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DARPOSSOLO, Fernanda Patricia Brito. Extragao e caracterizagao da
manoproteina de parede celular de levedura: efeito na modulagdo da resposta
imune. 2010. 92 f. Dissertagao (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade
Estadual de Londrina, 2010.

RESUMO

Leveduras descartadas como subproduto em processos industriais estdo ganhando
maior atengcdo como suplemento nutricional para dietas de consumo humano e
animal devido ao seu alto conteudo de proteina e vitaminas. Podem também ser
usadas como matéria prima para a extragdo de componentes celulares, como a [3-
Glucana e manoproteina (MP). Esta ultima, presente na camada mais externa da
parede celular, tem papel fundamental na ativagao do sistema imune do hospedeiro,
além de agir como um efetivo bioemulsificante. O presente trabalho teve como
objetivo caracterizar a molécula de MP extraida da parede celular da levedura
Saccharomyces uvarum, descartada apds o processo de produgdo de cerveja e
verificar sua agcao como bioemulsificante, cicatrizante e modulador da resposta
imune utilizando camundongos. Para isso a levedura passou por um processo de
autdlise, separacdo da parede celular para a extragdo da MP com agua a 95 °C
durante 9 horas, seguido de precipitagdo com etanol absoluto. Apds esse processo,
a molécula foi caracterizada quanto a composicdo centesimal, tipo de agucares
presentes, peso molecular e composi¢cao de aminoacidos da fragcao protéica. Foram
determinadas a atividade emulsificante e a estabilidade fisica e quimica da emulsao
com a mudancga no pH e adigdo de diferentes concentragbes de NaCl. Avaliou-se a
atividade cicatrizante da MP observando-se a reducdo do tamanho das feridas dos
testiculos em suinos submetidos a castracdo. Também foi avaliada a produg¢ao de
anticorpos em camundongos imunizados pela injeg¢ao intraperitoneal da molécula em
diferentes tratamentos (controle positivo; 1000 pg de MP; 100 ug de MP; 100 ug de
MP aplicada 6 horas antes do desafio; e 100 ug de MP aplicada 24 horas antes do
desafio), os quais foram desafiados com hemacia de carneiro, e a quantificacdo de
oxido nitrico (NO) in vitro produzido por macréfagos peritoneais e in vivo por meio de
macrofagos e plasma obtidos de camundongos tratados com MP, dos quais também
foram retiradas amostras de sangue para realizagdo de analises hematolégicas. A
MP apresentou elevados valores de atividade emulsificante, além de ser estavel em
diferentes pHs e concentracbes de NaCl. Também agiu como um efetivo
cicatrizante, reduzindo o tamanho das feridas dos animais, embora sem diferir do
controle. A produgao de anticorpos foi maior em animais tratados com 100 ug de MP
durante ou 24 horas antes do desafio, os quais apresentaram elevados niveis de
IgTotais apds o primeiro desafio e uma maior produgao de anticorpos da classe IgG
para todos os tratamentos apds o segundo desafio com hemacia de carneiro. Na
resposta imune inata, a MP foi capaz de estimular a producdo de NO in vitro,
diferindo do controle apenas quando adicionada na concentracdo de 100 pg/mL,
embora tenha inibido essa produgao quando adicionada juntamente com LPS. Ja no
experimento in vivo, o tratamento com MP elevou o teor de NO apenas quando
adicionada juntamente com LPS no ensaio com macréfagos peritoneais, além de
reduzir a contagem de plaquetas e hemacias e aumentar no numero de reticulocitos
e neutrofilos segmentados do sangue.

Palavras-chave: Manoproteina. Leveduras. Resposta imune. Bioemulsificante.
Cicatrizagao.



DARPOSSOLO, Fernanda Patricia Brito. Extraction and characterization of yeast
cell wall mannoproteins: effect on immune modulation response. 2010. 92 f.
Dissertation (Master’s degree in Food Science) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2010.

ABSTRACT

Yeasts discarded as a byproduct from industrial processes are gaining more
attention as a nutritional supplement for food and feed due to its high content of
protein and vitamins. They can also be used as raw material for extraction of cellular
components, such as B-Glucan and mannoproteins (MP). The MP is present in the
outermost layer of the cell wall, which plays a fundamental role in the activation of
host immune system and acts also as an effective bioemulsifier. The aim of this study
was to characterize the MP molecule extracted from Saccharomyces uvarum cell wall
(discarded after beer production), verify its bioemulsifier action, its healing capacity
and the immune modulation response in mice. The yeast was autolyzed in order to
obtain the cell wall from which the MP was extracted using water at 95 °C during 9
hours and then precipitated with absolute ethanol. The MP was chemically analyzed
(protein, lipids, carbohydrates and ashes content) and characterized the type of
sugars present, molecular weight of the protein and there amino acid composition, as
well. Were determined the emulsifying activity and physical and chemical stability of
the emulsion at different pH and NaCl concentrations. The healing activity of MP was
tested observing the wounds reduction size on pigs testicles after castration. It was
analyzed the production of antibodies in mice immunized with intraperitoneal MP (in
PBS) injection in different treatments (positive control, 1000 ug of MP, 100 pg the
MP, 100 pg of MP applied 6 hours before the challenge, and 100 ug of MP applied to
24 hours before the challenge), which were challenged with sheep red blood cells,
and nitric oxide (NO) quantification production in vitro by peritoneal macrophages
and in vivo by macrophages and plasma obtained from mice treated with MP. Blood
samples were also removed for hematological analyzes. The MP had higher values
of emulsifying activity, and is stable at different pHs and NaCl concentrations. Also
acted as an effective healing, reducing the size of the wounds of animals, although
did not differ from control. Antibody production was higher in animals treated with 100
pg of MP during or 24 hours before the challenge, which showed high levels of IgT
after the first challenge and specific IgG antibodies at the end of the experiment. As
expected, there was a greater production of IgG antibodies to all treatments after the
second challenge with sheep red blood. Regarding the innate immune response, the
MP was able to stimulate NO production in vitro, differing from the control only when
it was added at a concentration of 100 pg/mL, although it inhibited the production
when it was added together with LPS. In the in vivo experiment, treatment with MP
raised the level of NO only when added together with LPS in the assay with
peritoneal macrophages, reduce platelet and red blood cells and increase the
number of reticulocytes and segmented neutrophils of the blood.

Palavras-chave: Mannoprotein. Yeasts. Immune response. Bioemulsifier. Healing.
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1 INTRODUGAO

As leveduras sdo o grupo de microrganismos comercialmente mais
explorado e uma das mais importantes ferramentas da biotecnologia no Brasil,
sendo utilizadas na elaboragao de diversos produtos. Muitas das suas propriedades
bioldégicas apresentam aplicagdes industriais e sdo comumente envolvidas com a
panificagao, producéo de bebidas alcodlicas e etanol.

Em alguns processos industriais a levedura atua apenas como um
agente bioldgico de transformagao, uma vez que ao término do processo produtivo é
descartada como um subproduto. Consequentemente, vislumbra-se a necessidade
de buscar novas aplicagbes deste agente bioldgico apds sua utilizacdo em
processos primarios, a fim de reduzir os impactos ambientais e aumentar o valor
agregado deste subproduto, ja que sao geradas aproximadamente 110 mil toneladas
de creme de levedura por ano apés o processo de fabricagdo da cerveja.

Entre as inumeras possibilidades, seu aproveitamento na
alimentacao animal e na formulagdo de produtos para humanos, como complemento
nutritivo e flavorizante, tém ganhado importancia devido ao seu elevado teor de
proteinas e vitaminas. Além disso, diversos estudos tém focado a aplicagdo das
leveduras através do fracionamento das células e o aproveitamento dos
componentes da parede celular.

Sua estrutura € composta principalmente pelos polissacarideos
quitina, manana e glicana, sendo esses ultimos, as B-glucanas, utilizadas como
promotores de crescimento, devido a sua capacidade em ativar ndo especificamente
os componentes humoral e celular do sistema imune do hospedeiro.

Assim como os carboidratos, as manoproteinas da parede celular
estado sendo estudadas por desencadear uma resposta através do sistema imune do
hospedeiro. Elas fazem parte das camadas mais externas da estrutura celular e séo
envolvidas em inumeros tipos de interagdes com o ambiente extracelular,
especialmente por interagdes com distintos receptores de superficie de diferentes
células do sistema imunoldgico.

Além disso, estudos recentes tém mostrado que esse complexo

proteina-polissacarideo possui caracteristicas biotecnoldgicas importantes, como
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boa solubilidade, retengdo de agua e capacidade de estabilizar emulsdes 6leo em
agua, agindo como um excelente bioemulsificante.

Assim sendo, este trabalho teve como objetivo extrair e caracterizar
a manoproteina (MP) da parede celular da levedura Saccharomyces uvarum,
presente no residuo denominado “creme de levedura” produzido no processo de
elaboracao de cerveja e avaliar suas propriedades emulsificantes e sua agdo como

moduladora da resposta imune em camundongos e suinos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 APROVEITAMENTO DE LEVEDURAS DESCARTADAS EM PROCESSOS INDUSTRIAIS

Leveduras s&o fungos unicelulares facilmente manipulaveis,
normalmente ndo patogénicas, capazes de crescer em varias fontes de carbono e
de fornecer grande quantidade de biomassa em tempo relativamente pequeno.
Compreendem o grupo de microrganismos mais explorados comercialmente, devido
ao emprego industrial de muitas de suas propriedades biolégicas (BAPTISTA, 2001).

As leveduras sao amplamente utilizadas na industria de panificagao
e na produgcdo de etanol, vinhos, cervejas e destilados. Sua importancia em
industrias de alimentos e bebidas foi bem estabelecida somente em meados de
1860, embora sejam usadas desde a antiguidade na produgao de paes, vinhos e
cervejas (COSTA, 2008).

Dentre as leveduras destacam-se aquelas do género
Saccharomyces devido ao seu valor industrial e comercial (VILELA et al., 2000a).
Anualmente sdo produzidas 2 milhdes de toneladas de leveduras, as quais séo
destinadas para as industrias de panificagdo, tal fato, faz deste microrganismo um
dos mais importantes produtos da biotecnologia (BAPTISTA, 2001).

No Brasil, a producédo dessa levedura destina-se, principalmente, a
trés setores industriais importantes: panificagdo, sucro-alcooleiro e cervejeiro.
Nestes processos a levedura atua como agente biolégico de transformacdo e ao
final do processo produtivo sdo gerados grandes volumes de células excedentes,
descartados como subproduto. Desta forma, faz-se necessario buscar alternativas
para a utilizagdo destes microrganismos excedentes a fim de atenuar os impactos
ambientais causados pelo descarte dos mesmos e diminuir os custos de tratamento
de residuo-efluentes da empresa, o que trara beneficios econdmicos importantes
para a empresa produtora (COSTA, 2008).

As células de levedura excedentes podem ser utilizadas
diretamente, quando integras, ou serem processadas para obtengcdo de inumeros
derivados, como o autolizado, extrato de levedura e concentrados protéicos. Na

forma inativa, as células sao muito utilizadas na alimentagao animal como fonte de
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proteina e outros nutrientes e em alimentagdo humana como complemento nutritivo
devido, principalmente, ao seu alto conteudo de proteina e vitaminas do complexo B
que faz com que elas sejam um atrativo suplemento natural (SGARBIERI et al.,
1999; VILELA et al., 2000a; YAMADA et al., 2003). Por outro lado, a palatabilidade
da levedura tem a vantagem de se constituir em um atrativo, além de suas
propriedades como aromatizante e realgador de sabor (BAPTISTA, 2001).

Além de apresentar elevado teor de proteinas (30 a 70 %) e
vitaminas, os produtos de leveduras também s&o ricos em minerais, macro e
microelementos, como selénio, sédio, fésforo, potassio, calcio e ferro, sendo estes
dois ultimos presentes em maior concentragao na parede celular (SGARBIERI et al.,
1999). Igualmente, de acordo com Sgarbieri et al. (1999), o consumo de levedura de
cervejaria ajuda a prevenir estados carenciais de selénio caracterizado por queda de
cabelos, retardo no crescimento, deficiéncias reprodutivas, cardiomiopatias, necrose
e degeneracao do figado e pancreas. Além disso, as leveduras também apresentam
grandes quantidades de fibra dietética, as quais estdo representadas por
carboidratos da parede celular, principalmente mananas e glicanas (PEPPLER,
1970; YAMADA et al., 2003).

Atualmente, ha uma forte tendéncia em explorar comercialmente
leveduras, através do isolamento de alguns dos seus principais constituintes
celulares como enzimas (invertase, lactase), nucleotideos, proteinas
(manoproteinas), polissacarideos (glicana, manana, galactana), além de lipideos,
como fosfolipideos e ergosterol, sendo este ultimo precursor da vitamina D, os quais,
quando isolados, apresentam interessantes propriedades tecnoldgicas e alto valor
agregado (VILELA et al., 2000b; FUKUDA et al., 2009).

O valor nutritivo de preparados de células rompidas mecanicamente,
bem como de concentrados protéicos de Saccharomyces sp., vém sendo estudado e
foi demonstrado que os isolados protéicos apresentam melhor qualidade nutricional
comparados as células integras devido, principalmente, a estas ultimas
apresentarem um alto teor de acidos nucléicos, serem fontes de componentes ativos
indesejaveis e ao efeito deletério da parede celular espessa e rigida sobre a
biodisponibilidade de nutrientes (VILELA et al., 2000a). Yamada et al. (2003)
mostraram menores valores de digestibilidade protéica nas células integras, a qual é
atribuida a resisténcia da parede celular a acdo das enzimas digestivas,

principalmente em animais monogastricos.
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A composicdo de aminoacidos das leveduras € balanceada,
destacando-se teores elevados de acido glutamico, aspartico, leucina e alanina
(SGARBIERI et al., 1999), aléem da presenca de lisina, treonina e triptofano, o que
classifica a proteina como de boa qualidade devido a composicdo em aminoacidos
essenciais apresentar-se em quantidades e propor¢des adequadas, superando os
valores recomendados pelo padrdao de referéncia da FAO/WHO (VILELA et al.,
2000a; BAPTISTA, 2001; YAMADA et al., 2003). De acordo com Sgarbieri et al.
(1999), a presencga de triptofano em amostras de levedura é importante pois tornam
os produtos de levedura ideais para misturas com cereais, no sentido de
complementar esses aminoacidos essenciais que sao, normalmente, deficientes nos
graos. O perfil de aminoacidico ndo evidenciou deficiéncia em aminoacidos
sulfurados totais (metionina mais cisteina), como € comumente citado na literatura,
aproximando-se dos valores de referéncia da FAO/WHO (SGARBIERI et al., 1999;
VILELA et al., 2000a).

Testes biolégicos com animais demonstraram que as células
integras e produtos de leveduras atuaram como promotor de crescimento em ratos
recém-desmamados e possuem valor nutritivo equivalente a 80-85% do valor
encontrado para a caseina (VILELA et al., 2000a). Desta forma, ratos tratados com
esses produtos evidenciaram uma tendéncia de maiores ganhos de peso, acentuada
com o aumento da concentrac&o dos derivados de levedura (VILELA et al., 2000b).

Verifica-se assim, que produtos de leveduras vém sendo
pesquisados principalmente como potenciais fontes de macromoléculas, como
proteinas e polissacarideos, as quais representam os mais abundantes compostos
organicos da biosfera, além de exibirem importantes propriedades e diferentes
aplicagdes tanto na saude humana como em outras areas, podendo ser
recomendados como parte da dieta humana (VILELA et al., 2000a; FUKUDA et al.,
2009).

2.2 PAREDE CELULAR DE LEVEDURAS

A parede celular é crucial para a integridade das leveduras. Sua

rigida estrutura mantém a forma da célula e oferece protegao contra condicoes
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ambientais nocivas, além de modular a entrada seletiva de macromoléculas (CID et
al., 1995). E composta principalmente de B-glucanas e manoproteinas, além de uma
menor quantidade de quitina e lipideos, consistindo de 15% a 30% do peso seco da
célula (CID et al., 1995; KAPTEYN et al., 1997).

Os polissacarideos correspondem a aproximadamente 85 a 90% da
parede celular das leveduras, as proteinas 10-15% e uma menor quantidade de
lipideos (MARTINEZ ET al., 1998; LESAGE; BUSSEY, 2006; LIU et al., 2008).
Sendo assim, os trés principais grupos de polimeros que formam a parede celular de
leveduras sao: as manoproteinas, polimeros de manose covalentemente ligados a
peptideos que correspondem a aproximadamente 40% da massa seca da parede
celular; B-glucana, polimeros de glicose que corresponde a 60% da massa seca da
parede celular; e a quitina, que sdo formadas por homopolimeros ndo ramificados de
N-acetil-p-glicosamina correspondentes a 2% do peso seco da parede celular
(MARTINEZ et al., 1998; LIU et al., 2008).

As B-glucanas podem ser divididas em dois subtipos de acordo com
o modo de ligagao entre suas moléculas de glicose. As cadeias longas séao relatadas
como o componente amorfo da parede celular e formadas por uma rede fibrosa de
B-1,3-D-glicose, com aproximadamente 600 nm de comprimento, os quais sao
compostos por 1500 unidades de glicose. Possuem massa molecular de
aproximadamente 240 kDa e representam cerca de 85% do total de B-glucanas de
parede celular, sendo a maioria disposta em conformagao helicoidal (LIPKE, 1998;
LESAGE; BUSSEY, 2006). As cadeias curtas sao altamente ramificadas, arranjadas
por aproximadamente 150 residuos de glicose, e compdem cerca de 15% das
glicanas estruturais, compostas por unidades de 3-1,6-D-glicose (LIU et al., 2008).

O complexo B-1,3-glucana-quitina formam o maior componente do
esqueleto interno da parede celular, adjacente a membrana plasmatica, responsavel
pela forca mecanica da parede (MARTINEZ et al., 1998; KLIS et al., 2002; LESAGE;
BUSSEY, 2006). A quitina € o menor, mas um componente estruturalmente
importante, particularmente associado com as conexdes entre células, na
cicatrizacdo e no septo de divisdo de células independentes e, juntamente com as
glucanas, forma os componentes estruturais da parede celular (MARTINEZ et al.,
1998). As [B-1,6-glucanas sdo responsaveis pelas ligagdes entre os componentes
internos e externos da parede, sendo esses ultimos formados pelas manoproteinas
(KAPTEYN et al., 1997; LIPKE; OVALLE, 1998).
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Manoproteinas, que formam a elétron-densa e fibrilar camada
externa da parede, podem variar consideravelmente entre as espécies (MARTINEZ
et al.,, 1998; LESAGE; BUSSEY, 2006) e sao responsaveis pela porosidade da
parede celular, a qual protege a célula da levedura, limitando a permeabilidade da
parede celular, além de contribuir também para a forca mecanica da parede quanto
a resisténcia a pressao externa (LIU et al., 2008).

Manoproteinas de leveduras séo glicoproteinas e consequentemente
compostas de proteinas covalentemente ligadas a carboidratos, e estes sé&o
compostos principalmente de um polimero de manose (94%) e uma menor
quantidade de glicose, os quais possuem importante papel em sua atividade
bioldégica. Essa molécula, também chamada de complexo de fosfomanoproteina ou
fosfopeptideomanana, consiste de unidades de manopiranosil com ligagdes a-1,2-,
a-1,3- e a-1,6-, em associagdo com alguns grupos fosfatos (FREIMUND et al.,
2003), os quais resultam em numerosas cargas negativas na superficie da célula
(KLIS et al., 2002). Esta porcado € responsavel pelas propriedades hidrofilicas da
parede e pode estar envolvida na retengdo de agua e protegdo ao ressecamento
(KLIS et al., 2002).

As manoproteinas podem ser divididas em trés classes de acordo
com suas ligagbes a estrutura da parede celular, e classificam-se em: moléculas
nao-covalentemente ligadas a parede; manoproteinas com ligagbes dissulfeto a
outras proteinas covalentemente ligadas a glucana estrutural da parede celular; e a
maioria covalentemente ligadas a polissacarideos da parede celular, particularmente
as glucanas estruturais, através de ligagdes fosfodiéster (KAPTEYN et al., 1997;
MOUKADIRI et al., 1999).

Aquelas consideradas por ter somente um papel estrutural, sendo as
mais abundantes macromoléculas da parede celular das leveduras, sdo compostas
de aproximadamente 10% de proteinas e 90 % de carboidratos, intercaladas com
uma rede de glucana a fim de formar a camada externa da parede celular de
leveduras. As outras classes de manoproteinas possuem fungao enzimatica, contém
aproximadamente 30-50% de proteina com o restante de carboidratos, e séo
localizadas principalmente no espacgo periplasmatico, entre a membrana plasmatica
e a parede celular (BARRIGA et al., 1999; LUKONDEH et al., 2003).
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Figura 1 — Estrutura da manoproteina de parede celular
de Saccharomyces sp. (CORBACHO et al.,
2005)

As manoproteinas estruturais de parede celular consistem de uma
cadeia central de proteina, na qual dois tipos de cadeias de mananas estao
associadas (Figura 1). Um desses polimeros de carboidratos é formado de uma
longa, ramificada e volumosa cadeia central de 40 a 100 unidades de manopiranosil
com ligagbes a-1,6, modificado em sua extensdo por numerosas ramificagdes
laterais de residuos de a-1,2 e a-1,3- manopiranosil fosforilados. Esses longos
polissacarideos sao incorporados a proteina através de uma ligagdo N-glicosidica
entre uma N-acetilglicosamina e um residuo de asparagina. O segundo tipo séo
cadeias curtas de manana, com 1 a 5 unidade de manose, nao ramificadas, as quais
sdo incorporadas a proteina por ligacbes do tipo O-glicosidica a hidroxila das
cadeias laterais de serina e treonina (LEHLE, 1980; MARTINEZ et al., 1998;
BARRIGA et al., 1999; LUKONDEH et al., 2003; LESAGE; BUSSEY, 2006).

2.2.1 Processos de Extracdo dos Componentes Celulares

Atualmente, ha uma forte tendéncia em explorar comercialmente a

biomassa fungica através do processamento das células e obtencao de extratos, os
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quais sao obtidos apos processos mecanicos ou autdlise enzimatica, visto que ela
constitui uma valiosa fonte de proteinas, lipideos e principalmente de
polissacarideos que apresentam inumeras propriedades benéficas para a saude
humana, animal e vegetal (FUKUDA et al., 2009). A parte interna das células s&o
isoladas e, subsequentemente, alguns dos seus principais constituintes celulares
usados como complementos alimentares e intensificadores de sabor devido a alta
quantidade de proteinas e nucleotideos presentes (FREIMUND et al.,, 2003;
YAMADA et al., 2003). A parte externa das células, a parede celular, tém sido muito
usado como suplemento para ragdo animal, embora ela seja a matéria-prima ideal
para a extracdo e obtengao de biopolimeros, como B-glucanas e manoproteinas, os
quais exibem importantes propriedades e diferentes aplicagbes relacionadas com
suas caracteristicas quimicas (FREIMUND et al, 2003; FUKUDA et al., 2009).

Em estudos anteriores, inumeras investigacbes consistiam no
isolamento de alguns desses biopolimeros através da solubilizagdo com solugdes de
NaOH ou KOH, tampé&o citrato aquecido e etilenodiamina anidra devido a natureza
das ligagbes quimicas desses compostos de interesse (NAKAJIMA, 1974,
SUPHANTHARIKA et al., 2003). Em seguida, com a descoberta de ligagdes alcalina
labeis nessas moléculas sugeriu-se que os materiais isolados de parede celular de
levedura por tratamento enzimatico indicavam um maior peso molecular do que
quando isolados por extragdes alcalinas (NAKAJIMA, 1974).

Processos convencionais de isolamento dos componentes externos
da parede celular das leveduras envolvem tratamentos acidos ou alcalinos os quais
podem causar certa degradacédo das cadeias poliméricas, reduzindo o rendimento e
enfraquecendo os efeitos benéficos dos componentes celulares (FREIMUND et al.,
2003). Por outro lado, tratamentos enzimaticos preservam a estrutura nativa das
moléculas, embora estejam limitados pelos custos, sendo viaveis apenas em
pequena escala (COSTA, 2008).

Uma das importantes caracteristicas de mananas isoladas da
parede celular de leveduras é sua boa solubilidade em &agua (KRIZKOVA et al.,
2001). Desta forma, um novo processo de extragao com agua quente foi encontrado
como um bom processo para separagdo de compostos sollveis em agua. E um
processo nao degradativo, sem mudancgas de pH a valores extremos, que resulta em

altos rendimentos com preservagao da estrutura original de glucana e MP separada
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como um subproduto, ambos compostos biologicamente ativos de grande interesse
(FREIMUND et al., 2003; LIU et al., 2008).

De acordo com Freimund et al. (2003), apds processo de extragédo
com agua a 125 °C em autoclave e agitagdo para separagdo dos compostos
soluveis, a MP pode ser separada do sobrenadante através de precipitacdo com
etanol aquoso, obtendo rendimento de 14%. De acordo com Liu et al. (2008), o
tratamento com agua quente diminui a forga mecéanica da parede celular da levedura
devido a presenca das manoproteinas, facilitando a ruptura da parede celular sem
degradacao das cadeias, e a separagao dos componentes de interesse.

Esse novo método, além de ser economicamente viavel, é
ambientalmente seguro devido a auséncia de tratamento acido ou alcalino no
processo de extracdo, além de ser facilmente reproduzido para um processo
industrial de alta escala (LIU et al., 2008).

2.3 APLICACOES DA MP

Os polissacarideos microbianos tém recebido consideravel atengao
quanto ao isolamento de seus componentes celulares, tais como manoproteinas de
parede celular, pois apresentam propriedades especificas de interesse
biotecnolégico que devem estar relacionadas com a natureza fisico-quimica e
conformacgao espacial da molécula (FUKUDA et al., 2009).

A MP exerce papel fundamental em vinhos enriquecendo suas
propriedades organolépticas devido a interagdo de suas moléculas com os
compostos aromaticos presentes, além de atuar como natural inibidor da
cristalizagao de bitartarato de potassio prevenindo a ocorréncia de precipitados, e na
reducéo da visivel névoa de proteinas em vinhos brancos (GONCALVES et al.,
2002). Chalier et al. (2007) relataram também outras propriedades da MP em vinhos
como o decréscimo da adstringéncia em vinhos tintos, aumento na estabilidade da
cor, inibicdo da agregacao de tanino, e estimulagcédo da fermentagdo malolatica.

E importante também ressaltar que dependendo das caracteristicas
quimicas que esses biopolimeros apresentem como, por exemplo, o grau de

solubilidade em solugdes aquosas, € possivel também a sua utilizagdo nos mais
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diversos segmentos, como nas industrias de alimentos, cosméticos e medicamentos
(FUKUDA et al., 2009). De acordo com Rahman (2008), a MP também pode ser
classificada como uma molécula biossurfactante, ou seja, compostos biologicamente
anfipaticos que agem como detergentes, reduzindo a tenséo superficial, os quais

sdo de grande interesse também na area farmacéutica.

2.3.1 Propriedades Imunoldgicas

Muitos estudos tém sido direcionados com a intengdo de conhecer a
resposta imune do hospedeiro as doencas infecciosas e descobrir compostos que
modulam a resposta biolégica de células do sistema imunoldgico, melhorando a
resisténcia a infecgdo microbiana. Iniumeras classes desses compostos, como as
proteinas, lipopolissacarideos, glicoproteinas e derivados de lipideos tém sido
caracterizados como moléculas que possuem potentes efeitos no sistema imune do
hospedeiro, regulando sua resposta a microrganismos e interagindo de forma a
manter o equilibrio que governa uma resposta adequada aos organismos infecciosos
(TZIANABQOS, 2000).

Desde 1940 tem-se estudado as aplicacbes funcionais da B-D-
glucana, devido a sua atividade imunomodulatéria e habilidade de fazer ligagdes
especificas em receptores de macrofagos, ativando-os e resultando em atividades
antitumorais, antibacterianas e antiinflamatérias, além da cicatrizagao, melhorando a
imunidade inata do hospedeiro. Além disso, estudos demonstraram atuar também na
diminui¢cao do colesterol (TZIANABOS, 2000; LIU et al., 2008).

Assim como os carboidratos e as proteinas, as glicoproteinas, sendo
estas Ultimas predominantemente manoproteinas, s&o um dos principais
componentes da parede celular de microrganismos que podem desencadear uma
potente resposta imune humoral no hospedeiro, através da producédo de anticorpos
especificos (MARTINEZ et al., 1998).

Essas glicoproteinas, presentes nas camadas mais externas da
célula, sdo envolvidas em inumeros tipos de interagdes com o ambiente extracelular
relacionados a patogenicidade, como a adesao das células a tecidos de mamiferos,

podendo estimular respostas imunes mediadas por células (KAPTEYN et al., 1995).
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Além de sua contribuicdo no reconhecimento celular, as mananas de
parede celular de leveduras quando isoladas possuem atividade inibitéria contra
tumores, uma acdo adjuvante da resposta imune, e efeitos hematopoiéticos e
radioprotetores, além de outras propriedades relacionadas a imunidade (KRIZKOVA
et al., 2001; DRABIKOVA et al., 2009). Krizkova et al. (2001) mostraram que o efeito
antimutagénico de mananas contra a genotoxidade de ofloxacina e acridina laranja,
as quais causam danos ao DNA do cloroplasto de Euglena gracilis, € também
baseado em suas propriedades antioxidantes, os quais interagem com varios
radicais livres e diminuem a inducdo de mutacdes pelo sequestro de espécies
reativas de oxigénio (ROS).

De acordo com Casanova et al. (1992), as caracteristicas quimicas e
propriedades biolégicas de proteinas e glicoproteinas ligadas a parede celular de
Candida albicans parecem ser dependentes de varios fatores ambientais. Desta
forma, moléculas de diferentes tamanhos podem agir como distintos receptores de
superficie, interagindo com diferentes células e proteinas do sistema imunolodgico,
além de ter um importante papel na aderéncia de suas células as células epiteliais
do hospedeiro.

Assim, a atividade biolégica de manoproteinas de parede celular foi
inicialmente descrita devido a patogenicidade de alguns isolados de C. albicans.
Pacientes com candidiase mostraram elevados niveis de manana circulante e
supressdo de algumas fungdes do sistema imune (MENCACCI et al., 1994;
TZIANABQOS, 2000).

De acordo com Mpofu et al. (2007), mananas desprendidas da
parede celular de leveduras ou bactérias podem causar uma defeituosa defesa da
mucosa intestinal do hospedeiro. Desta forma, esses polissacarideos podem atuar
sobre fagdcitos, inibindo principalmente a liberagdo de metabdlitos reativos de
oxigénio e de enzimas por neutréfilos circulantes e mondcitos, impedindo a
destruicdo de patdégenos através de mecanismos n&o-oxidativos por macréfagos,
levando a um aumento nos niveis de anticorpos circulantes especificos para
mananas (MPOFU et al., 2007).

Assim, mananas localizadas na camada externa de microrganismos
tém um papel na patogenicidade, induzindo supresséo local em fun¢des de fagocitos
localizados em tecidos infectados, permitindo a multiplicagédo desses microrganismos

no interior dos fagolisossomos e, ainda, diminuindo a infecgcdo granulomatosa, o
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abscesso e a formacao de fistula devido a redugao do estresse oxidativo (MPOFU et
al., 2007).

Alguns microrganismos e produtos derivados da parede celular s&o
associados com doencas especificas, e respostas imunes de hospedeiros a esses
componentes tém sido relatados. Recentemente, Ishida-Okawara et al. (2007)
examinaram as respostas imediatas obtidas apos injecao intraperitoneal de um
complexo manoproteina-B-glucana de C. albicans, e encontraram ativagdo de
neutréfilos com liberagdo de superdoxidos e sua migragdo para o sangue periférico,
ativacdo do sistema complemento, liberagdo de citocinas proinflamatérias e
quimiocinas. Além disso, esses polissacarideos sdo descritos como moduladores
que interferem em fungdes de macrofagos, como na produgao de oxido nitrico (NO).
Noleto et al. (2004) avaliaram o efeito de mananas isoladas de leveduras de
panificagdo nas concentragdes de 10 - 250 ug/mL sobre macréfagos peritoneais, e
os resultados mostraram aumento significativo na producédo de NO pelas células em
todas as concentragbes quando comparadas ao tratamento controle, aonde a
solugdo de menor concentracdo (10 ug/mL) foi suficiente para promover ativagéo
maxima sobre o grupo controle.

Deste modo, os receptores de manose localizados em macréfagos e
neutréfilos do hospedeiro reconhecem primeiramente esses carboidratos na
superficie de microrganismos, desencadeando a fagocitose (TADA et al., 2002;
TORRECILLAS et al., 2007), processo envolvido na ativagcdo de macréfagos e no
processamento e apresentacdo do antigeno. Esses eventos estdo ligados a
producao de citocinas pro-inflamatdrias e na proliferagéo de linfocitos, sugerindo que
ambas as respostas imune inata e adaptativa contribuem extensivamente para a
resisténcia do hospedeiro (MENCACCI et al., 1994; TZIANABOS, 2000; ISHIDA-
OKAWARA et al., 2007).

Mencacci et al. (1994) relataram a ativacéo seletiva de linfécitos T
(CD4") do sangue periférico em camundongos infectados com C. albicans. Desta
forma, a atividade imunomoduladora de uma MP de 65-kDa (MP65) foi avaliada em
camundongos inoculados com células de C. albicans, e os resultados mostraram
que a molécula levou a proliferagado de células do baco e a elevacado dos niveis de
IFN-y produzidos por células T CD4" (Th1). Além disso, resultou em um aumento da

reacao de hipersensibilidade tardia e no tempo médio de sobrevivéncia dos animais.
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Além disso, em animais vacinados com MP65 e desafiados com
células de C. albicans, foi observada uma melhora na imunidade humoral, com
elevagdo dos niveis de IL-4 produzidos por células T CD4" (Th2) (MENCACCI et al.,
1994) e produgao de anticorpos (LIBJAKOVA et al., 2007). De acordo com Gomez et
al. (2000), a MP65 pode ser reconhecida por células mononucleares do sangue
periférico de humanos responsaveis pela apresentacdo de antigenos, os quais
levam a inducédo da linfoproliferagao.

Com acgéo semelhante a MP65, a MP de Cryptococcus neoformans
com 100kDa de peso molecular induz a uma resposta imune celular de linfocitos Th1
e confere protegdo em camundongos frente a um desafio. O efeito dessas
manoproteinas requer a presenca de receptores de manose em células
apresentadoras de antigenos no hospedeiro, como as células dendriticas, as quais
estimulam a proliferagao de linfécitos e agem na interagdo entre imunidade inata e
adaptativa (HUFFNAGLE; DEEPE, 2003).

Recentes estudos tém mostrado diversas fungbes importantes
atribuidas a mananas de parede celular. De acordo com Diaz-Llano e Smith (2009) a
reducdo na porcentagem de leitdes natimortos e 0 aumento no numero de leitbes
nascidos vivos, quando fémeas gravidas foram alimentadas com racdes
contaminadas com micotoxinas de Fusarium e adicionadas de uma glicomanana
polimérica. Os resultados indicaram que esse polimero pode agir como adsorvente
da toxina, reagindo com seus radicais metabdlitos téxicos e diminuindo os niveis de
metabdlitos tdxicos circulantes nos animais (KOGAN; KOCHER, 2007).

Krizkova et al. (2001) também estudaram as mananas de parede
celular de C. albicans, Candida utilis e Sacharomyces cerevisiae, e mostraram que
elas desempenham papel no controle do estresse oxidativo desencadeado por
radicais livres, os quais estdo envolvidos no envelhecimento, em doengas
degenerativas, doengas cardiovasculares e desordens do sistema imune. Como
antioxidantes, as manoproteinas interagem com diferentes espécies radicais e
diminuem a indugéo de mutacdes por agentes sequestrantes das espécies reativas
de oxigénio (ROS) (KRIZKOVA et al., 2001; DRABIKOVA et al., 2009). Desta forma,
mananas de parede celular também exercem grande atividade antimutagénica, a
qual esta correlacionada com a atividade antioxidativa da molécula.

Esses polissacarideos, além de agir como antioxidantes, também

podem interagir com diferentes receptores extracelulares ou agir na modulacéo de
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varias vias de sinalizagao intracelular a fim de diminuir a produgdao de ROS por
neutréfilos do sangue (DRABIKOVA et al., 2009).

Manoproteinas derivadas da parede celular de S. cerevisiae quando
administradas na alimentacdo de Dicentrarchus labrax, um primitivo peixe do mar,
desafiados com Vibrio alginolyticus, desencadearam o aumento da resisténcia a
infeccao devido a inibicdo da colonizagdo dos patdgenos ao epitélio da mucosa
intestinal. Além disso, promoveram aumento do peso corporal pela ingestdo de
aminoacidos presentes e/ou devido a melhora na integridade funcional da
membrana dos enterécitos, e redugdo da deposi¢cdo de gorduras em células do
figado devido a reducdo da absorcdo de colesterol e aumento dos sais biliares
(TORRECILLAS et al., 2007).

Desde que a adesdo apresenta o primeiro passo na invasao
microbiana, o bloqueio dos receptores tipo lecitina especificos a manose (fimbriais
tipo 1) encontrados em bactérias enteropatogénicas através da ligacdo da a-D-
Manana de parede, e o impedimento de sua aderéncia a glicoproteinas de superficie
ricas em manose de vilosidades, pode prevenir a colonizagao ou eliminar a infecgao.
Desta forma, polissacarideos de parede celular de leveduras podem ser usados para
manutencdo da saude animal e como estimuladores de crescimento natural em
detrimento do uso de antibiéticos como promotores de crescimento (KOGAN;
KOCHER, 2007).

2.3.2 Propriedades Emulsificantes

Estudos recentes tém mostrado que fungos filamentosos séao
produtores de um agente contendo um complexo polissacarideo-proteina capaz de
estabilizar emulsdes 6leo em agua, aonde as leveduras se destacam na fabricagéo
de emulsificantes (BARRIGA et al., 1999).

Geralmente  bioemulsificantes sdo metabdlitos microbianos
compostos de moléculas hidrofébicas e hidrofilicas e alguns mais comumente
estudados incluem glicolipideos, lipopeptideos, complexos de lipideos-
polissacarideos ou proteinas-polissacarideos. A maioria dos compostos de origem

microbiana tem inumeras vantagens devido a sua natureza biodegradavel,
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efetividade a uma grande faixa de temperatura, pH e salinidade, e sintese sob
condigdes desejaveis e faceis, 0 que aumenta seu potencial de aplicagao industrial,
incluindo setores alimenticios, farmacéuticos e ambientais (SHEPHERD et al., 1995;
COSTA, 2008).

Torabizadeh et al. (1996) extrairam manoproteinas da parede celular
de S. cerevisiae e concluiram que essas moléculas agiram como um excelente
emulsificante quando comparados com outros compostos sintéticos, além das
emulsdes terem permanecido estaveis em uma grande faixa de pH e diferentes
niveis de NaCl quando armazenadas a 4 °C durante 30 dias.

Manoproteinas extraidas de S. cerevisiae tém se mostrado como um
efetivo bioemulsificante, produzindo emulsdes viscosas, além de ser um produto de
baixa toxicidade, uma vez que é um produto comestivel usado em alimentos e
bebidas. Esses produtos cumprem com a atual demanda do consumidor para
produtos naturais e ambientalmente seguros quando comparados a compostos
sintéticos. Além disso, o processo de extracdo do bioemulsificante a partir de
leveduras descartadas em processos industriais € simples e economicamente viavel,
uma vez que o processo converte grandes volumes de biomassa de levedura de
baixo valor em um produto de alto valor agregado (TORABIZADEH et al., 1996;
LUKONDEH et al., 2003; COSTA, 2008).

De acordo com Barriga (1999), o desenvolvimento de uma melhor
propriedade emulsificantes da MP ocorre quando sua molécula contém uma maior
quantidade de proteinas em relagao a fracdo de carboidratos, embora este ultimo,
em concentragdes adequadas, seja responsavel pela solubilidade do composto e a
estabilidade da emulséo.

Apesar disso, manoproteinas extraidas de Kluyveromyces
marxianus compostas por apenas 4-6% de proteinas também foram estabelecidas
por ter um excelente potencial emulsificante natural para uso em alimentos
processados devido a sua propriedade de estabilidade ao longo de um vasto leque
de condigdes quimicas e fisicas em longo tempo, os quais podem ter varias
aplicagdes comerciais em produgdo de alimentos. A concentracdo de MP usada
também altera as propriedades emulsificantes e, além disso, € importante para
aplicagdes industriais devido ao alto custo que pode ser associado ao uso de
grandes quantidades (LUKONDEH et al., 2003).
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Além do potencial emulsificante apresentado, as manoproteinas
podem ser produzidas com facilidade devido a grande disponibilidade de matéria-
prima e o baixo custo, como as leveduras descartadas como subproduto de
cervejarias, vinicolas e usinas de alcool, além de serem facilmente extraidas com

agua a altas temperaturas (COSTA, 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Caracterizar a manoproteina extraida da parede celular da
levedura Saccharomyces uvarum presente no creme de
levedura e avaliar sua agdo como cicatrizante, bioemulsificante e

moduladora da resposta imune.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter a manoproteina através da extracdo da parede celular da
levedura Saccharomyces uvarum descartada como subproduto
de cervejaria (creme de levedura;

e Determinar a composigdo centesimal, quantificacdo e
caracterizagdo de agucares e aminoacidos da molécula de
manoproteina;

e Determinar o peso molecular da fragao protéica da molécula de
manoproteina;

e Avaliar as propriedades emulsificantes da manoproteina;

e Avaliar a atividade cicatrizante da manoproteina em suinos;

e Investigar a agdo da manoproteina sobre a resposta imune inata

e humoral através de testes in vitro e in vivo em camundongos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 EXTRACAO DA MP

4 1.1 Matéria-Prima

A matéria prima utilizada neste estudo ¢ a MP, extraida da parede
celular da levedura Saccharomyces uvarum, linhagem W-3460, gentiimente cedida
pela cervejaria Fabrica 1, localizada na cidade de Londrina/PR, e coletada em
suspensdo celular denominada creme de levedura obtida apés o processo de

producgao de cerveja.

4.1.2. Autolise e Obtencao da Parede Celular

O creme de levedura foi previamente preparado para a autdlise
adicionando-se 20% (p/v) de agua destilada e tamisado sequencialmente em malhas
de 0,59 e 0,18mm. Posteriormente, a suspensao foi adicionada de agua destilada
até a obtencdo de 20% (p/v) de sdlidos totais em base seca, ajustada para pH 5.0
utilizando solugdes de NaOH ou HCI 1N e mantida a 50 °C, sob agitacéo, durante 24
horas conforme Oliveira (2001). Decorrido este tempo, a suspensdo passou por
centrifugacao (3500 x g, 5 minutos, 10 °C) e o precipitado, correspondente a parede
celular, lavado com agua destilada, novamente centrifugado e reservado. Através

deste calculou-se o rendimento do processo de autdlise.
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4.1.3 Extracdo da Manoproteina

A extracdo foi realizada seguindo o procedimento preconizado por
Costa (2008), aonde a parede celular obtida do processo anterior € ressuspendida
em agua destilada até atingir concentracédo de 10% (p/v) em base seca e, em
seguida, tratada termicamente a 95 °C durante 9 horas, sob agitacdo de 100 rpm.
Em seguida, a solugao foi resfriada até 45 °C e centrifugada (3500 x g, 10 minutos,
10 °C). O sobrenadante foi recuperado, adicionado de trés volumes de etanol
absoluto e armazenado a 4 °C por 12 horas para precipitagao total da MP. Apos
esse periodo o material foi centrifugado (3500 x g, 5 minutos, 10 °C) e os residuos
sélidos, ou MP, passaram por duas lavagens com etanol absoluto e em seguida
recuperados por centrifugacdo sob as mesmas condi¢des anteriores. A MP

precipitada foi liofilizada e o rendimento do processo de extragao calculado.

4.2 CARACTERIZACAO DA MANOPROTEINA

4.2.1 Composicado Centesimal da MP

A partir da MP liofilizada foi feita a composicdo centesimal da
mesma, através das determinacdes de umidade em estufa a 105 °C, residuo mineral
fixo (cinzas) em mufla a 550 °C, teor de proteinas bruta pelo método de micro-
Kjeldahl (%N x 6,25) e lipideos por Soxhlet de acordo com as normas do Instituto
Adolfo Lutz (2005). O teor de carboidratos foi estimado pela diferenga de peso entre
os solidos totais e os outros componentes determinados.

Também foram determinados a quantidade de proteinas soluveis
baseada no método de Lowry (1951), e carboidratos totais através do método de
fenol-acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956).
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4.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para se avaliar quais os tipos de acucares estdo presentes na
molécula de MP foi realizada Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Desta
forma, utilizou-se somente agua ultrapura e reagentes com alto grau de pureza para

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

4.2.2.1 Preparo das amostras

Amostras de MP liofilizada foram totalmente hidrolisadas em tubo
fechado, em triplicata, com adicdo de HCI 2N na proporgédo de 3:100 (m/v), e
levadas a estufa a 105 °C por 16 horas de acordo com metodologia adaptada da
técnica de Moreira (1998).

ApoOs esse periodo, as amostras foram filtradas em papel filtro
comum e, em seguida, uma aliquota de 1 mL dessa solugdo hidrolisada foi
transferida para um baldo volumétrico de 50 mL completando até a marca com agua
ultrapura (diluicdo 1:50). A solucao resultante foi filtrada em Sep-Pak C18 Waters,
pré-condicionado com metanol e agua, e em membrana 0,22 pm de
hidroximetilcelulose, descartando os primeiros mililitros. O filtrado foi coletado e

levado ao sistema cromatografico para analise.

4.2.2.2 Condigdes cromatograficas

O sistema instrumental utilizado para as analises por CLAE consistiu
em um Cromatografo Liquido inerte (PEEK) com pré-coluna (CarboPac PA1 —
Dionex) e coluna de troca idnica anidnica de alta performance, composta de resina
de poliestireno-divinilbenzeno (CarboPac PA1 — Dionex) 10mm x 250 mm x 4 mm,

temperatura de 28 °C controlada por forno termostatizado (Waters), fase movel
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composta de NaOH 1,4 mmol/L, fase regeneradora de NaOH 300 mmol/L e fluxo de
1,0 mL/min com detector eletroquimico de pulso amperométrico.

A curva de calibracdo foi preparada com uma solugcdo padrao
composta por uma mistura de carboidratos nas seguintes concentragées: 3,0000
pMg/mL de Manitol; 30,0000 pg/mL de Arabinose; 120,0000 pg/mL de Galactose;
45,0000 pg/mL de Glicose; 12,0000 pg/mL de Xilose; 90,0000 pg/mL de Manose;
45,0000 pg/mL de Frutose. Os padrdes foram utilizados apdés uma semana de
dessecamento em dessecadores de vidro com vacuo e pentdxido de fosforo, devido

ao seu alto poder higroscépico.

4.2 .3 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

A Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) foi realizada
para estimar o peso molecular das proteinas presentes na molécula de MP. Deste
modo, essa determinacéao foi realizada segundo a metodologia de Towbin e Gordon
(1984), onde as proteinas sdo separadas de acordo com o seu tamanho. Para isso,
preparou-se uma solugdo de MP com concentragdo de 50ug/mL com base no teor
de proteinas da amostra obtida pelo método de Lowry (1951), a qual foi separada
em gel de poliacrilamida 12% e revelada com corante Comassie Brilliant Blue. O gel
foi descorado em solugdo contendo 10% de acido acético e 40% de metanol,
renovando a solugdo até obtencdo de revelacdo nitida. Os resultados foram
comparados ao padrao (BenchMarck™ Protein Ladder — Invitrogen®), o qual

continha uma mistura de proteinas com pesos moleculares entre 10 e 220 kDa.

4.2.4 Determinagdo de Aminoacidos

A quantificacdo de aminoacidos foi feita pelo laborat6rio de Fontes
Protéicas, no Departamento de Alimentos e Nutrigdo da Faculdade de Engenharia
de Alimentos — UNICAMP, Campinas-SP, utilizando a técnica de Cromatografia

Liquida da Alta Eficiéncia, baseada na metodologia descrita por White et al. (1896).
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4.3 PROPRIEDADES EMULSIFICANTES DA MP

A atividade emulsificante e estabilidade fisica e quimica das
emulsbes foram realizadas em duplicata e avaliadas segundo as metodologias

aplicadas por Lukondeh et al. (2003).

4.3.1 Efeito da Concentragao da Manoproteina

Para calcular o efeito de varias concentracbes da MP sobre a
atividade emulsificante, MP liofilizada foi dissolvida em 4 mL de agua destilada
variando suas concentragdes em uma faixa entre 1 e 55 g.L”'. Em seguida
adicionou-se 6 mL de 6leo de soja em cada frasco e as solugdes foram agitadas a
9500 rpm durante um minuto em homogeneizador Ultra-Turrax. As emulsdes obtidas
foram acondicionadas em tubos graduados de fundo reto e conservadas a
temperatura ambiente por 24 horas.

A atividade emulsificante, observada pelo percentual da mistura que
permaneceu emulsionada apods esse periodo, foi determinada pela equacao

seguinte:

%AE = Alte x 100
AltT

onde:
AE = Atividade emulsificante
Alte = Altura da emulséao

AItT = Altura total da solugao

A concentragdo de MP que mostrou maior percentagem de atividade
emulsificante apds 24 horas foi utilizada para o preparo das solugdes emulsificantes

nos ensaios de efeito de pH e concentragéo de NaCl.
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4.3.2 Efeito do pH

Uma amostra contendo a concentracdo de MP que apresentou a
melhor AE foi dissolvida em 4 mL de agua destilada e o pH ajustado com solugdes
de 0.1 M HCI ou 0.1 M NaOH para valores em uma faixa entre 2-11. Em seguida,
adicionou-se mais 6 mL de 6Oleo de soja e as solugdes passaram por agitacdo a
9500 rpm durante um minuto em homogeneizador Ultra-Turrax para
homogeneizagdo dos componentes. As misturas foram mantidas por 30 dias a 4 °C

e a estabilidade da emulsdo calculada.

%EE = Alte x 100
AItT

onde:
EE = estabilidade da emulsao
Alte = Altura da emulsao

AItT = Altura total da solugao

4 .3.3. Efeito do NaCl

Para medir o efeito da NaCl na estabilidade das emulsdes, uma
amostra contendo a concentragdo de MP que apresentou a melhor AE foi dissolvida
em 4 mL de agua destilada contendo quantidades de NaCl entre 0-50 g.L™.
Posteriormente, 6 mL de d6leo foi adicionado, as misturas homogeneizadas a 9500
rpm durante um minuto em homogeneizador Ultra-Turrax, reservadas por 30 dias a 4
°C, e a estabilidade da emulsé&o calculada.

O calculo da estabiidade da emulsdo ao pH e diferentes
concentragcbes de NaCl foram aplicados separadamente por um emulsificante
conhecido, albumina de ovo de galinha ou ovalbumina (OV) (SIGMA), e comparadas

aos valores obtidos aqueles encontrados pela MP.
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4.4 PARAMETROS IMUNOLOGICOS

4 .4 1 Atividade Cicatrizante da MP

A avaliagdo da atividade cicatrizante da MP foi realizada na granja
Karia, localizada na cidade de Londrina/PR, aonde foram utilizados 47 suinos
machos da raga Landrace, com idades entre 7 e 21 dias, os quais foram divididos
em dois lotes de criagdo e distribuidos em dois tratamentos, controle e MP,
marcados com brincos numerados para diferenciagcdo dos mesmos.

Durante todo o periodo experimental de 7 dias foram fornecidos
agua e racgao ad libitum para todos os animais, e estes foram alojados e criados
conforme manejo normal da granja.

Os animais foram castrados no dia 1 do experimento e, em seguida,
aplicou-se sobre a incisdo dos testiculos direito e esquerdo um produto comercial
usualmente utilizado na granja para os animais do tratamento controle, e MP a 2%
em agua destilada nos demais suinos com a ajuda de um borrifador. Em seguida, a
extensdo dos cortes foram medidos com o auxilio de um paquimetro e o tamanho,
em milimetros (mm), anotado.

Nos dias 3, 5 e 7 do experimento os cortes dos testiculos direito e
esquerdo de todos os animais foram novamente medidos e os valores comparados

ao inicial (dia 1) para avaliagdo da redu¢do do tamanho da ferida.

4.4.2 Avaliacao in vivo da Resposta Imune Humoral: Experimento Piloto

Para determinar a melhor quantidade de MP a ser usada nos
experimentos sobre resposta imune humoral, foi avaliada a produgao de anticorpos
utilizando 30 camundongos machos da linhagem Swiss (Mus musculus), com peso
entre 25 — 30 g, os quais foram distribuidos nos seguintes tratamentos:

Tratamento A — controle negativo;

Tratamento B — controle positivo;



38

Tratamento C — 10 ug de MP;

Tratamento D — 100 ug de MP;

Tratamento E — 1000 pg de MP.

Durante todo o periodo experimental de 7 dias foram fornecidos
agua e ragao ad libitum para todos os animais.

Cada tratamento foi composto de 6 repeti¢cdes, considerando cada
animal como uma repeticdo, e estes foram desafiados com hemacia de carneiro a
2% por via intraperitoneal (i.p.) no dia 0 do experimento, com exceg¢ao do tratamento
controle negativo.

Nos tratamentos C, D e E, os animais receberam MP pela via i.p. no
mesmo dia do desafio, ou seja, no dia 0 do experimento, e os animais dos grupos A
e B receberam tampéao fosfato-salina (PBS) 1X, o mesmo veiculo utilizado para o
preparo da solugdo de MP. As amostras de MP e PBS foram aplicadas no periténio
dos camundongos anteriormente a injecdo do desafio. No dia -1, amostras de
sangue foram coletadas dos animais por puncgédo cardiaca, e no dia 7 foi feita a
sangria dos animais com coleta de sangue. As amostras de plasma de todos os
animais foram conduzidas para analise de hemaglutinagdo e avaliagdo da melhor

concentracao de MP utilizada.

4.4.2.1 Analise de hemaglutinagao

A andlise de hemaglutinacédo baseia-se na aglutinagdo de eritrocitos
de carneiro na presenca de anticorpos especificos no soro e foi realizada para
determinar o titulo de imunoglobulinas totais (IgTotais), IgG e IgM presentes no
plasma dos animais desafiados com hemacia de carneiro e tratados com diferentes
solucdes de MP.

Amostras de plasma de todos os animais foram inativadas a 56 °C
por 30 minutos em banho maria antes da utilizacdo. Em seguida, fez-se uma diluigao
seriada de fator 2 destas amostras em placas de microtitulagdo com fundo em U ja
adicionadas de 25 pl de PBS 1X em todos os pogos. Assim, adicionou-se 25 pl de
plasma inativado no pogo 1 da placa, fez-se a homogeneizagdo da solugdo e a

transferéncia de 25 ul para o orificio seguinte, repetindo o mesmo processo até o
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poco 11 aonde o mesmo volume da solucao foi desprezado. Este procedimento foi
realizado para todas as amostras de plasma inativadas dos animais.

Em seguida, foi adicionado igual volume de hemacia de carneiro a
2% em cada poco, e a placa incubada por 1 hora a 37 °C, e mais 22 horas a 4 °C.
Apods esse periodo realizou-se a leitura visual das placas, comparando o padrao de
sedimentagao do pogo controle sem plasma (pogo numero 12) com os padrées de
sedimentacao dos demais. O titulo de anticorpos totais foi identificado como a maior
diluicdo em que se observa uma aglutinagao positiva das hemacias.

Para a determinacgéao do titulo de I1gG, 50 pl das amostras de plasma
inativadas foram incubadas com igual volume de 0,2M de B-mercaptoetanol por 30
minutos a 37 °C. Em seguida, procedeu-se a diluicdo seriada fator 2 como descrito
anteriormente. O titulo de IgM foi determinado com a subtragcédo dos valores do titulo

de IgT e os valores encontrados para IgG.

4.4.3 Avaliagao in vivo da Resposta Inume Humoral

Apos a avaliacdo da melhor concentracdo de MP utilizada no
experimento anterior, um novo experimento foi realizado utilizando 40 camundongos
machos da linhagem Swiss (Mus musculus), com peso entre 25 — 30 g, os quais
foram distribuidos nos seguintes tratamentos:

Tratamento A — controle positivo;

Tratamento B — 1000 pg de MP inoculados juntos;

Tratamento C — 100 ug de MP inoculados juntos;

Tratamento D — 100 g de MP inoculados 6 horas antes;

Tratamento E — 100 pg de MP inoculados 24 horas antes.

Durante todo o periodo experimental de 35 dias foram fornecidos
agua e ragao ad libitum para todos os animais.

Cada tratamento foi composto de 8 repeti¢cdes, considerando cada
animal como uma repeticdo, e estes foram desafiados com hemacia de carneiro a
2% por via i.p. nos dias 0 e 28 de experimento.

Nos tratamentos B e C os animais receberam MP pela via i.p. nos

mesmos dias do desafio, ou seja, nos dias 0 e 28. Ja o grupo D recebeu a solugao
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de MP nos mesmos dias, embora 6 horas antes do desafio e o grupo E, 24 horas
antes do desafio. No controle positivo, grupo A, foi inoculado o mesmo veiculo
utilizado para o preparo da solugdo de MP (PBS 1X). Os animais de cada tratamento
receberam um volume de 200 uyL de solucdo contendo as quantidades de MP
descritas anteriormente.

Nos dias -1 e 7 do experimento amostras de sangue foram coletadas
dos animais por pungao cardiaca, e no dia 35 foi feita a sangria dos animais com
coleta de sangue e avaliagdo dos pesos do timo, baco e figado. As amostras de
plasma de todos os animais também foram conduzidas para analise de
hemaglutinacdo e determinacdo dos niveis de anticorpos totais, IgG e IgM, como

descrito no item 4.4.2.1.

4.4.4 Quantificagdo in vitro de Oxido Nitrico (NO) por Macréfagos Peritoneais

Tendo em vista a capacidade da MP em estimular a producao de
oxido nitrico por células do sistema imunoldgico, fez-se a quantificagdo do mesmo
através de ensaio in vitro com macrofagos peritoneais.

A producédo de NO é determinada através da medida de nitritos no
sobrenadante de culturas de macréfagos, utilizando o microensaio descrito por
Peres e Curi (2005). Para a obtengcao de macrofagos peritoneais inflamatorios, os
animais foram injetados pela via i.p. com 1mL de caldo tioglicolato 5% para atrag&o
destes a cavidade peritoneal. Apds 4 dias, injetou-se 5 mL do meio RPMI de
lavagem, gelado, no peritbnio de camundongos isogénicos da linhagem BALB/c. Em
seguida, o abdémen destes foi massageado durante 30 segundos para a promogao
do deslocamento das células da parede interna da cavidade peritoneal. Apds esse
periodo, a pele da regido abdominal dos animais foi removida e a cavidade aberta
para a retirada do fluido contendo as células, com a ajuda de uma pipeta Pasteur. A
suspensao celular foi centrifugada a 4 °C por 10 minutos a 1500 rpm, o
sobrenadante descartado e as células ressupendidas em 1 mL de meio RPMI de
lavagem. Em um tubo plastico de 1,5 mL adicionou-se 180 pL de azul de tripan 0,2%
e 20 pL da suspensao de células, a solugdo foi homogeneizada e 10 uL foi

transferido para hemocitémetro de Neubauer (Hirschmann, Techcolor) para
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contagem total de células realizada com auxilio de microscopio de luz. A
concentragéo da suspensao de células com mais de 95% de viabilidade foi ajustada
para 1 x 10° células/mL em meio de cultura RPMI suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Invitrogen).

A seguir, 200uL da suspensao de células (1 x 10° células/mL) foram
transferidos para cada cavidade de placa de cultura (96 orificios) de fundo chato e
colocados em estufa a 37 °C por 24 horas, em atmosfera Umida, a 5% de CO?, para
promover a adesdo dos macrofagos. Apds esse periodo realizou-se um ciclo de trés
lavagens dos orificios com PBS morno para a remogao das células ndo aderentes.
Em seguida, foram adicionados mais 180 pyL do meio, ou 160 puL + 20 uL de
lipopolissacarideos (LPS) sobre as células aderidas quando se desejou analisar o
efeito do LPS sobre a producao de NO. Posteriormente, adicionou-se mais 20 pL de
solugdo de MP nos mesmos orificios, em duplicata, nas seguintes concentragdes:
100 pg/mL; 50 pg/mL; 25 pg/mL; 12,2 pg/mL; 6,125 pg/mL. O grupo controle foi
mantido sem adig¢ao da solugdo de MP para comparagao dos resultados.

A placa foi incubada por um periodo de 24 horas em estufa a 37 °C,
atmosfera umida, a 5% de CO; e, apds esse periodo de incubagao, 50 uL dos
sobrenadantes das células foram transferidos para placa de leitura. Em seguida, foi
adicionado o reagente de Griess (Sulfanilamida 0,4 g em 20 mL de acido fosforico
5% - protegido da luz) na propor¢édo de 1:1 (v/v) com o sobrenadante. A placa foi
deixada a temperatura ambiente durante 10 minutos e a leitura realizada em leitor de
microplaca Multiskan FX a 550 nm. Os valores de absorbancia foram comparados
com uma curva padrdo de NaNO; de concentragdes conhecidas e os resultados

expressos em UM de nitrito liberado por 1 x 10° células.

4.4.5 Avaliagao in vivo da Resposta Imune Inata

Foram utilizados 10 camundongos fémeas, isogénicos, da linhagem
BALB/c, os quais foram distribuidos aleatoriamente em 2 tratamentos distintos:
grupo controle e tratados com MP. Foi disponibilizado aos animais agua e ragéo ad

libitum durante o periodo experimental de 10 dias.
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O grupo tratado com MP foi composto por 6 animais e estes
receberam 200 puL de uma solugcéo de MP (100 mg/Kg de peso) em PBS pela via i.p.
uma vez ao dia, durante os 10 dias de experimento. Ja o grupo controle foi
composto de 4 animais, os quais receberam o mesmo volume do veiculo utilizado
para o preparo da solu¢cao de MP durante todo o periodo experimental.

Apos os 10 dias de experimento foram retiradas amostras de sangue
e plasma dos animais, e a obtengcdo de macrofagos peritoneais para a realizagao de

analises imunoldgicas.

4.4.5.1 Quantificagcdo de NO do plasma

Para estimativa da concentragao de NO nas amostras, foi realizado
o procedimento segundo Panis (2009) adaptado da técnica de determinagédo de
nitrito em plasma humano descrita por Navarro-Gonzalvez et al. (1998). O método
baseia-se na reducao do nitrato presente no plasma a nitrito, mediada por reacdes
de Oxi-redugao ocorridas entre o nitrato presente na amostra e o sistema cadmio-
cobre dos reagentes, com posterior diazotagcdo e detecgdo colorimétrica do
azocomposto formado pela adicdo do reagente de Griess, a 550 nm em leitor de
microplaca.

O primeiro passo para estimativa de 6xido nitrico nas amostras de
plasma foi a desproteinizagdo, pois as proteinas podem influenciar na técnica.
Assim, as amostras previamente coletadas foram descongeladas em banho de gelo,
de onde se retirou 60 uL de amostra para tubo eppendorf, 50 uL de ZnSO4 75 mM e,
apo6s homogeneizagdo em vortex (30 segundos), as amostras foram centrifugadas
por 2 minutos a 10000 rpm a 4°C. Em seguida, foram adicionados 70 uL de NaOH
55 mmol/L e novamente homogeneizado em vortex por 30 segundos. As amostras
foram submetidas & centrifugagdo por 5 minutos a 10000 rpm a 4 °C, com posterior
recuperacao de 250 uL do sobrenadante, adicionando-se 50 uL de tampao glicina-
NaOH 45 g/L pH 9,7.

Em seguida procedeu-se com a ativagdo dos granulos de cadmio, os

quais estavam estocados em H,SO, 100 mM. Estes foram lavados com H,O
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destilada trés vezes e entdo deixados em contato com solugdo de CuSO4 5 mM em
tampao glicina-NaOH 15 g/L pH 9,7 por 5 minutos. Os granulos ativos foram
utilizados dentro de 10 minutos e aqueles que ficaram pretos apds serem lavados
com H,SO4 foram descartados. Apds essa ativagdo dos granulos adicionou-se 400
mg de granulos de cadmio ativados ao sobrenadante recuperado em tampéo,
deixando a mistura sob agitacdo continua por 10 minutos. Apds este tempo
transferiu-se 50 uL de cada amostra para cada pogo de microplaca, adicionou-se 50
uL de reagente de Griess. Em seguida, a placa foi deixada a temperatura ambiente
durante 10 minutos, e medida sua absorbancia a 550 nm em leitor de microplaca
Multiskan FX.

4452 Efeito do Tratamento in vivo com MP sobre a producdo de NO por

macréfagos peritoneais residentes

A quantificacdo do NO foi realizada através de macrofagos
residentes obtidos da cavidade peritoneal dos camundongos da linhagem BALB/c
tratados com MP e dos animais do grupo controle (PBS), com ou sem a adicéo de
LPS, através da técnica descrita no item 4.4.4. (Quantificagdo in vitro de Oxido
Nitrico (NO) por macrofagos peritoneais), embora sem a incubagao dos macrofagos

com a solucédo de MP.

4.4.5.3 Analise hematoldgica

A andlise hematoldgica foi realizada segundo Malvezi (2003), aonde
1,0 mL de sangue de cada camundongo foi obtido através de pungao cardiaca e
acondicionados em tubos de ensaio contendo 20 pL do anticoagulante

etilenodiaminotetracético (EDTA) a 5%.
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4.4.5.3.1 Contagem total de plaquetas

Para a contagem total de plaquetas, amostras de sangue com EDTA
(v= 5 pL) foram cuidadosamente transferidas para tubos de ensaio de 12 x 75 mm
contendo 1,0 mL de citrato trissédico (diluicao 1:200). A seguir, esta solugao foi
homogeneizada e transferida para um hemocitdmetro de Neubauer, mantida por 10
minutos em camera umida a temperatura ambiente antes do inicio da contagem em
microscopio (Olympus, CH30), com aumento final de 400x. O numero de plaquetas

foi calculado da seguinte maneira:

[Fator de diluigao x Fator de profundidade = Fator final]

[Fator final x células contadas em 80 quadrados menores da area central da

camara = células/mm? (uL)]

4.4.5.3.2 Determinacéo do volume globular (VG)

O volume globular, ou hematdcrito, refere-se a percentagem
ocupada pelos gldébulos vermelhos no volume total de sangue, e foi realizado atraves
do método do microhematdcrito, onde um pequeno volume de sangue foi transferido
por capilaridade para um tubo capilar ndo graduado (Perfecta), com 75 mm de
comprimento e 1,2 mm de didmetro interno, deixando vazios 15 mm. Em seguida,
selou-se a extremidade distante da coluna de sangue pelo calor e as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 5000 rpm em microcentrifuga (microhematdcrito-
DMH2, Benfer do Brasil). A leitura foi realizada depositando o capilar sobre tabela
(CELM) contendo escala apropriada, excluindo-se da leitura os valores da camada

de leucdcitos e plaquetas. O VG foi expresso em percentagem.
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4.4.5.3.3 Contagem de reticuldcitos

Em tubo de ensaio 10 x 50 mm contendo 40 pL de sangue
homogeneizado, adicionou-se 20 yL de Azul de Cresil Brilhante a 1% em solugao
citrato salinico, o qual foi mantido em banho Maria a 37 °C por 20 minutos. Em
seguida, preparou-se distensdes de sangue em laminas e deixadas para secar a
temperatura ambiente.

A contagem de reticuldcitos foi feita através da contagem de 5
campos de cada lamina com aproximadamente 200 hemacias. O numero de

reticuldcitos encontrados foi dividido por 10 e o resultado expresso em percentagem.

4.4.5.3.4 Contagem total de leucocitos

A contagem total de leucécitos foi realizada manualmente, aonde as
amostras de sangue previamente homogeneizadas foram diluidas na proporcao de
1:20 (v/v) em liquido de TurK (20 mL de acido acético glacial, 1 mL de azul de Cresil
Brilhante em 1000 mL de agua destilada q.s.p.), o qual provoca lise das células
anucleadas (hemacias). As solugbes foram agitadas vagarosamente, deixadas em
repouso por 5 minutos e, apds nova homogeneizagao realizou-se a contagem dos
leucocitos em hemocitbmetro de Neubauer utilizando 4 quadrantes laterais da
camara e objetiva de 40x, e os resultados expressos em mm®, como mostrado a

sequir:

N° de leucécitos encontrados x 1mm® X 20 (diluicéo)
0,4mm°
N°de leucécitos encontrados x 1mm*® = 29
40

N° de leucécitos encontrados x 50 = 1mm?®
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4.4.5.3.5 Contagem diferencial de leucécitos

A contagem diferencial leucocitaria é uma técnica utilizada
juntamente com outras para se avaliar a imunocompeténcia do individuo de acordo
com a proporg¢ao dos tipos celulares do sistema imunologico.

Amostras de sangue heparinizadas foram utilizadas para o preparo
de esfregago sanguineo com cabega, corpo e cauda, em Iaminas de vidro de 26 x 76
mm previamente limpas com alcool. Depois de feito o esfregacgo, as laminas foram
secas a temperatura ambiente, ao ar livre, por aproximadamente 2 horas e, entao,
coradas pelo método de May Grunwald-Giensa.

Para isso, adicionou-se 20 gotas do corante May Grunwald (Merck)
sobre o esfregago permitindo sua agao por 3 minutos para fixagao do material com a
ajuda do metanol presente na solugdo e, apos esse periodo, as laminas foram
cobertas com 20 gotas de H,O tamponada deixando-a agir por mais 3 minutos.
Desprezada essa solucédo, as laminas foram mergulhadas em corante Giensa diluido
em agua destilada na propor¢ao de 1:10 (v/v) por 10 minutos para coloragao dos
leucécitos. Apds esse periodo, as laminas foram lavadas, secas ao ar livre e 0s
esfregacos observados ao microscopio Optico em objetiva de imersdo. Fez-se
contagem classificatoria para linfoécitos, mondcitos, eosinofilos e segmentados,
calculando-se a proporcao de cada tipo em 100 células contadas, determinando o

valor relativo e o valor absoluto (em mm?®) dos leucdcitos encontrados.

4.4.6 Analise Estatistica do Experimento

Todo experimento foi realizado de acordo com os conceitos da
estatistica, sendo inteiramente casualizado para avaliacdo dos parametros
imunoldgicos, e as analises laboratoriais foram feitas com repeticbes em ftriplicata.
Foram realizadas analise de variancia e teste de Tukey para se avaliar isoladamente
as médias de cada tratamento na quantificacdo do titulo de anticorpos totais, 1gG e
IgM produzidos no mesmo dia (7 e 35 dias) e peso dos érgao linféides, além da

quantificacdo do teor de 6xido nitrico produzido por macrofagos peritoneais in vitro e
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in vivo nos diferentes tratamentos. O titulo de Imunoglobulinas entre os diferentes
dias, a quantificagdo de 6xido nitrico produzido no plasma e in vitro entre os grupos
estimulados ou n&o por LPS e as analises hematologicas foram submetidos ao teste
T de Student, todos avaliados no programa Statistica 7.

Para a atividade cicatrizante o delineamento foi inteiramente ao
acaso, com 2 tratamentos e 4 dias de avaliagdo, em um esquema fatorial 2 x 4. Os
dados foram analisados com o uso do programa SAEG (Sistema de Analises
Estatisticas e Genéticas) desenvolvido pela Universidade Federal de Vigosa (2000),
utilizando analise de variancia, teste de Tukey a 5% e andlise de regressédo do
tamanho das feridas em fungdo dos dias de avaliacdo. O tamanho das feridas
iniciais (dia 1) nos testiculos esquerdo e direito foram considerados como covariavel

para as analises de reducao das feridas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DO PROCESSO DE EXTRACAO DA MP

O rendimento do processo de extracao da MP de parede celular de
leveduras de cervejaria, desde a matéria prima até o produto final, esta ilustrado na
Figura 2. O creme de levedura utilizado partiu de um volume de 3,1L contendo
322,35g de massa seca total e, em seguida, foi tamisado para a eliminagdo de
alguns compostos que permaneceram apds o processo de fabricacdo da cerveja,
perdendo 8,83g de massa total apds esse procedimento. A partir do creme de
levedura tamisado, ou seja, de 313,52g de massa seca total, fez-se a autdlise das
células, obtendo 273,12g de levedura autolisada seca, e o rendimento desse
processo foi de 87,11% (p/p). De acordo com Liu et al. (2008), apos a autolise das
células de levedura a temperatura de 55 °C e 24 horas, 11% de manoproteinas
foram liberadas no extrato, enquanto o restante foram removidos durante o processo
de extragdo com agua quente.

O autolisado assim obtido apresentou 155,059 de extrato
(sobrenadante) e 146,31g de parede celular (biomassa), com rendimentos de 56% e
53% (p/p), respectivamente, todos em base seca. Esses resultados corroboram com
Sgarbieri et al. (1999) que, apds processo de autdlise a partir de levedura originaria
de cervejaria, obtiveram rendimento similar para o extrato, em torno de 55 — 60%, e
inferior para parede celular, o qual girou em torno de 40 — 45%. Entretanto, Costa
(2008) obteve rendimento do processo de autdlise em torno de 52% para a parede
celular, a partir do creme de levedura com e sem a reducéo do teor de etanol. Apds
o processo de extracdo da MP, o sobrenadante obtido apresentou 13,599 de solidos
soluveis secos, 0 que representou rendimento de 9,29% (p/p) a partir da parede
celular autolisada. Em seguida, o precipitado obtido apds adigdo do etanol
apresentou 5,67g de massa seca e foi designado de MP.

O rendimento do processo de extracdo da MP foi de 3,87% (p/p) em
relagdo ao peso total da parede celular, superior ao rendimento encontrado por
Costa (2008) que obteve 2,39% de manoproteinas a partir da parede celular obtida

apos o processo de autolise. Em contrapartida, Freimund et al. (2003) obtiveram
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rendimento de 14% de MP a partir da parede celular da levedura Saccharomyces
cerevisiae obtida comercialmente em forma de po, processada por meio de métodos
nao degradativos de obtencdo de biomoléculas através de extragcdo com agua a 125
°C durante 5 horas. Ja em relacdo a massa inicial do creme de levedura bruto, o

rendimento do processo de extragdo da MP foi de 1,76% (p/p).



CREME DE LEVEDURA

Tamisado em malhas de 0,59 e 0,18

. Massa total = 322,359
L]
l mm para eliminagéo de contaminagao

CREME DE LEVEDURA

TAMISADO
. Massa final = 313,52g
e  Autdlise celular (50 °C durante 24
horas)
LEVEDURA AUTOLISADA

. Massa final = 273,12g
e  Centrifugacéo (3500 x g, 5 minutos, ‘

10 °C)
BIOMASSA SOBRENADANTE
(parede celular) (descartado)
e  Massa final = 146,31g e  Massa final = 155,059

. Extragdo MP (95 °C, 9
horas, 100 rpm)

PRECIPITADO SOBRENADANTE
(descartado)

. Adicao de 3 volumes de etanol
. Centrifugagéo (3500 x g, 5 minutos,

. Massa final = 13,59g
l 10 °C)

PRECIPITADO
(manoproteina)

. Massa final = 5,67g

Figura2 - Rendimento do processo de extracdo a partir do creme de levedura
como matéria-prima até a obtencdo de manoproteina como produto
final, em base seca.

50
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Cabe mencionar que no final do processo de produgao da cerveja,
sdo gerados grandes volumes de células excedentes (creme de levedura), os quais
sdo descartados como subproduto (COSTA, 2008). Em algumas ocasides esses
microrganismos sao processados e usados para a obtencdo de diversos produtos
empregados nos mais diversos segmentos industriais, a fim de diminuir os impactos
ambientais (VILELA et al., 2000a; FUKUDA et al., 2009). Atualmente, o valor dessas
células de levedura descartadas por uma cervejaria como creme de levedura esta
em torno de R$30,00 a tonelada e, se considerarmos que o creme de levedura bruto
contém 18% de sdlidos e o rendimento da MP obtida apds o processamento dessas
células foi de 1,76% em relagdo a massa inicial do creme de levedura seco (Figura
2), entdo seriam necessarios R$9,47 para produzir 1Kg de MP.

De acordo com Costa (2008), faz-se necessaria uma busca para
aplicagbes dos microorganismos apos sua utilizagdo no processo primario de
produgao de cerveja ja que, além de diminuir os impactos ambientais que podem ser
causados, fracbes de parede celular, como a MP e a beta-glucana, sdo moléculas
de alto valor agregado (YAMADA; SGARBIERI, 2005), sendo a ultima vendida no
mercado por valores entre R$4,00 e R$14,00 o grama da molécula, o que
proporciona altos lucros para o investidor, além do processo de extragado ser simples

e adequado para produg¢ao em grande escala (BARRIGA et al., 1999).

5.2 CARACTERIZACAO DA MP EXTRAIDA DA PAREDE CELULAR DE SACCHAROMYCES
UVARUM

A Tabela 1 mostra os resultados da composi¢cdo centesimal da MP

extraida da parede celular de S. uvarum com valores em base seca.
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Tabela1 - Composicado centesimal aproximada da
manoproteina (MP) em base seca’

Componentes Concentragoes (%)
Lipideos 0,33
Cinzas 2,58
Proteina (N x 6,25) 18,98
Carboidratos totais 78,11
Proteinas soluveis* 14,74

* Resultados baseados no método de Lowry
' Analises realizadas em triplicata

Com base nos dados da tabela anterior pode-se observar que o
principal constituinte da MP sao os carboidratos, perfazendo 78,11% da composicao
total, o que permite afirmar que a molécula extraida corresponde a classe de
manoproteinas com fungao estrutural na parede celular, as quais formam a camada
externa da parede celular das leveduras, além de ser estar envolvida na retencao de
agua e protecao ao ressecamento (BARRIGA et al., 1999; KLIS et al., 2002). Esse
resultado esta de acordo com Freimund et al. (2003) que reportaram um teor de
carboidratos de aproximadamente 81 a 83% para manoproteinas extraidas da
parede celular de S. cerevisiae, e Lukondeh et al. (2003), que obtiveram valores em
torno de 90 % para MP obtida da levedura Kluyveromyces marxianus, indicando que
diferentes valores podem ser encontrados a partir de manoproteinas obtidas de
diversas fontes e diferentes processos de extracao.

O segundo maior constituinte encontrado na MP s&o as proteinas,
com teor de 18,98%, sendo a maior parte composta por proteinas soluveis (14,74%).
Esses resultados corroboram com os valores encontrados por Freimund et al.
(2003), que obtiveram moléculas com aproximadamente 14 e 15% de proteinas
soluveis. O teor de lipideos e cinzas na composi¢cdo da MP provavelmente deve-se a
presenca de residuos da parede celular que nao foram eliminados durante o
processo de extracdo da MP e recuperagdo com etanol absoluto (item 4.1.3.).
Geralmente a parede celular apresenta teores de aproximadamente 4,5% de
lipideos e 4,4% de cinzas em sua composigao original (SGARBIERI et al., 1999).

Os tipos de acucares presentes na fracdo de carboidratos da

molécula de MP foram identificados utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
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e os resultados indicaram a presencga de 86,12% de manose, 13,42% de glicose e
0,46% de xilose (Figura 3).

5.00E-01
manose

4.02E-01

3.04E-01

2.06E-01 glicose

1.08E-01

xilose
1.00E-02 | , , |
0.000 8.330 16.660 24.990 33.320 41,650
Minutos

Figura 3 — Caracterizagao e quantificacdo dos acucares presentes na molécula de

manoproteina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (coluna
CarboPac PA1 — Dionex; eluente de NaOH 1,4 mmol/L; fluxo de 1,0
mL/min; T, 28 °C)

Manoproteinas isoladas de leveduras sdo compostas principalmente
por polimeros de manose, embora ainda possam ser encontrados sacarideos
menores como a glicose, galactose e xilose, os quais podem apresentar um
importante papel em sua atividade bioldgica (Krizkova et al., 2001). Freimund et al.
(2003) purificaram e caracterizaram polissacarideos de parede celular de S.
cerevisiae, e obtiveram manoproteinas constituidas por uma grande fragdo de
carboidratos, sendo estes compostos principalmente por manose (94%) além de
uma pequena quantidade de glicose (6%). Esses resultados também foram
encontrados em moléculas extraidas da parede celular de Candida albicans, aonde
um total de 92,7% dos agucares era composto de manose e 7,3% de glicose
(GOMEZ et al., 1996).
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Realizou-se também a estimativa do peso molecular da fragcao
protéica da molécula de MP, o qual é de fundamental importancia para conhecer
suas propriedades especificas de interesse biotecnolégico. O resultado € mostrado

na figura a seguir:

Legenda:
50kDa
1 - Padréo de peso molecular
(Invitrogen®) — 10-220 kDa
2 - Manoproteina (50ug/mL)
20kDa

Figura4 — Perfil eletroforético da manoproteina em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) corado com Comassie Brilliant Blue

O perfil eletroforético de SDS-PAGE da MP revelou uma proteina
com peso molecular de aproximadamente 52 kDa, como pode ser visualizado na
Figura 4. Segundo Cameron (1992), proteinas de alto peso molecular (> 200 kDa)
possuem propriedades de estabilizar emulsdes pois produzem solugdes viscosas e
duraveis, enquanto aquelas de baixo peso molecular fornecem sistemas de
superficie ativa, mantendo a tensao superficial de emulsdes. O peso intermediario
observado para a fragdo protéica sugere que a MP apresenta caracteristicas de
bioemulsificante, com capacidade tanto de reduzir a tensdo superficial como de
formar emulsdes com boa estabilidade (COSTA, 2008).

Manoproteinas abrangendo diferentes faixas de pesos moleculares

estdo provavelmente associadas a diferentes composicdes quimicas sendo, desta
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forma, sua utilizagdo possivel nos mais diversos segmentos industriais. Essas
moléculas com peso intermediario (entre 50 — 100 kDa), além de ser consideradas
como efetivos bioemulsificantes (LUKONDEH et al., 2003), podem ter influéncia
sobre o organismo, agindo como um produto de potencial imunoestimulante e
protegendo o hospedeiro contra possiveis infecgdes (GOMEZ et al., 2000), além de
enriquecer as propriedades organolépticas de vinhos devido a interacdo de suas
moléculas com os compostos aromaticos presentes (GONCALVES et al., 2002).

A analise quantitativa utilizando cromatografia liquida da alta
eficiéncia permitiu verificar a existéncia de aminoacidos essenciais na fragao
protéica da molécula de MP, além de confirmar a quantidade exata a que eles estao

presentes, sendo o resultado mostrado na tabela a seguir:

Tabela 2 - Composicdo de aminoacidos essenciais e nao
essenciais da manoproteina extraida da parede
celular da levedura de cervejaria Saccharomyces
uvarum

Aminoacido essenciais

rs 1 - 2
(9/100g prod.) Manoproteina’ Padrao FAO/WHO

Treonina 1,77 3.4
Metionina + cisteina 0,65 2,5
Valina 0,99 3,5
Leucina 0,97 6,6
Isoleucina 0,69 2,8
Fenilalanina + tirosina 1,37 6,3
Lisina 1,60 5,8
Histidina 0,43 1,9

Aminoacidos ndo essenciais

o1
(9/100g prod.) Manoproteina

Acido aspartico 2,09 -
Acido glutamico 2,53 -
Serina 2,12 -
Glicina 1,03 -
Arginina 1,47 -
Alanina 1,37 -
Prolina 0,94 -

' Analises realizadas em triplicata
2 FAO/WHO (1989): padrao tedrico de aminoacidos essenciais para criangas
de 2 a 5 anos de idade

Entre os aminoacidos presentes na molécula de MP, o acido
glutdmico, aspartico e serina foram o0s que ganharam maior atengado por se

apresentarem em concentragdes mais elevadas, além da treonina e lisina, que se
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destacam por serem classificados entre os aminoacidos essenciais ao nosso
organismo. A presenca de serina e treonina era esperada devido a ligacao O-
glicosidica da molécula de manoproteina, aonde as hidroxilas de suas cadeias
laterais ligam a frag&o protéica a cadeia curta de manana (KLIS et al., 2002).

A presenga de acido glutdmico é importante porque o glutamato é
um dos principais componentes responsaveis pelo paladar atribuido a carne e, por
isso, € muito utilizado como aditivo alimentar para realgar o sabor de alimentos. Ja a
presenca de lisina € importante porque tornam os produtos de levedura ideais para
misturas com cereais, no sentido de complementar esses aminoacidos essenciais
qgue sao, normalmente, deficientes em graos de cereais (SGARBIERI et al., 1999).

Corroborando com os dados encontrados por Sgarbieri et al. (1999),
os resultados do perfil aminoacidico também evidenciaram deficiéncia em
aminoacidos sulfurados metionina mais cisteina. A composicdo de aminoacidos
essenciais na molécula de MP nao satisfaz as exigéncias do padréo tedrico da
FAO/WHO para criancas de 2 a 5 anos de idade, embora os valores reportados na
literatura para células integras, autolizado total, extrato de levedura e parede celular
de leveduras originarias de cervejaria tenham superado esses valores de referéncia
(SGARBIERI et al., 1999; VILELA et al., 2000a; YAMADA et al., 2003; YAMADA,;
SGARBIERI, 2005).

Quando comparados a valores encontrados em uma molécula de
MP com peso molecular de 65 kDa, extraida da parede celular da levedura C.
albicans, o escore de aminoacidos essenciais da MP obtida de levedura de
cervejaria mostrou-se superior, perdendo apenas para os residuos de valina e
isoleucina cujos valores representam 46% e 69,2%, respectivamente, daqueles
encontrados por C. albicans. Ja para os aminoacidos ndo essenciais, 0s niveis de
acido aspartico, glutdmico e prolina mostraram-se mais elevados do que aqueles

encontrados para a fragéo protéica da MP de C. albicans (GOMEZ et al., 1996).

5.3 PROPRIEDADES EMULSIFICANTES DA MP

A estabilidade de solucdes utilizando a MP como bioemulsificante foi

testada sobre uma série de condigcbes quimicas e fisicas que podem ser
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encontradas em diversas aplicagdes, principalmente nas industrias alimenticias. Os
resultados do efeito da concentracdo de MP sobre a atividade emulsificante estao

apresentados na tabela a seguir:

Tabela 3 — Atividade emulsificante (AE) da ovalbumina e da
manoproteina em diferentes concentracées apos
24 horas a temperatura ambiente’

Concentragao AE (%) AE (%)
emulsificante (g.L '1) ovalbumina manoproteina

1 86,81 0
5 92,43 82,33
10 96,70 83,83
15 96,15 85,00
20 96,68 90,04
25 100,00 91,27
30 100,00 92,97
35 97,08 93,20
40 95,13 95,63
45 96,16 96,27
50 94,81 96,87
55 95,48 97,27

' Analises realizadas em duplicata

De acordo com a Tabela 3 pode-se verificar que a MP oferece boas
propriedades emulsificantes, pois apresentou elevados valores de atividade
emulsificante (AE) com a adicdo de baixas concentragdes da molécula, embora
nenhuma emulsao tenha sido formada quando foram utilizados niveis menores do
que 5g.L". Além disso, os resultados de AE da MP foram crescentes e estaveis
conforme o aumento da sua concentragdo na solugdo, atingindo o maior valor
quando adicionada em seu maior nivel (55g.L™"), indicando que um maximo de
97,27% da fase de 6leo da solugéo pode ser emulsificada com essa concentragao do
bioemulsificante. Chaud e Sgarbieri (2006) afirmaram que o aumento da
concentragdo do bioemulsificante facilita a adsor¢cdo de um maior numero de
proteinas ao redor dos glébulos de gordura, reduzindo a tensado interfacial,
resultando em um aumento da capacidade emulsificante.

Lukondeh et al. (2003) testaram o efeito da concentracdo de um
bioemulsificante natural, uma MP extraida da parede celular da levedura K.

marxianus, e obtiveram emulsdes estaveis por 90 dias a partir de uma concentracao
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de 4g.L”", embora com valores de estabilidade que chegaram ao maximo de 76%.
Quando extraida da parede celular de S. cerevisiae, verificou-se um indice de
emulsificacdo maximo de 79% & 8g.L”, diminuindo esse valor com o aumento da
concentragdo do bioemulsificante (TORABIZADEH et al., 1996). Por outro lado, a
MP obtida neste trabalho a partir da parede celular da levedura de cervejaria S.
uvarum mostrou 82,33% de atividade emulsificante com nivel de inclusdo de apenas
59.L"', e queda de apenas 15% no valor de estabilidade (de 97,27% para 82,82%)
apo6s 30 dias a 4 °C na concentragao mais elevada.

Quando comparada ao emulsificante comercial, ovalbumina (OV), a
MP apresentou AE inferior do nivel mais baixo (1g.L ') até a concentracéo de 35g.L°
' invertendo esse resultado nos niveis entre 40 e 55g.L™", aonde apresentou melhor
poder emulsificante, como pode ser visualizado na Tabela 3. Em contrapartida, a OV
chegou ao maximo grau de emulsificagdo nos niveis de 25 e 30g.L™", seguido de
uma leve queda apos esses valores até a ultima concentragao estudada.

Contudo, pode-se observar que um baixo nivel de MP ja é o
suficiente para formar emulsées estaveis de alta atividade emulsificante, uma vez
que, para aplicagdes industriais, a concentracdo € de fundamental importancia
devido aos altos custos que podem estar associados com o uso de grandes
quantidades. Esses dados corroboram com Chaud e Sgarbieri (2006), os quais
afirmam que glicoproteinas extraidas da parede celular de leveduras de fermentagéo
alcodlica possuem boa capacidade emulsificante e alto valor de estabilidade de
emulsdes (>70%) para as amostras em baixa concentragéo.

Também foram avaliadas a adicdo de NaCl e a mudanca de pH
sobre a estabilidade da emulsdo de solugdes contendo MP e OV, e os resultados

estdo apresentados na tabela abaixo:
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Tabela 4 — Efeito do NaCl e diferentes pHs sobre a estabilidade da emulsao (EE)
contendo ovalbumina (OV) e manoproteina (MP), e a diferenga entre
os seus resultados (OV — MP), durante armazenamento de 30 dias a

4°C
EE (%) EE (%) oV - NP
ovalbumina' manoproteina’
Concentragao NaCl
(g-L7)

0 96,51 82,82 13,69
5 98,66 83,31 15,35
10 97,96 87,49 10,47
15 100,00 85,99 14,01
20 96,09 86,28 9,81
25 99,57 85,56 14,01
30 100,00 83,97 16,03
35 100,00 86,20 13,80
40 99,34 84,05 15,28
45 96,35 86,53 9,82
50 95,96 84,34 11,61
pH

2 99,06 80,76 18,30
3 95,39 85,48 9,91
4 96,01 82,34 13,68
5 98,57 83,79 14,79
6 100,00 87,48 12,53
7 97,77 89,05 8,72
8 92,27 87,40 4,88
9 96,76 87,90 8,85
10 97,95 78,12 19,83
11 100,00 79,44 20,56

" Andlises realizadas em duplicata

A adicdo de NaCl em diferentes concentracbes em solucdes
contendo 55g.L"' de emulsificante, ou seja, a concentracdo que obteve melhores
resultados de AE, nao influenciou nos resultados de estabilidade da emulsao para
OV e MP, mantendo-as com valores elevados, embora esta ultima tenha
apresentado valores inferiores de EE em relacdo ao emulsificante comercial.

A diferencga entre os resultados de EE da ovalbumina e da MP em
solugcdes adicionadas de NaCl, conforme apresentado na Figura 5, indicou que o
menor valor entre elas esta representado pelas concentragcdes de 20 e 459.L'1,
sugerindo ser os niveis aonde as emulsdes obtidas pela molécula de MP foram mais
eficientes, pois atingiram uma menor diferenga em relagdo aquela obtida pelo
emulsificante comercial de grande poder emulsificante. Ja a concentracdo de 30g.L™

€ representada pelo pior nivel utilizado para formar uma emulsao estavel através do
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bioemulsificante natural, ja que é a resposta mais distante daquela observada para a
ov.

De acordo com a Tabela 4 pode-se observar que os valores de EE
encontrados para a MP permaneceram estaveis, variando entre 82,82 e 84,34% em
solugdes adicionadas de 0 a 50 g.L”' de NaCl. Esses resultados n3o foram
corroborados por Lukondeh et al. (2003), os quais indicaram que a altura das fases
de emulsao formadas em solugdes contendo de 2 a 50 g.L”' de NaCl diminuiram de
75 a 70% conforme aumentou a concentracdo do sal na emulsao. Por outro lado,
Torabizadeh et al. (1996), também obtiveram queda de 80 a 71% na fase de
emulsdo com o acréscimo de sal, o qual pode alterar as interagdes eletrostaticas

seguido de coalescéncia dos globulos de gordura.
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Figura 5 — Diferenga (OV-MP) entre os valores de estabilidade de
emulsdbes de manoproteina (MP) e ovalbumina (OV)
armazenadas durante 30 dias a 4 °C com a adigdo de
diferentes niveis de NaCl

As solugdes contendo OV e MP na concentragéo de 55g.L™' também
sofreram alteragcdes de pH, para valores entre de 2 a 11, as quais, em seguida,
foram adicionadas de 6leo de soja e agitadas até a formacao de emulsdes estaveis.
Os resultados da Tabela 4 indicam que as emulsdes contendo OV nao sofreram
alteragdes excessivas, formando emulsées com 100% de estabilidade, ou seja, sem

a liberagdo de agua, nas solugbes com valores de pH de 6 e 11. J& as solugdes
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contendo MP como emulsificante também formaram emulsdes estaveis, com valores
de EE proximos daqueles apresentados para a OV, apontando 80,76% de
estabilidade no pH mais acido, com leve aumento desse valor até o pH 7 aonde teve
o nivel maximo de estabilidade (89,05%), diminuindo, em seguida, até o pH 11
quando obteve fase de emulsdo de apenas 79,44%, consistindo em um dos
menores valores de estabilidade encontrados.

A diferenga entre os resultados de EE da OV e MP (OV — MP) em
emulsdes com alteragdo no pH pode ser visualizado na Figura 6. A queda acentuada
observada quando as solugdes encontravam-se em meio alcalino (pH 8), indica ser
este o ponto aonde a MP exibe o seu melhor poder emulsificante, pois os resultados
de estabilidade mostraram-se mais proximos daqueles encontrados para o
emulsificante comercial usado como padrdo de alta emulsificagdo. Em um pH
extremamente alcalino (pH 11), a molécula de MP torna-se menos eficaz para
estabilizar emulsbes, embora ainda proporcione boas propriedades emulsificantes.

Emulsbes produzidas a partir de bioemulsificante extraido da parede
celular de diferentes leveduras e através de processos de extragdo distintos nao
produziram emulsdes estaveis em pHs acidos, obtendo niveis de apenas 72 a 82%
de estabilidade entre o pH 4 e 11 (TORABIZADEH et al., 1996; LUKONDEH et al.,
2003).
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Figura 6 — Diferenca (OV-MP) entre os valores de estabilidade de
emulsbées de manoproteina (MP) e ovalbumina (OV)
armazenadas durante 30 dias a 4 °C em diferentes pHs
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Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que, quando
submetido a diferentes condicbes de pH e concentracbes de NaCl, o
bioemulsificante extraido da parede celular da levedura de cervejaria S. uvarum
forma emulsdes estaveis em solugdes contendo agua e 6leo sobre uma ampla gama
de condicbes fisicas e quimicas, podendo ter aplicagdes comerciais na produgao de
alimentos como maioneses, bolos, sorvetes, além de produtos carneos como
salsichas, entre outros, além na industria de cosméticos, desempenhando
importante papel na formacdo de consisténcia e textura (BARRIGA et al., 1999;
LUKONDEH et al., 2003).

Desta forma, manoproteinas estruturais extraidas da parede celular
de leveduras podem ser utilizadas como efetivos bioemulsificantes, pois exibem em
sua estrutura uma grande fracdo de manose (aproximadamente 90%) e uma menor
quantidade de proteinas (4 a 6%), ambos compostos considerados necessarios para
sua acao como emulsificante (FREIMUND et al., 2003). Assim, a presengca de
polimeros hidrofilicos de manose aumentam a viscosidade da fase continua
retardando o movimento dos glébulos de gordura e, consequentemente, melhorando
a estabilidade da emulsdo. Além disso, sdo covalentemente ligados a cadeia de
proteina, mantendo-as na interface, fornecendo a molécula de MP uma estrutura
anfipatica comum em agentes tensoativos, melhorando sua eficacia como um efetivo
emulsificante (BARRIGA et al., 1999; LUKONDEH et al., 2003).

Segundo Costa (2008), proteinas de baixo peso molecular atuam na
tensao superficial enquanto aquelas de alto peso molecular estabilizam emulsdes. O
peso intermediario observado para a fragdo protéica da MP (Figura 4) sugere que
essa molécula apresenta caracteristicas de bioemulsificante, com capacidade tanto
de reduzir a tensao superficial, como biossurfactantes, quanto de formar emulsdes
com boa estabilidade e alta viscosidade (CAMERON, 1992; COSTA, 2008).

5.4 PARAMETROS IMUNOLOGICOS

Como ja foi mencionado anteriormente, as manoproteinas sao
moléculas complexas e multifuncionais encontradas na parede celular de leveduras,

compostas de polissacarideos e proteinas em sua estrutura. Devido a essas
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moléculas formarem a camada mais externa da parede celular de leveduras, células
fagociticas do hospedeiro reconhecem primeiramente esses carboidratos através de
receptores especificos, desencadeando a fagocitose e liberacdo de mediadores
inflamatorios (TADA et al.,, 2002; TORRECILLAS et al., 2007). Esses polimeros
podem ser reconhecidos tanto pelos receptores de manose (MR) encontrados na
superficie de macrofagos e células dendriticas, como através dos receptores CD14 e
TLR4 expressos em algumas células fagociticas (TADA et al., 2002; FERNANDEZ et
al., 2005). Além disso, as manoproteinas também sdo capazes de ativar a cascata
do sistema complemento através do estimulo a lectina ligadora de manose (MB-
lectina), proteina presente no soro responsavel pela ligacdo aos patégenos e
eliminacgao da infecgao (TADA et al., 2002; TORRECILLAS et al., 2007).

A parte protéica da MP é reconhecida por células T que sao
importantes moduladoras da resposta imune do hospedeiro e podem levar a
ativacao tanto da resposta imune humoral quanto da celular (MENCACCI et al.,
1994; PITZURRA et al., 2003; LIBJAKOVA et al., 2007). A ag&o imunomoduladora
da MP provavelmente requer a presenca de receptores de manose nas células
apresentadoras de antigenos do sistema imune (HUFFNAGLE; DEEPE, 2003).

5.4.1 Atividade Cicatrizante da Manoproteina

Devido a atividade imunomoduladora da MP, foi investigada a sua
atividade cicatrizante pelo acompanhamento da cicatrizacédo de feridas cirurgicas
nos testiculos direito e esquerdo de suinos devido a castracdo. Os resultados

obtidos estao expressos na tabela a sequir:
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Tabela 5 - Meédia do tamanho das feridas nos testiculos direito (Td) e
esquerdo (Te) obtidas nos diferentes dias de avaliagédo de acordo

com os tratamentos

x

Tratamentos N° dados’ Te (mm) Td (mm)
Manoproteina (2%) 96 11,61 11,03
Controle 88 11,64 10,50
Efeito - NS’ NS®
Média Geral® 184 11,63 10,76
Coeﬂment&)d)e variagao 13,47 13,77

"Quantidade de valores medidos para cada testiculo durante o experimento

% Nao significativo ao nivel de 5%
¥ Média dos diferentes tratamentos para Te e Td

De acordo com os resultados pode-se verificar que ndo houve

diferengas significativas entre os tratamentos sobre o tamanho das feridas nos

testiculos direito e esquerdo, o que demonstra uma ag¢ao cicatrizante da MP em

niveis idénticos aos obtidos pelo produto comercial utilizado rotineiramente na

castragao dos suinos.

Embora ndo tenha sido observada interagao significativa entre os

tratamentos e os dias de avaliagao, nas Figuras 7 e 8 € apresentado a evolugéo do

tamanho das feridas em fungao dos dias de avaliacdo para cada tratamento.

Y = 13,0389 + 0,660545X - 0,192216X* ; R* = 1,00 (comercial)
14
Y = 11,9069 + 1,17756X - 0,238568X> ; R* = 1,00 (MP)
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Figura7 — Reducdo do tamanho da ferida do testiculo esquerdo de suinos nos

diferentes dias de avaliagao (1, 3, 5 e 7) para os tratamentos controle
e manoproteina (MP)
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Na Figura 7 observa-se que houve redugao visivel das feridas do
testiculo esquerdo nos dois tratamentos durante os sete dias de avaliagdo, embora
0s animais tratados com MP tenham apresentado ligeiro aumento no tamanho dos
cortes entre os dias 1 e 3, embora ndo significativo. Esse aumento pode estar
relacionado com a fase de inflamacao da cicatrizacido que se inicia no momento da
incisdo durando cerca de 72 horas, podendo ter a formagdao de edemas, calor,
vermelhiddo e dor no local da ferida. Este processo deve-se a um aumento na
permeabilidade vascular com passagem de elementos sanguineos, como plasma e
eritrocitos, e células do sistema imunologico para o local da ferida, além de

mediadores celulares responsaveis pelos fendbmenos inflamatorios.

Y = 11,1634 + 0,828159X - 0,189233X° ; R? = 0,97 (comercial)
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Figura8 — Reducdo do tamanho da ferida do testiculo direito de suinos nos

diferentes dias de avaliacdo (1, 3, 5 e 7) para os tratamentos controle
e manoproteina (MP)

Na Figura 8 observa-se que houve também uma redugao visivel das
feridas do testiculo direito nos dois tratamentos durante os sete dias de avaliagao,
com ligeiro aumento no tamanho dos cortes para os dois tratamentos entre os dias 1
e 3, o que pode ser explicado pelo inicio da inflamacao.

Sabe-se que polissacarideos sdo biomoléculas naturais capazes de

realizar uma série de fungbes nos organismos vivos, principalmente devido aos
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diversos arranjos moleculares que podem ser encontrados, como a diferente
composicdo de monossacarideos e cargas, além do grau de ramificacdo. Desta
forma, as moléculas de polissacarideos possuem habilidade de se associar com
outras macromoléculas, incluindo aquelas de superficie celular, o qual é o fator
dominante na determinacéo de sua atividade biolégica e da melhora na cicatrizagéo
observada no tratamento de feridas (LLOYD et al., 1998).

O processo de cicatrizagdo ocorre em algumas etapas, iniciando
imediatamente apds o surgimento da ferida com a formagao de coagulo, fornecendo
uma matriz proviséria, além de uma complexa liberacdo de produtos e mediadores
quimicos. Em seguida, na fase de inflamagao, células inflamatérias como leucdcitos
polimorfonucleares, macrofagos e linfécitos sdo recrutadas, as quais agem na
destruicdo de microrganismos. A fase de proliferagcdo caracteriza-se pelo
fechamento da lesao, ou reepitalizagdo, com migragcdo de queratinécitos, formagéao
de novos vasos sanguineos e do tecido de granulagdo, o qual depende do
fibroblasto, célula critica na formagdo da matriz, pois produz colageno, elastina,
fibronectina e outras substancias responsaveis pelo remodelamento fisiolégico. Por
fim, ha a contracdo da area da ferida e a remodelagdo, com aumento da forca de
tensao e reducao do tamanho da cicatriz e eritema (MANDELBAUM et al., 2003).

Estudos recentes indicam que a aplicagdo topica de fracbes da
parede celular de leveduras, como as [(-glucanas, pode induzir a uma rapida
reparacao de feridas experimentais, e este efeito pode ser atribuido a estimulacao
de células linfo-reticulares do sistema de defesa dos mamiferos, incluindo células
endoteliais, reticulares e macréfagos (LLOYD et al., 1998). De acordo com Brenda et
al. (1995), incisbes de pele tratadas com solugdo contendo 1% de glucanas
apresentaram maior deposi¢cdo de colageno apos 49 dias devido, principalmente, a
ativacdo de macréfagos, os quais liberam mediadores quimicos que atraem
fibroblastos para o local da ferida iniciando a secregéo de fibras de colageno.

Extrato alcodlico de leveduras de panificagdo (10%) foi aplicado
sobre perfuragdes na membrana timpanica em ratos, nos trés primeiros dias apoés as
lesbes, e os resultados de cicatrizacdo dessas feridas foram idénticos aqueles
apresentados pelo uso do fator de crescimento de fibroblasto utilizado como controle
positivo (GOLDMAN et al., 1997). Assim, alguns autores afirmam que esses
derivados de células de levedura contém fatores que podem promover o

crescimento de leveduras tdo bem como de células animais, acelerando a
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reepitelizacdo (GOLDMAN et al.,, 1997; TSAI et al.,, 2006). Desta forma, estes
extratos alcodlicos tém sido amplamente utilizados em cosméticos para tratamentos
de clareamento e anti-idades, além de serem empregados na assisténcia a saude
para reducao dos sintomas de queimaduras, feridas e no tratamento de hemorréidas
(TSAI et al., 2006).

5.4.2 Avaliagédo da Resposta Imune Humoral

Os resultados obtidos no experimento piloto ndo mostraram
diferencgas estatisticas entre os valores de imunoglobulinas produzidos pelos animais
tratados sete dias ap6s a inoculagao das amostras, como pode ser observado pela
Tabela 6. Os animais do grupo controle negativo, ndo inoculado com hemacia de
carneiro, nao foram encontrados anticorpos especificos em niveis detectaveis. Por
outro lado, os tratamentos de 100 e 1000 uyg de MP mostraram uma tendéncia em
estimular uma maior producgéo de IgG especificas na resposta imune primaria, sendo
essas quantidades utilizadas como base para os experimentos seguintes sobre

imunomodulagao.

Tabela 6 — Titulo de imunoglubulinas totais (IgTotais), IgM e IgG de camundongos que
receberam manoproteina (MP) em diferentes quantidades pela via
intraperitoneal no dia 7 de experimento

Tratamentos IgTotais igM IgG
Controle negativo' - - -
Controle positivo 3,33+0,8" 3,17 £1,0* 0,17 £ 0,4*
10pug MP 3,83+0,8" 3,50 +0,5* 0,33 +0,8*
100 ug MP 3,33+1,6* 2,00 +1,5* 1,33+ 1,8*
1000 ug MP 417 £1.7¢ 2,33+1,0* 1,83+2,1*

: Nao significativo ao nivel de 5%
niveis nao detectaveis de anticorpos

A seguir, para avaliar a agdo imunomoduladora e adjuvante da MP
sobre a resposta imune humoral de camundongos, os animais foram tratados antes
ou no momento da inoculagdo do antigeno, e os resultados obtidos podem ser

visualizados na tabela a seguir:
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Tabela 7 — Titulo de imunoglubulinas totais (IgTotal), IgM e IgG de camundongos
que receberam manoproteina em diferentes quantidades pela via
intraperitoneal nos dias 7 e 35 de experimento

7 dias 35 dias
Tratamentos
IgTotais IigM IgG IigT IigM IgG
A 367+15 233+12* 133+12* 7,33+08% 1,17+0,7* 6,17 +1,4°
B 433+0,5® 317+07* 117+11* 917+04° 1,83+04* 7,33+0,5%
c 550+0,8° 283+0,7* 267+05* 933+08° 167+05 7,67+08°
D 467+05® 250+05* 217+09* 883+04° 150+0,5* 7,33+0,5%
E 550+0,5° 350+1,3* 200+16* 967+05° 150+05* 817+04°

A = controle positivo; B = 1000pg manoproteina; C = 100ug manoproteina; D = 100ug manoproteina
inoculados 6 horas antes do desafio; E = 100ug manoproteina inoculados 24 horas antes do
desafio

* Néo significativo ao nivel de 5%

Médias na mesma coluna seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de 5%

De acordo com os resultados pode-se verificar que apenas o titulo
de anticorpos totais (IgTotais) diferiu significativamente (p < 0,05) entre os
tratamentos na resposta imune primaria, ou seja, apds sete dias do primeiro desafio
com hemacia de carneiro, aonde os animais do grupo C, inoculados com solugéo
contendo 100ug de MP ao mesmo tempo do antigeno, e do grupo E que receberam
essa mesma quantidade do polimero 24 horas antes do desafio com o antigeno,
foram os que apresentaram niveis mais elevados de imunoglobulinas em relagéo
aos demais tratamentos, diferindo significativamente do grupo controle positivo
(tratamento A). Como esperado, observa-se nesta fase uma maior produgdo de
anticorpos da classe IgM para todos os tratamentos quando comparados aqueles da
classe IgG.

Ja na resposta imune secundaria, ou seja, no dia 35 do experimento,
os titulos de IgTotais e IgG diferiram significativamente (p < 0,05) entre os
tratamentos. Todos os grupos tratados com MP apresentaram, nesta fase, resposta
similar na producao de IgTotais e mais elevada em relagdo aquela encontrada para
o controle positivo. Com relagao a producéo de IgG, novamente os animais tratados
dos grupos C e E apresentaram niveis mais elevados de anticorpos em relagéo aos
demais tratamentos, diferindo do grupo controle que apresentou a menor produgéo
de anticorpos. Como esperado, pode-se observar nesta fase uma maior produgao de
anticorpos da classe IgG para todos os tratamentos quando comparados aqueles da

classe IgM.
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Garner e Domer (1994) observaram que camundongos tratados com
MP pela via intravenosa 24 horas antes ou durante o desafio com células viaveis de
C. albicans desenvolvem imunossupressdo, como observado pela significante
reducdo nos niveis de hipersensibilidade tardia e linfoproliferagdo, porém sem
influenciar o desenvolvimento ou expressao da imunidade protetiva nesses animais.
Desta forma, € interessante observar que a supressao da resposta imune celular
esta normalmente associada a um aumento da resposta imune humoral no
hospedeiro, devido a auséncia da produgao de citocinas que irdo inibir a agcao de
linfécitos Th2 (PIETRELLA, et al., 2004).

Quando comparados os niveis de imunoglobulinas produzidos entre
os dias 7 e 35 de experimento, todos os tratamentos mostraram diferencas
significativas para IgTotais, IgM e IgG (Figura 9) com excegdo do grupo controle
positivo, o qual ndo apresentou niveis diferentes no titulo de IgM durante o periodo
experimental observado (p > 0,05). Entretanto, nos demais tratamentos houve uma
reducao significativa no titulo de IgM apds a segunda imunizagao, aos 35 dias de
experimento, e aumento no titulo de IgG e IgTotais para todos os tratamentos. Isto
se deve a IgM ser a principal responsavel pela defesa imunolégica na resposta
primaria, ou seja, quando o hospedeiro tem seu primeiro contato com um antigeno.
Posteriormente, este numero tende a reduzir e, apds novamente sensibilizado pelo
antigeno, o organismo inicia uma resposta mais especifica a qual é obtida em razéo
de uma memodria imunolégica. Nesta fase, ha um rapido aumento na produgao de
IgG especifica que é responsavel pela elevacdo do nivel de IgTotais, os quais
formam a principal classe de anticorpo sérico produzido na resposta secundaria e

esta relacionada com a maturagéo de anticorpos.
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Figura 9 — Diferenga no titulo de imunoglobulinas totais (IgTotais), IgM e
IgG de camundongos tratados com diferentes niveis de
manoproteina produzidos entre os dias 7 e 35 de experimento
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Esses resultados corroboram com aqueles encontrados por
PauloviCova et al. (2005), que utilizaram mananas de parede celular de S. cerevisiae
conjugada a albumina de soro humano para avaliar sua imunogenicidade em
camundongos através de trés aplicagbes subcutaneas de 100 pyL desse conjugado,
contendo 2,5 pug de sacarideos, em intervalos de duas semanas. Os resultados
obtidos mostraram que havia niveis detectaveis de IgM na fase pré-imune dos
animais, com ligeiro aumento apds a primeira e segunda aplica¢gdes do conjugado,
ainda que nao significante. Este nivel foi reduzido apds a terceira imunizagéo,
embora sempre com titulos mais elevados quando comparado ao controle positivo,
ou seja, soro hiperimune de animais injetados com 200 pL de veiculo contendo 10’
células/L de S. cerevisiae inativadas pelo calor. Ja para os niveis de IgG, foi
observado baixos niveis na fase pré-imune, com aumento significativo
principalmente apds a segunda e terceira aplicagbes de manana e em relagdo ao
controle positivo, indicando que esses sacarideos induzem respostas de células T
dependentes, com a ajuda da molécula de proteina, estendendo a memoria
imunoldgica através de células B especificas, com efetiva inativagdo e eliminagao
dos agentes infecciosos.

Resultados semelhantes também foram apresentados por Ferket et
al. (2002), aonde perus fémea alimentadas com dietas contendo
mananoligossacarideos mostraram niveis mais elevados de IgM em relacéo a IgG
na resposta imune primaria, 7 a 14 dias apos o primeiro desafio, com inversao
desses resultados uma semana apds a segunda injecdo do desafio. Além disso,
galinhas alimentadas com dietas suplementadas com 0,1% desses polissacarideos
apresentaram significante melhora na imunidade primaria e secundaria dos animais,
além de terem contribuido com a elevagao no titulo de anticorpos na resposta
secundaria quando adicionado a dieta juntamente com moléculas de proteina, ja que
estas sdo reconhecidas pelas células T do hospedeiro (HASSAN; RAGAB, 2007).
Desta forma, esses polissacarideos de parede celular de leveduras, assim como as
manoproteinas de S. uvarum, possuem acdo imunomoduladora sobre a resposta
imune humoral do hospedeiro, capazes de ativar tanto uma resposta imune primaria
como a secundaria, apdés um segundo desafio, com a producdo de anticorpos
especificos em virtude da memadria imunoldgica.

Muitos estudos tém relatado a presenca de anticorpos no soro de

animais alimentados com oligossacarideos de manose e sua resposta protetora na
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melhora da resisténcia a doengas. Isto se deve principalmente a habilidade dessas
moléculas em bloquear os sitios de ataque de bactérias enteropatogénicas a
mucosa intestinal através de sua ligagao a esses receptores (SANTIN et al., 2001;
NOLLET et al.,, 2007; TORRECILLAS et al., 2007). Além disso, por¢cdes desses
polissacarideos de parede celular podem provocar propriedades antigénicas na
mucosa intestinal ativando o sistema imune inato através de receptores especificos
a manose em células presentes no trato gastrointestinal (FERKET et al., 2002;
TORRECILLAS et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009).

Em frangos de corte alimentados com dieta suplementada de
oligossacarideos de parede celular de S. cerevisiae, a melhora na performance
desses animais pode estar atribuida ao desenvolvimento da resposta imune na
mucosa intestinal (SANTIN et al.,, 2001; FERKET et al., 2002). Desta forma, as
moléculas agem na destruicdo e eliminacdo de patégenos com manutengao da
microflora intestinal, permitindo uma melhor digestdo e absor¢do de nutrientes, o
que pode ser observado através do desenvolvimento na morfologia das vilosidades
do intestino (SANTIN et al., 2001; HASSAN; RAGAB, 2007). Esses oligossacarideos
também sao capazes de estimular a produgcao de IgA da mucosa intestinal, além de
aumentar o numero de linfécitos e leucdcitos em tecidos linféides associados
(OLIVEIRA et al., 2009).

A estimulagdo da resposta imune humoral especifica também foi
reportada por Oliveira et al. (2009), aonde frangos de corte que receberam dietas
contendo mananoligossacarideos (MOS) de parede celular de S. cerevisiae
apresentaram aumento no titulo de anticorpos contra o virus da doenga de
Newcastle e contra o virus da doenca bursal infecciosa. Esta imunoestimulacao
pode ser importante uma vez que os anticorpos produzidos pelas galinhas podem
passar para a progénie (SHASHIDHARA; DEVEGOWDA, 2003). A administragao
oral de MOS também foi eficaz no aumento do titulo de IgA na mucosa intestinal de
ratos apos 18 e 32 dias de tratamento, e do nivel de IgG circulatério especifico em
cachorros vacinados durante monitoramento de 9 semanas, embora sem diferencas
significativas com o grupo controle (O’'CARRA, 1998). Desta forma, observa-se que
manoproteinas e polissacarideos extraidos da parede celular de diferentes
leveduras possuem a habilidade de estimular a producdo de anticorpos tanto pela
administragdo oral ou através da aplicagao itraperitoneal, devido a ligagdo a

receptores presentes na superficie de células imunes do hospedeiro.
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O’Carra (1998) demonstrou também que leveduras obtidas a partir
de diferentes condicbes ambientais, como mudancas de temperatura e meio de
crescimento, podem sofrer alteragdes na estrutura da parede celular, alterando sua
habilidade em estimular a resposta imune com producéo de diferentes niveis de IgA
intestinais. Assim, a elevagao no titulo desses anticorpos foi observada a partir da
parede celular de leveduras obtidas em altas temperaturas, o que pode ter resultado
na producao de proteinas termoestaveis, como as manoproteinas.

Através da producdo de anticorpos observada pela aplicagcao
intraperitoneal de MP, pode-se esperar uma ativagdo e aumento no numero de
leucdcitos nos tecidos linféides o qual foi avaliado pelo peso do timo, bacgo e figado
dos animais apds o periodo experimental de 35 dias, e os resultados podem ser

observados na tabela a seguir.

Tabela 8 — Peso dos 6rgaos de camundongos tratados com diferentes niveis
de manoproteina pela via intraperitoneal ao final dos 35 dias de
experimento

Tratamentos Timo (g) Baco (g) Figado (g)
A 0,064 + 0,02~ 0,110+ 0,01* 1,923+ 0,22*
B 0,065 + 0,01* 0,149 + 0,04~ 2,187 £ 0,25*
Cc 0,058 + 0,10* 0,171 £ 0,21* 2,338 £ 0,21*
D 0,060 + 0,02* 0,118 + 0,05* 2,090 + 0,41*
E 0,080 + 0,02* 0,141 + 0,03* 2,128 +0,13*

A = controle positivo; B = 1000ug manoproteina; C = 100ug manoproteina; D = 100ug
manoproteina inoculados 6 horas antes do desafio; E = 100ug manoproteina
inoculados 24 horas antes do desafio

* N&o significativo ao nivel de 5% pelo teste de Tukey

De acordo com a Tabela 8, os resultados ndo mostraram diferencas
significativas no peso dos érgéos linféides entre os tratamentos ao final do periodo
experimental, embora pode-se observar uma tendéncia no aumento do peso do timo
para os animais tratados com 100ug de MP 24 horas antes do desafio (tratamento
E), e uma elevagdo nos valores do baco e figado para todos os grupos tratados,
embora o grupo C, inoculados com 100ug de MP no mesmo instante do desafio,
tenha apresentado os maiores valores em relacdo ao controle positivo. Esses
resultados n&o corroboram com os apresentados por Swamy et al. (2003), aonde em

suinos alimentados com dietas contendo uma glicomanana adsorvente e
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contaminados com micotoxinas, nenhuma alteracédo foi observada para o peso do
figado e baco desses animais. Desta forma, observa-se que dietas deficientes em
proteina podem reduzir o numero de linfocitos nos érgéos linféides dos animais
tratados, ja que a resposta imune protetiva requer um suprimento de nutrientes
(HASSAN; RAGAB, 2007).

De acordo com Morales-Lépez et al. (2009), frangos alimentados
com ragédo contendo MP na concentragdo de 95 mg/kg ndo mostraram aumento
significativo no peso do timo e do bago comparados aos demais tratamentos,
embora esses valores apresentaram-se mais elevados em relagdo ao grupo controle
e, quando adicionada juntamente com [-glucana, polimero extraido da parede
celular da levedura S. cerevisiae, o peso do timo foi significantemente maior do que
aqueles animais alimentados apenas com a dieta controle. Além disso, a inclusdo da
MP na dieta dos frangos na concentragdo de 190 mg/kg de alimento também nao
mostrou efeito positivo no peso relativo do figado dos animais. J& em perus
alimentados com esse polimero e desafiados com bactéria patogénica, os resultados
mostraram animais com aumento significativo do figado em relagdo aqueles do
tratamento controle, e pequeno inchago no bacgo, indicando que esses 0Orgaos
desempenham um importante papel na resposta imune inflamatéria, além de
estarem envolvidos na sintese de proteinas da fase aguda, ativagcado de linfocitos,
producao de anticorpos e amostragem de antigenos (FERKET et al., 2002).

Componentes da parede celular de leveduras, assim como as
moléculas de MP extraidas da parede celular de S. uvarum, podem estimular o
sistema imune do hospedeiro atuando como um antigeno microbiano n&o
patogénico ou como um adjuvante, e estudos com mamiferos tém mostrado sua
importancia sobre o desenvolvimento de 6rgéos e tecidos linféides (MORALES-
LOPEZ et al., 2008).

5.4.3 Quantificagao de NO

O oxido nitrico € um radical livre, gasoso, soluvel, produzido por
células endoteliais, macréfagos e neurbnios especificos a partir da L-arginina,

através de uma reacao mediada pela enzima NO-sintase e que atualmente constitui
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um dos mais importantes mediadores de processos intra e extracelulares
(SCHROEDER; KUO, 1995; QUEIROZ; BATISTA, 1999; DUSSE et al., 2003;
PERES; CURI, 2005). Desta forma, esta envolvido no relaxamento vascular e tem
um papel de grande importancia na protecdo do vaso sanguineo, além de atuar
como mensageiro/modulador em diversos processos bioldgicos essenciais e de
constituir um importante mediador citotoxico e citostatico de células imunes efetoras
ativadas, capaz de destruir patdégenos e células tumorais, aonde sua citotoxidade
resulta da acao direta ou da sua reagao com outros compostos liberados durante o
processo inflamatoério (DUSSE et al., 2003).

Apesar dos efeitos benéficos observados, o NO pode apresentar
efeito prejudicial ao organismo por ser potencialmente toxico, ja que sua agéo
consiste principalmente na reagdo com intermediarios reativos do oxigénio,
originando radicais altamente reativos (DUSSE et al., 2003). Sua determinagéao
laboratorial € complexa, aonde a caracterizagdo de ativadores e inibidores
especificos de sua sintese constitui o novo desafio para o entendimento e o
tratamento de varias doengas, ja que uma grande variedade de doengas pode estar
relacionada com um baixo ou alto nivel de NO no organismo (QUEIROZ; BATISTA,
1999; DUSSE et al., 2003).

Para a avaliagao in vitro da resposta imune celular observou-se a
capacidade da MP em estimular a producdo de NO, com ou sem a adicédo de LPS,
por macrofagos peritoneais de camundongos da linhagem BALB/c, e os resultados

estao apresentados na tabela a seguir:

Tabela 9 — Quantificacdo de oxido nitrico, in vitro, produzido por
macrofagos peritoneais de camundongos da linhagem
BALB/c estimulados por diferentes concentracbes de
manoproteina (MP) com ou sem a adi¢édo de LPS

Teor de 6xido nitrico (M)

MP (pg/mL)
MP MP + LPS

0 573503 2740 % 2.0°
6,125 16,62 + 0,0%° ,23,73+0,0%°
12,2 16,96 + 0.5% ,21.07 +0,0°

25 718 +0.2% ,19.62 + 2.0°

50 7.73+00% ,19.29 + 0.9°

100 19,96 + 1,6 ,19,290 +1,3°

Médias na mesma coluna seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5%

Médias na mesma linha seguidas de ndmeros iguais nao diferem entre si pelo
teste T de Student ao nivel de 5%
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De acordo com os resultados pode-se observar que a MP foi capaz
de estimular a producao de NO, a qual foi proporcionalmente mais acentuada com o
aumento da concentragdo da molécula, embora tenha diferido significantemente do
grupo controle, sem adigdo de MP (0 pg/mL), apenas quando inserida na maior
concentragéao de 100 ug/mL.

A adicdo de LPS ao meio causou um aumento significativo na
producdo de NO em todas as concentragbes estudadas, comparadas aos
macrofagos tratados apenas com MP, como pode ser observado na Figura 10. Isto
se deve ao LPS, componente estrutural integrante da membrana externa de
bactérias Gram-negativas, ser uma das mais potentes endotoxinas microbianas
iniciadoras de inflamacédo, capaz de ativar mondcitos e macrofagos levando-os a
producado de citocinas as quais servem como mediadores endoégenos da inflamagao
através de interacbes mediadas por receptores com diversas células alvo
(DOBROVOLSKAIA; VOGEL, 2002).

Contudo, juntamente com o LPS, a MP causou uma redugao
significativa na produgdo de NO em todas as concentragbes utilizadas quando
comparadas ao tratamento controle, com excecédo do grupo tratado com o menor
nivel da glicoproteina (6,125 pg/mL, p > 0,05), concluindo que altas concentracdes

de MP podem inibir a produg¢do de NO na presenca de outro ativador de

macrofagos.
30+
25
% 20 controle
‘8‘ m 6,125 pg/mL
O
E 15 12,2 uyg/mL
4 m 25 pg/mL
(]
E 10 50 pg/mL
‘O m 100 pg/mL
5,
0,
MP MP + LPS
Figura10—  Teor de O6xido nitrico produzido in vitro por macréfagos

peritoneais de camundongos tratados com diferentes niveis
de manoproteina (MP), com ou sem a adi¢do de LPS
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Esses resultados estdo de acordo com aqueles encontrados por
Noleto et al. (2004), que avaliaram o efeito de mananas isoladas de leveduras de
panificagdo nas concentragdes de 10 - 250 yg/mL sobre macréfagos peritoneais, e
os resultados mostraram aumento significativo na producédo de NO em todas as
concentragbes quando comparada ao tratamento controle, sugerindo que este
polimero apresenta propriedades como modulador das fungbes de macrofagos.
Entretanto, esses polimeros ndo foram capazes de modificar a resposta de
macrofagos estimulados com LPS ou INF-y, indicando que a manana de parede
celular ndo pode agir como um co-sinal para a indugéo da sintese de NO.

Para Jouault et al. (2000), macréfagos incubados com f3-1,2-
oligomanosideo, acucar extraido da fracdo de fosfopeptideomanana da parede
celular de C. albicans, tiveram menor produgdo de NO quando comparados aqueles
estimulados somente com LPS. Contudo, em resposta ao estimulo com LPS e ao
pré-tratamento com esses polissacarideos, as células produziram quantidades de
NO menores do que o tratamento controle, adicionadas somente de LPS, sugerindo
que esse efeito inibitério pode estar relacionado ao tempo de incubacédo e a
concentragdo da molécula utilizada, com o maximo efeito observado por macréfagos
incubados com 50 pg/mL do acgucar. Além disso, essa inibicdo pode também estar
relacionada com a secrecdo de alguns mediadores por esses macrofagos
condicionados.

A avaliagdo in vivo da resposta imune celular foi realizada pela
quantificacdo de NO produzido por macrofagos obtidos da cavidade peritoneal de
camundongos da linhagem BALB/c e pelo plasma ao final do periodo experimental
de 10 dias, como descrito no item 4.4.5, e os resultados estdo apresentados na
Tabela 10. O teor de NO obtido de macrofagos peritoneais foi determinado com ou

sem a adi¢ao de LPS ao meio.
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Tabela 10 — Quantificagdo de o6xido nitrico produzido por macréfagos
peritoneais, com ou sem a adi¢cao de LPS, e liberados no plasma
de camundongos da linhagem BALB/c tratados com manoproteina
e PBS (controle)

Teor de 6xido nitrico (uM)
Tratamentos
Macréfagos Peritoneais Plasma

PBS 292 +0,3° 6,95+ 1,2*

PBS + LPS 3,95 +0,5° -

Manoproteina 3,52 +0,12 11,70 £ 5,8

Manoproteina + LPS 26,43 +2,2° -
Médias na mesma coluna seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5%

* N&o significativo ao nivel de 5% pelo teste T de Student

A partir desses dados pode-se observar que a MP nao foi eficaz na
estimulagado de NO in vivo por macréfagos obtidos de camundongos tratados ao final
do periodo experimental, assim como somente a adigdo de LPS ao meio, quando
comparados ao grupo controle. Contudo, em resposta ao estimulo de LPS, a MP foi
capaz de elevar significativamente o nivel de NO produzido pelas células, indicando
que a glicoproteina de parede celular pode agir como um co-sinal para a indugao da
sintese de NO, in vivo, apds o tratamento dos camundongos durante um periodo
experimental de 10 dias. Além disso, o nivel de NO contido no plasma dos animais
tratados e do grupo controle ndo diferiram significantemente ao final do experimento
(p > 0,05), embora quando tratados com MP foi observada uma tendéncia ao
aumento dos niveis de NO.

Os efeitos de moléculas ativadoras sobre macrofagos em
experimentos in vivo e in vitro sdo extremamente variados e dependentes do regime
de exposicao a elas e estudos baseados em modelos in vivo sdo mais complexos
devido a resposta do sistema imune sistémico envolver também mediadores nao
originados de macréfagos, tais como horménios e peptideos neuroprotetivos
(DOBROVOLSKAIA; VOGEL, 2002).

Algumas pesquisas tém mostrado que polissacarideos isolados da
parede celular de leveduras sao identificados como moduladores da resposta
biolégica devido ao seu potencial, entre outros, de modificar a resposta de
macrofagos através da liberagdo de radicais livres e produgdo de NO, além de
interferir em sua habilidade fagocitica (ATAOGLU et at., 2000; NOLETO et al.,
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2004). Deste modo, MP obtidas a partir da parede celular de leveduras de cervejaria
mostraram-se capazes em estimular a liberacao de NO, in vivo, por macréfagos
peritoneais de camundongos, quando adicionadas de LPS, além de ter mostrado

uma tendéncia ao aumento do nivel deste radical no plasma desses animais.

5.4.4 Analise Hematoldgica

Os resultados da analise hematolégica podem ser observados nas
Tabelas 11 e 12, os quais foram obtidos através de amostras de sangue coletadas
dos camundongos ao final dos 10 dias de experimento, como descrito no item
4.45.3.

Tabela11 -  Contagem total de plaquetas, hematdcrito, contagem
de reticulocitos e contagem total de leucdcitos do
sangue de camundongos da linhagem BALB/c tratados
com manoproteina (MP) e PBS (controle) durante um
periodo experimental de 10 dias

Plaquetas Hematocrito  Reticulocitos Leucécitos
Tratamentos

(mm®) (%) (%) (mm®)
PBS 977.5002 492 6,22 5.125*
MP 775.000° 42° 9,5° 6.175*

Médias na mesma coluna seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste T
de Student ao nivel de 5%
* N&o significativo ao nivel de 5%

De acordo com a Tabela 11, pode-se observar que os animais
tratados com MP apresentaram redugdo significativa do volume globular
(hematdcrito) e da contagem total de plaquetas, além de um aumento significativo no
numero de reticuldcitos, mantendo a contagem de leucdcitos inalterada quando
comparados ao grupo controle (PBS).

Esses resultados sugerem que a MP pode estar envolvida na
ativagcdo dos macréfagos e na elevagdo da produgdo de NO, como descrito

anteriormente. Desta forma, ha a formagdo de radicais altamente reativos no
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organismo do hospedeiro devido a reacao do NO com intermediarios reativos do
oxigénio, o qual pode agir na membrana das células, provocando lesbes nas
hemacias, acarretando no aumento da atividade medular e producéo de reticulécitos
no sangue periférico, os quais sao precursores das células vermelhas e suprimem a
necessidade do transporte dos gases. Além disso, quando em concentracdes
elevadas, o NO também pode atuar sobre as plaquetas inibindo sua adeséao,
ativacdo e agregacdo, assim como o recrutamento plaquetario, interferindo na

inflamacgé&o e hemostasia (VANNI et al., 2007).

Tabela12 -  Contagem diferencial leucocitaria obtida do sangue de
camundongos da linhagem BALB/c tratados com
manoproteina (MP) e PBS (controle) durante um periodo
experimental de 10 dias

Contagem Diferencial (mm?®)

Tratamentos
Segmentados  Linfécitos Monécitos Eosinéfilos
PBS 777° 4.158* 140* 51*
MP 3.394° 2.566* 165* 51*

Médias na mesma coluna seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste T
de Student ao nivel de 5%
* N&o significativo ao nivel de 5%

Os resultados da contagem diferencial leucocitaria apresentados na
Tabela 12 nao indicaram diferengas significativas na contagem de linfocitos,
monaocitos e eosindfilos entre os dois tratamentos, embora mostrou-se uma elevacéao
significativa de neutrofilos segmentados para os animais tratados com MP, e pode
ser explicado devido a atuacdo desses polissacarideos sobre essas células através
de receptores especificos de manose localizados em sua membrana, levando a sua
ativacdo e migracao para o sangue periférico, aperfeigoando a resposta imune inata
dos animais (ISHIDA-OKAWARA et al., 2007)

De acordo com Sang et al. (2009), a suplementagcdo de uma dieta
com oligossacarideos de manana derivados da parede celular de S. cerevisiae pode
melhorar a capacidade da resisténcia de lagostas a agentes estressores como 0
desafio com a bactéria Vibrio mimicus ou a exposicdo ao ar durante a simulagao de

um transporte, ja que neste caso foi observada uma melhora na sobrevivéncia e na
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resposta imune no grupo teste, indicada pela estabilidade ou aumento na contagem
total de hemacitos, quando comparada com o grupo controle, o qual apresentou
reducdo no numero dessas células. Esse efeito também pode ser observado através
da contagem diferencial dos hemacitos, aonde os animais apresentaram aumento no
numero de células granulares e hialinas apdés a suplementagdo. Resultados
similares foram encontrados por Sang e Fotedar (2010), aonde obtiveram uma maior
contagem total de hemdcitos e células granulares na hemolinfa de lagostas
alimentadas com dieta suplementada com oligossacarideos de manana, sete dias
apos infecgao bacteriana, quando comparadas ao grupo controle.

A injecdo da molécula de MP no peritbnio dos camundongos,
utilizada como imunomodulador da resposta imune neste trabalho, n&o foi capaz de
aumentar significativamente a contagem total de leucécitos dos animais, entretanto
ela influenciou significativamente na contagem diferencial dessas células, observado
com a elevagcao no numero de neutrofilos segmentados, os quais podem ser
responsaveis pela melhora da resposta imune inata do hospedeiro. Portanto, o
aumento na contagem de células do sistema imunolégico observado nos animais
apo6s um desafio ou simulacdo de estresse pode ser explicado pela capacidade de
proliferacdo dessas células, a qual pode triplicar quando o imunoestimulante é

injetado diretamente no hospedeiro (SANG et al., 2009).
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A extracdo da MP a partir da parede celular de Saccharomyces
uvarum teve um rendimento de 1,76% em relacdo a massa
inicial do creme de levedura (inicial) e 3,87% em relagéo ao peso
total da parede celular;

A molécula de MP apresentou 0,33% de lipideos, 2,58% de
cinzas, 18,98% de proteinas e 78,11% de carboidratos, sendo
esses ultimos compostos em sua maior parte por manose,
seguido de glicose e uma pequena fragao de xilose;

A fracdo protéica da MP apresentou peso molecular de
aproximadamente 52 kDa, sendo composta principalmente pelos
aminoacidos acido glutamico, aspartico e serina, além da
treonina e lisina que se destacam por serem classificados entre
0s aminoacidos essenciais;

As emulsdes formadas com a molécula de MP apresentaram
elevados valores de atividade emulsificante ja quando
adicionada em baixas concentragoes;

As emulsbes formadas com a molécula de MP também
apresentaram elevados valores de estabilidade, com mudancgas
no pH e adicdo de NaCl nas solugbes, mantendo valores
préximos aqueles encontrados para o emulsificante comercial;

A MP apresentou acao cicatrizante sobre as feridas provocadas
pela castragdo dos suinos em niveis idénticos aos obtidos pelo
produto comercial rotineiramente utilizado;

Camundongos imunizados com MP nas concentracdes de 100ug
inoculados junto ou 24 horas antes do desafio pela via
intraperitoneal, apresentaram os maiores titulos de IgT na
resposta imune primaria e IgG na resposta secundaria, embora
todos os tratamentos tenham apresentado aumento significativo

no titulo de IgT uma semana apds a segunda imunizagéo;
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Camundongos imunizados com MP apresentaram, em todos os
tratamentos, reducdo no titulo de IgM e aumento de IgT e IgG
apos o segundo desafio, com exceg¢do do grupo controle
positivo, o qual nao apresentou niveis significativamente
diferentes no titulo de IgM durante o periodo experimental
observado;

Mesmo n&o significativo, houve uma tendéncia de aumento de
peso do timo para os animais tratados com 100ug de MP 24
horas antes do desafio e uma elevagao nos valores do baco e
figado para todos os grupos tratados;

O teor de oxido nitrico produzido por macréfagos peritoneais in
vitro foi proporcionalmente maior com o aumento da
concentracdo de MP, embora tenha diferido significativamente
do grupo controle apenas quando adicionado no maior nivel (100
Hg/mL);

A adicdo de LPS ao meio causou aumento significativo no teor
de NO produzido em todos os tratamentos, embora nos grupos
tratados com a MP observou-se uma inibicdo dessa producao,
com excegao do grupo tratado com o menor nivel da molécula
(6,125 pg/mL);

A MP nao foi eficaz na estimulacdo de NO, in vivo, no plasma e
por macrofagos obtidos da cavidade peritoneal de camundongos
tratados, com excecgao das células adicionadas de LPS;

Os animais tratados com MP apresentaram redugéao significativa
do volume globular e da contagem total de plaquetas, além de
aumento no numero de reticulocitos e neutrofilos segmentados
no sangue;

A MP utilizada se mostrou eficiente na estimulacdo tanto do
sistema imune humoral, com a producdo de anticorpos, bem
como do sistema imune inato de camundongos, indicado pela
elevacao no teor de NO e a estimulacido de células do sistema

imunoldgico.
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