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RESUMO 

 
 

Exopolissacarídeos (EPS) são biopolímeros produzidos por microrganismos como bactérias e 
fungos e que possuem atividade como modificadores de resposta biológica. O fungo 
ascomiceto Botryosphaeria rhodina produz uma β-(13; 16)-D-glucana conhecida como 
botriosferana quando cultivado em diversas fontes de carbono. O objetivo deste estudo foi 
avaliar os efeitos mutagênicos, genotóxicos e protetores da botriosferana. O fungo 
Botryosphaeria rhodina MAMB-05 foi cultivado em meio líquido em sacarose comercial 
como única fonte de carbono, e o EPS produzido foi dialisado e liofilizado, e então 
redissolvido em salina isotônica e reservado para os ensaios biológicos. As atividades 
protetoras e genotóxicas da botriosferana foram testadas através do teste do micronúcleo, do 
ensaio do cometa e da avaliação do consumo de oxigênio usando células V79, HTC e 
eritrócitos humanos contra o quimoterápido doxorrubicina e os geradores de ROS peróxido de 
hidrogênio, benzo[a]pireno e tert-butil hidroperóxido. Três concentrações deste EPS foram 
usadas nos testes, 7,5, 30 e 100μg/mL. Os resultados mostraram que a botriosferana não 
apresentou atividade mutagênica em nenhum das três concentrações avaliadas e diminuiu os 
efeitos mutagênicos da doxorrubicina, do peróxido de hidrogênio e do benzo[a]pireno 
resultando em um diminuição da frequencia de micronúcleos de 90 a 95%. O ensaio do 
cometa mostrou uma atividade genotóxica de classe 1 para a botriosferana, o que não foi 
significante já que o dano não foi permanente, comprovado pelo teste do micronúcleo. A 
botriosferana também foi capaz de proteger a membrana celular de eritrócitos humanos da 
lipoperoxidação provocada pelo tert-butil hidroperóxido. Vários mecanismos podem ser 
propostos para se explicar os efeitos protetores da botriosferana, entre eles a atividade 
antioxidante, a modulação de enzimas antioxidantes e os mecanismos de desmutagênese e 
bioantimutagênese. Conclui-se, então, que a botriosferana é um quimopreventivo e 
antioxidante interessante; mais estudos devem ser realizados para se aprovar a utilização da 
botriosferana para consumo humano. 
 
 
Palavras-chave: Efeitos protetores. Bioantimutagênese. Exopolissacarídeos. Botriosferana. 
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ABSTRACT 

 
 

Exopolysaccharides (EPS) are biopolymers produced by microorganisms such as bacteria and 
fungi and possess biological modifying response activities. The ascomyceteous fungus 
Botryosphaeria rhodina produces a (13;16)-β-D-glucan known as botryosphaeran when 
grown in several carbon sources. The objective of this study was to evaluate the mutagenic, 
genotoxic and protective effects of botryosphaeran. Botryosphaeria rhodina MAMB-05 was 
grown in liquid medium on commercial sucrose as sole carbon source, and the EPS produced 
dialysed and lyophilized, and then re-dissolved in isotonic saline solution and stored for 
biological assays. The protective and genotoxic activities of botryosphaeran were tested by 
the micronucleus test, comet assay and oxygen uptake test using V79, HTC and erythrocyte 
cells, against the chemotherapic drug doxorubicin and the reactive oxygen species inducers 
H2O2, benzo[a]pyrene and tert-butyl hydroperoxide . Three concentrations of the EPS were 
used in the tests, 7.5, 30 and 100 µg/ml. The results showed that botryosphaeran itself was 
devoid of mutagenic activity at the three concentrations evaluated and decreased the 
mutagenic effect of doxorubicin, hydrogen peroxide and benzo[a]pyrene-induced 
micronucleus formation resulting in a reduction of the frequency of micronucleus of 90-95%. 
The comet assay also showed a genotoxic activity of class 1 for the botryosphaeran, that was 
not significant, since the damage was not permanent, proved by micronucleus test. The 
botryosphaeran was also able to protect the cell membrane of human erythrocytes against 
lipoperoxidation of the tert-butyl hydroperoxide. Several mechanisms can be proposed to 
explain these protective effects of the botryosphaeran, including antioxidant activity, 
modulation of antioxidant enzymes expression and desmutagenic and bioantimutagenic 
mechanisms. Concluding, botryosphaeran is an interesting chemopreventive and oxidant 
protector compound; more studies should be accomplished in order to approve this glucan for 
human use. 
 
 
Keywords: Protective effects. Bioantimutagenesis. Exopolysaccharides. Botryosphaeran. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Polissacarídeos, também chamados glicanas, são macromoléculas naturais 

encontradas em todos os organismos vivos, constituindo um grupo de compostos dos mais 

abundantes e importantes da biosfera, como, por exemplo, celulose e amido nas plantas e 

glicogênio nos animais (GLAZER; NIKKAIDO, 1995; BARBOSA et al, 2004).  

Os exopolissacarídeos (EPS) são definidos como polissacarídeos 

extracelulares, produzidos por alguns fungos e bactérias, os quais são encontrados ligados à 

superfície celular ou são excretados para o meio extracelular, na forma de limo 

(SUTHERLAND, 1998). Nos fungos, os EPS constituem uma percentagem da biomassa, 

participando com mais de 75% dos polissacarídeos constituintes da parede das hifas 

(GUTIÉRREZ et al, 1996).   

As propriedades físicas e fisiológicas dos polissacarídeos são determinadas 

pelas diferenças químicas tais como: tipo de ligação glicosídica, grau de ramificação e 

composição monossacarídica (GUTIÉRREZ et al, 1996). Por exemplo, grandes variações no 

grau de ramificação desses polímeros podem afetar a sua solubilidade (SUTHERLAND, 

1998).   

Os microrganismos são adaptados ao meio ambiente natural onde vivem, 

pois nele existem fatores limitantes como fontes de carbono e nitrogênio, aeração, agitação, 

microelementos, entre outros, e isso confere a eles um estado de homeostase. Na produção de 

EPS por fungos, deve ser considerada a cepa fúngica escolhida como também o seu meio 

ambiente natural para adequar, em laboratório, o meio de cultivo em termos de características 

nutricionais (BARBOSA et al, 2004).  

 

 

1.1 GLUCANAS 

 

 

Glucanas são polímeros de glucose amplamente distribuídos na natureza e 

classificadas conforme o tipo de ligação glicosídica [α, β] da cadeia principal (CORRADI DA 

SILVA et al, 2006). As β-glucanas são a forma predominante encontrada em fungos 

(WILLIAMS, 1997).  
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A função específica da glucana na fisiologia do fungo não está 

completamente esclarecida; entretanto, considera-se que sua principal função estrutural seja 

auxiliar na manutenção da rigidez e integridade da parede celular (SEVIOUR et al, 1992). 

Tem sido sugerido que as glucanas extracelulares dos fungos lignolíticos desempenham um 

importante papel na degradação da lignina, como fonte indireta de peróxido de hidrogênio 

(KRCMAR et al, 1999). Outra participação deste exopolissacarídeo no metabolismo do 

fungo, em particular daqueles que degradam madeira, seria a de atuar como um suporte para 

adsorção das enzimas excretadas e, finalmente, acredita-se que o exopolissacarídeo protegeria 

a hifa da desidratação, bem como regularia a concentração da glucose extracelular 

(BUCHALA et al, 1987).  

Os EPS microbianos são mais conhecidos por suas propriedades 

espessantes, gelificantes e emulsificantes; porém outra possibilidade de aplicação desses 

biopolímeros é na saúde humana (CORRADI DA SILVA et al, 2006). Várias pesquisas sobre 

polissacarídeos fúngicos têm se concentrado em aplicá-los como agentes antitumorais 

(MAZIERO et al, 1999). Podem ainda ser utilizados no controle da formação de leucócitos 

(efeito antiinflamatório), no tratamento da artrite reumatóide, na síntese de antígenos para a 

produção de anticorpos (imunização), no efeito protetor contra danos oxidativos no DNA 

(SLAMENOVÁ et al, 2003), na interação com lipoproteínas de baixa densidade por meio de 

forças de Van der Waals, que resulta na eliminação da fração lipídica do compartimento 

sangüíneo (SHINGEL, 2004), e em cosméticos como agentes de hidratação da pele 

(VANHOOREN et al, 1999).  

Entre os polissacarídeos biologicamente ativos, as D-glucanas tipo β-(13) 

e β-(13; 16) revelaram-se compostos potentes, sendo efetivos contra tumores. Lentinana 

e esquizofilana, duas glucanas fúngicas β-(13; 16), tornaram-se clinicamente relevantes 

como imunoadjuvantes na terapia contra o câncer, no Japão. Estas glucanas, não citotóxicas, 

supostamente expressam seu efeito antitumor por estimulação do sistema imunológico do 

hospedeiro (CORRADI DA SILVA et al, 2006). Acredita-se que a ação aconteça, 

principalmente, pela ativação das células T “helper”, células “natural killer” e macrófagos 

citotóxicos e células T citotóxicas (GOMAA et al, 1992). Estudos recentes mostram que as 

glucanas β-(13) modulam o sistema imunológico pela ativação dos macrófagos, através da 

ligação do polímero a receptores específicos destas células (WILLIAMS, 1997). Esta 

atividade antitumor parece estar relacionada à estrutura química da cadeia principal da 
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glucana na forma de tripla hélice, à freqüência e complexidade das cadeias laterais e à sua 

massa molecular (SCHMID et al, 2001).  

 

 

1.2 BOTRIOSFERANA  

 

 

O fungo ascomiceto Botryosphaeria rhodina MAMB-05 produz uma 

família de (13; 16)-β-D-glucanas denominadas botriosferanas quando cultivado em 

diferentes fontes de carbono (VASCONCELOS et al, 2008). A botriosferana é uma glucana 

solúvel em água constituída por uma cadeia principal formada por unidades de (13)-β-D-

glucopiranosil e às quais estão ligados resíduos de (16)-β-D-glucosil e diglucosil 

(BARBOSA et al, 2003). A botriosferana pode apresentar mais ou menos pontos de 

ramificação ao longo da cadeia principal de acordo com os substratos utilizados durante a 

fermentação (CORRADI DA SILVA et al, 2005).  

Nos primeiros estudos biológicos com esta biomacromolécula, ela se 

apresentou, em ensaios in vivo, não-mutagênica e fortemente antimutagênica, com até 82% de 

redução de micronúcleos em sangue periférico de camundongos (Mus musculus) (MIRANDA 

et al, 2008), e também mostrou grande diminuição (48%) na taxa de açúcar sangüíneo de ratos 

Swiss albinos diabéticos (u.d.).  

Tanto as propriedades não mutagênicas, antimutagênicas e hipoglicemiante 

desta glucana, quanto a sua forma de produção estão em patentes nacionais 

(PCT/BR2007/000334) e internacionais (u.d.).  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 A NUTRIÇÃO LIGADA À CARCINOGÊNESE 

 

 

Devido ao avanço da medicina em todas as suas áreas nos últimos 100 anos, 

ocorreu um aumento na expectativa de vida da população global, o que proporcionou um 

maior número de mortes por doenças degenerativas como o câncer, as doenças 

cardiovasculares e as doenças neurodegenerativas. Realizar um controle dessas doenças torna-

se complicado por apresentarem naturezas multifatoriais; porém, no caso do câncer, a 

expectativa de sobrevivência, hoje, pode chegar a 20 anos devido a vários estudos 

relacionados às doenças neoplásicas (CIMONS et al, 1998; LEVI et al, 2002; DE FLORA et 

al, 2005).  

Aos compostos químicos ou processos celulares que alteram a estrutura do 

DNA tem sido atribuído o principal fator do surgimento do processo de carcinogênese, 

resultado de uma mutação que possibilita a ativação de oncogenes ou a supressão de 

heterozigosidade de genes que realizam supressão tumoral (FERGUSON et al, 2004). O 

surgimento de neoplasias em diversos órgãos tem sido conectado diretamente a uma dieta 

inapropriada, especialmente para os cânceres de estômago, cólon, próstata e mama 

(WCRF/AICR, 1997).  

Os mutágenos mais comuns presentes nos alimentos são compostos N-

nitrosos (alimentos embutidos e cervejas); toxinas fúngicas (aflatoxinas e fumonisinas); 

aminas aromáticas heterocíclicas, hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (compostos 

formados no preparo de carnes); e componentes de alimentos ricos em carboidratos 

(acrilamida) (LAYTON et al, 1995; GELDERBLOM et al, 2001; JAGERSTAD e SKOG, 

2005).  

No entanto, diversos compostos obtidos na dieta conseguem, 

comprovadamente, diminuir os danos no DNA e, conseqüentemente, a freqüência de 

cânceres, sendo denominados antimutagênicos (LOEB et al, 2003). Muitas substâncias 

obtidas a partir de fontes naturais têm sido isoladas, identificadas e seus mecanismos 

biológicos esclarecidos. As β-glucanas entram no grupo dessas substâncias e já têm sido 
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extensivamente usadas na China e no Japão para a prevenção e tratamento do câncer (CHEN e 

SEVIOUR, 2007).  

 

 

2.2 AS Β-GLUCANAS E SUAS ATIVIDADES BIOLÓGICAS 

 

 

Nas paredes celulares de diversos organismos vivos – como cereais, plantas, 

algas, bactérias, fungos e leveduras – podem ser encontrados polissacarídeos constituídos de 

unidades D-glucopiranosil denominadas glucanas. A estrutura molecular das glucanas 

depende tanto da fonte como do método de isolamento. No esqueleto linear central desses 

polissacarídeos encontram-se as unidades D-glucopiranosil unidas por ligações do tipo β-

(13); algumas glucanas podem apresentar ramificações que podem ser do tipo β-(14) ou 

β-(16) e essas ramificações vão determinar a estrutura terciária da glucana que é 

estabilizada por pontes de hidrogênio intracadeia (ZEKOVIC et al, 2005).  

 

 

 

Figura1 – Estrutura de uma glucana produzida por fungo, apresentando ligações β-(13), (16) 
Fonte: Chen e Seviour (2007).  
 

 

Nos fungos, as (13; 16)-β-D-glucanas são importantes componentes da 

superfície celular, devido ao seu envolvimento nas mudanças morfológicas, assim como na 

estabilização de associações patogênicas e simbióticas com animais e plantas superiores 



18 

 

(ASADA et al, 1982). Esses polissacarídeos fazem o papel de moldura estrutural na célula 

fúngica definindo sua forma e rigidez e acabam servindo também como reserva de carboidrato 

para os fungos. Como componentes mais abundantes da célula fúngica, essas glucanas e as 

enzimas (13)-β-hidrolases e sintetases estão envolvidas nos processos de modificação 

celular que ocorre durante o crescimento e a morfogênese do fungo (ZEKOVIC et al, 2005).  

Nas últimas décadas estes polímeros vêm recebendo atenção especial devido 

à sua bioatividade, com efeitos como imunomodulação, antitumoral, antiinflamatório, 

antimutagênico, hipocolesterolêmico e hipoglicemiante (MAGNANI e CASTRO-GÓMEZ, 

2008). Mais de 1000 autores reportaram as propriedades imunomodulatórias das (13)-β-

glucanas (BOHN e BEMILLER, 1995). Mas, as atividades biológicas das glucanas vão 

depender de alguns fatores como: estrutura primária, solubilidade, grau de ramificação e peso 

molecular (ZEKOVIC et al, 2005).  

Alguns autores concluíram que um alto número de ramificações pode 

acelerar a afinidade das (13)-β-glucanas aos leucócitos e aumentar suas atividades 

biológicas (BOHN e BEMILLER, 1995; MUELLER et al, 2000). E de acordo com vários 

deles, a atividade biológica dos polissacarídeos é também dependente do seu tamanho; assim, 

polímeros com um alto peso molecular exibem maior afinidade de ligação e atividade 

biológica do que (13)-β-glucanas de baixo peso molecular (BOHN e BEMILLER, 1995; 

BORCHERS et a, 1999; MUELLER et al, 2000).  

A conformação que as glucanas adquirem quando em solução parece ser um 

importante fator na sua ligação a receptores e para a sua atividade biológica (BOHN e 

BEMILLER, 1995; KULICKE et al, 1997; BORCHERS et a, 1999; MUELLER et al, 2000). 

Geralmente, as glucanas apresentam-se como uma espiral aleatória, como um polímero 

simples (hélice simples) ou como um complexo estável de três cordões poliméricos formando 

uma tripla-hélice (HASHIMOTO et al, 1997; KULICKE et al, 1997; WILLIAMS, 1997). 

Dados contraditórios existem a respeito da estrutura molecular específica relacionada à 

atividade biológica das glucanas. Alguns dados descrevem que tanto a lentinana quanto a 

esquizofilana são ativas somente quando estão em estrutura em simples hélice (SAITO et al, 

1991). As estruturas em hélice simples e espiral aleatória da curdilana foram mais ativas do 

que as em hélices duplas e triplas (KATAOKA et al, 2002) e a estrutura em hélice simples da 

esquizofilana teve uma maior habilidade de produzir citocinas e óxido nítrico do que a em 

hélice tripla (OHNO et al, 1996; HASHIMOTO et al, 1997; HIRATA et al, 1998). Entretanto, 
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cabe ressaltar que apenas as (13)-β-D-glucanas com alto peso molecular parecem formar 

estruturas em tripla hélice (SAITO et al, 1991).  

 

 

2.2.1 Glucanas e a Resposta Imune  

 

 

Extratos de cogumelos retirados com água quente foram usados por séculos 

como remédios populares no Japão, China e Rússia. Hoje, eles são usados para estimulação 

do sistema imune em terapias específicas (KOGAN, 2000). Desde que algumas descobertas 

foram feitas, centenas de artigos e patentes têm descrito as propriedades das β-glucanas 

fúngicas (DI LUZIO, 1983). As (1Æ3)-β-glucanas pertencem a uma classe de drogas 

classificadas como ‘modificadores de respostas biológicas’ (BRMs), demonstrando que essas 

substâncias modificam a resposta biológica do organismo pela estimulação do seu sistema 

imunológico (DI LUZIO, 1983; BOHN e BEMILLER, 1995).  

As atividades imunofarmacológicas mais importantes das β-glucanas 

incluem: aumento da resistência do hospedeiro às infecções virais, bacterianas, fúngicas e 

parasíticas; efeitos anti-tumorais e prevenção da carcinogênese e efeito radioprotetor (DI 

LUZIO, 1983; BOHN e BEMILLER, 1995).  

A ação protetora dessas glucanas tem sido descrita como imunomodulação 

não-específica devido ao grande número de vias imunes envolvidas, como ativação de 

macrófagos, estimulação de células T, estimulação do sistema retículo-endotelial; ativação 

das células ‘natural killer’, ativação das vias de complemento clássica e alternativa, e aumento 

da produção de anticorpos. Entre todos esses, a ativação de macrófagos parece ser o principal 

alvo das (13)-β-D-glucanas (CZOP, 1986). A glucana ao ativar os macrófagos faz com que 

seja aumentado o seu número e tamanho, estimulando a secreção de lisozima e do fator de 

necrose tumoral (TNF) e a fagocitose de antígenos (MEIRA et al, 1996).  

Receptores para β-glucanas têm sido descritos em monócitos, macrófagos, 

neutrófilos, eosinófilos e células ‘natural killer’, assim como em células não-imunes: células 

endoteliais, epiteliais de alvéolos e fibroblastos (BROWN e GORDON, 2003). Macrófagos 

humanos alveolares apresentam receptores fagocíticos específicos que são compatíveis com 

as β-glucanas presentes em fungos e leveduras. O receptor Dectina-1, uma glicoproteína 

transmembrana do tipo II, reconhece (13)-β-D-glucanas e/ou (16)-β-D-glucanas 



20 

 

resultando em uma variedade de respostas celulares incluindo fagocitose, endocitose e 

explosão oxidativa (BROWN e GORDON, 2003; GANTNER et al, 2003). A interação 

sinérgica entre os receptores Dectina-1 e TLRs pode induzir a produção de citocinas pró-

inflamatórias e quimiocinas, incluindo o Fator de Necrose Tumoral α (TNFα), Proteínas 

Inflamatórias de Macrófagos 2 (MIP-2) e Interleucina-12 (IL-12) em macrófagos e células 

dendríticas (GANTNER et al, 2003).  

 

 

2.2.2 Glucanas e a Ação Antitumoral  

 

 

Estudos in vitro usando células normais e tumorais co-incubadas com 

glucanas têm mostrado que a glucana exerce um efeito citostático em células de sarcoma e 

melanoma, e um efeito proliferativo em células normais de baço e medula óssea (WILLIAMS 

et al, 1985).  

Glucanas de leveduras e outras (13)-β-D-glucanas fúngicas têm atividade 

antitumor significativa contra uma variedade de tumores espontâneos e transplantados 

experimentalmente em animais; e também têm sido testadas clinicamente em seres humanos 

(ZEKOVIC et al, 2005). O crescimento de tumores tem sido inibido e o tempo de 

sobrevivência do organismo aumentado, seja pela administração da glucana 

concomitantemente com o transplante do tumor ou pela administração intravenosa da glucana 

após o transplante de células tumorais (MAEDA et al, 1971; DI LUZIO et al, 1976; 

STITELER et al, 1978).   

Um estudo com β-glucana de levedura demonstrou que macrófagos 

peritoneais de ratos tratados com esta glucana produziram uma resposta citotóxica 

significativa quando comparados com macrófagos normais (DI LUZIO et al, 1979). Estes 

estudos mostraram que esta β-glucana, se usada terapeuticamente, poderia inibir tanto 

metástase hepática quanto o crescimento primário de tumores e também aumentar a 

sobrevivência (DI LUZIO et al, 1980).  

Acredita-se que a ultraestrutura das β-glucanas, como a conformação em 

tripla-hélice e a massa molecular, sejam importantes na sua atividade antitumoral (KISHIDA 

et al, 1992; OHNO et al, 1995). Recentemente, Giese e colaboradores (2008) confirmaram, 

através de testes em solução de NaOH, a conformação nativa da (13)-β-D-glucana 
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botriosferana em tripla-hélice, o que a torna interessante para o estudo de propriedades 

antitumorais. 

 

 

2.2.3 Exemplos de β-glucanas  

 

 

Muitos extratos de fungos, especialmente cogumelos, têm sido usados na 

medicina popular por possuírem propriedades antimutagênicas (SUGANO et al, 1982). O 

Lentinula edodes (Berk.) Pegler contém componentes que exercem efeitos protetores contra a 

carcinogênese; o primeiro composto antitumoral extraído deste cogumelo foi um 

polissacarídeo de alto peso molecular denominado lentinana (IKEGAWA et al, 1968; 

CHIRAHA et al, 1970), uma (13)-β-glucana que também apresentou a capacidade de 

aumentar a resistência do organismo contra infecções (GIESE et al, 2003).  

Apesar do mecanismo antitumor da lentinana não estar completamente 

esclarecido, foi sugerido que esse polissacarídeo possui a capacidade de inibir a formação de 

tumores, principalmente, por agir como potencializador das defesas do organismo, ativando 

células imunes e induzindo a expressão genética de citocinas imunomodulatórias e seus 

receptores (BORCHERS et al, 1999; OOI e LIU, 2000). A lentinana não somente foi útil no 

tratamento de câncer como um imunopotenciador junto com drogas anticancerígenas, como 

também previniu o aumento de danos cromossômicos induzidos por drogas cancerígenas in 

vivo (HASEGAWA et al, 1989). Estudos mostraram claramente que soluções aquosas 

contendo lentinana apresentam atividade antimutagênica contra o efeito de agentes alquilantes 

que provocam danos no DNA (LIMA et al, 2001).  

A esquizofilana (SPG) é um exopolissacarídeo secretado pelo fungo 

Schizophyllum commune (SUGAWARA et al, 1984). Estruturalmente é constituído por 

unidades repetidas de três ou quatro resíduos de D-glucopiranosídeo unidos por ligações β-

(13) e a cada unidade um D-glucopiranosídeo está unido por ligação β-(16) formando a 

cadeia lateral (KOMATSU et al, 1969). Esse polissacarídeo é conhecido por apresentar 

potencial imunomodulador e atividade antitumoral (KIDD, 2000). Esta atividade foi 

observada primeiramente em tumores de murinos transplantados (KOMATSU et al, 1969), 

depois em tumores de ratos (MITANI et al, 1980) e também no  carcinoma pulmonar de 

Lewis, como um modelo de metástase tumoral (YAMAMOTO et al, 1981).  
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A SPG é clinicamente usada como imunopotenciador em alguns casos de 

câncer e leucopenia. Estudos comprovaram que este EPS ativa fagócitos sangüíneos e também 

linfócitos, demonstrado pelo aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) no 

sangue, liberados pelo aumento da produção de citocininas pró-inflamatórias (KUBALA et al, 

2003). A produção de citocininas pró-inflamatórias como IL-6, IL-8 e TNF-α pelos leucócitos 

sangüíneos humanos representa um importante fator indicativo de resposta do sistema 

imunológico e é um marcador sensível de ativação leucocitária (KUBALA et al, 2002).  

O alto potencial da SPG de estimular os fagócitos sangüíneos pode ser 

causado por vários fatores. Vários estudos sugerem que a bioatividade das β-(13)-D-

glucanas é relativo ao grau de ramificação da cadeia (BOHN e BEMILLER, 1995; 

BORCHERS et a, 1999; MUELLER et al, 2000). A freqüência das ligações (13)/(16) e a 

arquitetura das β-D-glucanas variam significativamente dependendo da espécie (SUZUKI et 

al, 2002). Foi observado que a SPG, com alta freqüência de ramificação (1/3), exibiu 

atividade biológica mais intensa do que a carboximetilglucana que apresenta baixa freqüência 

de ramificação (1/8) (KUBALA et al, 2003).  

O fungo imperfeito Sclerotium glucanicum secreta uma β-D-glucana 

conhecida como escleroglucana se corretamente cultivado (TAURHESIA e MCNEIL, 1994). 

Esta glucana é uma homoglucana solúvel em água que consiste de uma cadeia principal 

formada por 1,3-β-D-glucopiranose unida com resíduos de 1,6-β-D-glucopiranose a cada três 

moléculas de glucose (BIMCZOK et al, 2009). A estrutura primária desse polissacarídeo é 

muito parecida com a da esquizofilana (RAU, 2005). Esta glucana tem atraído 

consideravelmente a indústria devido à sua estrutura, peso molecular e propriedades 

(LECAUCHEUX et al, 1986; BRIGAND, 1993). A sua viscosidade em soluções aquosas não 

é alterada numa faixa de pH entre 1-12, em temperaturas até 135
o
C e em alta salinididade 

(RAU, 2004), o que lhe confere diversas aplicações em várias áreas (WANG e MCNEIL, 

1995). Em aplicações dermatológicas, as características anti-inflamatórias da escleroglucana 

tornam-a valiosa como um ingrediente ativo em protetores solares (HUBER et al, 2002). 

Também atua como modificadora de resposta biológica (SINGH et al, 1973), visto que possui 

efeitos imunomoduladores (WANG e MCNEIL, 1995). A administração da escleroglucana in 

vivo comprovadamente aumentou o número de macrófagos fagocitários (PRETUS et al, 

1990), e in vitro estimulou células dendríticas, que consiste em um importante processo para 

estimular a inflamação e as respostas imunes adaptativas (BIMCZOK et al, 2009). A 
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escleroglucana tem apresentado atividade antineoplásica significante, se mostrando melhor do 

que outras β-glucanas (JONG e DENOVICK, 1989). Este EPS pode ser encontrado 

comercialmente sob os nomes Actigum
TM 

CS (Cargill Europe, BVBA, Brussel, Bélgica) e 

Tinocare® GL (Ciba Specialty Chemicals Inc., Basel, Suíça) (BIMCZOK et al, 2009). 

 

 

2.3 ENSAIOS DE MUTAGENICIDADE  

 

 

Para que a seleção, a evolução e os processos adaptativos aconteçam nas 

espécies em geral, se faz necessário que ocorra a mutagênese: um processo intrínseco à vida e 

que permite a variabilidade genética (BORCHERS et al, 1999). Porém, essas mutações em 

excesso podem resultar em más formações, câncer e envelhecimento precoce, especialmente 

em função da carga de exposição aos agentes mutagênicos, podendo levar à extinção de 

espécies (AU et al, 2001).  

O potencial mutagênico de xenobióticos pode ser avaliado através de 

ensaios in vitro desde que obedeçam a critérios básicos como: sensibilidade para revelar com 

facilidade e precisão estatística, mesmo que seja um pequeno defeito mutagênico; 

reprodutibilidade e capacidade para avaliar eventos genéticos que possam estar diretamente 

relacionados ao homem, fornecendo uma estimativa de risco ou nível de segurança para a 

população exposta (RODRIGUES, 1991).  

Sistemas de células de mamíferos em cultura são amplamente utilizados 

para detectar agentes mutagênicos e antimutagênicos ambientais, em testes de curta duração 

(KURODA et al, 1992). Estes procedimentos estão sendo cada vez mais empregados para 

identificar não só agentes mutagênicos e antimutagênicos, como também para avaliar o 

potencial carcinogênico e anticarcinogênico de compostos químicos (BROCKMAN et al, 

1992); e também têm sido muito indicados devido às facilidades de administração das doses e 

manutenção (HEDDLE, 1982).  

Testes com culturas de células de mamíferos apresentam várias vantagens, 

tais como: facilidade para padronizar as condições experimentais (temperatura, pH, 

composição do meio de cultura, densidade populacional) devido ao material ser relativamente 

uniforme em seus requisitos metabólicos e de comportamento; possibilidade de tratamento 
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das células em várias fases do ciclo celular; economia, rapidez e boa reprodutibilidade; 

organização dos cromossomos e do seu DNA igual às células in vivo (RABELLO-GAY, 

1991), além de eficiência estatística, uma vez que o número de células analisadas é maior em 

relação aos outros testes (ANGELI, 2007).  

A avaliação da mutagenicidade e da genotoxicidade de um determinado 

composto envolve diferentes tipos de interações deste agente com o DNA e seus respectivos 

efeitos. Entre os diferentes ensaios, pode ser citado a observação de aductos no DNA, que 

avalia a capacidade de ligação entre o composto e o material genético; o ensaio do Cometa, 

através do qual se estima a capacidade do agente em causar lesões primárias no DNA; as 

mutações cromossômicas e o teste do micronúcleo que avaliam a capacidade do composto de 

quebrar o DNA (ANTUNES, 1997).  

 

 

2.3.1 Ensaio Cometa  

 

 

O ensaio do cometa (Single Cell Gel Eletrophoresis) é um método sensível 

para identificar quebras da fita do DNA (OSTLING e JOHANSON, 1984). Este vem atraindo 

atenção na última década devido à sua simplicidade, sensibilidade, versatilidade, velocidade e 

economia (ANGELI, 2007).  

Após embeber células em agarose e depositá-las em uma lâmina, estas são 

lisadas com Triton X-100 e 2.5M NaCl para remover o citoplasma e a maior parte das 

proteínas nucleares, deixando apenas seu DNA super-enovelado, na forma de nucleóides. 

Durante a eletroforese, o DNA é atraído para o ânodo, porém com movimentos significativos 

podem ser evidenciados as partes resultantes das quebras e uma cauda que se estende do 

nucleóide (ANGELI, 2007). Os cometas podem ser formados sob condições de eletroforese 

neutras ou básicas, entretanto, a variável mais utilizada apresenta um tratamento prévio à 

eletroforese com NaOH/EDTA a um pH superior a 13, desta forma permitindo o relaxamento 

da dupla hélice (SINGH et al, 1988). Após a eletroforese as lâminas são coradas com corantes 

fluorescentes que se intercalam ao DNA (Brometo de etídio, Laranja de acridina e outros) e 

podem então ser analisadas visualmente ou através da ajuda de “softwares” (ANGELI, 2007).  

Em cada lâmina, as células são analisadas dentro de quatro classes (0, 1, 2 e 

3) de acordo com o tamanho de sua cauda. Sendo, classe 0 sem danos, sem cauda; classe 1 
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pequeno dano, com uma cauda pequena e seu comprimento menor que o diâmetro da cabeça; 

classe 2 dano médio, o comprimento da cauda de 1 a 2 vezes maior do que o diâmetro da 

cabeça; classe 3 dano máximo, o comprimento da cauda mais de 2 vezes maior do que o 

diâmetro da cabeça.  

 

 

 
Figura 2 – Classes de danos no ensaio do cometa, sendo 0, 1, 2 e 3 as respectivas classes de danos.  

 

 

Este teste é utilizado para detectar lesões do DNA que podem ser 

processadas e resultar em uma mutação. E, diferentemente do teste do micronúcleo, as lesões 

detectadas por este teste são passíveis de correção. E como este teste permite a visualização 

de danos e também do seu reparo em uma única célula, ele apresenta relevada importância na 

detecção de compostos genotóxicos (GONTIJO e TICE, 2003).  

O ensaio do cometa tem sido utilizado em diversas áreas como a genética 

toxicológica, ecotoxicologia, reparo de DNA, apoptose, entre outras. Tendo em vista essa 

maleabilidade do teste, o mesmo tem tido uma crescente importância nos estudos de 
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mutagênese e carcinogênese, conseqüentemente para antimutagênese e anticarcinogênese 

(ANGELI, 2007).  

 

 

2.3.2 Teste do Micronúcleo 

 

 

Os micronúcleos (MN) são pequenos corpos contendo DNA localizados no 

citoplasma. Aparecem na telófase e são resultados de fragmentos acêntricos (originados de 

quebra isocromatídica ou cromatídica) ou de disfunções no fuso mitótico. Desta forma, 

podem ser gerados por agentes clastogênicos e aneugênicos. Pode haver um ou mais MN por 

célula e tais corpúsculos não devem apresentar qualquer conexão estrutural com o núcleo 

principal, birrefringência ou ter mais do que 1/3 do tamanho do núcleo principal (MERSCH et 

al, 1996; KIRSCH-VOLDERS e FENECH, 2001).  

Este teste é amplamente aceito como um teste de triagem para avaliação de 

anomalias cromossômicas. Foi primeiramente escrito pro Schimid e colaboradores em 1975. 

Eles estabeleceram o teste do micronúcleo em células de medula óssea de camundongos in 

vivo, sendo sua versão in vitro (HEDDLE, 1976), utilizando culturas de linfócitos periféricos 

humanos, proposta como um teste para a detecção de agentes carcinogênicos (MIRANDA, 

2006).  

A aplicação do bloqueio da citocinese com a citocalasina-B (Cyt-B) permite 

identificar células que tenham passado por um ciclo de mitose após o tratamento in vitro. Esta 

variação técnica tem transformado o teste do MN em uma ferramenta útil na triagem de danos 

genéticos (FENECH e MORLEY, 1985). A Cyt-B é um potente inibidor dos microfilamentos 

de actina, impedindo a polimerização dos mesmos na placa equatorial formada no final da 

telófase na célula, e desta forma observa-se uma cariocinese com ausência de citocinese. A 

análise é feita contabilizando as células binucleadas que apresentam micronúcleos, uma vez 

que, somente estas realmente apresentam danos causados pelo tratamento induzido (ANGELI, 

2007).  
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2.4 ANTIMUTAGENICIDADE  

 

 

O termo antimutagênese é utilizado para caracterizar determinados agentes que são 

capazer de reduzir, independentemente do mecanismo utilizado, a freqüência de mutações, sejam 

induzidas ou espontâneas (WATERS et al, 1990). A antimutagênese pode ser classificada – de acordo 

com o seu mecanismo de ação – em dois grupos: desmutagênese, que atua inativando os agentes 

mutagênicos antes mesmo destes atingirem o núcleo e o material genético; e a bioantimutagênese, que 

vai atuar sobre os mecanismos de reparo do DNA, o que faz com que a taxa de mutações fixadas seja 

consideravelmente diminuída (KADA et al, 1992).  

Substâncias antioxidantes podem funcionar como antimutagênicas, já que 

apresentam afinidade pelas ROS; estudos in vitro têm mostrado que estas substâncias inibem a 

formação das ROS ou as seqüestram antes mesmo destas alcançarem a molécula de DNA, 

proporcionando, assim, uma proteção a esta macromolécula (RATTY, 1988; MORA et al, 1990; 

TERAO et al, 1994; VINSON et al, 1995).  

Lampe (1999) verificou que dietas ricas em antioxidantes naturais apresentam 

associação com a diminuição do risco de desenvolvimento de algumas formas de cânceres.  

 

 

2.5 DANOS OXIDATIVOS NO DNA 

 

 

O metabolismo normal das células é muito bem estabelecido como fonte de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) endógenas, e este processo celular, normalmente não-

patogênico, eleva os níveis de danos oxidativos no DNA em tecidos normais. Certas 

atividades enzimáticas geram superóxidos e, numa via de explosão oxidativa, ROS são 

liberadas de células fagocíticas destinadas a destruir células infectadas com vírus ou bactérias, 

e podem afetar tecidos que ficam ao redor dessas células. As ROS podem ser geradas também 

pela ionização ou por radiação ultravioleta. Igualmente, certos produtos químicos exógenos 

podem reduzir compostos metabólicos celulares resultando na produção de elétrons que 

podem ser transferidos para o oxigênio molecular produzindo superóxidos (O 2
•-
). 

Independentemente de sua origem, as ROS podem interagir com as biomoléculas, como o 

DNA, e levar a modificações que geram sérias conseqüências para as células (COOKE et al, 

2003).  
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Das espécies reativas de oxigênio, o mais reativo é o radical hidroxil (
•
OH) 

que reage com o DNA atacando as ligações duplas das bases nitrogenadas ou por retirada de 

um átomo de H do grupo metil da timina ou dos átomos de hidrogênio do carbono 2 da 

desoxirribose (SONNTAG, 1987). Quando este radical ataca a dupla ligação dos carbonos 5 e 

6 das pirimidinas, a sua adição gera radicais secundários C5-OH
•
 e C6-OH

•
, enquanto a 

remoção do átomo de hidrogênio resulta na geração de um radical alil (Figura 2). Os radicais 

formados diferem entre si, de tal forma que o radical C5-OH
•
 atua como agente redutor e o 

radical C6-OH
• 
como agente oxidante (STEENKEN, 1987). 

 

 

 

Figura 3 – Ataque eletrofílico do radical hidroxila ao grupo metil ligado ao carbono 5 da timina 
gerando um radical alil 

Fonte: Mori (2008).  
 

 

Nas purinas, o radical hidroxila reage por adição nos carbonos 4, 5 e 8, 

gerando radicais. O radical C4-OH
•
 tem propriedades oxidantes, enquanto que o C5-OH

•
 e o 

C8-OH
•
 apresentam propriedades redutoras (VIEIRA e STEENKEN, 1990).  

Porém, a interação das ROS com o DNA não apresenta apenas modificação 

nas bases nitrogenadas. A desoxirribose, por exemplo, é fragmentada pelo OH
•
, rendendo em 

uma multiplicidade de produtos como a quebra da fita do DNA em condições alcalinas, 

modificações de base e açúcares e quebra de fitas duplas e simples (SONNTAG, 1987).  

Vários estudos têm se preocupado em estabelecer uma relação entre os 

níveis de danos oxidativos no DNA e o câncer. Níveis elevados de danos tendem a aumentar 

como conseqüência de tumores com baixos níveis de enzimas antioxidantes e alta geração de 

ROS. Como resultado de níveis elevados de ROS, os fatores transcripcionais e seus genes 
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correspondentes são permanentemente ativados o que, juntamente com um DNA danificado, 

criam uma pressão seletiva para um fenótipo maligno como visto em cânceres (TOYOKUNI 

et al, 1995).  

 

 

2.5.1 Doxorrubicina 

 

 

O cloridrato de doxorrubicina (DXR), também conhecido como 

adriamicina, é um antibiótico antineoplásico do grupo das antraciclinas, isolado a partir de 

culturas fúngicas de Streptotomyces peucetus var. caesius, relatado como de uso corrente em 

oncologia humana e, em menor extensão, veterinária. Clinicamente, a DXR tem atividade 

significativa contra considerável número de tumores, incluindo alguns que são geralmente 

refratários a outros fármacos (SUSANECK, 1983). Porém, o uso da DXR pode ser 

complicado devido à presença de efeitos colaterais agudos e crônicos, que correspondem a, 

respectivamente, náuseas, vômitos, mielosupressão e arritmias; e cardiomiopatia e falência 

cardíaca (LEFRAK et al, 1973; SINGAL e ILISKOVIC, 1998). Muitos mecanismos contam 

para os efeitos dessa antraciclina, tanto nos termos da sua ação tumoral, quanto da toxicidade 

cardíaca e estes mecanismos envolvem um processo multifatorial complexo (QUILES et al, 

2002).  

Estudos têm comprovado que o estresse oxidativo e a produção de radicais 

livres estão envolvidos no modo de ação da DXR, tanto em termos da ação antitumoral 

quanto da cardiotoxicidade (GEWIRTZ, 1999; SINGAL et al, 2000). Além do mais, já foi 

reportado que a DXR provoca um dano oxidativo direto no DNA (FEINSTEIN et al, 1993) e 

gera peroxidação lipídica (QUILES et al, 1999a,b). Duas formas diferentes já foram descritas 

para a formação de radicais livres pela DXR. A primeira consiste na formação de um radical 

livre semiquinona pela ação de várias redutases NADPH-dependentes que produzem a 

redução de um elétron da doxorrubicina para a correspondente doxorrubicina semiquininona 

(OLSON e MUSHLIN, 1990; DE BEER et al, 2001). Na segunda, os radicais livres da DXR 

surgem de uma reação não-enzimática que envolve reações com o ferro. Por exemplo, Fe
3+

 

reage com a DXR em uma reação redox onde o átomo de ferro aceita o elétron e um 

complexo radical Fe
2+

-doxorrubicina é formado (DE BEER et al, 2001). Este complexo ferro-



30 

 

DXR pode reduzir o oxigênio a peróxido de hidrogênio e a outras ROS (SINHA e POLLITI, 

1990).  

A enzima topoisomerase II parece ser um dos primeiros alvos de ação da 

DXR. As enzimas DNA topoisomerases têm um papel fundamental em praticamente todos os 

aspectos do metabolismo e da estrutura do DNA – replicação, transcrição, recombinação, 

reparação e construção da cromatina – modificando o seu estado topológico, através de 

quebra e posterior religação de suas fitas (BERGER, 1998). Essas enzimas são divididas em 

Topoisomerase I e II, onde a função da I é vinculada ao processo de transcrição gênica 

mediada pela RNA polimerase e a atividade da II é mais ampla, participando da mitose, no 

processo de condensação dos cromossomos e segregação das duplas hélices de DNA e na 

manutenção da estrutura da cromatina (LARSEN et al, 1998). A capacidade desta antraciclina 

de inibir a síntese de DNA tem sido proposta como um de seus mecanismos de ação 

(GEWIRTZ, 1999). E este mecanismo parece ocorrer pela intercalação do DNA e também 

inibição da atividade da polimerase (TANAKA e YOSHIDA, 1980).  

 

 

2.5.2 Peróxido de Hidrogênio  

 

 

Apesar de não ser um radical livre, pela ausência de elétrons 

desemparelhados na última camada, o H2O2 é um metabólito do oxigênio extremamente 

deletério, porque participa da reação que produz o radical OH
• 
(Figura 3).  
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Figura 4 – Redução tetravalente do oxigênio molecular (O2) na mitocôndria até a formação de água 

(H2O). Várias ROS são formadas no processo. 
Fonte: Cohen (1989).  

 

 

O H2O2 tem vida longa, é capaz de atravessar membranas lipídicas, pode 

reagir com a membrana eritrocitária e com proteínas ligadas ao Fe
2+

 (SCOTT et al, 1991). 

Assim, é altamente tóxico para as células; esta toxicidade pode ser aumentada de dez para mil 

vezes quando em presença de ferro (EATON, 1991).  

 

 

2.5.3 Benzopireno  

 

 

O benzo[a]pireno (B[a]P) é um membro da classe dos hidrocarbonetos 

aromáticos policíclicos (PAHs), no qual a estrutura molecular contém dois ou mais anéis 

aromáticos fundidos e anéis adjacentes que dividem dois ou mais átomos de carbono (EWH, 

1986). É um material sólido com ponto de fusão a 179
o
C; é muito solúvel em solventes 

orgânicos aromáticos porém, tem solubilidade limitada em água, que varia de 0,2 a 6,1µg/L 

(NRCC, 1983; OME, 1985).  
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O B[a]P não é manufaturado e não apresenta uso industrial. É distribuído na 

natureza como uma conseqüência de sua formação durante a combustão de matéria orgânica.  

Não há nenhuma relação quantitativa entre o B[a]P e outros PAHs, porém, 

se o B[a]P é encontrado, outros PAHs provavelmente também estão presentes. As principais 

fontes naturais de B[a]P são queimadas em florestas e erupções vulcânicas (ZEDECK, 1980), 

porém ações antropológicas também contribuem com a formação de B[a]P como a queima de 

combustíveis fósseis (STOKER et al, 1975; LEE et al, 1977).  

As principais fontes de B[a]P nos alimentos são a absorção e deposição de 

partículas durante o processamento (alimentos defumados, vegetais folhosos), a pirólise de 

gorduras e a combustão incompleta do carvão (IARC, 1973). A água potável contribui de 0,1 

a 0,3% no total de B[a]P ingerido, o ar contribui em cerca de 0,9% e os alimentos, a grande 

fonte, em 99% (WHO, 1984).  

Evidências sugerem que as propriedades físico-químicas do B[a]P permitem 

sua rápida absorção e transporte através da circulação sistêmica. Os principais sítios de 

absorção são o trato gastrintestinal, devido à absorção pelos alimentos, e os pulmões, devido à 

inalação de aerosóis contaminados e matéria particulada. A distribuição para órgãos e tecidos 

ocorre em minutos (TYRER et al, 1981). A excreção ocorre através da urina como 

metabólitos solúveis em água, apesar de uma reciclagem enterohepática também ocorrer 

(excreção biliar e subseqüente reabsorção pela circulação sistêmica). O benzo[a]pireno 

também atravessa a placenta e é distribuído na circulação do feto em desenvolvimento 

(TOMATIS, 1973). A natureza lipofílica do B[a]P faz com que ele seja depositado em tecidos 

adiposos, incluindo o tecido adiposo da mama e medula óssea (EWH, 1986).  

O metabolismo do B[a]P ocorre em dois passos. O passo inicial, ou 

metabolismo de fase I, envolve a interação entre oxidases de função mista e a formação de 

diol-epóxidos, incluindo o trans-9,10-epóxi-7,8-diidrodiol B[a]P. Este diol-epóxido é 

considerado extremamente carcinogênico. É notável o fato de que o B[a]P (assim como os 

outros PAHs) é um potente indutor das oxidases de função mista e pode potencializar a sua 

toxicidade. A fase II do metabolismo envolve a conjugação dos metabólitos intermediários 

como a glutationa, sulfatos e ácidos mercaptúrico e glucurônico. Estes conjugados são mais 

solúveis em água, o que faz com que os rins rapidamente os excretem (BAKHE e VANE, 

1977).  

O benzo[a]pireno é carcinogênico em uma variedade de espécies e por um 

considerável número de rotas. O alvo preferido parece ser tecidos proliferativos do epitélio 
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gastrintestinal, da medula óssea e órgãos linfóides que interagem com o metabólito ativo do 

B[a]P na fase S do seu ciclo mitótico (SANTODONATO et al, 1981).  

 

 

2.6 BOTRIOSFERANA 

 

 

O gênero Botryosphaeria é amplamente reconhecido como endofítico de 

plantas, podendo causar diversas doenças em plantas de importância comercial (BIGGS, 

1995); e tem sido descrito como lignolítico (BARBOSA et al, 1996), produzindo enzimas que 

degradam a parede lignificada da planta (DEKKER et al, 2001). Botryosphaeria rhodina é um 

fungo ascomiceto isolado de cancro de eucalipto (BARBOSA et al, 1996) que produz um EPS 

descrito como β-glucana (DEKKER et al, 2001).  

A estrutura da glucana produzida pelo B. rhodina foi caracterizada como β-

(13; 16) e essa β-glucana foi denominada botriosferana. A botriosferana é constituída de 

uma cadeia principal de resíduos de glucose unidos por ligações glicosídicas do tipo β-(13) 

e contém, aproximadamente, 22% de ramificações no carbono 6; as quais são constituídas por 

resíduos de glucose e gentiobiose (BARBOSA et al, 2003).  

Estudos mostraram que o Botryosphaeria rhodina produz EPS em um 

número considerável de fontes de carbono. Nas fontes glucose, frutose, galactose, manose, 

sorbitol, lactose, sacarose, sacarose comercial e melaço de cana de açúcar, todas as glucanas 

produzidas foram caracterizadas como sendo do tipo β (STELUTI et al, 2004). Quando 

produzida em glucose como fonte de carbono, a botriosferana apresenta 22% de ramificações 

(BARBOSA et al, 2003), porém quando produzida em sacarose comercial e frutose, esse 

número se altera para 21% e 31%, respectivamente, o que certamente deve proporcionar 

diferentes propriedades reológicas aos respectivos polímeros (CORRADI DA SILVA et al, 

2005).  

Modificações na estrutura química dos exopolissacarídeos têm chamado 

bastante atenção, especialmente a sulfatação. Isso porque a introdução de grupamentos sulfato 

aumenta a bioatividade das β-glucanas além de melhorar a solubilidade (MANTOVANI et al, 

2008).  Estudos em laboratório comprovaram que a sulfatação da botriosferana proporcionou 

atividade anticoagulante. Em comparação com a heparina, a botriosferana apresentou níveis 

muito bons de anticoagulação, quando comparados os tempos de tromboplastina, trombina e 
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pró-trombina. Por exemplo, na concentração de 10µg/ml de botriosferana produzida em 

frutose ressulfatada, os resultados do teste de anticoagulação em plasma humano foram 

semelhantes à heparina na concentração de 3µg/ml. Excelente resultado comparando-se que, 

numa concentração apenas três vezes maior, a botriosferana sulfatada equiparou-se à 

heparina, até hoje conhecida como o melhor anticoagulante (MENDES et al, 2009).   

O conhecimento das características químicas da botriosferana aponta para 

diversas atividades biológicas possíveis como antimutagenicidade, hipocolesterolêmica, 

hipoglicemiante, etc. Estudos prévios mostraram que além de não apresentar características 

mutagênicas, a botriosferana se comporta como antimutagênica reduzindo em até 82% a 

freqüência de micronúcleos em células in vivo (MIRANDA et al, 2008). A botriosferana 

também apresentou efeito hipoglicemiante, reduzindo em 48% o nível de glicose plasmática 

em ratos diabéticos (u. d.). Esses resultados biológicos abrem diversas portas para a 

continuidade do estudo das atividades biológicas da botriosferana; sendo este o enfoque 

principal deste trabalho.  
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Produzir o exopolissacarídeo botriosferana utilizando sacarose comercial 

como única fonte de carbono e avaliar suas possíveis atividades citotóxicas, genotóxicas, 

mutagênicas e antimutagênicas em fibroblastos de pulmão de hamster Chinês (V79) e em 

células de hepatoma de rato (HTC); e os possíveis efeitos antioxidantes em sistema químico e 

microssomas hepáticos. 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

• Produzir o exopolissacarídeo botriosferana através de cultivos 

submersos do fungo ascomiceto Botryosphaeria rhodina, utilizando 

sacarose comercial como única fonte de carbono. Extrair o EPS do meio 

de cultivo, liofilizá-lo e preparar diferentes concentrações para 

desenvolver os ensaios biológicos.  

• Avaliar a atividade citotóxica e genotóxica in vitro do botriosferana em 

dois diferentes tipos celulares;  

• Avaliar as possíveis atividades mutagênicas e antimutagênicas in vitro 

do botriosferana através do teste do Micronúcleo (MN) em dois 

diferentes tipos celulares;  

• Avaliar a atividade antioxidante do botriosferana em sistema químico 

através do teste de Determinação da Capacidade Antioxidante Total 

(TRAP) por quimiluminescência;  

• Avaliar a atividade antioxidante do botriosferana através da Avaliação 

do Consumo de Oxigênio de Hemáceas induzida por tert-butil 

hidroperóxido utilizando a melhor concentração antimutagênica deste 

EPS.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 AGENTES QUÍMICOS 

 

 

4.1.1 Doxorrubicina (DXR) 

 

 

No presente estudo, a DXR (Adriblastina® RD – Pharmacia & Upjohn, 

Milan Italy, CAS no. 25316-40-9) foi dissolvida em água destilada até atingir uma 

concentração final de 0,75µg/mL de meio de cultivo e foi protegida da luz.  

 

 

4.1.2 Peróxido de Hidrogênio (H2O2) 

 

 

No presente estudo, o peróxido de hidrogênio utilizado foi gentilmente cedido pela 

Profa. Dra. Eliana Aparecida Varanda (Depto de Ciências Biológicas – Unesp Campus Araraquara/SP) 

e foi dissolvido em água deionizada até atingir a concentração final de 1,70μg/mL e foi protegido da 

luz. 

 

 

4.1.3 Benzo[a]pireno (B[a]P) 

 

 

No presente estudo, o B[a]P (Sigma) foi dissolvido em DMSO até atingir 

uma concentração final de 2,5μg/mL de meio de cultivo e foi protegido da luz. 
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4.2 PROCEDIMENTOS 

 

 

4.2.1 Micro-organismo e Condições de Cultivo 

 

 

O cultivo do fungo ascomiceto Botryosphaeria rhodina foi desenvolvido 

conforme descrito por Barbosa e colaboradores em 2003. O Botryosphaeria rhodina foi 

mantido em tubos inclinados contendo BDA (Ágar Batata Dextrose) a -4
o
C com 

transferências sucessivas a cada 3 meses. A partir dos tubos, o fungo foi transferido para 

placas de Petri que continham meio de Vogel acrescido de sais (VMSM), ágar (20g/L) e 

glucose (10g/L) e mantidos a 28
o
C por 120 horas. Em seguida, porções de hifas foram 

transferidas para Erlenmeyers modificados ( Erlenmeyers contendo quatro inserções no fundo 

para aumento da oxigenação do fermentado) (125ml) contendo 25mL de VMSM e glucose a 

0,5%, e cultivadas a 180rpm em agitador orbital do tipo “shaker”, por 48 horas, a 28
o
C. Os 

micélios obtidos nestes cultivos foram homogeneizados em “Blender”, previamente 

esterilizado, por 30 segundos à velocidade máxima. O homogeinato de células foi então 

centrifugado e o pellet formado foi ressuspendido em solução salina fisiológica previamente 

esterilizada. Esta solução foi diluída até se obter a sua leitura de absorvância entre 0,4 e 0,5 a 

400nm, em espectrofotômetro. Alíquotas de 16mL desta solução de inóculo foram 

transferidas para frascos de Erlenmeyer de 2 litros contendo 400mL de VMSM e 5% (m/v) de 

sacarose comercial como fonte única de carbono.  

 

 

4.2.2 Produção da β-glucana Botriosferana por Botryosphaeria rhodina  

 

 

Os cultivos do B. rhodina nos frascos de Erlenmeyer (2L) foram mantidos 

sob agitação constante em agitador orbital, do tipo “Shaker”, a 180rpm por 72 horas a 28
o
C.  

Após 72 horas, os cultivos foram interrompidos a 7000g e -4
o
C, por 15 

minutos, e os sobrenadantes coletados foram tratados com 3 volumes de etanol absoluto e 
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deixados em câmara fria por 24 horas. Em seguida, o EPS foi ressolubilizado em água 

deionizada e dialisado contra água deionizada por 72 horas, com trocas sucessivas de água e 

então, congelado e liofilizado.  

 

 

4.2.3 Preparo das soluções  

 

 

Foi preparada uma solução de 3,0g/L de EPS liofilizado em salina 

fisiológica. Após a solubilização completa, foi determinado o pH 7,0. Em seguida, a solução 

foi autoclavada a 120
o
C por 45 minutos sem pressão e transferida para frascos previamente 

autoclavados, com volume suficiente para o desenvolvimento dos ensaios biológicos.  

Uma amostra de cada solução foi reservada para as determinações de 

açúcares redutores pelo método de Somogyi (1945) e Nelson (1944) e de açúcares totais pelo 

método de fenol-sulfúrico (Dubois et al, 1956). Através destas dosagens foi verificada a 

concentração utilizada durante o experimento. 

 

 

4.3 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE - TESTE DO MTT 

 

 

O ensaio do MTT foi realizado de acordo com o protocolo de Mosmann 

(1983), com algumas modificações. Para o ensaio com células V79, cerca de 2x10
4
 células em 

200μL de meio DMEM+Ham-F10 completo foram semeadas por poço em placas de 96 poços 

e incubadas por 15h a 37°C em estufa B.O.D. As células foram então expostas a 10 

concentrações crescentes de botriosferana (7,5; 15,0; 30,0; 60,0; 100,0; 150,0; 200,0; 300,0; 

450,0 e 600,0µg/ml de meio) e incubadas por 3h a 37
o
C, de acordo com a figura 4. Os meios 

foram então descartados e 100µl de meio incompleto + 10µl de MTT em PBS foram 

adicionado a cada poço e reincubados a 37
o
C por 4 horas. A mistura foi então retirada 

cuidadosamente e 200µl de DMSO foi adicionado a cada poço. O teste foi protegido da luz e 

o tempo de pipetagem foi padronizado.  
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Para o experimento com as células HTC, cerca de 10
4
 células em 200µl de 

meio DMEM+Ham-F12 completo foram semeadas por poço em placas de 96 poços e 

incubadas por 24 horas a 37
o
C em estufa B.O.D. As células foram então expostas a 10 

concentrações crescentes de botriosferana (7,5; 15,0; 30,0; 60,0; 100,0; 150,0; 200,0; 300,0; 

450,0 e 600,0 µg/ml de meio) e incubadas por 24 horas a 37ºC, também de acordo com a 

figura 4.  

As absorbâncias das amostras foram analisadas no Laboratório de 

Imunologia Aplicada da Profa. Dra. Eiko Nakagawa Itano (Universidade Estadual de 

Londrina) em leitor de ELISA no comprimento de onda de 550 nm. Os dados apresentados 

indicam a % de atividade mitocondrial relativo ao controle negativo a partir de sete 

repetições.  

 

 

 

Figura 5 – Esquema representativo dos tratamentos realizados em placas de 96 
poços para o teste do MTT: coluna 1) DMEM+Ham-F10 nas V79 ou 
DMEM+Ham-F-12 nas HTC (controle negativo); 2) EPS 7,5 μg/mL; 3) 
EPS 15,0 μg/mL; 4) EPS 30,0 μg/mL; 5) EPS 60,0 μg/mL; 6) EPS 100,0 
μg/mL; 7) EPS 150,0 μg/mL; 8) EPS 200,0 μg/mL; 9) EPS 300,0 μg/mL; 
10) EPS 450,0 μg/mL; 11) EPS 600,0 μg/mL. Na fileira A não havia 
células como um controle de contaminação e absorbância basal.  
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4.4 LINHAGENS CELULARES E CONDIÇÕES DE CULTIVO 

 

 

Para a realização dos ensaios de mutagenicidade e antimutagenicidade 

foram utilizadas células de Fibroblastos de pulmão de hamster chinês (V79) gentilmente 

cedidas pelo Profa. Dra. Sakamoto-Hojo (F.F.C.L. – Ribeirão Preto/USP) e células de 

hepatoma de Rattus norvegicus (HTC) fornecidas pelo Prof. Dr. Mário Sérgio Mantovani da 

Universidade Estadual de Londrina (UEL). O cultivo de ambas as células foi realizado em 

frascos de cultura (25cm
2
) na forma de monocamada, em meio DMEM/Ham-F-10 (1:1) 

(Sigma) para a V79 e DMEM/Ham-F-12 (1:1) (Gibco) para a HTC, suplementado com 10% 

de soro bovino fetal (Gibco) e (penicilina 0,06g/L e estreptomicina 0,12g/L) e HEPES 

(2,38g/L) (Sigma). Os frascos foram mantidos em estufa de BOD à temperatura de 37ºC. 

Antes da realização dos tratamentos, os frascos de cultura foram estabilizados em estufa 

B.O.D. a 37ºC por um período de 24 horas para linhagem HTC e 15 horas para V79.  

 

 

4.5 TESTE DO MICRONÚCLEO  

 

 

O teste do micronúcleo com bloqueio da citocinese foi realizado para a 

avaliação da atividade mutagênica e antimutagênica de três concentrações de botriosferana 

(7,5µg/mL, 30,0µg/mL e 100,0 µg/mL), escolhidas a partir do MTT. Os experimentos foram 

realizados em triplicata usando as linhagens celulares V79 e HTC entre a 3ª e a 8ª passagem 

da cultura após o seu descongelamento. Para os experimentos, aproximadamente, 10
6
 células 

foram semeadas no meio de cultura e incubadas em estufa de BOD a 37ºC por cerca de um 

ciclo celular (15 horas no caso da V79 e por 24 horas no caso de HTC) com a finalidade de 

permitir a aderência e estabilização das células no frasco de cultura.  

Após a etapa de estabilização, as células foram lavadas com PBS e 

submetidas a meio de cultura sem suplementação de soro bovino fetal para o início dos 

protocolos de tratamento com botriosferana.  

O protocolo de mutagenicidade, tanto para célula V79 quanto para célula 

HTC foi constituído por cinco grupos de tratamento: A) Grupo controle negativo: tratado com 
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50μL de PBS por 3 horas em V79 e 24 horas em HTC; B) Grupo controle positivo (2 para 

cada linhagem celular): tratado com 50μL de Doxorrubicina por 3 horas na linhagem V79; 

50μL de benzo[a]pireno por 24 horas na linhagem HTC;  50μL de peróxido de hidrogênio por 

20 minutos tanto em V79 quanto em HTC;  C) Grupo experimental 1: tratado com 50μL da β-

glucana botriosferana (7,5 µg/mL)  por um período de 3 horas em V79 e 24 horas em HTC; 

D) Grupo experimental 2: tratado com 50μL da β-glucana botriosferana (30,0 µg/mL)  por um 

período de 3 horas em V79 e 24 horas em HTC; E) Grupo experimental 3: tratado com 50μL 

da β-glucana botriosferana (100,0 µg/ml)  por um período de 3 horas em V79 e 24 horas em 

HTC.  

Para os ensaios de antimutagenicidade in vitro foram utilizadas células V79 

e HTC submetidas a dois protocolos de tratamento: protocolo de pós-tratamento com o intuito 

de identificar atividade bioantimutagênica e protocolo de tratamento simultâneo, no qual se 

objetivou a confirmação dos efeitos desmutagênico e bioantimutagênico.  

O pós-tratamento foi conduzido submetendo as células V79 e HTC a um 

tratamento inicial com um agente indutor de dano ao DNA (doxorrubicina, benzopireno e 

peróxido de hidrogênio), seguido de tratamento com a concentração de β-glucana 

botriosferana. O protocolo de tratamento-simultâneo foi realizado submetendo as células de 

V79 e HTC a um tratamento com uma solução da concentração de β-glucana botriosferana 

mais o agente indutor de dano ao DNA (1:1).  

Foram realizados tratamentos com três diferentes concentrações da β-

glucana botriosferana, sendo que para a célula V79 o tempo de tratamento foi de 3 horas de 

exposição e para célula HTC foi de 24 horas. Com relação aos agentes indutores de danos 

foram utilizados a doxorrubicina e o peróxido de hidrogênio para as células V79 e o 

benzo[a]pireno e o peróxido de hidrogênio para as células HTC. O tempo de tratamento com a 

doxorrubicina foi de 3 horas para as células V79 e 24 horas para a HTC. Para o peróxido de 

hidrogênio foi utilizado um tempo de tratamento de 20 minutos para ambas as linhagens 

celulares e para o benzo[a]pireno foi utilizado um tempo de 24 horas de exposição para as 

células HTC.  
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4.5.1 Indução de Células Binucleadas 

 

 

Após cada tratamento as culturas foram lavadas duas vezes com 5mL de 

PBS, sendo que no final dos diferentes tratamentos foram acrescentados 5mL de meio de 

cultura completo + 50µL de Citocalasina B (Cyt-B), que permaneceu por 18 horas na cultura 

de V79 e 30 horas na cultura de HTC.  

 

 

4.5.2 Obtenção de Células Micronucleadas 

 

 

Para a fixação das células ao fim dos tratamentos, o conteúdo de cada frasco 

foi transferido para um tubo de centrífuga e os frascos lavados com 5mL de PBS. Logo em 

seguida, as células foram desprendidas com 0,5mL de Tripsina-EDTA e este composto foi 

inativado com meio de cultura previamente transferido para os tubos de centrífuga. Toda a 

suspensão foi centrifugada por 5 minutos a 900rpm. Após o término da centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado e o pellet cuidadosamente desprendido do fundo do tubo. 

Posteriormente, as células foram tratadas com solução hipotônica (citrato de sódio a 1%) 

gelada, então centrifugadas e o seu sobrenadante descartado. Ao pellet foram adicionados 

5mL de fixador (3 metanol:1 ácido acético) e duas gotas de formol a 1%, seguida de 

homogeneização. Depois os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 900rpm e o 

sobrenadante descartado.   

 

 

4.5.3 Preparo de Lâmina de Célula HTC e V79  

 

 

As lâminas foram preparadas e coradas com solução de Giemsa a 5% diluído em 

água destilada por 3 minutos. 1000 células binucleadas por experimento foram analisadas em 

microscópio óptico (Nikon) em aumento de 100x, assinalando as que continham de 1 a 3 

micronúcleos, segundo os critérios de Titenko-Holland (1997).  
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4.5.4 Índice de Divisão Nuclear  

 

 

Para determinar o Índice de Divisão Nuclear (IDN) foram contadas 500 células 

sendo consideradas as que continham de um a quatro núcleos. O IDN foi calculado de acordo com 

Eastmond e Tucker (1989):  

IDN = [M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)]/N, onde: M1 – células com 1 núcleo; M2 – 

células com 2 núcleos; M3 – células com 3 núcleos; M4 – células com 4 núcleos; N – total de células 

viáveis.  

 

 

4.5.5 Efeito Antimutagênico  

 

 

A atividade antimutagênica será avaliada pela a análise das porcentagens de 

redução de danos para cada um dos tratamentos com botriosferana, calculada de acordo com a 

fórmula abaixo:  

 

 

 

onde: A – controle positivo; B – tratamento e C – controle negativo.  

 

 

4.6 ENSAIO DO COMETA  

 

 

Os procedimentos reportados por Singh et al (1988) foram usados com 

algumas modificações, como descrito por Speit e Hartmann (1999). Previamente, uma fina 

lâmina de agarose NMP 1,5% foi colocada em uma lâmina e então 10µL de células V79, 

ressuspendidas em 120µL de agarose LMP a 37
o
C, foram espalhadas na lâmina. Uma 

lamínula foi adicionada e a agarose foi colocada para solidificar a 4
o
C por 15 minutos. A 
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lamínula foi então retirada delicadamente e a lâmina mergulhada em uma solução lisadora 

composta por 89mL de uma solução de estoque contendo NaCl 2,5M, EDTA 100mM, Tris 

10mM pH 10,0 e 1% de Lauril Sarcosinato de Sódio, mais 10mL de DMSO, 1mL de Triton 

X-100, com pH 10 a 4
o
C por no mínimo 1 hora, protegida da luz. Ao final do período de lise, 

as lâminas foram transferidas para uma cuba de eletroforese contendo um tampão (NaOH 

300mM e EDTA 1mM) com pH alto (13,0) e foram incubadas a 4
o
C por 20 minutos para 

permitir o desnovelamento do DNA. Uma corrente de 25V (1,0V/cm, 300mA) foi aplicada 

por 20 minutos na cuba e logo após as lâminas foram submergidas em um tampão 

neutralizador (Tris HCl 0,4M pH 7,5) por 15 minutos e secadas à temperatura ambiente; 

foram então fixadas em etanol 100% por 10 minutos.  

As lâminas ficaram “overnight” na geladeira e então foram cobertas com 

20mg/mL de brometo de etídio e então cobertas com uma lamínula. Os nucleóides foram 

imediatamente evidenciados usando um microscópio de fluorescência Nikon em 400x com 

um filtro de excitação de 515-560nm e um filtro de 590nm como barreira.   

 

 

4.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

 

 

As médias obtidas nos experimentos do MTT foram calculadas e 

submetidas ao teste de Kruskal-Wallis.  

As médias obtidas nos experimentos do micronúcleo e do ensaio do cometa 

foram calculadas e submetidas à análise de variância (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey 

com 95% de confiança.  

 

 

4.8 DETERMINAÇÃO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL  

 

 

Para determinar a capacidade antioxidante total, a técnica utilizada foi a 

descrita por Ghiselli e colaboradores (1995), onde os níveis de antioxidantes totais são 

mensurados, principalmente antioxidantes de baixo peso molecular. Neste método, o 2,2’-azo-
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bis (ABAP), um sistema gerador de radical alcooxil por decomposição térmica, produz fótons 

que são amplificados pelo luminol e medidos em um luminômetro (Turner Designs TD 

20/20). A adição de antioxidantes inibe a emissão por tempo determinado, portanto, 

utilizamos um padrão antioxidante, o Trolox (análogo da vitamina E hidrossolúvel).  

Primeiramente, os reagentes foram pesados e diluídos da seguinte maneira: 

54,24mg de ABAP foram diluídos em 1ml de água destilada e colocado no gelo; 2,5mg de 

Trolox foram diluídos em 5ml de tampão glicina 0,1M pH 8,6 gelado, e após completa 

diluição esta solução foi novamente diluída em tampão glicina gelado em uma proporção de 

1:1000; e, por fim, 3,98mg de luminol foram diluídos em 250µL de KOH 1M e a esta solução 

foram adicionados 9750µl de tampão glicina, esta solução foi diluída novamente em tampão 

glicina em uma proporção 1:10. Um béquer com tampão glicina foi colocado em banho-maria 

a 37
o
C.  

Após o preparo dos reagentes, foram realizadas as leituras no luminômetro. 

A primeira leitura foi o do ABAP, onde no microtubo foram adicionados 900µl de tampão 

glicina do banho, 50µL de luminol e 50µL de ABAP. A segunda leitura foi a de Trolox, 

830µL de tampão glicina do banho foi adicionado no microtubo, mais 70µL de trolox, 50µL 

de luminol e 50µL de ABAP. E por fim, foram realizadas as leituras da botriosferana.  

A botriosferana foi mensurada em diferentes concentrações, sendo elas: 7,5, 

30, 100, 200 e 300µg/mL. A análise realizada foi qualitativa, portanto o resultado foi expresso 

em URL (Unidade Relativa de Luz) e todas as leituras realizadas em triplicata.  

 

 

4.9 AVALIAÇÃO DO CONSUMO DE OXIGÊNIO DE HEMÁCEAS  

 

 

Para avaliar a atividade protetora da botriosferana em membranas biológicas 

será realizado o teste de consumo de oxigênio de hemáceas induzido por tert-butil peróxido 

(LISSIE et al, 1986). Este ensaio baseia-se na medida da quantidade de oxigênio que é 

consumido pela célula depois da estimulação de sua membrana com o tert-butil peróxido. 

Quanto maior o consumo, maior a susceptibilidade da membrana ao dano oxidativo que pode 

ser provocado por esse formador de ROS. Avalia-se também o tempo de indução (T-ind) que 

é o tempo entre a adição do tert-butil peróxido na reação e o início do consumo de O2.  
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O T-ind é diretamente relacionado com a capacidade antioxidante 

intracelular, enquanto que o consumo de O2 é diretamente relacionado com a susceptibilidade 

do eritrócito em sofrer lipoperoxidação induzida pelo tert-butil peróxido (BAINY et al, 1996), 

uma vez que o aumento do consumo de O2 inicia-se apenas após a exaustão dos mecanismos 

antioxidantes (VIDELA et al, 1984; LISSIE et al, 1986).  

Considerando que as hemáceas maduras são células anucleadas, portanto 

incapazes de sintetizar substâncias antioxidantes, este teste poderá mostrar a ação protetora 

direta da botriosferana sobre danos oxidativos de membranas biológicas. Os eritrócitos serão 

submetidos a três lavagens consecutivas com salina fisiológica (0,9%) para eliminar possíveis 

interferentes. Os ensaios serão realizados com suspensão de eritrócitos a 1% em tampão 

fosfato monobásico 10mM, pH 7,4 e NaCl 0,9% pré-incubados a 37
o
C por 5 minutos. A 

suspensão será transferida para a câmara de respiração do oxímetro (Clark), e a reação será 

iniciada com a adição de 12µL de tert-butil hidroperóxido (concentração de 2mM).  

O experimento foi dividido em 3 grupos: controle (suspensão de hemáceas + 

2 mM de tert-butil peróxido); suspensão de hemáceas + 100µg/mL de botriosferana + 2mM 

de tert-butil peróxido, e suspensão de hemáceas pré-incubadas com 100µg/mL de 

botriosferana a 37
o
C por 30 minutos + 2mM de tert-butil peróxido por 3 horas. As dosagens 

de cada grupo serão realizadas em sextuplicata.     
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 

5.1 ARTIGO A  

 

 

IN VITRO EVALUATION OF MUTAGENICITY AND GENOTOXICITY OF 
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IN VITRO EVALUATION OF MUTAGENICITY AND GENOTOXICITY OF 

BOTRYOSPHAERAN IN V79 AND HTC CELL LINES  

 

 

Leandra E. Kerchea,b, Ilce M. S. Cólusb, Maressa C. M. de Limab, Mateus 

P. Moric, Mariana B. dos Reisb, Robert F. H. Dekkerd, Aneli M. Barbosaa
 

 

 

1 INTRODUCTION  

 

Glucans are glucose polymers widely distributed in nature and classified as 

the type of the glucosidic bond [α, β] of the main chain [1]. β-glucans are the predominant 

exopolysaccharide (EPS) form found in fungi [2]. Lately, researchers have established that β-

D-glucans, notably those of mixed β-(13; 16) glucosidic linkages, are biological response 

modifiers (BRMs) as they have stimulating effects on the defense mechanism of the living 

organism [3, 4]. They stimulate mainly the immune system, including the enhancement of the 

host resistance to viral, bacterial, fungal and parasitic infections; antitumor effects and 

prevention of carcinogenesis; radioprotectivity; and immunoadjuvant effects, as well as 

increase of phagocytotic and proliferative activity of the reticuloendothelial system [5].  

Botryosphaeran [6] is a well characterized (13; 16)-β-D-glucan 

produced by the ascomycete fungus Botryosphaeria rhodina (isolate MAMB-05) [7]. This 

exopolysaccharide presents approximately 22% side branching on C6 which are formed by 

glucose and gentiobiose [6].  

A better knowledge of the chemical characteristics of the botryosphaeran 

leads to diversified possible biological activities. Previous studies of our research group have 

shown that this EPS do not present any mutagenic characteristics and reduced up to 82% the 

frequency of micronucleated cells in peripheral blood of mice [8]. It also presented 

hypoglycemic effect slowing down to 48% the level of plasmatic glycose in diabetic rats 

[unpublished data]. The botryosphaeran was also capable of reducing the DNA damage 
                                                            
a Deptº de Bioquímica e Biotecnologia – CCE, Universidade Estadual de Londrina, Brazil 
b Deptº de Biologia Geral – CCB, Universidade Estadual de Londrina, Brazil 
c Deptº de Bioquímica – Instituto de Química, Universidade de São Paulo, Brazil 
d Biorefining Research Initiative, Lakehead University, Canada  
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caused by the antibiotic bleomycin in human lymphocytes [9], reinforcing the anticlastogenic 

activity of this β-glucan.  

Since the first studies about the biological activities of the botryosphaeran 

needed in vitro complementation, the objective of this work was to evaluate in vitro its 

citotoxicity and its capacity to generate primary lesions and strand breaks in the DNA of two 

cell lines, Chinese hamster lung fibroblasts (V79) and Rattus novergicus hepatoma cell line 

(HTC).  

 

2 MATERIAL AND METHODS  

 

2.1 Microorganism and Growth Conditions  

 

The ascomycete fungus Botryosphaeria rhodina MAMB-05 was cultivated 

as described by Barbosa et al. [10]. Potato agar dextrose was used to maintain the fungus in a 

temperature of 4ºC with successive transfers every three months. On agar plates (Vogel 

minimal salts medium (VMSM[11]), 20g/L agar and 10g/L glucose), pre-inoculum was 

prepared from fungal mycelial mats and transferred to liquid medium (VMSM and 5g/L 

glucose) as previously described [6, 12]. Fungal cultures were grown in Erlenmeyer flasks 

containing  VMSM and 50g/L commercial sucrose and left for 72 hours at 28ºC in orbital 

shaker (180rpm).  

 

2.2 Production of Botryosphaeran  

 

After the cultivation, flasks were harvested by centrifugation 

(8000rpm/15min) to remove mycelium, and the supernatant collected and treated with three 

volumes of absolute ethanol and left at 4ºC for 24 hours, and the resulting material 

(botryosphaeran) re-dissolved in water and dialyzed against de-ionized water for 60 hours. 

The dialysate was lyophilized and the dried material (EPS) was stored at -20ºC.   

 

2.3 Preparation of Botryosphaeran Solution and Analysis  

 

Stock solution of botryosphaeran for biological assays was prepared at the 

concentration of 3g/L in isotonic saline solution and the pH was corrected for 7. Then the 
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solution was autoclaved at 121ºC for 20 minutes. Aliquot of the EPS solution was kept for the 

determination of reducing and total sugars by the methods of Somogyi [13], and Dubois et al. 

[14], respectively, to confirm the concentration used during the cells experiments. From 

previous tests, three concentrations of botryosphaeran (7.5, 30.0 and 100.0μg/mL) were 

chosen to be used, starting from the mother concentration of 3g/L and considering the culture 

medium.   

 

2.4 Chemical Agents  

 

• Doxorubicin (DXR): The doxorubicin was used in commercial formula: 

Adriblastin
®
 RD (Pharmacia & Upjohn, Milan – Italy), that was diluted 

in de-ionized water at the concentration of 0.75μg/mL in culture medium.   

• Hydrogen peroxide (H2O2): The hydrogen peroxide was diluted in de-

ionized water at the concentration of 1.70μg/mL in culture medium.  

• Benzo[a]pyrene (B[a]P): The benzo[a]pyrene (Sigma) was diluted in 

DMSO at the concentration of 2.5μg/mL in culture medium.   

 

2.5 Cell Lines  

 

The Chinese hamster lung fibroblast cell line (V79) was gently provided by 

Prof.ª Sakamoto-Hojo from FFCLRP - Universidade de São Paulo (USP). The Rattus 

novergicus hepatoma cell line (HTC) was kindly provided by Prof. Mantovani from 

Universidade Estadual de Londrina (UEL). All the cell lines were stored in fetal bovine serum 

+ 10% DMSO in liquid nitrogen until use.  

The cells were grown in culture flasks (25cm
2
) in DMEM/Ham-F-10 (1:1) 

(Sigma) for V79 and DMEM/Ham-F-12 (1:1) (Gibco) for HTC, both supplemented with 10% 

foetal bovine serum (Gibco) and 0.06g/L penicillin and 0.12g/L streptomycin and 2.38g/L 

HEPES (Sigma). The flasks were kept in B.O.D. incubator (Fanem) at 37ºC for 15 hours and 

24 hours for V79 and HTC, respectively.  
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2.6 Cytotoxicity Assay  

 

3,4,5-Dimethyl thiazol-2-yl 2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT), is a 

yellow dye which is converted into formazone, a violet compound by the activity of enzyme 

succinate dehydrogenase of mitochondria. Since the conversion takes place in living cells, the 

amount of formazone produced is directly correlated with the number of viable cells present. 

MTT assay was done according to Mosmann [15], with slightly modification. Briefly, cells 

(10,000/well in 100μL medium) were seeded in 96 well plate and allowed to adhere for 15 h 

for V79 and 24 h for HTC in B.O.D. (Fanem) at 37ºC. Medium was aspirated and cells were 

exposed to 7.5, 15.0, 30.0, 60.0, 100.0, 150.0, 200.0, 300.0, 450.0 and 600.0μg/mL 

botryosphaeran and incubated for 3 hours for V79 and 24 h for HTC at 37ºC. Then treatment 

concentrations were discarded and 100μL minimum medium + 10μL MTT (5mg/mL solution) 

in phosphate buffered saline (PBS) was added to each well and re-incubated for another 4h at 

37ºC.   

The reaction mixture was carefully aspirated; 200μL DMSO was added to 

each well and mixed thoroughly. After 10min absorbance was read at 550nm, using a ELISA 

reader.  

The untreated sets were also run parallel under the identical conditions and 

served as control.    

 

2.7 Micronucleus test  

 

Three completely independent experiments were performed for all the 

treatments, which were aimed to determine the mutagenic effects of the (13; 16)-β-

glucan Botryosphaeran in V79 and HTC cells. All of the experiments were conducted using 

cells that were in the third to eighth passage in culture in our laboratory. A total of 10
6
 cells 

were seeded in flasks containing 5mL of complete culture medium, remained under these 

conditions for approximately two cell cycles (20h and 48h, respectively), washed with PBS 

and submitted to the different treatments.  

In the mutagenicity experiments, six treatment groups were performed: 

positive controls (DXR and H2O2 for V79 cell line and B[a]P and H2O2 for HTC cell line), 

negative control (PBS) and three different concentrations of botryosphaeran (7.5, 30.0 and 
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100.0μg/mL). All treatments were performed for 3 hours in V79 cell line and 24 hours in 

HTC cell line in serum-free medium.  

In this study, the technique utilized to examine binucleated cells for 

micronuclei in vitro was that described by Fenech and Morley [16].   

After completing the treatments, the cells were washed twice with 5mL 

PBS, trypsinized with 0.5mL ATV (0.24% trypsin-0.02% Versene; Instituto Adolf Lutz, 

Brazil) and centrifuged for 5min at 900rpm. The pellet was then resuspended in chilled 

hypotonic solution (1% sodium citrate) together with one drop of 1% formaldehyde and 

carefully homogenized with a Pasteur pipette. This cell suspension centrifuged again for 5min 

at 900rpm and resuspended in 5mL of fixative, methanol/acetic acid (3:1 v/v). Next, the tubes 

were centrifuged for 5min, the supernatant discarded, and the cell suspension poured onto 

slides previously cleaned and covered with a film of chilled distilled water.  

The slides were stained with 3% Giemsa diluted in phosphate buffer (0.06M 

Na2HPO4 and 0.06M KH2PO4, pH 6.8) for 3min, washed with distilled water, air-dried and 

kept at 4
o
C until microscope analysis.   

The induction of MN was determined in 1000 binucleated cells with the 

cytoplasm well preserved. In a blind test, using Nikon microscope, cells containing 1-3 

micronuclei were scored. The criteria for the identification of MN was according to Fenech 

[17] and Titenko-Holland et al. [18].  

 

2.8 Nuclear Division Index (NDI)  

 

The nuclear division index (NDI) was determined in 500 cells analyzed by 

repetition, in a blind test. Cells with well preserved cytoplasm, containing 1-4 nucleus, were 

scored using a Nikon microscope.  

The NDI was calculated according to Eastmond and Tucker [19] using the 

following formula:  
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where M1-M4 is the number of cells with 1, 2, 3 and 4 nucleus, respectively; N is the total 

number of viable cells.  

 

2.9 Comet Assay  

 

The procedures described by Singh et al. [20] were adopted with minor 

modifications as detailed in Speit and Hatmann [21]. Briefly, a base layer of 1.5% NMP 

agarose was placed on a microscope slide and 10μL of the V79 or HTC test cells suspended in 

120μL of 0.5% LMP agarose at 37ºC, were the spread on the base layer. A coverslip was 

added and the agarose was allowed to solidify at 4ºC for 15 min, after which the coverslip 

was gently removed and the slide immersed in freshly made lysing solution composed of 

89mL stock solution (2.5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris pH 10.0 and 1% sodium lauryl 

sarcosine), 10mL DMSO, 1mL Triton X-100; pH 10.0 at 4ºC for at least 1h, protected from 

light.   

At the end of lysing period, slides were transferred to an electrophoresis box 

containing a high pH (13.0) buffer (300mM NaOH, 1mM EDTA) and incubated at 4ºC for 

20min to allow the DNA to unwind. A current of 25V (1.0V/cm, 300mA) was applied for 

20min, after which, the slides were submerged in a neutralization buffer (0.4M Tris HCl, pH 

7.5) for 15min, dried at room temperature and fixed in 100% ethanol for 10min.  

The slides were stored overnight, briefly rinsed in distilled water, stained 

with 20mg/mL ethidium bromide and covered with a coverslip. The stained nucleoids were 

immediately evaluated at 400x magnification using a Nikon fluorescence microscope fitted 

with a 515-560nm excitation filter and a 500nm barrier filter.  

For each treatment, the extent and distribution of DNA damage indicated by 

the Comet assay were evaluated by examining 100 randomly selected and non-overlapping 

cells on the slides (i.e. 300 cells per treatment).  

On each slide, the cells were visually scored and allocated to one of four 

classes (0, 1, 2 and 3) according to the tail size as follows: class 0, undamaged, no tail; class 

1, a short tail with a length smaller than the diameter of the head; class 2, tail length between 

1 and 2 times the diameter of the head; and class 3, maximally damaged, with a long tail more 

than twice the diameter of the head. The few comets observed with no head and those with 

almost all DNA in the tail, or with a very wide tail, were excluded from the analysis since 
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they could represent dead cells [22]. The total score for 300 comets was obtained according to 

the formula of Manoharan and Banerjee [23] with modifications as showed bellow:  

 

 
 

where n = number of cells in each class analyzed.  Thus, the total score could range from 0 to 

300.  

 

2.10 Statistical Analysis  

 

The mean obtained in MTT test were calculated and determined using 

Kruskal-Wallis’ test, under the significance of 95%.  

The mean frequency of micronucleated cells and the NDIs were calculated 

based on the results of three independent experiments, and the statistically significant 

differences between control and treatment values were determined using analysis of variance 

(ANOVA) followed by Tukey’s test at the 95% confidence level.  

The mean scores were calculated from three independent experiments for 

each treatment. The ANOVA test followed by the Tukey’s test (95% confidence level) were 

used to compare the means of each treatment with their negative control to assess the 

genotoxicity.  

 

3 RESULTS  

 

3.1 Cytotoxicity Assay  

 

In this work, the MTT results presented a maintenance in the mitochondrial 

activity of V79 cells showing, that way, that botryosphaeran do not present cell cytotoxicity in 

any of the ten concentrations tested in this cell line (Figure 1).   
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Figure 1 – Cytotoxicity in V79 cells treated with botryosphaeran.  

 

The results from the MTT test with the HTC cell line also showed no 

cytotoxicity and two concentrations (300 and 450μg/mL) stimulated cell proliferation, 

demonstrated by an increase of the read absorbance. The highest concentration (600μg/mL), 

although, showed a tendency to cytostatic effect (Figure 2).     

 

 

Figure 2 – Cytotoxicity in HTC cells treated with botryosphaeran.  
* Differ statistically from negative control (p<0.05). 
** Differ statistically from negative control (p<0.001).  
 

These results obtained with the MTT test led to the three concentrations 

(7.5, 30.0 and 100.0μg/mL) chosen to perform micronucleus test and comet assay.   
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3.2 Micronucleus Test  

 

Botryosphaeran did not show mutagenic activity in V79 and HTC cells in 

vitro, since the frequency of micronucleated cells observed after treatments of cells with three 

different concentrations of the EPS was not statistically different than that of negative control. 

The nuclear division index (NDI) for cells treated with the known mutagens or with 

botryosphaeran was statistically the same, showing that the cell cycle was kept intact (Table 1 

and 2).  

 

Table 1 – Frequency of micronucleated cells (MN cells) and nuclear division index (NDI) 
obtained in the determination of mutagenicity for three concentrations of 
botryosphaeran and respective control in cultured V79 cells.  

 
*Differ statistically from negative control (p<0.001).  
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Table 2 – Frequency of micronucleated cells (MN cells) and nuclear division index 
(NDI) obtained in the determination of mutagenicity for three concentrations of 
botryosphaeran and respective control in cultured HTC cells.  

 
*Differ statistically from negative control (p<0.001).  
 

3.3 Comet Assay  

 

The three concentrations of botryosphaeran tested (7.5, 30.0 and 

100.0μg/mL) showed no genotoxic effect on the V79 cell culture in vitro, since the means of 

the scores obtained were statistically similar to the negative control means (Table 3). In HTC 

cell line, botryosphaeran showed a genotoxicity of level 1 (Table 4).  
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Table 3 – Number of cells observed in each comet class of a total of 300 cells analyzed per 
treatment and their respective mean scores when assessing the genotoxicity of three 
different concentrations of botryosphaeran in V79 cells in vitro  

 

PBS: control; DXR: doxorubicin; EPS: botryosphaeran; SD: standard deviation; DC: damage cells. 
*Differ statistically from negative control (p<0.001).  
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Table 4 – Number of cells observed in each Comet class of a total of 300 cells analyzed per 
treatment and their respective mean scores when assessing the genotoxicity of three 
different concentrations of botryosphaeran in HTC cells in vitro  

 
PBS: control; B[a]P: benzo[a]pyrene; H2O2: hydrogen peroxide; EPS: botryosphaeran; SD: standard deviation; 
DC: damage cells. 
*Differ statistically from negative control (p<0.001).  
 

4 DISCUSSION  

 

In the cell wall of many living organisms – as cereals, plants, algae, fungi 

and yeast – can be found polysaccharides constituted of D-glucopyranosyl named glucans 

[24]. In fungi, (13:16)-β-D-glucans are important components of the cell surface and 

these glucans are directly connected to the process of cell modifications that happens along 

the growth and morphogenesis of the fungi [24, 25].   

In the last decades, these polymers have been receiving special attention due 

to its bioactivity such as immunomodulation, antitumoral, anti-inflammatory, antimutagenic, 

hypocholesterolemic and hypoglycemic effects [26].   
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In the present study, botryosphaeran was evaluated for cytotoxicity, 

mutagenicity and genotoxicity effects at three different concentrations in V79 and HTC cells 

in vitro, utilizing the MTT and micronucleous test, and comet assay, respectively.  

In figure 2, it is shown an unexpected result for the MTT assay in HTC 

cells. This result shows an increase on the number of cells in the 300 and 450μg/mL 

concentrations. These results in a tumor cell line do not corroborate with the findings of 

Williams et al. [27], whose observed a cytostatic effect of a certain glucan in sarcoma and 

melanoma cells, although the highest concentration (600μg/mL) showed a tendency to this 

phenomenon. On the other hand, in V79 cells (Figure 1) the botryosphaeran did not interfere 

on the cell cycle and the cultures were maintained the same in all of the ten concentrations 

tested, which can be associated with the findings of Williams et al. [27] for the normal spleen 

and bone marrow cells.  

These results could be related to the receptors on the HTC cell surface. 

Although none receptor for β-glucans in HTC cell line has been reported, others have been 

proven to be activated by this fungal exopolysaccharides. At a molecular level, two receptors 

for (13)-β-D-glucans have been characterized. The first one to be reported was the CR3 

receptor that is highly expressed in immunological cells such as neutrophils, monocytes, NK 

cells, and in a minor significance in macrophages. The second one was the Dectin-1 and it is 

mainly expressed in macrophages mediating the phagocytosis of yeats [28].  

Through the results found in the cytotoxicity test, three distinct 

concentrations were determined to the achievement of the mutagenic and genotoxic tests. 

These concentrations were 7.5, 30.0 and 100.0μg/mL of medium.   

Three DNA damage inductors were chosen to the realization of these tests, 

Doxorubicin (DXR), Hydrogen peroxide (H2O2) and Benzo[a]pyrene (B[a]P), all of them 

oxidant compounds. Although all of them provoke DNA damage through the generating of 

reactive oxygen species (ROS), they do it in different ways.   

DXR presents two different ways of generating ROS. The first one consists 

in the generation of a semiquinone free radical through the action of several NADPH-

dependent redutases which produces the reduction of a DXR electron to the correspondent 

semiquinone-DXR [29, 30]. The second one, the free radicals of DXR arise from a non-

enzymatic reaction where the Fe
3+

 reacts with DXR in a redox reaction where a Fe
2+

-DXR 



61 

 

complex is formed. This complex can reduce oxygen to hydrogen peroxide and some ROS 

[30, 31].  

H2O2 is not a free radical, for it does not have unpaired electrons in the last 

layer, but it participates in the generation of hydroxyl radicals (OH
•
) [32]. H2O2 has a long life 

and can trespass lipid membranes and its toxicity can be increased in the presence of iron 

[33].  

B[a]P is far more dangerous after metabolism and the metabolism of B[a]P 

occurred in two steps. The first one, or phase I metabolism, involves the interaction between 

mixed-function oxydases and the generation of diol-epoxide, including trans-9,10-epoxy-7,8-

dihydrodiol B[a]P which is very carcinogenic. The phase II metabolism involves the 

conjugation of the intermediated metabolites with the glutathione, sulfates and glucuronic and 

mercapturic acids, which are more soluble and easy to excrete [34].  

Since the B[a]P is far more dangerous to the cell after metabolism, it was 

chosen as positive control for HTC cells, which are metabolizing cells.   

Comparing to negative control and to these positive controls, 

botryosphaeran did not present any mutagenic effect on V79 and HTC cells (Tables 1 and 2). 

And this absence of mutagenic effects corroborated with the first founds in vivo in mice bone 

marrow cells and peripheral cell blood, where three doses of botryosphaeran (7.5, 15.0 and 

30.0mg/kg body weight per day) were administrated along 15 days and did not raise 

significantly the number of micronuclei [8].    

These findings are in agreement with those reported for two other fungal 

EPS schyzophyllan [35] and scleroglucan [36], which are also (13;16)-β-D-glucans.  

Schyzophyllan is well known for its immunomodulation activity and 

antitumoral activity [37]; used nowadays in some cases of cancer and leucopenia [38].  

Investigating the mutagenicity of certain compounds through in vivo or in 

vitro test make possible to evaluate the risk for human health, since a short phylogenetic 

distance is between the two systems [39]. Besides, the evaluation of mutagenicity and 

genotoxicity involves the different kinds of interactions between the agent in study with the 

DNA and its possible effects.  

In the comet assay, genotoxicity of class 1 was found for HTC cell line for 

the concentrations of 30 and 100μg/mL (Table 2). In V79 cell line, no genotoxic effect was 

found for any of the concentrations tested (Table 1). The comet assay is used to detect 
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genomic lesions that after being processed could present a mutation result. Different from 

mutagenic tests, the DNA lesions observed in comet assay are capable of repair. And since no 

mutagenic effect was found for the botryosphaeran, the damage was not permanent.   

Therefore, the results found in this paper showed that botryosphaeran did 

not present any mutagenic or cytotoxic effect in any of the concentrations tested. This 

findings show that botryosphaeran could be safety for human use and to achieve this more 

studies should be released. This work opened new perspectives for its biological applications 

since it complements the first in vivo results, showing that both in vivo and in vitro study 

conditions botryosphaeran presented non mutagenic activity.  
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PROTECTIVE EFFECTS OF BOTRYOSPHAERAN, A (13; 16)-Β-D-GLUCAN 

FROM BOTRYOSPHAERIA RHODINA MAMB-05, AGAINST OXIDANT 

COMPOUNDS IN MAMMALIAN CELLS  

 

 
Leandra E. Kerchea,b , Ilce M. de S. Cólusb, Maressa C. M. de Limab, Mateus P. Moric, 

Sara S. Bernardesd, Alessandra L. Cecchinid, Robert F. H. Dekkere, Aneli M. Barbosaa
  

 

 

1 INTRODUCTION 

 

Polysaccharides are natural macromolecules found in all living organism [1] 

and the ones produced by bacteria and fungi and found in the extracellular media are defined 

as exopolysaccharides (EPS) [2]. The most studied EPS are the glucans, and in fungi, (13; 

16)-β-D-glucans are important components of the cell surface, playing a fundamental role 

on the morphological changes as well as in the stabilization of pathological and symbiotic 

associations with animals and higher plants [3].   

Lentinan, a (13)-β-D-glucan produced by the mushroom Lentinula edodes 

(Berk.) Pegler, presents protective effects against carcinogenesis and also has shown the 

capacity to increase host resistance against infections [10, 11]. Researchers have shown that 

aqueous solutions of lentinan present antimutagenic effects against alkylanting agents that can 

cause DNA damage [12]. The fungus Schizophyllum commune produces a (13; 16)-β-D-

glucan known as schizophyllan that is already used as an immunopotentiator in some cases of 

cancer and leucopenia. Some studies have showed that this EPS activate blood phagocytes 

and lymphocytes by the increase in the production of the reactive oxygen species (ROS), 

released by the production of pro-inflammatory cytokines [13].  

The ascomycete fungus Botryosphaeria rhodina MAMB-05 produces a 

family of (13; 16)-β-D-glucans named botryosphaerans when grown on different carbon 
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sources [14]. This glucan is constituted by a main chain formed by (13)-β-D-glucosyl units 

and side-branched by (16)-β-D-glucopyranosyl and (16)-β-D-diglucopyranosyl in a 

frequency of approximately 22% [15]. Some studies have proven that B. rhodina can produce 

botryosphaeran in a considerable number of carbon sources. In almost all sources tested, 

including glucose, fructose, sucrose and commercial sucrose, the glucans produced were 

characterized as β type [16].  

The first biological tests with botryosphaeran showed that this EPS in in 

vivo assays did not show mutagenic activity and behave as an antimutagenic compound, 

reducing up the frequency of micronucleous of the peripheral blood cells in 82% [17]. Lab 

studies with sulfated botryosphaeran have proven that in this condition this glucan presents an 

anticoagulant effect only three times lower than the heparin, known today as the best 

anticoagulant [18]. Since so little is known about the biological properties of this glucan, the 

aim of this work was to evaluate the protective effects of botryosphaeran in in vitro conditions 

using V79 and HTC cells against the DNA damages caused by doxorubicin, hydrogen 

peroxide and benzo[a]pyrene, and also evaluate the activity of botryosphaeran in human 

erythrocytes membrane damaged by tert-butyl hydroperoxide.  

 

2 MATERIAL AND METHODS 

 

2.1 Microorganism and Growth Conditions  

 

The ascomycete fungus Botryosphaeria rhodina MAMB-05 was cultivated 

as described by Barbosa et al. [19]. Potato agar dextrose was used to maintain the fungus in a 

temperature of 4ºC with successive transfers every three months. On agar plates (Vogel 

minimal salts medium (VMSM[20]), 20g/L agar and 10g/L glucose), pre-inoculum was 

prepared from fungal mycelial mats and transferred to liquid medium (VMSM and 5g/L 

glucose) as previously described [16, 21]. Fungal cultures were grown in Erlenmeyer flasks 

containing  VMSM and 50g/L commercial sucrose and left for 72 hours at 28ºC in orbital 

shaker (180rpm).  
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2.2 Production of Botryosphaeran  

 

After the cultivation, flasks were harvested by centrifugation 

(8000rpm/15min) to remove mycelium, and the supernatant collected and treated with three 

volumes of absolute ethanol and left at 4ºC for 24 hours, and the resulting material 

(botryosphaeran) re-dissolved in water and dialyzed against de-ionized water for 60 hours. 

The dialysate was lyophilized and the dried material (EPS) was stored at -20ºC.   

 

2.3 Preparation of Botryosphaeran Solution and Analysis  

 

Stock solution of botryosphaeran for biological assays was prepared at the 

concentration of 3g/L in isotonic saline solution and the pH was corrected for 7. Then the 

solution was autoclaved at 121ºC for 20 minutes. Aliquot of the EPS solution was kept for the 

determination of reducing and total sugars by the methods of Somogyi [22], and Dubois et al. 

[23], respectively, to confirm the concentration used during the cells experiments. From 

previous tests, three concentrations of botryosphaeran (7.5, 30.0 and 100.0μg/mL) were 

chosen to be used, starting from the mother concentration of 3g/L and considering the culture 

medium.   

 

2.4 Chemical Agents  

 

DNA damage in V79 cells was induced by Doxorubicin (DXR) 

(Adriblastina
® 

RD – Pharmacia and Upjohn) at a concentration of 0.75μg/mL and also by 

hydrogen peroxide (H2O2) at a concentration of 1.70μg/mL. These solutions were dissolved in 

de-ionized water. In HTC cells, the DNA damage was induced by H2O2 at a concentration of 

1.70μg/mL and also by Benzo[a]pyrene (B[a]P)(Sigma) at a concentration of 2.5μg/mL. 

Hydrogen peroxide and B[a]P was dissolved in de-ionized water and DMSO, respectively. All 

the solutions did not exceed 1% in culture.   

For the human erythrocyte, according to the tests perfomed, Trolox, 

Luminol, 2,2’-azo-bis(2-amindinopropane) and tert-butil hydroperoxide (All purchased from 

Sigma) were prepared in de-ionized water and used at a concentration of 1.85μg/mL, 

1.77μg/mL,  2.71mg/mL and 0.18mg/mL, respectively.  
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2.5 Cell Lines  

 

The Chinese hamster lung fibroblast cell line (V79) was gently provided by 

Prof.ª Dr.ª Sakamoto-Hojo from FFCLRP - Universidade de São Paulo (USP). The Rattus 

novergicus hepatoma cell line (HTC) was kindly provided by Prof. Dr. Mantovani from 

Universidade Estadual de Londrina (UEL). All the cell lines were stored in foetal bovine 

serum + 10% DMSO in liquid nitrogen until use.  

The cells were grown in culture flasks (25cm
2
) in DMEM/Ham-F-10 (1:1) 

(Sigma) for V79 and DMEM/Ham-F-12 (1:1) (Gibco) for HTC, both supplemented with 10% 

foetal bovine serum (Gibco) and 0.06g/L penicillin and 0.12g/L streptomycin and 2.38g/L 

HEPES (Sigma). The flasks were kept in B.O.D. incubator (Fanem) at 37ºC for 15 hours and 

24 hours for V79 and HTC, respectively.  

Heparinized blood was obtained from healthy donors and every experiment 

was performed each day with fresh blood from the same donors.  

 

2.6 Micronucleus Test  

 

Three completely independent experiments were performed for all the 

treatments, which were aimed to determine the protective effects of the (13; 16)-β-glucan 

Botryosphaeran in V79 and HTC cells. All of the experiments were conducted using cells that 

were in the third to eighth passage in culture in our laboratory. A total of 10
6
 cells were 

seeded in flasks containing 5mL of complete culture medium, remained under these 

conditions for approximately two cell cycles (20 and 48h, respectively), washed with PBS and 

submitted to the different treatments.   

In the antimutagenic experiments the following protocols were used: a) 

Simultaneous treatment: nine groups treated with three concentrations of botryosphaeran (7.5, 

30.0 and 100.0μg/mL in culture) and co-treated with the two different positive controls. b) 

Post-treatment: nine groups treated with different positive controls for 3h (DXR), 20min 

(H2O2) and 24h (B[a]P), washed with PBS, and post-treated with three concentrations of the 

EPS for 3h. In each protocol to evaluate antimutagenicity also were established the groups 

positive controls and negative control. Cells were washed twice with PBS after each treatment 

that was performed in serum-free medium.    
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In this study, the technique utilized to examine binucleated cells for 

micronuclei in vitro was that described by Fenech and Morley [24].   

After completing the treatments, the cells were washed twice with 5mL 

PBS, trypsinized with 0.5mL ATV (0.24% trypsin-0.02% Versene; Instituto Adolf Lutz, 

Brazil) and centrifuged for 5min at 900rpm. The pellet was then resuspended in chilled 

hypotonic solution (1% sodium citrate) together with one drop of 1% formaldehyde and 

carefully homogenized with a Pasteur pipette. This cell suspension centrifuged again for 5min 

at 900rpm and resuspended in 5mL of fixative, methanol/acetic acid (3:1 v/v). Next, the tubes 

were centrifuged for 5min, the supernatant discarded, and the cell suspension poured onto 

slides previously cleaned and covered with a film of chilled distilled water.  

The slides were stained with 3% Giemsa diluted in phosphate buffer (0.06M 

Na2HPO4 and 0.06M KH2PO4, pH 6.8) for 3min, washed with distilled water, air-dried and 

kept at 4
o
C until microscope analysis.   

The induction of MN was determined in 1000 binucleated cells with the 

cytoplasm well preserved. In a blind test, using Nikon microscope, cells containing 1-3 

micronuclei were scored. The criteria for the identification of MN was according to Fenech 

[25] and Titenko-Holland et al. [26].  

In the antimutagenic experiments, the percent reduction in the number of 

cells with micronuclei in treatments with botryosphaeran that showed protective activity was 

calculated according to Manoharan and Banerjee [27] and Waters et al. [28] using the using 

the following formula: 

 

 
 

where A was the group of cells treated with the respective positive control, 

B was the group of cells treated with botryosphaeran plus the positive control, and C was the 

negative control group.  

 
 
 
 
 
 
 



73 

 

2.7 Nuclear Division Index (NDI)  

 

The nuclear division index (NDI) was determined in 500 cells analyzed by 

repetition, in a blind test. Cells with well preserved cytoplasm, containing 1-4 nucleus, were 

scored using a Nikon microscope.  

The NDI was calculated according to Eastmond and Tucker [29] using the 

following formula:  

 

 
 

where M1-M4 is the number of cells with 1, 2, 3 and 4 nucleus, respectively; N is the total 

number of viable cells.   

 

2.8 Measurement of Total Antioxidant Capacity (TRAP) of Botryosphaeran  

 

Total antioxidant capacity of botryosphaeran was measured by 

chemiluminescence, in a reaction medium containing 2.71mg/mL 2,2’-azo-bis(2-

amindinopropane) (AAPH) and 1.77μg/ml luminol. The addition of sample decreased the 

chemiluminescence to basal levels for a period (induction time) proportional to the 

antioxidant content of the sample until reaching the chemiluminescence regeneration level. 

The system was calibrated with 1.85μg/ml vitamin E analog Trolox [30].   

 

2.9 Action of Botryosphaeran in Erythrocytes Membrane   

 

For this test, heparinized blood was obtained from healthy donors who were 

non-smokers and were not receiving any pharmacological treatment. Ethics Committee of the 

Universidade Estadual de Londrina approved the study protocol. Every experiment was 

performed with fresh blood that came from the same donors. Plasma and the buffy coat were 

removed after 5min centrifugation at 3500rpm/20°C, and the erythrocytes washed 2 times 

with 10 mM potassium phosphate-buffered saline, pH 7.4. The action of botryosphaeran in 

erythrocytes was assessed by healthy donors measuring oxygen uptake and induction time 

(Tind) following treatment with 0.18mg/mL tert-butyl hydroperoxide (TBH). To determine 
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the oxygen uptake and Tind in erythrocytes, erythrocytes was resuspended in the same buffer 

(1:99, v/v) and co-incubated with 100 μg/mL botryosphaeran (G-Ci) or incubated in the same 

concentration an 37°C water-bath in the times 20, 60 or 180 minutes (G-20, G-60 and G-180, 

respectively). TBH induced oxygen uptake and Tind were measured with a Clark-type oxygen 

electrode at 37 ◦C. The induction time is directly related to the intracellular protective 

antioxidant capacity, while oxygen uptake is an indirect measure of the susceptibility of 

erythrocyte membranes to lipid peroxidation elicited by TBH [31].  

 

2.10 Statistical Analysis  

 

The mean frequency of micronucleated cells and the NDIs were calculated 

based on the results of three independent experiments, and the statistically significant 

differences between control and treatment values were determined using analysis of variance 

(ANOVA) followed by Tukey’s test at the 95% confidence level.  

For oxygen uptake and Tind, results are presented as means ± SEM of three 

independent experiments, with two tests each. The differences between responses were 

evaluated by analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni's t-test at the 95% 

confidence level.  

 

3 RESULTS  

 

3.1 Micronucleus Test  

 

Table 1 shows the results of the antimutagenicity experiments using two 

different protocols (simultaneous and post-treatment) in V79 cell line treated with 

doxorubicin and hydrogen peroxide. It is possible to see that all the combinations of the used 

concentrations of botryosphaeran were effective to reduce the DNA damage caused by 

mutagenic agents. Both protocols showed good results considering the percent reduction of 

DNA damage obtained to these cells.  

The experiments with HTC cell line also showed a high decrease percentage 

of DNA damage caused by hydrogen peroxide and benzo[a]pyrene (Table 2).   
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For both cell types, the simultaneous treatment and the post-treatment 

showed similar results and the concentrations of 30.0 and 100.0μg/ml of botryosphaeran 

showed the best percent reduction of DNA damage (Tables 1 and 2).      

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



76 

 

Table 1 – Frequency of micronucleated cells (MN cells), nuclear division index (NDI) and % reduction of damage obtained in the determination 
of antimutagenicity for three concentrations of botryosphaeran and respective controls in cultured V79 cells.  

 
Same letter do not differ statistically. X±SD = mean ± standard deviation. p<0.001 and p<0.05.  
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Table 2 – Frequency of micronucleated cells (MN cells), nuclear division index (NDI) and % reduction of damage obtained in the determination 
of antimutagenicity for three concentrations of botryosphaeran and respective controls in cultured HTC cells.  

 
Same letter do not differ statistically. X±SD = mean ± standard deviation. p<0.001 and p<0.05.  
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3.2 TRAP and Erythrocyte Catalase Activity  

 

As seen in Figure 1, botryosphaeran (100μg/ml) did not inhibit the auto-

oxidation of 2.71mg/mL AAPH. Other four concentrations of the EPS were tested (25, 50, 

200 and 300μg/mL) and also did not present any effect (data not show).   

Figure 2 shows that although the oxygen uptake by erythrocytes co-

incubated and incubated with 100μg/mL botryosphaeran presented a decreased trend in 

relation for the control group, only co-incubated and incubated for 180 minutes were 

significant. The induction time (Tind), that is directly related to the intracellular protective 

antioxidant capacity of erythrocytes, did not changed in the groups in relation for the control 

group.  

 

 
Figure 1 – Qualitative Total Antioxidant Capacity (TRAP) of botryosphaeran. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



79 

 

 
Figure 2 – Action of botryosphaeran in membrane erythrocytes: (A) Oxygen uptake of erythrocytes 

with botryosphaeran 100 μg/mL. G-Ci: co-incubation; G-20: incubation for 20 minutes; 
G-60: incubation for 60 minutes; G-180: incubation for 180 minutes. (B) Induction time 
of erythrocytes with botryosphaeran 100 μg/mL. 

*p<0,05 compared to control group.  
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4 DISCUSSION  

 

Nowadays, the medical advance carried to an increase of life’s expectancy 

and to a large number of deaths caused by degenerative diseases as cancer [32]. The main 

factor that can carry out the carcinogenesis process is the chemical compounds and cellular 

process that can alter the structure of DNA resulting in a mutation that make possible the 

activation of proto-oncogenes or the suppression of the tumoral suppress genes [33]. It is well 

known that the prevention of tumors and other diseases related to cancer can be performed 

specially through the ingestion of protective factors that involves the strengthening of the 

immunological defenses by diet intervention [34]. Therefore, lately, there have been deep 

searches for natural substances that possess chemopreventive activity [35].   

Botryosphaeran showed no mutagenic activity in previous studies (data 

preparation) and in the present study, the results were obtained using two different protocols 

for induce DNA damage and assess the chemoprevention through the analysis of micronuclei 

caused by three oxidant compounds and their combination with botryosphaeran in two 

different cellular types, Chinese hamster fibroblast cell line (V79) and Rattus novergicus 

hepatoma cell line (HTC). The results show that botryosphaeran exert substantial protective 

effect against mutagenic agents that can be present in humans life.   

The mechanisms of mutagenesis for oxidant agents involve the attack on the 

DNA double bonds or the withdrawal of one hydrogen atom of the methyl group of thymine 

radical or from the carbon 2 of deoxyribose. Notwithstanding, the ROS interaction with DNA 

does not only present changes in the nitrogenous bases, the deoxyribose can also be 

fragmented by the hydroxyl radical (OH
•
) yielding a multitude of products such as breaking 

the DNA strand under alkaline conditions, changes in bases and sugars and double and single 

strand break [36].  

Many studies have concerned establishing a relationship among oxidative 

DNA damage and cancer. High damage levels tend to increase as a consequence of tumors 

with low levels of antioxidant enzymes and high generation of ROS. As a result of high levels 

of ROS, the transcriptional factors and its corresponding genes are permanently activated and, 

amongst a damaged DNA, create a selective pressure for a malignant phenotype as seen in 

cancers [37].  
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In this work, two of the three concentrations tested with botryosphaeran 

(30.0 and 100.0μg/mL) showed excellent results. But the best result (95% reduction) were 

found in HTC cells with the highest concentration of botryosphaeran (100μg/ml) with 

hydrogen peroxide in simultaneous treatment and benzo[a]pyrene in post-treatment (Table 1). 

It probably happened for the fact that β-glucans can work as a free radical scavenger [38], 

being able to bind to free radicals liberated by the introduction of H2O2 in the cell and to free 

radicals produced by the activation of B[a]p. B[a]P is far more dangerous to DNA when 

metabolized, and the activation of this compound by the enzymes of the P450 family 

generates free radicals that may interact damaging the DNA [39].  

Oxygen uptake by erythrocytes is directly associated with the susceptibility 

of the erythrocyte membrane to undergo lipid peroxidation elicited by tert-butyl 

hydroperoxide and is proportional to previous oxidative stress experienced by the erythrocytes 

in vivo. The oxygen uptake and induction time tests showed that 100μg/ml of botryosphaeran 

protects the membrane of erythrocytes against lipid peroxidation caused by 0.18mg/mL BHT 

when incubed for 180 minutes, independent of intracellular antioxidant content in this cell. 

Therefore, TRAP test detects hydrosoluble antioxidants, since water-soluble radical initiator 

AAPH is added to generate free radicals in the aqueous phase [40], and this test indicated that 

botryosphaeran did not displays free radicals scavenger activity, not corroborating with the 

theory proposed by Chovartovicova et al. (1999) [38]. Studies have shown that (1�3)-β-

glucans presents low antioxidant activity in vitro and important antioxidant activity in vivo, 

suggesting not directly action of these compounds. Probably β-glucans work as a protector of 

the cell membrane, perhaps chelating metal initiators of lipid peroxidation and also generators 

of hydroxyl radicals – the most mutagenic free radical – by Fenton reaction. However, the 

mechanism by which botryosphaeran exert DNA and lipoperoxidation protection needs 

further clarification. [41, 42]. This fact is in agreement with the results obtained with 

antimutagenicity and lipoperoxidation tested in this work.      

We cannot ignore the fact that botryosphaeran could modulate enzymes 

inside the cell, changing the expression or the activity of these enzymes. This modulation 

could be supported by the activation of signaling pathways, expression of transcriptional 

factors and modulation of gene expression through the involvement of receptors in cell 

membrane [43]. Some studies have proven that polysaccharides extracted from the 

mushrooms Lentinula edodes and Agaricus blazei show an in vivo inhibitory effect on the 

expression of isoenzymes of the P450 family [44, 45]. This cytochrome monooxygenase 



82 

 

system plays a central role in the metabolism of a wide variety of foreign compounds 

including plant metabolites, environmental pollutants, and drugs [46].  

In V79 cells, the percent reduction of DNA damage was conformable in 

both simultaneous and post-treatment and the best results occurred in the highest 

concentration (Table 1). Associating the results from V79 and HTC we can infer that 

botryosphaeran presents desmutagenic and bioantimutagenic activity, since the protocol for 

post-treatment allows the inference of bioantimutagenic activity and the protocol for 

simultaneous treatment indicates bioantimutagenic as well as desmutagenic activity [35]. 

Biomutagenic activity happens when the compound tested induce enzymes that act on the 

process of mutagenesis or in the repair of the DNA damage decreasing the mutagenesis 

frequency [47]. On the other hand, desmutagenic process happens when cellular components 

capture the mutagenic agent or the compound tested inactivate it [47, 48]. In this study, the 

desmutagenic activity could be rethought since the TRAP test showed that botryosphaeran did 

not present chemical antioxidant property in in vitro system when compared to vitamin E 

analog trolox (Figure 1).    

The data presented in this study shows that botryosphaeran is an interesting 

chemopreventive and oxidant protector compound, showing a high protection reducing in 90-

95% DNA damage caused by the oxidant agents doxorubicin, hydrogen peroxide, 

benzo[a]pyrene, and protected erythrocytes cell membrane from damages caused by tert-butyl 

hydroperoxide.  
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CONCLUSÃO 

 

 

Conclui-se, então, com esse trabalho que a botriosferana não apresenta 

mutagenicidade e nem citotoxicidade, além de ser um excelente quimopreventivo, protegendo 

as células V79 e HTC contra danos no DNA provocados pelos agentes oxidantes 

doxorrubicina, peróxido de hidrogênio e benzo[a]pireno.   

A botriosferana também protegeu a membrana celular de eritrócitos 

humanos contra danos oxidativos provocados pelo tert-butil hidroperóxido.  

Ainda há uma série de estudos que necessitam ser realizados para se 

complementar o conhecimento a respeito das propriedades biológicas deste EPS. Porém, com 

estes resultados in vitro complementando os resultados já publicados in vivo (MIRANDA et 

al, 2008) podemos nos assegurar que a botriosferana não apresenta mutagenicidade alguma 

para as células de mamíferos, além de apresentar altos índices antimutagênicos, reduzindo em 

grande grau ( até 95%) os danos provocados no material genético destas mesmas células.  
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