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Resumo

B-glucanas sdo polissacarideos constituintes estruturais da parede celular de leveduras, fungos e alguns
cereais, que se diferenciam pelo tipo de ligagdo presente entre as unidades de glicose. Uma importante
fonte destes polissacarideos ¢ a parede celular de Saccharomyces cerevisiae, uma levedura amplamente
empregada em processos industriais de fermentacdo. A B-glucana é considerada um modificador da
resposta bioldgica devido ao seu potencial imunomodulador, pois ao ser reconhecida por receptores
celulares especificos tem habilidade de realgar a resposta imune do hospedeiro. Outros efeitos benéficos
como anticarcinogénico, antimutagénico, hipocolesterolémico e hipoglicémico também tém sido
relacionados a B-glucana Esta revisdo de literatura teve por objetivo agregar conhecimentos cientificos
sobre a constituigdo e bioatividade da B-glucana, incluindo seu reconhecimento pelo sistema imune,
bem como, a obtengdo a partir da parede celular de S. cerevisiae.
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Abstract

B-glucans are polysaccharides that constitute the structure of the cell wall of yeast, fungi and some
cereals, which differs each other by the linkages between glucose units. An important source of
these polymers is the Saccharomyces cerevisiae cell wall, which is a yeast widely used in industrial
processes of fermentation. The B-glucan is considered to be a modifier of biological response due to
its immunomodulator potential. When it is recognized by specific cellular receptors, have the ability to
enhance the host’s immune response. Other beneficial effects such as anticarcinogenic, antimutagenic,
hypocholesterolemic and blood sugar reduction have also been related to the B-glucan. The aim of this
literature review was expand scientific knowledge about the constitution and bioactivity of -glucan,
including its recognition by the immune system, as well as its obtaining from S. cerevisiae cell wall.
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Introducao

B-glucanas sdo polissacarideos constituintes
estruturais da parede celular de leveduras, fungos
e alguns cereais, que se diferenciam pelo tipo
de ligacdo entre as unidades de glicose da cadeia
principal e pelas ramificagdes que se conectam a essa
cadeia. Nas ultimas décadas estes polimeros vem
recebendo especial aten¢do por sua bioatividade,
principalmente no que se refere a imunomodulagdo.
Além disso, inameros efeitos benéficos como
antitumoral,  antinflamatorio,  antimutagénico,
hipocolesterolémico e hipoglicémico tém sido
relacionados a B-glucanas. Uma importante fonte
de B-glucana ¢ a parede celular de Saccharomyces
cerevisiae, também conhecida como levedura de
fermentagdo, que ¢ amplamente empregada nas
industrias de panificagdo, cervejaria e sucroalcoleira.
Em §. cerevisiae, a B-glucana é constituida por um
esqueleto linear central de unidades de glicose
ligadas na posicdo P(1-3), com cadeias laterais
unidas em B(1-6), que ocorrem em diferentes
intervalos e tém tamanhos variados. A B-glucana
¢ designada como um modificador da resposta
biologica pois, ao ser reconhecida pelo organismo
desencadeia uma série de eventos na resposta
Em vertebrados este reconhecimento
de de

superficie celular e em seguida o sistema imune ¢

imune.
ocorre atraveés receptores especificos
estimulado pela B-glucana em resposta a inimeras
situagdes prejudiciais ao individuo. A modulagao
da B-glucana inclui a ativacdo de macrofagos e
linfécitos polimorfonucleares, além da inducdo da
expressdo de diversas citocinas. O mecanismo de
acdo parece estar relacionado ao peso molecular,
tipo de ligagdes glicosidicas, residuos presentes,
solubilidade em agua, conformagao espacial e grau
de polimerizagdo da B-glucana. Nos ultimos anos,
inumeras pesquisas tem sido realizadas visando a
otimizagdo do processo de obtengdo da B-glucana
a partir da parede celular de S. cerevisiae. Além
disso, ha um crescente interesse na identificacido das
caracteristicas estruturais e biologicas da p-glucana

e seus derivados, na expectativa de viabilizar seu
uso, aproveitando seu potencial imunoestimulante.
Esta revisdo teve como objetivo aprofundar
conhecimentos sobre este importante biopolimero,
enfatizando sua obtengdo a partir de S. cerevisiae,
pois representa um potencial adjuvante na profilaxia
e terapia de inimeras doengas.

Parede celular de Saccharomyces cerevisiae

Designada comumente como levedura de

cervejaria ou de panificacdo, Saccharomyces

cerevisiae € um microrganismo eucariotico
unicelular, que apresenta forma variada. Dentre suas
caracteristicas, destaca-se a capacidade de ajustar-
se metabolicamente para a fermentacao de acucares
em presenga ou auséncia de oxigénio, produzindo
alcool ou gas carbonico (TORTORA; BERDELL;

CASE, 2000).

O desenvolvimento de uma camada de prote¢ao
externa € critico para o crescimento e sobrevivéncia
das células fangicas (DURAN; NOBLEGA,
2004). A parede celular ¢ uma organela comum
em leveduras e fungos filamentosos, localizada na
interface entre o microrganismo e o meio ambiente.
Nas ultimas décadas, sua organizacao ¢ composi¢ao
(FIRON;

vém sendo amplamente estudadas

LESSAGE; BUSSEY, 2004).

A parede celular ¢ uma estrutura forte,
responsavel pela protecdo fisica e estabilidade
osmotica da célula que através de permeabilidade
seletiva permite o transporte de nutrientes para o
citoplasma (SMITH et al., 2000; KLIS et al., 2002).
Neste contexto, Kapteyn et al. (1997) relataram
que a parede ¢ determinante para a integridade da
célula, pois sustenta a forma e oferece protegao
mecanica, além de promover o metabolismo e
crescimento celular pela modulagao da seletividade
as macromoléculas. Além disso, para preservar a
integridade da célula, quando ocorrem perturbagdes
na parede celular mecanismos de reparo reorganizam
a estrutura molecular (KLIS et al., 2002).
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Em §. cerevisiae, a parede celular representa de
15 a 30% do peso seco total da célula, sendo que
seus componentes sdo sintetizados e unidos em
sincronia com o crescimento e a divisdo celular
(CID et al., 1995).

Estudos sobre a composicao da parede de células
de S. cerevisiae revelaram a presenga de glucana
(48-60%), que € um polimero de unidades de glicose
com ligacdes B(1-3) e B(1-6), manoproteinas (20-
23%), quitina (0,6-2,7%), que € composta por B(1-
4) N-acetilglicosamina e uma pequena porcao de
lipidios (FLEET, 1985; HARTLAND et al., 1994;
KLIS, 1994). A distribuicao destes componentes
esta organizada em duas camadas principais, sendo
a externa composta de manoproteinas e, a interna de
glucana e quitina, em uma estrutura interconectada
por ligacdes covalentes (HA et al., 2002; KLIS et
al., 2002).

A camada externa de manoproteinas retém as
proteinas periplasmaticas, conferindo resisténcia
as células vivas de leveduras e limitando o acesso
de enzimas externas, como aquelas elaboradas por
outros microrganismos (ZIOTNIK et al., 1984). Em
contrapartida, a camada de glucana entrelagcada por
fibrilas de quitina, adjacente a membrana plasmatica,
mantém a rigidez e a forma da célula (KOPECKA;
PHAFF; FLEET, 1974; KAPTEYN et al., 1997).
Conforme Kollar et al. (1997), na camada interna,
os componentes ligados covalentemente oferecem
forca e resisténcia pela formacdo de complexos
macromoleculares.

A arquitetura molecular da parede celular de S.
cerevisiae nao ¢ fixa e durante o ciclo celular sofre
considerdveis ajustes na composi¢do e estrutura
(SUZUKI et al., 2004). Conforme Firon, Lesage e
Bussey (2004) a parede da célula ¢ alvo de inumeras
mudangas, e caracteristicas como plasticidade e
for¢a de tensdo sdo continuamente alteradas durante
o ciclo celular, para permitir o crescimento e divisao.
Além disso, também apresenta alteragdes em
resposta a disponibilidade de nutrientes, oxigénio,

e a condi¢des de temperatura e pH, formando
complexos especificos de proteinas e polissacarideos
(KAPTEYN; VAN OEN ENOE; KLIS, 1999). Em
recente estudo, Karreman et al. (2007) relataram
que a Hsp12p, uma proteina hidrofilica de resposta
ao stress, influencia na rigidez e permeabilidade,
além de aumentar a flexibilidade da parede celular
de S. cerevisiae. A regulacao para expressdo desta
proteina ¢ vinculada a condi¢des de aumento da
temperatura, pressao osmotica e concentragao salina
ou ainda, perturbacdes na parede da célula.

Kim e Yun (2006) estudaram a influéncia da
composi¢do do meio e das condigdes de cultivo
na composicdo da parede celular de S. cerevisiae.
As alteracdes no conteudo de B-glucana, durante
o cultivo em batelada e fermentagdao continua,
evidenciaram que a composi¢ao da parede celular
¢ afetada pela composicdo do meio, principalmente
na fase estacionaria, quando a taxa de crescimento €
baixa e a parede apresenta mudangas inclusive nas
caracteristicas de forca ¢ resisténcia.

Morris et al. (1996) relataram que a parede
celular, em S. cerevisiae, é altamente elastica,
pois as células podem diminuir rapidamente seu
volume em solucdes hipertdnicas como resposta a
pressdo osmotica, e retornar ao volume original em
condi¢Oes ambientais favoraveis. Segundo Rees et
al. (1982), a propriedade de elasticidade pode ser
atribuida as cadeias de P(1-3)glucana organizadas
numa espécie de mola flexivel de extensao variada.
Esta organizagdo na parede permite o aumento
ou redu¢do do volume celular em resposta as
condigOes externas e explica, em parte, a maior
permeabilidade em células vivas do que na parede
isolada (De NOBEL et al.,, 1990; De NOBEL;
BARNETT, 1991). Ja, a B(1-6)glucana serve de
ancora para a estrutura e integridade da camada de
manoproteinas (ROEMER et al., 1994), sendo sua
sintese vinculada a expressdo de genes de proteinas
especificas e caracteristicas da parede celular
(SIMONS; EBERSOLD; HELENIUS, 1998).
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B-glucanas: constituicio e caracteristicas

As B-glucanas s3o moléculas altamente
ordenadas, que se diferenciam pelo tipo de
ligagdo entre as unidades de D-glicose (anéis
tipo B-D-glucopiranose) da cadeia principal e,
pelas ramificagdes que se conectam a essa cadeia

(BROWN; GORDON, 2001).

Uma importante fonte de B-glucana ¢ a parede
celular de leveduras, particularmente da levedura
de fermentacdo S. cerevisiae (DIJKGRAAF;
LI; BUSSEY, 2002). Isto porque, o componente
presente em maior quantidade na parede celular de
S. cerevisiae ¢ uma B-glucana constituida por um
esqueleto linear central de unidades de glicose ligadas
na posicao P(1-3), com cadeias laterais de tamanhos
variados, também de glicose porém, unidas em B(1-
6). As cadeias laterais podem ocorrer em diferentes
intervalos ao longo do esqueleto central (MANNERS
etal., 1973; Di LUZIO et al., 1979).

Amplamente distribuidas na natureza, as [-
glucanas estdo presentes em fungos, leveduras,
algas, bactérias e plantas superiores apresentando
diferentes estruturas (MIURA et al., 2003). Em
cereais, como cevada e aveia, a [B-glucana da
parede do endosperma apresenta, além de B(1-3),
ligacdes P(1-4), formando polimeros complexos
de polissacarideo-proteina (BHATTY, 1993). De
modo geral, embora ligagdes B(1-4), ou B(1-6)
possam estar presentes na estrutura, além de (1-3),
os estudos relatam estes polimeros somente como
glucana ou B-glucana (FREIMUND et al., 2003).
Em seu estudo, Pelosi et al. (2003) comentaram que
também o nome genérico P(1-3)glucana ¢ utilizado
para referéncia a glucanas contendo somente
ligagdes P(1-3), ou além destas, por¢do variavel de
B(1-4) ou B(1-6) conectadas a cadeia principal.

Quanto a solubilidade em alcali, duas fragdes de
B(1-3)glucana sdo encontradas na parede celular de
S. cerevisiae, sendo uma soltuvel e outra insoluvel. A
porcdo insoluvel contém de 3 a 6% de ramificagdes
unidas em B(1-6) e representa 0 maior componente

da parede. A porcdo soluvel, que representa de
15 a 20% tem estrutura semelhante a insoluvel,
porém com maior numero de ramificagdes P(1-6)
(MANNERS et al., 1973; SHAHINIAN; BUSSEY,
2000). Conforme Kapteyn et al. (1997) os
heteropolimeros B(1-3)/B(1-6)glucana identificados
como alcalino-soliveis em S. cerevisiae, tornam-se
alcalino-insoluveis através da ligagao entre o residuo
terminal reduzido B(1-4) da quitina e o terminal ndo
reduzido da B(1-3)glucana.

AsB(1-3)glucanas tém tamanho estimado de 1500
residuos de glicose e as B(1-6)glucanas apresentam
de 150 a 200 residuos e, na parede de S. cerevisiae
sdo rearranjadas por ramifica¢des introduzidas por
glicosiltransferases (STRATFORD, 1994). Segundo
Lee etal. (2002), a solubilidade em agua depende do
numero de residuos de glicose unidos em p(1-6) das
cadeias laterais, e do grau de polimerizagdo. E, de
acordo com Klis etal. (2002) o grau de polimerizagao
da B(1-3)glucana pode variar com as condi¢des em
que a levedura se encontra. Neste contexto, sabe-se
que proteinas essenciais para a sintese da -glucana
sao dependentes de condigdes ambientais (CABIB;
DRGANOVA; DRGON, 1998).

Considerando as estruturas tri-dimensionais
j& observadas, P(1-3)glucanas com a mesma
composi¢ao quimica podem apresentar conformagao
de hélice simples, tripla hélice ou em forma de
espiral (YOUNG; JACOBS, 1998). As hélices sao
compostasporuma, outrés cadeias de polissacarideos
que permanecem unidas por pontes de hidrogénio
(LIPKE, 1998), formando uma estrutura helicoidal.
Aparentemente, pelo menos uma por¢ao da P(1-
3)glucana assume estrutura helicoidal (KRAINER
et al., 1994).

Dentre as conformag¢des ja descritas, a
hélice simples e a tripla hélice sdo consideradas
biologicamente ativas. Porém, a conformacdo em
tripla hélice é sugerida como aquela que apresenta
maior atividade biologica (HA et al., 2002; KO;

LIN, 2004).
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Bioatividade da pB-glucana

Alguns polissacarideos, como [-glucanas
obtidas de fungos, bactérias e leveduras pertencem
a uma classe de substincias conhecidas como
modificadores da resposta biologica (MRBs), pois
alteram a resposta no hospedeiro pelo estimulo do
sistema imune (BOHN; BeMILLER, 1995). Esses
polimeros ativam a resposta imune via sistema
complemento, diretamente ou, com auxilio de
anticorpos, e produzem fatores quimiotaticos que
induzem a migragdo de leucdcitos para o sitio da

infeccdo (NICHOLAS; SHAUN, 2001).

As propriedades biologicas de preparagdes
brutas de PB(1-3)glucanas vem sendo estudadas
desde a década de 50 (PILLEMER et al., 1956) apo6s
a obtencao do zymosan, que ¢ o extrato insolivel da
parede celular de S. cerevisiae (HASSID; JOSLYN;
McCREADY, 1941). Descrita por DiCarlo e Fiore
(1958) a composi¢do do zymosan inclui proteinas,
quitina, B-glucana, mananas e lipideos, sendo a
B-glucana o constituinte biologicamente ativo
(FITZPATRICK; DiCARLO, 1964).

Utilizado como um modificador da resposta
biologica, o zymosan ¢ reconhecido como ativador
de uma via alternativa do sistema complemento
(HIDA et al., 2006). Desde sua descoberta diversos
estudos das fungdes imunes, in vivo e in vitro,
envolvendo B-glucanas foram realizados (BROWN;
GORDON, 2003).

A atividade
sendo

biologica da

aten¢ao
anos especialmente, pela habilidade em ativar
mecanismos de defesa no hospedeiro (YUN et al.,
2003; KO; LIN, 2004; KIM et al., 2006). Além disso,
outros efeitos, como antitumoral, antinflamatoério,
antimutagénico, hipocolesterolémico, hipoglicémico
e protecao contra infecgcdes vém sendo avaliados e
comprovados (KOGAN, 2000; LIN et al., 2004;
BEHALL et al., 2006; KIM et al., 2006). A B-
glucana ¢ considerada um candidato promissor para

B-glucana vem

estudada com nos ultimos

uso como agente imunoestimulante em pacientes

imunocomprometidos, pois estes ficam mais

propensos a infec¢do por bactérias multiresistentes
a drogas (KULICKE; LETTAU; THIELKING,
1997).

E, conforme Kim e Yun (2006), a B-glucana
obtida da parede celular de leveduras parece ser mais
efetiva do que aquelas obtidas de outras fontes.

Atividadeimunomodulatoria: reconhecimento
da B-glucana pelo sistema imune

A B-glucana ¢ designada como um modificador
da resposta biolodgica, pois, ao ser reconhecida pelo
organismo possui a capacidade de desencadear
uma série de eventos na resposta imune (BOHN;
BeMILLER, 1995).Seureconhecimentopelosistema
imune de vertebrados foi primeiramente descrito em
estudos envolvendo patogenos fingicos (ADEREM;
ULEVITCH, 2000). Neste aspecto, ¢ sabido que
alguns fungos patogénicos mascaram sua -glucana,
ou pelo menos parte dela, evitando o reconhecimento
pelas células de defesa do hospedeiro e, assim
minimizando significativamente as respostas pro-
inflamatorias para a infeccdo (HERRE et al., 2004).
Essa camuflagem da B-glucana, que ¢ resultado da
expressdo de genes sabidamente conservados em
fungos, também favorece a colonizagdo comensal
de fungos oportunistas, que por sua vez tornam o
hospedeiro mais propenso a doengcas (WHEELER;
FINK, 2006).

As respostas a P-glucana em vertebrados
tém inicio com o reconhecimento por receptores
presentes na superficie celular (BROWN;
GORDON, 2005). Estes receptores ja foram
identificados em células imunes como macrofagos/
monocitos, neutrdfilos e células natural killer (NK).
Além disso, também foram descritos em células nio
imunes como endoteliais, fibroblastos, do epitélio
alveolar e de Langerhans (BROWN; GORDON,
2003). Conforme Tokunaka et al. (2002), o
reconhecimento da B-glucana pelos receptores pode
ser influenciado pela solubilidade do polissacarideo.
Também a conformagdo do polimero em solugao foi
sugerida por Chorvatovicova, Machova e Sandula
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(1996) como um importante fator para a ligagao aos
receptores de uma dada atividade biologica.

A estrutura que permite o reconhecimento pelo
sistema imune esta associada a padrdes moleculares
(PAMPs), que normalmente sdo essenciais para
sobrevivéncia de patdogenos microbianos. Entre as
PAMPs mais conhecidas estdo as B-glucanas que
desencadeiam respostas para proteger o hospedeiro
invasdo de patdgenos,
a imunidade inata de organismos
(BROWN; GORDON, 2005).

contra caracterizando

superiores

Inimeros receptores estdo relacionados ao
reconhecimento da B-glucana em vertebrados,
do

Complemento 3 (CR3), lactosilceramida e scavenger

incluindo  dectin-1, Receptor Sistema
receptors. O mecanismo de resposta parece ser
mediado pela combinagao destes (BATTLE et al.,
1998), porém o papel melhor esclarecido ¢ o da

dectin-1.

Caracterizada como uma  glicoproteina
transmembrana tipo 1, a dectin-1 possui um dominio
extracelular CDR responsavel pelo reconhecimento
de carboidratos e, uma cauda citoplasmatica com
o imunoreceptor ITAM (tirosine-based activating
motif). O imunoreceptor pode ser fosforilado pelo
estimulo da molécula de B-glucana e, ao que tudo
indica, esta fosforilagdo esta envolvida na produgao
de superdxido pelos macrofagos em resposta de

defesa (BROWN; GORDON, 2001).

A expressdo da dectin-1 ¢ predominante em
monocitos, macréfagos, linhagens de neutréfilos
e células dendriticas, sendo significativamente
influenciada por citocinas e produtos microbianos
(TAYLOR et al., 2002; WILLMENT; GORDON;
BROWN, 2001). Embora seja expressa de forma
heterogénea nos tecidos, dectin-1 ¢ um receptor
que tem distribui¢ao consistente com a tarefa de
vigilancia contra patégenos (REID et al., 2004).
Esta glicoproteina reconhece B-glucanas soluveis
e particuladas,
intactas e também possui um ligante para células T
(ARIIZUMI et al., 2000; STEELE et al., 2003).

incluindo particulas fingicas

A dectin-1 pode fazer a mediacdo de diversas
respostas celulares incluindo fagocitose, endocitose
e burst oxidativo. Adicionalmente, em colaboragao
com receptores toll-like, dectin-1 pode induzir
a producdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias como Fator de Necrose Tumoral Alfa
(TNF-a)), Proteina Inflamatoria de Macréfagos-
2 (MIP-2) e Interleucina-12 (IL-12) (BROWN;
GORDON, 2003; GANTNER et al., 2003; HERRE
et al., 2004). De acordo com Balloy et al. (2005)
os receptores celulares toll-like disparam no sistema
imune uma complexa sinalizagdo em cascata apos o
reconhecimento de particulas fingicas.

Outro receptor envolvido no reconhecimento
e resposta imune para a B-glucana ¢ o CR3, uma
integrina heterodimérica expressa em células
mieldides, NK e alguns linfocitos. CR3 possui
um sitio de ligagdo para carboidratos, localizado
no carbono terminal, e funciona como molécula
de adesdo celular, além de receptor fagocito para
a B-glucana (THORNTON et al., 1996; XIA;
ROSS, 1999). Este receptor estimula a secrecao
de citocinas em células NK, principalmente na
presencga de patdgenos (ROSS et al., 1999) contudo,
seu mecanismo de acao nao é conhecido em detalhes
(GANTNER et al., 2003).

Encontrado em diversos tipos de células, o
receptor de superficie lactosilceramida é um
glicoesfingolipidio que forma microdominios na
membrana plasmatica. A interagdo deste receptor
com a j3-glucana realga o burst oxidativo e as fungdes
antimicrobianas, induz a ativagdo da citocina Fator
Nuclear kappa B (NFxB) e a produgao da MIP-2
nas células do epitélio alveolar (WAKSHULL et al.,
1999; HAHN et al., 2003).

Existe também um grupo heterogéneo de
moléculas, chamado Scavenger receptors que
reconhece lipoproteinas modificadas de baixa
densidade (PEISER, MUKHOPADHYAY,
GORDON, 2002) e que ¢ capaz de reconhecer a
estrutura basica da B-glucana. Sua expressdo ocorre

em algumas células mieldides e endoteliais e parece
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que estas moléculas estdo envolvidas na homeostase
e imunidade, porém, sua afinidade para carboidratos
¢ significativamente afetada pela quantidade de
polimeros (RICE et al., 2002).

Atividade imunomodulatéria da p-glucana

O efeito imunomodulador das B-glucanas esta
envolvido tanto na imunidade humoral quanto na
celular (SOLTYS; QUINN, 1999, TOKUNAKA
et al., 2002; TAKAHASHI et al., 2001; KUBALA
et al., 2003). O sistema imune do hospedeiro ¢
estimulado pela B-glucana em resposta a formagao
de tumores (KOGAN et al., 2002; KHALIKOVA
et al.,, 2005) e contra infecgdoes (TZIANABOS,
2000). Existem diversos relatos que comprovam o
efeito imunomodulatorio em infecgdes de origem
bacteriana (TZIANABOS; CISNEROS, 1996;
LIANG et al., 1998), viral (REYNOLDS et al.,
1980; JUNG et al., 2004), fungica (MEIRA et
al., 1996) e parasitaria (HOLBROOK; COOK;
PARKER, 1981).

Os mecanismos envolvidos na resposta imune
desencadeada pela B-glucana incluem estimulo da
hematopoiese (HOFER; POSPISIL, 1997), ativacao
de macrofagos, neutrdfilos e de células NK (LEE
et al.,, 2001; BROWN; GORDON, 2001; XIAO;
TRINCADO; MURTAGH, 2004). Neste contexto,
Kubala et al. (2003) relataram que a modulagdo da
atividade celular da B-glucana inicia com a ativacao
de macrofagos, células endoteliais e dendriticas,
células B e T, e, linfocitos polimorfonucleares. Além
disso, envolvem a resposta imune especifica pela
inducdo da expressdao de diversas citocinas como
TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-12 (Di RENZO; YEFENOF;
KLEIN, 1991; LEE et al., 2001; TSIAPALI et al.,
2001; XIAO; TRINCADO; MURTAGH, 2004;
MOON et al., 2005). A relagdo entre a resposta de
defesa desencadeada pela B-glucana e a producao de
mediadores especificos vem sendo estudada na busca
de esclarecimento dos mecanismos envolvidos.
Sob este aspecto, Berner et al. (2005) sugeriram a
possibilidade de sinergismo entre a B-glucana e a

citocina Interferon Alfa (IFN-o) na diminui¢do do
limiar de sensitividade da resposta imune inata para
patdgenos fungicos.

Como biomodulador, a [-glucana apresenta
ainda habilidade para deprimir respostas pro-
inflamatorias associadas a septicemia bacteriana.
Isto ocorre através da remoc¢do de 6xido nitrico e
células produtoras de citocinas do tipo TNF-a, IL-
1 e IL-6 dos locais de inflamac¢do, e aumento dos
niveis de mediadores antinflamatérios, como IL-10
e Proteina Quimiotatica de Monocitos-1 (MCP-1).
Dessa forma, o efeito imunomodulador diminui a
possibilidade de choque endotéxico e morte do
hospedeiro (TZIANABOS, 2000). Em seu estudo,
Luhm et al. (2006) relataram que a imunomodulagdo
pela PB-glucana em respostas pro-inflamatérias
envolve apds a ligacdo do receptor com a f-glucana,
uma sinaliza¢@o em cascata mediada pela IL-1 para
que areacao de defesa pro-inflamatoria seja alterada
para uma resposta imune antiinflamatoria. Pelo
exposto, conhecer a acdo de um imunomodulador
¢ importante, pois permite identificar aspectos que
melhoram a resposta imune do hospedeiro durante o
curso de uma infeccdo e, adotar estratégias para sua
prevengdo (TZIANABOS, 2000).

O mecanismo de agdo imunomodulatoria das
B-glucanas ainda ndo esta totalmente esclarecido,
mas parece estar relacionado ao peso molecular,
tipo de ligagdes glicosidicas, residuos presentes,
solubilidade em 4gua, conformagao espacial e grau
de polimerizagdo (OHNO et al., 1996; TOKUNAKA
et al., 2002; FREIMUND et al., 2003; KUBALA
et al., 2003). Conforme Manners (1973), variagdes
estruturais em uma molécula como ramificagdes,
tipo de ligagdes presentes e peso molecular podem
definir seu mecanismo de acdo, que ¢ fundamental
para a modulag@o do sistema imune.

O grau de ramificagdo pode influenciar na
bioatividade da p-glucana. Conforme relatado
por Chorvatovicova, Machova e Sandula (1996)
a solubilidade da B-glucana depende do grau de
ramificagdo, sendo queaquelasaltamenteramificadas
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sdo soluveis em agua. Entdo, supostamente, [3-
glucanas com elevado grau de ramificacdes e,
consequentemente soliiveis, seriam mais eficientes
na ativacao da resposta imune do hospedeiro.

Outro fator que pode contribuir para a atividade
biologica da P-glucana ¢ sua longa permanéncia
nos sistemas de mamiferos, em virtude da auséncia
de B-glucanases (BROWN; GORDON, 2003). Isto
permite que o polimero fique acumulado no figado,
baco e outros orgdos do sistema reticuloendotelial
sem sofrer mudangas estruturais significativas. A
metaboliza¢dao da B-glucana ¢ muito lenta e ocorre
principalmente por oxidagdo (NONO et al., 1991;
SUDA et al., 1992; MIURA et al., 1998), ou pela
secrecao através de filtracdo glomerular (SUDA
et al., 1996). Um estudo realizado por Ohno et al.
(1999) sugeriu relagdo entre a longa permanéncia
da B-glucana no organismo dos mamiferos e sua
atividade imunoestimulante. Apos obter uma [-
glucana solubilizada por oxidagdo, com estrutura
aquela depositada em
mamiferos, a atividade bioldgica foi avaliada,
sendo constatado estimulo para biossintese de 1L-8
e atividade antitumoral.

possivelmente similar

O peso molecular do polissacarideo também
parece estar relacionado com a atividade bioldgica.
B-glucanas de elevado peso molecular ativam
diretamente leucocitos, estimulando a atividade
fagocitica e citotoxica, bem como a producdo
de mediadores pro-inflamatérios como citocinas
e quimiocinas (WILLIAMS; MUELLER;
BROWDER, 1996; BROWN; GORDON, 2003),
consideradas mediadores chave da resposta imune
humoral para uma infeccdo (OHATA et al., 2003).
Ainda no que se refere ao peso molecular, ¢ sabido
que B-glucanas de peso molecular intermediario ou
baixo possuem atividade biologica in vivo, porém,
seus efeitos celulares sdo menos conhecidos.
Geralmente quando muito curtas as p-glucanas
sao consideradas inativas para imunomodulacdo
(BROWN; GORDON, 2003).

Muckosova, Babicek e (2001)

relataram que propriedades fisico-quimicas e a

Pospisil

habilidade de absor¢do das células intestinais sdo
fatores que podem limitar a eficiéncia de agentes
imunomodulatérios. Estes pesquisadores analisaram
os efeitos imunoestimulantes da f-glucana e de dois
derivados soluveis, a carboximetilglucana (CMG) e
a sulfoetilglucana (SEG), obtidos de S. cerevisiae,
administrados via oral e intraperitoneal para
camundongos estimulados com lipopolissacarideos
(LPS). As duas vias de administragdo promoveram
melhora significativa na produgdo de acido nitrico
e atividade de peroxidase das células aderentes
peritoniais, porém, a via intraperitoneal foi mais
eficaz.

Contudo, efeitos adversos
da administracdo intraperitoneal ¢ intravenosa
de P-glucanas de alto peso molecular, pois elas
exibem afinidade para intimeras ligagdes, além
de atividades biologicas variadas (KUBALA et
al., 2003). Conforme Chorvatovicova, Machova e
Sandula (1996) a administragao oral pode apresentar
vantagens, embora o alto peso molecular e a
estrutura complexa da B-glucana possam interferir
na absorcdo pelo trato gastrointestinal. De acordo
com Tsukada et al. (2003), a administragdo oral
de P-glucana extraida de S. cerevisiae realga as
fungdes dos linfocitos intraepiteliais do intestino e,
portanto, ¢ absorvida pelo mesmo. Em revisao sobre
imunomoduladores, Tzianabos (2000) considerou
que a dose, a via e o sincronismo de administragao
de um biomodulador podem realgar ou suprimir a

resposta imune do hospedeiro.

podem ocorrer

Atividade anticarcinogénica

Anticarcinogénicos sdo substancias capazes
de impedir, retardar ou reduzir o surgimento,
ou desenvolvimento de neoplasias (KURODA;
HARA, 1999). Neste aspecto, a introdu¢do de
biomoduladores combinados com quimioterapia
significativamente para a terapia
antineoplasica. Dentre os compostos conhecidos
imunomoduladores, p-glucanas extraidas
da parede celular de fungos e leveduras vem

contribuiu

como
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sendo avaliadas por sua atividade antitumoral
(MIADOKOVA et al., 2005).

Os estudos iniciais sobre o potencial uso da B-
glucana contra o cancer foram realizados na década
de 70.Jaem 1979, Di Luzio et al. demonstraram que
preparagdes de B-glucana de S. cerevisiae reduzem
significativamente o crescimento de carcinomas
mamarios ¢ melanomas. No mesmo estudo foi
constatado aumento da sobrevida de camundongos
com implante tumoral subcutaneo.

Atualmente, sabe-se que o mecanismo de agao

antitumoral das p-glucanas, efetivo inclusive
em situacdes de metastase, atua pela ativagdo e
ampliacdo das diversas fun¢des imunoldgicas do
hospedeiro, constituindo-se de um tratamento
que melhora a imunosobrevivéncia do hospedeiro
ao tumor. Em adi¢do, tem efeito antagénico a
imunossupressao decorrente da quimioterapia e de
tratamentos com irradiacdo (MOON et al., 2005).
Os pesquisadores Xiao, Trincado e Murtagh (2004)
relataram que os efeitos antitumorais da B-glucana
sao baseados principalmente, na habilidade de ativar
leucocitos pelo estimulo da atividade fagocitica e

producdo de citocinas como o TNF-a.

de (1997,
preparagdes de P-glucana de S. cerevisiae foram

Em estudo Hofer e Pospisil
administradas a camundongos antes e depois de
regimes sub-letais de irradiacdo gama. Os resultados
revelaram estimulo da hematopoiese em todos os
camundongos, inclusive no grupo controle. Segundo
os pesquisadores o estimulo da produgao de células
sanguineas na medula 6ssea, e consequentemente
o aumento das células de defesa, conferiu prote¢ao
contra os efeitos da radiagdo e proporcionou aumento
na sobrevida dos camundongos irradiados.

Inumeras pesquisas realizadas, principalmente
no Japao, comprovaram que a B-glucana de levedura
realca os efeitos do tratamento quimioterapico e
melhora a qualidade da sobrevida com pacientes de
cancer tratados com radiagao (KIM et al., 2006). No
referido pais, algumas B-glucanas licenciadas para

0 uso terapéutico vém sendo utilizadas nas ultimas
décadas como adjuvantes na terapia antitumoral.

Derivados da [-glucana soluveis em d4gua
também apresentam potencial para a prevengdo
e terapia do cancer (MIADOKOVA et al., 2005).
A administracdo de Carboximetilglucana (CMG)
obtida de levedura durante o tratamento com
ciclofosfamida, para o carcinoma de pulmao,
contribuiu positivamente com significativo estimulo
dos macrofagos (KOGAN et al., 2002). Conforme
Miadokova et al. (2005) os derivados da B-glucana
pertencem a uma das mais abundantes classes de
biopolimeros que podem contribuir para a prevengao
e terapia do cancer.

Demir et al. (2007) realizam estudo na Turkia,
onde a B-glucana de S. cerevisiae foi administrada
oralmente, durante 14 dias, para 23 mulheres com
cancer de mama em estagio avancgado. Foi constatada
ativagdo de mondcitos no sangue periférico, bem
como estimulo da proliferacao destes. Os exames
evidenciaram quaisquer efeitos

clinicos ndo

colaterais decorrentes do uso via oral da -glucana.

Atividade antimutagénica

Qualquer substancia capaz de reduzir a
freqiiéncia de mutagdes espontaneas ou induzidas,
independente do mecanismo de acdo ¢ considerada
antimutagénica (WATERS et al., 1990). A atividade
antimutagénica da B-glucana de S. cerevisiae vem
sendo investigada, in vitro e in vivo, por diversos
grupos de pesquisa. Compostos potencialmente
como peroxido de hidrogénio,
doxorrubicina e ciclofosfamida tém seus efeitos
prejudiciais pela  administragao
deste  polissacarideco  (CHORVATOVICOVA;
MACHOVA; SANDULA, 1996; TOHAMY et
al., 2003; SLAMENOVA et al, 2003; LIN et al.,
2004).

mutagénicos

reduzidos

Chorvatovicova, Machova e Sandula (1996)
avaliaram os efeitos antimutagénicos daCMG, obtida
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da B-glucana de S. cerevisiae, em camundongos
utilizando a ciclofosfamina como agente indutor de
danos ao DNA. A analise dos resultados demonstrou
que a administra¢cao da CMG, tanto via parenteral,
como oral reduziu os efeitos clastogénicos da
ciclofosfamina.

Estudos in vitro de Slamenova et al. (2003)
CMG, SEG e
carboximetilquitinaglucana (CMCGQG) na prevengao

comprovaram a eficacia da

de lesdes no DNA. A quantificagdo dos danos
ao DNA em células pulmonares de hamsters
V79 revelou maior eficiéncia da CMG no efeito
preventivo. SEG e CMCG também foram eficientes,
porém em menor grau. A prevencdo, segundo os
pesquisadores, ocorre pela reacao da -glucana com
os radicais OH-, liberados na biotransformacgdo do
perdoxido de hidrogénio.

Estudo  posterior ao de  Slamenova,
(MIADOKOVA et al., 2005) evidenciou que a
CMG pode também reduzir os efeitos mutagénicos
causados pela ofloxacina, exercendo bioproteg¢ao
contra mutagdes pelo efeito antitdxico.

Recentemente, a pesquisa de Oliveira et al.
(2007) comprovou o efeito da B-glucana de S.
cerevisiae contra lesdes no DNA, induzidas pelo
metilmetano sulfonado, em células ovarianas de
hamsters chineses. A -glucana foi testada com pre¢,
simultaneo e pds-tratamento ao agente mutagénico.
Os efeitos quimiopreventivos da B-glucana foram
observados em todas as situa¢des de tratamento,
com indices de reducdo de danos ao DNA variando
de 35 a 57,3%.

Efeitos da B-glucana na dieta

Os efeitos benéficos da ingestdo continuada de
B-glucana podem diminuir os riscos de doengas
cronicas em humanos e animais. Em estudo sobre
a atividade biologica de polissacarideos da parede
celular de S. cerevisiae na alimentacao de suinos,
Kogan e Kocher (2007) ressaltaram a importancia
do efeito protetor da B-glucana ao organismo pelo

estimulo ao sistema imune comum de mucosas, que
sdo areas permanentemente expostas a patogenos.

A P-glucana tem se destacado entre os
ingredientes utilizados para produgdo de alimentos
funcionais (TOKUNAKA et al., 2002; RAMESH;
THARANATHAN, 2003). Fragmentos obtidos a
partir desta macromolécula, os oligossacarideos,
podem atuar como prebioticos estimulando
seletivamente o crescimento de bactérias do trato
intestinal, e servindo de fonte energética para a
microflora benéfica (PRZEMYSLAW; PIOTR,
2003). Outros aspectos positivos, como reducao
dos niveis de colesterol e de agticar no sangue, pela
inclusdo da B-glucana na dieta também ja foram

comprovados em humanos (KIM et al., 2006).

Nicolosi et al. (1999) estudaram os efeitos da
ingestao de B-glucanade S. cerevisiae, adicionada ao
suco de laranja, para os niveis de lipidios plasmaticos
em homens obesos hipercolesterolémicos. No estudo
foi observada queda significativa no colesterol total
e reducdo de 8% nos niveis séricos de colesterol
LDL, apds 8 semanas de consumo.

Wilson et al. (2004) avaliaram duas fracdes de
B-glucana de cevada, sendo uma de baixo e outra
de elevado peso molecular, para a diminui¢do de
colesterol sérico utilizando hamsters com dieta
hipercolesterolemica como modelo experimental.
Os exames nao evidenciaram diferencas na atividade
das fracdes, sendo que ambas promoveram redugao
nos niveis de colesterol no soro. Semelhantes
observagdes foram descritas por Matiazi (2005)
na avaliacdo do efeito hipocolesterolémico da B-
glucana extraida de S. cerevisiae administrada a
camundongos em dieta hipercolesterolémica.

Obtencio de B-glucana de S. cerevisiae

Desde a descoberta das propriedades benéficas
da B-glucana para animais e humanos, inumeros
processos de isolamento e purificagdo deste
polissacarideo temsido desenvolvidos (FREIMUND
et al., 2003).
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A partir de linhagens de levedura a B-glucana
pode ser obtida como material soltivel ou insoluvel.
Preparagdes de B-glucana derivada de S. cerevisiae
geralmente envolvem processos relativamente
longos com diversas etapas de extragdo alcalina,
acida e organica e sucessivas lavagens (JAMAS;
EASSON; OSTROFF , 1997). Trés principais
fracdes geralmente sdo obtidas na extragdo da
parede celular de S. cerevisiae, sendo uma rica
em manoproteinas com pouca f-glucana, outra
contendo quitina e B-glucana insoluvel em alcali e
uma terceira contendo B-glucana soluvel em éalcali
(MANNERS et al., 1973; FLEET; MANNERS,
1976). Uma etapa adicional no processamento
de extracdo da [-glucana aplicada em alguns
processamentos comerciais € o tratamento com acido
acético diluido para remover o glicogénio (BACON
et al., 1969; JAMAS; EASSON; OSTROFF, 1997).
Embora nao seja um componente da parede celular
e sim um material de reserva, o glicogénio pode
ficar entre as cadeias de glucana e interferir no
resultado da extragdo (THANARDKIT et al., 2002).
Enzimas hidroliticas seletivas também representam
uma alternativa para obten¢ao dos componentes da
parede celular (SHIBATA et al., 1986).

LEE et al. (2001) utilizaram passos seqiienciais
de purificacdo na obten¢do de P-glucanas de S.
cerevisiae. Inicialmente com extra¢do alcalina e
posterior tratamento acido obtiveram a glucan-
pl contendo 0.8% de que apods
cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) resultou

proteinas,

na glucan-p2 contendo 0.3% de proteinas. Através
da cromatografia de afinidade em gel de agarose
da glucan-p2 foi obtida a glucan-p3, livre de
proteinas. As B-glucanas resultantes de cada passo
da purificagdo foram avaliadas quanto a eficiéncia
para a ativacdo de macrofagos. A glucan-p3 foi a
mais eficaz dentre as trés, evidenciando que as
proteinas remanescentes do processo de extracdo
interferem na bioatividade. Neste aspecto, Bohn
e BeMiller (1995) comentaram que efeitos
colaterais decorrentes do uso de extratos de [-
glucana, geralmente, estio associados a presenga de
manoproteinas nas preparacdes extraidas.

O fato de ser insoluvel em agua, e parte insoluvel
em alcali dificulta a extracdo da B-glucana e, além
disso, o rendimento nos processos tradicionais ¢
pouco satisfatorio (OHNO et al., 1999). Portanto,
a possibilidade de simplificagdo e otimizagdo dos
processos de extracdo, sem o comprometimento
das propriedades imunoestimulantes, traz inimeros
beneficios (SUPHANTHARIKA et al., 2003).

Ohno et al. (1999) obtiveram uma B-glucana de
levedura, com solubilidade em solu¢do diluida de
hidroxido de so6dio (NaOH), utilizando oxidagdo
com hipoclorito de s6dio (NaClO) e subseqiiente
extragao com dimetil sulféoxido (DMSO). Conforme
os pesquisadores, além do tempo reduzido e
rendimento satisfatorio, a extracdo manteve a
atividade biologica da B-glucana. Posteriormente, o
mesmo método foi empregado por Ishibashi et al.
(2004) para extragdo de B-glucana de Aspergillus
spp., € os resultados obtidos foram similares aos de
Ohno et al. (1999).

Em seu estudo, Suphantharika et al. (2003)
otimizaram a concentra¢ao de NaOH, a temperatura
¢ o tempo de extracdo para a obtengdo da B-glucana
da parede de levedura descartada em cervejaria.
Apoés autolise das células de levedura a 50 °C
por 24 horas, uma unica etapa foi proposta para
extragdo alcalina, tendo como condigdes otimas: 5
volumes de NaOH 1IN a 90°C durante 1 hora. As
propriedades imunoestimulantes da B-glucana foram
comprovadas in vitro e in vivo em administragdo
oral a camardes. Neste contexto, Jamas, Easson e
Ostroff (1997) comentaram que no tratamento com
alcali, em temperaturas elevadas, sdo hidrolizados
e solubilizados proteinas celulares, mananas,
fragdes soluveis de P-glucana, acidos nucléicos e
lipideos polares, que ficam na fragao sobrenadante,
deixando as B-glucanas insoliveis na fracao solida.
Conforme Thanardkit et al. (2002), as proteinas
podem ser removidas na extracdo alcalina devido a
alta concentragdo de NaOH e elevada temperatura
, pois o uso solugdes pouco concentradas e baixas
temperaturas resultaria em preparacdes de -glucana

com contetdo elevado de proteina residual.
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Outra pesquisa de otimizacdo foi realizada
por Matiazi (2005), para as condi¢des de pH e
temperatura na extragdo de -glucanade S. cerevisiae
oriunda de usina sucroalcoleira. Utilizando NaOH e
acido sulfurico (H2SO4) para extracdo, os valores
que permitiram o maior rendimento de B(1-3)/(1-
6)glucana foram temperatura entre 68 e 78°C e pH
entre 9,7 e 10,5.

Com o objetivo de aumentar a especificidade e
o rendimento da extragdo de B-glucana a partir de
leveduras, métodos envolvendo etapas de digestdo
enzimatica tem sido descritos (MAGNELLI;
CIPOLLO; ABEIJON, 2002; LIU et al., 2006).

Um processo envolvendo extragdo com agua
quente, homogeneizagdo, solvente organico e
proteases para extragao de B-glucana de S. cerevisiae
foi apresentado por Liu et al. (2006). O processo
aplica etapas “suaves” que ndo degradam as cadeias
de B-glucana, mantendo sua estrutura original, além
de permitir rendimento satisfatorio e pureza. Outra
consideragdo, ndo menos importante, ¢ que o método
proposto para a obtengdo da B-glucana nao utiliza
produtos quimicos agressivos ao meio ambiente.

A busca de novos métodos, que priorizam etapas
pouco agressivas durante a extracdo da B-glucana,
e possibilitam manter o maximo da estrutura
original ¢ de consideravel importancia. Além das
etapas de extragdo, deve-se considerar também o
processo empregado para secagem, onde o polimero
também pode ser danificado. Hromadkova et al.
(2003) avaliaram a influéncia de trés diferentes
métodos de secagem nas propriedades fisicas e
imunomodulatérias da B-glucana de S. cerevisiae. As
amostras foram secas através de liofilizacdo, extracdo
de solvente e spray drying, sendo posteriormente
analisadas quanto as caracteristicas reoldgicas
da dispersdo aquosa da f-glucana, estrutura,
conformagdo e atividade imunomodulatéria. O
método de secagem afetou consideravelmente a
microestrutura das particulas de B-glucana, que
apresentaram diferencas nas propriedades fisicas. Os

resultados do estudo sugerem que estas diferencas
influenciam significativamente também a atividade
imunomodulatoria, sendo que, a B-glucana seca em
spray drying apresentou atividade duas vezes maior
nos ensaios imunologicos, quando comparada
as amostras provenientes dos demais métodos
testados.

Alteragdes estruturais que proporcionam o
aumento da solubilidade da [-glucana podem
aumentar sua atividade imunomoduladora e
antitumoral (BOHN; BeMILLER, 1995). Tokunaka
et al. (2002) comentaram que a solubilidade afeta
o efeito imunoldgico, pois exerce influéncia
na ligacdo com o receptor. Sob este ponto de
Chorvatovicova,
(1996) sugeriram que a solubilidade em agua ¢ a
bioatividade das glucanas estdo relacionadas ao seu

grau de ramificacdo, sendo que cadeias altamente

vista, Machova e Sandula

ramificadas sdo soluveis.

Diferentes métodos, como hidrolise acida
parcial e alcalina, digestdo enzimatica, fosforilagao,
sulfonilagao, sulfatagao, carboximetilacao,
irradiacdo de ultrasson e aminag¢do podem ser
aplicados na despolimerizagdo de biopolimeros
como a [-glucana, resultando em fragmentos
soltiveis e de menor massa molecular (SANDULA

et al., 1999).

Nos ultimos anos, inumeras pesquisas vém
sendo realizadas para identificar caracteristicas
estruturais e biologicas de derivados da B-glucana
soluveis em agua, na expectativa de viabilizar seu
uso clinico (SAKURALI et al., 1997; OHNO et al.,
1999; MIURA et al., 2003; ISHIBASHI et al.,
2004; MIADOKOVA et al., 2005; HARADA et al.,
2000).

Apoio  financeiro:  Conselho  Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq)
através de bolsa de doutorado.
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