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RESUMO
Os metabdlitos secundarios constituem parte importante das plantas, apresentam

funcdo de protecédo, auxiliam nas respostas ambientais e adaptacao das plantas ao
ambiente. A composi¢cdo quimica é o que favorece as atividades desempenhadas
pelos metabdlitos secundarios e possibilita suas mais diversas aplicagcdes. Em busca
de novas fontes de metabdlitos secundarios, as algas e fungos se apresentaram
como grupos de destaque, sendo utilizados pela facilidade de producéo desses
metabdlitos sem requerer grandes espacos e investimentos. Dentre os fungos, o
género Botryospaheria, conhecido por causar doencas em plantas, abriga a
espécie Botryosphaeria rhodina, causadora de cancro em eucalipto, promotora de
apodrecimento de frutos e conhecida pela producdo do botriosferana, um
polissacarideo produzido no meio extracelular, do tipo B-glucana com ligacdes do
tipo B-(1 — 3,1 — 6) e de baixa solubilidade. O botriosferana apresenta atividade
antioxidante, hipocolesterolémica, antimutagénica, antifingica e antiviral, visando
potencializar essas atividades essa molécula sofreu uma alteragdo estrutural,
carboximetilacdo, onde o numero de ramificacbes € aumentado e,
consequentemente, também a sua solubilidade. Para verificar se 0 aumento da
solubilidade alterou sua atividade, foram realizadas analises das atividades
antioxidantes pelos métodos do DDPH, ABTS, FRAP e quelante do ferro?*, atividade
alelopatica nos sistemas teste Allium cepa e Lactuca sativa, viabilidade celular de
linfécitos humanos e sarcoma 180 pelo método do MTT, e avaliacdo mutagénica e
antimutagénica em camundongos. O botriosferana carboximetilado apresentou
atividade antioxidante somente em dois métodos, DPPH e quelante do ferro?*, ndo
apresentou atividade alelopatica, aumentou a viabilidade celular de linfocitos,
principalmente sob 48h de exposicdo, e se mostrou seletivo para diminuir a
viabilidade celular de sarcoma 180 sob 48h de exposi¢cdo. N&o apresentou atividade
mutagénica, mas foi antimutagénico, diminuindo consideravelmente os valores de
microndcleos, em comparacdo ao controle positivo. Os resultados obtidos indicam
que a alteracao estrutural manteve as atividades anteriormente descritas e que
foram reavaliadas, ao comparar a reducdo de danos causados pela ciclosfofamida,
ha um indicativo de que a alteracdo estrutural potencializou essa atividade do
bostriosferana carboximetilado. Ao considerar todas as atividades por ele

desempenhadas, € possivel observar o potencial de aplicagdo como um coadjuvante



para o tratamento de doencas crbnicas ndo transmissiveis, como

hipercolesterolemia, e também para o tratamento de cancer.

Palavras-chave: Produtos naturais <+ metabolismo secundario <B-glucanac

mutagénese



ABSTRACT
Secondary metabolites constitute an important part of the plants. Present

protection function,assist in environmental responses and adaptation of plants to the
environment. Its chemical composition is what favors the activities performed by
secondary metabolites and enables its most diverse applications, whether for the
treatment of diseases with the direct use of plants or production for industry. In
search of new sources of secondary metabolites, the algae and fungi presented
themselves as prominent groups, being used because of how ease is the production
of these metabolites; without requiring large spaces and investments. Among the
fungi, the genus Botryospaheria, known to cause diseases in plants, houses the
species Botryosphaeriarhodina, which causes eucalyptus cancer, a promoter of fruit
rot and is known for the production ofbotriosferana, a polysaccharide
producedextracellularly, of type B-glucana with type B-(1 — 3.1 — 6) links and of low
solubility. Botriosferanapresents antioxidant activity as well ashypocholesterolemic,
antimutagenic, antifungal and antiviral activity. Aiming to potentialize these activities
this molecule has undergone a structural alteration, carboxymethylation, where the
number of branches is increased and therefore also its solubility. To verify that the
increase in solubility has altered its activity, analyses of the antioxidants were
performed by methods of DDPH, Abts, Frap and Iron chelating®*as well as the
allelopathic activityin the test systems Allium Strain and Lactuca sativa, the cellular
viability of human lymphocytes and sarcoma 180 by the MTT methodand the
evaluation of mutagenic activity and antimutagenic in mice. The carboxymethylated
botriosferana presented antioxidant activity only in two methods, DPPH and iron
chelating, not presenting anyallelopathicactivity. Increased cell viability of
lymphocytes, mainly under 48h of exposure, and was selective to decrease the cell
viability of 180 sarcoma under 48h of exposure. It did not present mutagenic activity,
but was antimutagenic, considerably decreasing the micronuclei values compared to
positive control. The results obtained indicate that the structural alteration maintained
the activities previously described and which were reassessed by comparing the
reduction of damage caused by cyclophosphamide, there is an indication that the
structural change potentiated this activity of the carboxymethylatedbotriosferana.
When considering all the activities performed by botriosferana, it is possible to

observe its potential application as an adjuvant for the treatment of chronic non-



communicable diseases, such as hypercholesterolemia, and also for the treatment of

cancer.

Keywords: Natural Products « Secondary metabolism ¢ 3-glucana « mutagénese
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1. INTRODUCAO

O metabolismo secundario € responsavel pela producdo de compostos que
mesmo ndo sendo considerados essenciais para o crescimento e desenvolvimento
dos organismos, desempenham papéis importantes na atividade hormonal, funcéo
estrutural, de defesa contra patdgenos, herbivoria e de sinalizagdo. Dessa forma,
suas atividades biolégicas aumentam a probabilidade de sobrevivéncia de uma
espécie e estdo diretamente relacionados ao comportamento ecofisiologico dos
vegetais considerados intermediarios para respostas ambientais (COSTALONGA,
2017; SIMOES et al., 2000; FUMAGALI et al., 2008).

A atividade dos metabdlitos secundarios é a eles conferida por caracteristicas
moleculares, como a sua conformacao estrutural geral, o tamanho da molécula, suas
condicBes de isomeria e a variacdo de seus grupos ativos. Estes fatores podem ser
influenciados pela interacdo dos organismos com plantas, patdgenos, insetos e pela
presenca de estresse ambiental. As alteracdes causadas por estas interacoes
podem culminar em modificacdes nas propriedades das moléculas como reatividade,
solubilidade, polaridade, bem como em suas ramificacdes. E importante destacar
que essas alteracdes moleculares podem ser realizadas em laboratério apés o
isolamento do composto. Taismodificagbes tém o poder de potencializar ou
minimizar a bioatividade dos metabdlitos, influenciando diretamente na sua
aplicabilidade em industrias de produtos agricolas, cosméticos e medicamentos
(MAGNANI; CASTRO-GOMEZ, 2008; MACHADO et al., 2010; VIEGAS et al., 2006).

Assim como 0s vegetais, os fungos sdo uma importante fonte de metabdlitos
secundarios, os quais apresentam grande similaridade aqueles produzidos pelas
plantas. Dentre as acdes biolégicas desempenhadas por moléculas extraidas de
fungos, podem-se destacar as seguintes: atividade antifingica, antimicrobiana,
antimutagénica e formacédo de géis em solucdo (ABREU, ROVIDA e PAMPHILE,
2015; SILVA-SENA et al., 2018)

Alguns géneros de fungos sdo amplamente conhecidos por causarem doencas
em plantas de importancia comercial, como o Botryosphaeria, além de ocasionarem
prejuizos como a decomposi¢ao de frutos pré-colhidos. Dentro desse género, foi
descrita a espécie Botryosphaeria rhodina, causadora de cancro em eucalipto, mas

que produz um exopolissacarideo do tipo B-glucana com ligagdo nos carbonos
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(1-3; 1-6), denominado botriosferana, como um dos compostos do seu
metabolismo secundéario (BARBOSA et al., 2003; BONGIOVANI, 2009).

As B-glucanas sao polissacarideos sintetizados no meio extracelular de fungos e
de algumas plantas e auxiliam na rigidez e integridade da parede celular, tendo sido
relacionados com a patogenicidade dos fungos e com a interagcdo planta-
microrganismo (BAUERMEISTER et al., 2010).

Pillai et al. (2014) destacam que modificacdes estruturais tém sido promovidas
para melhorar a atividade antitumoral e suas outras caracteristicas de interesse para
aplicacdo, principalmente a solubilidade dessas moléculas. Esse interesse na
potencializacdo da atividade tem aumentado, pois, 0s glucanos e proteoglucanos
Sao vistos como 0s mais promissores na area de imunociéncia. O presente estudo
avaliou o botriosferana submetido a derivatizacdo por carboximetilagdo, processo
que conferiu maior solubilidade a molécula.

Estudos sobre a relacdo entre botriosferana e vegetais sdo escassos e,
normalmente, descrevem sobre sua patogenicidade. Frente as atividades biolégicas
previamente conhecidas para as -glucanas como: atividade antioxidante,
hipoglicemiante, hipocolesterolémica, antimutagénica, anticitotoxica e cicatrizante, é
plausivel indagar a respeito de sua possivel atividade alelopatica
(CHORVATOCICOVA; MACHOVA; SANDULA, 1996; SILVA-SENA et al., 2018;
GIESE et al., 2015).

A identificacdo de compostos secundarios com atividade alelopatica é importante
e tem sido cada vez mais utilizada visando a producdo de herbicidas com as
vantagens ecoldgicas de ser um produto natural. Mas, ao realizar as analises
alelopaticas apenas nos eventos germinativos, algumas informacgdes valiosas podem
nao ser registradas. Assim, torna-se crucial a observacdo de danos citotoxicos e
genotoxicos, pois para existir alteragbes na germinacdo das sementes,
provavelmente ja foram afetados os aspectos moleculares e celulares. Por esse
motivo, é interessante avaliar a citotoxicidade, capacidade antioxidante e a
viabilidade celular relacionadas ao uso de compostos potencialmente alelopaticos
(COSTALONGA, 2017).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Metabdlitos secundarios

Simdes et al. (2017) trata metabolismo primario e secundario, respectivamente
como basal e especial. O autor define metabolismo basal como [...] “destinado
principalmente a manutencdo da vida e a reprodugdo.” [...] e exemplifica o
metabolismo basal de plantas, animais e seres humanos da seguinte forma: codigo
genético universal, armazenamento e transferéncia de energia pelos grupamentos
fosfato, principalmente moléculas de ATP. Monteiro e Brandelli (2017) atribuem mais
algumas caracteristicas a esse grupo, como: producdo de macromoléculas
(carboidratos, proteinas, lipideos) com distribuicdo universal.

O metabolismo especial ou secundario é caracterizado por Simoes et al., (2017)
como as [...] “diferencas que podem ser constatadas pelas distintas vias metabdlicas
dos organismos, o que lhes confere alta variabilidade.” [...] alguns pontos sao
importantes para definir um produto como do metabolismo secundério, dentre eles o
autor destaca: baixo peso molecular, distribuicdo restrita, grande variabilidade e
complexidade quimica estrutural, sintese em momentos fisioldgicos/ fases do
desenvolvimento especificas, armazenamento em estruturas especificas.

O metabolismo secundério desempenha um papel de grande importancia para
0S organismos, por auxiliar em aspectos de adaptacdo e resposta ao ambiente,
protecdo contra patégenos e herbivoros e na evolucdo, por estar diretamente
relacionado a interacdo planta-ambiente. “A presenca e a quantidade desses
compostos sao influenciadas pela carga e expressdo genética, pelos processos
bioquimicos e fisiolégicos da planta, além de também sofrerem influéncia das
variaveis ambientais” (GOUVEA, 2010). Entre as varidveis ambientais podem ser
citadas: altitude, sazonalidade, ritmo circadiano, estagio de desenvolvimento do
organismo, temperatura, disponibilidade hidrica, intensidade luminosa, radiacao
ultravioleta, macro e micronutrientes disponiveis, infeccéo por patégenos e estimulos
mecanicos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Os componentes do metabolismo secundario sédo derivados de rotas
biossintéticas do metabolismo basal destacando-se a glicélise, ciclo de Krebs e ciclo
das pentose-fosfato (ciclo de Calvin), que séo fontes de acidos carboxilicos (acetato,
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piruvato, 2-oxoglutarato) e varios agucares (trioses, tetroses) como é demonstrado
na Figura 1 (SIMOES et al., 2017).

Figura 1 — Elementos do metabolismo primario e sua relacdo com o metabolismo secundario dos vegetais.
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Fonte: Adaptado de (MONTEIRO; BRANDELLI, 2017).

No metabolismo secundario sdo reconhecidos trés grupos principais de
metabalitos: terpenos, compostos fendlicos e alcaldides. Como base para a sintese
desses compostos, ha dois intermediarios do metabolismo da glicose, o &cido

chiquimico e o acetato.

2.2 Metabdlitos secundarios como produtos naturais bioativos

Substancia bioativa é definida por Monteiro e Brandelli (2017) como: “composto
que tem atividade biolégica, com a capacidade e habilidade de interagir com células
ou tecidos vivos, resultando em uma ampla gama de possiveis efeitos, sejam eles

favoraveis ou nao.”
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“Os metabdlitos secundarios por serem fatores de interagdo entre
organismos, frequentemente, apresentam  atividades  biolégicas
interessantes. Muitos sdao de importancia comercial, tanto na area
farmacéutica, quanto nas areas alimentar, agrondmica e da perfumaria,
entre outras. Do ponto de vista farmacéutico, o maior interesse deriva
principalmente do grande numero de substancia farmacologicamente
importantes.” (SIMOES et al., 2000).

Compostos oriundos do metabolismo secundario podem ser considerados
substancias bioativasdependendo da rota na qual estdo envolvidos e da atividade
gue exercem, sendo suas fontes as mais variadas possiveis. Uma fonte que recebe
destaque s&o os alimentos, que passam a ser chamados de alimentos ou
ingredientes com propriedades funcionais, por trazerembeneficios especificos a
salude ao serem inseridos na dieta, entre eles a prevencdo ou tratamento de
doencas cronicas ndo transmissiveis como cancer, diabetes, doencas
cardiovasculares, respiratorias e reumatologicas. Tais beneficios sdo atribuidos as
suas substéncias biologicamente ativas (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Os alimentos ndo sdo a uUnica fonte de substancias bioativas, havendo outras
importantes fontes, como por exemplo, as plantas, fungos e os organismos de
origem marinha com aplicacbes na agricultura, indastria de farmacos e
cosmeéticos.Tais atividades sado muito variadas, envolvendo desde a conservacao
dos produtos a serem vendidos, até a composicao total desses produtos, como no
caso dos fitoterapicos. A bioatividade exibida por esses produtos se deve a
composicado, estrutura e diversidade quimica dos metabdlitos secundarios por eles
produzidos.

“A diversidade quimica proporcionada pelos produtos naturais é ainda a
melhor estratégia para alcancar medicamentos de sucesso, seguros e
eficazes, em relacdo a diversidade das cole¢cdes de compostos sintéticos.
Em consequéncia dessa nitida vantagem, observou-se um interesse
crescente em aproveitar a diversidade quimica natural para a descoberta de
novos farmacos.” (MONTEIRO;BRANDELLI, 2017, pg. 75)

Além dos farmacos que séo utilizados para o beneficio humano, as moléculas
bioativas sdo aplicadas para outros fins. Um exemplo interessante é a dos
aleloquimicos, definidos como biomoléculas do metabolismo secundario que mediam
a influéncia benéfica ou maléfica de uma planta ou microrganismo sobre outro. Os
estudos alelopaticos tém se mostrado de grande importancia para a descoberta de
novas fontes de produtos agrondmicos para o combate de pragas, doencas e

herbicidas (SILVA, 2012).
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O grupo das plantas foi o primeiro a ser identificado comoprodutor de
substancias oriundas do metabolismo secundario, principalmente os fitoterapicos.
Mas, desde 1994, essa tendéncia tem se modificado, sendo que dos vinte
medicamentos mais vendidos, representando um mercado de 6,7 bilhdes de dolares,
seis foram obtidos de metabdlitos provenientes de fungos (MONTEIRO;
BRANDELLI, 2017).

Para que um metabdlito secundario seja indicado como um bioativo com
aplicacdes interessantes algumas caracteristicas sao importantes, dentre elas
Boeck, 2005 destaca a importancia de seletividade, mecanismo de acdo bem
definido, disponibilidade em quantidades suficientes para testes e posterior
aplicacao, constancia de estrutura e atividade ao ser submetida a mesma forma de
producdo e obtencdo. No caso de aplicacdo para farmacos, ainda ha necessidade
de se possibilitar a sintese e a produgéo de analogos.

Normalmente, os “produtos de origem vegetal apresentam estruturas
moleculares tdo complexas, que seriam praticamente impossiveis de serem obtidos
por um processo sintético a um custo coerente” (MONTEIRO; BRANDELLI, 2017).
Por isso, as industrias tém buscado por fontes que produzam ou bioprospectem
substancias com as mesmas atividades desempenhadas pelas plantas, mas que
apresentem maior rendimento, mais faceis de serem obtidas e com estruturas
menos complexas. Nesse sentido, uma alternativa interessante sdo 0s
polissacarideos produzidos por fungos, entre os mais conhecidos por apresentarem

bioatividade esta o isolado de Saccharomyces cerevisiae.

2.3 Exopolissacarideos - Beta-glucanas

Polissacarideos compdem uma das classes de carboidratos, que apresentam
uma cadeia longa, linear ou ramificada, formada por unidades de monossacarideos.
A principal fungdo dos polissacarideos € “como fonte de reserva energética e de
carbono para os processos metabolicos, mas muitos também participam da
formacao de estruturas celulares ou facilitam o contato entre organismos”
(VASCONCELOS, 2009).

A classificagdo dos polissacarideos é variavel de acordo com sua estrutura e
com o local no qual séo produzidos e/ou secretados. Um dos tipos de

polissacarideos em evidéncia, no momento, sdo 0s exopolissacarideos (EPS),



20

produzidos por microorganismos no meio extracelular e apresentam efeitos
emulsificantes e geleificantes, mesmo em baixa concentragdo (VASCONCELQOS,
2009).

O grupo dos EPS podem ser aplicados de diversas formas na industria por
serem de féacil obtengéo, custo relativamente baixo, ndo apresentarem toxicidade,
controlarem a estabilidade e textura de alguns produtos, tolerarem alteracbes
guimicas e bioquimicas, apresentarem capacidade para atuar como bio-floculantes,
bio-adsorventes, removerem metais pesados, auxiliarem a liberacdo controlada de
drogas, atuarem como espessantes e gelificantes, e ainda poderem ser isolados de
fontes variaveis, renovaveis. Por essas razles, eles tém sido cada vez mais
indicados como substitutos promissores para 0s polimeros convencionais,
normalmente extraidos de plantas e algas (FONSECA et al., 2011; THEIS et al.,
2017).

No grande grupo dos EPS, as glucanas recebem destaque por serem polimeros
de glucose com ampla distribuicdo na natureza. Sua classificacdo é dada de acordo
com a ligacdo glicosidica da cadeia principal, podendo ser a ou 8. No caso dos
fungos, a maioria dos EPS produzidos € do tipo B-glucanas, com uma importante
funcdo estrutural para esses organismos. Devido as suas propriedades de
conformacao e interacdo, e por seu alto peso molecular, as glucanas apresentam
alta viscosidade em solucdes aguosas (FONSECA et al., 2011).

B-Glucanas sao fibras soluveis e podem ser encontradas na parede celular de
fungos, de plantas, como aveia e cevada, de liquens, bactérias, leveduras e algas.
Elas apresentam diversas funcdes fisioldgicas, e estdo inseridas num grupo de
moléculas fisiologicamente ativas consideradas como modificaras de respostas
bioldgicas, em inglés BRM, conhecidas por sua capacidade de trazer beneficios a
saude humana (GIESE et al., 2015; THEIS et al., 2017).

As atividades biolédgicas identificadas para as B-glucanas indicam seu uso como
medicamentos, para prevenir e tratar doengas como o cancer, a AIDS (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida), dislipidemias e diabetes. Elas interferem na absorcéo
de acgUcares e nos niveis seéricos de lipideos, tém a capacidade de modular o
funcionamento do sistema imunologico, apresentam atividade antimicrobiana,
previnem infec¢cbes, sao quimioprotetores, auxiliam na cicatrizacdo de feridas,

melhoram a motilidade intestinal, apresentam efeitos laxativos e protetivos frente a
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exposicdo a radiacdo e a infecgdes pos cirargicas (RAHAR et al., 2011; THEIS et al.,
2017).

Algumas caracteristicas moleculares diferem entre as 3-glucanas produzidas por
fungos e plantas, sendo uma delas o tipo de ligacdo. Aquelas produzidas por aveia e
cevada apresentam ligacdes do tipo B - 1—3 e 1—4, assim como as produzidas por
fungos, que apresentam ligacdo do tipo B -1—3 e ocasionalmente 1,6.
Supostamente, aqueles glucanos com ligagbes do tipo 8 - 1—3 e 1—6 tém maior
atividade biolégica do que os de ligacdes 8- 1—3 e 1—4 (RAHAR et al., 2011).

Apesar dos diferentes tipos de ligacdo e ramificagdo, os B-glucanos mesmo
sendo obtidos de diferentes fontes apresentam uma estrutura basica muito
semelhante, que consiste em uma cadeia principal longa e linear de D-glicose com
ramificacOes laterais com ligacdes B-1—3 e B-1—6 em varios intervalos. Ali e
Elvevold, 2009 destacam que “A presenca de ramos laterais na camada
intermediaria da parede celularda forma e rigidez a célula”, sendo essa sua principal
importancia para os organismos que os produzem. O grau de polimerizacdo, em
inglés DP, representa a quantidade de ramificacdes presentes nessas moléculas, e
isso esta diretamente ligado a solubilidade dos B-glucanos, sendo que quando um 3-
glucano apresenta DP de 100, ele é completamente insolivel em agua (AL,
ELVEVOLD, 2009; GIESE et al., 2008).

Mesmo com uma cadeia principal muito semelhante, os B-glucanos, ainda assim,
apresentam diferentes atividades biolégicas, sendo o fator conformacgéo estrutural
crucial para tais atividades. Trés tipos de conformacdo sdo comuns para glucanos
extraidos de fungos (Figura 2): Unica hélice, tripla hélice e bobina aleatéria. Sendo
que a tripla hélice conhecida por influenciar fortemente as atividades biologicas
(WANG et al., 2017; GIESE et al., 2008).

Figura 2- Tipos de conformacé&o estrutural comuns aos -glucanos

§ (3 (’3
> >
< <
Bonina aleat6ria Unica hélice Dupla hélice Tripla hélice

Fonte: WANG et al. (2017).

“Sabe-se que as atividades biolégicas exercidas pelos EPS estdo

intimamente relacionadas com as caracteristicas estrutural do composto
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como: arranjo espacial da molécula, massa molecular, tipo de ligacédo
glicosidica e monossacarideos constituintes de estrutura. Todas essas
caracteristicas estruturais sdo coordenadas principalmente pela espécie de
microrganismo utilizado, assim como pelo seu tipo genético e condi¢des de
cultivo, tais como fontes de carbono e nitrogénio, aeracéo, pH e adicdo de
micronutrientes ao meio” (MIRANDA, 2006).

Visando potencializar a bioatividade de compostos ja produzidos naturalmente,
muitos estudos foram desenvolvidos acerca de alteracdes estruturais e hoje se sabe
gue métodos fisicos, quimicos e bioldgicos podem ser aplicados para modificar as
conformacdes de polissacarideos para se alcancar a atividade desejada (WANG et
al., 2017).

Entre os métodos fisicos podem ser utilizados: ultrassom, radiacdo nas
frequéncias dos raios-x, microondas e raios gama, além de temperatura; ja para os
métodos quimicos, estuda-se a carboximetilacao, sulfatacéo, fosforilagcéo, alquilacéo,
selenizacdo e como método biolégico aplica-se nos ensaios -glucanases, enzimas
gue podem modificar as estruturas das p-glucanas, por catalisarem sua digestao (LI
et al., 2016; WANG et al., 2017).

“A modificacdo pode afetar significativamente a estrutura priméria e a
conformagéo espacial do $-glucano, e diferentes métodos de modificacdo
mostram efeitos dissimilares nas estruturas de glucana. Por exemplo,
modificacdo fisica afeta a conformacdo do polissacarideo modificado
através da mudanca de estrutura espacial em vez da estrutura primaria;
modificacdo quimica pode introduzir grupos no cadeia principal ou cadeia
lateral, o que leva a mudancas tanto na estrutura primdria quanto na
espacial estrutura. Portanto, € muito importante estudar os efeitos dos
métodos de modificagdo no estrutura glucana, e para determinar o0s
meétodos de modificagéo ideal para alcang¢ar B-glucanas com bioatividades

mais altas” (WANG et al., 2017, traducdo nossa).
A transformacédo conformacional das moléculas em solucdo afeta a bioatividade

e a maioria das aplicacbes das B-glucanas séo verificadas quando essas estdo em
solugdo, muito ou pouco viscosas dependendo da concentracdo (WANG et al.,
2017).

InUmeras séo as vantagens dessas alteragfes, sendo um exemplo j& elucidado a
sulfatacdo de fB-glucanas que possibilita maior flexibilidade da cadeia principal,
facilitando sua ligacdo com receptores celulares, outro seria a carboximetilagdo, que

aumenta a solubilidade das moléculas e consequentemente aumenta a area de
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contato da molécula com seu receptor e sua absor¢cao. Esses métodos tém sido
descritos como estratégia de mudanca na estrutura de glucanas para aumentar sua

atividade antitumoral in vivo e vitro (WANG et al., 2017).
2.3.1 Botriosferana

O género Botryosphaeria € conhecido por ser composto por fungos
fitopatbgenos, que atacam muitas plantas de grande importancia florestal,
econbmica e ecologica. Em alguns casos, podem prevenir doencas, atuando como
inibidores virais, mas ainda sim podem causar a podriddo de frutos pré-colhidos e a
morte de arvores. O mecanismo utilizado para esses ataques é a producdo de
enzimas que degradam a parede celular das células vegetais. Isso o caracteriza
como um fungo lignolitico, pois degrada parede celular lignificada (BARBOSA et al.,
2003; BONGIOVANI, 2009).

O EPS botriosferana é uma p-glucana produzida pelo fungo ascomiceto
Botryosphaeria rhodina MAMB-05, e foi descrito por Barbosa et al. (2003). “Quando
cultivado em glucose como fonte de carbono, apresenta uma cadeia principal de
unidades glucosidicas em ligacdo do tipo B-(1-3), com aproximadamente 22% de
ramificagdo em C-6 por residuos glucosidicos e gentiobiosidicos” (Figura 2)
(BONGIOVANI, 2009).

Figura 3 — Estrutura quimica do Botriosferana -(1 — 3,1 — 6)-D-glucana.
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Fonte: (BARBOSA et al., 2003)

A porcentagem de ramificacbes presentes na molécula vai depender da fonte de
carbono utilizada para o crescimento dos fungos e a diferenga no seu grau forma
uma familia de botriosferanas. No entanto, todas tém a mesma cadeia principal com
diferentes graus de ramificacdes (BONGIOVANI, 2009; MIRANDA, 2006).
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Quando em solucgéo, a conformacéo estrutural do botriosferana é de tripla hélice,
que é a forma mais comum para B-glucanas. Para apresentar essa estrutura, €
necessaria a agregacao de trés cadeias de botriosferana por ligacdes de hidrogénio
nos oxigénios do carbono 2 de cada molécula (FUKUDA, 2007). Vasconcelos et al.,
2008) destaca a importancia de conformacdes helicoidais em solucdo aquosa para
supostas atividades e modificacéo de respostas bioldgicas.

Para a obtencédo do botriosferana, € necessario um método de extracao eficiente
que evite sua degradacdo e uma estratégia de purificacdo que permita extrair
somente o polissacarideo de interesse, seguido de sua purificacdo. A purificacdo da
amostra € considerada finalizada quando sdo encontrados os mesmos resultados,
utilizando pelo menos dois métodos diferentes de analise da purificacdo (FUKUDA,
2007).

O rendimento final de extracdo € um aspecto importante ao se pensar na
producdo em grande escala e também para a aplicacdo de moléculas isoladas.
Apesar dos custos com extracao e purificacdo serem relativamente altos, sabe-se
gue a parede celular compreende cerca de 20-30% do peso seco da célula fungica,
e que em algumas espécies de fungos os polissacarideos representam de 60-90%
do peso seco da parede celular, o que repercute um rendimento final promissor
quanto aos polissacarideos extraidos da parede celular de fungos. Além disso, o
espaco necessario para producao dos fungos é pequeno (FUKUDA, 2007).

Diversas atividades biolégicas ja foram descritas para o botriosferana. Além de
ser emulsificante e geleificante, caracteristicas natas de susbtancias desse grupo, o
botriosferana ja apresentou atividade hipocolesterolémica, hipoglicemiante,
antimutagénica, antioxidante, anticitotoxica e antiproliferativa (GIESE et al., 2015;
MALINI et al., 2015; QUEIROZ et al., 2015; SILVA-SENA et al., 2018). Até o

momento, n&o sdo descritas atividades do botriosferana em organismos vegetais.

“Os polissacarideos naturais tém mostrado menos efeitos colaterais, mas
devido as suas propriedades inerentemente fisico-quimicas, suas
bioatividades eram dificeis de comparar com as de drogas sintéticas.
Portanto, pesquisadores modificaram as estruturas e propriedades dos
polissacarideos naturais com base nas relagbes estrutura-atividade e

obtiveram melhores polissacarideos funcionalmente melhorados” (Li et al.,

2016, traducdo nossa).
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Uma alteracdo de natureza quimica que [...] “pode mudar as estruturas dos
polissacarideos através da introducdo de grupos substituintes, e assim fortalecer
suas bioatividades originais também como gerar novas bioatividades funcionais” (LI
et al., 2016).

A bioatividade é diretamente relacionada com a solubilidade das moléculas e o
botriosferana apresenta uma baixa solubilidade (BARBOSA et al., 2003), e ainda
assim ja apresentou varias atividades biologicas, como descrito acima. Visando o
aumento da solubilidade e consequente melhora na atividade, o botriosferana pode

ser carboximetilado.
“Em geral, o B-glucano carboximetilado tem maior solubilidade em &gua,
e maior atividade antitumoral in vivo e in vitro do que a original $-glucano.
[...] E possivel que as cadeias flexiveis expandidas destes novos B-glucanos
carboximetilados sejam responsaveis por suas atividades antitumorais in
vivo e in vitro” (WANG, et al., 2017, tradug&o nossa)

Novos testes sd80 necessarios para avaliar de que forma o botriosferana
carboximetilado vai se comportar em relacdo a sua bioatividade e dos demais f-
glucanos que sofreram ou ndo essa derivatizagdo. Entre os testes iniciais para essa
avaliacdo, sao indicados os antioxidantes, anticitotoxicos e antimutagénicos.

Além disso, um teste ainda ndo realizado com o botriosferana néao
carboximetilado, mas que pode trazer informacdes acerca da sua atuacdo em

organismos vegetais, € o teste alelopatico.
2.4 Atividades bioldgicas
2.4.1Atividade antioxidante

a) Estresse oxidativo

Os antioxidantes juntamente com as reacdes pro-oxidantes e oxidantes dos
sistemas bioldgicos precisam estar em equilibrio. Quando ha alguma perturbagcéo no
balanco desses trés fatores temos o estresse oxidativo, que é condicionado pela
superproducdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e/ou nitrogénio (ERNSs) e a
supresséao de antioxidantes (VASCONCELOS, et al., 2007).

A condicéo de estresse oxidativo traz consequéncias ruins para o funcionamento

dos sistemas biolégicos.Nos humanos esta ligado a varias doencas cronicas néo-
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transmissiveis, e nas plantas é responsavel por grandes distlrbios fotossintéticos,
apodrecimento de frutos e outros(DELARMELINA, 2017; CANTRELE, 2005).

Os processos fisiologicos e metabdlicos das células vivas, seja animal ou vegetal
que possuem respiracdo aerdbica, produzem radicais livres, moléculas ou
fragmentos de moléculas que possuem elétrons livres chamados de néo pareados,
em sua Orbita externa. Esses sdo quimicamente instaveis e altamente reativos.
Entre os radicais livres mais conhecidos estdo as EROs (Espécies Reativas de
Oxigénio), que séo os intermediarios da reducéo parcial do oxigénio, e representam
2% dos produtos finais da respiracdo (gas carbbénico e agua) (FERREIRA, 2009;
CANTRELE, 2005).

Os elétrons ndo pareados presentes nessas moléculas alteram sua reatividade,
assim, sdo mais reativos que aquelas moléculas ndo-radicalares. Por essa
caracteristica eles sdo instaveis e altamente reativos. Quando um elétron é
transferido para o Oz € produzido o primeiro intermediario reativo, que é o radical
superoxido (Oze-), que por sua vez sofre uma mutagdo, se transformando em
peroxido de hidrogénio (H202), em seguida uma das moléculas de Oz é quebrada,
assim formando uma hidroxila ("OH). Duas reacfes sao bastante conhecidas por
atuarem como catalisadoras na formacédo de espécies radicalares, sdo: Reacédo de
Fenton (1), que com metais de transicdo catalisa a quebra de H202 em °*OH, e
Reacgdo de Haber-Weiss (2) que utiliza um Oz e H202 para formar *OH (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997;SAND, 2005; VASCONCELOQOS, et al., 2007).

Reacdo 1: Reacao de Fenton

Fe?* + HO2 — Fe® + 'OH + OH-
Reacdo 2: Reacao de Haber-Weiss
02" +H202 — 0O? + H20 + "OH

De todos os intermediarios produzidos pela formacdo de EROS, o radical
hidroxila é considerado o mais reativo e prejudicial, pois ele é precursor para
formacdo de outras espécies reativas toxicas e esta envolvido na peroxidacdo de
lipideos, modificacdo de bases e quebras na fita de DNA, causa danos a proteinas e
pode provocar inativacdo enzimatica (CORRADI DA SILVA et al., 2008; SAND,
2005; VASCONCELOS et al., 2007).
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“O termo espécie reativa € utilizado para descrever ndo somente radicais
livres, mas também outras moléculas nado-radicalares que, em condi¢cbes
fisiologicas, podem promover reacdes de oxidacdo ou de reducao
(KEHRER, 1993). As espécies reativas bioldégicas podem ser classificadas
em espécies reativas de oxigénio (EROs), como ja foi mencionado, e
espécies reativas de nitrogénio (ERNs), de acordo com as moléculas a partir
das quais foram originadas” (SAND, 2005).

Aléem das EROS, as Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN) sdo um grupo
importante de moléculas que causam o estresse oxidativo. A principal ERN
produzida € o 6xido nitrico (NO), e a partir dela € que as outras ERN s&o formadas.
Essas séo originadas pela formacdo do aminoacido citrulina a partir de arginina. Os
primeiros estudos com o NO néo tinham foco nas suas caracteristicas oxidantes, ele
foi inicialmente identificado por ser um fator relaxante de vasos sanguineos e auxiliar
na regulacdo da pressdo arterial. O NO € um potente iniciador da peroxidagéo
lipidica, mas isso s6 acontece quando ele entra em contato com O: (DUSSE;
VIEIRA; CARVALHO, 2003; SILVA; GUERRA, 2010).

b) Defesas antioxidantes

A producéo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos levou
ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar os
niveis intracelulares e impedir a inducdo de danos. Os antioxidantes sao agentes
responsaveis pela inibicdo e reducéo das lesbes causadas pelos radicais livres nas
células, sendo neutralizadores de radicais livres (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Antioxidantes podem ser definidos como quaisquer substancias que, presentes
em baixas concentracdes, quando comparados a um substrato oxidavel, atrasam ou
inibem a oxidacdo desse substrato de maneira eficaz. E podem ser classificados
primeiramente como enzimaticos ou ndo enzimaticos, e de acordo com o mecanismo
de acdo em: primarios (doadores de atomos de hidrogénio), bioldgicos (enzimas)
e/ou quelantes de metais (MORAIS et al., 2013).

Os antioxidantes podem ser produzidos endogenamente ou serem adquiridos
pela dieta, por isso, a presenca de compostos secundarios que apresentam
atividade antioxidante, temse mostrado uma boa alternativa de protecdo para o
corpo humano contra radicais livres, atuando na prevencdo e no tratamento de
enfermidades (MORAIS et al., 2013).
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O aparato de defesa antioxidante pode atuar de duas formas, retirando 0s
potenciais agentes oxidantes ou reparando o dano causado. Para cada frente de
atuacao estdo relacionadas algumas enzimas e moléculas ja conhecidas, entre as
responsaveis por neutralizar os oxidantes antes da lesdo temos como exemplo:
glutationa reduzida (GSH), superdxido-dismutase (SOD), catalase, glutationa-
peroxidase (GSH-Px) e a Vitamina E. Quando o dano ja foi causado, os reparos da
lesdo podem ser feitos por compostos como, a glutationa-redutase (GSH-Rd), a
glutationa-peroxidase (GSH-Px) e o acido ascorbico. Muitos outros compostos sao
conhecidos por desempenharem acéo antioxidante, podendo ou nao atuar por mais
de um mecanismo. Mas a busca pelo conhecimento de novas moléculas com essa
atividade € ininterrupta, pois, essa acao € diretamente relacionada a varias outras
atividades bioldgicas, possui inUmeras aplicacdes para a saude humana, producéo e
saude vegetal (MORAIS et al., 2013; GIESE et al., 2015).

c) Ensaios para avaliacdo de atividade antioxidante

Como os antioxidantes podem atuar por diferentes mecanismos, a avaliacado da
atividade antioxidante de uma molécula em estudo, também dever ser feita por
diferentes metodologias que abranjam mecanismos de atuacdo diferentes. Dois
mecanismos amplamente estudados sdo os de sequestro de radicais livres e da
capacidade da reducéo do ferro. Entre os varios testes utilizados para avaliar se uma
molécula tem atividade antioxidante por cada um desses mecanismos, podemos
citar: ABTS e DPPH para sequestro de radicais livres, e FRAP e Quelante do Fe?*
para a capacidade de reducdo do ferro (SIRIVIBULKOVIT; NOUANTHAVONG,;
SAMEENOI, 2018; SOUZA, 2013).

Metodologias que utilizam microplacas de 96 pocos tém sido desenvolvidas com
o intuito de diminuir a quantidade de reagentes e de amostras necessarias para
realizacdo dos testes, mas mantendo a precisdo e rapidez em que as respostas sao
obtidas e pouco volume de residuoa ser descartado ao fim do experimento (URREA-
VICTORIA; PIRES; TORRES, 2016).

“Radicais livres estdo envolvidos  na propagacédo da oxidacao lipidica,
e muitas outras espécies de radicais de diferentes reatividades sao
formadas. Radicais relativamente estaveis (DPPH, ABTS, etc.) sao
frequentemente preferidos em ensaios de atividade sequestrante de
radicais. Estes radicais tém sido muito utilizados em estudo de compostos
simples, extratos de plantas e alimento” (CANTRELE, 2005).
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d) ABTS

O teste de atividade antioxidante pelo método do ABTS baseia-se na inativagéo
do radical 2,2 -azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acidosulfénico (ABTS), que forma
ABTS** quando € capturado, atuando assim pelo mecanismo de sequestro de
radicais livres. O ABTS € um cromoforo quimicamente estavel, solivel em agua,
com um méximo de absorbéancia a 414nm, medidas secundéarias podem ser feitas a:
645, 734 e 815nm. A forma de verificacdo da atividade é simples, pois ha alteracao
na cor da reacao, perdendo a cor de origem (verde escuro) e ficando transparente
ao ter todas as moléculas de ABTS transformados em ABTS** (BORGES et al.,
2011; SUCUPIRA et al., 2012).

Este método tem sido amplamente aplicado para analise de compostos simples,
extratos de plantas e alimentos. Algumas caracteristicas do radical e do teste sao
levadas em consideracdo para ser tado utilizado, como: a formac¢do de um radical
estavel (ABTS"), ser capaz de determinar a atividade de moléculas lipofilicas e
hidrofilicas em uma mesma amostra, além de ser um teste rapido, preciso e oferecer
resultados reprodutiveis (CANTRELE, 2005; SUCUPIRA et al., 2012).

e) DPPH

O método do DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) é capaz de determinar se um
composto consegue sequestrar radicais livres, assim como o ABTS, largamente
utilizado por ser considerado um teste rapido, pratico e com boa estabilidade. O
DDPH apresenta cor violeta, e ao ser neutralizado se transforma em DPPH-H e tem
perda de cor, se tornando amarelo, na Figura 3 temos o0 esquema da reacdo de
reducdo do DPPH. A faixa de absorbancia para andlise varia de 515 a 520nm,a
mudanca da coloracdo é o que aponta quanto do radical DPPH foi reduzido, sendo
assim a maneira de monitorar a atividade de um composto por esse mecanismo
(BORGES et al., 2011; SUCUPIRA et al., 2012).



30

Figura 4 — Reacao entre um antioxidante e DPPH. O AH representa uma molécula doadora (antioxidante), e 0 A
€ o composto final, ndo radicalar.
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FONTE: (SIRIVIBULKOVIT et al., 2018).

Sucupira et al.,, (2012) apresentam algumas vantagens do uso do teste do
DPPH, como uma andlise mais refinada quando os compostos em estudo sdo mais
soluveis em solventes organicos, a disponibilidade de compréa-lo j& pronto, evitando

distintas formas, como pode ocorrer no ABTS.

f) FRAP

Do inglés, Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) é um ensaio capaz de
determinar o poder de reducéo do ion ferro. A reacdo base para o teste € a reducéo
do ion Fe®** (forma férrica) em ion Fe?* (forma ferrosa). O composto utilizado para o
teste é o TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina), no qual esta presente o ion Fe3* (Figura 4).
Quando a reducédo ocorre ha alteracdo na tonalidade da reacdo, passando de um
roxo claro para roxo mais forte. Essa diferenca de tonalidade pode ser detectada por
espectofotbmetro, na absorbancia de 595nm (URREA-VICTORIA; PIRES; TORRES,
2016).

Figura 5 — Reacéo de reducéo do Fe3+ presente no complexo com TPTZ a Fe2+.
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Fonte: (URREA-VICTORIA; PIRES; TORRES, 2016).
g) Quelante do ferro2*

fons metalicos de transicdo bivalentes podem ser prejudiciais por catalisar o
processo oxidativo, o que leva a formacdo de radicais hidroxil. Levando em

consideracdo os maleficios tragos por esse processo € importante investigar

substancias que evitem esse processo, isso pode ser avaliado através do
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mecanismo de quelacdo do ferro, onde uma substancia ou extrato impediria a
reacdo dos ions metalicos.

O método de analise da atividade de quelacdo de ions ferro utiliza uma reacao
contendo o reagente ferrozina e o ion Fe?*, quando ndo ha quelacdo do Fe?* ele
forma um complexo de cor rosa junto com a ferrozina, quanto mais ion Fe?* forem
guelados, menos complexos cor de rosa serdo formados, e a medida de absorbancia
no espectrofotdmetro sera menor. Entdo, quanto maior for a capacidade da amostra
analisada de quelar os fons Fe?*, menor sera a intensidade da cor e absorbancia da
amostra. O comprimento de onda necessario para essa analise é 562 nm (HARB, et
al., 2016).

2.4.2Atividade alelopética

Os aleloquimicos normalmente sao pertencentes a classes de metabdlitos
secundarios, tanto de espécies aquaticas como terrestres. Esses metabdlitos
produzidos pelas plantas e mesmo por microrganismos sdo uma fonte de
importantes oportunidades para potenciais substancias que auxiliem no controle de
plantas daninhas, sem trazer prejuizo as culturas e meio ambiente e auxiliar a
producdo de plantas para industria de fitoterdpicos (GUSMAN; VIEIRA; VESTENA,
2012).

“Para adquirir mais recursos como luz, 4gua e nutrientes, algumas
espécies adotam estratégias defensivas que incluem a producdo de
biomoléculas ativas. Neste sentido, a alelopatia pode ser definida como a
ciéncia que estuda os processos envolvendo metabdlitos secundarios
produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos que tém influéncia sobre o
crescimento e desenvolvimento de sistemas biol6gicos incluindo efeitos
tanto de inibigdo quanto de estimulacdo.” (BARATELLI, 2006).

A Sociedade Internacional de Alelopatia (em inglés, IAS) define alelopatia como:
“‘qualquer processo envolvendo metabdlitos secundarios produzido por plantas,
algas, bactérias e fungos que influenciam o crescimento e desenvolvimento de
sistemas bioldgicos e da agricultura” (REIGOSA et al., 2013).

Os produtos do metabolismo secundario que participam do processo de
alelopatia sdo chamados de agentes aleloquimicos, ou somente aleloquimicos.
Esses sdo considerados essenciais para a adaptacdo de espécies e organizacao
das comunidades por atuarem nas relacdes inter e intra-especificas (SANTOS,
2007).
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Até 1988, jA& eram conhecidos cerca de dez mil metabdlitos secundarios com
acdo alelopatica e por serem oriundos do metabolismo secundério, podem ser
produzidos em todas as partes da planta. Sua concentracdo é variavel de acordo
com a espécie, fase de desenvolvimento e variacbes ambientais (REIGOSA et al.,
2013; SANTOS, 2007).

A maioria das andlises de aleloquimicos documentadas érealizada com extrato
bruto, principalmente de folhas, e em sequéncia com fracdes especificas utilizando
solventes mais polares ou apolares com a intencdo de iniciar uma selecdo de
grupos. Mas, poucos estudos chegaram ao nivel de avaliagcdo de substancias
isoladas (REIGOSA et al., 2013).

O estudo de substancias isoladas € dificultado por fatores como os efeitos
sinergisticos e aditivos dos aleloquimicos, o que dificulta a identificacdo de um Unico
composto isolado como sendo responsavel por determinada atividade alelopatica.
Por esse motivo, muitas vezes, substancias que ja foram isoladas por apresentarem
outras atividades, sdo indicadas para testes alelopaticos, inclusive por facilitarem a
compreensao de causa e efeito (BARATELLI, 2006; REIGOSA et al., 2013).

“A atividade dos aleloquimicos tem sido aproveitada na agricultura, como
alternativa ao uso de herbicidas, inseticidas e nematicidas. Estas
substancias, oriundas do metabolismo secundario vegetal, representam
vantagem na evolugdo das espécies contra a acdo de microrganismos,
virus, insetos, e outros patdgenos ou predadores, seja inibindo a acao
destes, inibindo o crescimento de outras plantas ou estimulando o
crescimento das suas préprias sementes” (BARATELLI, 2006).

Outro fator importante para sua aplicacdo, frisado por Baratelli (2006), é a
estabilidade do composto ativo. “Em muitos casos, 0 composto natural € altamente
ativo para um alvo molecular, mas suas propriedades fisico-quimicas e sua curta
meia-vida no ambiente o impedem de ser um herbicida eficaz”.

Dentre os grupos de metabdlitos reconhecidos por apresentarem atividade
alelopatica, destacam-se: benzoquinonas, terpenoides, alcaloides, derivados do
acido benzoico e arilpropanoides, acidos hidroxamicos, esteroides, acidos graxos de
cadeia longa e lactonas insaturadas (BARATELLI, 2006; REIGOSA et al., 2013).

2.4.3 Viabilidade celular

7

A avaliagdo da viabilidade celular € uma forma eficaz e amplamente utilizada
para verificar a citotoxicidade de amostras(BEDNARCZUK, et al., 2010).Algumas

caracteristicas desses testes que favorecem seu uso sao destacadas por Rogero et
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al., (2003), entre elas: acessibilidade de execucédo por ndo se tratar de testes caros,
rapidez, sensibilidade e sua reprodutibilidade. Além disso, a possibilidade de utilizar
diferentes linhagens celulares para essa andlise favorece ainda mais sua aceitacao
como teste de triagem para novas substancias e avaliacdo toxicolégica preliminar
(XAVIER, 2017).

Entre os testes mais utilizados para avaliar a viabilidade celular, est4 o (3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT). O principio desse teste
baseia-se na reducdo do MTT, esse € um sal de coloragdo amarelada, que é
reduzido a formazan, um sal de coloracdo arroxeada. Essa reducdo € possibilitada
pela enzima mitocondrial tetrazolium-succinato-desidrogenase, dessa forma, é
possivel mensurar a viabilidade celular pela atividade mitocondrial, pois a conversao
s6 ocorre em células viaveis. A intensidade da reducéo pode ser mensurada atraves

da leitura em espectrofotdmetro, essa é uma medida direta da viabilidade celular.

Figura 6 — Reacéo de reducéo do MTT a formazan, pela enzima tetrazolium-succinato-desidrogenase (redutase
mitocondrial).
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Fonte: Adaptado de (BOCHNIE; ARIANE; MACIEL, 2016).

Uma das linhagens celulares mais utilizadas para testes de viabilidade celular
sdo os linfocitos, por serem células de facil obtencédo (pungédo venosa), isolamento
manutencdo em cultura, os resultados encontrados sdo confiaveis e facilmente
correlacionados a ensaios toxicolégicos (MOURA, 2012; XAVIER, 2017).

A producao doslinfécitos T e B acontece na medula 0ssea, e entdo os Linfocitos
B ficam na medula até completarem o processo de maturacdo e em sequéncia vao
para corrente sanguinea. Os linfécitos T vao para o timo, e la sdo selecionados e
maturados, e sO depois sdo destinados a circulagdo sanguinea. Os linfécitos tém um
papel importante nas respostas imune adaptativas, dentre elas a funcéo de proteger

0 organismo de invasores, principalmente virais e células neoplasicas, além de
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produzir anticorpos contra 0s antigenos aos quais jA estivemos em contato
(BALLESTRERI, 2017; JUNIOR et al., 2010).

Outra linhagem celular importante para analises citotoxicas € a do Sarcoma
180 de camundongos. De acordo com Moura (2012) o sarcoma 180 ‘“também
conhecido como tumor de Croker, foi isolado de células de um tumor espontaneo
localizado na regido axilar de um camundongo Swiss macho (Mus musculus).”.

Ao utilizar uma linhagem de células tumorais para fazer testes de viabilidade
celular e observar o nivel de células viaveis, também é possivel avaliar a capacidade
de substancias inibirem o crescimento dessas ceélulas, no caso, diminuindo a
viabilidade das células tumorais, e entdo pode ser intitulada como uma analise
antiproliferativa. Esses resultados podem ser utilizados como preliminares para
indicacdo de compostos promissores para testes antitumorais in vivo (BADISA et al.,
2006).

2.4.5 Mutagénese, citotoxicidade e antimutagenicidade

Apesar de o DNA ser uma molécula extremamente estavel, pode haver
alteracbes. Essas alteracbes sdo denominadas mutacdes, podem ocorrer de
maneira natural, serem causadas por erros durante a duplicacdo do DNA, ou ainda
podem ser provocadas por agentes mutagénicos queaceleram ou aumentam o
aparecimento das mutacfes.Quando uma célula acumula muitas mutacdes, pode
perder o controle de sua divisdo e assim determinar o aparecimento de cancer
(RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003; KAPPES, 2010).

Estudos que avaliem a capacidade de substancias causarem mutacdes séo de
enorme importancia (FENECH, 2000; KAPPES, 2010;BRUNTON; CHABNER;
NOLLMANN, 2012). Inclusive, fazem parte de analises exigidas por 0rgaos
reguladores do uso de novas substancias, como a ANVISA, que em 2013
regulamentou como proceder com os testes de toxicidade e genotoxicidade
(ANVISA, 2013). Nesse documento, é destacada a importancia de ensaios desse
género em animais como um primeiro passo para aprovacdo do uso de novas
substancias.

Esses testes, aléem de avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade de substancias,

também auxiliam na busca por substancias ou alimentos quimioprotetores capazes
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de proteger o DNA ou a célula de algum dano (BRUNTON; CHABNER; NOLLMANN,
2012).

Entre os quimioprotetores estdo as substancias antimutagénicas, capazes de
reduzir a frequéncia de mutacgbes, tanto as induzidas como as espontaneas. Os
mecanismos de acdo das substancias antimutagénicas podem ser dois:
desmutagénese, que é o processo de inativagdo direta do agente mutagénico ou
seus precursores, e bioantimutagénese, que seria a modulacdo do reparo e
replicacdo do DNA, com sua atuacéo ao nivel celular (SCHNEIDER, 2014).

Quando essas substancias antimutagénicas s&o utilizadas para prevenir a
formacao de tumores e algumas doencas genéticas, seja por meio de medicamentos
ou uso de chas e afins, esse processo recebe o nome de quimioprevencdo
(SCHNEIDER, 2014).

Para avaliar a quimioprotecdo de uma substancia, ela é testada frente a outra
que conhecidamente provoca danos ao DNA. Entdo, é observado se o indice de
danos do DNA foi diminuido pela substancia em estudo. Caso isso tenha acontecido
a substancia em questdo passa pode ser considerada uma substancia
quimioprotetora ou antimutagénica. Varios testes podem ser utilizados para esse tipo
de avaliacao, entre eles estdo o teste do microntcleo em medula éssea (RIBEIRO;
SALVADORI; MARQUES, 2003; SCHNEIDER, 2014).

2.4.5.1 Teste do micronucleo

Esse é um teste bastante eficiente e rigoroso onde € possivel avaliar
mutagenicidade e antimutagenicidade de uma amostra, além de ser um teste
sugerido por agéncias de regulamentacdo, de novas substancias, nacionais e
internacionais (RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003).

O micronucleo é formado por fragmentos cromossdmicos ou cromatideos
acéntricos e de cromossomos inteiros. Tais fragmentos ndo sao incluidos ao nucleo
principal, nem possuem conexao estruturam com o nucleo, e sdo morfologicamente
iguais ao nucleo principal, mas apresentam tamanho reduzido (Figura 6) (AGOSTINI,
1993; BALLESTRERI, 2017).
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Figura 7 — Exemplo ilustrativo da origem do micronucleo a partir de um evento aneugénico (a) ou de um evento
clastogénico (b).
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Fonte: (DELARMELINA, 2017 adaptado de FENECH, 2005).

O numero e tamanho dos micronucleos sao variaveis, dependendo do grau e tipo
de alteracdo cromossdmica responsavel pelo seu surgimento. O agente indutor da
formacdo do micronucleo € o que esta relacionado ao tamanho do mesmo, sendo
que, micronucleos formados por cromossomos inteiros normalmente sao maiores do
que os formados por fragmentos de cromossomos. A frequéncia de células
micronucleadas encontradas durante a analise desse teste é o que indica o nivel de
dano induzido pelo composto em estudo, esse agente pode gerar quebras e/ou
problemas no fuso mitético e isso serd detectado, sendo que tal teste identifica
tantoclastogénese como aneugénese, mas nao faz distingéo entre elas (AGOSTINI,
1993; BALLESTRERI, 2017; DELARMELINA, 2017).

Diferentes tipos celulares podem ser utilizados para execucdo do teste do
micronucleo, essa escolha varia de acordo com o pesquisador, finalidade do teste, e
via de administracdo do composto, se € por ingestdo, pela pele, via venosa
(ANVISA, 2013; BALLESTRERI, 2017).

Vérios tipos celulares sao utilizados para execucdo do teste do micronucleo,
entre eles: células de sangue periférico e medula 6ssea, células epiteliais da mucosa
oral e vaginal e fibroblastos sdo os mais citados (AGOSTINI, 1993; KAPPES, 2010).

Ao utilizar roedores, ha algumas possibilidades para a analise de micronucleos,
podendo ser realizada uma andlise de atividade mutagénica e/ou antimutagénica.
Tal escolha é feita ao selecionar o protocolo de tratamento, momentos de analise e
tipo celular a ser analisado. Ribeiro, Salvadori e Marques, (2003) apontam

caracteristicas que corroboram os eritrcitos, encontrados na medula 6ssea, como
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um tipo celular que atende todas as premissas para uma analise de microndcleos

segura. Entre elas:

“(1) o efeito do agente quimico é observado em eritrocitos
policromaticos anucleados (PCEs); (2) o eritrocito policromatico tem um
tempo de vida relativamente curto, de modo que qualquer microndcleo que
ele contenha deve ter sido gerado como resultado de danos cromossdémicos
induzidos recentemente; (3) os micronucleos sdo facilmente identificaveis e
a sua distribuicdo é bem definida; e (4) a freqiiéncia de micronucleo
induzida em eritrécito policromatico é dependente do tempo de
amostragem.” (RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, p.174, 2003).

A analise de eritrécitos normocromaticos (NCEs) em sangue circulante
(periférico) é amplamente utilizada em camundongos para avaliar mutagenicidade.
Os NCEs representam o PCE em estdgio mais avancado de maturacdo. Essa
analise s6 pode ser realizada em camundongos, pois, 0 baco deles ndo removem do
sangue periférico os NCE com microndcleos. Em ratos e humanos ha essa remocao
(RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003).
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar as atividades antioxidantes, alelopatica, genotoxica e citotoxica do

metabolito secundario botriosferana carboximetilado.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade antioxidante do botriosferana carboximetilado por meio de
quatro diferentes testes colorimétricosin vitro: ABTS, DPPH, FRAP e quelante

de ferro;

e Verificar a atividade alelopatica do botriosferana carboximetilado por meio de

testes em Allium cepa e Lactuca sativa,

e Analisar, por meio de experimentacdoin vitro, a citotoxicidade e
anticitotoxicidade do botriosferana carboximetilado, utilizando células de

linfécitos humanos e sarcoma 180;

e Averiguar a mutagenicidade do botriosferana carboximetilado por meio de

ensaios com camundongos Swiss jovens, em tratamento subcronico;

e Explorar a possivel atividade atimutagénica e citotoxica do botriosferana
carboximetilado por meio de ensaio com camundongos Swiss jovens, com pré-

tratamento por 30 dias.
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5. MATERIAIS E METODOS

Obotriosferana carboximetilado utilizado para realizacao do presente trabalho, foi
gentilmente cedido pelo grupo de estudos coordenado pela Dra Aneli Barbosa, da

Universidade Estadual de Londrina.

5.1 Obtencéo do Botriosferana Carboximetilado (CM-BOT)

A colonia de Botryosphaeria rhodina MAMB-05 foi mantida a 4°C em agar
dextrose de batata. Apos a preparacdo do indculo, as culturas fungicas foram
preparadas e cultivadas em meio de cultivo submerso contendo glicose ou frutose
(50 g/1) a 28°C, por 72h(STELUTI, 2004). Culturas de fungos foram colhidas e o
sobrenadante foi retirado, novamente a cultura foi crescida e recuperada por
centrifugacéo (3000g/15 min a 4°C). Etanol absoluto (4 volumes) foi adicionado, o
EPS foi precipitado durante a noite a 4°C e recuperado, apds reservado, passou
para a carboximetilagao.

A carboximetilacdo do exopolissacarideo foi realizada seguindo o0 processo
descrito por Xu et al., 2009 com algumas adaptacdes. Pesou-se 1,0g do
botriosferana e este foi suspenso com 40 mL de isopropanol e mantido sob agitacdo
vigorosa por 15 minutos. Em seguida, adicionaram-se 16,65 mL de NaOH 20%, gota
a gota, e a reacao foi mantida sob agitacdo por 3 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, adicionou-se uma solugcdo previamente preparada, que continha
2,59 de acido monocloroacético dissolvidos em 3,125 mL de NaOH 20% (m/v) e 10
mL de isopropanol (PA). Esta reacdo foi mantida por mais 1 hora sob agitacéo
constante, a temperatura ambiente. Outra solucdo contendo 2,5g de acido
monocloroacético, dissolvida em 10 mL de isopropanol, foi adicionada a reagéo, esta
foi mantida em banho de glicerina a 60°C * 2°C por 3 horas. Decorrido o tempo, a
reacao foi interrompida transferindo-se o baléo de reacdao para um banho de gelo,
até atingir a temperatura ambiente. Em seguida, a solugéo foi neutralizada com
acido aceético, utilizando-se fitas de pH MM, até atingir o pH 7,0. A solug&o resultante
foi precipitada com 3 volumes de metanol, e em seguida, lavada consecutivamente
com MeOH 80%, etanol PA, etanol 80% e, por ultimo, éter. O precipitado obtido foi
solubilizado em agua destilada, a solucdo foi transferida para um sdo de dialise e

dialisada contra agua destilada por 48h.
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5.2 Atividade antioxidante

Para a avaliacdo das atividades antioxidantes foram utlizados 4 testes

colorimétricos diferentes ABTS, DPPH, FRAP e quelante de ferro.
5.2.1 ABTS

A metodologia empregada foi a descrita por Rufino et al.,, (2007) e Re et al.,
(1999) com modificacdes.

Para realizacdo deste teste foi preparado o radical ABTS.+: 5 ml da solucdo

estoque de ABTS a 7mM + 88uL da solucdo de persulfato de potassio a 140mM,
manter a mistura no escuro, a temperatura ambiente por 16h. No momento do
preparo da analise, diluir 1 ml dessa solugdo em alcooletilico até que se alcance a
absorbancia de 0,70 nm +- 0,05 nm a 734 nm.
Os padrdes utilizados para efeito de comparacéo foram Trolox e Acido Ascorbico, as
solugdes foram preparadas em alcool etilico PA na concentragcdo de 1mg/mL.Foi
preparada uma solugdo do botriosferana em alcool etilico na concentragdo de
1mg/ml.

A partir da concentracdo inicial dos padrbes e do botriosferana, foram
preparadas diluicbes seriadas, em microtubos de 2mL. No primeiro tubo foi
adicionado 2mL de solucdo na concentragdo de 1mg.mL* e nos tubos seguintes
1mL de alcool etilico. Em seguida, foi retirado 1mL do primeiro tubo e acrescentado
ao segundo, que foi homogeinizado. Esse passo foi repetido do segundo tubo pro
terceiro e assim, sucessivamente, até alcancarmos a menor concentragao utilizada,
que foi de 7,81mg.mL™.

Para montagem da placa e analise dos resultados, foram adicionados40uL do
botriosferana carboximetilado (CM-BOT) da maior para menor concentracao
longitudinalmente e 200puL da solugcéo do radical ABTS+. O mesmo foi feito para os
padrdes. O branco consistiu em 300uL de alcool etilico e o controle 40uL de etanol e
200pL do radical ABTS+. Cada um destes foi feito em triplicata.

A leitura foi feita em aparelho de Elisa a absorbancia de 740 nm. Para as
andlises dos resultados foi feito o calculo do ECso, que mostra a concentragio
necessaria de amostra para neutralizar 50% do radical, foi calculado ultilizando-se a

seguinte férmula:
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EC50= Absorbancia do controle - Absorbancia da amostra \ x 100
absorbancia do controle

5.2.2 DPPH

Esse método avalia a capacidade de uma substancia pela sua atividade
sequestradora do radical livre 2,2difenil-1-picril-hidraliza - DPPH, esse radical € de
coloracdo purpura que ao ser reduzido forma difenil-picril-hidrazina de coloracao
amarelada. O comprimento de onda maximo absorvido pela forma ndo reduzida é
516nm, a atividade pode ser monitorada pela redugdo da absorbancia observada
(BORGES et al, 2011).

Para a realizacdo do teste, foram preparadas algumas solu¢cdes com alcool
etilico: DPPH a 0,3mM; CM-BOT na concentracéo de 1mg.mL? e dos padrées acido
ascorbico e trolox também a 1mg.mLl. Em sequéncia, essas solucdes foram
utilizadas para preparar uma diluicdo seriada, sendo a primeira de 1mL, onde era
retirado 500uL e passado para o tubo seguinte onde era adicionado mais 500ul do
solvente esse processo foi repetido 7 vezes. Foram aliquotados na placa de leitora
Elisa, em triplicata, 100ulL de cada concentracdo do botriosferana e dos padrdes e
adicionados a eles 200uL da solucdo de DPPH. Como branco foi utilizado 300 yL de
alcool etilico e como controle 100 yL de élcool etilico + 200 yL da solucédo de
DPPH. Este protocolo é baseado em Rufino et al., (2007) e Re et al., (1999) com
modificacdes. Os calculos do ECso foram feitos de acordo com a seguinte férmula:

EC50= Absorbancia do controle - Absorbancia da amostra \ x 100
absorbancia do controle

5.2.3 FRAP

Este € o ensaio do poder de reducdo do ion ferro (do inglés FRAP - Ferric
Reducing Antioxidant Power), analise é feita a partir da reducédo do ion férrico Fe3*
em sua forma ferrosa Fe?* estes presentes no complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina
(TPTZ). A reducéo € acompanhada pela mudanca da coloracéo, de um roxo claro a
um roxo escuro, dessa forma, quanto mais forte a coloracdo, maior a atividade
antioxidante da amostra analisada. A metodologia utilizada neste teste foi a descrita
por Morais et al., (2013) com modificagdes.

Para realizacdo do teste foram preparadas algumas solugdes: acido cloridrico a

40mM; cloreto férrico a 20mM; tampéao acetato 0,3M, pH 3,6; solucdo do reagente
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FRAP, 25mL de tampao Acetato, 2,5mL da solucdo de TPTZ e 2,5mL da solucao
aquosa de cloreto férrico. O padrao utilizado foi o Sulfato Ferroso a 2mM. Em tubos
de 2mL foram acrescentados 30uL da amostra, 90uL de agua destilada e 900uL do
reagente FRAP, o0 mesmo para o padrdo. o Branco foi constituido por 30uL do
solvente, 90puL de &gua destilada e 900uL do reagente FRAP. Os tubos foram
vortexados novamente e em seguida foram incubados em estufa a temperatura de
37°C por 30 minutos. Apdés o tempo de reacdo a placa de analise foi montada
seguindo as mesmas premissas descritas anteriormente para 0S outros testes
antioxidantes. A leitura foi feita em espectofotometro de Elisa a absorbancia de 595

nm. E foi realizado o calculo do ECso, como descrito anteriormente.
5.2.4 Quelante de Ferro

A metodologia aplicada para este teste foi baseada em Tang et al., (2002), onde
€ avaliada a capacidade de agentes atuarem como quelantes do Ferro Il e essa é
expressa em equivalentes de Na:EDTA (mg Na:EDTA/g do agente) ou em
porcentagem de inibicao.

A ferrozina pode formar um complexo com uma cor vermelha formando quelatos
com Fe?*. Esta reacdo é restringida a presenca de outros agentes quelantes e
resulta numa diminuicdo da cor avermelhados complexos ferrozina-Fe?*. A medicéo
da reducéo da cor determina a atividade quelante para competir com ferrozina para
os ions ferrosos (HARB et al., 2016).

Foram preparadas algumas solucfes para realizacdo deste teste: FeClz 2mM,;
Ferrozina 5mM; padrao EDTA na concentragéo de 1mg/ml.

Como descrito anteriormente, foi preparada a diluicdo seriada das solucdes
acima citadas. Ainda no tubo da diluicdo seriada ocorreu a reacdo onde foram
adicionados 50uL de FeClz2, 200uL de ferrozina e 1000uL do botriosferana nas
concentracdes a serem testadas. Branco foi o metanol e o controle metanol + FeCl2
e ferrozina. Em seguida as placas de leitora Elisa foram montadas com as amostras

e a leitura foi feita na absorbancia de 562nm.
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5.3 Alelopatia

A andlise do potencial alelopatico foi realizada em dois sistemas-teste: Allium
cepa e Lactuca sativa. As sementes, provenientes do mesmo lote de producéao,
foram adquiridas de uma fonte comercial.

Para a realizacdo do ensaio, foi utilizado o controle negativo (dgua destilada) e
quatro concentracdes do botriosferana carboximetilado (CM-BOT), sendo elas: 15;
10; 7,5 e 5mg.mL™, o ensaio foi realizado em triplicatas, 3 placas com 30 sementes
em cada totalizando 90 sementes por tratamento.

Foram utilizadas placas de petri forradas com papel filtro e embebidas com 5mL
de agua (controle negativo) ou a solucdo de 4gua + botriosferana nas concentracdes
acima citadas. ApGs a protrusdo das raizes, elas foram medidas diariamente por 4
dias e para mensurar o efeito alelopatico foram considerados: indice de germinacao
(IG), indice de alelopatia (IA), indice de velocidade de germinacdo (IVG),
porcentagem do indice de germinacgdo (%IG), crescimento radicular médio (CRM) e
indice de velocidade do crescimento radicular (IVCR).

Como compilado por Costalonga (2017) temos:

indice de germinacéo (IG) - Relac&o entre o nimero de sementes submetidas a
germinagcdo em tratamento continuo e o ndmero de sementes que efetivamente

apresentaram extenséo da radicula. Expresso em %.

indice de alelopatia (IA) — expresso em % e calculado pela seguinte formula:
IA = ((Gc — Gt)*100)/Gc

Onde: Gc = germinacao do controle; Gt = germinacao do tratamento.

indice de velocidade de germinac&o (IVG) — dado pela seguinte férmula:
IVG = Z (nilti)

Onde: ni = n° de sementes que germinaram no tempo i; ti = tempo apoésinstalacdo do teste; i = 1-4 dias

ou 1-10 dias, dependendo do organismo-teste.

Tempo médio de germinacado (TMG) — expresso em dias:
TMG = (Zni*ti)/Zni

Onde: ni = n° de sementes que germinaram no tempo i; ti = tempo ap?s instalacéo do teste; i = 1-4 dias

ou 1-10 dias, dependendo do organismo-teste.
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Velocidade meédia de germinacdo (VMG) — expresso em dias-1:
VMG = 1/t

Onde: t = tempo médio de germinacéo

Crescimento radicular médio (CRM) — expresso em cm:
CRM = (£ Cmi)/t
Onde: Cmi = comprimento médio no dia i; t = tempo total do experimento; i = 1-4 dias ou 1-10 dias,

dependendo do organismo-teste.

indice de velocidade de crescimento radicular (IVCR):
IVCR = £ (citi)
Onde: ci = tamanho médio das radiculas no tempo i; ti = tempo apdés a instalacdo do teste; i = 1-4 dias
ou 1-10 dias, dependendo do organismo-teste.

5.4 Avaliacéo da Viabilidade celular
5.4.1 Viabilidade celular em linfécitos humanos

Nos testes de viabilidade celular foram utilizadas células de linfécitos humanos
doadas por um jovem com idade entre 18 e 30 anos, que nao tinha feito uso de
bebidas alcodlicas recentemente, ndo tenha tomado antibiéticos ou tinha sido
exposto a raios-X nos ultimos 6 meses.

Apos o isolamento dos linfocitos com Ficoll paque a quantidade de células por
mL de solucdo foi mensurada emcamara de Neubauer. Em seguida, as células
foram distribuidas em microplacas de 96 pocos. Apds seu estabelecimento em
cultura o meio utilizado foi RPMI 1640, foram realizados quatro tratamentos
diferentes com as células de linfécitos humanos, sendo dois para avaliar a
citotoxicidade do botriosferana carboximetilado as células de linfécito humano, e os
outros dois, para avaliar a anticitotoxicidade. Os dois testes de citotoxicidade
consistiam respectivamente na exposicdo das células de linfocito ao botriosferana
carboximetilado por 24h e por 48h. Para os testes de anticitotoxicidade, foran
realizado tratamentos simultaneos, onde o botriosferana carboximetilado e mutageno
cisplatina, foram administrados no mesmo momento e apés 24h a analise final foi
realizada. E um pré-tratamento, onde as células de linfocitos eram tratadas com o

botriosferana nas concentracgdes teste e 24h depois recebiam o mutageno cisplatina,
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na concentracdo de 50um.uL™?, e apés 24 horas a andlise era concluida, perfazendo
um total de 48h.

Cada um dos tratamentos, acima citados, foi realizado com o botriosferana
carboximetilado diluido em agua destilada, nas concentracdes de 10, 50 e 100um.ul
1 e para o controle foram utilizadas células que ndo foram tratadas. Ao final de cada
tratamento, as microplacas foram centrifugadas a 860 rcf durante 10 minutos, o
sobrenadante foi descartado e 20 yL de MTT a 5 mg.mL"! foram adicionados a cada
poco. Passadas 3 horas, as placas foram centrifugadas a 860 rcf por 5 minutos, 0
sobrenadante foi descartado e adicionaram-se 100 yL de DMSO. A absorbancia a

630nm foi detectada no leitor de ELISA. O experimento foi realizado em triplicata.
5.4.2 Atividade antiproliferativa

Células de Sarcoma 180 adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro sédo
mantidas congeladas sob condi¢cdes de cultura suplementada com antibiéticos. Foi
realizado o protocolo de descongelamento, seguido da inoculacdo das células em
camundongos para que elas se replicassem. Apos 4 dias as células foram retiradas
do camundongo e passaram a ser cultivadas em microplaca de 96 pogos, 100uL de
células com, aproximandamente 2x10° células.mL* em cada poco e mantidas a 37
°C em atmosfera imida, na presenca de 5% de CO..

Para analise antiproliferativa, o protocolo ultilizado foi o de exposicéo das células
de sarcoma 180 ao botrisferana carboximetilado, sendo um de 24h e outro de 48h
de exposicao.

As células foram tratadas com botriosferana diluido em &gua destilada nas
concentracdes de 10, 50 e 100um.uL e as células do controle negativo ndo foram
tratadas. Apos o fim de cada tratamento, a viabilidade celular foi avaliada pelo
método de reducdo do brometo de 3-(4,5- dimethil-2- tiazolil)-2,5- difenil-2H-
tetrazélio (MTT) em formazan, como descrito acima para os linfécitos humanos. Os
protocolos citados tiveram prévia aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UFES (Parecer:2.333.879).

Para avaliar se o botrisoferana carboximetilado apresentou seletividade para as
células de sarcoma 180 foi utilizado o indice de Seletividade (IS) descrito por Badisa
et al., (2016):
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IS = I1C50 da célula nao neoplasica (linfocitos humanos)
ICs0 da célula neoplasica (sarcoma 180)

Valores abaixo de 2,0 ndo indicam seletividade, acima de 2,0 a substancia ja é

considerada seletiva, e quanto maior o valor mais seletivo € o composto.

5.5 Atividades mutagénica, antimutagénica e citotoxica ‘in vivo”

Os animais utilizados para realizacdo dos testes in vivoforam camundongos
albinos Swiss (Mus musculus), com idade de aproximadamente 8 semanas (jovens),
obtidos no Biotério Central da Universidade Federal, localizado no Centro de
Ciéncias da Saude. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso
de Animais da UFES sob o numero de protocolo 77/2017.

Para serem alojados, os animais foram divididos em grupos de 6 animais e
colocados em gaiolas de polipropileno padrdo, em uma sala com temperatura
constante (22-23 ° C), umidade relativa (50 £ 10%) e um ciclo de luz-escuro de 12 h
sob uma iluminagéao fluorescente. Os animais receberam racdo de animais comercial
padrdo (Nuvilab CR1, Nuvital, Colombo, PR, Brasil) e 4gua ad libitum.

No total, foram 60 animais, sendo 30 machos com peso variando entre 35,6 —
48,09 e 30 fémeas com peso entre 28,16 — 37,14 g. Antes do inicio dos
experimentos, os animais foram condicionados por uma semana no local onde
ficariam durante o tratamento.

Para avaliar o botriosferana carboximetilizado foi utilizado o protocolo de pré-
tratamento em 10 grupos experimentais, 5 grupos de machos e 5 grupos de fémeas.
Cada grupo era composto por 6 animais, sendo 3 grupos de fémeas e 3 grupos de
machos tratados com a botriosferana nas doses de 7,5; 15,0 e 30,0 mg.kg™ de peso
corporal do animal; 4 grupos controle (2 grupos de machos e 2 grupos de fémeas)
foram tratados com solucao salina isotonica a 0,9%, e 0S e grupos pertencentes ao
controle positivo ainda receberam ciclofosfamida, no ultimo dia do tratamento, um
agente clastogénico (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA), na concentracao de
50mg.kg?. Os animais receberam a botriosferana e solucéo salina, por gavage, uma
vez por dia durante 30 dias.

A analise mutagénica in vivofoi realizada com sangue periférico dos
camundongos em 3 tempos do tratamento, no Tempo 0 (TO0), Tempo 15 (T15) e

Tempo 30 (T30). No TO, nenhum dos animais havia recebido o botriosferana
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carboximetilado, dessa forma todos funcionaram como um controle negativo. O
sangue era retirado através de puncdo da veia caudal, e laminas foram preparadas
pelo método do esfregaco em cada um dos tempos (TO, T15 e T30) e foram coradas
com gel red e seguida da analise, que foi realizada em microscopio de fluorescéncia.
A andlise da mutagenicidade foi feita pela quantificacdo de micronucleos
encontrados em células de eritrocitos normocromaticos. No total, foram analisados
1000 eritrocitos normocromaticos por lamina, sendo 2 laminas por animal,
totalizando 2000 células analisadas por animal.

Para andlise antimutagénica e citotoxicain vivoforam utilizados os grupos de
animais acima descritos, opré-tratamento foi completado com as doses de
Botriosferana carboximetilizado, e ao fim dos 30 dias de tratamento a ciclofosfamida
foi administrada na concentracdo de 50mg.kg? , p.c., (via intraperitoneal), 24 horas
antes da eutanasia, para induzir a formag&o de microndcleos. Os grupos de controle
negativo foram os Unicos que ndo foram tratados com o agente clastogénico.

ApoOs as 24h de aplicacdo da ciclofosfamida os animais foram eutanasiados pelo
método dedeslocamento de coluna cervical, e realizou-se a dissec¢cao dos seus
fémures para a coleta de material a ser utilizado no preparo das laminas.

A medula 6ssea dos fémures foi coletada, acondicionada em tubos de
centrifugagédo com soro bovino fetal, centrifugada a 1000rpm, durante 10 minutos e
sobrenadante foi descartado, o material foi ressuspendido em soro bovino fetal e
novamente centrifugado, e o material celular foi ressuspendido pela segunda vez em
soro bovino fetal e duas laminas de cada animal foram preparadas por esfregago. As
células foram coradas com Leishman eosina azul de metileno e analisadas em
microscopio de luz, com aumento de 1000X, em teste-cego.

Para a andlise da citotoxicidade,200 células de cada lamina eram
contadas,considerando-se os eritrocitos normocrométicos e policromaticos. Ao final
da contagem, era obtida a relacdo de Eritrocitos Policromaticos presentes no total de
células avaliadas (PCE/PCE+NCE).

Para a avaliagdo da antimutagenicidade, foram contabilizados 1000 eritrécitos
policromaticos/lamina, nos quais era verificada a presenca de micronucleos,
totalizando 2000 eritrocitos policromaticos por animal.

Com uma medida indireta da acdo antimutagénica do botriosferana

carboximetilado, foi feito o percentual de redugcdo de danos (diminuicdo da
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frequéncia média de MNPCE), nas diferentes concentracdes, foi calculada de acordo

com Serpelone et al., (2008), usando a formula:

% Reducéo= f Frequéncia de MNPCEs em A — Frequéncia de MNPCEs em B \ x100
Frequéncia de MNPCEs em A — Frequéncia de MNPCEs em C

Onde, “A” é o grupo de células tratadas com ciclofosfamida; “B” é o grupo de células tratadas com

botriosferana e ciclofosfamida, e “C” o grupo controle negativo (NaCl 0,9%).

5.6 Andlise estatistica

Para andlise estatistica inicialmente foi feito um teste de normalidade, como
todos os dados mostraram ter distribuicdo normal, optou-se em utilizar o Teste de
Tukey para comparar as médias de cada grupo de tratamento.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Atividade antioxidante

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores de ECso do CM-BOT e os
respectivos padrdes dos testes DPPH e atividade quelante do Fe?*, para os quais
esse exopolissacarideo ou EPS mostrou-se efetivo como antioxidante, apesar de
sua agdo nao ser comparavel aquelas exibidas pelos padrdes utilizados nos testes.
Dois outros testes foram realizados, o ABTS e o FRAP, no entanto, nesses testes

nao foram observadas atividades antioxidantes para o CM-BOT.

Tabela 1 — Valores de EC50 representando a atividade antioxidante do botriosferana carboximetilado para os
métodos DPPH e Atividade Quelante do Fe2+.

Amostra DPPH Atividade QuelanteFe?*
ECso (Ug.mL™) ECso (Ug.mL™Y)
Padréo — Acido Ascorbico 30,25 -
Padréo — Trolox 121,72 -
Padrdo — EDTA - 49,79
CM-BOT 467,34 287,11

No trabalho de Theis et a., (2017), o aumento da solubilidade decorrente da
sulfonacao lasiodiplodano possibiltou uma maior capacidade de remocdo de OH,
condicao também percebida com a carboximetilagdo do botriosferana (CM-BOT), em
gque o aumento da solubidade foi acompanhado por uma melhor atividade
antioxidante pelo método de quelacédo de ferro. Tal fato, demonstra que mesmo com
alteracdes estruturais distintas pode-se obter resultados similares, quanto as acfes
biol6gicas dos polissacarideos. Portanto, ndo h4 como estabelecer que um Unico
tipo de alteracao estrutural deva ser utilizada em todos os momentos.

Li; Shah, (2014) consideram que a capacidade de remocédo dos radicais hidroxila
esta relacionadaa quelacdo de ions de metais de transigcdo, como por exemplo o
Fe2*e Cu?*, tornando-os inativos.

Em relacdo ao DPPH, Kagimura et al., (2015) evidenciaram um aumento no
efeito antioxidante, decorrente do aumento da solubilidade do lasiodiplodano apo6s
sua carboximetilagcdo, quando comparado ao polissacarideo original, para os testes

DPPH, ABTS e FRAP. Esses autores destacam a carboximetilagio como um fator
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que viabiliza o aumento da atividade bioldgica de polissacarideos visando aplicacdes
biomédicas e industriais, para esses polimeros derivatizados.

Entretanto, Wang et al., (2017) n&o obtiveram a mesma melhora na performance
antioxidante apos a carboximetilacdo de trés polissacarideos extraidos de
Cyclocarya paliurus. Os autores destacam que a alteracdo estrutural prejudicou a
atividade antioxidante desses polissacarideos em comparagdo aos compostos
originais e consideram que tais resultados podem ser devido as diferentes
propriedades fisico-quimicas de cada tipo de polissacarideos. Tais resultados
sugerem que nem sempre alteracdes quimicas que levam a um aumento da
solubilidade determinardo uma melhora da atividade antioxidante, pois as
caracteristicas fisico-quimicas de cada polissacarideo poderdo responder de forma
diferenciada as modificacdes estruturais.

Giese et al., (2015) ao avaliarem a capacidade antioxidante da botriosferana
original e de outras B-D-glucanas verificaram que o botriosferana original apresentou
atividade nos testes de eliminacdo dos radicais OH-, H202 e NO, enquanto as outras
B-D-glucanas testadas, assim como o CM-BOT também nado apresentaram uma
acao similar aos padrées, como ocorreu em nosso estudo.

No presente trabalho, o fato de os valores de ECso do CM-BOT néo se
assemelharem aos padrbes sugere que o aumento das ramificagcdes nesse EPS nao
trouxe efeitos relevantes, quando considerados os testes antioxidantes aqui
realizados. Atentando-se ao descrito por Cantrele, (2005), uma das definicbes de
antioxidante é: “substancias que, em pequenas concentra¢des (0,01% ou menos),
em presenca de substratos oxidaveis, retardam ou previnem a oxidacdo dos
mesmos” e aos valores de ECso encontrados, ndo se pode afirmar que o CM-BOT
seria um potencial antioxidante, pelos mecanismos envolvidos nos testes aqui
realizados. Mas, € importante salientar que uma substancia antioxidante nem
sempre sera eficiente para todos os mecanismos de acao antioxidante (CANTRELE,
2005).

Além disso, Giese et al., (2015) destacaram que grande parte das atividades
biolégicas desempenhadas por B-D-glucanas estdo diretamente ligadas as suas
atividades antioxidantes. Assim, analises da atividade do CM-BOT por outros
mecanismos de ac¢do antioxidante ndo avaliados nesse estudo s&o passos a serem

realizados futuramente.
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Apesar de em seus estudos Giese et al., (2015) relatarem atividade antioxidante
do BOT néo carboximetilado pelo teste ABTS, com capacidade méxima de
eliminacéo do radical de 40%, na concentracdo de 3 g.L%, no presente estudo, a
avaliacdo da capacidade antioxidante da CM-BOT, pelos testes ABTS e FRAP néo
indicaram atividade antioxidante. Uma possivel explicacdo seria o fato de que a
alteracao estrutural sofrida pelo CM-BOT alterou a sua capacidade de neutralizar o
radical ABTS, diminuindo-a e, por isso, a mesma néo foi detectada neste trabalho.

Uma possivel causa para a ndo eliminacédo desse radical pelo CM-BOT pode ser
espacial: com o aumento de suas ramificac6es e a conformacdo em tripla hélice, a
molécula pode perder sua capacidade de acessar o radical ABTS, j& que a estrutura
guimica e atividade antioxidante estdo diretamente ligadas (MAMEDE; PASTORE,
2004).

6.2 Alelopatia

Nos experimentos de alelopatia com o CM-BOT, utilizando-se como organismo
teste o Allium cepa, os valores do indice de Germinac&o (IG) para as concentracdes
adotadas (5,0; 7,5; 15,0 e 30,0 mg.mL?) e do controle negativo ndo apresentaram
diferencas significativas entre si (Tabela 2). Para o indice de alelopatia (IA), nas
mesmas condi¢des citadas acima, os valores indicaram que o CM-BOT nao pode ser
considerado uma substancia alelopatica. Nas quatro concentragbes do CM-BOT
avaliadas houve uma variacdo consideravel nos valores do indice de Alelopatia,
entretanto, ndo se pode vislumbrar um comportamento dose-dependente do CM-
BOT, em Allium cepa.

Tabela 2 - indice de germinacéo (IG) e indice de alelopatia (IA) de Allium cepa tratado com quatro
concentrag@es diferentes de botriosferana carboximetilado e do controle negativo.

Amostras IG IA
CN 43,89% -
CM-BOT 5,0 mg.mL! 45,00% -2,53
CM-BOT 7,5 mg.mL1 39,44% 10,13
CM-BOT 15,0 mg.mL-1 43,33% 1,27
CM-BOT 30,0 mg.mL1 40,00% 8,86

CN=Controle Negativo (dgua destilada); CM-BOT=Botriosferana carboximetilado.
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Os dados de IVG, TMG e VMG de sementes de Allium cepa, tratadas com quatro
concentracOes diferentes de CM-BOT,n&o apresentaram diferengas estatisticamente
significativas, quando comparados aos do controle negativo (CN), como pode ser
observado na Tabela 3.

Tabela 3 - indice de velocidade de germinagéo (IVG), tempo médio de germinac&o (TMG) e velocidade média

de germinacgéo (VMG) de Allium cepa tratado com quatro concentragdes diferentes de botriosferana
carboximetilado e do controle negativo (CN).

Amostras IVG TMG VMG
CN 22,75 1,25 1,90 £ 0,02 0,53+ 0,01
CM-BOT 5,0 mg.mL* 25,17 0,67 1,76 + 0,02 0,57 0,01
CM-BOT 7,5 mg.mL* 21,38 + 3,29 1,85 + 0,05 0,54 + 0,02
CM-BOT 15,0 mg.mL~ 23,13+ 1,29 1,88 + 0,06 0,53 + 0,02
CM-BOT 30,0 mg.mL 22,79 £ 1,63 1,87 £ 0,05 0,53+0,01

Os dados séo representados pela média + erro padrdo. Todos os parametros foram avaliados pelo teste de
Tukey com nivel de significAncia a 5%. CM-BOT=Dbotriosferana carboximetilado. CN=agua destilada.

Varios sdo os mecanismos utilizados pelos aleloquimicos para promover o efeito
alelopatico. Almeida et al., (2008) afirmam que “um dos diversos efeitos dos
aleloquimicos nas plantas € o controle da producdo e acumulo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), que se acumula nas células em respostas ao aleloquimico,
sendo desta forma responsaveis por danificar as células causando a sua morte”.
Dessa forma, substancias que inibem a promoc¢édo do estresse oxidativo podem
proteger as plantas de aleloquimicos e, provavelmente, ndo apresentardo atividade
alelopatica, como ocorreu para o CM-BOT.

Em relacédo as acles alelopaticas de um organismo é importante considerarque
as mudancas ocorridas em nivel celular e molecular, como as a¢des sobre o DNA,
precedem as alteracdes morfolégicas e fisiolégicas (FERREIRA; AQUILA, 2000).
Tais mudancas também estao relacionadas ao estresse oxidativo e, portanto, acdes
quimioprotetivas podem colaborar para a ndo manifestagcdo de uma acgéo alelopatica.
Moraes; Alves; Oliveira, (2009) indicaram que uma beta-glucana é capaz de acgbes
quimioprotetivas e antimutagénicas, em Allium cepa, reforcando com isso a auséncia
de condi¢cdes de estresse oxidativo que antecederiam a atividade alelopatica.

Além do estresse oxidativo, a germinacdo das sementes pode ser influenciada
pela atuacdo de diferentes enzimas, dentre elas as B-1,3-glucanases, que sao
amplamente distribuidas no reino vegetal. Bertoldo; Mazaro, (2018), em uma reviséo

sobre a atuacdo dessas enzimas na defesa vegetal, destacam sua funcdo em
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hidrolisar moléculas de [-1,3-glucanas com o intuito de desestabilizar a parede
celular de fungos e evitar, assim, a patogenicidade desses organismos. Neste
contexto, pode-se inferir, de acordo com os resultados dos indices de germinacéo e
alelopatia do presente estudo, que essas enzimas possam ter sido responsaveis
pela hidrolise do CM-BOT,impedindo que ele exercesse alguma acao alelopatica.

Em relacdo aos dados de crescimento radicular médio (CRM) e indice de
velocidade de crescimento radicular (IVCR) para Allium cepa, houve diferenca (p <
0,05) entre asconcentracdes de 15,0 e 30,0 mg.mL? e o controle negativo para

ambos parametros (Tabela 4).

Tabela 4 — Crescimento radicular médio (CRM) e indice de velocidade de crescimento radicular (IVCR) de Allium
cepa tratado com quatro concentracdes diferentes de botriosferana carboximetilado e controle negativo.

Amostras CRM IVCR
CN 1,10 0,102 1,50 £ 0,092
CM-BOT 5,0 mg.mL! 1,010,022 1,420,012
CM-BOT 7,5 mg.mL! 0,98 + 0,032 1,41 0,072
CM-BOT 15,0 mg.mL! 0,62 +0,01¢ 0,97 0,010
CM-BOT 30,0 mg.mL* 0,73 + 0,01be 1,09 % 0,02b

Os dados acima representam a média + erro padrdo. As andlises foram feitas dentro de cada coluna, as
letras representam a diferenga estatistica entre as concentragdes e o controle para cada parametro avaliado pelo
teste de Tukey a 5% de significAncia. CN=Controle Negativo (agua destilada); CM-BOT=Botriosferana
carboximetilado.

Nesse estudo, além do Allium cepa, foi utilizado o organismo teste Lactuca
sativa, sendo que os mesmos parametros foram avaliados para as duas espécies
testadas, ou seja, as mesmas concentracdes e condicbes experimentais foram
mantidas.

Os indices de germinacdo e de alelopatia para Lactuca sativa tratada com CM-
BOT mostraram que nas concentragdes utilizadas essa substancia ndo apresentou
atividade alelopéatica, sendo a concentracdo de 5,0 mg.mL?! a Unica que se
aproximou do valor limiar para o indice alelopatico. As demais concentragbes (7,5,

15,0 e 30,0 mg.ml?) ficaram distantes desse limiar (Tabela 5).
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Tabela 5 - indice de germinacéo (IG) e indice de alelopatia (IA) de Lactuca sativa tratado com quatro
concentrag@es diferentes de botriosferana carboximetilado e do controle negativo.

Amostras IG 1A
CN 45,56% -
CM-BOT 5,0 mg.mL1 23,89% 47,56
CM-BOT 7,5 mg.mL1 42,22% 7,32
CM-BOT 15,0 mg.mL! 43,33% 4,88
CM-BOT 30,0 mg.mL-1 40,00% 12,20

CN=Controle Negativo (agua destilada); CM-BOT=Botriosferana carboximetilado.

Na Tabela 6, estdo apresentados os dados de IVG, TMG e VMG para Lactuca
sativa. Considerando os trés parametros, apenas o IVG mostrou diferenca estatistica
na concentracdo de 5,0 mg.mL?! tanto do controle negativo, quanto das demais

concentracoes.

Tabela 6 — indice de velocidade de germinagéo (IVG), tempo médio de germinac&o (TMG) e velocidade média
de germinacéo (VMG) de Lactuca sativa tratado com quatro concentragdes diferentes de botriosferana
carboximetilado e do controle negativo.

Amostras IVG TMG VMG
CN 36,63 + 1,63 1,23 +0,02 0,81£0,01
CM-BOT 5,0 mg.mL* 20,58 + 0,42b 1,02 £ 0,07 0,98 £ 0,07
CM-BOT 7,5 mg.mL! 31,63 + 3,132 1,39 + 0,02 0,72 0,01
CM-BOT 15,0 mg.mL! 32,75 + 0,252 1,32+ 0,01 0,76 + 0,01
CM-BOT 30,0 mg.mL* 31,63 + 31,632 1,26 £ 0,12 0,80 + 0,07

Os dados acima representam a média + erro padrdo. As analises foram feita dentro de cada coluna, as letras
representam a diferenca estatistica entre as concentracdes e o controle para cada parametro avaliado, pelo teste
de Tukey a 5% de significAncia. Onde néo hé letras, ndo houve diferenca significativa. CM-BOT=Botriosferana
carboximetilado; CN=Controle Negativo (dgua destilada).

Para os parametros de crescimento radicular médio e indice de velocidade de
crescimento radicular com Lactuca sativa, foram observadas diferencas significativas
para todas as concentracfes em relacdo ao controle negativo, como € apresentado

na Tabela 7.
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Tabela 7 — Crescimento radicular médio (CRM) e indice de velocidade de crescimento radicular (IVCR) de
Lactuca sativa tratada com quatro concentra¢des diferentes de botriosferana carboximetilado e controle negativo.

Amostras CRM IVCR
CN 1,53 + 0,102 2,04 +0,122
CM-BOT 5,0 mg.mL 1,00 + 0,07b 1,38 + 0,06V
CM-BOT 7,5 mg.mL1 0,77 £ 0,03b 1,08 + 0,03bc
CM-BOT 15,0 mg.mL! 0,60 + 0,11b 0,86 + 0,14¢
CM-BOT 30,0 mg.mL* 0,43 +0,02¢ 0,66 + 0,03¢

Os dados sédo apresentados como média * erro padrdo. As andlises foram realizadas dentro de cada coluna,
as letras representam a diferenca estatistica entre as concentracdes e o controle para cada parametro avaliado.
CN = Controle Negativo (agua destilada); CM-BOT=Botriosferana carboximetilado.

Ao observarmos os indices de crescimento radicular médio e o de velocidade do
crescimento radicular foram o0s Unicos que apresentaram diferenca estatistica
significante se comparado ao controle e, principalmente, nas concentragcfes mais
altas. Souza Filho e Duarte (2007) identificaram que a capacidade de formar géis em
solucéo, foi determinante para que o filtrado da cultura produzida por Fusarium
solanti prejudicasse o desenvolvimento radicular de duas espécies de plantas
daninhas.

Bauermeister et al., (2010) destaca a baixa solubilidade e alta viscosidade como
uma das principais caracteristicas de B-glucanas e um fator limitante para suas
aplicacbes. O CM-BOT apOs a carboximetilacdo se tornou mais sollvel, mas
manteve sua capacidade de formar géis viscosos em solucdo aquosa. Souza Filho e
Duarte (2007) nao confirmam o mecanismo de acéo que viabilizou o efeito prejudicial
para o desenvolvimento radicular, mas sugerem que seja pela diminuicdo de agua
disponivel, pois a agua fica retida na solugdo viscosa densa formada pelo filtrado
fungico. O mesmo pode ter ocorrido com os tratamentos de mais altas
concentracbes do CM-BOT, pois 0s mesmos apresentaram alta viscosidade

favorecendo com isso a sua interferéncia sobre o crescimento radicular.

6.2 Viabilidade celular

Os dados de viabilidade celular dos linfécitos humanos estédo apresentados na
Tabela 8. E possivel observar que nas primeiras horas de exposicdo ao CM-BOT ha
uma tendéncia a citotoxicidade. Todavia, com o aumento do tempo de exposicdo ao

CM-BOT, a citotoxicidade é diminuida.
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Tabela 8 — Percentual de células viaveis de linfécitos humanos sob diferentes tipos de tratamentos com o
botriosferana carboximetilado, nas condi¢des de 24 e 48 horas de exposi¢do, pré-tratamento por 24 horas e
tratamento simultaneo.

Tratamentos Linfécitos
Citotoxico Anticitotoxico
CM-BOT 24h 48h Simultineo Pré-tratamento
10 pm.pl? 59,91 % + 6,15 76,45 % + 4,78 44,94 % + 0,63 85,77 % + 6,01
50 pm.pl! 54,56 % + 1,46 77,37 % + 5,31 46,37 % = 1,04 92,66 % * 6,66
100 pm.pul! 61,24 % + 3,12 85,32 % + 7,81 45,41 % * 1,45 89,90 % + 1,65

Os dados acima sao apresentados como porcentagem de viabilidade celular + erro padrdo. CM-
BOT=Botriosferana carboximetilado; h = horas.

O pré-tratamento foi 0 mais promissor, pois apresentou os valores mais altos de
porcentagem de sobrevivéncia celular mesmo apés a aplicacdo da cisplatina, um
agente alquilante altamente citotoxico. O tratamento simultdneo, com o CM-BOT e a
cisplatina, foi o que apresentou as menores porcentagens de viabilidade celular. Um
fato importante relacionado a esses tratamentos que merece ser destacado foi a
necessidade de um periodo de tempo para o metabolismo celular do CM-BOT e a
observacédo de seus efeitos positivos.

Sugere-se que no tratamento simultdneo, em que ndo ha um intervalo tempo
maior entre a exposicdo ao CM-BOT e a aplicacdo da cisplatina, esse EPS tenha
sido ineficiente em proteger as células dos danos causados. J4 no pré-tratamento,
em que o CM-BOT foi aplicado vinte e quatro horas antes da administracdo da
cisplatina, a substancia em estudo foi eficiente em proteger as células dos danos do
agente mutagénico. A necessidade de absorcdo e metabolizacdo deste EPS foi
observada também no estudo de Silva-Sena et al., (2018), em que a atividade
hipocolesterolémica do botriosferana n&do carboximetilado em camundongos, foi
encontrada. No trabalho realizado por Malini et al.,, (2016) também com o
botriosferana original, em linfécitos humanos, nenhuma relacdo entre tempo de
exposicéo e eficacia foi apontada pelos autores.

A exposicdo somente ao CM-BOT n&o se mostrou citotoxica, mas notou-se uma
menor porcentagem de células viaveis em 24h do que em 48h, o que sugere que o
tempo de exposicdo ao CM-BOT favorece a viabilidade celular. Em relacdo as
concentragbes de CM-BOT, utilizadas nesse estudo, para as células de linfocitos,

observou-se que a concentracdo de 100 pm.plt mantém um maior nivel de
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viabilidade celular, mas para o tratamento simultaneo essa afirmag¢ao n&o se tornou
valida.

Malini et al.,, (2016) ndo observaram genotoxicidade em linfécitos humanos
normais e em linfécitos leucémicos tratados com o botriosferana original, nas
concentracdes de 7,5, 30,0 e 100,0 pyg.mL?, resultados que corroboram os do
presente estudo. Esses dados podem indicar que a carboximetilagdo da molécula
nao alterou o comportamento do botriosferana quanto as acdes citotoxicas. Naquele
estudo,no protocolo de poés-tratamento, o botriosferana original ainda protegeu o
DNA dos linfécitos, contra danos causados pelo metanossulfonato de metila (em
inglés, MMS), enquanto que no protocolo simultaneo, esse EPS ndo se mostrou
eficiente, como no presente estudo, assinalando que a alteracdo estrutural também
nao modificou sua atividade de protecéo a célula e ao DNA.

Na Tabela 9 estdo apresentadas as porcentagens de células viaveis de sarcoma
180 apos a exposicdo ao CM-BOT (24 e 48 horas). A viabilidade celular das células
de sarcoma 180 expostas ao CM-BOT foi similar aquela observada em linfécitos
humanos, ou seja, nas primeiras 24 horas houve uma tendéncia a citotoxicidade,

que foi perdida com o decorrer do tempo de exposi¢cdo ao CM-BOT (48h).

Tabela 9 — Percentual de células viaveis de sarcoma 180 sob diferentes tempos de exposi¢ao ao botriosferana
carboximetilado.

Tratamentos Sarcoma
Citotoxico
CM-BOT 24h 48h
10 um.pul1 58,61 % +4,61 72,75 % + 0,55
50 um.ul1 54,62 % + 5,25 74,58 % + 1,01
100 pm.ult 51,54 % + 5,08 7547 % 1,72

Os dados acima sdo apresentados como porcentagem de viabilidade celular + erro padrdo. CM-
BOT=Botriosferana carboximetilado; h = horas.

Queiroz et al., (2015), em avaliacdo do botriosferana original produzido em meios
de cultivo suplementados com duas diferentes fontes de carbono e do
lasiodiplodano, observaram a presenca de atividade antiproliferativa, isto &,
diminuicdo da viabilidade de células tumorais. Esses autores frizam que o estresse
oxidativo é um importante mecanismo de acdo para o efeito antiproliferativo
encontrado e descrevem que tal atividade é dependente do aumento do tempo de

exposicdo e do aumento das concentragdes dos trés exopolissacarideos utilizados.
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Assim como no trabalho de Queiroz et al., (2015), no presente estudo, 0 aumento do
tempo de exposi¢cdo e das concentaragdes foram essenciais para 0 aumento da
viabilidade celular de sarcoma 180 e de linfocitos.

O aumento da viabilidade das células de sarcoma 180, apds 0 maior tempo de
exposicdo ao CM-BOT, poderia sugerir que 0 mesmo ndo apresenta atividade
antiproliferativa como havia sido descrita para o botriosferana original (QUEIROZ et
al., 2015). Entretanto, a partir do célculo doindice de seletividade, descrito por
Badisa et al., (2006), o qual indica o quanto uma molécula pode ou ndo ser seletiva
as células neoplasicas, é possivel observar uma tendéncia seletiva de acdo da CM-
BOT sobre as células do sarcoma 180 (Tabela 9). De acordo com este indice,
valores acima de 2,0 indicam que a substancia é seletiva, e quanto mais altos seus

valores, mais seletiva a substancia é.

Tabela 10 - indice de seletividade do botriosferana carboximetilado em relac&o as células de sarcoma 180.

Indice de seletividade do CM-BOT

Exposicao 24h 1,06
Exposicao 48h 2,05

CM-BOT=botriosferana carboximetilado; h = horas.

O botriosferana original, produzido sob diferentes fontes de carbono avaliado
por Queiroz et al., (2015), apresentou diferentes percentuais de ramificacdes, sendo
o botriosferana original com maior percentual de ramificacdo aquele que apresentou
os melhores resultados para atividade antiproliferativa. Os autores consideraram que
o maior numero de ramificagbes tenha propiciado tal desempenho. Ao avaliar a
tendéncia de seletividade apresentada pelo CM-BOT, pode-se inferir que tal efeito
esteja relacionado a sua estrutura quimica, pois este composto apresenta um maior
percentual de ramificacfes devido a carboximetilacéo.

Além do percentual de ramificagBes, como citado anteriormente, o tempo de
exposicdo é crucial para a seletividade do CM-BOT, sendo que somente com
quarenta e oito horas de exposicdo o CM-BOT foi seletivo. Como ja discutido
anteriormente, Queiroz et al., (2015) e Silva-Sena et al., (2018) corroboram tais
resultados. Ao refletir acerca de novas perspectivas de estudos com o CM-BOT a

realizacdo de novos testes com maior tempo de exposicdo ao CM-BOT, e
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concentragbes mais altas se mostram como alternativas coerentes para reafirmar a
atividade de seletividade desse composto.

Varios estudos envolvem a aplicagao de B-D-glucanas como coadjuvantes no
tratamento de cancer, por suas caracteristicas de seletividade, e dentre eles se
destaca uma B-D-glucana extraida de um fungo do género Lentinusedodes, que ja é
utilizada com sucesso para o tratamento de tumores sélidos como sarcoma 180
(CHEN E SEVIOUR, 2007). As caracteristicas de bioatividade apresentadas pelo

CM-BOT indicam esse B-D-glucana como um potencial agente anticarcinogénico.

6.4 Atividades mutagénica, antimutagénica e citotoxica in vivo

A andlise da frequéncia de micronucleos do sangue periférico de camundongos
tratados com o CM-BOT néo indicou atividade mutagénica desse EPS, para nenhum
dos grupos avaliados, independentemente das concentracdes (7,5; 15,0 e 30,0
mg.kg?), tempos de exposicdo (T15 e T30) e sexo dos animais (Tabela 11). Assim
como nos testes de viabilidade celular, nos quais o tempo contribuiu para o0 aumento
do numero de células viaveis, a progressdao do tempo de exposicdo dos
camundongos ao CM-BOT determinou uma diminuicdo do niamero de micronucleos,

0 que pode sugerir uma tendéncia a antimutagenicidade.

Tabela 11 — Frequéncia de micronudcleos em 1000 eritrocitos normocromaticos (NCE) de camundongos Swiss
jovens, tratados com botrisoferana carboximetilado por 30 dias, em trés tempos de coleta.

Tempos TO T15 T30
Tratamentos Macho Fémea Grupo Macho Fémea Grupo Macho Fémea Grupo
ﬁgg;rt?\f) 717+084 267+045 492+066 333+063 142+036 238+041 20%043 1834037 1,92+40,28
7%%’3?;1 342+087 183+047 263+051 092+031 083+0,27 0,88£0,20
15?(’;/#1%%;1 383+0,87 1,17+0,37 250%054 108+029 0,83+0,24 096+0,19
353/:1'1%%;_1 - - - 508+353 20+035 354%061 10+087 155+028 1,13+0,17

Os dados sao apresentados como média + erro padrdo. A andlise estatistica foi realizada pelo teste de Tukey a
5% de significAncia. Abreviaturas: TO = tempo zero; T15 = tempo quinze; T30 = tempo trinta; CM-
BOT=Botriosferana carboximetilado; CN=Controle Negativo (solugdo salina 0,9%).

Weng et al., (2011) realizaram um teste de citotoxicidade com o botriosferana

original em camundongos, por 28 dias, e ndo observaram nenhum efeito citotoxico,



60

mesmo na maior concentragao utilizada (125,0mg.kg-1), resultados que corroboram
o fato de o CM-BOT né&o apresentar atividade mutagénica, visto que danos
genotoxicos estdo estreitamente relacionados a citotoxicidade.

No trabalho realizado por Silva-Sena et al., (2018), em sangue periférico de
camundongos tratados com o botriosferana original (30 dias), com as mesmas
concentragbes do presente estudo, foram encontrados resultados semelhantes
qguanto a auséncia de atividade mutagénica. Entretanto, os autores ndo detectaram
diminuicdo do numero de micronucleos em relacdo aos tempos de analise (T15,
T30), condicdo essa constatada no presente estudo, com o CM-BOT.

Quanto a avaliacdo de antimutagenicidade e citotoxicidade do CM-BOT, em
medula 6ssea de roedores, esse EPS demonstrou ser uma molécula com atividade
antimutagénica e nao citotdxica, no pré-tratamento (Tabela 12). Todas as
concentracbes apresentaram diferencas significativas, em relagdo ao controle
positivo e foram semelhantes ao controle negativo, tanto para o numero de
eritrocitos policromaticos micronucleados quanto para a relacdo de eritrécitos
policromaticos e hormocromaticos.

Tabela 12 - Frequéncia de micronacleos em 1000 eritrocitos policromaticos e razdo entre eritrocitos

normocromaticos e policromaticos de camundongos jovens, tratados com botriosferana carboximetilado por 30
dias, em protocolo de pré-tratamento.

Tratamentos PCEMN em 1000 PCE Razdo PCE:(PCE + NCE)
Macho Fémea Grupo Macho Fémea Grupo

Controle 6,58 + 0,680 4,830,975 2,97 + 0,610 0,58 + 0,02a¢ 0,62 + 0,01s¢ 0,60+ 0,012
Negativo

Controle 27,0 + 2,48 24,83+1,91s 25,92 + 1,55 0,43 £ 0,010 0,41+ 0,01 0,42 + 0,010

Positivo

CM-BOT 8,25 + 1,04¢ 3,920,575 6,08+ 0,73 0,59+ 0,01 0,64 % 0,01¢ 0,62+ 0,012
7,5mg.kg?!

s 4,08+ 0,69 2,58 + 0,48 3,33 + 0,44¢ 0,56 + 0,012 0,60 + 0,01s¢ 0,58+ 0,01
15,0mgkg!

CM-BOT 3,08+ 0,74 2,50 + 0,700 2,79+ 0,50¢ 0,61+ 0,01s¢ 0,59+ 0,01 0,60 £ 0,012
30,0mg.kg!

Os dados acima representam a média + erro padrao. As andlises foram realizadas em colunas, utilizando-se
teste de Tukey com significancia de 5%.As letras representam a diferenca estatistica entre as concentragdes e o
controle para cada parametro avaliado. Abreviaturas: PCEMN = micronucleos em eritrocitos policromaticos; NCE
= eritrécitos normocromaticos; PCE = eritrécitos policromaticos; CM-BOT=Botriosferana carboximetilado.
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A concentracdo de 7,5mg.kg-1 do CM-BOT se diferenciou das demais em
praticamente todos os parametros, mas ainda foi semelhante ao controle negativo.
Contudo, as concentracdes de 15,0 e 30,0mg.kg-1 néo diferiram entre si com tanta
freqiéncia e apresentaram valores numericamente menores de eritrOcitos
micronucleados do que os valores obtidos no controle negativo. Esses resultados
indicam uma atividade antimutagénica e nao citototoxica do CM-BOT, em todas as
concentracdes testadas, independentemente do sexo do animal.

Silva-Sena et al., (2018), quando do pré-tratamento com as mesmas
concentragbes, utilizando o botriosferana original observaram 0 mesmo
comportamento para a concentracdo de 7,5mg.kg?. Entretanto ndo observaram a
mesma tendéncia de diminuicdo de valores de eritrocitos micronucleados, para as
concentragcbes de 15,0 e 30,0mg.kg?l. Tal comparagdo sugere que a
carboximetilagdo manteve a eficiéncia do botriosferana em proteger o DNA dos
danos causados pela ciclofosfamida, como pode ser observado ao analisar o

percentual de reducdo dos danos causados por este mutageno (Tabela 13).

Tabela 13 — Percentual de reducdo dos danos causados pelo agente mutagénico ciclofosfamida nos grupos de
camundongos tratados com botriosferana carboximetilado.

Tratamentos Macho Fémea Grupo
CM-BOT 7,5 mg.kg™ 91,82 % 104,55 % 86,45 %
CM-BOT 15,0 mg.kg™* 112,24 % 111,25 % 98,43 %
CM-BOT 30,0 mg.kg™ 117,14 % 111,65 % 100,78 %

Abreviatura: CM-BOT=Botriosferana carboximetilado.

Ao comparar os valores maximos alcancados para o percentual de reducéo de
danos aqui apresentados (117,14%), com os de outros autores que trataram 0s
animais com o botriosferana original, como os de Miranda (2006), com exposi¢éo de
15 dias e de Silva-Sena (2018), por 30 dias, que obtiveram, respectivamente, 0s
percentuais de reducao de 78% e 102,22%, € possivel inferir que a carboximetilacao
foi efetiva em potencializar o efeito protetivo do CM-BOT.
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Estudos envolvendo outros polissacarideos extraidos de fungos tém apontado
para uma possivel utilizacdo do botriosferana e de outros b-glucanas na prevencao
de danos ao DNA, como é o caso de Magnani,(2010) que aponta o polissacarideo
extraido deSaccharomyces cerevisiae e Vasconcelos, (2009) que demonstra tal
atividade em polisscarideos extraidos de diversas espécies do género
Botryosphaeria,reforcando assim a importancia de pesquisas que explorem o0s
efeitos desses compostos em sua forma original ou com alteracdes estruturais que

tém se mostrado mais efetivas, como citado por Queiroz et al., (2015).
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O botriosferana carboximetilado demonstrou atividade antioxidante nos ensaios
DPPH e FRAP; ndo exibiu atividade alelopatica; ndo foi citotdéxico para linfécitos
humanos e, ainda aumentou a viabilidade celular dessas células, com um maior
tempo de exposicao; além disso, exibiu seletividade para as células de sarcoma 180;
ndo foi citotoxico nem mutagénico para camundongos em pré-tratamento
subcrénico, mas foi antimutagénico, e apresentou um expressivo percentual de
reducdo de danos frente as acdes da ciclofosfamida, sendo assim considerado
antimutagénico.

Tendo em vista, todos esses resultados positivos, pode-se sugerir que 0
botriosferana carboximetilado € um metabdlito modificado promissor para o0 uso
como aditivo alimentar, como agente quimioprotetivo e antitumoral, ou mesmo como
coadjuvante de quimioterapia, sendo ainda necessarios estudos mais aprofundados
acerca de tais atividades sobre a seletividade do mesmo.
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