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Resumo: O objetivo do estudo foi analisar os polissacarideos extraidos da amora-preta
(Rubus fruticosus) e avaliar quanto a sua atividade anti-inflamatoria na linhagem celular
RAW 264.7 estimuladas com LPS (2 pug/mL). Observou-se que os polissacarideos reduziram
acentuadamente a producéo de oxido nitrico (NO) e citocinas pro-inflamatorias (TNF-o e IL-
1B) nas células tratadas com LPS.
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Introducéo

Por centenas de milhares de anos, 0s seres humanos tém usado 0s recursos naturais
para diferentes fins, inclusive medicinais e nutricionais (Weli et al., 2020). O consumo regular
de frutas é vital para uma dieta equilibrada e nutritiva e esta associado ao risco reduzido de
varias doencas, como inflamacéo, diabetes, cancer, doencas cardiovasculares, aterosclerose,
cataratas entre outras (Schulz and Chim, 2019). Rubus fruticosus (Rosaceae) é um arbusto
medicinal chamado de amoreira, € uma arvore conhecida sazonalmente devido aos seus
famosos frutos. Dependendo da espécie a planta produz frutos vermelhos, violetas, brancos ou
pretos, que sdo chamados de amora. E uma cultura comercializada em todo o mundo por
causa do sabor agradavel, a fruta tem valor medicinal, cosmético e nutritivo. E uma fonte
concentrada de nutrientes valiosos, além de constituintes bioativos de interesse terapéutico,
destacando sua importancia como alimento funcional (Gomar et al., 2014). Além de ser usado
como fruta fresca, também € usado como ingrediente em pratos cozidos, saladas e produtos de
panificagdo, como geléias, lanches, sobremesas e conservas de frutas. R. fruticosus contém
vitaminas, esterdides e lipidios em 0leos e minerais de sementes, flavondides, glicosideos,
terpenos, acidos, taninos e polissacarideos que possuem diversas atividades farmacolégicas,
como antioxidante, anti-carcinogénico, antimicrobiano, antidiabético, antidiarréico, antiviral e
anti-inflamatério (Rao and Snyder, 2010). Os polissacarideos estdo presentes na amora-preta
e tem influéncia importante nas suas acdes farmacoldgicas diversos estudos relatam que
polissacarideos de fontes naturais sdo substancias ndo-toxicas e que apresentam uma
variedade de atividades farmacologicas como: anti-oxidadante (Pristov et al., 2011),
immunomoduladora (Ding et al., 2015), antinociceptiva (do Nascimento et al., 2015),
gastroprotetora (Cantu-Jungles et al., 2014), e anti-inflamatdria (Cordeiro Caillot et al., 2018).
O objetivo desse estudo foi realizar a extracdo dos polissacarideos da R. fruticosus e avaliar
sua atividade anti-inflamatdria. A avaliacdo da atividade anti-inflamatdria foi realizada com
LPS estimulando macr6fagos murinhos RAW 264.7 in vitro.



Metodologia

500g amora foram liofilizados e moidos. Os frutos secos foram desengordurados com
cloroférmio-metanol (2:1) para remover lipidios, pigmentos e outros materiais hidrofdbicos.
Os polissacarideos foram extraidos do residuo com agua a 100 ° C por 2h. Os extratos
aquosos foram combinados e concentrados sob pressdo reduzida. Os polissacarideos foram
recuperados por precipitagdo com etanol (3:1). Coletados por centrifugacao (2800 x g, 20 min
a 4 ° C) e liofilizados. Em seguida foi realizado um tratamento de congelamento e
descongelamento para gerar BFPs (Polissacarideos brutos da amora solUveis em agua fria)
essa fracdo foi testada em uma linhagem de macrdfagos murinos RAW 264.7 e cultivada em
meio de cultura DMEM (Invitrogen, San Diego, CA , EUA) contendo 10% de soro bovino
fetal (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e 20 mM de bicarbonato de sédio. Os macr6fagos RAW
264,7 murinos foram tratados com diferentes concentragfes de BFPs (0,1, 1,0 e 10 pg/mL) e,
depois de uma hora, induzidos com LPS (2 pg/mL). A atividade foi avaliada em
sobrenadantes da cultura usando 100 ul do sobrenadante da cultura e submetidos a ensaios de
citocinas e NO. Os niveis de citocina interleucina-1p (IL-1PB) e fator de necrose tumoral
(TNF-a) foram avaliados usando um kit de ensaio imunoenzimatico (ELISA) (eBioscience),
de acordo com as recomendacOes do fabricante. A concentracdo de nitrito foi utilizada para
quantificar a produgdo de NO. O reagente de Griess (50 ul) foi adicionado a 50 ul do
sobrenadante coletado e a absorbancia foi lida a 545 nm.

Resultados e Conclusdes
Para avaliar o efeito atividade anti-inflamatdria da fracdo polissacaridica testada BFPs
foram avaliados a viabilidade de celular por meio do ensaio de MTT, observando que nédo
houve diferenca significativa das doses testadas, os niveis afetados de NO apos a estimulacéo
de LPS (2 ug/mL). Sem LPS, o nivel de NO nos macréfagos era baixo e com LPS 56% maior.
As amostras tratadas com BFPs nas concentracdes de 0,1, 1 e 10 pg/mL diminuiram
significativamente a producdo de NO induzido por LPS em 46,8%, 54,9% e 58,0%. Os
macrofagos ativados podem produzir citocinas pré-inflamatdrias, como TNF-o e IL-1p, que
desempenham um papel importante no inicio, desenvolvimento e resolucdo da inflamacéo
(Koh and DiPietro, 2011). Os efeitos da fragdo BFPs na secrecdo de TNF-a e IL-1p foram
investigados cultivando os macréfagos RAW 264.7 com uma combinacdo de amostras de
LPS (2 pg/mL) e BFPs (0,1, 1 e 10 pg/mL). BFPs inibiu a producdo de TNF-a e IL-1P
induzida por LPS, em comparacdo com o controle LPS com inibicdo maxima de TNF-a
(48,4%, 47,9% e 60,6%) e IL-1B (36,8%, 42,8% e 53,8%) todos os resultados sdo
apresentados na figura 1.
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Fig. 1. A viabilidade celular de polissacarideos se apresenta em amora tratada com células
RAW 264.7 na presenca de LPS. A viabilidade de células sem amostra e LPS foi tomada
como referéncia (100%) - controle positivo (A). A concentracdo de NO no sobrenadante da
cultura foi determinada pelo ensaio de Griess usando a curva padréo de nitrito de sodio (B). A
concentracdo de TNF-in no sobrenadante da cultura foi determinada por ELISA usando a
curva padrdo (C). A concentracdo de IL-1p no sobrenadante da cultura foi determinada por
ELISA usando a curva padrdo (D).

Todos os dados séo apresentados como média = DP de trés conjuntos de experimentos independentes. * p <0,05
representa diferenca significativa com células tratadas apenas com LPS (controle positivo) em comparacdo com
fracdes. + p <0,05 representa diferenca significativa entre as fragdes.

Os resultados indicam que o tratamento com BFPs em células estimuladas por LPS
inibiu significativamente os niveis de NO, TNF-a e IL-1p de maneira dose-dependente,
comprovando assim a atividade anti-inflamatoria na fragdo polissacaridica testada.
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