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RESUMO

As B-glucanas sdo polissacarideos extraidos da parede celular de diversos organismos.
Composto este que atraiu a atengdo devido a suas propriedades medicinais. O objetivo
do presente estudo foi de testar o efeito genotdxico e ou antigenotoxico de BG extraidas
de Agaricus blazei e cevada, contra agentes genotdxicos diretos (Metil metanosulfonato
-MMS, Ara-C, BPDE, H,0,, Bleomicina, Doxorubicina) e indiretos (Trp-p-2,
Benzo[a]pireno — B[a]P, 2-aminoantraceno - 2AA), através do ensaio do cometa,
micronucleo (somente a BG de Agaricus blazei) e aberracées cromossdmicas (somente
cevada). Também foram realizados diferentes tipos de tratamento para obtermos
informagdes sobre os possiveis mecanismos de acdo da BG. Os resultados
demonstrados no primeiro trabalho mostraram que a BG de cevada apresentou eficiente
reducdo dos danos causados pelo MMS, 2-AA e Ara-C nas linhagens HTC e CHO-k1
avaliadas pelo teste de aberragdes cromossdmicas. No segundo trabalho, mostrou-se
através do teste do cometa que a BG de Agaricus blazei reduziu os danos causados pelo
Trp-p-2, H,0, porem ndo do BPDE em linf6citos humanos. O terceiro trabalho avaliou
pelo teste do cometa que a BG de cevada reduziu na linhagem HepG2 os danos
causados pelo B[a]P em diferentes fases de tratamento. No quarto trabalho, ficou
demonstrado pelo teste do cometa e do micronticleo que a BG de Agaricus reduziu
eficientemente a migracdo de DNA e a formag¢do de microndcleos induzidos pelo B[a]P
em diferentes protocolos de tratamento na linhagem HepG2, por ultimo no quinto
trabalho foi evidenciado que polissacarideos de parede de Agaricus e BG extraidas dos
mesmos apresentaram efeito protetor contra os danos induzidos pela bleomicina,

doxorubicina, e H,O,, efeito protetor que aumenta conforme a matura¢do do cogumelo.



Desta maneira, sugere-se que a BG é um eficiente protetor do material genético,
protegendo o DNA de células tratadas com diversos compostos mutagenicos,
protegendo principalmente por um mecanismo de desmutagénese, entretanto resultados
obtidos nos nossos estudos ndo permitam a exclusio de um mecanismo de bio-
antimutagenese. Isso tudo possibilita em um futuro préoximo a adi¢do de BG na
alimentagd@o para o seu uso como um agente quimiopreventivo, entretanto para isso mais

estudos precisam ser realizados.
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Abstract

B-glucans are polussacharides extracted of the cellular wall of several organisms.
Composed this that attracted the attention due to their medicinal properties. The
objective of the present study was to test the genotoxic and/or antigenotoxic effect of
BG extracted of Agaricus blazei and barley, against agents direct genotdxicos (Methyl
methanesulfonate -MMS, Ara-C, BPDE, H202, Bleomycin, Doxorubycin) and indirect
(Trp-p-2, Benzol[a]pireno - B[a]P, 2-aminoanthracen - 2AA), through the comet assay,
micronuclei (only the BG of Agaricus blazei) and chromossomal aberration (only
barley). Also different treatment types were accomplished for us to obtain information
on the possible mechanisms of action of BG. The results demonstrated in the first work
showed that barley BG presented efficient reduction of the damages caused by MMS, 2-
AA and Ara-C in the lineages HTC and CHO-k1 for the chromossomal aberrations. In
the second work, it was shown through the comet assay that BG of Agaricus blazei
reduced the damages caused by Trp-p-2, H202 but not of BPDE in human lymphocytes.
The third work evaluated by the comet assay that barley BG reduced in the lineage
HepG2 the damages caused by B[a]P in different treatment phases. In the fourth work, it
was demonstrated by the comet and micronucleus assay that BG of Agaricus reduced
the migration of DNA and the microntdcleos formation efficiently induced by B[a]P in
different treatment protocols in the lineage HepG2, for last, in the fifth work was
evidenced that polissacharides of wall of Agaricus and BG extracted of the same ones
presented protecting effect against the damages induced by the bleomicina,
doxorubicina, and H202, protecting effect that it increases according to the maturation

of the mushroom.
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Of this it sorts things out, he/she suggests himself that BG is an efficient protector of the
genetic material, protecting DNA of cells treated with composed several mutagenicos,
protecting mainly for a desmutagénese mechanism, however results obtained in our
studies don't allow the exclusion of a bio-antimutagenese mechanism. That everything
makes possible in a close future the addition of BG in the feeding for his/her use as an

agent quimiopreventivo, meantime for that more studies need to be accomplished.
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1. Introducao

O Século XX e inicio do século XXI t€m sido caracterizados por um significante
aumento na expectativa de vida e por uma revolucdo nas principais causas de morte de
sua populagdo (DE FLORA et al., 2005). Durante séculos a populagdo humana fora
dizimadas nos primeiros anos de vida por infe¢Oes virais, bacterianas ou outros
organismos patogénicos. Devido ao avango da medicina preventiva e curativa, nos
dltimos 100 anos houve um grande aumento na expectativa de vida da populagao,
proporcionando um aumento na taxa de mortes por doencas degenerativas, como o
cancer, doengas cardiovasculares e neurodegenerativas. O controle destas doencas é
complicado devido as suas naturezas multifatoriais, entretanto, no caso do cancer,
estudos demonstraram um aumento na expectativa de vida de 15 a 20 anos em
individuos portadores de cinceres (CIMMONS et al., 1995; LEVI et al., 2002; DE
FLORA et al., 2005). Essas caracteristicas demonstram que € possivel prevenir o
cancer ndo apenas em uma escala individual, mas também em uma escala global. Para
isso, sdo necessdrias medidas que possibilitem cada vez mais entender como se
desenvolve o processo neopldsico, e também mecanismos pelo qual fred-lo ou
desacelerd-lo, possibilitando assim, otimizar estratégias de prevengdes para as

populagdes.

1.1 Nutricao e Carcinogénese

Diversos estudos epidemioldgicos tém relacionado o surgimento de neoplasias
em diversos 6rgdos, como estomago, célon, prostata e mama a uma dieta inapropriada
(WCFR/AICR, 1997). Muitos estudos tentam esclarecer o processo de carcinogénese

nestes 6rgios e o principal fator causador tem sido atribuido a compostos quimicos ou
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processos celulares que alteram a molécula de DNA, resultando em mutagdo,
possibilitando a ativacdo de oncogenes e também a perda de heterozigosidade de genes
supressores tumorais (FERGUSON et al., 2003).

Ao longo dos anos tem sido demonstrado que, vdrios compostos presentes na
dieta, tém capacidade de induzir danos ao material genético. Entre os mutdgenos
presentes nos alimentos mais comuns e mais estudados encontram-se: compostos N-
nitrosos (ex: alimentos embutidos e cervejas); vdrias toxinas fungicas (ex: Aflatoxinas e
as Fumonisinas); compostos mutagénicos formados durante o preparo de carnes (ex:
aminas aromadticas heterociclicas, hidrocarbonetos aromdticos policiclicos) e alimentos
ricos em carboidratos (ex: acrilamida) (GELDERBLOM et al., 2001; LAYTON et al.,
1995; JAGERSTAD e SKOG, 2005). A exposi¢do a estes fatores esta relacionada a uma
maior probabilidade de desenvolvimento de neoplasias em alguns o&rgéos,
principalmente do trato gastrintestinal (FERGUSON et al., 2003).

A presenca de alguns micronutrientes (ex: Vitamina B12, Folato, Niacina,
Magnésio, Zinco entre outros) € outro fator importante, que tem recebido muita atengao,
uma vez que, sdo necessirios em concentragdes 6timas na dieta para a manutencio da
estabilidade genOmica. A auséncia destes compostos em concentragdes Otimas no
organismo pode produzir efeitos similares aos obtidos na exposi¢do a carcinégenos
(FENECH e FERGUSSON, 2001).

Entretanto, existem também compostos da dieta que t€m a capacidade de
diminuir a freqiiéncia de muta¢io, compostos esses denominados antimutagénicos. A
comunidade cientifica tem levantado a hipdtese de que uma diminui¢do na taxa de
mutagdo de um organismo poderia levar a um atraso no surgimento de neoplasias, o que
poderia resultar no ndo surgimento das mesmas durante o periodo de vida do organismo

(LOEB et al., 2003). Varias substancias obtidas a partir de fontes naturais t&€m sido
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isoladas, identificadas e alguns dos mecanismos de sua atividade estdo sendo
esclarecidos. A N-acetil-1-cisteina, o dcido p-aminobenzéico (PABA), os isotiocianetos
aromdticos, as clorofilas e derivados, a glutationa, a vitamina C, a vitamina E, a
vitamina A, os flavondéides, alguns dcidos graxos e as fibras dietéticas sdo algumas das
substancias antimutagénicas conhecidas encontradas na dieta (GEBHART, 1974;
AMES, 1983; AMES, 1986; HARTMAN e SHANKEL, 1990; ODIN, 1997; LOHMAN

etal., 2001).

1.2 Quimioprevencao

De forma arbitraria, o tratamento do cancer pode ser dividido em 3 niveis de
prevengdo: I ) prevencdo primdria (voltada a individuos saudaveis), II) prevencdo
secunddria (voltada a pacientes em estados iniciais ou pré-clinicos) e III) prevencdo
tercidria (voltada a pacientes apds a terapia) (LAST, 1986; DE FLORA et al., 2001).

A quimioprevencdo pode ser classificada em primdria ou secunddria. Por
definicdo, quimioprevengdo € a administracdo de agentes farmacoldgicos (KELLOFF,
1994, 2004) ou compostos da dieta (na forma de macronutrientes, micronutrientes ou
fitoquimicos nao nutritivos) (FERGUSON, 1994; FERGUSON et al., 2004; SUHR,
2003) que previnem a inducdo, inibem ou atrasam a progressdo do cancer (SPORN,
1979) ou inibi¢do ou reversdo da carcinogénese em estdgios pré-malignos (KELLOFF,

2000).

1.2.1 Classificacido dos mecanismos de quimioprevencao

Virtualmente, todos os caminhos que levem a causar dano ao DNA e mais tarde

ddo inicio ao processo de carcinogénese sdo passiveis de modulagdo. A primeira
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classificagdo utilizada para os quimiopreventivos foi a de Watenberg (1981) que os
divide em dois grupos: a) agentes bloqueadores, que impedem que carcindgenos atuem
no DNA e b) agentes supressores, os quais impossibilitam a evolucdo do processo
neopldsico. De acordo com Morse e Stoner (1993), agentes bloqueadores sdo melhores
classificados como inibidores de iniciacdo tumoral e agentes supressores como
inibidores de promocao e progressao.

Kada et al. (1982), dividiu compostos antimutagénicos em: a) desmutigenos,
compostos que inativam o mutigeno antes que este reaja com o DNA e b)
bioantimutiagenos, que interferem na fixacdo do dano na molécula de DNA. Mais tarde
o ICPEMC (grupo de especialistas em antimutidgenos e desmutigenos) classificou
compostos antimutagénicos em fases: a) inibidores de fase I, aqueles que atuam
extracelularmente e b) inibidores de fase II, que atuam intracelularmente (RAMEL et
al., 1986).

Em 1988, De Flora, propés uma classificacdo mais detalhada para agentes
inibidores de mutagénese e carcinogénese, a qual é periodicamente revisada (DE
FLORA e FERGUSON, 2005). De forma resumida, o esquema divide os mecanismos
de quimioprevencao dentro dos 3 grupos de prevencao do cancer. Assim:

a. Prevengéo primdria:

a.1) Inibicdo de mutacao e iniciagdo no ambiente extracelular ou células
ndo alvo.
a.1.1) Inibicdo da absor¢do de mutdgenos e carcindgenos.
a.1.2) Inibicdo da formagdo enddgena de mutidgenos e
carcindgenos.
a.1.3) Complexacdo ou desativacdo de mutidgenos fora da célula.

a.1.4) Favorecimento da absor¢do de agentes protetores.
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a.1.5) Estimulacdo de captura e detoxificacio em células ndo
alvo.
a.2) Inibi¢do de mutacdo e iniciagdo em células alvo
a.2.1) Modificagdo de transportadores de membrana.
a.2.2) Modulacao do metabolismo.
a.2.3) Bloqueio ou competi¢ao.
a.2.4) Inibicao de replicagdo celular.
a.2.5) Manuteng@o da estrutura do DNA e modulagdo de reparo.
a.2.6) Controle da expressao génica.
a.3) Inibi¢do de promog¢ao tumoral.
a.3.1) Inibicao de efeitos genotoxicos.
a.3.2) Atividade antioxidante e captura de radicais livres.
a.3.3) Atividade antiinflamatoria.
a.3.4) Inibicdo de protease.
a.3.5) Inibicdo da proliferagado celular.
a.3.6) Inducdo de diferenciacdo celular.
a.3.7) Modulacao de apoptose.
a.3.8) Modulagao da tradugao de sinais
a.3.9) Prote¢do da comunicagio celular.
b. Prevencdo secundaria:
b.1) Inibi¢do de progressdo tumoral
b.1.1) Inibicdo de efeito genotdxico.
b.1.2) Inibicdo de protease.
b.1.3) Atividade antioxidante e captura de radicais livres.

b.1.4) Modulagéo da tradugéo de sinais
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b.1.5) Efeito no padrdo hormonal.
b.1.6) Modulagéo do sistema imune.
b.1.7) Inibicao de angiogénese.
b.1.8) Atividade antineopldsica.
c. Prevencdo tercidria:

c.1) Inibi¢do de invasdo e metastase
c.1.1) Atividade antioxidante e captura de radicais livres.
c.1.2) Modulagao da tradugdo de sinais.
c.1.3) Inibicdo da proliferagdo celular.
c.1.4) Modulacao da Apoptose.
c.1.5) Inducdo de diferenciacio celular.
c.1.6) Inibicdo de Angiogénese.
c.1.7) Efeito em moléculas de adesdo celular.
c.1.8) Inibicao de proteases.

c.1.9) Ativacdo de genes anti-metastases.

Na prevencdo tercidria, é importante ressaltar que apesar dela ndo se encaixar
muito bem na definicdo de agentes quimiopreventivos (no stricto sensu da palavra), ela
¢ demonstrada no esquema proposto, pois hd uma sobreposicdo de efeitos, devido a
coincidéncia com mecanismos de prevengdo primdria e secundéria (DE FLORA, 2005).
Vale ressaltar também que compostos que atuam inibindo uma dessas vias de
carcinogénese e/ou mutagénese podem também atuar estimulando uma dessas vias (ex:
Beta-caroteno, que atua como um antioxidante, porem em concentracdes elevadas este
pode atuar como pré-oxidante e estimulador de enzimas de fase I) (PALOZZA et al.,

2006).
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1.3 Beta Glucanas (BG)

Glucanas s3o polissacarideos constituidos de unidades D-glucopiranosil que
podem ser encontradas nas paredes celulares de uma variedade de organismos tais como
cereais, plantas, algas, bactérias, fungos e leveduras. A estrutura macromolecular das
glucanas depende tanto da fonte como do método de isolamento. As glucanas consistem
de um esqueleto central linear formado por unidades D-glucopiranosil unidos por
ligagdes B (1-23), com ramificagdes que podem ser do tipo (1->6) ou (1->4) (Fig. 1),
estas ligacdes podem variar tanto em comprimento como em distribui¢do, o que resulta

em uma estrutura tercidria estabilizada por pontes de hidrogénio intracadeia (ZEKOVIC

et al, 2005).
HO
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Figura 1: Molécula de BG de fungo, apresentando ligacdes B(12>6), B(12>3) (retirado de Zekovic et al., 2005)

Este grupo heterogéneo de poliglucoses com ligacdes beta, tem atraido o
interesse das industrias farmacéuticas e de pesquisas com alimentos funcionais devido
ao seu efeito benéfico na saide humana. Exemplos de seus efeitos benéficos incluem:
estimulacdo do sistema imune, anti-inflamatério, antimicrobiano, antitumoral,
hepatoprotetor, reducdo do colesterol, antifibrético, antidiabético e atividade
hipoglicémica (BROWN et al., 2003; KOJIMA et al., 1986; ROBINS e SEELEY, 1977;

SUTHERLAND, 1998; TREPEL, 2004).
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Devido a esta heterogeneidade de efeitos bioldgicos relevantes para a sadde
humana tem havido um grande interesse por parte de pesquisadores na identificagéo e
caracterizacdo de BG de diversas origens. Da mesma maneira que hd interesse na
caracterizacdo quimica, existe também o interesse na modificacdo da estrutura destes
compostos através da adicdo de grupamentos quimicos (principalmente grupos sulfatos),

especialmente com o intuito de aumentar a solubilidade do mesmo.

1.4 Ensaios de Mutagénese e cultura celular

O potencial mutagénico de xenobioticos pode ser avaliado através de ensaios in
vitro desde que obedecam a critérios bdsicos como: sensibilidade para revelar com
facilidade e precisdo estatistica mesmo um pequeno defeito mutagénico;
reprodutibilidade e capacidade para avaliar eventos genéticos que possam estar
diretamente relacionados ao homem, fornecendo uma estimativa de risco ou nivel de
seguranga para a populagdo exposta (RODRIGUES, 1991).

Virios métodos para detec¢do de mutagdes sdo utilizados, assim, dependendo da
finalidade do estudo, do tipo de material a ser avaliado, do nivel de informacdo que se
deseja obter e das condi¢Ges laboratoriais existentes, determina-se qual o sistema-teste e
parametro a ser avaliado sdo os mais adequados. Entretanto, as diferengas na
organizacdo do material genético da célula, quando se comparam sistemas em
microrganismos, vegetais e animais, fazem dos sistemas de mamiferos os mais
aceitaveis para se tentar fazer uma extrapolacio dos resultados obtidos para os possiveis
efeitos causados ao homem (RABELLO-GAY, 1991).

Sistemas de células de mamiferos em cultura sio amplamente utilizados na
detec¢do de agentes mutag€nicos e antimutagé€nicos ambientais em testes de curta

duracdo (KURODA et al.,, 1992). Estes procedimentos estio sendo cada vez mais
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empregados para identificar ndo s6 agentes mutagé€nicos/antimutagénicos como também
o potencial carcinogénico/anticarcinogénico de compostos quimicos (BROCKMAN et
al.,, 1992) e sdo muito indicados devido as facilidades de administracdo das doses e
manutencdo (HEDDLE, 1982).

Testes com células de mamiferos em cultura apresentam vérias vantagens:
facilidade para padronizar as condi¢des experimentais (temperatura, pH, composi¢do do
meio de cultura, densidade populacional) devido ao material ser relativamente uniforme
em seus requisitos metabdlicos e em seu comportamento; possibilidade de tratamento
das células em varias fases do ciclo celular; economia, rapidez e boa reprodutibilidade;
organizag@o dos cromossomos e do seu DNA igual as células in vivo (RABELLO-GAY,
1991), além de eficiéncia estatistica, uma vez que o nimero de células analisadas é
maior em relagdo a outros testes.

A maior desvantagem de ensaios em células de cultura in vitro é que a maioria
das linhagens celulares ndo tem capacidade de metaboliza¢do de drogas, necessitando
da adi¢do de um sistema endégeno de metabolizacio como o S9 (PRESTON, 1997a).
No entanto, esta dificuldade vem sendo contornada com a utilizacdo de linhagens
celulares proficientes em metabolizagdo como, por exemplo, as linhagens hepdticas

HepG2 e HTC (KNASMULLER et al., 2004).

1.4.1 Teste de aberracées cromossomicas (AC)

Alteracdes na estrutura cromossdmica tém sido estudadas ha quase um século e
relacionadas com efeitos prejudiciais (BOVERI, 1902 apud TUCKER e PRESTON,
1996). Anomalias citogenéticas sdo hoje conhecidas em seus varios tipos e sabidamente

sdo induzidas pelos mais diferentes agentes através de muitos mecanismos, dos quais
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grande parte é bastante conhecida, mas muitos ainda ndo foram elucidados (PRESTON,
1995). Em mamiferos, anomalias cromossdmicas tém sido observadas em virtualmente
todos os tipos celulares e tecidos examinados, tanto em estudos in vitro como in vivo
(TUCKER e PRESTON, 1996).

O teste de aberracdes cromossOmicas in vitro tem se tornado muito importante
como parte do controle de produgcdo de medicamentos na fase I (ANVISA), frente ao
potencial protetor de produtos farmacéuticos e de plantas, sendo exigido que estas
substancias se submetam a um estudo para inducido de AC in vitro (MOSESSO, 1994),
além de gerar muitas informacdes sobre os mecanismos de mutagenicidade induzida por
agentes quimicos e fisicos, sendo muito empregado também na indica¢do a exposi¢do
humana a tais agentes (GALLOWAY et al., 1998).

A andlise de AC € restrita as células mitéticas em metafase pois, somente nessa
fase do ciclo celular, 0 DNA estd suficientemente condensado para ser observado na
forma de cromossomo em microscopio 6tico (BOEI, 1996). Para isto é necessirio o
tratamento das células com inibidores de polimerizacdo do fuso mitético, como
colchicina e colcemide.

As ACs podem ser classificadas como estruturais e numéricas. As aberracoes
numéricas podem ser originadas pela acdo de agentes aneugénicos, responsaveis por
uma segregacdo incorreta dos cromossomos durante a anifase, observando perda ou
ganho de cromossomos inteiros (SWIERENGA et al., 1991). As ACs estruturais sao
alteracdes na estrutura cromossdmica, visiveis microscopicamente, que envolvem
quebra(s) de fita(s) do DNA, seguida(s) ou ndo de rearranjo anormal dos fragmentos do
(s) cromossomo(s) quebrado(s). A quebra pode ser completa em uma tnica cromatide
(quebra cromatidica) ou em ambas as crométides (quebra isocromatidica), resultando na

perda ou delecdo de parte do material cromossdmico, translocacio ou outros rearranjos.
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Sdo consideradas quebras quando a falta do material no cromossomo € maior do que a
largura da crométide ou quando ha um deslocamento de uma ou ambas as crométides
em relagcdo ao resto do cromossomo (SWIERENGA et al., 1991). Também € possivel
observar outras aberragdes como anéis, cromossomos dicéntricos, fragmentos acéntricos
e outros rearranjos mais complexos que geralmente levam & morte celular, pois
promovem uma disfun¢@o na distribui¢do do material genético durante um novo ciclo de
divisdo celular.

A contagem das ACs € realizada pela medida direta das lesdes o que oferece
uma avaliacdo precisa da atividade clastogénica. O tipo de AC produzida depende do
agente genotoxico, da fase do ciclo celular e do tempo de tratamento (DARROUDI,

1990).

1.4.2 Teste do micronticleo com bloqueio de citocinese

Os Microntcleos (MN) sdo pequenos corpos contendo DNA, localizados no
citoplasma. Aparecem na teléfase e sdo resultado de fragmentos acéntricos (originados
de quebra isocromatidica ou cromatidica) ou de disfungdes no fuso mitético. Desta
forma, podem ser gerados por agentes clastogénicos e aneugénicos. Pode haver um ou
mais MN por célula e tais corpisculos ndo devem apresentar qualquer conexao
estrutural com o nucleo principal, birrefringéncia ou ter mais do que 1/3 do tamanho do
ntcleo principal. (MERSCH et al., 1996; KIRSCH-VOLDERS e FENECH, 2001).

A aplicagdo do bloqueio da citocinese, com a citocalasina-B (Cyt-B) permite
identificar células que tenham passado por um ciclo de mitose apds o tratamento in
vitro. Esta variagdo técnica tem transformado o teste do MN em uma ferramenta ttil na

triagem de danos genéticos (FENECH e MORLEY, 1985). A Cyt-B € um potente
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inibidor dos microfilamentos de actina, impedindo a polimerizacdo dos mesmos na
placa equatorial formada no final da tel6fase desta forma, observa-se uma cariocinese
com auséncia de citocinese. A andlise € feita contabilizando as células binucleadas que
apresentam micronucleos, uma vez que, somente estas realmente apresentam danos
causados pelo tratamento induzido.

E interessante ressaltar que estudos recentes demonstraram que um aumento de
microndcleos em linfécitos periféricos estd diretamente relacionado ao surgimento de

neoplasias (Bonassi et al., in press).

1.4.3 Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa (Single Cell Gel Electrophoresis) € um método sensivel para
quantificar quebras de fita no DNA (OSTLING e JOHANSON, 1984). Este tem atraido
atencdo na ultima década devido a sua simplicidade, sensibilidade, versatilidade,
velocidade e economia, visto a quantidade crescente de publicacdes que t€ém utilizado o
mesmo (COLLINS, 2004).

Apds embeber células em agarose e depositi-las em uma ldmina, estas sdo
lisadas com Triton X-100 e 2,5M NaCl para remog¢ao do citoplasma e a maior parte das
proteinas nucleares, deixando apenas DNA super-enovelado, na forma de nucledides.
Durante a eletroforese, o DNA ¢ atraido ao anodo, porém, movimentos significativos
tomam lugar apenas onde hd a presenca de quebras, onde uma cauda que se estende do
nucledide pode ser evidenciada. Cometas podem ser formados sob condi¢des de
eletroforese neutras ou bdsicas, entretanto, a varidvel mais utilizada apresenta um
tratamento prévio a eletroforese com NaOH/EDTA a um pH superior a 13, desta forma

permitindo o relaxamento da dupla hélice (SINGH et al., 1988). Apoés a eletroforese as
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laminas s@o coradas com corantes fluorescentes que se intercalam ao DNA (brometo de
etideo, laranja de acridina, entre outros) e podem entdo ser analisadas visualmente ou
através da ajuda de softwares.

O ensaio do cometa tem sido utilizado em diversas dreas como a genética
toxicoldgica, ecotoxicologia, reparo de DNA, apoptose, entre outras. Tendo em vista
essa maleabilidade do teste, 0 mesmo tem tido uma crescente importancia nos estudos
de mutagénese e carcinogénese, conseqilentemente para antimutagénese e

anticarcinogénese.
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3) Objetivo Geral

Avaliar o possivel efeito genotoxico e ou antigenotoxico de BGs de origem

vegetal e fungica.

3.1) Objetivo Especifico

Avaliar o efeito protetor de BG de cevada frente a diferentes agentes indutores
de danos e inibidor de reparo, em linhagem proficiente em metaboliza¢@o, através do

teste de AC (Artigo 1).

Avaliar o efeito protetor e possivel mecanismo de acdo de BG de origem flngica
em linfécitos humanos frente ao Trp-p-2, H,0, e BPDE através do teste do cometa

(Artigo 2).

Avaliar o efeito protetor da BG de cevada frente aos danos induzidos pelo B[a]P
em linhagem hepética humana utilizando o teste do cometa e diferentes protocolos de

tratamento (Artigo 3).

Avaliar o efeito protetor da BG de Agaricus blazei frente aos danos induzidos
pelo B[a]P em linhagem hepética humana utilizando o teste do microndcleo e cometa

em diferentes tipos de tratamento (Artigo 4).

Avaliar o efeito protetor de polissacarideos de parede e BGs extraidas em
diferentes fases do desenvolvimento do cogumelo Agaricus blazei contra os danos

induzidos por agentes formadores de ROS (Artigo 5).
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Artigo 1
Artigo publicado no periddico “Human and Experimental Toxicology”

Volume 25; pp 319-324, 2006 (Anexo 1)



27

Anticlastogenic effect of B-glucan extracted from barley towards chemicaly

induced DNA damage in rodent cells

José Pedro F. Angeli, Licia Regina Ribeiro, Marilanda Ferreira Bellini, Mério Sérgio

Mantovani

Abstract:

B-Glucan (BG) was tested in vitro to determine its potential clastogenic and/or
anticlastogenic activity, and attempts were made to elucidate its possible mechanism of
action by using combinations with an inhibitor of DNA polymerase. The study was
carried out in a cells deficient (CHO-k1) and cells proficient (HTC) in phase I and phase
IT enzymes, and the DNA damage was assessed by the chromosomal aberration assay.
BG did not show a clastogenic effect, but rather was anticlastogenic in both cell lines
used, and at all concentrations tested (2.5, 5 and 10pug/ml) in combination with damage
inducing agents (methylmethane sulfonate in cell line CHO-k1 and methylmethane
sulfonate or 2-aminoanthracene in cell line HTC). BG also showed a protective effect in
the presence of a DNA polymerase [ inhibitor (cytosine arabinoside-3-phosphate, Ara-
C), demonstrating that BG does not act through an antimutagenic mechanism of action

involving DNA polymerase .

Key words: B-glucans, chromosomal aberrations, antimutagenesis, drug-metabolizing

cells.
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Artigo 2
Artigo publicado no periodico ‘““Cell Biology and Toxicology”

Volume 22; pp 285-291, 2006 (Anexo 2)
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Protective effects of B-glucan extracted from Agaricus brasiliensis against

chemically induced DNA damage in human lymphocytes

Angeli, J.P.F; Ribeiro, L.R; Gonzaga M.L.C; Soares S. de A; Ricardo, M.P.S.N;

Tsuboy M.S; Stidl, R; Knasmueller, S; Linhares, R.E ;Mantovani, M.S

Abstract

B-Glucans (BG) are polysaccharides that are found in the cell walls of
organisms such as bacteria, fungi and some cereals. The objective of the present study
was to investigate the genotoxic and antigenotoxic effects of BG extracted from the
mushroom Agaricus brasiliensis (=Agaricus blazei Murrill ss. Heinemann). The
mutagenic activity of BG was tested in single cell gel electrophoresis assays with
human peripheral lymphocytes. In addition, the protective effects against the cooked
food mutagen 3-amino-1-methyl-SH-pyrido[4,3-b]indole (Trp-P-2) and (+/-)-anti-
B[a]P-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxide (BPDE) which is the main metabolite of B(a)P,
and against ROS (H,0O,)-induced DNA damage were studied. The results showed that
the compound itself was devoid of mutagenic activity, and that a significant dose-
dependent protective effect against damage induced by hydrogen peroxide and Trp-P-2
occurred in the dose range of 20-80 pg/ml. In order to explain the prevention of Trp-P-
2-induced DNA damage, a binding assay was carried out to determine if BG inactivates
the amine via direct binding. Since no such interactions were observed, it is likely that

BG interacts with enzymes involved in the metabolism of the amine.

Key Words: Agaricus brasiliensis, BPDE, comet assay, p-glucan, hydrogen peroxide,

Trp-P-2.
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Artigo 3

Artigo a ser submetido ao periddico “Toxicology In Vitro”
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Reducao do efeito genotoxico do benzo[a]pireno em células de hepatoma

humano (HepG?2) tratadas com B-glucana extraida de cevada

J.P.F. Angeli *; L.R. Ribeiro ”; M. F. Bellini ¢; J.L.F. Angeli* ; M.S. Mantovani *

a) Departamento de Biologia Geral, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR,
Brazil; b) Programa de Pés-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular, Depto. de
Biologia, UNESP Rio Claro, SP, Brazil e Programa de Pds-Graduagdo em Patologia,
Faculdade de Medicina, UNESP, Botucatu, SP, Brazil; c) Programa de P6s-Graduacio

Genética, Depto. de Biologia, UNESP Sao José do Rio Preto, SP, Brazil

Resumo

Beta-glucanas (BG) sdao componentes de parede celular, e sdo encontradas em grandes
quantidades em alguns organismos tais como fungos, bactérias e cereais. O objetivo do
presente estudo foi avaliar o efeito protetor da BG extraida de cevada contra os danos
induzidos pelo carcinégeno B[a]P. O teste do cometa foi utilizado para avaliar tanto a
genotoxicidade como a antigenotoxicidade da BG. Com a finalidade de esclarecer de
que maneira a BG poderia estar expressando o seu efeito protetor (desmutagé€nese ou
bio-antimutagénese) foram utilizados 4 protocolos de tratamentos (pré-tratamento,
simultineo simples, simultdneo com pré-incubacio e pds-tratamento). Os resultados
mostraram que a BG néo apresentou efeito genotdxico nas concentragdes de 1, 5 e 25
pg/ml porem foi genotdxica na concentracdo de 100ug/ml e citotoxica na concentracdo
de 200ug/ml. Para a antigenotoxicidade foram utilizadas as 3 menores concentracdes.

Nestas a BG foi efetiva na reducdo do efeito genotoxico do B[a]P em todos os
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protocolos testados sendo que uma maior eficiéncia foi encontrada nos protocolos
simultdneo simples e simultdneo com pré-incubacdo. Assim, os dados do presente
estudo sugerem que a BG pode estar atuando por se ligar diretamente ao composto
genotdxico ou pela captura dos radicais livres produzidos durante a sua ativacdo
podendo ser considerado um agente protetor desmutagénico. No entanto, o efeito
protetor observado no pré-tratamento sugere a possibilidade da BG estar modulando o
metabolismo celular (ex: inibi¢do de enzimas de fase I), diminuindo, assim, a formacao
de compostos reativos. Ja os resultados obtidos no pés-tratamento poderiam indicar
uma possivel modulacio do reparo de DNA ou apoptose. Esses dois resultados sugerem

atividade protetora do tipo bio-antimutagénese.

1. Introducao

O desenvolvimento do cancer € um processo longo precedido por uma série de
eventos, culminando, nos seus estigios finais na migracdo das células neopldsicas para
outras partes do organismo. Apesar dos avangos cientificos, a terapia clinica para o
cancer, que incluem cirurgia, quimioterapia e radioterapia, particularmente durante a
fase terminal de metdstase, sdo muito limitadas. Entretanto, existem evidencias de
estudos epidemioldgicos e patoldgicos, que muitos canceres humanos podem ser
prevenidos ou ter o seu crescimento retardado (Weinstein., 1991). Desta forma, existe a
possibilidade de interferir ou mesmo prevenir a progressdo de canceres nas etapas
inicias da carcinogénese, estratégias estas que ainda ndo sdo levadas em conta pela
comunidade médica (Chen., 2005). Este tipo de abordagem ¢é designada de

quimioprevencdo. Hoje em dia diversos estudos sugerem que o consumo de frutas,
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vegetais e grdos apresentam em geral um efeito inverso ao surgimento de doengas
degenerativas, como € o caso do cancer (Potter et al., 1997; Ferguson and Harris 2003).

Desta forma, a comunidade cientifica tem tido o seu interesse atraido para o
estudo de compostos da dieta que podem atuar de forma a proteger o material genético,
uma vez que eventos mutacionais estdo envolvidos nas primeiras etapas da
carcinogénese. Entre os componentes da dieta que vem chamando a atencdo, estdo as -
glucanas (BG). BG sao polissacarideos constituidos de unidades D-glucopiranosil, que
podem ser encontradas em uma variedade de organismos como cereais, plantas, algas,
bactérias, fungos e leveduras. A estrutura macromolecular das glucanas depende tanto
da fonte como do método de isolamento e purificagdo. As glucanas consistem de um
esqueleto central linear formado por unidades D-glucopiranosil unidos por ligacdes B
(1->3), com ramificacdes que podem ser do tipo (1-6) ou (1>4). Estas ligacdes
podem variar tanto em comprimento como em distribui¢do, o que resulta em uma
estrutura tercidria estabilizada por pontes de hidrogénio intracadeia. As BG (1-2>3), com
ramifica¢des (12>4), parecem estar restritas a familia das Gramineae, sendo o principal
componente da parede do endosperma de cereais comercialmente importantes, como é o
caso da cevada, sorgo, arroz, aveia e trigo (Zekovic et al., 2005).

Dentre os efeitos benéficos das BG podemos destacar a estimulacido do sistema
imune contra infec¢des bacterianas (Cisneros and Tzianabos 1996), viral (Reynolds et
al., 1980), fuingicas (Meira et al., 1996) e parasitica (Holbrook et al., 1981); a
modulagdo do sistema imune humoral e celular (Falch et al., 2000), estimulag¢do de
hematopoiese (Hoefer and Pospsil, 1997) e estimulacdo de macréfagos (Rankin et al.,
1990).Mais recentemente, alguns estudos tém comprovado o seu efeito protetor ao
material genético (Slamenova et al., 2003; Tohamy et al., 2003; Lin et al., 2004; Angeli

et al., 2006a; Angeli et al., 2006b; Oliveira et al., 2006; Oliveira et al., 2007).
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O presente trabalho teve como objetivo investigar o efeito genotdxico e/ou
antigenotoxico de BG extraida de cevada na linhagem celular hepatica humana HepG2.
Foram empregados no estudo diferentes protocolos de tratamento, buscando elucidar o

possivel mecanismo pelo qual a BG estaria expressando o seu efeito protetor.

2. Materiais e Métodos

2.1. Agentes quimicos

O dano ao DNA foi induzido pelo benzo[a]pireno (Fluka) na concentracdo de
20pg/mL de meio de cultura. Para isto o agente foi diluido em DMSO (JT Baker) ndo

ultrapassando a concentracdo de 1% em cultura.

A BG utilizada neste experimento foi adquirida da empresa Sigma (99% de
pureza) e diluida em PBS. Esta BG apresenta liga¢des do tipo B(1-2>3) (1->4). Foram
utilizadas 5 concentragdes para o experimento ( B1 — lug/ml; B2 — Sug/ml; B3 —
25pg/ml; B4 — 100ug/ml; B5 — 200pg/ml de meio de cultura) e estas estipuladas de
acordo com o trabalho prévio de Oliveira et al (2006).

2.2. Linhagem celular

A linhagem celular hepética humana, HepG2, foi gentilmente cedido pelo Dr.
Sigfried Knasmuller do Instituto de Pesquisa do Céncer, Universidade de Viena,
Austria. Os estoques celulares foram mantidos em freezer —80°C, em soro bovino fetal +

10% DMSO.
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As culturas foram mantidas de acordo com o protocolo proposto por Uhl et al
(1999). As células foram cultivadas em frascos de cultura (TPP) de 75cm2, em meio
MEM suplementado com 15% de soro bovino fetal, em estufa de CO; (5%) a 37°C, até
atingirem confluéncia. Apds esse periodo, as culturas foram tripsinizadas (0,1%) e
semeadas 2x10° células/pocos em placas de 24 pogos, e incubadas por mais 24 horas

quando, entdo, foram realizados os tratamentos.

2.3. Single cell gel electrophoresis (Ensaio do Cometa)

Para o ensaio do cometa foi utilizado o protocolo proposto por Uhl et al., (1999,
2000) de acordo com as premissas propostas por Tice et al., (2000). As cultura foram
divididas em dois grupos experimentais: a) na genotoxicidade foram testadas 5
concentracdes de BG (1pug/mL — BG1; Sug/mL — BG2; 25ug/mL — BG3; 100pug/mL —
BG4; 200pg/mL — BGS). b) na antigenotoxicidade as 3 concentra¢des menores de BG
foram associadas ao B[a]P, uma vez que estas foram as tinicas a ndo apresentarem efeito
genotdxico ou citotdxico. Nos protocolos de antigenotoxicidade utilizamos pré-
tratamento, tratamento simultdneo (simples e com pré-incubagdo) e pds-tratamento
como descrito abaixo. Como controle negativo foi utilizado DMSO a 1%.

Os protocolos utilizados foram:

a) Pré-tratamento: As células HepG2 foram cultivadas por 24 horas antes do
tratamento. Apds este periodo o meio de cultura foi descartado e as células
foram lavadas com PBS. Entdo era adicionado meio livre de soro e as
diferentes concentracdes de BG por 24 horas. Apds essas 24 horas foi
realizada a lavagem das células com PBS e adicionado meio sem soro

juntamente com o B[a]P, por mais 24 horas.
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b) Tratamento simultaneo simples: As células foram cultivadas inicialmente por
24 horas e entdo foi retirado o meio de cultura e as células lavadas com PBS.
Apbs isso, foi adicionado meio livre de soro juntamente com as diferentes
concentracdes de BG e o B[a]P, por mais 24 horas.

c) Tratamento simultineo com pré-incubacdo: Idéntico ao tratamento
simultineo descrito acima, entretanto a BG e o B[a]P a ser adicionado a
cultura foram incubados antes do tratamento em uma tnica solucdo por lh
em estufa do tipo BOD a 37°C.

d) Poés-tratamento: As células foram cultivadas por 24 horas, lavadas com PBS
e adicionado meio sem soro junto com o B[a]P, por 24 horas. Apds isto as
células foram lavadas novamente com PBS e adicionado meio completo
contendo BG nas diferentes concentragdes, por mais 24 horas.

Ao final dos tratamentos as células foram coletadas, € uma pequena amostra
utilizada para a anélise de citotoxicidade pelo método do Azul de Trypan. O restante das
células foi, entdo, embebido em agarose de baixo ponto de fusao e adicionadas a uma
lamina previamente recoberta com agarose, seguido de lise onde permanecia overnight,
sendo entdo realizada a eletroforese (25V a 300mA).

2.4. Analise das laminas e estatistica

Para cada tratamento foram realizadas 3 repeti¢cdes independentes. Para o ensaio
do cometa foram analisadas 100 células, visualmente (Kobayashi et al., 1995), e
classificadas de acordo com o seguinte critério: (classe 0) células com dano
indetectavel, que ndo apresentavam cauda; (classe 1) células com cauda menor que o
didmetro do nucleo; (classe 2) células com cauda entre 1 a duas vezes o didmetro do

nucleo; (classe 3) células com cauda maior que duas vezes o didmetro do nicleo. Apds
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isto o valor de cada célula era somado para obter o score (varidvel de 0 a 300), apds isto
era calculado a media e os desvios de cada tratamento. Células apoptodticas que
apresentaram o nucleo totalmente fragmentado ndo foram levadas em considerag¢do na
andlise (Speit and Hartmann, 2005). O ensaio do cometa foi realizado somente para
tratamentos que apresentaram viabilidade superior a 80%, como mostrado pelo teste do
Azul de Trypan.

Os resultados obtidos foram analisados no programa estatistico Prism 4.0
realizando o teste de Mann-Whytney (p>0.05), para verificar diferencas entre os
tratamentos.

3. Resultados

Os resultados obtidos para a genotoxicidade estdo representados na Figura 1. As
trés concentragdes menores de BG testadas (1, 5 e 25ug/mL) ndo apresentaram efeito
genotdxico. No entanto a concentracdo de 100ug/mL apresentou alteracdo na migragdo
de DNA, uma vez que o escore foi aproximadamente duas vezes maior que o
encontrado no controle negativo. A maior concentragcdo avaliada (200pg/mL) ndo foi
testada no ensaio do cometa, uma vez que a mesma apresentou efeito citotéxico,
reduzindo a viabilidade celular para aproximadamente 70%. As demais concentragdes
testadas ndo apresentaram efeito citotéxico elevado, uma vez que em todos os
tratamentos a viabilidade celular permaneceu superior a 80%.

As Figuras de 2 a 5 mostram os resultado dos protocolos de antigenotoxicidade
(pré-tratamento, simultdneo simples, pré-incubagdo+simultineo e pds-tratamento,
respectivamente). No protocolo de pré-tratamento (Figura 2) apenas a concentracio de
25pug/mL apresentou efeito protetor, sendo que as demais ndo diferiram do controle

B[a]P (controle positivo). Para o tratamento simultineo simples (Figura 3), as
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concentracdes de 5 e 25ug/mL apresentaram efeito protetor, sendo que somente a menor
concentragdo (1pug/mL) ndo diferiu do controle B[a]P. J4 no tratamento simultdneo com
pré-incubacdo (Figura 4) ocorreu efeito protetor das concentracdes de 5 e 25ug/mL.
Semelhantemente, o pds-tratamento (Figura 5) apresentou efeito protetor para as doses
de 5 e 25ug/mL. No entanto, pode-se observar, que neste protocolo ocorreram os
menores niveis de viabilidade celular, quando comparado aos outros protocolos
utilizados.

4. Discussao

Nos tltimos anos tém havido um crescente interesse por substancias que possam
proteger ou minimizar os danos causados ao material genético humano por diversos
contaminantes ao qual o homem estd exposto. Desta forma o presente trabalho
investigou o efeito genotdxico e antigenotdxico da BG extraida de cevada contra os
danos induzidos pelo B[a]P. Este foi escolhido por ser um contaminante comumente
encontrado no meio em que o homem se expde, tanto em alimentos como no ar que ele
respira. Além disso, diferentes protocolos de tratamentos foram utilizados para
esclarecer o possivel tipo de mecanismo de acdo pelo qual a BG estaria causando ao seu
efeito protetor. Este efeito seria desmutagénico quando apresenta efeito protetor no
protocolo do tipo simultineo com pré-incubagdo, ou bio-antimutagénico quando
apresenta um efeito protetor no pré e no pos-tratamento (Kada & Shimoi 1987). No
presente estudo, foi demonstrado que a BG extraida de cevada apresentou um efeito
genotdxico na concentragdo de 100pug/mL na linhagem celular HepG2. Oliveira et al.,
2006, utilizando a mesma BG, demonstrou que a concentracio de 20pg/mL apresentou
aumento na formacdo de micronticleos nas linhagens CHO-K1 e HTC, esta diferenca de

resposta pode se explicar pela diferenca na linhagem celular utilizada. Fatos estes ndo
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estranhos, uma vez que é sabido que alguns compostos com potencial antigenotéxico
podem vir a apresentar também efeitos genotoxicos em determinadas concentragdes
(Zeiger 2003). Este resultado nos mostra que BGs que apresentam ligacdes do tipo
B(1>3)(1>4), apresentam um efeito toxico mais elevado do que as que apresentam
ligacdes do tipo B(1>3)(1->6), uma vez que trabalhos utilizando BG com este ultimo
tipo de ligacdo ndo demonstraram efeito deletério, mesmo em concentracdes superiores
(Angeli et al., 2006a; Oliveira et al. 2007).

O protocolo de pré-tratamento provou ser o menos eficaz contra os danos
causados pelo B[a]P, uma vez que somente a maior concentragcdo testada mostrou-se
protetora. Estes dados indicam que a BG poderia estar atuando, possivelmente,
modulando enzimas de fase I e II. Resultados anteriores nos levam a crer que a BG
seria mais eficaz sobre enzimas de fase I, talvez inibindo-as, uma vez que no trabalho de
Angeli et al (2006b), uma BG de origem fingica nio apresentou efeito protetor contra
os danos causados pelo BPDE, produto final da ativacdo do B[a]P, alvo das enzimas de
fase II. Estudos recentes demonstraram que a BG de origem filingica atuou em ratos de
forma a reduzir a expressdo de enzimas CYPs (Okamoto et al., 2004). Contudo, a
presenca da BG no interior da célula parece ser ainda uma especulagdo. Isso implica
que o efeito protetor em pré-tratamento pode ser devido a estimulos na superficie
celular, em receptores ativando vias de sinalizacdo, até o processo de controle da
propria expressdo génica, podendo ser considerado uma modulacio do metabolismo
celular de uma forma indireta.

Os protocolos de tratamento simultineo foram os que apresentaram o maior
efeito protetor. Isto poderia estar ligado ao fato de que, neste tipo de protocolo, todos os
tipos de defesa celular estariam passiveis de modulagdo pelas BG. Desta forma, as BG

poderiam estar atuando de modo a capturar o B[a]P e inibindo a sua ativagdo, uma vez
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que esta se mostrou capaz de se ligar a diferentes tipos de compostos como ofloxacina e
diversas micotoxinas (Devegowda et al., 1998; Krizkova et al., 2006). Isto pode ser
reforcado pelo fato de que o tratamento simultineo com pré-incubagdo demonstrou
maior reducdo de danos, quando comparado ao tratamento simultaneo simples. Esses
dados corroboram os de Oliveira et al (2006), onde os autores constataram que a pré-
incubacdo da BG com os agentes metilmetanosulfonato e 2-aminoantraceno aumentava
o efeito protetor, quando comparado a o tratamento simultineo sem pré-incubacdo. No
entanto, ndo se pode descartar a hipdtese de que a BG poderia estar atuando como
capturador de radicais livres formados durante a ativagdo do B[a]P pelas enzimas CYPs,
visto que BG apresentam efeito antioxidante (Chovartovicova et al., 1999; Krizkova et
al., 2006; Angeli et al., 2006a).

Para os protocolos de pos-tratamento as concentracdes de 5 e 25ug/mL também
apresentaram efeito protetor. Entretanto, a redug¢do de dano foi menos eficiente quando
comparada ao dos tratamentos simultdneo simples e simultineo com pré-incubacio.
Oliveira et al (2006) também encontraram efeito protetor no protocolo de pods-
tratamento, quando induziram dano com 2-aminoantraceno e metilmetanosulfonato
sugerindo atividade do tipo bio-antimutagénese. Angeli et al (2006b), em outro trabalho
quando utilizamos um inibidor de DNA polimerase, em associacio com o
metilmetanosulfonato, observamos que a BG continuou apresentando eficicia na
reducdo de danos, o que indica que a mesma nao estaria atuando no estimulo da DNA
polimerase. Este fato sugere possivel modulacdo de outros tipos de proteinas associadas
ao reparo, ou mesmo inducdo de apoptose, uma vez que nos protocolos de pds-

tratamento foram observados os menores niveis de viabilidade celular.
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Em conclusio, os resultados deste estudo demonstram que a BG B(1->3)(1>4)
extraida de cevada, apresentou efeito protetor contra os danos genotéxicos induzidos
pelo pro-carcinégeno B[a]P. Desta forma pode-se considerar que este composto seria
um quimiopreventivo efetivo, diminuindo a taxa de lesdes ao DNA, protegendo células
humanas contra compostos como o B[a]P ao qual o homem esta exposto e que pode
interagir de forma nociva com o material genético e assim levar ao surgimento de
diferentes doengas degenerativas como € caso do céancer. Os resultados mostram, ainda,
que esta molécula possui caracteristicas antimutagénicas tanto do tipo desmutagénica,
como sugerido pelos protocolos simultaneo simples e com pré-incubagdo), bem como

bio-antimutagénica, como sugerido pelos protocolos pré e pds-tratamento.
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Figura 1: Barras representando o escore médio dos cometas, no tratamento da linhagem HepG2 com
diferentes concentragdes de Beta-glucana extraida de cevada. Linha representando a viabilidade celular
(determinada pelo azul de trypan). Control (DMSO-1%); B[a]P - 20ug/mL; B1 - BG 1pug/mL; B2 — BG
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Spug/mL; B3 — BG 25pg/mL; B4 — BG 100pg/mL; BS — BG 200pug/mL. (*) estatisticamente significante
do controle (p>0.05)
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Figura 2: Barras representando escore médio dos cometas, no tratamento da linhagem HepG2 com
diferentes concentracdes de Beta-glucana extraida de cevada associada ao B[a]P, em pré-tratamento.
Linha representando a viabilidade celular (determinada pelo azul de trypan). B[a]P — Benzo[a]pireno
20pug/mL; B1 - BG 1pg/mL; B2 — BG 5pug/mL; B3 — BG 25ug/mL. (*) estatisticamente significante do
B[a]P (p>0.05).
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Figura 3: Barras representando escore médio dos cometas, no tratamento da linhagem HepG2 com
diferentes concentragdes de Beta-glucana extraida de cevada associada ao B[a]P, em tratamento
simultaneo simples. Linha representando a viabilidade celular (determinada pelo azul de trypan). B[a]P —
Benzo[a]pireno 20ug/mL; B1 - BG lug/mL; B2 — BG 5ug/mL; B3 — BG 25ug/mL. (¥) estatisticamente
significante do B[a]P (p>0.05).
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Figura 4: Barras representando escore médio dos cometas, no tratamento da linhagem HepG2 com
diferentes concentracdes de Beta-glucana extraida de cevada associada ao B[a]P, em tratamento
simultdneo com pré-incubagdo. Linha representando a viabilidade celular (determinada pelo azul de
trypan). B[a]P — Benzo[a]pireno 20ug/mL; B1 - BG 1pg/mL; B2 — BG 5ug/mL; B3 — BG 25ug/mL. (*)
estatisticamente significante do B[a]P (p>0.05).
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Figura 5: Barras representando escore médio dos cometas, no tratamento da linhagem HepG2 com
diferentes concentragdes de Beta-glucana extraida de cevada associada ao B[a]P, em pés-tratamento.
Linha representando a viabilidade celular (determinada pelo azul de trypan). B[a]P — Benzo[a]pireno
20ug/mL; B1 - BG lug/mL; B2 — BG 5ug/mL; B3 — BG 25ug/mL. (*) estatisticamente significante do
Bla]P (p>0.05).
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Resumo
As Betas-glucanas (BG) podem ser encontradas em diferentes organismos como
componentes da parede celular. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito
protetor da BG extraida de Agaricus blazei contra os danos induzidos pelo carcinégeno
Bla]P. Para isto utilizamos os ensaios do cometa (genotoxicidade) e do micronticleo
com bloqueio de citocinese (mutagenicidade) na linhagem de hepatoma humano
(HepG2). Trés protocolos de tratamento foram testados (simultaneo, pré-tratamento e o
pré+simultineo) afim de esclarecer o possivel mecanismo de ag¢do (desmutagénese ou
bio-antimutagénese) pelo qual esta molécula estaria protegendo o DNA. Os resultados
mostraram que a BG protegeu contra os danos no DNA em todos os protocolos testados,
sendo que a maior eficiéncia foi encontrada nos protocolo simultineo e pré+simultaneo.
Assim, nossos dados sugerem que a BG pode estar atuando por se ligar ao composto,
ou pela captura dos radicais livres produzidos durante a sua ativagdo. Por outro lado, os

resultados no pré-tratamento também sugerem a possibilidade de que a BG estaria
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modulando o metabolismo celular, como por exemplo atuando na inibi¢do de enzimas

de fase I, diminuindo, assim, a formacao de compostos reativos.

Introducao

Nos ultimos anos vem sendo sugerido que a utilizagcdo didria, de produtos com
atividades antimutagénica e anticarcinogénica, pode ser um meio eficaz na prevencdo
do céncer. Este tipo de abordagem é conhecida como quimioprevenc¢do (Kassie et al.,
2002, Majer et al., 2005).

Na dieta, diversos produtos ou compostos de diferentes origens (ex: cereais,
fungos) t€m sido encontrados contendo propriedades quimiopreventivas. Dentre estes,
destaca-se o cogumelo medicinal Agaricus blazei (Ab). Este cogumelo, nativo do Brasil,
€ popularmente consumido na forma de cha. O Ab € utilizado na medicina popular para
combater o estresse, estimular o sistema imune, melhorar a qualidade de vida de
diabéticos, reduzir colesterol, combater a osteoporose e diversos outros beneficios.
Devido as suas atividades bioldgicas, ele vem sendo muito estudado quanto ao seu
potencial nutrac€utico e também como suplemento medicinal. Os constituintes de seu
corpo de frutificacdo consistem em esterdides (Kawagishi et al, 1988), lipidios (Takaku
et al, 2001), complexos protéicos (Ito et al, 1997; Fujymia et al, 1998) e polissacarideos
(Kawagishi et al, 1988; 1989; Mizuno et al, 1990). Dos compostos isolados, os
polissacarideos do tipo B-glucana (BG) vem atraindo a atengdo, devido a sua atividade
antitumoral (Mizuno et al, 1990), antiproliferativa (Kobayashi et al, 2005)
antigenotéxica e antioxidante (Angeli et al, 2006; Chovartovicova et al, 1999),
antimutagénica (Chovartovicova et al, 1999; Krizkova et al, 2001; Oliveira et al, 2006),
antiviral (Liu et al, 1997), capacidade de aumentar a expressdo de c-Jun/AP1 (fatores de

transcri¢do) em células de cancer de mama (Talorete et al, 2002), entre outras.
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Estas BG sdo polissacarideos compostos por unidades D-glucopyranosyl e sdo
encontradas em diversos organismos (liquens, bactérias, fungos, leveduras, cereais entre
outros). A macroestrutura da BG depende tanto da fonte como do método de extracdo
(Zekovic et al., 2005). A BG extraida do cogumelo Agaricus blazei apresenta uma
estrutura constituida de uma cadeia principal de D-glucose com ligacdes B(1-3) e f(1-6)
(Fig. 1).

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito antigenotéxico e
antimutagénico da molécula de BG extraida de Agaricus blazei contra os danos
induzidos pelo pré-carcinégeno Benzo[a]pireno O B[a]P é um representante do grupo
dos hidrocarbonetos arométicos policiclicos, sendo encontrado no ar e na alimentacdo
humana (formado no preparo de carnes). Utilizamos a linhagem hepatica humana
HepG2 e os parametros utilizados para avaliacdo foram o teste do micronicleo com

bloqueio de citocinese e o teste do cometa.

2. Material e Métodos

2.1. Extracdo da BG de Agaricus blazei

Os polissacarideos foram preparados de um solugdo aquosa do cogumelo a 5%
(m/v), a qual foi aquecida por 5 horas, resultando na acidificagdo do meio (pH 5). O
material foi isolado da solucdo apos neutralizacdo com 0,1 mol/L NaOH, seguido de
adicdo de 1% (m/v) NaCl (aonde, m € a massa de NaCl e v o volume do extrato) e
precipitado em etanol (1:5 v/v extrato—etanol). O precipitado foi separado por
centrifugacdo com solucdo de etanol-per6xido de hidrogénio (1:1 v/v). Devido a

solubilizacdo parcial do material, este foi submetido a uma segunda extracdo usando
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etanol (4:1 v/v etanol-meio clareador). A porcdo solivel em dgua, foi liofilizada.
Caracterizacdo estrutural foi feita por FTIR, 13C NMR e 1H NMR espectroscopia,
demonstrando um complexo de B-glucana — proteina (Gonzaga et al., 2005a ). Desta
fracdo, a B —glucana foi isolada baseando-se no procedimento descrito por Yoshioka et
al. (1985). A suspensdo foi colocada em um shaker (15h) e centrifugado (6000 rpm/60
min). O precipitado foi lavado com solugdo de thymol em NaCl e dializado em dgua. O
precipitado foi secado com banho de areia (45°C). A estrutura purificada da B-glucana
foi confirmada por 1H, 2D-COSY, HMQC and 13C NMR espectroscopia (Gonzaga et

al., 2005 b).

2.2. Indutor de dano

O carcindgeno de agdo indireta benzo[a]pyrene (Fluka) foi diluido em
DMSO (JT Baker), e utilizado na concentracio de 20pM, para inducdo de dano
(concentragdo estabelecida em experimentos piloto). A concentragdo final em cultura do

DMSO nio ultrapassou 1%.

2.3. Linhagem HepG?2 e protocolos experimentais
A linhagem HepG2 foi gentilmente cedido pelo Dr. Sigfried Knasmuller do
Instituto de Pesquisa do Cancer, Universidade de Viena, Austria. Os estoques celulares

foram mantidos em freezer —80°C, em soro bovino fetal + 10% DMSO.
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As culturas foram mantidas de acordo com o protocolo proposto por Uhl et al
(1999). As células foram cultivadas em frascos de cultura (TPP) de 75cm2, em meio
MEM suplementado com 15% de soro bovino fetal, em estufa de CO; (5%) a 37°C, até
atingirem confluéncia. Apds esse periodo, as culturas foram tripsinizadas (0,1%) e
semeadas 2x10° células/pocos em placas de 24 pogos, e incubadas por mais 24 horas
quando, entdo, foram realizados os tratamentos.

No tratamento simultaneo as células foram expostas a 3 diferentes concentragoes
de BG (7, 21 e 63ug/mL de meio de cultura (definidas por experimentos piloto) para os
testes de antigenotoxicidade e antimutagenicidade.Para o tratamento simultaneo, as
células foram expostas a BG e ao B[a]P simultaneamente por 24 horas.No pré-
tratamento as células foram expostas por 24 horas a BG, seguido de troca de meio de

cultura e adicdo de B[a]P por mais 24 horas.

No pré-tratamento+simultaneo as células foram expostas por 24 horas a BG,
seguido de troca do meio e adi¢do as células de meio com B[a]P. Diferente do pré—

tratamento, juntamente com o B[a]P foi adicionado novamente BG a cultura..

2.5. Ensaio do Cometa (SCGE)

Para o ensaio do cometa foi utilizado o protocolo proposto por Uhl et al.,
(1999,2000) de acordo com as premissas propostas por Tice et al. Resumidamente, ao
final dos tratamentos as células foram tripsinizadas (0,1% por 5Smin), transferidas para
laminas previamente gelatinizadas e lisadas. Apos eletroforese (25V, 300mA) as células
foram coradas com brometo de etidio (10pg/mL — Sigma) e analisadas em microscépio
otico de fluorescéncia (Nikon, modelo 027012).

Para cada tratamento foram realizadas 3 repeticdes independentes. Para o ensaio

do cometa foram analisadas 100 células visualmente (Kobayashi et al., 1995), e
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classificadas de acordo com o seguinte critério: (classe 0) células com dano
indetectavel, que ndo apresentavam cauda; (classe 1) células com cauda menor que o
didmetro do nicleo; (classe 2) células com cauda entre 1 a duas vezes o didmetro do
nicleo; (classe 3) células com cauda maior que duas vezes o didmetro do nicleo. Apds
isto era realizado a somatdria dos escores, somando os valores de cada uma das 100
células, de cada tratamento. Células apoptéticas que apresentaram o nucleo totalmente
fragmentado ndo foram levadas em consideracdo na andlise (Speit and Hartmann,

2005).

2.5.1. Viabilidade celular

Paralelamente ao teste do cometa, eram retirados 20ul. da suspensdo celular e
estes eram entdo adicionados a 20ul de Azul de Trypan (Gibco) e homogeneizados.
Ap6s isto a solucdo era levada para camara de Neubauer e era feita a contagem das
células. Desta forma as células eram classificadas em células vivas (sem coloragdo e
células mortas (coloracdo azul). Células com coloracdo intermedidria eram
contabilizadas e dividas por 2 e entdo esses valores eram adicionados ao niimero de
células vivas e células mortas.Para o célculo da viabilidade celular era feita a razdo de

células vivas pelo total de células analisadas.

2.6. Teste do microniicleo com blogqueio de citocinese

O teste do microntcleo com bloqueio de citocinese foi realizado de acordo com
o protocolo de Darroudi and Natarajan (1991). Assim, 2.5 x 10° células foram
cultivadas em frascos de 25cm> por dois dias em estufa a 5% CO; a 37,5°C e humidade

relativa de 96%. Apds dois dias de crescimento, o meio foi removido e as células foram
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expostas aos compostos ou ao solvente (DMSO - controle negativo) e a diferentes
protocolos de tratamento. Em todos os casos as células foram expostas por 24 horas aos
compostos testados. Para a obtencdo de células binucleadas, as células tratadas eram
lavadas e citocalasina-B (3ug/mL - Sigma) era adicionada. As células eram entdo
colhidas apds 28 horas de exposi¢do a citocalasina-B, tratadas com citrato de sédio
gelado (1%) e centrifugadas (800 rpm por 8 min). Fixador metanol/4cido acético (3/1)
juntamente com 1 gota de formol era adicionado ao pellet. Este processo de fixagéo era
entdo realizado 3x. Para a deteccdo dos microntcleos as células foram coradas com
Giemsa (5%). Para cada citotoxicos na determinagdo de microndcleos, o indice de
divisdo nuclear (NDI) foi calculado, contabilizando o numero de células binucleadas em

1000 células, e dividindo estas por 100 (Eastmond and Tucker, 1989)

2.7. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados no programa estatistico Prism 4.0. Para o
teste do cometa foi realizada o teste de Mann-Whytney, para verificar diferengas entre
os tratamentos. Para o teste do microntcleo, foi realizada ANOVA seguida do teste de

multiplas comparagdes de Dunnetts (todos com um limite de 5%).

3. Resultados

Os resultados dos experimentos do cometa e micronticleo para a investigacdo da
acdo genotdxica e mutagénica da BG, estdo apresentados nas Figuras 2 e 3,
respectivamente. Nao foi observado aumento na migracdo de fragmentos de DNA e tdo
pouco alteracdo na viabilidade celular (Fig. 2) no ensaio do cometa. No caso do teste do
microndcleo também ndo houve aumento na formacao de microndcleos, € nem atraso no

ciclo celular como demonstrado pelo indice de divisao nuclear (Fig. 3).
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As Figuras 4 e 5 representam a associagdo das 3 concentragdes de BG com o
agente indutor de dano B[a]P, no tratamento do tipo simultineo, no ensaio do cometa e
micronticleo, respectivamente. Em ambos os testes, as 3 concentracdes testadas de BG
demonstraram um efeito protetor efetivo, com uma relacdo de dose resposta. Isto fica
bem evidenciado uma vez que o escore médio do teste do cometa para o B[a]P foi de
aproximadamente 120 unidades arbitrdrias e na maior concentragdo utilizada de BG
associada ao B[a]P esse valor caiu para aproximadamente 65 unidades arbitrarias.
Resultados semelhantes foram obtidos no teste do micronicleo, onde o B[a]P sozinho
induziu uma freqii€ncia de microntcleos superior a 50 e, quando associado a maior
concentragdo de BG, essa freqiiéncia caiu para aproximadamente 35.

No caso do pré-tratamento (Fig. 6 e 7), resultados um pouco diferentes foram
obtidos, uma vez que em ambos os testes apenas a maior concentragdo de BG foi efetiva
para a reducdo de danos. No teste do cometa o escore do controle positivo foi de
aproximadamente 150 unidades arbitrarias e, quando associado a maior concentragdo de
BG esse caiu para um escore de aproximadamente 120 (as outras duas concentragdes
ndo diferiram do controle positivo). Resultados semelhantes foram obtidos no teste do
microndcleo, onde somente a maior concentragdo protegeu contra os danos induzidos
pelo B[a]P (Fig. 7). No controle positivo obteve-se uma freqiiéncia média de
microndcleos aproximadamente de 47 contra 35 na associacdo com BG.

Por ultimo, e de modo que se pudesse avaliar a ocorréncia de um efeito aditivo
do tratamento simultineo e o pré-tratamento, foi realizado um tratamento onde as
células foram pré-tratadas com as BG, porém este tratamento continuou no meio quando
o B[a]P foi adicionado. Pode-se observar que houve uma diminui¢do tanto na migracio
do DNA (Fig. 8) como na formagéo de micronucleos (Fig. 9), uma vez que o escore do

cometa no B[a]P foi aproximadamente 115 unidades arbitrarias e, quando associado a
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maior concentragdo, este caiu para aproximadamente 55. O mesmo ocorreu para o teste
do microntcleo, onde no controle positivo obteve-se uma média de microntcleos de
aproximadamente 55 e, quando associado a maior concentragdo de BG, este caiu para
25, aproximadamente. Nesta nota-se que houve um decréscimo nas freqiiéncias de

microntcleos, e estas foram inferiores ao controle negativo).

4. Discussdo

Diversos compostos da dieta tém demonstrado potencial anticarcinogénico e
antimutagénico atuando através de diferentes mecanismos, como inibi¢do de enzimas de
fase I (familia das CYP 450), ativacdo de enzimas de fase Il (familia das GSTs),
inducdo de apoptose e protecdo contra radicais livres, sendo estes os principais
mecanismos. Estimulacdo do reparo de DNA, efeitos imunoestimulantes, inibi¢do de
ciclooxigenase, restricdo caldrica e diminui¢cdo do transito de mutigenos no trato
gastrintestinal, também sdo alguns dos mecanismos pelos quais alguns alimentos podem
exercer seu efeito protetor (Ferrari and Torres, 2003).

Os dados obtidos no presente estudo mostram que BG nio induziu nenhum
efeito danoso ao material genético, e que esta apresentou um importante efeito protetor
contra um agente mutagénico que pode estar presente na dieta do homem, dependendo
do seu habito alimentar. Observou-se também que a BG revelou um maior efeito
protetor quando em tratamento simultineo, o que poderia estar indicando que esta
estaria se ligando diretamente ao B[a]P, uma vez que é sabido que certas fibras
alimentares tem a capacidade de se ligar a compostos aromadticos (Ferguson et al, 1993;

Williams et al, 1999). Entretanto, nio se pode excluir o fato de que as BG podem atuar
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como um “scavenger’ de radicais livres (Angeli et al, 2006; Chovartovicova et al,
1999), podendo se ligar aos radicais livres produzidos pela ativagdo do B[a]P, uma vez
que a ativagdo destes compostos, pelas enzimas da familia das P450, gera radicais livres
que podem interagir de forma nociva com o DNA (Briede et al, 2004).

Outro fato que nos chama a atencdo € que a BG apresentou um efeito protetor
quando em pré-tratamento, o que nos indica que estas poderiam estar atuando através da
modulagdo de enzimas, como ja sugerido por outro trabalho do nosso grupo (Angeli et
al., 2006). Assim, estes dados reforcam essa hipdtese, uma vez que este tipo de
protocolo de tratamento nos indica a possibilidade de alteracio na expressdo e ou
atividade de algumas enzimas. Essa atuacdo poderia ser através de receptores na
membrana da célula ativando vias de sinalizag@o, expressdo de fatores de transcricdo e,
consequentemente, modulando a expressdo génica. Isto é corroborado com o fato de
outros trabalhos demonstrarem que polissacarideos extraidos dos cogumelos Lentinulas
edodes e Agaricus blazei apresentaram um efeito inibitério in vivo, na expressdo de
isoenzimas da familia P450 1A (Hashimoto et al, 2002; Okamoto et al, 2004), que
catalisam a primeira etapa na formag@o do metabdlito reativo do B[a]P.

Quando comparados, os protocolos pré+simultdneo com o simultineo, observa-
se que existe diferenca estatistica significativa entre eles, comprovando um maior efeito
protetor quando as células foram expostas por 24 horas sem a presenga do B[a]P,
evidenciando um efeito aditivo. Desta maneira, o maior efeito protetor observado no
tratamento pré+simultdneo poderia ser explicado, uma vez que a molécula de BG
poderia estar tanto inibindo enzimas da familia P450 como também seqiiestrando
espécies reativas de oxigénio que estariam sendo formadas na ativacdo do B[a]P, ou
mesmo se ligando diretamente a este impedindo que o mesmo entrasse dentro da célula

e sofresse metabolizacdo.
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Tomados como um todo, os resultados deste estudo permitem constatar que o
polissacarideo BG extraido do cogumelo Agaricus blazei protegeu células hepaticas
derivadas de humanos dos efeitos genotdxicos e mutagénicos do B[a]P, um composto
carcinogénico encontrado comumente no meio ambiente (IARC 1983). Este fato, nos
indicam que as BGs poderiam estar amenizando os efeitos deletérios deste composto,
em situacdes reais de exposi¢do do ser humano, funcionando, desta maneira, como um
agente quimiopreventivo, as quais poderiam ser incluidas na dieta de seres humanos.
Outro dado interessante do presente estudo é a possibilidade da modulagdo de enzimas
de fase I pela BG, tornando-a um interessante agente coadjuvante na quimioterapia. De
acordo com Walter-Sack and Klotz (1996) a inibi¢do de enzimas CYP 450 torna a
quimioterapia mais eficaz, uma vez que o quimioterapico demorara mais tempo para ser

excretado.
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Figura 1: Estrutura de B-glucana extraida de Agaricus blazei, mostrando ligagdes 3
(123.1-26)
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Figura 2: Barras representando o escore médio dos cometas, no tratamento da linhagem HepG2 com
diferentes concentragdes de Beta-glucana extraida de Agaricus brasiliensis .Control (DMSO-1%); B[a]P -
20pug/mL; B1 - BG 7pug/mL; B2 — BG 21pug/mL; B3 — BG 63ug/mL)(*) estatisticamente significante do
controle (p>0.05)
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Figura 3: Barras representando numero de microndcleo em 1000 células binucleadas, no tratamento da
linhagem HepG2 com diferentes concentracdes de Beta-glucana extraida de Agaricus brasiliensis, em
tratamento simultaneo simples. Linha representando o indice de divisao nuclear. B[a]P — Benzo[a]pireno
20ug/mL; B1 - BG 7ug/mL; B2 — BG 21ug/mL; B3 — BG 63ug/mL. (*) estatisticamente significante do
B[a]P (p>0.05).
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Figura 4: Barras representando escore médio dos cometas, no tratamento da linhagem HepG2 com
diferentes concentragdes de Beta-glucana extraida de Agaricus brasiliensis associada ao B[a]P, em
tratamento simultdneo. B[a]P — Benzo[a]pireno 20pg/mL; B1 - BG 7ug/mL; B2 — BG 21ug/mL; B3 —
BG 63ug/mL. (*) estatisticamente significante do B[a]P (p>0.05).
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Figura 5: Barras representando numero de micronicleos em 1000 células binucleadas, no tratamento
da linhagem HepG2 com diferentes concentracdes de Beta-glucana extraida de Agaricus brasiliensis
associada ao B[a]P, em tratamento simultdneo. Linha representando o indice de divisdo nuclear. B[a]P —
Benzo[a]pireno 20pg/mL; B1 - BG 7ug/mL; B2 — BG 21pug/mL; B3 — BG 63pg/mL. (*) estatisticamente
significante do B[a]P (p>0.05).
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Figura 6: Barras representando escore médio dos cometas, no tratamento da linhagem HepG2 com
diferentes concentragdes de Beta-glucana extraida de Agaricus brasiliensis associada ao B[a]P, em pré-
tratamento. B[a]P — Benzo[a]pireno 20pug/mL; B1 - BG 7ug/mL; B2 — BG 21ug/mL; B3 — BG 63ug/mL.
(*) estatisticamente significante do B[a]P (p>0.05).
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Figura 7: Barras representando numero de micronicleos em 1000 células binucleadas, no tratamento
da linhagem HepG2 com diferentes concentracdes de Beta-glucana extraida de Agaricus brasiliensis
associada ao B[a]P, em pré-tratamento. Linha representando o indice de divisdo nuclear. B[a]P —
Benzo[a]pireno 20ug/mL; B1 - BG 7ug/mL; B2 — BG 21pug/mL; B3 — BG 63pg/mL. (*) estatisticamente
significante do B[a]P (p>0.05).
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Figura 8: Barras representando escore médio dos cometas, no tratamento da linhagem HepG2 com
diferentes concentragdes de Beta-glucana extraida de Agaricus brasiliensis associada ao B[a]P, em pré-
tratamento+simultaneo. B[a]P — Benzo[a]pireno 20pug/mL; B1 - BG 7ug/mL; B2 — BG 21pg/mL; B3 —
BG 63ug/mL. (*) estatisticamente significante do B[a]P (p>0.05).
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Figura 9 : Barras representando numero de micronticleos em 1000 células binucleadas, no tratamento
da linhagem HepG2 com diferentes concentracdes de Beta-glucana extraida de Agaricus brasiliensis
associada ao B[a]P, em pré-tratamento+simultaneo. Linha representando o indice de divisdo nuclear.
B[a]P — Benzo[a]pireno 20ug/mL; B1 - BG 7ug/mL; B2 — BG 21ug/mL; B3 — BG 63ug/mL. (¥)
estatisticamente significante do B[a]P (p>0.05).
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Artigo 5

Artigo a ser submetido ao periddico ‘“Food and Chemical Toxicology”
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Resumo

O cogumelo Agaricus brasiliensis (= Agaricus blazei) tem recebido muita atengdo
devido a sua propriedades medicinais. Entre os compostos isolados deste, destacam-se
as B-glucanas (BG) que sdo polissacarideos de parede celular. O objetivo do presente
estudo foi de estudar, o efeito genotéxico e/ou antigenotoxico de polissacarideos totais
do cogumelo e de BGs, ambos extraidos em diferentes fases de maturacdo (imaturo,
maduro ndo esporulado e maduro esporulado). Para testar a genotoxicidade da BG, foi
utilizado o teste do cometa na linhagem HepG2, . Adicionalmente, para testar o efeito
protetor, foi associado a BG ao H,0,, bleomicina e doxorubicina. Os resultados
demonstraram que os polissacarideos e as BGs ndo demonstraram efeito genotdxico,

pelo contrario, protegeram contra os danos causados pelos 3 indutores. Somente o
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polissacarideo total ndo apresentou efeito protetor contra a doxorubicina. De forma
interessante o maior efeito protetor foi evidenciado nos estigios mais maduros e na

substancia BG isolada.

1. Introdugdo

Estudos epidemioldgicos tém apresentado evidéncias que o surgimento de
canceres em diversos 6rgios como estomago, colon, prostata, mama, estio relacionados
a dietas inapropriadas (WCFR/TARC, 1997). O principal fator, envolvido nesses
processos, esta relacionado ao aumento da taxa de mutac@o. Assim, sugere-se que uma
diminui¢do na taxa de mutagdes em um organismo estaria diretamente relacionada ao
retardo no surgimento destas neoplasias (Loeb et al., 2003). Desta forma, torna-se
desejavel a introducdo de compostos antimutagénicos na dieta do ser humano.

Entre os alimentos que vem recebendo aten¢do quanto a suas propriedades
antimutagénicas, encontram-se diversos cogumelos medicinais, destacando-se entre ele
o cogumelo Agaricus brasiliensis Wasser (= Agaricus blazei). Este € um cogumelo
nativo do Brasil, sendo bastante estudado devido, as suas propriedades medicinais como
estimulante do sistema imune, propriedade anticancerigena, antimutagénica e
antioxidante (Kawagishi et al., 1989; Mizuno et al., 1990, Ohno et al., 2001, Dong et al.,
2002,).

Dentre os compostos isolados do cogumelo Agaricus brasiliensis, destacam-se
alguns polissacarideos com atividade antitumoral, entre esses polissacarideos muita
atencdo tem sido dada as B-Glucanas (BGs), sendo essas as principais responsaveis
pelos efeitos antitumorais do cogumelo (Kawagishi et al., 1989; Mizuno et al., 1990,

Ohno et al., 2001). Recentemente alguns trabalhos nossos e de outros grupos tém
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relatado efeito antimutagé€nico para BG extraidas de Agaricus brasiliensis (Angeli et al.,
2006) e também para BGs de diferentes origens, porém de mesma estrutura quimica
(Chovartovicova et al., 1993; Lazarova et al., 2004; Krizkova et al, 2006; Oliveira et al.,
2007). Grande parte deste efeito protetor deve-se em parte a sua fungdo antioxidante,
assim acredita-se que este composto possa ser utilizado como quimiopreventivo,
inibindo a ac¢do genotdxica de alguns compostos.

Vale ressaltar, ao se extrair a BG do cogumelo, que a fase de desenvolvimento
do corpo de frutificacdio cogumelo pode influenciar no conteido e tipo de BG
encontradas, fazendo com que possa haver uma grande diferenca nas respostas
biolégicas encontradas (Camelini et al., 2005).

Desta forma o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos
genotdxicos e ou antigenotoxicos dos polissacarideos totais extraidos em tré€s diferentes
fases de desenvolvimento do cogumelo (imaturo — Sla; maduro nio esporulado — Slla; e
maduro esporulado - Sllla), sendo também avaliado as BGs totais extraidas nas 3
diferentes fases (imaturo — SIb; maduro ndo esporulado — SIIb; e maduro esporulado —
SIIIb), desta forma permitindo dizer qual a melhor forma de suplementagdo com
finalidade antioxidante. Também podem auxiliar na indica¢do de qual a melhor fase

para a colheita do cogumelo para fins nutracéuticos.

2. Materiais e Métodos

2.1. Extracdo da fracdo polissacaridica

Polissacarideos da parede celular foram extraidos e purificados de acordo com o

protocolo proposto por Mizuno et al. (1990). Amostras secas do corpo de frutificagdo do
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A. brasiliensis (20 g) foram depositados, lavados com 120 ml 85% (v/v) etanol e
filtrado. Os residuos foram lavados com 350 ml 85% (v/v) etanol aquecido a 80 °C por
3 h (3 vezes). Os polissacarideos foram em seqiiéncia extraidos com 350 mL dgua
aquecida a 100 °C por 3 h (3 vezes). Estas fragdes aquosas foram coletadas por filtragdo
, seguido de adi¢cdo de 4 vol. 95% (v/v) etanol. A mistura, foi entdo deixada overnight
de forma a obter a fracdo de polissacarideos, que foi concentrada e dializada em dgua
destilada. Essa frac@o foi entdo secada a frio, pesada e analisada. Nestas fracdes entdo
foram observadas polissacarideos com ligacdes do tipo o (1->4) e (1->6) e também J
(122),(123) e (1-6), sendo que os polissacarideo de ligacdes [ constituiam

aproximadamente 70% do total de polissacarideos.

2.2 Purificacao dos polissacarideos

Cada amostra (1 g) foi dissolvida em dgua destilada e passada através de uma
coluna cromatogrifica de DEAE-celulose (2 cm largura X 35 cm comprimento). A
fracdo neutra eluida com dgua (105 mL) foi descartada, as fragGes selecionadas de 0,25,
0,5e 0,75 M NaCl (105 mL cada) foram concentradas e dializadas extensivamente. O
polissacarideo foi fracionado de acordo com o maior peso molecular, em uma coluna
Toyopear HW-65F (Tosoh) (2 cm largura X 35 cm comprimento) selecionando os
primeiros 35 mL eluidos. As BGs (ndo absorvidas) foram separadas usando uma coluna
Con A-Sepharose 4B (Fluka Biochemika) (1,5 cm largura X 10 cm comprimento),
secadas a seco, pesadas e analisadas. Nestas fracdoes entdo foram observadas
polissacarideos com ligacdes somente do tipo p (1-22),(12>3) e (1->6). Resultados mais
detalhados da andlise dos polissacarideos podem ser encontrados em maiores detalhes

no trabalho previamente publicado por Camelini et al (2005).
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2.3. Indutor de dano

Para a inducdo de danos ao DNA foram utilizados 3 compostos; HO, (100uM -
Nova Quimica), Bleomicina (0,5pg/mL - Sigma) e Doxorubicina (1ug/mL - Fluka),

todos os compostos foram diluidos em PBS livre de Ca e Mg.

2.5. Linhagem HepG?2 e protocolos experimentais

A linhagem celular HepG2 foi gentilmente cedida pelo Dr Sigfried Knasmuller
(Institute of Cancer Research - Medical University of Vienna). As células foram
estocadas em nitrogénio liquido e cultivadas com meio Minimal essential medium
(MEM), suplementado com 15% de soro bovino fetal, ambos da Gibco (Paisely -
Scotland), e 1% penicilina/estreptomicina em frascos de 75cm® (TPP). Nessas

condig¢des, o ciclo celular é de aproximadamente de 24 horas.

No protocolo de genotoxicidade as células foram expostas a 3 diferentes
concentragdes (5, 15 e 45pg/mL de meio de cultura) do polissacarideo em suas
diferentes fases de maturacdo por 24 horas (concentracdes definidas por experimentos

piloto).

Para os tratamentos de antigenotoxicidade, as células foram expostas
simultaneamente aos polissacarideos e a um dos diferentes indutores de dano, por 3

horas no caso da bleomicina e doxorubicina e 5 minutos no gelo para o H,O,.
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2.6. Single cell gel electrophoresis (SCGE)

Para o ensaio do cometa foi utilizado o protocolo proposto por Uhl et al.,
(1999,2000) de acordo com as premissas propostas por Tice et al (2003).
Resumidamente, ao final dos tratamentos as células foram tripsinizadas (0,1% por
Smin), transferidas para laminas previamente gelatinizadas e lisadas. Apds eletroforese
(25V, 300mA) as células foram coradas com brometo de etidio (10ug/mL — Sigma) e
analisadas em microscépio 6tico de fluorescéncia (Nikon, modelo 027012).

Para cada tratamento foram realizadas trés repeticdes independentes. Para o
ensaio do cometa foram analisadas 100 células, visualmente (Kobayashi et al., 1995), e
classificadas de acordo com o seguinte critério: (classe 0) células com dano
indetectdvel, que ndo apresentavam cauda; (classe 1) células com cauda menor que o
didmetro do nicleo; (classe 2) células com cauda entre 1 a duas vezes o didmetro do
nucleo; (classe 3) células com cauda maior que duas vezes o didmetro do nicleo. Apds
isto o valor de cada célula era somado para obter o score (varidvel de 0 a 300), apds isto
era calculado a media e os desvios de cada tratamento.Células apoptdticas que
apresentaram o nucleo totalmente fragmentado ndo foram levadas em consideragdo na
analise (Speit and Hartmann, 2005). Os resultados obtidos foram analisados no
programa estatistico Prism 4.0 realizando o teste de Mann-Whytney, para verificar
diferencas entre os tratamentos.

2. Resultados

Para os protocolos de genotoxicidade, demonstra-se na figura 1 o resultado dos
polissacarideos totais extraidos nas diferentes fases de maturacdo do cogumelo. Nao
houve alteracdo na viabilidade celular (resultados ndo apresentados — considerando

viabilidade 6tima acima de 80%), e tdo pouco na migracdo de fragmentos de DNA
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como observado pelo teste do cometa. O mesmo pode ser observado na Figura 2, onde
apresentam-se os resultados apenas das BGs. De forma semelhante, variacdes na

viabilidade celular (ndo apresentados) e migragdo de DNA néo foram evidenciadas.

Para os protocolos de antigenotoxicidade, associou-se as BGs a 3 indutores de
dano. Primeiro, na Figura 3, estdo apresentados os resultados das associagcdes com o
H,0,. Neste caso observa-se que houve um efeito protetor em praticamente todas as
concentragdes, sendo que os menores efeitos protetores sdo observados no
polissacarideo bruto na fase jovem (Sla), e os maiores efeitos sdo evidenciados na
fracdo contendo apenas BG na fase madura esporulada (SIIb e SIIIb). Padrido de
resposta semelhante é visto no tratamento com bleomicina (Figura 4), havendo efeito
protetor em quase todas as concentracdes testadas e da mesma forma, reduzido efeito
protetor € encontrado no polissacarideo bruto na fase jovem e um efeito pronunciado na

fracdo contendo apenas BG na fase madura.

Diferente dos tratamentos com H,O, e bleomicina, a associa¢do das diferentes
fracdes do cogumelo com a doxorubicina apresentou efeito protetor somente nas fracdes
purificadas (SIb, SIIb e SIIIb), sendo que a fracdo de polissacarideos totais demonstrou
apenas um fraco efeito protetor na maior concentragdo da fase madura esporulada

(SIIIa).

3. Discussao

Nos ultimos anos tem havido um crescente interesse na descoberta de alimentos
e compostos alimentares que tenha a capacidade de prevenir danos ao material genético,

desta forma atuando como compostos quimioprotetores. O uso racional de
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quimioprotetores baseia-se na identificacio do mesmo como eficiente, e também no
entendimento do seu mecanismo de acdo (Miadokova et al., 2006). Diversos
mecanismos como inibicdo de efeitos genotdxicos, captura de radicais livres, inibicdo
de crescimento tumoral e modulacdo da tradug@o de sinais podem estar envolvidas (De
Flora et al., 2005; Miadokova et al., 2004). Desta forma foi realizado neste trabalho a
associacdo dos polissacarideos totais e as BGs isoladas do cogumelo A. Brasiliensis,
contra trés agentes sabidamente formadores de ROS (espécies reativas de oxigénio), de
forma a reforcar a hipdtese de antioxidante e também verificar se as fases de colheita do
cogumelo que afetam a seus compostos bioativos, uma vez que nfo existem trabalhos
na literatura relacionando estdgios de maturacdo, presenca de BG e efeito protetor no
material genético.

No presente trabalho observou-se a auséncia de efeito genotdxico dos
polissacarideos totais (aonde ha presenca de ligagdes do tipo a e B) da parede do
cogumelo e também das BG. Desta forma pode-se supor que estes ndo apresentam
efeito genotdxico se consumidos pelo homem, resultado este também demonstrado por
vdrios trabalhos utilizando extratos do cogumelo Agaricus brasiliensis e isolados de
BGs (Luiz et al., 2003; Bellini et al., 2003, 2006; Guterrez et al., 2004; Angeli et al.,

2006; Oliveira et al., 2007).

No estudo da antigenotoxicidade, associou-se os polissacarideos totais e as BG
com o H,0O,, bleomicina e doxorubicina. Pode-se observar uma elevada reducdo dos
danos causados pelo perdxido e pela bleomicina. Ao compari-los evidencia-se uma
maior protec¢do contra o peréxido de hidrogénio, visto que a bleomicina nio causa danos
apenas pela formagdo de radicais livres, e sim também pela quebra de fita e inibi¢cdo de

sintese de DNA (referencia).
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No caso da doxorubicina, observa-se uma fraca protecdo pelos polissacarideos
totais, apenas as BG apresentaram efeito protetor. Isto pode ser explicado pelo
mecanismo de ac¢do da droga, uma vez que € sabido que a doxorubicina nio causa danos
apenas pela formacao de radicais livres, mas também por se intercalar no DNA e inibir a

topoisomerase II (referencia).

Assim, fica claro que os polissacarideos totais apresentaram efeitos protetores
menores quando comparado com as BGs purificadas, onde apenas polissacarideos com
ligagdes do tipo B estdo presentes. Podendo-se justificar isso pela menor quantidade de
BG nos extratos totais, uma vez que é sabido que esta apresenta uma importante
propriedade antioxidante (Slamenova et al., 2003; Krizkova et al., 2003; Angeli et al.,
2006). Entre os polissacarideos totais, observa-se que conforme a extragcdo é feita em
fases mais maduras do cogumelo, este apresenta efeito protetor maior, isto podeser
devido a uma maior presenga de ligagdes B (1-23) e a (1->4) nas BGs purificadas de
estagio maduro (Camelini et al., 2005). O mesmo padrdo € observado para as BG

purificadas, onde uma maior quantidade de ligacdes B (1->3) é observada conforme o

estagio de maturidade do cogumelo aumenta.

Estes resultados possibilitam indicar, que apesar do cogumelo ser colhido na
fase imatura para fins culindrios, pois € nessa fase que este apresenta o seu maior valor
comercial, este seja colhido em fases mais maduras, pois acredita-se que nestas fases o
cogumelo pode expressar melhor suas propriedades bioativas, tanto antioxidantes como
antitumorais. Uma vez que é sabido que suas liga¢des f (123) e a (12>4) estdo

envolvidas no seu efeito antitumoral (Mizuno et al., 1990.

De forma geral podemos sugerir o uso de BG para fins quimiopreventivos
principalmente para agentes produtores de ROS, uma vez que estas apresentam baixa

eficiéncia em relagdo aos demais agentes utilizados. A inclusdo desse composto na
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dieta, na forma de capsulas, ou mesmo na fortificacdo de alimentos como paes e cereais,
com o intuito de disponibilizar alimentos mais saudaveis, e possivelmente protegendo a
populacdo de doencas desencadeadas por eventos mutacionais, como € o caso do cancer,
deve ser o proximo objetivo de estudo nesse campo. Uma outra possibilidade seria a

introduc¢do das BG na dieta através da produgdo de alimentos transgénicos.
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Figura 1: Efeito dos polissacarideos totais extraidas do cogumelo Agaricus brasiliensis na
migragdo de DNA na linhagem HepG2.. Barras representam a média dos escores * desvio
padrdo de trés repeticdes independentes. (Controle DMSO — 1%; B[a]P — 5ug/ml; Sla —
polisacarideos extraidos fase imatura; Slla — polissacarideos extraidos na fase matura nédo
esporulada; Sllla — polissacarideos extraidos na fase matura esporulada)
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Figura 2: Efeito das -glucanas extraidas do cogumelo Agaricus brasiliensis na migragao de
DNA na linhagem HepG2.. Barras representam a média dos escores + desvio padréo de trés
repeticdes independentes. (Controle DMSO — 1%; B[a]P — 5ug/ml; Slb — BG extraida na fase
imatura; Sllb — BG extraida na fase matura ndo esporulada; Slllb — BG extraida na fase matura
esporulada).
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Figura 3: Efeito das fagdes do cogumelo Agaricus brasiliensis na migragido de DNA induzido por HzO, na linhagem
HepG2.. Barras representam a média dos escores + desvio padrao de trés repeticdes independentes. (Controle DMSO
— 1%; H20, —100uM; Sla — polisacarideos extraidos fase imatura; Slla — polissacarideos extraidos na fase matura ndo
esporulada; Sllla — polissacarideos extraidos na fase matura esporulada; Slb — BG extraida na fase imatura; Sllb — BG
extraida na fase matura nao esporulada; Slllb — BG extraida na fase matura esporulada). (*) significativamente
diferente do H»O; (p>0,05).
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Figura 4: Efeito das fragdes do cogumelo Agaricus brasiliensis na migragdo de DNA induzido pela bleomicina na
linhagem HepG2.. Barras representam a média dos escores + desvio padrdo de trés repetigdes independentes.
(Controle DMSO — 1%; bleomicina — 0,5pg/ml; Sla — polisacarideos extraidos fase imatura; Slla — polissacarideos
extraidos na fase matura ndo esporulada; Sllla — polissacarideos extraidos na fase matura esporulada; Slb — BG
extraida na fase imatura; Sllb — BG extraida na fase matura nao esporulada; Slllb — BG extraida na fase matura
esporulada). (*) significativamente diferente da bleomicina (p>0,05).
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Figura 5: Efeito das fragées do cogumelo Agaricus brasiliensis na migragdo de DNA induzido pela doxorubicina na
linhagem HepG2.. Barras representam a média dos escores + desvio padrdo de trés repetigdes independentes.
(Controle DMSO - 1%; doxorubicina — Ipg/ml; Sla — polisacarideos extraidos fase imatura; Slla — polissacarideos
extraidos na fase matura ndo esporulada; Sllla — polissacarideos extraidos na fase matura esporulada; Slb — BG
extraida na fase imatura; Sllb — BG extraida na fase matura nao esporulada; Slllb — BG extraida na fase matura
esporulada). (*) significativamente diferente da doxorubicina (p>0,05).
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Consideracoes finais

Os trabalhos realizados, utilizando a BG demonstraram em todos 0s casos
eficiéncia na prevengdo de dano genético, contra uma variedade de agentes quimico,
desde quimioterapicos até contaminantes alimentares.

Como demonstrado, a BG de cevada apresentou efeito protetor contra o B[a]P,
2AA, o MMS e o Ara-C em linhagens celulares de roedores e humanas, sendo
importante ressaltar que a mesma foi a dnica a apresentar efeito genotdxico. A BG
extraida de cogumelo apresentou efeito protetor contra B[a]P, Trp-p-2, bleomicina,
doxorubicina e Hy0, em células humanas. Mostrando assim uma eficié€ncia de protecdo
contra diversos tipos de agentes indutores de dano.

Acredita-se que as mesmas possam estar atuando se ligando aos diferentes
compostos ou mesmo se ligando a radicais livres produzidos durante as sua ativacdes,
porem ndo é descartada a hipdtese deste modularem enzimas do metabolismo de
xenobidticos e mecanismos de reparo ou apoptose.

Embora seja muito cedo para afirmar que a molécula de BG estaria atuando
como um quimiopreventivo efetivo no ser humano, os resultados obtidos, encorajam
futuros estudos de forma a comprovar se essa protecdo estaria ocorrendo no homem,
sugerindo assim a possibilidade de inclusdo desse composto na dieta, na forma de
capsulas, ou mesmo na fortificacdo de alimentos como paes e cereais, com o intuito de
disponibilizar alimentos mais saudédveis, e possivelmente protegendo a populagdo de
doencas desencadeadas por eventos mutacionais como € o caso do cincer. Uma outra
possibilidade de introducdo das BGs na dieta seria na produgdo de alimentos

trangénicos.
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