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INTRODUCERO

I.l1. - OBJETIVOS

Esteres de sacarose s8o glicolipideos sintéticos, cbtidos por
esterificagdo de &cidos graxos e sacarose (Osipow e col., 1956).
Devido as suas propriedades surfactantes e emulsificantes, estes
compostos despertaram o interesse mundial, principalmente da

indistria alimenticia e cosmética (Walker, 1984; Desai, 1990)}.

Embora as prepara¢des industriais de ésteres de sacarose sejam
consideradas atéxicas (Walker, 1984), despertaram a nossa atencgéo
os relatos de suas atividades inibitérias sobre o crescimento de
células leucémicas (Ikekawa e col., 1979) e de uma variedade de
fungos {(Marshall e Bullerman, 1986). Isto nos levou a investigar as
atividades de dois compostos modelos de ésteres de sacarose, o
monoestearato de sacarose (MES) e ¢ diestearato de sacarcse (DES),

em culturas de células de mamiferos.

Constituiram os objetivos principais deste trabalho as

seguintes proposicdes:

1) Purificar os derivados mono e diestearato de sacarose za
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partir de uma preparagao industrial de estearato de sacarose, e,

caracterizéd-los guimicamente.

2) Avaliar a citotoxicidade destes compostos em culturas de

fibroblasteos de mamiferos e em linfdocitos humaznos.

3) Investigar as agbes destes sucroderivados ao nivel da

membrana de células ftibroblésticas e de eritrocitos humanos.

4} Estudar o papel do séro fetal bovino nos efeitos

citotdxicos e liticos causados pelt derivado monocesterificado.

5) Estabelecer uma possivel relag¢Zo entre as estruturas dos

estearatos de sacarose e seus efeitos em celulas de mamiferos.

I.2. - Estrutura e propriedades dos Esteres de Sacarose

Acidos graxos esterificados & aglcares formam uma vasta
familia de compostos guimicos, denominada, genericamente, de
glicolipideos. Os acidos graxos esterificantes podem variar guanto
ao tamanho da cadeia carbdnica, sendo 08 mais comuns os &acidos
graxos saturados: o Acido l&aurico (Cﬁ), o &cido miristico <CH)’ o
dcido palmitico (Cm)f e o &cido estearico (C;;). Pode-se também
cbter a sacarose esterificada com acidos graxos insaturados {(por

exemplo, o &cido oléico - {h&f -} e &cidos graxos ramificados.
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Quando acidos graxos (ou ésteres metilicos de acidos graxos) reagem
com a sacarose, podem ser formados varios derivados. Ja& que a
sacarose possui na sua estrutura (figura 1) oito hidrozilas
potencialmente reativas, podem ser obtidos compostos onde &
sacarose seja esterificada com uma Unica molécula de acido graxo
(formando o derivado monoesterificado) ou com mais moléculas

(formando derivados di-, tri-, ... octasubstituidos).

A sacarose (p-d-frutofuranosil a-d-glicopiranosideo) € um
dissacarideo nio redutor {(figura 1) gque pode ser empregada COmo uma
matéria-prima de importancia na indastria quimica (Sheppard e

Lipinsky, 1977; Khan, 1977; Bobalek, 1977).

Figura 1l.- Molécula de Sacarose. A molécula apresenta
hidroxilas primarias (Cy', Ci e C;) e hidroxilas secundarias (Cy, Cj,
Cy, Cp e Cf) passiveis de serem esterificadas.
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Devido ao fato da reacd3oc de esterificagao empregada na
obtencio de ésteres graxos de sacarocose ser inespecifica, todas as
hidroxilas, ao menos teoricamente, podem ser ocupadas por moléculas
de acidos graxos. Independentemente das condigbes empregadas
{concentracio dos reagentes, tempo de reagao, etc), o produto
resultante da reagdo entre a sacarose e acido graxo (ou seu éster
metilico) sera sempre uma mistura, por vezes extremamente complexa,

de compostos com diferentes graus de esterificacgdo (Jaspers e col.,

1987).

No entanto, algumas das hidroxilas da sacarose, classificadas
como hidroxilas primarias, diferem das outras (denominadas de
hidroxilas secundarias) guanto & sua reatividade. As hidroxilas
primarias, na figura 1, estdo assinaladas nas posigdes 6, 6" e 1°.
Segundo Lemieux e Mclnnes (1962), ao identificar e caracterizar a
composicgdo de monomiristato de sacarose, as posigdes preferenciais
de esterificagdo sfc as hidroxilas primérias 6, 6', 1'. Seguindo
este mesmo raciocinio, o derivado diéster de sacarose, apresentaria

igualmente as suas esterificagdes preferencialmente nas hidroxilas

primarias.

Além desta mistura complexa de derivados com graus variados de
esterificacgdo, uma grande variedade de isbmeros de posigao podem
ser obtidos. Assim, embora a sacarose monoesterificada a um
determinado adcido graxo, apresente preferencialmente os derivados

6, &' e 1' substituides, as outrzs hidroxilas podem ser

Y 4



eventualmente substituidas. Tal possibilidade, a0 menos
teoricamente, pode levar & formagdo de oito derivados diferentes,
todos isbmeros de posigdo. Na tabela 1, apresentam-se todas as
possibilidades de isomeria de posig&o em func¢ao dos derivados

ésteres de sacarose possiveis de serem sintetizados.

Tabela 1.~ NGmero de isdmeros possivels para 03
diferentes ésteres de sacarose.

MONOESTER DE SACAROSE 8
DIESTER DE SACAROSE 28
TRIESTER DE SACAROSE 56

TETRAESTER DE SACARQOSE 70

PENTAESTER DE SACARQOSE 56

HEXAESTER DE SACAROSE 28

HEPTAESTER DE SACAROSE 8

OCTAESTER DE SACAR?SE 1

De acordo com as posicglOes preferenciais de esterificagao, os
derivados monoesterificados podem apresentar as estruturas

mostradas na figura 2. Na figura 3 mostra-se uma das estruturas



mais provaveis
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Figura 2.- Estruturas moleculares mais provaveis do

monoéster de sacarose. Estrutura a: l'-monocestearato de sacarose,
b: 6-moncestearato de sacarose e c¢: 6'-monocestearatc de sacarose.

Figura 3.~ Estrutura molecular mais provavel do diestearato de
sacarose, A estrutura apresentada € a do 6,6' diéster de sacarose.
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Conforme pode-se ver nas figuras 2 e 3, os compostos
representados, independentemente da posigio de esterificacdo,
apresentam duas porgles distintas: uma regifo hidrofébica (devido
a cadeia carbtnica do &cido graxo) e uma regifo hidrofilica
(devido aos grupamentos hidroxilas da sacarose). Compostos quimicos
com estas caracteristicas s3o denominados de anfifilicos e, como
consequéncia desta natureza dual, apresentam propriedades de tenso-
atividade. Os agentes ativos em superficies podem ser classificados
em surfactantes do tipo aniénicb, catibnico, anfotéricos ou ndo
idnicos de acordo com a estrutura quimica gue apresentam. Assim,
surfactantes com estrutura geral R-X {(onde R=regiio hidrofébiéa e
X €& a cabega polar) sido classificados como aniénicos: compostos do
tipo R-¥' pertencem ao grupo dos catidnicos. Compostos anfotéricos
apresentam duas cabegas polares, contendo cargas opostas UY*R“X')t
Finalmente, os compostos com cabega polar sem carga, com uma
estrutura geral RX, sdo classificados como sendo surfactantes ndo
i6nicos. Baseado nesta classificacgdo, os derivados mono e diésteres
de sacarose sdo considerados como agentes tenso-ativos do tipo ndo

iénico.

0 fato de agentes surfactantes possuirem duas regibes
distintas faz com estes compostos sejam, em maior ou menor grau,
soluveis tanto em &gua guanto em 6leo. Raramente a solubilidade do
surfactante € igual nas duas fases. Para o caso de surfactantes foi
criado um indice, o balango hidrofilico-lipofilico (HLB), gque

mostra a razdo de solubilidade em Agua/dleo (Wilkinson e Moore,
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1987). O indice, que constitui uma ferramenta muito utilizada por
formuladores, mostra gque os compostos com baixo indice de HLEB
apresentam uma tendéncia lipofilica maior gue  hidrofilica;
inversamente, nos compostos possuindo um HLB alteo, a tendéncia

hidrofilica seréd predominante.

Assim, ésteres de sacarose com diferentes graus de
esterificacio, ir8o apresentar diferentes valores de HLB, variando
numa faixa ampla, de 1 & 20 (Walker, 1984). No caso dos ésteres de
sacarose, podemos classificar o0s ©produtos em deis grandes
subgrupos:

a) Esteres de Bacarose com alto HLB - Este grupo é constituido
pelos derivados mono, di e triesterificados;

b) Esteres de Sacarose com baizo HLB - Este grupo &
constituide principalmente pelos derivados poliesterificados

{contendo 4 a 8 substituigdes).

De acordo com o3 valores de HLB, isto &, de agordo com o0 grau
de esterificacdc da sacarose, o8 compostos irdoc apresentar
diferentes propriedades, com diferentes aplicagles industriais.
Esteres de sacarose pouco substituidos (1 & 2 esterificagles
apenas) sdo bons agentes emulsificantes, podendo ter aplicagdes na
indistria alimenticia, farmacéutica-cosmética e de detergentes. Ja&
os compostos contendo 4 ou mails esterificagbes (derivados
poliesterificados) apresentam propriedades caracteristicas de

lipideos, com a vantagem de n3c serem absorvidas pelo organismo
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{Jandacek, 1982; Mattson e Volpenhein, 1972). Contrariamente aos
derivados poliesterificados, os derivados pouco substituidos, siéo

hidrolizados no trato intestinal (Akoh e Swanson, 1990).

I.3. - Produgdo e Aplica¢io dos Esteres de Sacarose

Devido & grande aplicabilidade gue o©s ésteres de sacarose
-possuem, estes glicolipideés tem despertado a atencido de varios
segmentos industriais. Um dos fatorés decisivos é o fato destes
compostos poderem ser sintetizados a partir de matérias primas
renovavelis (Desai, 1990; Sheppard e Lipinsky, 1977). Tal aspecto
torna especialmente atraente sua sintese em paises como o Brasil,
onde existe abundi&ncia de sacarose, oriunda da cana de agucar, e
grande disponibilidade de matérias primas gordurosas, tanto de

origem animal quanto vegetal.

O interesse pelos ésteres de sacarose tomou impulso na década
de 60, apds a publicagdo do primeiro método de sintese em escala
industrial (Osipow e col., 1956). Apesar do seu grande potencial,
a aplicacgdo dos ésteres-de sacarose ficou restrita por longos anos,
‘devido ao problema da contaminagio com dimetilformamida. Esta era
empregada como solvente na reagdo da esterificac8oc e apresentava
efeitos téxicos nas prepara¢gdes (Walker, 1984; Desai, 1985). A
remogao de dimetilformamida do produto final é de dificil execugdo

g Cara.



Posteriormente, novos métodos de sintese foram desenvolvidos,
no intuito de se contornar o emprego de solventes orgénicos
téxicos. Desta forma, Osipow e Rosenblatt (1967) publicaram um
processc de sintese de ésteres de sacarose, no qual ndo era
necessario o emprego de solventes orginicos. Mais tarde, processos
de sintese de ésteres de carboidratos, em meios isentos de
solventes orgénicos foram descritos (Parker e col., 1977; Feuge e

col., 1970; Ferrenbach, 1985; Akoh e Swanson, 1989%a e b, 1990).

Estas novas metodologias foram responséveis pela renovacio do
interesse na produgdo e na aplicac¢fo industrial dos ésteres de
sacarose na década de 70. Desta forma, os ésteres de sacarose sio
atualmente intensamente produzidos no Jap3o e em paises da Europa
(Nakamura e col., 1986). No Brasil, hd relatos de estudos de sua
produgé@o, na Unidade de Programa de Sucroquimica do INT (Nakamura

e col., 1986 e Falcone e col., 1987).

No que diz respeito aos ésteres de sacarose poliesterificados,
gue apresentam baixos valores HLB, s6 mais recentemente foi
despertado o interesse da sua aplicacfo na indistria de alimentos,
como uma inovagio em termos da utilizac3oc como dlec ou gordura
cosmetiveis. Estes derivados apresentam como vantagem o fato de
serem considerados nédo caléricos (Haumann, 1986; LaBarge, 1988:
ARkoh e Swanson, 19%0). Os poliésteres de sacarose apresentam
propriedades similares as gorduras, como 0s tradicionais

triglicérides (Nolen e ceol., 1987). Contrariamente aos
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triglicérides, os poliésteres de sacarose nio sio digeriveis por
enzimas pancreaticas ou intestinais (Jandacek, 1982; Mattson e
Volpenhein, 1972; Akoh e Swanson, 1990), niao zendo
consequentemente, absorvidos, contribuindo desta forma para uma
diminuig8o calérica na dieta. Outra vantagem da substituicdoc de
gorduras comuns por poliésteres de sacarose, é a constatagio de que
estes uUltimos causam uma diminuigio do nivel plasmatico de

colesterol (Fallat e col., 1976; Glueck e col., 1983).

Ja& os ésteres de sacarose pouco substituidos, com valores
altos de HLB, tem sido amflamente utilizados em produtos de
consumo, tanto ao nivel da industria alimenticia (Walker, 1984,
cosmética (Desai, 1990), farmacéutica (Walker, 1984) e de
detergentes (Falcone e col., 1987). No Japado, o pais pioneire na
utilizag8o dos ésteres de sacarose, os ésteres de sacarose com HLB
em torno de 10 a 16 (altos teores em derivados mono e
diesterificados), tem sido extensivamente utilizados na indistria
de alimentos (Walker, 1984). A aplicacio para estes derivados &

igualmente permitida em paises da Comunidade Européia.

Os empregos mais comumente citados para os derivados mono e
diésteres de sacarose na industria alimenticia incluem = sua
introdugao em produtos de consumo diario tais cComo margarinas,
paes, bolachas, chocolate, gomas de mascar, sorvetes, molhos,
cremes, etc (DK ester - Boletim Técnico, 1982). O consumo dos

ésteres de sacarose foi analisado pelo Comité de Aditivos
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Alimentares da Organizac¢do Mundial da Satde, gue estabeleceu como
permitido, o consumo humano de 10 mg de ésteres de sacarose por
dia. Na indistria farmacdutica os monoésteres e diésteres de
sacarose podem ser empregados na solubilizagdo e dispersdo de
agentes farmacologicamente atives, na formulagio de emulsdes
farmacéuticas, como dispersante de vitaminas lipossoliveis, etc
(Walker, 1984; DK ester, Boletim fTécnico, 1982). No campo
cosmético, 03 mono e diésteres de sacarose {(derivados com maior
aplicabilidade)}, podem ser empregados na confecgio de emulsbes do
tipo agua em 6leo ou em emulsles 6lec em Agua, para a obtencgdo de
cremes, logdes, shampoos, cremes condicionantes, bastas

dentifricias, etc (Desai e Lowicki, 1985; Desai, 1990).

A enorme guantidade de patentes depositadas nos fOltimos 20
anes, mostra outros empregos dos mono e diésteres de sacarose, em
campos t&oc variados como na indastriz de tintas e vernizes, na

agricultura, e outros.

Esta extensa lista de possiveis empregos de monoésteres e
diésteres de sacarcse, mostra que nenhum outro agente tenso-ativo
apresenta uma versatilidade tZo grande de uso guanto os ésteres de

sacarose {Nakamura e col., 1986).

Além da versatilidade de usc, os ésteres de sacarose com baixo
grau de esterificagao, apresentam vantagens sobre outros

surfactantes do tipo ndo idnico e anidnico, de largo emprego na
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industria cosmética:

1} A principal vantagem do uso de ésteres de sacarose refere-
se & sua inocuidade.

a) estes sucroderivados sac considerados atdxicos para
humanos e animais {(Walker, 1984). Além disso, em comparacic aos
compostos lauril sulfato de s6dioc e de seus derivados etoxilades,
os ésteres de sacarose, nao apresentam contaminagio pelo agente
téxico dioxana (Desai, 1990);

b) Os ésteres de sacarose ndo sio compostos alergénicos
(Desai e Lowicki, 1985);

c) Estes sucroderivados apresentam boa compatibilidade
com a pele: ndoc removem completamente a camada cutinea de lipideos
e ndo alteram o pH da pele (Desai e Lowicki, 1985);

d) Os ésteres de sacarose tendem a reduzir o potential

agressiveo de outros surfactantes {Goldemberg, 1978; Desai, 199%0).

?2) OQutra vantagem de importénciz ecolégica & o fato destes
compostos serem facilmente biodegradiveils, tanto em condigOes

anaerobicas quantoc em condig¢gdes aerdbicas (Falcone e col., 1987).

3} Mais recentemente, constatou-se uma outra vantagem dos
monoésteres de sacarose, como detergentes suaves: a propriedade de
manterem a integridade de proteinas intrinsecas de membranas
bioldgicas, come a rodopsina {Abran e col., 1989). Esta propriedade

destaca os monoésteres de sacarose como detergentes bicldgicos por

13



exceléncia, uma vez que podem ser utilizados na extragi@o de
proteinas, sem causar danos 2 sua estrutura, fato que geralmente
ocorre guando outros surfactantes sdo empregados (Womack e col.,

1983;: Abran e col., 1989).

Os produtos encontrados no comércio consistem de sacarose
esterificada com uma mistura de 30% de &cido palmitico e 70% de
dcido estedrico (DK ester, Boletim Técnicvo, 1982, Sucrose esters -
Croda, Boletim Técnico, 1985). Embora existam produtos comerciais
enriguecidos em monoésteres, estes apresentam sempre uma
significativa contaminag¢do com derivados <¢om maior grau de
esterificagio, principalmente em di e triésteres (Jaspers e col.,
1987). N8o existem, infelizmente, compostos monoesterificados e
diesterificados puros no comércio, sendo raras as informagdes
relativas as propriedades fisico~gquimicas de compostos quimicamente
definidos. 86 muito recentemente foram determinados os parametros
fisico-quimicos que caracterizam a propriedade de surfacté@ncia de
uma série comercial de ésteres de sacarose {Donnely e Bu'Lock,
1988). Tal fato mostra de maneira evidente a necessidade da
realizagao de estudo aprofundados com derivados puros e

guimicamente definidos.-.

1.4. - Justificativas e Propostas do Trabalho

O grande potencial de aplicagao dos ésteres de sacarocse,
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aliado & disponibilidade de matéria prima no pals, despertaram o
interesse de algumas empresas e Instituigles de Pesguisa, no
sentido de desenvolver estudos para a viabilizagdo de sua produgéo
naciocnal. Destacam-se, neste sentido, o¢s ezforgos do Instituto
Nacional de Tecnologia (INT), bem como os da Johnson & Johnson
{Planta Quimica de Sumaré, SP). Visando desenvolver estudos sobre
as atividades bioldgicas de estearatos de sacarose, a Jonhson &
Johnson, estabeleceu um Convénio com o Laboratédério de Cultura de
Tecido do Depto. de Bicguimica - Instituto de Biologia, UNICARMP,

{Convénio 213-1, 1984), através do gual este projeto teve inicio,

A determinacéo das atividades biolégicas de ésteres. de
sacarose industriais torma obrigatdria uma fase prévia de
purifica¢do e caracterizagao guimica dos componentes das misturas
sintetizadas. Para tal, desenvolvemos métodos de separagioc das
fragtes contendo mono-, di-, tri~-, e poliestearatos de sacarose e

identificamos as amostras guimicamente.

Em termos da atividade bioldgica dos estearatos de sacarose,
chamou a nossa atengdo os relatos sobre as suas atividades
antitumorais (Nishikawa e col., 19877a e 1977b; lkekawa e ccl, 137¢)
e antifingicas (Marshall e Bullerman, 1986). Uma conclusdo
interessante destes estudos foi a constatagio de gue estas
atividades estavam relacionadas com o conteldo de monoéster de
sacarose presente na preparagldo industrial. Tal observagioc e

evidenciada por:
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a) a verificagdo de uma relagao direta entre o© aumento da
concentragdo do moncestearato de sacarose da preparagaoc e o aumento
da atividade inibkbitdéria do crescimento de tumores asciticos de
Ehrlich (Nishikawa e col., 1977b);

b) a verificacdo de uma relagdo inversa entre o indice HLB e
a dose inibitoéoria de 50% (IE%) do crescimento de células leucémicas
de camundongo {lkekawa e col., 1979), ou seja, de uma mailor
atividade inikitdéria em funcao do contelGdo de monocestearato de
sacarose;

c) a constatagdo de que a atividade inibitdéria de uma série de
2stearatos de sacarose sobre o crescimente de uma variedade de
fungos também era maiocr nas preparag¢des ricas em monocestearato de

sacarose (Marshall e Bullerman, 1986).

Estas observagbes apontam para uma diregdo comum:. a
propriedade dos produtos ricos em monoestearato de sacarose de
inibirem o crescimentc celular. Essa propriedade constituli um
indicador da ag¢do citotdxica de um composto. Essa constatagao nos
colocou diante de uma guestdo paradoxal: produtos considerados
atdxicos pela "World Health Organization' como os estearatos de
sacarose, apresentavam uma atividade citotéxica, relacionada com a
composigdo da mistura, principalmente no gue diz respeito ao
conteGdo de monocestearatoc de sacarose. Isto nos levou levantar a
hipbtese gque alguns eésteres de sacarose poderiam apresentar
atividade téxica in wvitro mas nic In vivo, despertando © ROSSO

interesse para a investigagio e a busca de explicagbes para este
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pa-=sdoxo. Torna-se, por outro lado, importante ressaltar que os
estudos acima citados nfo abordaram a questfo da citotoxicidade dos
estearatos de sacarose de maneira sistemdtica, abrangente e
conclusiva, nao empregaram compestos puros e nem investigaram seu

efeito em células normais de mamiferos.

Em vista distc, nos propusemos a investigar de maneira
sistemética, a possivel agdo citotdéxica do monoestearato de
sacarose purificado, em culturas de células de mamiferos.
Interessou~-nos também, verificar a influéncia da introdugdao de uma
segunda esterifica¢do na molécula de sacarose, nos efeitos
chzservados, visando estabeler uma possivel relagdo entre estrutura
e propriedades dos estearatos de sacarose. Para tal efetuamos,
inicialmente, a separagdo e a purificacgdo do monocestearato de
sacarose (MES) e do diestearato de sacarose (DES), a partir de uma
mistura industrial de estearatos de sacarose. As amostiras
purificadas foram caracterizadas quimicamente. Devide a capacidade
surfactante destes compostos, interessou-nos também investigar suas
atividades a nivel da membrana celular. Finalmente, interessou-nes
estudar a influéncia do s6ro fetal bovino nos efeitos observados,
visando mimetizar in vitro, condigdes mais préximas daquelas in

ViVOo.

Dado o enfogue deste trabalho na avaliagao da atividade téxica
de compostos guimices em modelos in vitro, comnsideramos importante

apresentar algumas consideragles sobre o interesse e a validade dos
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ensaios toxico.dgicos in vitro.

I.5. - Ensaios de Citotoxicidade

Como decorréncia do desenvolvimento industrial e tecnolédgico,
a cada ano milhares de noves compostos quimicos sdo introduzidos no
mercado. Previamente & liberac8ec no mercado, cada um destes
compostos & submetido a testes para a determinagido do seu potencial
de risco genético e toxicoldgico. Como a maior parte destes testes
88r +m=alizados com animais, verificou-se, consequentemente, um
aui-:t 0 progressive do consumo de animais de laberatédrio. Hos
E.U.B por exemplo, os grupos de defesa de animais estimam que este
name o ultrapassa os 70 milhSes ao ano (Klausner, 1987, Rowan e
Gol berg, 1985). Esse consumo elevado de animais experimentais
levantou uma questdo de natureza ética, que resultou na ascensido de
movimentos populares em defesa dos animais {(Goldberg e Frazier,
188%). Além dos problemas éticos, og testes com animais tem sido
gquestionados também do ponto de vista técnico e econdmico

{Klausner, 1%87; Goldberg e Frazier, 198%9).

Os problemas de natureza técnica consistem no fato dos
resultados de testes toxicolédgicos obtidos com animais serem
inexatos e de dificil reprodutibilidade (Klausner, 1987). Os
problemas econtmicos referem-se aos custos elevados dos ensaios com

animais, devido & necessidade de manutencdo de biotérios e & longa
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duragéo de alguns testes.

Os problemas de natureza ética tornaram-se mais agudos
recentemente, com o advento € o crescimento dos movimentos
ativistas de protecdo dos animais, particularmente em paises
desenvolvidos (Rowan e Goldberg, 1985). Dentre os testes mais
atacados pelos ativistas situam-se os testes de toxicidade aguda
{(gque provocam a morte de cerca de 50% dos animais utilizados) e o
teste de 1rritag&oc ocular de Draize. Ambos os testes, desenvolvidos
h& mais de 40 anos, empregam grande numero de animais, tem sido
criticados como sendo cruéis, e as vezes, inexatos (Klausner, 1987;

Weil e Scala, 1971, Bosshard, 1985).

Todos estes problemas levaram a comunidade cientifica a
procurar metodos alternativos para os testes toxicolégicos
(Goldbery e Frazier, 1989). S3c considerados métodos alternativos
tecnicas que acarretam a substituigdo, ou a redugdo do numero de
animals ou ainda sejam mals refinadas, no sentido de reduzir o
sofrimento dos animais. Este conjunto de regqguisitos é conhecido
como a lei dos trés Rs (Replacement, reduction, refinement) (Rowan
e Goldberg, 1985, Klausner, 1987). Cs testes alternativos devem
também levar em conta & rapidez de execucio, a reprodutibilidade
dos resultados, o baixo custo dos ensaios alternativos e,

obviamente, umza boa correlagdoc in vitro e in vivo.

Os testes alternativos mais promissores na atualidade, sio os

£
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gue empregam culturas de células e culturas organotipicas (Rowan e
Goldberyg, 19885; CGoldberg e Frazier, 198%; Klausner, 1%87; Ekwzall,
1880; Tardiff, 1978; Stark e col., 1986). Com o desenvolvimento da
tecnologia de culturas celulares nos Gltimos 20 anos, & ztualmente
possivel cultivar praticamente todos os tipos de células animais e
humanas, mesmo as celulas diferenciadas, existindo uma grande

variedade de linhagens disponivels em banco de células.

A possiblilidade de se trabalhar com linhagens estabelecidés,
de vida permanente em cultura {(Adclphe e Bafiowatzhﬁeinon, 19883
velo solucionar o problema da reprodutibilidade dos experimentos,
uma vez gue se pode utilizar uma mesma populagdo de células por um
tempo longo. Além de resclver os problemas éticos e técnicos, os
ensaios com culturas de células sao, ainda, vantajoscs pela rapidez

de obtencdoc das respostas e pelo baixo custo {Stark e col, 1986).

Devido a estes f£fatores, uma enorme variedade de testes
empregando culturas celulares com o okjetivo de acessar o potencial
citotdxico de compostos guimicos tem s1do descrita nos Gltimos anos

(Klausner, 1987; Stark e col., 1986; Goldberg e Frazier, 1989).

Og resultadoes dos diversos testes citotédxicos tem mostrado, de
maneira geral, uma boa correlacgd3o com os resultados obtidos in vive
{Stark e col., 1%86; Ekwall, 1980), demonstrando assim seu
potencial como alternativa metodoldgica. Restrigbes de correlagao

sac observadas com substancias téxicas gue atuam ao nivel do

20



sistema nervoso central. Mesmo assim, se recomenda a utilizagao de
testes in vitro como uma etapa primaria de monitoramento (Ekwall,

1980).

Um dos pontos criticos para o© desenvolvimento de testes
citotoricos é a escolha do tipo celular a ser submetido aos varios
ensalos in vitro (Stark e col., 1986), ARssim, culturas primarias de
células derivadas de tecidos humanos ou animails retém, ao menoes
inicialmente, muitas das fungdes complexas e sistemaslbioquimicos
presentes no organismo inteiro. J& as linhagens celulares
estabelecidas podem ser clonadas para fornecer populag¢les mais
homogéneas e tem como vantagem o fato de poderem ser cultivadas
indefinidamente (Stark e col., 1%86). De gualguer maneira, a
selegdo de um sistema celular para o uso em ensaioes cilitotdxicos
reguer reprodutibilidade e, dependende do caso, da retengdo de
fun¢des metabdélicas complexas, © gue possibilita a avaliagao de

efeitos bioclOgicos especificos. O primeiro atributo citado, a

i

reprodutibilidade, pode ser adeguadamente alcangado com =a
linhagens celulares estabelecidas, engquanto que o segundo atributo,
a retenciao de fungdes metabdlicas complexas, pode ser obtido com o

emprego de culturas primarias (Stark e col., 1986).

Cutro aspecto de importéncia ¢ a escolha dos indicadores
bioclégicos a serem monitorados (Rheinhardt e «col., 1985).
Chviamente, o efeito biocldgico a ser monitorado & mals

significativo, se responder a um amplo espectroe de agentes
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guimicos. Normaimente, a morte celular € facilmente monitorada,
embora trate-se de um fendmenc do tipo tudo ou nada. DSutros
monitoramentos bioldgicos mais especificos podem ser seguidos, como
por exemplo, a inativagao de um determinado sistema enzimatico. De
maneira ideal, o efeito biclégico a ser seguido deve ser sensivel
a uma vasta gama de agentes tdxicos e fornecer respostas mesmo em
doses subletais {(Strak e c¢ol., 1986). Pcr exemplc, o efeito
inibitdrio de substéancias sobre o crescimento celular apresenta as
caracteristicas acima reportadas, podendo ser evidenciado mesmo em
doses subletais (Stark e col., 1986). Em termos de seguranca de uma
avaliagao toxicoldgica se recomenda, geralmente, a introdugio de
uma bateria de ensalocs, com o monitoramento de varios parametros

diferentes {(8tark e col., 1986).

Particularmente, no gue diz respeito aos detergentes,
compostos largamente empregades em produtos de consumo diidrio, um
grande esforgo tem sido efetuado no desenveolvimento de testes
citotdoxicos visando substituir o teste de drritacidoc ocular,
realizados em coelhos (Draize e col., 1944). Com este obijetivo
particular, diversos testes in vitro, empregando culturas
celulares, foram desenvolvidos na ultima década (Klausner, 1587;
Rowan € Goldberg, 1985). Estes testes mostraram uma correlacgio
aceitavel com os resultados obtidos no teste de Draize. Emborz a
iiteratura recente mostre a viabilidade na avaliagdo da atividade

toxica de detergentes in wvitro, sejam eles do tipoc anidénico,

n

catidnico, anfotéricos ou nio iénicos, nic ha dados scbre a
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citntexicidade dos ésteres de sacarose em células cultivadas in

vitro.

Em vista do exposto acima, a avaliagdo da citotoxicidade dos
estearatos de sacarose com balxo grau esterificacdo foi realizada
em diversos tipos celulares no sentido de caracterizar os efeitos
em células, empregando-se diferentes parametros indicadores de
efeitos L{o6xicoes. O3 tipos celulares empregados no estudos dos
efeitos bioldgicos dos sucroderivados foram: células eritrociticas
de origem humana, culturas primarias de fibroblastos da derme
humana, culturas primarias de linfdéeitos humanos e, culturas de
célulias estabelecidas, de origem humana (linhagem fibrobklastica VA-
13) e animal (fibroblastos Vv-79, oriunda de hamster chinés). Esta
Gltima linhagem apresenta a vantagem de ser facilmente mantida em
laboratério e exibir uma réapida proliferagfo in vitro, tendo sido
ja& wutilizada na avaliagao de efeitos citotdxicos de outros
detergentes (Tachon e col., 1989). Por isso, & maiocria de nossos

experimentos foram realizados com essa linhagem.

Oz Varios parametros de c¢itotoxicidade por néds avaliados
foram: |

a} alteragdao da morfologia celular;

b} perda da viabilidade celular;

¢} percda da adesaoc celular;

dj inibigdo do crescimento celular;



e capacidade de sobrevivéncia celular;
) capacidade de romper membranas de hemacias e,

g) integridade funcional de membranas de fibroklastos.

m disso, buscando trabalhar em condi¢gdes experimentais mais

{I

Al
proximas dos modelos in vive, i1nteressou-nos realizar alguns
ensaios em meio contendo 10% de soro fetal bovino. Constatamos,
porém, na literatura relates sobre a interferéncia do soro nos
resultados de ensaios toxicoiégiées in vitro, particularmente para
os detergentes (Kabara, 197%). Este fato nos levou a determinar a
possivel influéncia do sodro fetal bovino no efeito letal do MES
para as c¢élulas fibroblasticas V-79 e no efeito "itica_ em

eritrocitos humanos.

N
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II -~ MATERIAIS E HETODOS

REAGENTES E SOLUCOES

-
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.&. — Reagentes

II.1l.a.l. - Estearatos de Sacartcse.

Ds produtos da reagdc entre & sacarose e uma misturas de
estearato {(70%) e palmitato de metila (30%) foram sintetizados na
Johnson & Johnson do Brasil Ind. e Com. (Flanta Quimica, Sumaré,
$.P.) via um processo isento de solventes orgdnicos téxicos. O
produte obtido foi denominado de Estearato de Sacarose Industrial
(Es-1), devido ao fato do acido grazoe predominante ser o &acido
estedrico. A3 caracteristicas fisico~guimicas (indice de
saponificagdo, indice de hidroxila, indice de acidez, ponto de
fusdo e o teor de aglcar nao reagido) foram determinadas {(Relatério
Interno J&J). As analises efetuadas mostraram que o produtc ES-1
apresentava come componentes principais os derivados monoe e
diestearatos de sacarose. Para os esitudos da acgéo bioldgica, estes
estearatous foram previamente separados e purificados de outros

derivados com malior grau de esterificagao.



I1.1.a.2. - Beparagdo, purificagaoc e analise dos ésteres

de sacarose.,

5 solventes orgéanicos utilizados foram de grau anzlitico, dsa
£, Merck, Brasil. A silica Gel G-60 (tamanho de particula entre
%.083-0,200 mm) para as cromatografias em coluna e as cromatofolhas
de 3illica Gel G-60, para as cromatografias em camada delgada (CCD

a indicador de fluorescéncia F 254, foram da E. Merchk, Darmstadt,
Alemanha, assim como o0s reagentes antrona e sacarose. Da Sigina
Chemical Co., St. Louis, EUA foram obtidos rodamina 6G, o estearato
de metila. As amostraé de estearatos de sacarose FLUO e FL1C0,
utilizados como padrao, foram procedentes da Croda Inc., New York,

EUA,

I1.1.a.3. - Cultura de Tecidos

Cloreto de s56dio, cloreto de potdssio, bicarbonato de sdédio e
etileno diaminotetraacetato de sédio (EDTA) provieram da Reagen,
Sac Paulo, Brasil. Fosfato monobéasico de potéssio, fosfato dibésico
de so0dio heptahidratado e glicerol, da Ecibra, S8ac Paulo, Brasil.
Cloreto de calcio, hidroxide de sddic, &cido cloridrico, &cido
tricloroacético, sacarose, alcool etilico, cristal violeta (azul de
genciana) foram obtidos da E. Merck, Brasil. Da Sigma Chemical Co.,

5t. Louis, EUA: Tris{hid;oximetil)aminometano e Azul de Tripan;
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Ficoll 400, da Pharmacia, Upsalla, Suécia; diatrizoato de sédio a
25% + diatrizoato de Meglumina & 50% (Hypague M) da CEME, Brasilia,
Brasil. Liguemine (heparina s6dica - 5000 Ul), da Roche, Rio de
Janeiro, Brasil. Tripsina, da Difco, Detroit, EUA.
Dimetilsulféxido, da Aldrich, Milwaukee, EUA. Alcool alilico, da
carlo Erba, Mildo, Italia. **C-Uridina (atividade especifica ds 0,5
uCi/midol}, da New England DNuclear, Boston, EUA. Cocktail de
cintilacgio ligquida Insta-Gel, da United Techneologies Packard, Down

Grove, EUR.
II.1.a.4. - Surfactantes

odecil Sulfato de sodio (8DS), monooleato de poliocxietilenc

t

de sorbitan {Tween 80), monoestearato de polioxietileno de sorbitan
(Tween 60), monoestearatc de sorbitan (Span 60) e octilfenox:
polietoxietanol {(Triton X-100) foram provenientes da Sigma Chemical
Co., &t. Louis, EUA. Solugdo de Briid 35 (23-lauril éter de

poliioxietileno) da Technicon, New York, EUA.
I1.1.a.5. - Meios de Cultura

Meio Eagle modificado por Dulbecco, com glutamina (DMEM)}, meio
minimo de Eagle com glutamina (MEM), meio RPMI-1640 foram obtidos
da Flow Lab., McLean, EUA. O soro fetal bovino (SBF), da Cultilab,
Campinas, Brasil. Antibiéticos (penicilina e estreptomicina) foram

obtidos da Laborclin, Pinhailis, Brasil. Os filtros Milliporve (0,22
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um de diametro) foram empregados na esterilizagdo dos meios de

cultura.
Ii.1.b. - Freparo das Solugdes
II.i.b.1. - Tampidc Fosfato Salina {(PB5-A)

Cloreto de sddio (137 mM), cloreto de potassio (2,686 mij,
fosfato dibésico de sodio (8 mM) e fosfato monobésiao‘de potassio
(1,5 mM) foram disscividos em 1 litro de &gua deionizada. O pH
final estava entre pH = 7,2-7,4. A solugdo foi esterilizada em

autoclave {calor UGmido}.

17.1.b.2. - Tampioc Fosfato Salina contendo Calcio (PBS-

Para a obtengédo deste tampdo, além dos sais usados na
preparagac do tampac PBS-A, foi acrescentado 1 mM de cloreto de
calcio; o pH da solugdoc foi medido (pH = 7,2 - 7,4). A

esterilizacdo foi efetuada por ultrafiltragsio.
II.1.b.3. - 8Scolugdac de Tripsina 0,1%

Scob suave agitagdo foram dissolvidos ¢,25 g de tripsina em 250
ml de soclucido de PBS-A contendo 10 mM de EDTA (pH = 7.2-7.4;. A

“h

solugdo fo1 esterilizada por ultrafiltracdo e estocada a -20°C.
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I1.1.b.4. - Meio de Lise Celular

Culturas celulares de fibroblastos foram lisadas por meioc de
uma solucdc contendo hidroéxido de s6dio (0,3 M), cloreto de sodio

{0,1 M) e EDTA (0,01 M) em agua deionizada ou entao por meio de uma

solugao agquosa de NaOH 0,5 M,

I1.1.b.5. ~ Solugdo de Azul de Tripan

200 mg de corante Azul de Tripan foram dissolvidos em 100 mi

de tampaoc fosfato salina (PBS-A). A soliugao foi filtrada e estocada

a cerca de 5 “C.
II.1.b.6. - Preparagao de Ficoll-Hypague

Em 12 ml de solugdo aguosa de Ficell a 10% {(d = 1,076 g/i)

foram adicionados 5 ml de Hypagque previamente diluido & 32,8% em

4

dgua bidestilada. Apd6s a homogeneizac¢ido, & solugidoc de Ficoll-

{T

Hypague foi esterilizada em autoclave. As soclugbes estéreis d

Ficoll~Hypague foram mantidas a baixa temperatura e protegidas da

iusz.

II.1.b.7. - Sistema de solventes (SIS} para os estearatocs

de Sacarose

Para as amostras testes de monoestearato de sacarose (MES) e

29



diestearato de sacarose (DES), compostos gque apresentam baizxa
solubilidade em agua ou em tamples fisioldgicos, foli desenvolvide
um sistema de solventes, compostode glicerol:Tween 80:Tampao Tris-
Sacarose (Tris 0,01 M e sacarose 0,25 M, pH = 7,5), na proporgéo de

5:1:4 (por volume). A mistura foi esterilizada por ultrafiltracéo.

I11.1.b.8. - Solubilizagio dos estearatos de sacarose {MES

e DES)

Em todos os ensaios Dbioldgicos, os estearatos de sacaross
foram disscividos como a seguir. As solugdes esfoques dos
estearztos de sacarese {250 mg dos compostos em 1L ml do sistema de
solvente 518} foram obtidas com agitagdo e agquecimento a 60-70 °C.
Diluigdes 1:10, 1:100 e 1:1000 foram posteriormente efetuadas ea

tampdes PBS-A ou PBS*CaH, em condicgdes de esterilidade.

II.1.¢c. - Preparo dos Melios de Culturs
II.i.c.l1. - Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM}

A mistura dos componentes (13,45 g) foi dissolvida em 800 mi
de agua deionizada. Apds a homogeneizagio, foram agregados 1,2 g de
NaHCO, e antibidticos (para uma concentragao final de 100 Ul/ml de
penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina). O pH do meioc foi medide
{pH = 7,2-7,4). O volume foi entdo completado para 1000 ml e =z

sovlugdo foi esterilizada por ultrafiltragdac. O meio de cultura fei

gy
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estocade a paixa temperatura. Para a confecgdo das culturas
celulares, este meio fol posteriormente suplementade com 10% de
soro fetal bovaino (DMEM + 10% SFB), denominado agqui como sendo meio
ve 2leto. Quando necessario © meio DMEM fol também suplementado com

a adigao de 20% de SFB (DMEM + 20% SFB).
Il.1.¢.2. -~ Meio RPHMI-164C

A mistura dos componentes (10,38 g) foi preparada e

esterilizada conforme descrito no item II.1l1.c.l.
II.1.c.3. - Meio Minimo de Eagle (MEM)

O meio MEM {0l obtido seguindo a mesma metodologia (ver itens

II.1.¢c.1l e 2.



I1.2.- METODOS
I1.2.a.~ Hétodos Quimicos

il.2.a.1. - Separacgac e purificacido dos estearatos de

sacarose com baixo grau de esterificagdo (mono e diésteres)

O produto da reagdo ES-1, contendo compostos com diferentes
graus de esterificacdo, foi separadeo por meio de colunas
cromatogféficas (42 ¢om x 2,4 cm) usando-se 30 g silica gel G-60,
previamente ativada (120 °'C por 2 horas). Cerca de 4 g de
estearatos de Sacarose (Es-1, preparagao industrial com
predomindncia de derivados mono e disubstituidos), sintetizados de
acordo com o item II.l.a.l, foram dissolvidos em pequenc volume de
cloroformio-metanol 95:5 (v/v), a quente, e aplicados no topo da
coluna. A eluigdo dos compostos foi efetuada aumentando-se,
paulatinamente, de 2,5 em 2,5% a concentracgic de metanol em
cloroformio, até atingir a proporgdc de cloroférmic-metancl &85:15
(v/v); a seguir, foi efetuada uma eluigio com cloroférmio-metanol
§0:20 (v/v) e, finalmente com metanol purc. Os solventes foram
eliminados por evaporacg8o e cada fracio obtida foi pesada e
posteriormente analisada por meio de cromatografia em camada
delgada (fase moOvel: cloroférmio-metancl-acidoe acetico~-agua na
proporgao de 79:11:8:2, por volume). As anélises mostraram a

presenga de compostos com diferentes mobilidades cromatograficas
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Entre estes compestos, duas fragles de estearatos de sacarose, com

Rfs inferiores a4 0,5, foram denominadas de composto A e B.

1I1.2.8.2. - Métodos de analises dos estearatos de

sacarose purificados ou naoc em coluna cromatografica

O teor, a COMPOSiGaAO0 e o grau de substituicic dos estearatos
de sacarose purificados foram determinados utilizando-se uma
metodologia similar ao descrito na literatura (Nakamura e col.,
1986). Resumidamente, 500 ug das fragdes purificadas em colunza
cromatografica, denominadas compostos A e B, foram separadas por
mei1o de cromatografia em camada delgada {fase mével: cloroférmio-
metanol-dgua-acido acético na proporgdo de 79:11:2:8, por volume).
Apbs a revelagdo dos compostos com rodamina 6G, o teor de sacarose
foi1 determinado raspando-se cuidadosamente faixas de 0.5 cm {na
origem), de 3.4 cm (até o Rf = 0.4) e de 5 cm até o fronte dos
cromatogramas. Os teores respectivos de sacarose esterificada foram
determinados colorimetricamente, pelo método de antrona (solugao de
0,2% de antrona em acido sulfirico) conforme descrito anteriormente
pPor Dreywood (1946) e Morse (1947). Apds 20 minutos em banho a 60
"C, procedeu-se a leitu;a a 625 nm e 0 teor de sacarose em cada
faiza foi1 calculado. Os compostos purificados A e B foram
posteriormente analisados por melo de espectrometria infravermelha

num aparelho Perkin-Elmer, modeloc 283.



I1.2.b. - Métodos biolédgicos

I1.2.b.1 - <Cultura de células: origem, obtengdc e

manutengao das células em cultura
11.2.5.1.a. - Hem&cias humanas

Cerca de 10 - 15 mi de sangue humano periférico de doadores
saudaveis foram coletados em frascos heéarinizados {100 U/ml).
Tubos contendo 5 ml de sangue heparinizado foram centrifugados a 5
"¢, 1000 ® g, por 5 minutos. Apds o descarte do sobrenadante
{plasma) foram =adicionados 2,5 ml de NaCl 0,9% aos precipitados
{eritrocitos}. As células foram homogenizadas suavemente e
recentrifugadas nas mesmas condigdes descritas e os sobrenadantes
novamente descartados. A lavagem das hemdcias foi repetida por mais
duas vezes, seguindo este mesmo procedimento. Finalmente, &
preparagao de hemacias foram acrescentados 3 ml de NaCl 0,5%%. A
mistura foi entdo centrifugada a 2000 x g, 5 “C, por um periodo de
10 minutos. Apdés & remogdo do sobrenadante, foi adicionado igual
volume de salina fisioldgica ao precipitado celular, para a
obtengéo da papa de hemdcias (hematécrito de 50%). Nos éxperimentos
da agao bioldgica dos estearatos de sacarose foi utilizado um
"pool” de papas de hemacias provenientes de 5 doadores, preparado
misturando-se 1iguais volumes de papa de hemécias. O “pool” de
hemacias foili mantido a & C, por um periodo maximo de 48 horas. A

maior parte dos ensaio0s 10l efetuada nas primeiras 24 horas.



I1.2,b.1.h -~ Linfécitos humanos

Para a separagac dos linfdécitos de outros elementos celulares
foi utilizado o método descrito por Boyun (1968). Resumidamente,
allguotas de 10 ml de sangue humano periférico heparinizado, obtido
de doadores sauddveis, foram centrifugados a 500 x g por um pericdo
de & minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado e
imediatamente diluido volume & volume com o meio minimo de Eagle
{MEM). Cerca de 3 nﬂ de plasma diluido foram cuidadosamente
aplicados sobre 2,5 ml de Ficoll-Hypaque, tomando-se o cuidado de
nido misturar as duas fases. As amostras foram centrifugadas por 20
minutos, & 500 x g, na temperatura de 18 °‘C. A nuvem de linfécites,
depositada na interface do Ficoll-Hypaque e do plasma diluido, foi
cuidadosamente  removida com uma pipeta Pasteur siliconizada. Os
linfocitos assim separados foram posteriormente lavados por duas
vezes, com pequenos volumes de meio {MEM ou RPMI-164C). Finalmente,
a preparagao celular foi suspensa em volume conhecido de melio, &as
celulas totais contadas e a percentagem das células vidveis
determinadas pelo método de Azul de Tripan {ver procedimento

IT.2.b.2.b.).
il.2.b.1.c. - Fibroblastos
II.2.b.1.c.1. = Origem das Células

No presente estudo foram utilizados trés tipous de células
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fibroblasticas.

* as culturas primérias de fibroblastos humanos dipléides,
oriundas da pele humana de doadores normails, foram gentilmente
cedidas pela Dra. Christine Hackel, do Departamento de Genética
Medica, Instituto de Bioiogiaz da UNICAMP.

* & linhagem estabelecida VA-13, foi derivada a partir de
fibroolastos diploides de pulmdo humano (WIi~3&), transformados por
virus 8V-40 (Bimian Virus 40).

* =z linhagem estabelecida V-79, oriunda de fibroklastos
dipléldes de pulmdo de hamster chinés, primeiramente isclada por

Ford e Yerganian {(1958).

Estas duas ultimas linhagens celulares foram gentilmente
doadas pelo Dr. Rogério Meneghini, do Departamento de Bioguimica,

Instituto de Quimica da USP.

II1.2.b.1.¢.2. - Manutencgdo das culturas fibrobléasticas

As c¢élulas foram rotineiramente cultivadas em places de Petra
de vidro em meio de. cultura completo, ou seja: meio DMEM
suplementado com 106% de soro fetal bovino. As células cresceram na
forma de monocamadas, aderidas ao fundo da placa, sendo mantidas a

37 C, em atmosfera umidificada, contendo 5% de CU,. A= culturas de
tibroblastos, em densidade de confluéncia, foram subcultivadas apods

iavagem das células com tampdo PES-A e mediante tratamento
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enzimatico com tripsina, por um curto espago de tempo (1 a 2
minutos), a temperatura ambiente, Ao fim deste tempo, o tratamento
com tripsina foi blogqueado com a adigao de meio de cultura completo
(DMEM + 10% SFB). As células individualizadas em suspenséo foram

mente

o]
otk

entdo homogeneizadas, contadas em camara de Neubauer e, fin

semeadas em balxa densidade celular em outras placas de Petri.
11.2.b.1.¢c.3. - Estocagem das linhagens celulares

As linhagens celulares foram criopreservadas em nitrogenio
liguido. Para tal, as suspénsées de ceéelulas fibroblasticas
individualizadas foram adiciocnados meio completo (DMEM + L10% SFB).,
na presenga de dimetilsuifdéxido (DMBO), utilizado comc agente
criopreservante. As células foram acondiciocnadas em frascos
adeqguados e estéreis. O processo de resfriamento fol efetuado de

maneira controlada, numa diminuigso da temperaturade 1 & 3 "C/min.

Quando necessaric, os estogques celulares criopreservados foram
descongelados. As ampolas foram removidas do mitrogénio liguido e
imediatamente colocadas em banho 8 37 C. B suspensdo celular assim
descongelada foi transferida para uma placa de Petri, contendo o

meio de cultura DMEM, na presenca de 20% de B8FB. Apds a adesdo

[

celular {gue normalmente ocorre entre & a 8§  horas apd
plagueamento), o meio de cultura fol trocado por meio fresco e as
celulas foram cultivadas nas condi¢Oes padrdo, 1sto €&, em meio

completo, 37 € em atmosfera Gmida contendo 5% CO,, ate atingirem
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a densidade de confluéncia. As culturas foram entdoc rotineiramente

subcultivadas conforme descrito anteriormente.

I1.2.b.2.- Métodos de avaliagao dos efeitos biocldgicoes

I1.2.b.2.a. - Detecgdoc das alteragdes morfoldgicas em

fibroblastos cultivados

As culturas de fibroblastos V-7%, utilizadas nos experimentos
delineados para a observagdo de eventuais alteragdes morfolégicas
induzidas por amostras testes, foram preparadas a partir de
culturas estogues, conforme descrito nos itens anteriores. Desta
forma, culturas contendo 3 x 10° celulas/placa de 5 cm de diametio
foram efetuadas e, cultivadas por um periodo de 36~48 horas, nas
condigoes padrao ja descritas, até atingirem uma densidade de semi-
conflueéncia. O meio de cultura foi removido e as culturas lavadas
2 vezes com tampdoc PBS-A. As ceélulas foram entio expoétas as
amostras testes. Os estearatos de sacarose purificados foram
solubilizados com a ajuda do sistema de solventes (8I8) e
posteriormente diluidos em tampao FPBSE-A ou PBSwCa“, numa
concentragao de 50 upg/ml. O tempo de exposicio foi de até 30
minutos, a 37 'C. As alteragbes morfoicdgicas induzidas pelo
tratamento em fungio do tempo de exposiclo foram observadas
microscoplcamente { MicroscOpio invertido Nikkon, modelo Diaphot)
e microtfotografadas, {acoplando~se ao microscdpio uma camara

fotografica Nikkon FT-21), com aumentos de 100 vezes ou 200 vezes.



Posteriormente, culturas de fibroblastos VA-13 e de fibrobiastos
humanos normais {(FHN) foram tratadas de maneira anélogs, para =z
detecgao de alteragdes morfoloégicas induzidas pelo tratamento com

50 pg/ml de monoestearato de sacarose purificaco,

11.2.b.2.b. - Determinagao dos efeltos de amostiras testes

na viabilidade de linidcitos humanos

Para a determinag¢ao da viabilidade celular, os linfdcitos
humanos isclados e recém purificados (2 x 10t celulas/ensaio},
foram incubadoes por 30 minutos, 37 C, em 0.5 ml de meio RPMI-1l640
contendo os compostos testes, A alteragido na viabilidade celular
ftoi determinada, imediatamente apdés a incubagdo, pelo métode de
exciusao do corante Azul de Tripan. Apds a contagem do nuimero total

3

de ce

et

wlas lintfociticas, foram contados o3 linfdcitos qus
incorporaram o corante Azul de Tripan, considerados inviabilizados
por ndo serem mals capazes de excluir tal corante. A percentagem de
ceélulas inviabilizadas pelos diferentes tratamentos foi calculads.
Os linfocitos nio expostos aos agentes testes (controles)

apresentaram uma viabilidade celular de =9%5%

11.2.0b.2.¢. - Efeito de amostras testes sobre a adesio e

integridade celuliar de fibroblasto em cultura

Culturas estogues das linhagens celulares VA-13 e V-79 foram

tripsinizadas e semeadas em placas de 5 om de diémetro, em alta
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densidade ¢elular (0,7 - 1,0 =x 10° células/placa), em meic
completo. As culturas fibrobléasticas foram incubadas normalmente
por wm periodo de 24 horas, tempo este suficiente para a
recuperagao do tratamento com tripsina e para a completa fixagao
celular ao substrato de vidro. O meio de cultura foi removido e as
celulas lavadas com tampao PBS-ca'’. As culturas foram, a segulir,
tratadas com as amostras testes, por um periodo de 30 minutos, & 37
C. Ao cabo deste tempo, o5 melios de exposigdoc foram coletados e as
células remanescentes nas placas foram lisadas em meio alicalino
(0,3 M NaOH, 0,1iM NaCl e ©0,01M EDTA), por 1 hora, 37 'C. Para a
caracterlizagdo da indugao de lise celular decorrente dos
tratamentos, foi determinada a absorbanecia em 260 nm {(&cidos
nucleicos) e 260 mm (proteinas) nos melos de exposigéo coletados

= nos lisados das culturas celulares.

Na investigagao dos efeitos de diferentes doses de MES, DES e
outres agentes surfactantes, um outro procedimento foi utilizado.
Culturas de fibroblastos em fase exponencial foram expostos aos
agentes testes por 30 minutos, disscolvidos em tampdo PBS"CaH, nas
condigles usuais. ¢ meio de tratamento foi removido, as culturas
lavadas 2 vezes com tampao PBS5-Ca’’ e reeincubadas com meio fresco
por 30 minutos, Bo final, o meio foil removido, as culturas lavadas
3 vezes com tampdo PBS-Cca’’ e, finalmente, as culturas foram

lisadas. & massa celular fol estimada espectrofotometricamente {Rﬁs

m}‘



11.2.b.2.d. - Determinagdo dos efeitos de compostos sobre

a proliferagao celular de fibroblastos em cultura

Culturas de fibroblastos VA-13 (2,2 x logcélulas/placa) foram
preparadas em placas de Petri com 5 cm de diametro e cultivadas em
meio completo, nas condigdes normais, por um periodo de 6-8 horas.
A segulr, o meio de cultura foi removido e as células lavadas com
tampao PBS-ca'’ e tratadas, por 30 minutos, 37 'C, com os compostos
de interesse incorporados no mesmo tampio empregado na Iévagem das
células. Os meios de tratamento foram removidos das culturas, as
células lavadas 2 vezes com © mesmo tampdoe. PFinalmente foi
adicionado meio completo (DMEM + 10% SFB) nas culturas e o cultivo
fol efetuado por um periodo de 66 horas, nas condig¢des normails de
temperatura & atmosfera gasosa. O crescimento celular relativo foi
obtido via a determinag@o da absorbincia em 260 nm dos lisados das
culturas tratadas e nao tratadas, no tempo 0 (imediatamente apds a

eXposigdo das celulas) e no tempo 66 horas:

Aﬁﬁﬁﬁ das culturas tratadas apds 66 horas

Byce mm das culturas controle no tempo 0 horas.

II.2.b.2.e. - Determinacdo de curvas de sobrevivéncia de

fibroblastos em cultura

As culturas de fibroblastos V-79 utilizadas neste experimento
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foram preparadas de acordo com os métodos antericrmente descritos.
A suspensao celular, obtida apdés a tripsinizacio, foi contada em
camara de Neubauer, e diluida sucessivamente, em meio de cultura
DMEM suplementado com 20% de SFB, até ziingir uma densidade final
de cerca de 150-250 células/ml. Em placas de Petri (5 cm de
diametro}, ja contendo 1 ml de meio suplementadoc com 20% de SFE,
foram inocculados 1 ml da suspensdo celular em baixa densidade. ApoOs
um periodo de incubacdo das culturas por 12 horas, nas condigbes

padréo, o meio de cultura foi removide e as culturas expostas =

-

diferentes tratamentos, por 30 minutes, a 37 €. HNum tipo de

tratamento, as culturas celulares foram expostas &s amostras
testes, solubiiizadas com SIS e dissolvidas em PBS“CaH; noe outro
procedimento, as culturas celulares foram exzpostas &s amostras
testes solubilizadas em SIS e dissolvidas em PES-Ca’’ contendo 10%
de soro fetal bovino. Apds o pericdo de exXxposigio, nas duas
condigles, os meios de tratamentos foram removidos e as culturas
lavadas com PBES-Ca'’l e cultivadas a 37 C, em atmosfera de 5 % de
CGP na presenga de meio DMEM suplementado com 20% de SFB, por um
periocdo de 7 dias. A seguir, as culturas foram fixadas com uma
solugdao 10% de formol e, finalmente, coradas com cristal violeta
1%. As coldnias celulares, contendc noe minimo 50 células cada,
formadas a partir de éélulas sobreviventes ao tratamento, foram
contadas com o auxilio de uma lupa estereoscépica Zeiss. O nimero
de colonias formadas em culturas nio tratadas {controle) dividido
pelo ntmero de células semeadas foi definido como sendo eficiéncia

de plaqueamento (z 75% nos experimentos efetuados). & taxa de



sobrevivéncla das ceélulas submetidas a um determinado tratamento
foi1 expressa em termos percentuals, em relag¢doc ac nUmero de

colonias sobreviventes nas culturas controles {(ndo tratadas).

IT.2.b.2.f. Determinacao da agao hemolitica em

eritrécitos humanos por amostras testes

Em cada preparagao de eritrécitos humanos utilizados nos
experimentos de hemolise fol determinada, previamente, uma curva de
resisténcia osmética. Esta curva foi obtida apés a incubacio das
hemacias em solugoes salinas com diferentes concentragdes (de 0,1%
a 0,%% de NaCl). A determina¢do da percentagem de lise em cada um

dos ensaios seguiu a metodologia descrita abaixo.

Para a deteccgao dos efeitos hemoliticos dos compostos
estudados fol empregado o métodeo cléassico de hemdlise: 50 pl do
*pool"” de papa de hemacias foram introduzidos em tubos de hemdlise
contendo 2,5 ml de salina fisiolédégica (0,9% NaCl), na presencga ou
nao de compostos testes nela dissoclvidos. R suspensio celular foi
homogeneizada suavemente. A i1ncubagao foi efetuada por um periodo
de 15 minutos, a 37 "C. Ao término deste periodo, os tubos foram
centrifugados a 2000 x é, por 10 minutos, 4 'C, para a sedimentacao
dos debris ceiulares e dos eritrécitos integres. A gquantificagdo da
hemélise foir avaliada pela determinacio do contetido de hemoglobina
liberada no sobrenadante, via leitura espectrofotometrica em 576

nm. Os valores percentuais de hemdélise induzidos pelos diferentes
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tratamentos foram caleculados a partir dos valores de 100 % de

hemdlise (obtidos dos lisados totais de hemécias em 0,1% de NaCl).

I11.2.b.2.g. - Determinag¢do da taxa de captagao de Uridina

{Udr} por fibroblastos em cultura expostos & amostras testes

A técnica da determinagac da taxa de captacdo’ de Udr por
fibroblastos em cultura foi primeiliramente descrita em 1984 por
Shopsis & Sathe (1984) e adaptada por nds. As modificagoOes
introduzidas dizem respeito a linhagem celular utilizada (linkagem
V-79 ao -invés da linhagem 3T3) e as condigdes de exposigao aos
agentes estudados (30 minutos, em tampaoc FBS-A, =ao 1invés de 4
horas, em meio de cultura completo). Resumidamente, © método para

a determinagao da taxa de captagdo de Uridina foi o seguinte:

Células fibroblésticas V-79, obtidas de culturas estogues,
foram distribuidas em placas de plastico descartiaveis, de 35 mm de
diametro, numa densidade de 2,5 x lOécélulas/piaca, em 2 ml de meio
de cultura completo. As células foram entdc cultivadas por um
periodo de 72 horas, nas condigles usualis de temperatura e de
atmosfera gascsa, B seguir, guandoe as culturas celulares se
encontravam em fase exéonenciai de ciescimento, o meio de cultura
foi removido, as células lavadas com PBS-Ca' e expostas as amostras
testes. O tratamento (em duplicata ou triplicata)} foi efetuvado com
¢ agente de interesse, dissolvido em 1 ml de tampdo PBS—Caﬁ, por

30 minutos, 37 C. Apos a exposlgiac e a remogac das amostras
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testes, as culturas foram novamente lavadas, por duas vezes, com O
mesmo tampdo anteriormente referido. A seguir, foram adicionados as
culturas, meioc fresco (0,5 ml/placa) contendo “4c-Uridina (MC~Uzd
= 0,2 uCi/ml) e as culturas foram reeincubadas por mais 30 minutos,
nas condigOes padrio. O meio completo contendo o isotopo foi entao
removido e as céluias novamente lavadas, por 3 vezes, com tampio
PBS-Ca’’. As culturas foram finalmente lisadas em meio alcalino (0,7
ml de NaOH 0,5 M/piaca)} por 1 hora a 37 "C. A atividade do isétopo
presente nos lisados c¢elulares foi determinada aplicando-se
aliguotas de 100 ul {em duplicata), neutralizadas com HCLl 1E,
diretamente em frascos de cintilagao, na presenca de Insta-Gel {5
mi de Insta-Gel/frasce); a determinacgdo da radioatividade foi
efetuada em contador de cintilagdo ligquida, Beckman, modelo LS-100.
0 restante dos lisados celulares foli usado para a medida da
absorbancia em 250 nm, parametro este correlacionado com a massa
celular presente no lisado. A taxa de captacao de Urd foi expressa
como a gquantidade de radiocatividade captada (em cpm)} por unidade de

absorbancia a 260 nam.



Il — RESULTAUOS

I11.L. - ESTUDOS QuiMicos

I11.i.a. - Separagao e purificacidoc dos ésteres de

G isolamento e purificacdo dos ésteres de sacarose, a partir
de amostras de sacarose esterificada industrial (Es-1), foi
efetuado em colunas cromatogréiicas de Silica Gel G-60, conforme o
procedimento descrito em Materiais e Métodos. As solugdes de
clorociormio-metanol empregadas e o esquema de eluigdo utilizado

estd0 apresentados na tabela 2.

Todos os eluatoes foram analisados em cromatografia em camada
dolgada (CCD) de silica Gel G-60, com a fase moével cloroférmio-
metanoli-acido aceético-agua, na proporgdc de 79:11:8:2, por volume.
Desta analise foram observadas as frag¢odes cujos Rfs eram inferiores
a 0,5. Assim, © materiai'eluido com cleorcfdrmio-metanol 87,5:12,5
(v/v}, nas fragbes 13 - 19 (que perfaziam cerca de 12% da amostra
cromatografada), apresentou uma Unica mancha em cromatografia em
camada delgada (CCD),e fol denominado composto A, com um Rf = 0,36;

as iragdoes de numero 21-28, eluidas da coluna cromatografica com
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cloroférmic-metanol 85:15 (v/v) apresentaram, nesta mesma analise,
uma unica mancha, cujo Rf foi de 0,12. Este composto foi denominado
de compostoc B (figura 4) e perfazia cerca de 22% do total da

amostra cromatografada.

Em termos de Rfs, os resultados obitidos 520 similares aos
descritos na literatura para o diestearato de sacarose {(Composto A)
e para o moncestearato de sacarose {Composto B) {(HNakamura e col.,

1486; Donnely & Bu'Lock, 1988).

Tabela 2Z.- Esguema de eluligao utilizado na separacéo dos
estearatos de sacarose por cromatografia em coluna.

400 CHClg‘MEOH 95:5 100 1 -4
400 CHCl,-MeOH 92,5:7.5 100 5 5 -8
400 CHCl,-MeQH 80:10 160 g - iz
4060 CHCl.-MeQH 87,5:12,5 50 13 - 20
400 CHCl.-MeQH 85:15 50 21 - 28
400 CHCl,-MeOH 80:20 50 29 - 36
4G0 MeGH 400 37
CHCl; = cloroférmio; MeOH = metanol.

As condlgoes da cromatografia em coluna estdao descritas no item
I1.2.a.1.
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Figura 4.- dfomatograma dos estearatos de sacarose,

Amostras contendo 500 ug de ftracdes eluidas da coluna
cromatografica (item 1II.1l.a) e da amostra ES-1 (item II.l.a.l)
foram aplicadas em cromatoplacas de Silica Gel 60. A mancha 1
corresponde a preparagdo de estearatos de sacarose industrial {(ES-
I1); a mancha Z representa o composto A e a terceira corresponde ao
composto B. Fase movel: clorofdérmio-metanol-acido acético-agua, na
proporgao de 79:11:8:2, por volume.
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III1.1.b - Andlise e identificagdo dos compostos A e B

Os compostos A e B foram analisados através de seus espectros
infravermelhos. A figura 5 mostra o espectro infravermelho obtido
com o composto A e a figura 6 mostra o espectro infravermelho

obtido com o composto A e B, na regifo de 4000 - 2000 cm*.

-
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Figura 5.- Espectro infravermelho do dComposto A,
purificado em coluna cromatografica, conforme descrito no item

I1.2.a.2.
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Figura 6.~ Espectro infravermelho do Composto B ()
€ A {(-—-—-=--- } purificados por meio de cromatografia em coluna.
Detalhe do espectro na regiriao de 4000 ~ 2000 omt.
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05 compostos B e B purificados por meio de cromatografia em
coluna apresentaram espectros com perfil caracteristico de ésteres.
‘085 espectros foram interpretados como a segulr: a banda em 3350 -
3500 c:m"i representa grupamentos hidroxilas; a banda entre 3000 -
2850 em! devido a estiramento C-H em grupamentos CH,-CHy; 1730 cmt,
representa a absorgao de C=0 de grupamento éster; 1460 em? & devido
a deformagao C-H em CH,~CHy; e a banda a 1380 cm‘; representa a
deformagdio C-H em CH;. Bs abs: r¢coes entre 1200 e 900 em’ foram
interpretadas como absorgles caracteristicas de agUcares (Silwva,

1978).

A unica diferenca notavel obtida nos espectros infravermelhos
dos compostos A e B referiu-se a4 regido assinalada em 3350 cm't: o
composto A exibe uma transmissdc de aproximadamente 47% e o
composto B exibe, na mesma regido, uma transmissio de 36%. Tal
resultado sugere diferentes contelGdos de grupamentos OH nos deis
compostos purificados: o espectro infravermelho do composto &
indica um conteGdo menor de hidroxilas ndc esterificadas,
correspondendo ao derivado diesterificado, zo passo que o especiyo
do composto B indica um maior indice de hidroxilas livres,

correspondendo ao derivado monoesterificado.

Qutra anédlise efetuada foi1 a determinaciao do teor de sacarsse
dos compostos purificados. Para tal, foi determinado previamesnte
uma curva de calibrag3dao de dosagem de sacarose pelo método de

antrona -~ &cido sulfarice, nas condligles cromatograticas.
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Figura 7.~:Dosagem de sacarose pelo método de antrona
acido sulfarico conforme descrito no item II.2.a.2.



Os resultados obtidos estdo apresentados na figura 7.

Para a determinacgio do teor de sacarose presente nos compostos
A e B purificados em cromatografia em coluna, 500 pg de cada um
destes compostos foram cromatografades em CCD e reagidos com
antrona &acido sulfdarico conforme © descrito no item II.2.a.2. ©
teor de sacarose combinada em cada um dos compostos analisados foi
determinado colorimetricamente. O conteldo de sacarose em cada uma
das fragoes foi calculado em fun¢dao do peso molecular do éster de

sacarose correspondente & faixa removida da cromatoplaca. Os

resultados estaoc apresentados na tabela 3.

A partir dos calculos teédricos do contetdo de sacarose no
composto A, gue em CCD exibiu um Rf atribuido ao diestearato de
sacarose, e a partir da gquantificagdo de sacarose presente nesta
fragao, os resultados encontrados mostram gue este composto
apresenta um teor de pureza por volta de 95%. As principais
contaminag¢des encontradas foram compostos tri e poliesterificades,
perfazendo um total de 4%. De maneira analoga, o composto B mostrou
um grau de pureza de 93%, com 3,5% de contaminac¢io por diestearato

de sacarose.

Embora o metodo de separagao cromatografico nao possa separar
os ésteres de sacarose em fungdo do tamanho da cadeia carbénica dos

acidos esterificantes, as fragles purificadas foram consideradas
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como sendo estearatos de sacarese. Baseado no conjunto de
resultados obtidos, os compostos A e B purificados PoOr
cromatografia em coluna, seras, dagui por diante, referidos,
respectivamente, como diestearato de sacarose {DES} & monoestearatao

de sacarose (MES).

Tabela 3.- Composigdo das fracgbes A e B purificadas

{valores em %).

"fFBIXHS REMGVIBAS'DR“

0,03 - 0,19 44,6 G,4 83,3
0,1% - 0¢,40 19,4 95,2 3,5
0,40 -~ 0,68 i6,0 2,0 1,2
0,89 - 1,00 15,5 2,0 0,5

Composto ES-1 = preparacag industrial de estearato de sacarose.
Os teores de aglcares encontrados nos compostos A e B purificados
em coluna, comparativamente & amostra industrial de estearato de
sacarose (E5-1), foram determinados. Foram aplicados 500 png de cada
um dos compostos e cromatografados em CCD. A seguir, faixas do
cromatogramas foram raspadas e a sacarose presente foi gquantificada
espectrofotometricamente pelo método de antrona acido sulfarico,
conforme descrito no item 11.2.a.2. Os calculos foram efetuados
comparando-se o0s valores tedricos nos derivados em funcgao dos
valores encontrados.
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I111.2. - ESTUDOS BioLGOGICOS

I1I1.2.a =~ Detecgao das alteragdes morfolégicas em

tibroblastos induzicas por estearatos de sacarose

A morfologia ceiular, o metabolismo celular e as
caracteristicas de crescimento celular sao expressdes gerais do
estado normel das celulas (Adolphe & Barlovartz-Meinon, 1988).
Desta forma, a observacao de alteragdes morfolégicas de células em
cultura expostas a agentes guimicos, constitul-se num teste simples
e indicador do potencial agressivo que o0s agentes possuem. Estas
alteragoes morfoldgicas decorrentes de tratamentos com substéncias
citotbéxicas podem ser caracterizadas pela perda da forma celular
tipica ou pelo surgimento de granulosidades citoplasmaticas e de
microvacuolos. Agentes citotdéxicos podem ainda provocar outros
eventos observaveis por microcopia 6tica; como o destacamento das
celulas do substrato no gual estdo aderidas e, finalmente causar a

ruptura celular.

Com o 1intuito de constatar os eventuals efeitos gue os
esteratos de sacarose apresentam sobre a morfologia celular,
culturas de fibroblasfés da linhagem V=79, oriunda de hamster
chinés, foram tratadas com 50 pg/ml de (MES), ou com 50 ug/ml de
(DES). As culturas controle foram expostas aoc tampdo pes-ca'’ e a
igual volume do sistema de solventes (81I53) empregado para a

solubilizagaoc destes ésteres de sacarose {(glicerol = 0,01% e Tween
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80 = 0,002%). Apds o tratamento, as culturas foram observadas ao
microscdpio e microfotografadas para a detecgdo de eventuais
alteracgdes morfoldgicas indugzidas pelos tratamentos. ¥y
micrecfotografia 1, mostra a cultura de fibroblastos V-79 apés 30
minutos de exposicgdo ao tampdo PBS-Ca''. Este tratamento nao causa
alteragOes detectdveis na morfologia celular. As microfotografias
2 & 3 mostram os efeitos do tratamento com MES, aoc cabo de 1 minuto
€ a0 teérmino de 30 minutos, respectivamente. Pode-se observar gue
apos 1 minuto de exposicdo as células Jj& apresentam modificacdes na
morfologia, adquirindo uma forma arredondada. Ao cabo de 30 minutos
(microfografia 3), a maioria das células tem o aspecto de células
néao viidveis. A microfotografia 4 exibe os efeitos do tratamento com
DES, apos 30 minutos de exposigdo, na morfologia de fibroblastos v-
79, Comparando-se as microfotografias 1 e 4 pode-se constatar gue
0 tratamento com DES n&oc foi capaz de alterar a morfologia
caracteristica dos fibroblastos em cultura. As células redondas e
birrefringentes nesta fotografia sao provavelmente devido a

presenga de celulas pré mitéticas.

Os efeitos do MES sobre a morfologia celular foram igualmente
investigados numa outra linhagem estabelecidada, a linhagem celular
VA-13, oriunda de fiﬁroblastos dipléides de pulmi3o humano e
transformados pelo virus SV-40. As alteragOes morfolégicas
induzidas pelo tratamento foram registradas apdés 10 e 30 minutos,
comparativamente a culturas controle (ndo expostas), ou frente a

culturas expostas apenas ao sistema de solventes, na mesma
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Microfotografia 1.- Culturas +de fibroblastos V-79 ap6s 30
minutos de exposigdo ao tampdo PBS-Ca’ ' (aumento de 100 x}, como
descrito no item II.2.b.2.a.

Microfotografia 2.- Culturas de fibroblastos V-79 apés 1
minuto de exposigdo ao MES (50 pg/ml). Aumento de 100 x. As
culturas foram fotografadas como na microfotografia 1.
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Microfotografia 3.- Culturas de fibroblastos V-79,
expostas a 50 pg/ml de MES por 30 minutos (aumento 100 x), como
descrito na microfotografia 1.

, Miérofotografia 4.~ Culturas de fibroblastos v-79,
expostas por 30 minutos a 50 pg/ml de DES (aumento de 200 x), como
descrito na microfotografia 1.

58



Microfotografia 5.- Culturas de fibroblastos VA-13 apés
30 minutos de exposigdo ao sistema de solventes (SIS) do MES. A
fotografia foi efetuada conforme descrito na microfotografia 1
(aumento 100 x). '

Microfotografia 6.- Culturas de fibroblastos VA-13
expostos a 50 pg/ml de MES, por 10 minutos (aumento 100 x), de
acordo com o dgscrito na microfotografia 1.
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Microfotografia 7.- Culturas de fibroblastos VA-13
expostos a 50 pg/ml de MES, por 30 minutos (aumento 100 x), de
acordo com o descrito na microfotografia 1.

proporgao utilizada para a solubilizacgio do MES. Os resultados

estdo apresentados nas microfotografias 5, 6 e 7.

O resultado do tratamento de células fibroblésticas VA-13 com
o sistema de solventes_empregado para a solubilizagido dos ésteres
de sacarose esta apresentado na microfotografia 5. Neste trétamento
as células apresentam uma morfologia celular caracteristica similar
as culturas ndo expostas (dado nd3o exibido). Os efeitos do
tratamento com 50 pg/ml de MES na morfologia celular de
fibroblastos VA-13, apdés 10 e 30 ndnu?os, sao apresentados na
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microfotografias 6 e 7 respectivamente. Como decorréncia deste
tratamento, pode-se constatar que apdés 10 minutos de exposigdo
{(microfotografia 6), a morfologia celular estd alterada de maneira
significativa. As células apresentam-se arredondadas, os nucleos
estao com evidente aumento de volume, ocupando praticamente todo o
espago celular e, com a presenga de microvacuolizacdo. Ao término
de 30 minutos de tratamento, as alteragdes morfolégicas sdo mais
profundas e generalizadas. Os nGcleos apresentam-se em destague, de
manelra anadloga ao gue ocorre em casos de lise da membraha celular

(microfotografia 7).

Neste mesmo estudo, procuramos igualmente investigar os
efeitos que o tratamento com monoéster de sacarose (MES) provocaria
em culturas primarias de fibroblastos oriundos da pele humana. Apés
10 ou 30 minutos de exposigdo coﬁ 50 pg/ml deste composto, as
culturas foram observadas microscopicamente e microfotografadas
(microfotografias 9 e 10). As culturas controle foram expostas
apenas ao tampdo PBS-cCa'' (microfotografia 8) ou ao sistema de
solventes (SIS), na mesma proporg¢ido empregada nos ensaios com MES

(glicerol = 0,01% e Tween 80 = 0,002%).

&l



Microfiotografia 8.- Cultura priméria‘deribroblastos,
oriundos da pele, expostos por 30 minutos & PBS-Ca’  (aumento 100
x),conforme descrito na microfotografia 1.

, Microfotografia 9.- Cultura de fibroblastos humanos apos
tratamento com 50 npg/ml de MES, por 10 minutos (aumento 100 x),
conforme descrito na microfotografia 1.
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Microfotografia 10.- Cultura de fibroblastos humanos apés
tratamento com 50 pg/ml de MES, por 30 minutos (aumento 100 x},
conforme descrito na microfotografia 1.

A morfologia celular caracteristica encontrada nas culturas
primarias de fibroblastos oriundos da derme humana esta apresenfaﬂa
na microfografia 8. O efeito do tratamento com MES neste tipo de
fibroblastos mostra, que ap6s 10 minutos de exposigdo, Jja se
observam altera¢des da morfologia celular, coma a perda do aspecto
de agulha, caracteristicos deste tipo de fibroblastes
(microfotografia 9). Os efeitos, ao cabo de 30 minutos sao
profundos: perda completa da arquitetura celular e formagdo de
“"fantasmas™ celulares (microfotografia 10). A exposig¢do ao SIS nao
determinou alteragdes na morfologia dos fibroblastos (dado nso

apresentado).

Os resultados obtidos evidenciam, portanto, que o MES é capaz

63



de induzir alteragdes profundas na morfologia de fibroblastos,
tanto em linhagens estabelecidas comeo em culturas primarias. Esses
resultados constituem o primeiro indicador da citotoxicidade do MES
para células de mamiferos. Devido as propriedades surfactantes do
MESB, é possivel supor gque a ﬁembrana celular constituiria o alvo
primordial da a¢do exibida por este composto. Estes dados nos
levaram a buscar novas evidéncias da agado citotéxica do MES e a
estabelecer comparagdes com agentes cuja agdac ao nivel de membranz

& conhecida.

111.2.b. - Determinagaoc da viabilidade celular de

linfocitos expostos a agentes tensoativos

A determinagio da viabilidade celular é um importante
parametro em investiga¢des que utilizam sistemas celulares. A perda
da viabilidade celular representa um dano irreversivel, prévio a
compieta destruigio celular. Uma das maneiras mais comumente
empregadas para a determinacgdo da viabilidade celular é o teste de
exclusao de corantes, particularmente o teste de exclusio de Azul
de Tripan. Neste método, as células danificadas tornam-se
permeavels ao corante;kem contraposigdo as células viaveis, que
retem a capacidade de excluir este corante. Interessou~-nos, por
isso, verificar o efeito do MES sobre a viabilidade de linfécitos
humanos, em comparac¢do com outros agentes tensoativos do tipo nao

1o0nico (Tween 60, Tween 60 e Span 60).
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Numa primeira etapa, o5 linfdocitos humanos recém isolados de
individuos saudavels foram tratados com os agentes especificados na
tabela 3, numa dose de 250 ug/ml, em ensaios contendo 2 x 10°
células. Foram utilizados como controle o meio RPMI-1640, o0 sistema
de solventes (S5I5) e o estearato de metila (ES). Apos 30 minutos de
exposligaon, contoaram-se as celulas totais e as céiulas
inviabiliizadas, estas coradas pelo Azul de Tripan. Os resultados

obtidos estao apresentados na tabela 4.

0s resultados obtidos mostraram gue, tanto nos controles
experimentais como em todos os tratamentos efetuados, excetuando-se
a exposig¢do a MES, a viabilidade dos linfocitos humanos foi z 95%,
ndo se detectando, portanto, nenhuma perda significativa na
viabilidade celular. Por outro lade, a contagem do nimero total de
células presentes apos 30 minutos ndo evidenciou perda celular ( a
média do numero de células totals nos ensaios foi de 106 x 12).
Entretanto, o tratamento com MES forneceu resultados completamente
diferentes dos controles experimentais e dos tratamentos efetuados
com outros surfactantes nao idnicos. Primeiramente, o numero total
de celulas presentes apds a exposi¢gdo estava drasticamente
redu31do:'apenas 35% das ceélulas foram contadas apds a exposicio,
sugerindo, desta formé, gque © tratamento induziu uma ruptura
celular de 65% dos linfdcitos. Por outzo lado, as células
remanescentes ac tratamento com MES, apresentaram um alto grau de
inviabilizagao (78% de 1nviabilidade nas celulas remanescentes). Em

relagao ao numero total de células ensaiadaz, apenas 7,5% dos
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iinfécitos apresentavam viabilidade apés 30 minutos de exposigéo.

~3] resultado, obtido numa dose relativamente alta (5 vezes
maly. <40 que a empregada nos ensaios de alteragao morfouidgica de
fibrehlastos), levou-nos a investigacao dos efeitos causados por
doses menores de MES, tanto no niumero total de células guanto no
numero de células inviabilizadas (figura 8). Os resultados cobtidos
mostram que © tratamento de linfdcitos humancos com MES causa uma
redugdo progressiva da viabilidade e do numerc de células
remanescentes apés o tratamento. A exposigado a 75 pg/ml de MES é
suficiente para determinar cerca de 30% de perda e causar a
inviabilizagdo de 75% dos linfécitos. Doses superiores a 75 pg/mil
promoveram uma maior extensdo de perda, sem contudo, aumentar a

taxa de inviabilidade.

Conclui-se, desta forma, o MES é téxico para 1infoécitos
humanos. Os resultados apresentados, além de evidenciar a grande
perda da viabilidade celular, mostram igualmente gque MES provoca

uma intensa lise celular.
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Tabela 4.- Viabilidade de linfocitos humanos expostos a agentes
tensoativos. :

Controilie iéé ¢ 100
SIs 114 1 99,1
ES 122 3 97,5

SPAN 60 | 105 4 96,2

TWEEN 60 103 4] 100

TWEEN 80 85 0 100
MES 37 29 21,6

Os linfocitos humanos recém purificados foram incubados por 30
minutos, a 37 'C, em 0,5 ml de meio RPMI 1640 contendoc os agentes
MES purificado, sistema de solventes (5IS), estearato de metila
(ES), Span 60, Tween 80 e Tween 60, todos na concentracgio de 250
ug/ml. A viabilidade celular foi determinada pelo método de
exclusdo de Azul de Tripan. Os valores representam a média de duas
reontagens, todas com erros inferiores a 10%. A composigao de
=-lventes nos ensaios era de 0,01% (v/v) de Tween 80 e 0,05% (v/v)
do glicercl. Controle: ceiulas expostas apenas ao meio RPMI-1640.

O teste foi realizado conforme o descrito no item II1.2.b.2.b.
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Figura 8.~ Viabilidade de linfdcitos humanos tratados com
MES. Os linfécitos humanos do sangue periférico foram expostos a
diferentes concentragdes de MES, em ensaios de 0,5 ml contendo o
mesmo numero de células, a 37 °C, por 30 minutos. BpOs o tratamento
determinou-se a viabilidade celular (- *) pela capacidade de
exclusdo de Azul de Tripan e contou-se o numero total de células
remanescentes nos ensaios {( ——-—-~—-- )}, como o descrito no item
I1.2.b.2.b. 100% de células remanescentes = 3,3 x 10° células por
ensaio.
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I111.2.¢ - Determinagdo dos efeitos dos estearatos de

sacarose sobre a adesdao e integridade celular de fibroblastos em

cultura

Os resultados anteriores mostraram claramente gue o MES causa
a ruptura de linfocitos humanos. Em células fibroblasticas, as
alteragoes norfoldgicas observadas (principalmente na linhagem VA~
13) indicam a ocorrencia de lise celular. Isso nos levou a realizar
experamentos, visando guantificar o fenomeno de lise em
fibroblastos, através da liberagdo de macromoléculas no meio de
incubagao. Igualmente procuramos comparar neste ensaio, o0s efeitos
gue uma segunda esterificagde na molécula de sacarose (DES) poderia

causar na lise celular.

Culturas de células fibroblasticas V-79, em densidade de semi-
confluéncia, foram expostas a 50 ug/ml de MES ou DES, por um
periode de 30 minuteos, a 37 °C. Apds o tratamento, o meio de
incubagao fol centrifugado e a quantificacio do material nucleico
e protéico, soluvel ou nido, foi obtidh espectrofotometricamente
(A%Ge Ry o+ respectivamente). As celulas remanescentes apds o
tratamento foram lisadas e a determinagdo das absorbéncias foi
efetuada como anteridrmente. A tabela 5 sumariza os resultados
encontrados. A lise celular foi calculada como valores percentuais,

em relagao aos valores encontrados nas culturas nao tratadas.
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Os resultadeos obtidos mostram gue a redugdo das absorbancias
nas células remanescentes (CR) das culturas tratadas com MES (50
ug/ml) foram acompanhadas pelo aumento das absorbancias nos meios
de tratamento. Para os calculos do desaparecimento de celulas
decorrentes dos tratamentos efetuados, a massa celular perdida foi
calculada em fungao da By, ., encontrada em CR de culturas nao
expostas em fungao da By ., em CR de culturas tratadas. O mesmo
calculo foi efetuado com os dados obtidos em Ay, .. Baseados nisto,
a massa celular remanescente apdés o t:atamento por MES foi
determinada em 61.5 * 5.5 %, indicando uma perda de adesao celular
estimada em aproximadamente 40%. Nos outros tratamentos efetuados,
este resultado ndo foi constatado. Comparativamente & agao*do MES,
o derivado diesterificado (DES)} mostrou uma ausénciz de efeitos

significativos sobre a adesio celular e a inducao de lise celular.

A fim de se confirmar o efeito litico do MES em outra linhagem
celular, a VA-13 de origem humana, ¢ mesmo protocolo experimental
foi executado e o088 resultados mostraram gque, similarmente ao
observado com células de hamster, o MES mostrou uma potente acio
litica sobre as células humanas, determinando a ruptura de 60% das

células {dados ndo apresentados).
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Tabela 5.- Efeito dos estearatos de sacarose sobre a ades3o e
integridade celular de fibroblastos V-79,

R} w g
pBs-ca'l SB-MT 0,020 0,023
SIS SB-MT 0,025 0,025
50 pg/ml MES SB-MT 0,245 0,135
50 pg/ml DES SB-MT 0,045 0,043
pBs-ca't PPT-MT 0,035 0,043
SI8 PPT-MT 0,020 0,033
50 pg/ml MES PPT-MT 0,103 0,078
50 png/ml DES PPT-MT 0,065 0,058
pBs-ca'! CR 1,725 0,945
SIS CR 1,690 0,900
50 pg/ml MES 7 CR 0,965 0,630
50 ng/ml DES CR 1.675 0,910

L

Fibroblastos V-79 foram expostos por 30 minutos, a 37 °C, a 50
pg/ml de MES ou DES, em tampdo fisiolédgico. Os meios de tratamento
foram coletados e centrifugados (5000g/2 min) e o contetdo de
dcidos nucléicos e de proteinas foi estimado (A25 w € By opnr
respectivamente) nos sobrenadantes (SB-MT). Os sedimentos (PPT-MT)
foram lisados em meio alcalino, e as aborbancias, nestes dois
comprimentos de onda, foram determinadas. As células remanescentes
(CR) nas placas de cultura foram lisadas em meio alcalino. A
absorbancia dos lisados foi estimada em 260 nm e 280 nm, conforme
descrito no item II1.2.b.2.c¢. 0s dados apresentados s8o a média de
duas determinag¢des. Leituras abaixo de 0.050 apresentam desvios em
torno de 50%. Leitura acima deste valor apresentam desvios em torno

de 5%.
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A seguir, estendemos o estudo do efeito litico do MES em
células V-79, determinando o seu efeito em diferentes doses. Para
isso, culturas de fibroblastos V-79 em fase exponencial do
crescimento foram expostas a diferentes concentragdes de MES
purificado, por 30 minutos, a 37 C e tratadas como descrito em
I1.2.b.2.c. Ao final, as células presentes na cultura foram lisadas
em meio alcalino e a massa celular foi estimada através da
determinagdo da absorbincia em 260 nm. A percentagem de perda
celular foi calculada em relagdo s culturas controle, nio expostas
ao MES. Os resultados mostram gue o MES exerce seus efeitos liticos
sobre os fibroblastos V-79, de uma maneira dependente da dose
(figura 9). Desta forma, o tratamento com 12,5 ug/ml induziu uma
perda de aproximadamente 24% das células; doses superiores (25 e 50

pg/ml), provocaram perda de 46% e 83%, respectivamente.

Empregando este mesmo ensaio, foram efetuados tratamentos com
DES e com outros agentes surfactantes, no intuito de se observar os
seus eventuais efeitos na adesdo e lise celular (tabela 6). Os
resultados obtidos mostram gue a sacarose diesterificada nédo
apresentou nenhuma agdo litica, em concentracdes de até 1000 npg/ml,

contrastando, desta forma, com o c¢composto monoesterificado.

No que diz respeito acs outros agentes surfactantes testados,
apenas © Triton X-100 e o Dodecil Sulfato de S6dio (SDS) causaram
perdas celulares consideriveis. BAmbos o5 agentes surfactantes

produziram cerca de 40% de lise celular, na concentragio de 50
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pg/ml.

Sumarizando os resultados obtidos, concluimos que:

+ MES produz uma intensa lise celular, numa faixa de dose
entre 25 e 50 ug/ml em fibroblastos V~79 e VA-13.

¢ A introdugdo de uma segunda molécula de &cido estedrico na
sacarose, formando o derivado diesterificado (DES), resulta na
perda da atividade litica deste composto.

+ Comparativamente a outros agentes surfactantes aqui
estudados, o MES apresenta o maior poder agressivo para células

fibroblasticas.

I1I11.2.4. - Determinago dos efeitos de ésteres de

sacarose na proliferagdo celular de fibroblastos

pPevido & toxicidade que o monoéster de sacarose exibiu, tanto
em fibroblastos quanto em linfécitos humanos, procuramos investigar

a segulr, sua agdo citostdtica em fibroblastos em cultura.

O efeito do MES gobre o crescimento celular foi avaliado
através da determinacgio do incremento da populacfio celular depois
de um periodo de cultivo, apds o tratamento. A populagio foi
guantificada pela medida da absorbidncia dos lisados celulares a 260

nm, parametro esse diretamente correlacionado com o numero de
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Figura 9.- Efeito de MES purificado sobre a adesfo e Iis?
de fibroblastos V-79 em funcdo da dose. Cerca de 2,5 x 10
células/placa (35 mm de diametro) foram cultivadas em meio
completo, nas condigles normais de temperatura e atmosfera gasosa,
por um periodo de 72 horas (fase exponencial de crescimento). O
tratamento com diferentes concentragdes de MES (0,5 a 50 pg/ml) foi
efetuado por 30 minutos, 37 °C. As culturas foram ent3oc tratadas
conforme o descrite em 1I.2.b.2.c. Finalmente, as células
remanescentes foram lisadas (0,7 ml/placa com solucgdo 0,5 M NaOH}.
A massa celular foi estimada por absorbdncia em 260 nm, conforme
descrito no item 11.2.b.2.c.
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Tabela 6.- Efeito de DES purificado e de agentes surfactantes na
adesdo e lise celular de fibroblastos V-79.

THEEN 80 ; < 500 0,0
SPAN 60 i 265 0,0
I | 750 10,9 + 6,5
| 25 9,4 % 2,7
TRITON X-100 50 43,2 t 3,8
100 61,7 + 2,7
BRIJ 35 50 4,4 £ 0,
100 6,0 t
10 6,2 £ 5,0
SDS _ 30 9,3 ¢t 0,
50 41,4 + 7,5

As condigdes experimentais estio descritas na legenda da figura 9.
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Figura 1l0.- Relac8o entre a absorbancia dos lisados
celulares a 260 nm e. o numerc de c¢élulas £fibroblasticas. Uma
cultura de fibroblastos de hamster chinés, linhagem V-79, foi
tripsinizada e homogenizada para a completa individualizagio
celular. A seguir o nUmero de células foi contado em cémara de
Neubauer. Aliquotas (triplicatas) contendo diferente ntmero de
células foram centrifugadas, lavadas em tampdo fisiolégico e o
precipitado obtido foi lisado em meio alcalino, a 37 °C, por 1
hora. Os valores de absorbancia (AHGMQ dos lisados foi determinado.
A reta, determinada por regressao linear, apresenta valores de

inclinagao = 0,161 e de intercepto = 0,01.
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de células (figura 10).

0 efeito do MES purificado sobre o crescimento de fibroblastos
em cultura resultou numa intensa inibig¢do da proliferacgio dos
fibroblastos, de maneira dependente da dose (figura 11). Observamos
também gue a remogdo do agente, na fase inicial do crescimento
celular (figura 11), ndo restaura a capacidade reprodutiva celular,
mostrando, desta forma, gque os danos causados apés 30 minutos de
exposigdo ao MES determinam a inviabilidade reprodﬁtiva dos

fibroblastos.

Nas mesmas condigdes, o sistema de solventes (SIS), empregado
na solubilizagdo dos estearatos de sacarose, nao foi capaz de
afetar de modo significative © crescimento celular (indice de
proliferagido médioc = 2,82 t' 0,32). Culturas ndo expostas
apresentaram um indice de proliferagdo calculado em 2,92,
Resultados similares foram obtidos com os fibroblastos Vv~-79 (dados

nao apresentados).

0 estudo do eventual efeito do diestearato de sacarose
surificado (DES) sobre a proliferagdo celular de fibroblastos em
cultura também foi inveétigado. Como uma alternativa experimental,
analisou-se o efeito de uma 1Unica concentragido de DES,
relativamente elevada (50 ug/ml), sobre a curva de crescimeﬁto de
fibroblastos Vv-79. Para tal, culturas em baixa densidade celular

foram expostas a 50 pg/ml de DES, ou a igual volume do SIS (sistema
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de solventes), por um periodo de 30 minutos, a 37 “C e entido,
cultivadas em meio fresco por intervalos de tempo variados. Ao
final de cada periodo, as culturas foram lisadas e a absorbadncia em
260 nm fol determinada. Os resultados estdo apresentados na figura
12. Observa-se gue tanto as culturas tratadas com DES ou seu
sistema de solventes (S8IS) ndo tiveram nenhuma diminuigdo nos
indices de proliferagido calculados. Pelo contrario, uma ligeira
estimula¢do foi detectada nas culturas tratadas em relagioc as niao

tratadas (controles).

Os resultados obtidos na proliferacdo de fibroblastos tratados
com ésteres de sacarcose purificados mostram gue o MES apresentou
wipa potente ag¢do citostatica, em doses reduzidas (1 a 2 ng/ml).
Doses superiores a 2,7 ug/ml apresentaram um indice de proliferacio
inferior a 1 (valor este correspondente a0 nimero inicial de
células nas culturas). Contrariamente ao MES, o DES, mesmo em
concentragbes 50 vezes maior (50 pg/ml) nd3oc exibiu os efeitos

citostasticos descritos para o MES.

I11.2.e.~- Determinacgio da curva de sobrevivéncia de

fibroblastos V-79 tratados com moncéster de sacarose purificado

A maneira mais sensivel para se investigar a acdo letal de

agentes xenobidticos baseia~se na sua capacidade de inibicdo do
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CRESCIMENTO RELATIVO

CONCENTRAGAO DE MES (ug/mi)

Figura 11.- Efeito do MES no crescimento celular de
fibroblastos VA-13 em cultura. Células (2,2 x 10° células/placa de
5 cm de diametro) foram tratadas com diferentes concentragdes de
MEE purificado, em tampdo PBS-A, por 30 minutos, 37 C,
imediatamente apdés a fixagdo celular. Apdés a remogdo dos agentes,
as células foram cultivadas em meio completo, por 66 horas e,
subsequentemente, lisadas em meio alcalino, para a determinacio da
Byp pnr como descrito anteriormente. O crescimento relative foi
expresso como a razdoc entre as absorbancias: Rygp gy 9@ cultura apés
66 horas do tratamento/ﬁﬁg , da cultura contreole no tempo zero,

conforme descrito no item II.2.b.2.4d.
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Figura 12.~ Efeito do DES sobre a proliferacdo d?
fibroblastos V-79. Culturas em baixa densidade celular (2 x 10
células/placa de 5 cm diametro) foram cultivadas por 68 horas, nas
condigbes usuais. Ao término deste tempo, © meio de cultivo foi
removido e as culturas tratadas com 50 pg/ml de DES ( A——&8 ) ou
com igual volume do SIS (sistema de solvente} {(0———0), por 30
minutos, 37 “C. Apds o periodo de incubagao, o meio de cultura foi
renovado e as células foram cultivadas nos intervalos de tempo
indicados. Ao final de cada intervalo, as massas celulares foram
lisadas em meic alcalino, e a absorbancia em 260 nm determinada. O
indice de proliferagio representa o nimero de vezes em gque a
populagdoc celular aumentou, em relagdo a culturas controle, no
inicio do tratamento. O indice 1,0 corresponde a um valor de
absorbancia de 0,197. Cada ponto apresentado é o valor médio de 2
ensaios. A curva normal de c¢rescimentoc de células V-79 esta
representada (s—————s ).
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crescimento clonal das células. Através desta técnica é possivel
acessar o efeito de um dado tratamento na capacidade reprodutiva
das células. Como decorréncia dos danos causados pelo tratamento,
as células ndo viaveis n&o sido capazes de crescer formando colénias
a partir de uma Unica célula. Um indice de sobrevivéncia pode ser
estabelecido, em comparag@o & culturas controle, refletindo, desta

forma, a atividade letal do agente.

Células V-79 individualizadas foram tratadas com diferentes
doses de monoester de sacarose purificado (MES) para a determinacio
do seu efeito letal. Apds a remogdo dos meios de tratamentos, as
células foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 20% de SBF,
por 7 dias e, as coldnias formadas foram fixadas e coradas com
cristal violeta. A contagem do numero de colénias de cul turas
controle (expostas apenas ao tampdo fisioldgico) foi efetuada,
obtendo-se uma eficiéncia de plagueamento de 95 %. Em paralelo,
analisou-se o efeito da presenga do soro fetal bovino (10%) durante
a exposigdo das células ao MES. Os resultados obtidos nos
tratamentos efetuados com diferentes doses de MES, bem como o0s
resultados obtidos com o tratamento com igual gquantidade de MES na
presenga de 10% de ‘'soro fetal bovino (MES+10%SFB) estdo

apresentados na figura 13.
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Figura 13.- Curvas de sobrevivéncia de células fibrobléasticas
V-79 expostos ao MES purificado iscladamente (g--===---
presenga de 10% de soro fetal bovino (-« ). Células
individualizadas (265 c¢élulas/placa de 5 c<m de diametro),
cultivadas por 12 horas, foram expostas (30 minutos, 37 “C) aoc MES,
nas concentragdes acima, em PBS—Ca”, contendo ou nao 10% de SFB.
Apds o tratamento, as células foram crescidas em DMEM + 20% SFB,
por 7 dias, nas condig®es usuals de temperatura e atmosfera. Ao
final, as colénias sobreviventes foram contadas e a percentagem de
sobreviveéncia determinada, em relagdo a culturas controle {(expostas
apenas ao tampac fisiocldgico)}, como descrito no item I1.2.b.2.e. Os
resultados refletem a média de duas determinagdes.

82



O composto MES purificado apresentou um efeito letal em funcao
da dose. A dose que causa 50% de perda de sobrevivéncia &
relativamente baixa e estd em torno de 7,5 ug/ml. Por outro lado,
quando as células individualizadas foram expostas ao MES na

presenga de 10% de soro fetal bovino o efeito letal do MES foi

completamente abolido.

111.2.f. - Determina¢io da ag¢io do MES ao nivel da

membrana celular.

Varios tipos de compostos quimicos organicos podem apresentar
fendmenos de perturbag¢dao da membrana celular e efeitos liticos e,
esta capacidade em causar tais efeitos estd associado a
hidrofobicidade relativa do composto. Considerandoc gque agentes
surfactantesapresentmncaracteristicashidrofébicas«alipofilicas,
desta forma, com potencial de atuagio em membranas, interessou-nos
estudar os efeitos de MES ao nivel da integridade da membrana
celular. Para isso, realizamos experimentos classicos de hemélise
em eritrécitos humanos e experimentos de captacdo de nucleotideos

radicativos em células fibrobliasticas.

I11.2.f.a. - Determinacdo da agdo hemolitica de MES.

Na investigagdo da ag8o hemolitica dos mono e diestearatos de

sacarose purificados (MES e DES, respectivamente), utilizaram-se

83



)

4

HEMOLISE (%

100 + O~ —0Q-0
© \
o
50+
0.0 0.5 , 1.0
[ NaCl ] %

Figura 14.- Curva de resisténcia osmética de preparagoes
de hemacias humanas. Um pool de hemacias obtidas do sangue
periférico de doadores saudaveis, foi preparado como descrito em
Materiais e Métodos, item 11.2.b.2.f. Os ensaios contendo 50 ul de
papa de hemadcias foram incubados na presenga de solucgdes salinas
(0,1% - 0,9% de NaCl). Apds a incubagdo por 30 minutos, a 37 C, os
ensaios foram centrifugados e a hemoglina presente nos
scbrenadantes foi avaliada espectrofotometricamente em 576 nm. O
total de hemolise (100%) foli obtido incubando-se com NaCl 6,1%. Os
pontos representam o valor médio de ensaios efetuados em
triplicatas.
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preparagdes de eritrécitos humanos na forma de "pools”. As células
foram previamente testadas determinando-se a curva de resisténcia
osmOtica, visando selecionar as preparagdes de hemacias gque ndo
apresentassem fragilidade osmética (figura 14). O objetivo deste
teste prévio € o de rejeitar preparagdes que mostrassem fragilidade
osmética, o que poderia influenciar os resultados deste ensaio
frente aos compostos testes. Os resultados obtidos mostram gue, em
fungao do teor de NaCl, obtem-se uma curva sigmdide caracteristica
(ver figura 14). As preparagdes que apresentam indices de 50% de
hemolise em solugbes 0,45% de NacCl foram consideradas adequadas
para os estudos. As preparagbes gue apresentassem deslocamento no
ponto de infiexdo para a direita, isto &, que sofreriam hemélise em
concentragdes mais elevadas gque 0,5% de solucgio salina, seriam

rejeitadas para os testes a seguir.

Apbés a determinag8c da curva de resisténcia osmotica,
determinou-se a agdo hemolitica do MES e DES purificados, usando-se
como referéncia um agente surfactante reconhecidamente hemolitico,
o Triton X-100. Os ésteres de sacarose foram previamente
dissolvidos no SIS e, diluidos em solugdo salina fisiolégi¢a
(0,90%); o Triton X-100, por ser facilmente solivel em salina, foi
diretamente solubilizado em solugdo salina. 0Os resultados obtidos

sao apresentados na figura 15.

Pode-se constatar que o DES ndo foi capaz de causar hemélise

significativa nas doses testadas (até 500 pg/ml). O Triton X-100
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exibiu potencial hemolitico: a dose que causa 50% de hemolise (DHM)
foi calculada em 66 pg/ml. O MES mostrou efeito hemolitico em doses

consideravelmente mais reduzidas e a sua Dﬂw fei calculada em 30

pg/ml.

Procuramos também investigar a acdo hemolitica de MES
purificado na presen¢a ou auséncia de 10% de soro fetal bovino
{(8FB)}. MNeste protocelo, as hemdcias foram incubadas com MES
solubilizado como descrito anteriormente, em salina fisiolégica,
contendoe ou n3oc 10% de SFB. Os resultados obtidos est3o
apresentados na tabela 7. Pode-se constatar gque SFB (10%) conferiu
uma protegidoc contra os fortes efeitos hemoliticos do MES

purificado.

I11.2.g. - Determinagdo da taxa de captagdoc de Uridina

{(Udr)} por fibroblastos.

No intuito de se observar commaior refinamento os efeitos dos
ésteres de sacarose na membrana plasmatica determinou-se a taxa de
captagéo de Uridina pelas células. Esse nucleosideo é transportado
para dentro da célula por meio de um mecanismo de difusio
facilitada através da méﬁbrana, Processo esse seguido de uma etapa
limitante, envolvendo a fosforilagdo da uridina, para a formagao de
nucleotideos (Rozengurt e col.,, 1978). A cinética de captagao de
Uridina é dependente da integridade da membrana celular e do seu

metabolismo a nucleotideos; assim, agentes que causam danos a
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Figura 15.- Hemélise de eritrécitos humances induzida por
agentes tensocativos. Os ensaios foram realizados conforme descrito
em Materiais e Métodos (11.2.b.2.f.) e a liberacio de hemoglobina
foi avaliada conforme anteriormente descrito, determinando-se a
absorbéncia em 576 nm. O tratamento com diferentes concentracgdes de
MES (o0——0), DES (¢——+} e Triton X-100 {(4—————4) si0
apresentados. Os valores plotados referem-se aos valores médios de
triplicatas.
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Tabela 7.- Efeito do SFB (soro fetal bovino) na taxa de hemdlise
produzida por MES purificado.

MES 50 ng/ml 81,3
MES 50 pg/ml + 10% SFB 1,0

Os ensaios foram efetuados em triplicatas e as condigdes
experimentais estdo descritas nas legendas das figuras 14 e 15.

membrana celular, irdo, consequentemente, causar um distdrbio na

velocidade de captagdo deste nuclecsideo {shopsis & Sathe, 1984).

I11.2.9.1. - Padronizacio da técnica

A técnica da captagdo de Uridina por fibroblastos em cultura,
inicialmente descrita por Shopsis & Sathe (1984) foi adaptada em
nosso laboratoério. As principais adaptagbes referem-se a linhagem
de células fibroblasticas utilizada (V-79 em vez de 3T3) e as
condigOes de incubagio com o agente em estudo (dissolugdo em tampao
fisioldgico em vez de meio completo e a reducio do tempo de

exposigdo para 30 minutos, em vez de 4 horas).

Para a padronizagdo da técnica nestas novas condigoes
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experimentais foram utilizados dois compostos, conhecidos por
causarem inibigdo da taxa de captagdo de Urd na linhagem de células
fibroblastica de camundongo (linhagem 3T3). Desta forma, &alcool
alilico foli selecionado por apresentar um grande efeito inibitério
na taxa de captagdo de Udr, segundo o grupo liderado por Shopsis
{Borenfreund e col., 1983 e Shopsis e col., 1985). O outro composto
escolhido foi o DMSO (dimetilsulfézxido), gque, segundo estes
autores, & um composto que causa uma pequena inibigdo na taxa de
captagao de Urd em fibroblastos 3T3. Os resultados obtidos com
estes dols agentes testes sdo mostrados nas figura 16 e 17,
respectivamente. 0Os dados mostram gque as células tratadas com
alcool alilico apresentam uma diminuigdo progressiva da taxa de
captagao de Urd em funcao da dose (figura 16). A curva & bifasica,
mostrando um efeito mais intenso na faizxa de concentra¢do mais
baixa (0,01 - 0,1M), e wum aumento lento da inibic¢do nas
concentragdes mais elevadas. A dose gue determina 50% de inibigao
da captagdo de Urd (UI;;), corresponde a aproximadamente 0,065 M de
alcool alilico. No caso do DMBS0O, observa-se uma inibigao cuja
intensidade aumenta diretamente com o aumento da dose (figura 17),
nao se observande efeito significativo em doses mais baixas
(concentra¢des = 0,2 M). A UI;;, obtida por extrapolagdo do grafico

(figura 17) correspcndé'a 1.55 M.
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11.2.9.2. - Efeito de ésteres de sacarose e de outros

surfactantes na captagao de Urd por fibroblastos V-79 em cultura

Os efeitos do MES e DES purificados sobre a captagdao de Urd
por celulas V-79 foram determinados, seguindo-se o mesmo protocolo
experimental e, os resultados obtidos est&oc representados nas

figuras 18 e 19, respectivamente.

Os resultados obtidos mostram gue © MES causa um intenso
efeito inibitdério na taxa de captagdo de Uridina por fibroblastos
V-79, de maneira depedente da dose. A curva é bifasica, mostrando
uma fase 1inicial de inibigd3oc proporcional a dose e, em doses
superiores a 20 pg/ml uma diminui¢do progressiva da inibic3oc na
captagdo de Urd (figura 18). A dose de MES que determina uma
diminuigdao de 50% na taxa de captacgio de Urd (UIM) corresponde a
16,2 pyg/ml. O composto DES purificado, por sua vez, nao foi capaz
de alterar de modo significative a taxa de captacgac de Uridina
(figura 19). Em paralelo, foi igualmente testado o efeito do SIS
empregado na solubilizagao dos estearatos de sacarose,
Concentragtes elevadas de SIS provocam uma ligeira diminuicdo da
taxa de captagdo de Urd (figura 19). Tal efeito na diminuig8oc na
captagdao de Urd nao féi constatado guando DES estava presente no

sistema {(figura 19).
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Figura 1l6.- Inibigaoc da vcaptagdo de Uridina por
fibroblastos V-79 tratados com diferentes concentragbes de &lcool
alilico. BAs células, em £fase exponencial de crescimento foram
expostas a concentragoes (v agente entre 0,05 ~ 0,5 M, em duplicata
ou triplicata. Apds a remougdo do meio de tratamento, as culturas
foram incubadas com meio c~mpleto (DMEM + 10% SFB) contendo *C-Urd
(0,2 uCi/ml) por 30 minutos, a 37 °'C. A seguir, o meio foi
removido, as culturas lavadas oom tampdo fisiolédgico e as células

lisadas em meio alcalino., A i==a de captacdo de *'‘C-Urd foi expressa
por unidade de massa celular »-~sente nos lisados (absorbancia a
260 nm), em relagao a ouli -3 controle, nao tratadas, como
descrito no item 11.2.b.7 . 777°% de captagdo = 17744 cpm/A%Qnﬁ.
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Figura 17.- Inibigdc da captacd3o de Uridina por
fibroblastos V-79 tratados com diferentes concentragdes de DMSO
(dimetilsulféxido). As células, em fase exponencial de crescimento
foram expostas a concentragdes do agente entre 0,1 M - 1.5 M (em
duplicata ou triplicata}. Apdés a remocio do meio de tratamento, as
culturas . foram incubadas com meio completo (DMEM + 10% SFB)
contendo ‘‘c-urd (0,2 uCi/ml}) por 30 minutos, a 37 ‘C. A seguir, o
meiro foi removido, as culturas lavadas com tampio tisioldgico e as
celulas lisadas em meio alcalino. A taxa de captagdo de leﬁrd toi
expressa por unidade de massa celular presente nos lisados
(absorbincia a 260 nm), em relagdo a culturas controle, como
descritono item II.2.b.2.g. 100% de captacdo=12375 cpm/unid.azge nE
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Figura 18.- 1Inibigd3o da captagao de Uridina por
fibroblastos V-79 tratados com diferentes concentragdes de MES
purificado. As células, em fase exponencial de crescimento foram
expostas (em duplicatas ou triplicatas) a concentragdes do agente
entre 5 e 50 pg/ml. Apdés a remo¢d3o do meico de tratamento, as
culturas foram incubadas com meio completo (DMEM + 10% SFB)
contendo ‘c-vrd (0,2 uCi/ml) por 30 minutos, a 37 "C. A seguir, o
meio foi removido, as culturas lavadas com tampdo fisioldgico e as
células lisadas em meio alcalino. A taxa de captagdoc de Lo yrd foi
expressa por unidade de massa c¢elular presente nos lisados
(absorbancia a 260 nm), como descrito no item 11.2.b.2.g.; culturas
controle, nao expostas aos agentes, foram consideradas 100% de
captagdao de Urd. 100% de captacao = 17434 cpm/unid. Byct am-
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Figura 19.- Taxa de captagadoc de Uridina por fibroblastos
V-79 tratados com diferentes concentragdes de DES purificado. As
células, em fase exponencial de crescimento foram expostas (em
duplicatas ou triplicatas) a concentragtGes do agente entre 500 a
1000 pg/ml ( ) e igual volume de SIS (~-=--=~-~ ). Apdés a remogao
do meic de tratamento, as culturas, foram incubadas com meiro
completo (DMEM + 10% SFB) contendo U yrd (0,2 pCifml) por 30
minutos, a 37 'C. A seguir, o meio foil removido, as culturas
iavadas com tampdo £fisiolbgico, e as células lisadas em melo
alcalino. B taxa de captagdo de !'C-Urd foi expressa por unidade de
massa celular presente nos lisados (absorbancia a 260 nm), como
descrito no item 1I1.2.b.2.g9.; culturas controles, nao expostas aos
agentes, foram consideradas 100% de captagdao de Urd. 100% de
captacao = 15334 cpm/unid. Bjeo o
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No intuito de realizar estudos comparativos dos efeitos do MES
com os de outros agentes surfactantes, testaram-se o0s seguintes
compostos: dodecil sulfato de sédio (SDS), Brij 35, Triton X-100,
Tween 80 e Span 60. Os resultados estao apresentados ::as figuras
20, 21 e 22 e na tabela 8., A Ul foi determinada para cada um dos

agentes testados, utilizando o método anteriormente reportado.

O surfactante anidnico Dodecil Sulfato de sédio (5DS)
apresentou uma diminui¢d3o na taxa de captagdo de Uridina,
diretamente proporcional a dose. A Ul;, para este composto & de
aproximadamente 40 pg/ml (figura 20). QO agente surfactante nio
idénico Brij 35 exibiu, igualmente, uma redugdc na taxa de captagao
de Urd proporcional a dose (figura 21), embora o declinio na
captagao do nucleosideo seja consideravelmente mais lento gue no
céso do MES e do SDS. A inibigdo de 50% na captacgao de Urd (UIg)
foi estimada, por extrapolagdc, como 84 qupg/ml. Outro agente
tensoativo do tipo nd@o indnico, o Triton X-100, apresentou efeitos
na taxa de capta¢do de Urd (figura 22), com uma UI;; calculada em
40 ng/ml. Entretanto, a curva apresentou um padrdo completamente
diferente dos anteriores, mostrando um aspecto sigmoidal, similar

ao obtido na curva de hemdlise (figura 15).

Qutros compostos surfactantes do tipo nao idnico, tais como o
Span 60 e Tween 80 apresentaram uma baixa atividade inibitéria na
captagao de Uridina, comparativamente ao MES, Brij 35 e Triton X-

100. 0Os efeitos inibitoérios de Span 60 na captacdo de Urd sao
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Figura 20.- Inibig¢ao da captagdo de Urd por fibroblastos
V-79 em cultura. As células foram tratadas com dodecil sulfato de
sodio (10 - 50 pg/ml), nas mesmas condigbes experimentais descritas
na figura 16. 100% de captacgao= 20942 cpm/unid.Ayen oo -
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Figura 21.~ Inibigdoc da taxa de captacio de Urd por
fibroblastos V-79 expostos a diferentes concentrac¢bes de Brij 35
(10-50 pg/ml). As condigoes experimentais estdo descritas na
legenda da figura 16. A Taxa de captagdo 100% = 17744 cpm/unidade
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Figura 22.- Inibigdo da taxa de captagio de Urd

fibroblastos V-79 expostos a diferentes concentragdes de Triton X-
100. As condig¢des experimentals estdo descritas na legenda da
figura 16. A taxa de captagdo 100% = 7189 cpm/unidade de Ay, ...
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Tabela 8.- Taxa de Captagdo de Uridina (Urd) por fibroblastos Vv-79
expostoes aos surfactantes ndo idnicos Tween 80 e Span 60.

w_l.'.i._'..'.. i ﬁCQﬁPOﬁ?’l‘Q """"
500 97,6
i TWEEN 80 1000 86,0
2500 84,3
10000 66,7
0 100,0
75 108,3
SPAN 60 167 103,2
365 104,7
750 94,7

O procedimento experimeﬁtal esta descrito na legenda da figura 16.
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despreziveis na faixa de concentrag¢do avaliada (até 750 pg/ml). Os
efeitos inibitdrios do Tween 80 situam-se numa faixa de

concentragao consideravelmente mais elevada: 1 - 10 mg/ml.

No teste de captagdo de Uridina, o composto que apresentou uma
maior atividade inibitéria foi o MES purificado. 0 derivado
diesterificado, n2oc apresentou, em doses superiores, nenhuma
atividade na inibigdo da captagdo de Urd. Outros detergentes néo
i10nicos apresentaram efeitos inibitérios na taxa de captagdo de
Urd. A analise dos UI,; entre os diferentes surfactantes ndo idnicos
mostra uma ordenagaoc gque, em nivel crescente de potencial

agressivo, na seguinte escala:

Tween 80 -~ Span 60 < Brij 35 < Triton X-100 < MES purificado.
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IV - DISCUSSAO

A purificacao dos ésteres de sacarose por meio de
cromatografia em coluna forneceu dois compostos, denominados de A
e B. As fragbes foram analisadas e identificadas em cromatografia
em camada delgada (CCD), por espectrometria infravermelha (IV) e
por dosagem de sacarose presente nas fragdes. A analise dos
compostos A e B em CCD mostrou diferentes mobilidades: a fracdo A,
com maior mobilidade, indicou uma menor polaridade do que composto
B (figura 4). Tal resultado sugeriu gque o0s estearatos de sacarose
purificados apresentavam diferentes graus de esterificac¢do. Além do
mais, a comparag¢do com o0s dados descritos na literatura indicou gque
a fragao A era cromatograficamente similar ao descrito para o
diestearato de sacarose (DES) e, o da fragao B, semelhante ao do
monoestearato de sacarose (MES) (Nakamura e col., 1986; Donnely &
Bu'Lock, 1988). Embora o método cromatografico utilizade nido
possibilite o fracionamento dos sucroderivados em fungio do
comprimento da cadeia carbdnica do Acido graxo esterificante {CM
e Cm), as fragbes obtidas foram consideradas como sendo
principalmente estearaébs de sacarose., A analise dos espectros
infravermelhos (IV) (figura 5 e 6} das fracdes mostraram
caracteristicas similares aos descritos para ésteres de
carbohidratos (Akoh e Swanson, 1990, 1989a e b). A comparacao dos

espectros IV mostrou gue a unica diferenga notavel entre as duas
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fragOes estava na intensidade da banda de 3350 cmﬂ(figuras 5, 6}.
Este resultado foi interpretado como sendo indicador de diferentes
conteQdos de OH ndo reagidos da sacarose. Tal resultado, assim como
a analise em CCD, demonstra que os compostos A e B apresentam
diferentes graus de esterificagido, sendo o A mais esterificado que
o composto B. A fim de melhor caracterizar as fragdes purificadas
e de determinar os seus teores de pureza, procedeu-se &
quantificag¢do do contelido de sacarose presentes nestas fragoes. Os
resultados das dosagens de sacarose forneceram valores compativeis
com a assungac de gque as fra¢gdes A e F eram, respectivamente,
diestearato de sacarose (DES) e monoestearato de sacarose (MES).
Esta andlise também serviu para definir o grau de pureza das
fragbes isoladas (95% para DES e 93% para MES} e para a
gquantificagdo dos seus principais contaminantes (tabela 3). Desta
forma, pelo conjunto de resultados obtidos, as fragbes B e B foram
interpretadas como sendo, respectivamente DES e MES, apresentando

um grau de pureza minimo de 93%.

Por tratar-se de compostos com certo cardter lipofilico, os
estudos de solubilidade dos estearatos de sacarose indicaram gue o
MES purificado era parcialmente solivel em sistemas aquosos e que
o DES, mais lipofilicéﬂ era praticamente inscoliGvel em agua. Para
contornar esta dificuldade e para viabilizar o estudo comparative
destas moléculas em sistemas celulares, um sistema de solvente
(818) foi desenvolvido. O 8I8, além de ndo ser citotédéxico nas doses

empregadas nos diferentes ensaios, mostrou ser adegquado para a
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solubilizagdo de derivados poliesterificados.

Quando células viavels sdo expostas & agentes téxicos, podem
ocorrer varias interagoes em diferentes niveis. Por exemplo, podem
ocorrer eventos ao nivel da morfologia celular, da proliferagdo
celular, ou entdo, no genoma celular. Estes efeitos podem ser
estudados wutilizando varios marcadores de citotoxicidade. 0
primeiro ensalio efetuade na investigagao sobre o potencial
citotdxico dos compostos MES e DES foi a detecgdop de evepntuais
alteragdes morfoldgicas em c¢élulas fibroblasticas. Alguns
protocolos similares s3o descritos na literatura (Borenfreund &
Borrero, 1984; Shopsis e col., 1985; Tachon e col.,, 1989) e, as
informagdes obtidas neste teste tem mostrando correlacionar-se bem

com os dados in vivo (Shopsis e col., 1984).

Os resultados mostram claramente gue o composto MES exibe um
forte efeito na morfologia celular dos {fibroblastos estudados
{linhagens estabelecidas VA-13, de origem humana, V-79, de roedor,
e culturas primarias de fibroblastos da derme humana)
(microfotografias 2,3,6,7,9 e 10). Os efeitos do MES na morfologia
de fibroblastos podem ser visualizados imediatamente apés o contato
das células com o MES (ﬁicrofotografia 2). Ao fim de 30 minutos, em
todas as variedades de fibroblastos analisadas, as alteragdes
morfolégicas foram extremamente pronunciadas (microfotografias 3,
7 e 10). O padraoc das alteragbes morfologicas produzidas por MES

sugeriu-nos gque as células poderiam ter perdido a viabilidade. Este
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resultado foi interpretado como uma primeira evidéncia da acgio
citotdxica do MES. Nenhum efeito significativo na arquitetura
celular foi constatade quando as culturas fibroblasticas foram
erpostas ao DES. Tal resultado é um primeiro indicativo que os
sucroderivados com diferentes graus de esterificagio apresentam
propriedades pbastante distintas no que diz respeito ao potencial

citotéxico.

Uma possivel explicagao para os efeitos do MES na morfologia
de fibroblastos poderia ser decorrente da propriedade surfactante
deste composto. Os agentes surfactantes tem como caracteristica a
capacidade de induzir a emulsificagdo de fosfolipideos, causar a
solubilizagdc de lipideos e a desnaturagao de proteinas, fatos
estes que podem levar a completa desorganizacio da membrana celular
(Tachon e col., 1989; Darnell e col, 1986 e Zubay, 1988). O fato ao
derivado diesterificado, que também apresenta caracteristicas de
anfifilicidade, néao ter causado alteragdes morfoldgicas
detectéveis, pode ser explicado como resultante da modificacgdo nas
propriedades fisico-quimicas (concentragdomicelar critica, balanco
lipofilico-hidrofilico, etc), determinada pela introducdo de uma
segunda molécula de Acido estedrico na sacarose., Esta alteracgido
promoveria uma interagéé'diferenciada deste composto com a membrana

celular dos fibroblastos.

Os pronunciados efeitos de MES na morfologia celular de

fibroblastos em cultura sugeriram gue as céliulas, apds 30 minutos
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de tratamento, apresentavam modificacies tals gue a sua vizbilidade
poderia estar comprometida. A perda da viabilidade celular é
definida como "o término irreversivel da astividade celular e de
suas fung¢des, acoplade & uma desorganizacio completa da sua
estrutura” (Dixon, 1967). As fases iniciais da injaria celular sio
representadas pela fragmentagio da membrana celular e por
alteragbes em organelas. Assim, a perda da viabilidade celular
representa um evento prévio e irreversivel & completa destruicio

celular, ou seja a lise celular.

O tratamento de linfdcitos humanos com 0,42 mM de ¥ES (250
g/ml) provocou uma intensa diminuigdo da viabilidade celular:
apenas 21,6% das células contadas apresentaram-se vidaveis (tabels
4). A perda da viabilidade celular n3o ocorreu guando os linfécitos
foram expostos & outros agentes surfactantes ndo idnicos {Span 60,
Tween 60 e 80). Além disso, os resultados obtides pelo trztamento
com MES evidenciaram a ocorréncia de um outro fate: a forte reducgao
no nGmerc de células linfociticas ao £inal da ezposicéo.
Calculando-se o nimero de células vidveis no final do tratamento em
‘fungéo do numero total de linféeciitos expostos, a percentagem de
células vidveis reduz-se a 7,5%. O desaparecimento de céiulas ao
final do tratamento, calculado em 65%, somente pode ser explicado
devido a ocorréncia de rompimento de linfécitos durante a

exXposigao. Este fendmeno ndo foi observado nos outros tratamentos.

Visando wuma melhor caracterizagidc dos efeitos registrados,
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PrOCUramos averiguar © eieits de diferentes doses de MES na
viabilidade celular e 1o ninero de linfécitos ao final do
tratamento. Os resultsdos mostram uma diminuicgdo do nimerpo de
celulas remanescentes ao final do tratamento em fungdo do aumento
da dose de MES (figura 8). A determinag¢zo da guantidade de células
viavels em relagéo ao namers total de células no final do
tratamento, mostrou um declinio acentuado da viabilidade celular
nas doses menos elevadas de MES (sbaixo de 0,1% mM, ou 75 ng/mi);
doses superiores a essa nao determinaram uma redugao
proporcionalmente maior do numero de células viaveis. A explicagao
para isso € decorrente do fato da perda da viabilidade constituir-

se um evento anterior & completa ruptura celular.

Tanto a perda da viabilidade como arindugéo de lise dos
linfdcitos humanos, representem danos celulares irreversiveis e,
podem ser explicados baseazdos na atividade surfactante do MES. A
interagdo do MES com as membranas dos linfécitos pode ter levade &
desorganizagao desta estrutura, c¢om o conseguente aumento de
permeabilidade ao Azul de Tripan e, num estagio mals avangado,

causado & ruptura celular.

Investigamos a segulr a possivel indugdo de perda de adesao
celular em fibroblastos por MES e DES. A avaliagio deste parametro
€ descrito na literatura como sendo uma alternativa relevante na

avaliagdo do potencial citotdxico de xenobioticos (Reinhardt e

col., 1%985).



A perda de adesido celular de fibroblastos V-79 yoée'ser
evidenciada pela redugao ns massa celular no final do tratamento
por 50 pg/ml de MES (correspondendo a 0,085 m¥) (tabela 5). A perda
celular constatada pode ser conseguéncia de dois eventos distintos:
destacamento de celulas do substrato e por outro lado, a indugio de
lise celular. A analise dos lisados nas células remanescente (CR}
ap0s © tratamento mostrou gue a ocorréncia da reducdéo na messa
celular foi de aproximadamente 40%. O aumento das absorbiéncias Boypr o

e Ay o DO sobrenadante (SB-MT) indica a presencga de material

e

nuciéico e ©protéico liberado, comprovando a ocorréncia de
rompimento celular. O fato de termos constatado a presenca de
material nuciéico e protéico insoliivel (PPT-MT) evidenciou também
a presenga de nOcleos ou eantdo de células integras presentes nos
melios de tratamento. Os efeitos de igual dose de MES em outra
linhagem de fibroblastos (VA-13), produziu um padrZo de perda de
adesdo similar aos descrito para a linhagem V-79 (Hoffmann, 1985).
Comparativamente ac MES, 0 DES nio apresentou efeitos
significativos na promocédo de lise ou na indugio do destacamento
ceiular. Como anteriormente discutido, a esterificacdo adicionzl da
sacarose, provocando alteracgdes nas propriedades fisico-quimicas no
sucroderivado, resulitou numa atehuaqéo das caracteristicas
citotdxicas e reforqamfa idéia de que o0s estearatos de sacarose

possuem diferentes potenciais citotéxicos.

A determinagéo da curva dose-resposta (figura %) mostra qgue a

perda de adesdo das células € diretamente proporcional &
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concentracgédo de MES. O efelito causado pela concentracgao de 50 ug/mi
de MES neste experimento (83%) foli superior ao anterior. Isto pode
ser explicado pelas diferengas dos protocolos utilizados: neste
ultimo, &s varias lavagens a que as células foram submetidas podem
ter constituido um estresse, resultando numa maler perda de adesdo
e rompimento de células. Pode-se determinar, por esta curva, um
indice de peraa de adesao celular 50% (PAy), correspondendo & 29
pg/ml de MES (0,05 mM}. A exposicéo dos fibroblastos aoc DES, em
doses 20 vezes malores, néo resultou numa perda de adesio celular
significativa, demonstrando, mais uma vez, © diferente potencial

ci1totdxico dos estearatos de sacarose.

A comprovagdo dos efeitos liticos do HES em fibroblastos
sugere fortemente uma ac¢do sobre a membrana, gerando disturbios gue
levam ao rémpimentc celular. Comparando-se os resultados
apresentados nos diferentes tratamentos na dose de 50 pg/ml, o MES
apresentou efeitos na perda de adesdo celular significativamente
maiores aos apresentados pelos agentes surfactantes dodecil sulfato
de s6dio {(8D5) e Triton X-100, detergentes conhecidos como potentes
agentes citotdxicos (Tachon e col., 1989%9; Reindhart e col., 1985;
Shopsis e col., 1985) (tabela 6). Os outros agentes surfactantes
nao idnicos ensaiados (ﬁrij 35, 8pan 60 e Tween 80) ndo promoveram

perdas na ades&o celular nesta faixa de concentracao.

Containuando os estudos do potencial agressivo dos estearatos

de sacarose, 1nvestigamos um outro marcador da citotoxicidade, a
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inibigdo da proliferagido celular. Este parvemelro € tido como mais
sensivel gue os anteriores (Reinhardt e col., 1985). A proliferagio
celular pode ser avaliada contando-se © numerc de células
(Reinhardt e« col., 1%85%) ou entao por meio de destersinacio do
conteudo proteéico {(S8hopsis e Eng, 19853; Yachon e col., 1%8%). Os
nossos estudos sobre a agdo citostética do HES forsm eietuzdos
estimando-se a mazsa celular por melio da determinagédo
espectrofotoméetrica do conteGdo de @cidos nucléicos, que exibiu uma

correlagdo positiva entre o numero de celules e ¢ conteudo de

decidos nucleéicos {figura 10).

As investigagdes efetuadas sobre s agao do MES no crescimento
celular mostraram gue o tratamento prévio por 30 minutos com este
agente resultou numa forte inibigao do crescimento de fibroblastos
VBE-13, no periodo de c¢rescimento de 66 horas subseguente ao
tratamento (figura 11). Pela curva determinamos a dose gue causa
50% de inibicdo dsa proliferagéo celular (IP%), com o valor de 2
ng/mi (0,0034 mM). Na dose de 2,7 ug/ml de MES (00,0046 mid) obteve-
se um indice de crescimento relative igual a 1,0, indicando gue ©
numero final de células & igual ao nUmero de células no momento do
tratamento. Este resultado mostra a completa inibigao da
proliferacdao celular. ﬁéses superiores & esta resultaram num indice
de crescimento menor gue 1,0, indicando ter ocorrido também perda
de células apos o tratamento. Resultados saimilares foram
encontracos com a linhagem V~79, A comparacgio deste resultado com

o pavametro da perda de adesdo celular, mostra gue a inibicido do
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crescimento celular é consideravelmente mais sensivel como marcador
da citotoxicidade. Os resultados encontrados na literatura mostram
gue, dependendo do agente avaliado, diferencgas em até trés ordens
de grandeza podem ser encontrados nos dois protocolos (Reinhardt e

col., 1%85).

A avaliacdo dos efeitos de DES, numa dose relativamsnte
elevada (50 pg/ml), na proliferagdo celular mostrou uma auséncia
total de agido inibitdria deste éster sobre o crescimento celular
{(figura 12}. Tal &achado demonstra novamente o© comportamento
diferenciado de ésteres de sacarose em fungac do grau de

esterificacgdo.

A marcada agio inibitdria de um agente no crescimento celular
pode éer resultante de uma agdo numa via metabdlica esssencial ou
entao resultante de uma agao sobre o genoma celular. Devido ao fato
de agentes surfactantes exercerem uma marcada ag¢éo sobre as
membranas celulares, parece-nos mails plausivel interpretar os
efeitos inibitérios de MES no crescimenio celular como sendo
conseguencia de modifica¢les ndo letais ao nivel da permeabilidade
da membrana, levando a alteragbGes do metabolismo celular. Num
segundo estagio, em coﬁéentragées malis elevadas de MES, poderiam
ocorrer alteragbes mais drésticas da membrana gue levariam a perdg

de viabilidade e & lise celular.

Uma abordagem mais sensivel para a determinagado da agao letel

-
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de um agente é a verlficagdo da capacidade do crescimento cliomnal
das c¢élulas (Reinhardt e col., 1985; Shopsis e col., 1985). A curva
de sobrevivéncia de c¢élulas V-79 (figura 13) mostrou -que o
tratamento com 0,013 mM de MES (7,5 ug/ml) causou uma inibigac de
50% na formagao de colonias (ICy). Comparando-se as doses IPg
(0,0034 mM) e a dose IC {0,013mM), pode-se constatar gue a
inibigdo do crescimento celular ocorre numa faixa de dose de MES
inferior agquela (cerca de 4 vezes) que causa a morte das cziulas,
comprovando gue as alteragCes nao letais da membrana celular
antecedem a morte. A mesma compara¢do pode ser estabelecida entre
os 1indices ICy {0,013 mM} e PRg, (0,05 mM}). A razdo entre a perda
de adesdo e a letalidade é de aproximadamente 4 vezes, mostrando,
conseguentemente, que a morte celular antecede a perdz de adesdo,.
De uma maneira global, os resultados mostram a seguinte seguéncia
de eventos citotdxices: a inibigao do crescimento celular é

anterior & morte e esta, anterior a perda de adesdo.

Varios agentes guimicos tem a sua agdoc citotdxica alterada
pela presenca de alguns componentes do meio de cultura. Alguns
destes agentes podem atuar, por exemplo, como agentes guelantes. A
interagao entre o agente e os componentes do meio de cultura pode
acarretar numa reducgdo ou mesmo na eliminagdo da toxicidade (Stark
€ col., 1986). Um bom exemplo destas possiveis interagles & a
comparagao da a¢do citotoxica de compostos na auséncia e presencga
de soro fetal bovino (Mummery e col., 1983; Coulomb e col., 1884;

Stark e col., 1986). No que se refere especiiicamente aos agentes
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surfactantes, estudos mostram que as suas atividades biolégicas
podem ser marcadamente reduzidas na presen¢a de proteinas (Kabara,
1979}. Resultados similares foram recentemente relatados sobre o
eteito do soro fetal  bovino na citotoxicidade de outros
detergentes, como o dodecil.s&lfato de sodio e o Triton X-100.
(Tachon e col., 1989; Shopsis e Eng, 1988). Dependendo do
surtactante avaliado, as modulag¢des no potencial citotéxico pelo

soro fetal bovino, podem apresentar intensidades diversas (Shopsis
e Eng, 1988). Em vista disto, procuramos investigar o efeito da
presenga do soro fetal bovino durante o tratamento com MES, no
crescimento clonal de fibroblastos V-79. Os resultados mostraram
que a adigao de 10% de soro fetal bovino no meio de incubacio do
MES, resultou na supressac total do efeito letal do MES (figura
13). A explicagdo encontrada para esse resultado é a possivel
interagao do MES com proteinas encontradas no soro fetal bovino,
possivelmente formando um complexo detergente-proteina, o gque
acarretaria, consequentemente, a remogao de moléculas ativas de MES

da solugédo.

O conjunto de resultados obtidos sobre a capacidade citotoéxica
do MES forneceu resultados que podem ser interpretados como tendo
a mesma base mecanistica descrita para os agentes surfactantes. 0
mecanismo de agdo citotdxica dos surfactantes aponta a membrana
plasmatica das células como o alvo principal. A fim de estabelecer
a agao do MES ao nivel da membrana, alguns experimentos foram

efetuados tendo como parametros a integridade estrutural e
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funcional da membrana celular. Para tal, empregamos o experimento
ciassico de hemdlise, e avaliamos a integridade funcional da
membrana celular de fibroblagtos, determinando-se a taxa de

captagdo de Uridina.

A hemdlise causada por agentes surfactantes é um fendomeno bem
conhecido. Muitos detergentes, incluindo os naoc idnicos, dissolvem
a membrana ceiular via a formagdo de micelas mistas de detergente-~
lipideos e detergentes-lipideos-proteinas na bicamada lipidica
(Isomaa e col., 1988; Zubay, 1988). Embora os eventos moleculares
envolvidos neste processo nao tenham sido ainda completamente

elucidados, € geralmente aceito tratar-se um processo composto por

5 etapas:

1) adsorgdo do surfactante a superficie celular;

2) intercalag¢ao do surfactante na membrana celular;
3) desorganizag¢do da membrana celular;

4) aumento da permeabilidade da membrana celular e,

5) ruptura da célula.

As etapas 1 e 5 sao consideradas etapas répidas e 0s passos 2,
3 e 4 sao considerados como etapas limitantes da velocidade do

processo hemolitico.

Preparagoes de hemacias, previamente avaliadas guanto a sua

normalidade, foram expostas ao MES, Triton X-100 e ao DE3 (figura
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14 e 15). A determinagdo da hemélise em fungdo de diferentes doses
de MES forneceu uma curva sigmoidal: doses entre 12,5 e 25 pg/ml de
HES causam um aumento menos acelerado da hemdlise. Doses superiores
a 25 pg/ml determinam um aumento rapido do rompimento de hemacias.
A dose hemolitica 50% (DH%) foi equivalente 0,05 mM (30 upug/ml). A
comparagao da 1P, e DH;, do MES mostra gque sua agao hemolitica
ocorre numa faixa de concentragao 15 vezes superior aguela gue
causa inlbigaoc de 50% da proliferagao. Por outro lado, a comparagao
dos indices DH;. e PA,. mostra que a a¢ao hemolitica e a perda de
adesao celular ocorrem na mesma faixa de dose (0,05 mM). Ja o
agente Triton X-100 apresentou, neste mesmo experimento, um efeito
hemolitico numa falxa mals elevada e estreita de dose (50 a 75
ng/ml). A sua DH;, foi determinada como 0,0%5 mM (66 ug/ml),
mostrando gue o potencial hemolitico do MES & aproximadamente o
dobro do correspondente ao Triton X-100. Isto permite concluilir que
o MES apresenta uma maior capacidade em interagir e desorganlzar
membranas celulares gque o Triton X-100. O composto DES, em
concentragoes de até 500 pg/ml (0,56 mM) ndo produziu hemdlise das
hemacias. O derivado DES parece produzir efeitos diferentes do que
o MES ao nivel da membrana celular, o que poderia, por sua vez,

explicar o seu baixo potencial citotéxico.

Para comprovar o efeito supressive do soro fetal bovino na
agdo citotodéxica do MES, comparamos o efeito da presenca de 10% do
soro na agao hemolitica do MES., Os resultados evidenciaram gue a

introdugao desta mistura complexa de proteinas aboliu, de maneira
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efetiva a aclo do MES de maneira similar ao acontecido com o seu

efeito letal (tabela 7).

Para elucidar os efeitos dos estearatos de Sacarose em
membranas celulares de fibroblastoes, avaliamos a agac destes
compostos por um parametro que indica a funcionalidade desta
estrutura. A penetracaoc de nutrientes nas células envelve processos
especificos de transporte, ativos ou passivos, através da membrana
plasmatica. Agentes gqgue determinam alteragbes estruturais na
membrana 1rdao causar distirbios na captacao de nutrientes
importantes pelas células, como a glicose, aminoacidos e
nucleosideos. A& Uridina (Urd) é um nucleosideo precursor dos acidos
ribonucleicos, cuja a cinética de captagdo esta relacionada com a
integridade da membrana celular, com a atividade metabdlica e com

o crescimento celular (Koren, 1980}.

O mecanlismo da captagdoc de Urd por células de mamiferos se da
por um processo bifasico: 1) etapa de transporte através da
membrana plasmatica, por um mecanismo de difusdc facilitado; 2)
etapa de reagao de fosforilagdo intracelular por quinases
.especificas, formando os nucleotideos de uracila (Stambrook e col.,
1%73). A segunda etapa do pProcesso € a fase limitante da velocidade
de captagao do nucleosideo. A literatura mostra gue a cinética de
captagao de Urd pode ser afetada de duas maneiras: a} estimulagao
por fatores de crescimento {(Rozengurt e col., 1978) & b) inibigao

por agentes citotoxicos {Shopsis e Sathe, 1984; Borenfreund e coil.,
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1983). Em células n&o tratadas, esta cinetica varia em fungao do

estagio de crescimento e do estado de transformagao celular (Koren,

1980 .

A iim de determinar a agao do MES sobre a taxa de captagao de
Urd, padronizamos primeiramente a técnica com o alcool alilico,
descrito como tendo uma forte agdo inibidora na taxa de captagao de
Urd e, com o dimetilsulfodoxido (DMBC), que exibe uma fraca agdo na
captagdao de Urd {Borenfireund e col., 1583; Shopsis e Sathe, 1984 e
Shopsis e col., 1985). Observamos que o alcool alilico produziu uma
inibigao acentuada na captagao de Urd na faixa de 0,01 - 06,15 H e
um aumento na inlbigdo da captagdo de Urd menos acentuado em doses
mais elevadas (0,15 - 0,5 M) (figura 16). O comportamento bifésico
pode ser explicado pelo fato da captagao de Urd poder ser induzaida
poOr varlios mecanismos, gue incluem alteragGes no influxo, na
velocidade de fosforilagao e na velocidade de efliuxo. A obtencio do
comportamento bifadsico na captagdo de Urd por alcool alilico indica
a ocorréncia de mais de um dos possivels mecanismos. O0s dados
encontrados mostraram gue 0 alcool alilico determina uma inibigao
de 50% na captagdo de Urd (Uly) em 72 mM. O ensaio com DM30C {figura
17) mostrou gue a inibi¢do na c¢aptagdao de Urd é diretamente
proporcional & dose aplicada; a Ul foi estimada, por extrapolagao
da curva, em 1,55 M. A comparagao dos resultados indicou gue a dose
inibitoria 50% pafa o alcool alilico & 21,5 vezes menor do que a
Ul;, do DMB0O, de maneira compativel ao esperado para um agente

toxicoe moderado e um levemente tdéxico, respectivamente. As doses
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Ul descritas na literatura para o alcool alilico e para o DMBO
sao, respectivamente, 12 mM e 451 mM. O fato de termos encontrado
doses Ul;, mais elevadas pode ser explicado pela curta duragdo do
tratamento efetuado: 30 minutos ao invés de 4 horas (Borenfreund e

col., 1983; Shopsis e Sathe, 1984 e Shopsis e col., 1883),

Uma vez padronizadas as nossas condigdes, avaliamos os efeitos
dos estearatos de sacarose na captagdo de Urd. Os resultados foram
eXpressos em termos da radiocatividade incorporada em fungdo da
absorbdncia em 260 nm para a normalizagdo dos resultados em fungao
do numero de células remanescentes. Os resultados obtidos (figura
18} mostram gue o MES apresenta um comportamento bifasico, similar

a0 descrito para o alcool alilico, exibindo uma Ul., calculada em

[}
o

16,2 pg/ml, correspondendo a 0,027 mM. O resultadec demonstra que o
MES apresenta a capacidade de alterar as fungdes normais de
mambranas celulares, afetando o transporte de Urd e seu metabolismo
intracelular. Isto nos leva a propor gue os eventos ao nivel do
transporte e metabolismo de Urd ou de outros metabdlitos, sejam
responsaveis pela inibig¢do do crescimento celular causada pelo MES.
O DES, por sua vez, nao altera significativamente a captacao de
Urd, mesmo em concentrag¢des elevadas ( 1000 ug/ml, correspondendo

a 1,12 mM) (figura 19);3

Os estudos efetuados com outros agentes surfactantes, tais
como o dodecil sulfato de sédio (SDS), Triton X-100, Brij 35, Tween

80 e Span 60, permitiu a comparagfo dos resultados obtidos com o



MES. O agente surfactante anifnico SDS5 produziu efeitos inibitérios
na captagaoc de Urd, de uma maneira proporciocnal & dose aplicada
{figura 20). & Ul fo1 calculada em 40 pg/ml (correspondendo a 0,14
mi). O valor UIy descrito para o SDS é de 0,29 mdM ou 0,10 mM na
presenga ou auséncia de soro fetal bovino (Shopsis e col., 1985;
Shopslis e Eng, 1988), similares, portanto, aos nossos achados. Os
autores atirmam gue os dados citotdéxicos obtidos na auséncia de
soro fetal bovino, c¢omo nos nossos estudos, correlacionam melhor

com os dados in vivo (Shopsis e Eng, 1988; Triglia e col., 1990).

Us efeitos 1inibitorios na taxa de captagaoc de Urd pelo
surfactante ndo 10nico Brij 35 mostrou também uma relagio
diretamente proporcional com a dose tratada (figura 21). A Ur;, foi
calculada em 84 pg/ml, mostrando, conseguentemente, um menor efeito

na captagao de Urd gque o MES e o SDS.

A determinagdo da inibig¢do de captagdo de Urd pelo surfactante
nao ionico Traiton X-100 (figura 22), apresentou um padrao distinto
dos anteriores, mostrando um comportamento simiiar ao detectado no
ensaioc de hemblise (figura 15)}. 05 resultados obtidos em baixas
doses (5 a 25 pg/ml, correspondendo a 0,008 - 0,04 mM) parecem
indicar um aumentc na déptagﬁc de Urd, sugerindo a ocorréncia de
uma alterag¢ao menos drastica da membrana, que favorece a entrada
deste npucleosideo. Contudo, o tratamento com concentragbes entre 25
- 50 pg/mi (0,04 - 0,08 mM} reduziu drasticamente a captacdao de

urd, indicando a ocorrencia de uma acelerada e drastica
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desorganizagdo da membrana, inibindo o transporte do nucleosideo.

A UL, foir calculada como 40 ug/ml (G,064 mM).

Os outroé agentes tensoativos do tipo nao id6nico avaliados,
Tween 80 e Span 60, tidos como surfactantes com baixo poder
agressivoe, apresentaram efeitos na taxa de captacdo de Urd em doses
consideravelmente mals elevadas: os efeitos do Tween 80 foram
detectados em concentragoes a partir de 1000 ug/ml e do Span 60 em

concentragoes a partir de 750 ug/ml (tabela 8).

A comparagao dos valores de Ul;, dos detergentes por nds
estudados mostram gue o MES é um agente citotdxico mais potente do
que os outros surfactantes ndo 1ibnico (Triton X-100, Brij 35, Span
60 & Tween 80). Embora a classe dos surfactantes anidnicos seja
considerada como tendo um potencial cztotéxico-maisracentuado do
que os surfactantes anfotéricos ou ndo 1i6nicos, os resultados
obtidos na UL indicam gue © MES apresentou um malor potencial
citotdxico gue um representante tipico dos anidnicos: o SDS.

Comparativamente ao DMSO e€ o aicool alilico, podemos situar o MES

numa escala de poténcia como um agente altamente citotéxico.

0 conjunto de resultados obtidos mostra claramente a forte
agdo citotoOxica do MES em células de mamiferos. Os efeitos
citotoxicos agul reportados ocorreram em doses baixas, i1nferiores

a 0,05 mM, que é a concentragdo micelar critica (cmc) descrita para
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o MES (Abran e col., 1989}. Da mesma maneira, os efeitos reportados
para o SDS (cmc = 8,3 mM} foram reportados abaixo desta
concentracido, o mesmo ocorrendo com o Triton X-100 (0,24 mM). Os
efeitos relatados agui, portanto, foram obtidos com os surfactantes
dissolvides na solugao na forma de mombémeros e naoc na forma de
agregados moleculares {(micelas). H4 evidencias que as micelas nido
estao envolvidas na reagdo rapida de hemdlise, como € o caso do MES
(Isomaa e <col., 1988).0 mesmo tipoe de raciocinio pode ser
extrapolado para os efeltos observados nos diferentes parametros de

cirtotoxicidade avaliados.

A atividade biocldgica dos estearatos de sacarose foil
anteriormente estudada, por varios autores (Nishikawa e col., 1%77a
€ b; Ikekawa e col., 1979 e Marshall e Bullerman, 1986). O3 relatos
exibem dados gque mostram a atividade antitumoral e antifﬁngicé
destes sucroderivados., Os autores mostram dque estas atividades
estdao diretamente correlacionadas com o contefido de monoestearato
de sacarcose presente nas prepara¢fes avaliadas. Os estudos
demonstram gue © MES mostrou ser eficaz in viveo contra o tumor
ascitico de Ehrlich (Kato e c¢ol., 1971; Nishikawa, 1977a e b;
Ikekawa e col., 1979), ativo in wvitro contra wuma linhagem de
celulas leucémica (Nishikawa e col., 1977b; Ikekawa e col., 187%)
e 1inative contra uma forma dé tumor soOlido (Nishikawa e coil.,
1977b). Embora os estudos nao apresentem uma explicagio conclusiva
para os efeitos antitumorais de MES, os autores, contudo, ndo

-

descartam & possibilidade da atividade deste derivado ser
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resultante de uma interagfio direta deste agente nas membranas
celulares, alterando esta estrutura e, finalmente, destruindo» a

célula tumoral (Kato e col., 1971; Nishikawa, 1977a e b: Ikekawa e

col., 1979).

Os resultados obtidos na atividade antitumoral apresentada
pelo derivado monoestearato de sacarose pode ser interpretado como
sendo resultante da propriedade anfifilica deste composto. E
importante observar que os efeitos antitumorais in vive foram
detectados apenas em algumas formas tumorais. Mais ainda, a
atividade contra os tumores asciticos de Ehrlich foi constatada
apenas quando o MES era administrado intraperitonealmente, isto é,
numa condigdo que permite o contato direto entre o MES com a célula
tumoral. Demonstramos no nosso trabalho, que o MES exibe uma forte
agao deletéria nos diversos tipos celulares estudados. Os
resultados por nés obtidos demonstram também que o alvo celular da
agdo téxica do MES é a membrana, com uma mecanistica semelhante &
descrita para outros agentes surfactantes (Tachon e col., 1989).
Provavelmente o mecanismo pelo gual o MES apresenta a reportada
atividade antitumoral, in vivo como in vitro é resultante de uma
atividade téxica ndo especifica sobre as células, tumorais ou nio.
A dedugao pode ser extfapolada para os efeitos antifingicos e

antimicrobianos.

Comc mostram os nossos resultados, o MES exibe uma potente

agdo citotdxica. Por outro lado, este composto é referido na
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literatura como sendo sendo atéxico em animais, tendo o seu uso
sido liberado para a indistria de alimentos (Walker, 1984) e para
a indastria cosmética (Desai, 1985; Desai e Lowicki, 1985 e Desai,
19%0). Este aparente paradoxo, a forte toxicidade in vitro e a
inoquidade imn vivo, pode ser explicado 3 luz de nossos resultados,
gue mostraram a consideravel atenuac¢do dos efeitos citotéxicos do
MES na presenga de proteinas do s6ro fetal bovino. Mais
recentemente, foli também constatada a indug¢io da proliferacio de
linfécitos por MES na presenga de 4% de sdro fetal bovino (Thérien
e col., 1989). Este resultado mostra que a interagdo do MES com as
prtoteinas séricas ndo apenas abole os efeitos deletérios dé
sucroderivado, podendo até apresentar efeitos opostos aos
observados na auséncia de proteinas do sbéro. Desta forma, a
presenga de diversos tipos de proteinas plasmaticas nos ensaios
toxicoldgicos realizades in vivo, atenuaria significativamente ou

mesmos poderia reverter os efeitos deletérios do MES.

Os nossos resultados permitem também avaliar a relativa
citotoxicidade dos diferentes estearatos de sacarose. A introducio
de mais um radical estearoil na molécula do MES, formando o
derivado diesterificado, aboliu os efeitos deletérios observados em
membranas celulares. Embora o DES apresente caracteristicas de
anftifilicidade, as alteragdes nas propriedades fisico-guimicas
(c.m.c e HLB) deste derivado poderia explicar o seu comportamento
tdo diferenciado em células em cultura. Nossos estudos deixam claro

que as atividades adversas encontradas nas amostras industriais de
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estearatos de sacarose devem ser causadas unicamente pelo MES

presente nas preparagoes.

De gqualgquer modo, apesar da potente acgdo citotédxica exibida
peloe MES, sua atividade sobre a membrana c¢elular torna-se
interessante a luz dos achados de BRbran e col. (1989) que apontam
o MES como um detergente de escolha na purificagdo de proteinas
intrinsecas da membrana, pela sua inatividade sobre estruturas
protéicas. Esta propriedade abre perspectivas promissoras de
emprego do MES na pesquisa bioguimica, em purificagdes de proteinas

e enzimas no seu estado nativo.

Por outro lado, o derivado diesterificado apresenta algumas
caracteristicas gque podem ter um significado importante para a
indastria cosmético-farmacéutica. Um estudo recente demonstrou a
propriedade do DES formar vesiculas em sistemas agquosos, com
vantagens sobre os fosfolipideos normalmente empregados para este
fim‘(Ishigami e Machida, 1989}). Esta propriedade do DES permite
prever seu potencial de aplicagfio na confeccio de microemulsdes e

na manufatura de sistemas de aporte do tipo lipossomas.
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v - SUMARIO

Os ésteres de sacarose apresentam um grande potencial. de
emprego, constiiuindo-se numa fonte de matéria-prima renovivel de
importé@ncia para a indistria de alimentos e de cosméticos. Apesar
do enorme interesse industrial gue os estearatos de sacarose tem
despertado nos Ultimos anos, os seus efeitos em células de

mamiferos ndo foram estudados de modo sistematico e ceonclusivo.

Visandeo estudar a agdo de estearatos de sacarose em células de
mamiferos, purificamos e identificamos quimicamente o3 derivados
mono e diestearato de sacarose a partir de uma mistura industrial.
Devido as suas estruturas gquimicas, estes dois derivados apresentam
caracteristicas de agentes anfifilicos, sendo classificados como

Y *

surfactantes do tipo ndo iénico.

A determinagdao dos efeitos biolégicos do monoestearato de
sacarose (MES) e do diestearato de sacarose (DES) foi efetuada em
cultura de tecidos in vitro, empregando células humanas (hemacias,
linfocitos, fibroblastos primérios da derme e fibroblastos de
pulmao estabelecidos em cultura) e de roedor (fibroblastos v-79).
Varios marcadores da atibidade citotéxrica foram empregados para a
caracterizagao dos potenciais citotéxicos dos sucroderivados, tais

como alterag¢des na morfologia, perda de viabilidade, perda de

adesdo,inibi¢do da proliferac¢io e morte das células.
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Contrariamente aoc DES, o MES exibiu uma potente agéo
citotdxica, constatada em todos os tipos celulares estudadbs,
mostrando, uma atuacgido ndo seletiva sobre as células. Os resultados
obtidos mostram que o MES apresenta um potencial citotéxico mais
elevado que os outros agentes surfactantes avaliados (dodecil
sulfato de s6dio e Triton X-100) gque sio classificados como agentes
agressivo para as células. O mecanisme de agdao do MES foi
interpretado como sendo similar ac descrito para outros
surfactantes, causando alteragdes estruturais e funcionais das
membranas celulares. A auséncia de citotoxicidade do DES, o gual
também apresenta anfifilicidade, foi interpretada éomo sendo
resultante da modificagaoc das propriedades fisico-guimicas,

decorrentes de uma segunda esterificac¢do na molécula de sacarose,

Os efeitos -do MES sobre as membranas celulares foram
comprovados através da determinag¢do de sua agldo hemolitica em
eritrdocitos e de sua capacidade de inibir a captagdc de uridina em
fibroblastos. Contrariamente ac MES, o DES n2o causou alteragbes ao

nivel das membranas celulares, em concordancia com o esperado pela

sua auséncia de citotoxicidade.

Os efeitos deletérios do MES foram consideravelmente atenuados
na presenca de proteinas séricas, possivelmente devido a formacgédc
de um complexo detergente-proteina, inativo sobre a membrana
celular. Este achado pode explicar a auséncia de efeitos toxicos do

MES em animais, reportada na literatura.
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¥i — SUMMARY

The food and cosmetic industries have recently focused
attention on the possible use of fatty acid sucrose ester as a
renewable raw material. Despite the above interest on sucrose
esters, their action on mammallian cells was not investigated

systematically and conclusively.

In order to study the sucrose stearate effect on mammallian
cells, the mono- and di- derivatives were separated from an
industrial product, purified and chemically identified. The
compounds showed properties of amphiphilic agents and were

classified as non ionic surfactants.

The biological actiohs of sucrose monostearate ester (SME)} and
sucrose distearate ester (SDE) were performed on in vitro tissue
cultures, using human cells (erythrocytes, limphocytes, dermal
fibroblast or a cell line obtained from lung fibroblast) and with
rodent cells (fibroblast V-79). Several cytotoxicity end points
(morphological alterations, cell viability, cell detachment, cell
growth inhibition and cell death) were employed to characterize the

cytotoxic potential of those purified sucrose ester derivatives.

SME showed a non-selective and a potent cytotoxic action on
all cell types analyzed. None of those effects were obtained with

SDE. The results indicated also that SME had the strongest activity
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when compared to other surfactants known to be aggressive on cells
(sodium dodecyl sulfate and Triton X-100). The mechanism for the
SME action was assumed to be similar to those described for
surfactants, causing structural and functional alterations on cell
membrane. The absence of cytotoxicity observed with SDE (also an
amphiphilic compound) was interpreted as a consequence of changes
on the physico-chemical properties resulting from a second

esterification in the sucrose molecule.

The effects of SME on cell membranes were observed through the
determination of the hemolytic potential on erythrocytes and on the
fibroblast membrane mediated uridine uptake. The SDE, in opposition
to SME, did not induce modifications at the cell membrane level,

according to the observed absence of cytotoxicity action.

The damaging SME action, both on cells and membranes, were
significantly diminished in the presence of serum proteins,
probably forming an inactive detergent-protein complex on cell
membranes. This finding can explain why SME is normally reported as

a nontoxic surfactant in animals.
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