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RESUMO 

 
MELLO, M. B. Avaliação da instabilidade genômica e estresse oxidativo em 
ratos Wistar expostos ao exopolissacarídeo lasiodiplodana, 2015. 57f. 
Dissertação (Mestrado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2015. 

 
A lasiodiplodana é uma β-(1→6)-D-glucana produzida pelo fungo Lasiodiplodia 
theobromae (MMPI). Algumas das atividades biológicas desse exopolissacarídeo 
foram relatadas, como sua ação hipoglicêmica, anticoagulante e antiproliferativa, 
entretanto, seus efeitos sobre a instabilidade cromossômica e modulação do 
estresse oxidativo ainda não foram demonstrados. Dessa forma, esse trabalho teve 
como objetivo avaliar os efeitos genotóxicos, antigenotóxicos e a modulação do 
estresse oxidativo do exopolissacarídeo lasiodiplodana em ratos Wistar. Também 
foram avaliados a variação da massa corpórea, peso relativo dos órgãos e consumo 
de ração após tratamento com a lasiodiplodana. Ratos Wistar machos receberam 
água ou solução de lasiodiplodana por gavagem durante 14 dias consecutivos e 
foram divididos em 8 grupos: grupo controle negativo, em que os animais foram 
tratados com água; grupo lasiodiplodana, que foi tratado com três diferentes doses 
(5, 10 ou 20 mg/kg de massa corpórea) da β-glucana associada ou não com o 
antitumoral doxorrubicina (DXR); e o grupo controle positivo que recebeu água via 
gavagem e ao 14º dia o antitumoral DXR intraperitoneal. Os resultados obtidos com 
o ensaio do cometa não demonstraram diferenças significativas (p<0,05) entre os 
grupos controle negativo e os grupos lasiodiplodana em todas as doses avaliadas. 
Quando a lasiodiplodana foi associada com a DXR houve diferença significativa 
(p>0,05) em comparação ao grupo DXR, sendo que as três doses testadas da 
lasiodiplodana foram capazes de reduzir a %DNA na cauda em células de fígado, 
rim, coração e sangue. O tratamento com a lasiodiplodana não aumentou 
significativamente a indução de micronúcleo (MN) e ainda foi eficaz na redução da 
frequência de MN em medula óssea e sangue periférico em todas as doses 
testadas. A lasiodiplodana foi capaz de reduzir a peroxidação lipídica em tecido 
cardíaco induzido pela DXR. A possível atividade antioxidante demonstrada pela 
lasiodiplodana pode ser a responsável pelo efeito positivo frente a danos à estrutura 
do DNA, caracterizado pelos efeitos antigenotóxico e antimutagênico observados. 
De acordo com os resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que a 
lasiodiplodana não apresentou efeito genotóxico nem mutagênico e ainda 
apresentou efeitos protetores contra os danos induzidos no DNA. 
 
 
 

 

Palavras-chave: Lasiodiplodia theobromae MMPI; β-(1→6)-D-glucana; 

exopolissacarídeo; ensaio do cometa; estresse oxidativo; teste do micronúcleo. 
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ABSTRACT 

 
MELLO, M. B. Genomic instability and oxidative stress evaluation in rats 
exposed to exopolysaccharide lasiodiplodan, 2015. 57f. Dissertação (Mestrado). 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São 
Paulo, Ribeirão Preto, 2015. 
 
The lasiodiplodan is a β-(1→6)-D-glucan produced by the fungus Lasiodiplodia 
theobromae (MMPI). Some of the biological activities of this exopolysaccharide were 
reported as hypoglycemic, anticoagulant and anti-proliferative action, however, its 
effects on chromosomal instability and modulation oxidative stress have not still been 
demonstrated. Thus, this study aimed to evaluate the genotoxic, antigenotoxic and 
modulation of oxidative stress lasiodiplodan exopolysaccharide effects in Wistar rats. 
The variation in body mass, relative weight of organs and feed intake after treatment 
with lasiodiplodan were also evaluated. Male Wistar rats received water or 
lasiodiplodan solution by gavage for 14 consecutive days and were divided into 8 
groups: negative control group, the animals were treated with water; lasiodiplodan 
group, that was treated with three different doses (5, 10 or 20 mg/kg body weight) of 
β-glucan, associated or not associated with antitumor doxorubicin (DXR); and the 
positive control group that received water by gavage and the 14th day antitumor DXR 
intraperitoneal. The results of comet assay showed no significant differences (p 
<0.05) between the lasiodiplodan groups in all evaluated doses and negative control. 
When lasiodiplodan associated with DXR was significant difference (p>0,05) 
compared to DXR group, and the three tested doses of lasiodiplodan were able to 
reduce %DNA in tail at liver, kidney, heart and blood cells. Treatment with 
lasiodiplodan not significantly increased induction of micronuclei (MN) and was 
effective in reducing MN frequency in bone marrow and peripheral blood in all doses 
tested. The lasiodiplodan was capable reducing the lipid peroxidation induced in 
cardiac tissue by DXR. Potential antioxidant activity demonstrated by lasiodiplodan 
maybe responsible for positive effects observed front DNA structure damage, 
characterized by antigenotoxic and antimutagenic effects observed. According to the 
results obtained in this study, we can conclude that lasiodiplodan showed absence of 
genotoxic or mutagenic effects and have a protective effects against DNA damage. 
 
 

 

Palavras-chave: Lasiodiplodia theobromae MMPI; β-(1→6)-D-glucan; 

exopolysaccharide; comet assay, oxidative stress, micronucleous test. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 β-glucanas  

 

As β-glucanas de origem fúngica são descritas como polissacarídeos 

constituídos de unidades D-glicose, encontradas principalmente na parede celular, 

adjacente à membrana plasmática com a função de manter a forma e rigidez 

celulares (CUNHA et al., 2012). No ambiente natural em que os microrganismos são 

encontrados, tais polímeros podem estar relacionados à patogenicidade, ou 

associados à interação planta-microrganismo, proporcionando proteção à célula 

microbiana contra a dessecação ou ao ataque por bacteriófagos e protozoários 

(BAUERMEISTER, 2010). Esses polissacarídeos representam a maior parte do peso 

seco da parede celular e compõem a carcaça esquelética responsável pelas 

características de estabilidade e morfologia celular (FARKAS, 1979; KOGAN et al., 

2008).  

Estes extratos de polissacarídeos obtidos de fungos são comumente  

vendidos como suplementos alimentares. O comércio destes compostos tem se 

tornado muito popular, principalmente onde as fontes de β-glucanas são conhecidas 

e consumidas há muitos anos (FINIMUNDY et al., 2013). A ANVISA (Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária) (2008) definiu a redução da absorção de colesterol, 

e especifica que os produtos comercializados forneçam no mínimo 3g de β-glucana 

por porção do produto se o mesmo for sólido ou 1,5g se o produto for líquido. Devido 

as suas características reconhecidas, polissacarídeos provenientes de bactérias e 

fungos têm despertado interesse de indústrias químicas e farmacêuticas, e de 

diversos grupos de pesquisas em vários países (KAGIMURA et al., 2015). 

Por vários séculos, produtos de origem natural vêm sendo pesquisados 

quanto à sua eficiência para a prevenção ou tratamento de diversas doenças 

(VETVICKA, 2011). Dentre as atividades biológicas das β-glucanas, a redução de 

danos oxidativos ao DNA induzido por H2O2, observada pelo ensaio do cometa em 

células de pulmão de hamster in vitro (V79), foi evidenciada por Slamenová et al. 

(2003) com duas formas derivadas da β-(1-3)-D-glucana, já em células da medula 

óssea de camundongos tratados com β-glucana, houve uma redução na frequência 

de micronúcleos (MN) em comparação aos animais tratados com o quimioterápico 
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mitomicina C em estudo realizado por Delaney et al. (2014). Como antitumoral in 

vitro, algumas β-glucanas derivadas de extratos aquosos de L. edodes e P. sajor-

caju, apresentaram atividade inibindo o crescimento de linhagens celulares tumorais 

Hep2 e HeLa (FINIMUNDY et al., 2013).  

Também já foram descritos in vivo efeitos imunoprotetores e antigenotóxicos 

da β-glucana CM-CG (carboximetil quitina-glucana), a qual foi estudada por meio de 

dieta enriquecida (200mg/kg p.c.) durante 21 dias em ratos, com avaliação pelo 

ensaio cometa e teste do micronúcleo, demonstrando que os animais tratados foram 

eficientes em reduzir a %DNA na cauda e a % de células micronucleadas quando 

comparado ao pré-carcinógeno benzo[a]pireno em hepatócitos (LAZAROVÁ et al., 

2009). Ainda foram verificados efeitos de outras β-glucanas como protetores contra 

infecções microbianas de alguns patógenos (NOVAK & VETVICKA, 2009), e estudos 

clínicos em humanos demonstraram, através da ingestão dessas substâncias, 

atividades imunoprotetoras (DEMIR et al., 2007; MAGNANI et al., 2011; MIKKELSEN 

et al., 2014). Em estudo realizado com a ingestão da β-(1,3)-(1,6)-glucana fúngica de 

S. cerevisiae, em indivíduos saudáveis, observou-se uma redução de 25% de gripe 

comum sintomática, quando comparado ao grupo placebo, além de não ser 

observado sinais de toxicidade aos seres humanos estudados (AUINGER et al. 

2013). 

Outra β-glucana isolada, botriosferana, isolada do fungo Botryosphaeria 

rhodina MAMB-05 e estrutura caracterizada pela β(1→3; 1→6)-D-glucana, foi 

avaliada quanto aos seus efeitos mutagênicos e antimutagênicos in vivo utilizando  

um  protocolo de tratamento subcrônico (15 dias). Esta β-glucana reduziu a 

frequência de micronúcleos em células da medula óssea e do sangue periférico de 

camundongos (MIRANDA et al., 2008). Outro estudo avaliando a ação das β-

glucanas frente aos danos no DNA demonstrou que ratos diabéticos, quando 

tratados com extrato enriquecido por quatro semanas, apresentaram redução de 

danos ao DNA em fígado e rim (MIRJANA et al., 2013). Tais estudos apresentados 

demonstram que as β-glucanas possuem possível atividade promissora na proteção 

de danos causados ao DNA. 
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1.2 Lasiodiplodana (β-(1→6)-D-glucana) 

 

 

A lasiodiplodana da β-(1→6)-D-glucana, produzida pelo fungo Lasiodiplodia 

theobromae, denominada lasiodiplodana, foi identificada por Vasconcelos et al. 

(2008). As colônias de L. theobromae variam de coloração acinzentada a negras, 

dependendo do substrato utilizado, com abundante micélio aéreo (RODRIGUES, 

2003). L. theobromae é um fungo patogênico em plantas de regiões tropicais e 

subtropicais, conhecido principalmente por sua variedade em compostos bioativos 

(LIMA et al. 2012; TSUKADA et al. 2010). Para a produção do isolado da 

lasiodiplodana, pesquisadores utilizaram fontes de nitrogênio e carbono como o 

extrato de levedura e glicose, respectivamente. Este método é importante para 

tornar o isolamento do exopolissacarídeo mais rentável que outros tipos de extração, 

e também não há registros na literatura sobre tipos de fontes de carbono para a 

produção de lasiodiplodana (CUNHA et al., 2012).  

Em estudo realizado com a lasiodiplodana foi demonstrado que este 

composto possui importante atividade hipoglicêmica em camundongos. Animais 

tratados com doses de 50 mg/kg p.c. desta glucana apresentaram redução de 35% 

nas concentrações de glicose no sangue, além disso, também foi observada a 

redução na atividade das enzimas hepáticas alanina aminotransferase e aspartato 

aminotransaminase quando comparados ao grupo controle (TÚRMINA et al., 2012). 

Vasconcelos et al. (2013) demonstraram in vitro a atividade anticoagulante da 

lasiodiplodana sulfonada em concentrações encontradas no plasma humano por 

meio de ensaios clássicos de coagulação, tendo como padrão o anticoagulante 

heparina. Os autores observaram o aumento dose-dependente ~5 vezes maior do 

tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), sugerindo a inibição da via 

intrínseca de coagulação, e também o aumento de ~7vezes maior do tempo de 

trombina (TT), indicando a inibição da formação de fibrina, em relação ao controle 

negativo. Cunha et al. (2012) avaliaram o efeito antiproliferativo da lasiodiplodana 

nas concentrações de 100, 250, 500, 750, 1000 e 1500 μg/mL em cultura de células 

MCF-7 de câncer da mama, e obtiveram um platô a partir da concentração de 100 

μg/mL de lasiodiplodana. 

Os efeitos biológicos das β-glucanas em geral variam dependendo de suas 

características estruturais, como por exemplo o peso molecular, a composição 
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química e a conformação das cadeias (WASSER et al., 2002). Acredita-se que a 

estrutura química das β-glucanas seja a responsável pelas atividades biológicas 

relacionadas com o controle das concentrações sanguíneas de biomarcadores para 

a obesidade, diabetes, síndrome metabólica, resposta ao tratamento de doenças 

infecciosas e atividade antitumoral (CHEN; SEVIOUR, 2007; EL KHOURY, 2012; 

STEVENSON, et al., 2012; BAE et al., 2013). A lasiodiplodana apresenta uma 

configuração estrutural em tripla hélice, representada na Figura 1. Os resultados de 

um estudo realizado com a  β-glucana isolada a partir do fungo Lentinula edodes, 

com conformação em tripla hélice, demonstraram forte atividade antitumoral dessa 

glucana quando comparado à sua versão em cadeia simples, sendo que a 

porcentagem de inibição de proliferação celular da lentinan (inibição de 49,5%) com 

conformação em tripla hélice foi semelhante ao antitumoral 5-fluoracil (inibição de 

50,5%), indicando que esta estrutura tem um papel importante na atividade 

antitumoral (ZHANG et al., 2005). 

 

 

Figura 1: Estrutura da β-(1→6)-D-glucana. Fonte: Vasconcelos et al. 2008. 

 

Existem poucos estudos relacionados à toxicidade da lasiodiplodana. Túrmina 

et al. (2012) avaliaram a toxicidade subcrônica em camundongos, analisando 

parâmetros bioquímicos, imunológicos e histopatológicos após o tratamento com 

este exopolissacarídeo, e não evidenciaram sinais de toxicidade nestes animais na 

dose 50 mg/kg por via oral, independente do sexo.   

Segundo a OECD (Organization for Economic Co-operation and 

Development), para a determinação adequada da toxicidade de uma substância 

química é necessária a realização de experimentos que utilizem a via oral, 

empregando doses repetidas, a fim de fornecer informações sobre os possíveis 

danos à saúde que podem surgir a partir de uma exposição ao longo de um período 

de tempo relativamente limitado. A duração da exposição subcrônica à determinada 
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substância teste pode ser de 14 a 28 dias, dependendo das circunstâncias (OECD, 

407).  

 

1.3 Toxicologia genética 

 

Mutagenicidade é o termo utilizado para se referir à indução de alterações 

permanentes na sequência de DNA em organismos vivos, que podem resultar ou em 

mudanças hereditárias relacionadas às características destes organismos ou então 

ao desenvolvimento de graves doenças, como por exemplo, o câncer 

(SŁOCZYŃSKA, et al., 2014). Já genotoxicidade é um termo mais amplo, e está 

relacionada ao efeito potencial de danos no material genético ou em componentes 

celulares responsáveis pela regulação da fidelidade do genoma (como 

topoisomerases, sistemas de reparo do DNA e DNA polimerases), porém ainda 

passíveis de correção (EASTMOND et al., 2009). 

Para que sejam avaliados os efeitos genotóxicos e mutagênicos de uma 

determinada substância, existem metodologias padronizadas e internacionalmente 

aceitas por agências regulatórias, como o ensaio do cometa e o teste do 

micronúcleo (MN) (SCHMID, 1975; SING, 1988; HOLDEN, MAJESKA & 

STUDWELL, 1997; TICE et al., 2000; FDA, 2012; ANVISA, 2013; LUZHNA et at., 

2013). A “International Conference on Harmonization” (ICH - S2 (R1), 2012) propõe 

ainda que haja a combinação do ensaio cometa com o teste do micronúcleo (MN) in 

vivo.  

Kang et al. (2013) afirmam que a combinação do ensaio do cometa e teste do 

MN, com suas diferenças individuais de sensibilidade e marcadores quantificáveis, 

desempenham papeis capazes de avaliar a genotoxicidade, da mesma maneira 

como avaliar a incidência de carcinogênese, sem a necessidade de utilizar animais 

experimentais adicionais. A associação destes dois ensaios tem sido empregada 

nos trabalhos do nosso grupo de pesquisa (RIBEIRO et al., 2010; SERPELONI et 

al., 2010; SERPELONI et al., 2011; AISSA et al., 2012; ALMEIDA et al., 2013; 

HERNANDES et al., 2014) 

Em toxicologia genética, o ensaio do cometa (Single cell gel electrophoresis - 

SCGE assay) é amplamente utilizado para detectar alterações no DNA ou danos 
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genotóxicos, ainda passíveis de reparo. Estes danos genotóxicos podem ou não ser 

fixados no DNA, resultando em uma mutação (WITTE et al., 2007). Os agentes que 

interagem com o DNA levando a alterações ou mesmo quebras na estrutura do DNA 

podem ser considerados genotóxicos (OBE et al., 2004). Esta metodologia além de 

apresentar alta sensibilidade na detecção de danos genotóxicos, também possui a 

vantagem da necessidade de pequeno número de células para a análise, bem como 

baixo custo e fácil execução (TICE et al., 2000). 

Nos últimos 20 anos o ensaio do cometa vem sendo uma ferramenta valiosa 

na biomonitorização, para quantificar o dano ao DNA em populações expostas a 

vários tipos e doses de agentes genotóxicos, podendo contribuir para a “dosagem de 

efeito biológico” em exposições ocupacionais e ambientais (COLLINS et al., 2014). 

O ensaio do cometa possibilita a obtenção de uma estimativa recente sobre a 

integridade do DNA frente à agente genotóxicos e de estresse oxidativo (TAIOLI et 

al., 2002). Na nutrienômica, o ensaio do cometa é um indicadorA utilização do 

ensaio do cometa em animais inclui a aplicabilidade em vários tecidos, como 

coração, fígado, rim e cérebro (SMITH et al., 2008; VASQUES, 2012), sendo, 

inclusive, bastante empregada em trabalhos do nosso grupo de pesquisa (RIBEIRO 

et al., 2010; SERPELONI et al., 2010; SERPELONI et al., 2011; ALMEIDA et al., 

2012; AISSA et al., 2013; ALMEIDA et al., 2013; HERNANDES et al. 2014; 

CHEQUER et al., 2015).  

Resumidamente, o ensaio do cometa é composto pelo processo de lise, o 

desenrolar do DNA, eletroforese, neutralização, fixação, coloração da lâmina do 

cometa, e análise de imagem (OECD 489, 2014). O ensaio baseia-se na deposição 

da suspensão de células em uma lâmina contendo agarose, e em seguida sua 

exposição em solução de lise utilizando detergente com alta concentração de cloreto 

de sódio, a qual proporciona que o DNA fique livre de membranas e histonas, 

chamado assim de nucleoide, que é então submetido à eletroforese. Após, fixadas e 

coradas, as lâminas são analisadas em microscopia de fluorescência. No trabalho 

realizado por Östling e Johanson (1984), sugere-se que o DNA é organizado em 

grandes estruturas supercoloidais, que, quando separadas por quebras na dupla-fita 

de DNA, podem migrar do polo negativo para o polo positivo, através da eletroforese 

(TICE et al., 2000; KLAUDE et al., 1996). 

Entre os estudos não clínicos de toxicologia e segurança farmacológica 

necessários para a liberação de novas substâncias recomendados pela ANVISA 
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(2013) e pela MutaGen (Associação Brasileira de Mutagênese e Genômica 

Ambiental), o teste do micronúcleo (MN) é empregado por diversos laboratórios de 

pesquisa.  O teste do MN in vivo é capaz de detectar a presença de agentes 

clastogênicos (quebras de partes cromossômicas) e aneugênicos (perda de 

cromossomos inteiros), sendo internacionalmente aceito para a detecção de agentes 

mutagênicos (RIBEIRO et al., 2003).  

O teste do MN é baseado na observação do efeito do agente testado em 

eritrócitos policromáticos anucleados (PCE) de medula óssea ou em reticulócitos no 

sangue periférico, devido à facilidade de visualização do MN, o qual permanece no 

citoplasma dos eritrócitos imaturos (ou policromáticos) após a última divisão celular 

(SCHMID, 1975). Sendo assim, o aumento da frequência de micronúcleos 

representa dano cromossômico recente. Por serem facilmente identificáveis e terem 

distribuição bem definida, os micronúcleos permitem que os resultados obtidos 

forneçam fortes evidências da mutagenicidade do agente químico avaliado 

(RIBEIRO, 2003; HAYASHI et al., 2007). O aumento na frequência de eritrócitos 

policromáticos micronucleados (MNPCE’s) ou reticulócitos micronucleados 

(MNRET’s) de roedores são indicativos da ocorrência de danos cromossômicos 

estruturais e/ou numéricos (KRISHNA; HAYASHI, 2000). 

 Para evidenciar o eventual efeito antigenotóxico e antimutagênico de uma 

substância, ou seja, a capacidade de uma substância em proteger danos ao DNA, é 

necessária a utilização de um agente indutor de danos ao material genético, sendo 

que os agentes antitumorais são frequentemente utilizados para esta função 

(SERPERLONI et al., 2010; FEDATO; MAISTRO, 2012; VENÂNCIO et al., 2012). 

 

1.3 Doxorrubicina (DXR) 

 

O antitumoral Doxorrubicina (DXR) foi isolado na década de 1960 

(ARCAMONE et al., 1969) e demonstra ampla aplicabilidade terapêutica contra 

tumores sólidos e hematológicos (STERBA et al., 2013), sendo muito utilizado em 

diversos tratamentos quimioterápicos como agente antitumoral (VENKATESH et al., 

2007). Este fármaco é bastante utilizado em ensaios de antigenotoxicidade e 

antimutagenicidade, como agente indutor de danos cromossômicos em células de 
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roedores in vivo, sendo empregado como controle positivo nestas investigações 

(RIBEIRO et al., 2010; FEDATO; MAISTRO, 2012; ATTIA et al., 2013).  

Entre os mecanismos de ação responsáveis pela quebra da estrutura do DNA 

pela DXR, destacam-se: inserção de uma porção aglicona entre os pares de bases 

adjacentes do DNA, provocando quebras nas fitas do DNA; modificação da 

capacidade das helicases nucleares para separar a dupla hélice (MONTEIRO NETO 

et al., 2011); indução de ligações covalentes entre o DNA e a enzima topoisomerase 

II (VENKATESH et al., 2007), desestabilizando esta enzima e provocando danos ao 

DNA. A DXR também pode induzir a redução de elétrons, produzindo compostos 

que reagem com macromoléculas e lipídeos de membrana (INJAC; STRUKELJ, 

2008), causando danos oxidativos nas células que podem provocar mutações e 

consequentemente o desenvolvimento de câncer (PAN; GHAI; HO, 2008). 

 

 

1.4 Biomarcadores de danos oxidativos  

 

Espécies reativas de oxigênio (ERO) são derivadas de muitas fontes, e em 

geral são resultado de subprodutos do metabolismo oxidativo e têm uma ampla 

variedade de efeitos fisiológicos (RIBEIRO et al., 2005; HO et al., 2013).  

Quando células geram ERO em excesso, causam estresse oxidativo, que 

pode levar a um processo de promoção e progressão de carcinogênese (ZIECH et 

al., 2011).  Vários antioxidantes atuam como defesa contra as EROs, sendo que o 

desequilíbrio entre o sistema de defesa antioxidante e o aumento da sua produção, 

tanto por via endógena quanto por via exógena, resultam na alteração do estado 

redox celular, que tem o potencial de causar danos aos componentes celulares 

(HALLIWELL et al., 2012). 

Tem sido demonstrado que os níveis de ERO influenciam na expressão dos 

principais genes envolvidos na regulação celular e sistema de estresse oxidativo 

(HO et al., 2013). Os principais alvos de ERO incluem DNA, lipídeos, proteínas e 

carboidratos, sendo que a ordem de preferência de ataque depende de muitos 

fatores, o local onde a espécie reativa é gerada, a habilidade relativa de uma 

biomolécula ser oxidada e a disponibilidade de íons metálicos associados a essa 

biomolécula (EVANS et al., 2004; BERRA et al., 2006). 
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Os biomarcadores de estresse oxidativo podem ser classificados como 

moléculas que interagem com ERO e sofrem alterações (HO et al., 2013). As 

alterações no estado redox das células podem ser: proliferação celular desordenada, 

aumento da síntese de defesas antioxidantes, senescência, apoptose, necrose e/ou 

dano celular. Alguns biomarcadores de estresse oxidativo são formas indiretas de 

detectar radicais livres, pois não detectam as espécies reativas, mas sim os danos 

causados por elas nos diferentes componentes das células, como lipídeos e 

proteínas (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2000). 

O sistema antioxidante não-enzimático engloba os agentes capazes de 

reduzir os radicais livres via doação de elétrons, dentre eles, destacam-se a 

glutationa reduzida (GSH) (VASCONCELOS et al., 2007). O aumento da liberação 

de glutationa no organismo ocorre em função das mudanças no estado redox desta 

enzima, causadas pelo estresse oxidativo (ROVER Jr. et al., 2001). Na 

biotransformação e eliminação de xenobióticos, a glutationa (GSH) fornece um 

substrato para a glutationa peroxidase na redução do peróxido de hidrogênio e 

hidroperóxidos lipídicos (HUBER; ALMEIDA; FÁTIMA, 2008). Os níveis de GSH 

podem ser avaliados por meio da reação entre este tripeptídeo e o ácido 

ditionitrobenzóico (DTNB), com a formação do ácido 2-nitro-5-mercapto-benzóico 

(TNB) que é proporcional à quantidade inicial de GSH e pode ser quantificado por 

métodos fluorimétricos e espectrofotométricos (FORMAN; ZHANG; RINNA, 2009)  

Já nas membranas celulares, ocorre um processo fisiológico contínuo e um 

fator de renovação da membrana, sendo fundamental na síntese de prostaglandinas 

e leucotrienos, e também na fagocitose e na pinocitose, chamado lipoperoxidação 

(GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2000). Porém, a peroxidação lipídica pode representar 

um evento citotóxico que desencadeia uma sequência de lesões celulares, sendo, 

assim, um indicador de processos deletérios que envolvem a participação de 

radicais livres (LIMA; ABDALLA, 2001). A quantificação dos produtos da peroxidação 

lipídica é realizada por meio de metodologia para a avaliação da formação de 

compostos que reagem ao ácido tiobarbitúrico (Thiobarbituric Acid Reactive 

Substances – TBARS). Este teste envolve a reação entre o ácido tiobarbitúrico e o 

malondialdeído (MDA), além de outros aldeídos e produtos de decomposição dos 

hidroperóxidos, que sob condições ácidas e de aquecimento, formam produtos de 

cor rosa quantificáveis por métodos colorimétricos e fluorimétricos (NIKI, 2014). O 

MDA é um produto da peroxidação lipídica (TSAI et al., 2015) e é quantificado 
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usando a metodologia de TBARS (JANERO et al., 1990). 

Há na literatura diversos relatos sobre a atividade antioxidante das β-glucanas 

em geral (KOGAN et al., 2008; MAITY et al., 2014; NANDI et al., 2014; WANG et al., 

2014). Tal atividade pode ser associada à conformação estrutural das β-glucanas, 

sugerindo que estas sejam capazes de doar elétrons, transformando espécies 

reativas em produtos estáveis e não reativos (MAITY et al., 2014). 

As poucas investigações sobre a lasiodiplodana têm mostrado seus efeitos 

biológicos importantes, incluindo capacidade antiproliferativa em células MCF-7 de 

câncer de mama, efeito hipoglicemiante e ainda atividade anticoagulante (CUNHA et 

al., 2012; TÚRMINA et al, 2012; VASCONCELOS et al., 2013). As β-glucanas têm 

sido relacionadas à promoção da saúde, além disso, podem ter efeitos moduladores 

sobre os danos induzidos no DNA. Na literatura consultada não foram encontrados 

estudos relatados e sobre a toxicidade deste exopolissacarídeo fúngico, ou trabalhos 

que analisaram o possível efeito protetor frente a danos induzidos ao DNA. Assim, 

considerando as propriedades biológicas gerais das β-glucanas, a qual pode 

minimizar a instabilidade genômica e a geração de radicais livres, torna-se relevante 

o estudo dos efeitos da lasiodiplodana. 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivos Gerais 

 

Investigar os possíveis efeitos genotóxicos e mutagênicos do isolado 

exopolissacarídeo lasiodiplodana, produzido pelo fungo Lasiodiplodia theobromae, 

bem como a sua influência sobre a modulação da peroxidação lipídica e glutationa 

reduzida. Adicionalmente, avaliar a capacidade protetora, sobre os danos ao DNA 

induzidos pela doxorrubicina.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

I. Avaliar a possível atividade genotóxica e antigenotóxica da lasiodiplodana em 

células de fígado, rim e coração de ratos Wistar; 

II. Investigar os possíveis efeitos citotóxicos, mutagênicos e antimutagênicos da 

lasiodiplodana em medula óssea e sangue periférico de ratos; 

III. Avaliar a influência do exopolissacarídeo lasiodiplodana na modulação da 

peroxidação lipídica e glutationa reduzida em ratos Wistar, associados ou não à 

DXR, em células hepáticas, renais e cardíacas. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Reagentes 

 

Para ensaio cometa e o teste do micronúcleo, os reagentes utilizados foram 

adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, Estados Unidos). Para 

a coloração das lâminas do ensaio do cometa foi utilizado o corante GelREDTM 

(Biotium, Hayward, California, Estados Unidos, CAS 67-68-5), e a coloração das 

lâminas do teste do micronúcleo foi realizada com os corante Giemsa (Sigma-

Aldrich, CAS 51811-82-6) e Laranja de Acridina (Sigma-Aldrich, CAS 10127-02-3). 

Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analítico. 

 

4.2 Produção de Lasiodiplodana 

 

 A produção da lasiodiplodana foi realizada pelo pesquisador Dr. Mário A. A. 

Cunha da Universidade Tecnológica Federal do Paraná (UTFPR) – Paraná – Brasil, 

que gentilmente forneceu o exopolissacarídeo para a realização dos experimentos. 

Foi utilizado o fungo ascomiceto Lasiodiplodia theobromae isolado de Pinha 

(Annona squamosa). O exopolissacarídeo lasiodiplodana foi produzido por sistema 

descontínuo em biorreator de bancada (Biostat B, B. Braun International, Alemanha). 

O meio foi constituído com glicose como fonte de carbono (40 g/L), K2HPO4  (2 g/L) , 

MgSO4.7H2O (2 g/L) e extrato de levedura (2 g/L). Foi empregado um volume de 

inóculo de 100 mL (CUNHA et al, 2012). O caldo fermentado contendo a 

lasiodiplodana foi separado da biomassa celular por centrifugação (1,500 × g/30 

min), e o sobrenadante foi exaustivamente dialisado. Posteriormente, o 

exopolissacarídeo foi precipitado com quatro volumes de etanol, que foi recuperado 

por filtração em papel filtro, ressuspendido em água. No final do processo, foi obtida 

uma solução de lasiodiplodana purificada. A solução estoque de lasiodiplodana na 

concentração de 3,5 g/L em água foi preparada, autoclavada a 121°C por 20 min e 

empregada nos testes biológicos.  
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4.3 Critérios de escolha da DXR como controle positivo 

 

A doxorrubicina foi escolhida como controle positivo por ser um agente 

genotóxico efetivo in vivo e in vitro. Em roedores, a DXR é capaz de induzir dano ao 

DNA em células de fígado, rim e sangue periférico (MONTEIRO et al., 2010; AISSA 

et al., 2012; ALMEIDA et al, 2013; HERNANDES et al., 2014), e alterar o estado 

redox celular (SEGREDO et al., 2013). Portanto, a DXR foi o fármaco de escolha 

como controle positivo nesse trabalho, sendo utilizada de forma isolada ou 

associada a diferentes doses de lasiodiplodana. A via de administração da DXR foi a 

intraperitoneal, 24 horas antes da realização da eutanásia, em única dose de 15 

mg/kg p.c. A dose utilizada foi baseada em estudos onde a DXR se apresenta como 

eficiente agente genotóxico em avaliações pelo ensaio do cometa e teste do 

micronúcleo (ALMEIDA et al, 2012; ALMEIDA et al, 2013). 

A DXR foi utilizada na forma de Cloridrato de Doxorrubicina, adquirida do 

Laboratório Eurofarma (São Paulo, SP, Brasil). A solução de DXR, na concentração 

de 2 mg/mL, foi preparada imediatamente antes das administrações, protegida da 

luz.  

 

4.4 Tratamento dos animais 

 

O delineamento experimental utilizado neste trabalho foi aprovado pela 

Comissão de Ética de Uso de Animais da Prefeitura do Campus de Ribeirão Preto 

da Universidade de São Paulo, sob protocolo nº 13.1.218.53.1. Foram utilizados 

ratos machos (rattus norvegicus) da linhagem Wistar, pesando ±110 gramas, com 4 

a 5 semanas de idade, fornecidos pelo Biotério Central da Prefeitura do Campus de 

Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. Os animais foram mantidos segundo 

os critérios para o cuidado e uso de animais de laboratório, em salas com ciclo 

claro/escuro de 12 horas/12 horas, temperatura controlada (22-25C) e alimentados 

com ração (Nuvilab®, Curitiba/PR, Brasil) e água ad libitum.  
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Os animais foram distribuídos aleatoriamente em 8 grupos de tratamento, 

com 6 animais em cada grupo (n=6), para as determinações das atividades 

genotóxica, antigenotóxica, mutagênica, antimutagênica e de estresse oxidativo.  

O tratamento foi realizado diariamente por 14 dias, com intervalos de 24 horas 

entre as administrações. No 14° dia de tratamento e 24 horas antes da eutanásia, os 

animais receberam por via intraperitoneal solução salina (NaCl 0,9%) ou DXR (15 

mg/kg p.c.) (Figura 2). As doses da lasiodiplodana testadas foram: 5, 10 ou 20 mg/kg 

de peso corpóreo por dia. A solução de lasiodiplodana diluída em água foi 

administrada diretamente nos animais experimentais na quantidade necessária 

calculada por meio do peso dos mesmos, em um volume de até 1 mL. Os grupos de 

tratamento foram: 

 Grupo Controle Negativo (CN): os animais receberam água destilada por 

gavagem (0,2 mL/100g p.c.) diariamente, seguida de solução salina 

fisiológica i.p (NaCl 0,9% - 0,5 mL/100g p.c) no 14º dia de tratamento; 

 Grupo Controle Positivo (DXR): os animais receberam água destilada por 

gavagem (0,2 mL/100g p.c) diariamente, seguida do antitumoral DXR i.p 

(15mg/kg p.c. - 0,5 mL/100g p.c) no 14º dia de tratamento; 

 Grupos lasiodiplodana (LS): os animais receberam solução de lasiodiplodana 

(5, 10 ou 20 mg/kg p.c.) por gavagem diariamente, seguida da solução 

salina i.p. (NaCl 0,9% - 0,5 mL/100g p. c.) no 14º dia de tratamento. 

 Grupos lasiodiplodana + DXR (LS + DXR): os animais receberam soluções de 

lasiodiplodana (5, 10 ou 20 mg/kg p.c.) por gavagem, e em seguida  DXR 

i.p. (15 mg/Kg p.c - 0,5 mL/100 g p.c.).  

Ao  fim do experimento, os animais foram anestesiados com quetamina (100 

mg/kg) + xilazina (10 mg/kg p.c., i.p.) e submetidos a eutanásia por decapitação. Em 

seguida foram coletados o fígado, os rins, o coração e uma alíquota de sangue da 

veia caudal para a realização do ensaio do cometa e teste do micronúcleo. Os 

órgãos foram pesados a fim de se estabelecer a relação de massa do órgão com a 

massa corpórea. Amostras de fígado, rim e coração de cada animal foram 

imediatamente congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas em freezer - 80ºC 

para dosagem de GSH e TBARS. Também foram removidos os fêmures dos animais 

para coleta das células da medula óssea e análise dos micronúcleos em PCE. Os 

animais foram pesados diariamente para cálculo da dose da substância-teste e para 
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detectar possíveis alterações na massa corpórea devido aos tratamentos 

administrados. 

 

 

 

 

1º dia              Tratamento por gavagem 14º dia 15º dia 

Controle Negativo  

Lasiodiplodana 5 mg/kg  

Lasiodiplodana 10 mg/kg  

Lasiodiplodana 20 mg/kg  

DXR  

Lasiodiplodana 5 mg/kg + DXR  

Lasiodiplodana 10 mg/kg + DXR  

Lasiodiplodana 20 mg/kg + DXR  

 

 

 

Figura 2: Delineamento experimental. 

 

 

4.5 Ensaio do Cometa 

 

O ensaio do cometa foi realizado em células do fígado, rim, coração e sangue 

periférico conforme descrito por Singh et al. (1988) e Tice et al. (2000). As células 

isoladas do fígado, rim e coração foram obtidas após fragmentação mecânica em 

solução de Hanks, e o sangue periférico foi coletado da veia caudal usando o 

anticoagulante EDTA.  

Para a realização do ensaio do cometa é necessária a avaliação da 

viabilidade celular, foi realizada usando o método de exclusão pelo azul de tripan, 

que se baseia na avaliação da integridade da membrana celular.  

As suspensões celulares (80 μL) foram homogeneizadas em 240 μL de 

agarose de baixo ponto de fusão a 0,5% (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) e em 

seguida depositadas em lâminas contendo agarose normal a 1,5% (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, EUA). As lâminas foram imersas em solução de lise celular (NaCl 2,5 M, 

EDTA 100mM, DMSO 10%, Triton X-100 1% e Tris 10 mM, pH 10) por 24 horas e 
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↓ 
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# 

# 

# 
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▼DXR (15 mg/kg p.c., i.p., 0,5 mL/100 g p.c.) 
#Coleta do sangue da cauda, eutanásia e coleta dos rins, fígado, 
coração e medula óssea. ↓Injeção NaCl 0,9% i.p. (0,5 mL/100 g p.c.) 
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em seguida foram transferidas para solução de eletroforese (NaOH 300 mM e EDTA 

1 mM, pH>13) por 20 minutos, para favorecer a desnaturação do DNA. 

Posteriormente foram transferidas para cuba horizontal, onde foram submetidas à 

eletroforese (0,78 V/cm, 25V, 300mA, 20 minutos), neutralização (Tris–HCl 0,4 M, 

pH 7,5, 5 minutos) e secas ao ar. A fixação foi feita no dia posterior em etanol 

absoluto por 2 minutos. 

A coloração foi feita imediatamente antes da análise, utilizando GelRed® 

1:10.000 (v/v) (Biotium, Hayward, CA, EUA) e os nucleoides foram analisados em 

microscópio de fluorescência (AxioStar Plus, Carl Zeiss Axio Cam MRc - AxioVision 

3.1) utilizando filtro 516-560nm, barreira de filtro de 590nm, e aumento de 200x. As 

imagens de 100 nucleóides aleatórios foram analisadas pelo sistema Comet Assay 

IVTM, versão 4.3 (Perceptive Instruments, Reino Unido) pelo parâmetro Tail Intensity 

(% de DNA na cauda) e Tail Moment (intensidade de fluorescência na cauda, 

multiplicado pelas distâncias relativas do centro da cabeça do nucleoide, dividido 

pelo total da intensidade do cometa). 

 A porcentagem de redução da cauda do DNA em célula teciduais dos animais 

tratados com a lasiodiplodana associada à DXR foi calculada conforme Manoharam, 

Banerjee (1985) e Waters et al. (1990), por meio da fórmula: 

 

Redução (%) = Média do escore em A – Média do escore em B x 100 

                Média do escore em A – Média do escore em C 

 

Onde A é o controle positivo DXR, B é o grupo tratado com lasiodiplodana e C é o 

grupo controle negativo. 

 

4.6 Teste do micronúcleo em medula óssea e sangue periférico 

 

 O teste de micronúcleo na medula óssea foi realizado como proposto por 

Schmid (1975), de modo que a medula óssea foi coletada dos fêmures com soro 

bovino fetal, a suspensão celular centrifugada (10 minutos a 900 rpm) e em seguida 

realizou-se um esfregaço do pellet em lâminas previamente limpas e secas. Após 

fixação em metanol absoluto, as lâminas foram coradas com Giemsa (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, EUA) diluído em tampão Sorensen (Na2HPO4 e KHPO4, pH 6,8) na 
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proporção de 1 mL do corante para 20 mL da solução tampão, por 10 minutos. 

Foram analisados 2.000 eritrócitos policromáticos (PCEs) por animal. Também foi 

realizada a relação entre eritrócitos policromáticos/eritrócitos normocromáticos 

(PCE/NCE) em 500 eritrócitos por animal, uma vez que é possível distinguir as 

células da medula óssea com a coloração Giemsa (pH 5,5) em função das diferentes 

fases de maturação em que estas se encontram, sendo que os eritrócitos jovens 

(PCE) apresentam coloração azul ou roxa e os eritrócitos maduros (NCE) podem ser 

visualizados em uma coloração rósea (HEDDLE et al., 2011). 

O teste do micronúcleo em sangue periférico foi realizado como descrito por 

Holden, Majeska e Studwell (1997). O sangue foi coletado da veia caudal dos 

animais no 15º dia de tratamento, 24 horas após a injeção de salina ou DXR, e foi 

feito um esfregaço em lâminas previamente limpas.  Após 24 horas, as lâminas 

foram fixadas em metanol absoluto e foram coradas com laranja de acridina (CAS: 

10127-02-3, Sigma-Aldrich) (18 µg/mL), imediatamente antes da análise. A análise 

citogenética foi realizada em microscópio de fluorescência (Carl Zeiss, modelo 

Axiostar Plus) combinando luz azul (488nm) e filtro amarelo, objetiva de 40x. A 

frequência de micronúcleo foi analisada em 1000 reticulócitos por animal (HAYASHI 

et al., 1990). 

 A porcentagem de redução da frequência de micronúcleos em células de 

medula óssea e sangue periférico dos animais tratados com a lasiodiplodana 

associada à DXR foi calculada conforme Manoharam, Banerjee (1985) e Waters et 

al. (1990). 

 

4.7 Análise das concentrações de GSH e TBARS no fígado, rim e coração de 

ratos 

 

Para quantificação de GSH reduzida, 200 mg dos tecidos (fígado, rim ou 

coração) foram homogeneizados em 2 mL de solução de KCl 1,15% p/v, e em 

seguida diluídos em água (1:4), precipitados com TCA 50% e centrifugados a 2000g 

por 10 min (SEDLAK; LINDSAY, 1968), obtendo-se um sobrenadante. Em uma 

alíquota (0,5 mL) do sobrenadante foram adicionados 2,0 mL de tampão Tris-EDTA 

(0,2 M, pH 8,9) e 0,1 mL de DTNB [5,5´-ditiobis(2-nitrobenzóico].   
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As amostras foram analisadas em espectrofotômetro a 412 nm e as 

concentrações de glutationa foram determinadas com o auxílio de uma curva padrão 

de α-cisteína nas concentrações de 0,10; 0,04; 0,02 e 0,01 µmol/mL, obtida pela 

mesma metodologia descrita acima. Os resultados foram expressos em nmol/mg de 

proteína. A quantificação das proteínas foi feita pelo método de Lowry com as 

amostras analisadas em 650 nm (HARTREE, 1972), utilizando albumina sérica 

bovina como padrão. 

As concentrações de TBARS foram determinadas nos tecidos hepático, renal 

e cardíaco de ratos de acordo com Draper & Hadley (1990). Uma alíquota de 200 μL 

do homogeneizado descrito acima foi adicionada em 500 μL da solução de reagente 

de ácido tiobarbitúrico (TBA, 0,8 % m/v), 500 μL de tampão ácido acético (pH 3,4) e 

200 μL de dodecil sulfato de sódio (SDS 8,1% m/v) e em seguida foi incubada por 2 

horas em banho-maria à 95°C. As amostras foram centrifugadas e a absorbância do 

sobrenadante foi determinada em espectrofotômetro, a 532 nm, utilizando curva 

padrão com concentrações crescentes de malondialdeído (1,5 a 9,0 nmol/mL), 

seguindo o mesmo procedimento descrito para as amostras. Todas as 

determinações foram realizadas em duplicata. Os resultados foram expressos em 

nmol/mg de proteína. 

 

 

5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão e analisados quanto 

à normalidade usando o teste de Kolmogorov-Smirnov.  Em seguida, os dados foram 

submetidos à análise de variância pelo ANOVA e as médias comparadas pelo teste 

de Dunnett. O programa GraphPad Prism versão 5.0 (GraphPad Prism Software Inc., 

San Diego, CA, EUA) foi utilizado como ferramenta de análise. O valor de p<0,05 foi 

considerado estatisticamente significativo para todos os resultados avaliados. 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

   

6.1 Escolha das doses da lasiodiplodana 

 

A escolha da via de administração é essencial nas avaliações toxicológicas, 

sendo a melhor via aquela que se assemelha a exposição habitual da substância 

(HARTMANN et al., 2003). A seleção das doses da substância teste também é um 

aspecto muito importante nos estudos de genotoxicidade e antigenotoxicidade. 

Conforme orientações de OECD, a dose limite para tratamento com doses múltiplas 

até 14 dias é de até 2000 mg/kg p.c. entre 24 horas (OECD,1997) ou até a dose 

mais solúvel (TICE et al., 2000). As doses de lasiodiplodana definidas neste estudo 

foram baseadas na máxima dose solúvel, referente a 20 mg/kg p.c.   

Os isolados de diferentes β-glucanas possuem característica de difícil 

solubilidade em água, uma vez que suas propriedades no organismo fúngico se 

referem à rigidez e sustentação da parede celular (MIRA; GRAF; CÂNDIDO, 2009). 

Em alimentos ricos em β-glucanas, assim como em seus isolados, a alta viscosidade 

depende da solubilidade, concentração e peso molecular, e em concentrações 

superiores a 0,2% as moléculas de β-glucanas formam um emaranhado viscoso 

(ANTILLA et al., 2004). Uma vez que o volume de ingestão diária máxima 

recomendada pela OECD é de 10 mL/kg p.c., e que o isolado de lasiodiplodana 

apresentou-se viscoso, o volume administrado de maneira segura desta β-glucana 

em animais com peso inicial de 110 g e idade entre 4 a 5 semanas foi de 1 mL. A 

lasiodiplodana foi administrada na dose máxima de 20 mg/kg p.c. durante 14 dias 

consecutivos, observando aspectos clínicos evidentes de sobredose da substância 

testada (diarreia, alterações comportamentais, piloereção, convulsão ou morte). 

Nenhum efeito fisiológico citado foi observado com a dose de 20 mg/kg p. c. 

Portanto, esta dose foi escolhida como a maior dose a ser testada neste estudo. A 

fim de avaliar possíveis efeitos dose-dependente, foram também propostas doses de 

10 mg/kg p.c. e 5 mg/kg p.c. de lasiodiplodana.  
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6.2 Variação de massa corpórea e consumo de ração 

 

Os primeiros parâmetros avaliados nesse estudo foram a variação de massa 

corpórea (diferença entre a massa corpórea no início do tratamento e massa 

corpórea no último dia de tratamento) e a avaliação do peso relativo dos órgãos 

(expresso como porcentagem em relação à massa corporal). A comparação entre o 

peso de órgãos de animais de grupos tratados e controles é convencionalmente 

utilizada para predizer possíveis efeitos tóxicos quando há alterações entre os 

grupos. Utilizando esse parâmetro ainda é possível identificar prováveis órgãos-alvo 

da exposição (MICHAEL et al., 2007; SELLERS et al., 2007; WOLFSEGGER et al., 

2009). A Sociedade de Patologia Toxicológica acredita que o peso dos órgãos têm 

valor em estudos em que os animais têm uma exposição sistêmica ao composto por, 

pelo menos, 7 dias (SELLERS et al., 2007). Por exemplo, a indústria farmacêutica 

julgou útil a utilização do peso do fígado pela sensibilidade desse órgão em predizer 

toxicidade, sendo um alvo frequente em estudos toxicológicos. Ainda a variabilidade 

do órgão de animal para animal é pequena e é considerado o principal órgão de 

desintoxicação (MICHAEL et al., 2007). 

Aliado a estes parâmetros, foi avaliado nesse estudo o consumo de ração 

(média diária de consumo de ração por animal), estabelecendo a diferença entre a 

quantidade de ração fornecida e a quantidade de ração presente no dia seguinte. O 

acompanhamento do consumo de ração e água de animais nos permite obter um 

maior entendimento sobre os efeitos adversos da substância teste, permitindo 

ajustes no delineamento experimental e nas doses utilizadas (CHAPMAN et al., 

2013). 

Os resultados da variação da massa corpórea e do peso relativo dos órgãos, 

tanto do fígado quanto do rim e do coração, em todas as doses da lasiodiplodana, 

não demonstraram diferenças significativas em relação aos controles, o que pode 

predizer a ausência de macrolesões da lasiodiplodana nesses tecidos. O consumo 

de ração também não foi diferente entre os grupos de tratamentos (Tabela 1). 
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Tabela 1: Variação de massa corpórea, e porcentagem da massa do fígado/massa 
corpórea, massa do rim/massa corpórea e massa do coração/massa corpórea, e consumo 
de ração de ratos Wistar tratados com diferentes doses de lasiodiplodana associadas ou 
não à doxorrubicina (15 mg/kg p.c. i.p.) 
 
Dados referentes a 6 animais por grupo. Média ± desvio padrão CN: controle negativo; LS: β-glucana 

lasiodiplodana; DXR: doxorrubicina. Não houve diferença estatística entre os grupos. ANOVA, seguido de 
teste de Dunnett (p>0,05). 
 

 

  

6.3 Avaliação da genotoxicidade e antigenotoxicidade da lasiodiplodana 

 

Inicialmente, o ensaio do cometa foi desenvolvido por Ostling & Johanson 

(1984) para detectar danos ao DNA em células de mamíferos induzidos por 

radiação. Há duas versões para o ensaio do cometa: a versão neutra e a versão 

alcalina. A versão neutra detecta, exclusivamente, quebras de fita dupla no DNA 

(OSTLING & JOHANSON, 1984), podendo ser considerada menos sensível 

(BRIANEZI et al., 2009). Já a versão alcalina do ensaio, descrita por Singh et al. 

(1988), permite a análise do dano do DNA por meio de uma maior variedade de 

lesões, como quebras de fita simples e duplas, sítios álcali-lábeis, pontes entre DNA-

DNA e DNA-proteína (TICE et al., 2000), sendo essa a versão do ensaio do cometa 

utilizada neste trabalho. 

 Tice et al. (2000) recomendam a verificação da viabilidade celular antes da 

realização do ensaio do cometa, a qual deve ser preferencialmente superior a 70%. 

Grupo Ganho de 

massa 

corpórea (g) 

Massa 

relativa do 

fígado(%) 

Massa 

relativa 

dos 

rins(%) 

Massa relativa 

do coração (%) 

Consumo 

de ração 

(g/dia) 

CN 158,30±30,66 5,90±1,4 2,04±0,32 0,60±0,11 29,64±2,2 

LS 5mg/kg 177,24±30,78 5,65±1,5 1,19±0,06 0,50±0,11 28,10±2,9 

LS 10mg/kg 163,24±33,09 5,71±2,0 1,21±0,03 0,48±0,08 29,14±1,7 

LS 20mg/kg 150,66±40,44 5,66±1,9 1,36±0,12 0,54±0,20 30,46±1,4 

DXR 153,54±20,67 6,36±0,8 2,26±1,84 0,55±0,14 27,20±1,9 

LS 10mg/kg+DXR 120,60±14,26 8,50±2,9 4,05±2,38 0,70±0,27 22,82±1,4 

LS 10mg/kg+DXR 109,62±13,26 6,80±0,5 3,49±2,33 0,65±0,10 31,57±2.4 

LS 20mg/kg+DXR 111,00±34,59 7,30±1,1 3,69±2,54 0,64±0,16 24,46±1,6 
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A viabilidade celular foi testada para o ensaio do cometa, utilizando azul de tripan. 

Esta técnica se baseia no fato de que as membranas intactas de células viáveis não 

se coram na presença deste corante, sendo, portanto, marcador para análise de 

viabilidade celular (STROBER, 2001). Os resultados não mostraram diferença na 

relação de células viáveis no fígado, rim e coração nos grupos tratados com 

lasiodiplodana comparado com os grupos controle negativo. O grupo DXR também 

não apresentou diferença na relação de células viáveis dos tecidos testados quando 

comparado com o grupo controle negativo. A viabilidade celular em todos os tecidos 

analisados foi superior a 75% nos grupos de tratamento quando comparado ao 

grupo controle negativo (dados não mostrados). 

A avaliação dos danos ao DNA foi realizada pelos parâmetros Tail Intensity 

(% DNA migrado na cauda) e Tail moment (intensidade de fluorescência na cauda, 

multiplicado pelas distâncias relativas do centro da cabeça do nucleoide, dividido 

pelo total da intensidade do cometa). O Tail Intensity ou % de DNA na cauda é um 

parâmetro muito recomendado na análise automatizada, uma vez que está 

diretamente relacionado com a frequência de quebra de DNA sobre vários níveis de 

dano (HARTMANN et al., 2003). Já o uso do Tail moment nos mostra com apenas 

um valor a quantidade de dano no material genético, bem como a distância da 

migração deste (HELLMAN et. al., 1995). A fotomicrografia de um nucleoide típico 

deste ensaio está demonstrado na Figura 3. 

 

 

Figura 3: Fotomicrografia de nucleoide de sangue periférico contendo cabeça (A) e cauda (B). 
Coloração: GelRed; aumento original de 200x. Foto: Michela Bianchi, Laboratório de Nutrigenômica 
da FCFRP-USP. 
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A análise de 100 nucleoides é amplamente recomendada e utilizada para o 

ensaio do cometa (TICE et al., 2000; HARTMANN et al., 2003; COLLINS et al., 

2008;  LORENZO et al., 2013; VAN DER LEEDE et al., 2014; IBERO-BAIRABAR et 

al., 2015; ENCISO et. al., 2015), porém, também encontram-se na literatura estudos 

que analisaram a quantidade de 50 nucleoides por amostra (MILOSHEV et al., 2002; 

SASAKI et al., 2002; CONTIJO et al., 2003; BENKOVIC et al., 2008; BENKOVIC et 

al., 2009). Em Setembro de 2014, a OECD publicou o Guideline 489 para o ensaio 

do cometa alcalino in vivo (originalmente intitulado “In Vivo Mammalian Alkaline 

Comet Assay”), onde recomenda a análise de 150 nucleoides por amostra, para 5 

animais por dose de tratamento. Neste estudo foram analisados 100 nucleoides por 

amostra, em 6 animais por grupo de tratamento.  

A sensibilidade deste ensaio in vivo foi evidenciada pelo aumento significativo 

da % de DNA na cauda e Tail moment entre o grupo DXR em comparação ao grupo 

controle negativo. Os resultados obtidos pelo ensaio do cometa em fígado, rim, 

coração e sangue periférico demonstraram aumento significativo da % de DNA na 

cauda (Figura 4) e Tail moment (Figura 5) do grupo DXR comparado com os grupos 

lasiodiplodana e controle negativo, confirmando assim a validação deste marcador. 

Este resultado está de acordo com trabalhos descritos na literatura sobre os danos 

induzidos pela DXR nestes tipos celulares (ALMEIDA et al., 2012; HERNANDES et 

al., 2014; TOLENTINO et al., 2015). A lasiodiplodana nas doses de 5, 10 ou 20 

mg/kg p.c. não aumentou a % de DNA na cauda e Tail moment em tecido hepático, 

renal, cardíaco e em células de sangue periférico, quando comparados ao grupo 

controle, demonstrando que a lasiodiplodana, nas doses testadas, não apresentou 

efeito genotóxico pelo ensaio do cometa, nas células analisadas. 

 



28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Porcentagem de DNA (% DNA) na cauda no ensaio cometa em células hepáticas, renais, 

cardíacas e de sangue periférico de ratos Wistar após 14 dias de tratamento com LS. CN: controle 

negativo; DXR: doxorrubicina (15 mg/kg p.c. 24h antes da eutanásia); LS: lasiodiplodana. 

a
Estatisticamente diferente do CN. ANOVA uma via seguido de teste de Dunnett (p<0.05). Dados 

referentes à 6 animais por grupo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           
 

 

 

 

 
Figura 5: Tail moment de nucleoides de células hepáticas, renais, cardíacas e de sangue periférico 
de ratos Wistar após 14 dias de tratamento com LS. CN: controle negativo; DXR: doxorrubicina (15 
mg/kg p.c. 24h antes da eutanásia); LS: lasiodiplodana. 

a
Estatisticamente diferente do CN. ANOVA 

uma via seguido de teste de Dunnett (p<0.05). Dados referentes à 6 animais por grupo. 
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A avaliação da antigenotoxicidade foi realizada também em células de fígado, 

rim, coração e sangue periférico. O tratamento com a lasiodiplodana, em todas as 

doses testadas, foi capaz de reduzir significativamente os danos no DNA induzido 

pela DXR, observados pela diminuição estatisticamente significativa na % de DNA 

na cauda (Figura 6) e Tail moment (Figura 7) nas células de fígado, rim, coração e 

sangue periférico, em comparação aos animais tratados somente com a DXR – 

demonstrando efeito antigenotóxico nessas células de maneira não dose-

dependente. Estes resultados indicam o efeito protetor da lasiodiplodana sobre os 

danos causados no DNA pela DXR.  

 
Figura 6: Porcentagem de DNA (% DNA) na cauda no ensaio cometa em células hepáticas, renais, 
cardíacas e de sangue periférico de ratos Wistar após 14 dias de tratamento com LS e 24 h após 
administração de DXR (15 mg/kg p.c.). CN: controle negativo; DXR: doxorrubicina; LS: 
lasiodiplodana. 

a
Estatisticamente diferente do CN. 

b
Estatisticamente diferente de DXR. ANOVA uma 

via seguido de teste de Dunnett (p<0.05). Dados referentes a 6 animais por grupo. 
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Figura 7: Tail moment de nucleoides de células hepáticas, renais, cardíacas e de sangue periférico 
de ratos Wistar após 14 dias de tratamento com LS e 24 h após administração de DXR (15 mg/kg 
p.c.). CN: controle negativo; DXR: antitumoral doxorrubicina; LS: lasiodiplodana. 

a
Estatisticamente 

diferente do CN. 
b
Estatisticamente diferente de DXR. ANOVA uma via seguido de teste de Dunnett 

(p<0.05). Dados referentes a 6 animais por grupo. 

 

 

Os testes in vivo são importantes na identificação de substâncias com ação 

genotóxica e antigenotóxica (TICE et al., 2000), uma vez que esses modelos 

experimentais permitem considerar as características envolvidas na metabolização 

da substância em estudo, sendo uma forma mais completa que ensaios in vitro 

(KRISHNA; HAYASHI, 2000). O ensaio do cometa, quando realizado in vivo, pode 

ser aplicado em qualquer tecido, desde que seja possível a obtenção de uma 

suspensão celular (HARTMANN et al., 2003; OECD 489). O fígado e o rim foram os 

órgãos de escolha para realizar o ensaio do cometa por apresentarem transferência 

de xenobióticos ligados às proteínas levando ao acúmulo de substâncias nesses 

órgãos. Também permitem observar o efeito da substância após sua metabolização 

(GREGUS; KLAASSEN, 2001). Além disso, o fígado é um dos principais órgãos 

recomendados para o ensaio do cometa pela OECD 489, uma vez que este é 

frequentemente um órgão-alvo para a carcinogenicidade. O coração foi utilizado no 

ensaio do cometa por ser um dos órgãos-alvo de toxicidade da DXR, uma vez que 

este antitumoral é responsável por alterações estruturais nos cardiomiócitos (TACAR 

et al. 2013). A análise do cometa em sangue periférico foi realizada para avaliação 

da substância teste sobre o sistema circulante do organismo vivo, permitindo 

observar níveis de danos ao DNA nessas células (KUWURU et al., 2014). A 

utilização de vários órgãos de um mesmo animal vem se tornando recorrente em 



31 

 

 

estudos de genotoxicidade, em função da possibilidade de avaliar os danos ao DNA 

de diversos órgãos de um mesmo animal, como fígado, coração e rins (NAGAOKA 

et al., 2011). 

Alguns autores já avaliaram diferentes tipos de β-glucanas frente à indução de 

genotoxicidade e capacidade antigenotóxica (TOHAMY et al., 2003; OLIVEIRA, et 

al., 2013). No estudo realizado por Oliveira et al. (2013), a β-glucana extraída do 

fungo Saccharomyces cerevisiae não demonstrou genotoxicidade, além de ser 

capaz de reduzir de 59 a 94% o dano no DNA induzido pela ciclofosfamida em 

camundongos. Também não foi identificado potencial genotóxico em β-glucanas 

fúngicas como a β-(1→3; 1→4)-D-glucana e a β-(1→3; 1→6)-D-glucana (DELANEY; 

de VOGEL; KRUL, 2004). No presente estudo, as três diferentes doses (5, 10 ou 20 

mg/kg p.c.) da lasiodiplodana, isoladamente, não causaram aumento na % de DNA 

na cauda nem no Tail moment em fígado, rim, coração e sangue periférico 

observado no ensaio do cometa (Figuras 4 e 5, respectivamente), indicando a 

ausência de genotoxicidade desse polissacarídeo nos tecidos avaliados. 

 Na avaliação antigenotóxica, a lasiodiplodana demonstrou capacidade de 

proteção do DNA sobre danos induzidos pela DXR, nas três doses testadas (5, 10 

ou 20 mg/kg p.c.) em todos os tecidos avaliados (Figuras 6 e 7) (Tabela 2).  Attia et 

al. (2013) avaliaram os efeitos genotóxicos e antigenotóxicos in vivo da β-glucana 

fúngica β-(1→3)-D-glucana, podendo observar a ausência de genotoxicidade, e 

ainda a capacidade de proteção contra os danos ao DNA causados pelo antitumoral 

paclitaxel em camundongos.  

 

Tabela 2: Porcentagem de redução de DNA (% DNA) na cauda no ensaio cometa 

tecidos analisados de ratos Wistar após 14 dias de tratamento com LS e 24 h após 

administração do antitumoral DXR (15 mg/kg p.c.). 

Tratamento Redução (%) 

Fígado Rim Coração Sangue 

 T.M. T. I. T.M. T. I. T.M. T. I. T.M. T. I. 

LS 5mg/kg + DXR 76,92 98,15 103,8 111,5 94,99 104,4 115,9 116,1 

LS 10mg/kg + DXR 96,07 96,01 99,64 111,4 112,9 126,7 112,4 99,86 

LS 20mg/kg + DXR 94,91 97,36 102,5 108,2 80,31 92,79 107,8 95,29 

DXR: antitumoral doxorrubicina; LS: lasiodiplodana. T. I.: Tail moment; T. I. Tail intensity.  Dados referentes a 6 
animais por grupo.  

 



32 

 

 

 Os mecanismos de ação envolvidos na atividade biológica das β-glucanas 

ainda vêm sendo elucidados (KAGIMURA et al., 2015). Há evidências de que essas 

atividades ocorram por meio de uma cascata de eventos, incluindo ligações 

específicas para macrófagos e interações com seus receptores, e ainda a 

sinalização para expressão de genes que regulam a apoptose durante os eventos de 

proliferação celular (NOVAK & VETVICKA, 2009). Tais evidências estariam de 

acordo com os relatos de atividades de regulação do sistema imune das β-glucanas. 

Pillai et al. (2014) associaram o efeito protetor aos danos ao DNA causado por 

radiação em linfócitos humanos às características estruturais da β-glucana, e 

também relacionaram a capacidade dessas substâncias em agir com células 

envolvidas na imunidade, resultando na produção de modificadores da resposta 

biológica. Desse modo, sugere-se que a lasiodiplodana tenha ação nas membranas 

extracelulares, de forma a estimular a proteção contra os danos no DNA.  

 

 

6.4 Investigação da atividade mutagênica e antimutagênica da lasiodiplodana 

em células de medula óssea e sangue periférico 

 

A avaliação da progressão de eritrócitos PCEs e NCEs na medula é um 

importante indicador de citotoxicidade, o que pode ser realizado juntamente com o 

teste do micronúcleo na medula óssea (VENKATESH, 2007), indicada quando há 

uma redução significativa na percentagem de PCE entre o total de eritrócitos na 

medula (NCE + PCE) (RIBEIRO, 2003). A determinação da citotoxicidade de 

compostos na medula óssea foi feita por meio da relação PCE/NCE, analisando-se 

500 eritrócitos, como demonstrado na Figura 8. 
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Figura 8: Fotomicrografia de esfregaço de medula óssea de rato Wistar 24 horas após administração 
de doxorrubicina (DXR, 15 mg/kg p.c. i.p.) NCE: Eritrócito normocromático; PCE: Eritrócito 
policromático; MNPCE: Eritrócito policromático com micronúcleo. Coloração: Giemsa; aumento 
original de 1000x (imersão). Foto: Michela Bianchi de Mello, Laboratório de Nutrigenômica da FCFRP-
USP. 

 

Os resultados apresentados na Tabela 3 demonstram que a relação 

PCE/NCE dos grupos lasiodiplodana foram semelhantes ao controle negativo, não 

apresentando citotoxicidade. A relação PCE/NCE é um indicador de aceleração ou 

inibição da eritropoiese, sendo que um declínio nessa relação fornece evidências da 

citotoxicidade da substância teste. Não houve redução significativa na relação 

PCE/NCE em nenhum dos grupos avaliados, demonstrando ausência de 

citotoxicidade.  

A sensibilidade do teste do MN em medula óssea e sangue periférico de ratos 

Wistar foi evidenciada pelo aumento da frequência de MNPCE e MNRET (Figura 9) 

induzidos pela DXR, respectivamente (Tabela 3). A lasiodiplodana não causou, 

isoladamente, mutações cromossômicas no DNA que refletissem em maior 

frequência de MN em células de medula óssea e sangue periférico quando 

comparada com o controle negativo. Porém, os animais do grupo DXR tiveram a 

frequência de MN aumentada significativamente em ambas as populações celulares 

quando comparados ao grupo controle (Tabela 3).  

 

 

MNPCE 

NCE 

PCE 
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Figura 9: Fotomicrografia mostrando um micronúcleo (seta) em reticulócito (coloração laranja) de 
sangue periférico de rato Wistar 24 horas após administração de doxorrubicina (15 mg/kg p.c. i.p.). 
Coloração: laranja de acridina; aumento original de 1000x (imersão). Foto: Michela Bianchi de Mello, 
Laboratório de Nutrigenômica da FCFRP-USP. 

 
 

Na avaliação da antimutagenicidade, todas as doses da lasiodiplodana foram 

capazes de reduzir significativamente a frequência de MNPCE e MNRET quando 

comparado ao grupo DXR na medula óssea e sangue periférico, respectivamente 

(Tabela 3), concordando com os efeitos antigenotóxicos observados por meio do 

ensaio do cometa.  

Alguns autores já relataram a capacidade de diferentes isolados de β-

glucanas em inibir a formação de células micronucleadas (KRIZKOVA et al., 2006; 

MIRANDA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014). Os resultados 

do estudo realizado por Oliveira et al. (2014) demonstraram a atividade 

quimiopreventiva da β-glucana em células somáticas e germinativas, utilizando o 

teste do micronúcleo em camundongos machos expostos à ciclofosfamida. Para 

outro isolado, a botriosferana, foi observada a atividade protetora dose-dependente 

(7,5, 15 e 30 mg/kg p.c. por 15 dias) diante de danos ao DNA induzidos pelo 

antitumoral ciclofosfamida, realizada por meio do teste do micronúcleo em sangue 

periférico e medula óssea de camundongos. A botriosferana reduziu a frequência de 

células micronucleadas em 78% na medula óssea e 82% em sangue periférico 

(MIRANDA et al., 2008). 

 

 

 

 

MNRET 



35 

 

 

Tabela 3: Frequência (média±desvio padrão) eritrócitos policromáticos micronucleados 
(MNPCE) e de reticulócitos micronucleados (MNRET) no sangue periférico, porcentagem de 
redução e relação PCE/NCE em células de medula óssea de ratos Wistar tratados por 14 dias 
com diferentes doses de lasiodiplodana (LS) associadas ou não com DXR (15 mg/kg p.c. i.p.)  

Grupo Medula Óssea* Sangue Periférico** 

 MNPCE/1000 Redução PCE/NCE  MNRET/1000 Redução 

Controle Negativo 1,8±0,8  0,75±0,03  3,5±1,9  

LS 5mg/kg 2,0±1,2  0,73±0,05  3,0±2,9  

LS 10mg/kg 3,4±1,1  0,75±0,06  3,5±2,4  

LS 20mg/kg 4,0±2,4  0,76±0,06  4,1±2,0  

DXR 15,6±3,4a  0,66±0,10  13,6±1,6a  

LS 5mg/kg + DXR 3,8±2,3b 85% 0,69±0,02  4,6±0,8b 89% 

LS 10mg/kg + DXR 4,1±2,7b 83% 0,70±0,08  5,2±3,0b 83% 

LS 20mg/kg + DXR 4,4±2,8b 81% 0,67±0,06  7,0±1,6b 65% 

 

 

 

 

6.5 Glutationa reduzida e substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico  

 

Neste estudo, parâmetros de estresse oxidativo foram analisados a fim de 

verificar possíveis efeitos antioxidantes da lasiodiplodana em células hepáticas, 

renais e cardíacas.  

Os resultados obtidos frente às concentrações de GSH em fígado, rim e 

coração, mostram que o tratamento com lasiodiplodana não foi capaz de alterar 

significativamente (p>0,05) tais concentrações nesses tecidos em nenhuma das 

doses testadas (Tabelas 3).  

 

 

 

 

 

*2000 e **1000 células foram analisadas por animal, com seis animais por grupo. 
a
Diferença significativa em 

relação ao Controle Negativo (p<0.05). 
b
Diferença significativa em relação a DXR. ANOVA, seguido de pós-teste 

de Dunnet foram usados para determinar as diferenças significativas. 
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Tabela 3: Concentrações teciduais de glutationa reduzida (GSH) em fígado, 
rim e coração de ratos Wistar tratados por 14 dias com diferentes doses de 
lasiodiplodana (LS) associadas ou não com DXR (15 mg/kg p.c. i.p.)  

Grupo GSH (nmol/mg proteína) 

 Fígado Rim Coração 

CN 47,08±12,90 24,43±03,20 24,77±12,50 

LS 5mg/kg 39,40±07,36 31,57±12,55 19,89±07,89 

LS 10mg/kg 45,45±07,00 35,65±18,67 23,42±10,68 

LS 20mg/kg 48,40±08,88 31,80±11,95 25,29±15,27 

DXR 39,46±09,64 23,33±02,62 11,61±03,25 

LS 5mg/kg + DXR 17,19±09,40 25,95±07,90 38,01±16,39 

LS 10mg/kg + DXR 35,32±13,13 18,47±06,30 27,80±09,19 

LS 20mg/kg + DXR 34,74±17,08 17,88±08,90 31,42±12,74 

Os valores representam média ± desvio pardão de 6 animais por grupo. CN: controle negativo; 
LS: lasiodiplodana em 3 diferentes doses (5, 10 ou 20 mg/kg p.c.); DXR: doxorrubicina. Não 
houve diferença estatisticamente significativa. ANOVA uma via seguido de teste de Dunnett 
(p<0.05). 

 

 

Os resultados obtidos referentes às concentrações de TBARS mostram que a 

DXR aumentou significativamente (p<0,05) as concentrações de TBARS nas células 

cardíacas em comparação ao controle negativo (Tabela 4). Estes resultados 

corroboram com as evidências de cardiotoxicidade da DXR (TACAR et al., 2013). 

Hernandes et al. (2014) demonstraram que a DXR foi capaz de aumentar as 

concentrações de TBARS no tecido cardíaco (78,34±15,45 nmol/g proteína) por 

meio da administração de 16 mg/kg p.c. i.p. 24 horas antes da eutanásia. Nossos 

resultados demonstraram que a lasiodiplodana foi capaz de reduzir 

significativamente as concentrações de TBARS no tecido cardíaco nas doses de 10 

e 20 mg/kg p.c. quando administrado por via oral em ratos (Tabela 4), evidenciando 

que a lasiodiplodana é capaz de atenuar a peroxidação lipídica induzida pela DXR 

no coração. Esses resultados corroboram com estudos recentes com β-glucanas 

que demonstraram seus efeitos antioxidantes (KANAGASABAPATHY et al., 2013; 

USKOKOVIC et al., 2013; MAITY et al., 2014). Não há um mecanismo exato definido 

para o potencial antioxidante de polissacarídeos. Em geral, estes efeitos estão 

relacionados com a conformação estrutural em tripla hélice que estas substâncias 
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apresentam, o que possibilita o fornecimento de hidrogênios ou elétrons para a 

molécula (SHI et al., 2013). Há evidências de que os polissacarídeos podem possuir 

capacidade de doar hidrogênios por sua fraca energia de dissociação da ligação OH 

(JIN et al. 2011; SHI et al. 2013). 

Kogan et al. (2008) evidenciaram potente efeito inibidor da β-glucana derivada 

de S. cerevisae sobre a peroxidação lipídica comparáveis a dos antioxidantes 

conhecidos, como α-tocoferol e D-manitol, e exercendo proteção sobre danos 

oxidativos ao DNA.  

A DXR não provocou o aumento da peroxidação lipídica em fígado e rim de 

ratos. Isso pode ter ocorrido em decorrência da DXR ter exercido efeito tecido-

específico. Em estudo realizado por El-Moselhy & El-Sheikh (2014) utilizando DXR 

como agente indutor de estresse oxidativo na dose de 15 mg/kg p.c. com aplicação 

única por via i.p. 5 dias antes da eutanásia, a DXR induziu aumento significativo das 

concentrações de TBARS e diminuição de GSH e CAT (catalase) em fígado e rim de 

ratos, comparado com o grupo controle negativo. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El-Moselhy%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24268999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El-Moselhy%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24268999
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Tabela 4: Concentrações teciduais substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBARS) em fígado, rim e coração de ratos Wistar tratados por 
14 dias com diferentes doses de lasiodiplodana (LS) associadas ou não com 
DXR (15 mg/kg p.c. i.p.) 

Os valores representam média ± desvio padrão de 6 animais por grupo. CN: controle negativo; LS: 
lasiodiplodana em 3 diferentes doses (5, 10 ou 20 mg/kg p.c.); DXR: doxorrubicina. 

a
Estatisticamente 

diferente de CN. 
b
Estatisticamente diferente de DXR. ANOVA seguido de teste de Dunnett (p<0.05). 

 

Estes resultados sugerem que o principal efeito protetor da lasiodiplodana, 

possivelmente, não está relacionado com prevenção da peroxidação lipídica, haja 

vista que não houve alteração de TBARS e GSH nos outros tecidos, além do 

coração. De fato, Giese et al. (2015), em um estudo sobre a eficácia de eliminação 

de radicais livres in vitro por β-glucanas, demonstraram que a lasiodiplodana possui 

baixa atividade contra a peroxidação lipídica e contra a eliminação de peróxido de 

hidrogênio, evento que é normalmente atribuído à ação de GSH, em comparação 

com outras β-glucanas, mas possui um relevante potencial de eliminar radicais de 

óxido nítrico. Este efeito da lasiodiplodana é interessante na comparação dos 

resultados dos ensaios de danos ao DNA do presente estudo.  

De fato, foi demonstrado que a doxorrubicina aumenta a síntese de óxido 

nítrico (ALDIERI et al, 2002). Guerra et al. (2005) demonstraram que um dos 

mecanismos envolvidos na cardiotoxicidade da doxorrubicina é a formação de 

radicais de óxido nítrico. Além disso, altas concentrações de óxido nítrico estão 

relacionadas com o aumento de danos ao DNA (BURNEY et al., 1999; FOLKES e 

O'NEILL, 2013), contribuindo assim para explicação dos resultados encontrados no 

Grupo TBARS (nmol/mg de proteína) 

Fígado Rim Coração 

CN 0,49±0,11 0,36±0,24 0,33±0,13 

LS 5mg/kg 0,44±0,19 0,54±0,33 0,59±0,28 

LS 10mg/kg 0,41±0,11 0,46±0,18 0,54±0,27 

LS 20mg/kg 0,53±0,16 0,51±0,21 0,61±0,20 

DXR 0,78±0,22 0,68±0,30 1,04±0,46a 

LS 5mg/kg + DXR 0,63±0,26 0,64±0,27 0,74±0,32 

LS 10mg/kg + DXR 0,62±0,22 0,72±0,24 0,59±0,19b 

LS 20mg/kg + DXR 0,76±0,42 0,59±0,17 0,62±0,30b 
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ensaio cometa e no teste do micronúcleo em medula óssea e sangue periférico, 

onde DXR foi estatisticamente significativo.   

  

 

6.6 Considerações finais 

 

Há inúmeros estudos relacionados aos efeitos benéficos de β-glucanas em 

diferentes sistemas fisiológicos, no entanto, os mecanismos de ação destas 

substâncias ainda são pouco esclarecidos.  

A lasiodiplodana é uma β-glucana fúngica ainda pouco explorada quanto aos 

seus efeitos benéficos biológicos e toxicológicos. Dessa forma, nosso trabalho tem 

grande importância na elucidação das atividades desta substância.  

Por meio dos resultados obtidos neste estudo podemos sugerir que a 

lasiodiplodana não causa danos ao DNA, como observado no ensaio do cometa e 

teste do micronúcleo, e também não induz estresse oxidativo, uma vez que não 

alterou as concentrações de GSH e TBARS. Esses dados são relevantes por tratar-

se de uma substância com potencial aplicação clínica, devendo assim, não 

apresentar efeitos que coloquem em risco a saúde.  

Além disso, a ladiodiplodana demonstrou-se eficiente em proteger o DNA de 

danos induzidos pela DXR, podendo possivelmente ser classificada como 

antigenotóxica e antimutagênica. Associada à esses efeitos, a lasiodiplodana ainda 

foi capaz de reduzir o aumento da peroxidação lipídica no tecido cardíaco também 

induzido pela DXR, indicando atividade antioxidante. 

Estes resultados são promissores e influenciarão no futuro emprego 

farmacológico da lasiodiplodana. Porém, ainda há a necessidade de amplos estudos 

in vitro e ensaios pré-clínicos com humanos utilizando está β-glucana, a fim de 

esclarecer o seu mecanismo de ação. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 Com base nas condições empregadas no presente estudo, os nossos 

resultados mostraram que a lasiodiplodana: 

 Não foi genotóxica em nenhuma das doses testadas em células de fígado, 

rim, coração e sangue periférico de ratos Wistar; 

 Não apresentou efeito mutagênico e citotóxico, em nenhuma das doses 

avaliadas, em células da medula óssea e sangue periférico de ratos Wistar; 

 Não modulou os marcadores GSH e TBARS, indicadores de estresse 

oxidativo, nos tecidos de ratos Wistar avaliados, em nenhuma das doses 

testadas; 

 Exerceu atividade antigenotóxica sobre danos induzidos pela DXR em células 

de fígado, rim, coração e sangue periférico; 

 Apresentou ação antimutagênica em células de medula óssea e sangue 

periférico nas doses de 5, 10 ou 20 mg/kg p.c.  

 Nas doses de 10 ou 20 mg/kg p.c., foi capaz de prevenir estresse oxidativo 

causado pela DXR em células de tecido cardíaco. 
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