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RESUMO

Cancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que possuem em comum sua origem a partir
da perda do controle do ciclo celular, resultado de mutagcdes que se somam nos estagios iniciais do tumor.
E considerado atualmente um problema de satde mundial, com registro de mais de 12,4 milhdes de novos
casos em 2008, resultando em aproximadamente 7,6 milhdes de 6bitos. De 80% a 90% dos casos de
céncer tém origem a partir de fatores sociocomportamentais, como alto consumo de gorduras, falta de
atividade fisica, ingestdo de alcool, uso de tabaco, obesidade, exposicao excessiva ao sol e interacdes
sociais e culturais. Nas trés Ultimas décadas o cancer vem alterando o perfil epidemiolégico do Brasil.
Atualmente é a segunda maior causa de mortes da populacao brasileira, com previsdo do aparecimento de
489 mil novos casos em 2011. A remocdo cirdrgica, a radioterapia e a quimioterapia sdo os tratamentos
mais usuais contra o cancer, tendo, porém uma enorme quantidade de efeitos colaterais. Tendo isso em
vista, é crescente o interesse na busca de tratamentos utilizando compostos naturais contra a doenga, 0s
quais possuem diversos relatos na literatura de efeitos imunomoduladores e antitumorais. O presente
trabalho buscou avaliar o potencial biolégico de uma beta-glucana extraida do fungo Lentinus edodes,
composto aqui denominado de P4, utilizando para isso ensaios in vitro com a linhagem celular B16F10
(melanoma murino). Os experimentos foram realizados com diferentes concentragbes e tempos de
tratamento. O ensaio de MTT analisa citotoxicidade celular através da acéo da desidrogenase mitocondrial,
a qual converte um composto salino (MTT) em cristais de formazan; apés o tratamento com o
polissacarideo em estudo, evidenciou-se que este ndo causa citotoxicidade celular nenhuma das
concentracdes e tempo analisados. Pelo método de Vermelho Neutro avaliou-se a viabilidade celular, pela
capacidade das células captarem, por endocitose, este corante; o polissacarideo utilizado nado alterou a
viabilidade das células, sendo que os tratamentos ficaram proximos aos valores do controle. Para verificar
possiveis alteragGes na proliferacdo celular, 0 método de andlise com Cristal Violeta foi utilizado. Apos o
tratamento com o polissacarideo, ndo foram evidenciadas alteracdes nesse mecanismo celular em
consequéncia da exposicdo ao composto utilizado neste estudo. Todos os experimentos acima descritos
foram feitos com as concentracfes de 10 e 100ug/mL, com tempo de tratamento de 72h. Para avaliar
possiveis alteragcdes morfolégicas e ultraestruturais, causadas em resposta a exposi¢do ao polissacarideo,
empregou-se a analise de imagens obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura. Para este
experimento, células foram tratadas por 48h com o composto nas concentragfes de 5, 10, 50 e 100ug/mL.
Evidenciou-se que as células expostas aos tratamentos sofreram modificagbes, como aumento de
expans®es membranares e inibicdo de contato. O método de Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio
(ERONSs) avaliou a capacidade oxidativa das células tratadas com o composto aqui empregado,
apresentando significativo aumento desta capacidade comparada ao controle, em ambas as concentra¢des
utilizadas, 10 e 100ug/mL. Os resultados obtidos com este estudo evidenciaram efeitos promissores com o
modelo in vitro e apontam para possiveis atividades antitumorais desta beta-glucana, logo se faz necessario
prosseguir com estudos in vivo para confirmar o potencial desse composto extraido de cogumelo.



ABSTRACT

Cancer is the name given to a set of more than 100 diseases that have in common their origin from the loss
of cell cycle control, the result of mutations that add up in the early stages of the tumor. It is currently
considered a worldwide health problem, with more than 12.4 million new cases in 2008, resulting in
approximately 7.6 million deaths. 80% to 90 % of cancers originate from environmental factors such as high
fat intake, lack of physical activity, alcohol consumption, tobacco use, obesity, excessive sun exposure and
social and cultural interactions. In the last three decades cancer has altered the epidemiology of Brazil. It is
currently the second leading cause of deaths of the population, with the appearance of 489 000 new cases in
2011. The surgical removal, radiation therapy and chemotherapy are the most common treatments for
cancer, but all of them posses a huge amount of side effects. There is growing interest in finding treatments
using natural compounds against this disease, which have many reports in the literature, working as
immunomodulators and with antitumor effects. The present study sought to assess the biological potential of
a beta- glucan extracted from the fungus Lentinus edodes, compound here called P4, using to this in vitro
assays with cell line B16F10 (murine melanoma). The experiments were performed with different
concentrations and treatment times. The MTT assay analyzes cellular cytotoxicity through the action of
mitochondrial dehydrogenase, which converts a salt compound (MTT) into formazan crystals; after treatment
with the polysaccharide used in this study, it showed not cause cytotoxicity at any concentration and time
frame. Using the Neutral Red method, we evaluated the cell viability, the ability of the cells by endocytosis to
capture this dye; the polysaccharide used did not alter cell viability; the treatments showed results that were
close to baseline (control). To study possible alterations in cellular proliferation, the method of analysis with
crystal violet was used. After treatment with the polysaccharide, no changes in cellular mechanism as a
result of exposure to the compound used in this study were observed. All experiments described above were
carried out with concentrations of 10 and 100ug/mL with treatment time of 72 hours. To assess possible
morphological and ultrastructural alterations induced in response to exposure to the polysaccharide, we used
the analysis of images obtained by Scanning Electron Microscopy. For this experiment, cells were treated for
48h with the compound at concentrations of 5, 10, 50 and 100ug/mL. It was evident that the cells exposed to
the treatments were changed, showing much more membrane expansions and increased contact inhibition.
The method of Reactive Nitrogen and Oxygen Species (ERONS) evaluated the oxidative capacity of treated
cells with the compound employed here. The results evidence significant increase in oxidative capacity of the
treated cells when compared to the control, at both concentrations, 10 and 100ug/mL. The data obtained
from this study showed promising effects in the in vitro model and point to possible antitumor effects of the
beta — glucan tested, then it is necessary to continue with the in vivo studies to confirm the potential of the
compound extracted from mushroom.

\



1. INTRODUCAO

Antes classificada como uma doenca de paises desenvolvidos, o cancer € hoje um
problema de saude mundial. Esta patologia abriga um conjunto de mais de 100
enfermidades, que possuem em comum a alteragdo do controle do ciclo celular,
resultando num crescimento desordenado de células, as quais tendem a invadir outros
tecidos e orgaos vizinhos (INCA, 2011).

A origem de um cancer pode ser tracada a partir de uma Unica célula inicial, a qual
sofreu alteragbes que resultaram na perda do controle do ciclo celular, gerando outras
células com a mesma caracteristica, as quais vao acumular mais mutag6es, dando origem
a um tumor primario, o qual pode ser benigno, ndo recebendo a denominacgéo cancer, ou
maligno, invadindo tecidos e 6rgaos vizinhos e sendo entdo nomeado como cancer. A
capacidade metastatica de um cancer representa a principal causa do potencial de
fatalidade em pacientes acometidos por essa doenca (ALBERTS, 2010).

O crescimento anormal e descontrolado de células em um tecido ou 6érgéo recebe o
nome de neoplasia (grego para “novo crescimento”). Os tumores malignos sao os que
possuem a maior capacidade de diferenciar-se do tecido de origem, e através do sistema
linfatico e da circulagdo sanguinea podem espalhar-se para outras partes do corpo (IARC,
2008). A Tabela 1 apresenta a diferenciacdo entre os tipos de tumor.

Tabelal. Principais diferencas entre tumores malignos e benignos. (Fonte: INCA,2011).

Tumor benigno

Tumor maligno - Cancer

Formado por células bem  diferenciadas

(semelhantes as do tecido normal); estrutura tipica

do tecido de origem

Formado por células anaplasicas (diferentes do

tecido normal); atipico; falta diferenciagcédo

Crescimento progressivo; pode regredir; mitoses

normais e raras

Crescimento rapido; mitoses anormais e numerosas

Massa bem delimitada, expansiva; ndo invade nem

infiltra tecidos adjacentes

Massa pouco delimitada, localmente invasivo; infiltra

tecidos adjacentes

N&o ocorre metastase

Metastase freqlentemente presente

O aumento da atencdo dada a essa patologia nas ultimas décadas acompanha o

crescimento do numero de casos detectados, 0s quais mais do que dobraram nos ultimos
30 anos. Este fato explica-se em parte pela maior expectativa de vida da populagdo em

geral, bem como por melhorias nos sistemas de deteccdo das diversas formas de cancer.
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Em 2008 (dado mais atual disponivel), mais de 12,4 milhdes de novos casos foram
detectados (6.672.000 em homens e 5.779.000 em mulheres), sendo que mais de 7,6
milhdes de pessoas morreram acometidas por essa doenca. O cancer de pulmao foi o
gue mais incidiu no sexo masculino, e o cancer de mama foi 0 mais recorrente entre o
sexo feminino (IARC,2008).

Dados mostram que a incidéncia das diferentes manifestagbes de cancer varia
conforme a situacdo econdmica dos paises observados. Pulmdo, mama, prostata e
colorretal sdo as formas mais prevalentes dessa patologia em paises desenvolvidos. Em
paises em desenvolvimento e subdesenvolvimento, as formas mais comuns de cancer
ocorrem no estébmago, figado, cavidade oral e colo do utero (IARC, 2008).

Estimativas apontam que de 80% a 90% dos casos de cancer tém origem a partir
de fatores soOcio comportamentais, incluindo aqui diversos aspectos, como habitos
alimentares com alto consumo de gorduras e pobre em vegetais, falta de atividade fisica,
consumo de alcool e tabaco, obesidade, exposi¢do excessiva ao sol, interacdes sociais e
culturais (IARC, 2008).

Nas trés ultimas décadas, o cancer vem alterando o perfil epidemiolégico do pais.
Este processo tem se caracterizado pelo aumento dos agravos e da mortalidade de
doencas ndo transmissiveis, por uma maior quantidade de idosos enfermos em
detrimento a jovens, e por uma predominancia da morbidade em relacdo a mortalidade,
gerando grandes impactos no sistema de salde e na economia. Atualmente € a segunda
maior causa de mortes da populacdo brasileira, tendo sido responsavel por 17% dos
Obitos com razdo conhecida em 2007, com previsdo do aparecimento de
aproximadamente 489 mil novos casos em 2011, sendo estes os Ultimos dados
disponibilizados pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA,2011).

No Brasil, os tumores de pele do tipo ndo melanoma, préstata, pulméo e estbmago
sdo as variantes mais frequentes de incidéncia de cancer entre os homens; pele do tipo
ndo melanoma, mama, colo do Utero e célon sdo os mais comuns entre as mulheres
(INCA, 2011).

Existem dois tipos de cancer de pele: o0 ndo melanoma e o melanoma.

O cancer de pele do tipo ndo melanoma é o tumor mais incidente em seres
humanos, responsavel por aproximadamente 95% das neoplasias de pele detectadas,
apresentando um crescimento no nimero de casos na ordem de até 8% ao ano desde
1960 (DEMERS et al, 2005)



Entre os tumores de pele, o tipo ndo melanoma possui a maior incidéncia e a
menor mortalidade. As linhagens que originam essa patologia sdo variadas devido a
heterogeneidade da pele, sendo que as mais comuns sdo o0 carcinoma basocelular e o
carcinoma epidermoéide, responsaveis por 70% e 25% dos diagnosticos, respectivamente
(INCA, 2011).

No Brasil, o tumor de pele do tipo nhdo melanoma corresponde a 25% dos casos de
cancer maligno detectados, sendo mais comum em pessoas com mais de 40 anos,
portadoras de pele clara ou com doencas cutaneas prévias. A estimativa € de que
134.170 novas ocorréncias dessa patologia foram registradas em 2012, sendo 62.680 em
homens e 71.490 em mulheres (INCA, 2013).

O melanoma representa apenas 4% dos tipos de cancer de pele detectados no
pais, porém é o mais grave, pois possui alta capacidade metastatica, dificultando o
tratamento quando detectado tardiamente (INCA,2011).0 céancer do tipo melanoma tem
origem nos melandcitos, células responsaveis pela producdo de pigmentos chamados
melanina, coincidentemente as que possuem a funcédo de proteger o DNA de possiveis
mutacgOes causadas pela incidéncia solar (GRAY-SCHOPFER et al, 2007).

Células escamosas Epiderme
normal

Células basais

Melandcitos

Carcinoma Melanoma

Células basais

Carcinoma
Células escamosas

|

Epiderme

;)

Figural.Células originarias dos principais tipos de cancer de pele: células basais - carcinoma basocelular;
células escamosas - carcinoma epidermdide; e melan6citos — melanoma. (FONTE: Modificado de
NOVAES,2011, Apud BISCAIA, SMP; 2012).
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Alguns dos fatores conhecidos do desencadeamento do melanoma e de sua
progressdo sdo: o desenvolvimento da chamada fase de crescimento vertical, momento
no qual as células do tumor primario passam a ser competentes para invadir camadas
mais profundas da pele, dando origem ao processo de metastase (CLARCK et al apud
BENNET,2008); a ativagdo por mutagdo somatica do proto-oncogene BRAF, diretamente
relacionado a sinalizacdo do crescimento celular ( DAVIES et al,2002); e o silenciamento
do gene responsavel pela expressdo de E-caderina, um dos principais receptores de
adesao celular (KUPHAL et al, 2005).

Diversos aspectos e comportamentos de risco estdo relacionados com a incidéncia
dos variados tipos de cancer de pele, entre eles: a complexidade da pele de cada
individuo, sendo esta formada pela coloracdo, presenca ou auséncia de pelos e sardas;
namero de melandcitos; histérico familiar da patologia ou de outras enfermidades
cutaneas; histérico de exposicdo ao sol; historico de queimaduras provocadas pelo sol; e
uso de protecao contra a radiacdo solar (FAGUNDO, et al.,2011).

Os tratamentos mais usuais contra 0 cancer baseiam-se na remocao cirargica do
tumor, sua destruicdo através da radioterapia, e em muitas situacfes de metastase
tumoral, o uso de quimioterapia (IARC, 2008).

Existem atualmente mais de 30 drogas citotdxicas utilizadas no tratamento de
tumores malignos, as quais sao normalmente administradas em conjunto, tentando induzir
a morte das células cancerigenas. A falta de seletividade dessas drogas gera diversos
efeitos colaterais, como destruicdo de células do sistema imune, surgimento de Ulceras
orais, diarréia, perda de cabelo, dano ao tecido nervoso e aos rins (IARC,2008).

Tendo em vista a grande quantidade de efeitos colaterais resultantes do tratamento
contra o cancer, agentes imunoestimulantes sado interessantes aliados no combate a
doenca, e apesar de ainda ndo possuirem o mecanismo definido, diversos compostos
extraidos de fungos vém demonstrando essa capacidade (RICHARD et al., 2006).

Os efeitos antitumorais de polissacarideos extraidos de fungos foram
primeiramente identificados ha mais de 100 anos, quando observacdes demonstraram
que alguns desses compostos, de alguma forma, ajudavam na remissdo de quadros
clinicos de cancer (NAUTS, SWIFT & COLEY, 1946, Apud ZHANG et al, 2007).

Polissacarideos compreendem um complexo de macromoléculas importantes com
propriedades biologicas (LIU et al., 2009) . Estudos in vitro sugerem que o B-D-glicano
possui agdo estimulante na producdo de mediadores pro-inflamatorios e citocinas (IL-4,

IL-6, IL-8 e TNF- a). Ja, estudos in vivo demonstraram que ratos com deficiéncia em
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diversos aspectos do sistema imunolégico, como baixa producdo de células T, células
Natural Killer ou moléculas especificas como os interferon, interleucina-12 (IL-12) e TNF-
a,apresentam alta incidéncia de desenvolvimento de tumores(FORTES et al., 2006).

As B-glucanas, isoladas de bactérias, fungos e plantas sdo os polissacarideos mais
estudados quanto as atividades imunolégicas e antitumorais. (BROWN, 2003). O B-
glucano conhecido como lentinana, derivada de cogumelo e a “schizophyllan” de culturas
filtradas do Schizophyllumcommune tém sido empregados em pacientes, em sessdes de
imunoterapia. O mecanismo de acao sugerido envolve estimulo das células de defesa do
hospedeiro, como macrofagos, neutroéfilos e células Natural Killer, induzindo a eliminacéo
das células tumorais (YAN, J. et al., 1999). Além dos efeitos antitumorais, descreve-se
também que as [-glucanas apresentam atividades antibacteriana, antiviral e
anticoagulante (BOHN; BeMILLER, 1995).

Dados da literatura descrevem que tratamentos com polissacarideos induzem
alteracbes morfoldgicas e estruturais em diferentes linhagens. Os polissacarideos nativos
de R. celastri ndo induziram alteragbes em células HeLa. Em contrapartida a literatura
relata que derivados sulfatados dos mesmos compostos induziram alteracfes sobre esta
linhagem celular, efeitos dose-concentracdo dependentes. Observou-se reducdo da
adesao celular, citoplasma baséfilo, ocorréncia de “blebs”, condensagado celular e
agregados celulares (CARNEIRO-LEAO, 1997). Segundo Moretdo et al. (2004)
empregando-se arabinogalactana em células HelLa, acdo dos polissacarideos induziu a
formacdo de uma intensa condensacdo celular, diminuicdo das células aderidas e a
presenga de “blebs”, num comportamento dose-dependente.

Sabe-se hoje que as atividades antitumorais desencadeadas por grande parte dos
polissacarideos estudados baseiam-se em quatro mecanismos basicos: a prevencéo do
surgimento do cancer através do consumo oral desses compostos; atividade direta contra
o tumor, como por exemplo através do desencadeamento da perda de viabilidade celular;
imunomodulagdo, tornando o sistema imune do paciente mais eficaz no combate a
doenca; e inibicdo da progressao do tumor, diminuindo ou impedindo a metastase (ZONG
et al, 2012).

Israilides e colaboradores (2007) buscaram avaliar a citotoxicidade celular de
polissacarideos extraidos do corpo e do micélio da espécie Lentinus edodes,a mesma
utilizada no presente trabalho. Para tal, um dos métodos empregados foi o de MTT, sendo
gue os autores consideraram o resultado desse experimento como reflexo da viabilidade e

proliferacdo celular. As concentracdes utilizadas variaram de 10 a 800ug/mL, com o
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tempo de tratamento de 48h, sendo que parte das amostras foram incubadas com o
polissacarideo lentinina (extraido do corpo do fungo) e parte com todo o extrato obtido a
partir dos micélios dos cogumelos. As linhagens celulares empregadas foram as de
cancer de mama (MCF-7) e fibroblastos humanos sadios cedidos por um voluntario, os
guais foram empregados como controle. Os resultados encontrados apontam uma
significativa diminuicdo dose-dependente da viabilidade e proliferacdo celular em ambas
as linhagens e com ambas preparacbes de polissacarideos, porém o numero de
fibroblastos sempre foi maior do que o de MCF-7, o que pode representar uma atividade
antitumoral (ISRAILIDES et al, 2007).

Polissacarideos extraidos de fungos também j& mostraram diminuir a proliferacéo e
o tamanho de tumores in vivo (REN et al,2012). Yu e colaboradores (ano) extrairam e
caracterizaram uma p-glucana (denominada de LT1) a partir do corpo frutifero de Lentinus
edodes, procedendo entdo para avaliacdo de possiveis atividades antitumorais deste
composto sobre um modelo in vivo, utilizando a linhagem celular de sarcoma 180. Para
esse ensaio, 5.10° células cancerigenas foram injetadas de forma subcutanea em ratos.
ApoOs 24 h, trés grupos foram separados e tratados ou ndo por 20 dias alternados:
controle; um grupo tratado com lentinina (também extraido de Lentinus edodes; dosagem
de 20mg/kg por dia); e outro com LT1 (doses de 10,20 e 40 mg/kg por dia). Tanto a
lentinina quanto o LT1 apresentaram diminuicdo da proliferacdo do tumor, com o
composto LT1 reduzindo o crescimento do mesmo em 61,3% (YU et al, 2010).

Segundo NOVAES et al. (2011) (Apud BISCAIA, SMP; 2012), uma série de
polissacarideos extraidos de cogumelos apresentaram resultados promissores como
adjuvantes no tratamento de cancer (ou seja, reforcando a acdo de outro tratamento) em
varias publicacfes entre 1990 a 2011. Alguns desses estudos que utilizaram moléculas da
familia das beta-glucanas, mesma da utilizada neste trabalho, seus beneficios e seus

mecanismos de acao sdo mostrados na tabela abaixo.
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Tabela 2.Estudos publicados entre 1990 e 2011 evidenciaram beneficios e os mecanismos de acdo do
emprego de polissacarideos do tipo beta-glucana extraidos de cogumelos em modelos tumorais. (FONTE:
Modificado de NOVAES,2011, Apud BISCAIA, SMP; 2012).

REFERENCIAS

BENEFiCIOS

MECANISMOS DE ACAO

Fujimiyaet al. (1998)

Atividade antitumoral

Inibe diretamente o crescimento tumoral in vitro por
induzir processo apoptético, aumentando expressdo do
antigeno Apo2.7 nas membranas mitocondriais de
células tumorais e citotoxidade seletivas em células
tumorais.

Reprime a progressdo do cancer,
impede o progresso metastatico,
diminui a expressdo de marcadores

Efeito antitumoral em ratos portadores de tumor,
devido ao aprimoramento do sistema imune pela
ativacdo de macroéfagos, células T e natural killer (NK)

Fortes e Novaes et a/(2006),
Fortes et al(2008), Fortes e
Novaes (2011)

Kodamaet al(2003) tumorais e aumeta atividade de
células NK em todos os pacientes
Aprimora os efeitos do sistema Aumenta imunidade humoral e celular, o numero e
Novaes et a/(2005a) ) . - ) x
imune tamanho de células fagociticas, estimula a produgdo de
Novaes et al(2005b) citocinas por células T e aumenta o numero de células

NK

Zhang et al(2006)

Dependente da dose, reduz
proliferacdo e viabilidade de células
de cancer de mama MCF-7
(crescimento das células cancerosas
diminuiu em 50%)

Dependente do tempo, induz G1 do ciclo celular em
aproximadamente 90% das células por diminuir a
regulacdo da ciclina D1 e a expressdo da Celina E em
células de cancer de mama MCF-7. Induz apoptose por
alteragdo no DNA em células subG1. Induz
esgotamento da proteina Bcl-2 antiapoptdtica.

Demiret al(2007)

Estimula proliferagdo e ativagdo de

mondcitos do sangue periférico in

vivo em pacientes com cancer de
mama avangado

Estimula resposta imune inata por ativagdo de
mondcitos/macréfagos (CD95, CD45RA, CD14+)

Vetvickaet a/(2008)

Inibe crescimento de células
tumorais in vivo e afeta a expressdo
de muitos genes importantes em
células de cancer de mama

Beta-Glucano derivado de levedura causa significante
estimulagdo de atividade fagocitica, bem como a
potencializagdo da sintese e liberagdo de interleucina
(IL)-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-13, e necrose tumoral fator
alfa.

Jiang et a/(2010)

Inibe proliferagdo celular e suprime
o0 comportamento metastatico de
células de cancer de mama MDA-

MB-231

Inibigdo de proliferagdo celular e ciclo celular na fase
G2/M nas células de cAncer de mama altamente
invasivas MDA-MB-231; ligado a supressdo da secregdo
do ativador plasminogénio uroquinase (uPA) dessas
células. Inibicdo da adesdo, migragdo e invasao celular.

A capacidade imunomoduladora de um polissacarideo depende de vérios fatores, como a
dosagem, a via e a frequéncia de administracdo, a forma de extracdo e o0 mecanismo de agéo
desse composto (RICHARD et al.2006).
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A melhor compreensédo de possiveis efeitos antitumorais de polissacarideos em linhagens
celulares cancerigenas pode trazer vantagens para o combate ao cancer, melhorando a resposta

ao tratamento convencional e a qualidade de vida do paciente.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar possiveis atividades antitumorais do polissacarideo beta-glucana extraido
do fungo Lentinus edodes, empregando para isso diferentes concentracdes e tempos de

tratamento, tendo como modelo a linhagem celular de melanoma murino B16F10.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcancar o objetivo geral, propusemos 0s seguintes objetivos especificos:

- Avaliar a viabilidade, através dos métodos de Vermelho Neutro;

- Avaliar a citotoxidade através do método de MTT;

- Avaliar a proliferagéo celular através do uso do corante cristal violeta;

- Avaliar possiveis alteracbes morfoldgicas e ultraestruturais ocorridas nas células
apos o tratamento empregando-se da Microscopia Eletrbnica de Varredura.

- Avaliar alteracdes na capacidade oxidativa das células através da metodologia
ERONS (Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio);
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3. METODOS

3.1 CULTIVO CELULAR

Para todas as analises, as células B16F10 (advindas do Banco de Células do Rio
de Janeiro, BCRJ; Figura 2) foram cultivadas em garrafas (Jet Biofil e TPP), com meio
DMEM - Dulbecco’sModifiedEagle’sMedium (Lonza, CAT 12-604Q, USA), suplementado
com 10% de SFB - Soro Fetal Bovino (GIBCO, CAT 10270-106, USA), 10mM de tampéao
Hepes, 0,25ug/mL de antibiéticos penicilina-estreptomicina em 0,85% salina (GIBCO,
CAT 15140148, USA), e entdo foram mantidas em incubadora com 5% de CO, a 37°C,
em atmosfera Umida.

Para o desenvolvimento dos experimentos, as células foram desaderidas das
garrafas de cultivo (Jet Biofil e TPP) através da exposicdo a tripsina (GIBCO) por 5
minutos, coletadas em tubos de 15 mL(Jet Biofil e TPP), centrifugadas a 1800rpm por 3
minutos, ressuspensas em meio DMEM, contadas em Camara de Neubauer e plaqueadas
conforme a necessidade do protocolo experimental realizado. Todos os tratamentos com
os polissacarideos foram adicionados 24 horas apos o0 plagueamento das células. A

Figura 2 apresenta uma foto retirada de uma cultura de células B16F10.

ATCC Number: CRL-6475 ™
Designation: B16-F10

b o AR
Scale Bar = 100pm High Density

Low Density

Figura 2.Linhagem celular B16F10. Fonte: ATCC.
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3.2 POLISSACARIDEO

O polissacarideo utilizado neste projeto foi extraido de um fungo da espécie
Lentinus edodes, isolado, purificado, caracterizado e gentilmente cedido pelo Prof. Dr.
Marcelo lacomini, docente do Departamento de Bioquimica da UFPR e pela Prof?. Dr®
Elaine Carbonero, docente do Departamento de Quimica - Campus Cataldo, da
Universidade Federal de Goias. Este polissacarideo, € uma beta-glucana (Figura 3), foi
isolado de Lentinus edodes, fornecido pela Empresa Cogumelo Sol de Minas. Este

composto foi denominado P4 nos ensaios experimentais realizados neste trabalho.

Figura 3. Em A _esta representada a imagem do cogumelo Lentinus edodes; e em B estd representado a
formula quimica do polissacarideo utilizado neste trabalho(Fonte: OLIVEIRA,2011, Apud BISCAIA, SMP).

3.3 VIABILIDADE CELULAR — VERMELHO NEUTRO

O método de Vermelho Neutro foi realizado de acordo com as metodologias descritas por
Borenfreund e Puerner (1984); Fotakis e Timbrell (2006) e Chaimet et al. (2006).

Este método analisa a viabilidade celular através da capacidade endocitica da célula, a
qual ira executar maior ou menor captagdo do corante de acordo com a integridade da membrana
plasmatica. O composto endocitado fica armazenado no citosol, e através de uma solucdo de
eluicdo (Etanol / Acido Acético Glacial; 50%/1% em &gua ultrapura) é possivel realizar a leitura de
absorbéancia das amostras.

Ap6s os procedimentos de cultivo celular, citados no item 3.1, 2000 células foram
plagueadas em placas de 96 pocgos. Depois de 24 horas, as células foram tratadas com o
polissacarideo P4, nas concentragdes de 10 e 100ug/mL; com tempo de tratamento de 72 horas.

Duas horas antes do término do tempo de tratamento, as células foram incubadas com o

corante vermelho neutro (SIGMA, N6634), em uma concentragdo de 100ug/mL.
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As células foram entéo lavadas com PBS, e o corante foi eluido com 100pL da solucéo de
eluicdo. Procedeu-se a leitura da absorbancia das amostras, em leitora para microplacas
(BIOTEC, EPOCH).

3.4 CITOTOXICIDADE CELULAR — MTT

O método do MTT foi realizado de acordo com a metodologia descrita por MOSSMAN et
al.(1983), REILLY et al.(1998), e FOTAKIS e TIMBRELL (2006).

No ensaio de MTT, a citotoxicidade celular é avaliada através da atividade das enzimas
desidrogenases mitrocondriais. Estas enzimas tém a capacidade de clivar o anel tetrazélio do
corante utilizado, formando um cristal insoltvel de formazan de cor roxa. Apos a solubilizagédo com
DMSO (dimetil-suféxido), obtém-se uma solucdo cuja absorbancia pode ser medida, sendo que a
intensidade da cor mensurada sera diretamente proporcional a quantidade de células viaveis.

Apbs os procedimentos de cultivo celular, citados no item 3.1, 2000 células foram
plagueadas em placas de 96 pogos. Depois de 24 horas, as células foram tratadas com o
polissacarideo P4, nas concentracdes de 10 e 100ug/mL; com tempo de tratamento de 72 horas.

Trés horas antes do término do tempo de tratamento, adicionou-se MTT (Thyazolyl Blue
Tetrazolium Bromide - SIGMA M5655)em uma concentracdo de 0,45mg/mL, procedendo-se entdo
0 armazenamento das placas em incubadora para metabolizacdo, até o término do periodo de
tratamento.

Todo o liquido presente nas placas foi retirado, e adicionou-se entdo 100uL de DMSO,
permitindo a eluicdo dos cristais de formazan. Foi realizada entdo a leitura de absorbancia,

utilizando-se uma leitora de microplacas (BIOTEK,EPOCH).

3.5 PROLIFERACAO CELULAR

Este ensaio foi realizado conforme Franco et al.(2001).

Ap6s os procedimentos de cultivo celular, citados no item 3.1, 2000 células foram
plagueadas por po¢co em placas de 96 pocos (TPP).

Depois de 24 horas, as células foram tratadas com o polissacarideo P4 nas concentracdes
de 10 e 100pg/mL; com um tempo de tratamento de 72 horas.

ApoGs o periodo de tratamento as células foram fixadas com paraformaldeido 2% por 30
minutos, lavadas 2x com PBS, coradas com 100pL da soluc&o de cristal violeta 0,2% em etanol
5%, durante 5 minutos, e entdo lavadas 10x com PBS.

Procedeu-se a eluicdo do corante utilizando uma solugédo de citrato de sédio 0,1M em
etanol 50% por 10 minutos, e entdo a leitura da absorbancia das amostras, utilizando uma leitora
de microplacas (BIOTEK, EPOCH).
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3.6 ANALISE ULTRAESTRUTURAL — MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para este ensaio, as células B16F10 foram cultivadas de acordo com o item 3.1. Apos a
confluéncia as células foram tripsinizadas (enzima Tripsina, GIBCO) por 5 minutos, contadas em
camara de Neubauer, e entdo 10.000 células foram plaqueadas por poco, em laminulas
circulares(EMS) (13mm de diametro), em placas de 24 pocos (TPP).Apdés 24h estas foram
expostas ao polissacarideo P4, nas concentracdes de 5, 10, 50 e 100ug/mL, por um periodo de
48h.Estas células foram lavadas quatro vezes em tampéao cacodilato 0,1M, pH 7,4 a 37°C. Apés
foram fixadas em solucdo de Karnovski (glutaraldeido 2,0%, paraformaldeido 4,0%, CaCl, 1mM
em tampao cacodilato 0,1M, pH 7,2-7,4) por 1 hora. A seguir estas foram novamente lavadas em
tampdo cacodilato, pés-fixadas com tetroxido de 6smio 1% (diluido em tampé&o Cacodilato de
sédio 0,1M — pH 7,4) por 1 hora. Apos a pos-fixagdo, as células foram mais uma vez lavadas em
tampdo cacodilato 0,1M. Posteriormente foram desidratadas por concentracdes crescentes de
etanol (30%, 50%, 70%, 90%, duas vezes 100%), por um periodo de 10 minutos em cada
concentracdo. Submetidas ao ponto critico no aparelho (CPD 010 (Critical Point Dryer) 030 -
Balzers), metalizadas com ouro no aparelho (SCD 030 - Balzers), sendo analisadas no
microscépio eletrdnico de varredura (JEOL JSM 6360 — LV SCANNING ELECTRON
MICROSCOPE).

3.7 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E NITROGENIO

A sonda H,DCFDA (diclorofluresceinadiacetato) difunde-se passivamente nas
células, é desacetilada (DCFH2) (Figura 4) e subsequentemente oxidada via reacao
catalisada por H.O,/ peroxidase/ Fe*/ citocromo c e, possivelmente diretamente por
outras ERONSs, originando 27-diclorofluresceina (DCF) fluorescente (Fig. 4B)
(HAUGLAND, 1996; BENOQV et al., 1998; ROYALL e ISCHIROPOULQOS,1993).
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Figura 4.A. Molécula: H2DCFDA (diclorofluoresceinadiacetato) 27-diclorofluresceina (DCF) B. A molécula é
oxidada, originando 27-diclorofluresceina (DCF) fluorescente.

Para esta técnica, as células B16F10 foram cultivadas conforme item 3.1. Apos

confluéncia, as células foram desaderidas e plaqueadas 1.000 (10 células em cada poco
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de uma placa de 96 pocos. Apos 24h foram tratadas com o polissacarideo P4nas
concentragdes de 10 e 100ug/mL, por um periodo de 72h.

Apos o tratamento foi retirado o meio de cultura dos pocos, e adicionado 200 pl de
meio de cultura novo contendo H,DCFDA (10 mM preparado em DMSO; concentracao
final do DMSO = 0,1%) em cada poco. Entdo foi incubado durante 15 min (37° C e 5%
CO,). Retiramos esta solucao, lavamos com PBS e ressuspendemos em 250 uL de PBS
para realizar a leitura em espectrofluorimetro TECAN (Figura 10.B) (A de excitagao = 488
nm; A de emissdo = 530 nm). Durante todos os procedimentos, as células ficaram
protegidas da luz para evitar perda de fluorescéncia.

As analises foram realizadas comparando o controle com os tratados. Este

experimento foi realizado em triplicata, por 3 experimentos independentes.
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4. RESULTADOS

4.1 CITOTOXICIDADE CELULAR — MTT

Para determinacdo da possivel atividade antitumoral dos polissacarideos foi
realizado um ensaio de citotoxicidade, utilizando o método de viabilidade celular do MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolio). Esse método se baseia na
dosagem da atividade metabdlica de células viaveis utilizando ensaio colorimétrico. Os
sais tetrazolium (MTT) s&o reduzidos através de uma reacdo enzimatica que envolve a
oxidacdo do NADH/NADPH catalisada pelo complexo succinato-tetrazoliumredutase
presente somente em células vidveis. Quando reduzidos os sais tetrazolium formam o sal
formazan que é hidrofébico e colorido (solubilizado pela adicdo de DMSO), podendo ser
guantificado por espectrofotometria.

A Figura 5 apresenta o resultado de dois experimentos independentes de
citotoxicidade celular através do método de MTT compilados em um gréafico. Apds 72h de
tratamento, o polissacarideo P4, na concentracdo de 10ug/mL, resultou em um
significativo aumento da atividade da desidrogenase mitocondrial das células tratadas em
relacdo ao controle. Este resultado nos indica que ndo ha comprometimento da

viabilidade ap6s exposicéo destas células em ambas as concentragdes analisadas.
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Figura 5. Ensaio de citotoxicidade celular através do método de MTT. As células B16F10 foram
expostas ao polissacarideo P4, nas concentracdes de 10 pg/mL e 100 pg/mL por 72 horas. A analise
estatistica foi realizada com ANOVA de uma via e p0s teste de Tukey (Valor de significancia: * < 0,05;
**%<0,0001).
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4.2 VIABILIDADE CELULAR — VERMELHO NEUTRO

Este método consiste em avaliar a capacidade das células endocitarem, por fase
fluida, o corante vermelho neutro e para tanto ha uma correlacdo direta da integridade
fisica e funcional da membrana plasmatica, somente presente em células viaveis com a
capacidade de captacdo deste corante (endocitose). Apds a endocitose o corante fica
acumulado no interior das células, e com uma solucdo de eluigdo, o corante eluido pode

ser quantificado por medida de absorbancia.

A Figura 6 apresenta o resultado de dois experimentos independentes de
viabilidade celular através do método de vermelho neutro compilados em um Unico
grafico. Apés 72h de tratamento o polissacarideo P4, nas concentracfes de 10ug/mL e
100pg/mL, néo induziu perda da viabilidade celular nas concentragdes e tempo analisado.

Os valores encontrados ficaram semelhantes ao valor de referéncia (células controle).
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Figura 6. Ensaio de viabilidade celular através do método de VN. As células B16F10 foram expostas ao
polissacarideo P4, nas concentracGes de 10 ug/mL e 100 pg/mL por 72 horas.A andlise estatistica foi
realizada com ANOVA de uma via e pos teste de Tukey (Valor de significancia:***<0,0001).

4.3 PROLIFERACAO CELULAR POR CRISTAL VIOLETA

A Figura 7 apresenta o resultado de dois experimentos independentes de proliferacdo
celular através do método de cristal violeta compilados em um Unico grafico. Os tratamentos com
o polissacarideo P4 nas concentra¢des de 10ug/mL e 100ug/mL, por 72h, evidenciaram que apés
a exposicao das células a este polissacarideo nao se observa modulacao deste sobre a dindmica
de proliferagéo celular.
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Figura 7. Ensaio de viabilidade celular através da quantificagdo da proliferagdo celular. As células
B16F10 foram expostas ao polissacarideo P4, nas concentrac6es de 10 pg/mL e 100 pg/mL por 72 horas. A
andlise estatistica foi realizada com ANOVA de uma via e pds teste de Tukey A analise estatistica foi
realizada com ANOVA de uma via e pds teste de Tukey (Valor de significancia: ***<0,0001).

4.4 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

O resultado do ensaio de espécies reativas de oxigénio, representados na Figura8,
demonstra que as células tratadas com o polissacarideo P4 aumentaram significativamente a
guantidade de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, sugerindo assim que o tratamento
aumenta a capacidade celular de reagir com substancias como radicais livres, demonstrando
assim uma capacidade antioxidante significativa.
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Figura 8. Ensaio de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. As células B16F10 foram expostas ao
polissacarideo P4, nas concentracdes de 10 pg/mL e 100 pg/mL por 72 horas e depois expostas
adiclorofluresceinadiacetato e oxidada a 27-diclorofluresceina (DCF) fluorescente, mensurada por
fluorimetro. A analise estatistica foi realizada com ANOVA de uma via e poés teste de Tukey (significancia
*** = p<0,0001).
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4.5 ANALISE MORFOLOGICA E ULTRAESTRUTURAL EMPREGANDO-SE
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para avaliar alteracdes morfologicas e ultraestruturais induzidas na linhagem
B16F10 apos exposicdo ao composto beta-glucana extraido do fungo Lentinus edodes
empregou-se a técnica de MEV.

Pode-se observar na Figura9, imagens (1A,1B e 1C), caracteristicas morfologicas e
ultraestruturais de células controle da linhagem B16F10. Estas apresentam morfologias

distintas, observa-se células arredondadas (—>) e com expansdes do corpo celular na

forma de filopodios(2>). Estas células ndo apresentam inibicdo de contato (793) e
empilham-se umas sobre as outras, caracteristica de células tumorigénicas.

Pode-se de forma evidente observar nas imagens 2A,2B e 2C que as células
expostas ao composto, na concentragcdo de 5ug/mL, demonstraram alteragbes
morfoldgicas. Ao redor de todo o corpo celular existem expansées membranares ™)
de forma arborescente. As células estdo mais espraiadas por sobre o substrato, com
maior expansdo do corpo celular (¢<=). Pode-se observar nas imagens 2A e 2B uma
maior presenca de expansées membranares na forma de filopddios (2>).

Células com caracteristicas semelhantes a estas descritas para a concentracéo de
5ug/mL foram evidenciadas ap6s o tratamento com 100ug/mL do composto, imagens
5A,5B e 5C. Observam-se expansfes membranares arborescentes (), imagem 5A e 5C,
além de uma grande expansdo do corpo celular na imagem 5C (<=). E possivel
identificar também um grande nimero de células arredondadas (—>)(Imagens 5A e 5B)
e desaderidas do substrato.

Nas imagens 3 e 4 (A,B e C) observa-se semelhante morfologia e ultraestrutura. As
células estdo justapostas ( ™ ) e formam uma monocamada, sem que haja o
empilhamento de uma sobre as outras (—). Observa-se que estas emitem projecées
membranares na forma de filopddios (>>) e estas expansfes sdo as que ndo respeitam
inibicdo de contato. Vé-se por sobre o cultivo, agregados celulares (=), imagens 4A,B e
C.
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Figura 9. Analise ultraestrutural em MEV das células B16F10, mantidas por 48h em cultivo celular na
auséncia do polissacarideo (Controle; 1A,1B e 1C) ou na presenca do polissacarideo P4, nas
concentragdes de 5ug/mL (2A,2B e 2C), 10ug/mL (3A,3B e 3C), 50ug/mL (4A,4B e 4C) e 100pg/mL (5A,5B
e 5C). Todas as imagens A estdo na magnificacdo de 250x, as imagens B em 600x, e as imagens C em

1600x.
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5. DISCUSSAO

Polissacarideos séo compostos considerados moléculas
farmacologicamente ativas, podendo ser utilizados pela indastria farmacéutica na
elaboracdo de novos medicamentos naturais (DREYFUSS et al., 2009). Neste contexto, a
procura de novos compostos, novos alvos e novas formulagbes passam a ser estudo
altamente prioritario. A chance de sucesso aumenta a partir de estudos prévios que
indicam atividade antiproliferativa e antitumoral.

Os experimentos de viabilidade e citotoxidade celular foram utilizados nesse
trabalho com o objetivo de determinar se o polissacarideo ndo afetaria a integridade das
células. Foram empregados os métodos colorimétricos do Vermelho Neutro (VN) e do
MTT. Através destes métodos ha uma correlacao direta da integridade fisica e funcional
da membrana plasmética e do metabolismo mitocondrial.

No presente trabalho fica evidente nas figuras 5 e 6 que n&o foi encontrado acéo
citotoxica (MTT) comprometimento da viabilidade celular (VN), e modulacdo da
proliferacdo celular apos exposicdo da linhagem B16F10 a beta-glucana nas
concentracbes e tempo impostos. Resultados semelhantes foram descritos segundo
Biscaia et al2012,que realizou estudos in vitro empregando-se polissacarideos extraidos
de fungos dos géneros Pleurotus, Lentinus e Agaricus em linhagem B16F10 ent&o
encontrou comprometimento da viabilidade e citotoxidade celular nos tempos e
concentracOes analisadas.

Isso pode sugerir que o0 polissacarideo aqui avaliado ndo possui esse tipo de
atividade antitumoral direta, assim como também pode ser um indicativo de que ele nédo é
citotoxico para outras linhagens celulares, o que € positivo, pois pode abrir caminho para
ensaios in vivo.

Apesar da auséncia de modulacdo da citotoxicidade, viabilidade e proliferacao
celular encontrada neste trabalho, ha na literatura ensaios semelhantes que detectaram
alteracbes nesses mecanismos celulares em resposta a exposicdo a outros
polissacarideos. Fortes e Novaes (2011) descrevem atividades citotoxicas de uma beta-
glucana contra células tumorais humanas, cancer de mama e sarcoma 180, em
experimentos in vivo utilizando ratos. Zhang et al (2006) sugere que alguns
polissacarideos inibem a proliferagcdo celular através do bloqueio de importagdo de

proteinas no ndcleo, em um experimento in vitro utilizando células da linhagem MCF-7
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(cancer de mama). Zhang et al (2009) relata acao antiproliferativa de lectina em hepatoma
e células MCF-7.

O presente trabalho na Figura 9 descreve alteracbes morfoldgicas e estruturais
guando se compara as imagens 1A,1B e 1C (células controle), com as células tratadas 2,
3 e 4 (AB e C). Observa-se células maiores, mais espraiadas, apresentando inUmeras
projecdes membranares, com perda parcial da caracteristica de empilhamento celular,
além de uma maior justaposicao.

Biscaia et al 2012, detectou resultados semelhantes com estudos in vitro
empregando-se polissacarideos extraidos de fungos dos géneros Pleurotus, Lentinus e
Agaricus em linhagem B16 F10, tratadas por 24, 48 e 72h, nas concentracfes de 1, 10,
100Cg/mL.. A exposicdo aos compostos resultou em modificacbes morfolégicas e
ultraestruturais, com células mais espraiadas, respeitando inibicdo de contato e emitindo
expansdes membranares.

Em estudos utilizando polissacarideos &cidos isolados de diferentes fontes
verificou-se que estes foram capazes de promover aumento na producdo de 6xido nitrico,
anion superoxido, fator de necrose tumoral alfa e interleucina 6, assim como a ativacao do
fator NF-kB (SCHEPETKIN et al., 2009), biomoléculas que possuem atividade
antioxidante (YANG et al, 2007). Resultados semelhantes foram encontrados no presente
trabalho. Na Figura 8 ao se avaliar espécies reativas de oxigénio, os resultados
evidenciam que apOs exposicado desta linhagem ao composto beta-glucana de forma
significativa estas modularam positivamente a capacidade oxidante.

O presente trabalho apresenta resultados interessantes, mas preliminares, que
necessitam ser explorados em estudos posteriores que possam apontar, através de
técnicas in vitro e in vivo, o possivel papel promissor deste composto na modulacédo da
resposta da progressdo tumoral. Desta forma estes resultados motivam a equipe cientifica
a dar continuidade em estudos mais aprofundados com curva de dose e tempo,
primeiramente em estudos com maior detalhamento e abrangéncia metodoldgica
empregando-se estudos in vitro e posteriormente se faz imprescindivel avaliacgdo em

modelo in vivo.
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6. CONCLUSOES

Podemos concluir com este trabalho que empregando-se os ensaios de viabilidade
celular, citotoxicidade e proliferacdo celular através das técnicas de vermelho neutro,
MTT, e cristal violeta respectivamente, nas concentracbfes e tempo analisados, 0
composto beta-glucana extraido do fungo Lentinus edodes sobre a linhagem B16F10 nao
interferiu sobre estes eventos em todos os ensaios realizados. Os valores encontrados
ficaram proximos ao valor de referéncia (células controle).

Concluimos que através das analises ultraestruturais em MEV, apés os diferentes
tratamentos de 5,10,50 e 100upg/mL, as células apresentaram evidentes alteracfes
ultraestruturais, tornando-as mais espraiadas, com inlmeras expansfes membranares,
respeitando maior inibicdo de contato. Somente na concentragdo de 100ug/mL observou-
se maior numero de células arredondadas e desaderidas do substrato.

Resultado interessante foi observado com o ensaio de espécies reativas de
oxigénio (ERONS). Conclui-se que ap6s exposicdo destas células as concentracbes de
10 e 100upg/mL evidenciou-se aumento significativo da capacidade antioxidante desta
linhagem.

Os resultados de maior grau de espraiamento celular, evidente diminuicdo de
empilhamento de células, maior justaposicdo entre estas, formando uma monocamada,
acrescido do resultado de significativo aumento da capacidade antioxidante desta
linhagem B16F10, motivam o grupo a seguir com demais ensaios in vitro e in vivo que
possam responder e comprovar cientificamente estes e demais resultados promissores

sobre linhagens tumorigénicas.
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