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LIMA, Maressa Cristiane Malini de. Avaliagao toxicogenética do
exopolissacarideo botriosferana secretado por Botryosphaeria rhodina MAMB-
05. 2015. 117 f. Tese (Doutorado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

B-glucanas fungicas tém apresentado propriedades imunomoduladora e anticancer.
O presente estudo avaliou os potenciais mutagénico, genotdéxico, protetor e
antioxidante de um exopolissacarideo obtido do fungo Botryosphaeria rhodina
MAMB-05, o botriosferana. Também foram investigadas as possiveis alteracdes
promovidas por este exopolissacarideo na expressdo génica e cinética do ciclo
celular. A mutagenicidade foi avaliada em linhagens de Salmonella typhimurium. Os
demais ensaios foram realizados em culturas de linfécitos humanos normais e
tumorais (células Jurkat). Em todas as condi¢cdes avaliadas o botriosferana nao foi
mutagénico, genotoxico e nao reduziu espécies reativas geradas por H,O,.
Entretanto, protegeu o DNA de linfocitos normais e tumorais contra danos causados
pelo metilmetanosulfonato em condigdo de pés-tratamento e tratamento simultaneo.
A citometria de fluxo detectou uma populagao de células Jurkat tetrapldides em fase
G1 apos tratamento com botriosferana associado a doxorrubicina. Este efeito
antiproliferativo pode estar associado a modulagdo negativa da expressédo de genes
envolvidos no checkpoint em G1. A repressao do gene CCR5 em linfécitos tumorais
tratados com o botriosferana sozinho ou combinado com DXR indica uma possivel
afinidade do exopolissacarideo com este receptor. Portanto, o botriosferana parece
estar envolvido no checkpoint da fase G1 do ciclo e possivelmente com a inibicao da
expressao do gene CCRS.

Palavras chaves: B-glucana. Linfécitos humanos. Células Jurkat. RT-qPCR.
Citometria de fluxo. Teste de Ames.



LIMA, Maressa Cristiane Malini de. Toxicogenetics evaluation of botryosphaeran
exopolysaccharide secreted by Botryosphaeria rhodina MAMB-05. 2015. 117 p
Tese (Doutorado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2015.

ABSTRACT

Fungal B-glucans have shown immunomodulatory and anti-cancer properties. The
present study assessed the mutagenic, genotoxic, protective and antioxidant
potential of the exopolysaccharide (EPS) obtained from the fungus Botryosphaeria
rhodina MAMB-05, the botryosphaeran. Also were investigated the possible
alterations promoted by this exopolysaccharide on gene expression and cell cycle
kinetic. The mutagenicity was assessed using Salmonella typhimurium strains. All
other assays were performed using normal and tumor (Jurkat cells) human
lymphocytes cultures. In all conditions evaluated the botryosphaeran was not
mutagenic, genotoxic and did not reduce reactive species generated by H,O,.
However, protected the DNA from normal and tumor lymphocytes against damage
caused by methylmetanosulphonate in post-treatment and simultaneous treatment
conditions. Flow cytometry detected a tetraploid population of Jurkat cells in G1
phase after treatment with botryosphaeran associated with doxorubicin. This
antiproliferative effect may be related to downregulation of the expression of genes
involved in the G1 checkpoint. Repression of CCR5 gene in tumor lymphocytes
treated with botryosphaeran alone or combined with DXR indicates a possible affinity
of this exopolysaccharide with this receptor. Therefore, the botryosphaeran appears
to be involved in checkpoint of G1 phase of the cycle and possibly with the inhibition
of the expression of CCR5 gene

Keywords: 3-glucan. Human lymphocytes. Jurkat cells. RT-qPCR. flow cytometry.
Ames test.
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1. INTRODUCAO

Ha aproximadamente 8 anos o laboratério de Mutagénese e
Oncogenética (UEL) tem atuado em colaboragdo com os pesquisadores da
area de quimica, Barbosa, A. e Dekker, R, na investigagcdo dos possiveis
efeitos mutagénicos do exopolissacarideo (EPS) fungico botriosferana, uma
(1—-3)(1—6)-B-D-glucana secretada no meio liquido de cultivo pelo fungo
Botryosphaeria rodhina (isolado MAMB-05). Essa colaboracdo ja contribuiu
para demonstrar a auséncia de mutagenicidade e forte efeito antimutagénico
deste EPS em células do sangue periférico e da medula Ossea de
camundongos in vivo; auséncia de efeitos citotdxico e mutagénico do
botriosferana em linfécitos humanos in vitro e atividade protetora contra danos
causados por peroxido de hidrogénio, doxorrubicina e benzo(a)pireno em
células V79 e HTC in vitro.

Tendo em vista estes e os resultados promissores de Giese et al. (2015)
obtidos quanto aos efeitos biolégicos do botriosferana, houve interesse em se
ampliar a analise sobre a possivel genotoxicidade e antigenotoxicidade desta
molécula em linfécitos T normais e tumorais. O emprego de ensaios in vitro
com células normais e tumorais para avaliacdo de sua seletividade como
agente terapéutico, consiste numa ferramenta de analise importante, pois
moléculas com toxicidade seletiva para células tumorais apresentam uma agao
mais eficaz, diminuindo a toxicidade sistémica.

Além da genotoxicidade, também €& importante para a validagao deste
EPS a avaliagdo da sua possivel mutagenicidade em células procariontes.
Neste caso, o teste de Ames € o mais adequado, contribuindo para a
caracterizacao e validagao dessa biomolécula, a qual é de facil obtencéo e de
baixo custo.

Um outro aspecto relevante a ser investigado é a identificacdo do
potencial antioxidante desta biomolécula, uma vez que esta podera promover
beneficios diretos nas areas de cosmetologia, saude e nutricao.

Os resultados poderédo indicar vias de atuacao deste EPS, que serao
investigadas por meio de citometria de fluxo (cinética do ciclo celular) e estudo

de transcritos génicos por meio de gPCR em tempo real.
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A obtencgao de todas estas informagdes sera de grande importancia para
ampliar o conhecimento sobre esta biomolécula e contribuir para que esta

possa, num futuro préximo, ser utilizada comercialmente.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Glucanas

As glucanas sao polimeros de glicose presentes na parede celular de
bactérias, fungos e alguns cereais. Sédo classificadas conforme o tipo de
ligacdo glicosidica [a, B] da cadeia principal e pelas ramificacbes que se
conectam a essa cadeia (CORRADI DA SILVA et al., 2006).

No esqueleto linear central desses polissacarideos encontram-se as
unidades D-glicopiranosil (D-glcp), unidas por ligagdes do tipo B-(1-2>3),
podendo apresentar ramificagbes do tipo B-(1->4) ou B-(1->6), que irédo
determinar a estrutura terciaria da glucana (ZEKOVIC et al., 2005). Apesar da
simplicidade da sua composi¢cao, grande diversidade pode ser encontrada
quanto ao numero e a configuracdo anomérica de unidade D (glcp), posicéo e
sequéncia de ligagdes glicosidicas ao longo de uma cadeia, grau de
ramificacdo e conformacdo de sua cadeia (SYNYTSYA; NOVAK, 2013). De
acordo com Weng et al. (2011), as glucanas extracelulares de origem fungica
sao de facil recuperacgao, caracterizagao e purificagdo (SEVIOUR et al., 1992).

Os dados da literatura ainda sao inconclusivos em relacdo ao
estabelecimento de uma correlagado entre estrutura quimica e efeito bioldgico
das B-glucanas. Giese et al. (2015) sugeriram que moléculas com estrutura
terciaria apresentam maior potencial biolégico. Grande parte dos estudos relata
que a atividade biolégica de B-glucanas pode ser influenciada por diferentes
fatores, dentre os quais podemos destacar as diferentes ligagcdes e
ramificagdes presentes na molécula, sua fonte; solubilidade; massa molecular;
estrutura secundaria e carga do polimero (VOLMAN et al., 2008).

O interesse em se estudar as glucanas iniciou-se nos paises orientais,
principalmente na China e no Japao, que utilizam ha milhares de anos fungos
como recurso comestivel e medicinal (ZONG et al., 2012). O interesse do
ocidente por esses compostos ganhou forgca apds a publicagdao de Pillemer e
Ecker (1941), que comprovaram a atividade imunomoduladora de uma [-
glucana presente em extratos de levedura, a qual foi denominada de Zymosan
(ZY). Riggi e Di Luzio (1961) conseguiram caracterizar esta primeira (3-glucana

descrita e, a partir de entdo, uma série de pesquisas estdo sendo realizadas
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para melhor caracterizar o efeito deste e de novos polimeros in vivo
(MAGNANI; CASTRO-GOMEZ, 2008; MIRANDA et al.,, 2008; MIRANDA-
NANTES et al., 2011; MIHAILOVIC et al., 2013; USKOKOVIC et al., 2013;
FALCO et al., 2014) e in vitro (WENG et al., 2011; YE et al., 2012; YUE et al.,
2012; GIESE et al., 2015).

O lentinan é uma B-glucana isolada do fungo Lentinula edodes (Berk.)
Pegler por Chihara et al. (1970). Em 1985 foi aprovada, pelo Ministério da
Saude japonés, uma injecado de lentinan para ser utilizada como adjuvante no
tratamento de cancer gastrico no Japao (BISEN et al., 2010). Outra terapia a
base de lentinan é a formulacdo S1/paclitaxel/lentinan, onde o lentinan tem sido
empregado combinado com quimioterapicos para tratamentos de canceres,
como gastrico avangado, colorretal, pancreatico e carcinoma hepatocelular. A
utilizacdo desta formulagédo tem diminuido os efeitos adversos da quimioterapia
(ZONG et al., 2012).

Outros adjuvantes utilizados s&o as proteoglucanas Krestin (PSK) e
proteoglucanas-peptidicas (PSP), isoladas do fungo Coriolus versicolor. O PSK
€ usado em células normais para imunoestimulagao através da prevencao do
processo apoptotico de células T circulantes, diminuicdo da neuropatia e
reversao da supressao da medula dssea induzida pela quimioterapia (SHIBATA
et al., 2011). Esta proteoglucana tem papel importante na interagdo com alguns
quimioterapicos, potencializando a citotoxicidade destes farmacos em células
tumorais. Além disso, estudos correlacionam o PSK com efeitos antitumorais
diretos, por diminuir a proliferacdo de varias linhagens celulares tumorais,
bloquear o ciclo celular e ativar o processo apoptético (SHIBATA et al., 2011).
O PSP é uma proteoglucana variante da PSK, diferindo apenas no tipo de
proteina subjacente. Ela também interfere na progressao do ciclo celular,
auxiliando no aumento da citotoxicidade de quimioterapicos como
doxorrubicina, ciclofosfamida, etoposideo e camptotecina (WAN et al., 2010).

Outros compostos de origem fangica também sao eficazes como
agentes antitumorais e imunomoduladores, apesar de ainda necessitarem de
validacao por ensaios clinicos com seres humanos. A fragcado MD, por exemplo,
isolada do fungo Grifola frondosa, tem demonstrado efeito pré apoptético em
células tumorais por meio da ativacdo do gene BAK-1 (SOARES et al., 2011).

Zymosan, isolada de S. cerevisiae, atua aumentando a produgdo de
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mediadores imunes, tais como espécies reativas de oxigénio (ERO), éxido
nitico (NO), fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina 10 (IL-10)
(GOLDMAN et al., 1994). A carboximetil PTR, isolada de Pleurotus tuber-
regium, foi responsavel por uma atividade antiproliferativa em células tumorais
de mama MCF-7 por interrupcdo do ciclo celular e indugdo de apoptose
(ZHANG et al., 2006).

A eficacia das B-glucanas em estudos de imunoterapia contra tumores
também tem sido testada com sucesso. Se administradas via oral as glucanas
possuem a vantagem de estimularem todo o sistema imunoldgico, o que pode
tornar mais eficaz a resposta imune (CHEN; SEVIOUR, 2007). A aplicagéo de
uma combinagao de glucana associada a imunoterapia convencional com BCG
ou interferon gama pode resultar em resultados mais eficientes para pacientes
submetidos ao processo de quimioterapia ou para individuos acometidos com
doencas infecciosas (BERNER et al., 2005). Estudos pré-clinicos ja estédo
sendo realizados com animais e tém mostrado que a combinagéo de 3-glucana
com a terapia de mAb anti-tumoral promove a regressao do tumor e aumento
da sobrevida do animal (LIU et al., 2009).

A cada dia surgem novas propostas para explicar o mecanismo de agao
das B-glucanas fungicas. Inicialmente foi descrito que estes biopolimeros
pertencem ao grupo de moléculas classificadas como modificadores de
resposta imunologica (ZONG et al., 2012). De acordo com Corradi Da Silva et
al. (2005), estas glucanas, nao citotdxicas, supostamente expressam seu efeito
antitumoral por estimulagao do sistema imunologico do hospedeiro.

A principal hipétese € que as glucanas sejam reconhecidas na célula
como uma substancia antigénica, ou seja, como sendo padrdes moleculares
associados a patogénos (PAMPs). Desta forma, alguns tipos celulares como os
fagoécitos, as identificam por meio dos receptores de reconhecimento padrao
(PRRs). Apos este reconhecimento ocorre o estimulo de respostas celulares
para que o hospedeiro elimine o patégeno. O estimulo acontece tanto no
sistema imunoldgico inato quanto no sistema imunolégico adaptativo (CHEN;
SEVIOUR, 2007; CRUVINEL et al., 2010) (Figura 1).
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Figura 1: Representacdo esquematica dos diferentes receptores de
reconhecimento padrao ancorados na membrana celular (A, B, C e D) e o
reconhecimento das B-glucana fungicas (PAMPs). Adaptado de Cruvinel et al.
(2010); Chen; Seviour (2007).

De acordo com estudos de Brown e Gordon (2003) é possivel identificar
a presenca de receptores para B-glucanas em células imunes e nao imunes,
como mondcitos, macrofagos, neutréfilos, células de Langerhans, eosindfilos,
células NK, células endoteliais e fibroblastos. Os principais receptores alvos
sdo dectina-1 (codificada pelo gene CLEC7A), o receptor 3 do complemento
(CR3) (codificado pelo gene ITGAM), Lactosilseramida (CDw17) e os
receptores toll-like (TLR-2) (Chen ;Seviour, 2007). Recentemente, foi descrito
que a principal agao das - glucanas seria por interacado com receptores CR3,
mediada pelo receptor dectina-1 (ZAIDMAN et al., 2005).

Segundo Willment et al. (2001), a ligacdo com dectina-1 é capaz de
ativar vias de sinalizagdo para promover respostas imunes inata, através da
ativacao de fagocitose, produgao de ERO e inducgao de citocinas inflamatorias.
O receptor CR3 esta associado a ativagao fagocitica e citotdxica. Para Vetvicka
et al. (1996), o receptor de B-glucana ligado ao CR3 e em associagdo com a

proteina C3b inativa (iC3b) desencadeia a ativagao fagocitaria e citotdéxica nas
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células. Ja o receptor Tool like- 2 (TLR-2) estda associado ao aumento dos
niveis de NF-kB e produgéo de citocinas (TNF alfa, IL-12), cuja mediagéo se
faz pela proteina adaptadora MyD88 (GANTNER et al., 2003; LEBRON et al.,
2003).

Este mecanismo de ligacdo das [-glucanas em receptores alvos
associados aos estudos envolvendo a atividade biologica destas moléculas é
de grande importancia para a busca de agentes terapéuticos mais seletivos e
servira de ferramenta para a industria farmacéutica para aumentar a acéo do

farmaco e minimizar seus efeitos colaterais.

2.2 Botriosferana: uma B-glucana de origem fungica

O botriosferana é um exopolissacarideo (EPS) extraido do fungo
Botryosphaeria rhodina (MAMB-5) isolado de eucalipto por Barbosa et al.
(1996). Alguns anos depois, Dekker e Barbosa (2001) conseguiram isolar o
EPS da secregédo do Botryosphaeria rhodina em meio de cultivo contendo 4%
(m/v) de glicose como unica fonte de carbono. Em estudos com hidrdlise
enzimatica, os mesmos autores demonstraram que a molécula isolada
apresentava 98% de glicose como fonte principal de monossacarideo, com
tracos de manose e glicosamida. Ainda usando estudos de hidrdlise enzimatica
com a adigao de enzimas comerciais especificas para ligagdes glicosidicas 3-
(1->3;1—>6), Dekker e Barbosa (2001) mostraram que a molécula isolada se
tratava de uma B-glucana.

Estudos realizados por Barbosa et al. (2003) mostraram que o
botriosferana consiste de uma cadeia principal linear constituida de residuos de
glicose interligados por ligagdes glicosidicas do tipo B-(1—3)- (Figura ), as
quais estdo ligados apéndices de glicose e gentiobiose por ligagdes

glicosidicas 3-(1—>6)-.
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Figura 2: Estrutura quimica do botriosferana. Fonte: adaptado de BARBOSA et
al. (2003).

De acordo com Steluti et al. (2004) e Corradi Da Silva et al. (2006), uma
familia do Botriosferana é produzida quando o B. rodhina cresce em diferentes
substratos de carboidratos, e esses biopolimeros diferem entre si somente
quanto a extensao e frequéncia de ramificagbes, com substituintes ao longo da
cadeia principal de B-(1—>3)-glucana. O grau de ramificacéo varia de 21 a 31%,
dependendo da fonte de carbono utilizada no meio de cultivo para o B. rodhina
MAMB-05 (CORRADI DA SILVA et al., 2005).

Normalmente polissacarideos do tipo B-(1—3;1—>6)-D-glucana séao
parcialmente insoluveis em agua e sdo encontrados como constituintes da
parede celular de fungos e leveduras, das quais eles podem ser extraidos, mas
0 processo é complexo, demorado e dispendioso. Entretanto, o botriosferana é
soluvel em agua apresenta a capacidade de formar géis e solugdes viscosas,
o que favorece sua aplicagao industrial nas areas alimenticia, farmacéutica e
quimica (BONGIOVANI, 2009).

Suas propriedades fisico-quimicas, associadas aos estudos descritos na
literatura de moléculas semelhantes, incentivaram os estudos sobre os
potenciais do Botriosferana como agente terapéutico, antitumoral, anti-
inflamatorio, imunomodulador e agente de sistema de entrega de drogas,
agente espessante nao caldrico, fibra dietética, probidtico e emulsificante
(Figura 3).
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Figura 3: Potencial de aplicagao do botriosferana. Adaptado de Kagimura et al.

(2015).

Os estudos realizados at¢é o momento com o Botriosferana
demonstraram a auséncia de mutagenicidade e forte atividade anticlastogénica
em estudos in vivo com camundongos (MIRANDA et al., 2008). Este efeito
protetor foi concentracdo dependente, com deteccdo de atividade
antimutagénica significativa mesmo em baixas doses de Botriosferana
(MIRANDA et al., 2008). Foram ainda observados auséncia de efeitos
citotoxico e mutagénico do Botriosferana em linfocitos humanos in vitro (MORI,
2008) e atividade protetora contra danos causados por peréxido de hidrogénio,
doxorrubicina e benzo(a)pireno em células V79 e HTC in vitro (KERCHE,

2010). Foi descrito como um potente imunomodulador em estudos com ratos e
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com células RAW 264.7, onde foi capaz de ativar o processo de
linfoblastogénese, aumentar a expressdo de oxido nitrico sintase (INOS) e de
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (WENG et al., 2011).

O potencial imunomodulador e as caracteristicas quimicas desta
molécula sugerem a investigacao de seu efeito antitumoral, ja que (1—3)-B-D-
glucana com conformagao em hélice tripla produzem efeitos antitumorais por
meio da ativagdo de respostas imunes no hospedeiro, estimulando a produgao
de citocina e atividade anti-inflamatéria (BROWN e GORDAN, 2003),
aumentando a imunidade contra o tumor, sem causar nenhum dano ao corpo
(BORCHERS et al., 1999; WASSER; WEIS (1999).

O botriosferana também ja mostrou potencial para ser utilizado como
alimento funcional e diminuir os riscos de doencgas cronicas, pois reduziu os
niveis de colesterol e agucar no sangue de ratos em condigdes induzidas de
diabetes e hiperlipidemia (MIRANDA-NANTES et al.,, 2011). Quando
derivatizada por sulfonilagédo, o Botriosferana exibiu atividades anticoagulante e
antitrombética (MENDES et al., 2009; BRANDI et al., 2011).

Os efeitos antioxidantes descritos por Giese et al. (2015) mostraram
atividade antioxidante do botriosferana em um estudo de eliminagdo de
espécies reativas em modelos in vitro. Seus resultados mostraram a elevada
atividade antioxidante total (80%) e eliminagc&o de radicais hidroxilas (90,6%) e
oxido nitrico (90%). Esta forte atividade antioxidante abre novos caminhos para
a utilizagdo do Botriosferana como matéria prima para a produgdo de
compostos anti-envelhecimento na industria cosmética.

Diante dos efeitos biologicos descritos, estudos voltados para
investigacdo do perigo genotoxico desta molécula s&o essencias para
investigar e favorecer seu processo de validacdo para utilizagdo na saude,

industria quimica e alimenticia.

2.3 Ensaios toxicogenéticos para avaliagcdo de novas substancias

A molécula de DNA esta constantemente sujeita a formacao de lesoes,
sejam elas espontaneas, como as causadas naturalmente durante os

processos de replicacdo e reparo de DNA, ou induzidas por exposi¢ao a
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agentes genotoxicos. Se essas lesbes forem fixadas, tem-se uma mutacéo
estabelecida, ou seja um evento mutagénico (SNUSTAD; SIMMONS, 2008).

A orientagdo internacional para a avaliagdo de segurangca de um
composto em relagdo a sua genotoxicidade baseia-se geralmente na
combinagao de trés testes para avaliar os efeitos genotoxicos: mutagdo génica,
ou seja, mutagdes pontuais ou delegdes/insergbes que afetam um ou mais
blocos de genes; mutagenicidade (alteragcdes cromossémicas estruturais) e
aneuploidia (alteragbes cromossémicas numeéricas) (OECD, 1997; EASTMOND
et al.,, 2009; OECD, 2014). No entanto, ha uma tendéncia em se ampliar a
avaliagdo genotdxica utilizando-se diferentes sistemas-testes, como por
exemplo, o teste do cometa, a fim de detectar lesbes precoses no DNA (DI
SOTTO et al., 2014).

Atualmente a tecnologia das “omicas” tem sido aplicada com sucesso na
triagem e priorizada em programas para descoberta de novos compostos, em
especial na industria farmacéutica (WILSON et al., 2013). A toxicogendmica é
uma area emergente que visa estudar a interacdo entre o genoma da célula,
substancias toxicas e doencgas (BISHOP et al., 2001). Muitos pesquisadores
entendem que o conhecimento da genbémica pode contribuir para o
desenvolvimento de alternativas ndo-animais para pesquisa de toxicidade, bem
como ajudar a melhorar as avaliagbes de risco (BISHOP et al., 2001;
SIMMONS; PORTIER, 2002; KREWSKI et al., 2010).

Quando um composto nao apresenta efeitos citotoxicos ou mutagénicos,
pode haver interesse em se avaliar seu potencial protetor. Neste caso a
atividade protetora é avaliada utilizando-se diferentes protocolos de exposi¢ao
das células ao composto-teste em associagdo com um agente promotor de
danos, ou seja, um agente reconhecidamente mutagénico ou genotdxico.
Portanto, a antimutagénese é empregada para designar os agentes que sao
capazes de reduzir a frequéncia ou a taxa de mutacbes espontdneas ou
induzidas, independentemente do mecanismo envolvido (WATERS et al.,
1990). Kada et al. (1982) classificaram os eventos antimutagénicos conforme
seu mecanismo de agdo em agentes desmutagénicos e bioantimutagénicos.
Os agentes desmutagénicos atuam inativando quimica ou enzimaticamente os
agentes mutagénicos antes destes interagirem com o material genético, ou

modulando o sistema de defesa antioxidante. Os agentes bioantimutagénicos
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atuam sobre os mecanismos de reparo do DNA, resultando na diminui¢do da
fixagdo das mutagdes.

A metodologias classicas ou as baseadas nas “6micas” s&do utlizadas
tanto para estudos de mutagénese como de antimutagénese de um composto

e utilizam desde bactérias até células humanas.

2.3.1 Teste de Ames

Testes de mutagenicidade bacteriana sédo utilizados mundialmente na
industria farmacéutica durante a descoberta de drogas como parte de uma
estratégia de selegdo de compostos. O teste de Ames tem se mostrado cerca
de 65% concordante com ensaios envolvendo roedores (KIRKLAND et al.,
2005) e esta caracteristica torna-o um teste padréao ouro no ensaio de mutagéo
in vitro para avaliar o potencial mutagénico de um composto quimico
(SNYDER, 2009). E um dos testes exigidos para submissdo de dados as
agéncias regulatorias para o registro ou aceite de muitos produtos quimicos,
incluindo farmacos e ingredientes alimentares. A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 6rgéao que regulamenta estes registros no Brasil,
classifica o teste de Ames como apropriado para a identificagao e avaliagao do
risco a saude humana (ANVISA, 2013).

O teste de Ames (Figura 4) caracteriza-se pela utilizagdo de linhagens
de Salmonella typhimurium sensiveis a substancias capazes de induzir
mutacbes do tipo deslocamento do quadro de leitura (frameshift) ou
substituicdo de pares de base no DNA (ESCOBAR et al., 2013). Na presenca
de agentes mutagénicos, estas linhagens revertem seu carater de auxotrofia
(incapacidade de um organismo de sintetizar um composto organico necessario
ao seu proprio crescimento) para a sintese de histidina e passam a formar
colénias em meio desprovido deste aminoacido. Desta forma, por meio da
contagem de colbnias por placa € possivel estabelecer a agcdo mutagénica de
um composto em fungdo de sua concentracdo (ZEIGER; MORTELMANS,
2001).
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Figura 4: Ensaio de mutagdo reversa com Salmonella typhimurium. Fonte:

Pearson Education, inc., publishing as Benjamin Cummings, 2006.

Existe uma variedade de cepas de S. typhimurium que podem ser
empregadas neste ensaio. Cada uma delas apresenta diferentes mutagdes no
operon de histidina, tornando-as incapazes de sintetizar histidina e, outras
caracteristicas particulares, que as tornam habeis para a identificagdo de
diferentes classes de agentes quimicos mutagénicos (MARON; AMES, 1983).

As diretrizes estabelecidadas pela OCDE recomendam as linhagens
TA97a, TA98 e TA100 de bactérias para serem usadas rotineiramente na
realizacdo do teste de Ames padréo e a introdugcdo da linhagem TA102 nos
estudos envolvendo possiveis agentes mutagénicos oxidantes (WILCOX et al.,
1990). Cada linhagem apresenta as seguintes caracteristicas:

- TA97a: é capaz de detectar mutagenos que causam erro no quadro de
leitura do DNA (frameshift) devido a presenga de uma mutagcdo no operon do
gene da his01242. Esta mutagdo resulta na adicdo de mais uma citosina,

formando uma sequéncia de seis citosinas, que altera o quadro de leitura e,
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consequentemente, leva a reversdo ao tipo selvagem (prototrofico)
(MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

- TA98: detecta mutagenos que causam mudangas no quadro de leitura
do DNA (frameshift), apresentando como ponto preferencial de lesdo oito
residuos repetitivos GC no operon do gene hisD3052 que codifica para a
enzima histidinol desidrogenase (MARON; AMES, 1983; MORTELMANS;
ZEIGER, 2000).

- TA100: especifica para mutagenos que causam substituicdo de pares
de bases no DNA, através de uma mutagcdo no gene hisG46, que codifica a
primeira enzima da biossintese de histidina. Tem como ponto preferencial a
reversao do par GC, que é responsavel pela substituicdo de uma prolina por
uma leucina (MARON; AMES, 1983; MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

- TA102: apresenta pares de bases AT no sitio mutante da hisG428.
Esta mutagao foi introduzida no plasmidio multicopia pAQ1, com o objetivo de
amplificar o numero de sitios ativos. A hisG428 € uma mutagéo ochre (TAA) no
gene hisG, que pode ser revertida por todas as seis possiveis modificagbes de
pares de bases levando a transicdes e transversdes. E eficiente para detectar
eficientemente mutagenos que causam danos oxidativos e agentes cross-link
(MARON; AMES, 1983).

As linhagens bacterianas n&do apresentam enzimas de metabolizagao, o
que as impede de identificar agentes mutagénicos de acdo indireta. Para
superar essa dificuldade, adiciona-se as culturas durante os ensaios, a
chamada fragdo S9, que contém enzimas metabolizadoras de xenobidticos e €
obtida a partir do figado de ratos (MARON; AMES, 1983; MORTELMANS;
ZEIGER, 2000). A utilizagao da fragao S9 revela se os compostos presentes na
amostra necessitam ser metabolizados para se tomarem mutagénicos
(mutagenos indiretos) ou se eles tém acgao direta sobre o material genético em
sua forma original (mutagenos direto) (UMBUZEIRO; VARGAS, 2003).

2.3.2 Teste do Cometa

O teste do cometa, também conhecido como SCGE (“single cell gel
electrophoresis”), identifica agentes com atividade genotéxica, medindo

quebras de fitas simples, dupla, ligagdes cruzadas, sitios de reparo por excisdo
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e/ou lesdes alcali-labeis no DNA de células individuais (FIKROVA et al., 2011).
Pode ser utilizado tanto in vitro como in vivo e em células provenientes de
diferentes o6rgéos (VILLANI et al., 2010). Apresenta a vantagem de ser um teste
simples, rapido, de baixo custo, além de necessitar de pequena quantidade de
material bioldgico (TICE et al., 2000).

O teste do cometa foi descrito por Ostling e Johanson (1984) para a
deteccao de danos no DNA em condigdes neutras e modificado para uma
versao alcalina (pH>13) por Singh et al. (1988), o que aumentou sua
sensibilidade de detec¢cdo de danos na molécula de DNA. O seu principio
fundamenta-se na fixagdo das células em agarose, seguido de uma lise celular
com detergentes com alta concentragcdo de cloreto de sédio, rompendo as
membranas celulares e gerando um nucledide contendo DNA livre de histonas
(OSTLING; JOHANSON, 1984). Estes nucledides, ao serem submetidos a
condig¢des eletroforéticas, mostram padrbes de migragao relativos aos danos
encontrados na molécula de DNA. Quando observadas em microscopio,
apresentam aparéncia de um cometa, com cabega (regido nuclear) e uma
cauda com os fragmentos de DNA que migram em dire¢cdo ao polo positivo
(HARTMANN et al., 2003). Células com maior migragdo apresentam maiores
frequéncias de ruptura no DNA, enquanto que células com menores
quantidades de danos tém menor migragao.

O ensaio do cometa é adequado para uso na pratica clinica, em areas-
chave da nutricdo humana e biomonitorizacdo (DUSINSKA; COLLINS, 2008;
WASSON et al., 2008; SIROTA et al., 2014).

De acordo com OECD (2014) a associagao do teste do cometa com o
teste do micronucleo é de grande importancia na bateria de testes para se
avaliar o potencial genotoxico, ja que ambos 0s ensaios sao altamente
sensiveis, simples. Devido a versatilidade do teste do cometa, este foi
recentemente incluido na Conferéncia Internacional sobre Harmonizagdao dos
Requisitos Técnicos para o Registro de Produtos Farmacéuticos para uso
Humano (ICH) S2R1 (FROTSCHL, 2015).
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2.3.3 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que foi desenvolvida para fazer
medi¢des rapidas de particulas individuais ou células em suspensédo (JUAN-
GARCIA et al., 2013), medindo a luz que elas dispersam e a fluorescéncia que
emitem quando o fluxo celular passa por um feixe de laser (YANPAISAN et al.,
1999). Informagdes adicionais podem ser obtidas a partir de células coradas
utilizando-se fluorocromos. Quando o feixe de laser excita um fluorocromo, a
luz emitida € detectada pelos detectores de fluorescéncia (COMAS-RIU; RIUS,
2009).

A vantagem de se usar citometria de fluxo para investigagéo de células
tratadas com agentes quimicos € a possibilidade da realizagdo de uma analise
com multiparametros, permitindo uma deteccdo simultdnea de varias
caracteristicas funcionais de uma unica célula, como por exemplo, fisiologia,
ploidia, viabilidade, identidade genética, entre outras (O'HARA et al., 2011;
BREHM-STECHER, 2014). Este fato tem tornado esta metodologia muito util
para a validagao de novas drogas para fins comerciais, pois neste caso o0 uso
de parametros unicos tem sido bastante questionado (NOLAN, 2007).

O material de boa qualidade é uma etapa importante para o sucesso da
aplicacdo deste método. O kit Cycle Test Plus DNA (BD Biosciences,
Heidelberg, Germany) apresenta todos os reagentes necessarios para preparar
0s nucleos para a analise do DNA. Apos uma série de incubagdes, os nucleos
isolados a partir de amostras de tecido ou qualquer suspensao de células séo
corados com iodeto de propidio (Pl), que se intercala na dupla fita do DNA.
Desta forma, os nucleos corados sao analisados para quantificar o iodeto de
propidio (PI) ligado ao DNA, por meio da emissao de luz fluorescente entre 580
a 650 nm, que pode ser captada pelo citbmetro de fluxo.

A analise da progressdao do ciclo celular por citometria de fluxo é
indicada como uma investigagcao inicial, antes de serem usados meétodos
clinicos para investigagao de novas drogas. Por este método € possivel se
obter informagdes sobre o numero relativo de formacao de picos abaixo da fase
G1, denominada de fase sub-Gg e de células nas diferentes fases do ciclo
celular: G1/G0, S e Gy/M. Além disso, fornece informagdes sobre eventuais

células em morte.
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2.3.4 RT-qPCR em tempo real

Real-time PCR é uma técnica estabelecida para a quantificacdao de
MRNA em amostras biolégicas (HUGGETT et al., 2005). Tem aplicagcdo em
diferentes areas de investigagdo, como saude, ciéncias veterinarias e agrarias,
biotecnologia e toxicologia. Pode ser utilizada para inumeros fins, como
quantificacdo de agentes patogénicos; estudos de expressado do gene; analise
de microRNAs; validagdo de dados de microarray; discriminagao alélica e
genotipagem; validacédo da eficacia terapéutica de drogas; estudos forenses,
entre outros (NAVARRO et al., 2015).

A expressao “real time” se refere ao principio da técnica - monitoramento
constante do acumulo do produto da PCR para estimar a quantidade inicial de
mRNA (SKRZYPSKI, 2008). Este processo apresenta varios beneficios em
relacdo aos métodos convencionais, como alta sensibilidade e exatidao na
quantificacdo da expressado de genes, facilidade de execugdo, baixo custo,
menor tempo e elevado rendimento (KUBISTA et al., 2006). Além disso, a
deteccao da amplificagao na técnica de RT-qPCR é realizada durante a reagao
(fase exponencial), o que fornece uma vantagem distinta da PCR tradicional,
onde a detecgao da amplificagao é realizada na fase final ou na fase platdé da
reacao, e ainda requer a detecgao em gel, apos eletroforese (NOVAIS, 2004).

Segundo Ohl et al. (2005), a estratégia de analise geralmente utilizada
para avaliar os dados de RT-gPCR é a quantificagdo relativa. Nesse tipo de
analise a expressdao de um gene alvo é relacionada com a de um gene de
referéncia, estavelmente expresso, como o0s genes constitutivos,
simultaneamente determinados na mesma amostra. De acordo com (PFAFFL,
2001), o célculo da expressao relativa deve levar em consideragado os valores
de Ct (CycleThreshold) e E (eficiéncia da reagao), pois diferengas minimas
observadas nessas variaveis em uma reagdao podem culminar em uma
diferencga significativa da quantidade de produto final da reagao.

Alguns estudos com B-D-glucanas ja utilizaram a técnica de RT-qPCR
para analise de expressao génica de amostras de tecidos e 6rgaos animais,
principalmente em estudos envolvendo dietas suplementada com (B-D- glucana
(MacroGard®) em peixes, visando mostrar o efeito modulador desta molécula

sobre genes de citocinas relacionadas a inflamacao (FALCO et al., 2012;
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FALCO et al.,, 2014). Também €& possivel encontrar o efeito [B-glucano-
enriquecida (Bgee) contra o desequilibrio redox hepatico induzido pela diabetes
e resposta inflamatoria em ratos com diabetes, evidenciando um potencial
importante na gestdo de diabetes desta molécula (MIHAILOVIC et al., 2013;
USKOKOVIC et al., 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

O presente trabalho teve como objetivos caracterizar o potencial
mutagénico, genotdxico, antigenotoxico e  antioxidante de um
exopolissacarideo (EPS) obtido do fungo Botryosphaeria rhodina MAMB-05
(botriosferana), por meio de ensaios in vitro, bem como investigar as possiveis
alteragcdes que este composto pudesse promover na expressao génica e

cinética do ciclo celular de linfécitos humanos normais e tumorais.

3.2 Objetivos Especificos:

- Examinar a atividade mutagénica do botriosferana por meio do ensaio
de mutagao génica reversa (teste de Ames), com e sem ativagdo metabdlica.

- Avaliar a genotoxicidade (ensaio do cometa) do botriosferana em
linfécitos humanos normais e células T leucémicas (Jurkat).

- Avaliar a antigenotoxicidade do botriosferana e sua possivel seletividade
sobre culturas de linfécitos normais e tumorais submetidas a tratamento com o
EPS associado ao agente mutagénico metilmetanosulfonato (MMS) por meio
do ensaio do cometa.

- Investigar o papel protetor deste EPS fungico em linfécitos humanos
normais e células Jurkat sob condicbes de estresse oxidativo utilizando a
sonda CM-H,DCFDA.

- Investigar a influéncia do tratamento com botriosferana na cinética do
ciclo celular de linfécitos humanos normais e células Jurkat por citometria de
fluxo e determinar se ha associacdo com os parametros avaliados de
expressao génica.

- Quantificar a expressao de genes relacionados com o reconhecimento
de B-glucanas (CCR5, ITGAM e CLEC7A), imunomodulacéo (IL-2 e TNF-a),
controle do ciclo celular (CDK2, CDK4, C-MYC e BIRC5) e apoptose (CASP3 e
BCL-XL), por meio da técnica de RT-qPCR, para verificar se ha ou nao
associagao da B-glucana com os efeitos biolégicos avaliados no presente

estudo e trabalhos descritos na literatura.
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RESUMO

Polissacarideos fungicos s&o importantes recursos naturais nas industrias
alimenticia, quimica e farmacéutica. Este estudo avaliou a mutagenicidade e as
propriedades genotoxicas, antigenotoxicas e antioxidante do (1—3)(1—6)-B-D-
glucana botriosferana, isolado de Botryosphaeria rhodina (MAMB-05). A
mutagenicidade de cinco concentragdes do botriosferana foi avaliada em
Salmonella typhimurium (teste de Ames). Culturas de linfécitos normais e
tumorais (células Jurkat) foram utilizadas para se avaliar a genotoxicidade e
antigenotoxicidade (teste do cometa) do botriosferana sozinho ou em
associagdo com o agente mutagénico metilmetanosulfonato. Também foi
avaliada a capacidade de trés diferentes concentracbes de botriosferana
reduzirem a produgdo de espécies reativas geradas por perdxido de
hidrogénio, utilizando a sonda CM-H,DCFDA nas culturas de linfocitos sob
diferentes tempos de tratamento. Nenhuma das concentragbes avaliadas do
botriosferana foi mutagénica em bactérias ou induziu genotoxicidade nos
linfécitos normais e tumorais. Duas concentragdes protegeram o DNA de
linfécitos contra os danos causados pelo MMS em condi¢gbes de tratamento
simultdneo e pos-tratamento, mas o botriosferana nao foi capaz de reduzir as
espécies reativas geradas por H,O,. Além da auséncia de genotoxicidade, foi
observado efeito protetor seletivo para linfécitos humanos normais contra
danos genotdxicos causados por metilmetanosulfonato. Estes resultados seréo

importantes para a validagao do botriosferana como agente terapéutico.

Palavra-chaves: teste de Ames, teste do cometa, B-glucana, CM-H,DCFDA,

células células Jurkat, , linfécitos T humanos.
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1. Introducéo

Os polissacarideos de origem fungica sdo importantes recursos naturais
na busca por novos agentes com potencial terapéutico. Entre eles, as -(1-3)-D
glucanas se destacam por exercerem atividades de quimioprevengao,
imunomodulagao e efeito antitumoral [1]. Apresentam uma meia vida longa em
mamiferos devido a metabolizagao lenta, decorrente da auséncia das enzimas
glucanases nestes organismos [2]. A capacidade de ativarem de forma
inespecifica os componentes celulares e humorais do sistema imunoldgico do
hospedeiro € bem documentada na literatura. De acordo com alguns autores,
essa ativagao provoca aumento da atividade funcional dos macrofagos, células
mononucleares e neutréfilos [3, 4]. Apesar de alguns estudos mostrarem a
auséncia de efeitos toxicos destes compostos e de seus derivados [5-11], a
comprovacao do risco para a saude e do mecanismo por meio do qual as
novas moléculas do tipo B- (1-3)-D glucana exercem seus efeitos sobre as
células de mamiferos € uma informacgao fundamental para sua validagdo como
molécula bioativa.

O botriosferana, um EPS ((1—3)(1—6)-B-D-glucana) isolado do fungo
enddfito Botryosphaeria rhodina (MAMB-05), é formado por uma cadeia
principal linear de residuos de glicose interligados por ligagdes glicosidicas do
tipo B-(1—>3), as quais estao ligados apéndices de glicose e gentiobiose por
ligagdes glicosidicas B-(1—6) [12, 13]. E soltvel em agua, formando géis e
solugdes viscosas, o que favorece sua aplicagdo industrial em diferentes
setores como saude, biotecnologia, alimentos, farmacéutico e cosmetologia
[11, 14-16].

Estudos tém avaliado diferentes efeitos do botriosferana e
demonstraram auséncia de mutagenicidade e atividade antimutagénica [6],
capacidade de ativar o processo de linfoblastogénese [10] e potencial
hipoglicémico e hipocolesterolémico [7]. Quando derivatizado por sulfonilagéo,
o botriosferana ainda exibiu atividades anticoagulante e antitrombatica [17, 18].
Além disso, a atividade antioxidante do botriosferana, descrita por Giese et al.
[19], o torna um potencial agente anti-envelhecimento para utilizacdo em

formulagdes cosméticas.
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A compreensdao do mecanismo pelo qual o botriosferana exerce seu
efeito quimioprotetor também é um dado importante para sua validagcdo como
agente terapéutico. Investigagbes sobre a capacidade desta biomolécula inibir
o efeito genotdxico causado por diversos compostos sdo fundamentais para
caracterizar o seu mecanismo de agao.

Diante dos efeitos biologicos e do potencial de aplicagcdo deste EPS
descritos na literatura até o momento, faz-se necessario e importante o
emprego de ensaios in vitro utilizando células normais e tumorais para
avaliacdo de sua possivel seletividade como agente terapéutico. De acordo
com Serpeloni et al. [21], os testes in vitro sdo importantes ferramentas quando
se deseja investigar o mecanismo de agcdo de uma droga, enquanto que 0s
experimentos in vivo sdo recomendados para se avaliar a exposi¢ao humana
ao agente terapéutico.

Assim, o presente estudo teve como objetivos investigar (i) o efeito do
tratamento com EPS, sozinho ou em combinagdo com o agente mutagénico
MMS sobre linfécitos normais e tumorais (células Jurkat), visando avaliar seu
efeito genotoxico e quimioprotetor nestes tipos celulares; (i) a possivel
mutagenicidade do EPS sobre diferentes linhagens de Salmonella typhimurium;
(i) o efeito antioxidante contra a producdo de ER induzida pelo H,O, em

linfécitos normais e tumorais.
2. Material e Métodos
2.1 Micro-organismo e condicdes de cultivo

O ascomiceto Botryosphaeria rhodina (isolado MAMB-05) foi cultivado
por fermentacdo submersa (SmF) utilizando-se sacarose como uUnica fonte de
carbono, por 72 horas a 28°C, sob agitacdo a 180 rpm, como descrito por
STELUTI et al. [22].

2.2 Producéo de botriosferana e preparo das solucdes

Apods o cultivo do fungo, foram removidos os micélios e recuperado o

sobrenadante por centrifugagdo (1250g/15 minutos), seguido de dialise por
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48h. O dialisado foi precipitado da solucdo por adicado de trés volumes de
isopropanol e armazenado a 4°C overnight. Em seguida o precipitado (EPS) foi
recuperado por centrifugagéo, dissolvido em agua destilada e dialisado com
trocas frequentes de agua durante 48 horas. A solugédo de EPS foi liofilizada e
armazenada a -20 °C até o uso.

Para utilizagdo nas linhagens celulares o EPS foi solubilizado em agua
estéril para produzir uma solugdo estoque de aproximadamente 3,0 g/L. Uma
amostra desta solucdo foi reservada para as determinagdes de acgucares
redutores pelo método de Somogyl [23] e de agucares totais pelo método de
fenol-sulfurico [24]. Por meio destas dosagens foi confirmada a concentragéo
da solugao estoque e, a partir dela foram preparadas as concentragbes

utilizadas nos experimentos.

2.3 Ensaios com linfécitos normais e tumorais

Os efeitos bioldgicos do botriosferana foram investigados em culturas de
linfécitos normal e leucémico (células Jurkat).

Os linfocitos normais foram obtidos a partir da coleta de 10mL de sangue
periférico de quatro individuos, mas somente trés deles foram utilizados porqué
um dos individuos apresentou alto indice de alteragdo no controle negativo. Os
trés individuos da amostra eram saudaveis, do sexo masculino, com,
respectivamente, 26, 34 e 34 anos de idade, nao fumantes, nao etilistas, sem
histérico recente de doenga e exposicdo a radiagdo, agrotdoxicos ou
medicamentos. Todos os voluntarios assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres
Humanos da FCFRP-Universidade de Sao Paulo (CEP/FCFRP n° 314). O
sangue coletado foi diluido em PBS (pH=7,4) na proporgcédo de 1:1 (10 mL de
sangue: 10 mL de PBS), homogeneizado por inversao e submetido a técnica
de separagcdo por gradiente de densidade com Ficoll Histopaque® 1077
(Sigma— Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) para a obtengdo dos linfocitos
isolados.

As células JURKAT foram gentilmente cedidas pelo Hemocentro do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP e

foram mantidas em nitrogénio liquido (-196°C) até o uso.
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2.3.1 Condigdes de cultivo e tratamentos

Para todos os experimentos descritos neste estudo os linfécitos normais
foram isolados imediatamente apos ser coletado o sangue periférico dos trés
voluntarios. As células Jurkat foram descongeladas e utilizadas entre a 3% e 92
passagem. Para os ensaios citogenéticos, ambas as células foram cultivadas
em tubos cbnicos estéreis de 15 mL (Corning, Lowell, MA, USA) e para os
ensaios bioquimicos as células foram cultivadas em placas de 96 pocos
(Corning, Lowell, MA, USA). Em todos os experimentos as células foram
cultivadas por 24 horas em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma— Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA) suplementado com 20% de soro fetal bovino (Gibco,
Carlsbad, CA, EUA), 0,01 mg / mL de estreptomicina (CAS: 57-92-1, St Louis,
MO, EUA), 0,005 mg / mL de penicilina (CAS # 61-33-6, St Louis, MO, EUA ) e
2,38 mg / mL de HEPES (CAS: 75277-39-3, Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
EUA). Os tubos e as placas foram mantidos em estufa a 37° C, com atmosfera
de 5% de CO, numa inclinacao de cerca de 45°, sendo vertidas levemente trés
vezes ao dia.

Para avaliar as atividades genotdxica e antigenotéxica do botriosferana
sobre os linfocitos humanos normais e tumorais, foram utilizadas trés
concentragdes nao citotoxicas de EPS (7,5, 30 e 100 pg/mL) determinadas por
teste do MTT realizado por nosso grupo de pesquisa nas linhagens celulares
de HTC e V79 (dados nao publicados). Aproximadamente 1x10° células foram
expostas ao EPS sozinho ou em associacdo com o agente mutagénico MMS
(10 pM), cuja concentragcdo foi determinada em ensaios prévios (MTT) em
linfécitos humanos. . O tratamento com EPS foi realizado por 20h, iniciando-se
apo6s 28h de cultivo das células; a fixacdo das células ocorreu apds 48h de
cultivo.

No protocolo de pdés tratamento os linfocitos foram cultivados por 24
horas, submetidos a tratamentos com MMS (10 yM) por 4 horas e em seguida
as células foram lavadas com PBS, substituido o meio de cultura e adicionado
o EPS que permaneceu por 20h em cultura, totalizando um tempo de 48h,
quando as células foram fixadas. O tratamento simultdneo por 4 horas com
EPS e MMS ocorreu ap6s 44 horas do inicio da cultura e apos o término (48h)

as células foram fixadas.
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Ao final dos tratamentos uma pequena aliquota da suspenséao celular foi
utilizada para analise de viabilidade celular pelo método de exclusao por azul
de Tripan. Foram consideradas validas apenas culturas que apresentaram uma
viabilidade = 80%.

O ensaio de espécies reativas foi realizado em cultura de células Jurkat
e cultura de linfécitos humanos normais. Foram avaliadas cinco concentragdes
de EPS (7,5; 15; 30; 60 e 100 ug/mL). As concentragdes de 15 e 60 pg/mL
foram incluidas neste ensaio por serem intermediarias aquelas avaliadas no
ensaio do cometa. Aproximadamente, 1x10* células foram incubadas com EPS
por 3, 9 e 24 horas e apds o término de cada tempo de tratamento foi
adicionado H;O, (100 mM) em todos os pogos. O H,O, permaneceu nas
culturas por 1 hora. O grupo controle positivo consistiu de células tratadas com
H2O, (100 uM) e o controle negativo com PBS (pH=7,4). Posteriormente as
placas foram centrifugadas (300xg por 5 minutos), o sobrenadante descartado
e incubados 100uL de solugdo de CM-H,DCFDA (5 pM) em todos os pogos por

30 minutos.

2.4 Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa foi realizado de acordo com o guideline publicado
por Tice et al. [25], com modificagcdes. Apds a eletroforese e fixacdo das
laminas estas foram coradas com 50 pyL de solugdo de GelRed® (Biotium,
Hayward, CA, USA) (15 uL de GelRed 10.000X em agua, 5 mL de NaCl a 1M,
e 45 mL de agua destilada) e analisadas em microscépio de fluorescéncia
(Nikon-Brasil), com filtros de 488 nm de excitacdo e 515 nm de emisséo
(barreira) e objetiva de 40x. Foram analisadas 100 nucledides por tratamento e
os danos no DNA foram quantificados por avaliagao visual, sendo classificado
em quatro classes (0, 1, 2 e 3) de acordo com o tamanho da sua cauda [26].
Em seguida foram calculados o escore [27], a frequéncia de células danificadas
(DC) e a porcentagem de reducédo de danos (%R) [28], de acordo com as
férmulas abaixo, onde N corresponde ao numero de células analisadas em
cada classe e CP e CN correspondem, respectivamente, aos grupos controle

positivo e controle negativo.
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(0XNg)+ (1XN;)+ (2X N,) + (3X Ny)
100

Escore =

(N; + Nz + Ny)
pe= ( 100

)X 100

[média do escore CP] — [média do escore Tratamento
%R = X100
o [média do escore CP — média do escore CN]

2.5 Deteccdo da geracdo de espécies reativas pelo ensaio de CM-
H,DCFDA

As espécies reativas intracelulares (ER) foram avaliadas usando como
marcador a sonda fluorescente CM-H,DCFDA (CAS# 4091-99-0, Sigma—
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) de acordo com a metodologia do fabricante.
CM-H,DCFDA se difunde passivamente nas células, onde é facilmente oxidada
por ER e convertida em compostos altamente fluorescentes [29]. Assim, a
intensidade de fluorescéncia é proporcional a producéo intracelular de ER.

Para a indugao de espécies reativas foi utilizado o peroxido H.0O; e sua
concentracdo foi previamente definida por meio de um ensaio piloto com
células Jurkat expostas a concentragdes crescentes de perdxido de hidrogénio
(25 a 200 uM).

A analise de fluorescéncia foi realizada em espectrofluorimetro (Biotek),
em comprimento de onda de excitagdo em 485 nm e emissao em 528 nm.
Todos os tratamentos foram feitos em quadruplicatas. Os resultados foram
expressos em relagao aos valores obtidos a partir de células tratadas somente

com H»0..

2.6 Teste de Ames

A mutagenicidade do botriosferana foi avaliada pelo ensaio de Ames
(Salmonella/ microssoma), utilizando a metodologia de pré incubacao, de

acordo com Maron e Ames (1983), realizada em presenca (+S9) ou auséncia (-
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S9) da fragdo microssomal S9 (Molecular Toxicology, Boone, NC, EUA), que
consite em um homogeneizado de enzimas de figado de rato [30]. Neste
estudo foram utilizadas as linhagens TA98, TA97a, TA100 e TA102 de
Salmonella typhimurium, gentiimente cedidas pelo Dr. Bruce Ames da
Universidade de Berkeley, California, USA ao laboratério de Mutagénese da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - Campus
Araraquara.

As linhagens de S. typhimurium foram obtidas a partir de in6culos
provenientes de culturas congeladas, cultivadas por 14 h a 37 °C em caldo
nutriente Oxoid n°. 2 (Oxoid Ltd, Basingstoke, UK), de modo a obter uma
densidade de 1-2x10° bactérias/mL. A mistura de ativagdo metabdlica (S9) foi
adquirida na forma liofilizada (Molecular Toxicology, Boone, NC, EUA) e
preparada antes de cada ensaio (4% fragcao S9; 1% de MgCl, 0,4 M; 1% de KCI
1,65 M; 0,5% de dissddico D-glicose-6-fosfato 1 M; 4% de NADP 0,1 M; 50%
de tampé&o fosfato de sodio 0,2 M e 39,5 % de agua destilada estéril).

O EPS nas concentragbes de 75, 150, 300, 450, 600 pg/placa foi
adicionado a 0,5 mL de tampao fosfato (0,2 M; pH 7,4) e 0,1mL de cultura de
bactéria e incubado de 20 a 30 minutos a 37 °C. Estas concentragcbes foram
escolhidas baseado em ensaio de citotoxicidade com S. typhimurium. Nos
ensaios com ativacao metabdlica foi adicionado, em substituicdo ao tampao
fosfato, 0,5 mL da mistura S9.

Apds o tempo de incubacgdo, 2 mL de agar de superficie (top agar),
contendo tragos de L-histidina e D-biotina, foram adicionados a mistura que foi
vertida sobre uma placa contendo agar minimo. As placas foram incubadas a
37 °C durante 48 h e as colénias de revertentes His+ foram contadas
manualmente. Os compostos utilizados como controles positivos nos ensaios
sem ativagcdo metabdlica foram 4-nitro-ofenilenodiamino (CAS # 99-56-9,
Sigma-— Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) (NPD)(10 pg/placa) para linhagens
TA97a e TA98, azida sodica (CAS # 26628-22-8, Sigma— Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) (2,5 uyg/placa) para a linhagem TA100 e mitomicina C (CAS #
50-07-7, Sigma— Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) (0,5 pg/placa) para a
linhagem TA102. Nos ensaios com ativacdo metabdlica foram empregados os
compostos 2-antramino (CAS # 613-13-8, Sigma— Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA) (2-ANTR) (1,25 pg/placa) para as linhagens TA97a, TA98 e TA100 e 2-
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aminofluoreno (10 ug/placa) para a linhagem TA102. Os controles negativos
foram realizados com o solvente das amostras, ou seja, agua destilada estéril.
A partir dos resultados obtidos foi calculado o indice de mutagenicidade

(IM) para cada amostra analisada, de acordo com a férmula abaixo [30]:

M Numero de revertentes da placa com o composto teste

Numero de revertentes da placa com o controle negativo

2.7 Anélises estatisticas

Todos os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. Todas
as médias dos testes com células Jurkat foram obtidas a partir de trés
experimentos independentes. As médias originadas de testes com linfocitos
normais foram obtidas de quatro individuos diferentes. Para os dados de
genotoxicidade, antigenotoxicidade e espécie reativa foram utilizados a Analise
de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey com nivel de significancia
de 5%. Essas analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad
Instat, versdo 3.02. Para os dados de mutagenicidade foram utilizados a
Analise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de regressao linear com
nivel de significancia de 5%, e o software estatistico Salanal (Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, Sistemas de Monitoramento
Laboratory, Las Vegas, NV, versao 1.0, do Instituto Research Triangle, RTP,
NC, EUA), adotando o modelo de Bernstein et al. [31].

3. Resultados

3.1 Genotoxicidade e Antigenotoxicidade

Os resultados obtidos do tratamento dos linfécitos normais e tumorais
com o botriosferana, MMS e associagdo destes estdo apresentados,
respectivamente, nas Tabelas 1 e 2. O agente mutagénico MMS (10 uM) foi
eficiente na promogao de danos a molécula de DNA, enquanto que o EPS nao
mostrou qualquer evidéncia de efeito genotéoxico em nenhuma das trés
concentragbes testadas nos diferentes tipos celulares, sob as condi¢des

avaliadas neste experimento.
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Foi observada um efeito protetor do EPS sobre os linfécitos normais e
tumorais (Tabela 1 e 2). Nas células normais, este efeito protetor foi observado
apenas condi¢cdes de pos-tratamento com EPS em relacdo ao MMS, onde foi
possivel verificar que as duas maiores concentragdes avaliadas (30 e 100 pg/
mL) promoveram, respectivamente, um efeito protetor de 72,41% e 91,09%.
Nas células tumorais este efeito protetor foi observado nos dois protocolos de
associagao, ou seja no tratamento simultaneo, em que nas concentragbes de
30 e 100 pg/mL foram observadas porcentagens de redugédo de danos no DNA
de, respectivamente, 60,71% e 63,39%, e na condi¢cdo de pds-tratamento, onde
as concentragbes de 30 e 100 pg/mL reduziram os danos em 64,52% e

61,29%, respectivamente (tabela 2).



Tabela 1: Frequéncia de nucleoides observados em cada classe de cometa, escore e média de nucleoides com danos em

linfocitos humanos normais apos exposigdo ao botriosferana (EPS) sozinho ou associado ao metilmetanosulfonato (MMS) em

tratamento simultaneo (SIM) e pés tratamento (POS).

CLASSE DE COMETAS

TRATAMENTOS ( pg/mL) : (10010élulas/ experimezznto) : I%)%?_LOSI?)I)E D'(A\XNiOSDDI\)IA %R
PBS 85,00 + 7,00 6,67 + 2,89 6,67 + 2,08 2,33 + 3,21 21,0+16647 0,13+0,087 -
EPS 7,5 79,33 + 8,50 12,67 + 5,51 5,00 + 0,00 1,67 + 1,53 27,67 + 10,07 0,19 + 0,07 -
30 73,33+1528 12,00 +10,54  7,67,3+5,51 2,00+ 1,73 33,33 + 22,30 0,22 + 0,16 -
100 79,00+ 13,89 13,00 + 13,86 4,33 +0,58 3,00 + 1,73 30,67 + 13,20 0,20 + 0,14 -
MMS1 10 M 2,33+ 1,53 10,33 + 7,57 23,00 + 8,89 65,00 + 2,65 251,33+5,51* 0,98+0,01* -
SIM MMS + 7,5 7,00 + 4,58 22,00 + 5,20 20,00 + 1,73 54,67 + 8,7 226,00 + 24,06 * 0,97 + 0,05 * -
MMS + 30 3,33+4,93 24,33+ 4,16 30,67 + 4,04 42,00 + 6,56 211,67 + 14,57 * 0,97 £ 0,05 * -
MMS + 100 14,00 + 12,77 21,67 + 4,51 22,00+4,36 41,00+ 12,53 188,67 +44,12* 0,85+0,16 * -
MMS2 10 M 36,67 + 13,01 15,0 + 11,53 11,00 + 8,66 33,33 + 8,50 137,00 + 27,40 * 0,59+ 0,14 * -
POS MMS + 7,5 38,33 + 5,51 28,67 + 2,52 11,33 + 1,53 21,67 + 4,51 116,33 + 15,63 * 0,62 + 0,06 * -
MMS + 30 70,67 + 16,26 13,33 + 10,41 8,33 £ 3,21 7,67 £ 3,21 53,00 £ 25,06 0,29+0,16 "% 72,41%
MMS + 100 85,67 + 2,08 4,00 % 3,00 3,67 1,53 6,67 £ 1,15 31,33£4,04% 0,14 +0,02" 91,09 %

X + SD: média + desvio padrdo; PBS: tampéo fosfato — controle negativo; MMS1: metilmetanosulfonato - controle positivo para protocolo SIM (indutor de
danos nas 4h finais do ciclo celular). SIM: tratamento simultaneo com EPS e MMS1; MMS2: metilmetanosulfonato - controle positivo para protocolo POS
(indutor de danos nas 4h iniciais do ciclo celular); POS: tratamento das células com EPS apés MMS2.*Valores estatisticamente diferentes do controle
negativo (PBS) ao nivel de 5% pelo teste ANOVA seguido de Tukey. # Valores estatisticamente diferentes do controle positivo (MMS1 ou MMS2) ao nivel de
5% pelo teste ANOVA seguido de Tukey.
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Tabela 2: Frequéncia de nucleoides observados em cada classe de cometas, escore e média de nucleoides com danos em

linfocitos humanos leucémicos (Jurkat) apos exposicdo ao botriosferana (EPS) sozinho ou associado ao metilmetanosulfonato

(MMS) em tratamento simultaneo e e pés tratamento (POS).

CLASSE DE COMETAS

TRATAMENTOS ( pg/mL) ' (10010élulas/ experim;nto) ' '%fi%%')z D(AXNiOSDD'\)'A %R
PBS 96,00 * 3,61 4,00 + 3,61 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 400+3617 0,04 +0,047 -
EPS 7.5 97,00 + 2,00 2,33+ 1,53 0,67 + 0,58 0,00 + 0,00 3,67+ 2,52 0,03 + 0,02 -
30 95,67 + 2,08 3,00 + 1,00 1,33+ 1,15 0,00 + 0,00 5,67 + 3,21 0,04 + 0,02 -
100 98,33 + 2,89 1,33 + 2,31 0,33 +0,58 0,00 + 0,00 2,00 + 3,46 0,02 + 0,03 -
MMS 10 uM 4,33+ 2,08 55,33+ 12,50 32,00+ 17,78 11,33 + 4,04 153,33+ 15,18 * 0,99 + 0,06 * -
SIM MMS + 7,5 0,00 + 0,00 88,00 + 5,57 11,67 + 4,04 0,67 + 1,15 113,33+ 5,86**  1,00+0,01* -
MMS + 30 38,00 * 3,00 55,33 + 6,66 3,67 +2,89 0,00 + 0,00 62,67 +6,66** 0,59+0,06*" 60,71 %
MMS + 100 43,00 + 4,00 56,00 + 2,65 1,33+ 1,15 0,00 + 0,00 58,67 +4,51*% 057+0,04*" 63,39 *
MMS 10 uM 85,67 + 1,53 8,33+ 1,53 1,67+ 1,53 4,33 + 2,31 24,67 +3,51* 0,14 + 0,02 * -
POS MMS + 7,5 88,33 + 3,06 7,33 + 3,51 2,67 +1,53 1,67 + 1,53 17,67 + 1,53 * 0,12+ 0,03 * -
MMS + 30 89,67 + 2,52 9,33 + 3,06 1,00 + 1,00 0,00 + 0,00 11,33+2,31*" 0,10 + 0,03 64,52 "%
MMS + 100 92,00 * 2,00 7,00 + 2,65 0,00 + 0,00 1,67 + 1,53 12,00+ 2,00 * * 0,09 + 0,01 61,29 %

X = SD: média + desvio padrao; PBS: tampao fosfato — controle negativo; MMS: metiimetanosulfonato - controle positivo para protocolo SIM (indutor de
danos nas 4h finais do ciclo celular). SIM: tratamento simultaneo com EPS e MMS; MMS: metiimetanosulfonato - controle positivo para protocolo POS
(indutor de danos nas 4h iniciais do ciclo celular); POS: tratamento das células com EPS apés MMS.
*Valores estatisticamente diferentes do controle negativo (PBS) ao nivel de 5% pelo teste ANOVA seguido de Tukey; # Valores estatisticamente diferentes do
controle positivo (MMS)correspondente ao nivel de 5% pelo teste ANOVA seguido de Tukey.

05
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3.2 Espécies Reativas

Células Jurkat foram expostas a concentracdes crescentes de peroxido
de hidrogénio (25 a 200 yM) com o objetivo de avaliar a produgdo de ER
intracelular e definir a concentragdo significativamente capaz de promover a
liberacdo de ER nestas células. A Figura 1 mostra que todas as concentragdes
foram igualmente eficientes na geracdo de ER. Assim, para os experimentos
com EPS foi escolhida a concentracao de 100 uM, baseado em Serpeloni et al.
[21].

H,0, (uM)
2-
0
E3 25
* * . B 5o
* —t e aIm 100

200

ER (Intensidade de Fluorescéncia)

Tratamentos (uM)
Figura 1: Producdo de Espécies Reativas (ER) (em unidade relativa de
fluorescéncia) em células Jurkat submetidas a diferentes concentragdes de
H.0O, e seu respectivo controle.
* Valores diferentes do controle negativo (0 uM) ao nivel de 5% pelo teste

ANOVA seguido de Tukey.

Os dados referentes a exposicdo das culturas de linfocitos normais e
tumorais ao tratamento com diferentes concentragcdes de EPS associadas a
100 uM de H,0,, estao apresentados nas Figuras 2 e 3.

A Figura 2 mostra os resultados da dosagem de espécies reativas (ER)
em unidade relativa de fluorescéncia em células Jurkat submetidas a

tratamento com o EPS a 7,5, 15, 30, 60 e 100 pg/mL por 3, 9 e 24h associado
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a 100 pM de HyO,. As analises dos dados mostram que todas as
concentragdes avaliadas ndo diminuiram a formagao de ER induzidas por H20>
nos diferentes tempos de tratamento.

A dosagem de ER em unidades relativas em cultura de linfocitos
humanos normais, submetidos aos mesmos tratamentos, mostraram resultados
semelhantes aos apresentados por células Jurkat, uma vez que em todas as
condi¢des avaliadas houve indugado significativa na produgéo de ER pelo H20;

e auséncia de protecéo pelo EPS (Figura 3).
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Figura 2: Producdo de Espécies Reativas (ER) em unidades relativas de
fluorescéncia apos tratamento de linfocitos leucémicos humanos (JURKAT)
com diferentes concentracdes de botriosferana (EPS) por 3h, 9h e 24h. * Valor

diferente dos demais ao nivel de 5% pelo teste ANOVA seguido de Tukey.
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Figura 3: Producdo de Espécies Reativas (ER) em unidades relativas de
fluorescéncia apds tratamentos de linfécitos humanos normais com diferentes
concentragdes de botriosferana (EPS) por 3h, 9h e 24h. * Valores significativos

diferentes dos demais ao nivel de 5% pelo teste ANOVA seguido de Tukey.
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3.3 Teste de Ames

A Tabela 3 mostra o numero médio de revertentes por placa, o desvio
padrao (DP) e o indice mutagenicidade (IM) observados apds tratamento de
quatro diferentes linhagens de S. typhimurium TA98, TA100, TA102 e TA97a,
com cinco concentragdes de EPS (75, 150, 300, 450, 600 ug/mL), na presenga
(+S9) e na auséncia (-S9) de ativagcdo metabdlica. Os ensaios de
mutagenicidade revelaram que o composto avaliado ndo induziu aumento
significativo no numero de colbnias revertentes em nenhum dos tratamentos
avaliados nas diferentes linhagens empregadas neste estudo. Também nao

houve diferengas nos resultados com e sem ativagao metabdlica.



Tabela 3: Atividade mutagénica expressa como media e desvio padrdo (X + DP) do numero de revertentes/placa e indice de

mutagenicidade (IM) para as linhagens de Salmonella typhimurium TA98, TA100, TA102 e TA97a expostas a cinco diferentes

concentragdes, do EPS com (+S9) e sem ativagdo metabdlica (-S9).

Tratamentos Numero de revertentes / placa (X + DP) e indice de Mutagenicidade (IM)
Hg/placa TA 98 TA 100 TA 102 TA 97a
-S9 + S9 -S9 + S9 -S9 +S9 -S9 + S9

0,00° 29+2 24 +2 120+ 6 N0+4 576 + 13 599 + 2 133 £ 21 119 £ 11

75 33+2(1,1) 29+2(1,2) 126 + 1 (1,0) 112+27(1,2) 577+23(1,00 575+16(1,00 125+11(0,9) 126+8(1,1)
150 25+1(0,9) 25+3(1,1) 107 £ 3 (0,9) 90 £ 15 (1,0) 555+27 (1,0) 604+17 (1,00 134+4(0,9) 136 £ 9 (1,1)
300 25+1(0,9) 27 £6 (1,1) 130+ 9(1,1) 91+4 (1,0) 554 + 8 (1,0) 600+ 11(1,0) 133+£5(1,1) 133+£8(1,1)
450 26 +2(0,9) 31+2(1,3) 120 + 3 (1,0) 97 + 11 (1,1) 575 16 (1,0) 627 £20(1,0) 154+21(1,2) 123+2(1,0)
600 28 +3(1,0) 34 +4(1,4) 114 £ 2 (1,0) 89+ 11 (1,0) 541 £ 6 (0,9) 654 +11(1,1) 139+8(1,0) 115+ 11 (1,0
C+ 1455+ 5° 292+7° 2715+ 54° 484+9° 217159 ¢ 702+6' 1364 £ 4° 569 + 25 °

Controle Negativo: agua MilliQ (200uL/ placa); C+ = Controles Positivos - °4-nitro-o-fenilenodiamino (NPD -10,0ug/ placa); azida

sédica(1,25 g/ placa); “mitomicinaC (0,5 pg/ placa) e

€2-antramino (1,25 ug/placa);

f2-aminofluoreno (10,0 pg/ placa).

demais ao nivel de 5% pelo teste ANOVA seguido pelo teste de regressao linear com nivel de significancia de 5%.

* Valores diferentes dos

99
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4. Discussao

B-glucanas produzidas por algumas espécies fungicas tém sido alvo de
intensas investigagdes por atuarem como modificadores de resposta bioldgica
(BRM) no hospedeiro e isto tem favorecido a sua aplicagdo na terapia médica
[32]. A identificagdo e caracterizagdo dos efeitos bioldgicos de moléculas desta
natureza ja contribuiram para introduzir no mercado farmacéutico moléculas
eficazes para a terapia do cancer, como o lentinan, a D-fracdo, o esquizofilano,
o polissacarideo-peptideo (PSP) e o polissacarideo K (PSK) [33].

Apesar de grande parte da literatura associar estas moléculas a uma
atividade protetora e pouco toxica, ha alguns registros envolvendo o potencial
mutagénico de moléculas presentes em extratos fungicos [34], como a agaritine
de Agaricus bisporus [35] e as atividades carcinogénica, mutagénica e
teratogénica de 11 analogos derivados de 22 espécies de cogumelos [36].

A orientagdo internacional da Organizagcdo para a Cooperagéo e
Desenvolvimento Econémicos (OECD) para avaliagdo da mutagenicidade de
um composto, indica a realizacido de dois testes in vitro: teste de mutacao
reversa em bactérias para avaliar mutacdo pontual [37] e o teste do
micronucleo em células de mamiferos para avaliar alteracbes cromossémicas
[38]. No entanto, ha uma tendéncia em se ampliar a avaliagdo genotéxica pela
inclusdo do teste do cometa [39], 0 que aumenta a sensibilidade do sistema
experimental, ja que este ensaio revela danos muito precoces no DNA [40, 41].
Uma vez comprovada a auséncia de genotoxicidade de um composto, este
pode ser avaliado quanto ao seu potencial protetor contra danos causados no
DNA.

A presente investigagdo envolvendo estudos genotdxicos e mutagénicos
in vitro em culturas de linfécitos humanos normais e tumorais e linhagens de S.
typhimurium, do exopolissacarideo botriosferana (B-(1—3; 1—6)-D-glucana),
ampliou, por meio dos testes de Ames e do cometa, a abordagem genotoxica
realizada in vivo por Miranda et al. [6], o que sera fundamental para a validagao
desta molécula.

Testes de mutagenicidade bacteriana sao utilizados mundialmente na
industria farmacéutica durante a descoberta de drogas como parte de uma

estratégia de selecdo de compostos. O teste de Ames tem se mostrado mais
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de 50% de concordancia com ensaios de genotoxicidade envolvendo roedores
[42].

O fato do indice de mutagenicidade das cinco concentragbes de
botriosferana avaliadas no teste de Ames ter sido inferior a duas vezes ao
observado no grupo controle negativo, possibilita inferir que este EPS, nas
condi¢gdes avaliadas, ndo apresenta perigo mutagénico, na presenga ou
auséncia da fragao S9.

Dados negativos obtidos quanto a genotoxicidade e mutagenicidade do
botriosferana neste estudo corroboram os resultados do nosso grupo de
pesquisa obtidos com o teste do micronucleo in vivo em camundongos [6] e
outros ainda nao publicados, abrangendo o teste do micronucleo e do cometa
in vitro com outras duas linhagens de mamiferos (V79 e HTC). A combinagéo
do ensaio de mutacido reversa e o teste do micronucleo tem se mostrado
eficiente para avaliar o potencial genotdxico de novas moléculas, de modo que,
quando os resultados de ambos os testes forem negativos, novos testes
genotdxicos ndo sao necessarios [43]. Diante do exposto, € possivel considerar
o botriosferana como uma molécula com baixa atividade mutagénica e
genotodxica, o que contribuira para o seu processo de validagdo como agente
terapéutico.

A indugcdo de mutacbes e de doencas associadas com efeitos
genotoxicos em células germinativas ou somaticas € o resultado da interagao
entre fatores de risco e a resposta do organismo hospedeiro [44]. Por isso, é
importante avaliar se moléculas como o botriosferana sdo capazes de modular
a maquinaria de protegcao celular e terem uma aplicagcdo em estratégias
preventivas.

Tendo em vista o potencial das B-glucanas de modificarem a resposta
biolégica do hospedeiro, foram realizados ensaios antigenotdxicos para
comprovar a acao protetora do botriosferana contra danos induzidos pelo
agente alquilante metilmetanosulfonato (MMS) em culturas de linfocitos
humanos normais e tumorais. Os resultados indicam que o tratamento com o
botriosferana foi capaz de exercer agao protetora nas células normais e
tumorais avaliadas, sendo mais eficiente em condicdo de pds-tratamento para
células normais. Portanto, a reducao de 72,4% e 91,09% dos danos induzidos

pelo MMS em linfécitos humanos normais tratados, respectivamente, com 30 e
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100 pyg/mL de EPS, sob condigdes de tratamento simultdneo e pos tratamento
direciona a agao deste composto para uma possivel alteracdo de expressao de
sinais intracelulares, relatada como bioantimutagénica por Kada et al. [45].
Este mecanismo de modulagcdo de sinais intracelulares possivelmente é
iniciado pela ligagdo do botriosferana a receptores especificos da membrana
celular, tais como os receptores CR3 e dectina-1, ja descritos como capazes de
interagir com as B- glucanas [46]. No entanto, dados recentemente publicados
por nosso grupo de pesquisa [47], envolvendo andlise de expressao génica de
alguns receptores de reconhecimento de [(- glucana, nao indicaram
interferéncia do botrisferana na expressdo dos genes que codificam os
receptores CR3 e dectina. Por outro lado, foi observada uma repressao nos
transcritos do gene CCR5 em tratamentos com EPS sozinho ou associado a
DXR na célula normal, o que pode indicar um possivel mecanismo molecular
da agdo do botriosferana. E provavel que esta molécula tenha afinidade de
ligacédo ao receptor CCRS5 e promova a sua inibigdo [47]. Segundo Weitzenfeld
et al. [48], a alta expressédo do gene CCRS5 ¢é associada a pré-malignidade e ao
crescimento tumoral.

A promocao de efeitos protetores frente aos danos induzidos pelo MMS
em linfécitos normais e o efeito antitumoral observado sobre células Jurkat
tratadas pela associagcdo de DXR e EPS [47], ambos em condicdo de pods
tratamento, demonstram a capacidade desta molécula de exercer diferentes
formas de protecado, visto que a DXR e o MMS sao agentes que exercem
danos distintos nas células

A atividade antitumoral das B-glucanas também pode ser influenciada
por sua capacidade antioxidante. Recentemente Gieise et al. [19] avaliaram,
em um estudo de eliminagao de radicais livres em modelo in vitro, na auséncia
de células, a atividade antioxidante do botriosferana, comparando-o com outras
glucanas. Seus resultados mostraram elevada atividade antioxidante total
(80%) e eliminacao de radicais hidroxilas (90,6%) e o6xido nitrico (90%). No
presente estudo o botriosferana nao apresentou efeito antioxidante em
nenhuma das concentragcbes avaliadas em culturas de linfocitos normais e
tumorais sob tratamento com H>O,, ndo corroborando dados de Giese et al.
[19], que observaram uma capacidade antioxidativa deste EPS em relacéao ao
H202 (38%).
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Esta auséncia de atividade antioxidante em sistemas celular, encontrada
neste estudo, pode ser devido a baixa concentragdo avaliadas de
botriosferana, quando comparada com estudos de Giese et al. [19], que
encontrou atividade mais revelantes na concentragdo de 3 g/L. Embora os
ensaios quimicos sejam amplamente aceitos para avaliagao antioxidante, estes

nao sao representativos das condi¢des celulares do homem [49, 50].

5. Concluséao

Este estudo mostrou a auséncia de mutagenicidade e genotoxicidade do
botriosferana em, respectivamente, S. typhimurium e linfécitos humanos.
Também foi verificada atividade antigenotéxica desta molécula frente aos
danos induzidos em linfécitos normais e tumorais pelo agente alquilante MMS.
Apesar de haver relatos na literatura sobre a capacidade antioxidante de
exopolissacarideos fungicos, o botriosferana ndo reduziu a produgédo de ER
induzida por H,O, em culturas de linfécitos humanos.

Os achados deste estudo reforcam a auséncia de efeitos genotdxicos
deste EPS, contribuindo para a validacdo de seu uso em varios setores da
economia. O presente estudo ainda estimula a realizagdo de futuras
investigagcdes que conduzam a um melhor entendimento sobre os mecanismos
de protecao que o botriosferana é capaz de estimular em linfécitos humanos

apos tratamento com agentes alquilantes.
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Resumo

Existe um interesse crescente no potencial imunomodulador e anticancer de (-
glucanas fungicas. No presente estudo foi avaliada a modulagéo da expressao
de genes e a cinética do ciclo celular em linfécitos normal e tumoral (Jurkat)
humanos apos tratamento com o exopolissacarideo fungico (EPS)
botriosferana ((1—3)(1—6)-B-D-glucana), de Botryosphaeria rhodina (MAMB-
05). As culturas de células foram tratadas com botriosferana sozinha ou em
combinagdo a doxorrubicina (DXR), em protocolo de pods-tratamento. A
expressdo de genes relacionados com os processos de imunomodulagao,
apoptose e controle do ciclo celular, bem como receptores de (B-glucanas foi
avaliada. As analises de cinética do ciclo celular detectaram uma populacéo de
células tetraploides em fase G1 nas células Jurkat tratadas com EPS associado
a DXR. Este efeito antiproliferativo na fase G1 pode estar associado a
modulagdo negativa da expressédo de genes envolvidos no checkpoint em G1.
A repressdo do gene CCR5 em tratamento com o botriosferana, sozinho ou
combinado, com DXR, em linfocitos tumorais, indica uma possivel afinidade do
EPS com este receptor. Portanto, a acado botriosferana parece estar envolvida
na repressdao de genes relacionados com a fase G1 do ciclo celular e,
possivelmente, na interacdo do botriosferana, quer isoladamente, ou em

combinagao com DXR, com o receptor CCRS5.

Palavra chave: B-D-glucana fungica, Linfécitos humanos, doxorrubicina.
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Abstract

There is growing interest in the anticancer and immunomodulatory potential of
fungal B-D-glucans. In the present study, the modulation of gene expression via
RT-gPCR and cell cycle kinetics via flow cytometry were assessed in human
normal and tumour (Jurkat) lymphocytes after treatment with botryosphaeran (a
fungal (1—3)(1—6)-B-D-glucan) from Botryosphaeria rhodina MAMB-05. Cell
cultures were treated with botryosphaeran either alone, or in combination with
doxorubicin (DXR), in a post-treatment protocol. The expression of genes
involved in immunomodulatory processes, apoptosis and cell cycle control, as
well as B-D-glucans cell receptors were assessed. Flow cytometry analysis
identified tetraploid Jurkat cells in G1 phase when treated with botryosphaeran
combined with DXR. This antiproliferative effect in G may be associated with
down-regulation of the expression of genes involved in the G4 checkpoint. The
repression of the CCR5 gene following botryosphaeran treatment, either alone
or in combination with DXR, in tumour lymphocytes indicates a possible affinity
of this particular ((1—3)(1—6)-B-D-glucan) for the receptor CCR5. Therefore,
botryosphaeran action appears to be involved in the repression of genes related
to the Gy phase of the cell cycle and possibly in the interaction of the
botryosphaeran, either alone, or in combination with DXR, with the CCR5

receptor.

Keywords: fungal B-D-glucan, human lymphocytes, doxorubicin.



70

1. Introducgéo

Exopolissacarideos (EPSs) s&o Dbiopolimeros de carboidratos
extracelular produzidos durante o processo metabdlico de microrganismos
como os fungos [1]. Geralmente estdo associados com protegdo das células
contra o ambiente externo, reserva de carbono e energia durante os periodos
de estresse ambiental [2].

Segundo Roupas et al. [3], numerosos estudos in vitro e in vivo ja
descreveram os beneficios destes compostos para a saude, incluindo efeitos
imunomodulador, antitumoral, antimicrobiano e hipocolesterolémico. A eficacia
dos EPS como imunomoduladores, principalmente os do grupo das B-glucanas,
permitiu a validacdo e aprovagdo no Japao de algumas moléculas desta
natureza como adjuvantes para o tratamento do cancer, como por exemplo, as
formulagées compostas de lentinina e a proteoglucana Krestin (PSK) [4].

A atividade antitumoral das B-glucanas ocorre devido a sua capacidade
de atuar como modificadores de respostas biolégicas (BRMs) [5], o que
envolve ligacdo destas moléculas a receptores especificos de células do
hospedeiro, como o receptor de membrana CR3 e dectina-1 [6, 7]. Isto leva a
producdo de citocinas e, consequentemente, a estimulacdo do sistema
imunoldgico por meio de seus efeitos sobre células NK, macrofagos e células T
[6].

Recentemente Zong et al. [8] propuseram que a agao antitumoral das
glucanas pode acontecer por prevencao do desenvolvimento de neoplasias
devido ao consumo dessas moléculas ativas; por agao direta anticancer, tais
como indugao de apoptose em células tumorais; por imunopotenciagdo da
atividade antitumoral em combinagcdo com a quimioterapia e por inibicdo de
metastases tumorais. O registro de estudos com intervengdes diretas do
consumo de polissacarideos fungicos em seres humanos € escasso e 0s que
existem indicam pouco ou nenhum efeito colateral [3].

O botriosferana, um EPS ((1—3)(1—6)-B-D-glucana) isolado do fungo
enddfito Botryosphaeria rhodina (MAMB-05), é formado por uma cadeia
principal linear de residuos de glicose interligados por liga¢des glicosidicas do
tipo B-(1—3), as quais estao ligados apéndices de glicose e gentiobiose por

ligacdes glicosidicas $-(1—6) [9].
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Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa revelaram auséncia de
mutagenicidade e forte efeito antimutagénico deste EPS em células do sangue
periférico e da medula 6ssea de camundongos in vivo. Este efeito protetor foi
dose dependente, com detec¢cdo de atividade antimutagénica significativa
mesmo em baixas doses de botriosferana [10]. Recentemente Miranda et al.
[11] demonstraram que o botriosferana possui propriedades hiperglicémicas e
hipocolesterolémicas em ratos sob condi¢cdes de diabetes e hiperlipidemia.

Diante dos efeitos biologicos descritos até o momento para o
botriosferana e do seu potencial de aplicagao terapéutico e biotecnolégico, o
emprego de ensaios in vitro com células normais e tumorais para avaliagdo de
sua seletividade como agente terapéutico, consiste numa ferramenta de analise
importante. Moléculas com atividade seletiva para células tumorais diminui a
toxicidade sistémica e produz uma agao mais eficaz [12].

Estudos de expressdo génica associados a grade versatilidade dos
ensaios de citometria de fluxo, que fornece alvos multiplos e simultdneos para
avaliar morte celular e cinética celular em populacdes de células selecionadas
foram utilizados neste estudo. Assim, o presente estudo teve como objetivo
investigar o efeito do tratamento com EPS, sozinho ou em combinagdo com o
quimioterapico DXR sobre linfocitos normais e tumorais, visando avaliar o seu
efeito sobre a modulacdo da expressdo de genes associados ao
reconhecimento de B glucana, a imunomodulagao, apoptose e a regulagao do
ciclo celular; bem como avaliar o efeito desse tratamento sobre a cinética do

ciclo celular.

2. Materiais e Métodos

2.1 Microrganismo e condicéao de cultivo

Botryosphaeria rhodina (isolada MAMB-05) foi cultivado por fermentagao
submersa (SmF) utilizando-se sacarose como unica fonte de carbono, por 72

horas a 28°C, sob agitagdo a 180 rpm, como descrito por STELUTI et al. [13].
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2.2 Producao de botriosferana

Apobs o cultivo do fungo, foram removidos os micélios e recuperado o
sobrenadante por centrifugagdo (12509/15 minutos), seguido de didlise por
48h. O dialisado foi precipitado da solucdo por adicdo de trés volumes de
isopropanol e armazenado a 4°C overnight. Em seguida o precipitado (EPS) foi
recuperado por centrifugagéo, dissolvido em agua destilada e dialisado com
trocas frequentes de agua durante 48 horas. A solugédo de EPS foi liofilizada e

armazenada a -20°C até o uso.

2.3 Preparo das solugdes de botriosferana

Para utilizagdo nas linhagens celulares o EPS foi solubilizado em agua
estéril para produzir uma solugdo estoque de aproximadamente 3,0 g/L. Uma
amostra desta solucdo foi reservada para as determinacbes de acgucares
redutores pelo método de Somogy [14] e de agucares totais pelo método de
fenol-sulfarico [15]. Através destas dosagens confirmada a concentragao de 3,0

g/L e esta solugao estoque foi utilizada durante os experimentos.

2.4 Cultura de célula

Os efeitos bioldgicos do botriosferana foram investigados em culturas de
linfécitos T normal e leucémico (células Jurkat).

Os linfécitos T normais foram obtidos a partir da coleta de 10mL de
sangue periférico de quatro individuos do sexo masculino, saudaveis, na faixa
etaria de 18 a 35 anos, ndo fumantes, ndo etilistas, sem histérico recente de
doenca e exposicao a radiagdo, agrotdoxicos ou medicamentos. Todos os
voluntarios assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido, aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos da FCFRP-
Universidade de Sao Paulo (CEP/FCFRP n° 314). O sangue coletado foi diluido
em PBS na propor¢ao 1:1 (10 mL de sangue: 10 mL de PBS), homogeneizado

por inversao e submetido a técnica de separagao por gradiente de densidade



73

com Ficoll Histopaque® 1077 (sigma-aldrich, St. Louis, MO, EUA) para a
obtencgao dos linfocitos isolados.

As células JURKAT foram gentilmente cedidas pelo Hemocentro do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP e

foram mantidas em nitrogénio liquido até o uso.

2.5 Condic¢des de cultivo

Os linfécitos normais e tumorais foram cultivados em tubos cdnicos
estéreis de 15 mL (25 cm? Corning, Lowell, MA, USA) contendo meio de
cultura RPMI 1640 (Gibco, Carlsbad, CA, EUA) suplementado com 20% de
soro fetal bovino (Gibco, Carlsbad, CA, EUA), 0,01 mg / mL de estreptomicina
(CAS: 57-92-1, St Louis, MO, EUA), 0,005 mg / mL de penicilina (CAS: 61-33-
6, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e 2,38 mg / mL de HEPES (CAS: 75277-
39-3, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA). Os frascos foram mantidos a 37° C,
com atmosfera de 5% de CO, numa inclinagado de cerca de 45°, sendo vertidos

levemente em torno de trés vezes por dia.

2.6 Delineamento experimental

Para avaliar o efeito do EPS (30 pg/mL) isolado ou em combinagdo com
o quimioterapico Doxorrubicina-DXR (0,20ug/mL) sobre a cinética do ciclo
celular de linfécitos normais e tumorais, aproximadamente 2x10° células foram
semeadas em tubos cdnicos estéreis de 15 mL, incubadas por um ciclo celular
(24h) em meio de cultura RPMI 1640 completo e posteriormente submetidas a
um dos seguintes tratamentos: PBS por 24h (controle negativo); DXR por 2h
(controle positivo); EPS por 24h (tratamento com botriosferana); EPS + DXR
por 2h (tratamento simultdneo); EPS por 22h, lavagem dos tubos, troca de
meio de cultura e adicao de DXR por 2h (pré-tratamento); DXR por 2h, lavagem
dos tubos, troca de meio de cultura e adigado do EPS por 22h (pés-tratamento).

Para os ensaios de expressdo génica foi mantida a mesma
concentragdo do EPS (30 pg/mL), porém, apenas o protocolo de pos-

tratamento foi avaliado.
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Todos os ensaios envolvendo células Jurkat foram realizados por meio
de trés experimentos independentes e, cada um contendo ftriplicata

experimental.

2.7 Andlise da cinética do ciclo celular por citometria de fluxo

As amostras para analise em citbmetro de fluxo foram preparadas
utilizando-se o kit Cycle Test Plus DNA (BD Biosciences, Heidelberg,
Germany). Apos cada tratamento os tubos foram centrifugados a 300 x g por 5
minutos e os sobrenadantes descartados. Os pellets foram ressuspendidos em
1 mL de Buffet solution em vortex sob baixa velocidade, conforme descricdo do
kit. O material foi novamente centrifugado nas mesmas condigdes e o pellet
ressuspendido em 1 mL de PBS seguido de uma nova centrifugagdo. Apds
esta etapa, todo o sobrenadante foi aspirado, deixando apenas o pellet sem
nenhum residuo liquido no tubo. Em todos os tubos foi realizada a dissolugéo
dos lipidios da membrana celular com detergente n&o idnico, estabilizacdo da
cromatina e coloragdo com iodeto de propidio, de acordo com a metodologia do
fabricante. Em seguida foi realizada a leitura no citdmetro FACSCantoTM I

(Becton, Dickinson Company, 10.000 eventos).

2.8 RT-qPCR guantitativa

A anadlise de expressao génica foi realizada por PCR quantitativa em
tempo real, pela metodologia de Sybr Green. Os iniciadores utilizados neste
estudo foram desenhados usando o programa Gene Runner 3.05, de acordo
com as sequéncias de RNAm dos genes alvos obtidos no banco de dados
GenBank do National Center for Biotechnology Information (Tabela 1). Como
genes alvos foram avaliados: Interleucina-2 (IL-2); receptor de quimiocina
(CCRb5); receptor de lectina tipo C (CLEC7A); receptor dectina-1 (ITGAM);
Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), Ciclina D1 (CCND1); quinases
dependentes de ciclina (CDK4 e CDK2); caspase3 (CASP3); linfoma de células
B2 (BCL-XL); Baculovirus iap de repeticao (BIRC5); oncogene retroviral v- myc
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(C-MYC). Como gene normalizador da reacdo foi utilizado o gene
Gliceraldeido- 3- fosfato desidrogenase (GAPDH) (Tabela 1).

As extragdes do RNA total das culturas de linfocitos normais e tumorais
submetidas aos tratamentos com o EPS, submetidos ao protocolo de pods
tratamento, foram realizadas com o kit Purelink RNA (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Os RNAs totais extraidos
foram quantificados em NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA)
e o0s graus de pureza foram determinados pela relagdo A260nm/A280nm,
sendo considerados puro no intervalo de 1,8 -2,0. A qualidade e integridade
dos RNAs foram avaliadas em eletroforese de gel de agarose (1,5%).

A transcricdo reversa foi realizada utilizando-se o kit Superscript Il
(Invitrogen, Life Technologies, USA) reverse transcriptase (Invitrogen) a partir
de 1ul de RNA total (500ng), de acordo com a metodologia do fabricante. A
reacdo de PCR em tempo real foi realizada em Termociclador Quantica Real
Time PCR System (TECHNE; Staffordshire, UK). A amplificagdo por PCR de
cada uma das amostras foi realizada em um volume final de 20 pL.

A reagao de PCR foi realizada com 5,0 yL (100 ng / mL) do cDNA
diluido, 10,0 pyL de SYBR Green Master Mix (Invitrogen, Life Technologies,
EUA), e 0,25 uL (10 pM) de cada um dos iniciadores (forward e reverse). Cada
reacao foi realizada em triplicado. Em geral, os parametros de ciclagem foram:
desnaturagao inicial a 95°C durante 5 min, seguido de 45 ciclos de amplificagao
de 95°C durante 15 seg, 60 °C durante 15 s e 72 °C durante 30 s. A analise da
curva de melting foi realizada no final da reacéo através de um aumento da

temperatura de 55 °C a 95 ° C em passos de 0,5 °C a cada 5 s.
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Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados para cada gene analisado por RT-PCR

quantitativa.

Categoria/Gene

*iniciadores

Reconhecimento de B glucan

CCR5
CLEC7A

ITGAM

Cinética do ciclo celular

CDK4
C-MYC
BCL-XL

CDK2

Apoptose

CASP3

BIRC5

Immunomodulacao

IL-2

TNF-a

Constitutivo

GAPDH

F: 5" AGACCACCAACAGCCCTCA 3"
R: 5" CACTTCCAACCCAAATCCAC 3’

Invitrogen

Invitrogen

F: 5" CTTCCTCTGTTTGGCTTTGC 3’
R: 5" GGGCTCCACTGACTTCCTA 3’

F: 5 GGACTGTATGTGGAGCG 3’
R: 5" TCGTTGAGAGGGTAGGG 3’

F: 5 CAGCCGAGAGCCGAAAGG 3’
R: 5 GAGGGTAGAGTGGATGGTC 3’

Invitrogen

F: 5 CATCCAGTCGCTTTGTGC 3’
R: 5" ATTCTGTTGCCACCTTTCG 3’

F: 5" GACTTGTGTGTGATGAGAG 3’
R: 5 TAGAATGGCTTTGTGCTTAG 3’

F: 5" GTCAAAGCATCATCTCAACAC 3’
R: 5" TAGCAAACCATACATTCAACAA 3’

Invitrogen

F: 5" GGGCATCCTGGGCTACACT 3’
R: 5" GGTCCAGGGGTCTTACTC 3’

* As sequencias dos iniciadores foram desenhados utilizando-se o programa Gene Runner
3.05, com excegao dos iniciadores dos genes CDK2, ITGAM, CLEC7A e TNF-a que foram
adquiridos da Invitrogen (sigma-aldrich, St Louise, MO, EUA)
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2.9 Anélises estatisticas

Todos os resultados estdo expressos como médiatdesvio padrao. Todas
as meédias dos testes com células Jurkat foram obtidas a partir de trés
experimentos independentes. Ja as médias originadas de testes com linfécitos
normais foram obtidas de quatro individuos diferentes.

Nos testes de citometria de fluxo, apos verificagdo da homogeneidade
das variancias, foi realizada a Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste
de Tukey (a=0.05), usando o software GraphPad Prism5 (San Diego, EUA). Os
dados de expressao génica foram submetidos a analise pelo método de
quantificacao relativa de Pffafl [16], utilizando-se o gene GAPDH como gene de
referéncia. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software

REST® disponivel em: http://gene-quantification.de

3. Resultados

3.1 Anédlise da cinética do ciclo celular por citometria de fluxo

Nas Figuras 1 e 2 estdo apresentadas as analises da cinética do ciclo
celular de células Jurkat submetidas a tratamento com DXR, EPS e associacao
entre DXR e EPS em trés diferentes protocolos (pré-tratamento, tratamento
simultaneo e pds-tratamento).

As células Jurkat mostraram a presencga de trés populagdes distintas de
células: dipléides, aneupldides e tetraploides (Fig. 1), diferentemente dos
linfécitos normais que eram 100% diploides (dados n&o mostrados).

Células Jurkat submetidas a tratamento apenas com EPS, DXR e nos
protocolos de pré e tratamento simultdneo apresentaram predominancia de
populacdo dipléide e baixa porcentagem de populagao tetrapléide (Fig.1).
Entretanto, em condicédo de pds-tratamento, houve uma diminuicéo significativa
da populacao dipléide nas fases GO/G1 e S em relagdo ao controle negativo
(Fig. 2A) e um aumento significativo de populacao tetrapléide, onde 100%
dessas células estavam na fase GO0/G1 (Fig. 2B). A analise de outros

tratamentos (botriosferana, DXR, protocolos de tratamento pré e simultaneo)



78

mostrou que as proporgdes de células nas trés fases do ciclo celular foram
estatisticamente semelhantes aos encontrados no grupo controle negativo.

As analises da cinética do ciclo celular de linfécitos humanos normais
submetidos a tratamentos com EPS, DXR e associagdo de EPS + DXR (pre,
simultaneo e pos-tratamento) estdo apresentadas na Fig. 3. Os dados revelam
a presencga apenas de populagao dipléide em todos os tratamentos avaliados.
Todos os tratamentos mantiveram proporcdes de células nas trés fases do ciclo
celular (G1, S e G2) estatisticamente semelhantes ao controle negativo.
Comparando-se as populacdes dipldides dos linfocitos normais e tumorais é
possiveis perceber que as células tumorais apresentaram, em todos os
tratamentos, proporcées maiores de células em fase S em relacédo as células
normais, que por sua vez apresentaram uma fase G2 maior do que as
tumorais.

A Fig. 4 mostra um teste realizado com células Jurkat submetidas a
tratamento com botriosferana e DXR pré-incubados por 2, 4 e 6 horas, para se
avaliar se algum tipo de complexo gerado pela interagcdo destas substancias
seria capaz de promover a formacado de células tetrapldides. A analise dos
resultados mostrou uma reducao da populagao dipldide e, simultaneamente,
um aumento da populagdo tetrapldide. Ambos os eventos foram tempo

dependente.
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Figura 1: Populacdes de células Jurkat expostas a protocolo de tratamento com EPS
individualmente ou associado com DXR. Controle: PBS-24h; DXR-2h; EPS-24h; Pré:
EPS-22h seguido de DXR-2h; Simultaneo: EPS + DXR-2h; Pés: DXR-2h seguido de
EPS-22h.

*Estatisticamente diferente da populacao dipléide do grupo controle (P<0,05; ANOVA
seguida pelo teste de Tukey. *Estatisticamente diferente da populacgdo tetrapldide do

grupo controle (P <0,05; ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
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Figura 2: Distribuicdo no ciclo celular das células Jurkat tratadas com EPS
individualmente ou em protocolos de associacdo com DXR. Os resultados estdo
expressos como média + desvio padrao de trés experimentos independentes. 2A:
Populacao dipléide de células Jurkat. 2B: Populacéao tetrapléide de células Jurkat

*Estatisticamente diferentes dos demais (P<0,05; ANOVA seguido pelo teste de

Tukey).
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Figura 3: Porcentagens de linfocitos humanos dipléides em cada fase do ciclo celular
determinadas por citometria de fluxo apds tratamento por 24 h com PBS (Controle),
Doxorrubicina e Doxorrubicina em associagdao com o botriosferana em protocolos de
pré-tratamento (EPS-22h seguido de DXR-2h), tratamento simultédneo (EPS + DXR-2h)
e pos tratamento (DXR-2h seguido de EPS-22). Os resultados estao expressos como
média + desvio padrao de trés experimentos independentes.

*Estatisticamente diferentes dos demais (P<0,05; ANOVA seguido pelo teste de

Tukey).
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Figura 4: Frequéncias de diferentes populagbes de células Jurkat avaliadas por
citometria de fluxo apds tratamento por 24h com solugbes previamente incubadas de
EPS (30 pg/mL) associado a DXR (20 ug/mL) por 2, 4 ou 6 horas. Controle: tratamento
com PBS.

* Estatisticamente diferente dos demais (ANOVA seguido pelo teste de Tukey;
P<0,05).

3.2 Quantitative RT-PCR

Os resultados da andlise de expressao génica por RT-gPCR em células
Jurkat estdo apresentados na Fig. 5. As analises dos genes CCR5, CLEC7A e
ITGAM, envolvidos no reconhecimento de B-glucana, mostraram um aumento
significativo dos transcritos de CCR5 nas células Jurkat tratadas com DXR. Ja
nos tratamentos com EPS sozinho ou combinado com DXR, os perfis de
transcrigcao destes genes nao sofreram alteragdes significativas.

Os genes envolvidos no checkpoint G4, CDK4, C-MYC e BCL-XL,
mostraram repressao significativa nas células Jurkat tratadas com EPS sozinho
e em associagao com a DXR. O tratamento com a DXR néo foi capaz de alterar
estes transcritos. Ja o gene CDK2, envolvido na progressado da fase S, foi
reprimido apenas quando as células foram tratadas com EPS.

A anadlise do gene CASP3, envolvidos no processo de apoptose,

mostrou um aumento significativo de seus transcritos nas células tratadas com
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DXR. O tratamento somente com EPS ou em associagdo com DXR néo
revelou alteragdes significativas no perfil transcricional deste gene.

Os trés tipos de tratamentos de células Jurkat (botriosferana, DXR e
DXR + botriosferana) modularam de forma diferentes a expressdo dos genes
associados com o processo de imunomodulacao (IL-2 e TNF-a). O gene de IL-
2 apresentou um aumento significativo nas células tratadas com DXR, mas o
nivel transcricional do gene TNF-a n&o foi alterado. Os tratamentos com o
botriosferana, isolada ou associada com a DXR, ndo alteraram o perfil de
transcricdo do gene IL-2, mas mostrou uma repressdo transcricional
significativa do gene TNF-a.

Os resultados das analises do perfil de transcri¢cao de linfécitos normais
sdo mostrados na Fig. 6. Os trés tratamentos (botriosferana, DXR,
botriosferana + DXR) diminuiram a expressdo dos transcritos dos genes de
receptores de [(B-D-glucana, CLEC7A e ITGAM. O tratamento dos linfocitos
humanos normais com o botriosferana, bem como o botriosferana + DXR,
resultou na diminuigdo da regulagdo do gene CCRS5, mas o tratamento com
DXR resultou em um aumento do nivel de transcricao desse gene.

A transcri¢do de genes envolvidos no G1 checkpoint (CDK4 e BCL-XL),
na fase S (CDK2), apoptose (CASP3 e BIRC5), e na imunomodulagao (TNF-a),
nao foram moduladas por tratamentos de linfocitos humanos normais com o
botriosferana, DXR, ou o botriosferana + DXR. O gene C-MYC envolvido na
proliferacao celular e apoptose, no entanto, apresentou expressao diminuida
em linfécitos humanos normais tratados com DXR.

O gene de IL-2, relacionado com a imunomodulagdo, foi
significativamente regulado negativamente em células tratadas com o
botriosferana. Nos demais tratamentos (DXR e botriosferana + DXR), nao

houve alteracao significativa na expressao dos transcritos deste gene.



Figura 5: Expressao relativa dos transcritos génicos CCR5, IL-2,CDK2, CDK4, C-MYC, CASP3, BCL-XL, BIRC5, TNF, CLEC7A e ITGAM por
RT-qPCR em células Jurkat submetidas a tratamento com PBS (controle negativo); Doxorrubicina (DXR); Botriosferana (EPS e tratamento com
EPS seguido por DXR. Todos os dados foram normalizados com o gene GAPDH

As comparacgdes foram realizadas em relagdo ao grupo controle (PBS). *Estatisticamente diferente do grupo controle (P<0,05; ANOVA seguido

pelo teste de Tukey).
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Figura 6: Expressao relativa dos transcritos génicos CCR5, IL-2,CDK2, CDK4, C-MYC, CASP3, BCL-XL, BIRC5 , TNF, CLEC7A e ITGAM por
RT-qPCR em cultura de linfécitos humanos normais submetidas a tratamento com PBS (controle negativo); Doxorrubicina (DXR; Botriosferana)
e tratamento com EPS seguido por DXR). Todos os dados foram normalizados com o gene GAPDH. As comparagdes foram realizadas em

relagdo ao grupo controle (PBS). *Estatisticamente diferente do grupo controle (P<0,05; ANOVA seguido pelo teste de Tukey).
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4. Discussao

Varias B-glucanas isoladas de fungos, incluindo D-fragdo (uma fragao [3-
D- glucana bioativas), o esquizofilano, o polissacarideo-peptideo (PSP) e o
polissacarideo K (PSK), que s&o eficientes agentes anticancer [8].

O exopolissacarideo botriosferana ((1—3)(1—6)-B-D-glucana), originado
de B. rhodina MAMB-5, foi avaliado neste estudo em cultura de linfocitos
normais e tumorais, por meio das técnicas de citometria de fluxo e
transcriptoma (RT-qgPCR).

A doxorrubicina, um agente antitumoral do tipo antraciclinas, €& um
indutor de danos celulares, tendo a capacidade de atuar sobre a topoisomerase
II, tubulina e sobre os filamentos de tubulina e actina, desorganizando o
citoesqueleto e promovendo a tetraploidia [17]. No entanto, a indugcdo de uma
populagdo celular tetraploide em células Jurkat apds tratamentos
individualizados apenas com DXR ou com EPS foi baixa, o que se contrapde a
elevada inducédo de tetraploidia (41%) obtida da associagdo do EPS com DXR
sob condigcao de pos-tratamento (EPS+ DXR).

O resultado obtido nas células Jurkat com o botriosferana ((1—->3)(1—-6)-
B-D-glucana) associado a DXR corresponde a um dado inédito na literatura e
sugere que a interagcdo ocorrida entre estes dois compostos (possivelmente
através da formagdo de um complexo formado por ligacdes de H) seria a
responsavel pela agao diferencial do farmaco sobre o citoesqueleto. Para
avaliar se esta interagdo DXR+EPS era a responsavel pela indugdo da
tetraploidia observada, foi realizado um as células Jurkat foram tratadas por
24h com uma solugao contendo EPS e DXR pré-incubados por trés diferentes
tempos (2h, 4h e 6h) em estufa BOD a 36°C. Além da inducao de tetraploidia
os resultados ainda indicaram que este aumento da populagao tetrapldide
formada apds tratamento com a solugéo pré-incubada, era tempo dependente.
Desta forma, € possivel inferir que o complexo formado apds a interagao entre
o botriosferana e DXR exerce um efeito sobre os microtubulos, interrompendo
a formagao ou desestabilizando o fuso mitético formado e, consequentemente,
bloqueando a citocinese. No entanto, ndo podemos ignorar a possibilidade

sugerida por Molinari et al. [17] que a interrup¢do da citocinese também pode
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ocorrer através da ruptura dos filamentos de actina. Portanto, esta hipotese
ainda necessita de experimentos adicionais para ser confirmada.

Compostos com propriedades antimitéticas causam a ruptura do fuso
mitético e induzem falhas na citocinese, que ativam o mecanismo Spindle
Assembly Checkpoint (SAC), um dos responsaveis por promover a parada e
prolongamento da mitose [18]. Em seu trabalho para definir como células
tumorais respondem a agentes antimitéticos, Gascoigne e Taylor (2008) [19]
concluiram que, apdés algumas horas do tratamento, a maioria das células
entrou em mitose e permaneceram nesta fase por um tempo prolongado antes
de sofrerem um dos dois destinos, ou seja, sairem da mitose e retornarem a
interfase ou morrerem em mitose.

No presente estudo as células Jurkat ndo pararam em mitose e, sim,
migraram para a fase G1 da interfase. Nesta fase, segundo Gascoigne e Taylor
(2008) [19], as células ainda podem exibir trés destinos: morrerem,
permaneceram em interfase ou entrarem em uma segunda mitose. Embora
raro, algumas podem se dividir. Segundo Rieder e Maiato [18], tanto células
normais como tumorais continuamente expostas a antimitoticos, quando saem
do SAC e entram na fase G1 do ciclo celular sdo células 4n viaveis.

Os resultados do presente estudo corroboram esta hipotese, pois
aproximadamente das 46% das células que entraram em mitose, apenas 5%
permaneceram nesta fase e os 41% restantes romperam o mecanismo Spindle
Assembly Checkpoint (SAC) da fase M e passaram para a fase G1 como
células tetrapldides, onde permaneceram estacionadas. O fato das células
Jurkat conseguirem romper os mecanismos do SAC e sairem da mitose pode
caracterizar um possivel mecanismo de resisténcia destas células ao composto
derivado da interagdo da DXR com o EPS.

Nossos resultados corroboram os achados de Jordan et al.(1996) [21]
em células HelLa (carcinoma cérvice uterina humana) e de Tao et al. (2005)
com linhagens celulares humanas A2780 (carcinoma de ovario), HTC116
(carcinoma colorretal) e HT29 (adenocarcinoma de coélon) [20, 21], que
explicaram tal fendbmeno como uma adaptacdo ou evasdao do ponto de
checagem mitético, onde a exposigcao prolongada de células tumorais ao Taxol
induziu a saida dessas células da mitose, sem que ocorresse divisdo celular, e

permanéncia em estado tetrapléide. Apesar de Gascoigne e Taylor (2008) e
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Brito e Rieder (2006) [19, 22] discutirem a participagdo da ciclina B1 neste
processo, 0S mecanismos responsaveis pela evasdao do SAC e,
consequentemente, da fase M precisam ser melhor esclarecidos.

Alguns estudos tém mostrado que a apoptose induzida por alguns
farmacos antimitéticos como o Nocadazol e Taxol requer a ativagdo do ponto
de checagem mitético (Spindle Assembly checkpoint), assim como o escape
subsequente da parada na mitose pelas células tumorais [21, 23]. De acordo
com Vogel et al. (2004) [24], as células tetrapldides que saem da mitose de
forma aberrante desencadeiam uma resposta dependente do gene TP53 em
G1, a fim de se evitar maior poliploidizagao. Jordan et al. [20] afirmaram que as
células que escapam do checkpoint do fuso mitético e saem da fase M com
caracteristica tetrapléide tendem a entrar em apoptose em G1.

Apesar destes relatos, ainda ndo é possivel afirmar se a subsequente
ativacdo do checkpoint em G1 tem relagdo com o inicio da apoptose [25]. Os
dados obtidos da analise por citometria de fluxo no presente estudo indicaram
que 100% das células tetrapldides sob protocolo de pds-tratamento estavam na
fase GO/G1. No entanto, a avaliagdo do ciclo celular por citometria de fluxo,
tanto nas células Jurkat quanto nos linfécitos T normais, ndo evidenciou a
presenca de células na fase sub GO, que caracteriza células em morte celular.

A andlise da expressdao do gene CASP3 também ndo confirmou a
indugdo de apoptose nas células Jurkat em estudo, exceto quando tratadas
apenas com a doxorrubina, onde foi possivel detectar o aumento de transcritos
deste gene. Neste caso a indugéo era esperada, ja que a morte por apoptose €
um importante mecanismo das drogas quimioterapicas [26]. A ativacdo de
CASP3 é necessaria para a producado de IL-2 em células T Jurkat ativadas.
[27]. Nossos dados corroboram esta afirmagado, pois 0 aumento dos niveis
transcricionais do gene IL-2 s6 foi encontrado em células T Jurkat tratadas
apenas com a DXR. .

A repressao dos transcritos génicos TNF-a em células Jurkat tratadas
com EPS isolado ou associado com DXR confirma a auséncia de células em
morte celular (fase sub GO) detectada por citometria de fluxo. O aumento de
expressao de TNF-a estaria associado a um aumento de sinalizagdo para o
processo apoptotico, ja que estes transcritos codificam citocina pro-inflamatéria

mediadora do processo apoptatico [28].
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A auséncia de apoptose no presente estudo ndo parece estar
relacionada ao fenbmeno de rejeicdo a morte celular citado por Rebucci e
Michiels [29], onde ocorreria uma superexpressao de proteinas anti-apoptoéticas
e inativacado de genes pré-apoptoéticos. . Ao contrario disso, foi observado que
células Jurkat tratadas com EPS sozinho ou associado a DXR, apresentaram
uma diminuigcdo dos transcritos dos genes anti-apoptéticos BCL-XL e C-MYC.

O gene BIRC5 normalmente esta expresso em tecidos tumorais e
superexpresso apos quimioterapia na maioria dos tumores, tendo um papel
chave na resisténcia a drogas antitumorais [30]. Os achados do presente
estudo nado evidenciaram alteracdo destes transcritos em nenhum dos
tratamentos de células Jurkat, o que também enfraquece o possivel
mecanismo de resisténcia dessas células aos tratamentos realizados com EPS
associado a Doxorrubicina.

Nos tratamentos das células Jurkat apenas com EPS foi possivel
verificar, por andlise de expressdo génica, que esta molécula pode estar
relacionada com a indugao antiproliferativa, pois foi detectada a modulacao
negativa dos transcritos dos genes CDK4, C-MYC e BCL-XL, todos eles
responsaveis pelo controle da proliferagao celular, com atuagado no checkpoint
da fase G1 do ciclo celular. No tratamento associado EPS e DXR também
foram modulados negativamente os genes BCL-XL e CDK4, sendo o ultimo
ainda mais reprimido que no tratamento com o EPS sozinho.

Este efeito antiproliferativo em G1, mais acentuado no tratamento
associado das células Jurkat, pode estar associado com a parada do ciclo
celular em G1 observada durante as analises por citometria de fluxo. Estes
resultados reforcam ainda mais a ideia de que a combinagcdo de EPS com o
quimioterapico Doxorrubicina desencadeia uma resposta diferente e intensa do
efeito antitumoral exercido por este quimioterapico. A repressao significativa do
transcrito génico CDK2 no tratamento das células Jurkat apenas com EPS né&o
foi suficiente para interrupcéo do ciclo celular na fase S, pois os dados de
citometria indicaram que nao houve um aumento significativo das células nesta
fase do ciclo celular.

De forma geral o perfil transcricional dos receptores de [B-glucana,
ITGAM e CLEC7A, mostrou baixa expressdo em todos os tratamentos

realizados em linfécitos normais e ndo mostraram alteragbes na transcricao
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destes genes sob qualquer das condi¢des de tratamento avaliadas para as
células Jurkat. Estes resultados sugerem que o mecanismo de reconhecimento
desta B-glucana possivelmente esta sendo realizado por outro receptor.

O aumento dos transcritos do gene CCR5 observado nas células T
normal e tumoral, apenas tratadas com DXR e a repressao ocorrida deste
transcrito em tratamentos com EPS sozinho ou associado a DXR na célula T
normal, pode indicar um possivel mecanismo molecular da ag¢ao do
Botriosferana. E provavel que esta molécula tenha afinidade de ligagdo ao
receptor CCR5 e promova a sua inibigdo. Segundo Weitzenfeld et al. [31], a
alta expressao do gene CCRS5 é associada a pro-malignidade e ao crescimento

tumoral.

5. Conclusdes

Os efeitos antiproliferativos do botriosferana em associagcdo com o
antineoplasico Doxorrubicina mostraram-se seletivos para células T
leucémicas. Seus mecanismos moleculares de atuagdo parecem estar
envolvidos com repressao de genes relacionados a fase G1 do ciclo celular.
Também indicam um possivel caminho para novos estudos que investiguem a
relacdo entre o botriosferana, sozinho ou associado com DXR, com o receptor
CCRS.

As alteragbes especificas que a associagdo do EPS com DXR
promoveram na dindmica dos microtubulos do fuso mitdético merecem
investigacbes posteriores que esclaregcam tal atividade aneugénica, assim
como sua possivel especificidade antitumoral. Estes resultados, somados aos
anteriormente descritos por nosso grupo, indicam o botriosferana como um
forte candidato para ser usado em terapia adjuvante do cancer, quando

combinado com Doxorrubicina em protocolo de pds-tratamento.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo apontaram o exopolissacarideo isolado do
fungo Botryosphaeria rhodina MAMBS como um composto que apresentou
baixo perigo mutagénico e genotoxico em, respectivamente, S. typhimurium e
linfocitos humanos. Também foi observada uma atividade antigenotdxica
seletiva frente aos danos induzidos em linfocitos normais pelo agente alquilante
MMS; bem como seu efeito antiproliferativo seletivo em linfocitos tumorais,
quando associado ao antineoplasico Doxorrubicina.

Os mecanismos moleculares de atuagao deste EPS parecem estar
envolvidos com repressao de genes relacionados a fase G1 do ciclo celular,
indicando a necessidade novos estudos que investiguem a relagdo entre o
Botriosferana, sozinho ou associado com DXR, com o receptor CCRS.

As alteragbes especificas que a associagdo do EPS com DXR
promoveram na dindmica dos microtubulos do fuso mitético merecem
investigagcbes posteriores que esclarecam tal atividade aneugénica, assim
como sua possivel especificidade antitumoral. Estes resultados, somados aos
anteriormente descritos por nosso grupo, contribuirdo para a validagéo de seu
uso em varios setores da economia. O presente estudo ainda estimula a
realizacdo de futuras investigagbes que conduzam a um melhor entendimento
sobre os mecanismos de protecdo do Botriosferana em linfécitos humanos
normais apos tratamento com agentes alquilantes. Os resultados do presente
estudo permitem considerar o Botriosferana como um forte candidato para ser
usado em terapia adjuvante do cancer, quando combinado com Doxorrubicina

em protocolo de pos-tratamento.
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A) Parecer do Comité de ética

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Of. CEP/FCFRP n°. 055/2013
kms

Ribeirao Preto, 26 de setembro de 2013.

A

Profa. Dra. Lusania Maria Greggi Antunes

Departamento de Analises Clinicas, Toxicolégicas e Bromatol6gicas
FCFRP/USP

Prezada Professora,

Informamos que o Comité de Ftica em Pesquisa da FCFRP/USP
aprovou, em sua 121 reuniao ordindria realizada em 20/09/2013, o projeto de
pesquisa intitulado “INVESTIGACAO DOS EFEITOS IMUNOMODULADOR E PROTETOR DO
EXOPOLISSACARIDEO BOTRIOSFERANA SOBRE MARCADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO IN
VITRO E IN VIVO”, apresentado por Vossa Senhoria a este Comité, Protocolo
CEP/FCFRP n°. 314.

Informamos que, de acordo com a Resolucao 466/2012, item IV.5, letra
d, o TCLE devera “ser elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas paginas e
assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa, ou por seu
representante legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela(s) pessoa(s)
por ele delegada(s), devendo as paginas de assinaturas estar na mesma folha. Em
ambas as vias deverao constar o endereco e contato telefonico ou outro, dos
responsaveis pela pesquisa e do CEP local”.

Em atendimento a Resolucao 196/96, lembramos que devera ser
encaminhado ao CEP o relatério final da pesquisa em formuldrio préprio deste

Comité, bem como comunicada qualquer alteracao, intercorréncia ou interrupcao do

mesmo, tais como eventos adversos e eventuais modificacoes no protocolo ou nos
membros da equipe.
Atenciosamente,

i /
iy 9

PrOF?. DR*. MARIA REGINA TORQUETI
Coordenadora do CEP/FCFRP

Avenida do Café S/N: - Monte Alegre — CEP 14040-903 - Ribeirao Preto - SP
Comité de Etica em Pesquisa - cep@fcfrp.usp.br
Fone: (16) 3602-4213 ou 3602-4216 - Fax: (16) 3602-4832
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B) Termo de consentimento livre e esclarecido dos voluntarios

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos vocé a participar de um projeto de pesquisa que sera desenvolvido no
Laboratério de Nutrigendmica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sdo Paulo. O titulo do projeto é “Investigacdo dos efeitos
imunomodulador e protetor do exopolissacarideo botriosferana sobre marcadores do
estresse oxidativo in vitro e in vivo”. As responsaveis pela pesquisa sao as Profas. Dras.
Lusénia Maria Greggi Antunes e llce Mara de Syllos Célus, e também sua orientada
Maressa Cristiane Malini de Lima, que sera a responsavel pela apresentacdo e obtencao
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. A justificativa para a realizacdo da
pesquisa € o estudo dos produtos naturais produzidos pelos micro-organismos (fungos),
que podem apresentar algum tipo de efeito sobre as células e os tecidos, com potencial
de descoberta de compostos que poderdo atuar como novos medicamentos. Assim,
como parte da identificacdo dos compostos produzidos por estes micro-organismos, é
preciso investigar seus efeitos em células humanas. Esta pesquisa podera esclarecer se
um composto produzido por um fungo especifico € capaz de matar as células do cancer
(chamadas de celulas cancerosas) sem causar a morte das celulas humanas sadias
(células normais que ndo fazem parte do tumor). O sujeito da pesquisa ndo tera qualquer
contato com o composto testado, pois todo o tratamento serd realizado no sangue
retirado do voluntéario.

Os provaveis beneficios do estudo serd o melhor conhecimento das atividades de
compostos isolados dos micro-organismos, que futuramente poderdo ser usados no
desenvolvimento de novos medicamentos.

Informamos que a sua participacdo sera voluntaria, e que vocé ndo recebera pagamento
para participar da pesquisa. VVocé poderd retirar o seu consentimento e desistir de
participar da pesquisa, sem qualquer prejuizo. Uma vez que seu consentimento for
retirado antes da publicacdo dos resultados, os dados referentes a sua amostra de sangue
serdo retirados dos resultados finais. Garantimos que a sua intimidade e privacidade ndo
serdo divulgadas, as informacgdes serdo secretas e os dados da pesquisa, que serdo
apresentados em trabalhos e eventos cientificos, ndo informardo o seu nome ou suas
iniciais. Garantimos também que este termo sera elaborado em duas vias, sendo que
vocé recebera uma das vias do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido apos as
assinaturas. Se concordar em participar da pesquisa vocé ndo entrara em contato direto
com 0s micro-organismos. Vocé sera submetido a uma colheita de 10 mL de sangue
(trés vezes, com intervalos de 10 dias), com seringa e agulhas descartaveis, realizada
por profissional da area da salide e com experiéncia em exames de sangue. Os riscos sao
minimos, com o desconforto de uma puncdo venosa, sendo que a formacdo de
hematoma seria a complicacdo mais frequente da puncéo venosa periférica. As amostras
de sangue deste trabalho serdo utilizadas somente para esta pesquisa, ficardo sob a
guarda dos pesquisadores e ndo serdo armazenadas, sendo descartadas apos a realizacao
dos testes de acordo com as boas praticas de laboratério.

Caso precise de mais esclarecimentos ou sinta necessidade de conversar com 0s
pesquisadores, vocé podera fazé-lo pelos telefones abaixo. Inclusive, podera entrar em
contato com o Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto (USP), no endereco Avenida do Café S/N° - Monte Alegre — CEP 14040-903 —
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There is growing interest in the anticancer and immunomodulatory potential of fungal B-p-glucans. In the
present study, the modulation of gene expression via RT-qPCR and cell cycle kinetics via flow cytometry
were assessed in human normal and tumor (Jurkat) lymphocytes after treatment with botryosphaeran (a
fungal (1—3)(1—6)-B-D-glucan) from Botryosphaeria rhodina MAMB-05. Cell cultures were treated with
botryosphaeran either alone, or in combination with doxorubicin (DXR), in a post-treatment protocol.
The expression of genes involved in immunomodulatory processes, apoptosis and cell cycle control, as
well as (3-p-glucans cell receptors were assessed. Flow cytometry analysis identified tetraploid Jurkat
cells in G phase when treated with botryosphaeran combined with DXR. This antiproliferative effect in
G; may be associated with down-regulation of the expression of genes involved in the G; checkpoint. The
repression of the CCR5 gene following botryosphaeran treatment, either alone or in combination with
DXR, in tumor lymphocytes indicates a possible affinity of this particular (1—3)(1—6)-3-D-glucan for
the receptor CCR5. Therefore, botryosphaeran action appears to be involved in the repression of genes
related to the G; phase of the cell cycle and possibly in the interaction of the botryosphaeran, either
alone, or in combination with DXR, with the CCR5 receptor.
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1. Introduction

Exopolysaccharides (EPSs) are exocellular-secreted carbohy-
drate biopolymers produced during metabolic processes in
microorganisms such as bacteria and fungi [1]. They are generally
associated with protecting cells against the external environment
and may act as carbon and energy reserves during periods of envi-
ronmental stress [2].

According to Roupas et al. [3], in vitro and in vivo stud-
ies have described the benefits of the exopolysaccharides for
health, including immunomodulatory, antitumor, antimicrobial

* Corresponding author at: Departamento de Biologia Geral - CCB, Universidade
Estadual de Londrina — UEL, Rodovia Celso Garcia Cid, PR (445), Km 380, CEP 86057-
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http://dx.doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2015.03.010
0141-8130/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

and hypocholesterolemic effects. The effectiveness of EPSs as
immunomodulators, especially the group of (3-p-glucans, allowed
validation and approval of some of these molecules as adjuvants for
the treatment of cancer in Japan, such as compound formulations of
lenthionine (a cyclic organ sulfur compound) and the proteoglycan
Krestin (PSK) [4].

The antitumor activity of B-bp-glucans is due to their ability to
act as biological response modifiers (BRMs) [5], which involves
binding of these molecules to specific host cell receptors, such as
the complement receptor CR3, and dectin-1 [6,7]. This leads to
the production of cytokines and, consequently, stimulation of the
immune system through their effects on natural killer (NK) cells,
macrophages and T lymphocytes [6].

Recently, Zong et al. [8] proposed that the antitumor action of
[-p-glucans may occur through prevention of the development of
cancer due to consumption of these bioactive molecules in the
diet; through direct anticancer action, such as the induction of


dx.doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2015.03.010
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01418130
http://www.elsevier.com/locate/ijbiomac
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.ijbiomac.2015.03.010&domain=pdf
mailto:ilcecolus@gmail.com
mailto:colus@uel.br
dx.doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2015.03.010

111

M. Malini et al. / International Journal of Biological Macromolecules 77 (2015) 214-221 215

apoptosis in tumor cells; through immunopotentiation of anti-
tumor activity in combination with chemotherapy; and through
inhibition of tumor metastasis. The number of studies addressing
direct interventions involving the consumption of fungal polysac-
charides in humans is small, and the existing research suggests few
or no side-effects [3].

Botryosphaeran, an EPS ((1—3)(1—6)-3-p-glucan) secreted by
the ascomycetes fungus Botryosphaeria rhodina MAMB-05, is com-
posed of a linear main chain of D-glucose residues bound by
B-type glucosidic bonds (1—3), to which p-glucose (p-Glcp) and
gentiobiose (f3-D-Glcp-(1—6)-B-D-Glcp) residues are bound by
(1—-6)-B-glucosidic linkages [9].

Studies conducted by our research group have revealed a lack
of mutagenicity and an antimutagenic effect of botryosphaeran in
the peripheral blood and bone marrow cells of mice in vivo. This
protective effect was dose dependent, and significant antimuta-
genic activity was detected, even at low doses of botryosphaeran
[10]. Miranda-Nantes et al. [11] furthermore demonstrated that
botryosphaeran exhibited hypoglycaemic and hypocholestero-
laemic properties in rats with diabetes and hyperlipidaemia.

Given the biological effects described thus far for
botryosphaeran and its potential therapeutic and biotechno-
logical applications, in vitro assays using normal and tumor cells
represent an important analytical tool for evaluating its selectivity
as a therapeutic agent. Molecules showing selective activity for
tumor cells decrease systemic toxicity and exert a more effective
action [12].

Gene expression analyses associated with the versatility of flow
cytometry assays, which provide multiple and simultaneous targets
to assess cell death and cell kinetics in selected cell populations,
were employed in this study. Thus, the present study investigated
the effect of treatment with botryosphaeran, either alone or in com-
bination with the chemotherapeutic agent doxorubicin (DXR) on
normal and tumor lymphocytes to evaluate its effects on the mod-
ulation of the expression of genes associated with the recognition
of B-p-glucan, immunomodulation, apoptosis and cell cycle regu-
lation. In addition, the effect of this treatment on cell cycle kinetics
was also evaluated.

2. Materials and methods
2.1. Microorganism and cultivation

B. rhodina (MAMB-05 isolate) was grown by submerged fer-
mentation on sucrose as sole carbon source for 72 h at 28 °C under
agitation conditions (180 rpm) as described by Steluti et al. [13].

2.2. Botryosphaeran production

Following fermentation, the fungal mycelium was removed,
and the supernatant was recovered by centrifugation
(1250 x g/15min), and subsequently dialyzed for 48h. The
dialyzed solution was precipitated through the addition of three
volumes of isopropanol and stored overnight at 4°C. Then, the
precipitate (EPS) was recovered by centrifugation, dissolved in
distilled water and dialyzed with frequent changes of water over
48 h, and the EPS solution lyophilized and stored at —20°C until
used.

2.3. Preparation of botryosphaeran solutions

For use in treating of the cell lines under study, botryosphaeran
was solubilized in sterile water to produce a stock solution of
3.0g/L. A sample of this solution was utilized for the determina-
tion of reducing sugars by the cupro-arsenate method [14], and
total sugars by the phenol-sulfuric method [15]. The concentration

of approximately 3.0 g/L was confirmed through these measure-
ments, and this stock solution was then used throughout the
experiments.

2.4. Cell culture

The biological effects of botryosphaeran were investigated in
normal and leukaemic (Jurkat cells) lymphocyte cell cultures. The
latter were kindly provided by the Blood Center of the Clinical Hos-
pital of Ribeirdo Preto Medical School - University of Sdo Paulo
(Brazil), and were kept under liquid nitrogen until use.

Normal human lymphocytes were obtained through the collec-
tion of 10 mL volumes of peripheral blood from four healthy males,
aged 18-35 years old, who were non-smokers and non-alcoholic,
with no recent history of disease or exposure to radiation, pesti-
cides or medications. All volunteers signed an informed consent
form approved by the Ethics Committee for Research with Human
Beings of the School of Pharmaceutical Sciences of Ribeirdo Preto,
University of Sdo Paulo, Brazil. The collected blood was diluted in
PBS at 1:1 ratio (10 mL blood: 10 mL PBS), homogenized by inver-
sion and subjected to the density gradient separation technique
using Ficoll Histopaque® 1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
to obtain isolated lymphocytes.

2.5. Culture conditions

Normal and tumor lymphocytes were cultured in sterile 15 mL
conical tubes (25cm?, Corning, Lowell, MA, USA) containing
RPMI 1640 culture medium (Gibco, Carlsbad, CA, USA) sup-
plemented with 20% foetal bovine serum (Gibco), 0.01 mg/mL
streptomycin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), 0.005 mg/mL
penicillin (Sigma-Aldrich) and 2.38 mg/mL HEPES (Sigma-Aldrich).
The conical tubes were kept at 37 °C under an atmosphere of 5% CO,
at an inclination of approximately 45°, and were carefully inverted
three times daily.

2.6. Experimental design

To evaluate the effect of botryosphaeran (30 pg/mL), either
alone or in combination with the chemotherapeutic agent doxo-
rubicin (DXR; 0.20 pg/mL) on the cell cycle kinetics of normal and
tumor lymphocytes, approximately 2 x 10° cells were seeded in
sterile 15mL conical tubes, incubated for a cell cycle (period of
24h) in complete RPMI 1640 culture medium, and then subjected
to one of the following treatments: (i) PBS for 24 h (negative con-
trol); (ii) DXR for 2h (positive control); (iii) botryosphaeran for
24 h; (iv) combination of botryosphaeran+DXR for 2 h (simulta-
neous treatment); (v) botryosphaeran for 22 h, with washing of
tubes, changing of the culture medium and the addition of DXR for
2 h (pre-treatment); (vi) DXR for 2 h with washing of tubes, chang-
ing of the culture medium and the addition of botryosphaeran for
22 h (post-treatment).

For gene expression assays, the same botryosphaeran concen-
tration was maintained (30 pg/mL), but only the post-treatment
protocol was evaluated.

All assays involving Jurkat cells comprised three independent
experiments, each of which included an experimental triplicate.

2.7. Analysis of cell cycle kinetics by flow cytometry

Samples for analysis by flow cytometry were prepared using
the Cycle Test Plus DNA kit (BD Biosciences, Heidelberg, Germany)
according to the manufacturer’s instructions. Readings were
obtained in a BD FACSCantoTM II Flow Cytometer (Becton,
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Table 1
Genes analyzed through quantitative RT-qPCR, its respective categories and primers
used for each one.

Category/Gene Primer sequence’
Recognition of 3 glucan
CCR5 F: 5 AGACCACCAACAGCCCTCA 3’
R: 5" CACTTCCAACCCAAATCCAC 3
CLEC7A Invitrogen
ITGAM Invitrogen
Cell cycle kinetics
CDK4 F: 5 CTTCCTCTGTTTGGCTTTGC 3’

R: 5" GGGCTCCACTGACTTCCTA 3’

C-MYC F: 5 GGACTGTATGTGGAGCG 3’
R: 5" TCGTTGAGAGGGTAGGG 3’
BCL-XL F: 5 CAGCCGAGAGCCGAAAGG 3’
R: 5 GAGGGTAGAGTGGATGGTC 3’
CDK2 Invitrogen
Apoptosis
CASP3 F: 5 CATCCAGTCGCTTTGTGC 3’
R: 5" ATTCTGTTGCCACCTTTCG 3’
BIRC5 F: 5" GACTTGTGTGTGATGAGAG 3’
R: 5’ TAGAATGGCTTTGTGCTTAG 3
Immunomodulation
IL-2 F: 5 GTCAAAGCATCATCTCAACAC 3’
R: 5 TAGCAAACCATACATTCAACAA 3’
TNF-a Invitrogen
Constitutive
GAPDH F: 5 GGGCATCCTGGGCTACACT 3’

R: 5" GGTCCAGGGGTCTTACTC 3’

" The primer sequences were designed using Gene Runner 3.05 software, with
the exception of primers for the genes CDK2, ITGAM, CLEC7A and TNF-«, which were
purchased from Invitrogen (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Dickinson (BD) Biosciences, 2350 Qume Drive, San Jose, CA 95131,
USA) calibrated to10,000 events.

2.8. Quantitative real time PCR (RT-qPCR)

Gene expression analysis was performed through RT-qPCR anal-
ysis using SYBR Green methodology. The primers employed in this
study were designed using Gene Runner 3.05 software, accord-
ing to the mRNA sequences of the target genes obtained from
the GenBank database of the National Center for Biotechnology
Information (Table 1). The following target genes were assessed:
interleukin-2 (IL-2); chemokine receptor (CCR5); C-type lectin
receptor (CLEC7A); dectin-1 receptor (ITGAM); tumor necrosis fac-
tor alpha (TNF-«); cyclin D1 (CCND1); cyclin-dependent kinases
(CDK2 and CDK4); caspase-3 (CASP3); B2-cell lymphoma (BCL-XL);
baculovirus inhibition of apoptosis protein repeat (BIRC5); and the
retroviral oncogene v-myc (C-MYC). Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase gene (GAPDH) was used as housekeeping (Table 1).

Extraction of total RNA from normal and tumor lymphocyte
cultures subjected to the botryosphaeran treatment, and the post-
treatment protocol was carried out with a PureLink RNA kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), according to the manufacturer’s
instructions. The total extracted RNA was quantified using a Nano-
Drop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington,
USA); the degree of purity was determined based upon the
Asg0/A280 ratio, and samples with ratios in the range of 1.8-2.0 were
considered to be pure. The quality and integrity of the RNA was
evaluated by agarose gel electrophoresis (1.5%).

Reverse transcription was performed on 1 L total RNA (500 ng)
using the Superscript IIl reverse transcriptase Kit (Invitrogen, Life
Technologies, USA) according to the manufacturer’s instructions.
RT-qPCR was performed in a Quantica Real-Time PCR Thermal
Cycler System (Techne; Staffordshire, UK). PCR amplification of
each sample was performed in a final volume of 20 L.

Each PCR reaction contained 5.0 wL (100 ng/pL) of the diluted
cDNA, 10.0 uL of SYBR Green Master Mix (Invitrogen, Life Tech-
nologies, USA),and 0.25 L (10 pM) each of the forward and reverse

primers. Eachreaction wasrunin triplicate. In general, cycle param-
eters were: an initial denaturation step at 95 °C for 5 min followed
by 45 rounds of amplification of 95°C for 155, 60°C for 15s and
72°C for 30s. Melting curve analysis was performed at the end of
reaction by an increase of the temperature from 55°C to 95°C in
steps of 0.5°C every 5s.

2.9. Statistical analysis

All results are expressed as the mean =+ standard deviation. All
test means from Jurkat cells were obtained from three independent
experiments. In turn, the means from tests with normal lympho-
cytes were obtained from four different individuals.

After checking for homogeneity of variance of the data obtained
in the flow cytometry tests, analysis of variance (ANOVA) was
performed, followed by Tukey’s test («=0.05), using GraphPad
Prism 5 software (http://www.graphpad.com). The gene expres-
sion data were analyzed by the relative quantification method
of Pfaffl [16] employing as a reference the housekeeping gene
GAPDH. Statistical analysis was performed using REST® software
(http://gene-quantification.de).

3. Results
3.1. Analysis of cell cycle kinetics by flow cytometry

Fig.'s 1 and 2 show the results of the analysis of the cell
cycle kinetics of Jurkat cells subjected to treatment with doxo-
rubicin (DXR), botryosphaeran and the combination of DXR and
botryosphaeran using three different protocols: pre-treatment,
simultaneous treatment and post-treatment.

The Jurkat cells displayed three different cell populations:
diploid, aneuploid and tetraploid (Fig. 1), unlike normal lympho-
cytes, which were 100% diploid (data not shown).

Jurkat cells subjected to treatment with botryosphaeran or DXR
alone, and in the pre- and simultaneous treatment protocols, exhib-
ited a predominance of the diploid population and a low proportion
of tetraploid population (Fig. 1). However, in the post-treatment
protocol, there was a significant decrease in the diploid population
and an increase in the tetraploid population (Fig. 1). The Go/G1 and
S cycle phases in the diploid population in the post-treatment pro-
tocol presented a significant decrease when compared with that
observed in the negative control group (Fig. 2A), as well as a signif-
icant increase of the tetraploid population in which 100% of cells
were in the Go/Gq phase (Fig. 2B). The analysis of other treatments
(botryosphaeran, DXR, pre- and simultaneous treatment protocols)
showed that the cell proportions in the three phases of the cell cycle
were statistically similar to those found in the negative control
group.

The results of the analysis of the cell cycle kinetics of normal
human lymphocytes subjected to treatment with botryosphaeran,
DXR, and botryosphaeran+DXR (pre-, simultaneous- and post-
treatments) are presented in Fig. 3. The diploid lymphocytes in all
of the assessed treatments maintained cell proportions statistically
similar to the negative control group in the three phases of the cell
cycle (Go/G1, S and G,/M). Comparing the diploid populations of
normal and tumor cells in all of the treatments, the tumor cells
presented higher frequencies of cells in the S phase compared to
the normal cells, which, in turn, presented higher cell frequencies
in the G, /M phase than the tumor cells.

Fig. 4 shows the results of a test performed in Jurkat cells sub-
jected to treatment with botryosphaeran and DXR, pre-incubated
for 2, 4 and 6h, to assess whether some sort of “complex” is
generated through the interaction of these substances that could
promote the formation of tetraploid cells. Analysis of the results
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revealed a decrease in the diploid population and simultaneously
an increase in the tetraploid population. Both events were time-
dependent.

3.2. Quantitative RT-qPCR

Results of the gene expression analyses in Jurkat cells are shown
in Fig. 5. Analysis of CCR5, CLEC7A and ITGAM genes, involved in
the recognition of 3-p-glucans, showed a significant increase of
CCR5 transcripts in Jurkat cells treated with DXR. However, in the
treatments with botryosphaeran alone or combined with DXR, the
transcription profiles of these genes did not present significant
changes.

Genes involved in checkpoint G;, CDK4, C-MYC and BCL-XL
showed significant transcriptional repression in Jurkat cells treated
with botryosphaeran alone, or in association with DXR. The treat-
ment with DXR alone was not able to alter these transcripts.
Furthermore, the transcription of CDK2 gene, involved in the pro-
gression of the S phase, was repressed only when the cells were
treated with botryosphaeran.

The analysis of CASP3 gene, involved in the apoptosis pro-
cess, showed a significant increase in its transcripts in Jurkat cells
treated with DXR. The treatment with botryosphaeran alone, or

in association with DXR, did not reveal significant changes in the
transcription profile of this gene.

The three types of treatments of Jurkat cells (botryosphaeran,
DXR and botryosphaeran + DXR) modulated differently the expres-
sion of genes associated with immunomodulation (IL-2 and TNF-a).
The IL-2 gene presented a significant increase in the cells treated
with DXR, but the transcriptional level of the TNF-« gene was not
altered. Treatments with botryosphaeran alone, or associated with
DXR, did not alter the transcription profiles of the IL-2 gene, but
showed significant transcriptional repression of the TNF-« gene.

The results of the analysis of the transcriptional profile
of normal lymphocytes are shown in Fig. 6. Three treat-
ments (botryosphaeran, DXR, botryosphaeran+DXR) decreased
the expression of transcripts of the (3-p-glucan cell receptor genes,
CLEC7A and ITGAM. Treatment of the normal human lymphocytes
with botryosphaeran, as well as botryosphaeran + DXR, resulted in
down-regulation of the CCR5 gene, but treatment with DXR resulted
in an increase of the transcriptional level of this gene.

The transcripts of genes involved in checkpoint G; (CDK4 and
BCL-XL), in the S phase (CDK2), apoptosis (CASP3 and BIRC5), and
in immunomodulation (TNF-«), were not modulated by treat-
ments of normal human lymphocytes with botryosphaeran, DXR,
or botryosphaeran + DXR. The C-MYC gene involved in cellular pro-
liferation and apoptosis, however, presented decreased expression
in normal human lymphocytes treated with DXR.

The IL-2 gene, related to immunomodulation, was significantly
down-regulated in cells treated with botryosphaeran. In the other
treatments (DXR; botryosphaeran + DXR), there were no significant
changes in the expression of the transcripts of this gene.

4. Discussion

Various 3-p-glucans isolated from fungi, including D-fraction
(a bioactive B-p-glucan fraction), schizophyllan, polysaccharide-
peptide (PSP) and polysaccharide K (PSK), which are effective
anticancer agents, have been described, and their pharmacological
effects demonstrated [8].

The exopolysaccharide botryosphaeran, a (1—3)(1—6)-3-D-
glucan, from B. rhodina MAMB-5, was evaluated in this study in
cultures of normal and tumor lymphocytes by means of flow cytom-
etry and transcriptome (RT-qPCR) techniques.
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the GAPDH gene. Comparisons were performed relative to the control group (PBS). *Significantly different from the control group (P<0.05; ANOVA followed by Tukey’s test).
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Fig. 6. Relative expression of the CCR5, IL-2, CDK2, CDK4, C-MYC, CASP3, BCL-XL, BIRC5, TNF-o, CLEC7A and ITGAM gene transcripts determined through RT-qPCR in cultures of
normal human lymphocytes subjected to treatment with PBS (negative control); doxorubicin (DXR); botryosphaeran and treatment with EPS followed by DXR. All data were
normalized to the GAPDH gene. Comparisons were performed relative to the control group (PBS). *Significantly different from the control group (P<0.05; ANOVA followed

by Tukey’s test).

Doxorubicin, an anthracycline antitumor agent, also induces cel-
lular damage, and has the ability to act on topoisomerase I, and on
tubulin and actin filaments by disrupting the cytoskeleton and pro-
moting tetraploidy [17]. However, little induction of a tetraploid
cell population was observed in Jurkat cells after treatment with
DXR or botryosphaeran alone, in contrast to the high tetraploidy
(41%) induced by combining botryosphaeran with DXR under post-
treatment condition (botryosphaeran + DXR).

The results obtained in Jurkat cells by botryosphaeran (a
(1-3)(1—6)-P-p-glucan) associated with DXR corresponds to a
unique finding not reported before in the literature, and sug-
gests that the interaction between these two compounds (possibly
a complex formed through H-bonding), and may be responsible
for the differential action of the drug on the cytoskeleton. To
assess whether the interaction between DXR + botryosphaeran was
responsible for the observed induction of tetraploidy, Jurkat cells
were treated for 24 h with a solution containing botryosphaeran
and DXR, pre-incubated for three different times (2, 4 and 6 h) at
36°C. In addition to the induction of tetraploidy, the results indi-
cated that the increase in the tetraploid population observed after
treatment with the pre-incubated solutions was time-dependent.

Thus, it can be inferred that the complex formed after interaction
between botryosphaeran and DXR, has an effect on microtubules
by disrupting the formation of, or destabilizing the already formed
mitotic spindle, thus blocking cytokinesis. However, we cannot
ignore the possibility suggested by Molinari et al. [17] that the
interruption of cytokinesis also can occur through the disruption
of actin filaments. Therefore, this hypothesis requires additional
experiments for confirmation.

Compounds with antimitotic properties cause disruption of the
mitotic spindle and induce failure in cytokinesis, which activates
the spindle assembly checkpoint (SAC), which is one of the mecha-
nisms responsible for promoting cell arrest and prolonging mitosis
[18].Inastudy aimed at defining how tumor cells respond to antim-
itotic agents, Gascoigne and Taylor [19] found that after several
hours of treatment, most cells entered mitosis and remained in this
phase for quite some time before undergoing one of the two possi-
ble fates, i.e., exiting mitosis and returning to interphase, or dying
in mitosis.

In the present study, the Jurkat cells did not undergo mitotic
arrest and instead migrated to the Go/G4 phase of interphase. In this
phase, according to Gascoigne and Taylor [19], cells can potentially
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experience three fates: death, remain in the interphase, or enter a
second mitosis. Although rare, some cells may divide. According to
Rieder and Maiato [18], both normal and tumor cells continuously
exposed to antimitotic agents are viable 4n cells when exiting the
SAC and entering the G phase of the cell cycle. The results of our
study support this hypothesis because of the 46% of the cells that
entered mitosis, approximately 5% remained in this phase, while
the other 41% passed the SAC of M phase and continued to the
G, phase as tetraploid cells, where they remained. The fact that
Jurkat cells manage to pass the SAC and exit mitosis may indicate a
possible resistance mechanism of these cells to the complex derived
from the interaction of DXR with botryosphaeran.

Our results corroborate the findings of Jordan et al. [20] in HeLa
cells (human uterine cervix carcinoma) and of Tao et al. [21] in the
human cell lines A2780 (ovarian carcinoma), HTC116 (colorectal
carcinoma) and HT29 (colon adenocarcinoma) [20,21], who pro-
vided an explanation for this phenomenon, as an adaptation or
escape of the mitotic checkpoint, where prolonged exposure of
tumor cells to taxol induced the exit of these cells from mito-
sis without cell division, followed by remaining permanently in
a tetraploid state. Although Gascoigne and Taylor [19] and Brito
and Rieder [22] discussed the participation of cyclin B1 in this pro-
cess, the mechanism responsible for the escape of the SAC and,
consequently, of the M phase, still remains to be clarified.

Some studies have shown that apoptosis induced by certain
antimitotic drugs such as nocadazole and taxol requires activation
of the SAC and subsequent escape from mitotic arrest by the tumor
cells [21,23]. According to Vogel et al. [24], tetraploid cells that exit
mitosis aberrantly trigger a response depending on the TP53 gene
in the G; phase to prevent further polyploidization. Jordan et al.
[20] stated that cells that override the mitotic spindle checkpoint
and exit M phase showing tetraploid characteristics had a tendency
to undergo apoptosis in Gq.

Despite these reports, it is not possible to conclude whether
the subsequent activation of the checkpoint in G, is related to the
onset of apoptosis [25]. The data obtained in our study through
flow cytometry analyses indicated that 100% of the tetraploid cells
observed in the post-treatment protocol were in the Go/G; phase.
However, evaluation of the cell cycle via flow cytometry, in both
Jurkat cells and normal T lymphocytes, did not show the presence of
cells in the sub-Gg phase, which is characteristic of cells undergoing
cell death.

The transcriptomic expression analysis of the CASP3 gene also
did not confirm the induction of apoptosis in the assessed Jurkat
cells, except when treated with doxorubicin alone, where it was
possible to detect an increase in the transcripts of this gene. In this
case, induction was expected because cell death by apoptosis is an
important mechanism of action for chemotherapeutic drugs [26].
CASP3 activation is required for IL-2 production in activated Jurkat
cells [27].Our data support this conclusion because increased trans-
criptional levels of the IL-2 gene were found only in Jurkat cells
treated with DXR alone.

The repression of TNF-« gene transcripts in Jurkat cells treated
with botryosphaeran alone, or in combination with DXR, confirmed
the absence of cells undergoing cell death (sub-Gy phase) as indi-
cated by flow cytometry. The increase in TNF-o expression was
associated with an increase in signaling for apoptosis because this
transcript encodes a pro-inflammatory cytokine mediator of the
apoptotic process [28].

The absence of apoptosis observed in this study does not appear
to be related to the phenomenon of resistance to cell death cited by
Rebucci and Michiels [29], where overexpression of anti-apoptotic
proteins and inactivation of pro-apoptotic genes would occur. In
contrast, it was found that Jurkat cells treated with botryosphaeran
either alone, or in combination with DXR, showed a decrease in the
transcripts of the anti-apoptotic genes BCL-XL and C-MYC.

The BIRC5 gene is usually expressed in tumor tissues and is over-
expressed after chemotherapy in most tumors, playing a key role
in resistance to anticancer drugs [30]. The findings of our study
showed no change in the transcription of this gene under any
of the treatment conditions assessed for the Jurkat cells, which
also weakens the possible resistance mechanism of these cells to
treatments performed with botryosphaeran combined with doxo-
rubicin.

Gene expression analysis showed that when Jurkat cells were
treated with botryosphaeran alone, this could be related to proli-
ferative induction, as indicated by the observed down-regulation
of the transcripts of the genes CDK4, C-MYC and BCL-XL, all
of which are responsible for controlling cell proliferation and
acting in the checkpoint of G; phase of the cell cycle. Under
combined treatment with botryosphaeran and DXR, the genes BCL-
XL and CDK4 were also down-regulated, with the latter being
even more repressed than in the treatment with botryosphaeran
alone.

This antiproliferative effect in G;, which was more pronounced
under the combined treatment of Jurkat cells, can be associated
with cell cycle arrest in the Gy phase observed during flow cytom-
etry analysis. These results further reinforce the notion that the
combination of a 3-p-glucan such as botryosphaeran with doxo-
rubicin triggers a different and intense response of the antitumor
effect exerted by this chemotherapeutic drug alone. The significant
repression of CDK2 gene transcription observed under treatment of
Jurkat cells with botryosphaeran alone was not sufficient to inter-
rupt the cell cycle in S phase, as the flow cytometry data indicated
that there was no significant increase in cells in this cell cycle phase.

In general, the transcriptional profiles of the (3-p-glucan recep-
tors ITGAM and CLEC7A indicated low expression in all treatments
performed in normal lymphocytes and showed no change in the
transcription of these genes under any of the treatment conditions
assessed for the Jurkat cells. These results suggest that the recog-
nition of botryosphaeran is possibly being performed by another
receptor.

The increase in the CCR5 gene transcript observed in normal
and tumor lymphocytes treated with DXR alone, and the repres-
sion of this transcript in treatments using botryosphaeran alone,
or in combination with DXR, in normal lymphocytes, may indi-
cate a possible molecular mechanism of botryosphaeran action. It
is likely that this (1—3)(1—6)-B-D-glucan shows binding affinity
for the CCR5 receptor, and promotes its inhibition. According to
Weitzenfeld and Ben-Baruch [31], the high expression of the CCR5
gene is associated with the promotion of malignancy and tumor
growth.

5. Conclusions

The antiproliferative effects of botryosphaeran in combina-
tion with the antineoplastic agent doxorubicin were selective
for leukemic T lymphocyte cells. The molecular mechanisms of
action of this (1-3)(1—6)-B-D-glucan appear to be involved
in the repression of genes related to the G; phase of the cell
cycle. In addition, they indicate a possible path for further stud-
ies investigating the relationship between botryosphaeran, either
alone or in combination with DXR, and the CCR5 receptor.
Specific changes in the dynamics of the mitotic spindle micro-
tubules promoted by the combination of botryosphaeran with DXR
deserves further investigation to clarify such aneugenic activity, as
well as its possible antitumor specificity. These results, together
with those previously reported by our research group, indicate
botryosphaeran as a strong candidate for use in adjuvant cancer
therapy when combined with doxorubicin in a post-treatment pro-
tocol.
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