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Resumo

B-glucanas, que sdo compostos ndo celuldsicos, tém sido consideradas como os
produtos naturais que podem ser uteis na prevengao e tratamento de varias doengas em
seres humanos. Estudos que avaliam a toxicidade causada por exopolissacarideos
fangicos (EPS) do tipo B( 1=>6) -D glucana sdo escassos. Este estudo avaliou os efeitos
do tratamento sub- cronico com EPS sobre parametros bioquimicos, hematologicos e
histopatologicos, a fim de avaliar a toxicidade. Trinta e dois camundongos, 16 machos e
16 fémeas, foram utilizados no estudo, sendo estratificados em dois grupos, o grupo
tratado com EPS, o qual recebeu (50 mg / kg) por dia, durante 28 dias por gavagem, e o
grupo controle que recebeu solugdo salina, durante o mesmo periodo. Amostras de
sangue foram coletadas por pun¢do cardiaca para as determinagdes hematoldgicas e
bioquimicas. O figado, coracdo, rins e baco foram coletados para andlises
histopatologicas. Comparagdes estatisticas foram feitas pela ANOVA com 95% de
confianga, seguida do teste de post hoc de Tukey (significancia de p<0,05), entre os
resultados dos quatro grupos de estudo. No grupo tratado com EPS ocorreu
reducdo significativa da glicose (35%, P <0,01), redug¢do das transaminases em ambos
os sexos (AST e ALT; 40%; P<0.05) e uréia (20%, P <0,01) no sexo feminino. Os
resultados mostraram que o tratamento subcronico com EPS ndo gerou alteragdes
hematologicas e histopatoldgicas. Em conclusdo, o estudo mostrou que a ingestdo de
EPS (B 1-6 D-glucana) nao evidenciou qualquer sinal de toxicidade em camundongos,

independente do género.

Palavras- chave: lasiodiplodana, EPS, glucanas fingicas, toxicidade.



Abstract

B-Glucans that are non-cellulosic have been considered as natural products that can be
useful in preventing and treating several disease conditions in humans. Studies
evaluating the toxicity caused by fungal exopolysaccharide (EPS) of the type B (1—>6)-
D-glucan are scarce. This study evaluated the effects of subchronic treatments with EPS
lasiodiplodan on toxicity, biochemical, hematological, and histopathological alterations.
Thirty-two mice, 16 males and 16 females, were used in the study stratified into two
groups; the treated group received EPS (50 mg/Kg) daily (28 days) via gavage and the
control group received saline during the same period. Blood samples were collected via
cardiac puncture for hematological and biochemical determinations. The liver, heart,
kidneys, and spleen were collected for histopathological analysis. The statistical
analysis was performed through one-way analysis of variance and only P < 0.05 F-
values are presented. Significant reduction in blood glucose in males (35%; P< 0.01),
transaminases activity in both sex (AST and ALT; 40%; P< 0.05), and urea (20%; P<
0.01) in females, were observed with the treatment using EPS. The results showed that
sub-chronic treatments with EPS did not generate hematological and histopathological
alterations. In conclusion, the study showed that the intake of EPS (B 126 D-glucan)

did not produced any sign of toxicity in mice, independent of gender.

Keywords: lasiodiplodan, EPS, fungal glucan, toxicity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Exopolissacarideos fungicos

Polissacarideos sdo moléculas naturais constituidas por monossacarideos
conectados entre si por ligacdes glicosidicas. Estes polimeros diferenciam-se,
basicamente, pelos mondmeros constituintes, tipos de ligacdo, comprimento da cadeia,
numeros de ramificagdes e grupos substituintes (NASCIMENTO, 2010).

Podem ser classificados como homopolimeros ou heteropolimeros
(BONGIOVANI, 2008). A maioria dos polissacarideos de fungos sao
homopolissacarideos, ou seja, compostos por um unico tipo de mondémero, normalmente
glicose, reunidas por ligacdes glicosidicas do tipo  ou a. No caso das glucanas, por
exemplo, as ligagdes entre suas unidades de glucose podem ser do tipo a-(1—3), a-
(1-6), a- (1—-4); B- (1—3) ou B-(1—6), podendo conter ramificacdes ao longo da
cadeia principal (BARBOSA et al, 2004; MORADALI et al, 2007).

Os exopolissacarideos (EPS) sdo definidos como polissacarideos extracelulares,
produzidos por alguns fungos e bactérias, os quais sdo encontrados ligados a superficie
das células ou sdo excretados para o meio de cultivo na forma de material viscoso
(BONGIOVANI, 2008; MIRANDA et al, 2011).

Nos fungos, as B-glucanas ocorrem como polimeros de glicose ligados por
ligagdes lineares do tipo P(1-6) D-Glucana ou por ligagdes B (1-3) D-Glucana com
cadeias laterais ligadas por ligagdes B (1-6) (TSONI, BROWN, 2008). Essas diferencas
estruturais como, por exemplo, diferengas no comprimento da cadeia polissacaridica,
extensdo da ramificacdo e o comprimento dessas ramificagdes, podem ter grandes
implicagdes para a atividade bioldgica da B-glucana (BAGGIO, 2010). A estrutura

basica das B-glucanas esta demonstrada na Figura 1.
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Figura 1: (A) Estrutura da f (1-23;1->6) D-Glucana ; (B) Estrutura da f (1—>6) D-glucana (VASCONCELOS et
al, 2008).

As glucanas que apresentam ligagdes do tipo B (1—3) e B (1—3,1—6) sdo as
mais descritas em artigos e patentes e apresentam estruturas lineares, ramificadas ou
ciclicas, sdo alvo das pesquisas por seus efeitos imunoldgicos e farmacologicos
(VASCONCELOS et al, 2008). Porém, glucanas do tipo B-D-(1-6)-glucanas sao
incomuns, até¢ mesmo raras (SHAHINIAN, BUSSEY, 2000).

A biossintese de EPS estd diretamente associada a capacidade de sobrevivéncia
do microrganismo em condi¢des adversas de meio ambiente. Desempenham diversas
funcdes nos microrganismos tais como protecdo contra dessecagdo, constituem uma
barreira impedindo a unido de virus a sitios especificos da parede celular, neutralizam
toxinas, atuam como fonte de carbono e energia, sdo importantes na conversao do
excesso de substrato em um material pouco metabolizavel por outros microrganismos,
além de interagirem com células de animais ou plantas com relagdes especificas,
simbioticas ou patogénicas (BULOCK; KRISTIANSEN, 1987).

Nos fungos, as glucanas podem contribuir para manter o pH 6timo para enzimas,
além de impedirem a desidratacdo das hifas e de regularem a concentragdo de glicose
extracelular (CORRADI et al, 20006).

Fungos, bactérias e plantas vém sendo pesquisados como potenciais fontes

dessas macromoléculas de polissacarideos. A possibilidade de aplicagdo desses
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compostos na saude humana, assim como em outras areas, tem levado a intensivos
estudos relacionados a sua extragdo e caracterizagao (FUKUDA et al .,2009).

Os EPS fungicos tém despertado interesse na area médica, devido a algumas
atividades evidenciadas, tais como: uso como matriz hidrofilica para a liberagao
controlada de drogas (MATRICARDI et al, 2006), para o desenvolvimento de vacinas
bacterianas, modulador do sistema imunoldgico, agente cicatrizante € no controle de

tumores, efeito hiperglicémico e hipocolesterolémico (ZHANG et al, 2007).

1.2 Propriedades farmacologicas de exopolissacarideos fungicos

Os EPS flngicos sdo uma classe de biopolimeros de alto valor tecnologico com
ampla variedade de aplicagdes médicas (CHOA et al, 2006). EPS, s3o considerados
moléculas  farmacologicamente  ativas, apresentando atividade antitumoral,
antiinflamatéria, antimicrobiana e anticoagulante (ISHIBASHI, 2004; SARANG]I,
2006; TELLES, 2010). Diferentes fungdes bioldgicas desses EPS foram analisadas,
como hipoglicemiantes, antivirais, atuacdo na diminuicdo da pressdo arterial e na
concentragdo de lipidios sanguineos (FUKUDA, 2009).

A aplicagdo terapéutica parece depender da estrutura quimica e da conformagao
espacial de cada macromolécula, sendo que pequenas diferengas estruturais de cada
polimero resultam em caracteristicas peculiares para novas aplicacdes biotecnologicas
(COLLEONI-SIRGHIE et al, 2003).

Algumas -glucanas tém atividade antitumoral como a Lentinana produzida pelo
basideomiceto Lentinula edodes e a Schizophylana produzida pelo fungo Schizophylum
commune (RAU, 2002). Outras ap6s alguma modificacdo estrutural apresentam
atividade antitrombdtica e anticoagulante como a Curdlana (B-1,3-glucana) sulfatada
(ALBAN; FRANZ, 2000).

O desenvolvimento de estudos cientificos que comprovem as atividades
bioldgicas imunomodulatéria, antimicrobiana, antitumoral das p-glucanas, ¢
fundamental para comprovacdo de sua eficdcia e seguranga para uso humano
(QUEIROZ, 2008).

Ao Considerarmos a biodiversidade do planeta e a importancia destas
macromoléculas como produtos naturais, bem como suas aplicagdes nas mais diferentes

areas, pesquisas sobre o isolamento de novas cepas fungicas devem ser intensificadas,
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uma vez que a producdo nao depende de variagdes sazonais € ou climaticas e, portanto,
novos EPS com diferentes aplicagdes poderdo ser descobertos (BARBOSA, 2004).

Os EPS tém sido alvo de intensas pesquisas por possuirem atividade
modificadora da resposta biologica, alterando positivamente a resposta do hospedeiro.
Sendo, portanto, de grande aplicagdo para a terapia médica (TELLES, 2010).

Com o intuito de desenvolver novas substancias antitumorais com baixa ou
nenhuma toxicidade, glucanas fungicas tem sido testadas, visando a obten¢ao de novos
imunoterapicos que ndo apresentem efeitos colaterais (HAN et al, 1999). As glucanas
sdo estudadas como componentes de um grupo de drogas conhecidas como
modificadores de resposta biologica, que influenciam a resposta do hospedeiro por
estimulagdo do sistema imune e que entre outras funcgdes, incluem efeitos antitumorais e
prevencao de efeitos carcinogénicos (SILVEIRA, 2010; VASCONCELOS, 2008).

Grande parte das B-D-glucanas com atividade bioldgica sdo derivadas de fungos,
sdo denominadas de modificadores da resposta bioldgica, pois interagem e modificam a
resposta imunologica do hospedeiro, controlam a homeostase, regulam o biorritmo,
prevenindo varias doencas (DIJKGRAAF et al, 2002).

Segundo Abbas e Lichtman (2005), modificadores de resposta bioldgica sdo
moléculas utilizadas clinicamente como moduladores da inflamagdo, imunidade e
hematopoiese, atuando como ativadores ou supressores da resposta de células do
sistema imune como macrdéfagos e mondcitos, neutrofilos, células “Natural Killer”
(NK), eosinofilos e linfocitos. Os principais efeitos bioldgicos promovidos pelos
modificadores de resposta biologica sdao atividades antitumoral, antiviral, antifungica,
antiparasitaria, antibacteriana e anticoagulante.

A estrutura de polissacarideos considerados modificadores de resposta biologica
¢ bastante variada, podendo ser constituida por diferentes monossacarideos. Além da
diversidade monossacaridica podem apresentar grupos fostato, acetil, carboxilicos,
sulfatos, peptideos e lipideos. O tipo de ligagao glicosidica também varia podendo ser a-
, B-, (1-2), (1-3), (1-4) ou (1-6) (LEUNG et al, 2004).

Experimentos in vitro mostraram que [B-glucanas podem ativar leucdcitos,
estimulando a atividade fagocitiria e apresentam atividade antimicrobinana. Além
disso, podem estimular a produ¢do de mediadores pro-inflamatdrios, como citocinas e
quimiocinas (SMIDERLE et al, 2008).

Trabalhos recentes tém dado énfase aos EPS, com acao sobre o sistema imune e

como componentes antioxidantes. Muitas espécies de fungos contem uma variedade de
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moléculas sequestradoras de radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (DORE,
20006).

Conforme reportado por Nosal’ova et al (2001) e Paulsen (2002), a atividade
biologica dos polissacarideos fungicos foi caracterizada pela presenga de B-glucanas e o
primeiro teste biologico foi realizado em 1969. A utilizacdo de polissacarideos em
tumores transplantados fez com que os tumores parassem de crescer.

Cao e Lin (2004) investigaram a atividade antitumoral de polissacarideos
extraidos de Ganoderma lucidum em camundongos, inoculados com Sarcoma 180
(2x10° células/animal), tratados por via oral por 10 dias e os animais sacrificados no
décimo dia, obtendo taxas de inibicdo do crescimento tumoral de 35,2%, 45,2% e
61,9% para as doses de 50, 100 e 200 mg/Kg, respectivamente.

Um polissacarideo complexo obtido do fungo Agaricus blazei Murrill foi testado
por Gonzaga et al (2009) para verificar a inibicdo do crescimento do Sarcoma 180 em
camundongos Swiss machos. Os animais foram inoculados com 2,9x10° células e
receberam o polissacarideo dissolvido em solucdo salina (NaCl 0,9%) por via
intraperitoneal ou oral, por gavagem, por sete dias consecutivos, nas doses de 25 e 50
mg/Kg. A avaliagdo foi feita no oitavo dia de experimento, obtendo-se taxas de inibi¢do
de 42,1% e 47,2%, no tratamento intraperitoneal, para as doses de 25 ¢ 50 mg/Kg,
respectivamente, ¢ de 38,8% e 46,0% no tratamento oral, para as doses de 25 e 50
mg/Kg, respectivamente. O mesmo estudo ainda aponta um aumento na sobrevida dos
animais tratados com o polissacarideo.

Estudos, in vivo, ap6s administracdo prolongada de extratos do fungo Coriolus
versicolor, demonstraram redu¢do tumoral significativa, em ratos, inoculado com
células leucémicas, carcinoma nasofaringeo, cancer hepatico, sarcoma (Walker 256,
MCS-8) ( FORTES, 2007).

A lentinana, polissacarideo isolado do fungo Lentinus edodes, foi testada através
do uso de Sarcoma 180 transplantado em ratos. A lentinana demonstrou atividade
antitumoral, apresentando 80% de redugdo da massa tumoral ou completa regressdo na
maioria dos animais testados (WASSER, 2002).

Diversos fungos, como os do género Pleurotus, possuem [- glucanas que
participam do mecanismo de ac¢ao antitumoral. Os possiveis mecanismos de acao destas
substancias sdo a ativacdo e a expansdo clonal de células T, inibicdo da
neovascularizagdo induzida pelo crescimento tumoral nas células do Sarcoma 180 in

vitro, inducdo de apoptose nas células tumorais, estimulagcdo das fun¢des imunologicas,
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aumento das células NK e T auxiliares e estimulo e sintese de interleucinas,
prolongamento da sobrevida e maior tolerancia a quimioterapia (DE BARBA, 2010;

FORTES, 2007).

1.3 Atividade hipocolesterolémica de exopolissacarideos fiingicos

Estudos epidemioldgicos tém mostrado diversos efeitos benéficos na saude
proporcionados pela ingestdo de B-D-glucanas, incluindo uma associacdo inversa com o
risco de doengas cardiovasculares (HORN et al, 2008).

Varios estudos clinicos, com experimentos in vivo, mostraram que a ingestao de
B-D-glucanas contribuiu para redugao do colesterol total e LDL-colesterol, enquanto
que os niveis de HDL-colesterol e triglicérides ndo foram significativamente
influenciados (JONKER et al, 2010).

Miranda e colaboradores (2011) demonstraram que a botriosferana, extraida do
fungo Botryosphaeria rhondina, mostrou uma tendéncia em diminuir em 18% os niveis
de colesterol totral e 27% de LDL-colesterol, indicando um efeito hipocolesterémico
em ratos.

Nicolosi e colaboradores (1999), em estudo in vivo, administraram por gavagem
100 mg/Kg de quitina-glucana em camundongos swiss durante 8 semanas e obtiveram
resultados de redugao nos niveis de colesterol total, enquanto que os valores de HDL-
colesterol, LDL-colesterol e triglicérides nao sofreram diferengas significativas.

Em outro estudo com animais, mostraram que o consumo de glucanas fiingicas
pode diminuir o colesterol no sangue ou reduzir lesdes ateroscleroticas em coelhos com
uma dieta rica em colesterol (BOHN, 1995).

Preparacdes concentradas de B-D glucanas tém demonstrado uma atividade de
redu¢do do colesterol nos humanos e em modelos animais de hipercolesterolemia
(ONNING et al, 1999). Um recente estudo em hamsters hipercolesterolémicos
demonstrou reducao do colesterol com a ingesta de f-(1,3) D glucana (DELANEY et al,
2003). Semelhantes observagdes foram descritas por Maganani (2008) na avaliacao do
efeito hipocolesterolémico da p-glucana extraida de Sacharomyces cerevisiae
administrada a camundongos em dieta hipercolesterolémica.

Diferentes hipodteses discutem o efeito proporcionado pelas glucanas; uma
estaria relacionada com a absor¢do e metabolismo de lipidios, prejudicando a absor¢ao

do colesterol; outras relacionam o aumento da excregao de acidos biliares e esterois. As
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glucanas seriam capazes de alterar a biossintese de colesterol ou de acelerar a produgao
de lipoproteinas pelo figado. Ocorreria uma produgdo de 4cidos graxos de cadeia curta
através da fermentacdo da fibra no colon. O aumento da viscosidade promovido pelas
glucanas nos conteudos gastrintestinais contribuiria para a sensacdo de saciedade e

diminuiriam com isso, a necessidade de ingestao de alimentos (MIRANDA, 2006).

1.4 Atividade hipoglicémica dos exopolissacarideos fingicos

A diabetes mellitus resulta da diminuicao da secrecao e/ou da acao da insulina,
envolvendo processos patogénicos especificos, como, por exemplo, destruicdo das
células beta do pancreas (produtoras de insulina), resisténcia a acdo da insulina,
disturbios da secre¢do da insulina, entre outros (KALEEM et al ., 2008).

Embora existam diferentes tipos de agentes hipogliceminantes orais, que atuam
apenas em associacdo com a insulina no tratamento de diabetes mellitus, nos tltimos
anos houve um grande aumento da procura por produtos naturais com atividade
antidiabética. Isto se deve ao fato de que o uso continuo de drogas antidiabéticas
sintéticas causam diversos efeitos colaterais e toxicidade a alguns 6rgdos (MIRANDA,
2000).

Alguns pesquisadores sugerem que os fungos medicinais ou os seus extratos,
quando utilizados como suplementos dietéticos, exibem atividade hipoglicémica em
estudos experimentais e clinicos (NOVAES, 2004; HWANG et al,2005), por conterem
substancias que parecem atuar no mecanismo de regulacdo do metabolismo da glicose
(SULLIVAN, 2006).

Um exopolissacarideo produzido a partir de cultura submersa de Phellinus
baunni apresentou efeito hipoglicémico em ratos com diabetes mellitus induzida por
estreptozotocina (HORN et al, 2008).

Phellinus baunni ¢ bastante utilizado em paises asiaticos pela medicina
tradicional para o tratamento de diversas doencas, tais como aterosclerose e diabetes
mellitus. Sabe-se que o extrato deste fungo ¢ rico em B- glucanas, o que leva os
pesquisadores a acreditarem que este seja o composto bioativo responsavel pelas

atividades contra algumas enfermidades ( JANG et al, 2004).
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Em ratos geneticamente diabéticos alimentados com glucana obtida do fungo
Grifola frondosa, detectou-se uma diminuicdo dos niveis de glicose no sangue,
aumentando a sensibilidade a insulina (MAYELL, 2011).

A botriosferana, produzida pelo fungo, Botryosphaeria rhondina, apresentou
uma reducao de 52% dos niveis de glicose plasmatica em ratos com diabetes mellitus
tipo I, a qual foi induzida pela droga estreptozotocina (MIRANDA et al, 2011).

Segundo Fortes (2007) em estudo com pacientes portadores de cancer colorretal,
a suplementacdo dietética com glucana do fungo Agaricus sylvaticus foi capaz de
reduzir a glicemia de jejum dos pacientes, apresentando efeitos benéficos no
metabolismo dos carboidratos e, conseqilientemente, no prognostico desses pacientes.

As B-glucanas apresentam agao na reducao da glicemia pds-prandial e nos niveis
de secrecdo de insulina. Estes efeitos tém sido relacionados a propriedade deste
polissacarideo de induzir alta viscosidade quando em solugdo, formando uma camada
gelatinosa. Esta camada resiste aos efeitos convectivos das contragdes intestinais,
diminuindo a absor¢ao de agticar pelos enterdcitos. A reducao da glicose e dos niveis de
insulina apds as refeigdes ¢ dependente tanto do peso molecular da B-glucana quanto da
dose ingerida. Estudos apontam ainda que as B-glucanas aumentam a sensibilidade a
insulina e a tolerancia a glicose e destacam o papel das B-glucanas na preven¢do e no

tratamento de doengas cardiovasculares e de diabetes mellitus (RIBEIRO, 2009).

1.5 Lasiodiplodia theobromae MMPI

Lasiodiplodia  theobromae forma teleomorfica do fungo ascomiceto
Botryosphaeria rhodina, € tipico de regides tropicais e subtropicais, sendo patogénico a
numerosas espécies vegetais, em que um mesmo isolado ¢ capaz de infectar diferentes
hospedeiros (PEREIRA et al, 2009).

O fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI isolado de Pinha (Annona squamosa)
produz um exopolissacarideo, denominado lasiodiplodana, que ainda ndo foi explorado
tecnologicamente. A lasiodiplodana foi caracterizada quimicamente como B-(1-2>6) D-

glucana (VASCONCELOS et al, 2008; CUNHA et al, 2012). Figura 2.
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Figura 2: Estrutura do EPS produzido por L.theobromae MMPI (B-D(1-6)-glucana)
(VASCONCELOS, 2008).

Exopolissacarideos fangicos do tipo B-(1->6) D-glucana sdo incomuns, até
mesmo raros, ¢ de acordo com a literatura, essas glucanas tem um papel chave na
formacdo da parede celular, pois facilita a interacdo entre os constituintes da parede,
através de ligagdes cruzadas (SHAHINIAN, BUSSEY, 2000).

Vérios autores tém tentado estabelecer uma correlagdo entre a estrutura quimica de
exopolissacarideos e a atividade antitumoral. Entre os fatores que podem influenciar a
atividade antitumoral, podem ser citados: A. Estrutura da cadeia principal; B. Grau de
ramificagdo; C. Presenca de grupos substituintes; e D. Conformacdo (SILVEIRA,
2010).

Cunha et al, (2012) evidenciaram em estudos in vitro que o EPS, lasiodiplodana,
produzido pelo fungo L. theobromae MMPI, mostrou uma importante atividade
antiproliferativa em células de cancer de mama (MCF-7). Foi determinada a
concentracdo de EPS 100 ug / ml, como ICsy) e a atividade antiproliferativa de
lasiodiplodana foi dose-dependente.

De acordo com estudos realizados por Rubin-Bejerano et al (2007), B-(1-6)-D-
glucanas podem ser imunoestimuladoras mais potentes de células do sistema imune,
como neutrofilos, do que B-(1-3)-Dglucanas, ja4 consagradas com este tipo de atividade
bioldgica. Ainda, segundo esses autores, foi observado que -(1-6)-D-glucana estimulou
tanto células fagocitrias quanto substancias que reagem com oxigénio, mostrando

também uma possivel atividade antioxidante para essas moléculas.

1.6 Investigacao de toxicidade

Toxicidade ¢ a propriedade potencial de uma determinada substancia quimica de
instalar um estado patolégico em conseqiiéncia de sua introducdo ou interagdo com o
organismo. Esta propriedade ¢ verificada através da avaliacdo toxicoldgica onde se

obtém dados como dosagem, sinais, efeitos provocados que irdo determinar o potencial
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de toxicidade. Uma das formas de proceder a avaliacdo toxicologica ¢ através da
administracdo de quantidade do composto em estudo ou doses do extrato em animais
podendo ser realizada a toxicidade aguda, subcronica ou cronica (LIMA, 2009).

Os ensaios de toxicidade de doses repetidas sdao utilizados para a obtengdo de
informagdes sobre a toxicidade de substincias quimicas com exposi¢des repetidas.
Nestes estudos, que podem durar 28 ou 90 dias, determina-se o estabelecimento dos
niveis nos quais ndo sao observados efeitos toxicos, a identificacdo e caracterizacao dos
orgdos afetados, a severidade apos a exposicao repetida e a reversao dos efeitos toxicos.
A via de administracdo deve ser aquela pretendida para o uso, ou de provavel exposi¢do
(OGA; CAMARGO; BASTIUZZO, 2008).

Intmeros trabalhos envolvendo estudos pré-clinicos in vivo de produtos naturais,
utilizam parametros bioquimicos, hematoldgicos e anatomopatoldgicos para avaliar
possiveis sinais de toxicidade. Em estudos famacologicos/toxicologicos, apds exposicao
as drogas, sdo analisados parametros que avaliam possiveis alteracdes na fungao
hepatica, fun¢do renal, bem como nos parametros hematologicos. Ainda, exames
anatomopatologicos (macro e microscopicos) sao de extrema importancia, pois analisam
estrutura e fungdo, em nivel celulular. Portanto, ¢ evidente a importancia da avaliagdo
desses parametros para detectar possivel toxicidade de qualquer composto analisado
(PITA, 2011).

Apesar de grande parte das P-D-glucanas com atividade bioldgica serem
derivadas de fungos e receberem a denominagcdo de modificadores da resposta
biologica, os dados de seguranga sobre a ingestdo dessas moléculas sdo limitados a
partir da ausé€ncia de estudos toxicoldgicos, in vivo, sobre os efeitos da ingestdo cronica

de concentrados de B-glucanas.

1.7 Marcadores bioquimicos de toxicidade

A agdo toxica de uma substancia pode muitas vezes comprometer alguns 6rgaos.
O figado ¢ muito suscetivel a agdo de compostos quimicos. Entre os fatores que levam a
essa suscetibilidade, cita-se o fato de qualquer substiancia administrada via oral, que
sofre absor¢ao no trato gastrintestinal ser transportada primeiramente para o figado, pela
veia porta hepatica. Assim sendo, um agente toxico vai primeiramente passar pelo

figado para ser distribuido na corrente sanguinea (LORA, 2007).
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Em relacdo as enzimas hepaticas, o aumento da fosfatase alcalina (FA), da gama
glutamiltransferase (GGT), da alanina aminotransferase (ALT) e da aspartato
aminotransferase (AST) pode resultar de alteragdes reversiveis a irreversiveis nas
membranas hepatocelulares associadas com necrose, colestase, hipoxia, hipoperfusao,
inflamacdo, agdo de agentes infecciosos e toxinas ou excesso de depositos
hepatocitarios de lipideos ou glicogénio. Desordens hepatocelulares agudas apresentam
um aumento significativo na atividade das enzimas ALT e AST (MOTA, 2003).

As enzimas sdo responsaveis pela maioria das reagdes quimicas do corpo, sendo
encontradas em todos os tecidos. Algumas sdo identificadas no plasma ou no soro ¢ a
mensuragao de sua taxa sanguinea pode indicar um estado de normalidade ou de dano
celular. A enzima AST, que catalisa a transaminagao de L-aspartato e alfa-cetoglutarato
em oxalacetato e glutamato, ¢ encontrada em quase todos os tecidos, logo, a atividade
sérica da AST ndo ¢ especifica para nenhum tecido, porém o musculo e o figado podem
ser considerados suas maiores fontes (LIMA, 2009).

A atividade das aminotransferases tem sido usada como indicadora de danos
hepatocelulares desde 1955. A ALT ¢ encontrada no figado e catalisa a transferéncia do
grupo amino da alanina, permanecendo o &cido pirivico. A atividade da ALT ¢
significativamente elevada em uma variedade de alteracdes hepaticas incluindo
infecgdes virais, cirrose, esteatose nao alcoodlica e toxicidade por drogas (MONTEIRO,
2010).

Segundo Henry (2008), as aminostransferases sao enzimas que indicam
alteragdes na funcdo hepatica, pois concentracdes elevadas de ALT indicam alteragdes
na permeabilidade ou injiria nos hepatocitos. A ALT ¢ um indicador sensivel de
hepatotoxicidade aguda do que a AST, uma vez que a AST ndo ¢ liberada tao
rapidamente quando comparada a ALT, pois essa ultima ¢ essencialmente
citoplasmatica. As enzimas sdo liberadas pelos hepatdcitos por meio de uma variedade
de mecanismos, os quais determinam o padrdo de eleva¢do enzimatica. O padrdo mais
comum de elevagdo na lesdo ¢ o dano irreversivel a membrana celular seguido de morte
da célula, levando ao extravasamento das enzimas citoplasmaticas.

A FA sérica tem grande significado clinico na investigacdo das desordens
hepatobiliares e dsseas. Nas enfermidades hepatobiliares, as elevagdes da atividade da
enzima sao encontradas, principalmente na obstrucdo extrahepatica. Neste caso, a
atividade da FA se eleva devido ao incremento na sintese da enzima, induzida pela

colestase (HENRY, 2008).
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Na avaliagdo da fun¢do renal, pode-se usar a creatinina sérica para estimar o
ritmo de filtracdo glomerular. Valores aumentados indicam a deterioracdo da funcao
renal, sendo que o nivel sérico geralmente acompanha, paralelamente, a severidade da
doenca renal (KIRSZTAIJN, 2007).

A creatinina ¢ um composto organico nitrogenado ndo proteico formado
irreversivelmente pela hidrolise nao enzimatica da creatina liberada durante a
defosforilagdo da creatina fosfato. Embora muitos tecidos utilizem a creatina, o musculo
esquelético € o principal estoque de creatina e sitio de produgdo de creatinina. Uma vez
gerada, a creatinina entra na circulacdo por difusdo simples e ¢ filtrada pelos rins, sendo
posteriormente excretada na urina (HEYMSFIELD et al, 2005).

A excregdo de creatinina sO ¢ realizada por via renal, uma vez que ela ndo ¢
reabsorvida pelo organismo. Por isso, os niveis de creatinina plasmatica refletem a taxa
de filtragdo renal, de forma que niveis altos de creatinina indicam uma deficiéncia na
funcionalidade renal (KIRSZTAINS, 2007). Diferente da uréia, a produgdo de
creatinina ¢ constante e muito pouco afetada pelo aumento do catabolismo das proteinas
tissulares e da dieta (HENRY, 2008).

A uréia ¢ o maior produto final do catabolismo de aminoacidos e proteinas, e ¢
gerada no figado através do ciclo da uréia. Do figado, a uréia entra no sangue para ser
distribuida a todos os fluidos intracelulares e extracelulares. A maior parte da uréia ¢é
finalmente excretada pelos rins, porém quantidades minimas sdo também excretadas
pela transpiragdo e degradadas por bactérias nos intestinos. As concentragdes séricas de
uréia variam amplamente no individuo saudavel e sdo influenciadas por fatores diversos
como a ingestdo dietdria de proteinas e o estado de hidratacio (WOO; CANNON,
1995).

A principal utilidade clinica da uréia parece estar na determina¢do em conjunto
com a creatinina. O nivel de uréia serve como um indice preditivo da insuficiéncia renal

sintomatica e de desordens hepaticas (GARCIA; KANAAN 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar a toxicidade oral subcronica do EPS lasiodiplodana, produzido pelo fungo
L.theobromae MMPI em camundongos, machos e fémeas, da linhagem Swiss (Mus

musculus).

2.2 Objetivos especificos

e Produzir o EPS lasiodiplodana, através do cultivo do fungo L. theobromae
MMPI sob fermentagdo submersa, utilizando glicose como unica fonte de
carbono;

e Avaliar a toxicidade in vivo do EPS através da determinagdo de parametros
bioquimicos toxicologicos e hematologicos e da investigacao histopatoldgica de
orgdos vitais;

e Avaliar a toxicidade in vivo do EPS através da observacao do surgimento de
sinais clinicos de toxicidade e letalidade;

e Auvaliar o perfil lipidico in vivo a partir do tratamento subcronico com EPS;

e Avaliar alteragdes na glicemia a partir do tratamento subcronico com EPS.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes

Os reagentes foram adquiridos comercialmente com grau de pureza adequado aos
experimentos. Os principais reagentes utilizados foram: glicose, sais para preparo de
Meio Minimo de Vogel (VOGEL, 1956), meio PDA (agar-batata-dextrose), Agar
Saboraud-dextrose, fenol P.A. cristal, acido sulfirico concentrado, formalina 10%,

etanol P.A. , Kits Labtest, Corante May-Grunwald-Giemsa.

3.1.2 Equipamentos

Os esquipamentos utilizados para a medida de pH: pH-metro modelo B474
(Micronal); para os ensaios em biorreator: reator de mistura Biostat® B (B. Braun
Biotech International) equipado com turbina de Rushton, sonda de oxigénio e pH;
Centrifuga de bancada modelo Z200A (Hermle); Centrifuga de bancada
microprocessada modelo NT 820 (Nova Técnica); Balancga analitica modelo AB204-S

(Metter Toledo); Espectrofotdometro modelo B295I1 (Micronal); Para avaliagdo da
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toxicidade: Analisador Bioquimico (Labtest 240) e microscopio Optico binocular ( Bio

Focus).
3.2 Métodos
3.2.1 Fungo
No presente trabalho utilizamos o fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI
isolado de Pinha (4nnona squamosa) o qual foi mantido em meio PDA (Agar-batata-

dextrose) sob refrigeracdo a 4°C, sendo feito repiques periodicos do micélio fingico

para tubos de ensaio contendo meio PDA (figura 3).

Figura 3: Fungo L. theobromae MMPI cultivado em Agar BDA.

3.2.2 Preparo do inéculo

Para o preparo do indculo, inicialmente foi transferido uma algada de micélio do
fungo para uma placa de Petri contendo meio PDA. As placas foram incubadas em
estufa bacterioldgica a 28 °C por 96 horas. O micélio crescido na superficie das placas
foi transferido para frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio Meio
Mineral Minimo de Vogel (VOGEL, 1956) e glicose (5 g/L) e cultivado por 48 horas a
28 °C sob agitagdo (180 rpm). A pré-cultura foi homogeneizada em mixer. O

homogeneizado de células foi centrifugado e no micélio recuperado foi adicionada
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solucdo fisioldgica estéril para originar uma solucao padrao com absorbancia de 0,4 a

0,5 lido em 400 nm (STELUTI et al, 2004).

3.2.3 Producio do exopolissacarideo em biorreator de mistura

O EPS lasiodiplodana, foi produzido de acordo com Cunha e colaboradores
(2012). L.theobromae foi cultivado em cultura submersa, em biorreator de mistura
(Biostat B, B. Braun International) com cuba de 2 L, equipado com sonda de oxigénio,
eletrodo para o monitoramento de pH. O volume de trabalho foi de 1,0 L, fluxo de ar de
0,8 vvem, tempo de cultivo de 96 horas e 28 °C de temperatura.

O meio de cultivo para a produgdo do EPS foi formulado com a fonte de
carbono, glicose, na concentracao de 20 g/L, fonte de nitrogénio, extrato de levedura, na
concentacdo de 2 g/L, 50 mL de indculo e 1000mL Meio de Sais Minerais de Vogel
(VOGEL, 1956). O pH inicial ajustado para 6,0 com solucao molar de acido cloridrico
(HCD).

3.2.4 Separacio do exopolissacarideo e biomassa fungica

A biomassa fungica foi separada do caldo fermentado por centrifugacao (1250 x
g 30 min.), lavada com solugdo fisiologica estéril, recuperada por filtracao e seca 70 °C
até massa constante.

O EPS foi recuperado do caldo fermentado, livre de células, por precipitacao
com 4 volumes de etanol absoluto. Apos isso o EPS foi dialisado, liofilizado e

congelado.
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Figura 4: Etapas da producdo de lasiodiplodana: (A. B.C e D) Etapas para o preparo do

in6culo; (E) Producao do EPS em biorreator de mistura; (F) EPS dialisado.

3.2.5 Preparo da lasiodiplodana

Foi preparada uma solugdo de EPS lasiodiplodana na concentracdo de 5 g/L em
salina fisiologica. Apos a solubilizacdo parcial, esta foi autoclavada a 120°C, por 20
minutos, e apo6s ter sido resfriada foi transferida para recipientes previamente
esterilizados com volumes suficientes para o desenvolvimento dos ensaios bioldgicos.

Uma amostra da solucdo foi reservada para as determinacdes de acgucares
redutores pelo método de Somogyi (1945) e Nelson (1944) e de agucares totais pelo
método de fenol-sulfurico (DULBOIS et al, 1956). Através destas andlises foram

dosadas a concentragao de EPS utilizada durante todo o experimento.

3.2.6 Protocolo experimental para avaliacido da toxicidade in vivo

Foram utilizados 32 camundongos albinos Swiss (Mus musculus), sendo 16
machos e 16 fémeas, pesando entre 25 e 30 g, com faixa etaria proxima de 60 dias,
provenientes do biotério da Pontificia Universidade Catolica do Parand. Os animais

foram agrupados em gaiolas de polietileno mantidos sob condigdes controladas de
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temperatura (25°C) e ciclo claro/ escuro (12h/12h) com é4gua e alimentagdo (ragio
Purina). Antes da realizagdo de qualquer protocolo experimental, os animais foram
colocados no ambiente de trabalho por pelo menos 30 minutos de antecedéncia a
execugao do experimento.

Todos os procedimentos experimentais foram analisados e aprovados pelo
Comité de Etica em Uso de Animais - CEUA/UNICENTRO, protocolo n° 046/2011.

Os animais foram divididos em quatro grupos, sendo dois grupos compostos por
machos, grupo controle e grupo EPS e dois grupos compostos por fémeas, controle e
EPS. Os grupos controle, macho e fémea, receberam via gavagem solu¢do salina
fisiologica (NaCl, 0,9%). Nos outros dois grupos foram administrados, via gavagem, o
EPS lasiodiplodana na dose de 50mg/Kg por dia, durante os 28 dias do tratamento,
respeitando o mesmo intervalo da aplicagdo da solugdo salina.

Em relacdo a dose, foi escolhida a maxima concentracdo em funcdo da
capacidade de solubilizacdao do EPS.

A avaliagdo clinica dos seguintes parametros: modificacdes na pele, pélos, olhos,
mucosas, alteracdes respiratdrias, circulatorias e do sistema nervoso central foi realizada
diariamente, contemplando a avaliacdo de efeitos gerais (ALMEIDA et al, 1983), ou
seja, alteragdes no estado consciente e disposi¢ao, no sistema motor, no tonus muscular,
no sistema nervoso central (tremores, convulsdo e sedagdo) e no sistema nervoso

autonomo (lacrimejamento, salivagdo e respiragao).

3.2.7 Analises bioquimicas e hematolégicas

No final do periodo do tratamento e apds jejum de 12 horas, os camundongos
receberam anestesia com Ketamina (1 pL por grama de peso) e Xilazina ( 0,5 uL por
grama de peso) e foi realizada pun¢do cardiaca para a coleta de amostras de sangue. As
amostras foram colocadas em tubos heparinizados, os quais foram imediatamente
destinados para as determinagdes bioquimicas, utilizando os Kits BioLab para as
seguintes determinacdes: Glicose, Colesterol total, LDL- Colesterol, HDL-Colesterol,
aspartato aminotransfersase (AST), alanina aminotransferase (ALT), creatinina e uréia.

Os parametros hematologicos dos animais como a contagem global de

leucocitos, foi realizada em camara de neubauer. Extensdes sanguineas coradas com
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May-Grunwald-Giemsa foram confeccionadas para a contagem diferencial de leucécitos

( DACIE e LEWS, 1991).

3.2.8 Analise Histopatoldogica

Apoés a eutandsia dos animais, os seguintes orgdos foram retirados: figado,
coragdo, rins ¢ bago; armazenados e fixados em formaldeido 10%, por um periodo
minimo de 48 horas. Em seguida os fragmentos foram submetidos a clivagem e
processados de acordo com as técnicas de rotina para inclusdo em blocos de parafina,
cortados em micrétomo a 3-4 micrometros e corados pela técnica da Hematoxilina-
Eosina (H.E.). Os 6rgaos descritos acima foram avaliados quanto a presenca ou ndo de

congestdo, edema, hemorragia, degeneragdo ou necrose.

3.2.9 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrao. Comparacdes

estatisticas foram feitas pela ANOVA com 95% de confianga e com post hoc de Tukey

(significancia de P<0,05), entre os resultados dos quatro grupos de estudo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir estdo apresentados os resultados de toxicidade, perfil glicémico e
lipidico decorrentes do uso subcronico da lasiodiplodana em camundongos machos e

fémeas.

4.1 Triagem comportamental e letalidade
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Durante o tratamento, nao foram identificados sinais de toxicidade nos animais,
em ambos os sexos. Além disso, o percentual de letalidade foi nulo durante os 28 dias

de tratamento.

4.2 Influéncia do exopolissacarideo lasiodiplodana no peso dos camundongos apés

tratamento subcronico

As figuras 4 ¢ 5 mostram o ganho de peso dos camundongos machos e fémeas
no decorrer do tratamento. Os resultados mostram que nao houve diferenca significativa

na evolucao ponderal entre os grupos tratamento e controle para machos e fémeas.
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Figura 5. Avaliagdo ponderal dos camundongos machos durante tratamento subcronico com
lasiodiplodana. n=8. (Valores: média + desvio padrao)
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Figura 6. Avaliagdo ponderal das fémeas durante tratamento subcronico com lasiodiplodana. n=8.
(Valores: média + desvio padrao)

Poucos trabalhos citam a perda de peso corpdreo dos animais durante
experimentos com EPS fungicos. Talvez, esta falta de dados explique a inexisténcia de
diferengas estatisticas entre os grupos controle e os tratamentos com diferentes EPS,
sugerindo que as glucanas provavelmente ndo alteram significativamente o ganho de
peso dos animais, quando realizado o tratamento por gavagem (MIRANDA, 2006).

Um estudo com a ingestao de B-(1-3)-D-glucana, psyllium, 8g/dia por gavagem
mostrou uma redugdo de 13% no peso de ratos tratados em relagdo ao grupo controle
(KHOURY et al, 2011).

4.3.Avaliacio de Parimetros Bioquimicos de Toxicidade

Em relagdo aos marcadores de hepatotoxicidade, houve uma significante
redugdo na atividade da ALT nos machos (35%) [F(1,14): 3,0; P<0.05; ver Fig. 6] e nas
fémeas (20%) [F(1,14): 4,5; P<0.05; ver Fig. 7]. Os niveis de AST nos machos também
foram menores nos grupos tratados (148+36,33) em relagdo ao grupo controle
(155,71+53,74), porém sem significado estatistico De forma semelhante, foi verificada
uma reduc¢do de 40% na atividade da AST [F(1,14): 9,9; P<0.05] e de 20% nos valores

de uréia, observadas somente nas fémeas [F(1,14): 8,3; P<0.01].
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Figura 7. Marcadores bioquimicos de toxicidade em camundongos machos submetidos ao tratamento
subcronico com o EPS lasiodiplodana. Transaminases (A) AST e (B) AST; (C) creatinina e (D) ureia.
(*) Valores onde p < 0.05. n=8. (Valores: média + desvio padrao)
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Figura 8. Marcadores bioquimicos de toxicidade em camundongos fémeas submetidos ao tratamento
subcronico com o EPS lasiodiplodana. Transaminases (A) AST e (B) AST; (C) creatinina e (D) uréia.
(*) Valores onde p < 0.05. n=8. (Valores: média + desvio padrao)

Na avaliacao de toxicidade por drogas ha alguns exemplos em que a elevagao de
ALT sérica em roedores ocorreu mesmo na auséncia de danos histologicos ao figado

(YANG et al, 2009).
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Até o presente momento, sdo escassos os estudos que investigam o efeito do
tratamento subcronico ou cronico em marcadores bioquimicos e toxicidade a partir do
uso de B-D-glucanas. Os resultados obtidos neste trabalho mostram que o tratamento
subcronico com o EPS, em machos e fémeas, ndo elevou os niveis de AST e ALT,
sugerindo auséncia de dano hepatico.

Outro estudo corrobora com os resultados do presente trabalho. J& foi relatado
que o EPS de Lentinulla edodes, na dose 65 mg/Kg, foi capaz de diminuir os niveis de
AST e ALT em ratos submetidos ao tratamento durante 30 dias (SHAH et al, 2011).

Em relagdo aos marcadores de lesdo renal, avaliados pela creatinina e uréia, ndo
foram verificadas alteragdes significativas.

Os valores de creatinina e de uréia nao apresentaram elevagdes, independente do
sexo, 0 que remete para uma auséncia de dano renal e hepatico, respectivamente. De
forma interessante, o grupo das fémeas apresentou reducao de 20% nos valores de uréia.

Em nosso trabalho a lasiodiplodana reduziu significativamente os niveis de uréia
nas fémeas, porém ndo houve elevacdo dos niveis séricos de transaminases, sugerindo
que esta alteracdo dos niveis de uréia nao foi ocasionada por lesdo hepatica, mas
provavelmente pelo estado de hidrataciao ou pela ingestdo diaria.

Valores aumentados de uréia e creatinina podem sugerir comprometimento da
funcdo renal, no presente estudo ndo foi observado elevacdo destes parametros.
Portanto, nenhum sinal de toxicidade renal pode ser relacionado a administracao da

lasiodiplodana.

4.4 Avaliacao do perfil glicémico

O uso subcronico do EPS repercutiu em reducado significativa na glicemia (35%)

somente nos camundongos machos [F(1,14): 9,5; P<0.01], sendo observada apenas uma

tendéncia para reducgdo (10%) nas fémeas (Figura 8).
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Figura 9. Niveis plasmaticos de glicose (mg/dL) em camundongos expostos ao tratamento

subcronico com o EPS lasiodiplodana (A) machos e (B) fémeas. (*) Valores onde p<0,05.
(Valores: média + desvio padrao)

Outros estudos corroboram com os resultados encontrados no presente estudo.
Recentemente, Miranda ef al (2011) mostraram um efeito hipoglicémico a partir do uso
da botriosferana ( B- 13 D-glucana) durante duas semanas, onde foi mostrada uma
reducdo de 50% nos niveis de glicemia e 20% nos niveis de LDL em ratos diabéticos
(indugdo por estreptozotocina- STZ) tratados com dieta hiperlipidica.

Igualmente, polissacarideos soluveis derivados da Tremella mesentérica
mostraram uma reducgdo significativa nos niveis glicémicos em ratos diabéticos
(indugdo por estreptozotocina STZ) ( NICOLOSI et al, 1999).

Em trabalho com uso do EPS produzido pelo fungo Phellinus baumii quando
administrado por gavagem em ratos diabéticos, foi verificado uma reducdo de 52% nos
niveis plasmaticos de glicose (HWANG et al, 2005)

Nenhum trabalho até o presente, explica como os EPS sdo absorvidos para a
corrente sanguinea, visto que, estes compostos sdo macromoléculas e ndo podem ser
absorvidos pelas células do trato gastrointestinal. Uma hipotese seria que possivelmente
existiria um transportador especifico para determinadas B- glucanas, levando-as até a
corrente sanguinea (SILVA, 2009).

Hé muito interesse pelo uso de produtos naturais para o controle do diabetes e

resisténcia a insulina desencadeando obesidade. Desta forma, o uso de biopolimeros,
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mais especificamente as B-glucanas, tem mostrado resultados promissores no controle
glicémico (CHEN, 2008; KIM et al, 2008;MIRANDA et al, 2011), porém estes estudos
ndo tragam ainda um mecanismo de acdo que explique a reducdo dos niveis de glicose
plasmatica observados.

Segundo Hawng et al (2005) acredita-se que muitos destes efeitos podem estar
relacionados a uma atuacao corretiva das fungdes hepaticas e pancreaticas, percebidas
pela reducdo na atividade de transaminases hepaticas (AST e ALT) mostradas no
presente estudo. Entretanto, ainda se desconhece o mecanismo que desencadeia
especificamente este efeito.

O presente estudo se propds a avaliar a possivel existéncia de algum efeito
toxico a partir do uso subcronico do EPS. De forma interessante neste estudo, foi
observada redugdo nos niveis de glicose, mesmo que somente nos camundongos
machos e na atividade de transaminases hepdaticas até mesmo nestes camundongos
saudaveis, o que pode ser levado em consideracdo para futuras investigagcdes de B-D-
glucanas no campo preventivo e coadjuvante no tratamento de diferentes doencas

cronico-degenerativas, como diabetes, hipertensdo e dislipidemias.

4.5 Avaliacao do Perfil Lipidico

Os valores de colesterol total, LDL, VLDL, HDL e triglicerideos nao
apresentaram diferencas significativas entre os grupos controle e EPS para ambos sexos
(Tabela 1). Os animais estudados no presente trabalho ndo apresentavam
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, conforme os valores de referéncia

apresentados nos grupos controles machos e fémeas tratados com solugao salina (Ver

Tabela 1).
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Tabela 1: Perfil lipidico dos grupos machos e fémeas apds 28 dias de tratamento com o EPS

lasiodiplodana por gavagem.

Tratamento Colesterol HDL LDL VLDL Triglicerideos
Grupo * (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Machos

Controle 143 +£14.2 37+3.9 70 + 14,0 36 +12,0 178 £61,0
EPS 133£17.2 36+9,0 61+ 14.1 36 10,0 180 + 50,0
Fémeas

Controle 100 £ 8,17 26+4.8 42 +16.6 32+ 12,4 161 £19.0
EPS 91 £ 17,11 20+ 6.6 38 +16.7 33+£8.5 164 £ 64.6

*n = 8. (Valores: média + DP)

A administrag¢@o da lasiodiplodana mostrou uma reducdo nos niveis plasmaticos
de colesterol, em ambos os sexos, porém esta reducdo ndo foi estatisticamente
significante. Nos machos, o grupo tratado com EPS, mostrou uma reducao de 7 % nos
niveis de colesterol e nas fémeas houve uma reducao de 9% .

Poucos estudos examinaram os efeitos hipocolesterolémicos de B- glucanas,
produzidas em cultura submersa (HWANG et al, 2006) ou de polissacarideos em
animais hiperlipidémicos (CASTRO, 2003). Desta forma, futuros estudos usando
modelos com diabetes, hipercolesterolémica e hipertrigliceridemia podem ser
conduzidos para avaliar um real poder preventivo ou tratativo a partir do uso de B-D-
glucans.

Embora o mecanismo de atividade hipocolesterolémica de diferentes glucanas
seja pouco claro, tem-se proposto que o aumento da viscosidade desses EPS podem
reduzir a absor¢dao do colesterol e triglicerideos, ou diminuem a atividade de enzimas

digestivas, reduzindo assim os niveis lipidicos (NICOLOSI et a/, 1999).
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Entre os grupos controle e EPS, de ambos os sexos, ndo foram observadas

diferencas significantes em relagdo a contagem global de leucécitos. Da mesma forma,

também ndo foram observadas alteracdes na contagem diferencial de leucocitos,

conforme apresentado na tabela 2. Este resultado sugere que o EPS nado desenvolveu

nenhuma resposta inflamatéria na analise destes parametros hematologicos, de acordo

com os valores de referéncias sugeridos na literatura segundo Lorenzi (2006).

Tabela 2: Parametros hematoldgicos dos grupos machos e fémeas apos 28 dias de tratamento

com o EPS lasiodiplodana por gavagem.

Leucograma Controle * EPS*
Machos Fémeas Machos Fémeas

Leucdcitos totais (mm”*) 4,3 +0,20 4,0 £0,31 42 +0,12 4,1 +0,67
Neutrofilos (%) 25+1,58 25,5+1,50 21+£2,.21 21,87 +3,32
Bastonetes (%) 0,62+0,18 1,12+0,22 1,0+ 0,18 1,425 £ 0,20
Linfocitos (%) 71,12+£2,01  72,12+230  75,5+2,73  75,12+3,18
Mondcitos (%) 2,85+0,91 2,95 £ 0,85 1,97 £0,45 3,0+0,46
Eosinofilos (%) 0,37 +0,18 0,75 +0,17 0,12 +0,08 0,12 +£0,08

“n = 8. (Valores: Média + DP)

Outro estudo corrobora com os resultados obtidos neste trabalho.

A

administracdo de uma B-(1-3)-D-glucana, 70 mg/Kg, durante 13 semanas em ratos, ndo

apresentou alteracdo nos parametros hematoldgicos, alterando apenas o perfil

bioquimico (JONKER et al, 2010).
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4.7 Parametros Histopatologicos

O exame histopatologico dos orgdos vitais (rim, bago, coracdo e figado) ndo
detectou alteracdo em machos e fémeas, tanto no grupo controle quanto ao tratado com
o EPS lasiodiplodana. Conforme podemos visualizar nas figuras 10 e 11.

Nos rins, 0 EPS ndo promoveu alteragdes histologicas em ambos os sexos. Nao
foram encontrados focos de inflamagdo ou fibrose, congestao ou areas de hemorragia.
A arquitetura lobular foi preservada, o cortex apresentou glomérulos regularmente
distribuidos, capsula de Bowman, com espaco de refracdo artefatual além de tufos
capilares finos. Os tubulos contorcidos proximais e distais € o segmento de ducto
coletor ndo evidenciaram alteragdes (Figuras 10A, 10B, 11A e 11B). Este resultado
confirma a avalia¢do bioquimica que ndo mostrou alteracdes metabdlicas neste 6rgao.

O bago apresentou caracteristicas histoldgicas normais (Figuras 10C, 10D, 11C e
11D) e o tecido cardiaco, representado por fibrocélulas, com estriacdes transversais e
nucleos unicos ou duplos, centralmente posicionados, permanecendo intacto, sem
nenhuma infiltracao inflamatoria,edema ou degeneracao fibrilar ( Figuras 10E, 10F, 11E
e 11F).

No figado o tratamento subcronico com lasiodiplodana ndo alterou a arquitetura
lobular, com hepatocitos normais isomorfos. Com espagos portais com triades vasculo-
biliares sem particularidades histoldgicas. Auséncia de vacuolizacdo, congestdo ou
processo inflamatorio.

A auséncia de alteragdes histopatologicas do figado (Figuras 10G, 10H, 11G e
11H) esta de acordo com o perfil bioquimico apresentado pelos animais no presente
estudo.

Karaduman et al (2010) relataram o efeito hepatoprotetor de uma - 1->3 D-
gclucana. Neste estudo, o EPS mostrou diminuig¢do representativa da lesdo hepatica,
verificada a partir de estudo histopatoldégico em modelo de toxicidade hepatica induzida
por taxol.De forma semelhante, outra - 1->3 D- glucana também apresentou um efeito
preventivo na toxicidade hepatica do acetominofeno. Os resutlados sugeriram que a
glucana exerce efeitos citoprotectores contra os danos oxidativos e pode ser de uso

terapéutico na prevencdo da toxicidade induzida pelo acetaminofeno (TOKLU et al,

2006).



Figura 10. Cortes histologicos dos machos (aumento de 100X) (A) Tecido renal do grupo controle; (B) Tecido
renal do grupo tratado com EPS ; (C) Tecido esplénico do grupo controle; (D) Tecido esplénico do grupo tratado
com EPS; (E) Tecido cardiaco do grupo controle; (F) Tecido cardiaco do grupo tratado com EPS; (G) tecido
hepatico do grupo controle; (H) tecido hepatico do grupo tratado com EPS.




Figura 11. Cortes histologicos das fémeas (aumento de 100X) (A) Tecido renal do grupo controle; (B) Tecido
renal do grupo tratado com EPS ; (C) Tecido esplénico do grupo controle; (D) Tecido esplénico do grupo
tratado com EPS; (E) Tecido cardiaco do grupo controle; (F) Tecido cardiaco do grupo tratado com EPS; (G)
tecido hepatico do grupo controle; (H) tecido hepatico do grupo tratado com EPS.
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5. CONCLUSAO

e O fungo L. theobromae MMPI produziu o EPS, denominado lasiodiplodana, em
fermentacdo submersa, quando utilizado glicose como tnica fonte de carbono.

e O estudo mostrou que a ingestdo subcronica do EPS lasiodiplodana nao
apresentou qualquer sinal de toxicidade e letalidade em camundongos,
independente do sexo.

e O tratamento subcronico com lasiodiplodana reduziu os niveis de ALT em
machos e de AST e ALT nas fémeas, sugerindo um efeito hepatoprotetor.

e A lasiodiplodana, na concentracdo testada, exibiu significante atividade
hipoglicemia em camundongos machos, reduzindo em 35% os niveis
plasmaticos de glicose.

e (O tratamento subcronico com lasiodiplodana ndo evidenciou alteragdes
hematologicas e histopatoldgicas.

e O perfil lipidico dos camundongos nao foi alterado a partir do uso subcronico de

lasiodiplodana.
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