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RESUMO

A leucemia promielocitica aguda (LPA) representa 10-15% das leucemias
mieldides agudas, caracterizada pela translocacdo t(15q17);(22g21) presente em 90%
dos pacientes com a doenga e resultando na sintese de uma oncoproteina quimérica
PML/RARa., responsavel pela inibi¢do da diferenciacdo celular da linhagem mielocitica.
Beta-glucanos (B-GLU) sdo polissacarideos naturais constituidos de mondmeros D-
glicose com uma ligagdo beta-glicosidica encontrados nas paredes celulares de fungos,
bactérias, algas, plantas e leveduras, capazes de melhorar o sistema imunologico e tém
sido utilizados para o tratamento de sindrome da imunodeficiéncia adquirida (HIV),
niveis altos de colesterol, diabetes e, recentemente, neoplasias. Ha poucos estudos sobre
o efeito de B-GLU em linhagens celulares de leucemia. Este trabalho apresenta uma
avaliagdo do efeito citotoxico e antiproliferativo do BiovitBioglucan® (SEMS
farmacéutica, Linddia, S3o Paulo) constituido de B-GLU(B-1,3-1,6 DGlucano), na
linhagem celular de LPA, HL60. O efeito citotoxico foi avaliado pelo método do MTT.
A proliferacdo celular foi avaliada por contagem utilizando azul de trypan por 4 dias de
tratamento com diferentes concentragdes de BiovitBioglucan®. Foi observado o efeito
citotoéxico do BiovitBioglucan® pelo MTT, sendo o IC50 390,62pg/mL por 72h. O
ensaio de proliferagdo celular evidenciou o efeito antiproliferativo do BiovitBioglucan®

(P<0,05)na linhagem celular HL60.

Palavras-chave: Leucemia promielocitica aguda, efeito citotdxico e anti-proliferativo,

BiovitBioglucan®.



ABSTRACT

Acute promyelocytic leukemia (APL) represents 10-15% of myeloid acute
leukemia, characterized by translocation t(15q17);(22q21) present in 90% of pacientes
with the disease that result in a synthesis of a chimeric oncoprotein PML/RARa,
responsible by the inhibition of myeloid cell differentiation. Beta-glucan (B-GLU) are
natural polysaccharides formed by monomers of D-glucose with a beta-glycosidic bond
found in cell wall of fungi, bacteria, algae, plants and yeasts, capable to improve
immune system and had been used to treat acquired immunodeficiency syndrome
(AIDS), high levels of blood cholesterol, diabetes and, recently, neoplasms. There are
few studies about the effect of B-GLU on leukemia cell lines. This work presents an
avaliation of the anti proliferative and citotoxic effect of BiovitBioglucan® (SEMS
pharmaceutical, Lind6ia, Sdo Paulo) consisting by B-GLU (B-1,3-1,6 D Glucan), in
APL cell line, HL60. The citotoxic effect was evaluated by MTT assay. The cell
proliferation was evaluated by counting using trypan blue for 4 days with different
concentrations of BiovitBioglucan. We observed the citotoxic effect of BiovitBioglucan
by MTT and found the ICs9390.62 ug/mL for 72 hours. The proliferation assay showed
the anti proliferative effect of BiovitBioglucan® (p<0.05) in H60 cells.

Key words: Acute promyelocytic leukemia, citotoxic and anti proliferative,
BiovitBioglucan®.



INTRODUCAO

As leucemias sdo classificadas de acordo com a proliferagdo neoplasica das
linhagens celulares mieléides e linfoides" *. Ainda, as leucemias sdo subdivididas em
aguda, a qual os mieloblastos ou linfoblastos apresentam proliferacdo celular acentuada,
mas perdem a capacidade de maturacgdo e diferenciacdo e, em crdnica, caracterizada por
se originar dos precursores celulares mielociticos ou linfociticos da medula dssea,
gerando clones neoplasicos diferenciados e maduros, porém disfuncionais, resultando
em um acimulo de um tnico clone de células maduras na medula dssea e no sangue
periférico® %,

Segundo o Grupo de Estudos Cooperativo Franco-Americano-Britanico (FAB),
as leucemias podem ser subdivididas, de acordo com os aspectos morfoldgicos e
citoquimicos, em leucemias linfociticas cronicas (LLC), leucemias linfociticas agudas
(LLA), leucemias mieldides cronicas (LMC) e leucemias mieldides agudas (LMA)*.As
LMAs sdo doengas malignas clonais de células progenitoras mieloides ou mieloblastos
que perderam a capacidade de maturacdo e diferenciacdo, resultando no acimulo de
células jovens anormais na medula o6ssea, dificultando a produgdo normal das outras
células sanguineas’. As principais causas desse tipo de leucemia podem ser radiagdes
ionizantes gama ou beta, agentes quimicos toxicos e farmacologicos, como benzeno e
agentes alquilantes, infec¢des virais como o virus T-linfotropico humano (HTLV), que
infecta as células de defesa do organismo, os linfocitos T e tabagismo’. Também,
fatores genéticos, caracterizados por alteragdes cromossdmicas, tais como a sindrome de
Down, sindrome de Bloom, e sindrome de Fanconi’. As LMAs originam-se na medula
6ssea e com a evolugdo da doenga as células neopldsicas extravasam para o sangue
periférico, podendo chegar a outros 6rgdos como figado, bago, linfonodos e outros
tecidos’.

As LMAs acarretam adultos jovens, com idade entre 18-63 anos’. As principais
manifestagdes clinicas da doenga sdo palidez, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia,
infeccdes constantes, petéquias e outras manifestagdes hemorragicas, dores em
articulagdes e 0ssos ¢ a hipertrofia gengival devido ao acimulo de células neoplésicas®.
O hemograma ao diagnostico apresenta trombocitopenia, hematdcrito em baixos niveis,
hemécias com caracteristica normocitica e normocrémica, neutropenia e leucopenia’.

As LMAs sao classificadas em subtipos M0 a M7, de acordo com a morfologia
celular ¢ a imunofenotipagem®. A leucemia promielocitica aguda (LPA) ¢ classificada
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como subtipo M3 e ¢ caracterizada pela diferenciacdo anormal de células mielociticas’.
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A LPA afeta predominantemente adultos jovens de ambos os sexos com 40 anos de
idade’. Cerca de 90% dos pacientes com LPA apresentam a translocagio cromossomica
t(15;17)q(22;21), o que resulta na fusdo dos genes receptor alfa do 4cido
retindico(RARa) e leucemia promielocitica aguda (PML), sintetizando uma
oncoproteina quimérica PML/RARa, com alteracdo do 4cido retindico bloqueando a
diferenciagio da linhagem mieloide™ A morfologia celular dos promieldcitos é
caracterizada por nucleos excéntricos com granulagdes citoplasmaticas e bastdes de
Auer no citoplasma’.

O tratamento comumente adotado para pacientes com LPA com a translocagao
(15;17)q(22;21)¢ o 4acido transretinoico(ATRA), responsdvel por induzir a
diferenciagio, maturacio e apoptose das células leucémicas’.Cerca de 99% dos
pacientes obtém a remissdo e a sobrevida livre da doenga por até 5 anos apds o
tratamento®.Entretanto, 5-20% dos pacientes desenvolvem sindrome do 4cido retinoico
ou sindrome de diferenciagdo, que consiste de lesdo pulmonar, sintomas respiratdrios,
febre, dores Osseas, edema, faléncia cardiaca, insuficiéncia renal, derrames
cavitarios,além de outros efeitos colaterais, podendo dificultar o tratamento ou ser fatal
ao individuo®,0 que justifica a procura de novos tratamentos’.

Beta-glucanos sdo polissacarideos naturais, constituidos de mondémeros de D-
glicose com uma ligagao beta-glicosidica, encontrada nas paredes celulares de fungos,
bactérias, algas, plantas e leveduras ® Recentemente, os beta-glucanos foram utilizados
como tratamento complementar de diabetes, colesterol, virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) e neoplasias’.

Estudos in vitro sugeriram que Beta-glucanos podem aumentar a maturagdo das
células dendriticas derivadas de monocitos, facilitando o reconhecimento dos receptores
na superficie celular, como o receptor de complemento CR3 e consequentemente
levarem a atividade citotoxica e morte das células leucémicas’. Além disso, beta-
glucanos ajudaram a induzir a diferenciacdo de células dendriticas a partir de linhagens
de células leucémicas monociticas™ As células dendriticas derivadas de leucemia sido
imunopotentes e podem desencadear respostas de células T anti-leucémicas, as quais
irdo ativar linfécitos B (CD19+/ CD20+) produzirem anticorpos anti-leucémicos'’.0
BiovitBioglucan® ¢ uma suspensdo de beta-glucanos B-GLU(B-1,3-1,6 DGlucano) e
extrato aquoso de Cameliasinensis. Nao ha estudos sobre os efeitos citotoxicos e

antiproliferativos do BiovitBioglucan® na linhagem celular de LPA, HL60.



MATERIAL E METODOS
Linhagem Celular

A linhagem celular de LPA, HL60, foi gentilmente doada pela Profa. Dra.
Carmen Silvia Passos Lima, Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade de
Campinas. A linhagem foi mantida em meio de cultura RPMI(Cultilab,Brasil)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil), 1% de penicilina
e estreptomicina (Cultilab, Brasil)em estufa a 37°C, 5% de CO2.

BiovitBioglucan®

O BiovitBioglucan® foi gentilmente doado pelo Dr. Samuel Silva, Diretor
executivo da SEMS Biofarmacéutica, Pesquisa e Desenvolvimento, Lindéia, SP. E uma
suspensdo de B-glucanos obtidas a partir Saccharomyces cerevisiae constituido de [-
1,3-1,6 (DGlucanos) (5%), extrato aquoso de flavonoides originados da Camelia
sinensis(0,3%) e menos de 2% de estabilizantes acido sorbico e benzoato de sodio.
Foram utilizadas concentragcdes seriadas a partir da concentra¢do inicial maxima
(50.0000 pg/mL; 25.000 pg/mL; 12.500 pg/mL; 6.250 pg/mL; 3.125 pg/mL; 1.525
pg/mL; 781,25 pg/mL; 390,62 pg/mL; 195,30 ug/mL; 97,65 pg/mL), sendo que as
diferentes diluigdes foram realizadas com meio de cultura RPMI 10% SFB no momento

do tratamento.

Ensaio MTT

O ensaio pelo método [3-(4,5-dimetilazol-2il)-2,5-difeniltetrazolio] ou MTT foi
utilizado para avaliar o efeito citotoxico'' do BiovitBioglucan® por 24, 48 e 72 horas de
tratamento com as concentracdes acima indicadas. Resumidamente, foram plaqueadas
cerca de 0,2x10° células HL60 em placas de cultivo celular de 96 pogos, em triplicata
para cada concentra¢do e tempos indicados. Apos, foi adicionado 2 pg/mL de MTT
(Sigma, Estados Unidos) em cada poco e incubacdo por 4 horas a 37°C. Cerca de
100 pL de dimetil sulféxido (DMSO)(Synth, Brasil) foram adicionados em cada pogo e
apos 15 minutos de incubagdo, foi realizado a leitura de absorbancia a 540nm em leitor
de microplacas (Thermo Fisher, Estados Unidos). Uma triplicata de células ndo tratadas

com o BiovitBioglucan® foi utilizada como controle.



Ensaio da proliferacio celular

O ensaio de proliferagdo celular foi realizado para verificar o potencial
antiproliferativo do BiovitBioglucan®. Cerca de 0,2x10° células HL60 por pogo foram
cultivadas em placas de cultivo celular de 24 pogos com meio RPMI 10% SFB e
BiovitBioglucan® na concentracao de 390,62 pg/mL por 72 horas de tratamento em
triplicata. Uma triplicata de células nao tratadas com o BiovitBioglucan® foi utilizada
como controle. Ap6s 24 horas de tratamento as células foram contadas utilizando azul
de Trypan(Sigma, Estados Unidos)e cdmara de Newbauer, e foram replaqueadas em

seguida. O mesmo foi realizado apos 48, 72 e 96 horas de tratamento.

Analise estatistica

Os dados foram apresentados como a média + desvio padrao. A diferenga entre
os multiplos grupos foi analisada por andlise de varidncia unidirecional seguida pelo
teste de Tukey e ANOVA. Todos os célculos estatisticos foram realizados utilizando o
software SPSS. 11 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). P<0,05 foi considerado para indicar

uma diferenca estatisticamente significativa.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaio MTT

O ensaio MTT possibilitou a avaliagdo do efeito citotoxico do BiovitBioglucan®
na linhagem celular HL60. Foi possivel observar efeito citotoxico acentuado apos 24 e
48 horas de tratamento, nas concentragdes de 50.0000 e 25.000 pg/mL (Figura 1).
Entretanto, apos 72 horas de tratamento, foi possivel observar efeito citotoxico abaixo
do IC50 (quando 50% das células estdo viaveis) (Figura 1). A concentragdo de
390,6 pg/mL por 72 horas foi escolhida como a melhor concentragdo e tempo para o
tratamento com o BiovitBioglucan®.

Em nosso melhor conhecimento, ndo ha estudos anteriores mostrando o efeito

citotoxico do BiovitBioglucan® em linhagem celular de LPA, HL60.
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Figural:

A) Morfologia celular da linhagem HL60 antes e apds tratamento com
BiovitBioglucan. B) Curva de citotoxidade do BiovitBioglucan® pelo
método MTT em linhagem celular de leucemia promielocitica aguda
(HL60). As células foram cultivadas com diferentes concentragdes de

BiovitBioglucan® por 24, 48 e 72 horas de tratamento.

Ensaio de proliferacio celular

O ensaio de proliferagdo celular possibilitou avaliacao do efeito antiproliferativo

do BiovitBioglucan® na linhagem celular HL60. A concentracdo adotada para avaliar a

proliferacao foi 390,6 ng/mL por 72 horas de tratamento (IC50). Foi possivel observar o

efeito antiproliferativo a partir de 48 horas de tratamento, apresentando efeito acentuado

com 72 horas (Figura 2). Diminui¢do acentuada do ntiimero de células foi verificado



(P<0,05) nas cé¢lulas tratadas BiovitBioglucan® em comparagdo com as células
controles contendo apenas meio de cultura celular. Nao ha estudos anteriores mostrando

o efeito antiproliferativo do BiovitBioglucan® em linhagens celular HL60.
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Figura 2. Curva do efeito antiproliferativo do BiovitBioglucan® pela contagem das
células da linhagem celular de leucemia promielocitica aguda (HL60)
com azul de Trypan. As células foram tratadas com BiovitBioglucan® na
concentragdo de 390,6 ug/mL por 72 horas, em triplicata.P valores
menores que 0,05 foram considerados significativos.
CONCLUSAO

O BiovitBioglucan® apresentou efeitos citotoxico e antiproliferativo na
linhagem celular HL60.A combinagdo de B-1,3-1,6 (DGlucanos) e flavonoides
originados da Camelia sinensis, pode ter colaborado para os efeitos observados na
linhagem celular estudada. Entretanto, futuros ensaios serdo realizados para confirmar

os resultados aqui apresentados.
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