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RESUMO

As B-glucanas (B-G), polissacarideos produzidos por varios organismos diferentes,
apresentam propriedades benéficas, como potencial antioxidante, estimulo do sistema imune e
protecdo do material genético. No presente estudo, B-G sulfatadas e nao-sulfatadas extraidas
de Agaricus brasiliensis apresentaram no Ensaio do MTT, que avalia um parametro de
metabolismo, citotoxicidade dose-dependente sendo a sulfatada mais citotoxica, e quando
associado a doxorrubicina (DXR), B-G sulfatadas potencializaram a agdo do quimioterapico.
No Ensaio do Vermelho Neutro, que avalia o potencial de incorporar e armazenar esse corante
nos lisossomos por células viaveis, apenas em 24 horas, os tratamentos de 50 ¢ 100 pg/mL de
B-G sulfatada apresentaram reducdo significativa de incorporagdo, nos demais tempos e
concentragdo ndo houve diferenca, assim como nao houve diferenca para B-G nao-sulfatadas
com relacdo ao controle. Também nao apresentaram a¢do hemolitica ou mutagénica e nem
protegdo contra danos causados pela DXR nos ensaios de hemolise e cometa,
respectivamente. Nao houve alteracdo significativa da proliferacao celular em 96 horas para o
tratamento com -G ndo-sulfatada, e apenas a concentragdes de 100 pg/mL de B-G sulfatada
apos 72 horas apresentou reducdo significativa de proliferagdo no ensaio do RTCA. O estudo
da expressao demonstrou que ambas B-G, principalmente a sulfatada, ndo causam danos no
DNA como observado no ensaio do genotoxicidade. As -G ndo causam estresse as células e
na concentragao e tempo estudados, ndo interferem na expressdo dos genes de ciclo celular
avaliados. Os resultados sugerem que ambas formas de -G interferem no metabolismo e nao
causam morte celular, e que B-G sulfatadas possuem maior toxicidade.

Palavras chave: Metabolismo. Genotoxicidade. Proliferacdo celular.
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ABSTRACT

The B-glucan (B-G), polysaccharides produced by many different organisms, have beneficial
properties, such as antioxidant activity, stimulation of the immune system, and protection of
the genetic material. In the present study, B-G sulfated and non-sulfated extracted from
Agaricus brasiliensis presented in the MTT assay, that evaluates a parameter of metabolism,
dose-dependent cytotoxicity being the most cytotoxic sulfated, and when combined with
doxorubicin (DXR), sulfated B-G potentiated the action of chemotherapy. In Test of Neutral
Red, that assesses the potential to incorporate and store this dye in the lysosomes by viable
cells, only at 24 hours, the treatments of 50 and 100 pg/mL of sulfated B-G showed a
significant reduction of incorporation, so there was no difference in B-G non-sulfated
compared to control. Also showed no hemolytic or mutagenic action nor protection against
damage caused by DXR in hemolysis and comet assays, respectively. There was no
significant change in cell proliferation at 96 hours for treatment with B-G not-sulfated, and
only at concentrations of 100 pg/mL sulfated B-G after 72 hours showed a significant
reduction in proliferation assay RTCA. The study showed that expression of both B-G, mainly
sulfated, not cause DNA damage as observed in genotoxicity testing. The B-G not cause stress
to the cells and studied the concentration and time, do not interfere with the expression of cell
cycle genes evaluated. The results suggest that both forms of B-G interfere with the
metabolism and do not cause cell death, and sulfated -G have greater toxicity.

Keywords: Metabolism. Genotoxicity. Cell proliferation.
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L. INTRODUCAO GERAL

Atualmente existe grande preocupacdo com agentes prejudiciais a satde, tais como os
cancerigenos, e estudos na area de Genética Toxicologica tém sido realizados para avaliar os
efeitos de diferentes agentes. Alguns compostos que ocorrem naturalmente podem apresentar
efeitos maléficos ou benéficos ao material genético, sendo importante a identificagdo destes.

Por volta dos anos 60, pesquisadores foram atraidos para a regido do municipio de
Piedade, no Estado de Sao Paulo (Brasil) onde a populacdo de agricultores imigrantes
japoneses apresentavam longevidade elevada e baixas taxas de problemas de saude. Os
pesquisadores observaram que estas pessoas tinham como habito alimentar o consumo de um
cogumelo que ¢ nativo desta regido, o Agaricus brasiliensis (Murrill) ss. Wasser (Wasser et
al., 2002) (=Agaricus blazei Murrill ss. Heinemann), conhecido comercialmente como
“cogumelo-do-sol”. Consumido had centenas de anos, além de ter um valor nutritivo
consideravel, tem apresentado propriedades medicinais no tratamento de diversos males

(FELIPPE, 1999).

1 AGARICUS BRASILIENSISE g -GLUCANAS

Oliveira e colaboradores (2002) estudaram os efeitos genotoxicos e/ou antigenotoxicos
de extrato aquosos de A. blazei Murill em células de mamiferos através dos ensaios de
Micronucleo (MN) e Cometa. Os autores utilizaram extrato aquoso a uma concentragao de
2,5% em trés diferentes temperaturas (60, 25 e 4 °C), e com o extrato em diferentes
associagdes - simultaneo, pré-tratamento, pos-tratamento e simultaneo apos a pré-incubagao
de 1 h com metilmetanosulfonato (MMS), o qual também foi utilizado como controle
positivo. O extrato se mostrou sem atividade genotoxica, nao foi encontrado efeito protetor no
teste do cometa, e o extrato nas trés diferentes temperaturas avaliadas mostraram efeito
protetor no ensaio do microntcleo. Os autores sugerem que a propriedade ativa do 4. blazei
estd sempre no extrato, sugerindo que este tem acdo antimutagénica, provavelmente do tipo
desmutagénica (capaz de inativar o agente mutagé€nico). Rodrigues e colaboradores (2003)
observaram aumento de sobrevivéncia e diminui¢ao da frequéncia de mutacao espontanea em
Aspergillus nidulans da linhagem bidImethGl1, os quais foram tratados por 12 horas com
2,5% do extrato aquoso do cogumelo, demonstrando o efeito antimutagénico de extrato do A.

blazei. Bellini e colaboradores (2003) demonstraram acentuado efeito anticlastogénico de



extratos de A. blazei extraidos em diferentes temperaturas, onde células CHO-K1 foram
tratadas com 0,15% de extrato e associadas a 0,0004 Mol de MMS por 12 horas.

Em estudo realizado por Guterres e colaboradores (2005), com extratos de 4. blazei,
obtidos de diferentes fontes comerciais ou estirpes. Os autores utilizaram 1,5 gramas de p6 de
cogumelo misturados a 40 mL de 4dgua destilada a 100 °C, seguido de 10 minutos de agitacao,
adicionado 40 mL de cloroférmio: metanol (3:1) a agitado por 4 horas, e filtrado. Apos a
evaporac¢do, 3 mg de residuo de extrato foram diluidos em 400 pL de dimetil sulféxido e 4600
uL de Phosphate Buffered Saline (PBS), e utilizaram como concentracao final 60 pL/mL desta
solugdo em células de pulmido de hamster chinés (V79). Nao foi observado efeitos
genotoxicos ou mutagénicos do extrato, no entanto houve protecdo do material genético
contra a indugdo de micronucleos por MMS. Bellini e colaboradores (2006) mostraram que
diferentes extratos (metandlico, hexanico, n-butanolica e aquoso) de 4. blazei apresentam
efeitos anticlastogénicos e antigenotoxicos causando diminuicdo da frequéncia de
micronucleos em células HTC e CHO-kl1, sugerindo que as diferentes formas de extratos
continham as substancias protetoras. Estes trabalhos indicam que o uso deste fungo como
chéds ou na alimentacdo apresentam potenciais benéficos com relagdo a satde de quem os
utiliza.

Padilha e colaboradores (2009) estudaram os efeitos de extratos aquosos e alcalinos de
A. blazei Murill sobre os processos inflamatdrios produzidos por diferentes agentes em ratos.
A administragdo oral de extratos inibiu marginalmente o edema induzido por nistatina, porém,
ambos os extratos foram capazes de inibir significativamente a formacdo de edema induzido
por 5% de adjuvante completo de Freund (potencial para danos nos tecidos). Trés dias apos a
administracdo do estimulo, houve uma inibi¢do de até 26% (extrato aquoso) e 93% (extrato
alcalino), apos 9 dias, a inibi¢do foi de 43% no grupo tratado com o extrato aquoso ¢ 39%
com o grupo tratado com o extrato alcalino. Este trabalho demonstrou que os extratos de 4.
blazei podem ser uteis no combate a doengas inflamatérias devido a ativacdo do sistema
imune.

O extrato aquoso de A. brasiliensis preparado em duas diferentes temperaturas, 4 °C e
25 °C (7,5 g de extrato em 100 mL de agua esterilizada) foi testado quanto a inibigdo de
quebras na cadeia de DNA e aberragdes cromossomicas (AC) em linfécitos humanos tratados
com a doxorrubicina (DXR). Os resultados demonstraram que o extrato foi capaz de reduzir o
dano no DNA induzido por DXR em ambas as temperaturas. Quando este extrato foi estudado

pelo ensaio de AC, houve redu¢do maior dos danos quando as células foram tratadas com o
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extrato obtido a 25 °C, demonstrando que este extrato apresenta efeitos antigenotdxicos e
anticlastogénicos em linfocitos humanos (GAMEIRO et al., 2013).

Soares e colaboradores (2013) investigaram o extrato aquoso de A. blazei no pré-
tratamento de lesdes causadas por paracetamol em ratos em indicadores cldssicos de danos em
tecidos como os niveis das enzimas hepaticas no plasma e também em indicadores de
parametros metabolicos e funcionais. Para os indicadores classicos para danos nos tecidos, o
extrato forneceu um grau razoavel de protecdo contra a lesdo do paracetamol tanto em tecidos
hepatico quanto cerebral. Também evitou o aumento dos niveis das enzimas hepaticas
(indicadoras de danos) tais como Aspartato Transaminase, Alanina Transaminase, Lactato
Desidrogenase, e Fosfatase Alcalina, e normalizou os niveis de Acido Tiobarbittrico em
ambos tecidos. Em relag@o aos parametros metabolicos e funcionais, o extrato forneceu pouca
protecao.

Estes resultados seriam devido principalmente pela presenca de polissacarideos tais
como PB-glucanas. Em resumo, varios autores indicam que B-glucanas de diversas origens
apresentam efeitos antimutagénicos, antioxidantes (CHEN & SEVIOUR, 2007),
anticlastogénico (OLIVEIRA et al., 2009) e imunomoduladores (YAMADA et al., 2007), os
quais reprimem os efeitos genotoxicos ou a atividade de mutagenos ou carcindgenos. Além
disso, outras propriedades das B-glucanas foram descritas, tais como protecao contra
infeccdes bacterianas (STUYVEN et al., 2009), ativacdo do sistema imune, estimulando a
atividade antitumoral e modificadoras da resposta celular (AKRAMIENE et al., 2007), entre
outros, demonstrando a importancia deste agente para a prevengdo ou tratamento de diversas

doencas.

2 CARACTERISTICAS E ATIVIDADES DE p-GLUCANAS

As PB-glucanas sdao polissacarideos que ocorrem naturalmente (Fig.-1), sendo um
polimero de glicose unidos por ligacdes B(1—3) com ramificagdes que podem ser do tipo
B(1—4) ou B(1—6), e sdo encontrados em uma variedade de organismos tais como a aveia,
cevada e algas marinhas, também sdo constituintes da parede celular de algumas bactérias
patogénicas e fungos como Pneumocystis carinii, Cryptococcus neoformans, Aspergillus
fumigatus, Histoplasma capsulatum, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae
(AKRAMIENE et al., 2007). A estrutura macromolecular depende da fonte e métodos de
isolamento (ZEKOVIC et al., 2005). Cogumelos apresentam maiores quantidades de p(1—4)
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(1—6) que B(1—3) (1—4) e diferentes ligacdes simples como B(1—3), B(1—4) e P(1—06)
(MULLINS, 1990).

Figura -1 — B-glucanas ¢ constituintes da parede celular de bactérias e fungo, entre outros
(esquerda). A subunidade base de B-glucanas de fungos ¢ B-d-glicose ligada uma
a outra por cadeia glicosidicas (1—3), com ramos glicosidicas (1—6) (direita). O
comprimento € numero de ramos das B-glucanas de diversos tipos de fungos sao
amplamente diferentes. (Adaptado de Chan e colaboradores 2009).
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Muitos autores tém estudado as B-glucanas com relacdo a estimulagdo do sistema
imune, exercendo efeitos positivos sobre varias infeccdes de origens bacterianas, virais,
fingicas, parasitarias (MAGNANI & GOMEZ, 2008), ativagdo de linfocitos T citotoxicos,
natural killer, células fagociticas (HONG et al., 2004) e efeitos estimulantes na produgdo de
mondcitos e neutrofilos (SONCK et al.,, 2010). As B-glucanas foram responsaveis pelo
aumento da transcricdo de genes do sistema imune em células do bago de bacalhau
(CAIPANG et al., 2012), e as diferencas estruturais das -glucanas, tais como o comprimento
da cadeia polissacaridica, quantidade e o comprimento de ramificagdes, podem ter
implicagdes para a ativagdo do sistema imune (CHEN & SEVIOUR, 2007).

As PB-glucanas foram eficazes na prevengdo de danos clastogénicos. Oliveira e
colaboradores (2009) avaliaram dois conjuntos de camundongos, sendo um conjunto de
fémeas gravidas e outro de ndo gravidas. Os autores verificaram que B-glucanas extraidas de
S. cerevisiae foram eficazes na prevencdo de danos clastogénicos nos dois conjuntos, e
observaram uma tendéncia para uma redu¢do no nivel de malformagdes, aumento na

viabilidade fetal e assim o desempenho reprodutivo em fémeas.
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3 B -GLUCANAS E RESPOSTAS BIOLOGICAS

As B-glucanas apresentam respostas benéficas quando administrada s6, ou como
adjuvante a terapias. Miadokovéa e colaboradores (2005) em seus experimentos demonstraram
que P-glucanas isoladas de S. cerevisiae desempenham papel importante na carcinogénese e
mutagénese por possuir atividade antioxidante bem como efeitos expressivos antimutagénicos
e bioprotetores, exercidos através da aplicacdo combinada com outros compostos
biologicamente ativos (mutagénico/carcinogénico). Sener e colaboradores (2006) sugerem
que as P-glucanas isoladas de S. cerevisiae, através de seus efeitos antioxidantes e atividade
na resposta imune, pode ser considerada como um potencial agente terapéutico por aliviar os
efeitos secundarios do metotrexato (agente utilizado no tratamento de doencas reumaticas e
tumores malignos), tais como diarreia e outros, sem comprometimento de sua atividade
antitumoral. Os autores demonstraram ainda que uma vez eliminados os efeitos secundarios
do metotrexato, pode-se conduzir a uma melhor tolerdncia a droga e uma terapia mais
eficiente e confortavel seria alcangada para pacientes com necessidade deste tratamento.

Akramiene e colaboradores (2010) utilizaram B-glucanas de levedura na terapia
fotodindmica, a qual combina uma droga ou fotossensibilizador com um tipo especifico de luz
para matar células neopldsicas. Os pesquisadores obtiveram reducdo significativa do
crescimento do tumor, aumento de necrose nos tecidos tumorais e supressdo do sistema de
reparo de danos ao DNA nestas células. Além disso, as f-glucanas com estruturas diferentes
apresentaram efeitos semelhantes como potenciadores nesta terapia.

As P-glucanas também demonstraram atividades anticarcinogénicas, prevenindo a
oncogénese e a metastase, além de efeitos positivos na protecdo contra infec¢des (CHEN &
SEVIOUR, 2007). Em animais, a administrag@o oral de f-glucanas de fungo tém demonstrado
efeito antitumoral, e em pacientes com cancer colorretal e cancer gastrico, demonstrou a
diminui¢do da atividade destes problemas e o aumento da sobrevida quando usado como
adjuvante a cirurgia e quimioterapia padrdo (SAKAMOTO et al., 2006).

Em estudos in vivo, B-glucanas de S. cerevisiae demonstraram protecdo significativa
contra infec¢gdo ETEC (Escherichia coli enterotoxigénica) em leitdes desmamados
(STUYVEN et al., 2009). Recentemente, verificou-se o efeito destas B-glucanas sobre a
incidéncia de resfriados comuns e seu efeito sobre os sintomas de gripes comuns. Como
resultado, obteve-se reducgdo significativa dos sintomas tipicos tais como dor de garganta e/ou

dificuldade de engolir, rouquiddo e/ou tosse e coriza, demonstrando que B-glucanas tem efeito
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profilatico sobre a ocorréncia de resfriados comuns e sobre os sintomas de gripes comuns,
além de reduzir o numero de casos com relagao ao controle (GRAUBAUM et al., 2012).

As B-glucanas de aveia produzem quantidades mais elevadas de butirato do que outras
fibras, assim, a ingestdo destas podem reduzir significativamente os lipidios séricos em uma
populacdo de alto risco e melhorar a saude (QUEENAN et al.,, 2007). Wolever e
colaboradores (2011) verificaram em seu trabalho a influéncia de B-glucanas de aveia também
com relag@o aos niveis de colesterol LDL em diferentes etnias. Os autores concluiram que f3-
glucanas de aveia reduzem o colesterol LDL tanto em caucasianos quanto em nao
caucasianos, porém nao puderam determinar se a magnitude da redugdo deste colesterol
diferiu nestas etnias. Bilal e colaboradores (2012) demonstraram que a reducdao de
concentracgoes séricas de colesterol LDL total ocorre sem afetar os niveis de colesterol HDL e
triglicerideos. Portanto, B-glucanas podem diminuir o risco de doenga aterosclerotica vascular,
e sua eficacia na administragdo oral indica que B-glucanas s3o capazes de passar através da
parede do trato gastrointestinal, sendo um aspecto positivo, uma vez que seria uma via de
mais facil administracgao.

As B-glucanas também se mostraram benéficas como suplemento na alimentacdo de
peixes fazendo com que a eficiéncia alimentar melhorasse e os mesmos tiveram um ganho de
peso consideravel comparados a um grupo controle (WELKER et al., 2012). Portanto, B-
glucanas podem ser designada como um modificador de respostas bioldgicas por desencadear

uma série de eventos na resposta imune quando ¢ reconhecida pelo organismo.

4 ATIVIDADE ANTIMUTAGENICA DE f -GLUCANAS

As PB-glucanas tem demonstrado muitos efeitos benéficos e entre estes, alguns
pesquisadores demonstraram efeitos antimutagénicos.

Chorvatovicova e colaboradores (1996) avaliaram a administracdo de Carboximetil-
glucana (CMG) (molécula soluvel derivado de B-glucana) isolada de Aspergillus niger sobre
os efeitos de ciclofosfamida na frequéncia de micronticleos em medula dssea de
camundongos. Os autores administraram CMG por via intraperitoneal, intravenosa ou
oralmente, antes da injecdo de ciclofosfamida. Foi observado que na administragdao
intravenosa e intraperitoneal houve reducdo do niimero de micronucleos dependente da
concentragdo, enquanto o tratamento oral com CMG diminui significativamente a frequéncia

de microntcleos em eritrécitos policromaticos da medula dssea.
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Slamenova e colaboradores (2003) evidenciaram que carboximetil-quitina-glucana
isolada de A. niger foi eficaz na prevencao de danos no DNA causados por peroxido de
hidrogénio (H>0O,) em células pulmonares de camundongo através do Ensaio do Cometa. Os
autores sugeriram que a redu¢do da atividade genotdxica ocorreu por B-glucanas terem
reagido com os radicais hidroxila (OH-) liberados na biotransformacdo do perdxido de
hidrogénio.

In vitro, Oliveira e colaboradores (2006) examinaram o mecanismo de a¢do da [-
glucanas de cevada em relagdo a antimutagenicidade utilizando o Ensaio de Micronucleo em
duas linhagens de células (CHO-K1 e HTC). Foi utilizado trés concentracdes de B-glucanas
(5, 10, e 20 pg/mL), as quais foram combinadas com um agente mutagénico
(metilmetanosulfonato-MMS ou 2-aminoantraceno), usando quatro protocolos de tratamento
diferentes: pré-tratamento, simultaneo (simples e com pré-incubacdo), e pds-tratamento. Seus
resultados mostraram atividade quimiopreventiva na linhagem celular CHO-K1 tratada com
MMS, e atividade quimiopreventiva para a dose mais elevada no pré e pos-tratamento na
linhagem celular HTC. Todas as doses foram eficazes no tratamento simples simultaneo. Em
células HTC tratadas com a mais baixa concentragdo em pré e pds-tratamento ndo houve
eficacia na prevencao de danos ao DNA, sugerindo que B-glucanas atuam tanto no composto
mutagénico (desmutagénico) quanto no sistema de reparos de DNA (bio-antimutagénico).

Dentre as pesquisas que investigam a atividade antimutagénica de -glucanas, algumas
delas indicam que B-glucanas de Agaricus brasiliensis (=Agaricus blazei Murrill ss.
Heinemann) tem apresentado esta propriedade. Angeli e colaboradores (2009a) realizaram um
estudo para investigar o efeito quimiopreventivo de B-glucanas extraidas de A. blazei contra
danos no DNA induzidos por benzo[a]pireno utilizando os ensaios do Cometa
(genotoxicidade) e Micronucleo (mutagenicidade) em linhagem celular de hepatoma humano
(HepG2). Os autores, visando identificar qual mecanismo protetivo as B-glucanas utilizam,
(acdo desmutagénica ou acdo bio-antimutagénica), demonstraram em que as B-glucanas nao
exercem efeitos genotdxicos ou mutagénicos, e ndo protegem contra danos no DNA causados
pelo benzo[a]pireno, no entanto seus dados de pré-tratamento sugeriram que estas moléculas
atuem se ligando ao benzo[a]pireno ou capturando radicais livres produzidos durante a
ativacao deste.

Um segundo estudo realizado por Angeli e colaboradores (2009b) visando verificar os
efeitos de P-glucanas de A. blazei, extraido em diferentes fases de maturidade (estagio
imaturo, maduro, com esporos imaturos e estagio maduro com esporos maduros) utilizando o

Ensaio do Cometa na linhagem celular HepG2, contra H,0O,, bleomicina e doxorrubicina.



15

Seus resultados demonstraram que B-glucanas protegem contra danos no DNA causados pelos
trés indutores utilizados, sendo que os maiores efeitos protetores foram observados com [3-

glucanas extraidas das fases mais maduras.

5 RECEPTORES DE B -GLUCANAS

Provavelmente, as B-glucanas de fungos atuam como padrdes moleculares associados
a patdégenos (PAMPs) e sdo reconhecidas por receptores de superficie celulares apropriados
como os receptores de reconhecimento de padrio (PRR) (CHEN & SEVIOUR, 2007). A
indugdo e respostas celulares por B-glucanas de cogumelos e outros organismos envolve sua
interacdo especifica com um ou mais receptores de superficie. Varios receptores estdo
relacionados ao reconhecimento desta, entre estes estdo o dectin-1, Receptor do Sistema
Complemento 3 (CR3), lactosilceramida (LacCer), receptor do tipo foll-like (TLR) e receptor
scavenger, dentre estes o receptor com papel melhor esclarecido ¢ o dectin-1 (CHEN &
SEVIOUR, 2007; TSONI & BROWN, 2008).

Muitas das propriedades de B-glucanas podem ser explicadas pela sua interacdo com
dectin-1, principalmente em leucocitos, alguns dos efeitos sao mediados através de outros
receptores, especialmente em células ndo imunes. O dectin-1 reconhece -glucanas soliveis e
particuladas, incluindo particulas fungicas intactas e também possui um ligante para linfécitos
T (STEELE et al., 2003). A expressdao de dectin-1 predomina em tipos celulares tais como
monocitos, macrofagos, linhagens de neutrofilos e células dendriticas. Dectin-1 tem a tarefa

de vigilancia contra patogenos (TSONI & BROWN, 2008).

6 EFEITOS PREJUDICIAIS DE B -GLUCANAS

Apesar das B-glucanas serem consideradas seguras, e diversos artigos cientificos as
apresentarem como tendo potenciais benéficos, existe alguns efeitos negativos associados a
estes polissacarideos.

O uso intravenoso de B-glucanas podem induzir a formag¢do de granulomas e se
administrado em combinacdo com agentes anti-inflamatorios nao-esteroidais, as B-glucanas
soliveis podem induzir efeitos colaterais, incluindo aumento da lesdo gastrointestinal e
peritonite (WILLIAMS et al., 1996).

Holck e colaboradores (2007) utilizando voluntarios saudaveis e voluntarios com

problemas alérgicos (respiratorios), observaram que apenas na exposi¢ao a -glucanas, nao
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houve a liberacdo de histamina (que causa a broncoconstri¢ao), porém na presenca de anti-
imunoglobulina E (IgE), todas as glucanas investigadas conduziram a um aumento da
liberagdo de histamina sugerindo que -glucanas mediada por IgE agrava os efeitos alérgicos.
Em adi¢do, B-glucanas tém sido implicadas no desencadeamento de doengas auto-imunes e
poderiam estar envolvida no desenvolvimento de desordens respiratorias, incluindo alergia e

asma (TSONI & BROWN, 2008).

7 B - GLUCANAS SULFATADAS

Sabe-se que B-glucanas apresentam muitas propriedades bioldgicas benéficas a satde,
porém um grande obstaculo para a utilizacdo clinica ¢ sua relativa falta de solubilidade em
meio aquoso (HAN et al., 2008). Houve esfor¢os na industria quimica para modificacdo de -
glucanas, ¢ a sulfatagdo desta molécula vem recebendo uma atencdo continua desde que os
grupos sulfato demonstraram ter um papel importante em diversas atividades biologicas. A
sulfatacdo (Fig.-2) torna a molécula consideravelmente mais soliivel. Sabe-se que
polissacarideos sulfatados tém diversas fungdes fisiologicas, tais como anticoagulante,

antitumoral, entre outras (CHANG et al., 2000).

Figura -2 — B-glucanas 1-3 sulfatada com ramificacdo 1-6. OR indica onde geralmente ocore
a sulfatacdo em [-glucanas. A sulfatagdo torna as B-glucanas mais soluveis
(Figura adaptada de Chan e colaboradores 2009).
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Existem trabalhos sobre B-glucanas modificadas, porém ainda ha poucos sobre f-
glucanas sulfatadas e pouco se conhece sobre os efeitos e os mecanismos de acdo desta

(CHORVATOVICOVA et al., 1998; SLAMENOVA et al., 2003). E existe a indicagio que a
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sulfatacdo de polissacarideos pode mudar consideravelmente suas atividades bioldgicas em
plantas para aumentar a sua defesa e resisténcia, abrindo novas rotas para o desenvolvimento
de novo compostos (MENARD et al., 2004).

Kim e colaboradores (2012) obtiveram [B-glucanas soliveis a partir de B-glucanas
extraidas de Ganoderma lucidum (insoluvel) pelo método de sulfatacdo. Ao avaliarem a
toxicidade de B-glucanas sulfatadas, estas nao apresentaram efeitos negativos sobre o peso
corporal ou sobre o consumo de alimentos por ratos, quando administrado doses de 20, 200 e
2000 mg/Kg durante 7 dias. Nao foi detectado patologias clinicas, funcionais,
comportamentais ou brutas indicando toxicidade. Porém foi observado aumento
estatisticamente significativa de gldbulos brancos e de neutréfilos em machos e aumento de
volume corpuscular médio nas fémeas. Estes resultados também demonstraram que -
glucanas sulfatadas quimicamente ndo foram considerados altamente toxicos apds exposi¢cao
peritoneal para até 2.000 mg/Kg dia em ratos.

As B-1—3-glucanas sulfatadas foram caracterizadas como um potente inibidor do
virus da dengue com muita eficiéncia em diferentes tipos celulares. Concentragdo minima
eficaz de B-1—3-glucanas sulfatadas era tdo baixa quanto 0,1 pg/mL em células LLC -MK2, e
apresentou toxicidade apenas em concentracdes superiores a 10 mg/mL. A adigdo de
composto nao sO inibiu a infecgdo viral no passo de ligagdo as células hospedeiras, mas
também a um passo de pods-fixacdo de entrada, a fusdo da membrana. As B-1—3-glucanas
sulfatadas agem interferindo com os passos de ligacdo e fusdo da membrana viral, os
primeiros e criticos eventos de replicagdo do virus na infecgdo (ICHIYAMA et al., 2013).
Esses trabalhos indicam que existe potencial importante a ser investigado com relacao as 3-

glucanas sulfatadas.
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II. OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivos verificar os efeitos das f-glucanas sulfatadas e
ndo sulfatadas extraidas de A. brasiliensis quanto a citotoxicidade em células MCF-7 e
eritrocitos, genotoxicidade, cinética de proliferagdo e expressao génica em células MFC-7 a

fim de compreender os mecanismos de acao destas moléculas.

1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Avaliar, no ensaio de citotoxicidade (MTT), a interferéncia de ambas formas de B-
glucanas na viabilidade celular nas concentragdes de 5, 10, 15, 25, 50, 75 e 100 ug/mL em
células MCF-7 em 24, 48 e 72 horas. E as concentracdes de 50 e 100 pg/mL associadas a
doxorrubicina 1 uM para investigar protecao em 24 horas de tratamento.

-Avaliar, no ensaio de citotoxicidade Vermelho Neutro, a interferéncia de ambas
formas de B-glucanas na viabilidade celular nas concentragdes de 5, 50 e 100 pug/mL em
células MCF-7, e a concentracdo de 100 pg/mL associadas a doxorrubicina 0,5 uM para
investigar protecao em 24, 48 e 72 horas.

-Investigar a presenga de acdo hemolitica de ambas formas de [B-glucanas nas
concentragdes de 25, 50 e 100 pg/mL durante 24 horas de tratamento em eritrocitos através do
Ensaio de Hemodlise.

-Avaliar através do Ensaio do Cometa, os efeitos de ambas formas de B-glucanas nas
concentragdes de 5, 50 e 100 pg/mL em células MCF-7, e a concentracdo de 100 pug/mL
associadas a doxorrubicina 1 uM por 3 horas de tratamento, em relacdo a genotoxicidade e/ou
antigenotoxicidade pelo tratamento associado em células MCF-7.

-Analisar a cinética de proliferagdo celular de ambas formas de B-glucanas nas
concentragdes de 5, 50 e 100 pg/mL em células MCF-7, e a concentracdo de 100 pug/mL
associadas a doxorrubicina 0,5 pM durante 96 horas de tratamento, utilizando o Ensaio de
Cinética de Proliferacdo Celular em Tempo Real através do aparelho RTCA xCELLigence.

-Avaliar a expressdo dos genes relacionados a apoptose, ciclo celular, metabolismo,
estresse oxidativo e sistemas de reparos em células MCF-7, quando tratadas por ambas formas

de B-glucanas na concentracao de 5 pg/mL durante 6 horas.
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RESUMO

As PB-glucanas (B-G), polissacarideos produzidos por varios organismos diferentes. No
presente estudo, B-G sulfatada e ndo-sulfatada extraidas de Agaricus brasiliensis
apresentaram no Ensaio do MTT, que avalia um parametro de metabolismo, citotoxicidade
dose-dependente sendo a sulfatada mais citotoxica, e quando associado a doxorrubicina
(DXR), B-G sulfatadas potencializaram a a¢do do quimioterapico. No Ensaio do Vermelho
Neutro, que avalia o potencial de incorporar e armazenar o corante nos lisossomos por células
viaveis, apenas em 24 horas, os tratamentos de 50 e 100 pg/mL de B-G sulfatada
apresentaram reducdo significativa de incorporacdo do vermelho neutro, nos demais tempos e
concentragdo nao houve diferenga, assim como ndo houve diferenca para -G nao sulfatada.
Também ndo apresentaram agdo hemolitica, genotoxicas ou antigenotoxica nas condigdes
estudadas nos ensaios de Hemolise e Cometa respectivamente. Apenas ap6s 72 horas de para
o tratamento com 100 pg/mL de B-G sulfatada, houve redugdo significativa de proliferagao
celular. O estudo da expressdo sugere que ambas -G, principalmente sulfatada ndo causam
danos no DNA assim como observado no ensaio do genotoxicidade. As B-G ndo causam
estresse oxidativo e na concentracao e tempo estudados, ndo interferem na expressao de genes
do ciclo celular avaliados. Os resultados sugerem que ambas formas de B-G interferem no
metabolismo e ndo causam morte celular.

Palavras chave: Metabolismo. Genotoxicidade. Proliferagao celular.
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1. INTRODUCAO

Muitas patologias, tais como o cancer de mama, podem ser evitadas pelo controle de
exposi¢do a agentes potencialmente prejudiciais a satde. O consumo na dieta de agentes que
melhoram os mecanismos de defesa como ativadores do sistema imune, agentes antioxidantes,
anticancerigenos € a nao exposicdo a agentes mutagénicos e/ou carcinogénicos, tem
colaborado para este contexto. O Agaricus brasiliensis, um cogumelo nativo do Brasil tem
apresentado propriedades importantes, sendo utilizado na medicina popular principalmente
como cha. Estudos de seus extratos revelam propriedades tais como prote¢do contra danos ao
DNA, ativacao do sistema imune, entre outros (GUTERRES et al., 2005; BELLINI et al.,
2006; PADILHA et al., 2009; GAMEIRO et al., 2013) as quais sdo atribuidas principalmente
pela presenca de polissacarideos tais como B-glucanas.

As B-glucanas sdo polissacarideos que ocorrem naturalmente como constituintes da
parede celular de algumas bactérias e fungos e sdo produzidos por uma variedade de
organismos tais como a aveia, cevada e algas marinhas. Tém atraido a atencdo de
pesquisadores por estimular o sistema imune, humoral e celular, apresentando efeitos
positivos sobre varias infeccdes de origens bacterianas, virais, fungicas, parasitarias
(MAGNANI & GOMEZ, 2008), ativacdo de cé€lulas T citotoxicas, natural killer, fagociticas
(HONG et al., 2004) e efeitos estimulantes na produgdo de mondcitos e neutréfilos (SONCK
et al.,, 2010). Além disso, demonstrou efeito protetor contra os danos causados pelo
benzo[a]pireno (SILVA et al., 2013).

Com o proposito de aumentar a sua solubilidade, algumas modificagdes bioquimicas
foram realizadas em B-glucanas. Entre essas modificagdes, a sulfatacdo recebeu atencdo
devido as atividades biologicas que promovem os grupos sulfato, principalmente porque faz
com que a molécula se torne mais soluvel. As B-glucanas dos microrganismos Poria cocos e
Pleurotus tuber-regium, quando sulfatados, demonstraram efeitos antitumoral e antiviral, e -
glucanas sulfatadas extraidas do cogumelo Parmotrema mantiqueirense apresentam efeitos
antitromboticos e anticoagulante demostrando novos potenciais. Estas atividades podem ser
explicadas pela maior solubilidade de B-glucanas sulfatadas, devido a sua maior incorporagao
e aumento de pequenos fragmentos de -glucanas, o que resulta em vantagens farmacéuticas e
alimentares (CHANG et al., 2006; MANTOVANI et al., 2008). A poténcia das atividades
bioldgicas de B-glucanas insoliveis ou soliveis em 4gua ainda ¢ controversa. Recentemente

foi observado que B-glucanas em particulas (insoluveis), quando administrados oralmente,
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tém atividades imunoestimulante mais potentes do que os B-glucanas soluveis (BATBAYAR
etal., 2012).

Muito se conhece sobre os efeitos benéficos das B-glucanas de diferentes fontes e de
algumas B-glucanas modificadas (CHORVATOVICOVA et al., 1998; SLAMENOVA et al.,
2003; MANTOVANI et al., 2008; BATBAYAR et al., 2012). Porem seus mecanismos de agao
ainda nao foram completamente elucidados e menos se conhece sobre B-glucanas sulfatadas.
Além disso, estudos sugerem que B-glucanas sulfatadas apresentam efeitos diferentes em
relagio a B-glucanas nio sulfatadas (MENARD et al., 2004).

As B-glucanas demonstraram atividade anticarcinogénica, prevenindo a oncogénese e
a metastase (CHEN & SEVIOUR, 2007). O cancer de mama ¢ uma das neoplasias mais
frequentes entre as mulheres e ¢ o segundo mais frequente no mundo. Em 2012, 1,7 milhdo de
mulheres foram diagnosticadas com cancer de mama e sua incidéncia tem aumentado sendo a
causa mais comum de morte por cancer entre as mulheres (522 000 mortes em 2012)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013). Se diagnosticado e tratado em tempo tem
prognostico relativamente bom. Por isso, ¢ importante a busca de novos agentes e o
desenvolvimento de novas terapias mais eficientes e, se possivel, com menos efeitos
colaterais aos pacientes.

Quando utilizado como adjuvante, B-glucanas de diferentes fontes tem demonstrado
varios efeitos benéficos. Aliviam os efeitos secundarios do tratamento de doengas reumaticas
e tumores malignos sem comprometer a atividade do agente antitumoral. Uma vez eliminados
estes efeitos secundarios, pode-se conduzir uma terapia mais eficiente e confortavel para os
pacientes (AKRAMIENE et al., 2010).

As PB-glucanas tem demonstrado participagdo na modulagdo génica. Silva e
colaboradores (2013) avaliaram o efeito protetor de B-glucanas sobre a expressdo dos genes
ERCCS5 que ¢ envolvido na reparacdo de danos ao DNA, CASP-9 envolvido em apoptose, ¢
CYPIAI que esta envolvido no metabolismo de xenobidticos em células HepG2 quando
expostas ao benzo[a]pireno (B[a]P). Quando as células eram tratadas com 50 pg/ml de B-
glucanas, havia redu¢do significativa na expressdo do gene ERCCS5, sem alteragdo nos niveis
de transcri¢do de CASP-9, demonstrando uma agdo protetora destas moléculas. A expressao
do gene CYPIAI foi induzida por B[a]P s6 ou em associagdo com B-glucanas, enquanto as
células expostas a apenas B-glucanas ndo mostraram modulagdo do CYPIA1, porém houve
tendéncia na reducdo da expressdo deste gene, novamente demonstrando uma possivel acao

protetora.
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Devido aos muitos efeitos benéficos das -glucanas e os poucos entendimentos dos
mecanismos moleculares envolvidos no modo de agdo desses compostos, modelos
experimentais com linhagem tumoral podem auxiliar no entendimento dos mecanismos de
acdo dessas moléculas. Neste trabalho verificamos as agdes citotoxicas e/ou citoprotetoras,
cinética de proliferagdo celular, genotoxicidade e/ou antigenotoxicidade correlacionando a
expressao de genes relacionados a apoptose, ciclo celular, metabolismo, estresse oxidativo, €
sistemas de reparos em células de adenocarcinoma mamario tratadas com [-glucanas

sulfatadas e ndo sulfatadas extraidas de A. brasiliensis.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 LINHAGEM CELULAR, CONDICOES DE CULTURA E ERITROCITOS

A linha de células de adenocarcinoma mamario MCF-7 (Michigan Cancer
Foundation-7) foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro (UFRJ). As células foram
cultivadas como uma monocamada em frascos para cultura de 25 cm® com 10 mL de meio
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de soro bovino fetal
(SBF) (Gibco), e mantidas em estufa com 5% de CO, a 37° C. Nestas condic¢des, o ciclo
celular desta linhagem ¢ de aproximadamente 24 horas. Para todos os ensaios biologicos
somente foi utilizado suspensao celular com viabilidade superior a 80% avaliado pelo método
de exclusdo de azul de Tripan em contador de células automatico Countess™™ Invitrogen. Para
Ensaio de Hemolise foi utilizado sangue tipo A+, retirado no mesmo dia em individuo jovem,

saudavel e ndo fumante.

2.2 AGENTES QUIMICOS E INDUTORES DE DANOS

Neste trabalho foi utilizado B-glucanas extraidas de A4. brasiliensis. As B-glucanas
foram extraidas e sulfatadas pela Prof. Dra. Sandra de Aguiar Soares da Universidade Federal
do Ceara e fornecida juntamente com B-glucanas nio sulfatadas. Como agentes indutores de
danos no DNA e controles positivos, foram utilizados a doxorrubicina (DXR) e o Triton
X100. Foi utilizado doxorrubicina nas concentragdes de 1 pM nos ensaios do MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)- (MTT - CAS 298931; Sigma Aldrich®) e
cometa. E concentragdo de 0,5 uM de doxorrubicina para os ensaios de Vermelho Neutro

(Vermelho Neutro - CAS 553-24-2; Sigma Aldrich®) e Cinética de Proliferacdo Celular em
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Tempo Real (RTCA). Foi utilizado lise de eritrocitos por Triton X100 2 pl/mL (Triton® X100
- CAS 9002-93-1; Sigma Aldrich®) como controle positivo no Ensaio de Hemolise.

2.3 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE — MTT

O Ensaio de Citotoxicidade - MTT foi baseado no protocolo descrito por Mosmann
(1983) com algumas modifica¢des. O ensaio foi realizado em placas de 96 pogos, onde cada
poco com excegdo do branco, recebeu 100 uL de meio de cultura contendo 6,25 x 10° células.
Foi aguardado 24 horas para estabilizagdo e adicionado mais 100 puL de cada tratamento,
finalizando 200 uL com as diferentes concentracdoes de ambas formas de PB-glucanas. Foi
aguardado o tempo de tratamento (24, 48 e 72 horas) e no final destes periodos, as células
foram incubadas em meio de cultura celular sem soro com MTT diluido (0,0005 pg/mL) por 4
horas. O sobrenadante foi retirado, os cristais formazan formados foram diluidos em 100 pL
de DMSO (Dimetilsulfoxido) e realizado a leitura em espectrofotometro ao comprimento de
onda de 540 nm. O percentual de Viabilidade Celular foi obtido através do seguinte célculo:
((Absorbancia Média de Tratamento X 100) / Absorbancia Média de Controle) = Percentual
de Viabilidade Celular. Para este ensaio, foi utilizado como controle positivo, doxorrubicina
1uM (controle DXR), e como controle foi utilizado meio sem tratamento. Sete concentragdes
de ambas formas de B-glucanas foram testadas sendo 5, 10, 15, 25, 50, 75 e 100 pg/mL.
Também foi realizado o mesmo ensaio utilizando as concentragdes de 50 e 100 pg/mL de
ambas formas de B-glucanas associadas a doxorrubicina 1 uM por 24 horas de tratamento.

Foram realizados trés experimentos contendo triplicatas por cada experimento.
2.4  ENSAIO DE CITOTOXICIDADE - VERMELHO NEUTRO

O Ensaio de Citotoxicidade — Vermelho Neutro foi realizado de acordo com Vaucher e
colaboradores (2010). O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos, onde cada pogo com
excecao do branco, receberam 100 pL. de meio de cultura contendo 3125 células. Apos 24
horas de incubagao, foram adicionados 100 pL de cada tratamento finalizando 200 uL com as
diferentes concentragdes das duas formas de B-glucanas (5, 50 e 100 pg/mL). A concentragao
mais alta (100 pg/mL) foi associado a doxorrubicina 0,5 uM. Como controle positivo, foi
utilizado doxorrubicina 0,5 uM (controle DXR), e como controle as cé¢lulas foram cultivadas

com meio sem tratamento. Apos 24, 48 e 72 horas de tratamento, as células foram incubadas
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em meio de cultura sem soro com Vermelho Neutro diluido (30 pg/mL) por 3 horas. Apos esse
periodo, foi retirado o sobrenadante e as células foram lavadas duas vezes com 100 puL de
PBS por pogo. As células foram diluidas em solu¢do contendo 49% de agua, 1% de acido
acético glacial e 50% de alcool etilico absoluto, agitados por 5 minutos, e a leitura foi
realizada em espectrofotdmetro ao comprimento de onda de 540 nm. O percentual de
Viabilidade Celular foi obtido através do seguinte calculo: ((Absorbancia Média de
Tratamento X 100) / Absorbancia Média de Controle) = Percentual de Viabilidade Celular.

Foram realizados trés experimentos contendo triplicatas por cada experimento.

2.5 ENSAIO DE HEMOLISE

O Ensaio de Hemolise foi realizado de acordo com Alves e colaboradores (2012) com
modificac¢des. Foi utilizado sangue tipo A+ coletado no mesmo dia de individuo jovem e nao
fumante. O sangue foi centrifugado por 15 minutos a 1440 RPM, o sobrenadante foi retirado,
foi preparada uma solugdo de 2% de hemacias, 78% de PBS e 20% de meio para cada
tratamento. As diferentes concentragdes de ambas formas de B-glucanas, sendo 25, 50 e 100
pg/mL foram previamente diluido nos 20% do meio. Foram utilizadas placas de 96 pogos
sendo adicionado 300 pL de solugdo por pogo. Como controle positivo, foi realizado a lise das
hemaécias com Triton X100 (2 pl/mL) e agitadas em vortex. Apos o periodo de 24 horas de
tratamento, as hemadcias precipitaram ao fundo do poco, 100 uL do sobrenadante foi retirado e
levado a outra placa para leitura em espectrofotometro em comprimento de onda de 414 nm.

Foram realizados trés experimentos contendo triplicatas por cada experimento.

2.6 ENsA1O DO COMETA

No ensaio do cometa (SINGH et al., 1988), foi utilizado um controle (células sem
tratamento), e controle positivo, um indutor de danos no DNA (Doxorrubicina 1 pM —
controle DXR), e trés diferentes concentragdes de ambas formas de B-glucanas (5, 50 e 100
pug/mL), e a concentragdo mais alta, 100 pg/mL também associada ao indutor de danos, sendo
cada tratamento realizado em triplicata. As células (10° por pogo) foram cultivadas em placas
de seis pogos por um periodo de incubacdo de 24 horas, entdo foram tratadas e apos 3 horas
de exposi¢do ao tratamento, as células foram soltas do fundo do frasco com tripsina 0,1%
(300 pL), centrifugadas (5 mim, 1000 rpm) e ressuspendidas em meio de cultura (500 pL), em

seguida, foram suspensas em agarose de baixo ponto de fusdo (Low Meeting Point) €
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distribuidas em laminas pré-gelatinizadas (com agarose normal). As células foram lisadas por
60 min a 4°C e submetidas a condi¢des alcalinas por 20 min. As laminas foram levadas a
eletroforese que foi realizada em pH 13, 25 V, 300 mA durante 20 minutos. Apos isso, as
laminas foram neutralizadas com solu¢do de neutralizacdo e fixadas em alcool absolutos,
secadas e levadas a geladeira para posterior coloragdo. Para andlise, as 1aminas foram coradas
com 100 pL. de brometo de etidio (2 pg/ml) e analisadas visualmente ao microscopio. As
imagens (cometas) foram classificadas visualmente utilizando um microscépio de
fluorescéncia com aumento de 400x sendo analisados 100 células por tratamento.

Os cometas foram classificados em classe 0: auséncia de cauda; classe 1: cauda
pequena com o tamanho até uma vez o didmetro da cabeca do cometa; classe 2: cauda de
tamanho médio, entre uma a duas vezes o didmetro da cabega; classe 3: cauda longa, com
comprimento superior a duas vezes o didmetro da cabega. O Score ¢ obtido através do célculo:
Score= (N° nucleoide classe 0 x 0) + (N° nucleoide classe 1 x 1) + (N° nucleoide classe 2 x 2)
+ (N° nucleoide classe 3 x 3). Foram realizados trés experimentos contendo duas repeticdes

cada um.

2.7 CINETICA DE PROLIFERACAO CELULAR EM TEMPO REAL (RTCA)

Foi realizado através do aparelho xCELLigence RTCA — Real Time Cell Analyzer —
ROCHE, em placa especifica do equipamento, com 96 pogos. Inicialmente ¢ realizado o
background com 50 pL de meio de cultura para o aparelho identificar a menor impedancia e
posteriormente cada poco com excecdo do branco, recebeu 100 pL. de meio de cultura
contendo 3125 células. Aguardado 24 horas para estabilizacdo. Apds esses periodo, foi
adicionado 50 puL de cada tratamento finalizando 200 pL por poco com as diferentes
concentragdes das duas formas de B-glucanas sendo 5, 50 e 100 pl/mL. A concentragdo mais
alta (100 pg/mL) foi associada a doxorrubicina 0,5 uM. Como controle foi utilizado células e
meio de cultura sem tratamento e como controle positivo, doxorrubicina 0,5 uM (controle
DXR). O tratamento foi monitorado em tempo real por 96 horas. Foram realizados trés

experimentos contendo triplicatas por cada um.
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2.8 EXPRESSAO GENICA

As células (10°) foram incubadas em frascos de 25 c¢m? contendo 5 mL de meio para
crescimento por um ciclo celular (24 h), descartado o meio, lavado com PBS, em seguida
adicionado 5 mL de meio contendo 5 pg/mL de diferentes formas de B-glucanas em cada
frasco e o controle e mantidas por 6 horas de tratamento. Apds o periodo do tratamento, o
meio foi retirado e extraido o RNA total utilizando lise por Trizol LS (Invitrogen, Life
Technology) seguido de extracdo por RNeasy® Mini Kit Qiagen (Cat. N° 74106), segundo
protocolo: Foi adicionado 1 mL de Trizol LS por frasco, aguardado 5 minutos a temperatura
ambiente. Apds as células se soltarem, todo contetido foi transferido a microtubo de 1,5 mL,
aguardado mais 5 minutos e acrescentados 200 pL. de cloroférmio puro a temperatura
ambiente. Os microtubos foram agitados por 10 segundo em vortex e incubados a temperatura
ambiente por 5 minutos. Em seguida, as amostra foram centrifugadas (4 °C por 20 minutos a
12000 rpm), 400 puL da fase superior foi transferido para outro microtubo livre de RNase,
onde foi adicionado 400 pL de etanol 70%. As amostras foram transferidas para os
microtubos do Kit com coluna de separacdo do RNA de proteinas ou DNA, centrifugadas por
15 segundos a 8000 x G. Foi descartado o fluxo, adicionado 700 uL de Tampo RW1 (KIT) e
centrifugado por 15 segundos a 8000 G. Novamente foi descartado o liquido que passou pelo
tubo de separacao e adicionado 500 pL de Tampao RPE (KIT), centrifugado por 15 segundos
a 8000 x G. Foi repetido este ultimo processo e a coluna de secagem foi trocada e
centrifugada por 2 minutos a 8000 G, foi trocado para o tubo coletor e adicionado 50 pL de
agua aquecida livre de RNAse e centrifugada por 1 minuto a 8000 G. O RNA foi estocado em
freezer -80 para posterior utilizagdo. Posteriormente, uma parte da amostra foi encaminhada
para leitura em espectrofotometro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific) para céalculo da
concentragdo de RNA, e sua integridade foi verificada em gel de agarose 0,8%, sendo a razao
(260/280) obtida entre 1,8 e 2. Foram realizados trés experimentos.

A sintese de cDNA foi realizada em termociclador T100™ Thermal Cycler BIO-RAD,
onde 1000 ng de RNA foram diluidos em 8 pL de H,O DEPC, 4 pL de oligo dT (20 pmd/mL)
e 4 uL de dNTPs (2,5 mM), mantidas por 15 minutos a 60 °C. Em seguida foram colocadas
em gelo, e adicionado mais 1,3 uL de H,O DEPC, 2 pL de Tampao 10X, 0,6 uL de MgCl,
(50 mM), 0,05 pL de RNA out e 0,05 pL de enzima trasncriptase reversa (M-MLV —

Invitrogen, Life Technologies) por amostra e mantidas por mais 50 minutos a 60 °C.



28

Para PCR foi utilizado o composto fluorescente (5 uL) Plantion SYBR Green qPCR
Supermix-UDG (Invitrogen), além de 1 pL. de cada par de oligonucleotideos, ¢ 5 puL de
cDNA (50 ng/puL) de cada amostra.

As reacdes de qPCR foram realizadas nas seguintes condi¢des: 50 °C por 2 minutos,
95 °C por 5 minutos e 40 ciclos de [95 °C/15 segundos, 60 °C/ 15 segundos] no aparelho
CFX96™ Real-Time System BIO-RAD. A analise da curva de Melting foi realizada no final
de cada reagdo com temperatura de 55 °C A 95 °C a cada 0,5 graus por 20 segundos. As
reagdes RT foram realizadas em triplicata.

Os dados foram normalizados com os valores de expressdo do gene p-ACTINA, os
quais foram amplificados em cada conjunto de experimentos de qPCRs. A eficiéncia dos
oligonucleotideos foi calculada pelo programa LinRegPCR, versao 2013.1, dezembro 2013
(RUIJTER et al. 2009; RUIJTER et al. 2013).

Os genes utilizados foram CCNA2 (Ciclina A2), CCNBI1 (Ciclina Bl), CCNEI
(Ciclina E1), CCNDI (Ciclina D2), P53 (Tumor Protein 53), CHECKI (checkpoint Kinase 1)
e CHECK? (checkpoint Kinase 2) para estudo de clico celular.

Os genes GADD45A (growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha), GADDI153
(DNA-damage-inducible transcript 3), XPA (xeroderma pigmentosum, complementation
group A), PCNA (proliferating cell nuclear antigen), ERCCS (excision repair cross-
complementing rodent repair deficiency, complementation group 5) e NFE2L2 (nuclear
factor, erythroid 2-like 2) foram utilizados para estudos de reparos e estresse celular.

Os genes BAK (BCLZ2-antagonist/killer 1), BAX (BCL2-associated X protein), BCL-
2(B-cell CLL/lymphoma 2), BCL-XL (BCLZ2-associated agonist of cell death) ¢ CASP-9
(Caspase 9) foram utilizados para estudo de apoptose.

Os genes MAP2K6 (mitogen-activated protein kinase kinase 6), ABLI (c-abl oncogene
1, non-receptor tyrosine kinase), ABL2 (c-abl oncogene 2, non-receptor tyrosine kinase), e
GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) para estudo de crescimento,
sobrevivéncia, remodelagdo do citoesqueleto, motilidade celular, adesdo e metabolismo. A

Tabela-1 apresenta a lista e sequéncias de oligonucleotideos utilizados.



Tabela-1 — Lista e sequéncias de oligonucleotideos utilizados, sequéncias e referéncias.
NOME SEQUENCIA 5' - 3' REFERENCIAS
B-ACTINA F:5' CGG GAA ATC GTG CGT GAC AT 3' WESTERINK &
R: 5' AGG AAG GAA GGC TGG AAG AG 3' SCHOONEN, 2007
BAY F:5' TTT CTG ACG GCA ACT TCA ACT GGG 3' %
R: 5' TGT CCA GCC CAT GAT GGT TCT GAT 3'
BAK F: 5' CAA GAT TGC CAC CAG CCT GTT TGA 3' "
R: 5" ATG CAG TGA TGC AGC ATG AAG TCG 3'
BCL-2 F:5'CAG CTG CACCTG ACG 3' KO et al., 2005
R: 5' GCT GGG TAG GTG CAT 3'
BCL-XL F:5' TGG GCT CAC TCT TCA GTC GGA AAT 3' BAI et al., 2009
R: 5" ATG TAG TGG TTC TCC TGG TGG CAA 3'
CASP-9 F:5'GCT CTT CCT TTG TTC ATC TCC 3' CHEN et al., 2009
R: 5'GTT TTC TAG GGT TGG CTT CG 3'
GADD454 F: 5 TCA GCG CAC GAT CACTGT C 3 THUM & BORLAK,
R: 5'CCA GCA GGC ACAACACCAC3 2008
F: 5> AGC AGA TGT GCT TTT CCA GAC 3’ RAMIREZ et al., 2013
GADDI153 . ~
R: 5° GTC CTC ATA CCA GGC TTC CA 3’ com Modificagdes
F: 5' TAC CAC CAT CCA CTA CAACT 3' JAVELAUD &
P53 BESANCON, 2002 com
R: 5' GAC AGG CAC AAACACGCAC3' Modificagdes
CHECK]I F: 5' GGT GAA TAT AGT GCT GCT ATG TTG ACA 3' TANG et al., 2008
R: 5'TTG GAT AAA CAG GGA AGT GAA CAC 3'
CHECK? F:5'CCC AAG GCTCCTCCTCACAZ3 YE etal., 2012
R: 5" AGT GAG AGG ACT GGC TGG AGT T 3'
YPA4 F:5 GCTGCCCGGCCCTACT?Z "
R: 5> GCC TCC TCC TGT GTC AAT TAT CTT 3’
F:5> AGG CACTCA AGGACCTCATCA 3
PCN4 R: 5’ GAG TCC ATG CTC TGC AGG TTT 3’ CHEN et al, 2013
ERCCS F:5'CGC TCC CAT TAGTGCCGT C 3’ "
R: 5'TCC CTG CTC CTA CAC AACAA 3
NFE2L2 F: 5> CGT TTG TAG ATG ACA ATG AGG 3’ %
R: 5> AGA AGT TTC AGG TGA CTG AG 3’
ABLI F: 5' CGA AGG GAG GGT GTACCATTAC3' "
R: 5'CGT TGA ATG ATG ATG AAC CAA CTC 3'
ABL?2 F:5' CAT CCG TCC ATC TGC TCA GAC 3' SRINIVASAN &
R: 5" GGA CAG TAG GTC AGC ACATTC 3' PLATTNER, 2006
MAP 2K6 F: 5' AGT CTG TTT TGC AAG GTG TGC AT 3' %
R: 5' GCA GGC GTG CAA TCT TCA 3'
CCNA2 F: 5 GAC CCT GCA TTT GGC TGT G 3' HSIEH, 2006
R: 5" ACA AAC TCT GCT ACT TCT GG 3'
CCNBI F:5' AGA GCA TCT AAG ATT GGA GAG 3' %
R: 5'CCA TGT CAT AGT CCA ACA TAG 3'
CCNEI] F: 5' GAC TTA CAT GAA GTG CTA CTG 3' "
R: 5' GAC GAG AAA TGA TAC AAG GC 3'
CCND] F:5' GCC TCT AAG ATG AAG GAG AC 3 "
R: 5'CCA TTT GCA GCA GCT C 3'
GAPDH F: 5' GAA GGT GAA GGT CGG AGTC3 SUGAYA., et al., 2005

R: 5' GGA AGA TGG TGA TGG GATTT 3'

(*) Oligonucleotideos adquiridos
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2.9 ANALISE ESTATISTICA

Para os ensaios do MTT, Vermelho Neutro e Hemolise, os valores mesurados foram
comparadas por ANOVA seguida de Tukey (p<0,05. Para o Ensaio do Cometa, os valores do
score foram comparadas por ANOVA seguida de Tukey (p<0,05). Para o Ensaio de Cinética
de Proliferagdo Celular (RTCA), os valores de Indice Celular nos momentos de 24, 48 e 72
horas de tratamento foram comparadas por ANOVA seguida de Tukey (p<0,05), realizado
através do programa GraphPad Prism 5.

A andlise dos dados de expressdo génica foi realizada com o método Pairwise Fixed
Reallocation Randomization Test inserido no programa Rest 2009 (PFAFFL, 2002) tendo
significancia estatistica estabelecida em p<0,05. Sendo considerado significativo com

diferenca de expressdo acima de 2 vezes.

3 RESULTADOS

3.1 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE (MTT)

Os resultados de citotoxicidade obtidos nos trés tempos de avaliagdo de ambas formas
de B-glucanas estdo apresentadas em forma de viabilidade celular em percentagem na Figura-
1. As p-glucanas ndo sulfatadas ndo apresentaram redug¢do de viabilidade apenas na
concentragdo mais baixa (5 pg/mL), tendo as demais concentragdes (10, 15, 25, 50, 75 e 100
pg/mL) diminuido a viabilidade celular de maneira dose dependentes em todos os tempos
testados (24, 48 e 72 horas). As B-glucanas sulfatadas apresentaram reducao significativa de
viabilidade na concentracdo mais baixa em 24 e 48 horas de tratamentos, ndo tendo diferenga
significativa com relagdo ao controle negativo ap6s 72 horas, as demais concentragdes
reduziram a viabilidade celular de maneira dose dependente. Tendo as B-glucanas sulfatadas,
reduzido mais significativamente a viabilidade com relagdo as B-glucanas ndo sulfatadas. Este
ensaio também foi realizado com duas concentracdes (50 e 100 pg/mL) de ambas B-glucanas
associada ao indutor de danos doxorrubicina 1 uM por 24 horas. Para as concentragdes de 50
e 100 pg/mL, observamos que houve diferenca significativa na viabilidade celular quando as
B-glucanas sulfatadas foram associadas a DXR, com relacdo a diminui¢do da viabilidade
causada pela DXR, resultados diferente do associado de B-glucanas nao sulfatadas, no qual a
diferenga nao foi significativa. A Figura-2 mostra os resultados dos tratamentos associados

para este ensaio.
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Figura-1 — Valores de Viabilidade Celular apos 24 (a), 48 (b) e 72 horas (c) de tratamento
com f-glucanas sulfatadas (B-G S) e ndo sulfatadas (B-G Nao-S) nas
concentragdes de 5, 10, 15, 25, 50, 75 ¢ 100 pg/mL em células MCF-7; Controle
¢ considerado 100 %. (*) indicam valores estatisticamente significativos em
relacdo ao respectivo controle, p<0,05; (#) indicam valores estatisticamente
significativo em relacdo ao respectivo controle DXR 1 uM, p<0,05. Absorbancia
em comprimento de onda de 540 nm.

a) Viabilidade Celular em 24 horas
100%
[ b il *
L d
$ so% - - =
L Wi
L il i
b
o 60% i Op-Gs
g i LN ]
= Ao i il W {-G Ndo-5
= a0
=
-
20B%
0%
10 15 25 50 75 100 DXR
b) Viabilidade Celular em 48 horas
100%
i
[ . . il
= B ¥ i
=
|E| il il P
3 60% p B OpGs
el
% 40% 5 - - WP-G Nio-5
E i *
2054 ’7I
0%
5 10 15 25 S0 75 100 DXR
c) Viabilidade Celular em 72 horas
100%
L
2 +
5 a0 et | & i
b — i
g 6% ] OB-GS
S -
E A5 i Wil | ﬁ--r:l Nao-5
©
- .
J'IJ.?':.I Illi

=
7




32

Figura-2 — Valores de Viabilidade Celular apos 24 horas de tratamento com B-glucanas
sulfatadas (B-G S) e ndo sulfatadas (B-G Nao-S) nas concentragdes de 50 e 100
ug/mL, e estas concentragdes associadas ao indutor de danos doxorrubicina
(DXR) em células MCF-7. Controle ¢ considerado 100 %; (#) indicam valores
estatisticamente significativos em relacdo ao controle DXR 1 uM) p<0,05.
Absorbancia em comprimento de onda de 540 nm.
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3.2 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE (VERMELHO NEUTRO)

Os resultados de citotoxicidade obtidos nos trés tempos para ambas formas de B-
glucanas estdo apresentadas em forma de Viabilidade Celular na Figura-3. As B-glucanas
sulfatadas apresentaram baixa interferéncia na viabilidade celular, porém significativa nas
concentragdes de 50 e 100 ug/mL, e a concentragdo de 5 pg/mL apresentou aumento
significativo de absorbancia em 24 horas de tratamento. As B-glucanas nao sulfatadas nao
apresentaram diminuicdo de viabilidade significativa em nenhuma das concentracdes testadas
em 24 horas. Os tratamentos associados ndo apresentaram diferenca significativa com relacao
ao respectivo controle DXR (doxorrubicina 0,5 pM) em todos os tempos de tratamento. Nos
tempos testados de 48 e 72 horas todas as concentragdes testadas de ambas formas de [3-
glucanas ndo apresentaram diminui¢do de viabilidade celular significativa com relagdo ao

respectivo controle negativo.
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Valores de Viabilidade Celular apos 24 (a), 48 (b), e 72 horas (c) de tratamento
com B-glucanas sulfatadas e ndo sulfatadas nas concentragdes de 5, 50 e 100
ug/mL, e a concentracdo de 100 ug/mL associada a DXR 0,5 uM em células
MCF-7; (*) indicam valores estatisticamente significativos em relacdo ao
respectivo controle, p<0,05. Controle ¢ considerado 100 %. Nenhum dos
tratamentos associados apresentou valores estatisticamente significativos em
relagdo ao respectivo controle DXR 0,5 uM) p<0,05. Absorbancia em
comprimento de onda de 540 nm.
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33 ENSAIO DE HEMOLISE

A Figura 4 apresenta os resultados obtidos pelo Ensaio de Hemolise, onde trés
concentragdes (25, 50 e 100 pg/mL) de ambas formas de B-glucanas foram testadas com
relacdo a sua a¢do hemolitica em 24 horas de tratamento. Nao houve diferenca significativa
para todas as concentragdes com relagdo ao controle por ambas formas de B-glucanas neste

tempo de tratamento.

Figura-4 — Valores de absorbancia em comprimento de onda de 414 nm apds 24 horas de
tratamento com B-glucanas sulfatadas (B-G S) e ndo sulfatadas (-G Nao-S) nas
concentragdes de 25, 50 e 100 pg/mL comparadas aos controles (sem
tratamento), e controle de danos (lise de hemécias com Triton X100 2 pl/mL).
(*) indica valor estatisticamente significativo em relagdo ao controle, p<0,05.
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34 ENsA10 DO COMETA

A Tabela -1 mostra a média e desvio padrdo do numero de células com as diferentes
classes de danos observados pelo Ensaio do Cometa e seus respectivos scores. A Figura-5
apresenta os resultados deste ensaio apds os tratamentos por duas formas de B-glucanas em
trés concentragdes diferentes sendo 5, 50 e 100 pg/mL e uma associagdo da concentracdo mais
alta, (100 pg/mL) com o agente indutor de danos no DNA, doxorrubicina (1 pM). Observa-se
que todas as concentragdes de ambas formas de P-glucanas ndo apresentaram danos
significativos ao DNA no tempo testado de 3 horas. Apesar do pequeno aumento dos danos
apresentado pelo tratamento com a concentracdo mais alta de PB-glucanas sulfatadas, este

aumento ndo foi significativo com relacdo ao controle. Apesar de ambas associacdes terem
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apresentado uma leve diminui¢ao dos danos causados pela DXR neste ensaio, esta diminui¢ao

nao foi significativa com relagdo aos danos no controle DXR.

Tabela-1 — Numeros (Médio + Desvio Padrao (DP)) de células encontradas com seus
respectivos danos classificados de 0 a 3 apos 3 horas de tratamento com
diferentes concentragdes: 5, 50 e 100 pg/mL de ambas formas de B-glucanas, e
associacdo da concentracdo de 100 pg/mL de ambas forma de B-glucanas e
doxorrubicina 1 pM (DXR), juntamente com os controles e controle DXR 1 uM

em cé¢lulas MCF-7, e os respectivos Scores obtidos.

B-GLUCANAS NAO SULFATADAS

CLASSES SCORE
TRATAMENTOS 0 1 2 3
MEDIA =+ DP |MEDIA + DP |MEDIA + DP |MEDIA + DP |MEDIA * DP
Controle 84 5 | 1566 + 503 | 033 + 0,57 0 + 0 [16,333 + 5,033
5 pg/mL 80,66 + 1,15| 1933 =+ 1,15 0 + 0 0 + 0 |[19,333 + 1,154
50 pg/mL 82,66 + 585| 17,33 =+ 585 0 + 0 0 + 0 [17,333 + 5,859
100 pg/mL 84,66 + 472| 1533 =+ 4,72 0 + 0 0 + 0 [15333 + 4,725
100 pg/mL + DXR
1M 2466 + 251 51 + 6,24 23 £+ 458 1,33 + 1,15| 101 + 1,732
DXR 1 pM 16,33 2,3 | 5866 + 503 |2266 £ 55| 233 + 0,57 111 + 6,082
B-GLUCANAS SULFATADAS
CLASSES SCORE
TRATAMENTOS 0 1 2 3
MEDIA +* DP |MEDIA + DP |MEDIA =+ DP |MEDIA + DP |MEDIA = DP
Controle 82 1,73 18 1,73 0 + 0 0 + 0 18 = 1,732
5 ng/mL 82,66 + 23| 1733 + 273 0 + 0 0 + 0 17,33 £+ 2,309
50 pg/mL 80,33 + 7,09| 19 <+ 655 | 0,66 =+ 0,57 0 + 0 20,33 £ 7,637
100 pg/mL 7233 + 55 27 £ 624 0,66 =+ 1,15 0 + 0 28,33 £+ 4,932
100 pg/mL + DXR
1M 28+ 9,16 50 = 11 19 + 2,64 3 + 0 97 + 7,81
DXR 1 upM 2266 + 832 47 + 11,53 26 + 4 433 + 1,52 112 =+ 6
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Figura-5 — Valores de Score em 3 horas de tratamento com B-glucanas sulfatadas (B-G S), e
B-glucanas ndo sulfatadas (-G Nao-S) nas concentragdes de 5, 50 e 100 pg/mL,
e a concentragdo de 100 pg/mL associada a DXR 1 uM em células MCF-7; (*)
indica valores estatisticamente significativo em relagdo ao controle, p<0,05; (#)
indica valores estatisticamente significativos em relagdo ao controle DXR 1 uM)
p<0,05.
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3.5  ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR EM TEMPO REAL (RTCA)

As Figuras-6 e 7 mostram as curvas de proliferacdo em indice celular nos tratamentos
por B-glucanas sulfatadas e ndo sulfatadas respectivamente. As concentragdes mais baixas
testadas (5 ¢ 50 pg/mL) de ambas formas de B-glucanas ndo apresentaram interferéncia
significativa na proliferacdo celular durante o tempo de tratamento de 96 horas. Ja a
concentragdo mais alta (100 pg/mL) apresentou reducdo significativa em 72 horas para o
tratamento com as f-glucanas sulfatadas, entretanto, foi ndo significativo para o tratamento
com B-glucanas ndo sulfatadas. Nos tratamentos associados (100 pg/mL + Doxorrubicina 0,5
uM) nao houve alteragdo significativa com relagdo ao controle positivo para ambas formas de
B-glucanas, porem o tratamento com B-glucanas sulfatadas apresentou tendéncia de aumento
de morte com relacdo ao controle positivo. A Figura-8 mostra os valores de indice celular
normalizado nos pontos de 24, 48 ¢ 72 horas de tratamento, as respectivas concentragdes

utilizadas e controles.
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Figura-6 — RTCA — Curva de proliferacao celular em tempo real. 24 horas de estabilizacao seguido de tratamento com B-glucanas sulfatadas
nas concentracdes de 5, 50 e 100 pg/mL e o tratamento na concentragdo de 100 pg/mL associada a DXR 0,5 uM e os respectivos
controle (sem tratamento) e controle DXR 0,5 uM em células MCF-7 durante 96 horas. Nota-se que a linha correspondente ao
tratamento com 100 pg/mL, apos cerca de 40 horas, segue abaixo das demais linhas, sendo significativamente diferente de controle
em 72 horas de tratamento. Linha vertical indica momento de tratamento.
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Figura-7— RTCA — Curva de proliferacdo celular em tempo real. 24 horas de estabilizacdo seguido de tratamento com B-glucanas nao
sulfatadas nas concentracdes de 5, 50 e 100 pg/mL e o tratamento na concentragdo de 100 pg/mL associada a DXR 0,5 uM e os
respectivos controle (sem tratamento) e controle DXR 0,5 uM) em células MCF-7 durante 96 horas. Linha vertical indica momento
de tratamento.

B-Glucanas N&o Sulfatadas

le

Indice celular normalizado

0 e

FEFE LSS

® P @ & P Pf

E L FEL SIS
e

5 50 100 100 +DXR ewmmmControle e DXR




39

Figura-8 — Valores de indice celular normalizado nos pontos de 24, 48 e 72 horas de
tratamento e as respectivas concentracdes utilizadas e controles em células MCF-
7. (*) indica valores estatisticamente significativos em relagdo aos respectivos
controles, p<0,05; (#) indica valores estatisticamente significativos em relagao
aos respectivos controles DXR (Doxorrubicina 0,5 uM) p<0,05.
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3.6 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

Em ensaios pilotos verificou-se que todos os genes de referéncia (GAPDH e f-
ACTINA) utilizados apresentavam diminui¢do de expressao quando as células eram tratadas
com as concentragdes de 10, 25, 50 e 100 pg/mL de B-glucanas sulfatadas nos tempos de 6,
12 e 24 horas de tratamentos (dados ndo apresentados). Apenas a concentracao de 5 pg/mL
em 6 horas de tratamentos ndo apresentaram variagdo na expressdo do gene de referéncia
utilizado. A Figura-9 mostra os resultados da expressdo de genes utilizados para estudo de
ciclo celular CCNA2, CCNBI, CCNEI, CCND1, P53, CHECKI ¢ CHECK2, os quais nao
apresentaram diferenca de expressdo relativa depois de normalizados com o gene constitutivo
P-ACTINA apds o tratamento com as diferentes B-glucanas na concentragdo de 5 pg/mL

durante 6 horas.
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Figura-9 — Andlise de RTq-PCR em tempo real dos genes CCNA2, CCNBI, CCNEI,
CCNDI, P53, CHECKI e CHECK?2 em células MCF-7 tratadas com B-glucanas
sulfatadas (B-G S) e ndo sulfatadas (B-G Nao-S) (5 pg/mL) durante 6 horas.
Todos os genes ndo apresentaram diferenca significativa na expressdo para
ambos tratamentos. As expressoes foram normalizadas utilizando o Cq obtidos
para o gene da f-ACTINA.
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A Figura-10 mostra os resultados da expressao de genes utilizados para estudo de
reparos e estresse celular GADD454, GADD153, XPA, PCNA, ERCC5 e NFE2L2, os quais
ndo apresentaram diferenca de expressdo relativa depois de normalizados com o gene
constitutivo f-ACTINA apos o tratamento com as diferentes f-glucanas na concentragdo de 5

ug/mL durante 6 horas.
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Figura-10 — Anélise de RTq-PCR em tempo real dos genes GADD454, GADD153, XPA,
PCNA3, ERCC5 e NFE2L2 em células MCF-7 tratadas com [-glucanas
sulfatadas (B-G S) e ndo sulfatadas (B-G Nao-S) (5 pg/mL) durante 6 horas.
Todos os genes ndo apresentaram diferenca significativa na expressdo para
ambos tratamentos. As expressoes foram normalizadas utilizando o Cq obtidos
para o gene da f-ACTINA.
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A Figura-11 mostra os resultados da expressdao de genes utilizados para estudo de
apoptose BAK, BAX, BCL-2, BCL-XL e CASP-9, os quais ndo apresentaram diferenca de
expressdo relativa depois de normalizados com o gene constitutivo S-ACTINA apds o
tratamento com [-glucanas ndo sulfatadas na concentracdo de 5 pg/mL durante 6 horas,
porém, o tratamento com B-glucanas sulfatadas induziu reducao significativa de expressao dos
genes BAK (3,44 vezes) e BCL-XL (2,46 vezes), sendo a expressdo dos genes BAX, BCL-2 e

CASP-9 nao diferenciadas significativamente.
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Figura-11 — Anélise de RTq-PCR em tempo real dos genes BAX, BAK, BCL-2, BCL-XL ¢
CASP-9 em células MCF-7 tratadas com [-glucanas sulfatadas (B-G S) e ndo
sulfatadas (B-G Nao-S) (5 pg/mL) durante 6 horas. Os genes BAX, BCL-2 e
CASP-9 ndo apresentaram diferenca significativa na expressdo para ambos
tratamentos. Os genes BAK ¢ BCL-XL apresentaram diminuigao significante para
o tratamento com B-glucanas sulfatadas (3.4 e 2,4 vezes respectivamente), porém
ndo houve variacdo da expressdo para o tratamento com [-glucanas ndo
sulfatadas. (*) indicam diferenca significativa com relagdo ao controle e nivel de
expressdo diferente acima de 2 vezes. As expressdes foram normalizadas
utilizando o Cq obtidos para o gene da f-ACTINA.
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A Figura-12 mostra os resultados da expressao de genes utilizados para estudo de
crescimento, sobrevivéncia, remodelacdo do citoesqueleto em resposta a estimulos
extracelulares, motilidade celular, adesdo e metabolismo - MAP2K6, ABL1, ABL2, e GAPDH
depois de normalizados com o gene constitutivo f-ACTINA ap6s o tratamento com [-glucanas
nao sulfatadas na concentra¢ao de 5 pg/mL durante 6 horas. O gene ABLI apresentou redugao
de expressao (2,1 vezes), sendo a expressdo dos demais genes nao alterada significativamente.
Ap0s o tratamento com B-glucanas sulfatadas na concentracao de 5 pg/mL durante 6 horas, os
genes MAP2K6 e ABLI apresentara reducdo significativa de expressdo (4,4 ¢ 9,8 vezes

respectivamente) sendo a expressao dos demais genes nao alterada significativamente.
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Figura-12 — Anélise de RTq-PCR em tempo real dos genes MAP2K6, ABLI, ABL2 e GAPDH
em células MCF-7 tratadas B-glucanas sulfatadas (B-G S) e ndo sulfatadas (-G
Nao-S) (5 pg/mL) durante 6 horas. O gene ABLI apresentou diminui¢io
significativa para os tratamentos com B-glucanas sulfatadas (9,8 vezes) e [-
glucanas nao sulfatadas (2,1 vezes). O gene MAP2K6 apresentou diminuig¢do
significante para o tratamento com B-glucanas sulfatadas (4,4 vezes), porém nao
apresentou mudanca significativa na expressdo quando tratadas com B-glucanas
ndo sulfatadas. (*) indicam diferenca significativa com relagdo ao controle e
nivel de expressdo diferente acima de 2 vezes. As expressoes foram
normalizadas utilizando o Cq obtidos para o gene da f-ACTINA.
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4 DISCUSSAO

Devido ao crescente interesse por descobrir novas substancias com efeitos benéficos a
saude, e com a finalidade de melhorar as propriedades ja conhecidas, algumas moléculas
podem ser modificadas quimicamente sendo uma destas modificacdes a sulfatacdo. A
sulfatacdo pode ser induzida ou ocorrer naturalmente em biomoléculas, tais como
oligossacarideos e polissacarideos, e tem papel importante em funcdes fisioldgicas em plantas
e animais (MENARD et al, 2004). O presente estudo avaliou a citotoxicidade,
genotoxicidade, proliferagao celular e expressao de genes relacionado ao ciclo celular, reparo
de material genético, apoptose, metabolismo e estresse oxidativo, buscando compreender
melhor os mecanismos de acdo que ambas formas de B-glucanas podem ter nas células.

No presente estudo, trés diferentes ensaios de viabilidade celular foram realizados,
sendo o ensaio do MTT, que determina a atividade metabolica mitocondrial e geralmente
reflete o seu potencial de crescimento e sobrevivencia. O ensaio do Vermelho Neutro, que

proporciona uma estimativa do nimero de células viaveis em uma cultura, baseando-se na
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quantidade de células com membranas integras e viaveis com capacidade de incorporar e
armazenar o corante vermelho neutro em seus lisossomos (REPETTO et al., 2008). E o
Ensaio de Hemolise, o qual foi utilizado para avaliar a capacidade de ambas as formas de -
glucanas de causar danos as membranas de hemdcias.

Foi utilizado o ensaio MTT para avaliar a viabilidade celular induzida tanto por -
glucanas sulfatadas quanto de B-glucanas nao-sulfatadas. Observamos que a viabilidade foi
reduzida de forma dose dependente. Além disso, foi observado que as B-glucanas sulfatadas
apresentaram maior diminui¢do quando comparadas com as ndo sulfatadas. A sulfatacdo
aumenta a solubilidade de B-glucanas (HAN et al., 2008), e nossos resultados indicam que o
aumento da solubilidade também aumenta o potencial de diminuicdo de viabilidade com
efeito dose-dependente. Estes resultados sdo semelhantes aos que foram encontrados por
Zhang e colaboradores (2006a), que investigaram a citotoxicidade e proliferagdo pelo ensaio
do MTT em células MCF-7 tratadas com [-glucanas carboximetilada, uma forma soluvel de
B-glucanas, extraidas do cogumelo Pleurotus tuber-regium. O grupo testou 6 concentragdes
(12.5, 25, 50, 100, 200, e 400 pg/mL), onde a citotoxicidade também foi dose dependente e o
IC50 obtido foi de aproximadamente 200 pg/mL. Um segundo trabalho foi realizado no
mesmo ano e liderado pelo mesmo autor (ZHANG et al., 2006b), onde avaliaram B-glucanas
extraidas de fungo Poria cocos utilizando as mesmas condi¢cdes. Novamente obtiveram
resultados semelhantes, sendo a citotoxicidade dose dependente, porém com um IC50 de 400
pg/mL. Estes resultados demonstram que B-glucanas de diferentes fontes e formas podem
apresentar diferentes niveis de citotoxicidade através do ensaio MTT.

Neste trabalho, quando ambas formas de B-glucanas nas concentragoes de 50 ¢ 100
pg/mL foram associadas a doxorrubicina (1 pM), observou-se diminuicdo de viabilidade
celular com relagdo aos controles, sendo significativo para os tratamentos com B-glucanas
sulfatadas. A doxorrubicina age produzindo radicais livres e intercala-se com o DNA inibindo
de forma importante a topoisomerase II (DIAS et al., 2003), causando rupturas de filamentos
unicos e duplos (ALMEIDA et al., 2005). Estes resultados sugerem que as duas formas de -
glucanas nio reduzem os danos causados pela doxorrubicina neste ensaio e sim, que as 3-
glucanas sulfatadas estdo potencializando seu efeito, sendo um resultado importante uma vez
que estudos tem demonstrado que em diferentes tipos celulares, B-glucanas tém agido em
diminuir os danos causados por diferentes agentes quimicos. Oliveira e colaboradores (2006)
sugerem que P-glucanas de cevada nas concentragdes de 5, 10 e 20 ug/mL associadas a MMS
ou 2-aminoantraceno, apresentam tanto atividade desmutagénica quanto bio-antimutagénica

em células CHO-K1. Estas concentragdes apresentaram atividade quimiopreventiva para
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ambos agentes indutores, contudo a diferenca pode estar em relagdo aos agentes indutores
utilizados e linhagens celulares.

O ensaio do MTT também pode ser utilizado para avaliar a proliferacdo celular
(BERRIDGE & TAN, 1993). No presente trabalho, ao compararmos os resultados do Ensaio
do MTT (ensaio colorimétrico) e da proliferagdo celular (RTCA), nota-se que ha diferenca
nos resultados. Ao analisarmos os mecanismos de cada ensaio mais profundamente,
observamos que a reducao do corante tetrazolio (MTT) ¢ dependente de NAD(P)H-, portanto,
aumenta conforme a atividade metabdlica. Células em repouso, tais como timocitos e
esplendcitos viaveis, porem metabolicamente baixas, reduzem muito pouco MTT. Condig¢des
que diminuem a atividade metabdlica mitocondrial podem, portanto, diminuir a redug¢do de
corante tetrazolio, sem afetar de fato, a viabilidade das células (BERRIDGE et al., 2005).
Também ha evidencias de que o MTT ¢ reduzido em outros compartimentos celulares que nao
as mitocondrias como citoplasma e regides da membrana plasmatica (BERNAS &
DOBRUCKI, 2002). Ja a proliferacdo celular pelo ensaio RTCA ¢ obtida através da
impedancia elétrica detectadas pelos eletrodos no fundo de cada pogo da placa. A impedancia
¢ proporcional a area fisica ocupada pelas células. Conforme hé alteracdo na area ocupada
pelas células a cada leitura realizada, o aparelho converte estes valores em curva de
crescimento ou indice celular. No presente trabalho, a reducdo de viabilidade celular
encontrada no MTT pode ter ocorrido pela diminui¢cdo do metabolismo celular (mitocondrial)
e nao por morte de células propriamente, uma vez que os resultados dos ensaios de
proliferacdo (RTCA), e citotoxicidade, - Vermelho Neutro e Hemolise - sugerem que ndo ha
morte celular.

Ao fim de cada tempo de tratamento para o ensaio do MTT neste trabalho, notava-se
que as cé¢lulas tratadas com as diferentes concentracdes de B-glucanas, em todos os tempos de
tratamento de fato ndo eram visualmente diferentes dos respectivos controles negativos pela
observa¢ao microscopica. Fato que foi confirmado nos resultados do Ensaio do Vermelho
Neutro. Neste ensaio observamos que as concentragdes utilizadas (5, 50 e 100 pg/mL)
inicialmente tiveram significativa diminui¢do de viabilidade celular para as duas
concentragdes mais altas utilizadas no tratamento com B-glucanas sulfatadas, e para os tempos
de 48 e 72 horas ndo apresentaram diferenga significativa para os tratamentos. E para os
tratamentos com B-glucanas ndo sulfatadas, ndo houve diferenga em nenhum dos tempos e
concentragdes utilizadas, corroborando com os resultados do ensaio de proliferacdo pelo
RTCA e nao houve diferencga significativa para os tratamentos associados. Outro ensaio

utilizado para avaliar a viabilidade celular foi o de hemolise. Nao houve agdo hemolitica apos
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24 horas de tratamento em todas as concentracdes testadas. Esse resultado sugere que ambas
B-glucanas nao causam danos a membrana celular, o que ja era esperado, uma vez que a
cinética de proliferagdo nao apresentou reducdo considerdvel com relagdo ao controle em 24
horas.

Com relacdo a genotoxicidade avaliada no Ensaio do Cometa, ambas as formas de 3-
glucanas ndo induziram danos no DNA e ndo protegeram contra os danos causados pela DXR
1 uM em trés horas de tratamento, apesar de haver uma pequena redu¢@o do score. A auséncia
de genotoxicidade observada corrobora com os resultados encontrados por Guterres e
colaboradores (2005) e Angeli e colaboradores (2009a). Guterres e colaboradores (2005)
estudaram o extrato de 4. blazei em células de pulmao de hamster chinés, onde 3 mg de
residuo de extrato foram diluidos em 400 pL de dimetil sulfoxido e 4600 puL de PBS, e
utilizaram como concentracdo final 60 uL/mL desta solucdo para o Ensaio do Cometa. Neste
ensaio ndo observaram qualquer efeito genotdxico, porem houve uma redugdo significativa
dos danos no DNA causados por metilmetanosulfonato - MMS. Angeli e colaboradores
(2009a) demonstraram que B-glucanas extraidas de A. blazei ndo exerceram efeitos
genotoxicos ou mutagénicos nas concentragdes de 7, 21 e 63 pg/mL, porém apresentaram
efeito protetor de forma dose dependente contra danos no DNA causados pelo benzo[a]pireno
(20 uM) na linhagem celular de hepatoma humano (HepG2) no ensaio do cometa. Neste, os
autores sugerem que a -glucanas atuem se ligando ao benzo[a]pireno ou capturando radicais
livres produzidos durante a sua ativacdo e que a B-glucanas modulam o metabolismo celular.

Os dados do ensaio de proliferacdo (RTCA) corroboram com os resultados do Ensaio
do Cometa com relacdo a auséncia de genotoxicidade assim como a expressdao de genes
relacionados a danos e reparos do DNA. Se ambas as formas de B-glucanas causassem danos
significativos ao material genético, as células deveriam diminuir o ciclo celular para realizar o
reparo e, como observado, todas as concentragdes testadas (5, 50 e 100 pul/mL) de ambas as
formas de [-glucanas nao apresentaram diminui¢do na proliferagdo celular durante as
primeiras horas de tratamento e houve pouca interferéncia em 96 horas.

Em relagdo aos dados de expressdo dos genes estudados neste trabalho, observamos
que a expressao dos genes utilizados para estudo de ciclo celular CCNA2, CCNB1, CCNEI,
CCNDI, P53, CHECKI e CHECK? nao apresentaram diferenca significativa em ambos
tratamento com relacdo a expressdo do gene B-ACTINA utilizado como controle. O gene
CCNA?2 ¢ essencial no controle do ciclo celular atuando em G1/S (inicio) e as transi¢oes de
G2/M (HONDA et al., 2012). O gene CCNBI esta envolvido na regulacdo da mitose ¢ a

proteina codificada pelo gene CCNE] € necessario para o ciclo celular na transicdo de G1/8S,
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esta proteina acumula-se no limite de fase G1/S e ¢ degradada quando as células progredirem
para a fase S, o gene CCNDI esta envolvida na transicao da fase G1 para S (REZAEI et al.,
2012). O gene P53 atua como um supressor tumoral em muitos tipos de tumores, induz a
parada do crescimento ou a apoptose (SILVA et al., 2013). E os genes CHECKI e CHECK?2
estdo envolvidos nos ponto de checagens do ciclo celular (FURGASON et al., 2013). Estes
resultados corroboram com os dados do ensaio de Proliferacio RTCA no momento de 6
horas, no qual nenhum dos tratamentos apresentou diferenga com rela¢do ao controle.

Em relacdo aos dados de expressdo dos genes utilizados para estudos de reparos e
estresse celular GADD45A4, GADD153, XPA, PCNA, ERCCS5 e NFE2L2, observamos que nao
apresentaram diferenga significativa em ambos tratamento com relagdo a expressao do gene
B-ACTINA utilizado como controle. A expressdo do gene GADD454 tem seu nivel aumentado
em condi¢des de estresse e parada de crescimento ou em tratamento com agentes prejudiciais
ao DNA (GEIFMAN-HOLTZMAN et al., 2013), e o gene GADD153 tem nivel de expressao
alterada em resposta ao estresse do reticulo endoplasmatico (DMITRIEVA et al., 2005). O
gene ERCCS5 codifica uma proteina chave no reparo por excisdo de nucleotideos apoptose
(SILVA et al., 2013). O gene NFE2L?2 codifica um fator de transcricdo que ¢ um membro de
uma familia de proteinas basicas de ziper de leucinas. Este fator regula genes que contém
elementos de resposta antioxidantes em seus promotores, muitos destes genes codificam
proteinas envolvidas na resposta a lesdo ao DNA e producdo de radicais livres, com grande
importancia para o aumento da regulagdo coordenada de genes em resposta ao estresse
oxidativo (KUMAGALI et al., 2013). Os genes XPA, PCNA e ERCC), estdo envolvidos na
reparagdo de excisdo, respostas a danos no DNA (KUBOTA et al., 2013; MELIS et al., 2013).
O que demonstra que ambas formas de B-glucanas ndo causam estresse oxidativo, danos ou
parada de crescimento celular na concentracao utilizada em 6 horas de tratamento.

Em relagdo aos dados de expressdao de genes relacionados a apoptose, observamos que
houve redugdo significativa da expressdo dos genes BAK (3,44 vezes) e BCL-XL (2,46 vezes)
quando tratada com B-glucanas sulfatadas (5 pg/mL) por 6 horas. Porém quando tratados com
B-glucanas nao sulfatadas, estes genes nao apresentaram diferenga significativa de expressao.
Os genes BAX, BCL-2 e CASP-9 ndo apresentaram diferenga significativa de expressdo com
relagdo ao controle para ambos tratamentos. Os genes BAK e BCL-XL, juntamente com o0s
genes BAX, BCL-2 e outros fazem parte da familia BCL-2. BAK e BAX pertencem ao grupo
que codificam proteinas pro-apoptoticas com papel central na apoptose mediada por
mitocOndrias, as quais promovem a permeabilizagdo da membrana mitocondrial externa,

ativacao de caspases e morte celular. Os genes BCL-2, BCL-XL codificam proteinas que
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inativam as proteinas BAX e BAK, impedindo o processo apoptdticos fazendo parte do grupo
de proteinas antiapoptoticas. (SOMEYA et al., 2009). A reducao de expressao do gene BAK,
indica um aumento de proteinas antiapoptoticas em relacdo a proteinas pro-apoptoticas em
células tratadas com B-glucanas sulfatadas, mesmo havendo diminuicdo significativa na
expressdao de BCL-XL. Levando em consideracdo que a expressao de CASP-9 nao foi alterada
de maneira significativa, porém teve expressao reduzida 1,4 vezes para o tratamento com [3-
glucanas sulfatadas, podemos considerar que as células tratadas com esta concentracao de -
glucanas sulfatadas ndo se apresentaram danificadas e ndo entram em apoptose, sendo
desvantagem uma vez que se trata de linhagem de células cancerosas. Silva e colaboradores
(2013) estudaram a expressao de CASP-9 em células HepG2 quando tratadas por 6 horas com
B-glucanas ndo sulfatadas (50 pg/mL) extraidas de 4. blazei, e observaram que ndo houve
alteragdo significativa na expressdo deste gene, indicando que esta concentragdo no tempo
utilizado ndo causou danos as células, as quais ndo foram levadas a apoptose. No entanto, 3-
glucanas apresentam diferentes resultados em diferentes tipos celulares. Kim e colaboradores
(2009) investigaram a expressdo dos genes BCL-2, BAX e CASP-3 em células SNU-C4
tratadas com p-glucanas produzidas por fermentacdo de estirpe mutante da espécie
Aureobasidum. Os autores observaram que a expressdo do BCL-2 diminuiu 2 e 2,5 vezes
quando tratadas com 50 e 100 pg/mL de B-glucanas respectivamente. E a expressdao de BAX
foi aumentada em 1,7; 2,5 e 3,1 vezes quando tratadas com 10, 50 e 100 pg/mL de B-glucanas
respectivamente. A inducdo de apoptose foi confirmada através do ensaio de Tunel. Os
autores utilizaram as mesmas condig¢des da RT-PCR, tratamento com 10, 50 e 100 pg/mL de
B-glucanas por 24 horas, demonstrando o aumento de apoptose com o aumento da
concentracdo. Essa diferenca de resultado com relacdo ao presente trabalho se deu
provavelmente pelo tempo de tratamento, as formas das B-glucanas e a linhagem celular
utilizada.

Porém, alguns componentes das vias apoptdticas tem mostrado influencia no ciclo
celular, ou por modular a proliferacdo de uma forma bastante geral ou controlando as fases
especificas e também no metabolismo. Tanto BCL-2 quanto BCL-XL funcionam como
reguladores negativos do ciclo celular, BCL-2, através de inibigdo de CDK?2, atrasa a transi¢ao
G1/S, fungdo semelhante foi atribuida ao BCL-XL. Ja as proteinas BAX e BAD podem
estimular a progressao do ciclo celular. Estas fun¢des de regulacdo do ciclo para membros da
familia BCL-2 ¢ mediada por um dominio especifico da proteina que ndo participa na
regulacdo da apoptose. Além disso, proteinas da familia BCL-2 participam na regulagdo da

morfologia e dinamica mitocondrial tendo implicagdes importantes ndo s6 para a apoptose,
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mas também para as fungdes bioenergéticas de mitocondrias em diversas situagdes de estresse
(GALLUZZI et al., 2012). Tais informagdes sugerem que os resultados encontrados no ensaio
do MTT nao refletem a sobrevivéncia das células, mas sim o metabolismo energético.

Em relacdo aos genes de crescimento, remodelacdo do citoesqueleto em resposta a
estimulos extracelulares, motilidade celular, adesdo e metabolismo MAP2K6, ABLI, ABL2, e
GAPDH. Ao ser analisado a expressao de MAP2K6, foi observado que as células quando
tratadas com 5 pg/mL de B-glucanas ndo sulfatadas ndo apresentaram alteragdo significativa
na expressao de este gene (diminui¢do de 1,3 vezes). Porém, quando tratadas com 5 ug/mL de
B-glucanas sulfatadas, observamos que houve uma redugdo de 4,4 vezes na expressdo deste
gene. MAP2K6 codifica um membro da familia da proteina-quinase de dupla especificidade, o
MAP quinase quinase 6 (MAPKK6). MAPKK 6 também conhecidas como quinases
reguladas por sinais extracelulares, atua como um ponto de integracdo para varios sinais
bioquimicos. Esta proteina fosforila e ativa a p38 MAP quinase, em resposta a citoquinas
inflamatoérias ou estresse ambiental. Como um componente essencial da p38 MAP quinase ¢
mediada pela via de transducdo de sinal, este gene estd envolvido em muitos processos
celulares, tais como a parada de ciclo celular induzida pelo estresse, ativacao da transcrigdo e
a apoptose (KAUR et al., 2010). Isso nos indica que nestas condi¢des de tratamento,
principalmente com as (-glucanas sulfatadas, as células ndo tiveram a necessidade parar o
ciclo (como observado no ensaio de proliferagio RTCA), ndo estavam sobre estresse, (como
observado na expressao do gene NFE2L?2), e ndo houve necessidade de entrarem em apoptose.

Ao ser analisado a expressdo de ABLI, observamos que as células quando tratadas
com 5 pg/mL de B-glucanas sulfatadas e ndo sulfatadas apresentaram alteracdo significativa
na expressdo de este gene (9,8 e 2,1 vezes respectivamente). Nao houve diferenca na
expressao do gene ABL2 para ambos tratamento com relacdo a expressdo do gene
normalizados. A familia de ABL ndo receptoras de tirosina-quinases inclui ABLI e ABL2.
ABL]I esta localizado em varios locais celulares tais como nucleo, mitocondrias e reticulo
endoplasmatico, local onde interage com diversas proteinas celulares como quinases,
fosfatases, proteinas reguladoras de ciclo celular, fatores de transcri¢ao e citoesqueleto. Isso
faz com que o transcrito deste gene esteja envolvido em diversos processos celulares como
regulacdo do crescimento, sobrevivéncia celular, estresse oxidativo, respostas a danos e
migragdo celular (SZCZYLIK et al., 1991). A baixa expressdo deste gene sugere que as
células, ao final de 6 horas de tratamento com [-glucanas, principalmente sulfatadas,
modulam para a reducdo de danos e estresse. Para tratamentos com ambas P-glucanas (5

png/mL), nao houve diferenga na expressao do gene GAPDH. Porém, testes pilotos indicaram
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que em tempos de exposicdo € concentragdes maiores, para o tratamento com B-glucanas
sulfatadas (dados nao apresentados) houve reducao na expressdao deste gene. Segundo
Jurczynska e colaboradores (2012), B-glucanas participam do processo de reparo,
desintoxicacdo, neutraliza condigdes patologicas de estresse oxidativo e interferem no
metabolismo. Também tem potencial para suplementacdo de alimentos com beneficios
antioxidantes (KOFUIJI et al., 2012). Contudo a diferenca pode estas na concentracdo de [3-
glucanas e tempo de tratamento utilizados.

De maneira geral, ao analisar a diferenga de expressdo modulada por ambas formas de
B-glucanas, observa-se diminui¢do de expressao de genes relacionados a apoptose, resposta de
estresse celular e respostas a danos no DNA para o tratamento com [B-glucanas sulfatadas,
apenas o gene ABLI, relacionado ao estresse oxidativo e danos no DNA teve modulagdo de
expressdo significativa para o tratamento com B-glucanas ndo sulfatadas, estes resultados,
juntamente com os resultados dos demais ensaios indicam maior poténcia de resposta para a
moléculas sulfatadas.

Desta forma, os resultados obtidos sugerem que ambas as formas de [B-glucanas
extraidas de A. brasiliensis expostas a células MCF-7 ndo inibiram a proliferacdo celular de
forma importante com exce¢do da concentracdo mais alta de B-glucanas sulfatada, e nao
apresentaram genotoxicidade, sendo um ponto negativo por ser linhagem tumoral. Porém
quando B-glucanas sulfatadas foram associadas a DXR 1 uM no MTT, observou-se que houve
potencializacdo dos danos no DNA causados pela DXR, assim como observado no ensaio de
proliferagio RTCA (menos evidentes uma vez que a dose de DXR foi de 0,5 uM). Esta
potencializagdo indica que as P-glucanas, principalmente sulfatadas, podem ser bons
candidatos a atuarem como adjuvante a doxorrubicina para tratamento de portadores de
cancer de mama sendo este um ponto positivo.

A diferenca dos resultados encontrada nos ensaios do MTT e do Vermelho Neutro
sugere que ambas formas de B-glucanas, principalmente a sulfatada, modulam o metabolismo
mitocondrial, o qual ndo foi suficiente para alterar de forma importante a proliferacdo celular.
Esta diferenca entre os ensaios de citotoxicidade também refor¢a a importancia da utilizagao
de ensaios com diferentes mecanismos para ter resultados mais confidveis. Os dados de
expressao génica sugerem que existe diferenca na modulacao de expressdao de genes entre as
duas formas de B-glucanas e que nas condigdes estudadas, ambas formas de B-glucanas nao
interferem no ciclo celular, as células ndo se apresentaram com danos no DNA ou estresse
consideravel e ndo houve indugdo de apoptose, sendo o contrario, mesmo a dose sendo baixa

em curto periodo de tempo, as modulagdes dos genes ABL-1 ¢ MAP2K6 surgem que células
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tratadas com B-glucanas, principalmente sulfatadas apresentaram modulacao para redugao de

danos ou estresse.
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IV. CONSIDERACOES FINAIS

As B-glucanas tem apresentado diversos fatores importante a saude humana. In vitro,
tem demonstrado efeitos antigenotdxicos, antimutagénicos e anticlastogénicas entre outros. /n
vivo, tem demonstrado efeitos antimutagénicos, imunomoduladores, protecao contra infecgdes
bacterianas, ativadora do sistema imune e tem efeitos benéficos quando administrado como
adjuvante a terapias aumentando sua eficiéncia e diminuindo seus efeitos colaterais. Estas e
outras propriedades de B-glucanas chamaram a atencdo da industria quimica e pesquisadores
para modifica¢des e busca de novos potenciais a estas moléculas. A insolubilidade em meio
aquoso era um obstidculo para sua utilizagdo clinica e a sulfatacdo torna esta molécula
consideravelmente mais soluvel. Artigos tém demonstrado que a sulfatacdo também traz
novos efeitos tais como inibi¢do de virus da dengue e potencializacdo de efeitos como
anticoagulante, antitumoral entre outras.

No presente estudo, foi avaliado a viabilidade celular, genotoxicidade, cinética de
proliferacdo e expressdao de genes relacionados ao ciclo celular, apoptose, danos ao DNA,
estresse e metabolismo. Os resultados obtidos sugerem que ambas as formas de -glucanas
interferem no metabolismo mitocondrial sendo que B-glucanas sulfatadas apresentam maior
toxicidade e poténcia de a¢ao. Quando estudado a viabilidade celular através da incorporagao
do Vermelho Neutro, os resultados demonstram que ndo hé interferéncia de viabilidade por
parte de B-glucanas ndo sulfatadas, entretanto ha interferéncia apos 24 horas por parte de -
glucanas sulfatadas, novamente demonstrando a maior poténcia de agdo. Nos estudos
associados no MTT (metabolismo), as P-glucanas sulfatadas apresentaram interferéncia
significativa nos efeitos dos indutores de danos. Quando estudado a cinética de proliferagao
celular, apenas a concentragdo mais alta de B-glucanas sulfatadas em 72 horas apresentou
inibi¢do significativa de proliferacdo. Os dados de expressdo génica sugerem que,
primeiramente, existe diferenca na modulagdo de expressao de genes entre as duas formas de
B-glucanas e que nas condigdes estudadas, ambas formas de B-glucanas, principalmente as
sulfatadas ndo interferem no ciclo celular, ndo causam danos no DNA ou estresse
consideravel e ndo ha inducdo de apoptose sendo um pondo negativo, uma vez que foi
utilizado em linhagem tumoral.

A andlise de expressdo génica demonstrou que P-glucanas sulfatadas modulam a
expressao de genes que ndo sdo modulados significativamente por B-glucanas ndo sulfatadas,
0 que demonstra a maior poténcia de resposta de B-glucanas sulfatadas. Porém, a utilizagdo de

dose baixa e tempo curto sdo insuficientes para a compreensao satisfatoria de mecanismos



57

moleculares. Para maior compreensdao dos mecanismos moleculares utilizados por ambas
formas de B-glucanas, ¢ importante novos estudos com doses e tempos de tratamentos

diferentes.
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Tabela 1 — Valores de absorbancia em 540 nm (média = desvio padrao) para o tratamento
com as diferentes concentragdes (5 a 100 pg/mL) de B-Glucanas Sulfatadas e
Nao-Sulfatadas e os controles e controles DXR 1 uM no Ensaio do MTT em
células MCF-7.

24 Horas f-Glucanas Sulfatadas f-Glucanas Nao-Sulfatadas
Abs. Media Desvio Padrio Abs Meadia Desvio Padrio
Controle 1,026 + 0,073 1,011 == 0,057
5 pg/mL 0852 + 0,048 0,943 + 0,050
10 pg/ml. 0,741 + 0,041 0,819 = 0,040
15 pg/mL 0,644 + 0,048 0,776 + 0,050
25 pg/ml 0. 388 + 0,043 0,757 = 0,048
50 pg/mL 0.473 + 0,047 0,718 + 0,045
75 pg/mlL 0. 382 + 0,036 0,618 + 0,044
100 pg/mT 0,407 + 0,039 0,609 + 0,050
DXE 1 uM 0477 + 0,036 0472 + 0,044
42 HORAS p-Glucanas Sulfatadas p-Glucanas Nio-Sulfatadas
Abs. Media Desvio Padrio Abs. Media Desvio Padrio
Controle 1434 + 0,053 1,399 + 0,054
5 pg/mlL 1,275 + 0,074 1,423 + 0,084
10 pg/mL 1,132 + 0,020 1,192 + 0,043
15 pg/mL 0,932 + 0,034 1,133 + 0,039
25 pg/ml. 0,808 + 0,038 1,127 + 0,050
50 pg/ml 0,609 + 0,032 1.061 - = 0,026
75 pg/mL 0,502 + 0,030 0,929 + 0,034
100 pg/ml 0 466 + 0,037 0839 - = 0018
DXE 1 uM 0,363 + 0,011 0,357 & 0,038
72 HORAS f-Glucanas Sulfatadas f-Ghucanas Nao-5Sulfatadas
Abs. Meédia Desvio Padrio Abs. WMadia Deszvio Padrio
Controle 1,845 + 0,206 1,940 + 0,098
5 pg/mlL 1.673 + 0,073 2018 - = 0,069
10 pg/ml. 1,517 + 0,078 1,599 + 0,057
15 pg/mL 1324 + 0,055 1,676 + 0,061
25 pg/ml 1,105 + 0,037 1,631 == 0,079
50 pg/mlL 0. 878 + 0,068 1,554 + 0,074
75 pg/ml. 0.670 + 0,110 1.440 = 0118
100 pg/mL 0,726 + 0,024 1,331 + 0,080
DXE 1 uM 0,249 + 0,033 0,260 = 0.042
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Tabela 2 — Valores de absorbancia em 540 nm (média + desvio padrdo) para o tratamento
com duas concentragdes (50 e 100 pg/mL) de B-Glucanas Sulfatadas e Nao-
Sulfatadas e estas concentracdes associadas a doxorrubicina (DXR 1 puM),
juntamente com os controles e controles DXR 1 uM no Ensaio do MTT em
células MCF-7.

24 Horas p-Glucanas Sulfatadas p-Glucanas Nao-Sulfatadas
Media Desvie Padrio Media Deswvie Padric
Controle 1,123 + 0,111 1123 =+ 0,111
50 pg/mL 0,574 + 0,094 0,841 = 0,010
50 pg/ml+DXE 1 uM 0,306 + 0.041 0421 = 0,078
DXER 1 pyM 0,548 + 0,020 0,548 = 0,020
B-Glucanas Sulfatadas B-Glucanas Nao-Sulfatadas
Media Desvio Padrao Media Desvio Padrao
Controle 1,134 + 0.050 1134 =+ 0,050
100 pg/ml 0,507 + 0,017 0,642 = 0,078
L '"‘g'mluﬁﬂ 0200 = 0,041 0444 = 0007
DXER 1 pyM 0,548 + 0,010 0,687 =+ 0,010
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Tabela 3 — Valores de absorbancia em 540 nm (média = desvio padrao) para o tratamento
com as diferentes concentragdes de B-Glucanas Sulfatadas e Nao-Sulfatadas nas
concentragdes de 5, 50, 100 pg/mL e a associacdo da concentragdo de 100
pg/mL + DXR 0,5 uM, e os controles e controle DXR 0,5 uM no Ensaio do
Vermelho Neutro em células MCF-7.

24 Horas p-Glucanas Sulfatadas B-Glucanas Nao-Sulfatadas
Abs. Média Desvio Padrido Abs. Média Desvio Padrio
Controle 0,904 + 0,042 0,904 + 0,042
5 pg/mL 0,957 + 0,022 0895 + 0,030
50 pg/mL 0845 + 0031 0876 + 0,033
100 pg/ml 0,854 + 0,020 0876 + 0,036
100
pg/ml+DXR 0,700 + 0,036 0643 + 0076
0.5 uM
DXE 0.5 pid 0,657 + 0,027 06357 + 0.027
48 HORAS p-Glucanas Sulfatadas f-Glucanas Nao-Sulfatadas
Abs. Meédia Desvio Padrio Abs. Média Desvio Padrio
Controle 0,318 + 0,023 0318 + 0,023
5 pg/mlL 0,312 + 0,020 0300 + 0,035
30 pg/ml. 0314 + (0,028 0302 == 0026
100 pg/mL 0,304 + 0,033 0302 + 0,035
100
pg/ml +DXE 0,149 =S 0,030 0,152 + 0,034
0.3 ud
DXR 05 i 0,164 + 0,053 0,164 + 0,053
72 HOBAS p-Glucanas Sulfatadas p-Glucanas Nao-Sulfatadas
Abz. Meédia Desvio Padrio Abs. Media Desvio Padrio
Controle 0.409 + 0013 0. 409 + 0013
5 pg/ml 0,407 + 0,031 D411 + 0,040
50 pg/mL 0,391 + 0,032 0,402 + 0,039
100 pg/mL 0,377 + 0,011 0385 + 0,013
100
pg/ml+DXR 0,089 + 0,032 0039 + 0,024
0.5 uM
DXE 0.5 pi 0,080 + 0,041 0080 + 0.041
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Tabela 4 — Valores de absorbancia em 414 nm (média = desvio padrao) para o tratamento
com as concentragdes de 25, 50 e 100 ng/mL de B-Glucanas Sulfatadas e Nao-
Sulfatadas, o controle e controle positivo (lise com Triton 2 pl/mL) em
eritrocitos no Ensaio de Hemolise.

24 Horas B-Glucanas Sulfatadas p-Glucanas Nao-Sulfatadas
Media Desvio Padrio Media Desvio Padrio
Controle 0,190 + 0,013 0.190 + 0,013
25 pg/ml 0,215 % 0,010 0,179 + 0,003
50 pe/ml 0,210 + 0,007 0.185 + 0.010
100 ug/mL 0,217 + 0,008 0.194 + 0.007
Triton 2 pl/mL 8.660 + 0376 8.660 + 0.376

Tabela 5 — Valores de score (média £ Desvio Padrao) apos trés horas de tratamento com as
concentragdes de 5, 50 e 100 pg/mL de B-Glucanas Sulfatadas e Nao-Sulfatadas
e a concentracdo de 100 pg/mL associado a DXR 1 uM, juntamente com os
controles e controles DXR1 uM em células MCF-7 no Ensaio do Cometa.

3 Homas f-Glucanas Sulfatadas p-Glucanas Nao-Sulfatadas
Media Desvio Padrio Media Desvio Padrio
Controle 18,00 + 1,732 16,333 + 5,033
5 pg/ml. 17,33 + 2,300 19,333 + 1,154
30 pgimL 2033 + T.637 17,333 + 5839
100 pg/ml 28.33 + 4932 15,333 + 4 725
100 ug/mL +DXR1 | o790 = 7810 10100 = 1732
ubd
DXE 1 yM 112 + 6 111.00 + 6082
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Tabela 6 — Valores normalizados de impedancia para ambas formas de B-Glucanas nas
concentragdes de 5, 50 e 100 pg/mL tendo a mais alta também associada a
doxorrubicina 0,5 pM e os controles e controles DXR 0,5 uM no Ensaio do
proliferacdo em tempo real (RTCA). O quadro representa leitura de cada 6 horas.
Ap6s o tratamento, o indice celular foi normalizado. (Leitura foi realizada a cada
30 minutos durante 96 horas) em células MCF-7.

f-Glucanas Sulfatadas B-Glucanas Nao-Sulfatadas Controles
100 100
30 100 ug/ml 3 50 100 ug'mL DXR 0,5
Tempe(hh:mm:ss) | 5 pg/ml e -+ng1' il [ i e -+ng]' Controle M ’
0.5 uM 05 p
00:00:00 0 ] 0 0 0 0 0 ] 0 0
00:00:12 -0,001 00002 00016 -0,0014 0 0,0008 00009 00001 | 00012 00017
06:11:17 03824 03777 03982 03912 (03863 03885 03937 035984 | 04135 04112
12:11:19 05991 05866 06101 06047 [0,6035 06055 06016 06143 | 06236 06264
18:11:23 0, 7864 07739 08006 07992 (07986 07942 078 08071 | 08113 028131
24:41:28 1,022 10019 10238 10305 | 1,0275 10181 10135 10392 ( 10464 10485
Tratamento
Indice
Nomalizado 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
30:52:40 1.2467 13165 12706 13034 | 1,1881 11711 11369 11416 | 1204 12114
36:33:00 1,5269 1,6202 15564 1.42 L4705 14255 13686 12407 [ 14844 13524
42:53:22 18763 19703 18698 13117 | 1,8239 17520 1,671 12315 18257 13301
48:52:38 2204 23859 22582 10244 | 22199 21595 20367 10901 [ 22394 11845
54:53:18 27804 2842 2656 05168 | 26843 26777 24897 07021 | 27282 07788
60:33:34 34063 34006 31297 01613 (32378 33224 30542 0326 | 33321 03703
66:33:56 41943 41304 37339 00117 [ 39482 41473 37878 00882 | 41053 01108
T2:54:12 53,1466 53,0927 45107 -0,0856 | 48764 51631 47384 -00292] 5084 -0,0191
T8:54:36 62989 62084 54673 01241 [ 5976 63365 38428 -00847| 62369 -0,0798
84:54:48 75974 74808 66352 0141 | 72301 7271 70969 -0,1111| 76203  -0,1096
90:34:30 90213 89712 80369 -0,1513 (87251 92815 84239 -0,1266| 92089 -0,1267
96:55:06 10,5875 105905 94543 -01612 | 10413 109173 98284 -01377( 109051 -0,1359
102:54:30 11,9952 12,138 10,7483 -0,1659 |122965 125049 112056 -0,1473 ( 124223 -0,1513
108:54:32 12,8095 130391 11,5168 -0.1697 |133848 133068 119013 -0,1513 ( 13,0392 -0,1577
114:54:40 132858 135696 12,1427 -01736 | 14014 136794 123204 _01359) 132638 -0.1651
120:24:34 134704 139121 126632 -01762 (14,1924 1382 125399 -01381( 13322 -0.1639
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Quadro 1 — Resultados do RTg-PCR em tempo real dos genes estudados em células MCF-7

quando tratadas com 5 pg/mL de B-Glucanas sulfatadas e nao sulfatadas durante

6 horas.
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle B-G Sulf. Eficiéncia Média | Delta Cq EAC Razdo
BAX Eficiéncia 2 1,963 1,981
Cq 24,82 25,19 -0,37 [0,77652
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 0,724519
Cq 17,46 17,56 0,10 1,071773
Controle x B-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle | -G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EA¢d Razdo
BAX Eficiéncia 2 2 2
Cq 24,82 25,17 -0,35 10,7845841
ACTINA Eficiéncia 2 1,98 1,99 0,9191274
Cq 17,46 17,69 -0,23 1 0,8536184
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle B-G Sulf. Eficiéncia Média | Delta Cq EAC Razao
BAK Eficiéncia 2 1,967 1,983
Cq 25,78 27,70 -1,92 | 0,2686213
-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 0,287901
Cq 17,46 17,56 -0,10 0,933033
Controle x B-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle | B-G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EAC Razao
BAK Eficiéncia 1,935 1,89 1,912
Cq 25,78 26,27 -0,49 [0,7278987
-ACTINA Eficiéncia 2 1,98 1,99 0,852721
Cq 17,46 17,69 -0,23 | 0,8536184
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle B-G Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EACd Razio
BCL-2 Eficiéncia 2 1,9 1,95
Cq 29,87 30,44 -0,57 10,6834083
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 0,732459
Cq 17,46 17,56 -0,10 0,933033
Controle x f-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle | -G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EACd Razao
BCL-2 Eficiéncia 2 1,997 1,998
Cq 29,87 29,92 -0,05 10,9659847
$-ACTINA Eficiéncia 2 1,98 1,99 1,131635
Cq 17,46 17,69 -0,23  10,8536184
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle | (-GSulf. | Eficiéncia Média | DeltaCq | EA Raziio




71

BCL-XL Eficiéncia 1,861 1,976 1,918
Cq 26,06 27,47 -1,41 0,3991935
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 0,427845
Cq 17,46 17,56 -0,10 0,933033
Controle x f-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle | B-G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EA% Razéo
BCL-XL Eficiéncia 1,861 2 1,930
Cq 26,06 26,25 -0,19 10,8825597
$-ACTINA Eficiéncia 2 1,98 1,99 1,033904
Cq 17,46 17,69 -0,23  10,8536184
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle B-G Sulf. Eficiéncia Média | Delta Cq EACd Razao
CASP-9 Eficiéncia 1,8 1,858 1,829
Cq 29,08 29,72 -0,64  |0,6794902
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 0,72826
Cq 17,46 17,56 -0,10 0,933033
Controle x f-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle | B-G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EACd Razao
CASP-9 Eficiéncia 1,8 2 1,9
Cq 29,08 29,24 -0,16 | 0,9024007
$-ACTINA Eficiéncia 2 1,98 1,99 1,057148
Cq 17,46 17,69 -0,23  10,8536184
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle B-G Sulf. Eficiéncia Média | Delta Cq EACe Razao
GADD454 | Eficiéncia 1,935 2 1,967
Cq 28,43 28,35 0,08 1,0556121
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 1,392888
Cq 17,50 17,90 -0,40 | 0,7578583
Controle x f-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle | B-G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EACe Razao
GADD454 | Eficiéncia 1,935 1,991 1,963
Cq 28,43 28,50 -0,07 0,953884
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 1,103346
Cq 17,50 17,71 -0,21 0,8645372
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle B-G Sulf. Eficiéncia Média | Delta Cq EA% Razdo
GADD]53 | Eficiéncia 1,897 2 1,948
Cq 26,40 26,26 0,14 1,0978486
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 1,44862
Cq 17,50 17,90 -0,40 | 0,7578583
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Controle x f-Glucanas Nao-Sulfatadas

Controle | B-G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EACe Razao
GADD]53 | Eficiéncia 1,897 2 1,948
Cq 26,40 26,38 0,02 1,0134254
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 1,172217
Cq 17,50 17,71 -0,21 0,8645372
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle B-G Sulf. Eficiéncia Média | Delta Cq EACd Razao
P53 Eficiéncia 1,917 1,979 1,948
Cq 22,32 23,61 -1,29  10,4230876
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 0,558267
Cq 17,50 17,90 -0,40 | 0,7578583
Controle x f-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle | B-G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EACd Razao
P53 Eficiéncia 1,917 2 1,958
Cq 22,32 22,63 -0,31 0,8119664
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 0,939192
Cq 17,50 17,71 -0,21 0,8645372
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle B-G Sulf. Eficiéncia Média | Delta Cq EAC Razao
Eficiéncia 2 2 2
CHECK1
Cq 26,08 25,73 0,35 1,2745606
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 1,681793
Cq 17,50 17,90 -0,40 | 0,7578583
Controle x f-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle | B-G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EACe Razao
Eficiéncia 2 1,956 1,978
CHECK Cq 26,08 25,81 0,27 1,2022121
- ACTINA Eficiéncia 2 2 2 1,390585
Cq 17,50 17,71 -0,21 0,8645372
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle B-G Sulf. Eficiéncia Média | Delta Cq EA% Razdo
CHECK2 Eficiéncia 2 2 2
Cq 25,56 25,87 -0,31 0,8066418
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 1,06437
Cq 17,50 17,90 -0,40 | 0,7578583
Controle x f-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle | B-G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EACd Razao
CHECK2 Eficiéncia 2 2 2
Cq 25,56 25,78 -0,22 1 0,8585654
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$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 0,993092
Cq 17,50 17,71 -0,21 0,8645372
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle B-G Sulf. Eficiéncia Média | Delta Cq EACd Razao
XPA Eficiéncia 2 2 2
Cq 27,90 27,93 -0,03  [0,9794203
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 1,292353
Cq 17,50 17,90 -0,40 | 0,7578583
Controle x f-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle | B-G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EACd Razao
XPA Eficiéncia 2 2 2
Cq 27,90 28,08 -0,18 0,882703
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 1,021012
Cq 17,50 17,71 -0,21 0,8645372
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle B-G Sulf. Eficiéncia Média | Delta Cq EACe Razao
PCNA Eficiéncia 2 1,991 1,995
Cq 23,14 23,27 -0,13  10,9141289
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 1,2062
Cq 17,50 17,90 -0,40 | 0,7578583
Controle x f-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle | B-G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EACe Razao
PCNA Eficiéncia 2 1,986 1,993
Cq 23,14 23,17 -0,03  0,9795233
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 1,133003
Cq 17,50 17,71 -0,21 0,8645372
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle B-G Sulf. Eficiéncia Média | Delta Cq EA% Razdo
ERCCS Eficiéncia 1,922 1,944 1,933
Cq 24,27 24,12 0,15 1,1039128
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 1,456622
Cq 17,50 17,90 -0,40 | 0,7578583
Controle x f-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle | B-G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EACd Razao
ERCCS Eficiéncia 1,922 2 1,961
Cq 24,27 24,43 -0,16 | 0,8978496
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 1,038532
Cq 17,50 17,71 -0,21 0,8645372
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Controle x B-Glucanas Sulfatadas

Controle B-G Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EACe Razio
NFE2L2 Eficiéncia 2 2 2
Cq 28,67 29,29 -0,62 [ 0,6506709
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 0,858565
Cq 17,50 17,90 -0,4 0,7578583
Controle x f-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle | B-G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EA% Razao
NFE2L2 Eficiéncia 2 2 2
Cq 28,67 28,81 -0,14 1 0,9075192
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 1,049717
Cq 17,50 17,71 -0,21 0,8645372
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle B-G Sulf. Eficiéncia Média | Delta Cq EACd Razao
ABLI Eficiéncia 1,971 2 1,985
Cq 31,02 35,11 -4,09 |0,0605563
ACTINA Eficiéncia 2 1,934 1,967 0,068398
Cq 16,79 16,97 -0,18  10,8853505
Controle x f-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle | B-G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EACd Razao
ABLI Eficiéncia 1,971 2 1,985
Cq 31,02 32,38 -1,36 1 0,3935915
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 0,487938
Cq 16,79 17,10 -0,31 0,8066418
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle B-G Sulf. | Eficiéncia Média | DeltaCq | E*“ Razio
ABL2 Eficiéncia 2 1,953 1,976
Cq 28,36 29,03 -0,67 | 0,6336111
- ACTINA Eficiéncia 2 1,934 1,967 0,715661
Cq 16,79 16,97 -0,18  10,8853505
Controle x f-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle | B-G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EACe Razao
ABL2 Eficiéncia 2 1,928 1,964
Cq 28,36 28,52 -0,16 0,89763
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 1,112799
Cq 16,79 17,10 -0,31 0,8066418
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle B-G Sulf. Eficiéncia Média | Delta Cq EA% Razdo
MAP2KG Eficiéncia 1,935 2 1,967
Cq 26,87 29,24 -2,37  10,2012258
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$-ACTINA Eficiéncia 2 1,934 1,967 0,227284
Cq 16,79 16,97 -0,18  10,8853505
Controle x f-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle | B-G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EA% Razdo
MAP2K6 Eficiéncia 1,935 2 1,967
Cq 26,87 27,49 -0,62 [ 0,6574176
-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 0.815006
Cq 16,79 17,10 -0,31 0,8066418
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle B-G Sulf. Eficiéncia Média | Delta Cq EACd Razao
CCNA2 Eficiéncia 2 1,948 1,974
Cq 22,93 22,70 0,23 1,1693105
$-ACTINA Eficiéncia 2 1,934 1,967 1,320732
Cq 16,79 16,97 -0,18  10,8853505
Controle x f-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle | B-G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EACd Razao
CCNA2 Eficiéncia 2 2 2
Cq 22,93 22,89 0,04 1,0281138
BACTINA |—iciencia 2 2 2 1,274561
Cq 16,79 17,10 -0,31 0,8066418
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle B-G Sulf. Eficiéncia Média | Delta Cq EACe Razao
CCNBI Eficiéncia 2 1,98 1,99
Cq 21,29 21,39 -0,10 1 0,9335008
$-ACTINA Eficiéncia 2 1,934 1,967 1,054386
Cq 16,79 16,97 -0,18  10,8853505
Controle x f-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle | B-G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EACe Razao
CCNBI Eficiéncia 2 2 2
Cq 21,29 21,17 0,12 1,0867349
$-ACTINA Eficiéncia 2 2 2 1,347234
Cq 16,79 17,10 -0,31 0,8066418
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle B-G Sulf. Eficiéncia Média | Delta Cq EACd Razao
CCNEI Eficiéncia 1,922 2 1,961
Cq 26,82 26,94 -0,12  10,9223647
$-ACTINA Eficiéncia 2 1,934 1,967 1,041807
Cq 16,79 16,97 -0,18  10,8853505
Controle x f-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle ‘ B-G Nao-Sulf. ‘ Eficiéncia Média | Delta Cq EACd Razao
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CCNE] Eficiéncia 1,922 2 1,961
Cq 26,82 26,87 -0,05 [ 0,9668879
Eficiéncia 2 2 2
B-ACTINA 1,198658
Cq 16,79 17,10 -0,31 0,8066418
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle B-G Sulf. Eficiéncia Média | Delta Cq EACd Razao
CCND] Eficiéncia 2 1,892 1,946
Cq 23,32 24,04 -0,72  10,6191803
Eficiéncia 2 1,934 1,967
B-ACTINA 0,699362
Cq 16,79 16,97 -0,18  10,8853505
Controle x f-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle | B-G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EACd Razao
CCNDI Eficiéncia 2 1,903 1,951
Cq 23,32 23,60 -0,28  10,8293311
Eficiéncia 2 2 2
B-ACTINA 1,028128
Cq 16,79 17,10 -0,31 0,8066418
Controle x B-Glucanas Sulfatadas
Controle B-G Sulf. Eficiéncia Média | Delta Cq EACd Razao
GAPDH Eficiéncia 2 1,907 1,953
Cq 16,96 17,41 -0,45 | 0,7399187
Eficiéncia 2 1,934 1,967
B-ACTINA 0,835735
Cq 16,79 16,97 -0,18 1 0,8853505
Controle x B-Glucanas Nao-Sulfatadas
Controle | B-G Nao-Sulf. | Eficiéncia Média | Delta Cq EACe Razao
GAPDH Eficiéncia 2 1,914 1,957
Cq 16,96 17,20 -0,24 1 0,8511737
Eficiéncia 2 2 2
S-ACTINA 1,055207
Cq 16,79 17,10 -0,31 0,8066418
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Figura 1 — Imagem representativa para avaliagdo da integridade do RNA, indicando o
rRNA 28S e 18S. RNA total isolado de células MCF-7 apos tratamento por 6
horas com ambas formas de B-Glucanas.

B-Glucanas CN p-Glucanas
Sulfatadas Nao-Sulfatadas

Tabela 7 — Quantificagdo de RNA por espectrofotometro. Extragdo de RNA de células
MCEF-7, repetigdes 1, 2 e 3 para os tratamentos com ambas formas de B-Glucanas
e o controle durante 6 horas de tratamentos.

Rl R2 R3
Tratamento ngul Razdo ng/ul Fazdo ngul Fazdo
Controle 3971 2.03 5789 2.10 5519 2,08
f-Glucanas Nao Sulfatadas | 426,1 2.03 5768 208 5577 2,08
B-Glucanas Sulfatadas 408.1 2.04 3653 2.08 3943 2.08
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Quadro 2 — Micrografias de células MCF-7 tratadas com diferentes concentragoes (5, 50 100
pg/mL e 100 pg/mL associado a DXR 0,5 uM) de ambas formas de B-Glucanas e
os respectivos controle e controle DXR 0,5 uM por 24 horas de tratamento.
Micrografias obtidas pelo aparelho FLoid® Cell Imaging Station.

24 Horas

[j-Glucanas Nao Sulfatadas

Controles

p-Glucanas Sulfatadas
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Quadro 3 — Micrografias de células MCF-7 tratadas com diferentes concentragoes (5, 50 100
pg/mL e 100 pg/mL associado a DXR 0,5 pM) de ambas formas de B-Glucanas
e os respectivos controle e controle DXR 0,5 uM por 48 horas de tratamento.
Micrografias obtidas pelo aparelho FLoid® Cell Imaging Station.

48 Horas

f-Glucanas Nio Sulfatadas

Controles

f-Gilucanas Sulfatadas
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Quadro 4 — Micrografias de células MCF-7 tratadas com diferentes concentragdes (5, 50 100
pg/mL e 100 pg/mL associado a DXR 0,5 uM) de ambas formas de B-Glucanas e
os respectivos controle e controle DXR 0,5 uM por 72 horas de tratamento.
Micrografias obtidas pelo aparelho FLoid® Cell Imaging Station.

72 Horas

p-Glucanas Niio Sulfatadas

p-Cilucanas Sulfatad as
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Figura 1 — Etapas do ensaio do Cometa. Da suspengdo celular até a analise em microscopia
de fluorescéncia, mostrando as quatro classes de danos ao DNA; 0, 1,2 e 3.

Centrifugado
Suspensdo celular Lise
_ Agarose LMP
L - - & - - -
|\1/J | ‘
N
!
Excitagio 515-560 Desnaturagao
Barreira 590nm Eletroforese
BrEt (0,002
mg/ml )
NN

Figura 2 — As quatro classes de danos ao DNA; 0, 1, 2 e 3 no Ensaio do Cometa — Células
MCEF-7 deste trabalho.




