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RESUMO

As glucanas tém se destacado entre os ingredientes de interesse para a industria de alimentos,
que atualmente desenvolve alimentos funcionais e para a industria farmacéutica, por sua a¢ao
hipocolesterolémica e hipoglicémica e sua capacidade de aumentar a resisténcia imunologica
e acdo anti-mutagénica. A otimizacdo da extragcdo das glucanas insoluveis, da parede celular
de Saccharomyces cerevisia, provenientes do descarte das industrias sucroalcooleira e de
cervejarias, foi realizada através de um processo vidvel e de baixo custo. Os parametros
encontrados, temperatura entre 60 - 78°C; pH entre 9,7 ¢ 10,5 em um periodo de tempo
compreendido de 4,5 a 6,0 horas foram delimitados através do uso da metodologia de
superficie de resposta. A confirmacdo da extracdo das glucanas foi realizada através da
analise de °C Ressondncia Magnética Nuclear onde pode ser confirmada a presenca de (1,3)
B —D-glucana e (1,6) B - D-Glucana com uma pureza de 87,6%. O segundo trabalho foi
realizado para verificar a influéncia da adicdo de 10 % de beta glucanas a uma dieta
hipercolesterolémica (10 % de gordura de coco) em ratos Wistar. Verificou - se que houve
diferenca significativa para a ragdo com complemento de 10% de gordura de coco, mostrando
que este tratamento realmente causou aumento nos niveis de colesterol sanguineo. Verificou —
se também que a beta glucana tende a diminuir o colesterol basal dos animais (tendéncia de
reducdo). Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre a ragdo comercial e beta
glucana e gordura de coco, e isto indica que a beta glucana é capaz de reduzir , ou evitar o
aumento de colesterol induzido pela gordura. Assim, a 3 - glucana ¢ capaz de reduzir a niveis
semelhantes ao do controle o colesterol de animais com dietas hipercolestrolémica. Essa
resultado confirma as expectativas de que a B - glucana pode abaixar significativamente os
niveis séricos de colesterol em ratos submetidos a dietas supostamente hipercolesterolémica,
como se tem observado para outros tipos de fibras soluveis. Neste trabalho foi verificado que
a acdo da P - glucana realmente mantém, ou impede um aumento de colesterol total
sanguineo ndo influenciando no consumo de ragdo . No terceiro trabalho utilizou —se a [3-
glucana soltvel para avaliar a eficiéncia na prevencao de danos clastogénicos, mutagénicos e
teratogénicos, pois alteragdes que podem levar ao desenvolvimento do cancer podem também
estar relacionadas ao desenvolvimento adverso da prole de animais experimentais. Foram
avaliados neste trabalho, dois lotes de fémeas, prenhes e nao prenhes. A analise dos resultados
indicou que a B-glucana foi eficiente em prevenir danos clastogénicos tanto em fémeas
prenhes como nas ndo prenhes. Demonstrou ainda que as fémeas gravidas parecem ser mais
susceptiveis ao danos mutagénicos. No entanto, os efeitos teratogénicos ndo foram prevenidos
de forma eficiente, mas uma tendéncia a redugdo da taxa de malformagoes foi evidenciada.
Outro resultado importante foi que apesar da B-glucana ndo ter prevenido as malformagdes ela
mostrou-se muito eficiente no aumento da viabilidade fetal e reducao das taxas de perda pds-
implantacional e reabsor¢ao demonstrando assim uma melhora do desempenho reprodutivo
das fémeas. No entanto, verifica-se que a B-glucana possui baixo potencial na prevencao de
malformagdes, mas ¢ uma forte candidata a ser utilizada na prevengdo de danos genéticos e
como adjuvante nas quimioterapias as quais pacientes oncologicos sdo submetidos.

Palavras-chave: Fermentagdo. Saccharomyces cerevisiae. Microbiologia industrial.
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1 INTRODUCAO

O Brasil produz atualmente uma grande quantidade de biomassa de
levedura, como subproduto e até mesmo como residuos das industrias de cerveja e de agucar e
alcool. O setor de alcool esta em plena expansdo e a producao anual ird passar de 400 mil
toneladas. [9]

Tradicionalmente a levedura tem sido usada na industria de alimentos,
como agente de fermentacdo, na fabricagdo de paes, cervejas e vinhos ¢ na forma inativa,
como suplemento nutritivo em produtos naturais, além do uso como matéria prima para
producdo de autolisados e extratos de levedura. .[9]

Mais recentemente tem havido um interesse bastante grande por parte dos
pesquisadores no isolamento e na purificagdo de componentes importantes da levedura, com
vista a usos especificos, na formulacdo de produtos com propriedades funcionais
diferenciadas.

As beta glucanas presentes na parede da levedura, véem causando um
grande interesse na area médica por suas agdes como agente anti-oxidante, pela capacidade
de aumentar a resisténcia do sistema imunologico no tratamento de certos tumores malignos e
em infec¢des causada por algumas bactérias e virus. Por outro lado, a industria de cosméticos
tem utilizado beta glucanas na formulagdo de pomadas, aproveitando sua capacidade
antiinflamatéria e de diminuigdo de irritagdes na pele. [140]

Na industria de alimentos as betas glucanas t€ém sido usadas na formulagao
de alimentos funcionais e nutracéuticos, destacando sua utilizagdo no desenvolvimento de
produtos com alto teor de fibras alimentares, em produtos extrusados para melhorar texturas e
como espessantes e estabilizantes ndo caloricos em sorvetes e cremes, aproveitando sua

capacidade de formar gel. [140].



2 OBJETIVOS

Este trabalho consta de trés partes : Na primeira parte os objetivos foram de
otimizar a extracdo de beta glucanas da parede celular da Saccharomyces cerevisiae
determinando os parametros, tempo, temperatura ¢ pH. Na segunda parte do trabalho foi
verificada a influéncia do complemento em racdo de beta glucana (10%) e de gordura de coco
(10%) no consumo inicial, final, peso final e colesterol total sanguineo em ratos da linhagem
Wistar, verificando assim sua acdo hipocolesterolémica. Na terceira parte do trabalho foi
avaliada a eficiéncia deste polimero de agucar (Beta glucana) no controle de danos

clastogénicos, mutagénicos e teratogénicos.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 COMPONENTES DA PAREDE CELULAR

A parede celular das leveduras ¢ bastante espessa, cerca de 70 nm, o que
corresponde a cerca de 10 vezes a espessura da membrana plasmadtica. [54] atribui — se a
parede celular uma espessura de 100-200 nm. Esta parede ndo apenas serve de protecao e
estrutura, como também ¢ metabolicamente importante.

Existe muita discrepancia sobre a parede celular da levedura. Alguns
autores relatam que representa cerca de 14-15% da massa celular total [61], 15 — 25 %
segundo Padua et al.[129], cerca de 25% até 30% [54]. E constituida por aproximadamente
40% de B- glucanas, 40% de a- mananas, 8% de proteinas, 7% de lipidios, 3% de substancias
inorgénicas e 2% de hexosaminas e quitina [44]).

Quando a parede celular ¢ tratada com alcali fraco ou enzimas sao obtidas
fragdes macromoleculares e fragmentos da parede celular. No caso de hidrélise com acidos
fortes, sdo obtidas glucose, manose, glucosamina, aminoacidos, fosfatos e lipidios [52].

Os polissacarideos da parede celular da levedura sdo constituidos de
unidades de glucose e manose na propor¢ao € 2:1. [22].

De acordo com dados da literatura, a parede celular de levedura ¢ formada
principalmente por [-glucanas quitinas € mananas, associadas a glicoproteinas [9, 36, 52,
122].

O termo glucana ¢ usado para se referir a preparacdes comerciais da parede
celular de leveduras ou outros fungos. A parede celular de leveduras é composta
predominantemente de polimeros de glucanas, mananas e quitina. Estes trés componentes
formam mais de 80% da matéria seca da parede celular da levedura. A B-glucana ¢ um
homopolimero de glucose com ligagdes glicosidicas B(1-3), (1-4) e (1-6). Essas glucanas sdo
soluveis em alcali e sdo responsaveis por 15-20% (p/p) dos componentes estruturais da parede
celular [140].

A parede celular tem um importante papel na manutencdo da forma
estrutural da célula. Nas Saccharomyces cerevisiae, o maior componente filamentoso da
parede celular, e que é responsavel pela rigidez, ¢ o (1,3)-beta glucana, e este composto ¢é

sintetizado pela (1,3)-beta glucano sintase, localizada na membrana plasmatica [46].
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A (1,6)-beta-glucana ¢ um dos componentes da parede celular de leveduras
que esta interligada com proteinas, (1,3)-beta glucana e quitina. A sintese de (1,6)-beta-
glucana comeca no reticulo endoplasmatico com a formagao de estrutura ligada a proteinas e
que se forma no complexo de Golgi através da acdo de duas glicosiltransferases Kre6 e Sknl
[39].

Um método para completo fracionamento da biomassa de levedura e
isolamento de varios componentes como invertases, fosfolipidios, ergosterol, glucanas,
mananas e glicoproteinas, com fung¢des especificas importantes, foi sugerido por Kollar et al.
[84]. Os principais componentes da parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, tém
sido isolados e purificados e suas principais propriedades estudadas [9 e 62].

Kollar et al.[84] conseguiu separar os componentes da parede celular
solubilizando a regido de ligacdo entre o 1,3-beta-glucano e quitina isolando os
oligossacarideos, apos a digestdo da parede celular com beta (1-3)-glucanase e subseqiiente
incubagdo com quitinase. MCCLEARY et al. [100], através da utilizacdo de enzimas como a
B-glucosidase e oxidase-peroxidase conseguiu separar e quantificar as betas-glucanas
presentes.

A levedura autolisada é separada em duas partes através da centrifugacgao,
o extrato de levedura que pode ser enviado para secagem em um “spray dryer” e a parede
celular. Esta parede celular ainda carrega consigo um pouco de proteinas e deve ser lavada,
tratada com dalcali e centrifugada. Em seguida deve ser enviada para “spray dryer” para

secagem. [140].

3.1.1 Aplicacdes de Levedura s e seus Componentes

A aplicagdo de leveduras na industria de alimentos incluem: uso em
fermentacdes tradicionais para a producdo de etanol, enzimas industriais, tratamento de
residuos industriais (Ex : diminui¢do da DBO do soro de leite), cepas de leveduras que
fermentam o soro de leite, como ingredientes de sabores, leveduras como fontes de vitamina
B12, aplicacdo de leveduras como ingredientes em ‘“health foods” (leveduras enriquecidas
com fonte de selénio, cromo, molibidénio, etc), componentes da parede celular (beta-

glucanas) utilizadas como espessantes em industrias de alimentos. [63]
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Bekers, M. et al.. [13], utilizaram beta-glucanas em iogurtes com bactérias
lacticas (Bifidobacterium sp) em substituigdo a acidos graxos insaturados como estabilizante.
Estudos vém mostrando a utilizagdo de beta-glucanas com propriedades de hidrocoloide.
Utilizado como estabilizante de espumas e emulsdes, aumentando a tensdo superficial entre
agua-oleo [15].

Morgan, K.R. [118], descreveu o produto beta-glucana como capaz de
formar gel, e que este produto pode ser utilizado como filme comestivel. Outros autores,
Young-Tack-Lee et al.[193] utilizaram beta-glucana para melhorar a textura de produto de
arroz extrusado .

Sidoti et al. [154], descrevem as propriedades das glucanas como
espessantes em alimentos, sendo este um produto ndo caldrico, podendo ser utilizado como
ingrediente em salsichas, lingiliicas, em molhos para saladas, aplicagdes em produtos andlogos
a queijos e também em sobremesas e sorvetes. Wahlstron et al. [190] descrevem os efeitos
benéficos das glucanas em fermentagdes evitando a formacao de grumos nos fermentadores,
deixando que a fermentagdo ocorra mais uniformemente, ex: producao de vinhos. [190].

A natureza inerte das glucanas de leveduras, que tem sido utilizadas como
excelente fonte de fibras, hoje sdo incorporadas em formulagdes alimenticias para humanos.
Além de melhorarem as fungdes digestivas, produzem um efeito de abaixamento nos niveis de
colesterol do sangue [44] .

As glucanas de levedura, solubilizados por alcalis contendo (1,3)-beta-
glucana e (1,6)-beta-glucana estimulam significantemente o sistema imune. [54].
Especialmente benéficos para a saude, o polissacarideo (1,3)-beta-glucana tem sido estudado,
pois produzem uma indu¢do imunolodgica, hipocolesterolemia e efeitos hipoglicémicos em
animais e humanos [86]. Um dos maiores componentes da parede celular, beta-glucana, ¢
conhecida como ser capaz de aumentar a fun¢do imune, especialmente pela ativagdo de
macrofagos. Utilizando o polissacarideo beta-glucana purificada, e um composto nao
purificado, e observando a ag@o destes em ratos com peritonite induzida por E. coli, verificou-
se que os ratos utilizados como controles morreram, enquanto os tratados com beta-glucana
pura todos sobreviveram, e os tratados com beta-glucana ndo pura, obteve-se apenas um
resultado marginal na protec¢ao dos ratos [67].

Os efeitos terapéuticos das glucanas ainda estdo sendo estudados, mas o
que se pode afirmar, ¢ que ocorre um estimulo do sistema reticulo endotelial que induz um
aumento de macrofagos, e também ocorre uma alteracio no fluxo de Ca®" a nivel alveolar,

que ¢ um importante mediador de leucocitos em inflamagdes pulmonares [95].
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Com a administracao intramuscular 0,5mg/kg de derivados soluaveis de 1,3-
beta-glucana de Saccharomyces cerevisiae para verificagdo de reagdo imunoldgica ¢
acompanhamento da atividade de neutrofilos e monodcitos, verificou-se um aumento
expressivo destas células, demonstrando que ¢ um produto eficiente na indu¢ao imunologica
[98].

As propriedades imunologicas das glucanas podem ser devido as
caracteristicas fisico-quimica, que sdo decorrentes de sua estrutura molecular e arranjo dos
componentes monoméricos na matrix glucana que possuem uma configuragao de tripla hélice
[140].

As beta glucanas, nas concentracdes de 10% ou 20%, promoveu
abaixamento os niveis de triacilglicerdis séricos, diminui¢do da digestibilidade aparente (Dap)
de proteina, mas ndo afetou o valor biologico(Vbap). Houve, entretanto, um aumento na
velocidade de transito do contetido intestinal € aumento no comprimento do intestino delgado
em ratos Wistar, utilizados no experimento, tratados com uma dieta hipercolesterolémica
[129].

Produtos contendo 1,3-beta-glucana e 1,6-beta-glucana para aplicagdo
externa (uso topico), mostraram propriedade antiinflamatoria e reduziram efeitos de irritagcdes

na pele [67].

3.2 ALIMENTOS FUNCIONAIS

O conceito de alimentos funcionais provém da hipdtese de que a dieta
alimentar possa controlar ¢ modular vérias fung¢des organicas, contribuindo para a
manuteng¢do da satude e reduzindo o risco do aparecimento de patologias[13].

Os alimentos funcionais possuem marcadores bioldgicos de sua fun¢io no
organismo. Estes marcadores sdo, por exemplo, aumento do numero de bactérias nao-
patogénicas, no organismo, que auxiliam na digestdo e absor¢do de nutrientes, aumento a
tolerancia a lactose e imunoestimulagdo [13].

Para que um alimento seja classificado funcional ele deve: I exercer efeito
metabodlico ou fisioldgico que contribua para a saude fisica e para a reducdo do risco de
desenvolvimento de doengas cronicas, Il fazer parte da alimentagdo usual, III possuir efeitos

positivos obtidos através de quantidades ndo téxicas que devem persistir mesmo apds a
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suspensao de ingestdo e IV ndo devem ser utilizados com o intuito de tratar ou curar doengas
[113].

Os alimentos funcionais podem ser subdividos em: probiotiocos,
prebidticos e simbidticos. Os prebidticos sdo alimentos que ndo sofrem hidrolise ou absor¢ao
no intestino delgado; quando atingem o célon, devem ser metabolizados seletivamente por um
numero limitado de bactérias benéficas e devem ser capazes de induzir efeito fisiologico que
seja importante para a saide. Os probiodticos foram definidos como organismos vivos que
quando ingeridos promovem efeito benéfico no balanco da flora bacteriana intestinal e na
saude do hospedeiro. Os simbidticos sdo aqueles alimentos que reunem todas as
caracteristicas ja mencionadas [46].

Diversos estudos, investigacdes epidemiologicas e experimentos em
animais in vivo e in vitro, tém demonstrado que existe uma associa¢do inversamente
proporcional entre o consumo de frutas e verduras ricas em acido ascorbico, fitoestrogenos e
carotenoides (agentes antioxidantes), por exemplo, e o risco de desenvolvimento de canceres
e outras patologias [41, 188, 194, 189, 38].

O principal grupo de agentes inibidores da carcinogénese ¢ representado
por antioxidantes, bloqueadores de radicais livres. Além destes hd os indutores da morte
celular, inibidores das enzimas do citocromo P450, inibidores enzimaticos, outros inibidores
da angiogénese, antagonistas de fatores de crescimento, hormonios e agentes reparadores de
lesdes do DNA [72 ¢74]

Os antioxidantes s3o substancias que, mesmo presentes em baixas
concentragdes, sdo capazes de atrasar ou inibir as taxas de oxidacao [108 e 153]. A
classificacdo mais utilizada para estas substidncias ¢ a que os divide em dois sistemas:
enzimatico, composto pelas enzimas produzidas no organismo e ndo enzimatico, composto
pelas vitaminas e outros como flavonoides, licopenos e bilirrubinas [153].

Ferrari & Torres [40] descreveram varias substancias com efeitos
antimutagénico, tais como acido folico, calcio, catequinas, fenitil-isotiocianatos, indol-3-
carbinol, isoflavonodides, limoneno, vitamina D, E, selénio, ritindides e resveratrole. O acido
folico, presente principalmente no espinafre, brocolis e alface, estd descrito como capaz de
auxiliar no reparo de lesdoes do DNA. O célcio, encontrado principalmente nos derivados do
leite, possui a capacidade de induzir apoptose e liga-se aos 4cidos biliares que sdo agentes
ativos na producdo de radicais livres. As catequinas, encontradas nos chas verdes e preto,
promovem inibi¢do do citocromo P450 e da cicloxigenase, promovem ainda inibicdo de

angiogénese, induzem apoptose de células tumorais, em especial as prostaticas. Os limonenos,
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presentes, principalmente, nas frutas citricas, possuem atividade inibitoria da enzima farnesil-
transferase que age na ativagdo de oncogenes. A vitamina D que induz apoptose e
diferenciacdo celular esta presente em oOleos e gorduras vegetais. No entanto, esta atividade
esta intimamente relacionada a exposi¢do ao sol. A vitamina E e o selénio apresentam
propriedades semelhantes e sdo capazes de promover imunoestimulacdo e diminui¢do das
espécies de oxigénio reativas. A vitamina E ¢ vastamente encontrada em oleos e gorduras, ja o
selénio em vegetais verdes cultivados em solos ricos neste elemento. Os retindéides promovem
inibi¢do da enzima tumoral ornitina-descarboxilase (ODC), do IGF-I e da angiogénese, além
de ativar apoptose pela inducdo das caspases e inibicdo da telomerase, e indugdo de
diferenciagdo do TGF-B. Os resveratrois sao encontrados nas cascas de uvas, sucos ¢ vinhos
tintos e causam inducao de morte de células cancerigenas, inibicdo da interagdo de hormoénios
androgénicos com seus receptores em células de cancer prostatico, principalmente.

Os antioxidantes agem em trés linhas de defesa organica contra as espécies
de oxigénio reativas: I prevencdo, que se caracteriza pela prote¢ao contra formagdo das
substancias agressoras; Il interceptagao de raticais livres, os quais uma vez formados iniciam
suas atividades de danificagdo do DNA; III quando a prevencdo e interceptacdo nao foram
efetivas e os subprodutos da atividade dos radicais livres estdo sendo continuamente formados
em baixas quantidades podendo se acumular no organismo [83 ¢ 149].

Os alimentos contendo agentes antioxidantes constituem um dos principais
grupos de alimentos com propriedades funcionais, conhecidos também como nutracéuticos ou
farmacos-alimentos [38].

Segundo Raymundo (2004)[109], as maiores fontes de B-Glucana sdo a
aveia, cevada, e cogumelos como o mitake e o shitake. Apesar destes alimentos ndo serem tdo
comuns na dieta dos brasileiros a sua introdug@o ¢é possivel. Os cogumelos, em especial, sao
caracteristicos da culinaria japonesa e possuem um alto custo o que pode inviabilizar a sua
utilizacao.

Os cereais, em especial, cevada e aveia, sdo considerados baratos, de facil
preparo e altamente nutritivos € podem compor paes, massas, biscoitos, tortas e podem ser
transformadas em farelos que sdo utilizados no enriquecimento de molhos, iogurtes, € outros
alimentos liquidos e pastosos em geral.

As B-Glucanas ndo sdo degradadas pelas enzimas humanas, o que lhes
confere propriedades de fibras alimentares. O maior interesse nestas fibras ¢ devido ao seu

efeito protetor hipocolesterolémico comprovado, reduzindo risco de doengas cronicas.
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Apesar de todas estas evidéncias e mecanismos de acdo anteriormente
citados, percebe-se que, na verdade ndo sdo os compostos isolados e ingeridos sob a forma de
suplementos que diminuem o risco de cancer, mas sim uma dieta rica em substancias
anticarcinogénicas, incluindo novos compostos recentemente isolados, que ainda se
encontram em estudo. No entanto, o isolamento de compostos e os testes se fazem necessarios

para que a comunidade cientifica possa predizer seus efeitos.

3.3 CARACTERIZAGAO DAS ATIVIDADES DA B-GLUCANA

A B-glucana ¢ um dos componentes presente em maior quantidade nas
paredes celulares e constituem-se por um esqueleto central linear de moléculas de D-glicose
ligadas na posicdo P-(1—3) contendo cadeias laterais de glicose (ligagdo B-1—6) de
tamanhos variados que ocorrem em diferentes intervalos ao longo do esqueleto central. A
extracdo fornece uma suspensdo de particulas de -1,3 poliglicose [31]. A localizacdo deste
polissacarideo se faz na camada intermediaria da parede celular das leveduras, adjacente a
membrana plasmatica, e sua fun¢@o ¢ manter a rigidez e a forma da célula[148].

As B-glucanas agem através da estimulacdo do sistema imune do
hospedeiro exercendo um efeito benéfico sobre uma variedade de infeccdes de origem
bacteriana [180], viral [139], fungica [109]., e parasitaria [61]. Tém sido descritas como
moduladoras tanto da imunidade humoral quanto celular [131]; [153, 32, 168 176, 76,]; sua
eficiéncia estd comprovada em infec¢des, tumores [75 e 117] e como estimuladora da
hematopoeise [128 e 55]. Existem relatos a respeito da ativacdo de macrofagos [167]
neutréfilos [137] e células “Natural Killer” [26] sendo considerada uma candidata promissora
como agente imunoestimulatorio para pacientes imunocomprometidos ou infectados com
bactérias multidroga-resistentes.

Além das propriedades anteriormente descritas, as [-glucanas tém
despertado o interesse, de pesquisadores, na area genética, especialmente na sub-area de
mutagénese. Estudos recentes tanto in vivo quanto in vitro demonstram sua eficacia
significativa na prevencao de efeitos mutagénicos causado por agentes tais como o peroxido

de hidrogénio [156], doxobubicina (LIN e cols., 2004) e ciclofosfamida [16, 17 e 174].
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Alguns tipos de B-glucanas ja estdo licenciados para o uso terapéutico,
como por exemplo lentinam (1-3-B-D-glucana), extraida do cogumelo Lentinus edodes e
usada como adjuvante na terapia anti-tumoral no Japao. Estudos experimentais demonstraram
que o lentinam pode ser protetor em infecgdes causadas por Listeria, Mycobacterium
tuberculosis e virus influenza [119], 2000).

Utilizando glucana derivada do S. cerevisiae para o tratamento de infecgo
por S. aureus resistentes a antibidticos em ratos, Liang et al (1998) [91] observaram que a
glucana auxilia na elimina¢do da bactéria e que este evento ¢ seguido de um aumento de
monocitos e neutréfilos bem como por uma potencializagdo da atividade antimicrobiana. Em
outro estudo, Kaiser & Kernodle (1998) [74], utilizaram a glucana associada ou ndo a
antibidticos para tratamento de animais infectados por S. aureus, verificaram que a associagao
da glucana e o antibidtico (cefazolin) demonstrou 8 a 20 vezes mais eficiéncia quando
comparado aos animais que receberam somente o antibiotico.

A capacidade da glucana em induzir resisténcia inespecifica e especifica
em patologias infecciosas em camundongos foi analisada por Reynolds et al. (1980) [139], e
estes observaram que o pré-tratamento, mas nao o pos-tratamento, determinava um aumento
na sobrevida de camundongos expostos ao virus da encefalomielite eqiiina venezuelana.
Ainda dados deste mesmo grupo de pesquisadores demonstram que o pré-tratamento de
camundongos com glucana por via intravenosa determinava um aumento na resisténcia a
exposi¢ao destes animais a cepa virulenta, Francisella tularensis, quando os resultados eram
comparados com o protocolo onde os animais recebiam a glucana via intranasal. Mas, para o
estudo com cepas de Pseudomonas pseudomallei estes resultados mostraram-se invertidos, ou
seja, a via que demonstrou maior eficicia foi a intranasal. Este grupo ainda demonstrou que a
vacina da encefalomielite eqiiina venezuelana associada a glucana era mais protetora, para
camundongos € macacos, do que a vacina sem adjuvante.

Meira et al. (1996) [109] demonstraram que a associag¢do de glucana a anti-
fingicos especificos no tratamento da paracoccidioidomicose possibilita uma melhor resposta
a terapia devido ao efeito imunoestimulador da glucana sobre o sistema imunoldgico.
Segundo estes pesquisadores um grupo de nove pacientes em estagio avancado da doenga
foram tratados com anti-fingico especifico e nestes a glucana foi utilizada como
imunoestimulante. Os resultados deste grupo foram comparados com um outro grupo
composto por oito pacientes que se encontravam em estagio da doenga menos avangado e que
receberam somente o anti-fingico. A analise dos resultados clinicos permitiu verificar que

dentre os primeiros pacientes apenas um apresentou recaida e no segundo grupo foram cinco
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casos. Valores da taxa de sedimentagao de eritrocitos mostraram uma diferenga significativa
entre os pacientes do primeiro grupo quando foram comparados os niveis de pos e pré-
tratamento. Verificou-se também a redugdo significativa de anticorpos séricos para P
brasiliensis nos pacientes que se encontravam em estagio avangado da doenca quando estes
foram analisados no periodo pds-tratamento. O teste intradérmico com fitohemaglutinina
mostrou aumento significativo de positividade entre pacientes do primeiro grupo quando
comparados nas fases de pds e pré-tratamento. Os niveis séricos de TNF-o também foram
significativamente altos nos pacientes do primeiro grupo durante o tratamento.

Estudos na area de infecdo parasitologica de Yun et al(1998) [185],
demonstraram que a administragdo de glucanas, em camundongos infectados por Eimeria
vermiformes, aumenta a resisténcia destes animais devido a modulagdo tanto da resposta
inespecifica quanto da especifica. Outro estudo, Soltys e cols. (1996) [159], investigaram o
efeito da glucana associada com imunoglobulinas e zinco na resposta mitogéncia de
linfocitos, niveis de anticorpos e recuperagdo das larvas em camundongos infectados por
Toxocara canis e observaram que a glucana restaurou parcialmente a resposta das células T ¢
B aos mitdgenos e que ndo houve um aumento do nivel de anticorpos circulantes especificos.
A comparagdo do nlimero de larvas encontradas nos musculos dos animais demonstrou uma
reducdo naqueles que receberam a glucana.

Os estudos de Di Luzio et al. (1979) [28] demonstraram que duas
preparagdes de glucanas extraidas de S. cerevisiae, uma soluvel e outra particulada, foram
capazes de causar uma redu¢do significativa no crescimento de carcinomas mamarios e em
melanomas B16. Estes mesmos extratos foram também eficientes em aumentar a sobrevida de
camundongos, A/J e C57BL/6J, com implante tumoral subcutaneo. Preparagdes similares de
glucana soluvel e particulada também foram testas quanto a estimulacao da hematopoiese por
Hofer & Pospisil (1997) [58] e neste estudo demonstrou-se que a administra¢do, de glucana
soluvel e particulada, vinte e quatro horas antes ou apo6s varios regimes de irradiacdo com
doses sub-letais foi capaz de estimular a hematopoeise. Dados deste mesmo estudo também
relatam que a sobrevida dos camundongos foi aumentada no grupo que recebeu as
preparacdes de glucana. Assim os autores sugeriram que o estimulo da hematopoiese pela
administragdo da glucana ¢ o principal mecanismo que confere protecdo contra os efeitos da
radiagao.

Estudos in vivo, realizados por Chorvatovicova et al. (1996 ¢ 1998) [19 ¢
20], relatam a eficiéncia da glucana, de baixo peso molecular — 0,89 x 10°, em prevenir os

efeitos mutagénicos da ciclofosfamida. Em um dos estudos os pesquisadores administraram
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duas doses de ciclofosfamida (80 mg/kg, intra peritonial.p.) com um intervalo de 24 horas. A
glucana foi administrada em duas concentragdes, 100 ou 200 mg/kg, por duas vias: i.p. 24
horas antes da ciclofosfamida e i.v. 1 e 2 horas anteriores as inje¢des do agente mutagénico.
Outros dois grupos de animais foram tratados oralmente com a glucana na concentragio de
100 mg/kg anteriormente as administragdes de ciclofosfamida. Os danos causados pelo agente
mutagénico ¢ os efeitos protetores da glucana foram analisados através do ensaio do
microndcleo realizado em células da medula 6ssea e observou-se que as trés formas de
administracdo da glucana (intra peritonial.. € venosa.) mostraram-se eficazes na prevengao
dos efeitos clastogénicos da ciclofosfamida. Os autores relatam ainda que a acao protetora das
vias intraperitoneal e intravenosa sdao dose-dependentes logo houve uma maior eficacia
naqueles animais que receberam a maior dose (200 mg/kg). No entanto, o efeito protetor foi
observado, de modo significativo, em todos os grupos. Outro trabalho deste mesmo grupo
relata testes com uma outra glucana, também de baixo peso molecular — 0,19 x 10°, onde se
desenvolveu um protocolo muito semelhante, ao anteriormente citado, excetuando o grupo
que recebeu a glucana i.v. Neste estudo os autores também relatam efeito antimutagénico da
glucana tanto na administracdo v.o. quanto na i.p..

Os efeitos antigenotdxicos da glucana também foram demonstrados por
Tohamy e cols. (2003) [174]em camundongos que receberam ciclofosfamida, adramycin e
cisplatin. Estes estudiosos relatam que camundongos que receberam 2,5 mg/kg de
ciclofosfamida, 12 mg/kg de adramycin ¢ 5 mg/kg de cisplatin (i.p.) quando comparados
aqueles que foram pré-tratados com 100 mg/kg de B-glucana (i.p.) apresentaram uma reducgao
de 41,1, 26,9 e 57,7% de aberra¢des cromossdmicas em medula 6ssea e 44,4, 55 ¢ 57,1% em
espermatogonias, respectivamente. Estes autores sugerem que o efeito protetor da B-glucana
deve ser atribuido a sua capacidade de capturar os radicais livres produzidos quando da
biotransformacao destas trés drogas antineoplésicas estudadas. O indice mitdtico também foi
estudado e este dado demonstrou que a B-glucana foi capaz de estimular a hematopoiese
restabelecendo a atividade mitdtica das células da medula 6ssea uma vez que esta fungao
havia sido suprimida pelas drogas.

Estudos, in vitro, de Slamenova et al. (2003) [156] demonstraram que trés
diferentes glucanas (Carboxymethyil glucan - CM-G; Sulfoethyl glucan - SE-G;
Carboxymethylchitin-glucan - CM-CGQG), foram eficientes em prevenir as lesdoes no DNA em
cultura da linhagem de células pulmonares de hamster (V79) sendo a quantificacdo dos danos

realizada através do ensaio do cometa. A maior eficiéncia foi demonstrada pela CM-CG,
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seguida pela SE-G e por fim a CM-G. Neste trabalho os autores relatam o efeito da 3-glucana
pela sua capacidade de reagir com os radicais OH liberados pela biotransformacdo do

peroxido de hidrogénio.

3.4 ASPECTOS DA ANTIMUTAGENESE

Assim como tém sido usados ensaios para determinagdo de substancia de
ocorréncia ambiental, natural ou devido a agdes antropogénicas, com potencial mutagénico
e/ou carcinogénico; os mesmos procedimentos podem ser empregados para identificar
antimugénicos e anticarcinogénicos. A pesquisa por agentes que possam reduzir a freqiiéncia
de alteracdes no DNA tem se mostrando promissora e com importantes implicagdes nas
praticas terapéutica devido a possibilidade da redugdo da taxa de mutagdo e conseqiiente
reducdo na incidéncia de cancer.

Qualquer sustancia capaz de reduzir a freqiiéncia de mutacdes espontaneas
ou induzidas, independentemente do mecanismo de agdo, ¢ considerada antimutagénica.
Posteriormente, as mesmas podem ser classificadas como bio-antimutagénicas ou
desmutagénicas [50 e 186 ].

As substancias bio-antimutagénicas atuam como moduladoras do reparo e
replicagdo do DNA. Agem em nivel celular aumentando a fidelidade na replicacao,
estimulando o reparo livre de erro ou ainda inibindo os sistemas de reparo sujeitos a erro [31,
55].

Substancias desmutagénicas sao capazes de inativar um agente mutagénico
por ac¢do indireta. H4 pelo menos trés modos de ag¢do dos agentes desmutagénicos: inativacao
quimica ou enzimadtica, na qual o agente mutagénico ¢ neutralizado apds passar por um
processo de metabolizagdo, principalmente das enzimas de fase II, e encaminhados para
excrecdao; prevencao da formacdo de espécies ativas, seja por inativacdo de enzimas
metabolizadoras, como o citocromo P450, ou por ligacdo direta com o agente mutagénico
impedindo sua ativagdo; e pelo seqliestro ou adsor¢do de agentes mutagénicos e radicais
livres, impedindo que os mesmos entrem em contato com o material genético [55, 69, 35 e
30].

Os anticarcinogénicos sdo substincias capazes de impedir, retardar ou

reduzir o surgimento ou desenvolvimento de tumores e podem ser classificados em
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substancias que inibem: a formagdo de agentes mutagénicos e/ou carcinogénicos a partir de
precursores; chegada do carcindgeno as células especificas, também denominados agentes de
bloqueio; a expressdo de caracteristicas malignas, também chamados de agentes supressores
[82].

O uso diario de antimutagénicos e anticarcinogénicos, futuramente, sera o
procedimento mais efetivo para prevenir o cancer e as doengas genéticas humanas. Dentre as
maneiras de prevenir ou reduzir a mutagénese pode-se citar os compostos quimicos que agem
no reparo de DNA ou no metabolismo do agente mutagénico, sendo, desse modo,
antimutagénicos efetivos. Estes compostos possuem efeitos freqlientemente especificos para
certas classes de mutagenos e/ou certos sistemas testes[118]. Ao uso didrio de produtos
antimutagénicos ou anticancerigenos da-se o nome de quimioprevengdo [47 e 166]. Para a
quimioprevencdo faz-se necessario o uso de agentes quimiopreventivos, os quais devem
apresentar as seguintes caracteristicas: pouco ou nenhum efeito colateral; alta eficacia;
possibilitar a administragdo por via oral; ter um mecanismo de a¢ao conhecido; e ser de baixo
custo [35].

Dentre os estudos da 4rea de mutagénese o potencial quimiopreventivo de
uma substancia ¢ testado confrontando o suposto antimutagénico com uma substancia
sabidamente mutagénica, e entdo se deve observar uma reducao das lesdes produzidas no
DNA [68].

A atividade antimutagénica tem sido demonstrada em frutas e vegetais[68].
Varias substancias obtidas a partir de fontes naturais tém sido isoladas, identificadas e alguns
dos mecanismos de sua atividade estdo sendo esclarecidos. A N-acetil-I-cisteina, acido p-
aminobenzéido (PABA), isotiocianetos aromaticos, clorofilas e derivados, glutationa,
vitamina C, vitmanina E, vitamina A, flavonodides, acidos graxos, fibras dietéticas sdo
algumas das substancias antimutagénicas conhecidas e encontradas na dieta [45, 2, 3, 55, 100
e 121].

Estudos epidemiologicos corroboram estes dados citados anteriormente
uma vez que hd um grande volume de evidéncias associadas, a dados obtidos a partir de
estudos in vitro e in vivo, que apontam para a estreita relagdo entre constituintes da dieta e o
risco de desenvolvimento de determinados tipos de cancer. De modo geral, vegetais, frutas,
fibras e alguns micronutrientes diminuem a incidéncia de cancer; enquanto gorduras, excesso
de calorias e consumo de 4lcool aumentam o risco de desenvolvimento de patologias. Porém,
o fato dos alimentos serem misturas complexas dificulta a interpretagao dos resultados, assim

como a interpretacdo das diferencas interindividuais ocorridas [5]. Mesmo assim, no setor
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alimentar, os cogumelos comestiveis tém sido bastante pesquisados em relagdo a sua
capacidade mutagénica, antimutagénica e antitumoral. Algumas espécies como o Lentinula
edodes, Craterellus cornucopioides, Agaricus abruptibulbus, Cantharellus cibarius,
Lactarius lilacinus, Lyophyllum connatum, Xerocomus chrysenteron ¢ o Agaricus blazei ja
demonstraram atividade antimutagénica [49, 86, 110, 98, 53 e 126].

Ainda que sejam observadas inconsisténcias € que a interpretacdo dos
dados sobre dieta e atividade antimutagénica e/ou anticarcinogénica sejam ainda
contraditorias, existe a certeza de que a dieta alimentar estd diretamente relacionada com a
maior ou menor ocorréncia de cancer, o que estimula a continuidade dos estudos. Em outros
casos, ainda se faz necessario testar algumas substincias que podem ser extraidas de
componentes da dieta como € o caso das B-glucanas que deixam indicios de possuir uma agao

efetiva.

3.5 ASPECTOS DA MUTAGENESE

As informacdes genéticas dos organismos vivos estdo concentradas nas
macromoléculas denominadas acidos nucléicos (DNA e RNA), sendo essa informagao
especificada pela seqliéncia de bases nitrogenadas. Toda a informagdo genética de um
organismo ¢ transmitida de célula a célula durante o desenvolvimento, e de geracdo a geragdo
durante a reproducdo, pela replicagdo precisa da seqiiéncia de bases nos acidos nucléicos
[157].

A informacao genética deve ser transmitida de geracdo em geracdo com
consideravel precisdo, mas esta molécula ndo ¢ estatica. Ocasionalmente ha a presenca de
mutagdes que ¢ um dos eventos capazes de produzir variabilidade genética e que fornece a
matéria-prima para a evolugdo [157].

As mutagdes sao modificagdes subitas e hereditarias no conjunto génico de
um organismo que ndo sdo explicaveis pela recombinagdo da variabilidade genética pré-
existente [193]. No entanto, estas alteracdes podem ser decorrentes de processos celulares
normais (mutagdes espontaneas) ou da exposi¢do do organismo a agentes quimicos e fisicos
(mutagoes induzidas) [87].

Segundo Kirsch-Volders e cols. (2002) [73] ha trés tipos de mutagdes:

génicas, alteracdes cromossOmicas estruturais € numeéricas.
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Os agentes mutagénicos quimicos podem ser divididos em dois grupos:
agentes que influenciam tanto no DNA replicante quanto no DNA ndo replicante, estes sdo os
agentes alquilantes, corantes acridina e o 4cido nitroso; o segundo grupo ¢ composto por
substancias que interagem apenas com o DNA replicante, tais como os analogos de base [157]

Existem substancias que atuam de maneira direta, sem necessidade de
sistema de metabolizagdo, tais como a mitomicina-C e o metilmetanosulfonato; e outras que
atuam de maneira indireta, as quais danificam o DNA somente ap6s a sua metaboliza¢do
como a ciclofosfamida e do 2-aminoantraceno [14, 132 e 133].

Poucos agentes mutagénicos induzem somente um tipo de dano no DNA.
A maior parte deles exibe um espectro de mutagdes caracteristico, que depende de varios
fatores, incluindo a natureza das alteragdes primdrias no DNA (modificacdes de base,
residuos de agticar ou fosfato, quebras de filamentos ou incorporacdes de bases modificadas),
e os subseqiientes efeitos secundarios causados pela resposta do organismo a estas
modificagdes. Estes efeitos secundarios podem incluir a acdo de varias formas de reparo e a
replica¢do de filamentos filhos sobre moldes modificados [134 e 193]. Além disso, 0 mesmo
agente mutagénico pode produzir diferentes espectros mutagénicos em organismos com
diferentes conjuntos genéticos [42]. No entanto, os danos no DNA estdo sujeitos aos
processos de reparo [30]. Segundo Van Goethem e cols. (1997) [183], dependendo da
capacidade de reparo, do estagio do ciclo celular e do tipo de agente mutagénico somente uma
pequena parte dos danos sofridos proporcionardo o aparecimento de mutagdes que serdo

fixadas.

3.6 CULTURA DE CELULAS

Sistemas testes de curta duragdo sdao amplamente utilizados na deteccdo de
agentes mutagénicos ou antimutagénicos ambientais [76 ]. Dentre estes sistemas destaca-se a
cultura de células de mamiferos in vitro, como a cultura de linfocitos humanos e as linhagens
celulares provenientes de hamster chinés [179].

Estes sistemas-teste apresentam vantagens tais como: facilidade de
padronizagdo das condi¢des experimentais como a densidade populacional, pH, temperatura,
composicdo do meio de cultivo e outras; possibilidade de aplicagdo do tratamento em

qualquer fase do ciclo celular, além de serem ensaios econdmicos e de boa reprodutibilidade;
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o material € relativamente uniforme em seus requisitos metabdlicos € em seu comportamento;
a organizagdo dos cromossomos e do seu DNA ¢é a mesma das células in vivo [136 e 142].

Nos testes realizados com células de mamiferos as células V79 e CHO-K;
sdo as mais freqlientes. A avaliagdo dos danos causados por diferentes xenobidticos ¢ feita
principalmente através das técnicas de micronucleo [1, 112 e 94} , cometa [73 e 41],
alteracoes cromossomicas [1, 101 e 150] e trocas de cromatides irmas [150]. Estas células
apresentam algumas vantagens como: facilidade de crescimento em cultivo; pequeno niimero
de cromossomos; ciclo celular curto (10 a 12 horas) e fornecem uma alta freqiiéncia de
metafases analisaveis. Porém algumas desvantagens também sdo encontradas: cariotipo
variavel (21 cromossomos +1); geralmente formam populagdes celulares ndo sincronicas;
apresentam uma consideravel heterogeneidade nos tempos de ciclo celular e sdo células
transformadas [134].

A mutagénese também ¢ estuda em células deficientes em mecanismos de
reparo, como ¢ o caso da mutante xrs5 da CHO [146 e 64]. Esta célula apresenta deficiéncia
na reunido de quebra de fita dupla, devido a ndo produgdo da proteina Ku80, envolvida no
reparo NHEJ [64]. Células mutantes deficientes em reparo de fita dupla sdo suscetiveis a
radiagdo X, mas apresentam sensibilidade cruzada com a bleomicina e com agentes
alquilantes. Estudos citogenéticos demonstram que estas linhagens celulares apresentam uma
maior quantidade de alteragdes cromossOmicas espontaneas e a freqiiéncia de alteragdes
induzidas por agentes, como o metilmetanosulfonato, ¢ bem maior quando comparada com as
linhagens selvagens, principalmente na freqiiéncia de quebras cromatidicas [175].

In vitro as células V79, CHO-K; e CHO-xrs5 sdo cultivadas na forma de
cultura de adesdo em monocamada, utilizando um meio de cultivo como fonte de nutrientes
com acréscimo de soro bovino fetal, para o fornecimento de fatores indutores de mitose.
Nestas condicdes as células podem ser liberadas dos frascos de cultivo através de uma enzima
proteolitica (tripsina) e transportadas para novos frascos de cultivo, onde poderdo ser
mantidas em crescimento ou serem submetidas aos tratamentos conforme o protocolo ¢ o teste
a ser empregado [95](LUIZ, 2002).

A maioria das linhagens celulares utilizadas em ensaios in vitro ndo tem
capacidade de metabolizagdo de drogas, havendo a necessidade, portanto, da adicdo de
sistemas endogenos de metabolizagdo, como o S9 (fragdo microssomal de figado de ratos
tratados com Aroclor 1254) [135 e 168]. No entanto, algumas linhagens como a CRO22-HTC
(hepatoma de ratos) sdo células metabolizadoras e as suas culturas tém sido padronizadas em

protocolos experimentais.
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Sistemas de cultura de células de mamiferos possuem importante e
significativa utilizagdo na detec¢do de mutagénese e antimutagénese ambiental com testes
rapidos, sendo um excelente sistema de triagem de substincias. Nestes sistemas, a
mutagenicidade de alguns carcindgenos que sdo negativos em testes de mutagenicidade
microbiana, pode ser detectada através de alteragdes cromossOmicas, troca de cromatides
irmas e outros. No entanto, os resultados obtidos de testes realizados in vitro ndo podem ser
extrapolados para tecidos humanos, os quais possuem sistemas especificos de ativagdo e
inativacdo metabodlica para substancias pré-carcinogénicas. Deve-se entdo levar em
consideracdo as particularidades dos mecanismos de absor¢do, acumulagdo e eliminacdo de
xenobioticos, e o grande niumero das possiveis interagdes entre as centenas ou milhares de
compostos, 0s quais, in Vivo, poderdo levar a efeitos aditivos, sinergisticos ou antagonicos,
que ndo podem ser simuladas em teste in vitro. No entanto, o sistema in vitro tem se mostrado
eficiente na detec¢do de agentes ambientais mutagénicos e antimutagé€nicos, apesar dos
experimentos com animais vivos reproduzirem com maior semelhanga as condigdes humanas
[76].

Além das adversidades anteriormente mencionadas o resultado positivo in
vitro ndo ¢é garantia da positividade in vivo, mas serve como uma alerta da periculosidade do
xenobidtico testado. O sistema in vitro é de grande importancia por fornecer dados
fundamentais sobre a a¢do de substancias testadas, como clastogénica, aneugénica, a¢do direta

ou indireta sobre o0 DNA ¢ nivel de toxicidade [168].

3.7 ENSAIO DO MICRONUCLEO

O teste de micronucleo in vitro evolui rapidamente na area de genética
toxicologica por ser um método simples e util na avaliagio de varios tipos de danos
citogenéticos. O teste do microntcelo tem sofrido varias modificagdes inovadoras em seu
protocolo e este fato aponta para uma ampliagdo da sua aplicabilidade [147].

Matter & Schimid (1971) [120] estabeleceram o teste do microntcleo em
células de medula 6ssea de camundongos. Somente em 1976 este mesmo teste foi
desenvolvido in vitro por Heddle e nesta proposta este autor trabalhava com cultura de
linfocitos periféricos humanos e a aplicabilidade do teste era para deteccdo de agentes

carcinogénicos.
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Os microntcleos sao pequenos corpos contendo DNA, localizados no
citoplasma. Aparecem na teldéfase e sdo resultados de fragmentos acéntricos, originados de
quebra isocromatidica ou cromatidica, ou de disfunc¢des no fuso mitético. Desta forma, podem
ser gerados por agentes clastogénicos ou aneugénicos. Pode haver um ou mais por célula, e
tais corpusculos ndo devem apresentar qualquer conexdo estrutural com o nucleo principal
[106, 1136 e 73].

A aplicacdo do bloqueio da citocinese, com a citocalasina-B, permite
identificar células que tenham passado por um ciclo de mitose apds o tratamento in vitro. Esta
variagdo técnica tem transformado o teste do micronucleo em uma ferramenta util na triagem
de danos genéticos [34]. A citocalasina-B ¢ um potente inibidor dos microfilamentos de
actina, impedindo a polimerizacio dos mesmos na placa equatorial formada no final da
telofase, desta forma observa-se uma cariocinese com auséncia de citocinese.

Muitas varidveis podem afetar a reprodutibilidade e sensibilidade do teste
do micronucleo incluindo metodologia, composicdo quimica e pureza do composto a ser
testado. Dentro dos aspectos metodologicos mais importantes encontra-se a concentracao de
citocalasina-B. O uso de concentragdes sub-0timas, como de 3 pg/ml, para o bloqueio da
citocinese poderia permitir que as células binucleadas, que sofreram duas divisdes, também
fossem contabilizadas, superestimando os danos genéticos. No entanto, concentragdes de

citocalasina-B diferentes de 3 ¢ 6 ng/ml conduziram a resultados semelhantes [167].

3.8 ENsalO DO COMETA

O teste do cometa visa evidenciar a corrida de fragmentos de DNA em
relacdo ao nucleo principal, quando este ¢ submetido a uma corrente eletroforética,
produzindo figuras semelhantes a cometas. Os primeiros pesquisadores que utilizavam a
quantificag¢do direta do DNA em células individuais foram (TICE, 1995) [135]. TICE, 1995)
[155] incluiram no teste a eletroforese em pH semineutro (pH 9,5), o que permitiu um
aumento quanto a sensibilidade do teste. A eletroforese em pH alcalino (pH > 13) foi
introduzida por Singh e cols. (1988)[172] e transformou o ensaio do cometa em uma técnica
de grande importancia na detec¢do de quebras no DNA ¢ de danos em sitios alcali-labies, in

Vivo e in vitro.
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A técnica do cometa ¢ um método rapido, simples e sensivel para
quantificar danos genéticos em um pequeno numero de células, sendo particularmente
importante na deteccdo de diferengas intercelulares, quanto aos danos ao DNA e no reparo,
em praticamente qualquer célula eucaridtica onde seja possivel obter uma suspensdo celular,
mesmo com uma amostragem bastante pequena. Além disso os resultados podem ser obtidos
em um unico dia e o custo para a realizagao da técnica ¢ relativamente baixo. A sensibilidade
do teste do ensaio cometa em detectar danos em células individuais ¢ compardvel a outros
métodos que avaliam danos em uma populagdo de células[6, 34, 44, 78, 141, 144, 173].

Devido a todos este motivos o teste do cometa tem sido empregado na
avaliacdo de danos no DNA promovidos por agentes fisicos € quimicos, no monitoramento
ambiental e até mesmo na area clinica (ANDERSON & PLEWA, 1998).

De maneira geral, o teste envolve a deposi¢ao de células em agarose, sobre
uma lamina de microscopio, seguido de lise, desnaturacdo do DNA e eletroforese em pH
alcalino (pH > 13), e finalmente a andlise dos cometas gerados pelo DNA fragmentado.
Embora o teste seja amplamente aplicado, as técnicas de isolamento celular e condi¢gdes do
experimento variam consideravelmente. Muitas varidveis técnicas podem afetar a
sensibilidade do teste, tais como a natureza quimica ¢ o mecanismo de agdo do agente
mutagénico, a concentracdo e quantidade de agarose LMP, composi¢dao da solugdo de lise,
tempo de lise, tempo de desnaturacgao alcalina do DNA, composi¢do e temperatura do tampao
de eletroforese, as condi¢des de corrida, a coloragdo do DNA, entre outros (OLIVE et al..,
1992; SPEIT & HERTMANN, 1999) [124 ¢ 161].

Os cometas gerados pela técnica podem ser analisados visualmente [82],
utilizando-se coloracdo com um agente intercalante fluorescente: o brometo de etidio, e um
microscopio de fluorescéncia. Desta forma os cometas poderdo ser classificados em: classe 0
— nucleos ndo danificados e que ndo apresentam cauda; classe 1 — nicleos com cauda menor
que o diametro do nucleo; classe 2 — nucleos com cauda de tamanho ente 1 a 2 vezes o
diametro do nucleo; classe 3 — nucleos com cauda 2 vezes maior que o diametro do nucleo.
Nucleos de células apoptoticas, que se apresentam totalmente fragmentados geralmente ndo

sdo contabilizados [161].
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Otimizacao da extracao de Glucanas insolUveis da parede celular de Saccharomyces

cerevisiae.

Autor; Hevenilton J. Matiazi
Universidade Estadual de Londrina

e-mail: heveniltonmatiaz@uol.com.br

Resumo

Recentemente as glucanas tém se destacado entre os ingredientes de interesse para as
industrias de alimento e farmacéutica por suas caracteristicas de alimento funcional (fibra
alimentar) e pela agdo hipocolesterolémica, hipoglicemica, capacidade de aumentar a
resisténcia imunoldgica e acdo anti-mutagénica, respectivamente. A otimizacdo da extracao
das glucanas insoltiveis da parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, proveniente
do descarte das industrias sucroalcooleira e cervejeira, foi iniciada com a autolise da levedura
utilizando uma temperatura de 49°- 55°C, pH 5,0 — 6,0, durante 6,0 - 8,0 horas e uma
concentragdo de levedura de 25% (peso seco/ volume) e em seguida foram definidos os
parametros da extracao das glucanas da parede celular obtida nos dois experimentos aplicando
a Metodologia de Andlise de Superficie de Resposta, sendo o primeiro um delineamento
fatorial completo de duas varidveis independentes, pH e temperatura, com trés niveis de
variagdo, 3%, ¢ um tempo de processo de 5 horas. Em um segundo experimento com um
delineamento fatorial central composto rotacional com 2 varidveis independentes, tempo e
temperatura, com quatro niveis de varia¢do, 4%, utilizando uma concentracdo de levedura
igual a do primeiro experimento. As melhores condi¢des de extracdo das glucanas foram:
temperatura entre 60 - 78°C; pH entre 9,7 e 10,5 em um periodo de tempo de 4,5 a 6,0 horas.
A confirmacdo da extracdo das glucanas foi realizada através da identificacdo bioquimica do
produto extraido utilizando Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de '>C (RMN),
onde pode ser confirmada a presen¢a de (1,3) Beta —D-glucana e (1,6) Beta D-Glucana. A

pureza da glucana foi em média de 87,6%.
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Summary

Extraction Optimization of Insoluble Glucans from the cell wall of Saccharomyces

cerevisiae.

Recently, glucans have been considered as one of the most important ingredients for the food
and pharmaceutical industries, mainly because their functional foods characteristics
(alimentary fiber) and for their hypocholesterolemic, hypoglicemic action, capacity for
effective immunity system improvement and anti-mutation actions, respectively. Extraction
optimization of the insoluble glucans from the cell wall of Saccharomyces cerevisiae
produced in the sugar/alcohol and breweries industries, was initiated with an autolysis of the
yeast cell for wall production at a temperature of 49°-55°C, pH 5,0 — 5,5 during 6,0 — 8,0
hours and with yeast suspension concentration of 25% (dry weight /volume) following by two
experiments applying Surface Response Analysis Methology, being the first a Complete
Compost Factorial design with two independent variables, pH and temperature, with two
levels of variation, 3% and five hours of processing time. The second experiment was a
Rotational Complete Factorial design with two independent variables, time and temperature,
with four variation levels, 4%, with the same yeast suspension concentration used in the first
experiment. The best conditions for the maximal insoluble glucans extraction were:
temperature between 68°C and 78°C; pH between 9,7 and 10,5 and a time process of 4,5 to
6,0 hours. The identification of extracted product as glucans was carried out by °C
Spectronic Nuclear Magnetic Resonance, where the presence of (1,3) - D- Beta - glucan and

(1,6) D-Beta - Glucan was confirmed. The pureness of the glucans was 87,6%.
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Introducéo

O Brasil produz atualmente uma grande quantidade de biomassa de levedura, como
subproduto das industrias de cerveja e das destilarias produtoras de etanol. O setor
sucroalcooleiro tem uma produgdo anual de aproximadamente 260 mil ton/ano enquanto que
o setor cervejeiro contribui com cerca de 7.000 ton/ano. A maior parte desta levedura ¢
considerada residuo e utilizada nas lavouras de cana-de-agucar, ou, simplesmente descartada
em rios ou jogadas como lixo organico pelas cervejarias causando contaminagdes no lengol
freatico, [36].

Tradicionalmente, a levedura tem sido utilizada na industria de alimentos, como
agente de fermentacdo, na fabricagdo de paes, cervejas e vinhos e na forma inativa como
suplemento nutritivo em produtos naturais, na produ¢do de racdo para animais além do uso
como matéria-prima para producao de autolisados e extrato de levedura. [9 e 122]

Recentemente, tem havido um interesse grande por parte dos pesquisadores e
empresas no isolamento e na purificacdo de constituintes da levedura, com vista a usos
especificos na formulagdo de produtos com propriedades funcionais diferenciadas. Entre os
componentes mais importantes estdo os da parede celular : as mananas e as glucanas, mais
especificamente as -D-glucanas (1-3) e (1-6). [140].

A extragdo de glucanas da parede da Saccharomyces cerevisiae vem sendo realizada
por varios pesquisadores, sendo que a metodologia utilizada por cada um, difere nas faixas de
temperaturas, pH e tempo de extracdo, sem citar a utilizagdo de enzimas. O emprego de
NaOH 50% e ou KOH 50% tem sido utilizado por varios autores e se mostra eficiente na
extragdo de glucanas insoluveis da parede celular [ 121, 103 e 127] O método empregado por
estes autores baseia -se no tratamento das leveduras com NaOH ou KOH a quente, com
temperaturas que variam entre 60°C a 100°C, e com diferentes valores de pH que variam de
pH 7,0 até 11.

O objetivo deste trabalho foi identificar as melhores condigdes de temperatura, pH e
tempo, que permitam o melhor rendimento de extracdo de glucanas insoluveis presentes na

parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae.
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Material e Métodos

A matéria prima Saccharomyces cerevisiae utilizada na extragdo da parede celular foi
obtida da Usina de agticar e alcool do Norte do Parand, a suspensdo aquosa de leveduras foi
centrifugada e lavada no laboratdrio, concentrando-a até a obter a propor¢ao desejada de 25%
(Peso seco/v). Em seguida a autolise foi realizada a 49°C, pH variando entre 5,0 e 5,5 durante
8,0 horas, segundo trabalho de Martins, A, 2000 [98].

O teor de umidade foi determinado por diferenca entre o peso da amostra antes e apos
a secagem em estufa a 105 ° C por 4 horas. [9]

O teor de cinzas foi determinado por calcinagdo da amostra a 550 ° C, segundo a
técnica descrita pelas normas analiticas da AOAC, 1975[9].

O nitrogénio total foi determinado pelo método de microkjeldhal e, apds foi
multiplicado o resultado obtido por 6,25 parar determinar o conteudo de proteina ( AOAC,
1975) [9].

O teor de carboidratos totais foi calculado por diferenga entre o peso umido (g) dos
solidos insoluveis presentes nos extratos e a somatoria dos teores de umidade, proteina e cinza
presentes nos mesmos, seguindo as recomendagdes de Kollar, R, 1992 [84].

A extragdo das glucanas foi realizada segundo o esquema apresentado na figura 1. Esta

metodologia foi baseada nos artigos dos autores [ 9, 84, 103 ¢ 190] .



Extrato aquoso de levedura 100 ml (25% P/V)
|

v

Centrifugacio 6.000 G e lavagens 3x em (H,O destilada)

v

Autdlise a 49°C por 8,0 horas

\ 4

Centrifugacdo a 6000 G

Extrato
Sobrenadante - descartado

Parede celular

v

Centrifugacdo 6000 G 3x lavagens em (H,O destilada)

v

Tratamento alcalino NaOH 50%

v

Acidificacao até pH 5,0-6,0 com H,SO4 50%

v

Centrifugacdo 6000G e 3x lavagens em (H,O destilada)
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Mananas
Sobrenadante

Glucanas insoluaveis

(Secagem em estufa a 40°C por 4,0

Figura .1 Esquema de extracdo das beta-glucanas
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A identificagdo das glucanas extraidas da parede celular da Saccharomyces cerevisiae,
foi realizada utilizando Espectrometria de Ressondncia Magnética Nuclear de Carbono — 13.
Os espectros de RMN °C foram obtidos em espectrdmetro Brucker AC 300/P (75MHz) em
tubo de 10 mm de didmetro, a 80 ° C, utilizando como solvente o dimetilsulfoxido deuterado
(DMSOdg). Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbono foram registrados em ppm,
sendo utilizado como padrao interno tetrametilsilano (TMS, 6 =0,0) [8].

A Metodologia de Anélise de Superficie de Resposta foi empregada para definir os
desenhos experimentais e a andlise estatistica dos dados obtidos nos experimentos. No
primeiro ensaio foi aplicado um delineamento fatorial fracionado, pesquisando as interagdes
de duas variaveis independentes, pH e temperatura, em trés niveis equidistantes, (3°) (Tabela
1). O tempo de extracdo utilizado neste primeiro experimento foi de 5,0 horas. A resposta
avaliada para definir as melhores condi¢des de extragdo das glucanas, foi o teor de
carboidratos presentes nos so6lidos insoluveis obtidos apds a extragdo da parede celular da

levedura.

Tabela 1. Valores reais e codificados dos niveis de variacédo das variaveis independentes.

Variaveis independentes Niveis

D © | @D
X;:pH 9,0 | 10,0 | 11,0
X,: Temperatura, °C 60,0 | 70,0 | 80,0

Ap6s definir os valores dos pardmetros, pH e temperatura, foi realizado um segundo
delineamento experimental para definir a melhor condi¢do de tempo para obter o maior
rendimento na extracdo de carboidratos da parede celular da levedura. Neste segundo ensaio
foi aplicado um delineamento central composto rotacional da metodologia de superficie de

.y .. I c~ 2
resposta com duas variaveis independentes em quatro niveis de variagdo, 4°, (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores reais e codificados do planejamento experimental.

Variaveis Niveis

independentes

-1,412 | (-1) | (0) [(1) 1,412
X : Tempo 1,0 3,0 4.0 5,0 7,0
X,: Temperatura®C 50 60,0 | 70,0 | 80,0 | 90,0

Resultados e Discussao

Segundo Kollar, R, 1992 [84], a andlise de lipideos e de hexaminas, que estao
presentes na parede celular de leveduras, ndo ¢ necessdria, pois sdo extraidas apds o
tratamento com base (NaOH 50%) e acido forte (H,SOs 50%), e descartadas apds a
centrifugacdo. Anteriormente, WAHLSTROM, V. L em 1987 [190], ja tinha demonstrado

isto em seus experimentos.

Os resultados, objetivando definir os niveis das varidveis independentes para a
determinagdo das melhores condi¢des de extragdo de glucanas, se encontram na Tabela 3 e 4
(analise de variancia) e no Grafico 1. A concentra¢do de levedura utilizada nos experimentos

foi de 25% (Peso Seco/v) em decorréncia da viscosidade.
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Tabela 3. Composi¢ao dos solidos insolUveis obtidos apos a extragdo da parede celular

da Saccharomyces cerevisiae: Experimento 1.

Composigdo de solidos insoluveis extraidos
Experimentos|/Tratamento Massa % de
UmidadeProteinaCinzas
' seca |Carboidratos/glextragdo
Final g%| g% g%
pH T°C 125g
1 9 60| 9,40 | 4,42 | 0,71 | 7,794 6,66 85,40
2 9 | 70| 880 | 4,59 | 0,82 |7,9985 6,86 85,70
3 9 8| 630 | 443 | 191 |7,8179 6,83 87,36
4 10 | 60| 930 | 4,66 | 0,23 |8,1481 6,99 82,41
5 10 [ 70| 9,90 | 4,87 | 1,80 |8,8126 7,35 83,40
6 10 | 80| 7,80 | 4,59 | 1,50 |8,3515 7,19 86,09
7 11 | 60| 8,00 | 4,54 | 2,41 (8,1415 6,92 84,99
8 11 | 70| 9,80 | 4,46 | 1,87 |8,3033 6,94 83,58
9 11 | 80| 9,10 | 4,59 | 0,19 |7,9800 6,87 86,09

Carboidratos /g = [umidade % + Proteinas % +cinzas %] — Massa seca /25¢g

Por outro lado, verifica-se na Tabela 4.(andlise de variancia) que houve diferenga

significativa para os efeitos linear e quadratico para pH (P<0,05). No caso das intera¢cdes nao

houve diferenga significativa (p<0,05). O modelo apresentou um coeficiente de determinacao

(R%) de 0,93188, por tanto reflete a adequacio do modelo matematico aos dados

experimentais.

Tabela 4. Andlise de variancia para a composicao de sélidos insolUveis obtidos ap6s a

extragdo da parede celular da Saccharomyces cerevisiae: Experimento 1.

Graus de|Soma dos|Quadrad
Fator F P
liberdade |Quadrados |o médio
PH L+Q 2 0,241520 |0,12076 |16,00872 |{0,025076
Temp L+Q 2 0,56067 0,28033 |3,71629 |0,154204
PH x Temperatura 2 0,11990 0,11990 |1,58950 [0,296531
Desvio da regressao 3 0,022630 |0,007543
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Na Figura 2, pode-se observar as curvas de superficie de resposta dos efeitos da
temperatura e do pH na extragcdo de carboidratos totais dos sélidos insoluveis apds extragcdo da

parede celular de Saccharomyces cerevisiae.

I 6,688
I 6,747
[ 6,806
[ 6,864
[ 6,923
[ 6,982
= 7,041
I 7,099
I 7,158
W 7,217
Il above

TEMP °C

PH

Figura 2. Efeito do pH e da temperatura no teor de carboidratos totais dos sélidos
insolGveis ap6s extracdo da parede celular de Saccharomyces cerevisiae.

Observa-se na Figura 2, um rendimento maior de extracdo de carboidratos entre pH
9,5 e pH 10,75 diminuindo quando se afasta deste intervalo. Assim como a agdo da
temperatura, entre 60°C a 78°C o rendimento ¢ maior, e diminui quando se afasta dessa faixa.
Este resultado estd diferente com o que MANNERS, D. J, 1976,[103], pois a extragdo foi
realizada com pH 8,5 durante seis dias. OTERO, M. A, 1996 [127], realizou a extra¢do com o
pH 9,5 a 75°C durante duas horas, ¢ apenas obteve o que ele chamou de “semi-glucanas”.
REED [140] [ , trabalhou com extracdo de parede celular e conseguiu bons rendimentos
utilizando a temperatura de 80°C e 12% de NaOH durante uma hora de extragdo mas
trabalhou com Schizosaccharomyces pombe . ASSIS, E.M, 1996 [9]; conseguiu seus melhores
resultados com temperatura de 80°C e pH 11,0 durante 3 horas de processo.
O rendimento da extracdo analisando apenas o maior resultado obtido de 7,35 g de

carboidrato, foi de 29,4 % considerando o peso seco de massa seca inicial 25g.



da Saccharomyces cerevisiae: Experimento 2.

Tabela 5. Composi¢ao dos solidos insolUveis obtidos apos a extragdo da parede celular

Exp.| Tratamento | Umidade | Proteina |Cinzas| Massa | Carboi- | % de
Horas  T°| Final g% | Final g % | g% /g |dratos/g [Extracio
1 3,0 (60,0 6,0 3,850 | 0,35 | 5,467 | 4,915 | 89,90
2 3,0 [80,0 7,3 4,250 | 0,27 | 5,9975 | 5,289 | 88,19
3 5,0 (60,0 6,7 4,090 | 0,39 | 6,288 | 5,584 | 88,08
4 15,0 (80,0 59 3,697 | 0,28 | 6,350 | 5,720 | 90,07
5 1,0 [70,0 7,2 4,233 | 0,33 | 4,101 | 3,610 | 88,02
6 (7,0 [70,0 0,8 4,127 | 0,42 | 6,269 | 5,561 | 88,70
7 4,0 (50,0 6,2 3,844 | 0,37 | 5,818 | 5,212 | 88,63
8 4,0 (90,0 6,9 4,057 | 0,44 | 6,154 | 5,450 | 88,56
9 4,0 (70,0 6,4 4367 | 0,39 | 6,768 | 6,010 | 88,08
10 | 4,0 |70,0 6,7 4,251 | 0,46 | 6,669 | 5,900 | 88,46

Carboidratos /g = [umidade % + Proteinas % +cinzas %] — Massa seca /25g
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A partir dos dados obtidos (Tabela 5) e a analise de variancia (Tabela 6), verificamos que

houve diferencga significativa (p< 0,05) no teor dos sélidos insoluveis que foram extraidos em

funcdo do tempo e da temperatura para um coeficiente de determinacdo (R?) de 0,95857, com

um desvio da regressao (“Lack of Fit”) ndo significativo de (0,1687), indicando que o modelo

matematico elaborado a partir dos dados experimentais foi adequado. Foram elaboradas as

curvas de superficie de resposta permitindo a visualizagdo dos efeitos do tempo e da

temperatura na extracao de carboidratos totais em 25% de matéria seca (P/V). (Figura3).

Tabela 6. Analise de variancia para a composi¢ao de sélidos insoluveis obtidos apos a

extragdo da parede celular da Saccharomyces cerevisiae: Experimento 2.

Graus de|Soma dos |Quadrad
Fator F P
liberdade | Quadrados |o médio
Tempo L+Q 1 2,197464 |0,12076 |363,2172 {0,033373
Temperatura L+Q 1 0,81016 0,81016 13,3911 |0,169823
Tempo x Temperatura 1 0,11990 0,11990 |1,58950 |0,368553
Lack of Fit 3 0,16870 0,56234 |9,2949
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Figura 3. Efeito do tempo em horas e da temperatura em °C na obtencdo de

carboidratos totais da parede celular de Saccharomyces cerevisiae.

Na figura 3, o tempo necessario para a obtengdo de um maior rendimento de extrag@o
de carboidratos estd na faixa entre 4,0 a 6,5 horas, diminuindo quando se afasta deste
intervalo. A temperatura por sua vez ficou entre 60 a 87°C. A variacao de tempo de extragdao
encontrada por DZIEZAK, J. D,1987 a e b [30, 31, 45, 103 e 122], HALASZ, A, 1991,
MANNERS, D. J, 1976, NORTHCOTE, D. H, 1963 variou de 1 hora a 24 horas e
temperatura de 60 a 100°C.

Andlise de Carboidratos por RMN

Apos os ensaios, onde foram definidos os parametros adequados de pH, temperatura e
tempo para a obtengdo de glucanas, foram obtidas duas amostras e enviadas para a
Universidade de Sao Paulo em Ribeirao Preto, Departamento de Quimica, onde foi realizada a
analise por Ressonincia Magnética Nuclear para a caracterizagdo dos carboidratos presentes.

A analise em espectro de *C RMN baseia —se nos deslocamentos quimicos dos
atomos de carbono. Para a interpretagdo dos espectros ¢ analisada a regido de carbonos
anoméricos, por exemplo C1 ¢ aproximadamente 6 98-109 ppm, que comparada a literartura
permite determinar ligagdes do tipo o ou f . Da mesma forma ligacdes do tipo (1-6) podem
ser identificadas pelo valor do deslocamento quimico do C - O - substituido na regido

aproximada de & 60-67 ppm. Na literatura, os sinais em espectro de beta glucanas aparecem
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com seis sinais de carbono a 102,70 (C1), 85,98 (C3), 76,14 (C5), 72,59 (C2), 68,23 (C4) e

60,70 (C6) ppm. A Figura 4. Refere -se as amostras enviadas para analise.

W P PR

IIIIIIIIIIII LI IIIII Il IIIIIIIII TTTTTrrrrenrTenrd
) fil

pl’l’l
Figura 4. Amostra de carboidratos extraidas e enviadas para analise de RMN.

Pela analise da Figura 4, podemos notar a presenga do sinal de carbono anomérico entre 6 102
e 103 ppm que pode ser correspondente ao C1 das unidades B -D —glucosidicas. Os carbonos
anoméricos de o - glucanas encontram-se geralmente na regiao de 6 97 — 101,6 ppm e de f§ -
glucanas em campo um pouco mais baixo 6 98,0-104,0 ppm. GORIN, 1988. A alta
intensidade do sinal em & 61,02 ppm ¢ caracteristico de C6 — O — nao substituido, também
encontrado por KOGAN, 1998 [83] e WILLIAM et al.,1991 [191]. Estes dados aliados a
semelhanca do perfil do espectro RMR '* C da Figura 4 permite propor para a amostra

analisada ¢ uma fracao representativa de uma 3 —D — glucana (1-3) e (1-6) .
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Concluséao

A otimizacdo do processo de extragdo de glucanas da parede celular de S.cerevisiae
pode ser conseguida através de um baixo custo, utilizando a levedura descartada das usinas e
de cervejarias, trabalhando com produtos quimicos baratos (NaOH e H,SO4), com
temperaturas entre 68-87°C; pH entre 9,7 ¢ 10,5 em um periodo de tempo entre 4,5 a 6,0
horas. A extracdo das glucanas (1,3) Beta —D-glucana e (1,6) Beta D-Glucana foi confirmada
através da analise de '°C Ressonancia Magnética Nuclear. Apresentaram uma pureza média
de extracdo de 88,66% e um rendimento em média de 29,0% em relacdo ao peso seco de

levedura.
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A ACAO HIPOCOLESTEROLEMICA DE BETA GLUCANAS EXTRAIDAS DA
PAREDE CELULAR DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE.
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Resumo

O principal objetivo desta pesquisa foi estudar a influéncia da adi¢do na ragaopara ratos, de 10
% de beta glucanas extraidas da parede celular de Saccharomyces cerevisiae , a uma dieta
com 10 % de gordura de coco (hipercolesterolémica) com a qual se alimentaram ratos Wistar
durante 30 dias, sendo dividos em quatro grupos: um controle alimentado com ragdo
comercial comum, outro com ra¢do comercial contendo 10% de gordura de coco, um terceiro
com a ragdo comercial complementada com 10% de gordura de coco mais 10% de Beta-
glucana e um ultimo grupo que foi alimentado com racdo comum acrescentada com 10% de
Beta-glucana. Apos o periodo experimental, foram colhidas amostras de sangue e analisadas
para determinar o nivel de colesterol total. Os resultados foram submetidos a andlises de
variancia. Verificou -se que houve diferenga significativa para a ragdo com complemento de
10% de gordura de coco, mostrando que este tratamento realmente causou aumento nos niveis
de colesterol sanguineo. Por outro lado, o grupo tratado com Beta-glucana mostrou uma
tendéncia a diminuir o colesterol basal dos animais (tendéncia de redug@o). Nao houve
diferenca estatisticamente significativa no teor de colesterol basal entre a racdo comercial e a
racdo contendo beta glucana e gordura de coco, indicando que a beta glucana foi capaz de

manter ou evitar o aumento de colesterol basal dos animais.
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Summary

The main objective of this research was to study the influence of the glucan addition of 10 %
of beta extracted of the cellular wall of Saccharomyces cerevisiae, in a diet with 10 % of
coconut fat (hipercholesterolemic) with which if had fed Wistar rats during 30 days, being
divided in four groups: a control fed with common commercial ration, another commercial
ration I contend 10% of coconut fat, one third a commercial ration was complemented with
10% of fat of coconut more 10% of Beta-glucan and a last group that was fed with added
common ration with 10% of Beta-glucan. After the experimental period, had been harvested
samples of blood and analyzed to determine the total cholesterol level. The results had been
analyzed using analyze of variance. We can verify that it had significant difference for the
ration with complement of 10% of coconut fat, showing that this treatment really caused
increase in the sanguineous cholesterol levels. On the other hand, the group dealt with Beta-
glucan showed a trend to diminish the basal cholesterol of the animals (reduction trend). It
did not have statistic significant difference in the basal cholesterol text between the
commercial ration and the ration I contend glucana beta and fat of coconut, indicating that the

glucana beta was capable to keep or to prevent the basal cholesterol increase of the animals..
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Introducéo

Na literatura podemos encontrar diversos trabalhos descrevendo a ag@o hipocolestrolémica de
beta glucanas na dieta de animais de laboratorios e de populagdes. A maioria dos trabalhos
sao realizados utilizando cereais que apresentam Beta-glucanas na sua composi¢ao, como por
ex: aveia, centeio, etc, ou de beta glucanas isoladas destes mesmos cereais. [186, 15 e 115]
estudaram a agdo de aveia na diminui¢do dos niveis de colesterol e a agdo hipoglicémica em
populagdes comprovando que este efeito era decorrente da a¢ao de betas glucanas presentes
neste cereal. Outros autores, CHEM, W.J.L.; ANDERSON, J.W ,1996 [18], trabalhando com
Beta-glucanas extraidas do cogumelo Volvariella volvacea, demonstraram a agdo
hipocolesterolémica deste composto . PADUA , A. E, et al.[129], estudaram a agdo da parede
celular de Saccharomyces cerevisae sobre ratos Wistar através de dieta hipercolesterolémica e
verificaram reducao nos niveis de triacilglicerois séricos, contudo ndo viram influéncia nas
concentragdes de lipidios e de colesterois totais.

O objetivo desta pesquisa foi estudar a influéncia da adi¢do de beta glucanas extraidas
da parede celular de Saccharomyces cerevisiae, nos niveis de colesterol sanguineo em ratos

Wistar alimentados com uma dieta hipercolesterolémica.
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Materiais e Métodos

Material.

Creme de Levedura: A creme de levedura contendo Saccharomyces cerevisiae foi

fornecido pelas usinas de agucar e alcool da regido norte do Parana.

Ratos: Foram utilizados 45 ratos (Rattus norvegicus) machos adultos, da linhagem
Wistar, livres de patdgenos especificos (SPF), pesando em média 287 g no inicio do
experimento, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa, Maringa
— Pr.

Racéo comum: Composi¢ao em 100g:- proteinas — 12,5¢g; 6leo de soja 7,0g; celulose

4,0g; mistura salina 4,0 g; mistura vitaminica 1,0 g,amido de milho q.s.p 100.

Métodos

Extracédo das Beta-glucanas:

A beta glucana utilizada nesta pesquisa foi extraida da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae proveniente dos cremes de leveduras obtidas de usinas de agucar e
alcool. Esta foi centrifugada a 6000 rpm, temperatura ambiente (25°C) e as células obtidas
lavadas trés vezes com agua destilada, concentrando-as até a obter um teor de solidos de 25%
(P/V). Esta suspensao foi autolisada a 49°C por 8,0 horas segundo Martins, A, 2000. Apds
este periodo, a suspensdo foi novamente centrifugada nas mesmas condigdes anteriores
descartando o sobrenadante. Os so6lidos, ou parede celular, obtidos foram lavados trés vezes
com agua destilada, recuperado-os por centrifugacdo utilizando as mesmas condigdes
anteriormente mencionadas. Os so6lidos assim obtidos, foram ressuspensos em agua destilada.
e o pH corrigido para 9,5 com NaOH 50% e aquecida a 70°C por 5,0 horas. Em seguida a
suspensao foi acidificada até pH 5,0 com H,SO4 50%, centrifugada e lavada mais trés vezes
como anteriormente. Os solidos foram secados a 40°C por 4 horas em estufa.

A caracterizagdo bioquimica das Beta-glucanas obtidas, foi realizada utilizando Ressonancia

Magnética Nuclear BC (MRN).
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Determinacéo do Colesterol Total:

O método utilizado para a determinacao de colesterol total foi descrito por HUANG et
al, 2000 . A determinagdo se baseia na rea¢do de Liebermann-Burchard que implica na
desesterificacdo enzimatica do colesterol pela colesterol esterase e a oxidagdo do colesterol
livre pela colesterol oxidase, com formagao de peroxido de hidrogénio (H,0,). O H,O, forma
com o reagente fenol —4 —aminoantipirina o cromoforo antipirilquinonimina, cuja cor

(13

vermelha absorve a 500 nm . Utilizou-se Kit fornecido pelo Laboratério “ Lab Imagem
Londrina”, que também realizou as analises.
Ensaios com Ratos:

Foram utilizados quatro tratamentos com as seguintes caracteristicas: tratamento A —
Controle com Ragdo Comercial 20 g ; tratamento B — Racdo Comercial, 18 g, Oleo de Coco,
2 g (10 %); tratamento C — Ragdo Comercial, 18 g, f — glucana, 2 g (10%); tratamento D —
Ragdo Comercial, 16 g,, Oleo de Coco, 2 g (10 %), B — Glucana, 2 g (10 %).

Foram utilizados 44 ratos (11 por tratamento) que foram mantidos em gaiolas
metabolicas, individuais, recebendo agua ad libitum. A dura¢do do experimento foi de 30
dias, com um periodo de adaptacdo aos tratamentos de 5 dias.

Foram determinados os pesos iniciais, consumo alimentar, ganho de peso, peso final e
concentragcdo de colesterol total no sangue. No final do ensaio, os ratos foram anestesiados

para retirada de amostras de sangue por puncdo cardiaca, para a determinagdo do colesterol

sanguineo.

Resultados e Discussao
Peso Inicial

Os resultados relativos ao peso inicial dos ratos submetidos aos tratamentos sdo
mostrados na Tabela 1. A analise de variancia foi realizada para verificar se os pesos iniciais
dos ratos estavam proximos, se algum ja era obeso ou estava muito abaixo do peso em relagao

aos outros, o que poderia influenciar nos resultados.

Tabela 1. Média e desvio padrao dos pesos iniciais dos ratos.

Tratamentos A B C D
Média/g 293,4545 286,7272 288,7272 278,1818
Desvio Padrio 28,984 25,865 18,853 15,986

A- Racao Comercial; B — Ragao Comercial e 10% Coco; C — Ragdo Comercial e 10 % 3 -

glucana ; D — Ragdo comercial + Cocol0 % +  —Glucana 10 %.
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A anélise de variancia dos resultados dos pesos iniciais dos ratos indicou um valor de p =
0,4770, que permite afirmar que as alteragdes que ocorreram durante o experimento nos
diferentes tratamentos em relacdo as alteracdes dos niveis de colesterol e de peso, foram em

decorréncia apenas as dietas oferecidas.

Consumo inicial e final de racéo
Nas tabelas 2 e 3 foram analisados o consumo da ra¢dao inicial e final dos ratos nos
diferentes tratamentos, foi empregada a analise de variancia para se determinar as médias de

consumeo.

Tabela 2 . Efeitos do complemento de beta glucana (10%) e de gordura de coco no

consumo inicial de ragdo por tratos da linhagem Wistar.

Tratamentos A B C D
Média/g 14,7272 19,272 9,8181 20
Desvio Padrio 7,760 2,412 8,784 0,0

A- Racao Comercial; B — Ragdo Comercial € 10% Coco; C — Ragao Comercial € 10 %

- glucana ; D — Ragéo comercial + Coco10 % + B —Glucana 10 %.
Consumo Final de Racéo
Tabela 3. Efeitos do complemento de beta glucana (10%) e de gordura de coco no consumo

finall de

racao por ratos da linhagem Wistar.

Tratamentos A B C D
Média 26,363 21,454 22,545 20,0
Desvio Padrao 3,668 1,572 3,475 1,662

A -Racao Comercial; B — Ragado Comercial e 10% Coco; C — Ragédo Comercial € 10 % B

- glucana ; D — Ragéo comercial + Coco10 % + 3 —Glucana 10 %.

Na analise de variancia do dados de consumo inicial de ragdo, indicaram que os ratos

dos tratamentos B ¢ D consumiram uma quantidade significativamente maior ( p<0,05) de
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ragao com relagdo aos outros tratamentos. Porém, na analise de variancia de consumo final da
racdo nao houve diferencga significativa para nenhum dos tratamentos. De acordo com a
tabela 2, a ingestdo maior de ragcdo ocorreu no inicio do experimento, provavelmente pela
melhor palatabilidade que a gordura de coco proporcionou aos ratos, o mesmo foi relatado por
Misaki, * [115].

Na tabela 3, pode-se verificar que com relagao ao consumo final, a ingestdo de menor
quantidade de rac¢do por parte dos ratos do tratamento B, provavelmente ocorreu devido ao
fato da racdo ser hipercaldrica e assim sendo, o animal se saciava rapidamente com menor

quantidade ingerida.

Ganho de Peso dos Ratos.
Tabela 4. Influéncia do complemento de beta glucana (10%) e de gordura de coco no ganho

de peso dos ratos da linhagem Wistar.

Tratamentos A B C D
Média/g 63,818a 105,09b 61,9090a 75,6363a
Desvio Padrio 26,313 17,398 17,335 11,272

A -Ragdo Comercial; B — Ragao Comercial e 10% Coco; C — Ragdo Comercial e 10 % f -
glucana ;
D — Rag¢ao comercial + Cocol0 % + B —Glucana 10 %. Letras diferentes significa que

houve diferenca significativa (p< 0,05).

Analisando a tabela 4, verifica-se que houve diferenca significativa apenas no
tratamento B ( ra¢do com complemento de gordura de coco). Os ratos tiveram um aumento
substancial em seu peso. Devido ser uma dieta muito calorica e hipercolesterolémica, ja o
tratamento D (ra¢do com complemento de 10% de Beta-glucana com 10% de cdco), o ganho
de peso ndo foi tdo acentuado, ficando dentro da média do tratamento A (ragdo comercial) e a
do tratamento C (ragdo comercial complementada com 10% de Beta-glucana). Estes
tratamentos nao aumentaram significativamente o peso dos ratos, sendo a menor media
encontrada no experimento. Isto se deve provavelmente a acdo equivalente a das fibras nos

alimentos (sensacao de saciedade) que as beta glucanas apresentam como caracteristica
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Determinacéo de Colesterol.
Analise de Colesterol Total.
Tabela 5. Efeitos do complemento de beta glucana (10%) e de gordura de coco no

colesterol total de ratos da linhagem Wistar.

Tratamentos A B C D
Média/g 94,090a 119,454b 91,454a 98.8181a
Desvio Padrdo | 23,565 10,492 13,041 12,164

A -Ragdo Comercial; B — Ragdo Comercial e 10% Coco; C — Ragdo Comercial e 10 % f -
glucana ;
D — Ragao comercial + Cocol0 % + B —Glucana 10 %. Letras diferentes significa que

houve diferenca significativa

Na tabela 5, podemos verificar que houve diferenca significativa para a ragdo B com
complemento de 10% de gordura de coco, mostrando que este tratamento realmente causou
aumento nos niveis de colesterol sanguineo. E podemos ver que a beta glucana tende a
diminuir o colesterol basal dos animais (tendéncia de reducdo). Nao ha diferenca
estatisticamente significativa entre a ragdo comercial e beta glucana e coco, e isto indica que a
beta glucana ¢ capaz de reduzir , ou evitar o aumento de colesterol induzido pela gordura de
coco. Assim, a Beta glucana é capaz de reduzir a niveis semelhantes ao do controle o
colesterol de animais com dietas hipercolestrolémica. Essa resultado confirma as expectativas
de que a beta glucana pode abaixar significativamente os niveis séricos de colesterol em ratos
submetidos a dietas supostamente hipercolesterolémica, como se tem observado para outros
tipos de fibra solivel como a goma guar , Fisher, 1998 [42], farelinho de aveia e aveia integral
KIRBY, R. W, 1981, e outras formas de fibra soltivel como pectina e Psyllium, CHEM, W.
J.L, 1981 [18] e WATTERS, K 1989.[186 e 187]
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Conclusoes:

Houve diferenca significativa para a ragdo com complemento de 10% de gordura de
coco, mostrando que este tratamento realmente causou aumento nos niveis de colesterol
sanguineo.

O grupo tratado com Beta-glucana mostrou uma tendéncia a diminuir o colesterol
basal dos animais (tendéncia de reducao)

Nao houve diferenca estatisticamente significativa no teor de colesterol basal entre a
racdo comercial e a ragdo contendo beta glucana e gordura de coco, indicando que a beta

glucana foi capaz de manter ou evitar o aumento de colesterol basal dos animais.
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Efeitos da B-glucana na clastogenicidade e teratogenicidade causadas pela exposi¢éo
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Resumo

Alteragdes que podem levar ao desenvolvimento do cancer podem também estar relacionadas
ao desenvolvimento adverso da prole de animais experimentais. Alguns alimentos funcionais,
que possuem na sua constituicdo o polissacarideo B-glucana, estdo descritos como eficientes
na preven¢do de danos clastogénicos. Diante deste fato a presente pesquisa teve por objetivo
avaliar a eficiéncia deste polimero de aglicar no controle de danos mutagénicos e
teratogénicos. Dois lotes de fémeas, prenhes e nao prenhes, foram avaliados. A analise dos
resultados indicou que a B-glucana foi eficiente em prevenir danos clastogénicos tanto em
fémeas prenhes como nas nao prenhes. Demonstrou ainda que as fémeas gravidas parecem ser
mais susceptiveis aos danos mutagénicos. No entanto, os efeitos teratogénicos ndo foram
prevenidos de forma eficiente, mas uma tendéncia a reducdo da taxa de malformacdes foi
evidenciada. Outro resultado importante foi que apesar da (-glucana ndo ter prevenido as
malformagdes ela mostrou-se muito eficiente no aumento da viabilidade fetal e redugdo das
taxas de perda pos-implantacional e reabsorcdo demonstrando assim uma melhora do
desempenho reprodutivo das fémeas. No entanto, verifica-se que a B-glucana possui baixo
potencial na prevengdo de malformagdes, mas ¢ uma forte candidata a ser utilizada na
prevencdo de danos genéticos e como adjuvante nas quimioterapias as quais pacientes

oncologicos sdo submetidos.

Palavras-chave: B-glucana, ciclofosfamida, teratogenicidade, antimutagenicidade.
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Summary

Alterations that can lead to the development of the cancer can also be related to the adverse
development of the offspring of experimental animals. Some functional foods, that possess in
its constitution the B-glucan polymer, are described as efficient in the prevention of mutation
damages. Ahead of this fact the present research had for objective to evaluate the efficiency
of this polymer of sugar in the control of drugs mutation and teratogenic damages. Two lots
of females, pregnant and not pregnant, had been evaluated. The analysis of the results
indicated that the B -glucan was efficient in such a way preventing clastogenics damages in
pregnant females as in the not pregnant ones. It still demonstrated that the pregnant females
seem to be possible to the mutagenics damages. However, the teratogenicss effect had not
been prevented of efficient form, but a trend to the reduction of the tax of malformations was
evidenced. Another important result was that despite the 5 -glucan not having prevented the
malformations it very revealed efficient in the increase of the fetal viability and reduction of
the taxes of loss after-implantation and reabsorption thus demonstrating an improvement of
the reproductive performance of the females. However, it is verified that the b-glucan
possesss low potential in the prevention of malformations, but is one strong candidate to be
used in the prevention of genetic damages and as adjuvant in the drugs treatament to the

which oncologic patients they are submitted.
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1. Introducgéo

Eventos mutagénicos e teratogénicos estdo relacionados, uma vez que ambos decorrem
de alteragdes fixadas no DNA. Estas alteracdes levam a mudangas no padrao da expressdao
génica que acarretam fenotipos adversos provenientes de alteragdes, principalmente, nos
eventos de mitose envolvidos no processo de crescimento, morfogénese e diferenciagdo
celular entendida aqui como maturagdo dos processos fisioldgicos.

Os fatores genéticos constituem a causa mais comum de malformagdes congénitas,
sendo responsdveis por cerca de um terco dos casos na espécie humana (MOORE &
PERSAUD, 2004)[119]. Estimativas da incidéncia das causas de malformagdes congénitas
primarias destacam as aberracdes cromossOmicas como responsaveis por 6-7%, genes
mutantes por 7-8%, fatores ambientais por 7-10%, heranga multifatorial por 20-25% e 50-
60% de etiologia desconhecida (CONNOR & FERGUSON-SMITH, 1987; PERSUAD, 1990;
THOMPSON et al., 1991)[23, 38, 119 ¢ 171]. No entanto, € provavel que a maioria das
criancas com malformagdes congénitas de etiologia desconhecida tenha algum distirbio
genético (MOORE & PERSAUD, 2004)[119].

Além da associag@o entre eventos mutagénicos e teratogénicos pode-se ainda inferir
que esses se relacionam com outros eventos capazes de iniciar o desenvolvimento de
canceres. Relacionados estes trés processos biologicos entende-se que o aumento crescente de
residuos industriais, agrondmicos, domésticos e urbanos, advindos de agdes antropogénicas,
podem estar relacionado ao aumento de tais eventos nas populagdes humanas. Assim, tornam-
se cada vez mais necessarios testes genéticos que possam medir 0s riscos impostos as
populagdes e que possibilitem encontrar agentes naturais e/ou artificiais capazes de minimizar
e/ou impedir estes danos.

Como varios estudos indicam uma associagdo inversamente proporcional entre o
consumo de verduras e frutas ¢ o desenvolvimento de doengas cronicas como o cancer
(FERGUSON, 1994; FLAGG et al., 1995) [38 e 43], pode-se pensar em testar substancias
presentes neste tipo de dieta, para se determinar a relevincia desses compostos, na prevengao
de efeitos mutagénicos e/ou teratogénicos.

A molécula de B-glucana, objeto de estudo da presente pesquisa, ¢ um polimero de D-
glicose que possui em seu esqueleto linear central ligagdes na posicdo B-(1—3). Esta
molécula possui ainda ramifica¢des contendo liga¢des B-(1—6) (Di LUZIO et al, 1979) [28].

Nenhuma referéncia da utilizagdo de [-glucana em testes de prevencao de

teratogenicidade foi encontrada na literatura consultada. No entanto, estudos destacam sua
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capacidade de prevencdo de danos clastogénicos e genotdxicos frente a ciclofosfamida,
cisplatina, doxorrubicina e perdxido de hidrogénio (SLAMENOVA et al., 2003; TOHAMY et
al., 2003; LIN et al., 2004) [156, 174 e 92]. Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar o efeito da -glucana na preveng¢do da teratogenicidade causada por exposi¢do aguda a

ciclofosfamida e a sua capacidade antimutagénica em fémeas prenhes e nao prenhes.

2. Material e Métodos
2.1. Agente indutor de danos no DNA e teratdgeno

Para a indugdo de danos no DNA e teratogénese utilizou-se o agente alquilante, de
acdo indireta, ciclofosfamida (Sigma), na concentracdo final de 20,0 mg/Kg (via
intraperitoneal, i.p.), diluido em solugio tampdo fosfato (PBS), livre de Ca™ ¢ Mg™, pH 7,4.
Este quimioterapico e imunossupressor tem sua ativacao realizada principalmente no figado e

seus metabolitos provocam potente agdo mutagénica e teratogénica.

2.2. Extracéo e preparacdo da g-glucana

O procedimento de extracdo foi realizado através da autolise de Saccharomyces
cerevisiae. A parede celular foi separada através de centrifugagao em 6500 G/8min e tratada a
quente (70°C em 5 horas) em meio alcalino com NaOH (50%), lavada e centrifugada trés
vezes ¢ finalmente secada em estufa a 40°C. Foi realizada analise em RMN (cromatografia
por ressonancia magnética nuclear), comprovando-se a presenca de (1,3 e 1,6) B-D-glucana
com pureza de 85% e, em seguida, solubilizando-se a glucana, utilizando-se DMSO (dimetil
sulfoxido) mais uréia 8M, na proporcdo de 100mL:60g. Levou-se ao banho-maria,
acrescentando-se 100ml de DMSO com 10mL de acido sulfurico concentrado e
permanecendo em agitagao por 4 horas a 100°C. Fez-se entao a didlise com aproximadamente
100 litros de agua ultra-pura (Milli-Q) e concentrou-se a solu¢do em um evaporador rotativo a
40°C para a posterior liofilizagao.

A solucdo de B-glucana foi preparada em PBS livre de Ca”e Mg, pH 7,4 e estéril. A
concentragdo final utilizada foi de 150mg/Kg de peso (i.p.).

2.3. Animais e delineamento experimental
Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus) de ambos os sexos (60 fémeas ¢

20 machos), em idade reprodutiva, com peso médio de 30g, provenientes do Biotério Central
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da Universidade Estadual de Londrina. O experimento foi conduzido no Biotério Setorial do
Departamento de Biologia Geral. Os animais foram mantidos em caixa de polipropileno, em
dupla no caso das fémeas e isolados no caso dos machos. Passaram por um periodo minimo
de adaptacdo correspondente a sete dias. A luminosidade e temperatura foram controladas,
para tanto utilizou-se fotoperiodo de doze horas (12 horas de claro: 12 horas de escuro) com
temperatura mantendo-se em torno de 22+2°C. A alimentacdo foi constituida de dgua filtrada
e ra¢do comercial, ad libitum.

As fémeas foram divididas em dois lotes. O primeiro deles composto por 40 animais
que foram submetidos ao cruzamento overnight, na propor¢ao de 1 macho: 2 fémeas, para
avaliacdo da teratogenicidade, mutagenicidade e antimutagenicidade. A detec¢do da prenhez
foi feita através da observagdo do plug vaginal, sendo este dia considerado o dia zero de
gestacdo. E o segundo com 20 fémeas, ndo prenhes, que serviram para o estudo de

mutagenicidade e antimutagenicidade.

2.4. Ensaio de teratogenicidade

O primeiro lote, de fémeas prenhes (n=40), foi subdividido em 4 grupos experimentais
(n=10).

Os animais do grupo controle (Grupo 01) receberam PBS, livre de Ca™ ¢ Mg™, pH
7,4 e estéril, no volume de 0,1mL/10g de peso corporeo, via intraperitoneal (i.p.), no 9°, 10° e
11° dias gestacionais. Os animais do grupo ciclofosfamida (Grupo 02) receberam este
quimioterapico na concentra¢do de 20mg/kg de peso corpdreo (i.p.) no 10° dia gestacional. Os
animais do grupo B-glucana (Grupo 03) receberam este polissacarideo no 9°, 10° e 11° dias
gestacionais na concentragdo de 150mg/kg de peso corporeo (i.p.). J& os animais pertencentes
ao grupo associado (Grupo 04) receberam 150mg/kg de peso corporeo (i.p.) de B-glucana, nos
9°,10° e 11° dias gestacionais, e 20mg/kg de peso corporeo de (i.p.) de ciclofosfamida no 10°
dia gestacional.

O periodo gestacional prolongou-se até¢ o 18° dia, quando as fémeas foram submetidas
a eutandsia, por deslocamento cervical, para a realizacdo das laparatomias, ja que recém-
nascidos malformados ou com baixa viabilidade sdo freqlientemente canibalizados pelas
genitoras.

Para avaliacdo de possiveis efeitos materno-toxicos foram inspecionadas as visceras
para deteccdo de anormalidades macroscopicas. Em seguida, coletou-se e pesou-se o pulmao,

coracdo, figado e rins.
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Procedeu-se, entdo, a histerectomia e onfalectomia, registrando-se ntimero de sitios de
implantacdo, presenca de reabsor¢des, numero de fetos vivos e mortos, peso fetal e
placentério. Fez-se ainda uma anélise sistematica para detec¢do de malformacdes externas e
sexagem. Com estes dados calculou-se os parametros relativos a fertilidade: Taxa de
reabsorc¢do (n° de reabsorgdes x 100 / n° de implantacdes); Taxa de perdas pds-implantacional
(n° de implantagdes — n° de fetos vivos x 100 / n® de implantacdes); Indice placentario (peso
placentério / peso fetal); Taxa de malformacdes externas (n° de fetos malformados x 100 / n°
fetos analisados).

Fez-se também a adequagdo do peso a idade da prenhez segundo a metodologia de
Calderon (1998). Para este autor, os fetos podem ser classificados como: fetos com peso
adequado para a idade de prenhez (PAIP) — peso compreendido entre a média de peso dos
fetos do grupo controle mais ou menos o desvio padrdo; fetos de baixo peso para a idade de
prenhez (BPIP) — peso corporal inferior a média de peso dos fetos do grupo controle menos o
desvio padrao deste mesmo grupo; fetos acima do peso para a idade de prenhez (APIP) — peso
corporal superior & média do peso dos fetos do grupo controle mais o desvio padrdo deste
mesmo grupo.

A prole dos grupos foi dividida, aleatoriamente, em dois subgrupos compostos cada
um por 50% da ninhada. O primeiro foi fixado em solucdo de Bodian’s e destinado a analise
visceral. Esta analise fez-se através de cortes/microdissec¢do proposta por Barrow & Taylor
(1969) [12] para o estudo de térax e abdomen e pelos cortes estratégicos propostos por Wilson
(1965) para estudo de cabeca. A classificacio das alteragdes viscerais baseou-se,
principalmente, nos trabalhos de Taylor (1986)[192] e Manson & Kang (1994) [170] e
alteragdes propostas por Oliveira (2001)[125]. O segundo subgrupo foi destinado a andlise
esquelética através da técnica de Alizarina red descrita por Staples & Schnell (1964)[174]. Os
exames das visceras e esqueletos fetais foram realizados em lupa estereomicroscopica. Para a
comparagdo dos resultados quantitativos foram utilizados testes paramétricos € nao
paramétricos (ANOVA, Kruskal-Wallis e Qui-quadrado), conforme a natureza da distribuig@o
dos dados. Os dados qualitativos e as freqiiéncias, conforme recomenda a literatura
especializada (MANSON et al., 1982; HANSEMAN & HOGAN, 1975) [99 e 57], tiveram a
ninhada utilizada como unidade-base. Em todos os casos, quando p<0,05, a diferenca foi

considerada estatisticamente significativa.
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2.5. Ensaio do micronucleo em sangue periférico

Os grupos experimentais, do primeiro lote, foram submetidos a coleta de sangue
periférico, para avaliagdo de mutagenicidade e antimutagenicidade, através de puncdo da veia
caudal em 4 diferentes momentos. As coletas de sangue designadas pelos momentos TO, T1,
T2 e T3 foram realizadas no 9°, 10°, 11° e 12° dias gestacionais, respectivamente. As coletas
aconteceram sempre antes da administragdo das drogas (tratamentos).

O segundo lote, de fémeas ndo prenhes (n=20), foi subdividido em 4 grupos
experimentais (n=5) e os tratamentos realizados foram idénticos aqueles descritos para o lote
anterior. Estes animais foram submetidos a coleta de sangue periférico, para avaliagdo de
mutagenicidade e antimutagenicidade, através da pungdo da veia caudal em 4 diferentes
momentos com intervalos de 24 horas (TO, T1, T2 e T3) realizados em 4 dias consecutivos
sempre antes da administragdo das drogas.

Para a avaliagdo da mutagenicidade e antimutagenicidade utilizou-se a técnica de
micronucleo em sangue periférico descrita por Hayashi e cols. (1990). Para tanto, uma gota de
sangue periférico foi depositada em uma lamina previamente preparada com uma camada de
Alaranjado de Acridina (1,0 mg/mL). Cobriu-se a mesma com uma laminula e estas
permaneceram em freezer (-20°C) por um periodo minimo de 48 horas. A analise das laminas
foi realizada em microscopio de fluorescéncia, combinando luz azul (488nm) e filtro
alaranjado, em objetiva de 100 vezes.

Analisou-se 2000 células/animal e a estatistica foi realizada através do teste do Qui-
quadrado (p<0,05).

A porcentagem de reducdo dos danos do agente mutagénico pela B-glucana foi
calculada através da média do nimero de células com danos observadas no agente indutor de
danos (ciclofosfamida) menos o nimero de células com danos observados no tratamento de
antimutagenicidade (B-glucana + ciclofosfamida) x 100, dividido pelo numero de células com
danos observadas no agente indutor de dano menos o nimero de células com danos do

controle (PBS).

3. Resultados
3.1. Ensaio de teratogenicidade

Na Tabela 01 verifica-se o peso inicial, peso final e ganho de peso durante o periodo
de tratamento. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi encontrada entre os

grupos nos dois diferentes lotes de animais (fémeas prenhes e nao prenhes).



Tabela 01 — Peso inicial, final e ganho de peso durante o periodo de tratamento.
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Tratament Fémeas prenhes

Fémeas néo prenhes

0 PI PF GP PI PF GP

Grupo 01  36.08+5,49 40,44+6,87 4,3742,55" 34,1844,79 37,41+£5,85 3,2243.11"

Grupo 02 35,55+3,88 39,08+4,62 3,54+1,91° 35,59+  36,4148,12 0,82+2,43"
a a 6,963 a

Grupo 03 35,23+4,09 38,06+4,67 2,82+2,00" 33,7742,10 36,91+2,99 3,14+1,51°

Grupo 04 37,74+4,55 39,58+5,04 2,11+£2,80° 31,7843,55 32,92+3,00 1,14+0,87"

a

a

a

a

Legenda: PI — peso inicial; PF — peso final; GP — ganho de peso (PF — PI). Letras diferentes

indicam diferenga estatisticamente significativa. (Teste: Analise de Variancia / Tukey;

p<0,05).

O peso de o6rgaos como coragdo, pulmdes, figado e rins das fémeas referentes ao lote
01 (animais prenhes) estdo apresentados na Tabela 02. A andlise destes dados indicou

diferenca estatisticamente significativa somente para figado, sendo observado diminui¢do na

média do peso dos figados dos animais que receberam a ciclofosfamida (grupo 02).
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Tabela 02 — Peso dos 6rgaos das fémeas ao final do periodo gestacional.

Tratamento  Peso (Q)

Coracdo' Pulmdes” Figado® Rins
Grupo 01 0,20+0,05° 0,21+0,03* 2,61+0,64° 0,41+0,08"
Grupo 02 0,17+0,04* 0,29+0,31° 2,01i0,30b 0,41+0,11°
Grupo 03 0,20+0,04" 0,22+0,02° 2,60+0,40" 0,42+0,08"
Grupo 04 0,19+0,05° 0,22+0,05° 2,58+0,43* 0,39+0,06"

Legenda: Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa. (Teste: 'Kruskal-

Wallis / Dunn; Anélise de Variancia / Tukey; p<0,05).

A Tabela 03 apresenta os parametros relativos a fertilidade e desenvolvimento fetal. A
analise estatistica demonstrou que ndo houve diferengas significativas para o nimero de

implantes, numero de fetos vivos, razao sexual e indice placentario.



Tabela 03 — Parametros relativos a fertilidade e desenvolvimento fetal.
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Parametros Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04
N° de implantes’  11,10+3,31° 12,80+3,26 10,3043,65° 12,90+2,78°
Fetos vivos® 8,90+3,28" 4,50+3,84" 8,00+3,13° 7,70+4,97%
Viabilidade 100,0+0,00° 65,71444,29°  100,00+0,00°  92,20+17,16"
fetal'
TPPI? 8,68+14,84° 70,56+33,57°  16,89+18,20°  31,70+36,17*"
TR? 8,68+14,84° 62,34+32,40°  16,13£16,96"  30,96+35,71%"
Raz&o Sexual? 71,7+87,9* 62,5+75,0° 98,7+101,4* 90,74+69,3*
PP (g)* 0,12+0,02° 0,04+0,01° 0,12+0,02° 0,11+0,16"
IP? 0,08+0,02° 0,07+0,01° 0,09+0,01° 0,09+0,01°
Peso fetal (g)* 1,44+0,19 0.65%0,04° 1,3840,15 0,67+0,11°
CF (cm)* 2,59+0,18" 1,6140,09° 2,56+0,13" 1,6140,14°
APIP BPIP PAIP BPIP

Legenda: Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa. TPPI — Taxa de

perdas pos-implantacionais; TR — Taxa de reabsorgdo; PP — Peso placentario; IP — Indice

placentario; CF — Comprimento fetal; APIP — Adequagdo do peso a idade de prenhez; PAIP —

recém nascidos de peso adequado para a idade de prenhez; BPIP — recém nascidos com baixo

peso para a idade de prenhez. (Teste: 'Analise de Variancia / Tukey; *Kruskal-Wallis / Dunn;

p<0,05).
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A analise da viabilidade fetal demonstrou reducdo no grupo que recebeu
ciclofosfamida (grupo 02), e a associa¢do da B-glucana a este quimioterapico (grupo 04)
auxiliou no aumento desta. A administragdo da [B-glucana promoveu um acréscimo de
aproximadamente 26,5% na viabilidade fetal, e esta expressiva porcentagem iguala o grupo
04 ao grupo controle (grupo 01). Verificou-se ainda que a administracdo da B-glucana,
isoladamente, ndo interfere nos resultados deste parametro.

O mesmo raciocinio desenvolvido para a viabilidade fetal foi verificado também para
as taxas de perdas pds-implantacionais e de reabsorcdo, ou seja, a ciclofosfamida causou um
aumento das referidas taxas e a associa¢do da -glucana ao quimioterdpico demonstrou uma
melhora destes parametros.

O peso da placenta apresentou-se diminuido no grupo 02 em relagdo aos demais. O
peso e o comprimento fetal mostraram-se diminuidos nos dois grupos que receberam a
ciclofosfamida, independentemente da associagdo da [B-glucana. A analise da adequacdo do
peso a idade de prenhez demonstrou que os dois grupos que receberam ciclofosfamida
apresentaram fetos de baixo peso para a idade gestacional. Ja os fetos do grupo 03 nao
sofreram nenhuma alteragdo neste parametro. Auxiliam na compreensdo deste fato os
comprimentos dos fetos os quais também se mostraram alterados somente naqueles grupos
que receberam a ciclofosfamida.

Na Tabela 04 estdo apresentadas as anormalidades externas e variagcdes encontradas
em polo cefilico. A andlise dos dados demonstra que a B-glucana ndo causou nenhuma
alteracdo na progénie das fémeas tratadas com esta molécula, segundo o protocolo
estabelecido. No entanto, a associacdo desta a ciclofosfamida ndo demonstra diferengas
estatisticamente significativas quando comparada a ciclofosfamida. Verifica-se somente uma
tendéncia a reducdo das porcentagens de malformacgdes, tanto em olhos (grupo 02 = 90,2%;
grupo 04 = 58,8%) como naquelas relacionadas a alteracdes da por¢do mais proximal da
calota craniana (grupo 02 = 75,4%; grupo 04 = 45,8%). A associacdo da P-glucana a
ciclofosfamida também demonstrou redu¢do da porcentagem de alteragdes em maxila,
mandibula e lingua (grupo 02 = 72,9%; grupo 04 = 53,1%), e um aumento de altera¢des em
fendas labio-palatais (grupo 02 = 5,00% ; grupo 04 = 9,26%). Para as alteragdes de orelha

verificaram-se valores semelhantes (grupo 02 = 38,7%; grupo 04 = 38,4%)).
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Tabela 04 — Anormalidades externas e variagdes encontradas em polo cefalico na prole dos

diferentes grupos experimentais:

Parametros Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04
Polo cefalico — Tergo superior
Cabeca
NuUmero de Fetos 42 13 38 35
Analisados
Numero de Fetos Normais 42 4 38 17
Leve 0 0 0 0
Exencefalia ~ Moderada 0 1 0 1
Severa 0 2 0 6
Acrania Real 0 0 0 6
Displasia Ectodérmica 0 6 0 8
Freq. Total de 0 92* 0 18°
Malformacgodes
%MF 0,00+0,00 75,4+17,5 0,00+0,00 45,8+43,8
Olhos
Exoftalmia Unilateral 0 0 0 3
Bilateral 0 8 0 19
Aberto Unilateral 0 1 0 5
Bilateral 0 2 0 3
Freq. Total de 0 118* 0 27°
Malformacdes
%MF 0,00+0,00 90,2+20,0 0,00+0,00 58,8+35,6
Polo cefélico — Terco inferior
Orelha Normal 42 6 38 24
Bl 0 7% 0 11°
%MF 0,00+0,00 38,7+44,8 0,00+0,00 38,41+40,6



Mandibula e Normal
Maxila Retrom
%MF
Fenda Labio- Normal
Palatal Unilateral
Bilateral

Freq. Total de
Malformacgoes
%MF

Lingua Normal

Protusa

%MF

42

0,00+0,00

42

0,00+0,00

42
0

0,00+0,00

9

72,9+35,6

12

la

5,00+10,0

4
gk

72,9135,6

38

0,00+0,00

38

0,00+0,00

38
0

0,00+0,00

20
15°

53,1+28,3

35

9,26+18,8

20
15°

53,1+28,3
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Legenda: Freq. — Freqiiéncia; %MF — Valor médio da porcentagem de malformagdes +

Desvio padrao; BI — Baixa implantacdo de orelha; Retrom - Retromicrognatismo. *Comparado

estatisticamente com o controle (Grupo 01); bComparado estatisticamente com o agente

indutor de danos (Grupo 02); *Diferenca estatisticamente significativa. (Teste: Qui-quadrado;

p<0,05).

As alteragdes de membros, anteriores e posteriores, € cauda estdo apresentadas na

Tabela 05. Nesta, verifica-se que as alteragdes de cauda ocorreram em freqiliéncias

semelhantes entre os grupos 02 e 04 (grupo 02 = 24,6%; grupo 04 = 26,6%). No entanto, para

as alteracdes de membros verificou-se uma reducao entre estes grupos (membros anteriores:

grupo 02 = 100%; grupo 04 = 72,1%; membros posteriores: grupo 02 = 93,7%; grupo 04 =

64,5%). Porém, estas diferengas nao sdo estatisticamente significativas.
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Tabela 05 — Anormalidades externas e variacdes encontradas em membros anteriores,

posteriores e cauda na prole dos diferentes grupos experimentais:

Parametros Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04
Membros Anteriores
Numero de Fetos 42 13 38 35
Analisados
NuUmero de Fetos Normais 42 0 38 12
Membros Amelia 0 2 0 9
Anteriores Focomelia 0 10 0 11
RPA 0 1 0 5
Freq. Total de 0 13%* 0 23°*
Malformacdes
%MF 0,00£0,00 100+0,00 0,00+0,00 72,1£29,2
Membros Posteriores
NuUmero de Fetos Normais 42 1 38 16
Membros Amelia 0 0 0 2
Posteriores  Focomelia 0 11 0 14
RPP 0 2 0 5
Freq. Total de 0 128* 0 19°*
Malformagoes
%MF 0,00+0,00 93,7+12,5 0,00+0,00 64,5+35,3
Cauda
NuUmero de Fetos Normais 42 9 38 30
Cauda Enrolada 0 4% 0 5
%MF 0,00£0,00 24,6x17,5 0,00%0,00 26,6+38,7
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Legenda: Freq. — Freqiiéncia; %MF — Valor médio da porcentagem de malformagdes +
Desvio padrao; RPA — Retroversdo de pata anterior; RPP — Retroversdo de pata posterior.
aComparado estatisticamente com o controle (Grupo 01); bComparado estatisticamente com o
agente indutor de danos (Grupo 02); *Diferenca estatisticamente significativa. (Teste: Qui-

quadrado; p<0,05).

A Tabela 06 apresenta os dados referentes as anormalidades e variagdes encontradas
em numero de dedos de patas anteriores e posteriores na prole dos diferentes grupos
experimentais. A administragdo de [-glucana ndo promoveu alteracdo nos parametros
analisados. A associacao da B-glucana a ciclofosfamida ndo provocou alteracdes entre este
grupo e aquele que recebeu somente a ciclofosfamida em relacdo a patas anteriores. No
entanto, para patas posteriores, verificou-se um aumento das alteragcdes no grupo associado

(grupo 04) quando este foi comparado aquele que recebeu somente a ciclofosfamida (grupo

02).

Tabela 06 — Anormalidades externas e variagdes encontradas em numero de dedos de patas

anteriores e posteriores na prole dos diferentes grupos experimentais:

Parametros Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04

Patas Anteriores

Pata Anterior Direita

Numero de Fetos 42 13 38 35
Analisados
Numero de Normais 42 5 38 14
dedos Oligodactilia 0 7 0 21
Polidactilia 0 1 0 0
Sindactilia 0 5 0 8
Freq. Total de 0 ga* 0 21°
Malformacoes
%MF 0,00+0,00 80,4+14,2 0,00+0,00 77,8+26,2

Pata Anterior Esquerda

NUmero de Normais 42 5 38 15
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dedos Oligodactilia 0 8 0 20
Polidactilia 0 0 0 0
Sindactilia 0 5 0 11
Freq. Total de 0 ga* 0 20°
Malformagoes
%MF 0,00+0,00 80,4+14,2 0,00+0,00 76,2426,1
Patas Posteriores
Pata Posterior Direita
Numero de Normais 42 7 38 17
dedos Oligodactilia 0 0 0 4
Polidactilia 0 6 0 14
Sindactilia 0 6 0 17
Freq. Total de 0 6%* 0 18°
Malformacgoes
%MF 0,00+0,00 65,8+29,9 0,00+0,00 72,5+29,7
Pata Posterior Esquerda
Numero de Normais 42 8 38 19
dedos Oligodactilia 0 0 0 3
Polidactilia 0 5 0 13
Sindactilia 0 5 0 18
Freq. Total de 0 53% 0 16°
Malformacgoes
%MF 0,00+0,00 60,8+28,3 0,00+0,00 69,5+30,9

Legenda: Freq. — Freqiiéncia; % MF — Valor médio da porcentagem de malformagdes +
Desvio padrao; *Comparado estatisticamente com o controle (Grupo 01); bComparado
estatisticamente com o agente indutor de danos (Grupo 02); *Diferenca estatisticamente

significativa. (Teste: Qui-quadrado; p<0,05).
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Na Tabela 07 estao apresentados os dados referentes as alteragdes viscerais em polo
cefalico no seu terco superior. Quando da analise dos ventriculos cerebrais, pode-se verificar
que os laterais apresentaram alteragdes em todos os grupos experimentais, variando de 43,7%
no grupo 03 a 95,0% no grupo 02. Os resultados ainda demonstram que a associa¢do da f3-
glucana com a ciclosfosfamida ndo foi eficiente em reduzir os danos causados por este
quimioterapico. Os resultados referentes aos terceiro e quarto ventriculos foram idénticos.
Verificou-se que as alteragdes menos importantes aconteceram no grupo 03 e que a
associacao da B-glucana e a ciclofosfamida ndo foi eficiente em diminuir os danos causados
por este ultimo composto. Quanto as malformacdes oculares, verifica-se uma reducao de
cerca de 40% quando se faz a associagdo da B-glucana com a ciclofosfamida, porém esta

reducdo nao foi estatisticamente significativa.

Tabela 07 — Anormalidades viscerais e variagdes encontradas em polo cefalico, ter¢o superior,

na prole dos diferentes grupos experimentais:

Parametros Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04
Cérebro — Hidrocefalia
Numero de Fetos 42 13 38 35
Analisados
NuUmero de Fetos Normais 19 1 29 8
Ventriculos Leve 10 0 1 0
Laterais Moderado 8 2 8 4
Severo 5 10 0 23
Freq. Total de 23 128* 92* 27°*
Malformacdes
%MF 58,4+25,8 95,0+10,0 43,7+37,3 80,2+24,5
Numero de Fetos Normais 33 1 37 8
Terceiro Leve 2 0 0 0
Ventriculo Moderado 3 2 1 3

Severo 4 10 0 24
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Freq. Total de 9 12°* 12* 27°
Malformagoes
%MF 30,0+40,5 95,0+10,0 3,33+10,5 80,2+24,5
NUmero de Fetos Normais 33 1 35 8
Quarto Leve 2 0 0 0
Ventriculo Moderado 3 2 3 3
Severo 4 10 0 24
Freq. Total de 9 128* 3 27°
Malformagoes
%MF 30,4+40,5 95,0+10,0 20,0+32,2 80,2+24,5
Olhos
NUmero de Fetos Normais 42 12 38 34
Microftalmia 0 1? 0 1°
%MF 0,00+0,00 6,25+12,5 0,00+0,00 3,70+11,1

Legenda: Freq. — Freqiiéncia; % MF — Valor médio da porcentagem de malformagdes +
Desvio padrao; *Comparado estatisticamente com o controle (Grupo 01); bComparado
estatisticamente com o agente indutor de danos (Grupo 02); *Diferenca estatisticamente

significativa. (Teste: Qui-quadrado; p<0,05)

Na Tabela 08 pode-se verificar os dados referentes a alteracdes tordcicas e urogenitais.
As alteracdes cardiacas somente foram verificadas na prole das fémeas tratadas com [-
glucana. No entanto, estas alteracdes ndo se apresentaram de forma estatisticamente
significativas. Rins em ferradura somente foram observados em um animal do grupo 04. Os
megauretéres puderam ser encontrados em todos os grupos, exceto no controle (grupo 01). As
maiores ocorréncias foram no grupo 02, seguido pelos grupos 04 e 03. Diferengas
estatisticamente significativas foram encontradas entre os grupos 01 e 02 e entre 02 e 04. A
hidronefrose foi evidenciada em todos os grupos e diferencas estatisticamente significativas

foram verificadas entre os grupos 01 e 02 e 02 e 04. Neste ultimo caso, nota-se que a [3-
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glucana foi eficiente na prevencdo das malformacdes. As agenesias renal e gonadal foram
verificadas somente no grupo 04. No entanto, estas ocorréncias ndo foram estatisticamente
significativas.

Tabela 08 — Anormalidades viscerais e variagdes encontradas nas regides toracica e urogenital

na prole dos diferentes grupos experimentais:

Parametros Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04
Regido Toréxica
NUmero de Fetos 42 13 38 35
Analisados
Coragéo Normal 42 13 36 35
Cardiomeg. 0 0 2° 0
%MF 0,00+0,00 0,00+0,00 3,67+7,78 0,00+0,00
Regido Urogenital
Rins — Anat. Normal 42 13 38 34
Externa  Rim Ferrad. 0 0? 0 1°
%MF 0,004+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,3914,14
Ureteres Normal 42 3 36 28
Megauret. 0 10%* 2 70
%MF 0,004+0,00 81,7+21,3 3,67+7,78 10,3+20,6
Rins — Anat. Normal 40 1 32 12
Interna  Hidronefrose 2 12%% 6° 230+
%MF 2,8619,04 91,7+16,6 16,0+27,1 54.6+37,1
NUmero de Fetos Normais 42 13 38 32
Agenesia Renal 0 0 0 3
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%MF 0,0040,00 0,00+0,00 0,00+0,00 20,4+35,1
NUmero de Fetos Normais 42 13 38 34
Agenesia Gonadal 0 0 0 1°
%MF 0,0040,00 0,00+0,00 0,00+0,00 5,56+16,7

Legenda: %MF — Valor médio da porcentagem de malformacdes = Desvio padrdo;
Cardiomeg — Cardiomegalia; Anat. — Anatomia; Rim Ferrad. — Rim em ferradura; Megauret.
— Megauretéres; *Comparado estatisticamente com o controle (Grupo 01); "Comparado
estatisticamente com o agente indutor de danos (Grupo 02); *Diferenga estatisticamente

significativa. (Teste: Qui-quadrado; p<0,05).

Nas Tabelas 09 e 10 estdo apresentados os dados referentes as anormalidades
esqueléticas observadas na caixa craniana. A andlise estatistica demonstrou que a associagao
da B-glucana a ciclofosfamida nao foi eficiente em prevenir os danos causados por esse
quimioterapico. Para todos os pardmentros analisados verificou-se um aumento na média da
porcentagem de malformagdes, excetuando-se anormalidades em mandibula, frontal e
interparietal. Nas anormalidades observadas no osso nasal, pdde-se verificar um aumento da
média da porcentagem de alteragdes, ja que essa passou de 30,7% no grupo 02 para 83,8% no
grupo 04.

Tabela 09 — Anormalidades esqueléticas e variagdes encontradas em mandibula, maxila,
Pterig6ide, Basosfendide, Hioide, Bulba timpéanica e Basoccipital na prole dos diferentes

grupos experimentais:

Parametros Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04
Numero de Fetos 46 20 42 39
Analisados
Normal 46 14 42 8
Mandibula Irregular 0 1 0 31

Oss. Red. 0 5 0 0



Freq. Total de
Malformagoes
%MF

Normal
Maxila Irregular

Oss. Red.

Freq. Total de

Malformacdes

%MF
Normal
Pterigdide Irregular
Ausente

Freq. Total de
Malformacodes

%MF
Normal
Basosfenodide  Irregular
Ausente

Freq. Total de
Malformacdes
%MF

Normal
Reduzido

Ausente

Hioide

0,00+0,00

46

0,00+0,00

46

0,00+0,00

46

0,00+0,00

46

6°*

82,51+32,2

11

9%

63,61+41,3

15%*

88,6+30,2

18%*

91,7143

18

0,00+0,00

42
42

0,00+0,00

42

0,00+0,00

42

0,00+0,00

42

74

31P*
78,7+28.3
13
26
0
26°
80,5+30,0
5
10
24

34°

98,245,06

11

34°

95,9+11,7

36



Freq. Total de
Malformagoes

%MF
Bulba Normal
Timpénica Irregular
Ausente

Freq. Total de

Malformacdes

%MF
Normal
Basoccipital Irregular
Ausente

Freq. Total de
Malformacgodes
%MF

0,00+0,00

46

0,00+0,00

46

0
0

0,00+0,00

19%*

95,3+12,5

17

19%*

96,4+9,40

14

18%*

91,7143

0,00+0,00

42

o o O O

0,00+0,00

42

0,00+0,00

75

36°

100+0,00

36

36°

98,2+5,06

100+0,00

Legenda: Freq. — Freqiiéncia; % MF — Valor médio da porcentagem de malformagdes +

Desvio padrdo; Oss. Red. — Ossificacdo Reduzida; *Comparado estatisticamente com o

controle (Grupo 01); bComparado estatisticamente com o agente indutor de danos (Grupo 02);

*Diferenca estatisticamente significativa. (Teste: Qui-quadrado; p<0,05).

Tabela 10 — Anormalidades esqueléticas e variagdes encontradas em Exoccipital, Nasal,

Zigomatico, Frontal, Parietal, Interparietal e Supraoccipital na prole dos diferentes grupos

experimentais:
Parametros Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04
NuUmero de Fetos 46 20 42 39
Analisados
Normal 46 2 0 4



Exoccipital Irregular

Ausente

Freq. Total de
Malformacdes
%MF

Normal
Nasal Irregular

Ausente

Freq. Total de

Malformacdes

%MF
Normal
Zigomético Irregular
Ausente

Freq. Total de
Malformagoes
%MF

Normal
Frontal Exencefalia
Irregular

Ausente
Freq. Total de
Malformacdes

%MF

Normal

0,00+0,00

46

0,00+0,00

46

0,00+0,00

46

0,00+0,00

46

17

18%*

91,7143

13

78

30,7+36,8

12

17%*

88,1+15,0

10

18%*

95,3+12,5

0,00+0,00

42

0,00+0,00

42

0,00+0,00

42

0,00+0,00

42

76

33
35°
10040,00
26
0
13
13°
83,8+31,1
7
12
20

32°

94,6+15,2

31

35°

83,6+30,3



Parietal
Irregular

Ausente

Freq. Total de
Malformacgoes
%MF

Normal
Interparietal Irregular

Ausente

Freq. Total de
Malformacdes
%MF

Normal
Supraoccipit  Irregular
al Ausente

Freq. Total de
Malformacgodes
%MF

Exencefalia

0,00+0,00

46

0,00+0,00

46

0,00+0,00

20%*

96,4+9,50

13

19%*

96,4+9,45

11

19%*

96,4+9,45

0,00+0,00

42

0,00+0,00

42

0,00+0,00

77

35

39°

100+0,00

28

33°

96,4+10,1

0

13

26

39°

100+0,00

Legenda: Freq. — Freqiiéncia; % MF — Valor médio da porcentagem de malformagdes +

Desvio padrao; *Comparado estatisticamente com o controle (Grupo 01); bComparado

estatisticamente com o agente indutor de danos (Grupo 02); *Diferenca estatisticamente

significativa. (Teste: Qui-quadrado; p<0,05).

Os dados referentes a alteragdes de ossos da regido tordcica estdo apresentados na

Tabela 11. Em todas as anélises realizadas o grupo que recebeu a -glucana isoladamente,

grupo 03, ndo havia apresentado malformagdes. No entanto, a analise de esterno demonstrou
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diferenca estatisticamente signifcativa entre os grupos 01 e 03. A anélise também demonstrou
que a B-glucana foi capaz de prevenir danos em clavicula, ou seja, encontrou-se diferencga
estatisticamente significativa entre os grupos 02 e 04. Para os outros parametros nao houve
diferencas estatisticamente significativas. Para alteragdes de costela e escdpula também se

verificou uma tendéncia a reducao das malformagoes.

Tabela 11 — Anormalidades esqueléticas e variagdes encontradas em Esterno, vértebras,

costelas, clavicula e escapulas na prole dos diferentes grupos experimentais:

Parametros Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04
Numero de Fetos 46 20 42 39
Analisados
Normal 46 1 35 0
N° Est. Anor. 0 3 7 4
Esterno Est. Oss. 0 1 0 5
Red.
Est. Desal. 0 5 0 1
Est. Fund. 0 10 0 23
Ausentes 0 0 0 6
Freq. Total de 0 19%* 7%% 39°
Malformagoes
%MF 0,00+0,00 96,4+9,45 17,54£33,4 100+0,00
Normal 46 8 42 9
N° Vert. 0 2 0 0
Vértebras Anor.
Vert. Desal. 0 1 0 3
Vert. 0 9 0 13
Irregular

Vert. Fund 0 0 0 14



Freq. Total de
Malformagoes
%MF

Normal
N° Cost.

Anor.

Costelas

Rudimentar

Ausentes

Freq. Total de
Malformacodes

%MF
Normal
Clavicula Irregular
Ausente

Freq. Total de
Malformacdes
%MF

Normal
Escapula Irregular

Ausente

Freq. Total de
Malformacgoes
%MF

0,00+0,00

46

0,00+0,00

46

0,00+0,00

46

0,00+0,00

12%*

85,0+30,1

12

19%*

100+0,00

13

18%*

91,7143

0

10

10

20%*

100+0,00

0,00+0,00

42

0,00+0,00

42

0,00+0,00

42

0,00+0,00

79

30°

92,5+21,2

28

33°
98,2+5,06
17
9
13

220

84,1+32,1

27

31°

96,9+8,84

Legenda: Freq. — Freqiiéncia; %MF — Valor médio da porcentagem de malformagdes +

Desvio padrao; N° Est. Anor. — Numero de esternebras anormais; Est. Oss. Red. — Esternebras

com ossificacdo reduzida; Est. Desal. — Esternebra desalinhada; Est. Fund. — Esternecbras



80

Fundidas; N° Vert. Anor. — Numero de vértebras anormais; Vert. Desal — Vértebras
desalinhadas; Vert. Fund. — Vértebras Fundidas; N° Cost. Anor. — Numero de costelas
anormais; “Comparado estatisticamente com o controle (Grupo 01); °Comparado
estatisticamente com o agente indutor de danos (Grupo 02); *Diferenga estatisticamente

significativa. (Teste: Qui-quadrado; p<0,05).

Nas Tabelas 12 e 13 verificou-se que a -glucana nado foi eficiente na prevengao de
nenhum tipo de dano em membros, superiores e inferiores. No entanto, observou-se uma
importante reducdo das malformacdes em pelve, visto que a média da porcentagem de
malformagdes passou de 90,0% no grupo 02 para 52,5% no grupo 04.

Tabela 12 — Anormalidades esqueléticas e variagdes encontradas em membros superiores na

prole dos diferentes grupos experimentais:

Parametros Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04
Numero de Fetos 46 20 42 39
Analisados
Normal (D / 46 0/0 42 /42 0/0
E)
Radio, Symmelia 0 13/12 0/0 30/30
Umero e Irregular 0 3/2 0/0 9/9
Ulna Amelia 0 1/2 0/0 0/0
Auséncia 0 2/3 0/0 0/0
Freq. Total de 0 20%* 0 39°
Malformacdes
%MF 0,00+0,00 10040,00 0,00+0,00 100+0,00
Normal (D / 46 3/3 42 /42 717
Metacarpos E)
Anormal 0 9/9 0/0 17 /17
Auséncia 0 7717 0/0 15/15



81

Freq. Total de 0 17%* 0 32°
Malformagoes
%MF 0,00+0,00 98,244,72 0,00+0,00 10040,00
Falanges Normal (D / 46 0/0 42 /42 0/0
Proximais E)
Anormal 0 12/12 0/0 16/16
Auséncia 0 8/8 0/0 23/23
Freq. Total de 0 20%* 0 39°
Malformacgoes
%MF 0,00+0,00 10040,00 0,00+0,00 100+0,00
Normal (D / 46 0/0 42 /42 0/0
Falanges E)
Distais Anormal 0 12/12 0/0 0/0
Irregular 0 1/1 0/0 0/0
Auséncia 0 16/ 16 0/0 39/39
Freq. Total de 0 20%* 0 39°
Malformacgoes
%MF 0,00+0,00 10040,00 0,00+0,00 10040,00

Legenda: Freq. — Freqiiéncia; %MF — Valor médio da porcentagem de malformagdes +
Desvio padrao; (D / E) — Direito / Esquerdo; “Comparado estatisticamente com o controle
(Grupo 01); bComparado estatisticamente com o agente indutor de danos (Grupo 02);

*Diferenca estatisticamente significativa. (Teste: Qui-quadrado; p<0,05).
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Tabela 13 — Anormalidades esqueléticas e variagdes encontradas em pelve € membros

inferiores na prole dos diferentes grupos experimentais:

Parametros Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04
NuUmero de Fetos 46 20 42 39
Analisados
Normal 46 6 0 29
Mleo, Isquioe  Oss. Red. 0 2 0 0
Pubis Irregular 0 0 0 1
Aus. 1ou+ 0 4 0 3
Auséncia 0 7 0 6
Freq. Total de 0 14%* 0 10b*
Malformacdes
%MF 0,00£0,00 90,0+19,1 0,00+0,00 52,5+51,2
Normal (D / 46 0/0 42 /42 0/0
Tibia, Fibula E)
e Fémur Symmelia 0 1/1 0/0 15/15
Fusao 0 8/9 0/0 3/4
Os. Red. 1 ou 0 1/3 0/0 0/0
+
Aus. 1ou + 0 10/7 0/0 21/20
Freq. Total de 0 20%* 0 39°
Malformagoes
%MF 0,00+0,00 10040,00 0,00+0,00 10040,00
Normal (D / 46 0/0 42 /42 0/0
Metatarsos E)
Anormal 0 18/18 0/0 39/39
Auséncia 0 2/2 0/0 0/0
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Freq. Total de 0 20%* 0 39°
Malformagoes
%MF 0,00+0,00 10040,00 0,00+0,00 10040,00
Falanges Normal (D / 46 0/0 42 /42 0/0
Proximais E)
Anormal 0 15/15 0/0 3/3
Auséncia 0 5/5 0/0 36/36
Freq. Total de 0 20%* 0 39°
Malformacgoes
%MF 0,00+0,00 10040,00 0,00+0,00 100+0,00
Falanges Normal (D / 46 0/0 42 /42 0/0
Distais E)
Anormal 0 5/5 0/0 3/3
Auséncia 0 15/15 0/0 36/36
Freq. Total de 0 20%* 0 39°
Malformacdes
%MF 0,00+0,00 10040,00 0,00+0,00 100+0,00

Legenda: Freq. — Freqiiéncia; %MF — Valor médio da porcentagem de malformagdes +

Desvio padrao; (D / E) — Direito / Esquerdo; Oss. Red. — Ossificagdo Reduzida; Aus. 1 ou + -
Auséncia de 1 ou + ossos; Oss. Red. 1 ou + - Ossificagdo Reduzida de 1 ou + 0ssos;
Comparado estatisticamente com o controle (Grupo 01); bComparado estatisticamente com o
agente indutor de danos (Grupo 02); *Significa diferenca estatisticamente significativa.

(Teste: Qui-quadrado; p<0,05).

3.2. Ensaio do micronucleo em sangue periférico
A Tabela 14 apresenta a freqii€ncia, média, desvio padrdo e porcentagem de reducao
de danos referentes ao teste do microntcleo em sangue periférico. A andlise estatistica para o

primeiro lote (fémeas prenhes) demonstrou diferenca significativa na freqiiéncia de
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micronucleos, em T2 e T3, quando comparados os grupos 01 e 02, assim como quando
comparados os grupos 02 e 04. Neste ultimo caso verificaram-se porcentagens de reducdo de
danos de 54,2 e 63,4% para os momentos T2 e T3, respectivamente. Estes dados demonstram
a eficiéncia da P-glucana na prevengdo de danos clastogénicos. Verificou-se ainda uma
reducdo consideravel na freqiiéncia de micronticleos no momento T2 no grupo 03 quando
comparado ao grupo 01.

Tabela 14 — Freqiiéncia, média, desvio padrao e porcentagem de redugdo de danos referentes

ao teste de micronucleos em sangue periférico.



85

Tratament Freqliéncia de Microntcleo Média + Desvio Padrao %RD

0 TO T1 T2 T3 TO T1 T2 T3 T2 T3

Fémeas prenhes

Grupo01 62 78 87 86 6,20£2,30  7,80+2,90  8,704+5,01  8,60+3.44 - -
Grupo02  61° 71* 362%  414% 6,10£2,60  7,10£2,13  36,20£10,44 41,40+14,54 - -
Grupo03  71° 60° 56 90 7,10£2,92  6,00£3,77  5,60+3,44  9,00+2,11 - -
Grupo 04  54° 49> 213 206"* 5,4043,41  4,9043,75 21,30+11,67 20,60+6,57 542 63,4

Fémeas ndo prenhes

Grupo01 24 37 31 40 4,80£0,84 7404241  620+4,66  8,00+4,69 - -
Grupo02  26° 310 127% 108 5204444  62042,86  254+16,95 21,646,838 - -
Grupo 03 46™ 22 29" 45° 9,2042,17  4,40+2,07  5,80+1,64  9,00+5,00 - -
Grupo 04 29" 33 69 79bx 5,80£2,59  6,60+2,19  13.846,46  15,80+3,70 60,4 42,6

Legenda: “Comparado estatisticamente com o controle (Grupo 01); bComparado estatisticamente com o agente indutor de danos (Grupo 02);
*diferenga estatisticamente significativa. Momentos TO, T1, T2 e T3: coletas de sangue realizadas no 9°, 10°, 11° e 12° dias gestacionais,

respectivamente. %RD — porcentagem de redugdo de danos. (Teste: Qui-quadrado; p<0,05).
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A andlise do segundo lote (fémeas ndo prenhes) demonstrou que houve diferenca
estatisticamente significativa quando comparada a freqiiéncia basal de micronucleos entre os
grupos 01 e 03 no momento TO. Da mesma forma que no lote anteriormente analisado,
verificaram-se diferencas significativas entre os grupos 01 ¢ 02, ¢ 02 e 04 nos momentos T2 e
T3. Neste caso, as porcentagens de redugdo de danos para os momentos T2 e T3 foram de
60,4 e 42,6%, respectivamente.

A Figura 01 apresenta o comportamento da freqiiéncia de micronucleos ao longo dos
dias de tratamento no lote de fémeas prenhes. Nesta analise verificou-se um aumento da
freqiiéncia de micronucleos no grupo 02 (tratado com ciclofosfamida) apos o T1, e esta
freqliéncia continuou aumentando até o final da analise (T3). No grupo 04, verificou-se que a
associacdo da [-glucana a ciclofosfamida foi eficiente na redugcdo da freqliéncia de
micronucleos. No grafico esta evidéncia foi verificada pela linha do grupo 04, que se manteve
sempre abaixo da do grupo 02. Ja quando se fez a analise da B-glucana, isoladamente, pdde-se
verificar que a administragdo das duas doses desta molécula levou a uma redugdo dos niveis

basais de microntcleos, visto que a linha apresentou-se abaixo da do grupo 01 (controle).

60

40 -

20 _I : R— F

TO T T2 T3

Frequéncia Média de
Micronucleos

Momentos de Coleta de Sangue Periférico

——G1 88— G2 —A&—G3 =G4

Figura 01 — Comportamento da freqiiéncia de micronucleos ao longo dos dias de tratamento
no lote de fémeas prenhes. Valores médios £ Desvio padrao. Momentos TO, T1, T2 e T3
coletas de sangue realizadas no 9°, 10°, 11° e 12° dias gestacionais, respectivamente. G1 —
Grupo 01; G2 — Grupo 02; G3 — Grupo 03 e G4 — Grupo 04.

A analise da Figura 02 demonstra o comportamento da freqiiéncia de micronucleos ao
longo dos dias de tratamento no lote de fémeas ndo prenhes. Como na analise anterior,

verifica-se que a associacdo da [-glucana a ciclofosfamida promoveu uma reducdao da
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freqliéncia de micronticleos. Porém, neste grupo, a administragdo da pB-glucana sozinha nao

reduziu os niveis basais de danos ao DNA.
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Figura 02 — Comportamento da freqiiéncia de micronucleos ao longo dos dias de tratamento
no lote de fémeas ndo prenhes. Valores médios + Desvio padrdo. Momentos TO, T1, T2 ¢ T3
coletas de sangue realizadas em dias coincidentes com o 9°, 10°, 11° e 12° dias gestacionais
das fémeas do lote anterior, respectivamente. G1 — Grupo 01; G2 — Grupo 02; G3 — Grupo 03
e G4 — Grupo 04.

Na Figura 03 esta apresentada a comparagdo da freqiiéncia de micronucleos entre os
dois diferentes lotes, fémeas prenhes e ndo prenhes, durante o periodo experimental. A analise
de TO demonstra que o nivel basal da freqiiéncia de micronucleos em todos os grupos
experimentais, independentemente da gestagdo, era semelhante. A administragdo de
ciclofosfamida, que pode ser avaliada em T2 e T3, demonstra uma maior susceptibilidade do
lote de fémeas prenhes em comparacao com as nao prenhes. A maior susceptibilidade a danos
no DNA pode novamente ser verificada entre as fémeas prenhes para o tratamento no qual se

faz a associagdo de ciclofosfamida e 3-glucana no momento T2.
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Grupos Experimentais e Tempos de Coleta

Figura 03 — Comparagao da freqiiéncia de micronucleos entre os dois diferentes lotes, fémeas
prenhes e ndo prenhes, durante o periodo experimental: Legenda: Barras pretas — fémeas
prenhes; barras brancas — fémeas ndo prenhes. Momentos TO, T1, T2 e T3 coletas de sangue
realizadas no 9°, 10°, 11° e 12° dias gestacionais das fémeas do lote 01 e em dias coincidentes
no lote de fémeas ndo prenhes (lote 02), respectivamente. G1 — Grupo 01; G2 — Grupo 02; G3
— Grupo 03 e G4 — Grupo 04. *Diferengas estatisticamente significativas. (Teste: Qui-

quadrado; p<0,05).

4. Discusséo

Os resultados obtidos demonstram a eficacia da B-glucana na preven¢do de danos
clastogénicos, ou seja, um efeito antimutagénico. No entanto, a avaliacdo na prevencao da
teratogenicidade ndo demonstrou eficiéncia apesar da melhora do desempenho reprodutivo de
fémeas.

Diferentes protocolos foram desenvolvidos para a prevengdo de teratogenicidade
induzida por ciclofosfamida e efeitos preventivos foram encontrados em proles que tiveram
suas genitoras tratadas com extrato livre de proteinas de sangue bovino, conhecido como
Solcoseryl (SHUBERT, 1982)[152]; P-ionona nas doses de 250, 500, 750 e 1000mg/kg
(GOMES-CARNEIRO et al., 2003)[51]; e Indole-3-carbinol na dose de 100mg/kg, v.o.
(BAILEY et al., 2005)[10].

O presente protocolo utilizou fémeas expostas ao quimiopreventivo por um periodo de
3 dias e a exposicao ao quimioterapico deu-se somente no segundo dia. Assim pretendeu-se,
neste protocolo experimental, conciliar um pré-tratamento, tratamento simultdneo e pds-

tratamento da [-glucana em relacdo a ciclofosfamida. Escolheu-se esta forma de
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administragdo devido a estudos in vitro, do mesmo grupo de pesquisa, dados ndo
apresentados, indicarem que este polimero de D-glicose possui atividade antimutagénica,
sendo o mecanismo de acdo caracterizado tanto por desmutagénese quanto por
bioantimutagénese. Desta forma, este protocolo permitiria uma melhor efetividade na
prevencao da teratogénese e dos efeitos mutagénicos.

A andlise de micronucleos, em TO0, demonstrou que ndo havia diferengas
estatisticamente significativas no nivel basal de ocorréncia destes, exceto para o grupo 03 do
lote de fémeas ndo prenhes. No entanto, observagdes clinicas tais como salivagdo excessiva,
diarréia, vOmito, hemorragia, pélos ericados, mucosas ressecadas, dentre outras;
acompanhamento do ganho de peso; consumos de racdo e de dgua; foram avaliados durante
todo o periodo de adaptacdo dos animais e ndo demonstraram nenhuma altera¢do que pudesse
justificar esta maior ocorréncia de micronucleos basais no grupo 03 do lote 02. Apds a coleta
de sangue, os animais receberam as primeiras doses de 3-glucana ou veiculo. A analise de T1,
24 horas ap0s a primeira administracdo, permitiu verificar o efeito da B-glucana nos grupos 03
e 04. E neste momento observou-se que nao houve nenhuma alteragdo significativa na
freqliéncia de microntcleos entre os diferentes grupos dos dois lotes que pudesse indicar
efeitos toxicos da P-glucana. Porém, o grupo 03 do lote de fémeas ndo prenhes, que no
momento TO possuia uma freqiiéncia basal aumentada, igualou-se aos demais no momento
T1. Ap6s esta coleta, os animais receberam uma nova dose de -glucana associada ou nao a
ciclofosfamida. Assim, no momento T2, pdde-se avaliar a capacidade da B-glucana em
prevenir os danos mutagénicos causados pela ciclofosfamida, quando verificou-se uma
porcentagem de reducdo de danos de 54,2% e 60,4% para o lote de fémeas prenhes e ndo
prenhes, respectivamente. Apds esta coleta os animais voltaram a receber a ultima dose de
quimiopreventivo e a analise de T3 demonstrou porcentagem de redugdo de danos de 63,4% e
42,6%.

As porcentagens de redu¢do de danos ndo mostraram um comportamento uniforme.
Para as fémeas prenhes houve um aumento de 9,2 na porcentagem de reducao de danos. J&
para as fémeas ndo prenhes houve uma redugdo de 17,8 na mesma porcentagem.

As figuras apresentadas a respeito do comportamento da freqiiéncia de microntcleos
ao longo dos dias de tratamento demonstram os resultados esperados, ou seja, a reducao de
danos quando da administracdo da B-glucana associada a ciclofosfamida. No lote de fémeas
prenhes foi possivel verificar uma reducao consideravel da freqiiéncia de micronucleos basais,

apesar desta ndo ser estatisticamente significativa no grupo que recebeu somente a -glucana.
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Esta condicao sugere novos estudos a respeito da possibilidade desta molécula ser utilizada na
suplementagdo de dietas a fim de diminuir riscos, basais e/ou induzidos, do desenvolvimento
do cancer. Esta possibilidade pode ser reforcada pela verificagdo da auséncia de danos
mutagénicos causados pela dose testada segundo este protocolo. Outro fato interessante a ser
mencionado ¢ que B-glucanas, extraidas de fungos, tém sido utilizadas clinicamente no Japao
desde a década de 80 na possivel prevencdo de canceres (KANENO et al., 1989)[71].
Charvatovicova et al. (1998)[20] ainda indicam a importancia de se estudar a administragao
deste polimero de agiicar concomitantemente aos procedimentos de quimioterapias, devido a
possibilidade da reducdo de efeitos adversos desta pratica terapéutica. No entanto, ainda sdo
muito controversos o0s principios moleculares e bioquimicos envolvidos na atividade
antitumoral, antimutagénica e imunoestimulatéria das diferentes p-glucanas (KISHIDA &
SONE, 1992; SAITO et al., 1991; DEMLEITNER et al., 1992) [77, 145,¢ 27].

Quando se compara a freqiiéncia de micronicleos entre os dois grupos (fémeas
prenhes e ndo prenhes) verifica-se que a freqliéncia basal ¢ semelhante. No entanto, as
diferencas estatisticamente significativas verificadas nos grupos 02 e 04 em T2 e T3 sugerem
uma maior susceptibilidade das fémeas gravidas frente a indugdo de micronucleos. Uma
hipotese a ser aventada ¢ que o estado de gravidez leva o organismo materno a uma condi¢ao
de maior atividade metabdlica, e, por conseguinte, a uma maior atividade hepatica. Outro fato
a ser considerado sdo as alteragdes hormonais decorrentes da gravidez. Assim, diante destas
duas constatacdes, faz-se necessario compreender um pouco mais da relagdo entre aumento de
metabolismo, estado de gravidez e enzimas responsaveis pela degradacao de xenobioticos.

Frente a todas estas informacgdes e analisando-se a comparacao de peso de 6rgaos, do
grupo de fémeas prenhes, verificou-se que somente houve alteracdo no peso do figado dos
animais que receberam a ciclofosfamida. O esperado era que houvesse uma relagdo entre o
aumento da massa hepatica e um aumento da capacidade metabodlica do organismo decorrente
do tratamento com o antineoplasico, talvez pelo aumento de reticulo endoplasmatico. No
entanto, o qué se verificou, na realidade, foi uma diminui¢do do peso do 6rgdo. Contudo,
podemos sugerir que o tratamento agudo utilizado nesta pesquisa e a avaliacdo do peso dos
orgaos determinado em um tempo relativamente curto, 8 dias apos a administragao, implique
no fato do organismo ainda ndo ter se recuperado de parte das influéncias causadas pela
administracdo do quimioterapico. Assim, a inibicdo da proliferagdo celular associada a um
aumento dos indices de apoptose pode explicar a reducdo de peso do figado.

Muitos xenobiodticos que desempenham papel importante na etiologia de doencgas

podem ser ativados ou inativados por enzimas polimoérficas (DALY et al., 1993) [25]. Uma
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vez que muitos agentes mutagénicos e/ou carcinogénicos necessitam de ativacdo metabolica
antes de se ligarem ao DNA, ao RNA e as proteinas (ROGERS, 1994) [143], as variagdes nos
processos de ativacdo e detoxificagdo de compostos quimicos e drogas desempenham papel
crucial na tumorigénese ambiental (BARTSCH & HIETANEN, 1996) [11]. Portanto, a
quantidade final efetiva de carcinégenos produzida, depende da acdo competitiva entre os
mecanismos de ativagdo e detoxificacao, envolvendo as enzimas que tomam parte nessas vias
bioquimicas (HAYES, 1995) [60]. Além disso, pode-se sugerir que a -glucana possa ter uma
atividade auxiliar ou complementar ao sistema de metabolizagdo de drogas na célula e por
isso também facilitariam a excre¢do dos produtos o que viria a diminuir os danos causados
por estes no organismo em estudo.

Na presente pesquisa pode-se observar ainda que o fato da redu¢do do peso do figado
nao se repetiu no grupo que recebeu a associagdo entre a B-glucana e a ciclofosfamida. Assim
a administracdo desta molécula parece ter interferido em tal efeito bioldgico reduzindo o
nimero de moléculas toxicas de ciclofosfamida que atuariam nas células hepaticas. Além
disso, a administracdo desta molécula interferiu no efeito bioldgico da ciclofosfamida
exercendo uma atividade na redugdo da freqiiéncia de micronucleos verificada para os dois
lotes de fémeas, nos momentos T2 e T3.

Corrobora a hipotese anterior o trabalho de Slamefiova et al. (2003) [156] onde
investigaram o efeito protetor de trés diferentes extratos de P-glucana, em trés diferentes
concentragdes, em danos induzidos por peroxido de hidrogénio e azul de metileno na presenga
de luz visivel demostrando o efeito antioxidante. O estudo de Patchen et al. (1987) [131]
indica efeitos benéficos quando utilizaram B-glucana em animais submetidos a radiagdao. De
acordo com seu estudo, a melhora ndo se deve somente a regeneracdo hematopoética, mas
também a capacidade desta molécula de inativar radicais livres, que poderiam causar danos ao
organismo em teste. Estes resultados também estdo em concordancia com por Chorvatovicova
(1991) [19].

A metabolizacdo da ciclofosfamida pelo sistema enzimdtico citocromo P-450 tem
como produto a 4-hidroxiciclofosfamida, a qual ¢ degradada, espontaneamente, a
phosphoramide mustard and acroleina (MIRKES, 1985) [114]. A phosphoramide mustard ¢é
um conhecido agente alquilante envolvido em processos citotoxicos € com propriedades

teratogénicas. A acroleina, por sua vez, estd descrita como um potente agente embriotoxico

(Mirkes, 1985; Stahlmann et al., 1985) [114 e 163]. Assim, podemos dizer que os metabolitos

da ciclofosfamida produzem efeitos adversos no desempenho reprodutivo da fémea e no
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desenvolvimento de sua prole. O presente trabalho permitiu verificar que ndao houve
diferencas significativas para o numero de implantes, numero de fetos vivos, razao sexual e
indice placentdrio. Como os tratamentos aconteceram somente em uma parte do periodo de
organogénese, ndo era esperada nenhuma alteracdo no nimero de implantes, fato que foi
verificado. Nenhuma descri¢do foi encontrada, na literatura pesquisada, onde fossem relatadas
alteracdes em diferenciagdo sexual e exposi¢do a ciclofosfamida e/ ou B-glucana.

O peso placentario mostrou-se diminuido no grupo 02 em relagdo aos demais. No
entanto, o indice placentario ndo demonstrou esta diferenca. Estudos indicam aumento do
peso placentario em ratas diabéticas (ERIKSSON et al., 1982; URIU-HARE et al., 1985;
GIAVINI et al., 1986) [33, 182 e 48] . Os efeitos do diabete materno sobre a arquitetura e o
fluxo placentarios (ERIKSSON et al),[33] sugerem que o feto desenvolve-se em regime de
hipoxia e ma nutrigdo. O aumento da placenta favoreceria o aporte de oxigénio e nutrientes,
aumentando a superficie de troca materno-fetal. Contudo, no presente experimento, nao foi
observado um aumento do indice placentario nos grupos em relagdo ao controle. Mas
observou-se uma drastica reducdo do peso placentdrio no grupo que recebeu somente a
ciclofosfamida. Durante os procedimentos de onfalectomia verificou-se que o aporte
sangiliineo era muito reduzido nos fetos que tiveram sua genitoras tratadas somente com
ciclofosfamida ou associada a B-glucana (dados ndo apresentados). Estes fatos podem sugerir
uma ma nutricdo fetal ndo relacionada ao aumento do indice placentario, fatos que nao sdo
corroborados pela literatura ja apresentada. No entanto, corrobora esta inferéncia de ma
nutricdo a diminui¢do estatisticamente significativa verificada no peso e comprimento fetal
destes dois grupos experimentais. Ainda refor¢a este achado o estudo da adequag@o do peso a
idade gestacional, que demonstrou que a administragdo da ciclofosfamida, independentemente
da B-glucana, foi a responsavel pelos fetos coletados que apresentaram-se com baixo peso
para a idade de prenhez. Assim, estes dados sugerem que a B-glucana ndo teve nenhuma
interferéncia nestes parametros

Em uma visdo geral, observou-se que a B-glucana ndo foi eficiente em prevenir as
malformagdes externas, apesar de apresentar uma tendéncia a redugdo. Excecdes foram
verificadas somente em membros anteriores e posteriores.

Os estudos de malformagdes viscerais indicam que no polo cefalico a associagao da [3-
glucana foi eficiente em prevenir alteragdes de ventriculos laterais e que a administragao desta
molécula, isoladamente, foi capaz de prevenir a ocorréncia basal de alteragcdes em terceiro e

quarto ventriculos cerebrais. Estudos em seres humanos indicam que 7% dos recém-nascidos
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apresentam um determinado grau de hidrocefalia que sofre uma reducdo espontanea, sem
comprometer o desenvolvimento da crianga. No entanto, uma outra parcela de criangas
desenvolvem patologias relacionadas a este acumulo de liquido nas cavidades cerebrais
levando a comprometimentos neuropsicomotores.

A analise de torax demonstrou que somente o grupo tratado com B-glucana, isolada,
apresentou alteragdes cardiacas. Apesar de uma pequena porcentagem de alteragdes, talvez
resida aqui a necessidade de novas pesquisas nesta area para averiguar se a utilizagao deste
composto estd realmente relacionado a uma diminui¢do das cavidades ventriculares e ao
espessamento da parede das cAmaras cardiacas, ja que estas foram as alterag¢des verificadas.

Por outro lado, a andlise da regido urogenital demonstra preven¢do da ocorréncia de
megaureteres ¢ hidronefrose. Alteragdes tais como rim em ferradura, agenesia renal e gonadal
s0 foram encontradas no grupo que recebeu a ciclofosfamida e a B-glucana. A analise
esquelética demonstrou prevengao de alteracdes somente em mandibula, clavicula e pelve.

Apesar destes resultados, o estudo deste polimero de D-glicose apresentou um dado
interessante e de grande valia, ou seja, a administracio da [B-glucana foi eficiente em
aumentar a viabilidade fetal, elevando-a a valores muito similares aos do controle negativo,
bem como foi capaz de reduzir as taxas de perda pos-implantacional e de reabsorc¢do. Estes
dados demonstram assim que a [-glucana promoveu uma melhora significativa no
desempenho reprodutivo destas fémeas.

Outros estudos relatam que os efeitos teratogénicos causados pela ciclofosfamida
podem ser atenuados quando um tratamento com substincias que inibem as cascatas
metabolicas sdo utilizadas. Algumas dessas substdncias sdo, por exemplo, a P-ionona e

Indole-3-Carbionol (GOMES-CARNEIRO et al., 2003; BAILEY et al., 2005) [51 ¢ 10].

Assim, a presente pesquisa pode sugerir que apesar dos efeitos anticlastogénicos
evidenciados, a efetividade da B-glucana em inibir as vias metabdlicas que envolvem a CYPs
e/ou sua capacidade em se ligar a ciclofosfamida, aos seus metabolitos e/ou de quelar radicais
livres ocorreu de forma eficiente no organismo materno, mas ndo nos embrides. Contudo,
ainda nao temos dados que indiquem se a [B-glucana, metabolizada ou nao, foi capaz de
atravessar, de forma eficiente e suficiente, a barreira placentaria para inativar os processos
desencadeados pela ciclofosfamida nos embrides.

Assim, os presentes relatos indicam que a P-glucana possui baixo potencial na
prevencao da teratogénese. No entanto, esta parece ser uma efetiva molécula na protecdo de

danos ao material genético. O fato da administracdo desta molécula ndo estar relacionada ao
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aparecimento de efeitos adversos e sim a reducao basal da freqiiéncia de microntcleos a
coloca como um fator na prevengao de carcinogénese, assim como a se tornar um adjuvante
nos tratamentos quimioterdpicos, visto que a terapia nutricional com antioxidantes
concomitante a administracdo de drogas antineopldsicas apresenta varios beneficios ao
tratamento de pacientes oncoldgicos, resultando em menores efeitos colaterais e permitindo

que a continuidade do tratamento empregado nao seja prejudicada.

Conclusoes:

A aplicagdo de Beta glucana de Saccharomyces cerevisiae:

Nao apresenta potencial genotoxico in vitro;

Nao apresenta potencial mutagénico in vitro e in vivo;

Quimiopreventivo (agentes de agdo direta e indireta);

Mecanismo de agdo: desmutagénese e bioantimutagénese;

Independedentemente da origem possui 0 mesmo potencial quimiopreventivo e mecanismo de
acao;

Mecanismo de agdo e eficiéncia de quimioprevencao sofre influéncia de sistemas
metabolizadores;

Células deficientes em reparo auxiliam na confirmag¢do da capacidade de ag¢do por
bioantimutagénese;

Melhora a viabilidade celular (previne efeitos apoptoticos);

Nao interfere na performance reprodutiva normal de fémeas e no desenvolvimento de suas
proles;

Apresenta boa capacidade antimutagénica em fémeas prenhes e ndo prenhes;

Nao previne de forma eficiente teratogénese mediada pela exposi¢dao aguda por
ciclofosfamida;

Eficiente em aumentar a viabilidade fetal;

Reducao das taxas de perdas pos-implantagdo e reabsorcao;

Causa melhora no desenvolvimento reprodutivo de fémeas tratadas com ciclofosfamida.
Comprovacao da eficiéncia em prevenir danos genéticos em humanos;

Melhora da qualidade de vida de pessoas que possuem cancer ou que estdo em quimioterapia;
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