelini, responséavel
pela sua extragdo, purificagdo e caracterizagdo, sob a orientagao da Prof.
Dra. Margarida Matos Mendonga (Laboratorio de Bioprocessos/MIP/
CCB/UFSC). As amostras foram estocadas a 2 g/ml a -20°C ao abrigo
da luz e diluidas em meio de cultura antes do uso.
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Amostra extraida da frutificaciio - Separaciao por membrana de microfiltracio

Amostra extraida da frutificaciio - Separacio por membrana de ultrafiltracio 1

Amostra extraida da frutificaciio - Separacio por membrana de ultrafiltracio 2

Amostra extraida da frutificacfio - [eparac¢io por membrana de nanofiltracio

Amostra extraida do micélio em graos de trigo - Produto bruto

Amostra extraida do micélio em graos de trigo
microfiltracio

Amostra extraida do micélio em graos de trigo
ultrafiltracao 1

Amostra extraida do micélio em grios de trigo
ultrafiltracao 2

Amostra extraida do micélio em graos de trigo
nanofiltrag¢io

Separacdo por

Separacdo por

Separacio por

Separacdo por

Amostra extraida do micélio em meio liquido - Produto bruto

Amostra extraida do micélio em meio liquido -
microfiltra¢ao

Amostra extraida do micélio em meio liquido -
ultrafiltraciao 1

Amostra extraida do micélio em meio liquido -
ultrafiltracao 2

Amostra extraida do micélio em meio liquido -
nanofiltracio

Separacio por

Separacio por

Separacio por

Separacio por

Quadro 2:Amostras de Agaricus blazei testados neste trabalho.

membrana

membrana
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4.3 Determinacgao de citotoxicidade pelo ensaio colorimétrico do

sal Azul de tetrazolio (MTT)

4.3.1 Citotoxicidade dos galatos

Para a determinacdo da citotoxicidade (CCs, —toxicidade para
50% das células) dos galatos utilizou-se o método do MTT (brometo de
(3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetraz6lio) proposto por
Mosmann (1983) e modificado por que avalia o estado funcional da
cadeia respiratoria. As células metabolicamente ativas reduzem o sal de
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tetrazolio formando cristais de formazana soliveis em DMSO com uma
coloragdo roxa caracteristica. Nesta avaliacdo os macrofagos RAW
264.7 foram plaqueados em placa de 96 cavidades na densidade de 5 x
10° células/cavidade, e no dia seguinte as células aderidas foram lavadas
com PBS estéril e adicionado o meio de cultura contendo diversas
concentracdes dos galatos para a determinagdo da citotoxicidade. Estas
preparagdes foram incubadas por 48 horas (37°C/5% CO, ). Em seguida,
removeu-se o meio cuidadosamente e adicionou-se 50 pl de solugdo de
MTT (Sigma) em PBS (5 mg/mL). A placa foi incubada por mais 6
horas a 37°C/5% CO,. Ao término da incubagido o excesso de MTT foi
removido por remog¢do do sobrenadante e os cristais de formazana, que
precipitaram sobre as células viaveis, foram dissolvidos em 100 pl de
DMSO (Merck). A absorbancia das amostras foram medidas em leitor
de microplacas (Bio-Tek — EL, 800) utilizando o comprimento de onda
de 540 nm, onde o branco era DMSO. A viabilidade celular em cada
concentracdo testada dos diferentes compostos foi estimada por
comparac¢do com um controle celular (células sem tratamento).

4.3.2 Estatistica dos dados de citotoxicidade

A concentragdo citotoxica para 50% das células (CCsy) foi
estimada através de Regressdo Linear em comparagdo com um controle
celular equivalente a 100% de viabilidade, e submetida a teste estatistico
ANOVA. Os valores calculados representam a média de trés
experimentos independentes + desvio padrdo.

4.4 Dosagem de 6xido nitrico produzido por macréfagos

Para a avalia¢do da producao de 6xido nitrico os macréfagos RAW
264.7 foram plaqueados na densidade de 5 X 10° células por cavidade
em placas de 96 cavidades e incubados overnight para aderéncia .Aos
macrofagos aderidos foi adicionado meio novo contendo a substancia ou
composto a ser analisado. Como controle positivo da ativagao utilizou-
se lipopolissacarideo (LPS de E.coli - Sigma) 1 pg/ml. As células foram
incubadas por 48 horas a 37°C em atmosfera de 5% CO,. Apds este
tempo, 100 puL do sobrenadante foram transferidos para outra placa de
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96 cavidades e adicionou-se 100 pL do reagente de Griess. O reagente
de Griess foi preparado pela mistura de duas solugdes na proporgdo 1:1,
imediatamente antes do uso. A primeira solu¢do era constituida por
naftiletilenodiamino 0,1% (p/v) (Sigma) em acido orto-fosforico 5%
(v/v) (Sigma) e a outra solugdo por sulfonamina p-aminobenzeno 1%
(p/v) (Sigma) em acido fosforico 5% (v/v) (GREEN et al., 1982) Apds a
incubacdo por dez minutos a absorbancia foi medida em 540 nm, em
leitor de micro-placas, utilizando como branco, meio de cultura
contendo reagente de Griess. As concentracdes de nitrito foram
estimadas utilizando-se uma curva padrdo de NaNO,. Em outro grupo,
os compostos foram tratados com Polimixina B (Sigma) na
concentracdo de 50 pg/mL, em agitador horizontal por 1 hora, antes de
serem adicionados aos macrofagos.

4.5 Padronizacao da técnica de RT-PCR

4.5.1 Extracao de RNA total

Foram utilizados materiais e solucdes isentos de RNAse (RNAse
Free) durante toda a manipulagdo das amostras, sendo sempre
observadas as boas praticas de manipulagdo. As RNAses (ribonucleases)
sdo enzimas extremamente resistentes a varios tratamentos, inclusive
térmicos. De forma a diminuir a contamina¢do com RNAses das
solugdes, vidrarias e reagentes, foi feito tratamento com autoclavagem e
com DEPC (dietilpirocarbonato) 0,01%, que ¢ um forte inibidor de
RNAses. As amostras de RNA foram mantidas em freezer -80°C e em
gelo durante a manipulaggo, para evitar a degradagio por temperatura.

Para extracdo do RNA, retirava-se o meio de cultura sobrenadante
das placas cada experimento e, sobre o tapete celular (aproximadamente
1,5x 10° células), adicionava-se 0,5 mL de TRIZOL ® (Invitrogen). Por
pipetagem repetitiva promoveu-se a lise celular. Apos incubagdo a
temperatura ambiente por 5 min, para permitir a completa dissociagdo
dos complexos de nucleoproteinas, adicionou-se 100ul de cloroférmio
(Merck) e procedeu-se a centrifugacdo (12.000 rpm, 15 min a 4°C, em
centrifuga (Eppendorf modelo 5804R). A fase aquosa (até 60% do
volume original de TRIZOL) ¢ entdo transferida novamente para um
outro tubo ¢ o RNA total ¢ precipitado com 250 pl de isopropanol
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(Merck) resfriado. Procede-se uma incubagao por 10 minutos, em gelo e
centrifuga-se novamente o material (12.000 rpm, 10 min a 4°C em
centrifuga. A fina camada de gel no fundo do tubo) ¢ entdo lavado com
0,5 mL de etanol 75% (diluido em &4gua DEPC 0,01%), sob
homogeneizagdo. Ap6s mais uma centrifugagdo (7.500 rpm, 5 min a 4°C
em centrifuga, o sobrenadante ¢ desprezado e o sedimento é seco com o
tubo aberto por aproximadamente 15 minutos a temperatura ambiente. O
RNA total é entdo suspenso em agua DEPC. Os estoques de RNA total
foram mantidos a -80°C, por no maximo um més. A concentragdo de
RNA das amostras foi determinada em espectrofotdometro (Eppendorf —
Biophotomer), estimando-se a concentragdo com base na absorbancia
em 260 nm (Asgonm), através da formula:

[RNA total ng/pl] = (Azeonm) X (Fc 40) x fator de
diluicao

Onde (Fc 40) corresponde ao Fator de Conversdo no qual a
A60nm maxima é 1 e corresponde a 40 ng/mL de RNA total

4.5.2 Selecao, desenho e seqiiéncia dos pares de iniciadores
especificos utilizados na RT-PCR

Apbs selegdo criteriosa dos marcadores de ativacdo de
macrofagos (TNF-a, IL-10, IL-12a ¢ iNOS) e do controle interno (B-
Actina) , os iniciadores foram sintetizados pela Invitrogen. Os
iniciadores para TNF-a, IL-10, IL-12a foram desenhados com auxilio da
plataforma Primer3 (http://primer3.sourceforge.net/) , com base no
genoma murino acessado junto ao GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/). Foram respeitados alguns
parametros fisico-quimicos desejaveis como: nado-formagao de Aairpin
e dimeros, pouca complementaridade interna, auséncia de estrutura
secundaria significativa (contetdo C+G entre 40-60%), baixa
estabilidade da extremidade 3’. O alinhamento especifico foi conferido
pelo programa BioEdit® versio 7.0.9 , e similaridades entre as
seqiiéncias e seqliéncias disponiveis no GenBank pela ferramenta on-
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line BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) . Os
iniciadores utilizados foram: TNF-a, 5
CTGGGACAGTGACCTGGACT e 3’

GCACCTCAGGGAAGAGTCTG (204 pb); IL-10, 5
TGCTATGCTGCCTGCTCTTA e 3> TCATTTCCGATAAGGCTTGG
(243pb); IL-12a 5° ATGACCCTGTGCCTTGGTAG e 3’

GAAGCAGGATGCAGAGCTTC (241pb); iNOS 5
TCACTGGGACAGCACAGAAT e 3
TGTGTCTGCAGATGTGCTGA (510 pb); B-Actina, 5
CCAACCGTGAAAAGATGACC e 3

GCAGTAATCTCCTTCTGCATCC (616 pb).

4.5.3 Reacio de transcri¢cdo reversa (RT)

Ao RNA total (1pg) foi feita a reagdo de transcricdo reversa
(RT) para cDNA, com volume final de 20 pl. Em tubo tipo eppendorff
de 600 pl, isento de RNAses, foram adicionados os seguintes
componentes: 1 pl de Oligo d(T) 500 pg/ pl (Invitrogen) (conforme
padronizacdo que sera descrita no item 4.5.3.1), 1 pul de dNTPs 10 mM
(Invitrogen), 1 pg de RNA total, agua DEPC suficiente para completar
12 pl. As amostras foram incubadas a 65°C por 5 minutos em
termociclador e em seguida retiradas e mantidas em gelo, a fim de evitar
anelamento inespecifico do iniciador. Foram adicionados os seguintes
componentes: 4 ul de First Strand (5X), 2 ul de 0,1 M de dithiotreitol
(DTT) (Invitrogen), 1 ul de RNAse OUT (40 uM/ul) (Invitrogen).
Agitou-se suavemente e incubou-se a 37°C por 2 min no termociclador
(Eppendorf Mastercycler Gradient). Adicionou-se, sob agitagdo suave, 1
pl de M-MLV Transcriptase Reversa 200 U/ pl (Invitrogen) e procedeu-
se nova incubagdo a 37°C por 50 min, seguida de outra a 70°C por 15
min, em termociclador.
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REAGAO DE TRANSCRIGAO REVERSA - RT
Reagente Concentracdo | Volume utilizado Observacao
Padronizado
Oligo d(T) 500 pg/ml 1wl conforme item
4.5.3.1
Padronizado
RNA total 1 ug - conforme item
4532
dNTP Mix 1l 10 mM -
Agua DEPC - gsp 20 ul -
First Strand
Buffer 5X 44 j
DTT 0,1mM 2l -
RNAse
ouT 40 mM/pl 1ul -
M-MLV 200 U/l 1 pl -

Quadro 3: Condi¢des padronizadas da Reagdo de Transcrigdo Reversa

4.5.3.1 Selecao dos iniciadores para reacao de transcricao reversa

Foram testados trés iniciadores para a Reagdo de Transcrigdo
Reversa (RT): Oligo d(T), Iniciador randdémico e Iniciador Antisense
(iniciador 3”), sendo estes substituidos na reagdo descrita no item 4.5.3.
A sequéncia antisense do iniciador se anela especificamente a0 mRNA
do gene a ser amplificado, construindo um transcrito de cDNA
especifico. O iniciador Oligo dT anela-se & sequéncia repetida de
adenina (cauda poliA), peculiar a todo mRNA, enquanto que o iniciador
randdémico € um sequéncia de 6 oligodeoxiribonucleotideos que se ligam
aleatoriamente a qualquer tipo de RNA existente. Apds a reagdo de
transcrigdo, procedeu-se a reacdo de PCR conforme descrito no item
4.5.5 e visualizagdo em gel de agarose 1% conforme sera descrito no
item 4.5.5
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4.5.3.2 Selecao da quantidade de RNA a ser transcrita

Foram testadas as concentragdes de 10 ng, 100 ng e 1 pg de
RNA total para ser transcrita em cDNA na reagdo da Transcriptase
Reversa (RT), a fim de eliminar bandas provenientes de expressao basal
de citocinas por macrofagos ndo ativados. O experimento se deu pela
comparacdo de resultados de controles positivos (com 1 pg/ml de LPS)
e controles negativos em células RAW 264.7, incubadas por 24 horas ,
nas condigdes descritas no item 4.1.2. Apds a reagdo de transcrigao,
procedeu-se a reagdo de PCR conforme sera descrito no item 4.5.4 e
visualizag@o em gel de agarose 1% conforme sera descrito no item 4.5.5.

4.5.4 Reaciio da Cadeia de Polimerase (PCR)

A reagdo foi realizada em volume final de 10 pL e, para isso,
foram adicionados os seguintes componentes em cada tubo: 4,5 pl de
agua ultrapurificada estéril tratada com DEPC 0,1%, 1 ul de Tamp&o na
concentracdo 10 X (Invitrogen), 0,3 pl de MgCl, 50 mM (Invitrogen), 1
pl da mistura com os deoxinucleotideos trifosfatados 2 mM (0,5 mM de
cada dNTP) (Invitrogen), 0,2 pl da enzima Platinum Taq Polymerase 5
U/ul (Invitrogen), 1 pl de iniciador 5° e 1 pl de iniciador 3” (10
pmoles/pl), e finalmente 1 pl de cDNA (produto da reagdo de
transcrigdo).

Os componentes foram homogeneizados, e posteriormente
incubados em Termociclador (Eppendorf Mastercycler Gradient), onde
os ciclos e temperaturas foram definidos conforme padronizagao (sera
descrito nos itens 4.5.4.1 e 4.5.4.2): desnaturacdo inicial a 94°C por 5
minutos; seguida de 30 ciclos repetidos de 94°C por 45 segundos para
desnaturacdo; hibridizagdo por 45 segundos em temperatura especifica
para cada marcador (66°C para TNF-a, 59°C para IL-10, 54°C para
iNOS, 58°C para B-Actina), seguidos de 45 segundos a 72°C para
polimerizagdo. Apds estes ciclos, a reagdo era finalizada com uma
extensdo final de 72°C por 5 minutos.
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REAGAO DA CADEIA DE POLIMERASE - PCR

Reagente Concentragao L:/tﬁ::g:ii Observagao
Agua DEPC - 4.5l -
Tampao 10 X 1 ul -
MgCl, 50 mM 0,3 ul -
dNTP Mix 2 mM 1 ul -
Taq Polimerase 5 U/ul 0,2 ul -
Padronizado
Iniciador &’ 10 pmoles/pl 1ul conforme item
4542
Padronizado
Iniciador 3’ 10 pmoles/ul 1ul conforme item
4542
Padronizado
cDNA PrO('jut,o RT_(1 Kg) 1ul conforme item
diluido 1:100 45473

Quadro 4: Condicdes padronizadas da Reagdo da Cadeia de Polimerase - PCR

4.5.4.1 Determinacio da temperatura de anelamento ideal

Para o sucesso da PCR, ¢é necessario que os iniciadores anelem
especificamente a regido alvo do cDNA molde, com a estringéncia
adequada. Para isso foram testadas as seguintes temperaturas de
anelamento: 51,9 °C, 54,2 °C, 58,0 °C, 60,4 °C, 64,8 °C e 66,5 °C. As
temperaturas foram definidas pela programacdo de um gradiente no
bloco do termociclador (Eppendorf Mastercycler Gradient), onde o meio
do bloco estava a 59°C, com variag@o de +/- 7°C. Fez-se a PCR a partir
de amostra estimulada com 1 pg/ml de LPS por 24 horas, na linhagem
RAW 264.7, nas condi¢des descritas no item 4.1.2. Apds isso, procedeu-
se a reacdo de RT- PCR conforme descrito nos itens 4.5.1,4.5.3,4.54 ¢
visualizag@o em gel de agarose 1% conforme sera descrito no item 4.5.5.
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4.5.4.2 Padronizacao das concentracdes dos iniciadores especificos

Na determinagdo da melhor concentragdo de iniciadores
especificos para os genes em estudo, fez-se um teste a partir de um
controle positivo com células RAW 264.7, ativadas com 1 pg/ml de LPS
por 24 horas, conforme condi¢des descritas no item 4.1.2. As
concentracdes testadas foram 500 nM, 250 nM e 100 nM de cada
iniciador. Apos a reagdo de transcri¢do descrita no item 4.5.3, procedeu-
se a rea¢do de PCR conforme descrito no item 4.5.4 e visualizagdo em
gel de agarose 1% conforme sera descrito no item 4.5.6.

4.5.4.3 Padronizacio diluicio adequada de cDNA

Para determinar-se qual a quantidade de cDNA que permite
uma distin¢do dos produtos de amplificagdo gerados por uma expressdo
basal dos marcadores, o que seria um falso positivo, daqueles gerados
pelo incremento nas taxas de amplificacdo dos mesmos., procederam-se
cinco diluigdes seriadas na razdo 10 partir do cDNA construido
conforme o item 4.5.3, derivado de células RAW 264.7 ativadas durante
24h com LPS (500 ng/ml) nas condi¢des descritas no item 4.1.2. Apos
isso, procedeu-se a reacdo de RT- PCR conforme descrito nos itens
4.5.1, 4.5.3, 4.5.4 e visualizagdo em gel de agarose 1% conforme sera
descrito no item 4.5.5.

4.5.5 Visualizacio dos produtos de PCR em gel de agarose 1%

Cinco microlitros dos produtos de PCR misturados a 5 pl de
tampdo de aplica¢do 2 X (azul de bromofenol 0,25%, xilenocianol 25%,
ficol 15% e glicerina 30% p/v em agua ultrapurificada) foram analisados
através de eletroforese em gel de agarose (GE Healthcare) a 1,0% (p/v)
preparados em tampao Tris-Borato EDTA 1 X (TBE, Tris-HCI 0,09M,
acido borico 0,09M e EDTA 0,002M), com colorag@o pelo brometo de
etidio (50pg/ml) (Invitrogen) de acordo com metodologia padronizada
(Sambrook et al,1989). Para cada conjunto de amostras, foram aplicados
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conjuntamente 8 pl do marcador de baixo peso molecular p Blue Script
(LMW — 50pg de DNA pUC, 128 ul de tampéo 10 X da enzima Haelll,
10-20 unidades da enzima Haelll e agua ultrapura em quantidade
suficiente para 1280 pul). As bandas de DNA separadas
eletroforeticamente foram visualizadas em transluminador de Iluz
utravioleta e fotografadas para documentacdo com camera fotografica
digital (KODAK) utilizando o programa UVP Life Science Software,
versdo 4.0.

4.6 Otimizacao das condi¢des de ativacido de macréfagos

4.6.1 Selecio de linhagem celular mais adequada

Avaliou-se, entre as linhagens RAW 264.7, J774.A1, J774.16 e
THP-1, qual gerava melhores resultados por RT-PCR. Ativou-se as
linhagens com 1 pg/ml de LPS por 24 horas, nas condi¢des de RT-PCR
previamente descritas.

4.6.2 Cinética de ativacdo da linhagem celular RAW 264.7

A fim de determinar qual o melhor tempo de incubagdo dos
macrofagos com os compostos a serem testados, procedeu-se uma
cinética de ativacdo utilizando LPS 1pg/ml como padrao de substincia
ativadora, nos tempos 0, 6, 12, 24 e 48 horas, e controles celulares
(células sem LPS) nos tempos 0 e 48 horas. As RT-PCR e a dosagem de
oxido nitrico foram realizadas conforme itens anteriormente descritos.

4.6.3 Analise concentragio-resposta dos macrofagos por LPS

Para determinar a concentragdo-resposta dos macrofagos,
testou-se a ativagdo com dilui¢cdes seriadas no fator 1:2 de LPS nas
concentracdes de 1 pg/ml até 61 pg/ml para o método de RT-PCR e de
10 pg/ml até 190 pg/ml para o método de dosagem de oOxido nitrico.
Para RT-PCR, o tempo de ativagdo foi de 6 horas; enquanto que o para a
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dosagem de oOxido nitrico foi de 48 horas, conforme descrito
anteriormente.

4.6.4 Inibicdo da ativacdo da linhagem RAW 264.7 por
dexametasona

A dexametasona (DEX) ¢ farmaco antiinflamatério esteroidal,
que age sobre receptores de glicocorticdides que regulam alguns genes
de resposta primaria, sendo capaz de inibir a transcricdo de grande
numero de citocinas, incluindo as que foram incluidas neste trabalho.
Além disso, também promove a repressdo da sintese dos receptores de
citocinas. Para ter um controle de inibicdo de ativagdo de macréfagos e
modelo de composto imunossupressor, a linhagem RAW 264.7 foi
submetida a tratamento com 107 M de Dexametasona (Schering-
Plough), concentragdo usualmente utilizada (FONG et al, 2007)
Avaliou-se trés modelos de tratamento, conforme a ordem de adi¢do de
Dexametasona (inibidor) em relagdo ao LPS 1ug/ml (ativador): pré-
tratamento, tratamento concomitante e poOs-tratamento. Assim, 0s
tempos de adigdo foram: 1) pré-tratamento com DEX 24 horas antes da
adicdo de LPS, seguida de incubagdo por mais 6 horas; 2) pré-
tratamento com DEX por 6 horas antes da adi¢ao do LPS, seguida de
incubag@o por mais 6 horas; 3) adicdo concomitante de DEX e LPS,
seguida de incubagdo por 6 horas; 4) adigdo de DEX apds 5 horas de
ativacdo com LPS, seguida de incubagido por mais 1 hora; 5) adi¢do de
DEX apo6s 18 horas de ativacdo com LPS, seguida de incubacdo por
mais 6 horas. Ap6s os tempos de incubagdo, procedeu-se a RT-PCR
conforme descrita anteriormente.

4.6.5 Inibicio do LPS pela Polimixina B

A Polimixina B é um antibidtico de origem natural que liga e
neutraliza o LPS, pela ligacao ao Lipidio A, maior componente do LPS
e demais endotoxinas. O tratamento com Polimixina B é uma alternativa
comumente utilizada para garantir a auséncia de LPS contaminante em
amostras a serem testadas (SCHEPETKIN; QUINN, 2006), evitando-se
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resultados falso-positivos. Avaliou-se a capacidade de inibigdo de 50
pg/ml de Polimixina B (Sigma) frente a diferentes dilui¢des no fator 1:2
de LPS, de 0,0019 pg/ml até 1 pg/ml para o método de RT-PCR e de
0,0006 pg/ml até 2,5 pg/ml no método de dosagem de 6xido nitrico. Os
dois compostos foram previamente misturados por 1 hora,
primeiramente agitados em aparelhos tipo vortex e depois em
homogeneizados em agitador orbital, e incubados em cultura de
macrofagos da linhagem RAW 264.7, e realizada RT-PCR e dosagem
de 6xido nitrico conforme descrito anteriormente.

4.7 Determinaciao da atividade das fracoes de polissacarideos de
Agaricus blazei em macroéfagos

Para avaliagdo da atividade estimuladora das amostras de
polissacarideos descritas na tabela do item 4.2.2, macréfagos da
linhagem RAW 264.7 foram incubadas com 10 pg/ml de cada amostra
de polissacarideo e com 50 pg/ml de Polimixina B (Sigma). Em seguida,
foi realizada RT-PCR e dosagem de o6xido nitrico conforme descrito
anteriormente.

4.8 Determinacdo da atividade de galatos sintéticos em
macrofagos

Para avaliacdo da atividade estimulatoria de galatos sintéticos em
macrofagos, incubou-se cada amostra em macrofagos RAW 264.7 nas
concentra¢des determinadas pelo Ensaio de Citotoxicidade — CCsge,
(MTT), descrito no item 4.3.2. As concentragdes testadas foram as
seguintes: acido galico (750 pM), galato de metila (1000 uM), galato de
etila (1000 uM), galato de propila (750 uM), galato de butila (500 uM),
galato de pentila (100 pM), galato de hexila (50 uM), galato de heptila
(15 uM), galato de octila (30 pM), galato de nonila (15 puM). Apds a
incubagdo com estes compostos, procedeu-se avaliacdo por RT-PCR e
dosagem de 6xido nitrico conforme descrito anteriormente.



33

RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Condigoes de cultura celular

Para experimentos de ativagdo de macrofagos, a condigao
essencial para a realizagdo dos ensaios € que os macrofagos estejam em
“estado de repouso”, cumprindo somente suas fungdes vitais e regulares
sem exercer suas fungdes efetoras. Os macrofagos estdo na primeira
linha de defesa do organismo, devendo responder rapidamente a
diversos estimulos presentes no meio extracelular adjacente. Sendo
assim, para os ensaios de ativa¢do, ¢ fundamental que nenhuma
molécula com propriedade estimulatéria entre em contato com os
receptores envolvidos no processo, gerando uma ativagdo inespecifica
ou pré-ativagdo, que pode levar a artefato de técnica, interpretacdes
erradas e conseqiientemente resultados sem correlagdo bioldgica. Este
foi o maior desafio encontrado durante a realizacdo dos experimentos e
que consumiu mais tempo, tendo em vista que utilizou-se uma técnica
com alta sensibilidade (RT-PCR) ¢ um modelo celular altamente
responsivo a estimulos. Portanto, a prevenc¢do, remocao e deteccdao de
moléculas contaminantes com propriedades estimulatérias sdo
importantes, sendo as endotoxinas bacterianas as principais
representantes. A denominagdo de lipopolissacarideo (LPS) ¢é aplicada a
endotoxina purificada, para enfatizar sua natureza quimica, e as vezes
pode ser utilizada como sindnimo. O LPS ¢ biologicamente efetivo em
baixas concentra¢des (abaixo de pg/ml) e ¢ secretado durante a lise
celular, porém nao no meio de cultura a partir de bactérias vivas.

Reagentes quimicos, materiais, vidrarias, tampdes sdo fontes
potenciais de endotoxinas, que aderem fortemente a estes e podem ser
de dificil remogdo durante a lavagem convencional (GORBET;
SEFTON, 2005).

A inativagdo e a remog¢do das endotoxinas sdo dois tipos de
processos de despirogenizacdo que podem ser aplicados a dispositivos,
componentes e qualquer tipo de material que entre em contato com a
cultura celular. A inativagdo pode ser conseguida pela detoxificacdo da
molécula de LPS com tratamentos quimicos que promovam a quebra de
pontes labeis ou o bloqueio de sitios necessarios a atividade biologica,
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como por exemplo, pela hidrdlise acida, oxidagdo com peroxido de
hidrogénio, hipoclorito de sdédio, permanganato de sddio diluido,
alquilacdo com anidridos acético e succinico, ou 6xido de etileno.
Outras formas de inativar o LPS sdo tratamento por calor seco, radiagdo
ionizante e tratamento com o antibidtico polimixina B. Para materiais
com resisténcia a temperatura, como vidrarias, os protocolos de
inativagdo por autoclave tém pouco ou nenhum efeito nos niveis de
endotoxinas devido a sua alta estabilidade térmica, apenas sujeitando a
vidraria a temperaturas de 250°C por mais de 30 minutos ou a 180°C
por mais de trés horas ¢ que se consegue inativar o LPS (GORBET;
SEFTON, 2005).

Agua de alta pureza é essencial, ndo so para a preparagdo do
meio de cultura, mas também para a lavagem de material. Com
procedimentos adequados de lavagem com agua livre de pirogénios ¢
possivel também remover baixos niveis de LPS superficial adsorvidos
na vidraria, tampas e dispositivos. A destilacdo e a deionizagdo da agua
de laboratorio ndo sdo suficientes para remocdo das endotoxinas,
embora leve a reducdo na concentracdo destes. Sistemas de ultrafiltragdo
por osmose reversa (p. ex. sistema Milli-Q) sdo eficazes como filtros
despirogenizantes ¢ seu mecanismo se deve a exclusdo por peso
molecular, onde os poros da membrana sdo pequenos o suficiente para
reter a passagem de LPS, com eficiéncia de 99,5%. Portanto, a osmose
reversa complementar a destilagdo ¢é bastante eficiente para remover as
endotoxinas, sendo estes métodos reconhecidos pela Farmacopéia
Americana na preparacao de agua estéril para injecdo (RYAN, 2004).

Assim, neste estudo, o procedimento adotado para vidrarias foi
o tratamento com perdxido de hidrogénio (H,O,) 30% em imersdo,
durante 15 minutos; seguida de lavagem em 4agua ultrapurificada (agua
Milli-Q) e posterior autoclavagem convencional (121°C por 20
minutos). A mesma abordagem foi utilizada por Wu et al. (2006), que
utilizaram ensaio de ativagcdo com a linhagem RAW 264.7. O efeito de
solugdo de perdxido de hidrogénio foi comprovada por estudos que
utilizaram trés lavagens por imersao de 5 minutos em solugdo 5% H,0O,
para a despirogenizagdo de material cirurgico, conseguindo uma
significante diminui¢ao no nivel de endotoxinas (PINTO, 1995).

No passado o Soro Bovino Fetal (SBF) foi uma das maiores
fontes de endotoxinas para culturas celulares, mas atualmente o
problema esta resolvido e os fabricantes disponibilizam produtos com
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baixa contaminagdo e com controle de qualidade baseado no teste do
LAL (Lymulus Amebocyte Lysate) (KIRIKAE et al., 1997).

Para todos os experimentos utilizaram-se materiais de cultura
celular (garrafas de cultura, cell scrappers, ponteiras, microtubos)
descartaveis e com certificacdo de “livre de endotoxinas”.

Os macrofagos sdo células que se aderem aos plasticos utilizados
na cultura através de receptores de integrinas e outros receptores cation-
dependentes (MAURYA et al., 2007). Inicialmente utilizou-se tripsina
para fazer as subculturas, mas como este procedimento causa a clivagem
de proteinas de superficie celular, pode também gerar pré-ativagao,
conforme verificado experimentalmente (dados ndo mostrados). Assim,
o procedimento adotado para a realizacdo de subculturas foi com o uso
de cell scrappers para o descolamento de células. Para a realizagdo dos
experimentos, optou-se por fazer subculturas diretamente nas placas de
12 cavidades, esperando-se obter a confluéncia do tapete celular (o que
ocorria geralmente apds 2-3 dias, com trocas diarias do meio de cultura),
dando as células utilizadas em cada experimento um tempo de repouso
para recuperacdo do estresse gerado pelo descolamento. As contagens
em camara de Neubauer mostraram que apds este periodo havia 1,6 x
10° células/cavidade, em média.

5.2 Determinacio da citotoxicidade pelo ensaio colorimétrico do
MTT

As células respondem rapidamente a estresse toxico pela
alteracdo, por exemplo, de taxas metabdlicas e crescimento celular ou
transcri¢do génica que controla fungdes basicas. Dados de citotoxicidade
sdo importantes em experimentos in vitro para triagem de compostos
com atividade biolégica. Nestes estudos de compostos, té€m-se
encontrado uma razoavel correlacdo entre citotoxicidade celular e
toxicidade aguda em animais ¢ humanos. (EISENBRAND et al., 2002).
Desta maneira, a citotoxicidade celular pode ser considerada como um
ponto de partida para a avaliacdo de atividades biologicas de compostos
quimicos.

O ensaio de viabilidade celular através do sal de tetraz6lio MTT
[3-(4,5 dimetiazol-2il) 2,5 difenil brometo de tetrazolio] avalia a
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atividade metabdlica de células pela determinagdo colorimétrica da
reducdo enzimatica do MTT, um composto hidrossoluvel de cor
amarela, em cristais insoliveis de formazana com coloragdo azul-
purpura. As redugdes so6 acontecem quando as enzimas lactato
desidrogenases estdo ativas, o que s6 acontece em células viaveis; e por
isso este ensaio relaciona a quantidade produzida de formazana, pela
leitura colorimétrica da densidade otica, com a quantidade de células
viaveis (LIU et al., 1997).

Resultados preliminares (dados ndo mostrados) indicaram qual
a faixa de concentragdo adequada dos compostos para a realizagdo dos
experimentos. Os valores de CCsy dos galatos foram estimados através
de regressdo linear e os resultados encontram-se na Tabela 1.

Composto Equaciao CC5 estimada (uM)
Acido gilico Y= (;;‘;23845X+ 10794 875,17+145,6
Metil galato Y= “';17337824‘ +2168.4 1279,3£208,2 (> 1000)
Etil galato i»{-:ﬂ-’g;ozsx +2246,3 1294,9+103,9 (>1000)
Propil galato Y= (;35’58902“ 13411 906,59+ 108,2
Pentil galato Y= (;332;626X+672993 141,63+15,3
Hexil galato YT o039T2x+ 76,35 56,49 6,6
Heptil galato ;i:offﬁlsx +112,05 16,04+3,9
Octil galato ¥ 2, L2698 99,12 35,72+ 4,4
Nonil galato y=50732x+14.341 .

0,3341

Tabela 1: Resultados dos ensaios de avaliagdo de citotoxicidade pelo método do
MTT, com estimativa da CCsy,. .

* Sem significancia estatistica.
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Observa-se que com o aumento do numero de carbonos na
cadeia lateral dos galatos, aumenta também a citotoxicidade. Observou-
se também que para compostos com cadeia lateral muito grande a
hidrossolubilidade diminui, representando uma dificuldade para a
execucdo da técnica, e esta ¢ uma hipotese para os baixos valores do
Coeficiente de Determinagdo (R?) encontrados para o galato de nonila.
Embora um pouco superiores, os resultados obtidos de CCs, foram
semelhantes aos encontrados por Kratz (2007), que utilizou os mesmos
compostos para a determinagdo da citotoxicidade em células Vero. Com
o aumento da cadeia lateral, a partir do decil galato, os resultados de
citotoxicidade ndo foram estatisticamente validos, devido aos altos
desvios-padrio; e consequentemente foram eliminados do estudo.

Polissacarideos isolados de fontes botanicas (cogumelos, algas,
liquens e plantas superiores) atraem grande atengdo da area biomédica
porque possuem amplas propriedades terapéuticas aliadas a uma baixa
toxicidade celular (SCHEPETKIN; QUINN, 2006), geralmente ndo
mostrando citotoxicidade em nenhuma nas concentragdes em que
usualmente exibem atividade biologica e que foram escolhidas para este
estudo. Desta maneira, ndo foi feita nenhuma analise quanto a
citotoxicidade das fragdes de polissacarideos isolados de Agaricus
blazei. Depois, com as mesmas amostras, Pasetti (2009) encontrou baixa
citotoxicidade para concentragdes 10 pM, em linfoécitos da linhagem
Jurkat.

5.3 Padronizacido de RT-PCR “Two-step”

Uma das formas de avaliar a ativagdo de células do sistema
imune é pela expressdo de genes regulatorios, podendo ser analisadas
em dois diferentes niveis, mRNA e proteina

A mensuragdo da liberagdo de citocinas ¢ do 6xido nitrico nos
sobrenadantes celulares é essencialmente uma medida cumulativa e, a
menos que os tempos das andlises sejam escolhidos com cuidado, ndo
gerard informagdes de como as células estdo respondendo a varios
estimulos e como a cascata de eventos esta progredindo. Geralmente, a
taxa de produ¢ao de citocinas neste tipo de ensaio ¢ maior do que a taxa
de degradacdo (pela ligagdio com o receptor e por protedlise nao
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especifica) e, assim, dessa forma a medida representara somente a soma
dos efeitos cumulativos. Sabendo-se que as respostas imunes envolvem
uma seqiiéncia de eventos, podemos ndo identificar alteragdes cruciais
na expressdo génica e conseqiientemente 0s eventos cruciais para a
manifestacdo imunotoxica. Com isso, a medida de citocinas no
sobrenadante celular nem sempre gera a imagem completa da realidade
celular (ALLEN et al., 2007). A ativacao de genes pode ser monitorada
usando RT-PCR, que ¢ baseada na transcri¢do reversa do RNA e
amplificagdo a niveis detectaveis de cDNA por PCR. A maioria das
espécies de mRNA sdo de vida curta, existindo somente para transportar
informacdo do nucleo ao citoplasma e posteriormente ser rapidamente
degradada por ribonucleases endogenas.

Desta forma analises baseadas no mRNA permitem detalhar
com precisdo o comportamento das células em determinado momento,
frente a varios estimulos externos. Com isso o método RT-PCR foi
escolhido para a determinacdo da ativacdo privilegiando a resposta
baseada na ativagdo de genes especificos pela interagdo com receptores
de macrofagos, evento que ¢ considerado precoce. A RT-PCR ¢
altamente sensivel e permite a detec¢@o de citocinas que sdo expressas
em baixos niveis e também em pouca quantidades de células. Sobre o
custo, uma reagdo de RT-PCR completa (extragdo de RNA, reacdo de
transcrigdo reversa, PCR e eletroforese) pode custar muito menos que
uma reacdo de ELISA, devido ao alto preco de alguns anticorpos
comerciais. Esta redugdo de custos se enquadra nos requisitos desejaveis
para um método de triagem de compostos bioativos (VANDEBRIEL;
VAN LOVEREN; MEREDITH, 1998).

Os macroéfagos foram ativados com 1 pg/ml de LPS, por 24
horas nos experimentos em que o objetivo era a padronizacdo da técnica
de RT-PCR; e por 6 horas para experimentos de determinagdo da
ativagdo  (GORDON, 2007). Esta endotoxina  bacteriana
(lipopolissacarideo, LPS) € um glicolipidio complexo composto por uma
por¢do polissacaridica hidrofilica em um dominio hidrofobico
conhecido como Lipidio A. O LPS ¢ principal componente da parede
celular de bactérias Gram-negativas e um dos mais potentes ativadores
de macrofagos, induzindo a produgdo de citocinas pro-inflamatdrias
como TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-12. Os macréfagos também secretam, em
resposta ao LPS, uma grande variedade de outros mediadores incluindo
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radicais livres como o oOxido nitrico. Por estas razdoes o LPS foi
escolhido como padrio para realizagao dos ensaios (GORDON, 2007).

Para a extragio do RNA, utilizou-se o regente Trizol
(Invitrogen) que ¢ uma metodologia rapida, pratica e com um bom
rendimento e qualidade de RNA total. A fim de evitar a contaminagéo
com DNA gendémico do RNA extraido, o que poderia interferir na
analise causando um falso positivo, durante a rea¢do de transcrigdo
reversa foi incluido um tubo contendo todos os reagentes da RT-PCR,
exceto a enzima transcriptase reversa. A presenca de produto de
amplificag@o neste tubo ¢ indicativa de DNA contaminante na amostra,
fazendo-se necessario um tratamento com DNAse. Nenhuma das
amostras demonstrou contaminagdo com DNA gendmico.

5.3.1 Selegao, desenho e sequéncia dos iniciadores utilizados na RT-
PCR

Tratando-se de ativagdo de macrofagos, alguns marcadores sao
tradicionalmente escolhidos, como é o caso do TNF-a e a iNOS, ambos
marcadores que sdo evidentes na ativacdo classica, com produgdo
modesta de IL-10. Essa é produzida em altos niveis para suprimir a
resposta imune na ativagdo regulatoria, e neste tipo de ativagdo nao ha
producdo de TNF-o (MOSSER; EDWARDS, 2008). A pB-actina ¢
expressa constitutivamente e, portanto, pode ser utilizada como
referéncia de comparacdo, além de também servir como indicativo da
viabilidade celular. Os iniciadores desenhados para a IL-12 ndo
funcionaram (dados ndo mostrados).

A seqiiéncia de nucleotideos obtida foi submetida a avaliagdo
pelo método do algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool), de acordo com Altschul (ALTSCHUL et al., 1990). A analise
mostrou baixa similaridade com outros genes, o que gerara um Unico
produto de amplificagdo do genoma molde, com grande homologia com
genes humanos, portanto podendo ser utilizada para linhagens de células
murinas ¢ humanas.
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5.3.2 Reac@o de transcricio reversa

5.3.2.1 Selecio dos iniciadores para a transcricao reversa

Os iniciadores usados na transcri¢ao reversa podem influenciar
nos resultados. Iniciadores randdémicos amplificam a maioria dos RNAs
(incluindo mRNA, tRNA e rRNA), enquanto que o Oligo dT
preferencialmente amplifica mRNA (HEMBRUFF; VILLENEUVE;
PARISSENTI, 2005). Para a constru¢do do cDNA foram testados
iniciadores especificos, randémicos e Oligo dT, em células RAW 264.7
ativadas. Observa-se na Figura 3 que os iniciadores Oligo dT e os
randdémicos apresentaram resultados muito semelhantes para TNF-a,, IL-
10 e iNOS. Sendo assim, optou-se por utilizar nos experimentos
seguintes somente o iniciador Oligo dT por este ser especifico para
mRNA.
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Figura 3: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificacdo dos marcadores TNF-a,
IL-10,IL-12 e iNOS. Linha 1= oligo dT (TNF-a), 2= oligo dT (IL-10), 3= oligo
dT (IL-12), 4= oligo dT (iNOS), 5= iniciador randomico (TNF-a), 6= iniciador
randomico (IL-10), 7= iniciador randdomico (IL-12), 8= iniciador randémico
(INOS), 9= iniciador especifico (TNF-a), 10= iniciador especifico (IL-10), 11=
iniciador especifico (IL-12), 12= iniciador especifico (iNOS).
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5.3.2.2 Selecdo da quantidade de RNA a ser transcrita

Na RT-PCR, o aumento exponencial do niimero de copias
ocorre até um determinado numero de ciclos, e esta satura¢do tem
relacdo inversamente proporcional com a concentragdo do cDNA molde;
ou seja, quanto maior a sua concentragao no tubo de PCR, menos ciclos
serdo necessarios para que ocorra satura¢do (CONNOLLY; CLELAND;
KIRKHAM, 1995). Nesse raciocinio, tentou-se reduzir a concentracio
da seqiiéncia molde de DNA a fim de discriminar produtos amplificados
de uma expressdo celular basal dos produtos amplificados de um
incremento na taxa de expressdo génica causada por um evento de
ativacdo, em uma RT-PCR de 30 ciclos. A redugdo da seqiiéncia molde
pode ser feita pela redugdo da concentracdo do RNA total utilizado na
reacdo de transcri¢do, e também através da dilui¢do do produto da
transcri¢do (cDNA).

Na figura 4, observa-se que nas colunas 1 e 2 para TNF-aq,
quando a reagdo de transcri¢@o foi realizada com apenas 10 ng de RNA
total (quantificados em espectrofotometro), existe diferenga nos
produtos de PCR entre os controles positivo e celular; o que ndo ocorre
quando a transcri¢do ¢ feita a partir de 100 ng de RNA total, com bandas
tanto no controle positivo quanto no controle celular (figura 5, coluna 9
e 12). Para o marcador iNOS, observa-se que existe distingdo quanto a
transcrigdo ¢é feita a partir de 10 ng (figura 4, colunas 7 e 8) e quando ¢
feita com 100 ng (figura 5, colunas 11 e 14). Ndo se observam produtos
de amplificagdo para os marcadores IL-10 e IL-12. Este experimento
demonstram que uma reducdo da seqiiéncia molde foi eficiente na
discriminagdo basal dos marcadores em relagdo a expressdo apds uma
ativacdo; no entanto, visando uma maior confiabilidade nos resultados
optou-se por fazer a transcricdo de 1pug de RNA total e diluir o cDNA
(as condigdes de reacdo sdo descritas em Materiais ¢ Métodos).
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Figura 4: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificacdo dos marcadores TNF-a,
IL-10, IL-12 ¢ iNOS de RT-PCR com transcri¢do de 10 ng de RNA total. Linha
1= controle positivo (TNF-a)), 2= controle celular (TNF-a), 3= controle positivo
(IL-10), 4= controle celular (IL-10), 5= controle positivo (IL-12), 6= Controle
celular (IL-12), 7= controle positivo (iNOS), 8= controle celular (iNOS)
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Figura 5: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificacdo dos marcadores TNF-a,
IL-10 e iNOS de RT-PCR com transcrigdo de 100 ng de RNA total. Linha 9=
controle celular (TNF-a), 10 = controle celular (IL-10), 11= controle celular
(INOS), 12= controle positivo (TNF-a), 13= controle positivo (IL-10), 14=
controle positivo (iNOS)
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5.3.3 Reaciio em Cadeia da Polimerase (PCR)

5.3.3.1 Determinacio da temperatura ideal de anelamento

Para que ocorra a hibridizacdo dos iniciadores nos seus sitios
complementares do cDNA molde, ¢ fundamental que esta ocorra em
temperatura adequada, sendo esta a principal variavel na padronizagio
de ciclos de RT-PCR. Apesar da possibilidade de determinagdo da
temperatura de anelamento ideal através de equacdes, que nem sempre
sdo confidveis, é preciso determinar empiricamente a temperatura de
anelamento ideal (FARRELL, 2005).

Para isso foi programado no termociclador um gradiente de
temperatura, com varia¢des de 51,9°C a 66,5°C, quando foram testadas
seis temperaturas diferentes nesta faixa. Os ciclos foram definidos nas
seguintes condicdes: 94°C por 4 minutos para a desnaturacdo inicial,
seguido de 30 ciclos de 94°C por 45 segundos, gradiente de 51,9°C a
66,5°C na etapa de anelamento por 45 segundos e 72°C por 45
segundos; seguido de um ciclo extra de extensdo por 5 minutos a 72°C.

Conforme a figuras 6, 7 ¢ 8, a melhor temperatura de
anelamento selecionada para o marcador TNF-a foi de 66,5°C, para IL-
10 foi de 60,4°C e para iNOS foi de 54,2°C; respectivamente.

204pb

Figura 6: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificacdo do marcador TNF-a em
diferentes temperaturas de anelamento. Linha 1 = 51,9 °C, 2= 54,2 °C, 3= 58,0
°C, 4= 60,4 °C, 5=64,8 °C, 6= 66,5 °C.
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Figura 7: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificagdo do marcador IL-10 em
diferentes temperaturas de anelamento. Linha 1 = 51,9 °C, 2= 54,2 °C, 3= 58,0
°C, 4= 60,4 °C, 5=64,8 °C, 6= 66,5 °C.
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Figura 8: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificacdo do marcador iNOS em
diferentes temperaturas de anelamento. Linha 1 = 51,9 °C, 2= 54,2 °C, 3= 58,0
°C, 4= 60,4 °C, 5=64,8 °C, 6= 66,5 °C.

5.3.3.2 Padronizacio das concentracdes dos iniciadores especificos

A concentragdo dos iniciadores na faixa compreendida entre 0,1
a 0,5 mM sdo, geralmente, satisfatérios. Concentragdes maiores podem
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promover erros de hibridizagdo (mispriming) e acimulo de produtos ndo
especificos e podem aumentar a probabilidade de gerar um artefato
independente do DNA molde, denominado de dimeros de iniciadores
(primer-dimer). Produtos ndo especificos e dimerizacdo de iniciadores
sdo por si sO substratos para o PCR e competem com o produto desejado
pela enzima, dNTPs, e os iniciadores, resultando em baixo rendimento
do produto (FARRELL, 2005). Para o experimento, adicionou se os
iniciadores especificos (TNF-a, IL-10 e iNOS) nas concentragdes de
100 nM, 250 nM e 500 nM na reagdo de RT-PCR, a partir de um
controle positivo da linhagem RAW 264.7 ativado com 1 ug/ml de LPS
por 24 horas. Observa-se na figura 9, 10 e 11 que praticamente ndo ha
diferengas entre as amostras testadas, e por isso optou-se por utilizar a
concentracdo mais baixa (100 nM de cada iniciador) nas reacdes
posteriores.

Figura 9: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificacdo do marcador TNF-a em
diferentes concentragdes de iniciadores especificos. Linha 1= 0,5 mM, 2= 0,25
M, 3= 0,1 mM, 4= controle negativo PCR.
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Figura 10: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificagdo do marcador IL-10 em
diferentes concentragdes de iniciadores especificos. Linha 1= 0,5 mM, 2= 0,25
M, 3= 0,1 mM, 4= controle negativo PCR.
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Figura 11: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificacdo do marcador iNOS em
diferentes concentragdes de iniciadores especificos. Linha 1= 0,5 mM, 2= 0,25
M, 3= 0,1 mM, 4= controle negativo PCR.

5.3.3.3 Padronizaciao da melhor diluicio de cDNA

Conforme discutido no item 5.3.2.2, a concentragdo inicial do
molde ¢ um fator importante para o sucesso da técnica, influenciando
diretamente no rendimento dos produtos amplificados (MULHARDT;
BEESE, 2007). Com o objetivo de avaliar a quantidade minima de
cDNA, na qual a RT-PCR a partir de células ativadas com 500 ng/ml de
LPS e células do controle celular (sem LPS) eram capazes de detectar,
foram feitas dilui¢Ges seriadas no fator 1:10 do cDNA construido com 1
png de RNA total. Conhecendo estes limites de detec¢do foi possivel
determinar uma diluicdo de ¢cDNA em que ¢é possivel visualizar os
produtos de amplificagdo do controle ou amostra positiva ¢ ndo do
controle celular, visto que esse geralmente expressa uma quantidade
basal dos marcadores selecionados. Para cada amostra estudada,
considerou-se o limite de detec¢do como sendo a maior diluigdo que
ainda resultou em um fragmento de DNA visivel no gel de agarose
correspondente ao peso molecular do produto amplificado especifico.
Como se observa na figura 12, o limite de detec¢do para os controles
celulares foi de 1:10 para TNF-a (coluna 2), indicando uma expressao
basal do marcador; e 1:1000 para o controle positivo (coluna 10). Para o
marcador iNOS (figura 13), os limites de detec¢do também
encontraram-se em 1:10 para o controle celular (coluna 2) e 1:1000 para
o controle positivo (coluna 10).
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Nao observou-se diferenga entre os controles celulares e
positivos para o gene constitutivo B-actina, e conforme observa-se na
figura 14, o limite de detec¢do foi 1:10000. Em razio da alta
sensibilidade e especificidade do método, o sucesso deste depende da
qualidade e da concentracdo do cDNA utilizado. Dessa forma, usando-
se a diluigdo 1:100 conseguiu-se eliminar produtos de amplificacao
gerados por uma expressdo basal dos marcadores, o que seria um falso
positivo, daqueles gerados pelo incremento nas taxas de amplificagdo
dos mesmos.

Figura 12: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificagdo do marcador TNF-a em
diferentes concentragdes de cDNA, em dilui¢do seriada na razdo 1:2. Linha 1=
c¢DNA sem dilui¢do, controle celular, 2= diluigdo 1:10, controle celular, 3=
dilui¢ao 1:100, controle celular, 4= diluigdo 1:1000, controle celular, 5=
dilui¢do 1:10000, controle celular, 6= controle negativo PCR, 7= cDNA sem
dilui¢do, controle celular, 8= dilui¢ao 1:10, controle celular, 9= dilui¢ao 1:100,
controle celular, 10= dilui¢do 1:1000, controle celular, 11= dilui¢do 1:10000,
controle celular, 12= controle negativo PCR , 13= controle negativo RT
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Figura 13: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificagdo do marcador iNOS em
diferentes concentragdes de cDNA, em diluigdo seriada na razdo 1:2. Linha 1=
c¢cDNA sem diluigdo, controle celular, 2= diluigdo 1:10, controle celular, 3=
diluigdo 1:100, controle celular, 4= dilui¢ao 1:1000, controle celular, 5=
diluicdo 1:10000, controle celular, 6= controle negativo PCR, 7= cDNA sem
diluigdo, controle celular, 8= diluigdo 1:10, controle celular, 9= dilui¢do 1:100,
controle celular, 10= diluigdo 1:1000, controle celular, 11= diluigao 1:10000,
controle celular, 12= controle negativo PCR

Figura 14: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificagdo do gene constitutivo -
actina em diferentes concentra¢des de cDNA, em diluig¢do seriada na razdo 1:2.
Linha 1= ¢cDNA sem diluigdo, controle celular, 2= dilui¢do 1:10, controle
celular, 3= dilui¢do 1:100, controle celular, 4= dilui¢do 1:1000, controle celular,
5= diluiggo 1:10000, controle celular, 6= controle negativo PCR, 7= cDNA sem
dilui¢do, controle celular, 8= dilui¢ao 1:10, controle celular, 9= dilui¢ao 1:100,
controle celular, 10= dilui¢do 1:1000, controle celular, 11= dilui¢do 1:10000,
controle celular, 12= controle negativo PCR.
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5.4 Otimizacio das condicdes de ativacdo de macréfagos
5.4.1 Selecio da linhagem celular mais adequada

Para o desenvolvimento dos ensaios, ¢ importante que a
linhagem celular selecionada como modelo seja responsiva aos
estimulos, tenha comparabilidade com outras pesquisas, e esteja em
boas condigdes de cultura. A maior parte dos modelos de ativacdo para
macrofagos se baseia em células isoladas da cavidade peritoneal de
camundongos ¢ em linhagens da cultura RAW 264.7 (NAURECKIENE
et al., 2007). Por consideragdes éticas, optou-se por desenvolver os
experimentos utilizando linhagens celulares. A linhagem de macrofagos
RAW 264.7 possui muitas das propriedades dos macrofagos normais
(FONG et al., 2007) e ¢é derivada de tumores induzidos pelo virus
murino Abelson, que causa leucemia em camundongos BALB/c, e que
retém certas caracteristicas de isolados primarios de macrofagos
peritoneais (MEI-JEN et al., 2006). Foi demonstrado que a linhagem
RAW 264.7 é a que melhor mimetiza macrofagos derivados de medula
Ossea, com relacdo aos receptores de superficie e resposta a ligantes
microbianos que iniciam a ativagdo via receptores Toll-like 3 ¢ 4
(BERGHAUS et al., 2009). Entretanto, devem ser tomadas precaucdes
na extrapolagdo de resultados obtidos com RAW 264.7, pois pode haver
mudangas no fenotipo e na fungdo das células em cultura continua
(BERGHAUS et al., 2009).

Além da linhagem RAW, foram testadas as linhagens J774.A1,
que ¢ uma linhagem de macrofagos de camundongos BALB/c (ATCC #
TIB-67); J774.16, que é uma linhagem de origem murina (BALB/c,
haplotipo H—2d) derivada de sarcoma reticular; THP-1 (ATCC TIB-202),
que ¢ uma linhagem humana com morfologia de pro-monécito, derivada
de leucemia monocitica aguda. As células foram ativadas com 1 pg/ml
de LPS, por 24h (controle positivo) e comparadas com um controle
celular (células sem tratamento), conforme descrito anteriormente.
Baseados em dados obtidos por RT-PCR (dados n3o mostrados), pela
observagdo de células e por dados da literatura (MEI-JEN et al., 2006;
NAURECKIENE et al., 2007, BERGHAUS et al., 2009) optou-se por
utilizar a linhagem RAW 264.7 como modelo. Os dados obtidos com as
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linhagens J774.A1, J774.16, MH-S e THP-1 indicam provavel
contamina¢ao microbiana e ativagdo inespecifica.

5.4.2 Cinética de ativaciio da linhagem celular RAW 264.7

Scarfi et al. (2009) relataram que a transcri¢do de TNF-o em
RAW 264.7 foi significantemente induzida em tempos de 30 minutos e
3 horas ap6s a exposi¢do de um ativador; enquanto que os niveis de
mRNA retornaram a valores basais sem estimulag@o apds 24 horas. Kota
et al. (2006) encontraram, para a iNOS, o tempo de estimulacdo maxima
em 4 horas, com conseqiiente decréscimo até 24 horas.

O término dos bioensaios € importante para o sucesso do
estudo, pois quanto maior o tempo, mais problemas inerentes as técnicas
podem acontecer. Geralmente, quanto maior o tempo do bioensaio,
maior a variabilidade. Além disso, ha a possibilidade de que o sinal a ser
avaliado se deve a um receptor alternativo, que quando ativado, leva a
mesma resposta fenotipica (interferéncia ou reatividade cruzada)
(SADICK et al., 1999). Espera-se também que um ensaio de triagem
que ele ndo consuma muito tempo. Por estas razdes avaliou-se o tempo
necessario para estimular os macrofagos a produzirem os marcadores de
ativacdo em questdo, com a finalidade de selecionar um tempo final com
confiabilidade e seguranga.

Para estudos funcionais da linhagem RAW 264.7, procedeu-se
estudos sobre a cinética de expressdo dos genes referentes aos
marcadores de ativagdo, com o objetivo de determinar qual o melhor
tempo para finalizar o ensaio. Para isso, as células foram ativadas com 1
pg/ml de LPS, e a avaliagdo feita nos tempos 0, 6, 12, 24 ¢ 48 horas.
Observa-se na figura 15 que para o TNF-a a linhagem celular responde
rapido e com 6 horas ja esta expressando o gene. Resultados
semelhantes foram encontrados por Sun et al. (2005) para TNF-a e
iNOS (observado na fig. 16), utilizando a mesma linhagem e a mesma
concentracdo de LPS, nos mesmos tempos de ativagdo. Para a 1L-10,
Yanagawa et al. (1999) e Chanteux et al. (2007) encontraram resultados
semelhantes, com transcri¢do de mRNA maxima em 16 horas.
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Sendo assim, escolheu-se o tempo de 6 horas para a ativagdo
dos macréfagos, que era entdo interrompida com a primeira etapa de
extracdo de RNA (adicao de Trizol).
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Figura 15: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificagdo dos marcadores TNF-a e
IL-10, demonstrando o teste de cinética de ativagdo com 1 pg/ml de LPS. Linha
1= controle celular, tempo 0 h, TNF- a, 2= controle positivo, tempo 6h,TNF- q,
3= controle positivo, tempo 12h,TNF- a, 4= controle positivo, tempo 24h, TNF-
o, 5= controle positivo, tempo 48h,TNF- a, 6= controle celular, tempo
48h,TNF- a, 7= controle negativo da PCR,TNF- a, 8= controle positivo PCR,
TNF- 0, 9= controle celular, tempo Oh, IL-10, 10= controle positivo, tempo 6 h,
IL-10, 11= controle positivo, tempo 12 h, IL-10, 12= controle positivo, tempo
24 h, IL-10, 13= controle positivo, tempo 48 h, IL-10, 14= controle celular,
tempo 48 h, IL-10, 15= controle negativo da PCR, IL-10,16= controle positivo
da PCR, IL-10.
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Figura 16: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificacdo dos marcadores IL-12 e
iNOS, mostrando o teste de cinética de ativagio com 1 pg/ml de LPS. Linha 1=
controle celular, tempo 0 h, IL-12, 2= controle positivo, tempo 6h, IL-12, 3=
controle positivo, tempo 12h, IL-12, 4= controle positivo, tempo 24h, IL-12, 5=



53

controle positivo, tempo 48h, IL-12, 6= controle celular, tempo 48h, IL-12, 7=
controle negativo da PCR, IL-12, 8= controle positivo PCR, IL-12, 9= controle
celular, tempo Oh, iNOS, 10= controle positivo, tempo 6 h, iNOS, 11= controle
positivo, tempo 12 h, iNOS, 12= controle positivo, tempo 24 h, iNOS, 13=
controle positivo, tempo 48 h, iNOS, 14= controle celular, tempo 48 h, iNOS,
15= controle negativo da PCR, iNOS,16= controle positivo da PCR, iNOS.

Na dosagem do 6xido nitrico, conforme Figura 17, observa-se
que existe um consideravel aumento entre os tempos 12 e 24 horas,
seguido de um aumento discreto até 48 horas.
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Figura 17: Dosagem de nitrito no sobrenadante de macréfagos RAW 264.7
incubados em diferentes tempos com LPS (1pg/ml).

5.4.3 Anailise Concentracio-Resposta de macréfagos ativados por
LPS

Para avaliar a sensibilidade analitica dos produtos de
estimulag@o com LPS, foram utilizadas concentragdes de 1 pg /ml até 61
pg /ml, por 6 horas para o método RT-PCR e de 190 pg/ml até 10 pg/ml
de LPS para o dosagem de 6xido nitrico.
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No método de RT-PCR, verificou-se que para o marcador TNF-
o, os produtos de amplificacio puderam ser observados até a
concentracdo de 244 pg/ml de LPS, conforme a coluna 9 da figura 18.
Para o marcador iNOS foi de 482 pg/ml, observado na coluna 8 da
figura 19. Observou-se, portanto, uma maior sensibilidade da técnica de
RT-PCR em relacdo a dosagem de nitrito no sobrenadante, conforme
resultados observados nas figuras 18, 19 e 20. Estes dados obtidos estdo
de acordo com o encontado na literatura (NAURECKIENE et al., 2007)

De acordo com Virca et al. (1989) a linhagem RAW 264.7 ¢é
sensivel as concentragdes de LPS (at¢ 10 ng/ml), quando se avalia a
expressdo de mRNA de TNF-a. Sabe-se que o LPS ¢é capaz de induzir
tolerancia ou hiporresponsividade aos seus proprios efeitos; quando a
linhagem ¢ exposta a baixas concentragdes de LPS por mais de 6 horas
antes do desafio com uma dose estimulatéria (VIRCA et al., 1989)
(MAGES; DIETRICH; LANG, 2008). Os valores relativamente
elevados encontrados para a linhagem selecionada podem sugerir uma
prévia contaminagdo basal com LPS.
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Figura 18: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificagdo do marcador TNF-o, em
avaliagdo da sensibilidade da linhagem RAW 264.7 por LPS em diluiggo
seriada na razdo 1:2. Linha 1=1 pg/ml de LPS, 2= 0,5 pg/ml, 3= 0,25 pg/ml, 4=
0,125 pg/ml, 5= 0,0625 pg/ml, 6= controle celular, 7= 976 pg/ml de LPS, 8=
482 pg/ml, 9= 244 pg/ml, 10= 122 pg/ml, 11= 61 pg/ml.
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Figura 19: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificagdo do marcador iNOS, em
avaliacdo da sensibilidade da linhagem RAW 264.7 por LPS em diluicao
seriada na razdo 1:2. Linha 1=1 pg/ml de LPS, 2= 0,5 pg/ml, 3= 0,25 pg/ml, 4=
0,125 pg/ml, 5= 0,0625 pg/ml, 6= controle celular, 7= 976 pg/ml de LPS, 8=
482 pg/ml, 9= 244 pg/ml, 10= 122 pg/ml, 11= 61 pg/ml.

Abaixo, na figura 20, observa-se a curva de ativacdo obtida com
a linhagem RAW 264.7, ativada durante 48 horas com diferentes

concentracdes de LPS, a partir de 10 ug/ml, em diluigdes seriadas na
razdo 2.
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Figura 20: Dosagem de nitrito do sobrenadante de cultura de macrofagos RAW
264.7 ativados durante 48h com diferentes concentra¢des de LPS.



56

5.4.4 Inibicdo da ativacdo da linhagem RAW 264.7 por
Dexametasona

Os glicocorticoides sdo farmacos antiinflamatorios e
imunossupressores potentes que podem modular a expressdo de muitos
genes pela ligagdo a um receptor protéico especifico (GR). Em
particular, a intera¢do do GR ativado com o fator de transcri¢do NF-kB
explica a supressdo de varios genes pro-inflamatérios (NECELA;
CIDLOWSKI, 2004), incluindo os marcadores utilizados no presente
estudo.

Os métodos de triagem mais comuns para testar compostos com
efeitos antiinflamatorios envolvem o pré-tratamento das células com o
composto antes de estimular a resposta inflamatéria (KIM; KIM, 2000).
Entretanto, alguns modelos utilizam um pré-tratamento com LPS
seguido de tratamento com o composto (GUO et al., 2009).

Neste estudo foram comparados os resultados obtidos com duas
diferentes estratégias: uma em que os macrofagos foram pré-tratados
com dexametasona 107 M e entdo estimulados com LPS (1 pg/ml) e
outra em que os macrofagos foram pré-tratados com LPS e entdo
tratados com dexametasona. Os tempos de tratamento foram os
seguintes: 1) pré-tratamento com dexametasona por 24 horas, ativacao
com LPS e coleta do RNA apds 6 horas; 2) pré-tratamento com
dexametasona por 6 horas, seguida de ativagdo com LPS e extracdo de
RNA ap6és 6 horas; 3) LPS e dexametasona adicionados
simultaneamente, e extracdo de RNA apds 6 horas; 4) ativagdo com LPS
por 5 horas seguida de tratamento com dexametasona por 1 hora, e em
seguida a extragdo de RNA; 5) ativacdo com LPS por 18 horas, seguida
de tratamento com dexametasona por mais 6 horas, e apds este tempo a
extragdo de RNA; conforme visualizado na figura 21. . Observa-se nas
figuras 22 e 23 que os pré-tratamentos com dexametasona (coluna 1 e 2)
nao foram suficientes para inibir a expressao dos marcadores, € que os
melhores resultados foram encontrados quando a dexametasona foi
adicionada 6 horas apés a ativagdo com LPS (coluna 5), e a extracdo de
RNA se deu ap6s 18 horas depois da adi¢do do glicocorticoide.
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Figura 21: Representacdo grafica dos esquemas de tratamento com
Dexametasona (10-7M).
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Figura 22: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificagdo do marcador TNF-o, em
avaliagdo do tratamento com Dexametasona (DEX) 10-7M em diferentes
tempos. Linha 1= pré-tratamento com DEX por 24 h, ativagdo por 6 h com LPS;
2= pré-tratamento com DEX por 6 h, ativacdo por 6 h; 3= DEX e LPS
adicionados simultaneamente, incubacdo por 6 horas; 4= ativagdo com LPS por
5 horas antes do tratamento com DEX por mais 1 h; 5= ativa¢do com LPS por 6
horas, seguido de tratamento com DEX por mais 18 horas; 6= ativagdo com
LPS por 6 horas (controle positivo); 7= controle celular em 6 horas; 8= ativagado
com LPS por 24 horas (controle positivo); 9= controle celular em 24 horas; 10=
controle negativo da PCR.
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Figura 23: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificagdo do marcador iNOS, em
avaliacdo do tratamento com Dexametasona (DEX) 10-7M em diferentes
tempos. Linha 1= pré-tratamento com DEX por 24 h, ativagdo por 6 h com LPS;
2= pré-tratamento com DEX por 6 h, ativagdo por 6 h; 3= DEX e LPS
adicionados simultaneamente, incubagdo por 6 horas; 4= ativagdo com LPS por
5 horas antes do tratamento com DEX por mais 1 h; 5= ativagdo com LPS por 6
horas, seguido de tratamento com DEX por mais 18 horas; 6= ativagdo com
LPS por 6 horas (controle positivo); 7= controle celular em 6 horas; 8= ativagao
com LPS por 24 horas (controle positivo); 9= controle celular em 24 horas; 10=
controle negativo da PCR.
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Figura 24: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificacdo do gene constitutivo f3-
actina, em avaliagdo do tratamento com Dexametasona (DEX) 10-7M em
diferentes tempos. Linha 1= pré-tratamento com DEX por 24 h, ativagdo por 6 h
com LPS; 2= pré-tratamento com DEX por 6 h, ativagdo por 6 h; 3= DEX e
LPS adicionados simultaneamente, incubagao por 6 horas; 4= ativagdo com LPS
por 5 horas antes do tratamento com DEX por mais 1 h; 5= ativagdo com LPS
por 6 horas, seguido de tratamento com DEX por mais 18 horas; 6= ativagdo
com LPS por 6 horas (controle positivo); 7= controle celular em 6 horas; 8=
ativacdo com LPS por 24 horas (controle positivo); 9= controle celular em 24
horas; 10= controle negativo da PCR.

5.4.5 Inibicdo do LPS por Polimixina B

A polimixina B, um peptideo natural, ¢ um potente antibiotico
que se liga e neutraliza o LPS. E um antibidtico decapeptideo catidnico
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ciclico que contém grupamentos lipofilicos e hidrofilico que se liga ao
lipidio A, a maior por¢do de LPS, bloqueando a maior parte de seus
efeitos biologico in vitro e in vivo. Neste ensaio, avaliou-se a capacidade
da polimixina B em neutralizar os efeitos do LPS, para sua posterior
adi¢do nas amostras dos compostos a serem testados (tanto pela RT-
PCR quanto para a dosagem de NO), com o objetivo de excluir a
possibilidade de eventuais contamina¢des das amostras. Deve-se
ressaltar , entretanto, que outros efeitos da polimixina B sobre
macrofagos ja foram descritos, como a regulacdo negativa de proteinas
quinases, ligantes de fosfolipideos calcio-dependentes, a inibigdo da
expressdo génica de iNOS e a inibi¢do de produgdo de citocinas, o que
pode mascarar eventuais efeitos de ativagdo mais sutis dos compostos
testados (SCHEPETKIN et al., 2008)

Conforme observado na coluna 20 da Figura 25 a maior
concentracdo de LPS inibida por polimixina B foi de 0,0039 pg/ml para
a citocina TNF-o0. Para o marcador iNOS, foi de 0,0078 pg/ml,
conforme observado na coluna 19 da Figura 26.
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Figura 25: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificacdo do marcador TNF-o, em
avaliagdo do tratamento com Polimixina B (POL B) 50 pg/ml ao LPS em
diluicdo seriada. Linha 1= POL B + 1 pg/ml LPS; 2= POL B + 0,5 pg/ml LPS;
3=POL B + 0,25 pg/ml LPS; 4= POL B + 0,125 pg/ml LPS; 5= POL B + 0,062
pg/ml LPS; 6= 1 pg/ml LPS; 7= 0,5 pg/ml LPS; 8= 0,25 pg/ml LPS; 9= 0,125
pg/ml LPS; 10= 0,062 ng/ml LPS; 11= controle celular; 12= 0,031 pg/ml LPS;
13= 0,015 pg/ml LPS; 14= 0,0078 pg/ml LPS; 15= 0,0039 pg/ml LPS; 16=
0,0019 pg/ml LPS; 17=POL B + 0,031 pg/ml LPS; 18= POL B + 0,015 pg/ml
LPS; 19= POL B + 0,0078 pg/ml LPS; 20= POL B + 0,0039 pg/ml LPS; 21=
POL B + 0,0019 pg/ml LPS.
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Figura 26: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificagdo do marcador iNOS, em
avaliagdo do tratamento com Polimixina B (POL B) 50 pg/ml ao LPS em
diluigdo seriada. Linha 1= POL B + 1 pg/ml LPS; 2= POL B + 0,5 pg/ml LPS;
3=POL B + 0,25 pg/ml LPS; 4= POL B + 0,125 pg/ml LPS; 5= POL B + 0,062
pg/ml LPS; 6= 1 pg/ml LPS; 7= 0,5 pg/ml LPS; 8= 0,25 pg/ml LPS; 9= 0,125
pg/ml LPS; 10= 0,062 ng/ml LPS; 11= controle celular; 12= 0,031 pg/ml LPS;
13= 0,015 pg/ml LPS; 14= 0,0078 pg/ml LPS; 15= 0,0039 pg/ml LPS; 16=
0,0019 pg/ml LPS; 17= POL B + 0,031 pg/ml LPS; 18= POL B + 0,015 pg/ml
LPS; 19= POL B + 0,0078 pug/ml LPS; 20= POL B + 0,0039 ug/ml LPS; 21=
POL B +0,0019 pg/ml LPS.

De acordo com a Figura 27, nota-se que diferentes
concentracdes de LPS incubadas previamente com 50 pg/ml de
polimixina B tiveram suas ac¢des estimulatorias inibidas totalmente até a
concentracdo de 1,25 pg/ml e parcialmente a partir de 2,5 pg/ml.
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Figura 27: Dosagem de nitrito de sobrenadante de cultura de macr6fagos RAW
264.7 incubados por 48 horas com diferentes concentracdes de LPS e nas
mesmas condi¢des acrescidas de polimixina B (50 pg/ml).

De posse da técnica padronizada de RT-PCR, passou-se a
prova de conceito, testando dois grupos de compostos: as fracdes de
polissacarideos de Agaricus blazei (item 5.5) e os galatos (item 5.6).

5.5 Determinacao da atividade das fracoes de polissacarideos de
Agaricus Blazei

O cogumelo Agaricus blazei (ou Agaricus brasiliensis,
conhecidos popularmente como “cogumelo do sol”), muito consumido
como alimento e remédio, tem chamado a atencdo devido a suas
propriedades medicinais, sendo usados com o objetivo de prevenir
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cancer e doencas cardiacas, melhorar a circulagdo sanguinea e reduzir o
colesterol (WASSER; WEIS, 1999) e para tratar a hepatite cronica
(ELLERTSEN et al., 2006). A partir dos corpos de frutificagdo, cultura
pura de micélios e da cultura filtrada, podem ser isolados muitos
metabolitos bioativos. Entre os compostos isolados, destacam-se as [-
glucanas, que sdo polissacarideos de parede celular, e que recebem
crédito para a maioria dos efeitos antitumorais (MANTOVANI et al.,
2008) e também a atividades imunomodulatoras sobre linfocitos
(PASETTI, 2009), macrofagos, células NK e células dendriticas (LULL;
WICHERS; SAVELKOUL, 2005).

De acordo com a Figura 28, observa-se que todas as 16 fragdes
de polissacarideos isolados de Agaricus blazei estimularam a expressao
de TNF-a. Conforme observado na figura 28, apenas as amostras 2, 3, 4,
6, 7, 11, 12 e 15 apresentaram bandas visiveis para a expressdo de
iNOS; o que pode ser devido & menor concentragdo de B-glucanas na
amostra de polissacarideo, ou também a diferencas na estrutura, peso
molecular e nimero de ramificagdes, visto que estes fatores influenciam
na atividade biologica (BROWN; GORDON, 2003). Na dosagem de
oxido nitrico pelo método de Griess, as mesmas amostras nao
demonstraram atividade na mesma concentragdo (10 pg/ml de cada
amostra) utilizada na RT-PCR (dados ndo mostrados), e isso se deve a
maior sensibilidade do método de RT-PCR.
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Figura 28: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificagdo do marcador TNF-a, em
avaliacdo da atividade de Polissacarideos de Agaricus blazei, 10 pg/ml,
estimulados por 6 horas. Linha 1= amostra de polissacarideo extraido da
frutificagdo (produto bruto), 2 = amostra de polissacarideo extraido da
frutificagdo (produto separado por membrana de microfiltra¢do), 3 = amostra de
polissacarideo extraido da frutificacdo (produto separado por membrana de
ultrafiltracdo 1), 4 = amostra de polissacarideo extraidos da frutificagdo
(produto separagdo por membrana de ultrafiltracio 2), 5 = amostra de
polissacarideo extraido da frutificagdo (produto separado por membrana de
nanofiltragdo), 6 = amostra de polissacarideo extraido do micélio em grdos de
trigo (produto bruto), 7 = amostra de polissacarideo extraido do micélio em
graos de trigo (produto separado por membrana de microfiltragdo), 8 = amostra
de polissacarideo extraido do micélio em grdos de trigo (produto separado por
membrana de ultrafiltracdo 1), 9 = amostra de polissacarideo extraido do
micélio em grios de trigo (produto separado por membrana de ultrafiltragdo 2),
10 = amostra de polissacarideo extraido do micélio em graos de trigo (produto
separado por membrana de nanofiltracdo), 11 = amostra de polissacarideos do
micélio em meio liquido (produto bruto), 12 = polissacarideos do micélio em
meio liquido (produto separado por membrana de microfiltragdo) , 13=
polissacarideos do micélio em meio liquido (produto separado por membrana de
ultrafiltragdo 1), 14 = polissacarideos do micélio em meio liquido (produto
separado por membrana de ultrafiltragdo 2), 15= polissacarideos do micélio em
meio liquido (produto separado por membrana de nanofiltragdo), 16= controle
celular, 17= controle celular, 18= controle positivo (1 pg/ml LPS), 19= controle
positivo (1 pg/ml LPS), 20= controle negativo da PCR.
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Figura 29: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificagdo do marcador iNOS, em
avaliagdo da atividade de Polissacarideos de Agaricus blazei, 10 pg/ml,
estimulados por 6 horas. Linha 1= amostra de polissacarideo extraido da
frutificagdo (produto bruto), 2 = amostra de polissacarideo extraido da
frutificagdo (produto separado por membrana de microfiltragdo), 3 = amostra de
polissacarideo extraido da frutificagdo (produto separado por membrana de
ultrafiltracdo 1), 4 = amostra de polissacarideo extraidos da frutificagdo
(produto separacdo por membrana de ultrafiltragdo 2), 5 = amostra de
polissacarideo extraido da frutificacdo (produto separado por membrana de
nanofiltragdo), 6 = amostra de polissacarideo extraido do micélio em graos de
trigo (produto bruto), 7 = amostra de polissacarideo extraido do micélio em
grios de trigo (produto separado por membrana de microfiltragdo), 8 = amostra
de polissacarideo extraido do micélio em graos de trigo (produto separado por
membrana de ultrafiltracdo 1), 9 = amostra de polissacarideo extraido do
micélio em grios de trigo (produto separado por membrana de ultrafiltragdo 2),
10 = amostra de polissacarideo extraido do micélio em graos de trigo (produto
separado por membrana de nanofiltracdo), 11 = amostra de polissacarideos do
micélio em meio liquido (produto bruto), 12 = polissacarideos do micélio em
meio liquido (produto separado por membrana de microfiltracdo) , 13=
polissacarideos do micélio em meio liquido (produto separado por membrana de
ultrafiltracdo 1), 14 = polissacarideos do micélio em meio liquido (produto
separado por membrana de ultrafiltragdo 2), 15= polissacarideos do micélio em
meio liquido (produto separado por membrana de nanofiltragdo), 16= controle
celular, 17= controle celular, 18= controle positivo (1 pg/ml LPS), 19= controle
positivo (1 pg/ml LPS), 20= controle negativo da PCR.
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5.6 Determinacio da atividade de galatos sintéticos em
macrofagos

O 4cido galico ¢ um composto fenolico tri-hidroxilado (acido
3,4,5-trihidroxibenzdico), que € obtido pela hidrdlise de taninos, e ¢
também um intermediario do metabolismo de plantas. Os n-alquil
ésteres do acido galico sdo conhecidos como galatos e sdo utilizados
pela industria de alimentos e farmacéutica como antioxidantes,
melhorando a estabilidade de produtos (GUNCKEL et al., 1998; KUBO
et al., 2000). Além disso, estes compostos estdo envolvidos em uma
grande variedade de agdes biologicas, como antioxidante (KLEIN;
WEBER, 2001), antifiingica (FUJITA; KUBO, 2002; KUBO; FUJITA;
NIHEI 2002; HSU; CHANG; CHANG, 2007), antibacteriana (BOYD,;
BEVERIDGE, 1981; KUBO; FUJITA; NIHEI 2002; STAPLETON et
al., 2004; KREANDER; VUORELA; TAMMELA, 2005; SHIBATA
et al., 2005), antiviral (KANE et al., 1988; AHN et al., 2002; SAVI et
al., 2005; UOZAKI et al., 2007; KRATZ et al., 2008a; KRATZ et al.,
2008b) e tripanocida (ALBINO, 2005).

Em estudo de ativacdo de NF-kB com os mesmos compostos,
Locatelli et al. (2008) demonstraram que o galato de octila foi o Gnico
que demonstrou atividade na linhagem linfoblastica L1210. No mesmo
estudo, os autores propuseram relagdes entre a atividade citotdxica a
fatores como lipofilicidade e tempo de exposi¢do, conforme também
observado neste estudo. Conforme observa-se nas figuras 30 e 31, ndo
foi verificada a expressdo de TNF-a e iNOS, nem na citocina IL-10
(dados ndo mostrados).
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Figura 30: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificagdo do marcador TNF-o, em
avaliacdo da atividade de galatos sintéticos. Linha 1= acido gélico, 2= galato de
metila, 3= galato de etila, 4= galato de propila, 5= galato de butila, 6= galato de
pentila, 7= galato de hexila, 8= galato de heptila, 9= galato de octila, 10= galato
de nonila, 11= controle positivo (1pg/ml de LPS), 12= controle celular, 13=
controle negativo da PCR, 14= controle negativo da RT.
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Figura 31: Imagem de Eletroforese em Gel de agarose 1% corado pelo brometo
de etideo demonstrando os produtos de amplificagdo do marcador iNOS, em
avaliacdo da atividade de galatos sintéticos. Linha 1= acido gélico, 2= galato de
metila, 3= galato de etila, 4= galato de propila, 5= galato de butila, 6= galato de
pentila, 7= galato de hexila, 8= galato de heptila, 9= galato de octila, 10= galato
de nonila, 11= controle positivo (1pg/ml de LPS), 12= controle celular, 13=
controle negativo da PCR, 14= controle negativo da RT.

Assim, de acordo com o método padronizado neste estudo, ndo
demonstrou-se qualquer atividade dos galatos em linhagem de
macrofagos.
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6 CONCLUSOES

Padronizou-se um método in vitro, baseado na expressio do
mRNA de marcadores de ativagdo (TNF-alfa, IL-10 e iNOS),
que pode ser util na triagem de compostos com potencial
atividade imunomodulatoéria sobre macrofagos;

e Determinou-se a citotoxicidade (CCsy) de uma série de galatos
sintéticos e de diferentes amostras de polissacarideos de
Agaricus blazei sobre macrofagos da linhagem RAW 264.7;

Os galatos  sintéticos nao  apresentaram  atividade
imunoestimulatéria ~em  macréfagos, nas  condigdes
experimentais empregadas;

Todas as 15 amostras de polissacarideos testadas aumentaram a
expressdo de TNF-o, e 6 dentre as 15 amostras também
induziram a expressdo de mRNA para iNOS;

A reagdo de RT-PCR mostrou-se mais sensivel na detec¢do da
ativacdo de macrofagos em cultura do que o método de
dosagem de Oxido nitrico.
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7  PERSPECTIVAS

A partir dos resultados encontrados pode-se vislumbrar novos
estudos, tais como:

1- Bioprospecgdo de grande nimero de compostos de origem natural ou
sintéticos com potencial atividade imunomodulatdria sobre macrofagos;

2 — Avaliagado da possivel atividade imunossupressora dos galatos;

3- Aprofundar os estudos sobre as fracdes polissacaridicas de Agaricus
blazeii com maior atividade estimulatoria sobre macrofagos;

3 — Padronizar e implementar novos ensaios in vitro que substituam a
utilizacdo de animais experimentais.
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Comentario orelha da capa:

Este estudo apresenta a padronizagdo de um ensaio in vitro para a
triagem de compostos com potencial atividade imunomodulatéria
sobre o sistema imune inato. Foi empregada a técnica de biologia
molecular RT-PCR para a deteccdo de expressaio de mRNA dos
marcadores de ativagdo TNF-a, IL-10 e iNOS na linhagem de
macréfagos murinos RAW 264.7. O ensaio relatado neste trabalho
permite a triagem simultdnea de um grande nimero de amostras,
sem o viés técnico e ético do uso de animais em pesquisa cientifica.
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