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CARREIRA, Clisia Mara. Efeitos da B-glucana sobre atividade antitumoral in vitro e
sobre o estado nutricional, parametros laboratoriais e indicadores de estresse oxidativo
em mulheres com ciancer de mama. 2012. 128f. Tese (Doutorado em Patologia
Experimental) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

RESUMO

B-glucana (BG) sao polissacarideos constituintes estruturais da parede celular de leveduras,
fungos e alguns cereais, que se diferenciam pelo tipo de ligagdo presente entre as unidades de
glicose. A B-glucana ¢ considerada um modificador da resposta bioldgica em razao de suas
propriedades imunomoduladora, anticarcinogénica e antimutagénica capaz de prevenir danos
ao DNA. Outros estudos mostram os efeitos benéficos da BG na hipercolesterolemia,
hiperglicemia e na hipertensdo arterial, ressaltando que ndo houve efeitos adversos relatados
apos o consumo de uma dieta rica em BG. No entanto o papel das B-glucanas no cancer de
mama ainda ndo é bem compreendido. Nesse sentido o objetivo da pesquisa foi avaliar os
efeitos da PG sobre a expressdo dos genes CCNA1, CASP9 e SODI em células MCF-7, por
meio do ensaio da RT-PCR em tempo real e também investigar os efeitos da suplementacao
da BG de Saccharomyces cerevisiae sobre o perfil nutricional e dietético, parametros
hematologicos, bioquimicos e os indicadores de estresse oxidativo em mulheres com cancer
de mama em tratamento quimioterdpico. A PG utilizada na pesquisa ndo apresentou
citotoxicidade. Para os testes in vitro foram utilizadas as concentragdes de 50pug/mL de BG e
0,1pg/mL para doxorrubicina (DOX). Os resultados demonstraram que células MCF-7
expostas a BG extraida de S.cerevisae aumentou a expressao do gene CASP9, induzindo
apoptose ¢ a exposi¢cdo simultanea destas células a G e a DOX aumentou a expressdao de
ciclina Al e de SOD1, indicando que essa associacdo pode ser responsavel pelo aumento das
defesas intracelulares antioxidantes e assim contribuir com a inibi¢do da proliferacdo das
células MCF-7 bem como contribuir para o reparo na lesio do DNA provocado pelo
quimioterapico. Para a investigacdo do efeito da PG sobre os pardmetros nutricionais,
laboratoriais e sobre o estresse oxidativo, foram acompanhadas 52 pacientes com cancer de
mama, antes € apds a suplementa¢do de um grama de BG ou gelatina, durante 84 dias de
tratamento antineopldsico. A média de idade foi de 52,04 + 8,97 anos, a maioria ndo ingeriam
alcool, ndo eram tabagistas e ndo praticavam atividade fisica regular. A avaliacdo nutricional
realizada identificou prevaléncia de sobrepeso e obesidade, com risco elevado de
complicagdes metabdlicas e doenca cardiovascular, entretanto nao houve diferenca
significante antes e apoOs a suplementagdo e entre os grupos. Houve aumento significante nos
niveis hematoldgicos apods a suplementagdo com BG: hemoglobina (p=0,031), hematdcerito
(p=0,021), basoéfilos (p<0,001) e eosinodfilos (p=0,005) e redugdo significativa nos niveis
plasmaticos de LDL - colesterol (p=0,021) e dos triacilglicerdis (p=0,005), entretanto, no
grupo controle (gelatina) houve reducdo significativa nos niveis de hemoglobina (p=0,013),
leucocitos (p=0,001), linfocitos (p<0,001) e eosinodfilos (p=0,046). A analise dos marcadores
de estresse oxidativo indicou reducdo significante nas concentragdes plasmaticas de NO
(p<0,001) apos a suplementagdo com BG. Em relagdo ao consumo alimentar, observou-se
reducgdo significativa na ingestdo de gordura saturada e um aumento significativo na ingestao
de gordura monoinsaturada, nos dois grupos. Os demais nutrientes avaliados ndo tiveram
alteragdes com nivel de significancia estatistica. Entretanto na avaliacdo da prevaléncia de
inadequacdo do consumo de vitaminas e minerais, chama aten¢do o fato de que todas as
vitaminas antioxidantes e o calcio apresentaram alta prevaléncia de inadequagdo. Foi possivel
observar que a ingestdo alimentar das pacientes ndo estava de acordo com as recomendagdes



dietéticas internacionais para a maioria dos nutrientes, indicando alta prevaléncia de
inadequacgdes, ¢ a suplementagdo com [-glucana ndo alterou o estado nutricional das
pacientes, mas melhorou significativamente os niveis hematologicos, reduziu LDL-col,
triacilglicerdis e concentragdes plasmaticas de NO. Diante do exposto, sugere-se que a [3-
glucana de Saccharomyces cerevisiae possa ser um importante nutriente adjuvante para
pacientes com cancer em terapia antineoplédsica e também se faz necessario maior aten¢do ao
estado de saude e a ingestao alimentar desta populagao.

Palavras-chave: -glucana. Cancer de mama. Perfil nutricional. Ingestdo dietética. Estresse
oxidativo.



CARREIRA, Clisia Mara. Effects of B-glucan on antitumor activity in vitro and on
nutritional status, laboratory parameters and indicators of oxidative stress in women
with breast cancer. 2012. 128p. Tese (Doutorado em Patologia Experimental) - Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

ABSTRACT

B-glucan (BG) are structural polysaccharides of the cell wall of yeast, fungi and some grains,
which differ by this type of connection between the glucose units. The B-glucan is considered
a biological response modifier because of its biological response modifier because of its
immunomodulatory, anticarcinogenic and antimutagenic properties, able to prevent DNA
damage. Other studies have shown the beneficial effects of PG in hypercholesterolemia,
hyperglycemia and hypertension, emphasizing that no adverse effects reported after
consumption of a diet rich in BG. However the role of B-glucans in breast cancer is not well
understood. So, the porpouse or this study was to evaluate the effects of fG on the expression
of genes CCNA1, CASP9 and SODI in MCF-7 cells by means of RT-PCR assay in real time
and also to investigate the effect of supplementation of Saccharomyces PG cerevisiae on the
dietary and nutritional status, hematological, and biochemical indicators of oxidative stress in
women with breast cancer undergoing chemotherapy. The BG used in the study did not show
cytotoxicity. In this in vitro tests were used the concentration of 50pug/mL of BG and 0.1
pg/mL to doxorubicin (DOX). Results demonstrated that the MCF-7 cells exposed to PG
extracted from S.cerevisae increased gene expression CASP9, inducing apoptosis, but was not
able to stop cell cycle. The simultaneous exposure of these cells the G and DOX increased
the expression of cyclin Al and SOD1, indicating that this association may be responsible for
the increase of the intracellular antioxidant defenses and thus contribute to the inhibition of
proliferation of MCF-7 cells and contribute to repair the DNA damage caused by
chemotherapy. To investigate the effect of BG on nutritional, laboratory and on oxidative
stress, were followed 52 patients with breast cancer before and after supplementation of one
gram of B-glucan or gelatin during 84 days of antineoplastic treatment. The mean age was
52.04 + 8.97 years old, the majority did not ingestion of alcohol, were not smokers and did
not make exercise regularly. The nutritional assessment carried out identified the prevalence
of overweight and obesity with increased risk of metabolic complications and cardiovascular
disease, however no significant difference was found before and after supplementation and
between groups. A significant increase in blood levels after supplementation with BG:
hemoglobin (p=0.031), hematocrit (p = 0.021), basophils (p<0.001) and eosinophils (p=
0.005) and significant reduction in plasma levels of LDL - cholesterol (p=0.021) and
triglycerides (p=0.005), however, in the control group (gelatin), significant decreases in
hemoglobin (p=0.013), leukocytes (p=0.001), lymphocytes (p<0.001) and eosinophils (p=
0.046). The analysis of oxidative stress markers showed a significant reduction in plasma
concentrations of NO (p<0.001) after supplementation with B-glucan. In relation to food
intake, we observed a significant reduction in saturated fat intake and a significant increase in
monounsaturated fat intake in both groups. The other nutrients did not change with the level
of statistical significance. However in assessing the prevalence of inadequate intake of
vitamins and minerals, it is noteworthy that all the antioxidant vitamins and calcium showed a
high prevalence of inadequacy. It was observed that food intake of patients was not in
accordance with international dietary recommendations for most nutrients, indicating a high
prevalence of inadequacies, and supplementation with B-glucan did not alter the nutritional
status of patients, but significantly improved blood levels reduced LDL-chol, triglycerides



and plasma concentrations of NO. Therefore, it is suggested that the B-glucan of
Saccharomyces cerevisiae may be an important nutrient adjunct for patients with cancer and
cancer therapy is also needed greater attention to health status and food intake in this
population.

Keywords: B-glucans. Breast cancer. Expression genica. Oxidative stress. Nutritional profile.
Dietary intake.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), cancer ¢ o nome dado a
um conjunto de mais de cem doengas que t€ém em comum o crescimento desordenado de
células, que invadem tecidos e 6rgdos. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser
muito agressivas e incontrolaveis, determinando a forma¢ao de tumores malignos, os quais
podem espalhar-se para outras regides do corpo. Porém a defini¢do bioquimica para esta
doenca ¢ uma perda do controle dos mecanismos de proliferacdo, diferenciacdo e morte
celular (BRASIL, 2005; BRASIL, 2007).

O cancer de mama emerge como um problema de saude publica cada vez
mais preocupante em todo o mundo, devido ao crescente aumento nas taxas de incidéncia e de
mortalidade associadas a esta desordem. O cancer de mama ¢ o segundo tipo de cancer mais
frequente e o mais comum entre as mulheres. A cada ano 22% dos casos novos de cancer em
mulheres sdo de mama, no Brasil a estimativa de novos casos em 2010 foi de 49.240, sendo a
maior causa de obitos por cancer na populagdo feminina e na regido sul do pais aparece em
primeiro lugar entre as mulheres. De acordo com dados da Organizagdao Mundial da Saude
(OMS), estima-se que ocorram, por ano, mais de 1.050.000 casos novos de cancer de mama
em todo o mundo (BRASIL, 2011).

Diversos estudos tém procurado esclarecer e identificar as causas e o0s
possiveis fatores de risco relacionados ao cancer de mama. Alguns desses determinantes estao
bem definidos em sua relacdo causal com a doenga e outros ainda estdo em fase de
investigagdo. Dentre os principais fatores que predispdem ao cincer de mama, destacam-se
sexo feminino, pois pessoas do sexo masculino também podem ser acometidas, idade
avangada, heranca genética, histéria prévia de doenca nas mamas, menarca precoce,
menopausa tardia, nuliparidade, primeira gestacdo a termo ap6s os 30 anos de idade,
exposi¢do a hormodnios sexuais femininos, hiperplasia, portadores de alteragdo no gene
BCRA. Além destes, fatores ambientais tais como tabagismo, ingestao dietética, sedentarismo
e excesso de peso corporeo também tém sido investigados como fatores promotores de cancer
de mama (MEISTER; MORGAN, 2000; PINHO; BRASIL, 2007, COUTINHO, 2007;
BRASIL, 2011).

Atualmente, evidéncias cientificas apontam que a composi¢do corporea e

alguns componentes da dieta podem estar relacionados com aumento no risco de
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desenvolvimento (DONALDSON, 2004; KEY et al., 2004; PINHO; COUTINHO, 2007) e
progressao do cancer de mama, principalmente por induzirem a geragcdo de espécies reativas
de oxigénio no organismo, aumentando, assim, o risco da doenca. Por outro lado, a relacdao
entre cancer e componentes alimentares que possam desempenhar papel protetor em relagao
as neoplasias também tem sido alvo de pesquisas nas ultimas décadas (DONALDSON, 2004;
KEY et al., 2004; GONZALEZ, 2006).

A estreita relagdo entre dieta e cancer tem sido demonstrada em diferentes
estudos. Componentes dietéticos influenciam eventos genéticos e epigenéticos, modificando o
risco de desenvolvimento do cancer e o comportamento tumoral (MILNER, 2006). Nos
ultimos anos tém sido testados compostos isolados presentes em alimentos de origem vegetal
como possiveis agentes anticarcinogénicos, uma vez que investigacdes epidemioldgicas
(populacionais) e experimentais (in vivo € in vitro) t€ém demonstrado que uma alimentagao
rica em dacido ascorbico, vitamina E, fitoestrogenos da soja, carotenoides, selénio, zinco,
licopeno, flavonoides, e B-glucanas, podem diminuir o risco de diversos tipos de cancer
(FLAGG; COATES; GREENBERG, 1995; ZHANG et al., 1999; SCHRAUZER et al., 2000;
FERRARI; TORRES, 2002; ROCK; DEMARK-WAHNEFRIED, 2002, MANNION et al.,
2011).

Recentes pesquisas tém sugerido que produtos naturais da dieta que
apresentam atividades antioxidantes podem contribuir para inibi¢do da proliferacao celular e
inducdo de diferenciagdo celular, interferir nas vias de transducdo de sinal e conferir prote¢ao
contra o processo cancerigeno que pode ser uma eficiente via de prevencao do cancer. Essa
abordagem ¢ conhecida como quimioprevencao (KASSIE et al., 2002; MANTOVANI et al.,
2008).

O conceito de quimioprevencdo, pelo qual compostos naturais ou sintéticos
podem prevenir retardar ou reverter o desenvolvimento de cancer, tem grande relevancia
clinica. E estimada pela Sociedade Americana de Cancer que um ter¢o de todos os tipos de
cancer pode ser prevenido simplesmente pela modificacdo da dieta, manutencdo de peso
corporal e atividade fisica regular (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2009).

Rock e Demark-Wahnefried (2002), em uma revisdo de evidéncias
relacionando nutricao e sobrevida apos diagnostico de cancer de mama, enfatizam os efeitos
benéficos dos nutrientes quimioprotetores presentes na dieta, por meio das atividades
antioxidantes, sobre os hormonios gonadais, na diminuicao do risco de progressdo deste tipo
de cancer. Estudo realizado por Demir e colaboradores (2007) na Turquia, utilizando -

glucana de S. cerevisiae, administrada oralmente, durante 14 dias, para 23 mulheres com
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cancer de mama em estagio avancado, constatou efeito positivo na ativagao de monocitos no
sangue periférico, bem como estimulo da proliferacao destes, melhorando a resposta imune,
sem provocar quaisquer efeitos colaterais.

Weitberg (2008) estudou 20 pacientes com diferentes neoplasias avancadas
submetidos a quimioterapia, utilizando uma prepragdo contendo [(1,3)/(1,6) D-glucana,
administrada oralmente, duas vezes por dia. Os pacientes foram monitorados quanto a
tolerabilidade e os efeitos adversos a cada duas semanas e hemograma uma vez por més
durante 6 meses. Foi constatado que a -glucana foi bem tolerada pelos pacientes que ainda
relataram sensacdo de bem estar. Em relagdo ao hemograma observou-se melhora
significativa da hematopoiese. Este efeito positivo deve ser mais bem estudado porque, se
confirmado, a [P-glucana poderia se tornar um importante adjuvante no tratamento de
pacientes submetidos a quimioterapia, limitando as citopenias comumente observadas com
essas terapias.

No entanto, as [-glucanas de diferentes origens apresentam acoes
diferenciadas, por exemplo, a B-glucana de cereais (aveia) ¢ usada principalmente em
pesquisas relacionadas as doencas cardiacas, sindrome metabdlica e diabetes. Por outro lado,
a P-glucana de leveduras ¢ mais utilizada para melhorar o sistema imunoldgico e assim
reduzir o risco de cancer e evitar infecgdes, além de potencializar a acao da quimioterapia ou
radioterapia, sem agravar os efeitos colaterais e assim contribuir positivamentre para o
aumento da sobrevida e da qualidade de vida dos pacientes com cancer (FENG et al., 2003;

KIM et al., 2006; Maki et al., 2006).

1.2 CARACTERIZACAO DAS ATIVIDADES DA B-GLUCANA

As B-glucanas sdo polissacarideos constituintes estruturais da parede celular
de leveduras, fungos e alguns cereais, que se diferenciam pelo tipo de ligacdo entre as
unidades de glicose da cadeia principal e pelas ramificagdes que se conectam a essa cadeia.
Dentre os polissacarideos encontrados na parede celular fungica, as glucanas sdo os homo
polissacarideos mais comuns. A maioria ¢ linear, com diferentes disposi¢des de suas ligagoes
glicosidicas, pertencentes a série alfa (a) ou beta (B). As [-glucanas sdo a forma
predominante, podendo estar livres ou associadas as proteinas, lipideos e outros
polissacarideos. A conformacdo destas moléculas pode variar desde simples até tripla hélice,

que ¢ a forma mais comum, onde trés cadeias de polimeros sao agregadas por ligacdes de
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hidrogénio nos oxigénios do C-2 (SANDULA; MACHOVA; HRIBALOVA, 1995;
WILLIAMS, 1997).

A B-glucana da parede celular de Saccharomyces cerevisiae (levedura) ¢
constituida por um esqueleto central linear de moléculas de D-glicose ligadas na posi¢ao -
(1—-3) contendo cadeias laterais de glicose (ligacdo B-1—6) de tamanhos variados que
ocorrem em diferentes intervalos ao longo do esqueleto central (Figura 1). A localizagdo deste
polissacarideo se faz na camada intermediaria da parede celular das leveduras, adjacente a
membrana plasmatica, e sua fun¢do ¢ manter a rigidez e a forma da célula (SANDULA;
MACHOVA; HRIBALOVA, 1995).

Duas fragdes de P(1-3) glucana sdo encontradas na parede celular de
Saccharomyces cerevisiae, sendo uma soluvel e outra insolivel. A por¢do insoltivel contém
de 3 a 6% de ramificacdes unidas em B(1-6) e representa o maior componente da parede. A
por¢do soluvel, que representa de 15 a 20% tem estrutura semelhante a insoluvel, porém com
maior numero de ramificacdes P(1-6) (MANNERS et al., 1973; SHAHINIAN; BUSSEY,
2000).
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Figura 1 - Estrutura da B-glucana
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Nota: A subunidade basica da B-glucana fangica é a B-D-glicose ligadas uma a outra por uma cadeia glicosidica B(1—3),
com ramificagdes B(1—6).
Fonte: CHAN; CHAN; SZE, 2009.

A extracdo de B-glucana para a utilizagdo terapéutica ¢ geralmente feita a
partir da levedura Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) € do fungo Lentinula edodes ¢ os
produtos tém sido comercializados como Betafectin® e Lentinan® respectivamente
(CISNEROS et al., 1996; ZIMMERMAN et al., 1998; MASIHI, 2000). Alguns tipos de -
glucanas ja estdo licenciados para o uso terapéutico no Japdo e foram utilizadas como
adjuvantes na terapia antitumoral (KANENO et al., 1989).

Estudos clinicos e epidemiolédgicos realizados na ultima década, sugerem
que as B-glucanas atuem principalmente nos efeitos hipolipemiantes, redug¢do da glicemia,

reducdo de peso, modulador imunologico, e efeitos anticarcinogénico, conferindo a esse
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composto também uma importante acdo protetora contra o risco de doengas cronicas nao
transmissiveis (KERCKHOFFS; HORNSTRA; MENSINK, 2003; ZEKOVIC et al., 2005;
SULLIVAN; SMITH; ROWAN, 2006;).

1.2.1 Propriedades Biologicas

A atividade biolégica da B-glucana vem sendo estudada com atencdo nos
ultimos anos especialmente pela habilidade em ativar mecanismos de defesa exercendo
protecao contra infecgdes. Além disso, outros efeitos ja foram comprovados: antitumorais,
antiinflamatério, antimutagénico, hipocolesterolémico e hipoglicémico (Tabela 1) (LIN et al.,
2004; BEHALL et al., 2006; KIM et al., 2006; QUEENAN et al., 2007, MAGNANI;
CASTRO-GOMEZ, 2008; HYUNSOOK et al., 2009).

Tabela 1 - Estrutura, origem e atividade bioldgica da B-glucana

Structure Source Effects

B(l—=3)(1—6) Saccharomyces cerevisae Antiparasitic
Antibacterial
Antiviral
Antifungal
Antimutagenic/antigenotoxic
Antitumoral
Hematopoietic stimulator
Mitogenic

Candida albicans Imunostimulating activity
Poria cocus Antitumoral
Agaricus blazei Cytokine induction

Antimutagenic/antigenotoxic
Inhibition of CYP450 isoenzymes

Antitumor
Lentinus edodes Inhibition of CYP450 isoenzymes
Antitumor
Schizophyllum commune Antitumor
Coriolus versicolor Antitumor
B(l—=3(1—4) Oat Antimicrobial
Antiparasitic

Hypocholesterolemic
Anti-thrombotic
Barley Antimutagenic

Fonte: Adaptado de Mantovani et al. (2008)

Entre os diferentes tipos de B-glucanas, o polissacarideo derivado da parede

celular de leveduras (Saccharomyces cerevisiae), ¢ a classe mais estudada e com maior efeito

biologico (VETVICKA, 2001).
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A B-glucana ¢ designada como um modificador da resposta biologica, pois,
ao ser reconhecido pelo organismo desencadeia uma série de eventos na resposta imune inata
e adaptativa (AKRAMIENE, 2007). Agem por meio da estimulagdo do sistema imune do
hospedeiro exercendo um efeito benéfico sobre uma variedade de infec¢cdes de origem
bacteriana (TZIANABOS; CISNEROS, 1996), viral (REYNOLDS et al., 1980), fingica
(MEIRA et al., 1996) e parasitaria (HOLBROOK et al., 1981). Este composto também esta
descrito como modulador, tanto da imunidade humoral quanto da celular (FALCH et al.,
2000; TAKAHASHI et al., 2001; KUBALA et al., 2003); sua eficiéncia estd comprovada em
infecgdes, tumores ¢ como estimulador da hematopoiese (HOFER; POSPISIL, 1997;
KOGAN et al., 2002; WEITBERG, 2008).

Alguns pesquisadores a consideram uma candidata promissora como agente
imunoestimulatoério para pacientes imunocomprometidos ou infectados com bactérias
multidroga-resistentes (KULICKE; LETTAU; THIELKING, 1997), pois existem relatos a
respeito da ativagdo de macrofagos (TSIAPALI et al., 2001), neutréfilos (RANKIN et al.,
1990) e células Natural Killer (DI RENZO et al., 1991). Kim e Yun (2006) descrevem que a
B-glucana obtida da parede celular de leveduras parece ser mais efetiva do que aquelas obtidas
de outras fontes.

E importante destacar que as p-glucanas no sio degradadas pelas enzimas
humanas, o que lhes confere propriedades de fibras alimentares. O maior interesse nestas
fibras ¢ devido ao seu efeito protetor hipocolesterolémico, hipoglicémico, e redutor do risco
de doengas cronicas (KIM et al., 2005; QUEENAN et al., 2007; HYUNSOOK et al., 2009;).
Ensaio clinico randomizado duplo cego, realizado com 97 pacientes hipertensos verificou a
influéncia positiva do consumo de 7,5 gramas de B-glucana de aveia sobre os niveis de
insulina pds-prandial e a redugdo significativa da pressdo arterial nos individuos obesos
(MAKI et al., 2006).

A administragdo oral pode apresentar vantagens, embora o alto peso
molecular e a estrutura complexa da B-glucana possam interferir na absor¢cdo pelo trato
gastrointestinal. De acordo com Tsukada et al. (2003), a administragdo oral de B-glucana
extraida de S. cerevisiae realga as fungdes dos linfocitos intra-epiteliais do intestino e,
portanto, pode ser absorvida pelo mesmo.

No estudo de Queenan et al (2007), conduzido com 75 homens e mulheres
hipercolesterolémicos, foram suplementados com 6 gramas/dia de aveia ou 6 gramas/dia de

dextrose (controle). Os individuos foram avaliados e acompanhados durante 6 semanas e os
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resultados mostraram que o grupo que recebeu aveia (fonte de B-glucana) reduziu

significativamente o colesterol total e o LDL colesterol.

1.2.2 Atividades Anticlastogénica, Antigenotoxica e Antimutagénica

Além das propriedades anteriormente descritas, as B-glucanas também
despertam o interesse de pesquisadores na area de genética, especialmente na subarea de
mutagénese. Atualmente a pesquisa por substancias naturais que possam reduzir a frequéncia
de alteragdes no DNA (4cido dexorribonucleico) tem se mostrado promissora e com
importantes implicacdes na pratica terapéutica devido a possibilidade da redugdo da taxa de
mutagdes e consequente redugdo na incidéncia de cancer.

Segundo Griiter et al. (1990) e Waters et al. (1989), qualquer substancia
capaz de reduzir a frequencia de mutagdes espontaneas ou induzidas, independentemente do
mecanismo de acdo, ¢ considerada antimutagénica. Posteriormente, as mesmas podem ser
classificadas como bio-antimutagénicas ou desmutagénicas.

Substancias com acao antimutagénicas atuam como moduladoras do reparo
e replicacdo do DNA. Agem aumentando a fidelidade na replicagdo, estimulando o reparo
livre de erro ou ainda inibindo os sistemas de reparo sujeitos o erro (HARTMAN;
SHANKEL, 1990; DE FLORA, 1998; SIMIC et al., 1998).

As substancias desmutagénicas, por sua vez, sdo capazes de inativar um
agente mutagénico, pela atuacdo do composto diretamente no agente mutagénico, ou em seus
precursores, inativando-os por a¢do quimica ou enzimatica (HARTMAN; SHANKEL, 1990;
FERGUSON, 1994; DE FLORA, 1998).

Alguns estudos realizados com B-glucana, tanto in vivo quanto in vitro
demonstraram sua eficacia significativa na prevengao de efeitos mutagénicos causados por
agentes tais como o perdxido de hidrogénio (SLAMENOVA et al., 2003), doxorrubicina (LIN
et al., 2004) e ciclofosfamida (CHORVATOVICOVA et al., 1996; CHORVATOVICOVA et
al., 1998; TOHAMY et al., 2003).

Os efeitos antigenotoxicos da B-glucana também foram demonstrados por
Tohamy e colaboradores (2003) em camundongos que receberam ciclofosfamida,
doxorrubicina e cisplatina. Estes pesquisadores relataram que camundongos que receberam
2,5 mg/kg peso corpdreo de ciclofosfamida, 12,0 mg/kg peso corporeo de doxorrubicina e 5,0

mg/kg peso corpoéreo de cisplatina (i.p.) quando comparados aqueles que foram pré-tratados
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com 100 mg/kg peso corporeo de B-glucana (i.p.) apresentaram uma redugdo de 41,1, 26,9 e
57,7% de aberragdes cromossomicas em medula ossea e 44,4, 55,0 ¢ 57,1% em
espermatogonias, respectivamente. Estes autores sugerem que o efeito protetor da -glucana
deve ser atribuido a sua capacidade de capturar os radicais livres produzidos quando da
biotransformagdo 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 mitotica das células da medula 6ssea, uma vez que esta funcao
havia sido suprimida pelas drogas.

Oliveira e colaboradores (2007) verificaram a atividade antimutagénica do
polissacarideo B-glucana, extraida da cevada, sugerindo um mecanismo de acdo tanto por
desmutagénese quanto por bioantimutagénese. Esta determinacdo do mecanismo de acdo
poderd gerar modificagdes em condutas terapéuticas frente a tratamentos quimioterapicos, ja
que em um futuro proximo a B-glucana poderd se tornar um adjuvante importante na
quimioterapia por ser capaz de diminuir os efeitos adversos da mesma, como ¢ o caso dos

efeitos clastogénicos.

1.2.3 Atividade Anticarcinogénica

Os anticarcinogénicos sdo substancias capazes de impedir, retardar ou
reduzir o surgimento ou desenvolvimento de tumores e podem ser classificados em
substancias que inibem: (I) a formagao de agentes mutagénicos e/ou carcinogénicos a partir de
precursores; (II) a chegada do carcindgeno as células especificas, também denominadas
agentes de bloqueio; (II1) a expressao de caracteristicas malignas, sendo também chamados de
agentes supressores (KURODA; HARA, 1999). Neste aspecto, a introducdo de substancias
naturais com a¢do biomoduladoras combinadas com quimioterdpicos contribuiu
significativamente para a terapia antineopldsica. Dentre os compostos conhecidos como
imunomoduladores, as -glucanas extraidas da parede celular de fungos e de leveduras vem
sendo utilizadas por sua atividade antitumoral (HONG et al., 2003; MIADOKOVA et al.,
2005; GOKSEL et al., 2006).

O principal grupo de agentes inibidores da carcinogénese ¢ representado por
antioxidantes e bloqueadores de radicais livres. Além destes ha os indutores da morte celular,
inibidores das enzimas do citocromo P450, inibidores enzimaticos, outros inibidores da
angiogénese, antagonistas de fatores de crescimento, hormdnios e agentes reparadores de

lesdes do DNA (KAISER; KERNODLE, 1998; FERRARI; TORRES, 2002).
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Ferrari e Torres (2002) descreveram vdarias substancias com agdo
anticarcinogénica. O acido folico, presente principalmente no espinafre, brocolis e alface, esta
descrito como capaz de auxiliar no reparo de lesdes do DNA. As catequinas, encontradas no
cha verde e preto, promovem inibi¢do do citocromo P450 e da cicloxigenase, e ainda promove
a inibi¢do de angiogénese e induzem apoptose de células tumorais, em especial as prostaticas.
A vitamina D que induz apoptose e diferenciagcdo celular estd presente em 6leos e gorduras
vegetais. No entanto, esta atividade esta intimamente relacionada a exposi¢dao ao sol. O
selénio e a vitamina E apresentam propriedades semelhantes e sdo capazes de promover
imunoestimulagdo e diminui¢do das espécies de oxigé€nio reativas. A vitamina E esta presente
em o6leos e gorduras, ja o selénio em vegetais verdes cultivados em solos ricos neste elemento.
Os retindides promovem inibi¢do da enzima tumoral ornitina-descarboxilase (ODC), do fator
de crescimento insulina simile (IGF-I) e da angiogénese, além de ativar apoptose pela inducao
das caspases e inibicdo da telomerase, e indugdo de diferenciagdo do fator de crescimento
transformante-f (TGF-p).

Os estudos iniciais sobre o potencial uso da B-glucana contra o cancer foram
realizados na década de 70. Em 1979, Di Luzio et al. demonstraram que a preparagdo de -
glucana de S. cerevisiae reduziram significativamente o crescimento de carcinomas mamarios
e melanomas B16. No mesmo estudo foi constatado aumento da sobrevida de camundongos
com implante tumoral subcutdneo. Demir et al. (2007) realizaram estudo na Turquia, onde a
B-glucana de S. cerevisiae foi administrada oralmente, durante 14 dias, para 23 mulheres com
cancer de mama em estagio avangado. Foi constatada ativacdo de mondcitos no sangue
periférico, bem como estimulo da proliferacao destes. Os exames clinicos nao evidenciaram
quaisquer efeitos colaterais decorrentes do uso via oral da B-glucana.

Oliveira et al. (2007) comprovaram o efeito da B-glucana de S. cerevisiae
contra lesdes no DNA, induzidas pelo metilmetano sulfonado, em células ovarianas de
hamsters chineses. A B-glucana foi testada com pré, simultdneo e pds-tratamento ao agente
mutagénico. Os efeitos quimiopreventivos da [B-glucana foram observados em todas as
situacdes de tratamento, com indices de reducdo de danos ao DNA variando de 35 a 57,3%.

Inumeras pesquisas realizadas, principalmente no Japao, comprovaram que
a B-glucana de levedura realga os efeitos do tratamento quimioterapico e melhora a qualidade
da sobrevida com pacientes de cancer tratados com radiagao (KIM et al., 2006a; KIM et al.,
2006b). Dessa forma ja existem no pais, algumas B-glucanas licenciadas para uso terapéutico

como adjuvantes na terapia antitumoral.
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Recentemente, Ishii et al., (2011) trataram camundongos machos expostos a
1,2-dimethylhydrazine (DMH) com Agaricus Blazei in natura (suplementado na ragdo), rica
fonte de B-glucana. Os referidos pesquisadores utilizaram os protocolos de tratamento pré e
pos-tratamento o que podem caracterizar a ag¢do bioantimutagenica e o protocolo de
tratamento  simultineo que indica atividade tanto por desmutagénese como
por bioantimutagénese, além do protocolo de tratamento continuo que necessariamente
somaria as duas atividades. Os resultados do grupo de pré-tratamento mostraram redugao de
dano de 54,6%, no grupo de pré-tratamento e tratamento continuo a redugdo foi de 50,45% na
incidéncia de danos pré-neoplésicos, demonstrando que a B-glucana de cogumelo age de
forma quimiopreventiva.

Yamamoto et al. (2009) também relataram que B-glucanas de fungos sdo
capazes de induzir a supressdo da angiogénese e a metastase quando administradas oralmente
em modelos animais.

O wuso diario de compostos antimutagénicos € anticarcinogénicos,
futuramente, serd o procedimento mais efetivo para prevenir o cancer e as doengas genéticas
humanas. Segundo Gomes et al. (1996) e Surh et al. (1996), o uso didrio de produtos
antimutagénicos ou anticancerigenos dd-se o nome de quimioprevencgdo. Para conseguir a
quimioprevencao faz-se necessario o uso de agentes quimiopreventivos, os quais devem
apresentar as seguintes caracteristicas: pouco ou nenhum efeito colateral, alta eficécia,
possibilitar a administragdo por via oral, ter um mecanismo de agdo conhecido e ser de
preferéncia de baixo custo (FERGUSON, 1994). Entretanto Chan, Chan e Sze (2009)
relataram que as B-glucanas de diferentes tamanhos e padroes de ramificacdao, podem ter agao
imune variavel e resultar em inimeros efeitos clinicos.

Dessa forma, Xiao, Trincado e Murtaugh (2004) questionam se a agdo das
B-glucanas sobre a atividade antitumoral se da pela ativacdo ou aumento da resposta imune do
hospedeiro, por meio da ativagao de leucocitos e producao de citocinas inflamatoria, ou possa
ser uma combinacdo de todos estes fatores. Para entender melhor esse grau de variagdo, e
definir os mecanismos de acdo antitumorigénicos das [B-glucanas, mais pesquisas sao

necessarias.

1.2.4 Atividade Imunomoduladora

Nos ultimos anos, inimeras pesquisas tém sido realizadas visando a

otimizac¢do do processo de obtenc¢do da B-glucana a partir da parede celular de S. cerevisiae.
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Além disso, ha um crescente interesse na identificagdo das caracteristicas estruturais e
biologicas da B-glucana e seus derivados, na expectativa de viabilizar seu uso, aproveitando
seu potencial imunoestimulante.

A B-glucana ¢ designada como um modificador da resposta bioldgica, pois,
ao ser reconhecido pelo organismo possui a capacidade de desencadear uma série de eventos
na resposta imune (CHAN et al, 2008; CHAN; CHAN; SZE, 2009). As respostas a -glucana
em vertebrados tém inicio com o reconhecimento por receptores presentes na superficie
celular (BROWN; GORDON, 2001; BROW et al., 2002). A modulagdo da B-glucana inclui a
ativacao de monocitos, macrofagos, células dendriticas, células natural killer e neutréfilos
(BROWN; GORDON, 2001; XIAO; TRINCADO; MURTAGH, 2004; MOON et al., 2005;
CHAN et al., 2008; CHAN; CHAN; SZE, 2009) e estimulo da hematopoiese (HOFER;
POSPISIL, 1997; WEITBERG, 2008). As fun¢des imunomoduladoras induzida por -
glucanas envolvem tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa. Além de aumentar a
fagocitose e desencadear a liberagdo de citocinas, como fator de necrose tumoral (TNF)-a e
varios tipos de interleucinas.

Conforme Tokunaka et al. (2002), o reconhecimento da B-glucana pelos
receptores pode ser influenciado pelo peso molecular, tipo de ligagdes glicosidicas, residuos
presentes, solubilidade em 4gua, conformagdo espacial e grau de polimerizacao da B-glucana.
Também a conformacao do polimero em solugao foi sugerida por Chorvatovicova, Machova e
Sandula (1996) como um importante fator para a ligacdo aos receptores de uma dada
atividade biolégica.

Os macrofagos e células dendriticas possuem receptores de superficie
celular tipico chamado de receptor padrao de reconhecimento (PRRs) que detectam moléculas
inatas nao reconhecidas, incluindo organismos patogénicos associados a padroes moleculares
(PAMPs) (BROWN; GORDON, 2005). As B-glucanas podem agir como PAMPs e sdo
reconhecidas por PRRs, uma vez que essas moéleculas ndo podem penetrar diretamente a
membrana celular, devido ao seu grande peso molecular (CHEN; SEVIOUR, 2007). Os
PRRs principais para B-glucanas podem ser dectin-1 e o receptor Toll-like (TLR). Apds a
ligagdo com a molécula de B-glucana, dectin-1 e TLR pode induzir uma cascata de

sinalizanyo e ativar cuulas do sistema imunologico BROWN; GORDON, 2005. (Figura 2).
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Figura 2 - Ativacdo imune induzida pela B-glucana
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Legenda: A resposta a f-glucana tem inicio com o reconhecimento por receptores presentes na superficie celular
ativando mondcitos, macrofagos, células dendriticas, células natural killer e neutrofilos.
Fonte: Chan, Chan ¢ Sze (2009).

Em 2002, estudo conduzido por Brown et al definiu a contribui¢do de varios
receptores ao reconhecimento de PB-glucanas. Os autores usaram zymosan, uma particula
derivada de levedura composto principalmente de polissacarideos B-glucanas, que apresenta

efeitos desejaveis sobre a funcdo imunologica, incluindo a capacidade de conferir resisténcia a
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tumores e varias infecgdes. Este estudo incidiu sobre a capacidade de particulas de B-glucanas
estimular as células do sistema reticuloendotelial, uilizando reagentes especificos, o estudo foi
capaz de definir os receptores envolvidos no reconhecimento de B-glucanas em macrofagos
primarios.

Chan et al. (2008) realizaram um estudo experimental com cogumelo
Agaricus Blazei, uma das principais fontes de B-glucana e concluiram que A. Blazei aumentou
significativamente a atividade de fagocitos, macrofagos e monocitos demonstrando a
capacidade aprecidvel deste cogumelo, em modular a funcdo do sistema imunoldgico nos
animais avaliados, confirmando seu potencial imunomodulador.

Os receptores relacionados ao reconhecimento da B-glucana em vertebrados
foram primeiramente identificados na superficie de monocitos por Czop e Austen em 1985
como opsonina independente de receptores para ativadores de particulas da via alternativa de
ativacdo do complemento (CZOP; AUSTEN, 1985). Até agora, quatro receptores de [-
glucana foram identificados: Dectin-1 (BGR), Receptor do Sistema Complemento 3 (CR3),
lactosilceramida e receptores neutralizadores. O mecanismo de resposta parece ser mediado
pela combinagdo destes (BATTLE et al., 1998; BROWN; GORDON, 2001; BROW et al.,
2002).

As moléculas de B-glucanas sdo capturadas pelos macrofagos por meio da
Dectin-1 receptor com ou sem TLR-2/6. A grande molécula de P-glucanas ¢ entdo
internalizada e fragmentada em pequenos fragmentos dentro dos macréfagos. Eles sdo
levados até a medula do sistema reticular endotelial e, posteriormente, liberado. Estes
pequenos fragmentos de -glucanas sao eventualmente tomadas pelos granuldcitos, mondcitos
e macrofagos circulantes, por meio do complemento receptor (CR3). A resposta imune, entdo,
sera acionada e uma das agdes ¢ a fagocitose do anticorpo monoclonal das células tumorais

alvo (CHAN; CHAN; SZE, 2009) (Figura 3).
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Figura 3 - Captagdo e agdes subsequentes de B-glucanas em células do sistema imunologico
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Fonte: Chan, Chan e Sze (2009)

A expressdo da dectin-1 é predominante em monocitos, macrofagos,
linhagens de neutrofilos e células dendriticas, sendo significativamente influenciada por
citocinas e produtos microbianos (WILLMENT; GORDON; BROWN, 2001; TAYLOR et al.,
2002). Embora seja expressa de forma heterogénea nos tecidos, dectin-1 ¢ um receptor que
tem distribui¢do consistente com a tarefa de vigilancia contra patégenos (REID et al., 2004).
Esta glicoproteina reconhece -glucanas soltiveis e particuladas, incluindo particulas fungicas
intactas e também possui um ligante para células T (ARIIZUMI et al., 2000; STEELE et al.,
2003).

O receptor Dectin-1 ¢ uma proteina transmembrana que se liga a fragdo B-
1,3 e B-1,6 das glucanas e pode iniciar e regular a resposta imunoldgica inata (BROWN et al.,
2003; HERRE; GORDON; BROWN, 2004; SUN; ZHAO, 2007). Ele reconhece as -
glucanas encontradas na parede celular bacteriana ou fungica. Em seguida, este aciona de
forma eficaz a resposta imune, incluindo fagocitose e produgao de fatores pro-inflamatorios, o
que leva a eliminag¢do de agentes infecciosos (BROWN, 2006; SCHOREY; LAWRENCE,
2008).

Novas pesquisas poderiam ser feitas sobre o possivel mecanismo de agao
das B-glucanas, em especial os estudos sobre os receptores do sistema imune inato e as
cascatas de sinaliza¢do que regulam a expressao de genes relacionados com a co-estimulagdo
de moléculas e a atividade de apresentadora de antigenos, influenciando diretamente a

resposta imume inata e adaptativa (SYED, 2009).
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1.3 CIcLO CELULAR E CANCER

Segundo a oncologia molecular, o cancer € o resultado final de um acumulo
de alteragdes genéticas, algumas das quais podem ser adquiridas e outras herdadas. Os genes
que sdo alterados sdo aqueles envolvidos nos processos celulares normais e fundamentais,
como regulacio do ciclo celular, a sinalizagio, e a diferenciagio (PELUZIO et al., 2006).

O ciclo celular constitui um processo irreversivel e dinamico controlado por
sinais intracelulares e extracelulares os quais permitem que todo o DNA contido na célula
mae seja replicado sem erros durante a fase S (sintese) e segregado a duas células filhas
durante a fase M (mitose), com a garantia de fidelidade de todo material genético
(MOLINARI, 2000). Entre as fases S e M, existem intervalos (“Gaps”) denominados G1,
anterior a fase S e G2 anterior a fase M. O controle da expressdo génica e da atividade das
proteinas envolvidas na sinalizacdo do inicio e término de cada uma das fases ¢ de extrema
importancia para que uma fase comece apenas quando a anterior estiver concluida.

O controle do ciclo celular, denominado de checkpoint (ponto de controle),
representa um mecanismo de vigilancia cujo papel principal ¢ o de evitar o acumulo de erros
genéticos durante as divisdes celulares, dessa forma protegendo a integridade gendmica das
células. Para garantir a fidelidade da duplicacdo, os checkpoints desempenham algumas
tarefas: induzem um retardo no ciclo celular; ajudam a ativar o reparo do DNA; bloqueiam o
ciclo celular até que o reparo seja feito com sucesso e reiniciam a progressao do ciclo
(SHERR, 2000; MALUMBRES; BARBACID; MARIANO, 2009).

Os principais componentes desse sistema de controle consistem em duas
familias de proteinas: as ciclinas e as quinases dependentes de ciclinas (CDKs). As CDKs
fosforilam diversas proteinas ativando umas e inibindo outras para coordenar suas atividades.
Cada CDK ¢ inativa até que se ligue a uma ciclina, e esta ligagao faz com que a CDK passe a
fosforilar as proteinas (mais especificamente nos residuos de serina e treonina) necessarias

para determinada etapa do ciclo celular (RANG et al., 2003) (Figura 4).
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Figura 4 - Esquema simplificado da regulacao do ciclo celular
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Fonte: Adaptado de GUIMARAES; HAINAUT, 2002.
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Nos ultimos anos, as funcdos das ciclinas e quinases dependentes de ciclinas
tém sido investigadas quanto a inibi¢do do ciclo celular e como alvo para o tratamento do
cancer (PAGANO et al., 1992; MOTOKURA; ARNOLD, 1993; HALL; PETERS, 1996;
COLLECCHI et al., 2000). MEULLER-TIDOW et al (2003) estudou a superexpressdo de
ciclina Al em células germinativas tumarias de testiculo e sugeriram que essa ciclina tem uma
funcdo no ciclo celular independente na carcinogénese e mostraram que sua atividade estd
altamente expressas em cancer avangado de prostata e que sua expressdo esta associada a
histologia do tumor. No entanto, o papel preciso da ciclina A1 na patogénese primaria do

cancer de prostata metastatico, em grande parte, ainda ¢ desconhecido.
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1.4 APOPTOSE E CANCER

Apoptose, conhecida como morte celular programada, ¢ um elemento
essencial do processo fisioldgico normal para a manutencdo da homeostase celular, ¢ uma
forma de morte celular desencadeada durante uma variedade de condigdes fisioldgicas e ¢
estreitamente regulada por um numero de genes que promovem ou bloqueiam a morte celular
em diferentes estagios. A fragmentagdo do DNA ¢ um dos tragos caracteristicos das células
apoptodticas (OLTVAI et al., 1993; CUMMINGS et al., 2004; ZHANG et al., 2006).

Diversos sdo os fatores que podem desencadear a apoptose, entre eles:
ligacdo de moléculas a receptores de membrana, agentes quimioterapicos, radiagdo ionizante,
danos no DNA, choque térmico, de privacao de fatores de crescimento, baixa quantidade de
nutrientes e niveis aumentados de espécies reativas do oxigénio (HENGARTNER, 2000;
OKADA; MAK, 2004).

Segundo Makin e Hickman (2000), a insensibilidade aos estimulos
apoptdticos ¢ uma das seis alteragdes fisioldgicas presentes no fenodtipo tumoral e o
mecanismo molecular pelo qual ela pode ser desencadeada vem sendo amplamente estudado
para melhor compreensdao da carcinogénese ¢ das respostas terapéuticas encontradas em
tumores solidos.

Alguns genes estdo envolvidos nos mecanismos de apoptose, seja como
protetores ou como promotores (BUDIHARDJO et al.,, 1999). A maioria dos estimulos
desencadeia a apoptose por acdo das caspases, grupo de enzimas proteoliticas (cystenil
aspartate specific proteases) sintetizadas como pro-enzimas inativas. Dentre as 14 caspases
humanas descritas at¢é o momento, seis caspases (3, 6, 7, 8, 9 e 10) participam de apoptose
(BOATRIGHT; SALVESEN, 2003). As caspases podem ser classificadas de acordo com seu
pré-dominio e seu papel no apoptose. Caspases iniciadoras (caspases 8, 9 ¢ 10) possuem pro-
dominios longos, envolvidas na iniciagdo da cascata proteolitica. Caspases efetoras ou
executoras (caspases 3, 6 e 7) apresentam pro-dominios curtos ou inexistentes, responsaveis
pela clivagem de substratos (RUPNARAIN et al., 2004).

Alguns estudos indicam que durante apoptose ocorre a formacdo de um
megaporo que contém diversas proteinas e abrange as membranas interna e externa da
mitocondria. Por meio desse poro ocorre a liberagdo do citocromo ¢ para o citoplasma onde
participa da ativa¢do do apoptose. Os diferentes sinais indutores de apoptose sdo detectados
pela mitocondria, fazendo com que ocorra um desacoplamento da cadeia respiratoria e

consequente liberagdo de citocromo ¢ e proteinas ativadoras do apoptose para o citosol.
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Quando no citosol, o citocromo ¢ forma um complexo com a APAF-1 e a caspase-9, o
chamado apoptossomo, que promove a clivagem da pro-caspase-9, liberando a caspase-9,
ativa. Uma vez ativada, a caspase-9 ativa a caspase-3 que vai ocasionar a apoptose
(BOATRIGHT; SALVESEN, 2003; SHIOZAKI; SHI, 2004; BROKER; KRUYT;
GIACCONE, 2005; FULDA; DEBATIN, 2006; CONRACT, 2009) (Figura 5).

Figura § - Visualizacao simplificada do mecanismo de morte celular por apoptose mediado
pelas vias das caspases
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Fonte: Adaptado de Hohenegger (2011)

Estudo recente realizado por Kim e colaboradores (2009) investigaram os
efeitos apoptodticos da B-glucana derivada de bactéria, em células humanas de cancer de colon
(SNU-C4) por meio da via de ativacao de caspase-3. Os resultados demonstraram que a f3-
glucana induziu apoptose das células SNU-C4, inibiu a proliferagdo celular, alterou a
morfologia celular e a expressao dos genes de apoptose e aumentou a atividade da enzima
caspase-3. Os pesquisadores concluiram que a B-glucana pode ser uma substancia natural
benéfica para o tratamento do cancer de colon e quimioprevencao.

Outro estudo realizado por Zhang et al (2006) avaliou o efeito inibitorio do

crescimento de células de carcinoma de mama humano (MCF-7) promovido pela f-glucana
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derivada do micélio Poria cocos. Os resultados do estudo forneceram dados preliminares
sobre 0 modo de ag¢do da B-glucana soluvel e perspectivas de sua atuacdo como um agente

antitumoral, atuando na suspengdo do ciclo celular (fase S) e induzindo apoptose.

1.5 EXTRESS OXIDATIVO E CANCER

As espécies reativas de oxigénio (EROs) s3o produtos normais do
metabolismo celular e sua presenga nas células pode ser benéfica ou nao dependendo da
concentragdo em que estdo presentes. Quando encontradas em concentragdes medianas,
concentragdo esta que podem variar de acordo com o tipo celular, a presenga das EROs ¢
importante para a defesa contra agentes infecciosos, sistemas de sinalizagao celular e inducgao
da divisao celular (VALKO et al., 2006).

Vale destacar, que espécies reativas também podem ser geradas por meio de
fontes exogenas, tais como medicamentos, radiacdes gama e ultravioleta, tabaco, poluentes

ambientais e dieta (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007) (Figura 6).

Figura 6 - Fontes geradoras de EROs causadoras de danos no DNA.
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Os danos induzidos pelo estresse oxidativo nas células e tecidos tém sido
relacionados com a etiologia de varias doengas, tais como inflamagdes, artrites reumaticas,
aterosclerose, cancer, diabetes, doengas cardiovasculares, hipertensao, problemas pulmonares,
entre outros (SIES, 1993; FANG et al., 2002). Os danos mais graves causados pelas EROs sao
aqueles relacionados ao DNA e RNA (4cido ribonucléico) (BARREIROS et al., 2006).
Mutagdes no material genético resultam em bases oxidadas, representando o primeiro passo
nos processos de mutagénese e envelhecimento (VALKO et al., 2004).

Os danos oxidativos causados pelas EROs no DNA incluem a clivagem de
ligacdes fosfodiéster, modificacdo dos agucares, ligagdo cruzada entre fita dupla e simples e
ainda oxida¢ao e/ou modificagao das bases do DNA, sendo estas ultimas lesdes citadas as
mais envolvidas com formagao e propagacdo do cancer (RIBEIRO et al., 2006).

O sistema de defesa humano inclui antioxidantes produzidos no préprio
organismo e, também, outros obtidos por meio de fontes externas (dietéticas). Os
antioxidantes podem ser classificados como enzimaticos ou nao enzimaticos, conforme a
estrutura do agente antioxidante. Os principais antioxidantes enzimaticos existentes no
organismo humanos sdo a enzima superoxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase
(GPx) e a catalase (CAT) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A enzima SOD estd presente no organismo de duas formas distintas:
cobre/zinco-dependente (Cu/Zn-SOD) e manganés-dependente (Mn-SOD). Siao metalo-
enzimas abundantes que agem sobre o radical O,, dismutando-o a H,O,, que ¢ menos reativo,
e pode ser degradadas por outras duas enzimas como catalase e glutationa peroxidase
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; BOREK, 2004).

O gene SOD1 (Cu, Zn-SOD citoplamatica) por sua vez, fornece instrugdes
para a producdo da superdxido dismutase, que ¢ abundante nas células. Esta enzima neutraliza
moléculas carregadas de oxigénio (radicais superdxido), que podem danificar as células se
seus niveis nao sao controlados. Os radicais superoxido (EROS) sdao subprodutos de processos
celulares normais, especialmente das reagdes de producdo de energia que ocorrem nas
mitocondrias (BARREIROS et al., 2006). Uma mutagdo no gene SOD1 pode resultar em
deficiéncia da capacidade de neutralizar os EROS e, assim, levar a um desequilibrio na
homeostase, deixando as células mais vulneraveis a agao de produtos toxicos, principalmente
os radicais livres (MIANA-MENA et al., 2010).

O aumento nos niveis de EROs leva a oxida¢do de lipidios, proteinas e

acidos nucléicos e a resposta da mitocondria ao dano oxidativo ¢ uma via inicial importante
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uma vez que as EROs induzem a ativagdo de caspases-9 e 3 (GOTTLIEB, 2001; ANAZETTI;
MELO, 2007).

Portanto, apesar da enorme variabilidade do cancer, evidéncias demonstram
que a resisténcia a apoptose ¢ uma das caracteristicas mais marcantes da maioria dos tumores
malignos. De fato, a analise do processo de tumorigé€nese revela que a capacidade de resistir a
morte pode ser adquirida por diferentes mecanismos e acontecer em varios momentos do
desenvolvimento tumoral. Entre estes, a resisténcia a morte por apoptose em células que
escaparam do controle do crescimento e da diferenciacdo normais exercidos por fatores
soluveis ou por contatos célula-célula ou célula-matriz extracelular até aquela induzida por
lesdes no DNA, por hipoxia ou por espécies reativas de oxigénio (ZORNIG et al., 2001).

Algumas pesquisas apoiam a idéia de que substidncias que alteram a
expressdo de SOD1 ou sua fun¢do podem vir a ser uteis na sensibilizacdo de células tumorais
a alguns medicamentos quimioterapicos (HUANG et al., 2000; BLANDER et al., 2003).

Dentre os componentes ndo enzimaticos de defesa antioxidante, destacam-se
algumas vitaminas, minerais e flavonoéides, tais como vitamina A, vitamina C, vitamina E,
carotendides, selénio, zinco, manganés, entre outros, os quais sdo capazes de restringir a
propagagdo das lesdes causadas pelas espécies reativas de oxigénios (MAXWELL, 1995;
BIANCHI; ANTUNES, 1999; PAPAS, 1999; BARREIROS et al., 2006). Estes antioxidantes
podem ser adquiridos pela dieta, sendo consideradas fontes naturais de antioxidantes.

Alguns estudos reportam que fatores nutricionais ou determinados padrdes
dietéticos, podem estar diretamente relacionados ao estresse oxidativo em pacientes
oncologicos, podendo desempenhar fator determinante ou de protecdo em relagdo ao estresse
oxidativo e cancer (DEMARK, 2002; DONALDSON, 2004; ROCK). Os componentes
dietéticos protetores mais investigados e discutidos em relagdo ao estresse oxidativo e cancer
de mama sdo as frutas, verduras e legumes (PIERCE et al., 2004; THOMSON et al., 2005).

Nesse sentido torna-se importante enfatizar que um padrao dietético
adequado pode contribuir positivamente na prevencao do cancer. A Mediterranean Diet Food
Pyramid enfatiza o consumo de leguminosas e oleaginosas como fonte de proteina; a ingestao
diaria de azeite de oliva, frutas e vegetais queijos e iogurte; e apenas mensalmente o consumo

de carne vermelha.
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando que:

1. O cancer de mama ¢ o segundo tipo de cancer mais frequente e o mais
comum entre as mulheres, na regido sul do pais aparece em primeiro lugar. No Brasil a
estimativa de novos casos par a 2012 ¢ de 52.680.

2. As reagdes adversas advindas do tratamento quimioterdpico
representam para muitas pacientes a perda da qualidade de vida e autoestima e muitas vezes o
abandono do tratamento proposto.

3. A nutri¢ao exerce papel fundamental na manutengao e recuperagdo da
satide bem como na preven¢ao de doengas, incluindo o cancer.

4. As interacdes entre agentes oxidantes, antineopldsicos e os diversos
componentes da dieta podem oferecer efeitos benéficos para os pacientes oncoldgicos, que
inclui alivio dos efeitos adversos do tratamento, melhora da resposta imunoldgica, melhora da
composi¢cdo corporal e da qualidade de vida.

5. Ainda sdo escassos os trabalhos existentes na literatura que apresentem
resultados da associagdo da terapia nutricional utilizando B-glucana aplicada em pacientes
com cancer de mama.

6. Apesar de postulados os modos de a¢do antimutagénico por meio dos
quais a [B-glucana atue, até o presente momento ndo foram encontradas, na literatura,
informagdes sobre quais mecanismos moleculares esse polissacarideo possa exer¢a uma
atividade quimiopreventiva.

Mediante essas informagdes espera-se compreender os possiveis efeitos
protetores da [-glucana em relacdo ao carcinoma mamadrio, bem como avaliar se a
suplementagdo em mulheres com cancer de mama pode contribuir para reduzir os efeitos
mutagénicos e o estresse oxidativo provocados pelos quimioterapicos, melhorar os parametros
bioquimicos e hematoldgicos e verificar sua acdo na composicdo corporal de mulheres com

cancer de mama.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

O presente estudo teve por objetivo avaliar a atividade antitumoral do
polissacarideo B-glucana (in vitro) e os efeitos da suplementacdo de B-glucana nos pardmetros
nutricionais ¢ bioquimicos e¢ nos indicadores de estresse oxidativo em mulheres com cancer de

mama.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar os efeitos do polissacarideo f-glucana sobre a expressdao dos genes
Ciclina A (CCNA1), CASP9 e SODI em células de carcinoma mamdrio humano (MCF-7) por

meio da PCR em tempo real.

2. Avaliar o efeito da suplementagdo da P-glucana sobre os parametros

antropomeétricos e o consumo alimentar de mulheres com cancer de mama.

3. Avaliar o efeito da suplementacdo de B-glucana sobre os pardmetros
bioquimicos, hematoldgicos e os indicadores de estresse oxidativo em mulheres com cancer de

mama.

4. Avaliar a presenga dos efeitos colaterais da quimioterapia em mulheres

com cancer de mama suplementadas com B-glucana.
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5 ARTIGO1

EFEITOS DA p-GLUCANA EXTRAIDA DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE NA
EXPRESSAO GENICA DE CASP9, CCNA1 E SOD1 EM CELULAS DE CANCER DE
MAMA HUMANO (MCF-7)!

Resumo: fB-glucana (BG) sdo polissacarideos estruturais da parede celular de leveduras,
fungos e alguns cereais, que se diferenciam pelo tipo de ligacao entre as unidades de glicose.
Uma importante fonte ¢ a Saccharomyces cerevisiae. A BG ¢ considerada um modificador da
resposta bioldgica em razdo de suas propriedades imunomoduladora, anticarcinogénica e
antimutagénica capaz de prevenir danos ao DNA. O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos
da BG sobre a expressao dos genes CCNA1, CASP9 e SODI1 em células MCF-7, por meio do
ensaio da RT-PCR em tempo real. A citotoxicidade da BG e da doxorrubicina (DOX) foi
avaliada pelo ensaio do MTT. Trés diferentes concentragdes de BG (25, 50 e 100pg/mL) e trés
diferentes concentragdes de DOX (0,1; 2,5 e Sug/mL) foram testadas. Nenhuma das
concentragdes de PG apresentou citotocixidade, enquanto que todas as concentragdes da DOX
apresentaram citotoxicidade. Para a analise de RT-PCR foram utilizadas as concentragdes de
50ug/mL para BG e de 0,Iug/mL para DOX. O protocolo experimental foi com quatro
tratamentos: controle, MCF-7 tratadas com BG (T1), com DOX (T2) e associagao dos
compostos fG + DOX (T3), por periodo de 12hrs. A andlise transcricional dos genes CCNA 1
e CASP9 indicou aumento significante de 4,0 e 5,2x respectivamente, para as células expostas
a BG. No entanto, a andlise dos mesmos transcritos génicos em células tratadas com DOX
apresentou reducdo significativa apenas na expressao de CCNAI1 de 4,7x. A associagdo
apresentou aumento significativo na expressio de CCNA1l e SODI de 10,4 e 5,2x
repectivamente. Os resultados demonstraram que células MCF-7 expostas a BG tiveram a
expressdo do gene CASP9 aumentada, favorecendo a apoptose, mas ndo foi capaz de parar o
ciclo celular. A exposi¢do simultanea destas células (T3) aumentou a expressao de ciclina Al
e de SODI, indicando que essa associagdo pode ser responsavel pelo aumento das defesas
intracelulares antioxidantes e assim contribuir para inibi¢cao da proliferacio de MCF-7, bem
como induzir o reparo na lesdo do DNA provocado pelo quimioterapico.

Palavras-chave:  f(-glucana. Doxorrubicina. Expressdo génica. CASP9. CCNA. SOD.
MCF-7.

INTRODUCAO

A B-glucana (BG) ¢ um polissacarideo presente na parede celular de plantas
e leveduras que tem despertado interesse de pesquisadores por sua agdo moduladora no

sistema imune e nas defesas antioxidantes intracelulares atuando, principalmente, na

! Artigo cientifico escrito pelos autores: Clisia Mara Carreira (Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Estadual de Londrina); Sandra Lepri (Departamento de Biologia Geral, Universidade Estadual de Londrina); Daniele
Sartori (Departamento de Biologia Geral, Universidade Estadual de Londrina); Ariane Fernanda Silva (Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual de Londrina), Marciane Magnoni (Centro de Tecnologia, Universidade
Federal da Paraiba - Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos - Jodo Pessoa); Mario Sérgio
Mantovani (Departamento de Biologia Geral, Universidade Estadual de Londrina).
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prevengdo de cancer. Recentes pesquisas t€ém demonstrado que as glucanas podem prevenir
danos ao DNA induzidos por agentes quimicos e fisicos aos quais os seres humanos estao
expostos. As principais fontes alimentares sdo a cevada, a aveia e cogumelos como o mitake e
o0 shiitake ¢ de sacaromices serevisiae (ZEKOVIC et al., 2005).

Além das propriedades anteriormente descritas, as -glucanas despertam o
interesse de pesquisadores na area de genética e cancer, especialmente na subarea de
mutagénese e anticarcinogénese. Estudos recentes tanto in vivo quanto in vitro demonstram
sua eficécia significativa na preven¢do de efeitos mutagénicos causados por agentes tais como
o perdxido de hidrogénio, doxorrubicina e ciclofosfamida (CHORVATOVICOVA;
MACHOVA; SANDULA, 1996, 1998; TOHAMY et al., 2003; KRIZKOVA et al., 2003;
SLAMENOVA et al., 2003; LIN et al., 2004).

Em um ensaio clinico prospectivo de curto prazo, efeitos imunoldgicos da
administracdo oral didria de glucana (B-1,3; B-1,6) foram avaliados em 23 pacientes com
cancer de mama avancado e comparadas com 16 mulheres sauddveis. Amostras de sangue
foram recolhidas no dia 0 e 15. Verificou-se que, apesar de uma contagem de células brancas
inicial relativamente baixa, administragdo oral de pf-glucana pode estimular a proliferagdo e
ativacdo de mondcitos do sangue periférico em pacientes com cancer de mama avancado. Se
isso pode ser traduzido em beneficio clinico permanece sem resposta (CHAN; CHAN; SZE,
2009).

A B-glucana ainda parece ser uma forte candidata a auxiliar na prevencao de
danos ao DNA, sejam eles basais e/ou induzidos por tratamentos, como ¢ o caso da
quimioterapia. Recente estudo realizado por Magnani et al., (2011), 20 pacientes portadores
de cancer de prostata receberam capsulas contendo 20mg de B-glucana derivada de S.
cerevisiae por 28 dias. Amostra de sangue periférico foi coletada para analise dos leucdcitos e
para o teste do cometa. Os resultados foram positivos, indicando que a B-glucana pode ser
eficiente protetora contra danos ao DNA causados por compostos mutagénicos por meio da
atividade desmutagénica, seja por sua capacidade de bloquear a acdo de agentes indutores de
dano ou por sua atividade bio-antimutagénica, que exerce seu efeito pretetor de danos, ou
ainda promovendo o reparo do DNA, uma vez que Oliveira et al. (2007) mostraram que esta €
uma caracteristica da - (1-3) (1-6) -D-glucana de S. Cerevisiae.

No entanto, apesar de postulados quais os modos de acdo antimutagénico
por meio dos quais a B-glucana atua, ndo foram encontradas na literatura informagdes sobre
quais mecanismos moleculares estdo envolvidos para que este polissacarideo exerca sua

atividade quimiopreventiva. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da
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BG sobre a expressao dos genes CASP9, CCNA e SODI1 em culturas de células MCF-7

tratadas com Doxorrubicina (DOX).
MATERIAIS E METODOS
Linhagem Celular de Cancer de Mama (MCF-7) e protocolo experimental

Células MCF-7 (linhagem celular depedente de estrogénio) foram obtidas a
partir do banco de células do Rio de Janeiro, Brasil (RJCB). As células foram cultivadas em
5,0 mL de meio de cultura DMEM/F12 (Gibco), suplementado com 10% de soro bovino fetal
— SBF (Gibco). O cultivo celular se deu em estufa do tipo BOD a 37°C, sistema de

monocamada, frasco de 25cm2 em concentragcdo inicial de 1,0 x 106 c¢lulas. Nestas
condi¢des, o tempo de ciclo celular ¢ de aproximadamente 12 e 24 horas. Apos 24 horas, as
células foram tripsinizadas com tripsina a 0,5. Para a indu¢ao de danos no DNA, utilizou-se o
agente doxorrubicina (DOX) que foi preparado em solucao salina tamponada com fosfato
(PBS) e adicionado a cultura. Foram testadas diferentes concentragdoes de DOX: 0,1; 2,5¢ 5
ng / mL; DOX 0,1, DOX 2,5 e DOX 5,0 respectivamente determinada por ensaios de
citotocixidade do MTT.

Os polissacarideos de B-glucana, testados neste estudo, foram extraidos de
Saccharomyces cerevisiae e cedidos pelo Dr. Hevenilton José Matiazi, do Laboratorio de
Tecnologia de Alimentos e Medicamentos do Centro de Ciéncias dos Alimentos da
Universidade Estadual de Londrina — PR.

A extracdo das B-glucanas com cadeias principais contendo ligacdes f-
(1—3) e ramificagdes laterais com ligacdes B-(1—6) foi realizada através da autolise de
Saccharomyces cerevisiae. A parede celular foi separada através de centrifugacdo em 6500
g/8min e tratada a quente (70°C em 5 horas) em meio alcalino com NaOH (10%), lavada e
centrifugada trés vezes e secada em estufa a 40°C. Foi realizada andlise em RMN
(cromatografia por ressonancia magnética nuclear), comprovando a presenca de (1,3 ¢ 1,6) B-
D-glucan com pureza de 85% e em seguida fez-se a solubilizagdo da glucana, utilizando
DMSO (dimetil sulféxido) mais uréia 8M, na propor¢cdo de 100mL:60g. Acrescentou-se em
banho-maria 100mL de DMSO com 10mL de acido sulfarico concentrado, permanecendo em

agitacdo por 4 horas a 100°C. Fez-se entdo a dialise com aproximadamente 100L de agua



54

ultra-pura (Milli-Q). Concentrou-se a solu¢do em um evaporador rotativo a 40°C para a
posterior liofilizacao (MATIAZI, 2005).

Diferentes concentragdes de B-glucana foram testadas: 25, 50 e 100pg/mL;
(B25, B50, B10), respectivamente, determinadas pelo ensaio de citotoxicidade do MTT. A j3-
glucana foi preparada em solugdo de PBS (Phosphate-buffered Saline), livre de Ca™ e Mg™,
pH 7.4 e foi dissolvida em DMSO. Para a indu¢ao de danos no DNA, utilizou-se o agente

2+
alquilante, Doxorrubicina (DOX) diluido em solucdo tampao fosfato (PBS), livre de Ca e

+2
Mg , pH 7,4, estéril. Diferentes concentracdes foram testadas pelo ensaio de citotoxicidade

do MTT: 0,1, 2,5, 5,0ug/mL.

Analise de Citotoxicidade (MTT)

O efeito citotoéxico da B-glucana e da Doxorrubicina em linhagem celular
humana MCF-7 foi determinada pelo ensaio do Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) baseado no protocolo descrito por Mossmann, (1983).
Resumidamente, as células foram semeadas em placas de 96 pogos na concentragdo de 2.5x
10* células/pogo em 100 uL meio DMEM (Gibco), e pré-incubada em 24 horas a 37°C e 5%
de CO,. Apds o tempo estimado, a solu¢do sobrenadante foi removida e substituida por um
meio fresco sem Soro Bovino Fetal (SBV), contendo BG na concentracao de (25, 50 e 100
ug/mL) e DOX na concentragao (0,1; 2,5; ¢ 5 ug/mL) e um frasco contendo células MCF-7
sem tratamento foi usado como controle, por 24 horas. Apos 4h, 150 ul de cultura com meio
mais o MTT (0.5 mg/ml) foi adicionado em cada poco. A solugdo de MTT foi
cuidadosamente descartada e formazan foi extraido das células com 200 pl of DMSO em cada
poco. A coloracdo dos 96 pogos foi medida pelo leitor de ELISA a 550 nm. Os dados foram
avaliados como taxa de sobrevivéncia celular relativa (%) = (Teste de Absorbancia/
Absorbancia controle) x100%. Este ensaio foi realizado em triplicatas. Apds a andlise
estatistica a concentragdo final escolhida para os experimentos de PCR-RT foi 0,1pug/mL para

Dox e 50ug/mL para BG.

Analise Quantitativa Real-time (PCR-RT)

A cultura de células MCF-7 (1.0x10%frasco) foi pré-incubada por 24 horas e

tratada por 12 horas sendo assim distribuido: 1- células MCF-7 sem tratamento (controle), 2-
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células MCF-7 tratadas com DOX, 3- células MCF-7 tratadas com BG e 4- células MCF-7
tratadas com DOX e BG. O RNA total foi extraido usando o reagente TRIZOL® (Invitrogen)
segundo protocolo do fabricante. As amostras de RNA foram incubadas com DNase (1U)
(CAS 18068-015, Invitrogen) a 37° por 15 minutos e foram inativados a 65° por 5 min. A
quantidade e a pureza do RNA preparado de cada amostra foram determinados por
espectrofotometria (BioPhotometer - Eppendorf) e a integridade foi analisada por eletroforese
em gel de agarose a 1%. RNA Total (2 pg), 10pmol/pL oligo dT primer (1puL, 10 mM dNTPs
(2uL), RNAseOUT (0,1pL and reverse Transcriptase M-MLV (Invitrogen) foram usados para
sintetizar o cDNA.

A RT-PCR tempo real foi realizada usando o Platinum® SYBR Green gPCR
SuperMix-UDG (Invitrogen). O volume total para cada primer testado com os diferentes
cDNAs foi de 20 ul em cada microtubo. As reagdes foram desenvolvidas em PTC 200 DNA
Engine Cycler usando o sistema de Deteccdo Chromo 4 (MJ Research). A analise da curva de
melting foi consistentemente realizada no final da reagcdo com a temperatura entre 50 to 90°C.
Os dados foram normalizados usando o GAPDH gene constitutivo (WEGLARZ, 2006),
considerando uma eficiéncia dos genes maior que 80%, em cada cDNAs amplificado nos
experimentos de PCR-RT . A expressdo relativa dos dados foi obtida usando o método
PFAFFL (2002). Os oligonucleotideos usados foram: SOD-1 (Homo sapiens superoxide
dismutase 1), Ciclina A1 (Homo sapiens cyclin A1 (CCNA1), Capase 9 (apoptosis-related
cysteine peptidase (CASP9) e GAPDH (Homo sapiens glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Primers usados para Amplificagao por PCR-RT

Acesso gene bank Genes Sequencia ™ Referéncias

Forward: 5’AGACCCTGCATTTGGCTGTG3’ .
Food and Chemical
NM 003914 CCNA1 Reverse: 58 Toxicology 44  (2006)
5’ ACAAACTCTGCTACTTCTGG3’ 974-983
Forward:
BC 001034 CASP9 5’GCTCTTCCTTTGTTCATCTCC3’ 58
Reverse: 5’GTTTTCTAGGGTTGGCTTCG3?
Forward:

5’CTAGCGACTTATGGCGAC3’ Wei-Qun Ding, et al,

BC 001034 SOD1 56
B Reverse: 2004

5’GAATGTTTATTGGGCGATC3
Forward:
5’GAAGGTGAAGGTCGGAGTC3’
NM_002046 GAPDH 58 Weglarz, 2006
Reverse:

5’AAATCCCATCACCATCTTCC3’

Legenda: Sense and antisense primers used for the amplification of CCNA1, CASP9, SOD1, and GAPDH cDNA.

Analise Estatistica

Cada experimento foi realizado em triplicata com dois experimentos
independentes. Os dados sdo expressos como valores médios + desvio padrdo (SD). Para o
ensaio MTT, o teste ANOVA / TUKEY foi usado e a significancia estatistica assumida foi de
p <0,05. Para a RT-PCR, foi utilizado o software REST (Relative Expression Software Tool-
384, REST-384 © versao-2 (PFAFFL et al., 2002) para analise estatistica. Para a inducao de
expressado de mRNA ou reducdo, apenas os niveis acima de duas vezes com diferencas

estatisticamente significativas foram vistos como relevantes.

RESULTADOS

Ensaio de citotoxicidade (MTT)

A avaliacdo da viabilidade celular da linhagem MCF-7 pelo ensaio do MTT
indicou que todas as concentragdes de Doxorrubicina (DOX) testadas s@o citotoxicas € nao
houve uma correlagdo dose resposta. A andlise ainda permitiu relatar que ndo ha diferencas
estatisticamente significativas na atividade citotoxica das diferentes concentracdes avaliadas

(Figura 1). A avaliagdo da B-glucana, pelo mesmo ensaio bioldgico, demonstrou que este
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polissacarideo nao € citotoxico em nenhuma das concentragdes avaliadas segundo o protocolo

proposto (Figura 2).

Figura 1 - Valores médios + desvio padrdo da viabilidade celular determinada pelo ensaio do
MTT apo6s 24h de tratamento das células MCF-7 com DOX.
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Legenda: Controle (PBS); DOX 0,1 — concentragdo final de 0,1pg/mL; DOX 2,5 — concentragdo final de
2,5ug/mL e DOX 5,0 — concentragdo final de Spg/mL. p<0,001).
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Figura 2 - Valores médios + desvio padrao da viabilidade celular determinada pelo ensaio do
MTT apo6s 24h de tratamento das células MCF-7 com B-glucana.
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Legenda: Controle; BG25 — concentracdo final de 25ug/mL; BGS50 — concentragdo final de 50pg/mL; BG 100 —
concentragdo final de 100pg/mL. p >0,05.

Frente a esses resultados optou-se pelas concentragdes de 0,lug/mL de
doxorrubicina e de 50pg/mL de B-glucana para as andlises em PCR por Tempo Real. Uma vez
que a menor concentracdo de doxorrubicina foi capaz de levar a citotoxicidade, enquanto que
a B-glucana na concentracdo de 50pug/mL, apresentou atividade quimiopreventiva significativa
quando utilizada em outros estudos in vitro desse mesmo grupo de pesquisa (dados ndo
mostrados). Esse fato, aliado a auséncia de citotoxicidade no ensaio do MTT, validaram a

escolha da concentragdo de 50 pg/mL de B-glucana para os testes de expressao génica.

Expressao Génica

Na Figura 3 estdo apresentados os dados de expressdo do gene CCNAI, em
relagdo ao gene normalizador GAPDH. A anélise indicou que o tratamento com B-glucana
determinou aumento da expressdo da ordem de 4,0x. O tratamento da doxorrubicina causou
diminui¢do da expressao da ordem de 4,7x. E a associacdo desses dois compostos determinou
um aumento da expressdo génica da ordem de 10,4x. Sendo que para esse gene todas as

expressoes foram consideradas significativas.
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Figura 3 - Expressao relativa do gene CCNA, em relagdo ao gene normalizador GAPDH, na
linhagem celular MCF-7 em diferentes tratamentos.
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Legenda: Controle; T1 — tratamento com BG50; T2 — tratamento com DOX 0,1; T3 — tratamento associado
(BG50 + DOX 0,1). *Indica diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao controle; p<0,05.

Em relagdo ao gene CASPY verificou-se que a [3-glucana determinou
aumento da expressdo da ordem de 5,2x e a Doxorrubicina de 1,3x. Entretanto a associagao
entre os dois compostos indicou a diminuigdo da expressdo génica de 1,9x (Figura 4). Os
resultados permitiram indicar que as variagdes na expressao s6 foram significativas para o

tratamento com B-glucana (T1).

Figura 4 - Expressao relativa do gene CASP9, em relagdo ao gene normalizador GAPDH, na

linhagem celular MCF-7 em diferentes tratamentos.
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Legenda: Controle; T1 — tratamento com BG50; T2 — tratamento com DOX 0,1; T3 — tratamento associado
(BG50 +DOX 0,1). *Indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle; p<0,05).
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Para o gene SOD1 houve aumento na expressdo da ordem de 1,6x e 1,1x e
reducdo de 5,2x para os tratamentos com [-glucana, Doxorrubicina e associacgdo,
respectivamente (Figura 5). Frente a esses dados observou-se que somente para tratamento

associado (T3) a expressao diferencial foi considerada significativa.

Figura 5 - Expressao relativa do gene SOD1, em relagdo ao gene normalizador GAPDH, na
linhagem celular MCF-7 em diferentes tratamentos.
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Legenda: Controle; T1 — tratamento com BG50; T2 — tratamento com DOX 0,1; T3 — tratamento associado
(BG50 +DOX 0,1). *Indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle; p<0,05).

DISCUSSAO

Atualmente a pesquisa por substancias naturais que possam reduzir a
frequencia de alteracdes no DNA tem mostrado ser promissora € com importantes
implicacdes na pratica terapéutica devido a possibilidade da redugdo da taxa de mutagdes e
consequente reducdo na incidéncia de cancer. Uma das substancias que tem despertado o
interesse de pesquisadores na area de genética, especialmente na subdrea de antimutagénese e
anticarcinogénese ¢ a B-glucana (FALCH et al., 2000; TAKAHASHI et al., 2001; KUBALA
et al., 2003).

Segundo alguns pesquisadores preparacdes de P-glucana, extraidas de
diferentes cogumelos (Agaricus blazei, Cordyceps sinensis, Coriolus versicolor, Ganoderma
lucidum, Lentinus edodes, Mitake e Shiitake) e de fungos (Saccharomyces cerevisiae), foram
capazes de promover reducdo significativa no crescimento de diferentes carcinomas,
principalmente de mama, prdstata e melanomas B16 (DI LUZIO et al., 1979; ZHANG et al.,
2006; NOVAES et al., 2011). Outros estudos realizados com B-glucana, tanto in vivo quanto
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in vitro, demonstraram eficacia significativa na prevencao de efeitos mutagénicos causados
por agentes tais como o peroxido de hidrogénio (SLAMENOVA et al., 2003), doxorrubicina
(LIN et al., 2004) e ciclofosfamida (CHORVATOVICOVA; MACHOVA; SANDULA, 1996,
1998, TOHAMY et al., 2003).

As B-glucanas fingicas sdo polissacarideos compostos constituidos por um
esqueleto central linear de moléculas de D-glicose ligadas na posi¢ao B-(1—3) contendo
cadeias laterais de glicose (ligacdo B-1—6) de tamanhos variados que ocorrem em diferentes
intervalos ao longo do esqueleto central (DI LUZIO et al., 1979, SANDULA; MACHOVA;
HRIBALOVA, 1995).

Os estudos de CHORVATOVICOVA e colaboradores (1998), HONG,
HANSEN e YAN (2003), PELIZON e colaboradores (2005), ANGELI e colaboradores
(2006), ZHANG ¢ colaboradores (2006), WEGIEL e colaboradores (2008), CHAN ¢
colaboradores (2009), HYUNG e colaboradores (2011), utilizando linhagens celulares
tumorais, sugerem que a -glucana apresenta acao antitumoral por atuar na inibicao do ciclo
celular, inducdo da apoptose e possivel neutralisadora de radicais livres. Em vista disso, foi
analisado a expressdo génica das enzimas ciclina A, caspase 9 e sod 1 em células MCF-7
tratadas com doxorrubicina, B-glucana e a associagdo das duas substancias.

Diferentes concentragdes de P-glucana e de doxorrubicina foram testadas
por meio do teste de citotoxicidade (MTT). Os resultados mostram que nenhuma das
concentragdes de fB-glucana apresentou efeito citotoxico apos 24 horas de tratamento e todas
as concentracdes de doxorrubicina testadas foram citotdxicas, mas ndo houve uma correlagdo
dose resposta. Esses dados estdo de acordo com os trabalhos de Angeli e colaboradores (2006)
e Oliveira e colaboradores (2007) que testaram altas concentragdes da -glucana com ligacdes
B(1-3)(1-6) e ndo encontraram efeitos toxicos.

A doxorrubicina foi utilizada no presente trabalho como o agente indutor de
danos ao DNA. Essa substancia ¢ um antibidtico que pertence a classe das antraciclinas
utilizada ha mais de 40 anos, no tratamento de tumores sélidos, como cancer de mama e
ovario ¢ também nas leucemias (MINOTTI et al., 2004; BERTHIAUME; WALLACE, 2007).

Os mecanismos de agao citostaticos pelos quais a DOX atua ainda ndo estao
totalmente esclarecidos para alguns autores a principal agdo desse quimioterapico ¢ ligar-se as
proteinas envolvidas na replicacdo e transcricdo do DNA interferindo na atividade da enzima
topoisomerase Il a, impedindo a religagio do DNA clivado e o enovelamento correto,
promovendo quebras irreparaveis na dupla fita do DNA (SILBER et al., 1987; FORNARI et
al.,, 1994; MINOTTI et al.,, 2004; BOX, 2007; WANG et al., 2009). Outros possiveis
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mecanismos de agdo dessa substancia ¢ a reducao das enzimas antioxidantes endogenas, por
gerar radicais superdxido e outras espécies de EROs, tais como o radical hidroxil peroxido de
hidrogénio e o radical hidroxil com elevado potencial oxidante (BERLIN; HASELTINE,
1981; BEILLEROT et al., 2008). Entretanto alguns autores discutem que a DOX ndo parece
induzir apoptose em células de cancer de mama in vitro, mas induz parada do crescimento
celular, acompanhada de morte nao apoptdtica por danos ao DNA (JACKSON; PEREIRA,
2006; BAR-ON; SHAPIRA; HERSHKO, 2007; SANKALA et al., 2007).

Alguns estudos tém demonstrado associacdo entre a regulacdo do ciclo
celular e o cancer. Analises moleculares tém indicado que as fung¢des das ciclinas reguladoras
do ciclo celular estdo frequentemente mutadas em muitos tumores humanos de forma que a
perda dos mecanismos responsaveis pelo controle ordenado da progressdao das células por
meio do ciclo celular e replicagdo fiel do DNA ¢ um evento inicial e fundamental na
progressdo do cancer (ZHANG et al., 2006; WEGIEL et al., 2008).

As ciclinas sdo proteinas reguladoras das quinases dependentes de ciclinas
(CDKs, do inglés cyclin-dependent kinases), as quais formam os mecanismos responsaveis
pela progressao do ciclo celular (VAN DER VIJVER et al., 2002). A expressdo desregulada
das ciclinas na oncogénese tem sido sugerida por varias linhas de evidéncias (KEYOMARSI;
PARDEE, 1993, MOTOKURA, 1993; ROSENBERG et al., 1996; COLLECCHI et al., 2000;
MEULLER-TIDOW et al., 2003; MEULLER-TIDOW et al., 2004; LIAO et al., 2004;
RIVERA et al., 2006), representando um evento comum pelo qual as células tumorais ndo sao
detidas no ponto de verificagdo permitindo assim uma alta taxa de proliferagio do DNA
humano em diferetens tipos de carcinomas.

No presente estudo os resultados mostraram que os tratamentos utilizando
BGS50 (T1) ou associada a DOX (T3) aumentaram significativamente a expressdao do gene
CCNAL, enquanto que as células expostas apenas a DOX (T2) diminuiu significativamente a
expressdo da ciclina. (Figura 3). Esses dados permitem inferir que a expressao do gene
CCNAL foi alterada diferentemente pela acdo dos compostos testados em células MCF-7,
promovendo aumento da expressdo ou redugdo da expressdo da ciclina A1 quando as células
foram tratadas com [-glucana isolada ou associada ao agente indutor de danos, ou com a
DOX respectivamente.

Resultados semelhantes foram encontrados por Muller-Tidow et al. (2004)
que determinou niveis de expressdo de ciclina Al em células de carcinoma de duodeno
(HuTu8) e células de carcinoma de célon (LoVo), apds a exposi¢do a irradiagdo gama e UV.

Os autores sugerem que o aumento da expressdo da ciclina A1 e CDK2 foi provocado pela
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lesao da dupla hélice do DNA, de forma que os resultados permitem concluir a importante
participagcdo do complexo ciclina A1-CDK2 no reparo da lesdo da dupla hélice do DNA, via
p53 e esse reparo pode variar em diferentes momentos apds o dano genotoxico. Nesse sentido
¢ provavel que a B-glucana associada a DOX potencializou a atividade da CCNAI na
presenga de dano ao DNA provocado pelo agente indutor, no entanto essas vias de sinalizagao
em cé¢lulas MCF-7 necessitam ser mais investigadas.

Estudo realizado recentemente avaliou um suplemento dietético
MycoPhyto® Complex (MC), contendo uma mistura de micélio de cogumelos medicinais das
espécies. Agaricus blazei, Cordyceps sinensis, Coriolus versicolor, Ganoderma lucidum,
Grifola frondosa e Polyporus umbellatus e p-glucana isolada da levedura Saccharomyces
cerevisiae. Os resultados revelaram que o MC demonstrou efeitos citostaticos por meio da
inibicao da proliferacdo celular e parada do ciclo celular na fase G2 / M de células de cancer
de mama humanas altamente invasivas (MDA-MB-231), sugerindo que o MC atuou na
inibicao da expressdo de alguns genes reguladores do ciclo celular (ANAPC2, ANAPC?2,
BIRCS, ciclina B1, ciclina H, CDC20, CDK2, CKS1B, Cullin 1, E2F1, KPNA2, PKMYTI ¢
TFDPI1). Em conclusdo, os pesquisadores acreditam que o MC é um suplemento dietético
capaz de suprimir a proliferacdo e o comportamento invasivo das células de cancer de mama
(JIANG; SLIVA, 2010).

Frente ao exposto, nossos resultados mostraram que a concentragdo de
50pg/mL de B-glucana isolada de S. cerevisiae, ndo foi suficiente para inibir o ciclo celular de
MCF-7. Entretanto novos estudos com diferentes concentracdes e com outras linhagens
tumorais sao necessarios para que o mecanismo molecular de agao dessa substancia possa ser
elucidado.

A compreensdo dos mecanismos e das alteragcdes nos componentes das vias
apoptdticas e sua correlagdo com a ocorréncia do cancer s3o importantes para o
desenvolvimento de novas terapias ¢ métodos de prevencao da patologia. Embora muitos
estudos sobre o efeitos antitumorais de B-glucanas tém sido relatados, o mecanismo de ag¢do
da pB-glucana em células de cancer de mama via caspases ainda ndo ¢ totalmente
compreendido.

Alguns genes estdo envolvidos nos mecanismos de apoptose, seja como
protetores ou como promotores (BUDIHARDIJO et al., 1999). A maioria dos estimulos
desencadeia a apoptose por meio da ativagdo das caspases, grupo de enzimas proteoliticas

(cystenil aspartate specific proteases) sintetizadas como pro-enzimas inativas. Dentre as 14
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caspases humanas descritas até o momento, sabe-se que seis caspases (3, 6, 7, 8, 9 ¢ 10)
participam da apoptose (BOATRIGHT; SALVESEN, 2003).

Com base nessas informagdes estudou-se o efeito apoptdtico da B-glucana
derivada de S.cerevisae em células MCF-7 via caspase-9. A andlise de RT-PCR dos niveis de
mRNA da caspase 9 mostrou que a B-glucana (T1) aumentou significativamente a expressao
da caspase, enquanto que os tratamentos com DOX (T2) ou BG associada a DOX (T3) nao
produziram efeitos significativos (figura 4). Esses achados sugerem que a B-glucana pode
induzir apoptose das células de cancer de mama ativando a cascata proteolitica. Estudo
realizado por Kim et al (2009) também investigou os efeitos apoptdticos da B-glucana
derivada de bactéria, em células humanas de cancer de célon (SNU-C4) por meio da via de
ativacdo de caspase-3. Os resultados demonstraram que a -glucana induziu a apoptose das
células SNU-C4, inibiu a proliferacdo celular, alterou a morfologia celular e a expressdao dos
genes de apoptose e aumentou a atividade da caspase-3. Os pesquisadores concluiram que a
B-glucana pode ser uma substancia natural benéfica para o tratamento do cancer de co6lon e
quimioprevengao.

Outro estudo realizado por Kobayashi et al. (2005) demonstraram que a B-
glucana de Agaricus blazei Murill beta-(1-6)-D-glucana ¢ um potente agente anticancerigeno
em modelo in vitro e in vivo. Um dos resultados do trabalho mostrou que a -glucana acelerou
a cascata de apoptose, estimulando a translocacdo das proteinas pro-apoptoticas, Bax, do
citosol para a mitocondria, com libera¢do do citocromo c, e subseqiiente ativacdo da caspase-
9. Em conclusdao os pesquisadores relataram que o tratamento com B-glucana pode ser
benéfico para pacientes com cancer ou em risco de metastase.

Fang et al. (2006) conduziram uma investigagdo in vitro de fracdes dos
extratos de cogumelos Shiitake (Lentinus edodes), por meio de ensaios bioldgicos de apoptose
celular e andlise do ciclo de duas linhagens de células humanas de carcinoma de mama
(MDA-MB-453 ¢ MCF-7). Os autores observaram atividade antiproliferativa em todas as
cepas ¢ a apoptose foi induzida em 50% das linhagens de células tumorais via regulagdo
positiva de bax, uma proteina pro-apoptoética.

Outro estudo realizado por Ghoneum; Gollapudi (2006) utilizou oito cepas
de fungos para testar a capacidade deles de induzir apoptose em células cancerosas. As cepas
utilizadas foram: C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. kefyr, C. neoformans, Y. lipolytica,
Saccharomyces S. e R. Rubra cada uma delas foram avaliadas em diferentes estagios de
desenvolvimento. Em 4 horas de tratamento das células MCF-7 com as cepas de leveduras,

foram observadas caracteristicas tipicas de apoptose nessas células, incluindo inchago da
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célula, fragmentagdo nuclear, desaparecimento do nucleo, mancha azul de Trypan, indicando
morte celular. Os resultados mostraram um aumento significativo no apoptose das células
MCF-7 pricipalmente quando utilizado S. cerevisiae. Os dados mostraram que 45% do
apoptose de células MCF-7 foram detectados em 4h apds cultura de células de cancer com S.
cerevisiae ¢ quando prolongado o periodo de cultivo para 24h revelou que a maioria das
células cancerosas (mais de 90%) fizeram apoptose ou foram mortas. Potanto a apoptose de
células MCF-7 tratadas com diferentes cepas de leveduras foi induzida, reduzindo
significativamente a sobrevivéncia de uma maneira tempo-dependente.

Mediante o exposto, levanta-se a hipdtese de que a B-glucana pode ser capaz
de sinalisar para apoptose via caspases, esses achados devem ser confirmados com outros
experimentos utilizando diferentes genes pro-apoptoticos e outras linhagens celulares.

Em relagdo a exposi¢do das células MCF-7 ao quimioterapico DOX, nossos
resultados corroboram com outro estudo realizado por Ottewell et al (2009) que observaram a
acdo da DOX e do &cido zoledronico, e descobriram que essas substancias sozinhas ndo
apresentaram efeitos sobre a expressdo de apoptose relacionada com os genes testados.
Analise de proteina revelou pequenos aumentos na expressao de Caspase 8 e pro-apoptdticos
BAX em tumores de cancer de mama tratados com doxorrubicina, mas estes aumentos nao
foram suficientes para ativar a caspase 3, que € necessaria para indugdo de apoptose. Outras
pesquisas (BAR-ON; SHAPIRA; JACKSON; PEREIRA, 2006; HERSHKO, 2007;
SANKALA et al., 2007) também identificaram que a doxorrubicina ndo foi capaz de ativar
apoptose via caspases.

Outro aspecto de importdncia na tentativa de compreender parte do
comportamento bioldgico da B-glucana, segundo alguns autores (OKAMOTO et al., 2004;
ANGELI et al., 2006; GOKSEL et al., 2006), sdo as pesquisas relacionadas ao estresse
oxidativo, devido sua capacidade de sequestrar os radicais livres altamente reativos,
especialmente radicais derivados de oxigénio, formados por processos metabolicos enddgenos
ou produtos quimicos exdgenos (YANG et al., 2000), atribuindo a esse composto uma
possivel a¢do antioxidante.

Os antioxidantes s3o substincias que, mesmo presentes em baixas
concentragoes, sdo capazes de atrasar ou inibir o estresse oxidativo (MAXWELL, 1995; SIES,
1999). A classificagdo mais utilizada para estas substincias ¢ a que as divide em dois
sistemas: enzimatico, composto pelas enzimas produzidas no organismo e ndo enzimatico,
composto pelas vitaminas e outros compostos naturais tais como flavonoides, licopenos e

bilirrubinas (SIES, 1999). Os alimentos que contém agentes antioxidantes constituem um dos
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principais grupos com propriedades funcionais, conhecida também como nutracéuticos ou
farmaco-alimentos (FERRARI; TORRES, 2002).

Estresse oxidativo ¢ o termo usado para referir o desequilibrio entre a
formagao de EROS e a atividade de defesa do antioxidante. O severo estresse oxidativo pode
causar danos e morte celular, mostrando a participagdo dos radicais livres em varias doencas
como cancer, aterosclerose, artrite reumatoide e envelhecimento (ARUOMA, 1999).

O equilibrio entre oxidantes e antioxidantes ¢ fundamental para um sistema
bioldgico manter sua fun¢do normal. Defesas antioxidantes sdo fornecidas por enzimas como
a superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (CRAPO et al., 1992).
Existem varias formas de SOD em células eucariodticas, que diferem em sua ligagao de metal,
caracteristicas e distribuicdo intracelular. Cu/Zn-SOD, também chamada de SODI, esta
localizada principalmente no citosol, ¢ composta por 90% do total de SOD celular (CRAPO et
al., 1992), e requer Cu e Zn para sua atividade (CRAPO et al.,, 1992; OKADO-
MATSUMOTO; FRIDOVICH, 2001; NOOR; MITTAL; IQBAL, 2002).

Nesse sentido o presente estudo investigou o efeito da f-glucana derivada de
S.cerevisiae sobre a expressdo da SOD1, em células MCF-7. A anélise de RT-PCR dos niveis
de mRNA da SODI, mostrou que tanto o tratamento com o quimioterapico DOX (T2) quanto
a B-glucana isolada (T1), aumentaram a expressdao génica da SOD1, mas esses resultados ndo
foram significativos. Entretanto quando se fez a associagdo entre os dois compostos (T3)
houve uma superexpressao do gene (Figura 5).

Em relagdo aos estudos sobre o estresse oxidativo e atividade antioxidante
de PB-glucana, os resultados sdo controversos. Alguns estudos tém demonstrado que as
glucanas sdo capazes de induzir uma série de respostas imunes, tais como liberagdo de
citocinas (ENGSTAD et al., 2002; NAKAGAWA et al., 2003), geracao de 6xido nitrico (NO)
e liberacdo de metabolitos do acido araquidonico (HASHIMOTO et al., 1997; LIUNGMAN
et al., 1998). Entetanto, outros estudos t€ém demonstrado que as B-glucanas, por sua atividade
antioxidante, ¢ capaz de reduzir a lesdo oxidativa induzida pelo quimioterapico metotrexate e
restaurar os niveis de GSH significativamente e também exerce efeito protetor na inibi¢cdo da
ativagdo do fator nuclear KB (NF-KB) e IL-6 (WILLIAMS et al., 1999; GOKSEL et al.,
2006), além de atuar na prevengao de efeitos mutagénicos causados por agentes tais como o
peroxido de hidrogénio (SLAMENOVA et al., 2003), doxorrubicina (LIN et al., 2004) e
ciclofosfamida (CHORVATOVICOVA et al., 1996, 1998; TOHAMY et al., 2003).

Tem sido demonstrado também que os niveis das enzimas antioxidantes

estao alterados no cancer (OBERLEY; OBERLEY, 1997; BOSTWICK et al., 2000, DING et
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al., 2004 ). A SOD desempenha um papel fundamental na prote¢ao das células contra dano
oxidativo e reguladora da concentragdo celular de O,, que ¢ um oxidante altamente reativo e
um produto indesejado do metabolismo celular (LI; OBERLEY, 1997). As fun¢des da SOD
ndo sdo apenas como uma supressora de tumor, mas também como uma mediadora na
resisténcia de sinalizacdo celular para induzir citotoxiciade dos EROS (LI; 2001), pois o
aumento nos niveis de EROS leva a oxidacao de lipidios, proteinas e acidos nucléicos,
aumentando o colapso do potencial da membrana mitocondrial interna (GREEN; KROEMER,
2004).

Nossos resultados sugerem que a B-glucana associada ao agente indutor de
danos ao DNA (DOX) aumentou significativamente a expressao da SOD1, sugerindo que a [3-
glucana pode melhorar as defesas antioxidantes intracelulares, contribuindo para a
interceptacao dos radicais livres e o retardo na prolifera¢do das células MCF-7. Dessa forma,
a B-glucana poderia agir como coadjuvante ao tratamento quimioterapico, contribuindo para
diminui¢do da lesdo e aumentando a atividade antioxidante enzimatica que normalmente esta
reduzida na maioria dos tipos de cancer. Parece provavel que as B-glucanas, com suas
propriedades anticarcinogénica e imunomoduladora (KRIZKOVA et al., 2003; SENER et al.,
2005; TOKLU et al., 20006), possa oferecer prote¢do contra os efeitos secundarios da DOX,
que ¢ comumente utilizada para o tratamento do cancer de mama, por meio de seus receptores
especificos em monocitos, leucdcitos e macrofagos (CLEARY et al, 1999; HUNTER;
GAULT; BERNER, 2002; SCHEPETKIN; QUINN, 2006). Além de estimular a fun¢ao do
sistema reticoculoendotelial e modular a imunidade celular e humoral (HOFER, 1997), agindo
sinergicamente com os fatores de crescimento mieldide, melhorando a recuperagdo
hematopoiética e mobilizando as células progenitoras no sangue periférico (PATCHEN et al.,
1998).

Entretanto cabe ressaltar que o mecanismo pelo qual a B-glucana pode
interagir com o0 DNA ou com as enzimas envolvidas na replicacdo e no reparo do mesmo,
ainda precisa ser melhor estudado para que se possa discutir sua capacidade
bioantimutagénica, além de saber se as B-glucanas de diferentes origens possuem o mesmo
mecanismo de acdo e eficacia na prevencao de danos ao DNA.

Ainda ¢ prematura a finalizagdo de estudos cientificos com respeito ao
mecanismo de ac¢do da B-glucana, bem como a sua indicagdo ou contra-indicacdo na
quimioprevencdo. Fazem-se necessarios estudos bioquimicos, clinicos e epidemioldgicos que

demonstrem melhor a acdo do polissacarideo e sua interacdo com os agentes indutores de
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danos ao DNA, a fim de se esclarecer como realmente se efetiva a sua capacidade
anticarcinogénica.

Até o momento, existem poucos dados cientificos de estudos clinicos sobre
o uso de B-glucana purificada em pacientes com cancer. Estudos futuros devem ser dirigidos
para obter informagdes necessarias para a indicacdo de B-glucana de forma segura e eficaz

para pacientes com cancer em tratamento quimioterapico.
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6 ARTIGO 2

EFEITOS DA p-GLUCANA SOBRE OS PARAMETROS NUTRICIONAIS,
HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E INDICADORES DE ESTRESSE
OXIDATIVO EM MULHERES COM CANCER DE MAMA, ENSAIO CLINICO
CONTROLADO'

Resumo: O interesse crescente nas P-glucanas (BG) nas ultimas décadas surge de suas
propriedades funcionais e bioatividade. Alguns estudos tém demostrado os efeitos benéficos
da PG na hipercolesterolemia, hiperglicemia e na hipertensdo arterial, ressaltando que nao
houve efeitos adversos relatados apds o consumo de uma dieta rica em BG. Nesse sentido o
objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da suplementacdo da BG sobre os parametros
nutricionais, hematologicos, bioquimicos e indicadores de estresse oxidativo em mulheres
com cancer de mama. Foram acompanhadas 52 pacientes antes e ap6s a suplementagdo de um
grama de B-glucana ou gelatina, durante 84 dias de tratamento quimioterdpico. A média de
idade foi de 52,04 + 8,97 anos, a maioria ndo ingeriam bebidas alcodlicas, ndo eram tabagistas
e ndo praticavam atividade fisica regular. A avaliagcdo nutricional identificou prevaléncia de
sobrepeso e obesidade, com risco elevado de complicagdes metabdlicas e doenca
cardiovascular, entretanto ndo houve diferenca significante antes e apds a suplementacio.
Houve aumento significante nos niveis hematologicos ap6s a suplementacdo com BG:
hemoglobina (p=0,031), hematdcrito (p=0,021), basodfilos (p<0,001) e eosindfilos (p=0,005) e
reducdo significativa nos niveis plasmaticos de LDL - colesterol (p=0,021) e dos
triacilglicerdis (p=0,005), entretanto, no grupo controle (gelatina) houve reducao significativa
nos niveis de hemoglobina (p=0,013), leucocitos (p=0,001), linfocitos (p<0,001) e eosindfilos
(p=0,046). A analise dos marcadores de estresse oxidativo indicou redu¢do significante nas
concentragdes plasmaticas de NO (p<0,001) apos a suplementagdo com B-glucana. Portanto a
suplementagdo de um grama de B-glucana em mulheres com cancer de mama, por 84 dias,
ndo alterou o estado nutricional das pacientes e melhorou significativamente os niveis
hematologicos, reduziu LDL-col, triacilglicer6is e concentragdes plasmaticas de NO. Diante
do exposto, sugere-se que a PG de Saccharomyces cerevisiae possa ser um importante
nutriente adjuvante para pacientes com cancer em terapia antineoplasica.

Palavras-chave: -glucana. Cancer de mama. Avaliacdo nutricional. Indicadores de extresse
oxidativo. Tratamento antineoplasico.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos a [-glucana foi um foco de intensa pesquisa,
principalmente por oferecer uma resposta segura sendo considerada um potente modificador
biologico (PETRAVIC-TOMINAC, 2010). A ingestio de B-glucana tem sido associada a
reduc¢do do risco de cancer, a reducdo da atividade inflamatéria e da hipercolesterolemia (LIN
et al., 2004; BEHALL et al., 2006; KIM et al., 2006a; MAGNANI; QUEENAN et al., 2007;
CASTRO-GOMEZ, 2008; HYUNSOOK et al., 2009), promove melhora da resposta
imunolégica pela ativagdo de macrofagos exercendo um efeito benéfico sobre infeccdes de
origem bacteriana (TZIANABOS; CISNEROS, 1996), viral (REYNOLDS et al., 1980),
fungica (MEIRA et al., 1996) e parasitaria (HOLBROOK et al., 1981). Esta substincia
também tem propriedade moduladora, tanto da imunidade humoral quanto da celular (FALCH
et al., 2000; TAKAHASHI et al., 2001; KUBALA et al., 2003) sendo capaz de estimular a
hematopoiese (HOFER; POSPISIL, 1997; KOGAN et al., 2002; WEITBERG, 2008) além de
neutralizar radicais livres (KAYALI et al., 2005, SENER et al., 2006).

As B-glucanas sao polissacarideos constituintes estruturais da parede celular
de leveduras, fungos e alguns cereais, que se diferenciam pelo tipo de ligagcdo entre as
unidades de glicose da cadeia principal e pelas ramificagdes que se conectam a essa cadeia. A
B-glucana da parede celular de Saccharomyces cerevisiae, tem como fun¢do manter a rigidez
e a forma da célula. constitui-se de um esqueleto central linear, de moléculas de D-glicose
ligadas na posi¢ao B-(1—3), contendo cadeias laterais com ligagoes B-(1—6) (SANDULA et
al., 1995, GARDINER, 2000).

A Investigagdo sobre atividade bioldgica da B-glucana de diferentes tipos
em nivel celular tem sido base para experimentos cientificos com animais, testes in vitro e
ensaios clinicos. Muitos estudos confirmaram que a B-glucana administrada por via oral,
melhora a imunidade demonstrando que ¢ um modulador ndo-téxico de varios processos
imunoldgicos. Dessa forma, estudar a resposta do sistema imunitario humano em relagdo as -
glucanas extraidas de varias fontes tem sido um desafio para os pesquisadores. Identificar
quais receptores e as vias intracelulares ativas envolvidas, parece estar relacionada aos fatores
fisico-quimicos, tais como, peso molecular, tipo de ligagdes glicosidicas, residuos presentes,
solubilidade em 4agua, conformagdo espacial e grau de polimerizagdo (TOKUNAKA et al.,
2002; KUBALA et al., 2003).

Por outro lado, Maki et al, (2006), em ensaio clinico controlado, avaliaram

os efeitos do consumo de aveia (B-glucana) sobre a pressdo arterial, metabolismo de
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carboidratos e os biomarcadores de estresse oxidativo em 97 homens e mulheres obesos com
hipertensao arterial. Os individuos foram divididos em dois grupos, os que receberam a aveia
e o grupo controle e foram acompanhados por 12 semanas. Os resultados do ensaio sugerem
efeitos benéficos de alimentos contendo B-glucanas sobre o metabolismo de carboidratos e
sobre a pressdo arterial em individuos obesos.

Além desses achados, a B-glucana ainda parece ser uma forte candidata a
auxiliar a prevengdo de danos ao DNA, sejam eles basais e/ou induzidos por tratamentos,
como ¢ o caso da quimioterapia. Recente estudo realizado por Magnani et al., (2011), com 20
pacientes portadores de cancer de prostata receberam capsulas contendo 20 mg de B-glucana
derivada de S. cerevisiae por 28 dias. Amostra de sangue periférico foi coletada para analise
dos leucocitos e para o teste do cometa. Os resultados foram positivos, indicando que a f3-
glucana pode ser eficiente protetora contra danos ao DNA causados por compostos
mutagénicos, ou seja possui capacidade de bloquear a acdo de agentes indutores de
promovendo o reparo do DNA, melhorando os parémtros hematologicos de pacientes com
cancer de prostata em tratamento qntineoplasico.

Considerando as propriedades benéficas da B-glucana e seu potencial uso
como adjuvante para o tratamento de cancer, nds avaliamos os efeitos da suplementacdo oral
de B-glucana sobre os parametros nutricionais, hematoldgicos, bioquimicos e os indicadores

de estresse oxidativo em mulheres com cancer de mama em tratamento antineoplasico.

PARTICIPANTES E METODOS

Sujeitos

Participaram do estudo mulheres com cancer de mama, atendidas no
ambulatorio do Instituto de Cancer de Londrina (ICL), Estado do Parana, no periodo de 2008
a 2010, submetidas a tratamento clinico e quimioterdpico adjuvante. Como critérios de
inclusdo foram considerados: mulheres com diagnéstico de cancer de mama confirmado e que
foram submetidas a quimioterapia, tendo entre dezoito e sessenta e cinco anos. Foram
excluidas as mulheres em estadiamento IV da doenca e as que apresentaram outras patologias
cronicas e distirbios hormonais. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e

Pesquisa da Universidade Estadual de Londrina sob o nimero: 006/07 (Anexo 1).
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Em relacao ao estadiamento clinico, a neoplasia de mama foi classificada de
acordo com o tamanho do tumor, acometimento de linfonodos regionais e metastase a

distancia, em estagios: 0, I, II, IIT e IV (INCA, 2004).

Protocolo Experimental

Trata-se de um ensaio clinico aleatério duplo cego, com duas intervengdes
paralelas. Para homogeneizar a amostra todas as pacientes receberam a suplementag¢do por um
periodo de 84 dias. Foram realizados trés encontros para coleta de sangue, avaliacio
nutricional, fornecimento das capsulas e investigagdo de efeitos colaterais (Figura 1). As
pacientes foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos: B-glucana (intervencao)
composto por 25 pacientes, que receberam a suplementagdo oral de um grama de B-glucana,
em capsulas, e o grupo controle constituido por 27 pacientes, que receberam a mesma
quantidade de gelatina em céapsulas.

Durante a avaliagdo nutricional as pacientes receberam todas as orientagdes
necessarias em relagdo a suplementagdo e levaram os frascos contendo as capsulas com [3-
glucana ou com gelatina, foram orientadas a ingerir duas capsulas por dia, totalizando um
grama de suplemento. Também foram orientadas a ndo modificarem sua dieta habitual e ndo
ingerir outros suplementos nutricionais durante o desenvolvimento do estudo. A B-glucana
utilizada apresentava pureza de 87,6%, conforme descrito por Matiazi (2005), sendo fornecida
pelo proprio pesquisador. A gelatina em p6 foi adquirida da Galena Quimica e Farmacéutica
LTDA, Campinas, SP, Brasil e o encapsulamento das substincias foram realizados no

Laboratorio de Produgdo de Medicamentos da UEL, pela propria pesquisadora.
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Figura 1 - Esquema de acompanhamentos das pacientes durante o ensaio clinico

1 2 a - Término

A A A A
M0 M1 M2 M3 4
PL Reposicao PL
das AN
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PCR

EQ EQ
: < =

Suplementacdo com B-glucana ou gelatina

Legenda: A periodo de 21 dias; C1, C2, C3, C4: Ciclos de Quimioterapia (QT); MW — Coleta basal de sangue
periférico (hemograma, bioquimica, estresse oxidativo); Avaliagdo nutricional inicial. M1, M2, M3 — Sessdo de
QT e retorno com a nutricionista para a reposi¢ao das capsulas e avalia¢do nutricional. M4 — Coletas de sangue
periférico final (hemograma, bioquimica, estresse oxidativo), Avaliacdo nutricional final, PL — Perfil Lipidico;
He — Hemograma, EO — Estresse Oxidativo;, PCR: Proteina C reativa; AN — Avaliagc@o Nutricional.

Parametros avaliados

As seguintes medidas foram avaliadas: peso, altura, circunferéncia da
cintura e dobras cutaneas para a realizagdo dos célculos do IMC, percentual de gordura
corporal e analise da circunferéncia da cintura como indicador de risco cardiovascular. As
medidas antropométricas foram obtidas pelo mesmo avaliador, experiente e treinado. Cada
paciente teve duas avaliagdes, uma antes da suplementagdo (basal) e outra ap6s o término da
suplementagao (final).

O diagnostico do estado nutricional foi realizado por meio do IMC, e
classificado de acordo com o proposto pela Organizagdo Mundial de Satde (WHO, 1995).
Para a avaliag@o da circunferéncia da cintura, utilizou-se a classificacdo proposta pelo NCEP-
ATPIHI (2001), que considera para mulheres valores > 88 cm como risco elevado de
complica¢des metabodlicas associadas a obesidade e valores < 88 cm, sem risco. Em relagdo a
classificacdo da porcentagem de gordura corporal seguiu-se o critério proposto por LOHMAN
et al (1991) que considera risco de doengas associadas a obesidade o percentual de gordura

corporal >32.
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As mensuragdes laboratoriais foram realizadas pelo Laboratério de Analises
Clinica -Cetel, antes e apos a suplementacdo, com 12 horas de jejum. Foi avaliado o
hemograma completo, os niveis séricos de glicose, colesterol total (CT), colesterol LDL,
colesterol HDL, triacilglicer6is (TG) e proteina C-reativa (PCR), conforme protocolo do
fabricante.

Os indicadores de estresse oxidativo foram analisados no Laboratorio de
Pés-Graduagio do Hospital Universitario da UEL. As substincias Reativas ao Acido
Tiobarbiturico (TBARS) foram determinadas conforme descrito por Jentzsch et al (1996) e os
resultados foram expressos como umol de MDA. O Oxido Nitrico (NO) foi determinado pelas
concentragdes de nitrito (NO;) e nitrato (NO;) plasmaticos pelo método colorimétrico
utilizando o reagente de Griess suplementado com a redugao de nitrato a nitrito com cadmio.
Os Produtos Avancados de Oxidacdo Protéica (AOPP) foram determinados pelo método
espectrofotométrico descrito por Witko-Sarsat et al (1998). E por fim o potencial antioxidante
plasmatico total (TRAP) foi avaliado por quimiluminescéncia (QL) em contador [} marca

Beckman® (EUA) modelo LS 6000, em uma adaptacdo técnica descrita por Repetto et al
(1996).

Analise Estatistica

Os dados foram resumidos por meio da mediana e quartis (25% e 75%) ou
pela frequencia absoluta e relativa expressa em tabelas. Para a comparacdo das variaveis
continuas foram utilizados os testes de mann-withney ou wilcoxon e para comparacao das
varidveis categoricas o teste do qui-quadrado ou o teste exato de fisher. O nivel de

significancia foi estabelecido em 0,05. O software utilizado para analise foi o SPSS v.16.

RESULTADOS

Do total de 80 pacientes recrutadas para o estudo, 25 foram randomizadas
para o grupo de intervencdo B-glucana e 27 para o grupo controle (gelatina). A Tabela 1
resume as principais caracteristicas basais das pacientes, de acordo com o grupo de
suplementagdo. Os habitos de vida avaliados foram consumo de bebida alcodlica, tabagismo e
pratica de atividade fisica, que mostraram baixo consumo de 4lcool e de fumantes, mas com

alta prevaléncia de sedentarismo, a amostra foi homogénea entre os grupos de estudo para as
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vaidveis apresentadas. A idade média das pacientes do grupo B-glucana foi de 51,7 + 8,8 anos
e do grupo controle 54,1+ 9,1 anos. Nao houve diferenca significante entre os grupos,

observo-se que a amostra foi homogénea entre os grupos de estudo.

Tabela 1 - Distribuicdo percentual das varidveis demograficas, estadiamento clinico e habitos
de vida de acordo com os grupos de estudo, Londrina, 2008-2010.

Grupo pB-glucana Grupo controle
pn li gs I; =27 *p-valor
Variaveis Categorias
N % N %
Grubo efirio 20 -39 2 8 2 7
"po etart 40-59 16 64 16 59 0.88
(anos) 60 — 65 7 28 9 34
Até 1 SM 14 56 15 55.6
Renda Familiar 1-3 SM 9 36 12 44.4 0,87
>3 SM 2 8 0
. I 3 12 1 3,7
'éf,ta.d'ame“t" I 16 64 13 48,1 0.43
tnico m 6 24 13 48,1
Tabagismo 1;.*‘“ 21 84 22 81,5 0.98
m 4 16 5 18,5 ’
Pratica de Atividade Nio 22 88 23 85,2
fisica St 3 12 4 14,8 0,92

Legenda: *p-valor: nivel de significancia p< 0,05.

A classificacdo do estado nutricional das pacientes de acordo o IMC esta
descrita na Tabela 2. O IMC médio do grupo B-glucana foi de 25,36+4,27 kg/m* e do grupo
controle foi de 26,05+4,73 kg/m” que corresponde ao estado nutricional de sobrepeso. Apods o
periodo de intervencdo (final) ndo houve alteragcdo significante na classificacdo do estado
nutricional. Com relacdo ao risco elevado de complicacdes metabolicas associadas a
obesidade, medido pela circunferéncia da cintura, inicialmente a minoria das pacientes dos
dois grupos apresentaram alto risco, mas no final do estudo, a maioria das pacientes
apresentou alto risco. Entretanto a comparagdo entre os grupos revelou que o grupo controle
apresentou maior percentual de pacientes em risco de complicagdes metabdlicas associadas a
obesidade (basal e final) em relagdo ao grupo B-glucana, mas a diferenca ndo foi significante.
O percentual de gordura corporal foi acima de 32% nos dois grupos, indicando excesso de

gordura corporal e risco elevado de obesidade.
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Tabela 2 - Distribuicao percentual do IMC e circunferéncia da cintura das mulheres com
cancer de mama, antes e apds a suplementa¢do, Londrina, 2008-2010

Grupo B-glucana

Grupo controle

n=25 n =27
:g Classificacio Basal Final % Basal Final *‘5
S g S
& &
n % n % n % n %
Ng Desnutrido (<18,5) 01 4,0 01 4,0 1,0 01 3,7 00 0,0 0,93
= Eutréfico (18,5-24,9) 09 36,0 09 36,0 1,0 06 222 07 259 0,76
5 Sobrepeso(25-29,9) 10 40,0 10 40,0 1,0 11 70,7 10 374 0,45
= Obeso (> 30) 05 20,0 05 200 1,0 09 3373 10 374 0,54
£3
‘g’ = Baixo risco (< 88) 16 64,0 15 60 0,94 15 555 12 445 0,68
; E Alto risco (> 88) 09 36,0 10 40 0,88 12 445 15 55,5 0,54
- :
O3

Legenda: * p-valor: nivel de significancia p< 0,05.

A analise dos parametros hematoldgicos e bioquimicos realizada antes a ap6s a

suplementacdo estd descrita na Tabela 3. No grupo B-glucana houve aumento significativo nos

niveis de hemoglobina (p=0,031), hematocrito (p=0,021), basoéfilos (p<0,001) e eosinofilos

(p=0,005) e reducdo significativa nos niveis de LDL-colesterol (p=0,021) e dos triacilglicerois

(p=0,005) e no grupo controle houve reducao significativa nos niveis de hemoglobina (p=0,013),

leucocitos (p=0,001), linfocitos (p<0,001) e eosinodfilos (p=0,046). A analise dos indicadores de

estresse oxidativo esta descrita na Tabela 4. Constatou-se redugdo significativa nas concentragdes

de NO (p<0,001) ap6s a suplementacao com B-glucana. Os demais marcadores ndo apresentaram

alteragdes significantes.



Tabela 3 - Valores da mediana e quartis do hemograma e parametros bioquimicos das
pacientes com cancer de mama, antes e ap6s a suplementacao, Londrina, 2008-
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2010.
Grupo p-glucana Grupo controle
Variaveis n=25 n =27
Basal Final p- Basal Final p-

Md (1°-3° q) Md (1°-3°q) valor* Md (1°-3°q) Md(1°-3°q) _ valor*
HB (g/dL) 155 (117-135) 124 (105-127) 0,031 12,9 (12,3-13.8) 12,4 (11,1-129) 0,013
HT (%) 36,7 (32.4-38,1)  37.4(353-399) 0,021 38,8 (37-40,9) 37,1 (34,8-40.8) 0,056
Lt (mm’) 5740 (4730-7880) 6030 (4480-8330) 0,667 6500 (5300-7700) 5040 (4060-6800) 0,001
Li (mm?’) 1500 (1254-2072) 1622 (1271-2019) 0,696 2080 (1486-2390) 1503 (1049-1712)  <0,001
Mn(mm') 460 u0611)  502(336,5-761) 0,634 510 (380-567) 509 (373-770) 0,798
Ba (mm’) 48 (0-81) 77 (49-86) <0,001 50 (0-100) 54 (0-94) 0,454
Es (mm’) 66 (11-140) 115 (70-180) 0,005 62 (18-161) 52 (13-110) 0,046
Plaq (mil/pL) 594 262321) 280 (267-318) 0872 357(315-386) 334(292-359) 0,067
Glico(mg/dl) 91.0(845955) §70(83,0-955) o5, 93.0(860-1027)  950(847980) g og7
CT (mg/dL) 505 (182.233) 208 (186-255) 0226 189 (173-237) 213 (194-243) 0,105
LDL (mg/dL) 141(122-175) 127 (102-169) 0,021 123 (103-155) 133 (115-168) 0,225
HDL (mg/dL) 50 (42-57) 46 (40-58) 0,648 48 (42-60) 46 (40-53) 0,548
TG (mg/dL) 154 (108-201) 121 (74-165) 0,005 130 (89-164) 119 (96-174) 0,692
PCR (mg/dL) 043 (0.33-0,63) 041(031-0,66) 0346 0,46 (0,33-0,63) 046 (0.33-0,63) 0,866

Legenda: HB: hemoglobina; HT: hematocrito; Lt: leucocitos; Li: linfocitos; Mn: mondcitos; Ba: basofilos; Es:
eosinéfilos; Plaq: plaquetas; CT: colesterol total; LDL: colesterol-LDL; HDL: colesterol-HDL; TG:
triacilglicerdis; PCR: proteina C reativa. Md: mediana; q: quartis.* p-valor: nivel de significancia estatistica p <
0,05 em negrito.

Tabela 4 - Valores da mediana e quartis dos marcadores do estresse oxidativo das pacientes
com cancer de mama, antes € apos a suplementagao, Londrina, 2008-2010.

Grupo p-glucana

Grupo controle

Marcadores do n =25 n =27

estresse oxidativo Basal Final . Basal Final .
o A0 o A0 p-valor o A0 o A0 p-valor

Md (1°-3° q) Md (1°- 3° q) Md (1°-3° q) Md (1°- 3° q)

TRAP 4 3 2 2 2

(uM Trolox) 592 (525-720) 634 (567-736) 0,619 608 (529-712) 622 (562-696) 0,657

MDA

(=M) 2,74 (1,05-3,25) 2,50 (1,8-4,3) 0,258 2,04 (1,4-3,1) 2,12 (1,3-3,13) 0,657

ON 6,95 (4,6-7,9) 5,15 (3,8-6,9) <0,001 5,5 (4,4-7,7) 6,2 (4,4-8,3) 0,73

(ug/mL) bl 9 k] bl k) El 9 bl bl bl > bl bl bl

AOPP 307 (241-375 326 (264-359 0,809 367 (306-469 358 (273-432 0,761

(HM/L ECT) ( = ) ( - ) £ ( = ) ( - ) )

Legenda: TRAP: Potencial antioxidante plasmatico total; MDA: malonaldeido; ON: Oxido Nitrico; AOPP:
produtos avangados de oxidacdo protéica: uM/L EcT=micromoles/litro de equivalentes de cloramina T. Md:
mediana; q: quartis.* p-valor: nivel de significancia estatistica p<0,05 em negrito.
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DISCUSSAO

Os resultados do presente ensaio fornecem suporte para observar que a
suplementagdo de um grama de B-glucana de S.cerevisiae, por 84 dias, teve efeitos favoraveis
sobre os niveis plasmaticos de hemoglobina, hematocrito, basofilos, eosinofilos, LDL—
colesterol e triacilglicerois e sobre a concentracdo plasmatica de NO.

No ensaio de Weitberg (2008), vinte pacientes, recebendo quimioterapia,
foram suplementados com uma preparacdo contendo trés gramas de B-(1,3)-(1,6) D-glucano
(MacroForce mais IP6, ImmuDyne, Inc.) e monitorados para tolerabilidade e efeito sobre a
hematopoiese. Os resultados mostraram que B-glucana foi extremamente bem tolerada pelos
pacientes com neoplasias em estado avangado submetidos a quimioterapia. Nao houve efeitos
adversos ou toxicidades relatados por qualquer um dos pacientes quando em comparagdo com
o seu perfil de sintomas antes de entrar no estudo. Pelo contrario, um nimero significativo de
pacientes relatou uma sensagdo de bem-estar. Esses achados sdo consistentes com os de
Oliveira et al. (2006) que avaliou a B-glucana (1/3-1/6) e ndo mostrou qualquer efeito
genotdxico e/ou danos clastogénicos, podendo se tornar um importante adjuvante na
quimioterapia uma vez que tem a capacidade de diminuir os efeitos adversos das drogas
(OLIVEIRA et al., 20006).

Alguns estudos tém demonstrado relacdo direta entre obesidade e incidéncia
de cancer de mama em fase pré-menopausal. Além disso, o ganho de peso, apds o diagndstico
da doenca, pode afetar a sobrevida das pacientes, e esta relacionado ao aumento na progressao
do tumor e nas taxas de mortalidade associadas a neoplasia mamaria (BERGSTROM et al.,
2001).

A avaliagdo do estado nutricional das pacientes foi realizada pela
classificagdo do IMC, proposta pela WHO (1995), circunferéncia da cintura ¢ % de gordura
corporal. Em relacdo ao IMC, 40,4% das pacientes com cancer de mama apresentou
diagnostico de sobrepeso e 26,9% de obesidade antes da suplementagdo. Os outros parametros
utilizados indicaram presenca de obesidade e risco elevado de complicacdes metabolicas e
doenga cardiovascular, mas ndo houve diferenga significativa na comparagdo entre os dados
basais e finais e entre os grupos, sugerindo que a -glucana nao interferiu no diagnostico
nutricional das pacientes com cancer de mama ao longo do estudo. Entretanto observou-se
que o IMC médio das pacientes ndo esteve de acordo com as recomendagdes oficiais contidas

no relatério de perspectiva global sobre alimentos, nutri¢ao e preveng¢ao do cancer, uma vez
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que a recomendacao de IMC para prevencao de cancer de mama ¢ entre 18,5-24,9 kg/m2,
com mediana indicada de 21 a 23 kg/m* (WORLD CANCER RESEARCH FUND, 2007).

No estudo de Pierce et al. (2007) foram avaliadas 1490 mulheres com
cancer de mama e constataram que o IMC foi relacionado positivamente com o indice de
mortalidade, indicando que as mulheres com IMC > 30 kg/m2 apresentaram taxa de
mortalidade mais elevada em relacao aquelas com peso adequado. No trabalho conduzido por
Goodwin e Boyd (1990), em que foram analisados treze estudos de coorte e um estudo de
caso controle realizados em mulheres com cancer de mama, verificou-se que o aumento no
peso corporal pode exercer um efeito negativo no prognoéstico da doenga. Rock ¢ Demark-
Wahnefried (2002) avaliaram resultados de 26 estudos que relacionaram o estado nutricional
(estimado pelo IMC) na fase de diagnostico da doenga com sobrevivéncia e recorréncia de
cancer de mama. Em 17 dos 26 estudos, o aumento no IMC ou peso corporal elevou,
significativamente, o risco de recorréncia e reduziu a sobrevivéncia em pacientes com cancer
de mama; 7 estudos ndo encontraram nenhuma associagdo; e 2 estudos apresentaram uma
associac¢do inversa entre o excesso de peso corporal e recorréncia.

Em uma revisdo sistemdtica, Hauner et al. (2011) analisaram o efeito do
excesso de peso e da nutrigdo no prognoéstico no cancer de mama e identificaram 17 estudos
de coorte. Seis de 12 estudos indicaram uma associa¢ao positiva entre o IMC e a mortalidade
especifica por cancer de mama, trés estudos mostraram tendéncia e apenas trés estudos nao
encontraram qualquer associacgao significativa. Os efeitos da f-glucana na ingestdo alimentar
parece ser dependente de suas propriedades, o aumento da saciedade é em grande parte
atribuido ao tamanho molecular e a solubilidade da B-glucana. A medida que o efeito de -
glucana sobre a saciedade ainda ndo € claro, a sua acdo na regulacdo do peso corporal também
¢ incerto.

Frente ao exposto, cabe ainda destacar que o excesso de peso tem sido
associado com aumento nos niveis de triacilglicerdis, VLDL, colesterol total, LDL-colesterol
e diminui¢do da HDL-colesterol, sendo considerada uma importante causa de doenca
cardiovascular e diabetes (DENKE et al 1994). Dessa forma conhecer o perfil hematologico e
bioquimico de individuos com cancer de mama, e os possiveis riscos relacionados a doengas
coronarianas inflamagao e infec¢des se faz necessario.

A B-glucana derivada de cereais (aveia e cevada) tem sido utilizada para
reduzir o risco de doengas cardiacas (RIPSIN et al., 1992; BROWN et al., 1999; MARLETT,
2001; KIN et al., 2006), estudo com animais utilizando a glucana proveniente da S. cerevisae

demonstrou a mesma eficacia, com a vantagem de manter seu efeito por um periodo maior em
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relagdo as glucanas de outras origens (VETVICKA; VETVICKOVA, 2007). Nossos
resultados mostraram que as pacientes do grupo B-glucana apresentaram redugado significante
nos niveis plasmaticos de LDL-colesterol (p=0,021) e triacilglicerois (p=0,005), apos
suplementagdo, enquanto que no grupo controle ndo houve alteragio significativa.

Em todo o mundo estudos em humanos tém demonstrado que a B-glucana ¢
uma fonte alimentar segura e barata e pode ser utilizada em individuos com dislipidemia,
devido suas propriedades de reduzir o colesterol total, LDL-Col e traiacilglicerois,
contribuindo assim, para redu¢do de doencas cardiovasculares (DELANEY et al., 2003; KIM
et al., 2006; SOL"A et al., 2007; QUEENAN et al., 2007; SHIMIZU et al., 2008).

Em uma meta-analise de ensaios clinicos randomizados, o consumo de 3 a
10g de cevada por dia, ao longo de 4 a 6 semanas, reduziu de forma significativa o colesterol
total e LDL-colesterol em individuos com diferentes padrdes alimentares (ABUMWEIS;
JEW; AMES, 2010). Em outra meta-analise de 8 ensaios clinicos randomizados, os
participantes receberam 3 a 10g de cevada por dia, ao longo de um periodo que varia entre 4 ¢
12 semanas e apresentaram reducgdes significativas nos niveis de colesterol total, LDL-
colesterol e triglicérides em comparagdo com os participantes do grupo controle (TALATI, et
al., 2009). O consumo de 6 g/dia de aveia concentrada em B-glucana na forma de p6, durante
6 semanas, reduziu significativamente tanto colesterol total quanto o LDL-Col, em adultos
hipercolesterolémicos (QUEENAN et al., 2007), em outro estudo, o consumo de uma dose
diaria de 4g de B-glucana de aveia, incorporada a uma refeinyo pronta (sopa), reduziu os
nvveis de colesterol LDL em 3,7% ao longo de 5 semanas em um grupo de indivvduos
saudaveis hiperlipidkmicos, em comparagao com uma dieta controle (BIORKLUND; HOLM,
2008).

Ainda sdo poucos os estudos realizados com B-glucana de S. cerevisiae, um
deles, foi de Nicolosi et al. (1999) que estudaram os efeitos da ingestdo de B-glucana de S.
cerevisiae, adicionada ao suco de laranja, para os niveis de lipidios plasmaticos em homens
obesos hipercolesterolémicos. No estudo foi observada queda significativa no colesterol total
e reducdo de 8% nos niveis séricos de colesterol LDL, ap6és 8 semanas de consumo.
Semelhantes observagdes foram descritas por Matiazi (2005) na avaliagdo do efeito
hipocolesterolémico da B-glucana extraida de S. cerevisiae administrada em camundongos
com dieta hipercolesterolémica.

As propriedades hipocolesterolémicas das B-glucanas podem ser explicadas
por varios mecanismos, como o aumento na excre¢ao de acido biliar, alteracdo da composi¢ao

do pool de 4cidos biliares € aumento da atividade da colesterol 7a-hidrolase, principal enzima
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que conduz a eliminagdo do colesterol no corpo (GOEL et al., 1999). Sao capazes de diminuir
a reabsorcao dos acidos biliares e aumentar o seu transporte para o intestino grosso (ZHANG
et al., 1992) promovendo sua conversdo para metabdlitos e sua excre¢do, subsequentemente
induzindo aumento da sintese hepatica de acidos biliares a partir do colesterol circulante
(DONGOWSKI; HUTH; GEBHARDT, 2003). Em um estudo in vitro, extratos de B-glucana
de farinha de aveia e cevada inibiu a absor¢ao intestinal de acidos graxos de cadeia longa e
colesterol e diminuiu a regulagdo de varios genes envolvidos na lipogénese e no transporte
lipidico em ratos (DROZDOWSKI et al., 2010).

Outra linha de pesquisa importante sobre as atividades das B-glucanas ¢ seu
uso para estimulacdo e modulagdo imunoldgica, embora as pesquisas realizadas até agora,
consistiram principalmente de estudos in vitro utilizando células humanas de cancer e estudos
com animais, os resultados t€ém mostrado melhorar principalmente a hematopoiese (CHAN;
CHAN; SZE, 2009).

Por outro lado no estudo realizado por Demir et al (2007) foi observado
aumento significativo (de 48-50% para 61-69%) na producdo de mondcitos em 23 mulheres
com cancer de mama avangado apds 15 dias de ingestdo de B-glucana. Nossos resultados
mostraram um aumento siginificativo nos niveis de hemoglobina (p=0,031), hematocrito
(p=0,021), basofilos (p<0,001) e eosinodfilos (p=0,005) apds 12 semanas de ingestdo de um
grama de [B-glucana, enquanto que as pacientes do grupo controle apresentaram reducao
significativa de hemoglobina (p=0,013), leucocitos (p= 0,001), linfocitos (p<0,001) e
eosinofilos (p=0,046).

Os provaveis mecanismos envolvidos na resposta imune desencadeada pela
B-glucana incluem estimulo da hematopoiese (HOFER; POSPISIL, 1997; WEITBERG,
2008), secregdo de TNF e IL-1, que se ligam nos receptores de macréfagos e neutrofilos
(KUPFAHL; GEGINAT; HOF, 2006) aumentando a atividade de células Natural Killer
(NK). Também ¢ capaz de interferir na angiogenese tumoral, podendo assim, inibir a
promocdo e a progressao dos tumores (XIAO; TRINCADO; MURTAGH, 2004; VOLMAN
et al., 2008) e ainda suprimi a peroxidacgdo lipidica e repdem conteudo de glutationa (GSH)
nos tecidos oxidados (TOKLU et al., 2006). Neste contexto, Kubala et al. (2003) relataram
que a modulacao da atividade celular da B-glucana inicia-se com a ativagdo de macréfagos
gastrointestinais, células endoteliais e dendriticas, células B e T, e, linfocitos
polimorfonucleares.

No estudo de Weitberg (2008) (ensaio clinico de fase I/II), foram utilizados

7,5mg de B-(1-3), (1-6)-D-glucana no tratamento de pacientes com neoplasias avancadas,
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submetidos a quimioterapia. Os resultados apontaram melhora, especialmente no nimero de
globulos brancos, dos niveis de hemoglobina e de plaquetas, concluindo que a B-glucana pode
ter um efeito benéfico sobre a hematopoiese nestes pacientes.

Dessa forma os pesquisadores acreditam que os efeitos benéficos devem ser
melhor estudados, porque, se confirmados, a B-glucana, poderia se tornar uma importante
substancia adjuvante em pacientes que recebem quimioterapia e assim limitar as citopenias
observadas com estas terapias. As dosagens de B-glucana recomendadas diferem, a partir de
300 a 3000 mg por dia, dependendo das caracteristicas e potenciais imunoestimulante das
preparagdes aplicadas. No tratamento do cancer ou outros problemas cronicos de saude,
Mason (2001) sugere a ingestao de 300-500 mg de B-(1-3),(1-6)-Dglucana de leveruda por dia
durante pelo menos um ano. Alguns pesquisadores demonstraram que tanto a administracao
oral quanto parenteral de B-glucanas tém efeitos semelhantes na protecdo contra o cancer
(HANAUE et al., 1989; VETVICKA et al., 2002; RICE et al., 2005).

Evidéncias cientificas apontam que o sobrepeso e alguns componentes da
dieta podem estar relacionados com aumento no risco de desenvolvimento e progressdo do
cancer de mama, principalmente por induzirem a geragdo de radicais livres no organismo
(KEY et al., 2004; DONALDSON, 2004; PINHO; COUTINHO, 2007), podendo desencadear
o estresse oxidativo e, assim, aumentar o risco da doenca. Por outro lado, a relagdao entre
cancer e componentes alimentares que podem desempenhar papel protetor em relacdo as
neoplasias ainda estd sendo pesquisada (KEY et al, 2004; DONALDSON, 2004;
GONZALEZ, 2006).

No presente estudo foi analisado os marcadores bioquimicos de estresse
oxidativo, na etapa basal e final, os resultados mostraram uma reducdo significativa nas
concentragdes de ON (p<0,001) apds suplementag¢do com f-glucana.

A PB-glucana de diferentes origens tem sido considerada uma fibra de
potencial terapéutico diante do efeito protetor contra varios agentes quimicos, podendo agir
como antioxidante, prevenindo os danos produzidos por espécies reativas de oxigénio
(MANTOVANI et al., 2008). Alguns estudos foram realizados para avaliar a a¢do da -
glucana sobre o estresse oxidativo, porém os resultados sdo contraditorios. Em pesquisa com
cultura de células, Slamenova et al (2003) sugere a existéncia de propriedades antioxidantes
da B-glucana. Esta atividade também foi evidenciada em estudos com animais (KAYALI et
al., 2005; SENER et al., 2006), porém em ensaio clinico utilizando a B-glucana proveniente

da aveia, ndo houve a mesma constatagdo (MAKI et al., 2007).
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A abordagem mais comum para quantificagdo do estresse oxidativo e dos
radicais livres tem sido por meio da determinagdo dos subprodutos da peroxidagao lipidica
como o dialdeido malonico (MDA), produtos avancados de oxidacdo protéica (AOPP) e
oxido nitrico (ON), além da quantificagdo da capacidade antioxidante total plasmatica
(TRAP) (VIEIRA et al., 2011).

Os radicais livres promovem reagdes com substratos biologicos podendo
ocasionar danos as biomoléculas e, consequentemente, afetar a saide humana. Os danos mais
graves sdo aqueles causados ao DNA e RNA. Se a cadeia do DNA ¢ quebrada, pode ser
reconectada em outra posi¢do alterando, assim, a ordem de suas bases. Esse ¢ um dos
processos basicos da mutacdo e o acimulo de bases danificadas pode desencadear a
oncogénese (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Estudos realizados na ultima década demonstraram que a B-glucana pode
inibir o desenvolvimento tumoral (ROSS, et al., 1999; VETVICKA, 2001) aumentando as
defesas do organismo (NAKAGAWA; OHNO; MURAI, 2003; SENER et al.,, 2005),
interferindo na producdo de citocinas (SOLTYS; QUINN, 1999; NAKAGAWA; OHNO;
MURALI, 2003), oxido nitrico e metabolitos do 4cido araquidonio (HASHIMOTO, et al.,
1997; LJUNGMAN et al., 1998) e melhorando a hematopoese. Também exerce efeitos
radioprotetores e reduz os lipidios plasmaticos (HASHIMOTO et al., 1997; LJUNGMAN;
LEANDERSON; TAGESSON, 1998; KRIZKOVA et al., 2003). Entretanto ainda nao ha
consenso entre os pesquisadores em relacdo a agdo direta da B-glucana sobre o estresse
oxidativo.

A B-glucana tem habilidade para suprimir respostas pro-inflamatorias
associadas a septicemia bacteriana, isto ocorre por meio da remocao de 6xido nitrico e células
produtoras de citocinas do tipo TNF-a, IL-1 e IL-6 dos locais de inflamagdo, e do aumento
dos niveis de mediadores antiinflamatérios, como IL-10 ¢ Proteina Quimiotatica de
Mondcitos-1 (MCP-1) (LEE, et al., 2002; LUHM et al., 2006).

Oxido nitrico (ON) ¢é uma espécie reativa de nitrogénio e pode ser
produzido no organismo pela agdo da enzima 6xido nitrico sintase a partir de arginina,
oxigénio € NADPH, gerando também NADP+ e citrulina (TAMIR, 1996). Esse radical
também pode ser produzido em maiores quantidades através dos fagocitos humanos, quando
estimulados, entretanto ndo ¢ suficientemente reativo para atacar o DNA diretamente, mas
pode reagir com o radical anion superdxido O, produzido pelos fagocitos, gerando
peroxinitrito. Portanto, o ON pode ser considerado potencialmente mutagénico e

carcinogénico (HIRATA, 1995; AKAIKE; MAEDA, 2000; RIEDER et al., 2000).
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Alguns estudos experimentais demonstraram aumento na expressao da
enzima NOS em tecido maligno de tumores ginecoldgicos, de mama, sistema nervoso central,
gastricos e colorretais, tendo um importante papel na progressao do cancer (JAISWAL et al.,
2001; CIANCHI et al., 2003; CIANCHI et al., 2004; ICHINOE et al., 2004). Ha evidéncias de
que o ON produzido por células tumorais pode induzir a vaso dilatacdo e aumentar a
angiogenese, sendo favoravel ao tumor (CHATWAL et al., 1996; BUSSOLINO et al., 1996),
segundo ainda esses autores o que determina a progressao ou a regressao tumoral associada ao
ON seria o metabolismo da arginina pelos macréfagos intra-tumorais. Nao somente a
produgdo de ON, mas também a citotoxicidade podem ser totalmente inibidas pela adi¢do de
um inibidor especifico de NOS, sugerindo que macréfagos ativados podem mediar
citotoxicidade NO-dependente.

O principal mecanismo pelo qual as células endoteliais ativadas por
citocinas lisam células tumorais esta associado com a produc¢ao de ON (LI et al., 1991). No
cancer de mama, a atividade da ON sintase esta aumentada, resultando em aumento da
producdo de oxido nitrico, consequentemente, de peroxinitrito e de seus produtos de
decomposicdo, que podem estar relacionados a lesio do DNA (BERNSTEIN; ROSS, 1993;
PAQUETTE et al., 2001; KANG, 2002).

Cabe ainda salientar a preocupagao do efeito potencial dos antioxidantes em
modificar a eficicia do tratamento quimioterapico, o qual depende do tipo de mecanismo de
acdo da droga em uso (BOREK, 2004; OZBEN, 2007;). Os quimioterapicos, com atividade
ciclo fase especifica, dentre eles as antraciclinas e agentes alquilantes, dependem da
progressao do ciclo celular para exercer sua atividade, a interferéncia com a progressao do
ciclo celular diminui a citotoxicidade das drogas (OZBEN, 2007). Durante o tratamento
antineoplésico, a peroxidacao lipidica resulta na geracdo de aldeidos que prolongam o ciclo
celular até sua parada, interferindo com as propriedades citotoxicas dos antineoplasicos.
Assim a administracao de antioxidantes durante a terapia tende a diminuir o estresse oxidativo
melhorando a acdo dessas drogas (CONKLIN, 2004; BLOCK, 2004).

Com base nesses achados acredita-se que a B-glucana tem um papel
importante na redu¢do do estresse oxidativo, via 6xido nitrico, € ndo interfere na eficacia do
tratamento quimioterapico, entretanto pesquisas adicionais com outras doses dessa substancia
sd0 necessdrias, para compreender melhor os efeitos benéficos em relagdo ao estresse
oxidativo e o cancer.

Nesse contexto concluimos que as pacientes estudadas apresentaram alto

indice de sobrepeso e obesidade, com elevado risco de complicagdes cronicas e metabolicas.
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No entanto, a administragdo oral de um grama de B-glucana, por 84 dias, promoveu reducao
dos niveis séricos de LDL-colesterol e triacilglicerdis, aumentou os niveis séricos dos
parametros hematologicos e reduziu a concentracdo plasmatica de 6xido nitrico de pacientes

com cancer de mama beneficiando o organismo comprometido pela doenga e seu tratamento.
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7 ARTIGO 3

PERFIL NUTRICIONAL E DIETETICO DE MULHERES COM CANCER DE
MAMA, EM TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO, SUPLEMENTADAS COM B-
GLUCANA'.

Resumo: O interesse crescente nas P-glucanas (BG) nas ultimas décadas surge das suas
propriedades funcionais e bioatividade. A ingestdo de PG tem sido associada a reducdo do
risco de cancer, a reducdo da atividade inflamatoria, da hipercolesterolemia e do peso
corporal, além disso, ndo houve efeitos adversos relatados apds o consumo de uma dieta rica
em B-glucana. Nesse sentido o objetivo do estudo foi investigar o perfil nutricional e dietético
de mulheres com cancer de mama suplementadas com um grama de BG. Foram analisados
dados socio-demograficos, habitos de vida, dados antropométricos, consumo alimentar e os
efeitos colaterais de 52 pacientes com cancer de mama, com idade entre 33 e 65 anos, antes e
apos suplementacdo com PG ou gelatina durante tratamento antineoplasico. A média de idade
foi de 52,04 + 8,97 anos, a maioria da pacientes nao ingeriam bebidas alcoolicas, ndo eram
tabagistas e ndo praticavam atividade fisica regular. Em relacdo aos efeitos colaterais
decorrentes da quimioterapia ndo houve diferenga entre os grupos. A avaliagdo nutricional das
pacientes com cancer de mama indicou prevaléncia de sobrepeso e obesidade, risco elevado
de complicagdes metabolicas e doenca cardiovascular, entretanto ndo houve diferenca
significativa entre os resultados iniciais e finais de cada grupo. Em relacdo a ingestdo
energética, observou-se reducao significativa na ingestdo de gordura saturada e um aumento
significativo na ingestdo de gordura monoinsaturada, nos dois grupos. Os demais nutrientes
avaliados nao tiveram alteracoes com nivel de significancia estatistica. Entretanto na
avaliacdo do consumo de vitaminas e minerais, chama aten¢do o fato de que todas as
vitaminas antioxidantes e o calcio apresentaram alta prevaléncia de inadequagado. Portanto foi
possivel observar que a ingestdo alimentar das pacientes ndo estava de acordo com as
recomendacdes dietéticas internacionais para a maioria dos nutrientes, indicando alta
prevaléncia de inadequacdes de micronutrientes. Diante do exposto, se faz necessario maior
atencao ao estado de satude e a ingestao alimentar desta populagao.

Palavras-chave: [-glucana. Cancer de mama. Perfil nutricional. Ingestao dietética. Estresse
oxidativo.
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Universidade Estadual de Londrina), Edson Lavado (Departamento de Fisioterapia, Universidade Estadual de
Londrina), José Oliveira Couto Filho (Departamento de Ginecologia e Obstetricia, Universidade Estadual de
Londrina), Jane Bandeira Dichi (Departamento de Clinica Médica, Universidade Estadual de Londrina),
Hevenilton José Matiazi (Laboratério de Tecnologia de Alimentos e Medicamentos, Universidade Estadual de
Londrina), Mario Sérgio Mantovani (Departamento de Biologia Geral, Universidade Estadual de Londrina).
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INTRODUCAO

Segundo a American Cancer Association (ACS) o diagndstico do cancer
leva a mudancas no estilo de vida; motiva a procura de informagdes sobre uma alimentagao
adequada, o uso de suplementos nutricionais e terapias alternativas (BROWN et al. 2003).

Nos ultimos anos tém sido testados compostos isolados presentes em
alimentos de origem vegetal como possiveis agentes anticarcinogénicos, uma vez que
investigagdes epidemioldgicas (populacionais) e experimentais (in vivo e in vitro) tém
demonstrado que uma alimentagdo rica em acido ascorbico, vitamina E, fitoestrogenos da
soja, carotenoides, selénio, zinco, licopeno, flavonodides, e B-glucanas, podem diminuir o risco
e a progressao de diversos tipos de canceres. (FLAGG; COATES; GREENBERG, 1995;
ZHANG et al., 1999; SCHRAUZER et al.,, 2000; FERRARI; TORRES, 2002; ROCK;
DEMARKWAHNEFRIED, 2002; MANNION et al., 2011).

As B-glucanas sdo polissacarideos constituintes estruturais da parede celular
de leveduras, fungos e alguns cereais, que se diferenciam pelo tipo de ligacdo entre as
unidades de glicose da cadeia principal e pelas ramificacdes que se conectam a essa cadeia. A
B-glucana da parede celular de Saccharomyces cerevisiae, tem como fungdo manter a rigidez
e a forma da célula. Constitui-se de um esqueleto central linear, de moléculas de D-glicose
ligadas na posi¢ao -(1—3), contendo cadeias laterais que possuem no seu interior ligacdes [3-
(1—6) de tamanhos variados e que ocorrem em diferentes intervalos ao longo do esqueleto
central. A localizagdo deste polissacarideo se faz na camada intermediaria da parede celular
de leveduras a qual ¢ adjacente a membrana plasmatica (SANDULA et al., 1995;
GARDINER, 2000).

Diversas pesquisas tém avaliado a associagdo da dieta com o
desenvolvimento e a progressao do cancer de mama (DIVISI et al., 2006; DONALDSON,
2004; KEY et al., 2003). Tais estudos objetivam esclarecer quais constituintes da dieta podem
desempenhar papel protetor ou determinante em relacdo ao cancer de mama, bem como os
mecanismos pelos quais os nutrientes podem estar envolvidos na progressdo, recidiva e
mortalidade decorrente da doenga.

Ainda que sejam observadas inconsisténcias € que a interpretacao dos dados
sobre dieta e cancer de mama seja contraditdria, ¢ evidente que os habitos alimentares estdo
diretamente relacionados com maior ou menor ocorréncia de cancer, o que estimula a

continuidade dos estudos. Em outros casos, ainda se faz necessario testar substincias
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extraidas de alguns alimentos como ¢ o caso das P-glucanas que possui indicios de agdo
efetiva na preven¢ao e no desenvolvimento do cancer.
Portanto, o objetivo do estudo foi avaliar o perfil nutricional e dietético de

mulheres com cancer de mama, em tratamento quimioterdpico, suplementadas com -glucana.

Participantes e Métodos

Sujeitos

Participaram do estudo mulheres com cancer de mama, atendidas no
ambulatorio do Instituto de Cancer de Londrina (ICL), Estado do Parana, no periodo de 2008
a 2010, submetidas a tratamento clinico e quimioterdpico adjuvante. Como critérios de
inclusdo foram considerados: mulheres com diagnéstico de cancer de mama confirmado e que
foram submetidas a quimioterapia, tendo entre dezoito e sessenta e cinco anos. Foram
excluidas as mulheres em estadiamento IV da doenca e as que apresentaram outras patologias
cronicas, distrbios hormonais e os individuos do sexo masculino (Figura 1). O presente
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Estadual de Londrina
sob o numero: 006/07 (Anexo A).

Em relacao ao estadiamento clinico, a neoplasia de mama foi classificada de
acordo com o tamanho do tumor, acometimento de linfonodos regionais e metastase a

distancia, em estagios: 0, I, II, IIT e IV (INCA, 2004).

Protocolo Experimental

Trata-se de um ensaio clinico controlado aleatorio duplo cego, com duas
intervencdes paralelas. Para homogeneizar a amostra todas as pacientes receberam a
suplementagdo por um periodo de 84 dias. Foram realizados trés encontros para coleta de
sangue, avaliacdo nutricional, fornecimento das capsulas e investigacao de efeitos colaterais
(Figura 1). As pacientes foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos: B-glucana
(interveng¢do) composto por 25 pacientes, que receberam a suplementacdo oral de um grama
de B-glucana, em cépsulas, e o grupo controle constituido por 27 pacientes, que receberam a

mesma quantidade de gelatina em capsulas.
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Figura 1 - Esquema de acompanhamentos das pacientes durante o ensaio clinico

1 2 c3 4 Término

n0 nM1 h2 M3

Suplementagdo com B-glucana ou gelatina

Legenda: A periodo entre tratamentos 21 dias; C1, C2, C3, C4: Ciclos de Quimioterapia (QT); M0 — entrevista inicial;
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, avaliagdo nutricional e entrega das capsulas de suplementagao.
M1, M2, M3 — Retorno com a nutricionista para a reposi¢do das capsulas, avaliagdo nutricional e pesquisa sobre efeitos
colaterais. M4 — Entrevista final: avaliagdo nutricional, pesquisa sobre efeitos colaterais ¢ orienta¢des gerais.

Durante a avaliacdo nutricional as pacientes receberam todas as orientagdes
necessarias em relagdo a suplementagdo e levaram os frascos contendo as cépsulas com f3-
glucana ou com gelatina, foram orientadas a ingerir duas capsulas por dia, totalizando um
grama de suplemento. Também foram orientadas a ndo modificarem sua dieta habitual e ndo
ingerirem outros suplementos nutricionais durante o desenvolvimento do estudo. A B-glucana
utilizada apresentava pureza de 87,6%, conforme descrito por Matiazi (2005), sendo fornecida
pelo proprio pesquisador. A gelatina em poé foi adquirida da Galena Quimica e Farmacéutica
LTDA, Campinas, SP, Brasil e o encapsulamento das substancias foram realizados no

Laboratério de Produgdo de Medicamentos da UEL, pela propria pesquisadora.
Pardametros avaliados

Os dados do perfil s6cio-econdmico, historia clinica e os hébitos de vida
foram obtidos por meio dos prontudrios médicos e da entrevista inicial com as pacientes,
utilizando o formulério apresentado no Anexo B.

Em relacdo a avaliagdo antropométricas foram avaliadas as seguintes
medidas: peso, altura, circunferéncia da cintura, circunferéncia braquial, dobras cutaneas
(biciptal, tricipital, subescapular e supra-iliaca) para a realizagdo dos calculos do IMC,
percentual de gordura corporal e andlise da circunferéncia da cintura como indicador de risco

cardiovascular. As medidas antropométricas realizadas foram obtidas pelo mesmo avaliador,
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experiente e treinado. Cada paciente teve duas avaliacdes, uma antes da suplementagdo
(inicial) e outra apos o término da suplementacgao (final).

O diagnéstico do estado nutricional foi realizado por meio do IMC, e
classificado de acordo com o proposto pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 1995).
Para a avaliagdo da circunferéncia da cintura, utilizou-se a classificagdo proposta pelo NCEP-
ATPIII (2001), que considera para mulheres valores > 88 c¢cm como risco elevado de
complicacdes metabodlicas associadas a obesidade e valores < 88 cm, sem risco. Em relagdo a
classifica¢do da porcentagem de gordura corporal seguiu-se o critério proposto por LOHMAN
et al (1991) que considera risco de doengas associadas a obesidade o percentual de gordura
corporal > 32.

Considerando a complexidade dos determinantes da alimentagdo cotidiana,
a escolha da técnica adequada para avaliar o consumo alimentar apresenta alto grau de
dificuldade, pois todas t€m suas limita¢des e estas podem mascarar os resultados. A avaliacao
da alimentagdo das pacientes foi realizada por meio do Inquérito Recordatério Alimentar de
24 horas (IR24h) (GIBSON, 1990). A partir desse inquérito foi possivel obter informagdes
sobre a alimentagdo das pacientes durante as Ultimas 24 horas que antecederam a entrevista.
As informagdes foram obtidas em medidas caseiras com auxilio de um registro fotografico
(ZABOTTO; VIANA; GIL, 1996).

Os recordatorios alimentares foram realizados em dois momentos, na
entrevista inicial e no final do periodo de suplementagdo (84 dias). Os dados foram coletados
as ter¢as ou quarta-feiras, evitando-se os finais de semana e dias apds o fim de semana e
feriados.

As informagdes alimentares coletadas pelos IR24h estavam em medidas
caseiras e foram transformadas em gramas ou mililitros para serem adicionadas ao programa,
para isso foi utilizado como referéncias as tabelas de alimentos (PINHEIRO et al 2001), Os
calculos dietéticos foram realizados com auxilio do programa Nutwin® v.1.5 profissional
(UNIFESP, 2002) e foram analisados os macronutrientes, fibras, micronutrientes e ingestao
energética total.

Cabe destacar que foi orientado as pacientes manterem seu padrao alimentar
durante a realizagdo pesquisa, para que nao houvesse interferéncia no resultado da
suplementagdo. Apods o periodo da intervencdo, todas as pacientes foram convidadas a
retornarem para receber os resultados da pesquisa e também as orientagcdes nutricionais

necessarias.
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Analise da Ingestdo dos Nutrientes

A andlise da ingestdo dos macronutrientes (carboidratos, proteinas e
lipidios) foi obtida a partir do calculo dos trés IR24h de cada paciente. A distribuigcdo
percentual de macronutrientes utilizada foi proposta pelo Food na Nutrition board to Institute
of Medicine, para populagdo saudavel, dividida em faixas de distribui¢ao, sendo que para os
carboidratos a recomendacdo aceitavel ¢ de 45 — 65%, proteinas de 10 — 35% e Gordura total
de 20 — 35% (INSTITUTE OF MEDICINE, 2002).

Para avaliagdo da adequagdo da ingestdo individual de fibras e de
micronutrientes, foram utilizadas as recomendagdes da Dietary Reference Intakes (DRI),
usando como referéncia as EAR (Estimated Average Requirement). Quando o nutriente nao
tem EAR foi utilizado as Als (Adequate Intake), ressaltando que ndo ¢ possivel assumir os
valores de Al como estimativa das necessidades, mas sim como ingestdo recomendada
(FOOD NUTRITION BOARD OF INTITUTE OF MEDICINE, 2000, 2001, 2006). Foram
analisadas as seguintes variaveis: energia, proteinas, carboidratos, gordura total, dcidos graxos
saturados, acidos graxos poliinsaturados, acidos graxos monoinsaturados, colesterol, fibras,
vitamina A, vitamina C, vitamina E, vitamina B12, calcio, ferro, zinco e cobre.

Quanto a avaliagao da adequacao da ingestao individual € possivel estimar a
probabilidade de concluir corretamente a adequacdo da ingestdo de um individuo,
observando-se a diferenga entre a ingestdo e a mediana da necessidade. Quando o consumo

habitual for abaixo do EAR, indica grande probabilidade de inadequacao.

RESULTADOS

A idade média das 52 pacientes acompanhadas foi de 52,04 £ 8,97 anos,
sendo a mais nova com 33 anos e a mais velha com 65 anos. A renda familiar média foi de R$
725,50 + 457,65 reais, superior a um (1) salario minimo (SM) do Estado do Parana. A
descri¢ao dos estadiamentos clinicos da doenca de cada paciente, as caracteristicas socio-

demograficas e os habitos de vida estdo demonstrados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Distribuicdo percentual das caracteristicas socio-demograficas, estadiamento
clinico e habitos de vida das mulheres com cancer de mama, de acordo com o
grupo de estudo, Londrina, 2008-2010.

Grupo B-glucana n =25

Grupo controle n =27

Variaveis Categorias *p-valor
N % N %
20-39 2 8 2 7
Grupo etario (anos) 40 -59 16 64 16 59 0,88
60 - 65 7 28 9 34
Até 1 SM 14 56 15 55,6
Renda Familiar 1-3SM 9 36 12 44,4 0,87
>3 SM 2 8 0
1 3 12 1 3,7
Estadiamento Clinico 1I 16 64 13 48,1 0,43
111 6 24 13 48,1
Consumo de bebida Nio 22 88 26 96,3 0.74
alcoolica > 2x/semana Sim 3 12 1 3,7 ’
. Nio 21 84 22 81,5
Tabagismo Sim 4 16 5 18.5 0,98
Pratica de Atividade Nao 22 88 23 85,2 0.92
Fisica Sim 3 12 4 14,8 i

Legenda: *p-valor: nivel de significancia de (p< 0,05).

Em relacdo aos efeitos colaterais relatados decorrentes da quimioterapia,

verificou-se que as pacientes que receberam [B-glucana, por 84 dias, apresentaram menor

percentual de queixas, para a maioria dos sintomas, em relagdo ao grupo controle, entretanto

essa diferenca nao foi significante (Figura 2).

Figura 2 - Frequéncia dos sintomas relatados pelas pacientes, dos dois grupos de estudos,
Londrina, 2008-2010

100 -

Frequéncia (%)
g

0 B-glucana

m controle

Sintomas
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A avaliagdo nutricional das pacientes realizada antes e apos a intervengao,
considerando os parametros IMC, circunferéncia da cintura e porcentagem de gordura
corporal, estd descrita na Tabela 2.

O IMC médio do grupo B-glucana foi de 25,36+4,27 kg/m* e do grupo
controle foi de 26,05+4,73 kg/m” que corresponde ao estado nutricional de sobrepeso.

Os parametros utilizados para a avaliagdao nutricional das 52 pacientes com
cancer de mama caracterizaram prevaléncia de sobrepeso e obesidade, com risco elevado de
complicacdes metabdlicas e doenca cardiovascular, entretanto ndo houve diferenca

significativa na comparagao dos resultados iniciais e finais e entre os grupos.

Tabela 2 - Distribuigdo percentual do IMC, circunferéncia da cintura e % gordura corporal
das mulheres com cancer de mama, antes e apds a suplementagao, Londrina,

2008-2010
@ Grupo f-glucana n = 25 Grupo controle n =27
4 Basal Final Basal Final
:E Classificacao p- p-
S n % n %  valor*® n % n % Valor*
— Desnutrido (<18,5) 01 4,0 01 4,0 1,0 01 3,7 00 0,0 0,93
Q g Eutrofico (18,5 - 24,9) 09 36,0 09 36,0 1,0 06 22,22 07 25,92 0,76
E = Sobrepeso (25 - 29,9) 10 40,0 10 40,0 1,0 11 40,74 10 37,4 0,45
e Obeso (= 30) 05 20,0 05 20,0 1,0 09 33,33 10 37,4 0,54
]
C o=
k| E £ Baixo risco (< 88) 16 64,0 15 60 0,94 15 55,55 12 44,45 0,68
§ 5 N Alto risco (= 88) 09 36,0 10 40 0,88 12 44,45 15 55,55 0,54
5
ST Ac“;‘;da;{‘)ed‘a 02 80 0 00 064 03 ILI0 00 00 047
2 aX -
5 5 <  Risco de obesidade
Q °
©o =32) 23920 25 100 049 24 889 27 100 040

Legenda: * p-valor: nivel de significancia de (p< 0,05).

A analise do consumo alimentar das pacientes esta descrita nas Tabelas 3, 4
e 5. A ingestdao média de macronutrientes, fibras e do colesterol dietético (Tabela 3), revelou
reducdo significante no consumo de gordura saturada e aumento no consumo de alimentos
fontes de 4cido graxos monoinsaturados nos dois grupos estudados. A ingestdo energética e 0s
demais nutrientes ndo apresentaram alteragdes significativas.

Os valores da mediana e quartis da ingestdo dos micronutrientes estao
descritos na tabela 4 e a prevaléncia de inadequagdo na tabela 5. A analise da ingestdo inicial
e final dos micronutrientes e a comparacdo entre os grupos, ndo indicou diferenca
significante. Entretanto a avaliacdo da prevaléncia de inadequagdo do consumo de vitaminas e

minerais, chama atencdo o fato de que todas as vitaminas avaliadas apresentaram alta
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prevaléncia de inadequagdo com destaque para a vitamina E (96 e 100%) nos dois grupos
respectivamente.

Nao foi possivel estimar a prevaléncia de inadequacao do consumo de calcio
pelo fato desse nutriente ndo possuir EAR, entretanto quando confrontado a média de ingestao
do calcio com o valor de Al, apenas cinco (20%) pacientes do grupo B-glucana e seis
(22,22%) do grupo controle ingeriam 1200 mg de célcio ou mais por dia, indicando que

possivelmente o consumo desse nutriente seja inadequado.

Tabela 3 - Valores da mediana e quartis da ingestdo energética e dos nutrientes das pacientes
com cancer de mama antes e apds a suplementacdo, Londrina, 2008-2010.

Grupo B-glucana n = 25 Grupo controle n =27

Nutrientes Basal Final p- Basal Final p-valor*
valor*
Ingestao Mediana 1520,96 1591,04 1435,7 1455,59
energética  1°-3° 1153,94 - 1187,46- 0,527  1113,93- 1125,27- 0,638
(Kcal) quartl 201368 103,08 1669,8 1936,53
Carboidrato ll‘fegﬁa“a 210,74 221,41 0ogy 17544 214,84 0191
(© -0 155,99 -292,46  163,41-285,39 g 134,1-22223  166,7-271,54 g
quartil
Mediana
) et 78,17 78,17 73,53 58,14
Proteina (g) 13" 5967 9566 61,83-100,79 0,201 59'94.0249  50.52-92,85 0,424
quartil
Mediana
) el 17,01 17,3 16,49 17,54
Fibra(g)  1°-3" 12,73-27,04 10,83-26,75 0.778 ¢ 76.21.89 9,77-21,38 0,381
quartil
Colesterol Mediana
este b 197,54 179,35 141,25 156,47
Dietético 1% 3 1475.256,15 114,63-256 0716 90,08-262,59  123,3-259,25 0,280
(mg) quartil
Gordura ll‘f_egﬁa“a 41,66 39,74 0507 3897 41,8 0316
total (g) . 29,07-50,49 28,99-49,96 ’ 32,83-4821  26,8-57,74 ’
quartil
Gordura Mediana
o 7o 2035 9,7 18 1074
Saturada 13" 650575 6,7-12,8 <0001 10632415 5.93-17.58 0,005
(g quartil
Gordura ll‘f_egﬁa“a 6,29 6,02 aas A 4,54 o144
Polinsat. (g) . 3,738,11 3,12-10,68 ’ 3,59-6,58 3,03-5,59 ’
quartil
Gordura Il\fegﬁa“a 16,42 18,26 o037 1501 18,99 <0.001
monoins. (g) ql;ar a 1299-1947 14,82-27,98 g 11,34-17,56  16,77-22,79 ’

Tabela: *p-valor: nivel de significancia estatistica (p < 0,05) em negrito.



Tabela 4 - Valores da mediana e quartis da ingestao de retinol, acido ascorbico,
cianocobalamina, tocoferol, célcio, ferro, zinco e cobre das pacientes com cancer
de mama antes e apos a suplementacao, Londrina, 2008-2010
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Grupo B-glucana n =25

Grupo controle n =27

Micronutrientes Final - Basal Final p-
Md (1°-3°q) Md (1°- 3° q) valor**  Md (1°- 3° q) Md (1°- 3° q) valor**

Vitamina A* 1368,98 0367 48645 936,4 0.424

(RAE) (293,13-578.8)  (452,99-3178,67) ? (215,39-1888,77)  (320,31-1662,55) ’

Vitamina C* 44,44 40,12 90,61

(mg) (12,98-97,29) 0,563 (911-273,66) (26,1-203,42) 0,732

Vitamina B12* 2,33 1,7 2,23

(ng) 0.109 (1 16.4,36) (1,25-4,45 0.675

Vitamina E* 2,19 1,95 2,16

(mg) (1,14-4,78) 0.253 (1 22.4.76) (1,23-3,64) 0,861

o 668,62 569,97 584,44

Cilcio T (mg) (356.68-94098)  (41138-111142) 737 (304.64-99488)  (460,04-101636) 118

13,02 13,15 13,02
* s ) )

Ferro® (mg) (7,48-30,56) 0.861  (10,3-17,97) (10,3-20,2) 0,675

423 41,7 423
Anink 9 bl 9

Selénio™ (ng) (22,62 - 65,3) (21,98-68,7) 0.658  2)34.67,2) (21,87-67.9) 0,926
12,07 10,7 10,2

Zinco® (mg) (7,79-20,48) 0,306 ¢ 53.13,69) (7,19-20,8) 0,151

Legenda: RAE: equivalente de atividade de retinol; * EAR (Estimated Average Requeriment); T Al (Adequate
intake); **p-valor: nivel de significancia estatistica (p< 0,05).

Tabela 5 - Prevaléncia de inadequacgdo da ingestdo de retinol, acido ascérbico,
cianocobalamina, tocoferol, calcio, ferro, zinco e cobre das pacientes com cancer
de mama de arcordo com os grupos de estudo, Londrina, 2008-2010.

Grupo pB-glucana n =25

Grupo controle n =27

NUTRIENTES RECOMENDACAO

n % n %
V“?IIQ“:]‘;) A 500 pg 10 40 9 33,33
Vitamina C* (mg) 60 mg 15 60 13 48,15
Vitamina B12* (ng) 2,4 ng 13 52 17 62,96
Vitamina E* (mg) 12 mg 24 96 27 100
Calcio T (mg) 1200 mg 19 76 24 88,89
Ferro* (mg) 5 mg 2 08 2 7,40
Selénio* (ug) 45 pg 5 20 4 14,81
Zinco* (mg) 6,8 mg 3 12 6 22,22

Legenda: RAE: equivalente de atividade de retinol; * EAR (Estimated Average Requeriment); T Al (Adequate

intake).

DISCUSSAO

A orientagdo dietética durante o tratamento, também chamada de

aconselhamento nutricional, é recomendada para a prevencdao da perda de peso durante a

quimioterapia, além de prevenir interrup¢des na alimentacao quando associada a radioterapia

(ARENDS et al., 2006). E um método simples, ndo invasivo e eficaz para prevencio e

controle dos efeitos adversos (MEYENFELDT, 2005). Segundo Trintin (2003), o tratamento
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antineoplésico estd associado a alteragdes no estado nutricional de pacientes com cancer, uma
vez que pode desencadear modificagcdes no peso € na composi¢ao corporal, alteracdes no
consumo alimentar e desenvolvimento de aversdes alimentares, resultando em alteracdes na
qualidade de vida. Além disso, dados encontrados na literatura referem que uma grande
parcela das mulheres procura alternativas alimentares mais saudaveis apos o diagnostico da
doenca como forma de prevencao a recorréncia ou ao surgimento de novos tumores
(MASKARINEC et al., 2001; MAUNSELL et al., 2002; SALMINEN et al., 2002;
THOMSON et al., 2002).

Em relagdo as caracteristicas socio-demograficas, estadiamento clinico e
habitos de vida das mulheres com cancer de mama estudadas, observamos que nossa amostra
foi homogénea entre os grupos de estudo. Dentre os indicadores de habitos de vida avaliados,
identificamos baixo consumo de bebida alcodlica e tabagismo e alta prevaléncia de
sedentarismo.

A andlise dos efeitos colaterais relacionados com o tratamento
quimioterapico ndo apresentou diferenga entre os grupos. Os sintomas mais relatados pelas
pacientes foram: nduseas, vOomitos e inapeténcia. Segundo Beteretche et al. (2004) esses
sintomas s30 muito comuns em pacientes em tratamento quimioterapico, sendo responsaveis
por alteracdes nos habitos alimentares, conhecidas como aversdes alimentares adquiridas.
Sendo assim € possivel que a alteragdo da ingestdo alimentar esteja relacionada aos efeitos
colaterais (MALZYNER; CAMPONERO, 2004).

Para avaliar o perfil nutricional das mulheres com cancer de mama, foi
realizado avaliacao das medidas antropométrica antes e apos a suplementagdo. Alguns estudos
mostraram uma relacdo direta entre obesidade e incidéncia de cancer de mama em fase pré-
menopausal. Além disso, o ganho de peso, apds o diagnostico da doenca, pode afetar a
sobrevida das pacientes, e esta relacionado ao aumento na progressdao do tumor e nas taxas de
mortalidade associadas a neoplasia mamaria (BERGSTROM et al., 2001).

O diagnoéstico nutricional foi obtido pela classificagdo do IMC, proposta
pela OMS, (1995), complementado com a circunferéncia da cintura e % de gordura corporal.
Em relagdo ao IMC, 40,4% das pacientes com cancer de mama apresentou diagndstico de
sobrepeso e 26,9% de obesidade antes do inicio do tratamento quimioterapico e da
suplementagdo. Os outros pardmetros utilizados indicaram presenga de obesidade e risco
elevado de complicacdes metabolicas e doenca cardiovascular, mas ndo houve diferenca
significativa inicial e final e entre os grupos, sugerindo que a B-glucana nio interferiu no

diagnostico nutricional das pacientes com cancer de mama.
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Entretanto observou-se que o IMC médio das pacientes nao esteve de
acordo com as recomendagdes oficiais contidas no relatério de perspectiva global sobre
alimentos, nutricdo e preven¢do do cancer, em nenhuma das etapas da pesquisa, uma vez que
a recomendacdo de IMC para preven¢do de cancer de mama ¢ entre 18,5-24,9 kg/m2, com
mediana indicada de 21 a 23 kg/m* (WORLD CANCER RESEARCH FUND, 2007).

Nos tultimos anos o sobrepeso e¢ a obesidade tém sido cada vez mais
relacionados ao cancer de mama principalmente em mulheres na pés-menopausa (DIETZ et
al., 1997; HALL et al., 2000; LOI et al., 2005; TAO et al., 2006). No estudo de Pierce et al.
(2007) foram avaliados 1490 mulheres com cancer de mama e constataram que o IMC foi
relacionado positivamente com o indice de mortalidade, indicando que as mulheres com IMC
> 30kg/m2 apresentaram taxa de mortalidade mais elevada em relacdo aquelas com peso
adequado.

Para complementar a avaliagdo nutricional das pacientes com cancer de
mama, foi analisado o consumo alimentar antes e ap0Os o tratamento quimioterapico, de acordo
com o grupo de estudo. A andlise nutricional consistiu em investigar a ingestdo média de
macronutrientes, micronutrientes e das fibras alimentares e verificar se a ingestdo estava de
acordo com as recomendacgdes propostas pelo Institute of Medicine (1999; 2000; 2002; 2006).

Nossos resultados mostraram que as pacientes com cancer de mama antes
do inicio do tratamento quimioterpico apresentaram uma ingestdo energética total média de
1477,5 Kcal/dia, enquanto que a recomendacdo energética média para a faixa etria entre 51 e
70 anos ¢ de 2172 kcal/dia. Possivelmente essa diferenca de consumo energético pode ser
explicada pelo sub-relato de ingestdo alimentar, que ¢ um problema comum em inquéritos
alimentares e pode ser composto do sub-registro e/ou do subconsumo. O sub-registro ¢ o ndo
relato de alimentos consumidos, enquanto que o subconsumo ¢ a diminui¢do do alimento
relatado pelo paciente durante a entrevista (GORIS et al., 2000).

Em relacdo aos macronutrientes, a literatura aponta que diferentes tipos de
gordura como 4acidos graxos saturados, insaturados, poliinsaturados e trans, tém sido
relacionados com o cancer de mama (JAKOVLJEVIC et al., 2002). Alguns estudos
(ROGERS, 1997; BARTSCH; NAIR; OWEN, 1999) mostram que varios passos do processo
tumorigénico, incluindo iniciagdo, promocao, laténcia, crescimento € metastases, podem ser
influenciados pelo tipo de gordura da dieta.

No entanto, o tipo de acido graxo da dieta parece ser mais importante do que
a quantidade total de gordura consumida. Dentro desse contexto, os acidos graxos saturados,

acidos graxos poliinsaturados (AGP) da familia n-6 e uma alta relagdo AGP n-6/n-3 parecem
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estar relacionados ao maior risco de desenvolvimento do cancer de mama. Enquanto que os
acidos graxos monoinsaturados ¢ os AGP da familia n-3 parecem exercer um papel de
protecdo ao risco de cancer de mama (KUSHI; GIOVANNUCCI, 2002).

Nossos resultados mostraram que as pacientes dos dois grupos,
apresentaram reducado significativa na ingestdo de gordura saturada e aumento significativo na
ingestdo de acidos graxos monoinsaturados apos a intervengao. Holm et al (1993) verificaram
que o consumo de gordura saturada esteve, positivamente, associado com recorréncia de
cancer de mama ou surgimento de outro tipo de cancer. Zhang et al (1995) constataram
relacdo inversa entre consumo de gordura saturada e tempo de sobrevivéncia em mulheres
com neoplasia mamaria. Na metanalise de Boyd et al (2003) foi demonstrado um aumento de
19% no risco de cancer de mama em mulheres com alto consumo de gordura saturada.
Entretanto segundo a revisdo de Michels et al (2007) realizada em Boston nos Estados
Unidos, com analise de 108 artigos, entre estudos de coorte, caso-controle e metanalise, a
ingestdo de gordura nao teve relagdo direta com a incidéncia de cancer de mama na maioria
dos estudos.

A redugdo no consumo de gordura saturada foi um resultado positivo, uma
vez que nao era objetivo do estudo modificar & dieta habitual das pacientes. Existem alguns
estudos recentes que apresentam dados sobre a mudanca de hdbitos alimentares apos
diagnoéstico de cancer de mama (MAUNSELL et al., 2002; THOMSON et al., 2002;
PATTERSON et al., 2003). Em estudo realizado no Canada, com 250 mulheres, ao questionar
se elas haviam mudado sua alimentagdo desde o diagnostico, obteve-se, como resultado, que
41% relataram ter mudado sua dieta (MAUNSELL et al., 2002). As alteracdes mais comuns
foram: diminuicdo no consumo de alimentos gordurosos e aumento no consumo de fibras
(frutas e verduras). No estudo realizado nos Estados Unidos, com 3.084 mulheres que foram
tratadas na fase inicial do cdncer de mama e ndo tiveram recorréncia da doenca, foi
demonstrado que 80% das mulheres com cancer de mama registraram uma diminui¢do do
consumo de gordura desde o diagnéstico (THOMSON et al., 2002).

O aumento significativo na ingestdo de acido graxo monoinsaturado (AGM)
também foi um resultado positivo, uma vez que algumas evidéncias sugerem que o 6leo de
oliva e outras fontes de acidos graxos monoinsaturados podem, modestamente, diminuir o
risco de cancer de mama (KUSHI; GIOVANNUCCI, 2002). Na Italia e na Espanha, onde o
6leo de oliva ¢ a principal fonte de 4cido oléico da dieta, a incidéncia de cancer de mama ¢
menor que na América do Norte e nordeste da Europa. Contudo os estudos em relacdo ao

AGM ainda sdo controversos, alguns autores encontraram associagdo positiva com o cancer
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de mama (133), entretanto, a maioria ndo encontrou a mesma associagdo (MARTIN-
MORENO et al., 1994; LA VECCHIA; FAVERO; FRANCESCHI, 1998; KLEIN et al.,
2000). Existe a hipotese de que a protecdo contra o cincer esteja associada a elevada
quantidade de antioxidantes presentes no 6leo de oliva, portanto esse efeito protetor precisa
ser mais bem investigado.

Outro aspecto importante de prote¢ao contra o cancer ¢ o consumo de fibras
alimentares, que segundo a Organiza¢gdo Mundial da Satde, deve ser de pelo menos, 400
gramas de frutas e hortalicas sem amido por dia, essa ¢ a estratégia preventiva contra o
desenvolvimento de doengas cronicas ndo transmissiveis, inclusive cancer (OMS, 2002).

A ingestdo média de fibras das pacientes estudadas foi menor que a
recomendacdo (25-30g/dia), nos dois grupos. Esses achados indicam que as pacientes com
cancer de mama j& apresentavam um baixo consumo de fibras alimentares mesmo antes do
diagnéstico da doenga.

Entre os micronutrientes mais investigados por sua atuagdo
quimiopreventiva na carcinogénese mamaria estdo as vitaminas antioxidantes, selénio e zinco
(WILLETT, 2000; WILLETT, 2001; LESPERANCE et al., 2002). Um dos mecanismos de
acao desses micronutrientes ¢ a defesa contra as espécies reativas de oxigénio (Eros), que sao
responsaveis por danos no DNA, regulacdo da diferenciacao celular e, consequentemente,
inibi¢do do crescimento de células mamarias cancerigenas (WILLETT 2001). Nesse sentido,
um dos objetivos do estudo foi analisar o consumo alimentar desses micronutrientes, antes e
apos o periodo de quimioterapia.

Nossos resultados mostraram que nao houve diferenca significante entre os
grupos em relagdo a ingestdo de vitamina A, vitamina E, vitamina C, vitamina B12, célcio,
ferro, selénio e zinco. Esses resultados revelaram que as pacientes apresentavam inadequagao
na ingestdo alimentar, uma vez que ndo foi proposto modificacio na dieta habitual. A
comparac¢do da ingestdo média desses nutrientes com a ingestao recomendada foi realizada
para verificar a prevaléncia de inadequagdo. Os resultados chamam-se atencdo, para o fato de
que todas as vitaminas avaliadas apresentaram alta prevaléncia de inadequagdo, ou seja, a
maioria das pacientes ndo ingeria a quantidade diaria recomendada de vitaminas, favorecendo
as deficiéncias nutricionais e reducao das defesas antioxidantes.

A vitamina A foi a primeira vitamina lipossolivel a ser reconhecida e o
betacaroteno ¢ o carotendide com maior poder de formacdo dessa vitamina, encontrado na
natureza, mas em relacdo a redug¢do do risco de cancer da mama, os resultados sdo

inconsistentes (MUINDI, 1996; DUNCAN, 2004). No estudo Physicians’ Health Study (PHS)
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(HENNEKENS et al., 1996) realizado com 22071 médicos que foram acompanhados por 12
anos, ndo houve diferenca significativa entre o grupo que recebeu suplementagao de [-
caroteno (50 mg em dias alternados) e o grupo placebo, em relagdo a incidéncia de cancer ou
mortalidade por todas as causas (HENNEKENS et al., 1996). Outro importante estudo -
carotene Retinol Efficacy Trial (CARET), por sua vez, investigou o efeito da suplementagao
conjunta de B-caroteno (30 mg/dia) e vitamina A (25 000 U) em uma populagdo de alto risco
para cancer de pulmio (fumantes e trabalhadores expostos ao asbesto), por um periodo de
cerca de cinco anos (OMENN et al., 1996). Este estudo foi interrompido 21 meses antes do
término, uma vez que foi constatado, no grupo suplementado, um aumento na incidéncia de
morte por qualquer causa, incluindo cancer de pulmao.

Por ouro lado, sua acdo parece ser reconhecida bloqueando a fase inicial e a
promog¢do da génese do tumor mamario, atuando na regulagdo da diferenciacido celular e
prevenindo aumento de células com caracteristicas de malignidade (STOLL, 1998; BLOCK,
2004). Sendo assim ¢ importante preconizar as fontes alimentares naturais desse antioxidante
(cenoura, abdbora, espinafre, tomate) para garantir a recomendagdo de 500ug de acordo com a
EAR.

A vitamina E também ¢é um potente antioxidante, sendo reconhecida por
reduzir a incidéncia de tumores mamarios induzidos experimentalmente. O a-tocoferol
representa a forma da vitamina E com maior poder antioxidante e amplamente distribuida no
organismo, apresentando uma importante prote¢do contra a per oxidacdo lipidica nas
membranas celulares (STAHL et al., 1997). Entretanto, ndo h4d um consenso entre os estudos
experimentais e epidemioldgicos, sobre a suplementagao dessa vitamina no cancer de mama.

No estudo realizado em Linxian (China) (BLOT et al., 1993), a
suplementa¢do conjunta de vitamina E, B-caroteno e selénio foi benéfica para individuos de
populagdes com baixo consumo de micronutrientes € com concentragdes plasmaticas
reduzidas de carotendides. Assim, observou-se uma redug¢do de 21% na mortalidade por
cancer de estomago e de 9% na mortalidade total. Entretanto no estudo Alpha-Tocopherol, -
Carotene Cancer Prevention Study (ATBC), os tabagistas finlandeses que receberam [-
caroteno (20 mg/dia) e [-caroteno mais vitamina E (50 mg/dia) ndo responderam
positivamente a suplementacdo; ao contrario, constatou-se nesses individuos um aumento de
18% na incidéncia de cancer de pulmao e de 8% na mortalidade total.

No entanto existe uma preocupagdo com a baixa ingestao diaria da vitamina
E, nossos resultados mostraram prevaléncia de inadequagdo de 96% para as pacientes do

grupo B-glucana e de 100% para o grupo controle, ou seja, praticamente todas as pacientes
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com cancer de mama nao ingeriam fontes alimentares de vitamina E (azeite, cereais integrais
e oleaginosas) suficientes para atender a recomendacdo de 12 mg/dia. Nesse caso se faz
necessario priorizar o consumo dessa fonte para pacientes com cancer de mama.

A vitamina C (4cido ascérbico) ¢ considerada um antioxidante capaz de
proteger completamente os lipidios do dano de per oxidagdo induzido pelos radicais peroxil
(PAN et al ., 2011). Seu possivel mecanismo de acdo como bloqueador da carcinogénese
mamaria estd baseado na defesa antioxidante (WILLETT, 2001). No entanto, os dados de
estudos cientificos sdo poucos e controversos, porém uma metanalise que avaliou o risco
relativo de cancer de mama em 26 publicagdes, de 1982 a 1997, evidenciou uma relacao
inversa entre o consumo de vitamina C e risco relativo deste tipo de neoplasia (RR= 0,80;
1C95% 0,68-0,95; p=0,02) (GANDINI et al., 2000).

Com relagdo a deficiéncia na ingestdo de Vitamina C, um estudo caso-
controle (LAMSON; BRIGNALL, 1999) observou por meio do recordatério alimentar de
24h, que 29% dos casos e 3% do controle tiveram consumo menor que 50% da recomendagdo
diaria de vitamina C (60 mg), nossos resultados mostraram que 24 pacientes (46,15%)
tiveram consumo de vitamina C inadequado, nesse caso se faz necessdrio acrescentar na
alimentagdo habitual dessas pacientes, alimentos fontes como: frutas citricas e verduras
frescas.

Frente ao exposto, a ingestdo de quantidades fisioldgicas de antioxidantes,
tais como as vitaminas E, C e os carotendides, pode retardar ou prevenir o aparecimento de
cancer (ZHANG et al., 1999), desde que, sejam consumidos por meio de uma dieta rica em
frutas e hortalicas, contendo quantidades de antioxidantes, préximas as recomendadas
nutricionalmente. O aporte de quantidades mais elevadas, na forma de suplementos, ndo esta
indicado, podendo inclusive ser deletério para o organismo, conforme constatado nos estudos.

Desta forma, acredita-se que a orientacdo em relagdo a uma dieta
equilibrada e rica em nutrientes antioxidantes que resulte na manuten¢do do peso adequado,
pode refletir, positivamente, na eficacia do tratamento antineopldsico, como também na
reducdo dos danos oxidativos e fisiologicos resultantes da terapéutica antineoplasica.
Percebemos que as pacientes sobreviventes ao cancer demonstram grande motivacdo para
receber informacdes sobre alteracdes dietéticas e terapias nutricionais complementares
relacionadas a melhoria do seu tratamento, redugcdao no risco de recorréncia e melhora da

qualidade de vida.
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8 CONCLUSOES FINAIS

Frente aos resutlados encontrados cabe ressaltar que o mecanismo pelo qual
a B-glucana pode interagir com o DNA ou com as enzimas envolvidas na replica¢do e no
reparo do mesmo, ainda precisa ser mais bem estudado para que se possa discutir sua
capacidade bioantimutagénica, além de saber se as B-glucanas de diferentes origens possuem
0 mesmo mecanismo de acdo e eficdcia na prevengdo de danos ao DNA.

Até agora, existem poucos dados cientificos de estudos clinicos sobre o uso
de B-glucana purificada em pacientes com cancer. Nossos resultados mostraram que a
suplementagao de um grama de B-glucana, por 84 dias, nad alterou o estado nutricional das
pacientes com cancer de mama, foi capaz de reduzir os niveis séricos de LDL-colesterol e
triacilglicerdis, aumentou os niveis de hemoglobina, hematocrito, basofilos e eosinofilos e
reduziu significativamente o estresse oxidativo, via reducao do 6xido nitrico.

Portanto a B-glucana poderia ser um importante nutriente adjuvante para

pacietnes com cancer durante o tratamento anitineoplésico.
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9 INTERVENCAO

Todas as pacientes receberam retorno quanto aos resultados do estado
nutricional e exames laboratoriais. Aquelas que tiveram alteragcdes foram encaminhadas para
acompanhamento do servi¢o de nutri¢ao do ICL.

No tultimo encontro todas as pacientes receberam orientacdes nutricionais
gerais de acordo com o estado nutricional e orientacdes especificas em relacdo aos efeitos da
quimioterapia na alimentacao.

E por fim, também foi realizado um ciclo de palestras sobre a importancia
da alimentacdo durante a quimioterapia para as pacientes e para os funcionarios do setor de

quimioterapia do ICL.
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ANEXOS
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ANEXO A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Identificacao:

Nome do voluntario

Nome do responsavel:

Endereco:

Cidade:

Bairro: CEP: Estado:

Telefone:

RG do responsavel: RG: voluntario

Titulo da Pesquisa: Efeito da suplementag¢do da B-glucana sobre o perfil metabdlico-nutricional,
modulagdo da imunidade, antigenotoxicidade e anticlastogenicidade em mulheres com cancer de

mama submetidas & quimioterapia.

Objetivo: Avaliar os efeitos da suplementagdo de uma fibra, denominada p-glucana, em mulheres

com cancer de mama que ird fazer quimioterapia durante 4 semanas.

Procedimento: Para que essa avaliagdo seja possivel serd necessario estudar o héabito alimentar
(quantidade e qualidade do que come). Conhecer a composi¢ao corporal (peso, altura e IMC),
analisar os exames laboratoriais de colesterol total e fracdes e também o exame das células
vermelhas (hemograma) e células brancas (leucograma), além de observar as mudangas no DNA
da célula por meio de testes de cometa e micronucleo de acordo com as fotos mostradas abaixo.
As mulheres com cancer de mama que concordarem em participar da pesquisa, serdo divididas em
2 grupos, ao acaso, sendo que, cada uma delas deverdo ingerir uma capsula diariamente. Uma
dessas capsulas contera gelatina e a outra a fibra. Os individuos participantes do projeto

poderio desistir a qualquer momento sem prejuizos médicos, nutricionais e pessoais.
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Riscos e Beneficios: Esta pesquisa ndo apresenta riscos as pacientes com cancer de mama, pois a
suplementacdo contendo beta-glucana ou gelatina ndo ¢ toxica ou capaz de provocar nenhum

efeito colateral grave.

Os beneficios esperados sdao: melhorar os parametros nutricionais e bioquimicos e os efeitos

colaterais da quimioterapia.

Se voce tiver alguma davida ou consideracdo sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de ética em Pesquisa em Seres humanos da UEL no endereco: Av. Robert Kock, 60, vila
operaria, telefone: 3371 — 2490, ou em contato com a pesquisadora Clisia Mara Carreira, docente
do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UEL, 3371 — 2470/ 9928 — 5199/

clisiamc@hotmail.com.

Consentimento Pos-informado.

Eu, abaixo assinado, declaro que fui esclarecido sobre o

objetivo do presente estudo. Concordo, portanto, em participar, na qualidade de voluntario, do

referido projeto de pesquisa, sob livre e espontanea vontade.

Assinatura do voluntario Assinatura do pesquisador responsavel



ANEXO B
APROVACAO DO COMITE DE ETICA DA UEL

f‘-"' Universidade

== Esindual de Londrina

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

Parecer N° 006/07 Londrina, 28 de fevereiro de 2007.
CAAE N° 0007.0.268.000-07
FOLHA DE ROSTO N° 122129

PESQUISADOR(A): CLISIA MARA CARREIRA

llmo(a) Sr(a),

O Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos
da Universidade Estadual de Londrina — CEP — UEL - de acordo com as
orientagdes da Resolugio 196/96 do Conselho Nacional de Saude/MS ,
APROVA a realizagdo do projeto: “EFEITO DA SUPLEMENTAGCAO DA
'BETA-GULCANA SOBRE O PERFIL METABbLICO—NUTRICIONAL,
MODULAGAO DA IMUNIDADE, ANTIGENOTOXICIDADE E
ANTICLASTOGENICIDADE EM MULHERES COM CANCER DE MAMA
SUBMETIDOS A QUIMIOTERAPIA”.

Informamos que o(a) Sr.(a) devera comunicar, por escrito,
qualquer modificagdo que ocorra no desenvolvimento da pesquisa e devera
ser apresentado ao CEP/UEL relatério final da pesquisa.

Situagéo do Projeto: APROVADO

Atenciosamente,

1D
Prof®. Dra. Nilza Maria Diniz
Comité de Etica em Pesquisa
+ Coordenadora

Campuys Universitérior Rudnvia Celso Garcls Cild (PR 445), Km 380 - Fome (43) 3371-4000 - PABX - Fax A32R-4440 - Coixa Postal 6001 - CEP B6051-990 - Internet hitp-ifwwrve,uel br
LONDRINA - PARANA - BRASIL

Form. Cédige 11,764 - Fovmate Ad 1110x197)
R —
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ANEXO C
Protocolo de Pesquisa

Universidade Estadual de Londrina

Efeito da suplementacdo da p-glucana sobre o perfil metabolico-nutricional, modulagdo da
imunidade, antigenotoxicidade e anticlastogenicidade em mulheres com cdancer de mama submetidas
a quimioterapia

Data: / / Data Nascimento: / / Idade: n° prontuario ou Hygia:
Nome: sexo:

Estado Civil: n®de filhos:  Ocupagdo:

Renda familiar mensal: N° de pessoas que moram na casa:

Tabagista: () Sim () Nao quantos/dia Etilista: (  )Sim () Nao copos/dia

Habito intestinal: ( ) I xdia( )3 xsemana( )2 x semana ( )
Agua:  copos/dia ou litros/dia

Atividade fisica: qual:
( )Leve ( )Moderada ( )intensa

Antecedentes familiares: () Obesidade ( ) Diabético ( ) Hipertensao
() Dislipidemia () Cancer ( ) IRC
() outros

Patologias pessoais associadas:
() Anemias () Diabetes ( ) Hipertensdao ( ) Dislipidemia
() Osteoporose ( ) gastrite ou ulcera () Outros. O que?

Diagnostico médico:

Analggésico: diurético: quimioterapicos:
anticonvulsivante: corticosterodides: oral:
Antibidtico: Terapia hormonal:

Antihipertensivo: Hipoglicemiantes: Parenteral:
antidepressivos: Insulina:




MEDICAMENTOS EM USO:

EFEITOS COLATERAIS: QUIMIOTERAPIA
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Data:  / / (G2) Data:  / /  (G3) Data:  /  /  (G6)
() nauseas (__ X na semana) () nauseas (__ x na semana) () nauseas (__ x na semana)
( ) vOomitos (__ xnasemana) |( )vOmitos( xnasemana) |( )vOmitos( X nasemana)
( )anorexia( _ xnasemana) |( )anorexia( _xnasemana) |( )anorexia( X na semana)
() obstipag@o(_x na semana) |( ) obstipacdo( x nasemana) |( ) obstipacdo( X na semana)
() diarréia (__ x na semana) () diarréia (__ x na semana) () diarréia (__ x na semana)
( ) caimbras(__xnasemana) |( )caimbras( _xnasemana) |( )caimbras(__ X na semana)
() moniliase (_ x na semana) |( ) moniliase (_x na semana) |( ) moniliase (_x na semana)
() febre (___ x nasemana) () febre (___ x nasemana) () febre (___ x nasemana)
() eructagdes (_x na semana) |( ) eructagdes (_x na semana) |( ) eructacdes (_X na semana)
() flatuléncia (_ x na semana) |( ) flatuléncia (_x na semana) |( ) flatuléncia (_ X na semana)
(' )astenia(___ x na semana) ( ) astenia(___ x na semana) ( ) astenia(___ x na semana)
() outros () outros () outros




DADOS LABORATORIAIS:
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Exame/ | Hb | Ht
Data

Leu | LinF

Monoc

Bas | Neutr | Colesterol

Total

LDL-
Col

HDL-
Col

TGL

INICIAL

FINAL

INQUERITO NUTRICIONAL

GRUPOS DE
ALIMENTOS

1x
sem

2x
sem

4 x
sem

todos
dias

cada 15 | 1x més

dias

outros (qual)

Leguminosas

Cereais

Frutas

Legumes cozidos

Verduras cruas

Leite

Derivados do leite

Carnes vermelhas

Carnes brancas

OvoS

Cereais integrais/fibras

Doces e guloseimas

Aversoes alimentares:

alimentares:

Grupo experimental: () capsula cor 1

(

) capsula cor 2

Restricoes

HISTORIA DIETETICA (recordatério de 24h)
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REFEICOES E
HORARIOS

ALIMENTOS

QUANTIDADE

(MEDIDAS CASEIRAS)

VCT do recordatorio de 24hs:

ANTROPOMETRIA

Kcal/dia (programa virtual nutri)

PARAMETROS

AVALIACAO
INICIAL

AVALIACAO
FINAL

REFERENCIAS

PESO

ALTURA

IMC

CC (cm)

DCT

DCB

DCSE

DCSI

% GORDURA
CORPORAL

CB

CMB

* Houve modifica¢do de peso recente: () ganho ( ) perda/ quanto:

desde quando:
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CONDUTA NUTRICIONAL E OBSERVACOES




