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DESCRIÇÃO DETALHADA DA PROPOSTA
1. Informações Institucionais da Proponente
1.1. Dados Cadastrais da Instituição Proponente

· Nome: Gravasom e Imagem-Agropecuária

· CNPJ: 22714554/0001-93

· Endereço: Fazenda Gavião s/n. Felício dos Santos - MG

· Home-Page

· E-mail: cogumelo@gravasom.com.br

· Telefone 31-33352775 / 32913091

· Fax: 31-32913091

1.2. Dados Cadastrais do Coordenador do Projeto

· Nome: Nélia Viera

· Endereço: Rua Flavita Bretas, 609, ap.1502. Bairro Lunxemburgo

· CPF: 568698946-04

· E-mail: nelia@gravasom.com.br

· Telefone: 31-32973996

· Fax: 31-32913091

1.3. Perfil Organizacional

1.3.1. Histórico e objetivos

· Breve histórico da origem da organização, mencionando os fatos relevantes.

A Gravasom e Imagem Agropecuária é uma empresa rural criada com a finalidade de produzir cogumelos, dando ênfase ao Agaricus blazei. Este cogumelo é consumido em vários países pela sua característica nutracêutica. Existem vários trabalhos científicos que comprovam seu potencial como fonte rica de biomoléculas ativas para indústria Farmacêuticas. A Gravasom e Imagem Agropecuária produz desde a etapa inicial (inoculantes) até a etapa final (cogumelos). Oferece cursos de treinamento para novos produtores. Faz o processamento e a comercialização para o exterior tendo como importadores países como o Japão, Coréia, México, Alemanha, Uganda (África), Estados Unidos, Holanda.

· Objetivos, missão e visão da organização.

Produzir cogumelos dentro dos padrões de qualidade, agregando valores tecnológicos à produção e biotecnológicos ao produto pela purificação das biomoléculas que possuem atividade anticancerígina atendendo assim as necessidades do mercado nacional e internacional.

· O negócio da organização.

Cultivo, processamento e exportação do cogumelo A. blazei.

1.3.2. Dados gerais sobre a empresa

· Composição do capital da empresa e sua natureza jurídica (capital aberto, capital fechado, autarquia, fundação, instituto, etc).

Composição do capital: sociedade com participação de cotas 

Natureza jurídica: empresa privada

· Ramo de atuação, utilizando a denominação específica do próprio setor, conforme a Classificação Nacional de Atividades Econômicas, com três dígitos. 

· Cultivo de outros produtos de lavoura temporária (011) – Fungicultura

· Porte da organização (localização, instalações e número de empregados, em especial os envolvidos em PD&I).

Fazenda do Gavião, s/n. Felício dos Santos, Minas Gerais. A fazenda possui 400ha de terra.
Unidade de pré-fermentação: pátio de recebimento de matéria-prima, picadeiras, pátio de armazenagem da matéria prima processada, pátio de pré-fermentação, sala de corrida.

Unidade de compostagem: galpão de compostagem, pasteurizador com controlador de temperatura e ventilação forçada. 

Unidade de incubação da primeira etapa: casa de incubação

Unidade de produção: 5 estufas com controlador de temperatura, umidade e sistema de irrigação.

Unidade de processamento: sala de lavagem, sala de desidratação, com desidratadoras a gás e solar, moinho elétrico, balança, seladoras, sala de seleção e classificação, sala de estoque.

Unidade de treinamento: sala de cursos para até 60 pessoas, vídio projetor, som, computador e toda infra-estrutura para atendimento aos futuros produtores

Escritório.

Unidade de comercialização: Escritório situado na rua Dionísio Cerqueira, 70 Gutierrez montado com toda infra-estrutura para atender as necessidades do comércio exterior.

Possui dois funcionários fixos, em época de colheita são contratadas umas médias de dez funcionários temporários.  Consultoria técnica já contratada pela empresa Dr. Junia Okubo (prof. da Universidade de Tóquio), Carlos Abe (zootecnista).
1.3.3. Infra-estrutura e recursos humanos

· Descrever, em termos qualitativos e quantitativos, os recursos humanos especializados e a infra-estrutura disponível para o desenvolvimento do projeto (principais equipamentos, tecnologias de produção, instalações, etc.)

Empresa - Unidade de pré-fermentação: pátio de recebimento de matéria-prima, picadeiras, pátio de armazenagem da matéria prima processada, pátio de pré-fermentação, sala de corrida.

Unidade de compostagem: galpão de compostagem, pasteurizador com controlador de temperatura e ventilação forçada. 

Unidade de incubação da primeira etapa: casa de incubação

Unidade de produção: 5 estufas com controlador de temperatura, umidade e sistema de irrigação.

Unidade de processamento: sala de lavagem, sala de desidratação, com desidratadoras a gás e solar, moinho elétrico, balança, seladoras, sala de seleção e classificação, sala de estoque.

Unidade de treinamento: sala de cursos para até 60 pessoas, vídio projetor, som, computador e toda infra-estrutura para atendimento aos futuros produtores

Escritório.

Unidade de comercialização: Escritório situado na rua Dionísio Cerqueira, 70 Gutierrez montado com toda infra-estrutura para atender as necessidades do comércio exterior.
1.3.4.   Produtos, processos e projetos

· Informar os principais produtos (bens ou serviços), desenvolvidos e/ou comercializados, relacionados diretamente à atividade-fim da organização.

Os principais produtos da Kenkoo Cogumelos são o cogumelo de A. blazei seco, o cogumelo de A. blazei em pó, todos esses produtos são produzidos para exportação. Os países  que já são clientes da Kenkoo Cogumelos são Japão, Coréia, México, Alemanha, Uganda (África), Estados Unidos, Holanda.

· Informar os principais processos de produção ou prestação de serviços, geradores dos principais produtos.

Processo de compostagem: Bioconversão de resíduos agroindustriais.

Processo de cultivo de A. blazei: Cultivo em estufas, utilizando-se de técnicas microbiológicas de assepsia, e de controle do crescimento (nutrientes, temperatura, umidade) 

Processamento do A. blazei para venda: lavagem, desidratação, moagem, pesagem, embalagem.

Treinamento de novos produtores.

1.3.5. Mercados

· Informar os principais mercados, no ramo de atuação da organização e, se houver, os principais segmentos desses mercados, onde se encontram os clientes-alvo. 

· Mercado externo, no segmento de produtos para saúde, principalmente para o mercado Japonês

2.0.  Áreas do Projeto
a-Opções estratégicas: Fármacos e medicamentos

b-Portadoras de futuro:Biotecnologia
2.1. Caracterização do problema e justificativa

a) a relevância  sócio-econômica;

· A exportação brasileira deste produto é feita na forma granel, com baixa agregação de valor e processos. O desenvolvimento dos processos, como por exemplo, a extração dos princípios ativos melhoraria o valor agregado possiblitando desenvolvimento da atividade de forma mais rentável ao nível do produtor e de todas os agentes participantes da cadeia produtiva.

b) a prioridade do problema e sua abrangência;

· Existe uma tendência de todas as fases do processamento serem realizadas no País produtor, devido aos custos de processamento nos países desenvolvidos. Entretanto há necessidade de qualificar o produto e melhorar a tecnologia para aceitação internacional.

c) os segmentos da sociedade a serem beneficiados; e

-Pequenos e médios produtores rurais e empresas processadoras e exportadoras.

d) as perdas e prejuízos sociais, econômicos ou ambientais gerados pelo problema.

- a produção de cogumelos desenvolve-se à partir da utilização de resíduos orgânicos que são processados através da compostagem, diminuindo o impacto ambiental desses resíduos no ambiente bem como criando condições de agregação de valor ao resíduo gerados por outras empresas.

2.2. Mercado Potencial e Plano de Viabilização

O mercado de produtos farmacêuticos na linha humana e animal, como componente em formulações ou mesmo com formulação única. O isolado poderá compor produtos fabricados no Brasil ou simplesmente atender a demanda apenas como matéria-prima para outras empresas processadoras. Outros mercados potenciais são a industria de cosméticos, alimentícia e de produtos imunológicos.

Demonstrada a tecnologia de produção e apoiadas em experimentos e informações científicas nacionais e internacionais oferecer a biomolécula purificada para as empresas que industrializam produtos nessa área. No caso da produção do composto no Brasil, a distribuição seria feita em parceria com empresa estrangeira interessada.

2.3. Modelo de gestão do projeto, formas de interação e compromisso das instituições participantes.

Coordenador técnico do projeto é chefe do Laboratório de Imunologia Celular e Molecular, Departamento de Bioquímica e Imunologia ICB/UFMG – contribuirá para o treinamento e a disponibilização dos equipamentos necessários para a realização dos experimentos. O Laboratório de Imunologia Celular e Molecular localizado no Departamento de Bioquímica e Imunologia do Instituto de Ciências Biológicas – UFMG é dividido em 6 setores: cultivo de microorganismos, cultivo celular, biologia molecular, imunobioquímica, setor de apoio e biotério, todos equipados com equipamentos adequados. 

O setor de cultivo de microorganismos conta com dois agitadores com temperatura regulável, um para bactérias e outro para o cultivo de fungos, uma capela de fluxo laminar nivel 2, duas estufas e uma ultracentrífuga refrigerada.

O setor de cultivo celular possui duas capelas de fluxo laminar nível 2A de segurança máxima, duas centrífugas refrigeradas, duas estufas de CO2, três tanques de nitrogênio líquido, um FACscan e três microscópios invertidos, sendo um de luz U.V. , microscopia  confocal, microscopia eletrônica. 

O setor de biologia molecular dispões de duas microcentrífugas, um freezer -80(C, um freezer -40(C, um termomixer, uma máquina de PCR, um sequenciador de nucleotídeos, um espectometro de massa, um espectrofotômetro e um capturador de imagens, sequenciador de DNA.

O setor de imunobioquímica possui dois medidores de pH, duas balanças analíticas, uma balança digital e dois vortex, toda a aparelhagem para eletroforese em géis de poliacrilamida (uni e bidimensional) e agarose, Western Blot e Dot Blot, FPLC e HPLC para fracionamento e purificação de carboidratos e proteínas, espectrometro de massa para avaliar composição e peso molecular de várias substâncias. 

O setor de apoio disponibiliza dois banhos para lavagem dos materiais reaproveitáveis, duas estufas para secagem do material e um técnico qualificado.

O setor de biotério possui gaiolas para manutenção de camundongos e coelhos e um técnico qualificado.

O laboratório de Imunologia Celular e Molecular possui ainda geladeiras e freezers para o estoque de reagentes necessários para a realização das diversas metodologias em uso e 5 computadores destinados para a análise de dados, obtenção de bibliografia via internet e a confecção de teses e artigos científicos.

2.4. Estratégias de apropriação e de aplicação dos resultados pelas instituições envolvidas

Caso gere uma patente, as partes envolvidas concordam em discutir as cotas cabíveis.

2.5. Indicadores de avaliação e acompanhamento

Reuniões científicas para discussão dos resultados, elaboração de artigos para publicação, participação em congressos, treinamento de estudante de iniciação científica.

3. Equipe Executora

3.1. Equipe Executora

· nome: Nélia Viera

· titulação: Graduação

· especialidade: Educação Física/Empresária

· atividades a serem desenvolvidas no projeto: Coordenadora

· início das atividades:10/2005

· duração das atividades (em meses): 24 meses

· carga horária (em horas semanais) a ser dedicada ao projeto: 40 horas

· nome: Luciana Cristina Amaral Compart

· titulação: Mestre

· especialidade: Micologia Aplicada à Biotecnologia

· atividades a serem desenvolvidas no projeto: Pesquisadora executora

· início das atividades: 10/2005

· duração das atividades (em meses): 24 meses

· carga horária (em horas semanais) a ser dedicada ao projeto: 40 horas

· nome: Alfredo Miranda de Goes

· titulação: Doutor/Pós-doutor

· especialidade: Imunologia Celular

· atividades a serem desenvolvidas no projeto: Coordenador técnico

· início das atividades:10/2005

· duração das atividades (em meses):24 meses

· carga horária (em horas semanais) a ser dedicada ao projeto: 40 horas

· nome: Bernardo Sgarbi Reis

· titulação: Mestre

· especialidade: Imunologia Celular

· atividades a serem desenvolvidas no projeto: Colaborador

· início das atividades: 10/2005

· duração das atividades (em meses): 10/2005

· carga horária (em horas semanais) a ser dedicada ao projeto:10 horas

· nome: Mairica Fernanda Meira Naves
· titulação: Estudante de graduação
· especialidade: Estudante de medicina
· atividades a serem desenvolvidas no projeto: Iniciação tecnológica
· início das atividades: 10/2005
· duração das atividades (em meses): 24 meses

· carga horária (em horas semanais) a ser dedicada ao projeto: 20 horas.
4. Descrição detalhada do projeto:

Pesquisa da atividade imunológica e na indução de citotoxicidade em células de câncer de mama por (-glucano purificada de Agaricus blazei.

INTRODUÇÃO

Os fungos são utilizados em diversos processos biotecnológicos, tanto para a produção de importantes produtos, como ácidos orgânicos, etanol, fármacos, enzimas de interesse industrial; como para processos, como o controle biológico de insetos-pragas da agricultura, como o controle de inúmeras moléstias que atacam plantas cultivadas. As propriedades medicinais ou nutracêuticas de alguns cogumelos (corpo de frutificação de certos fungos) também vêm incrementando o valor agregado (Esposito & Azevedo, 2004). 

O estudo de basidiomicetos produtores de polissacarídeos com atividades imunofarmacológicas vem sendo realizado desde o final da década de 60. Sendo que o crescente interesse em algumas espécies de cogumelos, devido a seus atributos medicinais e tônicos, tem contribuído para intensificar o desenvolvimento de pesquisas para avaliar tais propriedades medicinais, bem como a natureza da ação dos compostos presentes nesses cogumelos (Matheus & Okino, 1999).

Agaricus blazei Murril é um fungo comestível natural do bioma Mata Atlântica (Brasil) e atualmente é cultivado, também, em outros países, incluindo Japão, China e Indonésia (Dong et al., 2002; Yoshimura et al., 2005). Este fungo é citado em diversos trabalhos científicos por possuir biomoléculas imunomoduladoras, atividade anti-viral e atividade antitumoral. Os componentes químicos provenientes do A. blazei são amplamente estudados, incluindo agaritina, esteroides, lipídeos, lectina e vários polissacarídeos. Estes complexos proteína-polissacarídeos são citados como princípio ativo anti-tumoral (Osaki et al., 1994; Fujimiya et al., 1998; Mizuno et al., 1999; Reshetnikov et al., 2001; Dong et al., 2002; Kimura et al., 2004; Yoshimura et al., 2005). 

Os (-1,3-glucanos provenientes de fungos filamentosos e leveduras são conhecidas como possuidoras de atividade antitumoral pela estimulação da resposta imune no hospedeiro, por exemplo, nos macrófagos, nas células natural killer (NKC) e nos linfócitos T (Ryoyama, et. al., 2004; Hashimoto et al., 2005). O extrato aquoso do A. blazei tem demonstrado possuir potente atividade antitumoral em sarcoma murino (S180) e acredita-se que a substância responsável por essa atividade está presente na fração Beta-(1-6)-glucano. 

O câncer é um problema de saúde pública presente em todo o mundo (Murray & Lopes, 1996). O câncer de mama é o segundo tipo de câncer mais freqüente no mundo e o mais comum entre as mulheres. As estatísticas indicam o aumento da freqüência do câncer tanto nos países desenvolvidos quanto nos países em desenvolvimento (Parkin et al., 1997; Ferlay et al., 2001; Bray et al., 2004). Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), nas décadas de 60 e 70 registrou-se um aumento de 10 vezes nas taxas de incidência ajustadas por idade nos Registros de Câncer de Base Populacional de diversos continentes. Este aumento apresentou um crescimento contínuo na última década. 

No Brasil, o câncer de mama representa a principal causa de mortalidade por câncer entre as mulheres (Schwartsmann, 2001). Em 2002, foram registradas 9.004 mortes decorrentes deste tipo de câncer, sendo que mais da metade dos óbitos (5.834) ocorreram em mulheres na faixa etária dos 40 aos 69 anos. Para 2005, já são esperados 49.470 novos casos, com um risco estimado de 53 casos a cada 100.000 mulheres (Fonte: INCA). 

JUSTIFICATIVA

A exportação brasileira de Agaricus blazei é feita na forma a granel, com baixa agregação de valor e processos. O desenvolvimento dos processos como a extração dos princípios ativos agregaria valor ao produto possibilitando desenvolvimento da atividade de forma mais rentável para o produtor e de todos os agentes participantes da cadeia produtiva. Além disso, existe uma tendência de todas as fases do processamento serem realizadas no país produtor, devido aos custos de processamento nos países desenvolvidos. Entretanto, há necessidade de qualificar o produto e melhorar a tecnologia para aceitação internacional. Com isso seria beneficiados os pequenos e médios produtores rurais e empresas processadoras e exportadoras.

Extrair, purificar e analisar as biomoléculas com atividade anti-cancerígena, presentes no A. blazei é um estudo de grande relevância. Devido a sua importância como estudo para produção de um novo fármaco objetivando o tratamento de câncer de mama, assim como e não menos importante, um estudo que possibilitará agregar valor a um produto de origem brasileira que é exportado em grandes quantidades e na forma bruta (cogumelo seco). Dessa forma, esse trabalho pretende não só resolver um problema de saúde pública, como também contribuir para o desenvolvimento econômico do país.

OBJETIVOS

Objetivo geral:

Avaliação das propriedades da (-glucano na promoção de atividade imunológica e de citotoxicidade in vitro em células de linhagens de câncer de mama humano.

Objetivos específicos:

1- Purificar a (-glucano pelo fracionamento do extrato solúvel do corpo de frutificação de A. blazei por cromatografia de filtração molecular em coluna de sefarose acoplada ao sistema de FPLC.

2- Identificar e caracterizar a  (-glucano por eletroforese, espectrometria de massa e western blot.

3- Avaliar a indução de reatividade de células mononucleares do baço de camundongos após estímulos com a (-glucano purificada:

a-Indução de proliferação celular

b-Secreção de citocinas-TNF-(, IFN-(, IL-2, IL-10, IL-4, IL-5

c-Produção de óxido nítrico

4-Avaliar a citotoxicidade indireta e direta de células de linhagens de câncer de mama induzida pela (-glucano purificada. 

REVISÃO DA LITERATURA

Potencial biotecnológico dos fungos:


Os fungos são seres eucarióticos altamente eficientes na degradação de uma ampla gama de substratos, podendo apresentar-se sob a forma leveduriforme, formar um pseudomicélio ou constituir hifas, que podem agrupar-se ou justapor-se, porém nunca formando um tecido verdadeiro. Constituem um grupo muito grande e heterogêneo encontrado virtualmente em qualquer nicho ecológico. Estimou-se que existam cerca de 1,5 milhão de espécies de fungos, sendo que destas apenas foram descritas cerca de 74 mil espécies. Excluindo-se os insetos, os fungos constituem os mais numerosos seres vivos existentes (Esposito & Azevedo, 2004).

Os fungos são responsáveis pela produção de importantes ácidos orgânicos, como o ácido cítrico, pela produção de fármacos, como alguns antibióticos, pela produção de enzimas de interesse industrial e de elevado valor econômico, destacando-se as celulases, lacases, xilanases, pectinases,  e amilases, pelo controle biológico de insetos-pragas da agricultura, pelo controle de inúmeras moléstias que atacam plantas cultivadas e pela produção de etanol. Mais ainda, sem os fungos não existiriam produtos fermentados como as cervejas e vinhos, queijos dos mais diversos tipos e muitos outros alimentos nos quais esses organismos têm papel de destaque em sua produção (Esposito & Azevedo, 2004). 

As propriedades medicinais ou nutracêuticas de alguns cogumelos (corpo de frutificação de certos fungos) também vêm incrementando o seu valor agregado. Os cogumelos já eram utilizados desde os tempos mais remotos com finalidades medicinais para combater hemorragias, cólicas, feridas. Asma e outros problemas (TABELA 1). Algumas tribos indígenas brasileiras usavam Pycnoporus sanguineus (orelha-de-pau, cor vermelho intenso) para a cicatrização de feridas (BONONI et al., 1995).

TABELA 1

Utilização de cogumelos na medicina popular

	Espécie
	Uso

	Claviceps purpurea
	ajuda em partos

	Polyporus suaveolena
	Tuberculose, sudorese noturna

	Fomes officinalis
	Purgante, tuberculose, sudorese noturna, diurético

	F. fomentarius
	Hemorragia

	Pycnoporus sanguineos
	Hemoptise, verrugas

	Polyporus coccineus
	Hemorragia, distúrbios uterinos

	Geastrum saccatum
	Hemorragia, distúrbios uterinos

	Trametes cupreorosea
	Doenças próprias do sexo feminino

	Ustilago maydis
	Espinhas, escorioses, queimaduras, ajuda em partos

	Calvatia cyathiformis
	Cicatrizante, coagulante

	Citocybe gibba
	Febre

	Fomitopsis pinicola
	Hemorragia

	Auricularia fuscosuccinea
	Fortificante da circulação sangüínea

	Ganoderma lucidum
	Tônico, inflamações, diurético

	G. appanatum
	Câncer esofágico

	Lentinula edodes
	Evita doenças causadas pela falta de vitamina D

	Coprinus comatus
	Hemorroidas

	Calvatia gigantea
	Inflamação, sangramentos, limpeza dos pulmões e garganta


FONTE: BONONI et al., 1995.

O estudo de basidiomicetos produtores de polissacarídeos com atividades imunofarmacológicas vem sendo realizado desde o final da década de 60, sendo que o crescente interesse em algumas espécies de cogumelos, devido a seus atributos medicinais e tônicos, tem contribuído para intensificar o desenvolvimento de pesquisas para avaliar tais propriedades medicinais, bem como a natureza da ação dos compostos presentes nesses cogumelos (MATHEUS & OKINO, 1999). Change, em 1993, afirma que produtos com propriedades medicinais ou tônicas movimentaram no ano de 1991 uma cifra de US$ 1,2 bilhões no mundo.

O fungo Ganoderma lucidum é amplamente utilizado como panacéia, pelos chineses, há mais de dois mil anos. Atualmente vários grupos de pesquisadores da China, Estados Unidos, Tailândia e outros países estão estudando as propriedades medicinais de polissacarídeos e triterpenóides de várias espécies do gênero Gonoderma. Tais estudos também têm demonstrado atividade biológica anti-cancerígena, além de atividade hipotensiva e hipoglicêmica.

Um exemplo de polissacarídeo já comercializado é o “Krestin”, nome comercial do polissacarídeo PSK, extraído do micélio de Trametes versicolor. O PSK é administrado via oral em tratamentos de câncer do sistema digestivo, de mama e pulmonar, movimentando cifras de US$ 556 milhões no Japão. Polissacaropeptídeo (PSP) também foi extraído do micélio de T. versicolor  e descrito como substância modificadora da resposta biológica no tratamento de câncer. É semelhante quimicamente ao PSK, diferindo apenas quanto a presença de alguns monossacarídeos na sua constituição (MATHEUS & OKINO, 1999). A TABELA 2 mostra algumas espécies de interesse medicinal e suas aplicações. 

TABELA 2

Espécies de basidiomicetos com atividades medicinais e suas aplicações

	Fungos /Basidiomicetos
	Aplicações
	Referência

	Agaricus blazei
	ação anti-cancerígena.
	Mizuno e col. (1990a, 1990b)

	Flammulina velutipes
	diminuição do colesterol.
	Miles & Chang (1997)

	Gonoderma lucidum
	potencializador do sistema imunológico , efeitos cardiotônicos, ação anti-cancerígena, hipoglicêmico.
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Agaricus blazei Murril:

Agaricus blazei Murril é um fungo comestível natural do bioma Mata Atlântica (Brasil) e atualmente é cultivado, também, em outros países, incluindo Japão, China e Indonésia. Tem sido reportado que 100.000 a 300.000 kg de A. blazei seco são produzidos, anualmente, no Japão, este cogumelo é chamado de “Himematsuteke” e é usado como fonte de alimento saudável na prevenção de câncer, hiperlipidemia, arterosclerose e hepatite crônica. Este fungo é consumido por aproximadamente 300 a 500 mil pessoas na prevenção de câncer e/ou como adjuvante juntamente a drogas quimioterápticas antitumorais, após a retirada do tumor maligno. (OSAKI et al., 1994; DONG, et. al., 2002; YOSHIMURA, et al., 2005; KURITA, et. al., 2005). A. blazei pertence ao filo basidiomycota, classe basidiomycetes, ordem agaricales e família agaricaceae.

A. blazei: Propriedades imunológicas:

A. blazei é citado em diversos trabalhos científicos por possuir biomoléculas com funções imunomoduladoras, atividade anti-viral e atividade antitumoral (OSAKI et al., 1994DONG, et. al., 2002; HASHIMOTO et al., 2002; MUSHIAKE, et al., 2005; HIROTANI, et al, 2005). Os componentes químicos provenientes deste fungo são amplamente estudados, incluindo agaritina, esteroides, lipídeos, lectina e vários polissacarídeos. Estes complexos proteína-polissacarídeos são citados como princípio ativo anti-tumoral (DONG, et. al., 2002). Numerosos estudos tem demonstrado que citocinas, incluindo fator de necrose em tumor (TNF)-( estão envolvidos na indução da inflamação hepática pelo estimulo da infecção com lipopolissacarídeos (LPS) (BRADHAM, et al., 1998; HASHIMOTO et al., 2002). Os (-1,3-glucanos provenientes de fungos filamentosos e leveduras são conhecidos como possuidores de atividade antitumoral pela estimulação da resposta imune no hospedeiro, atuando, por exemplo, nos macrófagos, nas células natural killer (NKC) e linfócitos T (RYOYAMA, et. al., 2004).

O extrato aquoso do A. blazei tem demonstrado possuir potente atividade antitumoral em sarcoma murino (S180) e acredita-se que a substância responsável por essa atividade está presente na fração -(1-6)-glucano. Alguns estudos, porém, admitem que a molécula -(1-6)-glucano sozinha possui atividade antitumoral moderada.

É sabido que uma resposta imune do tipo Th1, caracterizada por ativação de lifocitos T citotóxicos induz atividade antitumoral. Vários extratos do fungo com potencial de ativar uma resposta do tipo Th1, com secreção de INF- e TNF-, tem sido descritos na literatura. Entre eles se destacam o extrato aquoso, o extrato aquoso quente, o extrato hidrolisado alcalinamente e as frações solúveis em álcool. A atividade antitumoral exercida pelo extrato aquoso do A. blazei é caracterizada por forte ativação das células CD8+ e células NK. Tem sido relatado o aumento da expressão da citocina IL-21 que têm um papel antitumoral bem caracterizado. Extrato digerido com hemicelulose foi capaz de induzir uma alta produção de IL-12, uma citocina típica de resposta Th1, em macrófagos humanos via TLR4. Os extratos solúveis em álcool têm sido caracterizados por exercerem alta atividade antiangiogênica o que, por sua vez, está relacionado com uma atividade antitumoral. 

Além da molécula -(1-6)-glucano, outras moléculas podem estar relacionadas com essas atividades antitumorais do A. blazei. São elas as moléculas de glicolípedes, glicoproteínas e lipídeos. Alguns autores atribuem a atividade antitumoral do extrato de A. Blazei à molécula -(1-3)-glucano que parece ser mais estável ao calor. Acredita-se que na fração rica em -glucano, o principal componente glicídio seja o -(1-3)-glucano. O ergosterol, um lipídio encontrado na membrana de diversas espécies de basídiomicetos, tem demonstrado uma atividade antitumoral por inibir a angiogênises em células LLC implantadas na região intraperitonial de camundongos C57/Bl6. O ergosterol também foi capaz de inibir a formação, in vivo, de neo vascularização em Matrigel contendo ou não FGF.

Purificação de biomoléculas de A. blazei:

A purificação de produtos biotecnológicos produzidos por células microbianas ou células de animais constitui etapa complexa de processo, dadas as variadas características dos meios e das biomoléculas de interesse, como ácidos orgânicos, antibióticos, polissacarídeos, hormônios, aminoácidos e peptídios. Entre as características dos meios, pode-se citar a elevada proporção de água, a presença de moléculas orgânicas e inorgânicas constituintes do meio de cultura, metabólitos extracelulares distintos da molécula que será purificada, bem como metabólitos intracelulares oriundos de células mortas e fragmentos celulares. Em resultado à variedade de características descritas, as etapas de purificação são tão ou mais desafiantes que o estudo e o desenvolvimento da etapa de cultivo, pois não há processos de purificação de aplicação geral. No entanto, a purificação pode ser dividida em quatro etapas genéricas: separação de células e seus fragmentos do meio de cultivo (clarificação); concentração e/ou purificação de baixa resolução; purificação de alta resolução; e, finalmente, operações para acondicionamento final do produto. A FIG. 1 apresenta um fluxograma genérico do processo de purificação, baseado nessa divisão em quatro etapas (PESSOA JR. & KILIKIAN, 2005).
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FIGURA 1: Etapas de um processo genérico de purificação de biomoléculas.

Para a extração de polissacarídeos da parede celular de fungos filamentosos já existem vários métodos descritos na literatura, os (-D-glucanos como homossacarídeos e heterossacarídeos podem ser extraídos por soluções salinas, água ou tratamento alcalino (MIZUNO et al., 1999; DONG, et. al., 2002; BARBOSA, et la., 2003; WANG, et al., 2004). Dong, et al. (2002) purificou o (1-6) (1-3) (-glucano que é solúvel em água, provavelmente devido a grande quantidade de ramificações, e que se mostrou com rotação óptica negativa. Este polissacarídeo, em testes preliminares, exibiu um efeito estimulante da proliferação de células T estimuladas por ConA e proliferação de células B. No caso do cogumelo Meitake o (-glucano apresenta moléculas de glicose ligadas por ligações 1-3 e ramificações 1-6. Já no cogumelo A. blazei foi encontrado a ligação 1-6, enquanto no Cordyceps sinesis a ligação 1-3 (1-4) (-glucano. Cada ligação em particular, estimula a resposta imune em diferentes aspectos sendo umas ativando células T, outras, células B e outras as células natural killer (NKC) (BABITSKATYA, et al., 2000; HOBBS, 2000; RESHETNIKOV et al., 2001; SAWAI et al., 2002; BACH, et al., 2004). A figura 2 mostra uma unidade estrutural de (-glucano, que é encontrado em microrganismos.
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FIGURA 2: Unidade estrutural de (-glucano encontrada em microrganismos.

FONTE: PARK, et al., 2003

FUJIMIYA et al. (1998) observaram que o complexo proteína-polissacarídeo do A. blazei apresentaram efeito antitumoral, entretanto a sua estrutura foi baseada em ( (1-4) e ( (1-6). Já com o cultivo in vitro de A. blazei utilizando o micélio, MIZUNO et al. (1999) descobriram outro polissacarídeo, com característica antitumoral, (-D-manana com ligações (1-2) (1-3) (1-6). As análises de açúcares presentes na manana demonstraram que a glicose predomina na estrutura, entretanto, foram obtidas pequenas amostras de ramnose, xilose, manose e galactose. Em relação ao sistema imune parece que este somente é acionado quando tiver presente (1-3) (-D-glucanos (BACH, et al., 2004).

Assim, é interessante citar que nem todos os glucanos contidas no fungo apresentam atividade antitumoral ou imunológica. A atividade deve ocorrer influenciada pela solubilidade em água, tamanho da molécula, ligação (1-6) e (1-3)-(-glucano sendo que, em alguns cogumelos, a parte insolúvel em água, quando diluída em solução alcalina, pode demonstrar atividade antitumoral (BOHN & BEMILLAR, 1995; BACH, et al., 2004).

É de suma importância o estudo envolvendo extração, purificação e análises destes polissacarídeos, não só pela importância destes para a saúde humana, como também por motivos econômicos. O Brasil é o maior exportador de A. blazei na forma bruta (cogumelo seco) e torna-se necessário o aprimoramento e melhoramento dos produtos exportados, agregando valores a estes, ou seja, purificando as substâncias de interesses.

Câncer de Mama:

A carcinogênese representa um processo multifatorial, ocorrendo em pacientes com predisposição genética associada a fatores secundários, tais como, fumar, não praticar atividade física, consumir bebida alcóolica e exposição excessiva ao sol (Stein & Colditz, 2004). O organismo do ser humano tenta se manter em equilíbrio através de mecanismos homeostáticos que mantêm aproximadamente constante o número de células. O câncer é resultante de um aumento da proliferação celular, podendo afetar quase todos os tecidos do corpo, sendo causado principalmente por mutações em genes de susceptibilidade ao câncer (Michor et al, 2004).

O câncer é um problema de saúde pública presente em todo o mundo. Anualmente, mais de 10 milhões de pessoas são diagnósticadas com câncer e até 2020 são esperados 15 milhões de novos casos por ano (Fonte: World Health Organization- WHO, 2005). Esta doença é responsável por 6 milhões de óbitos a cada ano, resultando em 12% da mortalidade mundial (Murray & Lopes, 1996).

O câncer de mama é o segundo tipo de câncer mais freqüente no mundo e o mais comum entre as mulheres. Nos países ocidentais, esse tipo de câncer representa uma das principais causas de morte entre as mulheres (Parkin et al., 1997; Ferlay et al., 2001; Bray et al., 2004). O Instituto Nacional de Câncer (NCI, USA) indica que uma em cada sete mulheres nascidas nos Estados Unidos poderão ser diagnosticadas com câncer de mama no decorrer de suas vidas, sendo que mais de 170.000 casos são diagnosticados anualmente e cerca de 44.000 mulheres morrem em decorrência do câncer de mama. 

No Brasil, o câncer de mama representa a principal causa de mortalidade por câncer entre as mulheres (Schwartsmann, 2001). Em 2002, foram registradas 9.004 mortes decorrentes deste tipo de câncer, sendo que mais da metade dos óbitos (5.834) ocorreram em mulheres na faixa etária dos 40 aos 69 anos. Para 2005, já são esperados 49.470 novos casos, com um risco estimado de 53 casos a cada 100.000 mulheres (Fonte: INCA).

Apesar de o câncer de mama em homens ser raro (Giordano et al.,2004), ele corresponde a menos de 1% dos casos dos carcinomas mamários (Borgen et al.,1992). As estatísticas indicam o aumento da freqüência do câncer tanto nos países desenvolvidos quanto nos países em desenvolvimento, sendo que mais da metade dos novos casos são diagnosticados em países desenvolvidos.

Os tipos mais comuns de câncer de mama são os carcinoma ductual in situ, carcinoma lobular in situ, carcinoma ductual invasivo, carcinoma medular, carcinoma mucinoso e doença de Paget, que atinge os mamilos (Winfield & Page, 1990, Contran et al., 1991). 

O carcinoma ductual in situ é o câncer de mama em seu primeiro estágio (estágio 0). As mulheres com câncer neste estágio possuem grande chance de cura. No carcinoma lobular infiltrativo ou invasivo, o processo neoplásico tem início nos lobos, atravessa a parede da glândula e invade o tecido adiposo da mama. Este tipo compreende 10% a 15% das neoplasias da mama. O carcinoma ductual infiltrativo ou invasivo, inicia-se no ducto, atravessa as paredes do mesmo e invade o tecido adiposo da mama. Este é o tipo mais freqüente de câncer de mama, ocorrendo em aproximadamente 80% dos casos (The Breast Cancer Resource Center, Zhao et al., 2004).

O câncer de mama apresenta vários fatores de risco, destacando-se o histórico familiar e a idade. O fato de um parente em primeiro grau ter câncer de mama aumenta em duas a três vezes a chance de desenvolver a doença, em relação às mulheres que não possuem parentes em primeiro grau afetados. O risco pode aumentar até cinco vezes se mais de um parente em primeiro grau estiverem afetados, podendo ainda aumentar se o paciente estiver na pré-menopausa quando diagnosticado (Mayberry and Stoddard-Wright, 1992; Pharoah et al., 1997; CGHFBC, 2001). Cerca de 20% a 30% das mulheres com câncer de mama tem um membro da família com a doença. A idade mostrou uma correlação direta com a incidência do câncer de mama, no qual o risco aumenta com a idade, alcançando seu pico na faixa etária de 65 a 70 anos (Moolgavkar et al., 1979; Pike et al., 1983).

Estudos epidemiológicos e experimentais têm demonstrado que determinados fatores hormonais, principalmente aqueles relacionados à reprodução, influenciam o risco de desenvolvimento de câncer de mama. A gravidez completa antes dos 24 anos reduz significativamente a incidência de câncer de mama, assim como a lactação prolongada (Russo & Russo, 1997). Por outro lado, os casos de nuliparidade (não ter tido filhos) ou ainda ter o primeiro filho depois dos 30 anos aumentam a chance de ter câncer de mama (Liu et al., 2002). O mecanismo através do qual os fatores hormonais influenciam a incidência deste tumor, ainda não é bem conhecido. A menarca precoce (idade da primeira menstruação), assim como a menopausa tardia (instalada após os 50 anos de idade), constituem também fatores de risco para o câncer de mama (Kolonel et al., 2004). Vários estudos demonstraram que a utilização de terapia de reposição hormonal por vários anos, após a menopausa, aumenta o risco de câncer de mama, particularmente em casos de terapia que misturam estrogênios e progesterona (Saggese et al., 1997). 

Estudos sugerem que mulheres que usam contraceptivos têm um risco maior quando comparadas às mulheres que nunca usaram, indicando uma maior incidência sobre certos subgrupos de mulheres como: as que usaram contraceptivos orais de dosagens elevadas de estrogênio, as que fizeram uso da medicação por longo período e as que usaram anticoncepcional em idade precoce, antes da primeira gravidez (CGHFBC, 1996).

A presença de uma quantidade elevada de tecido adiposo pode aumentar o nível de estrogênio, aumentando assim a probabilidade de aparecimento da doença (Bergstrom et al., 2001). O estilo de vida tem se mostrado importante, a ingestão regular de álcool e o tabagismo, mesmo que em quantidades moderadas são identificados como fatores de riscos. Em contrapartida a realização periódica de exercícios parece funcionar como um fator de proteção para o câncer de mama (Key et al., 2003; Holmes & Willett, 2004).

A avaliação da mama para a detecção em estágio inicial, bem como para a avaliação das características das anomalias encontradas depende tanto do exame clínico, quanto do exame físico, especialmente o auto-exame das mamas, que se mostra de grande valor no diagnóstico de lesões precoces (Humphrey & Ballard, 1989). 

A mamografia é a radiografia da mama que permite a detecção precoce do câncer, por ser capaz de mostrar lesões em fase inicial, muito pequenas (de milímetros). O exame citológico de esfregaço de punção por aspiração utilizando agulha fina favorece tanto a detecção precoce de lesões malignas quanto o diagnóstico diferencial para a indicação do tratamento a ser adotado (Abbott, 1995). A ultra-sonografia é indicada no exame de mamas muito densas, na diferenciação de cistos e nódulos sólidos (Ernster et al., 1996). A cintilografia da mama oferece um mapeamento do tecido tumoral (Buscombe et al.,1998). A ressonância magnética é um método de diagnóstico muito sensível na detecção do câncer, mas menos acessível à população em geral.

O tratamento a ser desenvolvido depende da classificação do estágio, da extensão da doença e de suas características anátomo-patológicas (Costa, 1999). A mastectomia, retirada de todo o tecido mamário, é indicada em casos de pacientes grávidas, da presença de dois ou mais tumores densos em quadrantes separados da mama e de microcalcificações difusas. A cirurgia conservadora é adotada quando se consegue uma boa margem de segurança, retirando apenas parte da mama que está afetada. Em seguida procede-se à radioterapia para erradicação de focos remanescentes do tumor (Harris et al., 1997).

O controle das metástases distantes do foco inicial do tumor é dependente do tratamento sistêmico através da quimioterapia e hormonioterapia em combinação com a cirurgia do tumor e a radioterapia. O tratamento quimioterápico reduz a progressão da doença e é geralmente indicado para pacientes com risco de desenvolvimento de metástases (Furnival,1997). A quimioterapia é aplicada em ciclos, com intervalos de três a quatro semanas, com duração média de seis meses. A taxa de sobrevida é 20% maior em relação aos caso que não recebem este tipo de tratamento (Costa, 1999).

Aspectos moleculares do câncer:

Linhagens celulares são amplamente utilizadas em pesquisas laboratoriais e particularmente em modelos in vitro em pesquisas de câncer. A utilização dessas linhagens possui várias vantagens, tais como, serem de fácil manuseio, apresentarem uma homogeneidade relativamente alta, poderem ser reservadas em estoques sob congelamento, etc (Lacroix & Leclercq, 2004). O estabelecimento de cultura celular diretamente de pacientes é um importante modelo para identificar, examinar e manipular potenciais marcadores moleculares, assim como, processos celulares envolvidos no câncer. Portanto, linhagens celulares de câncer bem caracterizadas são muito importantes para o estudo da biologia destas, podendo permitir o desenvolvimento de novas estrátegias terapêuticas para o câncer.

O número de linhagens celulares de câncer de mama disponíveis é relativamente pequeno e somente poucas delas são extensivamente estudadas. Algumas dessas linhagens são usadas como modelos tumorais, tais como MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-435, MDA-MB-468, BT20, T-47D, BT-474, SK-BR-3 e Hs578T, sendo que as duas linhagens comerciais mais utilizadas no mundo são a MCF-7 e a MDA-MB-231 (Burdall et al., 2003).

A progressão histopatológica de neoplasias para câncer é acompanhada pelo acúmulo de alterações genéticas que acarretam, entre outras coisas, a mudança no padrão de expressão e na modificação da função e estruturas protéicas (Fearon & Vogelstein, 1990). Mudanças ocorridas mais comumente ou exclusivamente em células de câncer, quando comparadas com as células normais do tecido de origem, podem ser detectadas por biópsia, assim como em fluidos corporais e podem ser usadas como biomarcadores de câncer.

Os marcadores moleculares têm se mostrado de extrema importância no estudo do câncer. Os mesmos podem ser utilizados como um método objetivo de avaliar fatores de prognóstico, na detecção de estágios iniciais do câncer, na avaliação da carga tumoral, no monitoramento da evolução da doença, assim como fator preditivo para a resposta à terapia. Já existem algumas situações clínicas nas quais biomarcadores tumorais são utilizados (Trape et al., 2004). No câncer de mama, por exemplo, a análise do soro dos pacientes permite uma avaliação das alterações em microssatélites do DNA (Chen et al., 1999), assim como a análise de marcadores proteícos como antígeno carcinoembriogênico (CEA), antígeno de câncer (CA) 15-3 e CA125.

A análise do nível de CEA, proteína usualmente restrita ao desenvolvimento fetal, em soro de pacientes é utilizada no monitoramento da progressão de câncer e na resposta de pacientes à terapia (Benson et al,. 2000). No entanto, a expressão de CEA não é homogênea em todos os pacientes de câncer, o que dificulta o diagnóstico. O CA 15-3 é um antígeno determinante, associado a carcinomas mamários humanos (Schmidt et al., 1987), sendo que o mesmo apresenta uma maior sensibilidade no reconhecimento de pacientes com câncer de mama avançado e fornece uma avaliação mais precisa da respota à terapia, quando comparado ao CEA (Martoni et al., 1988; Given et al., 2000). Níveis elevados de CA 15-3 foram correlacionados com receptores de estrogênio, podendo assim refletir características biológicas do tumor (Nishimura et al., 2003).

A super expressão do receptor de estrogênio (ER) é freqüentemente observada em estágios iniciais de câncer de mama (Hayashi et al,. 2003). Estudos mostram que o estrogênio pode atuar como iniciador de tumor pelo dano direto ao DNA (Liehr, 1997). Pode também, através da indução de mitose, promover o acúmulo de danos na replicação acarretando um fenótipo maligno (Kenemans & Bosman, 2003). O receptor de estrogênio (Jensen & Jordan, 2003) possui duas isoformas ER( e ER(; sendo a isoforma ER( o receptor de fator de crescimento mais importante em carcinogênese de mama hormônio dependente. O papel da isoforma ER( no câncer de mama ainda não é bem evidenciado. No início da década de 1970, novas estratégias terapêuticas usando como alvo o ER começaram a ser consideradas. O desenvolvimento do Tamoxifen, um antiestrogênio considerado relativamente seguro para o tratamento de câncer de mama em estágio avançado (Cole et al., 1971; Ward et al., 1973), permite o tratamento do câncer para tumores ER positivos. Estudos indicam o tamoxifen para a prevenção do câncer, sendo que o sucesso do uso desta droga foi baseado na sua atividade antiestrogênica, na baixa incidência de efeitos colaterais (Cole et al., 1971; Ward et al., 1973, Ingle et al., 1981), e por sua população alvo específica. Tanto a expressão de receptores de estrogênio, como receptores de progesterona têm se mostrado como preditivos para a resposta a terapias endócrinas.
Pacientes com câncer de mama que expressam altos níveis de receptores tirosina kinase ERB2 (HER2) respondem freqüentemente ao tratamento com Trastuzumab (Herceptin), um anticorpo monoclonal que se liga especificamente a este tipo de receptor (Molina et al., 2001). Ensaios têm sido desenvolvidos para determinar quais pacientes têm a expressão deste receptor alterada, para então administrar a droga. A combinação deste tratamento com quimioterapia produz um aumento na taxa de resposta e prolonga a sobrevivência de mulheres com câncer de mama em estágio avançado (Emens & Davidson, 2004).

MATERIAIS E MÉTODOS

1. Fracionamento e purificação por filtração molecular em sistema de cromatrografia – FPLC- sephadex.

Material - Os corpos de frutificação de A. blazei será obtido de produtores de Minas Gerais credenciados ao projeto.

Obtenção do extrato de A. Blazei - O extrato será obtido em cinco etapas: (1) os corpos de frutificação secos serão colocados três vezes em água quente (100°C) por 4h na proporção p/v (1:1, 1:2, 1:3), (2) então serão concentrados por evaporação, (3) dialisados contra água corrente, (4) os não dialisados serão vertidos na proporção 1:3 de etanol sob vigorosa agitação e (5) esta mistura permanecerá por 24h a 4°C.

Isolamento - O extrato será centrifugado e o precipitado será sucessivamente lavado com etanol e acetona. Então o precipitado será seco a vaco a 40°C, o resultante será um pó castanho, designado de Ab.

Ab será dissolvido em água na proporção 1:10 e o resíduo insolúvel será removido por precipitação em centrífuga. O sobrenadante será aplicado em coluna Sephadex A-25 (Cl-, 60 x 2,5 cm) - DEAE. O primeiro eluente a ser usado será a água (400 mL) e depois será aplicado um gradiente de NaCl 0,2 M, 0,5 M e 1,0 M (500 mL), respectivamente. As frações de polissacarídeos serão recuperadas, principalmente, em eluente de NaCl 0,2 M e 0,5 M. Depois, estas frações serão dialisadas e liofilizadas. A substância Ab2-B2 será obtida do eluente NaCl 0,2 M e a Ab2-B5 será obtida do eluente de NaCl 0,5 M. O produto Ab2-B2 será purificado em coluna de Sephacryl S-300 (90 x 2,6 cm) e Sephadex G-200 (90 x 2,6 cm) utilizando o NaCl 0,2 M como solvente e como eluente. A homogeneidade de Ab2-2N será detectada em HPGPC.

Análise de açúcares - O produto Ab2-N2 será hidrolisado em TFA 2 M a 110°C por 1,5h. Depois passará por um processo de evaporação para retirada de TFA, uma parte do hidrolisado será analisado por TLC em placas PEI-celulose F (E. Merck). Os seguintes sistemas de solventes serão utilizados: EtOAc – piridina – água – AcOH (5:5:3:1) e visualizado com reagente ácido de anilina-o-fitálico (1,6 g de ácido o-fitálico dissolvido em água - saturada n-butanol, contendo 0,9 mL de anilina) e aquecida até 105°C por 5 minutos. A outra parte será transformada no correspondente acetato de alditol e analisada em GLC como descrito por Dong, et al., 1999.

Dosagem de ácido urônico, carboidrato e proteína - As proteínas serão dosadas pelo método de Lowry, utilizando como padrão uma curva de soro de albumina bovina (LOWRY, 1951). A dosagem de carboidratos será realizada pelo método fonol-H2SO4 e será utilizado como referência o Dextran T 300 (Pharmácia) (DOBOIS et al., 1956). A dosagem de ácido urônico será estimada pelo método de m-hydroxydiphenyl (BLUMENCRANTZ & ASBOE-HANSEN, 1973).

Analise de metilação - Os polissacarídeos, secos a vácuo na temperatura ambiente por 24h, serão metilados três vezes de acordo com o método modificado de Ciucanu (NEEDS, et al., 1993). O polisscarídeo metilado será reconvertido por diálise e congelado. A completa metilação será confirmada por um spectro IR (Nujol). O polissacarídeo permetilado será primeiro depolarizado com HCOOH (90%) a 100°C por 4h e então hidrolizado com TFA 2,0 M a 100°C por 5h. O açúcar parcialmente metilado será reduzido com NaBH4, acetilado com acetil nidrito e então analisado por GLC e GLC-Ms.

Degradação Smith - O produto Ab2-2N (25 mg) será dissolvido em NaIOH4 0,015 M e permanecera a 5°C no escuro. O consumo de NaIOH4 foi monitorado  em espectrofotometro em cada dia. Depois da completa oxidação (96h), 0,2 mL de etileno glicol será adicionado para decompor o remanescente de NaIOH4. NaBH4 (60 mg) será adicionada a reação que permanecerá sob agitação vigorosa a temperatura ambiente por 6h. A mistura será neutralizada (pH 7,0) com AcOH 1 M e dialisada contra água destilada (500 mL x 3). O produto não dialisado será seco a frio e designado como Ab2-2NPA (7,2 mg), e este será analisado pelo método de metilação e a porção remanescente será hidrolizada com TFA 0,01 M em temperatura ambiente por 48h. Depois de removido o TFA por evaporação, o hidrolizado será analisado por TCL, que então passará por uma coluna Sephadex G-10, com monitoramento refratométrico. A fração de carboidratos será submetida a analises de metilação.

Hidrólise suave - O produto Ab2-N (40mg) dissolvido em TFA 0,1 M (8 mL) será hidrolizado a 100°C por 1h e então seco por evaporação a ( 40°C. O resíduo será dissolvido em água (4 mL), para o qual três volumes de etanol será adicionado. O precipitado (2N-PHP) será lavado com etanol, seco a vaco, e dissolvido em D2O, então o espectro 13C NMR será quantificado. O sobrenadante foi seco por evaporação, analisado por TLC e o resíduo será dissolvido em água (2 mL), e reduzido com NaBH4 (25 mg) a 25°C por 2h. Depois de netralizado com AcOH 1 M, ele será desalinizado em coluna Sephadex G-10 (1,6 x 60 cm). O eluente contendo o carboidrato coletado será seco a frio, e dessa forma obtém-se o produto 2N-PHS, que será submetido a analise de metilação.

Espectroscopia 13C NMR - O produto Ab2-2N (40 mg) será deuterium-exchanged e dissolvido em 0,5 mL de D2O e quantificado em tubos de 5-mm de diâmetro em um espectrofotometro Brucker AM 400 a temperatura ambiente. Os deslocamentos químicos (chemical shifts) serão referenciados a um padrão externo de Me4Si (TSM).

Caracterização do carboidrato – A composição de carboidratos presentes na fração Ab2-2N será caracterizada por análise comparativa através de uma curva padrão de dextrans com pesos moleculares conhecidos (Dextran T. 40, 70, 110, 500 e 2000). A análise será feita em HPLC utilizando-se colunas Ultrahydrogel 500 e 2000 (Waters Co.).

2. Linhagens celulares do câncer de mama

As células de carcinoma mamário humano MDAMB-231 serão mantidas em meio de cultura RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino em frascos de cultura de T-25 em incubadora com atmosfera úmida contendo 5% CO2 a 37oC.

3. Citotoxicidade celular-Ensaio de MTT para avaliação da viabilidade e proliferação celular

As células da linhagem do câncer de mama ou do baço de camundongos serão removidas dos frascos de cultura, centrifugadas, quantificadas no hemicitômetro e inseridas dentro de placas de 96 poços contendo  as (-1,3-glucanos nas densidades pré-definidas, contendo RPMI suplementado com SFB 10%, e mantidas na estufa de CO2 por 24h. Os ensaios de viabilidade iniciarão-se 1 hora, 24 horas, 48 horas, 72 horas 120 horas após. Nos tempos indicados serão adicionados 100 (L (5mg/mL) de MTT e as amostras retornarão para a incubadora onde permanecerão metabolizando o MTT por 2 horas. Após a metabolização serão adicionados às amostras 70 (L de SDS/HCL 10% e as placas serão incubadas por mais 18 horas. A viabilidade será medida pela densidade óptica utilizando o leitor de ELISA no comprimento de onda 595nm. 

4. Avaliação de morte celular- ensaio de incorporação do iodeto de propidium.

As células em cultura com (-1,3-glucanos serão removidas colocadas em presença de 50ug/ml de Iodeto de propidium por 5 minutos à temperatura ambiente. O iodeto de propidium é um marcador fluorescente que cora em vermelho os núcleos das células apoptóticas. As células totais resultantes serão contadas em hemocitômetro por microscopia de luz visível e as células coradas serão visualidadas e contadas em campo escuro com auxílio de microscópio de fluorescência.

5. Atividade da fosfatase alcalina

As células em cultivo com (-1,3-glucanos em placas de 96 wells nas densidades pré-definidas, contendo RPMI suplementado com SFB 10%, e mantidas na estufa de CO2 por 24h.  Os ensaios de atividade da fosfatase alcalina iniciarão-se 1 hora, 24 horas, 48 horas, 72 horas e 120 horas. Nos tempos indicados serão adicionados 100 (L de solução BCIP-NBT, preparada de acordo com o protocolo do fabricante, por poço e as amostras retornarão para a incubadora por 2 horas. Após a incubação serão adicionados às amostras 70 (L de SDS/HCL 10% e as placas serão incubadas por mais 18 horas. A atividade da fosfatase alcalina será medida pela densidade óptica utilizando o leitor de ELISA no comprimento de onda 595nm. 

6. Eletroforese em gel de poliacrilamida

O gel de separação a 12% será preparado a partir de 1,7 mL de solução estoque 29:1 acrilamida/bisacrilamida, 1,3 mL de 1M Tris HCl pH 8,8, 0,05 mL de 10% SDS e 2 mL de H2O deionizada. A fim de preparar o gel a 3% para aplicação e concentração da amostra, 500 (L da solução de acrilamida, 380 (L de 1 M Tris HCl pH 6,8, 30 (L de 10% SDS e 2,1 mL de água deionizada serão misturados. A reação de polimerização de ambos os tipos de géis será iniciada adicionando-se persulfato de amônio e TEMED (Sigma) nas concentrações finais de 0,1% (p/v) e 0,1% (v/v), respectivamente. As  frações do fungo serão dosadas pelo método de Bradford, e diluídas em tampão da amostra contendo SDS (2%) e 2- Mercaptoenol (5%), homogeneizadas e fervidas durante 5 minutos para completar a desnaturação e redução. Estas amostras serão então aplicadas no gel de poliacrilamida, imerso em tampão de corrida ( 0,125 M tris/glicina contendo 0,1% de SDS) e submetidos a 60V durante aproximadamente 1 hora e 30 minutos.

7. Obtenção de células de camundongos

Os baços dos camundongos serão colhidos de maneira asséptica e triturados em meio mínimo de Eagle (MEM) contendo 0,05 U/ml de heparina, para liberar as células da cápsula esplênica. A reatividade celular dos esplenócitos dos camundongos será avaliada in vitro nos ensaios de Proliferação Celular.

8. Detecção de citocinas

        As concentrações de citocinas são determinadas nos sobrenadantes das células obtidas do baço de camundongos ou linhagens celulares estabelecidas após ensaios de proliferação celular. Para titulação das citocinas, placas de microcultivo (Nunc) são sensibilizadas por 18 h, a 4o C, com anticorpos monoclonais anti-IL-6 (Pharmingen), anti-TNF- (Genzyme) e anti-IFN- (Mabtec) de acordo com os protocolos descritos por Zouain et al. (2002). As placas são lavadas quatro vezes com PBS contendo 0,05% Tween 20 (PBS-T) e a ligação não específica é evitada pela incubação das placas por 4 h, à temperatura ambiente, com 200 (l/poço de PBS com 2% BSA (Sigma). As placas são lavadas 4 vezes com PBS-T e incubadas por 18 h, a 4o C, com 50 l/poço de cada sobrenadante de cultura, mais 50 l/poço de PBS com 1% BSA, além da respectiva curva padrão (Pharmingen), numa diluição seriada apropriada em PBS com 1% BSA. Então, as placas são lavadas 4 vezes com PBS-T e incubadas por 2 h, à temperatura ambiente, com 100 l/poço de AcM biotilinados anti IL-6, anti-IFN- ou anticorpo de coelho anti-TNF-. Após, as placas são lavadas 4 vezes com PBS-T e incubadas por 2 h, à temperatura ambiente, com 100 l/poço de estreptoavidina conjugada à fosfatase alcalina (Calbiochem) diluída 1:2000 em PBS 1% BSA (para detecção de IL-64, IFN-) ou 100 l/poço de anticorpo policlonal de cabra anti-coelho conjugado à fosfatase alcalina para detecção de TNF-. As placas são lavadas 4 vezes e a atividade enzimática é revelada através da incubação com 100 l/poço (1mg/ml) de p-nitrofenil fosfato (Sigma). Absorbância é lida a 405 nm num leitor de microplacas (BioRad) e os resultados são determinados em pg/ml + se. O perfil de citosinas secretado pelas células utilizadas é um indicativo do padrão da reatividade celular as biomoléculas testadas.

9. Dosagem de óxido nítrico

O óxido nítrico (NO) é um radical livre ubíquo, produzido por uma grande variedade de células através das ações sintetizadoras de uma família de enzimas denominadas óxido nítrico sintases (NOS). Sendo uma moléculas instável, o NO reage rapidamente com o oxigênio formando NO2 e em seguida NO2- e NO3. A elevada produção de NO em processos inflamatórios tem sido bem caracterizada e aceita como um componente vital da resposta adaptativa ou inespecífica do hospedeiro aos estímulos externos. O NO está envolvido em várias atividades biológicas, exercendo um papel anti- e pró-inflamatório. A concentração de nitrito em cultura, uma medida indireta da síntese de NO, é avaliada pela reação de Griess. Os sobrenadantes da cultura são coletados nos tempos definidos e 50 (l destes serão incubados com 50 (L do reagente de Griess por uma hora à temperatura ambiente. A leitura do ensaio será feita a 540 nm (Multiskan MCC/340). A concentração de nitrito será calculada pela média dos valores da curva padrão de NaNO2 e os valores serão expresso em (M de nitrito. 
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Discriminação das atividades

1- Purificar a (-glucano pelo fracionamento do extrato solúvel do corpo de frutificação de A. blazei por cromatografia de filtração molecular em coluna de sefarose acoplada ao sistema de FPLC. 

2- Identificar e caracterizar a (-glucano por eletroforese, espectrometria de massa e western blot.

3- Avaliar a indução de reatividade de células mononucleares do baço de camundongos após estímulos com a (-glucano purificada na indução de proliferação celular; na secreção de citocinas-TNF-(, IFN-(, IL-2, IL-10, IL-4, IL-5; na produção de óxido nítrico.

4- Avaliar a citotoxicidade indireta e direta de células de linhagens de câncer de mama induzida pela (-glucano purificada.
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5. Solicitação de recursos para compra de material

Colunas de cromatografia

	Material
	valor

	Ultrahidrogel – 500 (WATERS)
	

	Ultrahidrogel – 2000 (WATERS)
	

	Sephadex A-25 (Cl-, 60 x 2,5 cm) (AMERSHAM) 
	

	Sephadex G-10 (1,6 x 60 cm) (AMERSHAM)
	

	Sephadex G-200 (90 x 2,6 cm) (AMERSHAM)
	

	Sephacryl S-300 (90 x 2,6 cm) (AMERSHAM) 
	

	placa de PEI-celulose F (Merck)
	

	TOTAL
	R$ 54.000,00


Diálise

	Material
	valor

	Saco de diálise 1000 daltons
	

	Saco de diálise 5000 daltons
	

	TOTAL
	R$ 6.000,00


Reagentes químicos

	Material
	valor

	acetil nidrito
	

	acetona P.A.
	

	ácido fosfórico
	

	ácido o-fitálico
	

	AcOH
	

	acrilamida
	

	anilina
	

	bisacrilamida 
	

	BSA (Sigma) 
	

	coomassie Brilliant Blue G-250
	

	D2O, 
	

	deuterium-exchanged
	

	dextran T 2000 (Pharmacia)
	

	dextran T 500
	

	dextran T 300
	

	dextran T 110
	

	dextran T 70
	

	dextran T 40
	

	etanol P.A.
	

	etileno glicol
	

	EtOCl  
	

	fenol
	

	glicina
	

	H2SO4
	

	HCl, 
	

	HCOOH, 
	

	Iodeto de propidium 
	

	Beta-mercaptoenol
	

	m-hydroxydiphenyl
	

	MTT
	

	NaBH4, 
	

	NaCl  
	

	NaIOH4, 
	

	n-butanol
	

	padrão externo de Me4Si (TSM)
	

	PBS em pastilha (American  Bioanalytical)
	

	persulfato de amônio, 
	

	piridina
	

	SDS, 
	

	solução BCIP-NBT
	

	TEMED (Sigma)
	

	TFA
	

	Tris

	

	Tween 20 (PBS-T)
	

	TOTAL
	R$ 40.000,00


Cobaia

	Material
	Valor

	camundongo
	

	TOTAL
	R$ 2.000,00


Meio de cultura e reagentes biológicos

	Material
	valor

	antibiótico antimicótico (penicilina, anfotericina, streptomicina ) – GIBCO 100ml
	

	anticorpo policlonal de cabra anti-mouse conjugado à fosfatase alcalina
	

	Anticorpo de cabra anti-mouse FITC
	

	anticorpo de cabra anti-mouse PE
	

	anti-IL-2 mouse e curva padrão
	

	anti-IL-4 mouse e curva padrão
	


	anti-IL-5 mouse e curva padrão
	

	anti-IL-10 mouse e curva padrão
	

	anti-IFN- mouse (Mabtec) e curva padrão
	

	anti-TNF- mouse (Genzyme) e curva padrão
	

	gel de poliacrilamida  
	

	antibiótico Gentamicina
	

	heparina
	

	meio de cultura RPMI
	

	meio mínimo de Eagle (DMEM)
	

	p-nitrofenil fosfato (Sigma)
	

	reagente de Griess
	

	solução padrão de NaNO2
	

	BSA
	

	soro fetal bovino
	

	TOTAL
	R$ 60.000,00


Material de laboratório

	Material
	valor

	Tubos falcon (pacote com 100)
	

	cubetas para espectrofotometria
	

	frascos de cultura de T-25
	

	placas de microcultivo (Nunc)
	

	placas de 96 poços
	

	Tubos para Facs
	

	TOTAL
	R$ 15.000,00


Material de escritório

	Material
	Valor

	Papel A4
	

	Toner para impressora a Laser Shot
	

	Papel alumínio
	

	Papel kraft
	

	Fita crepe
	

	parafilme
	

	luvas
	

	TOTAL
	R$ 3.000,00


TOTAL 







  R$ 180.000,00
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