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RESUMO

Os polissacarideos possuem diversas aplicacdes em diferentes areas, como alimenticias,
téxteis, industrias de papel, cosméticas e farmacéuticas. Os polissacarideos de origem
microbiana (exopolissacarideos) tém sido principal fonte de estudos, pois sdo renovaveis, com
pouca toxidade, sendo alvo desses ramos industriais. O consércio microbiano de kefir produz
exopolissacarideos que séo tradicionalmente extraidos em solugbes aquosas neutras com 0
auxilio de calor e estes ja& demonstraram em estudos anteriores que possuem atividades
antimicrobiana, antioxidante e até mesmo antitumoral. Reconhecendo os beneficios do kefir,
este estudo visa a extracdo em meio alcalino e andlise estrutural de exopolissacarideos a partir
de graos de kefir, sequido de precipitacdo etandlica e avaliacdo da atividade antitumoral e
citotoxica. A partir de andlises como o FTIR (Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier), TG (Termogravimetria)) DSC (Calorimetria Exploratdria
Diferencial), ensaios de acetilacdo, metilacdo e RMN (Espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear) foi possivel determinar a estrutura do biomaterial. O mesmo trata-se de
um homopolissacarideo seguido de mondmeros de glicose, tipicos de glucana com
predominancia de ligagdes B (1-6). Foram realizados ensaios de citotoxicidade com células
tumoraise células normais (linfocitos), onde foi observado potencial citotoxico alto (70%)
para leucemia mielocitica cronica (K-562) e moderado (58%) para adenocarcinoma de mama
humano (MCF-7), assim como foi realizado um ensaio com células normais (linfécitos) a
partir de um kit contendo citocinas: IL-2 (Interleucina 2), IL-4 (Interleucina 4), 1L-6
(Interleucina 6), I1L-10 (Interleucina 10), TNF-a (Fator de Necrose Tumoral-a) e IFN-y
(Interferon -gama) demonstrando que o exopolissacarideo é um pro-cicatrizante por promover
acdo em TNF-a e IL-6. Diante do potencial farmacologico desse material, 0 mesmo pode ser
aplicado para a producdo de biofilmes como cicatrizantes, ou ainda em outros ramos

industriais.

Palavras-chave: Exopolissacarideo. Atividade antitumoral. Resposta pro-inflamatéria.



ABSTRACT

Polysaccharides have several applications in different areas such as food, textiles, paper,
cosmetics and pharmaceutical industries. Polysaccharides of microbial origin
(exopolysaccharides) have been the main source of several studies, since they are renewable
and present low toxicity. The microbial biofilm from kefir produces exopolysaccharides
traditionally extracted in neutral aqueous medium under heat and have already shown in
previous studies antimicrobial, antioxidant and even antitumor activities. Recognizing the
benefits of kefir, this study aims to extract exopolysaccharides from kefir grains using a
different approach using alkaline medium extraction, and its structural characterization and
evaluation of its antitumor and cytotoxic activity. The results of FTIR (Fourier-transform
infrared spectroscopy), TG (Thermogravimetric), DSC (Differential scanning calorimetry),
acetylation, methylation and NMR (Nuclear magnetic resonance) analyses allowed us to reach
the structure of the polymer. It is a branched homopolysaccharide containing mainly B-D
glucose residues with (B1—6) linkages. The cytotoxicity assays using tumor cells
demonstrated a high cytotoxic potential (70%) for chronic myelocytic leukemia (K-562) and
moderate (58%) for human breast adenocarcinoma (MCF-7), in addition as a normal cell
(lymphocyte) assay was performed from a kit containing cytokines: IL-2 (Interleukin 2), IL-4
(Interleukin 4), IL-6 (Interleukin 6), 1L-10), TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a) and IFN-y (Interferon-
gamma) demonstrating that the exopolysaccharide is a pro-inflammatory agent stimulationg the
production of TNF-a and IL-6. Faced with the pharmacological potential of this exopolysaccharide as
an antitumoral agent, it can also be applied as raw material for the synthesis of biomaterials to

stimulate the healing process of cutaneous wounds.

Key words: Exopolysaccharide. Antitumoral activity. Proinflammatory response.
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1 INTRODUCAO

Os polissacarideos sdao macromoléculas compostas por varias unidades de
monossacarideos e, nos organismos Vvivos sdo sintetizados em diferentes estagios do ciclo de
vida (MAHAPATRA; BARNEJEE, 2013). Os polissacarideos possuem caracteristicas
favoréveis para uso em varias areas industriais, dentre elas alimenticias, téxteis, cosméticas e
farmacéuticas, pois muitos sdo renovaveis, biodegradaveis e ndo toxicos para as células
normais e alguns apresentam caracteristicas efetivas em células tumorais (WANG et al.,
2015a; FREITAS et al.,, 2009). Estudos demonstram que determinados polissacarideos
possuem atividades bioldgicas relevantes: antibacterianas, antioxidantes, antitumorais e
antiproliferativas, sendo suas diversidades estruturais responsaveis por muitas dessas acdes
(MOSADDEGH et al., 2014; ANISIMOVA et al., 2015). Micro-organismos podem produzir
exopolissacarideos (polissacarideos extracelulares), um exemplo é o exopolissacarideo
contido no kefir (BOTELHO et al., 2014).

O kefir € um probidtico que possui um consoércio de bactérias e leveduras (LOPITZ-
OTSOA, et al., 2006). As bactérias dos grdos de kefir podem ser &cido-lacticas
(Lactobacillus, Lactococcus e Leuconostoc) e acido-acéticas (espécies de Acetobacter)
(BRASIL, 2007). Entre os fungos encontramos principalmente leveduras do género
Saccharomyces e vérias espécies de Candida (SIMOVA et al., 2002).

Diversas fontes de carboidratos podem ser utilizadas para o cultivo do kefir, dentre
elas destacam-se o leite e 0 aclcar mascavo (MIGUEL et al., 2011), a partir desse cultivo, o
kefir produz exopolissacarideos (EPS). A kefirana é o EPS mais conhecido na literatura
provindo da associacgao simbidtica do kefir (KOOIMAN, 1968).

O cancer € um importante problema de satde publica mundial e é a segunda principal
causa de morte nos Estados Unidos (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2016) e no Brasil segundo
dados do Sistema de InformacBes sobre Mortalidade do DATASUS (MINISTERIO DA
SAUDE, 2015). N&o obstante, o surgimento de linhagens tumorais resistentes aos
medicamentos disponiveis tornam relevantes as pesquisas por novas estratégias e compostos
antitumorais (SHI, 2016). Shiomi et al. (1982) publicaram o primeiro trabalho sobre atividade
antitumoral in vivo de um polissacarideo extraido dos gréos de kefir. Diante do exposto, este
trabalho tem como objetivo a obtencédo e caracterizacdo de um exopolissacarideo a partir dos
grdos de kefir quando cultivados em solucéo de agucar mascavo, analise estrutural e verificar

a acdo imunomodulatoria, seu potencial imunoldgico e citotoxico frente a linhagens tumorais.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 CARBOIDRATOS

Os carboidratos podem ser chamados de polidroxialdeidos ou poli-hidroxicetonas, que
formam estes compostos quando hidrolisados, constituindo formula empirica de (CH,0),
constituidos principalmente de atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio (LEHNINGER,
1991).

Existem 3 classes principais de carboidratos: os monossacarideos, os dissacarideos e
os polissacarideos (NELSON; COX, 2011).

Os monossacarideos ou agucares simples sdo constituidos de uma Gnica unidade de
poliidroxiadeido ou poliidroxicetona. Quando o grupo carbonil esta na extremidade da cadeia
de carbonos (isto €, um grupo aldeido), 0 monossacarideo é chamado de aldose, j& quando o
grupo carbonil estd em qualquer outra posi¢do (em um grupo cetona) este monossacarideo é
chamado de cetose (NELSON; COX, 2011) (FIGURA 1).

FIGURA 1 - Representacdo de aldose (D-glicose) e cetose (D-frutose).

H Y

|
Grupo Carbonil H—(i',‘—OH
H—C—0H C=0 ’\
_ |
_|O_C|: H HO_?_H Grupo Carbonil
H _?_OH H —(i.:—OH
H—C—OH H—C—0OH
CH.OH (ISHZOH
D-glicose (Aldose) D-frutose (Cetose)

Fonte: Nelson e Cox (2011).

Entre os monossacarideos encontram-se 0os de 3 a 7 carbonos que geralmente possuem
gosto adocicado e sdo sempre solliveis em agua, sendo bastante conhecidas as pentoses e

hexoses. Podemos classifica-los quanto ao nimero de atomos de carbono: triose (3 carbonos),
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tetrose (4 carbonos), pentose (5 carbonos), hexose (6 carbonos) (NELSON; COX, 2011,
LEHNINGER, 1991) (FIGURA 2).

FIGURA 2 - Exemplos de monossacarideos (aldoses) de 3 a 6 carbonos. Triose (D-

Gliceraldeido); Tetrose (D-Eritrose); Pentose (D-Xilose) e Hexose (D-Glicose).

H @)
0 NS
@) \C// (|:
H O \C// ! i _(I:_OH
% | H=C—OH HO—C—H
: H—C—OH HO—C—H H=C—0on
H—C—OH H—C—OH H—(IZ—OH l
SHoH duon ! H=§oH
: : CH.OH CH.OH
Triose: Tetrose: Pentose: Hexose:
D-Gliceraldeido D-Eritrose D-Xilose D-Glicose

Fonte: Nelson e Cox (2011).

Todos os monossacarideos, com exce¢do do diidroxiacetona, contém um ou mais
atomos de carbonos assimétricos e ocorrem em formas isoméricas opticamente ativas.
Quando existe um monossacarideo que possui dois isdmeros diferentes ou enantibmeros, por
conven¢do um é chamado de isdmero D e outro isdmero L. E o agcUcar mais abundante na
natureza é uma hexose conhecida como D-glicose, (NELSON; COX, 2011; LEHNINGER,
1991).

Em solugdo aquosa 0s monossacarideos com cinco ou mais dtomos de carbono
ocorrem predominantemente em forma ciclica (em forma de anel), formando derivados
hemiacetais ou hemicetais. No caso da D-glicose ocorre em solucdo onde o hemiacetal do
grupo hidroxil livre do C-5 reage com o C-1 do aldeido, gerando o carbono assimétrico e
produzindo dois esterecoisomeros designados o ¢ . Chama-se de designagdo o quando o grupo
hidroxila do centro anomérico esta em uma projecdo de Fisher, no mesmo lado que o grupo
hidroxil ligado ao centro quiral mais distante, enquanto que f indica que esses grup0s estéo
em lados opostos, e estes compostos com anéis de 6 membros sdo chamados de piranoses,
pois se assemelham ao pirano (NELSON; COX, 2011; LEHNINGER, 1991) (FIGURA 3).
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FIGURA 3 - Formacgdo das duas formas ciclicas da glicose: a-D-glicopiranose e B-D-
glicopiranose.
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* SHOH H  OH Ny o
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G
: H
D-glicose AN / \H

B-D-glicopiranose

Fonte: Nelson e Cox (2011).

Os oligossacarideos sdo formados por unidades de cadeias curtas de monossacarideos
unidos por ligagdes glicosidicas. Os mais comuns na natureza s&o os dissacarideos (com duas
unidades de monossacarideos). Um dissacarideo tipico é a sacarose (NELSON; COX, 2011;
LEHNINGER, 1991).

Os polissacarideos sdo considerados polimeros de origem natural que podem ser
constituidos por mais de 20 unidades de monossacarideos, sendo que alguns possuem
centenas ou milhares de unidades. Os polimeros de aguUcares simples como a glicose,
apresentam trés funcdes principais: reserva energética, componentes estruturais de parede
celular, tanto em bactérias como em plantas, e atuam no reconhecimento extracelular que se
ligam a outras proteinas (NELSON; COX, 2011). Alguns polimeros mais curtos ligados a
proteinas de membrana servem como sinais celulares especificos (NELSON; COX, 2011).

Os polissacarideos diferem uns do outros em relacdo as unidades monossacaridicas
repetidas, os homopolissacarideos contém somente uma unidade monomérica, enquanto que
os heteropolissacaridios contém dois ou mais tipos diferentes (NELSON; COX, 2011)
(FIGURA 4).
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FIGURA 4 - Homo e Heteropolissacarideos: (A) polissacarideo ndo ramificado e (B)
polissacarideo ramificado.

Homopolissacarideos Heteropolissacarideos

A B A B

Fonte: Nelson e Cox (2011).

2.1.1 Acédo Bioldgica Dos Carboidratos Encontrados Na Natureza

Os polissacarideos sdo capazes de estimular o sistema imune como modificadores de
respostas bioldgicas, igualmente responsaveis por acfes antitumorais que estdo
intrinsicamente relacionados a fatores como o grau de ramificacdo, estrutura da cadeia e
massa molecular (BOHN; BEMILLER, 1995; GADELHA, 2001; SOMENSI, 2014). Existem
mecanismos de acdo de polissacarideos encontrados em algas verdes que estdo centrados na
potencializacdo do cofator de heparina-Il (HAYAKAWA et al.,, 2000; SILVA, 2008),
enquanto outras acdes estdo centradas a partir da ligagdo do carboidrato em receptores do
complemento 3 (CR3, CD11b/CD18) de fagdcitos e Células Naturais Killers (NK) (ROSS et
al., 1999, DABA; EZERONYE, 2003).

Uma caracteristica notdria nos polissacarideos é quanto a sua carga idnica, pois podem
ser classificados como: neutros, aniénicos ou catidnicos. Estas propriedades sdo formadas a
partir da presenca de grupamentos carboxila, amino ou sulfeto, essas propriedades conferem
importantes atividades bioldgicas, sejam antioxidantes ou atininflamatorias (MARGARITIS;
PACE, 1985; MELO, 2003). Os polissacarideos sulfatados s&o bastante comuns em
macroalgas, em tecidos animais e vegetais. Em glicosaminoglicanos a sulfatacdo ocorre em
diferentes posicdes das unidades dissacaridicas (RODRIGUES; FARIAS, 2009). J& nas
macroalgas as carragenanas e agaranas encontradas em algas vermelhas e as fucanas nas algas
marrons sdo bastante utilizadas na atividade anticoagulante e antitrombdtica (JIAO et al.,
2011).
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Nas plantas o polissacarideo mais conhecido é a celulose, que confere resisténcia,
rigidez, impede o inchamento celular e a ruptura da membrana plasmaética. A sua estrutura é
formada por unidades de D-glicose com ligacdes B (1—4). Ela é sintetizada por um complexo
esquema enzimatico que monta as cadeias de celulose pela membrana plasmatica, com uma
parte posicionada para ligar o substrato, UDP-glicose, no citosol e uma outra parte
estendendo-se para fora, que é responsavel pelo alongamento e cristalizacdo das moléculas de
celulose no espaco extracelular (NELSON; COX, 2011). Nas paredes celulares também s&o
encontrados polissacarideos neutros (que ndo possuem carga), como as galactanas,
arabinogalactanas e arabinanas que costumam estar associadas a pectinas (TAIZ; ZEIGER,
2004).

Nos vegetais, o amido é a forma principal de reserva de carboidratos, sendo
constituido de uma mistura de amilose (polissacarideo linear) e amilopectina (polissacarideo
de estrutura ramificada), sdo polimeros de a-D-glicose. Algumas plantas armazenam néo
somente o amido, mas também a inulina. As inulinas sdo caracterizadas por polimeros
formados por cadeias de frutose com um grupo glicose terminal, ndo é digerida por enzimas
no intestino humano, mas sdo fermentadas por micro-organismos intestinais (MANO;
MENDES, 2011).

Da mesma forma que as plantas, algumas bactérias possuem paredes celulares
espessas e rigidas que protegem da lise osmética, como os peptideoglicanos. Eles sdo
formados por um copolimero linear de N-acetilglicosamina (GIcNAc) e acido N-
acetilmuramico (Mur2Ac) alternados com ligagdes glicosidicas B (1—4) e com ligacGes
cruzadas com peptideos curtos ligados a0 Mur2Ac (NELSON; COX, 2011). Além do
peptideoglicano, os micro-organismos também secretam polissacarideos na superficie celular,
ou para o meio, definidos como exopolissacarideos. Estes polimeros tém a funcao de formar
agregados organizados e hidratados, que conferem as células uma série de vantagens
seletivas, tais como retencdo de ions e nutrientes, resisténcia a dessecacgéo, protecdo mecanica,
além da adeséo a superficies (LAUDARES et al., 2010).

2.2 SINTESE, ESTRUTURAS E APLICACOES DE EXOPOLISSACARIDEOS

A sintese do exopolissacarideo envolve trés fases, sendo a primeira fase de
assimilacdo do carbono disponivel no meio, a segunda fase de producéo de sintese intracelular
e a terceira fase esta relacionado a liberagdo do EPS para fora da célula. Os micro-organismos

costumam produzir esse biomaterial com a funcdo de adesdo da célula e consequente
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formagdo e manutencdo da colonia a partir de biofilmes (CZACZYK; MYSZKA 2007;
LUNA 2016).

Existem quatro vias conhecidas da producdo de exopolissacarideo em bactérias. A
primeira via é dependente de flipases e polimerases Wzx/Wzy; estas enzimas estdo envolvidas
na translocacdo de unidades repetitivas do polissacarideo para a outra face da membrana
plasmética (BENTLEY et al., 2006; FERRI, 2013). A segunda via sdo com transportadores de
acucar dependentes de ATP (ATP binding cassette transportes ou ABC-transporters), a partir
de uma bomba de efluxo localizada na membrana interna e periplasmatica, tipica de bactérias
Gram-positivas, sendo esta via comum na capsula bacteriana como em Streptococcus
pneumoniae para produgdo de aglcares. A terceira via é dependente de sintase e esta ligada,
frequentemente, a montagem de homopolimeros que requerem apenas um tipo de acuUcar,
como no caso das curdlanas. A quarta via € dependente de sintese extracelular por meio da
enzima sucrase (SCHMID; SIEBER; REHM, 2015).

Os principais polissacarideos sdo do tipo glucana e apresentam unidades repetidas de
D- anidro-hexose e podem conter ou ndo grupos susbtituintes ligados ao anel
glicopiranosidico unidos através de ligagdes o ou P. Eles sdo bastante comuns na parede
celular de alguns vegetais, e podem ser isolados de micro-organismos (fungos e bactérias).
Séo formados por ligagoes glicosidicas (1-3;1->6), (1->6), (1->3;1->4) (SOMENSI, 2014).

Nos fungos, as glucanas geralmente estdo associadas a proteinas, lipidios e outros
carboidratos, e, assim, excretadas para 0 meio (SILVA et al., 2006) . As glucanas sao
responsaveis pelas acBes: antiproliferativa, imunomodulatéria e  antioxidante,
hipocolesterolémica e hipoglicemiante (SOMENSI, 2014; TURMINA, 2012).

Os EPS mais estudados na literatura sdo: xantana, dextrana, gelana, curdlana (ONER,
2013; MANO; MENDES, 2011).

A xantana foi descoberta inicialmente em 1950 por pesquisadores do Northern
Regional Research Laboratory (NRRL) que tinham como objetivo na época de identificar
micro-organismos que produzissem gomas de interesse comercial sollveis em agua. A goma
xantana é o nome que se da ao polissacarideo do tipo celulose com ramificagfes nédo vicinais,
produzido principalmente pela bactéria fitopatogénica do género Xanthomonas (MANO;
MENDES, 2011; BORGES; VEDRUSCOLO, 2008).

Esse EPS é constituido de uma cadeia principal 1,4 p-D-glicose com ramificacGes a
cada dois anéis em posicdo 3,1 de 3 unidades de a- D-manose-6-acetilada, B-D-acido
glicurdnico e B -D-acido 4,6 manosil-piravico (MANO; MENDES, 2011). A goma xantana

ndo é metabolizada pelo organismo humano e serve para fins alimenticios dietéticos, mas nao
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consegue geleificar facilmente. No Brasil existem varias gomas xantanas, por isso sempre
existe a busca por uma cepa que consiga produzi-la e competir com os produtos agora
comercializados (GARCIA-OCHOA et al., 2000; BORGES; VEDRUSCOLO, 2008).

A goma dextrana foi um dos primeiros EPS produzidos em escala comercial e sua
producdo iniciou-se na Suécia. Esse polimero era encontrado muitas vezes em processos
industriais e quando foram examinadas por microscopia, foi visto que se tratava de células
encapsuladas pertencentes, principalmente, ao género Leuconostoc. Na época perceberam que
algumas cepas do género Streptococcus também eram capazes de sintetizar, a partir de
sacarose e rafinose, um carboidrato semelhante ao dextrano. Sua cadeia € semelhante a
amilose, formada basicamente por um homopolimero linear com ramificagbes nos pontos 1,3-
a ou 1,4-0. Sua unidade principal é constituida de liga¢des do tipo a-1,6 glicosidicas, e sua
sintese € decorrente da enzima dextrana-sacarase em presenca de sacarose No pProcesso
fermentativo (MANO; MENDES, 2011),

A gelana é um exopolissacarideo produzido principalmente por bactérias da espécie
Pseudomonas elodea, antigamente conhecida como Auromonas elodea. Este micro-organismo
foi identificado por uma empresa chamada Kelco (1978), a partir de um programa de triagem
de bactérias do solo e da agua (MORRIS; NISHIMARI; RINAUDO, 2012).

A gelana é formada por segmentos de 1,3 B-D-glicose, 1,4 B-D &cido glicurénico, 1,4
B—D-glucose e 1,4 B-L-ramnose. Ela pode ser utilizada no campo alimenticio como espessante
e geleificante, além de ser bastante utilizada como estabilizante em varios ramos industriais
(MANO; MENDES, 2011).

Curdlana é um polissacarideo produzido por bactérias do género Alcaligenes e
Agrobacterium. A curdlana tem uma caracteristica Unica, com a capacidade de formar um gel
firme, resiliente e termo-irreversivel quando aquecido em suspensdo aquosa superior a 80°C
(NAKAO et al., 1991). Este € um homopolissacarideo linear insolivel em agua, formado
principalmente por ligagdes -D-glicose. Sua aplicacédo se estende potencialmente no suporte
para imobilizacdo de enzimas, na fabricacdo de bioplasticos e em processos de adsorcdo de
metais (MANO; MENDES, 2011).

A welana sdo exopolissacarideos ramificados que ndo produzem gel e sdo sintetizados
principalmente por Sphingomonas spp. A goma welana consiste de unidades tetrassacaridicas
de L-raminose ou L-manose e foi reportado boa viscosidade em temperatura elevada e na
presenca de cloreto de sédio. Ela também é bastante utilizada na indudstria de alimentos
(GAO, 2016). Esta, ainda, é aplicada em diversos ramos industriais como na fabricacdo de
cimento, concreto, tinta e pigmentos (MANO; MENDES, 2011).
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2.2.1 Importancia De Exopolissacarideos Nas Industrias

OS EPS sdo largamente usados em varios ramos industriais, tais como alimenticio,
quimico, farmacéutico, ambiental, biomédico, entre outros (ZHU; DU; XU, 2016). Na
indUstria de alimentos, os EPS podem ser utilizados como espessantes, emulsificantes,
estabilizantes e ainda na formulacdo de produtos de confeitaria, como confeitos, geleias,
alimentos lacteos (sorvete, milk shake e iogurte), balas, gelatinas, produtos derivados de
origem animal e como aditivos em alimentos ou bebidas probioticas. (ALI, 2009; ZHU; DU;
XU, 2016). Podem ainda ser usados na preparacédo de alimentos destinados a vegetarianos, em
alimentos congelados como crioprotetores e como aditivos na ragdo de animais (WANG et al.,
2008a)

Na industria de cosméticos, o B-glucano pode ser utilizado em cremes, unguentos, e ja
foi comprovada a sua eficacia na indugdo da formacdo de colageno e por reduzir as linhas de
expressdo, rugas, celulite, acne, dermatite, eczema, psoriase, e por tratar de outras condi¢coes
da pele. O B-glucano pode atuar também como um hidratante formador de filme cicatrizante
de feridas e ainda contribuir no antienvelhecimento e revitalizacdo da pele e do cabelo (CHO
etal., 2014; (ZHU; DU; XU, 2016).

Na indastria farmacéutica, ja foram realizados varios ensaios clinicos com os -
glucanos para testar seus efeitos gerais sobre a saude, entre eles o da administracdo oral in
vivo. Ja foi comprovada sua acdo cicatrizante no revestimento de feridas, onde o0 mesmo pode
ser utilizado em forma de filmes como substituto temporario de pele e como scaffolds na
engenharia de tecidos (JIMENEZ, NIELSEN; LINDENSTROM, 2012). Nas vacinas, podem
ser usados como adjuvantes, imunomoduladores, no revestimento de céapsulas e outros
medicamentos que passam pela via oral, além da formulacdo de medicamentos por
apresentarem acdo antioxidante e antitumoral (VETVICKA & VETVICKOVA, 2012; ZHU;
DU; XU, 2016). Uma aplicacdo deste exopolissacarideo é atuar na producdo de outros
biomateriais, como plastificantes (ADEODATO et al., 2011).

2.3 KEFIR

O termo kefir é designado para uma associacao microbiana cuja fermentacdo se realiza
com cultivos de micro-organismos acido-lacticos elaborados a partir de grdos contendo
Lactobacillus kefiri, e véarias espécies dos géneros Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter

gue produzem compostos como acido lactico, etanol e dioxido de carbono (LOPITZ-OTSOA
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et al., 2006). Esta associa¢do microbiana diversificada de bactérias e leveduras encontra-se na

Tabela 1.

Tabela 1 - Micro-organismos encontrados no Kefir

Tipos de micro-organismos
onde foi encontrado o kefir

Micro-organismos
identificados

Referéncia

Angulo et al. (1993)

Lb. Brevis Simova et al. (2002)
Lb. viridescens,
Lb. gasserti,
Lb. fermentum, Angulo et al. (1993)
Lactobacillus Lb. Casei
Bactérias (L.b) Angulo et al. (1993)
4cido- Lb. kefir Marshall; Cole; Brooker
lacticas §19i4) o Adach
: . Toba; Abe; Adachi
Lb. kefiranofaciens 1987)
Lb. kefirgranum, Lb. parakefir Takizawa et al. (1994)
Lactococcus :éi(ggcoccus lactis subps. Bolla et al. (2013)
Leuconostoc  Leuconostoc mesenteroides LIN; CHEN; LIU (1999)
Bactérias Acetobacter :
acido- Acetobacter sicerae sp. nov. Lietal. (2014)
acéticas
Simova et al. (2002)
Guzel-Seydim et al.
Kluyveromyces marxianus (2005)
Saccharomyces omnisporus Brasil (2007)
Fungos Leveduras Saccharomyces cerevisae Ninane,
Saccharomyces exiguus Mukandayambaje;

Candida torulopsis

Berben (2007)
Yuksekdag; Beyatli;
Aslim (2004)

O kefir teve sua origem nas montanhas de Caucaso e a historia sugere que 0s

caucasianos descobriram a fermentacdo do leite a partir de bolsas de couro que resultavam em
uma bebida enfervescente (IRIGOYEN et al., 2005).

O kefir pode ser cultivado utilizando diferentes fontes de carbono, como a lactose

presente no leite (GUL et al., 2015), tanto em leite de vaca, como em leite de soja
(HESENKAS et al., 2011) ou em agucar mascavo (MIGUEL et al., 2011).

Na bebida pronta para o consumo, algumas substancias ja foram descobertas como:

acido férmico, proprionico, succinico, diéxido de carbono, aldeidos, acetona, dentre outros
(GUVEN; GUVEN; GULMEZ, 2003; PAIVA, 2013), contudo, ao mudar o substrato do kefir,



27

foi observado que o cultivo em leite em relagdo ao cultivados em leite de bufalos tiveram a
variacdo de rendimento e composi¢do de alguns elementos quimicos tais como: o acido latico,
acido acético e citrico (GUL et al., 2015).

A producéo do kefir envolve um processo complexo e dificil de manter a estabilidade
da composi¢do quimica. Quando cultivados em sacarose, na presenca ou ndo de frutas, geram
particulas transldcidas, dependendo do agUcar utilizado, no caso do mascavo formam gréos
com coloragcdo marrom. O kefir quando cultivado em leite pode gerar particulas brancas ou
amareladas (PAIVA, 2013; FONTAN et al., 2006). E os seus grios apresentam formatos
diferentes, que variam entre 2-3 cm de diametro, cobertos por uma matriz polissacaridica
(PAIVA, 2013).

Em relacdo a atividade bioldgica do kefir alguns estudos em camundongos indicaram
que, quando os camundongos foram irradiados, houve protecdo das células nas criptas da
mucosa do colon contra apoptose (MATSUU et al., 2003). Liu; Chen; Lin (2005) sugeriram,
também, que o kefir de leite e soja conferem significativa atividade antimutagénica e
antioxidante e, por isso, € atuante contra mutacdo e danos oxidativos.

Alguns exopolissacarideos ja foram isolados de grdos do kefir, e tém sido alvo de
varios estudos biotecnoldgicos (WANG et al., 2008b; WANG et al., 2010). A kefirana é um
exemplo desses EPS que apresentaram atividade antimicrobiana e antiinflmatéria em feridas
de ratos infectados (DIAS et al., 2016; RODRIGUES et al., 2005).

O primeiro exopolissacarideo estudado no kefir foi intitulado de kefirana, onde fora
isolado a partir dos grdos, e este biomaterial era totalmente solivel em agua. Na sua estrutura
ele continha proporcGes aproximadamente iguais de residuos de galactose e glicose
(KOOIMAN, 1968), como visto na FIGURA 5.

FIGURA 5 - Estrutura da kefirana esquematizada a partir do trabalho encontrado
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Fonte: Vu et al. (2009).
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Outros exopolissacarideos provindos do kefir foram descobertos e, dependendo da
fonte de carbono podem produzir diferentes tipos de EPS, situado na Tabela 2 (FIORENTINI
etal., 2011; AHMED et al., 2013; GHASEMLOU, et al 2012).

Tabela 2 - Lista de Polissacarideos e Monossacarideos encontrados no kefir

Micro-
Polissacarideo | Monossacarideos organismos Substrato Autor(es)
produtores
o ) Kefir (associagao ) ~ Botelho et al.
Né&o informado Gli. ) ) Leite de soja
microbiana) (2014)
_ _ Kefir (associagao Leite Chen et al.
Né&o informado Gal./Gli. ) )
microbiana) desnatado (2015a)
Man./Ara. Lb. Leite Jeong et al.

Né&o informado _ _ ) -
/Gli./Gal./Ram. kefiranofaciens  esterilizado (2017)

Lb.
) _ ) Né&o Paiva et al.
a-glucanas Gli. kefiranofaciense
) informado (2016)
Lb. satsumensis
_ ) Né&o Wang et al.
Né&o informado Man./Gli./Gal. Lb. Plantarum )
informado (2010)
) oL Acucar _
) ) Kefir (associacao Moreira et al.
Kefirana Ara./Gli./Gal./Ram ) ) mascavo e
microbiana) ) (2008)
agua

Legenda: Gli.(glicose); Man.(Manose); Ara.(Arabinose); Gal.(Galactose); Ram.(Raminose).

2.4 CANCER

O Cancer é um importante problema de satde publica a nivel mundial. Muito se tem
investido em medicamentos e na busca de novos agentes antitumorais. O mesmo resulta numa
desordem genética a partir de muta¢bes que controlam a multiplicacdo celular (AMORIM,
2002). Um conjunto de células que resulta em uma divisdo anormal do tecido, conhecido
como tumor, pode ser classificado como benigno ou maligno. Os tumores malignos podem se
propagar gerando metastases, devido ao fato das células, na corrente sanguinea, atingirem
outros 6rgaos (AMORIM, 2002).
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No Brasil, o Instituto Nacional do Céancer José de Alencar Gomes da Silva (INCA),
publicou em seu site algumas estimativas da incidéncia de céncer para o ano de 2016
(FIGURA 6).

FIGURA 6 - Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados
para 2016 por sexo, exceto pele ndo melanoma.

Localizacdo primaria  casos novos o
T T T T brostata 61200 286%
Homens
Traqueia, Bronquic e Pulmao 17.330 8,1%
Célon e Reto 16.660 7,8%
Estémago 12.920 6,0%
Cavidade Oral 11.140 5,.2%
Esdfago 7.950 3,7%
Bexiga 7.200 3,4%
Laringe 65.360 3,0%
Leucemias 5.540 2,6%
Sistema Mervoso Central 5.440 2,5%
Localizacao primaria Cas0s NOVOsS Yo
""" Mama Feminina  57.960  28,1%  Mulheres
Calon e Reto 17.620 8,6%
Colo do Utero 16.340 7,9%
Traqueia, Bronguio e Pulmdoc  10.890 5,3%
Estdmago 7.600 3,7%
Corpe do Utero 6.950 3,4%
Owvario 5.150 3,0%
Glandula Tirecide 5.870 2,9%
Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

Fonte: INCA, 2017

Segundo o INCA o céncer de maior incidéncia, com excecdo do de pele nédo
melanoma, é o de préstata, seguido de traqueia, brénquio, pulmé@o nos homens e mama,
colorretal e colo de Utero nas mulheres. Neste trabalho foi realizada a pesquisa e estudo das
seguintes linhagens: leucemia mieloide crbnica, adenocarinoma de mama e carcinoma de

laringe humana.
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2.4.1 Leucemia Mieloide Cronica

A leucemia mieldide crbnica € uma doenca que € caracterizada por uma proliferacéo
excessiva da linhagem mieloide. Este &€ um cancer ndo hereditario, sendo mais recorrente nos
adultos com idade de 50 anos e se desenvolve na medula 6ssea (INCA, 2003). A leucemia
mieloide crbnica apresenta leucocitose com acentuada neutrofilia, basofilia, eosinofilia e uma
quantidade demasiada de elementos mieldides (Duarte, 2005) (FIGURA 7), enquanto que a
linhagem K-562 é tipica de blastos com didmetro de cerca de 20um, ndo apresentam granulos

e possuem dois ou mais nucléolos.

FIGURA 7 - Esfregago de um paciente com leucemia mieloide cronica.

'o R v'v

Fonte: http://siric-brio.com (2017)

O diagndstico da maioria dos pacientes para essa doenca € por apresentar um
marcador em suas metafases conhecido como cromossomo Philadelphia, que resulta de uma
translocacdo reciproca entre os bragos longos dos cromossomas 9 e 22. O Ensaio realizado
com essas células foram primeiramente denominadas de CML-1, K-562 (LOZIO & LOZIO,
1975)

Até o ano 2000, a principal forma de tratamento da LMC era o transplante de medula
Ossea, porém a partir do ano 2000, o mesilato de imatinibe se tornou disponivel no Brasil.
Hoje, a droga € utilizada em primeira linha e disponivel a pacientes do Sistema Unico de


http://siric-brio.com/
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Salde (SUS). Apds mais de dez anos, os resultados sdo surpreendentes, o que fez
especialistas utilizar a expressdo “cura funcional”, demonstrando que a sobrevida global, no

Brasil, foi mais de 90%. (HAMERSCHLAK, 2012).

2.4.2 Adenocarcinoma De Mama

O cancer de mama é uma doenca que normalmente acomete mulheres na faixa etaria
entre 49 a 50 anos e, geralmente, acomete as células dos ductos das mamas. O tumor mais
comum chama-se carninoma ductal e os que acometem os I6bulos sdo chamados de
carninoma lobular, menos frequentes (INCA, 2001) (FIGURA 8)

FIGURA 8 - Lamina histologica de um paciente com adenocarcinoma de mama.

Fonte: http://anatpat.unicamp.br/lamneo16.html

A linhagem MCF-7 foi isolada pela primeira vez em 1970 do tecido mamério de uma
mulher caucasiana e possui caracteristicas de epitélio mamario diferenciado. As ceélulas
apresentam receptores citoplasmaticos de estrogénio e podem processar o estradiol (LEE et
al., 2015). Existem trés biomarcadores (ER/PR/ e o HER2) que se tornam padrdo no
tratamento de pacientes de cancer de mama (NALWOGA, 2010).

Em casos de intervencbes preventivas verificaram que a masectomia bilateral
profilatica é a intervencdo de maior reducdo de cancer de mama em mulheres portadoras dos
genes BRCA1/BRCA2 (PALMERO, 2013).

Acredita-se que 90-95% dos casos sejam esporadicos (ndo familiares), enquanto que
5-10% dos casos sejam hereditarios. Para avaliacdo correta da neoplasia deve-se considerar o


http://anatpat.unicamp.br/lamneo16.html
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tamanho do tumor, o tipo histoldgico e a invasdo vascular peri-tumoral nos vasos sanguineos
ou linfaticos. O tratamento para este tipo de cancer deve ser ministrado por uma equipe
multidisciplinar, sendo a cirurgia e a radioterapia para tratamento loco-regional e a

quimioterapia para o tratamento sistémico (BARROS et al., 2001).
2.4.3 Carcinoma De Laringe Humana

O cancer de Laringe é uma das neoplasias mais comuns das vias aéreas superiores.
Nos ultimos 20 anos, foi demonstrado a eficAcia dos protocolos de radioterapia e
quimioterapia em carcinomas localmente avancados da laringe (CARVALHO;
MANNARINI; KOWALSKI, 2011). E observada a ocorréncia de apoptose e 0 uso de
marcadores proliferativos importantes no prognostico deste cancer (RIBEIRO et al., 2015)
(FIGURA 9).
FIGURA 9 - Lamina histologica de Carcinoma de Laringe.

%N

As células Hep-2 (American Type Culture Collection CCL-23) derivadas de
carcinoma de laringe humana, quando cultivadas em monocamadas sobre l&minas de vidro, a
partir de testes, passaram a ser um Otimo substrato para oferta de auto-antigenos.
(DELLAVANCE; ANDRADE, 2012). Os tumores da laringe sdo avaliados e estudados por
meio de exames clinicos e de métodos de imagens. O tratamento para esse tipo de carcinoma

seria a radioterapia, que oferece elevada taxa de cura com preservacdo do 6rgdo e boa
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qualidade vocal. Além disso, existem outras técnicas como traqueostomia e aspiracfes
(DEDIVITIS et al., 2011).

2.5 MORTE CELULAR

As células de um organismo precisam de mecanismos de regulagdo e quando escapam
desse processo regulatorio, crescem e se dividem desordenadamente e alguns genes sdo
responsaveis em estimular o crescimento em outras células, pois caso sofram mutacédo
servirdo de estopim para um crescimento ilimitado e desordenado de outras células, sendo
conhecidos como proto-oncogenes (THERIAULT, 1998).

A classificacdo da morte celular depende de sua aparéncia morfoldgica, podendo ser
apoptdtica, necrética, autofagica ou associada a mitose, de acordo com critérios enzimaticos,
aspectos funcionais ou imunoldgicos (KROEMER et al., 2008).

Na apoptose ocorre um processo coordenado que, pela maioria das vezes, depende de
energia, e um grupo de proteases de cisteina (caspases) € ativado formando uma cascata de
acontecimentos, onde ha uma conexdo de estimulos do comeco ao fim. Normalmente ocorre
no envelhecimento ou desenvolvimento da célula e na manutencédo de populactes de células
nos tecidos, para que haja um mecanismo homeostatico. Também ocorre como mecanismo de
defesa, em reacBes imunes ou mesmo na eliminacdo de células prejudicadas por agentes
nocivos e doencas (ELMORE, 2007).

Na necrose a integridade da membrana plasmatica € rompida e os conteidos celulares
s&o degradados por enzimas e liberados (ABBAS; LICHTMAN, 2005). E um processo toxico
em que a célula é uma vitima passiva e morre sem depender de energia (ELMORE, 2007).

A apoptose e a necrose sao dois processos que podem ocorrer de forma independente,
sequencialmente, ou simultaneamente; o que difere é o tipo ou o grau de estimulos, pois
muitos estimulos prejudiciais como, radiacdo, hipoxia, calor e drogas anticancerigenas
citotoxicas podem promover uma apoptose, porém em doses mais elevadas provocam necrose
(ELMORE, 2007).

2.6 CULTURA DE CELULAS
As células em cultivo séo bastante utilizadas como modelo de fungéo fisioldgica antes

de serem testadas em um modelo animal. Na proliferacdo in vitro, sua adesdo celular é

reduzida e ela ndo apresenta caracteristicas de um tecido in vivo; este € 0 modelo mais usado
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em Comissdes de Etica de Uso Animais e Pesquisa (ALVES; GUIMARAES, 2016). A
maioria das células vegetais e animais podem se multiplicar ou mesmo expressar propriedades
diferenciadas em uma placa de cultura de tecidos e podem ser observadas a partir de
microscopia ou bioquimicamente (ALBERTS et al., 2004).

As células tumorais sdo bastante usadas em ensaios de citotoxidade e podem ser
utilizadas como modelo de funcéo fisioldgica antes de serem testadas em um modelo animal.
A atividade biologica de varios biomaterias, entre eles exopolissacarideos (NGUYEN;
NGUYEN, 2014) e metabolitos secundarios (WINK, 2015) podem ser testados em células
tumorais (ALVES; GUIMARAES, 2016).

Para analise de um material citotoxico é necessario o uso de MTT (brometo de [3-4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]). A técnica € bastante simples e baseia-se na reducédo
de um substrato amarelo, o sal de tetrazolium MTT. O material em anélise age nas células
liberando, ao meio, enzimas mitocondriais, resultando em um produto azul (formazan). Esse
produto é quantificado por espectrofotometria e todas as células vivas que apresentam
mitocondrias ativas sdo usadas nesse ensaio de viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

As culturas primarias sdo preparadas diretamente dos tecidos de um organismo sem
proliferacdo celular in vitro, chamada de culturas primarias. Estas células apresentam algumas
desvantagens, dentre elas maior dificuldade de obtencdo, alto custo, e uma maior
possibilidade de contaminacdo. Quando as células das culturas primarias sdo removidas da
placa e sdo subcultivadas repetidamente durante semanas ou meses sdo conhecidas como
culturas secundarias (ALBERTS et al., 2004).

No sangue periférico existem celulas linfoides e mieloides que sdo fundamentais na
analise do sistema imunol6gico humano. O isolamento de celulas mononucleares do sangue
periférico humano ou PBMC (do inglés Peripheral Blood Mononuclear Cells) é obtido
através da centrifugacdo do sangue em solucdes comerciais como o Lymphoprep, Ficoll
Hypaque ou Percoll que contém polissacarideos e um composto de alta densidade (diatrizoato
de sddio). Desta forma, e possivel separar células de tipos diferentes conforme a sua
densidade por meio da formagdo de camadas. Apés o isolamento das células mononucleares,
pode-se fazer a purificacdo das células presentes de acordo com o tipo desejado sejam
linfécitos B, linfdcitos T, células Natural Killer (NK) ou mondcitos (AROSA; CARDOSO;
PACHECO, 2012).
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2.7 LINFOCITOS

Os linfocitos s@o células do sistema imunoldgico capazes de reconhecer e distinguir
especificamente uma grande variedade de antigenos e sdo responsaveis pela habilidade de
memoria imunoldgica e especificidade da resposta imunoldgica adquirida. Possuem
importantes fun¢fes como: producdo de receptores especificos de alta afinidade para os
antigenos, possibilidade da transferéncia de imunidade contra micro-organismos de pessoas
imunizadas para as que ndo possuem imunidade, producdo de respostas in vitro atraves do
estimulo de linfocitos em meios de cultura sendo bem semelhantes as respostas in vivo, ajuda
no diagndstico de doencas congénitas e adquiridas e de alteracbes causadas por medicamentos
e irradiacdo por meio da diminuicdo da quantidade de linfocitos na circulacdo (ABBAS;
LICHTMAN, 2005).

As principais classes de linfocitos existentes sdo os linfocitos B, que fazem parte da
imunidade humoral, sendo ativados e diferenciados em plasmdcitos que sdo capazes de
produzir imunoglobulinas, e os linfocitos T, que participam da imunidade celular, onde séo
ativados para produzir citocinas (BERNE et al., 2000; UNANUE; BENACERRAF, 1986).
As células NK (natural killers) sdo linfocitos bem diferentes dos linfécitos B e T por terem
receptores distintos e funcdes de destruicdo de células tumorais ou células infectadas por
virus, além de desempenhar papel significante na rejeicao de transplantes (CALDER, 1998).
2.8 CITOCINAS

As citocinas sdo proteinas que sdo secretadas pelas células da imunidade inata e
adaptativa e medeiam varias fungdes dessas células. Elas podem ser reproduzidas em repostas
a micro-organismos ou outros antigenos que medeiam e regulam reacBes imunes e
inflamatdrias. A sua secre¢do costuma ser um evento breve e autolimitado. Abaixo algumas
caracteristicas de citocinas (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

TNF: E o principal mediador da resposta inflamatoria aguda contra varios micro-
organismos infeciosos, e ainda causa a necrose de tumores in vivo (ABBAS; LICHTMAN,
2005).

IL-2: E um fator de crescimento para linfocitos T estimulador por antigenos e s&o
responsaveis pela expansdo clonal das células T apds o reconhecimento do antigeno. Séo
responsaveis pela proliferacdo de celulas antigeno-especificas, promovem a proliferacdo e
diferenciacdo de outras células imunes (ABBAS; LICHTMAN, 2005).
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IL-4: E o principal estimulo para producdo de anticorpos IgE e para 0
desenvolvimento de células Th2 a partir de células T auxiliares CD4+ naive. Essa citocina
consegue estimular a troca de classe de cadeia pesada da Ig da célula B para o is6topo IgE
(ABBAS; LICHTMAN, 2005).

IL-6: Esta citocina atua tanto na imunidade inata e como na adaptativa. A mesma é
sintetizada por fagdcitos mononucleares, células do endotélio vascular, fibroblasto e outras
células em reposta a micro-organismos. Ela também é responsavel pela sintese de proteinas de
fase aguda pelos hepatdcitos e contribui para o efeito sistémico da inflamacdo na fase aguda
(ABBAS; LICHTMAN, 2005).

IL-10: Esta citocina é conhecida por ser um inibidor de macréfago e células
dendriticas ativadas e estd, portanto, envolvida no controle das reacfes da imunidade inata e
da imunidade mediada por células. Ela também inibe a producéo de IL-12 por macréfagos e
células dendriticas e inibem a expressao de co-estimuladores e de moléculas MHC da classe |1
em macrofagos e células dendriticas (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

2.9 TECNICAS UTILIZADAS PARA CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE UM
EXOPOLISSACARIDEO

Apb6s o isolamento de um exopolissacarideo com atividade bioldgica, seja ela
antitumoral, antioxidante ou antimicrobiana é necessaria a investigacdo estrutural. A partir
disso, existe uma série de testes espectroscopicos e cromatograficos que podem elucidar a

estrutura em questdo.

2.9.1 Espectroscopia Na Regido Do Infravermelho

Muitas técnicas tém sido desenvolvidas para a identificacdo de polissacarideos. A
espectroscopia na regido do infravermelho € um método sensivel, rapido e permite a analise
da amostra sem a necessidade de hidrdlise do polissacarideo em analise. O infravermelho
também ¢ um método para a determinag@o das ligacdes o ou -glicosidicas em glicanas e util
como complemento para verificagdo de proteinas (contaminantes) em amostras de
polissacarideos (SILVA, 2007).

A espectroscopia de infravermelho analisa as vibragdes dos atomos das moléculas
quando incide uma radiagdo. O espectro acontece quando a radiacdo IV incide na amostra e

parte da mesma € absorvida. A energia de cada pico do espectro corresponde a frequéncia de
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vibracdo da molécula. A espectroscopia FTIR (Fourier Transform Infrared) € um dos métodos
mais utilizados para a identificacdo de polissacarideos. Esta técnica permite a analise
qualitativa de compostos organicos que em frequéncias especificas sdo influenciadas pela
presenca de grupos funcionais proximos (RUSCHEL et al., 2014).

O ATR (Reflectancia Total Atenuada) é uma técnica de escolha para andlise de da
superficie de varios polimeros. O ATR é utilizado a partir de um cristal com indice de
refracdo muito elevado e baixa absor¢do na regido do infravermelho. Esta técnica consegue
analisar solidos e liquidos e ndo precisa existir um preparo da amostra. A profundidade de
penetracdo do feixe depende de diversos fatores, entre os quais angulo de incidéncia e indice
de refracdo da amostra. Para que a técnica seja bem sucedida, a amostra deve estar em contato
direto om o cristal ATR e o indice de refracdo da amostra devem ser maiores do que a
amostra em analise, por isso € seguro assumir que a maioria dos solidos e liquidos tem indices
de refracdo muito baixos (SOUZA, 2009).

O resultado do infravermelho é normalmente expresso em nimero de onda (cm™). Os
polissacarideos apresentam uma grande quantidade de grupos O-H e apresentam bandas
largas intensas préximo a regido de 3300 cm™ e préximo de 1080cm™ pelo estiramento C-O
(LEITE, 2008).

2.9.2 DSC (Calorimetria Exploratéria Diferencial) E TG (Termogravimetria)

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e Termogravimetria (TG) fornecem
propriedades térmicas e implicam na deteccéo da variacdo da massa da amostra em funcdo da
temperatura. Estas técnicas sdo bastante utilizadas para a caracterizacdo de filmes, blendas,
polissacarideos e outros biopolimeros. Uma das aplicacdes desses estudos sdo analises quanto
a estabilidade e decomposicdo térmica (ANDREANI, 2005).

O TG e uma técnica que permite analisar a variacdo de peso da amostra em funcédo da
temperatura. Ela pode ser classificada como dinamica (ou ndo-siotérmico), onde a massa é
registrada gradativamente quando a temperatura aumenta a uma razdo constante ou linear,
isotérmico quando a variagdo da amostra é registrada em funcdo do tempo e a temperatura
mantém-se constante e quase isotérmico quando a amostra comeca a perder a massa e a
temperatura € mantida até que a massa se estabilize. Essa técnica costuma ser utilizada para a
determinacdo de pureza das amostras e na estabilidade de farmacos e medicamentos
(PEREIRA, 2013).
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O DSC é uma técnica que permite medir a diferenga de energia de uma substancia a
um material de referéncia, termicamente em funcdo da temperatura; enquanto a substancia e o
material de referéncia sdo submetidos a uma programacéo controlada de temperatura. Existem
duas modalidades: a calorimetria exploratdria diferencial com compensacdo de poténcia e

calorimetria exploratdria diferencial com fluxo de calor (PEREIRA, 2013).

2.9.3 Cromatografia Gasosa

A Cromatografia € um método fisico de separacdo de substancias no qual duas fases
estdo envolvidas, uma fase movel e uma fase estacionaria. Na cromatografia gasosa (CG) a
separacdo de compostos volateis, a fase movel € um gas de arraste que arrasta os analitos para
dentro do sistema, sendo o nitrogénio, hélio, hidrogénio e argbnio os principais gases de
arraste e a fase estaciondria esta situada internamente na coluna.

A técnica abordada no CG ¢ da seguinte forma: a amostra € volatilizada e injetada na
coluna cromatdgrafica, e apds isso 0 material eluido € levado por um gés inerte (fase movel).
Essa fase movel do qual o gas é contido ndo interage com a amostra analisada e sua Unica
funcdo é de transporte. Apesar de existirem varios modelos de cromatografos gasosos,
existem dois tipos de cromatografia gasosa: gas-liquido e gas-sélida (pouco convencional). A
eficiéncia do CG depende do tamanho da amostra e da velocidade de injecdo. Apds passar
pelo injetor a amostra é levada para a coluna cromatografica e o seu forno, pois a temperatura
da coluna é um parametro bastante importante. Este deve ser controlado com maior precisdo.
A temperatura étima depende do ponto de ebulicdo do analito e do grau da sua resolugdo. Um
detector para a cromatografia gasosa ideal deve ter baixo limite de detecgéo, resposta linear
com a concentracdo, calibracdo simples, resposta uniforme e ter um nivel de ruido baixo.
Apbs analise do detector o sinal é amplificado e registrado no computador (SKOOG et al.,
2006) (FIGURA 10).
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FIGURA 10 - Diagrama de um cromatégrafo a gés.

Interpretagao
Gas L Injetor = Coluna — Detector H4 de dados no

sistema

Fonte: Eiceman, 2006.

A metilacdo € uma técnica aplicada no CGMS que permite caracterizar um
polissacarideo. Este método determina as ligacdes glicosidicas, e para isso é fundamental que
os polissacarideos sejam totalmente metilados. O polissacarideo metilado é hidrolisado,
submetido a reducdo e convertidos em alditdis. Apds isso, esses compostos sofrem uma
reacdo de acetilacdo transformando-se em acetatos de alditois, onde sdo analisados por

cromatografia gasosa aliada a espectrometria de massas (ALEXANDRE, 2015).
2.9.4 Espectroscopia De Ressonancia Magnética Nuclear

Uma das formas de caracterizar a estrutura de um EPS é a partir da utilizacdo da
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear.

O RMN explora propriedades magnéticas dos nucleos dos atomos. Os nucleos dos
atbmos podem ser vistos como pequenos pides carregados que giram em torno do seu eixo
gerando o seu proprio campo magnético. Os nlcleos que geralmente estdo dispostos de forma
aleatoria sob forte campo magnético se alinham em orientagOes especificas (LUZYANIN;
ABRANTES, 2010). Esta técnica pode ser utilizada em amostras solidas ou liquidas e o seu
preparo € costumeiramente feito a partir de um solvente deuterado (LEAL, 2013).

O principio da técnica se baseia no fato da amostra poder absorver radiagdo
eletromagnética na regido em frequéncias especificas. Algumas moléculas como o *H e *C
possuem spin nuclear quantizado por estarem associados a um campo magnético e
comportam-se como barras magnéticas. Apds essas moléculas estarem submetidas a um

determinado campo magnetico externo, ocorrerd uma interagdo quantizada entre o spin
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nuclear e o campo magnético aplicado. Esses nucleos entram em precessdo e ocorre 0
fenbmeno da ressonancia (MASSARO, 2005).

Em certa molécula os ndcleos de hidrogénio podem estar em regides de maior ou
menor densidade eletrdnica e em consequéncia disso absorvem energias em diferentes
frequéncias com campo magnético constante. Os sinais ocorrerdo em diferentes posi¢cdes no
espectro de RMN, chamando isso de deslocamento quimico. No caso de atomos de
hidrogénio, a magnitude relativa de sinais € muito importante, mas o que importa ndo € a
altura do pico, e sim a area abaixo deles (MASSARO, 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Analisar um exopolissacarideo extraido de graos de kefir cultivados em aglcar mascavo e

agua e sua atividade citotoxica em células normais e linhagens tumorais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizagdo quimica do exopolissacarideo a partir de técnicas como: molish, fenol
sulfarico e Bradford

- Caracterizacdo estrutural a partir de técnicas espectroscépicas (Infravermelho e Ultravioleta)
0 exopolissacarideo obtido;

- Caracterizacdo estrutural a partir das técnicas cromatograficas (acetilacdo e metilagdo) em
CGMS.

- Avaliacdo da atividade citotoxica do exopolissacarideo em linhagens tumorais: MCF- 7
(adenocarcinoma de mama humana), K-562 (leucemia mielocitica crénica) e HEP-2
(carcinoma de laringe humana).

- Avaliacdo da atividade imunomodulatéria do exopolissacarideo em células normais a partir

do isolamento de linhagens de células mononucleares de sangue periférico humano.
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4 MATERIAIS & METODOS
4.1 CULTIVO DO KEFIR

Os grédos de kefir (BIONAT-1), (FIGURA 11 A), foram mantidos em 50 mL de
solucdo de acticar mascavo (50 g.L™ para cada 5g de gréos de kefir) & temperatura ambiente
(25°C + 30°C). O repique da cultura de kefir foi realizado a cada 48h. Apos o cultivo, 350g de
grédos de kefir foram clareados atraves de lavagens (12 a 15 vezes com agua destilada). As
impurezas provenientes do agucar mascavo foram retiradas manualmente com ajuda de uma
pinca e descartadas. Depois de cultivada toda a quantidade de gréos de kefir necessarios para
realizacdo de todos os testes, os mesmos foram congelados, e uma parte deles foi clareado.

No clareamento (FIGURA 11 B), o kefir foi lavado e se retirou as impurezas

manualmente com ajuda de uma pinca. Esse processo foi realizado até 15 vezes.

FIGURA 11: (A) Antes do clareamento do grdo de kefir ; (B) Depois do clareamento do gréo
de kefir

Fonte: O autor (2017)
4.2 EXTRACAO E PURIFICACAO DO EXOPOLISSACARIDO DO KEFIR

A extracdo do exopolissacarideo foi realizado segundo modificagdes do protocolo
descrito por Moreira et al. (2008). Apés o clareamento, os grdos foram triturados e
acrescentou-se agua tipo | (MIiQ) até ficar numa consisténcia gelatinosa. Em seguida, 0s
grdos triturados foram adicionados a um béquer contendo uma solugdo de NaOH (1,0 M), na

proporcao de 1:2 (gréos de kefir/NaOH) e a mistura foi mantida sob agitagdo com temperatura
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de 80°C por 1 h. Apds este processo, a solucéo foi centrifugada (6.100 x g) por 5 min e as
impurezas precipitadas foram descartadas. Em seguida, o sobrenadante foi precipitado com
dois volumes de etanol absoluto frio e posto a 4°C em overnight. A solucéo foi centrifugada e
o0 precipitado foi reservado. Esse processo foi repetido por mais trés vezes com o precitado.

Este processo esta representado na FIGURA 12 a seguir:

FIGURA 12: Processo de extracdo e purificacdo do exopolissacarideo

Graéos de kefir
(triturados) com
solucéo de NaOH

(1:2)

J

Agitacao na
temperatura de 2° Passo
802C durante 1 hora

|

Centrifugacao
(6.100g em 5 min.).
Descarte do
precipitado

l

Adicéo de etanol ao
sobrenadante

|

Por 24h 5° Passo

|

Centrifugacao
(6100g em 5 min.).
Recolhimento do
precitado.

1° Passo

3° Passo

4° Passo

6° Passo

Fonte: O autor (2017)
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Apos essa 12 Etapa foi iniciada uma nova repetindo-se o passo 1 (somente adicionando
a solucdo de NaOH), passo 2, passo 4 e passo 6. Esta nova etapa foi feita 3 vezes. Em seguida

adicionou-se agua tipo I (MIiQ), apds isso foi feito o processo de neutralizagéo.

4.3 TESTES DE CARACTERIZACAO DO EXOPOLISSACARIDEO

4.3.1 Teste De Molisch

O Teste de Molisch foi usado para confirmar a presenca de carboidrato. Para tanto, foi
preparada uma solucdo de 5 mg/ 5mL de polissacarideo acrescido de 3 gotas de alfa-naftol a
5%, em seguida foi adicionado 5 mL de &cido sulfarico (H.SO,), sendo acrescentado com o
tubo inclinado e lentamente. A ocorréncia de um anel roxo indica a presenca de agucares
(KASSAKUL, et al 2014).

4.3.2 Teste De Bradford (Doseamento De Proteinas Totais)

Para analisar o grau de contaminacdo proteica de um polissacarideo, um dos métodos
comumente utilizados é a dosagem de proteinas totais, realizada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976). Para a quantificacdo de proteinas nas amostras, inicialmente foi
realizada uma curva de calibracdo utilizando-se a albumina de soro bovino nas concentragdes
de (1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,0625 mg/ml) em triplicata. Em seguida, em local sem irradiacao
direta de luz, foram pipetados e homogeneizados em microplaca 20 ul da amostra (padréo) de
cada uma das concentracGes, 1580 pl de agua tipo | (MIiQ) e por ultimo, 400 ul do reagente
de Bradford, o branco foi 4gua + Bradford (1600 pl + 400 pl, respectivamente). Passados 10
minutos para que ocorresse a reacdo, foi realizada a leitura em espectrofotobmetro a 595 nm
para a plotagem do grafico e analise do coeficiente de correlagcdo (R). A quantificacdo de
proteinas nas amostras de polissacarideos foi realizada nas concentracdes diluidas e em
triplicata de (30; 20; 10; 5 e 2,5 ul) + &gua tipo 1 (130, 140, 150, 155 e 157,5 pl) e logo apds
foram adicionados 40 ul do reagente de Bradford as solugdes, sempre protegidos da luz. O
branco foi Bradford (40 pl) e &gua tipo I (160 pl). Posteriormente foi realizada a leitura da
medida das absorbancias em espectrofotometro a 595 nm (BRADFORD, 1976).
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4.3.3 Espectroscopia Ultravioleta-Visivel (UV-VIS)

Com a finalidade de encontrar possiveis grupos cromoforos oriundos de impurezas, o
polissacarideo foi diluido em &gua tipo I (Img/ml) com auxilio de um sonicador e analisado

em Espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1800) na regido compreendida entre 200 -700nm.

4.3.4 Espectroscopia Infravermelho Por Transformada De Fourier (FTIR)

A identificacdo dos grupos funcionais do exopolissacarideo extraido dos gréos de
kefir foi realizada utilizando um espectrofotdometro de infravermelho com transformada de
Fourier (Agilent Technologies Cary 630FITR), modulo ATR. A amostra (10mg) foi prensada
e 0s espectros de transmissdo foram coletados mediante resolucdo de 8, 4 scans, sob uma

varredura de 4000 a 750 cm™ de radicéo infravermelha.

4.3.5 Teste De Fenol Sulfarico (Dubois)

O método baseia-se no fato de aglcares simples, polissacarideos e seus derivados e
ap6s a desidratacdo dos mesmos pelo acido sulfurico e subsequente complexacdo dos
produtos existira a formacgdo de produtos com o fenol. Esta mudanca de cor é medida na
regido do visivel e é proporcional a quantidade de agUcares presente na amostra. A reacao €
sensivel e de cor estavel (VICENTE, 2010). Para esse teste foi feito uma solucdo padrédo de
glicose (D-glicose) nas concentragdes de 20, 40, 60, 80 e 100 mg/L, onde fora comparados 0s
exopolissacarideo em analise. Foram preparados 0,5 mL das amostras em 0,5 mL de agua
destilada, apds isso foi adicionado 0,5 mL de fenol a 5% e os tubos foram agitados
vigorosamente. ApOs agitacdo, adicionou-se rapidamente 2,5 mL de 4&cido sulfdrico
concentrado (98N) pelas paredes dos frascos e o conteddo foi agitado novamente. O calculo
das quantidades de acucar total foi realizado através de uma curva analitica obtida, com
auxilio do software Origin (DUBOIS et al., 1956).

4.3.6 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) E Analise Termogravimétrica (TGA)
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Os ensaios para 0 DSC e TGA (30mg da amostra) foram realizados em um analisador
térmico simultdneo com capacidade de promover os ensaios de Calorimetria Diferencial
Exploratoria e Andlise Termogravimétrica, modelo STA 6000 (PerkinElmer). O experimento
foi realizado numa atmosfera de nitrogénio, fluxo de 50mL min™, com uma elevacdo da
temperatura de 10°C /minuto até 800°C.

4.3.7 Composicdo Monossacaridica

Apbs a hidrélise 4cida do EPS (5mg em 5 mol L™ de 4cido trifluoroacético durante 4h
a 100°C), os derivados de acetato de alditol foram analisados por cromatografia gas-
liquido/espectrometria de massa (GCMS-QP2010 Shimadzu, Japéo) (KIRCHER , 1960).

4.3.8 Anélise De Metilacao

Na metilacdo, uma aliquota da amostra (10mg) é solubilizada em 1mL de
dimetilsulfoxido (CH3),SO. Apds a solubilizacdo é adicionado 1mL de iodeto de metila
(CHsl) e, aproximadamente 1mg de hidréxido de s6dio onde a mistura reage durante 30
minutos. O EPS foi submetido a duas rodadas de metilacdo (CIUCANU; KEREK, 1984). O
material metilado foi hidrolisado com &cido trifluoroacético 5mol L™ durante 4h a 100°C,
reduzido com boro-hidreto e os alditois foram acetilados com anidrido acético: piridina (1:1
v/v). Os acetatos de alditol dos aclcares metilados foram dissolvidos em cloroférmio e
analisados em cromatografia gasosa/unidade de espectrometria de massa (GCMS-QP2010
Shimadzu, Jap&o) com uma coluna Restek RTX-5MS. O gés transportador foi o hélio e o
gradiente de temperatura utilizado 110°C a 250°C, com variagdo de 2°C min™. As
temperaturas do injetor, fonte de ions e interface foram 260°C, 200° C e 230°C,

respectivamente.
4.3.9 Espectroscopia De Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN)

Os espectros unidimensionais (1D) e bidimensionais (2D) do polissacarideo foram
registrados usando um aparelho Bruker DRX 900 MHz com uma sonda de ressonancia tripla.
Aproximadamente 20 mg de amostra foram dissolvidos em 0,5 mL de DMSO-d6 deuterado a
99,9% (Cambridge Isotope Laboratory, Cambridge, MA, EUA). Devido a fraca solubilidade

deste polissacarideo em H,O, todos os espectros foram registrados a 50°C com DMSO
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deuterado exibindo um pico devido a troca com H,O residual supressdo por pré-saturagao.
Para os espectros de "H RMN 1D, foram registadas 32 varreduras, utilizando um atraso de
inter-varredura igual a 1s. Os espectros HSQC editados em duas dimensdes *H/**C foram
registrados a 50°C com supressdo de HOD por pré-saturacdo, com 256 varreduras. A
configuragdo do numero de incremento foi definida para 64, e estados-TPPI foram usados
para deteccdo de quadratura na dimenséo indireta e executados com 1024 x 256 pontos com
pulsos retangulares de fase alternada otimizados globalmente (GARP) para desacoplamento.
Os deslocamentos quimicos foram exibidos em relacdo ao &cido trimetilsililpropidnico

externo a 0 ppm para *H e em relacéo ao metanol para **C.

4.4 ATIVIDADE BIOLOGICA E ANTITUMORAL DO EPS EXTRAIDO DOS
GRAOS DE KEFIR

As linhagens neoplasicas MCF- 7 (adenocarcinoma de mama humana), K-562
(leucemia mielocitica cronica) e HEP-2 (carcinoma de laringe humano) foram obtidas do
banco de células do Rio de Janeiro, e mantidas em estufa a 37 °C contendo 5% de CO,, em
meios especificos RPMI 1640 (Gibco) e DMEN (Gibco), com 10% de soro fetal bovino
(Gibco), 10 mM de HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesulfonic acid) (Gibco) e
1% de Penicilina/Estreptomicina (Gibco). Para o repique utilizou-se tripsina/EDTA (0,25%).
As células foram plagueadas numa densidade de 0,3x10° (linhagem em suspensdo) e 1x10*
(linhagem aderida), por poco em placas de 96 pocos. As linhagens neoplasicas foram tratadas
com 0s compostos na concentracdo final de 50 pug/mL e, em seguida incubadas por 72 horas.
Apos este periodo, 25 pL do MTT (sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolio) foi adicionado e as células foram reincubadas por 3h. A absorbancia foi lida apds
dissolucdo do precipitado com 100 pL de DMSO em espectrofotdbmetro de placa a 560 nm.
Os experimentos foram realizados em quadruplicatas e a percentagem de inibicdo foi
calculada no programa GraphPadPrism 5.0. Para a atividade citotoxica do polissacarideo foi
utilizada a escala do National Cancer Institute (NCI), onde os compostos considerados sem
atividade citotoxica apresentaram-se com a inibigdo porcentual no intervalo de 1 - 20%,
aqueles com pouca atividade situam-se entre 20 e 50%, com atividade moderada de 50 para
70% e de alta atividade, quando apresentam um intervalo de inibicdo entre 70 a 100%
(COCCO et al., 2006).
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45 ENSAIO DA ATIVIDADE CITOTOXICA A PARTIR DAS LINHAGENS DE
CELULAS PRIMARIAS

4.5.1 O Isolamento De Células Mononucleares Do Sangue Periférico (PBMCs)

Recolheram-se sangue (4 mL) de 6 voluntérios saudaveis jovens (23 a 38 anos), sem
doenca infecciosa recente, imunossupressdo e/ou doenca autoimune em tubos de heparina
(Vacuette) para obter as PBMCs através de uma técnica de gradiente de concentracao (Ficoll-
PaqueTM, GE Healthcare). As células foram lavadas duas vezes com PBS estéril e apds
centrifugacdo (400 g, 30 min, 20°C), obteve-se um anel de PBMC, recolheu-se e as células
foram contadas numa camara de Neubauer. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de
exclusdo do azul de tripano (Sigma-Aldrich, EUA). As células foram utilizadas apenas
quando a viabilidade foi > 98%. As amostras foram coletadas apds aprovacdo de todos os
voluntérios do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e protocolos experimentais
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFPE (UFPE, Brasil n° 1.870.360 / 2016).

4.5.2 Cultura De Linfdcitos E Estimulacgdo In Vitro Com O Exopolissacarideo

Os linfdcitos foram cultivados em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com
soro bovino fetal a 10% (p/v) (Sigma-Aldrich, EUA) em placas de 24 pocgos (TPP Techno
Plastic Products, Suica) a uma densidade de 106 células/pogo. As culturas de sobrenadantes
de linfocitos foram utilizadas em ensaios para avaliar a viabilidade celular, producdo de
citocinas e libertacdo de 6xido nitrico. Todas as culturas foram tratadas com 50, 25, 12,5, 6 e
3 pg/mL do exopolissacarideo e permaneceram com este estimulo durante 24h em ensaios
para analise de viabilidade celular. Outros ensaios foram realizados utilizando 12,5 pg/mL do
exopolissacarideo em 24h de tempo de incubacdo. Os controles foram realizados utilizando

células ndo tratadas em meio de cultura.

4.5.3 Analise Da Viabilidade Celular

Linfocitos tratados com exopolissacarido durante 24 horas de incubagdo bem como
células ndo tratadas foram centrifugados a 450g a 4°C durante 10min. Apds descartar o
sobrenadante, adicionou-se 1mL de PBS1X ao precipitado e ap6s ressuspensao, as células

foram novamente centrifugadas (450g, 4°C, 10min). O sedimento foi ressuspenso em 300 uL
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de tampéo de ligagédo (HEPES 10 mM a pH 7,4, NaCl 150 mM, KCI 5 mM, MgCl, 1 mM e
CaCl; 1,8 mM), transferido para um tubo citométrico marcado e anexina V conjugada com
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (1: 500) e iodeto de propidio (PI, 20ug/mL). A anexina
V é utilizada como uma sonda ndo quantitativa para detectar células que expressam
fosfatidilcerina na superficie da célula apds um evento apoptético (MEERS; MEALY, 1994).
A citometria de fluxo foi realizada em uma plataforma FACSCalibur (BD Biosciences, San
Jose, EUA) e os resultados foram analisados usando o software CellQuest Pro (BD
Biosciences). A analise da Annexiin-FITC negative/PI positive, as células foram consideradas
como necroticas e, Annexin-FITC positive/Pl negative, as célluas foram consideradas no
estagio inicial de apoptose. Os negativos duplos foram considerados células viaveis.

4.5.4 Medicdo Da Producao De Citocinas Usando O Kit Cytometric Bead Array (CBA)

Os sobrenadantes de culturas tratadas com o exopolissacarideo (politotal) durante 24
h, assim como células néo tratadas, foram recolhidos para quantificar as citocinas e 0s ensaios
de 6xido nitrico. A avaliacdo de citocinas foi realizada utilizando a citocina Th1/Th2 humana
Il (Becton Dickinson Biosciences, EUA) para deteccdo simultanea das citocinas I1L-2, 1L-4,
IL-6, IL-10, fator de necrose tumoral alfa (TNF- a), e interferon-gama (IFN-y). A medicdo de
citocinas foi baseada no principio da tecnologia Cytometric bead array (CBA) e todos 0s
dados foram adquiridos na plataforma FACSCalibur. O CBA utiliza microparticulas ou
esferas marcadas com intensidade de fluorescéncia discreta. As pérolas de captura foram
marcadas com aloficocianina e foram lidas a 650nm. O anticorpo de deteccdo especifico para
citocinas foi marcado com fluorocromo de ficoeritrina que emite a 585nm em parametros
amarelos. A intensidade de fluorescéncia do parametro amarelo é proporcional a quantidade
de citocina presente nas amostras de teste. Resumidamente, amostras de teste (50uL) e
anticorpo de deteccdo de ficoeritrina foram incubadas com reagente de pérola de captura
durante 3h no escuro a temperatura ambiente. Todos os anticorpos ndo ligados foram lavados
(1,0mL de tampao de lavagem kit) e ressuspensos em 300uL de kit tampéo de fixagdo antes
da aquisicdo dos dados na plataforma FACSCalibur. Cada citocina tinha um pico tnico e bem
separado e seis curvas padrdo de citocina individuais (0-5000 pg / mL) foram executadas em
cada ensaio. O intervalo de deteccdo estava entre 3000 pg / mL e 5000 pg / mL de acordo com

as instrucoes do fabricante.

4.5.5 Andlise Estatistica
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Os dados foram analisados por meio de testes ndo-paramétricos. Antes da analise, 0s
dados das amostras foram avaliados utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov para indicar
se as amostras apresentaram distribuicdo gaussiana. Para a detec¢do das diferencas entre os
grupos, utilizou-se o teste de Wilcoxon. Todos os resultados foram expressos como média +
DP e um valor de p <0,05 foi considerado como estatisticamente significativo.

5 RESULTADOS & DISCUSSAO

A partir de 350 g de kefir clareado, ap0s a extragcdo em meio alcalino, foram obtidos
28,289 (8,08 %) de massa de fermentado, ap6s o método estabelecido para extracdo do
exopolissacarideo, J& Moreira et al..(2008) utilizando a extragdo com &gua quente obteve um
rendimento de 0,1% do fermentado em fase final. Varios autores obtiveram o

exopolissacarideo a partir do isolamento dos micro-organismos contidos no kefir e em semeio
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de cultura especifico, contudo esse trabalho visa a extracdo do exopolissacarideo da
associacdo microbiana (MAEDA, et al., 2004a; MAEDA et al., 2004b,; WANG et al., 2015b.)
O teste de Molish realizado com o material apds a extracdo indicou a presenca de
carboidratos, demonstrando assim, que o método de extracdo alcalina foi capaz de extrair o
polissacarideo. A andlise espectroscépica na regido do UV-VIS mostrou auséncia de proteinas
Ou grupos aromaticos na amostra, por ndo apresentar absor¢des caracteristicas desses grupos,
confirmando a analise feita por Wang et al. (2015b), que também utilizaram UV-VIS para
verificar a presenca de impurezas presentes na extracdo de polissacaridos produzidos por Lb.
plantarum contido no kefir (WANG et al., 2015b), enquanto que o teste de Bradford
evidenciou auséncia de proteina no exopolissacarideo extraido. O teste de fenol sulfirico

apresentou um rendimento de 84,4% de acucar.

5.1 ESPECTROSCOPIA INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

A identificagdo dos grupos funcionais presentes no EPS extraido dos gréos de kefir foi
realizada através de FTIR demonstrado na FIGURA 13.

FIGURA 13: Espectroscopia Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) do
exopolissacarideo extraido dos grdos do kefir.
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Fonte: O autor (2017).
O espectro de infravermelho do exopolissacarideo extraidodo dos grdos de kefir

apresentou um estiramento largo arredondado a 3300 cm™ indicativo de grupos hidroxila com
pontes de hidrogénio, comum a todos os carboidratos. O estiramento em 2951 cm™ é atribuido
a ligacdes C-H tipicos de gupos metilados. O estiramento em 1720 é caracteritico de aldeido
(C=0). Bandas entre 1660 e 1220 cm’, aproximadamente, fazem ligacBes assimétricas e
simétricas de ligagbes C-O (BOTELHO et al., 2014). A regido de impressao digital para

carboidratos estdo na regido entre 1200-900 cm™, que se associam aos anéis (ciclicos) e
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grupos laterais (C-O-C, C-OH e C-H). O estiramento a 1100 cm™ é caracteristico a todos 0s
carboidratos (ESNAASHARI et al., 2014). Essa regido anomérica contém bandas que
correspondem a vibracdo esquelética de glicose (950-750 cm-1), caracteristico de glucanas,
encontrada na literatura (SYNYTSYA; NOVAK, 2014).

5.2 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA) E CALORIMETRIA EXPLORATORIA
DIFERENCIAL (DSC)

A caracterizacdo térmica do exopolissacarideo do TGA (FIGURA 14 A) e DSC
(FIGURA 14 B) néo apresentou diferenca significativa conforme a FIGURA 14.

FIGURA 14: Analise térmica: TG (A) e DSC (B) do exopolissacarideo extraido dos graos do
kefir.
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No TG, observou-se cerca de 14,3% de perda de massa na faixa de temperatura de 30
a 255°C, atribuida a perda da agua presente no EPS. A degradacdo do exopolissacarideo
inicia-se em torno de 255°C e continua rapidamente com o aumento da temperatura,
apresentando perda de massa total de 71,43% até cerca de 400°C. Devido a lenta taxa de
decomposicéo de residuos, a perda de massa a partir de 400 até 900 ¢ apenas cerca de 16,6%.
Resultados semelhantes foram encontrados por Botelho et al. (2014). No DSC é observado
um pico exotérmico em torno de 300°C atribuido a degradacdo do exopolissacarideo, este

comportamento deve-se a despolimerizacao do biomaterial.
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5.3 COMPOSICAO MONOSSACARIDICA E ANALISE DA METILACAO

A composi¢do de monossacarideo do EPS foi determinada com base na cromatografia
de géas-liquido/espectrometria de massa, andlise dos acetatos de alditol formados apds
hidrolise acida, produzindo 100% (% peso/peso) de glicose (FIGURA 15).

FIGURA 15: Cromatogramas de gas de derivados de alditol de monossacarideos padrao (1-

ramnose, 2-arabnose, 3-manose, 4-glicose, 5-galactose) e exopolissacarideo dos grdos de
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Fonte: O autor (2017)

Esses resultados corroboram a anélise de LC-ESI-MS de um EPS obtido a partir da
fermentacao de grdos de kefir em leite de soja, que era composto exclusivamente de residuos
de glicose (BOTELHO et al., 2014). Embora se tenha detectado apenas residuos de glicose no
EPS extraido da fermentacdo dos gréos de kefir em agclcar mascavo e agua, sabe-se que o EPS
mais estudado obtido a partir de grdos de kefir € formado principalmente por residuos de
glicose e galactose com uma relagédo molar relativa de 1,0: 1.1, conforme proposto por Mukai
et al. (1988) para a kefirana. No entanto, ja foi relatado em outros EPS obtidos a partir de
gréos de kefir a presenca de residuos de manose, xilose e arabnose (JEONG et al., 2017;
AHMED et al., 2013; WANG et al., 2010). Essa heterogeneidade do EPS extraido dos graos
de kefir pode ser atribuida a diferentes materiais alimentares utilizados no processo de

fermentagdo (WANG; BI, 2008). Neste trabalho, foi utilizado o aglucar no meio de
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fermentacdo dos grdos de kefir e isso poderia explicar o fato de serem encontrados apenas
residuos de glicose no EPS.

A substituicdo de radical livre da hidroxila por um metil é realizada na analise de
metilacdo, onde sdo obtidos diferentes derivados de O-metil apds hidrolise e acetilagcdo. A
metilacdo deste EPS, seguida de hidrolise acida e acetilacdo dos alditois, produz as unidades
de derivativos mostradas na Tabela 3. A estrutura proposta para o polissacarideo baseou-se
em nossos dados experimentais (analise de metilacdo) e também na literatura (GHASEMLOU
etal ., 2012; MUKAI et al., 1988), conforme resumido na FIGURA 16.

Tabela 3. Os tempos de retencéo e as proporgdes dos derivados metilados obtidos a partir do
EPS ap0s hidrdlise acida durante 4 h.

Tempo de ]
Numero do Tempo de Retengdo B Proporcéo Derivados de . b
] ) Retencao . Unidades
pico (min) _ (% do total) metila®
Relativo
2,3,4,6-tetra-Me-
1 28.26 1.00 11.42 I
Glcp

2 32.89 1.16 4.17 2,4,6-tri-Me-Glcp |

3 34.44 1.21 64.92 2,3,4-tri-Me-Glcp "

4 38.93 1.37 12.42 2,4-di-Me-Glcp v

5 41.66 1.47 7.07 2-Me-Glcp \Y%

Legenda: (a) O tipo de derivado de metil foi identificado pelo espectro da fragmentacéo
tipico; (b) Ver FIGURA 16. Fonte: O autor (2017).

Os tipos de unidades encontradas no EPS sdo mostrados na Fig. 16 e confirmados na
Tabela 3. Claramente, a preponderancia dos derivados de 2,3,4-tri-O-metil e 2,4-di-O-metil
da glicemia indica que a estrutura preponderante é composta por um nucleo central de 6
unidades ligadas (unidade I11) com unidades racionais 3,6 substituidas (unidade 1V) neste
polimero de glicose. A presenga de derivado de 2,3,4-tri-O-metil também foi observada em
kefirana isolada a partir de gréos de kefir cultivados em soro de queijo, confirmando residuos
de glicose 6 ligados no esqueleto EPS (GHASEMLOU et al., 2012). Além disso, a glicose
ocorre como derivado de 2,3,4,6-tetra-O-metil, indicando que esse residuo é no terminal ndo

redutor (unidade 1). As menores proporcdes de residuos de glicose ocorrem como derivados
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de 2,4,6-tri-O-metil e 2-O-metil, 0 que significa que a estrutura também apresenta unidades de

glicose com 3 ligagdes (unidade Il) e unidades3,4,6-substituintes (unidade V).

FIGURA 16. Estrutura proposta para o EPS obtido a partir de graos de kefir
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Fonte: O autor (2017).
5.4 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

A estrutura do EPS da fermentacdo de grdos de kefir em agucar mascavo e agua foi
investigada usando espectros de RMN unidimensionais (1D) e bidimensionais (2D). Devido a
baixa solubilidade do EPS na agua deuterada, foi necessario utilizar o DMSO-d6 deuterado
como solvente. O espectro de *H-RMN 1D (FIGURA 17) mostrou ainda dois sinais maiores
na regido anomérica: um a 5,07 ppm, atribuido as unidades de a-glicose e o sinal a 4,72 ppm,
que corresponde aos residuos de B-glicose. Na FIGURA 17, aproximadamente 20 mg de
amostra foram dissolvidos em 0,5 mL de DMSO-d6 a 99,9% e os espectros de *H RMN 1D
foram registrados a 50°C. Deslocamentos quimicos 'H relativos ao 4cido

trimetilsililpropionico externo a 0 ppm. Agua residual suprimida por pré-saturagéo

FIGURA 17. Espectro de 'H RMN 1D a 900 MHz do EPS a partir dos gréos de kefir
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Regido anomérica

'H Deslocamento quimico (ppm)
Fonte: O autor (2017).

Os sinais encontrados na FIGURA 17 designados como A (5,07 ppm) e B (4,72
ppm) referem-se aos prétons anoméricos de a-glicose e B-glicose, respectivamente. A regido
dos sinais de glicose anomérica foi destacada em maior ampliacdo para observar suas
proporcoes em EPS (numeros integrais entre parénteses). A Tabela 4 em seguida, possui mais

informacdes sobre mudancas de *H-quimica de residuos de o e B-glicose (A e B) de EPS.

Tabela 4. Mudancas quimicas de *H e *C das unidades fundadas no EPS obtidas a partir da

fermentacdo de grdos de kefir cultivados em aclcar mascavo.

Estrutura/ Unidade*  C1/H1  C2/H2 C3/H3 C4/H4 C5/H5 C6/H6
Deslocamento quimico (ppm)

99.85/ 70.39/  74.09/ 70.71/  72.64/  61.26/

-D-Glup 5.07 317 348 342 376 351

>

-D-Glu B 98.40/ 72.16/  74.09/ 70.39/ 70.71/  66.27/
B P 4.72 3.30 3.48 3.26 3.68 3.52

Ver. FIGURA 18. Fonte: O Autor (2017)

O espectro *C-'H HSQC editado (FIGURA 18) nos permitiu distinguir os sinais
anoméricos de a-glicose (99,85 ¢ 5,07 13C / 1H ppm, unidade A) e B-glicose (98,40 e 4,71
13C/*H ppm, unidade B ), Que coincidem nos espectros de prétons.

FIGURA 18. 2D *C/*H editado HSQC a 900 MHz do EPS a partir da fermentacao de gréos
de kefir cultivados em agucar mascavo
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'H Deslocamento quimico (ppm)
Fonte: O autor (2017).

Os sinais de CH carbono/proton estdo em preto (sinais de fase) e aqueles de CH, em
vermelho (anti-fase). Os sinais designados como A referem-se aos a-D-Glucp e B aos
residuos B-D-Glucp. Os sinais atribuidos como C/H* e C/H# referem-se ao carbono em
estado livre e limitado por ligacdo glicosidica, respectivamente. Os deslocamentos quimicos
foram exibidos em relacdo ao &cido trimetilsililpropidnico externo a Oppm para 'H e em
relacdo ao metanol durante *C.

Os sinais de CH ocorrem na fase (picos positivos em preto), enquanto os de CH,
ocorrem como anti-fase (picos negativos em vermelho). A presenga de sinal de B-glicose no
espectro de HSQC foi dez vezes maior do que os sinais de a-glicose, 0 que permitiu
caracterizar este polimero contendo uma proporgédo de 1: 9 de residuos de glicose o/f. Com
este espectro foi permitido identificar os sinais de A6/H6 # (61,23/3,62 ppm) que foram
atribuidos a residuos ligados a a-glicose C6-glicose e aqueles de A6/H6 * (61,26/3,51 ppm) a
residuos a-glicose C6. Os sinais de B6/H6 # (66,22/3,76 ppm) e B6/H6* (66,27/3,52 ppm)
foram atribuidos a residuos de -glicose ligados a C6 e livres, respectivamente

Todas as mudancas quimicas detectadas no *H/*3C do EPS sdo mostradas na Tabela
4 e foram confirmadas na literatura (GONZAGA et al., 2013; GHASEMLOU et al., 2012;
AIMANIANDA et al., 2009; KIM et al., 2000). O C3/H3# e o C4/H4# foram deslocados para
baixo do campo em compara¢do com o estado livre C3/H3* e C4/H4 * e confirmam a
presenca das unidades de glicose 3-ligadas [— 3] -p-D-Glucp- ( 1 —] e as unidades 3,4,6-
substituintes [— 3,4,6) -B-D-Glucp- (1 —], respectivamente, que foram detectadas por analise
de metilacdo. Devido a heterogeneidade de ligagcdes glicosidicas em A, a estrutura de EPS e a
sobreposicao de sinais, foi possivel indicar apenas os dois residuos principais a glicose a e B-
anoméricos. O EPS relatado produzido por micro-organismos bacterianos sdo geralmente

dextrana (3,6 ligados a-D-glucana), curdlana (3-ligados p-D-glucana) e celulose como os
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polissacarideos (4-ligado B-D-glucana). O esqueleto formado por 6-ligado a, B-D-glucana
ramificado com as unidades 3,6-substituintes € raro, e foi detectado apenas nos componentes
da parede de alguns fungos e nunca como EPS (SYNYTSYA; NOVAK, 2014).

Em concluséo, os deslocamentos quimicos de *H e *3C mostrados na Tabela 2
foram semelhantes aos relatados a uma a-p-D-glucana composta por uma coluna central,
contendo principalmente 6 unidades de p-D-glucanas, parcialmente ramificadas na posi¢éo 3
(OLENNIKOQV et al., 2012). O EPS também contém residuos D-Glucp como unidades
terminais ndo redutoras (unidade I). Além disso, os residuos de D-Glucp ligado a 3 ligagdes e
D-Glucp substituido com 3,4,6 sdo tambem encontrados como residuos intermediados nos
ramos (unidade Il e V, respectivamente). Este polissacarideo € diferente de todos os EPS

produzidos por outros grdos de kefir reportados até 0 momento.

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade realizados nas linhagens neoplésicas HEP-
2, MCF-7 e K562, indicaram que o polissacarideo apresentou potencial citotdxico alto (70%)
para Leucemia mielocitica crénica (K-562), moderado (58%) para adenocarcinoma de mama
humano (MCF- 7), enquanto que para o carcinoma de laringe humana (HEP-2) apresentou
baixo efeito citotdxico (31%).

Linhagens de leiomiosarcoma e K-562 (leucemia miel6ide cronica) resultam de
mutacdo somatica adquirida onde as células progenitoras hematopoiéticas bloqueiam a
diferenciacdo e morte celular conferindo uma proliferacdo no crescimento celular, estas ja
foram testadas em gréos de kefir cultivados em leite e analisadas em citometria de fluxo e
modelos animais (LEBLANC et al., 2007; TOLIOPOULOS et al .,2012).

A bioatividade de polissacarideos pode ser afetada e interagir com outros compostos
qguimicos, massa molecular, estrutura e até o método de isolamento pode interferir na acao
final. A atividade antitumoral de polissacarideo por extragdo aquosa da planta Camellia
sinensis pode atuar juntamente com o sistema imune, estimulando outras citocinas e células
K-562 (WEI et al.,, 2011). A multirresisténcia &€ uma das principais causas na falha do
tratamento do céncer, pois as células cancerosas ja foram apresentadas uma grande variedade
de farmacos. Os glicopolissacarideos encontrados no cogumelo Ganodermum lucidum por
meio do mecanismo de downregulation conseguiriam diminuir a expressdao da
multirresisténcia associada a proteinas nas células K562, com isso o polissacarideo obtido do

kefir pode apresentar um mecanismo similar (LI et al., 2008). Um exopolissacarideo obtido da
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espécie bacteriana Pseudoaltermonas sp., coletada na Antértica, foi capaz de inibir
significativamente o crescimento de linhagens K-562, induzindo um colapso na membrana
mitocondrial e ativacdo da caspase-9, induzindo apoptose. Este resultado denota que poder
existir uma associacao existente da cultura do kefir com uma gama de micro-organismos que

individualmente podem promover a inibicdo de varios tipos de tumores (CHEN et al.,2015b).

5.6 AVALIACAO DA CITOTOXIDADE COM LINFOCITOS (NECROSE E APOPTOSE)

O presente trabalho avaliou a acdo do EPS e sua eficiéncia contra algumas linhagens
tumorais, contudo quando testados em linhagens de células primarias (linfécitos)
apresentaram valores proximos a media em concentracdes superiores a 12,5ug/ml

demonstrando acdo apoptética (FIGURA 19).

FIGURA 19: Efeitos da viabilidade celular de linfécitos humanos tratados com o

exopolissacarideo em diferentes concentracdes.
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Fonte: O autor (2017)
Segundo a FIGURA 19, a dosagem de seguranca utilizada com o politotal é inferior
a 25 pg/ml. Os valores apoptoticos e necroticos encontrados para as células tratadas com o
exopolissacarido foram semelhantes as células de controle (células + meio) em 12, 5, 6 e 3
ug/ml. As barras horizontais representam a média de seis experiéncias independentes
realizadas em duplicata. # P = 0,03
A influéncia direta de citocinas antiinflamatorias (IL-4 e 1L-10) e de uma série de pro-
inflamatorios (IL-2, IL-6, IFN-y e TNF-a) em linfocitos foi demonstrada, e apenas foi

presenciado um aumento acentuado de TNF-a e IL-6 (FIGURA 20).
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FIGURA 20: Perfil da producdo de TNF-a ¢ IL-6 promovida pelo exopolissacarideo em

culturas de linfécitos humanos em 24 horas de ensaio
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Legenda: A - O exopolissacéarido foi capaz de induzir a producdo mais elevada de TNF-a em
relacdo as células de controle. B - Valores significativos da producédo de IL-6 também foram
observados em culturas tratadas com o exopolissacarideo. As barras horizontais representam a

média de seis experiéncias independentes realizadas em duplicata. Fonte: O autor (2017).

Diante da acdo de um patdégeno ou mesmo de um indutor de inflamacdo, existem
varios mediadores inflamatorios, que provém do plasma e sdo secretados por varias células de
defesa. Estes compostos sdo produzidos por macréfagos, mastocitos e por células presentes
em um tecido local (QUINDERE, 2011). Eles apresentam acdo pré-inflamatdria (Th1) com
as interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 e FNT (Fator de necrose tumoral) ou anti-inflamatéria (Th2)
com as interleucinas (IL) 4, 10, 13 e FTCP (fator transformador de crescimento [3)
(OLIVEIRA et al., 2011; PAIVA, 2013). A analise de nitrito permaneceu ndo foi alterada
durante o teste.

Os polissacarideos sdo usados de diversas formas, seja como adjuvantes ou
estimuladores do sistema imunoldgico e se tornam cada vez mais complexos quando
combinados a varios lipidios, peptidios ou a outros grupos polares (CHABOT et al., 2001). O
exopolissacarideo obtido a partir dos grdos de kefir mostrou exercer atividade
imunomoduladora com a estimulagdo de TNF-a e IL-6. Alguns imunomoduladores
apresentam propriedades bem caracteristicas que sdo influenciados pela estereoguimica do
composto, seja no tamanho molecular, ou no nimero de residuos de agucar (CHABOT et al.,

2001). A administracdo da kefirana, segundo Kwon et al., (2008), inibiu significativamente
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eosindfilos, e citocinas como IL-4 e IL5 continuaram a niveis normais depois da
administracdo do EPS em animais, concordando com os resultados obtidos neste trabalho. Foi
demonstrado que o kefir modula a reposta imune de camundongos aumentando os niveis de
IgA em células intestinais na mucosa brénquica, e que fracGes isoladas do kefir induzem a
producdo de citocinas TNF-a e IL-6 (VINDEROLA et al.,, 2006). Analises in vivo
demonstraram que o kefir exerce um papel de adjuvante sobre o sistema da mucosa,
aumentando os niveis de 1gG e IgA, contudo o mecanismo de acdo ainda nao foi devidamente
esclarecido (FANWORTH, 2005). A citocina IL-6 € produzida por diversos tipos celulares,
cujas células T sdo as principais fontes. Elas influenciam respostas imunes, sendo uns dos
principais mediadores na fase aguda da inflamagdo, enquanto que a principal atividade
biologica do TNF-a é ser o mediador em neoplasias malignas (VARELLA; FORTE, 2014).

O leite fermentado do kefir, em modelos animais, consegue atuar contra parasitas
como a Giardia lamblia aumentando a resposta das células T CD4", sendo os responsaveis em
secretar as citocinas e promover o crescimento e diferenciacdo das células B (FRANCO et al.,
2013). Diante do exposto, é necessario testar 0 EPS extraido com modelos de organismos
Vivos, visto que o comportamento do exopolissacarideo pode induzir a atividade de algumas
linhagens imunes celulares frente a outras.

J& foi demonstrado que exopolissacrideos de micro-organismos como 0s da bactéria
Panibacillus polymyxa aumentou significativamente a porcentagem de células T citotdxicas
em sangue de rato, mas ndo houve alteracdo de linfécitos B, demonstrando que os EPS
abordados influenciam certas linhagens in vivo (CHANG et al., 2010). Bleau et al., (2010)
perceberam que exopolissacarideos extraidos de lactobacilos diminuiram a atividade
metabolica de linfocitos.

O suplemento de uma alimentagdo de frangos com uma B-glucana em 6 semanas
demonstraram que este exopolissacarideo nao influenciou no ganho de peso dos animais e
ndo elevou a quantidade de linfocitos no sangue, contudo houve um aumento da quimiotaxia
de macrdfagos ao elevar seu suplemento em uma ordem de 0,025% na ragdo (CHENG et al.,
2004). Em concordancia com Vinderola et al., (2006), é proposto que varias substancias
geradas pelo consorcio microbiano podem ser capazes de estimular células imunes. Visando
isto, poucos trabalhos analisam a atividade do exopolissacarideo do consorcio microbiano e
sim de micro-organismos fermentadores ja isolados do kefir (MONTIJO-PRIETO, et al.,
2015; GHONEUM, et al., 2015).
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6 CONCLUSAO

Seguindo a metodologia de extracdo do polissacarideo do kefir cultivado em aclcar
mascavo, foi possivel obter o EPS a parte de extragdo alcalina. E os testes quimicos (molisch,
fenol-sulfurico, Bradford). Indicaram que o EPS isolado ndo apresentara contaminagdes.

Na espectroscopia em infravermelho (FTIR-ATR) foi possivel observar maximos
caracteristicos de polissacarideos pelo infravermelho, enquanto que no DSC e TG encontrou-

se uma taxa de degradacdo alta semelhante a outros polissacarideos.
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Estruturalmente foi descoberto um novo EPS que contém ligagdes o/ em proporgao 9:1;
este composto é formado exclusivamente de residuos de glicose. Neste foi confirmada a
presenca das unidades de glicose 3-ligadas [— 3] -p-D-Glucp- ( 1 —] ¢ as unidades 3,4,6-
substituintes [— 3,4,6) -p-D-Glucp- (I —]. Este composto € caracteristico de um
polissacarideo B-D-glicemico composto por 6 unidades, parcialmente ramificado na posicao 3
e apresenta unidades terminais ndo redutoras. Além disso, os residuos de D-Glucp ligado a 3
ligacbes e D-Glucp substituido por 3,4,6 sdo também encontrados como residuos
intermediados nos ramos. Essas caracteristicas sao tipicas de homopolissacarideos e glucanas,
confirmados por RMN e HSQC. Apresentando assim um EPS nunca estudado na literatura

O teste de citotoxidade indica que o polissacarideo do kefir apresenta um potencial
farmacoldgico para a leucemia miel6ide crénica com citotoxidade elevada em 70% (linhagem
K-562) e que ainda pode ser testado pra outros tipos de canceres.

O EPS induziu a formacdo de TNF-a e IL-6 indicando que é um pro-inflamatério, e a
capacidade deles ndo apresentarem, em concentracdes baixas, prejuizo a células sanguineas,

promovem ser um excelente farmaco.
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Caracterizacao e atividade citotoxica de polissacarideo obtido de
kefir frente a linhagens de células tumorais

Characterization and cytotoxic activity in tumor cells of kefir polysaccharides extracted in alkaline
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Os polissacarideos possuem aplicagdes em diferentes &reas, como alimenticias, téxteis, petréleo, papel,
cosmeéticas e farmacéuticas. O consorcio microbiano de kefir produz exopolissacarideos a partir de substratos
variados e séo tradicionalmente extraidos em solugdes aquosas neutras usando calor. Estudos demonstram que
polissacarideos possuem intmeras aplicacdes terapéuticas, atuando inclusive como antineopléasicos. Realizou-se
a extracdo de polissacarideos de grdos de kefir cultivados em &gua. A presenc¢a do carboidrato foi confirmada
pelo teste de Molisch. Apés analise espectroscopica de UV-Vis observou-se auséncia de &cidos nucléicos e
proteinas. A andlise por Infravermelho com Transformada de Fourier confirmou a presenca de hidroxilas e
carboxilas. Ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando-se células tumorais onde foi observado um
marcante potencial citotoxico (70%) para Leucemia mielocitica cronica (K-562) e moderado (58%) para
adenocarcinoma de mama humano (MCF-7).

Palavras-chave: kefir 1,polissacarideo 2, citotoxidade 3

Polysaccharides have applications in different areas, such as food, textiles, petroleum, paper, cosmetics and
pharmaceuticals. The kefir microbial consortium from different substrates, produces exopolysaccharides and
have being traditionally extracted from neutral aqueous solutions using high temperatures. Studies show that
polysaccharides have several therapeutic applications, even acting as antineoplastic agents. The polysaccharides
obtained from kefir grains was carried out in water. The carbohydrate was confirmed by Molisch’s essay. The
UV-Vis analysis shows absence of nucleic acids and proteins. The Infrared analysis confirmed hydroxyl and
carboxylic acids groups. Cytotoxicity assays using tumor line cells shows a marked cytotoxic potential (70%) for
chronic (K-562) and moderate (58%) chronic myelocytic leukemia for human breast adenocarcinoma (MCF-7).

Keywords: kefir 1, polysaccharide 2, cytotoxicity 3

1. INTRODUCAO

Polissacarideos sdo macromoléculas compostas por varias unidades de monossacarideos e
nos organismos vivos sdo sintetizados em diferentes estagios do ciclo de vida [1]. Os polissacarideos
possuem caracteristicas favoraveis para uso em varias areas industriais, dentre elas alimenticias,
téxteis, cosméticas e farmacéuticas, pois sdo renovaveis, biodegradaveis e nao téxicos [2]. Estudos
também demonstram que polissacarideos possuem atividades bioldgicas relevantes, tais como,
propriedades antitumorais devido a suas caracteristicas estruturais ou ainda pela presenca ou ndo de
cargas ionicas [3,4].

O kefir é um probidtico que possui uma mistura de bactérias e leveduras [5]. As bactérias dos
graos de kefir podem ser acido-lacticas (Lactobacillus, Lactococcus e Leuconostoc) e acido-acéticas
(espécies de Acetobacter). Dentre as bactérias identificadas anteriormente podemos citar
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Lactobacillus brevis [6, 7], Lb. viridescens, Lb. gasseri, Lb. fermentum, Lb. casei [6], Lb. kefir [6, 8], Lb.
kefiranofaciens [9], Lb. kefirgranum, Lb. parakefir, [10] Lactococcus lactis subps. lactis [11],
Leuconostoc mesenteroides [12] e Acetobacter sicerae sp. nov. [13]. As leveduras contidas nos graos
de kefir podem ser Kluyveromyces, Saccharomyces, espécies de Candida e Torulopsis [7, 14, 15, 16].

Em relacdo ao cultivo do kefir podem-se utilizar diversos substratos como fontes de
carboidratos, destacando-se o leite [17] e o agUcar mascavo [18]. Por outro lado, o consorcio de kefir
produz exopolissacarideos como a kefirana, que consiste de uma glucogalactana ramificada, soluvel
em agua, possuindo quantidades equivalentes de residuos D-glucose e D-galactose; reconhecidos
pela sua acdo antibacteriana, antifungica e anti-inflamatéria, sendo utilizado popularmente como
coadjuvante no tratamento de diversas enfermidades [19, 20, 21, 22].

O cancer é um importante problema de saude publica mundial e é a segunda principal causa
de morte nos Estados Unidos [23]. Ndo obstante, o surgimento de linhagens resistentes aos
medicamentos disponiveis torna relevante a pesquisas por novas estratégias e compostos
antitumorais [24]. Dentre estes os polissacarideos tém atraido a atencdo pelo fato de serem pouco
téxicos para as células normais do hospedeiro e efetivo contra células tumorais [25]. Em 1982,
Shiomi et al. [26] publicaram o primeiro trabalho sobre atividade antitumoral in vivo de um
polissacarideo extraido dos graos de kefir.

Este trabalho teve como objetivo a obtengéo e caracterizacdo de polissacarideos do kefir por
extracdo alcalina e verificar a agdo citotoxica deste frente a linhagens tumorais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cultivo do kefir e extragdo do polissacarideo

A cultura do kefir foi mantida em solugdo de aglicar mascavo e 50 mL da mesma (50 g.L™) foi
utilizada para cada 5g de kefir cultivado. Os grdaos foram mantidos sob temperatura ambiente (20-30
2C). Neste método de cultivo as repicagens foram realizadas a cada 48h. Apds cultivado toda a
guantidade de kefir necessdria para realizacdo de todos os testes, o mesmo foi congelado e clareado.
No clareamento, o kefir foi lavado e impurezas foram retiradas manualmente com ajuda de uma
pinga. Esse processo foi realizado de 12 a 15 vezes. A extragdo do polissacarideo foi realizada pelo
protocolo descrito por Moreira [22] e modificado por Silva [27].

2.2 Caracterizagao estrutural do polissacarideo extraido do kefir

2.3 Teste de Molisch

O Teste de Molisch foi usado para confirmar a presenca de carboidrato. Para tanto, foi
preparada uma solugdo de 5 mg/ 5mL de polissacarideo acrescido de 3 gotas de Alfa-naftol a 5%, em
seguida foi adicionado 5 mL de acido sulfiurico (H,SO,), sendo acrescentado com o tubo inclinado e
lentamente. A ocorréncia de um anel roxo indica a presenca de aglcares [28].
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2.4 Espectroscopia UV-VIS

Com a finalidade de detectar grupos cromoéforos oriundos de impurezas, o polissacarideo foi
diluido em &gua tipo | (Img/mL) com auxilio de um sonicador e analisado em Espectrofotometro
(Shimadzu UV-1800) na regido compreendida entre 200-700nm.

2.5 Espectroscopia Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR

A identificagcdao dos grupos funcionais do exopolissacarideo extraido dos graos de kefir foi
realizada utilizando um espectrofotometro de infravermelho com transformada de Fourier (Agilent
Technologies Cary 630FITR) e mddulo ATR. A amostra (10mg) foi prensada e os espectros de
transmissdo foram coletados mediante resolucdo de 8, 4 scans, sob uma varredura de 4000 a 750

cm™.

2.6 Avaliagao citotoxica

As linhagens celulares MCF- 7 (adenocarcinoma de mama humana), K-562 (leucemia
mielocitica crénica) e HEP-2 (carcinoma de laringe humana) foram obtidas do banco de células do Rio
de Janeiro, e mantidas em estufa a 37 °C contendo 5% de CO,, em meios especificos RPMI 1640
(Gibco) e DMEN (Gibco), com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 10 mM de HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-
1-piperazine ethanesulfonic acid) (Gibco) e 1% de Penicilina/Estreptomicina (Gibco), utilizando-se
tripsina/EDTA (0,25%) para as repicagens. As células foram plaqueadas até uma densidade de 0,3x10°
(linhagem em suspens3o) e 1x10” (linhagem aderida) por pogo, em placas de 96 pogos. As linhagens
foram adicionados os polissacarideos até concentragdo final de 50 ug/mL e, em seguida incubadas
por 72 horas. Apds este periodo, 25 pL de MTT (sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo
de tetrazolio) foram adicionados e as células foram reincubadas por 3h. A absorbancia foi verificada,
apos dissolugdo do precipitado com 100 pL de DMSO, em espectrofotdmetro de placas a 560 nm. Os
experimentos foram realizados em quadruplicatas e a percentagem de inibicdo foi obtida a partir do
GraphPadPrism 5.0.

Para a atividade citotdxica do polissacarideo foi utilizada a escala do National Cancer Institute
(NCI), onde os compostos considerados sem atividade citotoxica apresentaram-se com a inibigdo
porcentual no intervalo de 1 - 20%, aqueles com pouca atividade situa-se entre 20 e 50%, com
atividade moderada de 50 para 70% e de alta atividade, quando apresentam um intervalo de inibigdo
entre 70 a 100% [29].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Rendimento da extragao do carboidrato e teste de Molish

A partir de 350 g do kefir clareado apds extracdo alcalina, foi obtido 28,28g de polissacarideo
(8,08 %). O teste de Molisch realizado com o material apds a extragdo indicou a presenca de
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carboidratos, demonstrando assim, que o método de extracdo alcalina foi capaz de extrair o
polissacarideo.

3.2 Espectroscopia UV-VIS

A andlise espectroscdpica na regido do UV-VIS mostrou auséncia de proteinas ou grupos
aromaticos na amostra, por ndo apresentar absor¢Ges caracteristicas desses grupos. Wang e
colaboradores também utilizaram UV-VIS para verificar a presenca de impurezas presentes na
extracdo de polissacarideos produzidos por Lb. plantarum contido no kefir [30, 31].

3.3 Espectroscopia do Infravermelho por Transformada de Fourier - IVTF

Foi realizada uma analise a partir da espectroscopia em infravermelho com o polissacarideo
extraido do kefir (FIGURA 1).
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FIGURA 1: Espectroscopia por infraverriietol¥TF}ele polissacarideo extraido dos gréos do kefir.
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Os espectros de infravermelho do polissacarideo obtido do kefir apresentaram: um maximo
largo arredondado a 3300 cm™, indicativo de grupos hidroxila com pontes de hidrogénio
intramoleculares. O maximo em 2951 cm™ é atribuido a ligagdes C-H. Bandas entre 1660 e 1220 cm™*
aproximadamente, mostram a presenca de ligagdes assimétricas e simétricas de ligagbes C-O. A
regido de impressao digital para hidratos de carbono foram observadas na regido entre 1200-900 cm’
! que estdo associadas a carboidratos em anéis (ciclicos) e dos grupos substituintes de cadeia lateral
(C-0-C, C-OH e C-H). Os dados obtidos sdo coerentes com aqueles obtidos por Shahabi-Ghahfarrokhi
e colaboradores quando estes pesquisaram kefir originario de leite [32].

3.4 Avaliagao citotdxica

Os ensaios de citotoxicidade realizados a partir das linhagens neoplasicas HEP-2, MCF-7 e
K562, indicaram que o polissacarideo apresentou potencial alta citotoxidade (70%) para Leucemia
mielocitica cronica (K-562), moderada (58%) para adenocarcinoma de mama humano (MCF- 7),
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enquanto que para o carcinoma de laringe humana (HEP-2) observou-se um discreto potencial
citotoxico (31%).

Linhagens de leiomiosarcoma e K-562 foram testadas em meios contendo liquido metabdlico
de cultura de kefir cultivados em leite, as culturas foram analisadas por citometria de fluxo tendo
apresentado resultado de citotoxicidade [33], também foram realizados ensaios em modelo animal
que indicaram efetividade do liquido metabdlico do kefir [34]. Em ambos os estudos ndo foi
determinado a natureza do composto ativo.

A bioatividade dos polissacarideos pode ser afetada quando estes compostos interagem com
outras substancias quimicas, por diferenca na massa molecular, na estrutura ou até por diferencas
no método de isolamento, interferindo diretamente na acdo final. A atividade antitumoral de
polissacarideo por extracdo aquosa da planta Camellia sinensis atua no sistema imune, estimulando o
desenvolvimento das células de defesa e ao mesmo tempo inibindo células K-562 [35]. A
multirresisténcia é uma das principais causas na falha do tratamento do cancer, pois as células
neopldsicas possuem mecanismos de resisténcia a uma grande variedade de farmacos. Os
glicopolissacarideos encontrados no cogumelo Ganodermum lucidum por meio do mecanismo de
genético de downregulation conseguiriam diminuir a expressdo da multirresisténcia associada a
proteinas nas células K562 [36], acredita-se que o polissacarideo obtido do kefir pode apresentar um
mecanismo similar. Exopolissacarides obtidos de bactérias como a Pseudoaltermonas sp. sdo
conhecidos por inibir significativamente o crescimento da leucemia humana (células K-562) [37],
levando-se em conta que na associacdo existente da cultura do kefir existe uma gama de micro-
organismos que individualmente podem promover a inibicdo de tumores. Os resultados obtidos em
seu conjunto indicam que o potencial antitumoral do kefir pode estar associado ao seu
polissacarideo.

4. CONCLUSAO

O teste de citotoxidade indicou que o polissacarideo do kefir apresentou um marcante
potencial farmacoldgico, que merece ser caracterizado do ponto de vista fisico-quimico e biolégico
em etapas posteriores.
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