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RESUMO 

 

 

Este trabalho objetivou avaliar o efeito da ingestão de Sclerotinia. sclerotiorum através do 

experimento in vivo para analisar o potencial mutagênico, bem como realizar caracterização 

preliminar do extrato aquoso de S. sclerotiorum. Por meio dos resultados da Espectrometria 

de Massas e Ressonância Magnética Nuclear foi possível verificar a presença do manitol e da 

trealose (205,07; 365,11 e 381,08 m/z). No teste do micronúcleo o extrato foi capaz de induzir 

danos (243,48 a 439,13 % aumento de MNPCE) e potencializar os efeitos 

genotóxicos/citotóxicos da DXR (210,26 a 236,75 % aumento de MNPCE). Pela análise dos 

resultados do teste do cometa, percebeu-se que os extratos não exerceram efeito 

lesivo/protetor das atividades da DXR. Os resultados para estresse oxidativo mostraram que a 

DXR não elevou os níveis de MDA e GSH. Pelos resultados conclui-se que o extrato aquoso 

não causou quebras no DNA, porém pode ter exercido os efeitos lesivos observados pelo 

MNPCE por outros mecanismos, não associados à fragmentação de DNA. 

 

Palavras-chave: Extrato aquoso de Sclerotinia sclerotiorum. Experimento in vivo. Efeito 

lesivo/protetor. DXR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

 

This study evaluated the effect of intake of Sclerotinia sclerotiorum by in vivo experiment to 

examine the mutagenic potential, well as perform preliminary characterization of the aqueous 

extract of S. sclerotiorum. Through the results of mass spectrometry and nuclear magnetic 

resonance was possible to verify the presence of mannitol and trehalose (205,07; 365,11 and 

381,08 m/z). The extract was able to induce damage when was analyzed by micronucleus test 

(from 243.48 to 439.13 % increase MNPCE) and increase the genotoxic / cytotoxic DXR 

from (210.26 to 236.75 % increase MNPCE). The comet assay results showed that the 

extracts didn´t cause harmful effect/protective of DXR activities. The results for oxidative 

stress showed that DXR didn´t increase the levels of MDA and GSH. From the results it is 

concluded that the aqueous extract didn´t cause break in DNA, but may have had detrimental 

effects that was observed by MNPCE by other mechanisms, not associated with DNA 

fragmentation. 

 

Keywords: Aqueous extract of Sclerotinia sclerotiorum. In vivo experiment. Harmful 

effect/protective. DXR. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Culturas de feijão, soja, algodão, batata, girassol, canola, ervilha, alfafa, fumo e tomate 

representam para o Brasil uma das mais importantes atividades agrícolas, por gerar recursos 

aos mais diversos segmentos da economia. Alguns deles como o feijão são consumidos como 

alimento diário da maioria da população do país. O Brasil é o maior produtor mundial de 

feijões respondendo em 2010/2011 por 16% da produção mundial e o consumo de feijão no 

país é de aproximadamente 16 Kg/hab/ano (CONAB, 2011; SALVADOR, 2011). Entretanto, 

um dos grandes desafios para essas produções tem sido o mofo-branco, também conhecido 

como Podridão de Sclerotinia, causado pelo fungo de solo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De 

Bary, (LEITE, 2005), o qual chega causar perdas de até 70% dessas culturas agrícolas 

(PERES; MELO, 1995). 

Quando nos lotes, o fungo pode sobreviver nas sementes por 7 anos 

(NEERGAARD,1979), podendo estar misturado com as sementes na forma de escleródio 

(estrutura de resistência), ou localizar-se no interior das sementes, na forma de micélio 

dormente (LUCCA FILHO, 1985). A contaminação dos lotes de sementes dos produtos 

relacionados anteriormente é preocupante, uma vez que frequentemente os escleródios têm o 

mesmo tamanho, forma e peso específico dos produtos, como o feijão e a soja, o que dificulta 

ou impede sua remoção na operação de limpeza (LEITE, 2005). 

Frequentemente, estes lotes chegam ao mercado contaminados com escleródios de S. 

sclerotiorum que são consumidos despercebidos devido a inadequações nos procedimentos de 

limpeza das sementes, de rotação de cultura, de práticas de manejo, controle químico do 

campo e até mesmo máquinas agrícolas procedentes de áreas contaminadas, devido o uso de 

sementes de má qualidade sanitária (MACHADO et al., 2008). 

Mesmo com a retirada dos escleródios dos lotes de sementes, aquelas já infectadas 

com o micélio dormente dificilmente serão detectadas sem a ajuda de um laboratório 

especializado, seguindo para a plantação ou consumo (NASSER; NAPOLEÃO; CARVAJAL, 

1999). Devido à relevância das sementes na disseminação da patogenicidade, o Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento - MAPA implantou a Portaria 47 de 26 de Fevereiro 

de 2009 que retrata o padrão de tolerância zero para S. sclerotiorum em 500 g de sementes de 

algodão, feijão, girassol e soja da classe básica e certificada com o propósito de evitar a 

comercialização de lotes de sementes contaminados com escleródios e restringir assim sua 

disseminação para outras áreas de cultivo (BRASIL; MAPA, 2009). 
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Apesar dessa vigilância no controle de escleródios do fungo S. sclerotiorum para a 

agricultura, na prática ainda observa-se que em alguns lotes de soja e feijão chega-se a 

encontrar misturas com sementes contendo até 50% de escleródios como parte da fração 

impura do lote (Manual de Análises Sanitária de Sementes/MAPA, 2009). Mesmo com esse 

nível de infestação chegando ao consumidor, ainda não existem dados sobre as consequências 

da ingestão deste fungo nos alimentos que são base da alimentação humana.  

Diante disso, há uma crescente preocupação nos possíveis efeitos da ingestão de 

alimentos contaminados com S. sclerotiorum. Para essa verificação, neste trabalho foram 

realizados testes toxicológicos in vivo (teste do micronúcleo de medula óssea e eletroforese de 

DNA) e análise do estresse oxidativo (MDA e GSH) com a finalidade de fornecer dados que 

possam ser utilizados para avaliação do consumo de S. sclerotiorum para a saúde humana. 

Uma vez que, a experimentação in vivo busca comprovar atividades específicas das 

substâncias de forma eficaz além de oferecer segurança ao consumidor por meio do controle 

de qualidade dos produtos. 

Para essa finalidade, foi realizada caracterização preliminar do fungo através da 

Espectrometria de Massas e Ressonância Magnética Nuclear do extrato aquoso de S. 

sclerotiorum e da avaliação do potencial mutagênico in vivo. 

 

     Figura 1- Descarte no beneficiamento de sementes de soja. 
 

 

 

                                      

 

 

 

 

 

 

 

                                             Fonte: Prof. J.C. Machado (UFLA-MG). 
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2 SCLEROTINIA SCLEROTIORUM E SEUS PRINCIPAIS CONSTITUINTES 

QUÍMICOS 

 

 

O agente causal em foco pertence ao reino fungi, filo Ascomicota, classe 

Discomycetes, ordem Helotiales, família Sclerotiniaceae, gênero Sclerotinia. Anamorfo: 

Fungos mitospóricos, grupo dos hifomicetos (JULIATTI e JULLIATI, 2010; BOLTON; 

THOMMA; NELSON, 2005). 

No Brasil, o fungo S. Sclerotiorum foi visto pela primeira vez em 1921, na batata 

(Solanum tuberosum L.), no estado de São Paulo (CHAVES, 1964). O patógeno pode ocorrer 

em solos infestados e em condições de temperaturas de 15 a 25ºC, bem como alta umidade e 

pH entre 4,5 – 5,0 (COSTA, 1997).  

É um fungo polífago  que tem como hospedeiros plantas de 75 famílias, 278 gêneros e 

408 espécies e produz estruturas de resistência responsáveis por sua sobrevivência 

denominadas escleródios (LEITE, 2005) inicialmente brancos, passando a negros quando 

maduros (STEADMAN, 1983). Segundo Tokeshi (2002), este fungo pode ficar no estado de 

dormência por vários anos. Assim, o excesso de esterco, o uso de agrotóxicos, solo 

compactado, umidade excessiva realizada em certas épocas do ano, proporciona ao fungo 

condições favoráveis para seu desenvolvimento, uma vez que a instabilidade química, física 

ou biológica do solo contribui para que pequenos apotécios ou cogumelos liberem esporos 

(ascóporos). 

O processo de disseminação de S. Sclerotiorum pode ocorrer através da germinação 

miceliogênica ou carpogênica (LEITE, 2005). Na germinação miceliogênica ocorre a 

produção de hifas diretamente dos escleródios que são encontrados no solo ou em restos de 

culturas contaminada, que ao germinar, suas hifas colonizam matéria orgânica morta e 

continuam crescendo, formando um micélio vigoroso. Ao entrar em contato com a planta 

hospedeira, este micélio coloniza todos os tecidos senescentes ou mortos e posteriormente 

invade rapidamente as partes sadias (PURDY, 1979). A germinação carpogênica, consiste no 

desenvolvimento de apotécio e produção de ascósporos que são lançados ao ar (MOURA, 

2008), iniciando a infecção através do contato com o tecido suscetível. Após a invasão do 

tecido hospedeiro por micélio, são formados escleródios que frequentemente retornam ao solo 

(PURDY, 1979) sobrevivendo por até 11 anos a espera de culturas vulneráveis (LEITE, 2005). 
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       Figura 2 - Ciclo de vida de Sclerotinia sclerotiorum. 

 
       Fonte: www.potatodiases.org 

 

 

 

                               Figura 3 - Crescimento celular de Sclerotinia sclerotiorum em cultura. (1). 

                               Observação das hifas em microscopia óptica comum. (2). Escleródios em  

                               placa Petri. 

 
                               Fonte: www.whitemoldresearch.com (acesso em Abril de 2011) 

 

 

Toda a parte aérea da planta é atacada no início da floração ou após a polinização das 

flores. O aspecto murcho da planta é o primeiro indício da patogenicidade. São encontradas 

lesões encharcadas nos órgãos infectados com coloração parda de consistência mole, com 

micélio branco de aspecto cotonoso (mofo branco), cobrindo os tecidos da planta. Com a 

1 2 
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evolução da doença, as folhas e caules infectados tornam-se marrons e permanecem eretos 

mesmo com a morte da planta (RIBAS, 2010). 

A figura abaixo mostra os sintomas do mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum). (1) 

Formação de apotécios em feijoeiro; (2) Contaminação concomitante com sementes; (3) 

Micélio branco em feijoeiro; (4) Escleródio formado na haste da batata 

 

 

                                      Figura 4 - Sintomas do mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum). 

 

 
                                      Fonte: MOURA, 2008; RIBAS, 2008. 

 

 

 

O início do processo patogênico se deve a síntese e secreção de ácido oxálico pelo 

fungo (DURMAN; MENENDEZ; GODEAS, 2005) que exerce efeito tóxico atacando e 

degradando a complexa estrutura da parede celular da planta hospedeira (MOURA, 2008). 

Em S. sclerotiorum, o ácido oxálico é produzido a partir de oxaloacetato em uma reação 

catalisada pela enzima oxaloacetato acetil-hidrolase, e a sua atividade enzimática aumenta de 

forma proporcional à diminuição de pH do meio. Sua catálise é mediada pela ação da enzima 

oxalato descarboxilase, presente em altas concentrações intracelulares neste fungo (ROLLINS 

e DICKMAN, 2001) favorecendo o desenvolvimento de escleródios (estrutura de resistência). 

Desta forma, o potencial patogênico está diretamente relacionado com a produção do oxalato 

e a alteração do pH do meio (MOURA, 2008), visto que, cultivares isolados de S.sclerotiorum 

1 2 

3 4 
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analisados que não secretavam oxalato não eram capazes de infectar seus hospedeiros, não 

sendo desta forma, patogênicos (GODOY; COSTAMILAN; MEYER, 2005). 

O ácido oxálico secretado além de degradar a célula hospedeira exercendo efeito 

tóxico à planta age como quelante de íons cálcio (Ca
2+

), desestabilizando o sistema 

bioquímico funcional do hospedeiro, sequestrando o cálcio da parede celular e suprimindo o 

estresse oxidativo gerado pela planta (FAVARON; SELLA; D‘OVIDIO, 2004). A capacidade 

que o fungo S. Sclerotiorum tem em secretar ácido oxálico promove ambiente propício para 

que enzimas ajam sobre a parede celular da planta hospedeira, destruindo a parede, invadindo 

e parasitando a célula (COTTON; RASCALE; FEVRE, 2002). Estas enzimas aumentam suas 

atividades em condições ácidas devido a ação quelante do ácido oxálico e mudanças de pH 

(ROLLINS e DICKMAN, 2001). A ação de enzimas como proteases, pectinases, em especial 

endo-polygalacturonases e outras enzimas hidrolíticas sobre o hospedeiro contribuem para a 

extração de compostos e nutrientes essenciais ao crescimento, propagação e sobrevivência do 

fungo (MOURA, 2008). 

 

 

Figura 5 - Representação estrutural do ácido oxálico. 
 

 

 

Fonte: FIORUCCI; SOARES; CAVALHEIRO, 2002. 

 

 

Dentre as várias enzimas secretadas por S. sclerotiorum estão as poligalacturonases 

(PGs) e as β – glucanas. As poligalacturonases são um grupo composto por isoformas que 

atuam em conjunto sobre as ligações endo e exo dos polímeros de ácido poligalacturônico da 

pectina presente na parede celular da planta hospedeira, cuja ação é a maceração tecidual, 

quebra do talo e morte do hospedeiro (FAVARON; SELLA; D‘OVIDIO, 2004). A atividade 

das β – glucanas ocorre em todos os estágios do ciclo da vida do fungo e está associada à ação 

saprofítica e micoparasitária, degradação de polissacarídeos e patogenicidade (PITSON; 

SERVIOR; MCDOUGALL, 1993). 

Além de estudos para compreender as ações e atividades das enzimas fúngicas durante 

todos os estágios do ciclo da vida fúngica, o interesse no estudo e obteção dessas enzimas por 

métodos de caracterização e purificação vêm crescendo muito por apresentarem potencial de 
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aplicação industrial nas áreas de alimentos, rações animais, cosméticos, como agentes 

imunomoduladores e para fins terapêuticos (GIESE, 2008). 

A literatura relata alguns compostos químicos voláteis emitidos por escleródios de S. 

sclerotiorum, como: 2-metil-2-borneno, 1-metilcanfeno, 2-metilenobornano, 2-

metilisoborneol e diterpeno MW 272. O odor característico terroso e mofado que o fungo S. 

sclerotiorum exala é proveniente do composto 2-metilisoborneol (FRAVEL et al., 2002). 

Outro composto identificado como parte da composição química deste fungo é 5-O-(α-D-

Galactopiranosil)-D-Glicero-Pent-2-Enono-1,4-Lactona, que auxilia na produção do ácido 

oxálico (KEATES et al., 1998). Além desses compostos, esteróides como ergosterol e 

peróxido de ergosterol, triglicerídeos e ácidos graxos foram identificados por GARCEZ et al., 

(2005) através de cromatografia em coluna Sephadex LH-20, seguida por cromatografia em 

coluna delgada preparativa em sílica gel. Porém, ainda pouco se conhece sobre a constituição 

química do fungo S. sclerotiorum. 

 

 

             Figura 6 - Estrutura dos constituintes químicos obtidos de escleródios de S. sclerotiorum. 

 

 
                       1-metilcanfeno                  2-metilenobornano         2-metil-2-borneno 

 

               2-metilisoborneol             Esteróide: ergosterol                Esteroide: peróxido de ergosterol 

 

 

            5-O-(α-D-Galactopiranosil)-D-Glicero-Pent-2-Enono-1,4-Lactona 

            Fonte: GARCEZ et al., 2005; KEATES et al., 1998. 



23 

 

3 MUTAGÊNESE E CÂNCER  

 

 

Frequentemente, o DNA sofre agressões por substâncias exógenas e endógenas. No 

entanto, as células possuem sistemas enzimáticos capazes de reparar a grande maioria desses 

danos. Embora esses sistemas sejam eficientes, algumas lesões, ou mesmo erros espontâneos 

durante a replicação do DNA, não são reparados, podendo resultar em evento mutagênico. 

Esse evento pode corresponder à etapa de iniciação de um processo carcinogênico (TUCKER 

e PRESTON, 1996; RAMEL, 1984).  

Três tipos principais de alterações genéticas podem ocorrer: (1) alterações no DNA 

conhecidas como mutação de ponto, (2) alterações da estrutura de cromossomos, tais como 

quebras e rearranjos e (3) separação desigual dos cromossomos durante a divisão celular. Tais 

alterações são conhecidas como iniciação, esta é seguida das etapas de promoção, progressão 

e manifestação (TAO et al. 2008; PITOT, 1993). 

A iniciação corresponde à interação do agente químico com o DNA da célula-alvo, 

levando à mutação; a promoção caracteriza-se pela proliferação celular, favorecendo o 

desenvolvimento de lesões pré-neoplásicas, como os focos de células alteradas (PITOT et al., 

1987; BANNASCH, 1986); a progressão, por sua vez, é caracterizada, morfologicamente, por 

anaplasia e, biologicamente, por crescimento autônomo (PITOT, 1989). Quando as células 

adquirem a capacidade de invadir e metastatizar e todas essas alterações forem evidenciadas 

clinicamente, ter-se-á a última etapa, a manifestação. A correlação observada entre a 

mutagenicidade e a carcinogenicidade é consistente com a teoria de que o câncer é causado 

por mutações somáticas (ZAKRZEWSKI, 1997).  

Um grande número de substâncias do meio ambiente pode interagir com o sistema 

genético do homem e de outros animais, levando às mutações, outras substâncias já exercem 

efeitos contrários, sendo estas conhecidas como quimiopreventivos (CAVIN et al., 2002). 

Os testes toxicológicos têm o intuito de fornecer dados que possam ser utilizados para 

o estudo dos riscos do uso de substâncias químicas para o homem e, ao mesmo tempo, 

estabelecer limites de segurança na exposição aos agentes químicos (BRITO, 1994). No 

Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) é o órgão que regulamenta tais 

testes, incluindo o de carcinogenicidade/mutagenicidade (ANVISA, 2011).  
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3.1 TESTE DE MICRONÚCLEO DE MEDULA ÓSSEA  

 

 

O teste do micronúcleo é um método citogenético, utilizado para avaliação de danos 

cromossômicos in vivo, o que permite a consideração de mecanismos de absorção, 

acumulação e eliminação de xenobióticos e interações com compostos que podem levar a 

efeitos sinergísticos ou antagônicos (FENECH, 1997; MACGREGOR et al., 1987). 

É um ensaio, in vivo, baseado na contagem de núcleos diminuídos no citoplasma de 

células recém-formadas. Os micronúcleos (MN) são estruturas originadas de fragmentos 

cromatídeos, cromossômicos e até mesmo de cromossomos inteiros, não incorporados às 

células-filhas durante o processo de divisão celular (Figura 7). Uma das possíveis causas da 

sua formação é o atraso que ocorre durante a anáfase, em que ocorre a migração do material 

genético para os pólos da célula. As estruturas são arredondadas, com cor e textura 

semelhantes ao núcleo principal, mas são menores do que o núcleo principal da célula, daí o 

termo micronúcleo (RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003; FENECH, 2000). Deste 

modo, a ocorrência de micronúcleos reflete a ocorrência prévia de aberrações cromossômicas 

estruturais ou numéricas em algum momento do ciclo de vida das células-mãe (HAYASHI et 

al., 1994; CARRANO e NATARAJAN, 1988). 

Os micronúcleos são avaliados em eritrócitos imaturos (eritrócitos policromáticos - 

PCE) e em eritrócitos normocromáticos (NCE). Os PCE são células que permanecem na 

medula óssea cerca de 12 a 24 h e, posteriormente, passam para a circulação, onde ficam por 

um período de tempo semelhante, e vão gradualmente amadurecendo até se transformarem em 

eritrócitos normocromáticos, os quais permanecem na circulação por aproximadamente um 

mês (MAVOURNIN; BLAKEY; CIMINO, 1990). 

Os resultados positivos obtidos com o Teste de Micronúcleo fornecem fortes 

evidências de mutagenicidade sistêmica da substância química avaliada. Sob condições 

experimentais apropriadas, isto é, quando ocorre exposição dos eritroblastos de medula óssea 

a agente indutor reconhecido, como doxorubicina, os resultados da contagem de micronúcleos 

nesse tecido apresentam com clareza os seus efeitos lesivos que repercutem em genotoxidade 

e mutagenicidade in vivo (AZEVEDO et al, 2010; RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 

2003; MOOLENBEEK e RUITENBERG, 1981). 
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                        Figura 7 - Mecanismo de formação de MN. 

 
                          Fonte: http://www.icb.ufmg.br/biq/prodap/2003/micronucleos/sobremn.html, acesso em 

                                     Maio de 2012. 

 

 

 

3.2 TESTE DO COMETA 

 

 

O teste do cometa também conhecido como SCG (“single cell gel assay”) ou MGE 

(“microgel electrophoresis”) foi primeiro introduzido por RYDBERG e JOHANSON (1978), 

para quantificar diretamente danos no DNA de uma célula individualizada. Com a finalidade 

de aumentar a sensibilidade do teste para a detecção desses danos, ÓSTLING e JOHANSON 

(1984), desenvolveram uma técnica utilizando eletroforese de microgel, hoje conhecida como 

teste do cometa que era sensível apenas para a detecção de quebras de fita dupla do DNA 

(KLAUDE et al., 1996). 

É uma técnica bastante sensível para a detecção de agentes genotóxicos, quer in vivo 

ou in vitro (HARTMANN e SPEIT, 1997). Essa técnica apresenta uma série de vantagens que 

inclui a possibilidade de utilização tanto de células sanguíneas como de outros tecidos 

(SASAKI et al., 1997); sensibilidade e reprodutibilidade (FAIRBAIRN; OLIVE; O‘NEILL, 

1995; TICE, 1995); além de utilizar amostras celulares extremamente pequenas, permitindo a 

verificação de danos em células individuais. Dessa forma, situações adversas de exposição, 

resultantes do uso inadequado de agentes nocivos, podem ser facilmente monitoradas no 

ambiente (KLAUDE et al., 1996, e FAIRBAIRN; OLIVE; O‘NEILL, 1995). 

Em estudos in vivo o Teste Cometa indica os agentes que mudam a sequência do 

DNA, os chamados genotóxicos. É uma técnica simples, rápida, sensível e de baixo custo que 

apresenta como principal diferença envolver microeletroforese em condições alcalinas 

a) Interfase b) Metáfase
c) Telófase

d) Célula filha normal

e) Célula filha 

micronucleada

Tratamento químico

Dano 

cromossômico
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cromatídico sem 

centrômero 

(acêntrico)

Reconstituição 

da carioteca
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(pH>13) (SINGH et al., 1988). Nesse pH, o aumento de migração do DNA está associado a 

quebras de fita simples e duplas, sítios alcali-lábeis e à expressão de sítios com reparo 

incompleto. Devido à maioria dos agentes genotóxicos induzirem mais quebras de fitas 

simples e sítios alcali-lábeis do que quebras de fita dupla, a versão alcalina do ensaio oferece 

maior sensibilidade para detecção de agentes genotóxicos. Esse teste, por se tratar de uma 

técnica que pode ser utilizada em estudos de toxicogenética, reparo de DNA, monitoramento 

ocupacional e ambiental e epidemiologia humana, tem sido amplamente empregado em 

estudos de mecanismos de mutagênese e carcinogênese (HARTMANN e SPEIT, 1999). 

Em pH neutro, a continuidade da molécula de fita dupla não é afetada por ocasionais 

quebras de fita única. Entretanto, quando submetidas a pH alcalino, as quebras influenciam 

profundamente o comportamento do DNA (MCKELVEY et al., 1993). O pH acima de 12,3 

permite o desenrolamento, a desnaturação e a expressão das quebras de fita única, bem como 

das lesões álcali-lábeis, que somente são detectadas após exposição a agentes alcalinos. Um 

dos princípios básicos é o de que as quebras de fita única só são detectadas se o pareamento 

de bases for rompido (FAIRBAIRN; OLIVE; O‘NEILL, 1995). 

O ensaio do cometa baseia-se, portanto, na lise, eletroforese e marcação fluorescente 

do DNA de pequena quantidade de células suspendidas numa fina camada de agarose e 

colocadas sobre uma lâmina de microscópio. A corrente elétrica faz com que fragmentos de 

DNA do núcleo da célula migrem mais rapidamente em direção ao pólo positivo, resultando 

em imagens com aparência de ―cometas‖, as quais são medidas a fim de determinar a 

extensão do dano. Assim, células sem ou com pouco dano no DNA não apresentam cauda, 

enquanto que células com mais danos, apresentam caudas maiores (Figura 8) (SPEIT et al. 

1996).  

A técnica mais utilizada para quantificar os danos detectados pelo teste do cometa 

envolve a utilização de softwares específicos para análise de imagem de células individuais, 

permitindo a avaliação da proporção de DNA que migra para formar a cauda do cometa 

(FAIRBAIRN; OLIVE; O‘NEILL, 1995).  

O teste do cometa é uma técnica que detecta danos recentes, ainda passíveis de reparo, 

enquanto que o teste do MN detecta danos já consolidados, por isso, o uso de ambos os 

métodos em um mesmo delineamento atuam como biomarcadores que permitem sugerir 

características de exposição na avaliação do potencial mutagênico, nos estudos de reparo de 

DNA e apoptose (MOLLER, 2006; MALUF, 2004; KOPJAR; GARAJ-VRHOVAC; MILAS, 

2002). 
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Figura 8 - Células sem ou com dano no DNA: Célula sem dano no DNA (1); Célula com pouco dano no  

DNA (2); Célula com dano no DNA (3).  

 
1                                       2                                               3 

Figuras obtidas do microscópio de fluorescência Nikon Eclipse 80i. 

Fonte: Galeria de fotos do grupo LANTIN. 

 

 

 

3.3 DOXORRUBICINA  

 

 

A droga doxorrubicina (DXR), é utilizada como indutora de lesões 

genotóxicas/mutagênica, pois a droga em questão é capaz de induzir lesões no DNA e em 

células em divisão. Ela é originalmente isolada do fungo Streptomyces peucetius 

(ARCAMONE; CASSINELLI; FRANCESCHI, 1972) e está entre os mais efetivos agentes 

antineoplásicos utilizados na quimoterapia de câncer de mama, fígado e pulmão. Tem a 

constituição básica de uma antraciclina, a qual possui quatro anéis aromáticos, assim como 

um açúcar ligado na posição sete do primeiro anel (Figura 9). Entretanto, uma 

cardiotoxicidade, aguda e crônica, está entre suas complicações de uso (TOKARSKA-

SCHLATTNER; WALLIMANN; SCHLATTNER, 2006), sendo esta possivelmente causada 

pelo aumento de estresse oxidativo e apoptose (SPALLAROSSA et al., 2004). Sua estrutura é 

formada por um anel de quinona e de hidroquinona, que funcionam como doador e aceptor de 

elétrons, sendo um potente gerador de radicais livres, que contém um ou mais elétrons não 

pareados, e espécies reativas do oxigênio (DAVIES e DOROSHOW, 1986). Sua interação 

com o ferro, leva à formação de radicais tóxicos para o organismo (MYERS, 1998). 
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                        Figura 9 - Estrutura da Doxorrubicina. 
 

 

 

 

 

 

                         

                         Fonte: MINOTTI et al., 2004. 

 

 

Os radicais formados pela DXR geram danos induzidos nas macromoléculas celulares 

durante uma situação de desequilíbrio entre oxidantes e antioxidantes, comumente chamado 

de estresse oxidativo (SIES, 1993). Além de formar radicais livres, a DXR tem capacidade de 

alquilar diretamente o DNA, induzindo a formação de ligações entre as duas fitas de DNA. 

(MINOTTI et al., 2004). Tendo como consequência a indução de aberrações cromossômicas 

(RUEFF et al., 1993; SHAMBERGER et al., 1973), desenvolvimento de tumores (DUTHIE 

et al., 1996; CERUTTI, 1994;) e degeneração celular que leva ao processo de envelhecimento 

(ROY e KULKARNI, 1996; WITZUM, 1994; AMES, 1993).  É um antibiótico antineoplásico 

do tipo intercalante (Figura 10), pertencente ao grupo das antraciclinas, sendo que o anel 

antraciclínico é lipofílico e possui uma série de hidroxilas na porção saturada juntamente com 

grupos aminoaçúcares, conferindo-lhe caráter hidrofílico, ou seja, a DXR possui 

anfotericidade, uma vez que tem características ácidas na porção fenólica e características 

básicas na porção dos aminoaçúcares. Com isso, sua passagem através das membranas fica 

facilitada e sua permanência no organismo é relativamente longa (SINGAL et al., 2000). 

A Figura 10 ilustra a DXR reagindo com HCHO liberado a partir de fontes de carbono 

por meio de reações catalisadas pelo radical livre Fe(II) e forma o radical superóxido.  Este 

radical é desmutado para H2O2 e introduz a reação catalisada de Haber-Weiss pelo radical 

livre Fe(II) pra formar o radical hidroxila. Assim, a DXR se liga covalentemente nas fitas de 

DNA através de um grupo metileno e ligação de hidrogênio (crosslinking), intercalando-se 

entre as bases Citosina-Guanina 
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                                          Figura 10 - Intercalação da DXR com o DNA  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                           Fone: MINOTTI et al., 2004. 

 

 

Outra ação da DXR é a formação de adutos com o DNA, quando é produzido aldeído 

(formaldeído) provido da oxidação da própria droga. O aldeído formado estabelece uma 

ligação covalente entre uma das fitas do DNA com o açúcar da DXR, enquanto que com a 

outra fita, há interação da droga através de ligações de hidrogênio. (SWIFT et. al., 2006). 

Na Figura 11 mostra a ligação covalente da DXR com uma das fitas de DNA, a qual 

utiliza o carbono proveniente do formaldeído (vermelho), e as ligações de hidrogênio com a 

outra fita de DNA, as quais estabilizam a formação do aduto (CUTTS et al., 2005). 
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                        Figura 11 - Estrutura química de um aduto de DNA formado pela DXR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          Fonte: CUTTS et al., 2005. 

 

 

A doxorrubicina tem capacidade em formar complexo ternário com o DNA e com a 

topoisomerase II (enzima que promove reparo na estrutura do DNA), induzindo a formação 

de quebras nas fitas duplas do DNA, podendo levar a uma parada do ciclo celular (permite à 

célula, recrutar enzimas de reparo) ou morte por apoptose (MINOTTI et. al., 2004). Testes 

realizados em Droshophila melanogaster por Lehmann e colaboradores (2003) mostraram que 

os danos induzidos pela DXR são reparados preferencialmente pelo processo de 

recombinação homóloga (rearranjo físico que ocorre nas cadeias de DNA). 

A utilização de DXR na indução de mutagênese é uma possibilidade, devido seu uso 

regular na terapia antineoplásica (SIMEONI et al., 2008). Portanto, considerando que a 

maioria dos fármacos antineoplásicos atua em células com rápida divisão celular e tem baixa 

toxicidade seletiva (não específicos), afetam também células normais que têm alta taxa de 

divisão, gerando os efeitos indesejados, o que agrega resultado para verificar o caráter 

mutagênico/antimutagênico de determinadas substâncias.  
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3.4 ESTRESSE OXIDATIVO E SUA RELAÇÃO COM EVENTOS MUTACIONAIS 

 

 

O início da formação do tumor geralmente consiste numa alteração do DNA por 

metabólitos eletrofílicos ou oxidantes e, portanto, com alta capacidade de lesionar as 

moléculas de ácidos nucléicos, que podem ser combatidos por 

anticarcinogênicos/antioxidantes. Estes são agentes de bloqueio, inibem a ação dos 

metabólitos e protegem o DNA contra possíveis alterações (TAO et al., 2008).  

Há na literatura uma grande relação de estresse oxidativo e das fases de iniciação e 

promoção do processo de carcinogênese. Estudos clínicos indicam que diversas doenças 

inflamatórias são, mediadas em parte, pelo desequilíbrio entre espécies oxidante e 

antioxidante. Dessa forma, o estresse oxidativo no tecido inflamado pode estar relacionado às 

fases de iniciação e promoção do processo de carcinogênese. As enzimas antioxidantes, 

dependentes de zinco e cobre que antagonizam este processo estão em baixos níveis nas 

células tumorais. Tem sido demonstrado que os tumores apresentam menores concentrações 

da enzima superóxido dismutase dependente de zinco e cobre em comparação aos tecidos 

normais (GRIGOLO et al., 1998). Além do selênio, o zinco é frequentemente mencionado na 

literatura como um mineral "antioxidante" envolvido nos mecanismos celulares de defesa 

contra os radicais livres. Esses metais intracelulares (Cu, Fe, Se e Zn) contribuem para a 

atividade proteica quando presente no centro das moléculas longas (metaloenzimas) com 

atividades enzimáticas (SPUNAR, 2004).  

O Cu e Fe, por exemplo, são transportados, utilizados e estocados ligados a proteínas 

específicas como ceruloplasmina, ferritina e transferrina, as quais previnem ou minimizam as 

reações catalisadas por estes minerais. O Se e Zn também estão envolvidos em mecanismos 

celulares de defesa e tem sido demonstrado que as enzimas antioxidantes como a glutationa 

peroxidase, dependentes de minerais antagonizam processos de carcinogênese (WELCH; 

DAVIS; VAN EDEN, 2002; ALFIERI; LEUNG; GRACE, 1998; GRIGOLO et al., 1998). 

Entretanto, segundo Birt (1986), estudos mostraram que a suplementação desses minerais 

―antioxidantes‖ pode aumentar os 30 processos de carcinogênese, sendo assim recomenda-se 

cautela na administração para os seres humanos.  

De modo geral, a participação de metais, ao contrário dos compostos bioativos, pode 

ter efeitos negativos nas reações celulares, pois os metais possuem fatores bioacumulativos, 

que provocam alterações significativas no fígado de animais. Por recomendações nutricionais 



32 

 

é necessária ingestão moderada de alguns metais como Co, Fe, Zn e Mo para o bom 

desenvolvimento e manutenção do organismo, sendo que uma longa ingestão de alimentos 

que contem esses metais pode causar distúrbios no metabolismo (REGLERO et al., 2009). 

Ainda, estudos estão sendo realizados com o intuito de melhor compreender os efeitos 

das substâncias antioxidantes na saúde humana, dessa forma o estudo de estresse oxidativo 

produzido por radicais livres, tem sido tema de diversos trabalhos. O termo radical livre 

refere-se a todo átomo ou molécula que contenham um ou mais elétrons desemparelhados em 

sua última camada eletrônica e dentre eles destacam-se o radical superóxido (O2•-), radical 

hidroxil (OH•), peroxil (ROO•), alcoxil (RO•) e o óxido nítrico (•NO) (CAROCHO; 

FERREIRA, 2013; FANG et al., 2002).  

Os radicais livres são espécies orgânicas e inorgânicas provenientes da ação catalítica 

de enzimas durante os processos de transferência de elétrons que ocorrem no metabolismo 

celular, produzidos continuamente durante os processos metabólicos. Assim, os radicais livres 

atuam como mediadores para a transferência de elétrons em várias reações bioquímicas, 

desempenhando funções relevantes no metabolismo. Eles podem ser gerados no citoplasma, 

nas mitocôndrias ou na membrana e o seu alvo celular (proteínas, lipídeos, carboidratos e 

DNA) está relacionado com seu sítio ativo de formação (GONSEBATT et al., 2009). Suas 

concentrações são reguladas pela enzima superóxido dismutase (SOD) que catalisa a 

dismutação do H2O2 em H2O e O2, conforme apresentado em detalhe na Figura 12.  

A catalase (CAT) é uma enzima que atua na dismutação do peróxido de hidrogênio 

(H2O2) em oxigênio e água, conforme apresentado na equação abaixo (Figura 12). A atividade 

normal da cadeia de transporte de elétrons leva à formação de baixas quantidades de ânion 

superóxido (O2
-
) que, sob a ação da superóxido dismutase (SOD), dá origem ao peróxido de 

hidrogênio (H2O2). Este último é convertido em água pela atuação da glutationa peroxidase 

(GPx), através do consumo de duas moléculas de glutationa reduzida (GSH), que são 

simultaneamente ligadas através de ligações dissulfeto, obtendo-se a forma oxidada da 

glutationa (GSSG) (CAROCHO et al., 2013). 

 

  

 

 

 

                                      Fonte: KEHRER, 2000. 

 

 

Figura 12 - Equação de dismutação de H2O2 pela catalase. 

 

2H2O2                             O2   +    2H2O 

 

  catalase 

NADPH 



33 

 

Para a continuidade do processo, a GSSG deve ser novamente convertida à GSH, 

através da atuação da glutationa redutase (GR). Assim, a eliminação de radicais livres requer 

a ação consecutiva de diversas enzimas: SOD - dependente de cobre (Cu) e zinco (Zn), GPx - 

dependente de selênio (Se), e GR - dependente de flavina-adenina dinucleotídeo (FAD) 

(FANG, et al., 2002). Através da combinação de uma elevada produção de O2
-
 e de uma 

ineficiente atividade do ciclo 2GSH GSSG, prevê-se um acúmulo de H2O2 o que propiciará a 

ocorrência da reação de Fenton, também favorecida pelo aumento da disponibilidade de ferro 

solúvel (Fe
+2

) pela redução da capacidade de armazenamento do ferro (Fe
+3

) na ferritina.  

 

 

                             Figura 13 - Mecanismos mediadores da morte celular e estresse oxidativo;  

                             SOD: superóxido dismutase; GPx:glutationa peroxidase; GSSG: glutatio- 

                             na oxidada; GSH: glutationa reduzida; GR: glutationa redutase. 

  
                             Fonte: http://www.unifesp.br (acesso em Abril de 2011). 

 

 

A formação do radical OH• a partir de H2O2 depende essencialmente da catálise de 

íons ferrosos (Fe
+2

) ou cuprosos (Cu
+
) na reação de Fenton (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 

1992). As formas férrica (Fe
+3

) ou cúprica (Cu
+2

) não promovem diretamente a decomposição 

do H2O2 a OH•, mas podem ser diretamente reduzidas às formas iônicas catalíticas ao 

reagirem com radicais O2•
-
. Estas duas reações podem ser acopladas à reação de Fenton, 

compondo a denominada reação de Haber-Weiss, com redução dos cátions férricos por radical 

superóxido e reação de Haber-Weiss catalisada por íons ferrosos, processo mostrado na 

Figura 14. 
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Figura 14 - Reação de Fenton. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1992. 

Fonte: HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1992. 

 

 

 

Alguns estudos mostraram que a formação de radicais livres in vivo ocorre durante o 

metabolismo celular e pela exposição a fatores exógenos. Segundo Halliwell e Gutteridge 

(1992), o combate aos radicais livres se dá por meio dos antioxidantes que podem ser 

produzidos pelo corpo ou absorvidos do alimento ingerido. Os antioxidantes são substâncias, 

que quando presente em baixa concentração comparada com o substrato oxidável regenera 

esse substrato ou previne significativamente a oxidação do mesmo (CAROCHO et al., 2013). 
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4 OBJETIVO GERAL 

 

 

A proposta deste trabalho constitui em avaliar o efeito da ingestão de S. sclerotiorum 

através do experimento in vivo para analisar o potencial mutagênico, bem como realizar 

caracterização preliminar do extrato aquoso de S. sclerotiorum. 

 

 

4.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

Os objetivos específicos deste trabalho compõem-se das seguintes etapas: 

 

 

1. Análise preliminar do extrato aquoso de S. sclerotiorum por Espectrometria de Massas 

e Ressonância Magnética Nuclear; 

2. Verificar o efeito mutagênico/antimutagênico do extrato aquoso de S. sclerotiorum 

sobre lesões de DNA e pré-neoplásicas em camundongos; 

3. Conduzir experimento animal, avaliando os dados de evolução nutricional dos 

animais; 

4. Realizar os testes de micronúcleo de medula óssea, eletroforese de DNA de sangue 

periférico (teste do cometa) e estresse oxidativo do fígado obtido (MDA e GSH). 
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5 PARTE EXPERIMENTAL 

 

 

Para atingir os objetivos do trabalho foi realizado o isolamento do fungo 

Sclerotinia sclerotiorum no Laboratório de Patologia de Sementes da Universidade 

Federal de Lavras (UFLA/MG). 

Grande parte do trabalho foi desenvolvida no Laboratório de Análise Nutricional e 

Toxicológica in vivo – LANTIN, na Universidade Federal de Alfenas – UNIFAL-MG, 

onde foram produzidos os extratos e doses experimentais, conduzidos os experimentos 

animais, além da realização dos procedimentos para o teste do cometa, teste do 

micronúcleo (de medula óssea) e estresse oxidativo. 

A análise do extrato aquoso por espectrometria de massas foi realizada no 

Laboratório Thomson de Espectrometria de Massas do Instituto de Química da 

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP-SP). E, a análise de Ressonância 

Magnética Nuclear do extrato fúngico foi realizada no Laboratório de Ressonância 

Magnética Nuclear (RMN) da Universidade Federal de Alfenas/Campus II – UNIFAL-

MG. 

 

 

5.1 ISOLAMENTO DOS ESCLERÓDIOS E OBTENÇÃO DO EXTRATO AQUOSO DE 

SCLEROTINIA SCLEROTIORUM 

 

 

Os escleródios foram obtidos a partir de isolados fúngicos provenientes de plantas 

infectadas pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum no Laboratório de Patologia de Sementes da 

Universidade Federal de Lavras (UFLA/MG). Para isso discos de micélio de cultura pura 

foram distribuídos em placas de Petri contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) e 

armazenadas em câmaras de incubação com temperatura de 20° ± 3ºC e fotoperíodo de 12 

horas até a formação de escleródios, conforme mostrado abaixo. 

A Figura 15 ilustra o processo de obtenção e isolamento do fungo. Onde (1) 

Reprodução da S. sclerotiorum a partir de pequenos segmentos da cultura pura do fungo, 

distribuídos em cima do meio de cultura BDA (batata dextrose agar), após incubação em 

câmara a 20ºC entre 5-7 dias. (2) Crescimento de colônias e formação dos escleródios (forma 

de resistência do Mofo Branco). (3) Os escleródios formados em placa de Petri são recolhidos 



37 

 

e colocados em outra placa de Petri esterilizada e então armazenados em câmara a 20ºC. (4) 

Crescimento de Sclerotinia sclerotiorum junto a sementes de ervilha. 

 

 

                              Figura 15 - Obtenção e Isolamento de S. sclerotiorum 

 
                              Fonte: Laboratório de Patologia de Sementes - Universidade Federal de  

                                       Lavras/MG.  

 

 

 

Foram utilizados escleródios de S. sclerotiorum isolados originários da coleção CLM 

do Laboratório de Patologia de Sementes da Universidade Federal de Lavras (UFLA). 

Após isolamento dos escleródios, o material fúngico foi separado e mantido em 

geladeira. Foram pesados 60 g de escleródios e posteriormente mergulhados em nitrogênio 

líquido para melhorar o processo de trituração. Após a trituração, os escleródios foram 

mergulhados em um béquer contendo 360 mL de água destilada, deixando em ebulição por 15 

minutos (FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 1988). Em seguida, o material foi filtrado, 

dividido em vidros de penicilina previamente rotulados e pesados, sendo posteriormente 

congelados e liofilizados em LIOFILOZADOR L101 – LIOTOP/LIOBRAS.  

Sabendo-se que grãos de feijão e soja quando contaminado com S. sclerotiorum 

corresponde ao principal veiculo do fungo para o consumidor, sendo assim, no presente 

estudo foi utilizado extrato aquoso com o propósito de alcançar um processo similar ao do 

cozimento do feijão e soja.  

 

1 2 

3 4 
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5.2 CARACTERIZAÇÃO PRELIMINAR DO EXTRATO AQUOSO DE S. 

SCLEROTIORUM  

 

 

O extrato aquoso liofilizado de S. sclerotiorum foi misturado vigorosamente durante 2 

minutos com 1 mL de solução contendo metanol e água deionizada na proporção 1:1 (v/v), 

além de ácido fórmico (0,1%) utilizado para facilitar o processo de ionização em modo 

positivo. Subsequentemente, o material insolúvel restante foi removido por centrifugação a 

6000 g durante 5 min a 25° C. Finalmente, a solução resultante foi infundido diretamente, por 

meio de uma micro-seringa 500 µL (Hamilton, Reno, NV), a um caudal de 5 µL min
-1

, para 

Ionização de dessorção por eletrospray (ESI-MS). O espectrômetro de massas de ressonância 

ciclotrônica de íons com transformada de Fourier - FT-ICR MS (model 7-T LTQ FT Ultra, 

ThermoScientific, Bremen, Germany) foi ajustado para operar no modo positivo de íons e na 

gama de m/z de 100 – 1000. As condições de fonte de ESI foram como se segue: pressão do 

gás de 0,3 psi, tensão capilar de 3,1 kV, e íons de transferência capilar de 270 °C. Os espectros 

de massa foram adquiridos somando 100 microscans e processadas utilizando o software 

Xcalibur 2,0 (ThermoScientific, Bremen, Germany). 

Para a análise de RMN, a amostra do extrato aquoso foi solubilizada em DMSO-d6 e 

as análises realizadas foram RMN de 
1
H e 

13
C em espectrômetro Brucker® DPX-300, 

ajustado para operar a 300 MHz para RMN 
1
H e 75 MHz para RMN 

13
C  

 

 

5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

 

Para as análises toxicológicas, o extrato fúngico foi fornecido via oral nas quantidades 

de 10mg/Kg p.c, 100mg/Kg p.c e 1000mg/Kg p.c. 

Para realização do experimento in vivo foram utilizados 48 camundongos da linhagem 

Swiss recém-desmamados (15±5g), obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de 

Alfenas (UNIFAL/MG). Os animais foram divididos em oito grupos experimentais contendo 

seis animais em cada grupo (n=6), mantidos em sala climatizada sob a temperatura constante 

de 22 ± 2ºC; umidade relativa do ar de 50 ± 20%, com ciclo claro-escuro de 12 horas, durante 

o período de 14 dias. O regime alimentar e de água foi ad libitum, utilizando como dieta 

padrão a ração comercial Nuvilab. As três dosagens foram fornecidas via gavagem uma vez 
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ao dia durante os 14 dias experimentais. No 14º dia os animais dos grupos 5, 6, 7 e 8 

receberam Doxorrubicina (DXR-16 mg/kg p.c) via intraperitoneal e NaCl 0,9% (m/v). No 15º 

dia de experimento, foi realizada a eutanásia dos animais com a utilização de Cloridrato de 

Xilazina (0,05 mg a cada 100 g p.c) e Cloridrato de Ketamina 10% (0,1 mg a cada 100 g p.c) 

ambos da marca VETBRANDS. 

Para o desempenho de crescimento e utilização de nutrientes dos camundongos 

alimentados com dieta comercial, foram pesados a cada dois dias. Estes parâmetros foram 

avaliados em termos de índice de eficiência alimentar (FER), taxa de eficiência proteica 

(PER), o ganho de massa corporal (BMG), taxa de crescimento específico (SGR), conversão 

alimentar (FCR), que foram calculados pelas seguintes formulações: FER = ganho de 

peso/ração consumida, PER = ganho de peso (g)/proteína consumida (g), BMG (%) = [(massa 

corpórea final (g) – massa corpórea inicial (g))/massa corpórea inicial (g)] X 100, SGR (% 

por dia) = [(ln massa corpórea final (g) – ln massa corpórea inicial (g))/Números de dias 

tratamento] X100 (KUMAR, 2010; KALRA et al., 1998). Desse delineamento foram 

realizados os testes do cometa pela eletroforese do DNA de sangue periférico, teste de 

micronúcleo de medula óssea e estresse oxidativo. 

 

 

   Tabela 1- Delineamento Experimental 

Grupo/Gavagem Tratamento Dose EAS 

G1*/água NaCl - 

G2*/EAS** NaCl 0,9%*** 10 mg/Kg p.c 

G3*/EAS NaCl 0,9% 100 mg/Kg p.c 

G4*/EAS NaCl 0,9% 1000 mg/Kg p.c 

G5*/água DXR - 

G6*/EAS DXR**** 10 mg/Kg p.c 

G7*/EAS DXR 100 mg/Kg p.c 

G8*/EAS DXR 1000 mg/Kg p.c 

   *n=6;  

   **EAS= extrato aquoso de S. sclerotiorum; 

   ***NaCl 0,9% (m/v) =  dose equivalente (10 mL/Kg p.c) ao peso do animal (veículo); 

   ****DXR = doxorrubicina (16 mg/Kg p.c) agente intercalante de DNA e indutor de lesões                 

pré-neoplásicas em células da medula óssea. 

  Fonte: Do Autor. 
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5.4 TESTE DO MICRONÚCLEO EM MEDULA ÓSSEA E TESTE DO COMETA 

 

 

 

 

O teste do micronúcleo (MN) em medula óssea e cometa de sangue foram realizadas 

no Laboratório de Avaliação Nutricional e Toxicológica in vivo (LANTIN) da Universidade 

Federal de Alfenas, Alfenas, MG. 

A identificação do micronúcleo seguiu o método proposto por VENÂNCIO et al., 

2012, seguindo MACGREGOR et al., 1987, que consiste na análise de 2000 células por 

animal em microscópio (NIKON ECLIPSE 50i), com aumento de 1.000X. Para essa 

finalidade, as células de medula óssea foram coletas dos fêmures em soro fetal bovino (3mL), 

centrifugadas por 5 minutos a 106,21 g, descartado o sobrenadante e realizado os esfregaços 

em lâminas previamente codificadas. As células foram coradas após 24 horas do preparo das 

lâminas com corante Leishman (MERK) para diferenciar o eritrócito policromático (PCE) do 

eritrócito normocromático (NCE). 

O ensaio de cometa de sangue periférico foi executado, como descrito em TRIVEDI e 

JENA, 2012; AZEVEDO et al., 2007, com algumas modificações. Para este procedimento, 

7μL de sangue foram misturados com 73μL de agarose de ponto baixo de fusão (0,5% m/v) e 

dispostos em camadas sobre a superfície da lâmina (pré-revestidas com 1% de agarose de 

ponto normal de fusão), para formar um microgel e deixada a repousar a 4 ºC durante 20 

minutos. As lâminas foram então imersas em solução de lise (2,5 M de NaCl, 100 mM de 

EDTA, 10 mM Tris-HCl, pH 10,0), 1% de Triton X-100 e 10% de DMSO) a 4 ºC durante 24 

h. Após 24 h, as lâminas foram colocadas num tanque horizontal de eletroforese e o DNA foi 

deixado a descansar durante 20 minutos em solução alcalina contendo 300 mM de NaOH e 1 

mM de EDTA (pH> = 13,0). A eletroforese foi conduzida a 0,7 V/cm, 300 mA, 80 W, durante 

20 minutos numa unidade de eletroforese horizontal (LOCCUS BIOTECNOLOGIA/LPS-

300V, tensão máxima de 300v, corrente máxima de 500mA, tempo máximo 999min). Em 

seguida, as lâminas foram neutralizadas por 5 min, três vezes em tampão de neutralização (0,4 

M Tris, pH 7,5) e coradas com Gel Red (1:10.000 diluições), para análise de fluorescência. O 

DNA fluorescente marcado foi visualizado usando microscópio de fluorescência Nikon 

Eclipse 80i com uma ampliação de 400x, com filtro verde. Os parâmetros para a análise de 

dano de DNA incluem: tail moment (TM), intensidade da cauda (TI) e conteúdo de DNA na 

cauda do cometa (% de DNA in tail). Cinquenta células foram aleatoriamente contadas a 

partir de cada lâmina e um total de cem células foram contadas em cada animal e as imagens 
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resultantes foram capturadas em um computador e processados com software de análise de 

imagem (TriTek CometScore
TM

 freeware v1.5). 

 

 

5.5 ESTRESSE OXIDATIVO 

 

 

Para a análise de estresse oxidativo, foram determinados os níveis de MDA e GSH. 

Para essa finalidade, o fígado foi removido, congelado em nitrogênio líquido, posteriormente 

homogeneizado e centrifugado, e o sobrenadante foi utilizado para a determinação do teor de 

peroxidação lipídica, GSH, e teor de proteína. As amostras de fígado (1 g) foram misturados 

com 10 ml de KCl 1,15% (m/v), centrifugadas  durante 5 minutos a 424,84 g.  Assim, 500 µL 

desta, foi misturada com 1 mL TCA-TBA-HCl aquoso (TCA 15% v/v, TBA 3,7 g/L; HCL 

0,25 mol/L), foi aquecida num banho de água e fervido durante 15 minutos. Após 

arrefecimento em gelo, e centrifugação (1.301,07 g, 15 min), foi analisada em 

espectrofotômetro (BEL PHOTONICS 2000UV), a absorbância de 535 nm, com a utilização 

de um coeficiente de absorção molar de 22000 M
-1

cm
-1

 para MDA e expressa em nmol mg de 

proteína 
-1

 (MIHARA; UCHIYAMA, 1978). 

Para determinação de glutationa reduzida, seguiu-se o método de SEDLAK; 

LINDSAY, 1968, utilizando para a curva padrão a cisteína (2mmol/L). Na primeira etapa, 

adicionou-se 0,6 mL do homogenato hepático em 1,4 mL de água destilada e 0,1mL de 

solução de TCA 50%. Em seguida, os tubos foram homogeneizados em vórtex por 1 minuto e 

centrifugados a 955,89 g por 10 minutos. Na segunda etapa, foram adicionados 2,0 mL de 

solução tampão Tris e 0,1 mL de solução de 5‘,5‘ ditio-bis (2 ácido nitrobenzóico) (3,3-6) ou 

DTNB a 0,5 mL do sobrenadante da etapa anterior. Após 1 minuto de agitação em vórtex, as 

amostras ficaram em repouso por 15 minutos, quando seguiram para análise em 

espectrofotômetro (BEL PHOTONICS 2000UV) com leitura em triplicata a 412 nm. Para 

determinação de GSH foi realizado o cálculo da concentração de GSH = K médio x 

absorbância da amostra x fator de diluição. As medidas de Glutationa Reduzida foram 

expressas em mg/g de proteína. O conteúdo de proteína foi quantificado usando Bradford 

(BRADFORD, 1976). 
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5.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

 

O peso corpóreo, ganho de peso, consumo de ração dos animais, estresse oxidativo 

foram analisados por ANOVA seguido do teste de Tukey (JOHNSON e WICHERN, 1992). 

Para o teste de micronúcleo foi utilizada a análise de Qui-quadrado apresentada em 

AZEVEDO et al., 2010 e DRAGANO et al., 2010. No teste do cometa foi utilizado o método 

não paramétrico de Kruskal-Wallis, conforme sugerido por ANDERSON et al., 1998. Para 

isso foram utilizadas as medianas e medidas de semi-amplitude total. Para todos os testes foi 

considerado estatisticamente significante os resultados com p valor igual ou menor a 0,05. 
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6 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

 

Para a obtenção das estruturas de resistência, os escleródios foram isolados de 

segmentos de cultura pura de S. sclerotiorum, assegurando-se que os extratos produzidos eram 

livres de contaminação com outros fungos e de defensivos agrícolas. Quanto ao rendimento 

dos extratos, contatou-se que 60g de escleródios produziram 6,075 g de extrato aquoso 

liofilizado, correspondendo a 10% de rendimento.  

 

 

6.1 CARACTERIZAÇÃO PRELIMINAR DO EXTRATO AQUOSO DE S. 

SCLEROTIORUM POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

 

 

O estudo dos íons moleculares indicou a presença de monossacarídeo e dissacarídeo 

(Figura 16), sendo verificados os íons de m/z 205,07; 365,11 e 381,08. Evidencia-se que os 

monossacarídeos, dissacarídeos e polissacarídeos correspondem a cerca de 80% a 90% da 

composição química da parede celular dos fungos, sendo os outros componentes proteínas, 

lipídios, polifosfatos e íons inorgânicos que constituem a matriz de sustentação da parede 

celular (CABIB et al., 2001; LIPKE e OVALLE, 1998; MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 

1997; GORIN e BARRETO-BERGTER, 1983).  

No modo de ionização por ESI positivo, o íon mais abundante no espectro de massas 

foi com m/z 365,11[M + Na]
+
, possivelmente correspondente a trealose (C12H22O11), um 

dissacarídeo não redutor de glicose, composto por duas moléculas de glicose unidas por 

ligações α- α-1,1-glicosídicas, presente em bactérias, fungos, plantas e insetos (LUO; LI; 

WANG, 2008; DONG et al., 2007). Além do íon m/z 365,11, o espectro mostrou que o íon 

381,08 [M + K]
+
 também pode ser atribuído a trealose, assim como observado por BRIQUE 

et al., 2010, na purificação e caracterização estrutural de oligossacarídeos derivados de 

trealose em Sinorhizobium meliloti através da ESI-MS. A trealose pode ser hidrolisada pela 

enzima trealase, originando duas moléculas de glicose por uma de trealose (PATEL e 

DAVIES, 2010; STAMBUK et al., 1993; THEVELEIN, 1984). Em fungos filamentosos como 

S. sclerotiorum, a trealose está relacionada a várias condições fisiológicas tais como: períodos 

de crescimento reduzido, período de jejum durante o estresse oxidativo, escassez nutricional, 
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presença de metanol, pois serve como carboidrato reserva durante períodos sem proliferação 

(LUO; LI; WANG, 2008). 

O íon observado de m/z 205,07 [M+Na]
+
, possivelmente correspondente à fórmula 

molecular C6H14O6 pode ser atribuída ao manitol, um poliol monossacarídeo encontrado em 

leveduras e fungos. O manitol é um predominantemente um composto de carbono existente 

nos conídios de fungos filamentosos, onde protege as células do calor, do estresse osmótico e 

de danos oxidativos (RUIJTER et al., 2003). 

 

 

Figura 16 - Espectros obtidos por meio da análise por ESI(+)-MS (LTQ FT) dos compostos provenientes do 

extrato aquoso S. sclerotiorum. Faixa de aquisição entre m/z 100-1000 (destacando os íons m/z 205,07; 365,11 e 

381,08).  

 
Figura obtida utilizando o software Xcalibur 2,0 (ThermoScientific, Bremen, Germany). 

Fonte: Do Autor 
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6.2 CARACTERIZAÇÃO PRELIMINAR DO EXTRATO AQUOSO DE S. 

SCLEROTIORUM POR RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR 

 

 

O extrato aquoso de Sclerotinia sclerotiorum foi analisado por RMN de 
1
H e 

13
C.  A 

análise dos resultados por RMN sugerem a presença da trealose e do manitol no extrato 

fúngico. 

 

 

6.2.1 Trealose 

 

              Figura 17 - Representação estrutural da α, α - trealose 

 
                                                      Fonte: HAINES, 2003. 

 

 

Na análise do espectro de RMN 
1
H (Figura 19) foi observada a presença de sinais na 

região de açúcares e um dubleto em  4,87 (J = 3,5 Hz) característico de hidrogênio 

anomérico, possivelmente correspondente à trealose. 

No experimento de RMN 
1
H (Figura 20) foi observada a sobreposição de sinais que se 

desdobraram em um multipleto entre  3,59 e 3,53 correspondente aos H-2 e H-2‘, H-3 e H-

3‘, multipleto entre  3,48 – 3,45 (H-4 e H-4‘) e outra sobreposição de sinais em multipleto 

entre  3,66 – 3,62 correspondente aos H-5 e H-5‘, H-6 e H-6‘ (Tabela 2). 

No espectro de RMN de 
13

C (Figura 21), foram observados sinais dos seis átomos de 

carbonos, que somados aos de hidrogênio sugerem a presença da trealose. Observou-se sinais 

característicos do C-1 e C-1‘ ( 93,52), do C-2 e C-2‘ ( 71,72), C-3 e C-3‘ ( 73,23), C-4 e C-

4‘ ( 70,51), C-5 e C-5‘ ( 72,88) e C-6 e C-6‘ ( 61,15), conforme a tabela 2. 
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6.2.2 Manitol 

 

                  Figura 18 - Representação estrutural do manitol 

 
Fonte: COLLINS E FERRIER, 1995. 

 

 

O espectro de RMN 
1
H (Figura 19) apresentou sinais referentes a oito hidrogênios, um 

duplo dubleto em  3,23 (J = 9,5; 3,5 Hz) correspondente ao H-1 e H-1‘, um multipleto entre 

 3,59 e 3,53 correspondente aos H-2 e H-2‘, H-3 e H-3‘ que se apresentam em sobreposição 

com os mesmos hidrogênios da trealose (Figura 20) 

Na análise do espetro de 
13

C (Figura 21), observou-se os sinais dos três carbonos em  

72,0 (C-1 e C-1‘),  70,08 (C-2 e C-2‘) e  64,27 (C-3 e C-3‘), conforme a tabela 2. 

 

 

 Tabela 2 - Dados de RMN 
1
H e 

13
C para Trealose e Manitol presentes no extrato aquoso de S. sclerotiorum (

1
H- 300 

MHz; 
13

C- 75 MHz, DMSO , δ em ppm, J=Hz, M= mulitplicidade). 

Trealose Manitol 

 δ
1
H m 

J 

(Hz) 
n°H δ

13
C δ

1
H m J (Hz) n°H δ

13
C 

1 e 1’ 4,87 d 3,5 2H 93,52 3,23 dd 9,5; 3,5 4H 72,0 

2 e 2’ 3,59 – 3,53 m - 2H 71,72 3,59-3,53 m - 2H 70,08 

3 e 3’ 3,59 – 3,53 m - 2H 73,23 3,59- 3,53 m - 2H 64,27 

4 e 4’ 3,48 – 3,45 m - 2H 70,51      

5 e 5’ 3,66 – 3,62 m - 2H 72,88      

6 e 6’ 3,66 – 3,62 m - 4H 61,15      

Fonte: Do Autor 
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Figura 19 - Espectro de RMN de 
1
H da amostra do extrato aquoso S.s – ACMR (300 MHz, DMSO d6)  

ampliado de 3,0 – 5,0 ppm. 

 
Figura obtida a partir do programa MestReNova. 

Fonte: Do Autor 
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Figura 20 - Espectro de RMN de 
1
H da amostra do extrato aquoso S.s – ACMR (300 MHz, DMSO d6)  

ampliado de 3,2 – 3,7 ppm. 

 
Figura obtida a partir do programa MestReNova. 

Fonte: Do Autor 
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Figura 21: Espectro de RMN de 
13

C da amostra do extrato aquoso S.s – ACMR (75 MHz, DMSO d6) 

ampliado de 59 – 94 ppm. 

 
Figura obtida a partir do programa MestReNova. 

Fonte: Do Autor 
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6.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

 

Para a realização do estudo toxicológico da S. sclerotiorum in vivo, utilizou-se as 

formas de escleródios, as quais são as comumente encontradas nos grãos que chegam ao 

consumidor. 

Quanto aos resultados in vivo, a Tabela 3 apresenta o perfil de variação do peso 

corpóreo médio dos animais que foram utilizados na avaliação da mutagenicidade do extrato 

aquoso de S. sclerotiorum. Os resultados mostram que não houve diferença significativa entre 

os pesos dos animais do grupo controle, que recebeu somente ração comercial e água filtrada 

e dos que receberam extrato fúngico nas três concentrações testadas (10, 100 e 1000 mg/Kg 

p.c).  

As variáveis monitoradas (ganho de peso, consumo de ração, consumo de água, FER, 

PER, BMG, SGR e FCR) durante todo período experimental servem como um sensível 

indicador do estado geral do animal durante a sua vida (APPENZELLER et al., 2008). Sendo 

assim, os resultados das variáveis monitoradas neste delineamento experimental, indicam que 

o extrato aquoso de S.sclerotiorum em diferentes concentrações, não causou alterações 

nutricionais. Este aspecto é de fundamental relevância, uma vez que alterações metabólicas 

podem influir na avaliação de agentes mutagênicos e/ou antimutagênicos (RABELLO-GAY 

et al., 1985). 
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Tabela 3 - Média (X) e desvio padrão (DP) dos parâmetros da evolução nutricional dos animais durante o período experimental. 

Tratamento 

Ganho de* 

 peso (g) 

Consumo*  

ração (g) 

Consumo*  

água (mL) FER* FCR* PER* BMG* SGR* 

X DP X DP X DP X DP X DP X DP X DP X DP 

G1/NaCl -controle negativo 24,70 5,17 6,00 3,31 7,00 4,68 0,27 0,06 3,80 0,89 1,25 0,26 155,01 40,51 6,17 1,08 

G2/ NaCl + EAS 10 mg/Kg p.c 25,31 3,38 6,51 3,30 7,55 4,15 0,26 0,03 3,91 0,49 1,18 0,16 168,36 37,65 6,53 0,92 

G3/ NaCl + EAS 100 mg/Kg p.c 26,52 4,75 6,07 3,63 8,32 1,62 0,29 0,05 3,52 0,61 1,32 0,24 180,17 49,18 6,79 1,13 

G4/ NaCl + EAS 1000 mg/Kg p.c 25,27 4,75 6,81 3,74 10,88 1,94 0,20 0,05 5,12 1,05 0,92 0,21 142,43 25,59 5,87 0,69 

G5/DXR-controle positivo 22,35 1,81 6,29 3,34 6,75 3,43 0,24 0,02 4,24 0,33 1,08 0,09 120,87 8,61 5,28 0,25 

G6/DXR + EAS 10 mg/Kg p.c 22,05 1,59 7,44 2,66 7,83 1,54 0,20 0,01 5,08 0,37 0,90 0,06 128,88 18,90 5,50 0,54 

G7/DXR + EAS 100 mg/Kg p.c 26,37 3,21 5,72 3,26 7,39 2,04 0,31 0,04 3,30 0,42 1,40 0,17 152,62 19,53 6,16 0,50 

G8/DXR + EAS1000 mg/Kg p.c 21,42 4,77 8,65 4,48 12,25 1,84 0,19 0,03 5,37 0,83 0,86 0,12 129,96 26,98 5,51 0,76 

*Valores médios das variáveis monitoradas seguido do desvio padrão amostral das mesmas ao longo do período experimental. 

DXR: Doxorrubicina 16 mg kg-1 p.c.; NaCl: 0.9%  10 mL kg -1 p.c (veículo). 

FER = índice de eficiência alimentar; PER = taxa de eficiência proteica; BMG = ganho de massa corporal; SGR = taxa de crescimento específico; FCR = conversão 

alimentar. 

Conclusões: G2, G3 e G4 = G1 (controle negativo); G6, G7 e G8 = G5 (controle positivo); p < 0.05  

EAS= extrato aquoso de S. sclerotiorum 

Fonte: Do Autor 
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6.4 TESTE DO MN DE MEDULA ÓSSEA E TESTE DO COMETA 

 

 

A relevância deste ensaio in vivo, apresentada na Tabela 4, foi demonstrada pela 

resposta do grupo positivo/DXR, o qual exibiu aumentos significativos na frequência de 

MNPCE (1,23; 1,32; 1,38 % MN) quando comparada ao grupo de controle negativo/NaCl 

(0,56; 0,90; 1,01 % MN). 

Para a análise do efeito lesivo, foram comparados os grupos (G2, G3, G4) que 

receberam diferentes concentrações do extrato + NaCl (10, 100 e 1000 mg/Kg p.c) com o 

grupo controle negativo (G1). Observou-se que a exposição dos animais às diferentes 

concentrações do extrato induziu o aumento na frequência de MNPCE, correspondente a 

243,48; 391,30; 439,13 % de aumento de MNPCE, respectivamente. Esses valores 

evidenciam a magnitude do número de MNPCEs gerados de modo superior ao controle 

negativo (G1). Assim conclui-se que os três níveis do extrato aquoso de S. sclerotiorum 

apresentaram efeito mutagênico sobre a medula óssea dos camundongos.  

Considerando-se os grupos que receberam extrato fúngico + DXR, observou-se 

aumento na frequência de MNPCE nas três concentrações, quando comparado ao controle 

positivo (G5), evidenciando um efeito sinergístico do extrato aquoso de S. sclerotiorum frente 

DXR.  

Sendo assim, este resultado demonstra que o extrato fúngico foi capaz de potencializar 

os efeitos genotóxicos e citotóxicos do agente intercalante e clastogênico (DXR). Entre esses 

possíveis efeitos potencializados, podemos considerar a inibição da enzima topoisomerase II, 

ligases e helicases, formação de adutos com DNA e formação de radicais livres como: o 

radical superóxido, peróxido de hidrogênio e radical hidroxila (DESAI et. al., 2012; KIRSCH-

VOLDERS et. al, 2011; VENKATESH et al., 2007).  

Como o extrato aquoso do fungo é considerado uma matriz complexa, os seus 

compostos podem ter exercido efeito tóxico direto ou conversão metabólica em outros 

compostos citotóxicos (pró-oxidantes, agentes mutagênicos, inibidores de enzimas-chave). A 

ingestão do extrato fúngico quando associada a produtos químicos de dieta diferenciada, o uso 

de medicamentos e a presença de enzimas pode causar a interferência em vias metabólicas 

endógenas e induzir a atividade cancerígena (HODEK et al., 2009). 

Assim, a composição química do extrato fúngico não pode ser negligenciada, uma vez 

que, é provável que existam muitas interações sinérgicas entre seus componentes 
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biologicamente ativos. Em altas concentrações são capazes de exibir um efeito aditivo com a 

DXR, o mecanismo exato de que merece uma investigação mais aprofundada e detalhada. 
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Tabela 4 - Efeitos do Mofo Branco (Sclerotinia sclerotiorum) em frequências de PCE. 

Grupos/Tratamento Nº Cells NCE PCE PCE/NCE MNPCE %MN 
% Aumento  

de MNPCE 

G1/ NaCl-Controle Negativo 6 12000 2459 3542 1,44 46 2,3* - 

G2/ NaCl + EAS 10 mg/Kg p.c 6 12000 1953 4047 2,07 180 9,0* 391,30** 

G3/ NaCl + EAS 100 mg/Kg p.c 6 12000 2172 3257 1,49 202 10,1* 439,13** 

G4/ NaCl + EAS 1000 mg/Kg p.c 6 12000 2168 3822 1,76 112 5,6* 243,48** 

G5/DXR-Controle Positivo 6 12000 1825 4175 2,28 117 5,8* - 

G6/ DRX + EAS 10 mg/Kg p.c 6 12000 2032 3958 1,94 264 13,2* 225,64*** 

G7/DRX + EAS 100 mg/Kg p.c 6 12000 1952 4048 2,07 277 13,8* 236,75*** 

G8/ DRX + EAS 1000 mg/Kg p.c 5 10000 2054 2946 1,43 246 12,3* 210,26*** 

DXR: doxorrubicina 16 mg kg
-1

 p.c.; NaCl: 0.9% 10 mL kg 
-1

 p.c (veículo); NCE: eritrócito normocromático; PCE: eritrócito policromático;  

*Conclusões: G2, G3 e G4 > G1 (controle negativo);  G6, G7 e G8 > G5 (controle positivo); p < 0.05 (X²).  

MN: células micronucleadas. 2,000 células analisadas/animal. 

** % aumento de MNPCE com relação às lesões espontâneas G1(controle negativo) 

*** % aumento de MNPCE com relação às lesões induzidas G5 (controle positivo) 

EAS= extrato aquoso de S. sclerotiorum. 

Fonte: Do Autor.
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Os resultados da avaliação dos cometas pelo software CometScoreTM
 estão 

apresentados na Tabela 5. Os resultados mostraram diferenças entre o controle negativo (G1) 

e positivo (G5), evidenciando a sensibilidade do método para detectar lesões genômicas.  

Para a análise do efeito lesivo comparou-se o resultado do grupo negativo (G1-NaCl) 

com as três concentrações testadas (10, 100 e 1000 mg/Kg p.c). Assim, não houve diferença 

entre os tratamentos e as lesões espontâneas, indicando que o extrato aquoso de S. 

sclerotiorum não apresentou efeito genotóxico, ou seja, não causou lesões no DNA, não sendo 

mutagênico por esse teste. 

Para avaliação do efeito protetor/potencializador, foram comparados os grupos 

tratados com as três concentrações de extrato aquoso de S. sclerotiorum mais DXR (G6, G7 e 

G8) com o grupo controle positivo (G5-DXR). Os resultados mostram que eles não foram 

diferentes, ou seja, os extratos não exerceram influência sobre as atividades da DXR. Assim, 

os extratos não foram capazes de potencializar, conforme observado no teste do micronúcleo, 

nem de proteger de suas atividades genotóxicas.  

As diferenças observadas entre os resultados do teste do micronúcleo e cometa podem 

ser relativas à utilização de diferentes tipos celulares (eritrócitos para micronúcleo e linfócitos 

para o teste do cometa), além das especificidades desses testes. Assim, os danos observados 

são aqueles realmente produzidos pelo agente em questão, no caso a DXR.  

Tomados os resultados desses dois testes, poderíamos sugerir que esses extratos não 

causaram quebras no DNA, como sugerido pelo teste do cometa, porém podem ter exercido 

seus efeitos lesivos pelos outros mecanismos previamente citados por KIRSCH-VOLDER et 

al., 2011. Assim, os mecanismos da DXR potencializados pelos extratos fúngicos e detectados 

no teste do micronúcleo podem estar relacionados aos eventos mutacionais por rearranjos 

cromossômicos como um potente cancerígeno, mas não associados à fragmentação de DNA, a 

qual não foi detectada pelo teste do cometa (BATTY et al., 2012; DESAI et. al, 2012; 

VENKATESH et al., 2007).  
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Tabela 5 - Resultados do ensaio cometa alcalino de ratos tratados por 14 dias com extrato aquosos de S. 

sclerotiorum e doxorrubicina (DXR).  

GRUPOS/TRATAMENTO 
Tail moment % DNA in tail Tail intensity 

MD SA MD SA MD SA 

G1/NaCl - controle negativo 5,05* 4,00 11,71* 4,50 38.545,83* 17.484,50 

G2/ NaCl + EAS 10 mg/Kg p.c  5,82* 1,00 10,89* 3,50 42.778,00* 25.032,50 

G3/ NaCl + EAS 100 mg/Kg p.c  5,80* 1,00 11,28* 2,00 41.240,00* 5.230,50 

G4/ NaCl + EAS 1000 mg/Kg p.c  5,73* 4,00 11,81* 1,00 43.924,00* 10.211,50 

G5/DXR - controle positivo 17,16** 1,00 22,31** 2,00 61.264,00** 13.962,50 

G6/DXR + EAS 10 mg/Kg p.c  17,97** 2,50 25,32** 3,50 68.457,00** 10.742,00 

G7/DXR + EAS 100 mg/Kg p.c  18,37** 3,50 23,37** 2,50 63.689,75** 7.773,50 

G8/DXR + EAS 1000 mg/Kg p.c  15,35** 1,50 20,56** 1,50 60.177,00** 4.331,50 

DXR: doxorrubicina 16 mg kg
-1

 p.c.; NaCl: 0.9% 10 mL kg 
-1

 p.c (veículo). 

MD = mediana; SA = semiamplitude; tail moment = tail moment; % DNA in tail = conteúdo de DNA na cauda 

do cometa; Tail intensity = intensidade da cauda. 

*G2, G3 e G4 = G1 (controle negativo);  **G6, G7 e G8 = G5 (controle positivo); p < 0.05. 

EAS= extrato aquoso de S. sclerotiorum 

Fonte: Do Autor. 

 

 

6.5 ESTRESSE OXIDATIVO 

 

 

Devido à relevância das respostas oxidativas, para o estudo toxicológico/estresse 

oxidativo do extrato fúngico o fígado foi utilizado por ser órgão central no processo 

metabólico do organismo.  

As análises de estresse oxidativo dos fígados obtidos do delineamento experimental 

são apresentadas na Tabela 6. Nessa tabela pode-se observar que não houve diferença entre os 

grupos, ou seja, os resultados nos mostram que a DXR não elevou os níveis de MDA e 

glutationa reduzida, não interferindo nos processos oxidativos dos animais testados. Assim o 

resultado médio dos grupos experimentais foi de 2,57±0,77 nmol MDA.mg
-1

e de 0,036±0,02 

nmol GSH.mg
-1

. Entretanto, a DXR mostrou-se efetiva ao induzir danos nos animais pelos 

testes do micronúcleo e cometa. 

 A análise da glutationa reduzida tem importância pelo fato de ser um dos índices da 

capacidade total antioxidante do corpo após um estresse oxidativo, por ser um antioxidante 

multifuncional (SUN et al., 2010).  

Considerando-se esses aspectos, podemos discutir que a similaridade entre os 

resultados dos grupos com e sem DXR para os parâmetros GSH e MDA poderia ser relativo à 

rapidez da resposta orgânica e adaptação metabólica dos animais, os quais podem ter ocorrido 

no intervalo inferior a 24 horas, período em que ocorreu a aplicação da droga e coleta dos 
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fígados. Esse reparo foi observado por ZHIJIAN et al., 2010, que verificou diminuição dos 

efeitos lesivos da DXR, já no DNA, no período relativo a 6 horas após a exposição a essa 

droga. Nesse curto intervalo seriam gerados os compostos reativos e, consequentemente, 

disparados os processos (enzimáticos e químicos –vitaminas e elementos funcionais) para 

equilibrar os níveis de radicais livres, de substancias reativas (MULLER e BRUCHELT, 

1998), assim como os elementos produzidos durante o ataque oxidativo, entre elas 

poderíamos citar as estruturas reativas ao TBARS (MDA) e os níveis enzimáticos e seus 

cofatores (GSH) (SIES, 1993; SINGH et. al., 1988).  

 

 
Tabela 6 - Efeitos do Mofo Branco (Sclerotinia sclerotiorum) em níveis de GSH e MDA. 

Média ± Desvio padrão amostral; DXR: doxorrubicina 16 mg kg
-1

 p.c.; NaCl: 0.9% 10 mL kg 
-1

 p.c (veículo); GSH: 

Glutationa Reduzida; MDA: malondialdeído. 

Conclusão: G2, G3 e G4 = G1 (controle negativo);  G6, G7 e G8 = G5 (controle positivo); p < 0.05 

EAS= extrato aquoso de S. sclerotiorum. 

Fonte: Do Autor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRUPOS/TRATAMENTO GSH 

(nmol.mg
-1

 proteina) 

MDA 

(nmol.mg
-1

 proteina) 

G1/ NaCl  - Controle Negativo 0,027±0,013 2,06±1,06 

G2/ NaCl  + EAS 10mg/Kg p.c 0,021±0,013 1,79±0,98 

G3/ NaCl  +  EAS 100mg/Kg p.c 0,074±0,034 2,45±0,75 

G4/ NaCl  +  EAS 1000mg/Kg p.c 0,031±0,010 2,62±0,85 

G5/DXR - Controle Positivo 0,030±0,004 2,74±1,15 

G6/DXR +  EAS 10mg/Kg p.c 0,043±0,025 2,39±0,93 

G7/DXR + EAS 10mg/Kg p.c 0,033±0,019 2,52±1,28 

G8/DXR +  EAS 10mg/Kg p.c 0,028±0,009 2,86±1,83 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

Com os resultados de espectrometria de massas e Ressonância Magnética Nuclear 

verificou-se monossacarídeo, dissacarídeo como parte da composição química do fungo S. 

sclerotiorum, sugerindo a presença da trealose e do manitol.  

Foi observado pelo teste do micronúcleo que o extrato foi capaz de potencializar os 

efeitos genotóxicos e citotóxicos do agente intercalante e clastogênico (DXR). Entre esses 

possíveis efeitos potencializados, podemos considerar a inibição da enzima topoisomerase II, 

ligases e helicases, formação de adutos com DNA e formação de radicais livres como: o 

radical superóxido, peróxido de hidrogênio e radical hidroxila. Ao contrário, pelo teste do 

cometa, os extratos não exerceram efeito lesivo, nem potencializador/protetor das atividades 

da DXR.  

Tomados os resultados dos testes de MN e cometa, poderíamos sugerir que as doses 

experimentais não causaram quebras no DNA, como sugerido pelo teste do cometa, porém 

podem ter exercido os efeitos lesivos observados pelo MNPCE por outros mecanismos, como 

alterações nas fibras do fuso e rearranjos cromossômicos, mas não associados à fragmentação 

de DNA.  

Quanto ao resultado do estresse oxidativo, a similaridade entre os resultados dos 

grupos com e sem DXR para os parâmetros MDA e GSH poderia ser relativo à rapidez da 

resposta orgânica e adaptação metabólica dos animais.  

Desta forma, sugere-se que outros estudos químicos devem ser realizados de modo a 

obter a caracterização total da composição química deste fungo, bem como outras análises 

toxicológicas com os referidos compostos purificados, permitindo melhor entendimento de 

atuação deste fungo que é tão disponível nos alimentos que chegam ao consumidor. 
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