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TOXICOGENETICA E OS EFEITOS ANTITUMORAIS DE EXTRATOS OBTIDOS
DO Neonothopanus gardneri: POTENCIAL BIOTECNOLOGICO E FARMACEUTICO

RESUMO

As espécies do filo Basidiomycota, a exemplo do Neonothopanus gardneri, sdo ricas em
bioativos com potencial biotecnoldgico e farmacoldgico. Apresentam atividades anti-
inflamatdrias, antioxidantes, antimicrobianas, imunoestimulante, hipoglicemiante e
antitumoral. Entretanto, os estudos sobre essas propriedades com o N. gardneri ainda séo
incipientes. A terapia do cancer ainda apresenta diversos efeitos colaterais e riscos para
instabilidade genética em células ndo tumorais, 0 que suscita pesquisas com novos compostos.
Assim, o estudo teve por objetivos identificar alguns das substancias quimicas por abordagem
fitoquimica, cromatografia liquida e ressonancia magnética; além de avaliar os efeitos
toxicogenéticos e antitumorais dos extratos metanolico e acetato de etila obtidos do N.
gardneri, em Saccharomyces cerevisiae, modelos murinos para Sarcoma 180 e para o0 cancer
de mama. Em estudos de revisdo em peridédicos PubMed, Science Direct, Web of Science e
Scopus, utilizando os indexadores 'mushroom’, ‘bioluminescent musirooms’, ‘mushroom and
biological activities’, ‘mushroom and secondary metabolites’ ¢ ‘mushroom and antitumoral
activity’ foi possivel constatar que os metabolitos e compostos quimicos, obtidos dos
Basidiomycota, apresentam efeitos toxicos/citotoxicos por diversos mecanismos compativeis
com apoptoses. Em S. cerevisiae e em células de Sarcoma 180, os extratos em 500, 1000,
1500 e 2000 pg/mL foram avaliados quanto a danos oxidativos e viabilidade celular, com
aplicacdo do teste de microntcleos com bloqueio de citocinese em células de Sarcoma 180.
Em modelos para o cancer de mama, camundongos Swiss (20 a 50 g e 6 a 7 semanas de idade)
foram submetidos a administragdo do 7,12-dimetilbenzantraceno (6 mg.Kgv.0), durante onze
semanas, com monitoramento toxicolOgico e citogenético. A terapia com o extrato metandlico
foi feita na dose de 10 mg.kg'v.o; e com ciclofosfamida, em 25 mg.Kg? i.p. No extrato
metandlico foram encontrados alcaloides, agucares redutores, proteinas, catequinas, taninos e
depsideos e foram isoladas duas amidas inéditas: 7,8-di-hidroxi-13-oxo-heneicosa-9,11-
dienamida e 7,8 -di-hidroxi-13-oxo-octadeca-9,11-dienamida como metabolitos. Em S.
cerevisiae, nas duas maiores concentracdes, 0s extratos induziram danos oxidativos; mas, nas
menores, foram antioxidantes. Citotoxicidade foi observada para todas as concentragdes, em
Sarcoma 180, na coloracdo Tripan, como também pelos indices de divisdo nuclear sem e com
apoptoses e necroses; e por danos genotoxicos similares a doxorrubicina (2 pg/mL). No
monitoramento toxicoldgico (comportamental [campo aberto, rota rod], peso de Orgaos,
hematoldgico e bioquimico para enzimas renais e hepéticas) ndo foram observadas alteragdes
comportamentais, renais e hipocraticas. Mas, observou-se alteracdes em plaquetas e em
enzimas hepéaticas. Em camundongos fémeas, o carcinoma mamario ductal invasivo foi
observado na mama direita, por analises histopatoldgicas e por marcacdo de Ki67. O extrato
metandlico teve efeitos antitumorais para o carcinoma mamario com menos danos em tecidos
ndo neoplasicos (medula, figado e linfocitos de sangue periférico), de forma contréria ao
observado para a ciclofosfamida (25 mg.Kg™ i.p), durante as trés semanas de terapias. Efeitos
antitumorais do extrato foram observados por mecanismos associados a danos ao DNA e
indugédo de apoptoses, possivelmente, com incluséo de danos oxidativos induzidos por seus
bioativos. As substancias isoladas ainda devem ser testados como produtos naturais para
formulagdes antitumorais.

Palavras chave: Neonothopanus gardneri, danos ao DNA, apoptose, antitumorais



TOXICOGENETIC AND THE ANTITUMOR EFFECTS OF EXTRACTS
OBTAINED FROM Neonothopanus gardneri: BIOTECHNOLOGICAL AND
PHARMACEUTICAL POTENTIAL

ABSTRACT

The species of the phylum Basidiomycota, like the Neonothopanus gardneri, are rich in
bioactive with biotechnological and pharmacological potential. They present anti-
inflammatory, anti-oxidant, antimicrobial, immunostimulatory, hypoglycemic and anti-tumor
activities. However, studies on these properties with N. gardneri are still rare. Cancer therapy
still has several side effects and risks for genetic instability, especially in non-tumor cells,
which raises research with new compounds. Thus, the study aimed to identify some of the
chemical compounds by phytochemistry, liquid chromatography and magnetic resonance; in
addition to evaluating the toxicogenic and antitumor effects of the methanolic and ethyl
acetate extracts obtained from N. gardneri, Saccharomyces cerevisiae, murine models for
Sarcoma 180 and for breast cancer. In review studies in PubMed, Science Direct, Web of
Science and Scopus periodicals, using the indexes 'mushroom’, ‘bioluminescent mushrooms’,
'mushroom and biological activities', 'mushroom and secondary metabolites' and 'mushroom
and antitumoral activity' It is possible to verify that the metabolites and chemical compounds
obtained from Basidiomycota present toxic/cytotoxic effects by several mechanisms
compatible with apoptosis. In S. cerevisiae and Sarcoma 180 cells, extracts at 500, 1000, 1500
and 2000 pg/mL were evaluated for oxidative damage and cell viability, with the application
of the micronucleus test with blocking of cytokinesis in Sarcoma 180 cells. In breast cancer
models, Swiss (20 to 50 g and 6 to 7 weeks of age) underwent 7,12-dimethylbenzanthracene
(6 mg.Kglv.0) for eleven weeks, with toxicological monitoring and cytogenetic. Therapy
with the methanolic extract was done at a dose of 10 mg.kg*v.o; and cyclophosphamide at 25
mg.Kg? i.p. In the methanolic extract, alkaloids, reducing sugars, proteins, catechins, tannins
and depsitions were identified and two novel amides were isolated: 7,8-dihydroxy-13-oxo-
heneicosa-9,11-dienamide and 7,8- hydroxy-13-oxo-octadeca-9,11-dienamide as major
isolates. In S. cerevisiae, in the two highest concentrations, the extracts induced oxidative
damages; but in the minor ones they were antioxidants. Cytotoxicities were observed for all
concentrations, in Sarcoma 180, in Tripan staining, as well as by nuclear division indices with
and without apoptosis and necrosis; and genotoxic damage similar to doxorubicin (2 pg/mL).
In the toxicological monitoring (behavioral [open field, rotated rod], organ weight,
hematological and biochemical for renal and hepatic enzymes) no behavioral, renal and
hippocratic changes were observed. However, alterations in platelets and liver enzymes were
observed. In female mice, invasive ductal mammary carcinoma was observed in the right
breast, by histopathological analysis and by Ki67 labeling. The extract had antitumor effects
for mammary carcinoma with less damage in non-neoplastic tissues (medulla, liver and
peripheral blood lymphocytes), contrary to that observed for cyclophosphamide (25 mg.Kg™
I.p) during the three weeks of therapies. Antitumor effects of the extract were observed by
mechanisms associated with DNA damage and induction of apoptosis, possibly with the
inclusion of oxidative damage induced by its bioactives. However, the compounds alone must
still be tested as natural products for antitumor formulations

Keywords: Neonothopanus gardneri, DNA damage, apoptosis, antitumor.
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de 400 células (n=3) com citoplasma acastanhado (aumento de 200X).

Figura 7. Efeitos antitumorais do extrato metanolico (EM) obtido do N. gardneri em mama,
medula 6ssea, figado e leucocitos de camundongos fémeas pela inducdo de genotoxicidade.
DMBA (6 mg/kg); EM (10 mg/kg) e CPA (25 mg/kg). Veiculo (azeite de oliva).Média £ desvio 178
padrdo (n=5). p<0,05 comparado ao grupo azeite, °p<0,05 comparado ao DMBA e °p<0,05
comparado ao CPA (ANOVA, duas vias, pds-teste de Tukey).

Figura 8. Efeitos antitumorais do extrato metandlico (EM) obtido do N.gardneri em
carcinoma mamario, figado, medula e linfécitos de sangue periférico por indugdo de apoptoses.
Valores representam a media + desvio padrdo (n = 5). EM (10 mg/kg); DMBA = 7,12- 179
dimetilbenzantraceno (6 mg/kg semanal); CPA (25 mg/kg) = ciclofosfamida. ANOVA (duas

vias), pos-teste de Tukey.  p<0,05 comparado ao Azeite, ® p<0,05 comparado ao DMBA ¢ ©
p<0,05 comparado ao CPA".
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1 INTRODUCAO

O cancer € um conjunto de doencas que envolve fatores moleculares, celulares e
teciduais e que presume iniciagbes mutagénicas capazes de provocar metastases
(TOMASETTI et al., 2017). Epidemiologicamente, os canceres sdo originados pela exposicéo
continua a agentes genotoxicos e/ou mutagénicos, porém a susceptibilidade individual
depende tanto da predisposicdo genética quanto do estilo de vida e habitos nutricionais
(HUANG, 2013). Estima-se que, no biénio 2018-2019, havera 600.000 novos casos de cancer
no Brasil. A maior incidéncia é cancer de prostata e o cancer de mama feminino, o que
provavelmente afetara cerca de 68.000 e 60.000 homens e mulheres, respectivamente. Com
excecdo do cancer de pele ndo melanoma, os canceres mais comuns em mulheres sdo cancer
de mama, colorretal, cervical, pulmonar e tireoidiano, com frequéncia de 29,5%, 9,4%, 8,1%,
6,2% e 4,0%, respectivamente (INCA, 2018).

A mama feminina é composta de l6bulos (glandulas produtoras de leite), ductos
(pequenos tubos que transportam o leite dos I6bulos ao mamilo) e estroma (tecido adiposo e
tecido conjuntivo que envolvem os ductos e l6bulos, vasos sanguineos e vasos linfaticos)
(HUNT; MITTENDORF, 2017). A maioria dos canceres de mama comega nas células que
revestem os ductos (carcinoma ductal) (LOPEZ-GARCIA et al., 2010). Alguns comegam nas
células que revestem os lobulos (carcinoma lobular), enquanto um ndmero pequeno se
desenvolve em outros tecidos (LAKHANI et al., 2012).

O cancer esta entre as doencas que causam mais morte no mundo; e, entre mulheres, o
tumor de mama é predominante (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018). Outro tipo de cancer
que, diferente do cancer de mama, é considerado raro, € o sarcoma de partes moles, ja que sua
recorréncia é de 1% em adultos e 15% em criancas, sendo dificil diagnostica-lo devido a
auséncia de sintomas que permitam detectar precocemente (SILVA; DE CASTRO et al.,
2009).

O uso de modelos experimentais esta sendo de grande relevancia no descobrimento de
novos farmacos antineoplasicos, como também no aperfeicoamento dos métodos para
prevenir, diagnosticar e tratar doencas em humanos (LIU et al., 2015). O modelo de
carcinogénese mamaria que utiliza o 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) apresenta
caracteristicas relevantes como homogeneidade, reprodutibilidade e geracdo de tumores de
forma rapida e é bastante utilizado na pesquisa de compostos antitumorais (ARROYO-

ACEVEDO et al., 2015; ABBA et al., 2016). Os modelos in vitro, como as culturas de
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linhagens tumorais, a exemplo da linhagem leucémica promielocitica aguda HL-60; e in vivo,
como culturas primarias de células tumorais de Sarcoma 180, contribuem para 0s avangos na
pesquisa oncoldgica, pois sdo modelos promissores utilizados em laboratérios para estudo da
biologia do céncer além do seu uso para testar a eficicia terapéutica de novos agentes
antitumorais (GILLET; VARMA; GOTTESMAN, 2013; CHEN et al., 2015).

As drogas utilizadas no tratamento de neoplasias, de maneira geral, apresentam
atividade citotoxica, agindo na inibicdo do crescimento celular. A maioria dos agentes
quimioterapicos age ndo especificamente sobre células neoplésicas, afetando também as
células normais, o que resulta em uma ampla gama de reacfes adversas em praticamente
todos os tecidos do organismo (FREEDMAN; PATRIDGE, 2011). Chakraborty et al. (2012)
relatam que as pesquisas sempre buscam uma maior seletividade, a fim de diminuir os efeitos
colaterais em células normais. Assim, o desenvolvimento de novos principios ativos, bem
como sistemas de entrega de compostos ativos e o descobrimento de novos alvos de acéo séo
fundamentais para o avanco na terapia oncologica.

Estudos sobre cogumelos com aplicagfes medicinais tém se expandido nos ultimos
anos. A explicacao cientifica sobre as fungbes dos compostos derivados do cogumelo no
sistema humano estd sendo cada vez mais estabelecida (SHIRMILA e RADHAMANY,
2012). No que se referem as propriedades apresentadas pelos cogumelos, destacam-se as
atividades: alimentares e nutracéuticas (CHANG; BUSWELL, 1996; LIN e LIN, 1997,
RUBEL, 2006; FAN et al., 2006), antimicrobiana (POUCHERET; FONS; RAPIOR, 2006;
FAN et al., 2006; IMITIAJ; LEE, 2007), antiviral (FAN et al., 2006), potencial para controle
de doencas de plantas causadas por micro-organismos (KOBAYASHI; HIRAMATSU;
AKATSUKA, 1997; DI PIERO; PASCHOLATI, 2004) e antitumoral (OLIVEIRA, 2015).

O cogumelo Neonothopanus gardneri (fungo bioluminescente) ja foi encontrado nos
estados do Piaui, Tocantins, Goias e Maranhdo (OLIVEIRA et al, 2013). Essa espécie €
caracterizada por corpos de frutificagdo muito maiores e que emitem luz mais intensa do que
os outros (VENTURA et al, 2015). Na literatura existem poucos estudos que caracterizem
atividades biolégicas do género Neonothopanus. Este estudo objetivou avaliar os efeitos
toxicogenéticos e antitumorais de extratos obtidos do N. gardneri em modelos murinos para
Sarcoma 180 e para o cancer de mama, com aplicacdo de biomarcadores toxicogenéticos
(comportamentais, bioquimicos, hematologicos, histopatoldgicos, imunohistoquimico,

genotoxico e citogenéticos) implicados em mecanismos antitumorais.
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A tese esta dividida em trés capitulos: O primeiro versa sobre uma revisao sistematica
das atividades biologicas e farmacoldgicas de substancias isoladas de fungos do filo
Basidiomycota, incluindo a espécie Neonothopanus gardneri; o segundo capitulo relata as
atividades dos extratos metandlico e acetato de etila obtidos do N. gardneri como oxidante e
antioxidante frente aos danos induzidos pelo perdxido de hidrogénio em Saccharomyces
cerevisiae e os efeitos antitumorais em células de Sarcoma 180; e no terceiro capitulo estdo
relatados os efeitos antitumorais do extrato metanolico de N. gardneri em modelo murino

para cancer de mama induzido pelo DMBA (Figura 1).
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Figura 1. Esquema representativo da tese.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar os efeitos toxicogenéticos dos extratos metanolico e acetato de etila obtidos do
Neonothopanus gardneri, bem como os efeitos antitumorais do extrato metandlico em

modelos murinos para Sarcoma 180 e para o cancer de mama.

2.2 Especificos

e Coletar e identificar o N. gardneri e obter os extratos metandlico e acetato de etila;

e Isolar e caracterizar alguns dos metabolitos secundarios presentes no extrato
metanolico de N. gardneri por cromatografia liquida de alta eficiéncia e ressonancia
magnética nuclear;

o Verificar os efeitos oxidantes/antioxidantes dos extratos metanolico e acetato de etila
em S. cerevisiae proficientes e mutadas em defesas antioxidantes para as enzimas
superdxido dismutase citoplasmatica, mitocondrial e duplos mutantes, bem como para
catalase e mutante;

e Auvaliar os efeitos toxicogenéticos e antitumorais dos extratos metanolico e acetato de
etila em modelos murinos para Sarcoma 180 (células do liquido ascitico) com
aplicacdo do Ensaio Cometa e Teste de Micronucleos;

e Realizar o monitoramento toxicoldgico com os testes de campo aberto, rota rod e
screening hipocréatico, além do perfil hematoldgico, bioguimico, histopatoldgico e
imuno-histoquimico durante a inducdo do cancer de mama com 7,12 -
dimetilbenzantraceno e terapia com o extrato metandlico em camundongos fémeas;

e Auvaliar os efeitos toxicogenéticos e antitumorais dos extratos metandlicos em modelos
murinos para cancer de mama (carcinoma ductal), com aplicacdo do Ensaio Cometa e
Teste de Microndcleos.

e Caracterizar 0s mecanismos citogenéticos indicativos da atividade antitumoral do
extrato metanolico de N. gardneri em camundongos fémeas com carcinoma ductal em
mama.

e Comparar a potencialidade antitumoral do extrato metanolico com quimioterapicos

atualmente utilizados no tratamento do cancer.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 A instabilidade genética, reparo de DNA e cancer.

3.1.1 Instabilidade genética

Como decorréncia do progresso e da modernizagdo, o0 homem vem sendo exposto a
agentes quimicos, fisicos e bioldgicos, que podem induzir alteracbes ao material genético
(THOMAS et al., 2011; AKHTAR et al., 2016). As células humanas sdo, diariamente,
expostas a riscos de danos no seu material genético, cujas fontes podem ter origem exdgenas
(toxinas de plantas, raios UV, raios X e gama, quimicos mutagénicos, quimioterapicos e
virus) e endogenas (producdo de espécies reativas de oxigénio e geracdo de radicais livres,
metabdlitos de estrogenos, desaminacgdes, alquilacbes), que podem ocasionar danos ao
material genético. O aumento dos niveis de danos ao DNA e 0s mecanismos de reparos
ineficientes sdo eventos moleculares de muitas patogéneses e de muitas doencas relacionadas
ao estilo de vida, tais como o cancer e as doencas neurodegenerativas, levando a instabilidade
genética (Figura 1) (GUNASEKARANA, RAJ, CHAND, 2015; ROOS; THOMAS; KAINA,
2016).

Figura 1. Danos ao DNA e respostas celulares
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Fonte: Adaptada de ROOS; THOMAS; KAINA (2016).
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A molécula de DNA, embora tenha a importante funcdo bioldgica de conter e
transmitir a informacdo genética das células, ndo é inerte. O material genético esta,
continuamente, exposto a uma gama de agentes genotoxicos, que podem ocasionar lesées no
DNA e, consequentemente, levar a instabilidade genética. A instabilidade genética se associa
a uma maior propensdo ao acumulo de danos ao material genético (O’CONNOR, 2015).
Quando o DNA ¢é lesado, seja por quebras, ligacdo de aductos, delecdo, inser¢do ou
substituicdo de nucleotideos (GAVANDE et al., 2016), ocorrem eventos inter e intracelulares
a fim de detectar e reparar tais danos (KANG et al., 2015). Nesses eventos incluem-se a
parada do ciclo celular, controle da replicacdo do DNA e reparo desses danos no DNA
(CICCIA; ELLEDGE, 2010). Tem-se sugerido que todos os canceres apresentam defeitos no
reparo do material genético (GAVANDE et al., 2016).

De fato, os sistemas de reparo do DNA s&o mecanismos de defesa universais das
células, e o seu bom funcionamento é fundamental para a manutencdo da integridade do
genoma (PUIGVERT; SANJIV; HELLEDAY, 2016). A instabilidade genémica leva ao
acumulo de mutagdes na molécula da vida, o DNA (BONASSI et al., 2011; BURRELL,;
SWANTON, 2014). A instabilidade gendmica ocasiona sinalizagdo ploriferativa, evaséo de
supressores de crescimento, resisténcia a morte celular, inducdo da angiogénese, invasao e
metastase, reprogramacdo do metabolismo energético, fugindo da destruicdo imunoldgica
(WANG; LI 2014). Altos niveis de danos ao DNA sdo correlacionados com diferentes tipos
de cancer, incluindo o cancer de mama (COLLINS et al., 2014 (a); GOMES JUNIOR et al.,
2015; NIKOLAEV; YANG, 2017; TUBBS; NUSSENZWEIG, 2017).

A idade, sexo e constituicdo genética se apresentam como fatores enddgenos
relacionados com a predisposicdo para o acometimento de mutacdes sobre a molécula de
DNA. Habitos de consumo e alimentacdo, exposicdo a medicamentos e outros agentes
quimicos, fisicos e bioldgicos surgem como fatores exdgenos aos organismos quanto a
probabilidade de influenciarem alteracbes morfolégicas no DNA. Estes agentes podem estar
ligados a interferéncias funcionais, espontaneas ou induzidas, no material genético, o que ira
gerar efeitos silenciosos ou ndo aos organismos (TORRES-BUGARIN et al., 2014; BITGEN
et al., 2016). Os agentes antineoplasicos apresentam atividade citotoxica (FREEDMAN E
PATRIDGE, 2011) e toxica (REIS-FILHO, 2006; JESUS et al., 2016) devido a danos ao
DNA (URIOL et al., 2013).
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Para a manutencdo da estabilidade e integridade genémica celular se faz necessario o
bom funcionamento da maquinaria de reparo de danos ao material genético, pois falhas nesse
processo podem ocasionar alteracbes gendmicas, tais como: aberracdes cromossémicas
(translocacbes, perda de cromossomos) e mutacbes, que levam ao inicio de alteracdes
fisiologicas celulares, que iniciam o processo tumoral (BARTKOVA et al., 2005; KHANNA,
2015; CECCALDI; RONDINELLI; D’ANDREA, 2016; TUBBS; NUSSENZWEIG, 2017).
Fergunson et al. (2015) concordaram que a instabilidade genémica esta envolvida no inicio,
progressao e prognéstico do cancer; e apontaram 0s mecanismos de instabilidade genética,
além das prioridades para a prevencdo desta patologia, dentre os quais: prevencdo de danos ao
DNA, aumento da capacidade de reparo, diminuicdo de reparo deficiente, impedir o
agrupamento de centrossoma e inibir atividade da telomerase. Durante a replicacdo do DNA,
na fase S da divisdo celular, ocorrem erros que podem ocasionar a segregacdo de

cromossomos e levar as aneuploidias (Figura 2).

Figura 2. Instabilidade gendmica e reparo de DNA
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Como relatado, diversos agentes danificam o DNA (metabolitos endogenos,
carcindgenos ambientais, medicamentos, terapias oncoldgicas, radiacdes ionizantes e nédo
ionizantes) e as células respondem a esses danos por diversos mecanismos de ativacdo de
redes de sinalizagdes para reparo, sobrevivéncia ou para morte celular (VOULGARIDOU et
al., 2011). Diversos fatores estdo envolvidos nessa sinalizacdo, tais como o0s de
reconhecimentos dos danos, reparacdo (proteinas DDR, ATM, ATR, DNA PK, p53)
tolerancia, apoptoses, necroses, autofagia e senescéncia. Esses fatores, também, séo alterados
em terapias oncolodgicas. Entretanto, em baixos niveis de danos ao DNA sdo ativados diversos
genes tais como: XPF, XPG, DDB2, XPC, XRCC1(ROOS; THOMAS; KAINA, 2016).

O DNA lesionado segue, obrigatoriamente, trés vias fisiologicas a depender da
funcionalidade dos mecanismos endogenos relacionados a reparacdo de danos no material
genético. Na auséncia de reparagdo dos danos sobre o material genético, 0 mesmo perde as
atividades, que seriam conferidas ap6s a codificacdo genética daquele segmento. Caso o
reparo seja incorreto, mutacdes podem ser geradas, por exemplo, pelo mau pareamento de
bases nitrogenadas. Entretanto, quando o sistema de reparo responde corretamente, 0 DNA é
completamente restaurado (FENECH, 2007). O néo reparo ocasiona mutacdes e instabilidade
gendmica em tecidos normais (ECCLES; O'NEILL; LOMAX, 2011; NIKITAKI et al., 2016).

3.1.2 Instabilidade genética, estresse oxidativo e defesas antioxidantes

O dano celular causado pelos radicais livres parece ser um contribuinte importante
para o envelhecimento e doencas degenerativas do envelhecimento, como cancer, doencas
cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imunoldgico, doencas hepaticas, diabetes
mellitus, inflamacg&o, insuficiéncia renal, dentre outras (HALLIWELL, 1994; KOZARSKI et
al., 2015). Ha cerca de 2,45 bilhdes de anos, o oxigénio molecular foi introduzido em nosso
ambiente pelos organismos fotossintéticos evoluindo em O e as espécies reativas de oxigénio
(ROS), as quais estiveram presentes desde entdo na vida aerébica (KUMP, 2008). Tais
espéecies se encontram relacionadas com varias patologias, tais como artrite, choque
hemorragico, doencas do coracdo, catarata, disfungdes cognitivas, aterosclerose,
envelhecimento e, em especial, o cancer (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

A molécula de O> pode gerar radical livre que conduz a geracdo de ERO’s e pode
danificar as celulas de todos os organismos. Um radical livre € um composto quimico, que

contétm um ou mais elétrons ndo emparelhados em orbitais atbmicos ou moleculares

25



(HALLIWELL, 1994). As moléculas reativas, tais como: o anion superoxido (02™), o radical
hidroxila ("OH), o ion hidroxila (OH"), o 6xido nitrico (NO) e o perdxido de hidrogénio
(H202) séo radicais livres e formas moleculares ndo radicais, respectivamente derivadas de
oxigénio molecular. Os radicais livres sdo instaveis e podem reagir com diversos compostos
celulares. O cérebro esta exposto a varios radicais livres, uma vez que estes participam de
reacOes essenciais, sdo, constantemente, formados e podem se tornar prejudiciais quando sua
producdo se encontra superior ao normal pelos sistemas oxidantes (FREEMAN; KELLER
2012).

Os elétrons livres, que caracterizam o radical, estdo geralmente nos atomos de
oxigénio, enxofre e nitrogénio, culminando no surgimento das chamadas espécies reativas.
Dentre estas, destacam-se as espécies reativas derivadas de oxigénio (ERO’s), as derivadas de
nitrogénio (ERN’s) resultantes da decomposicdo do éxido nitrico (NO); e as derivadas de
enxofre (ERE’s), formadas a partir de reagdes de tidis com ERO’s .Por sua vez, as ERO’s
incluem o &nion superéxido (0%), oxigénio singlete (O?), radical hidroxila (*OH) e o radical
hidroperoxila (HO?:) (ABDALLA; FAINE, 2008; CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Nos seres humanos, a oxidagcdo € um processo que 0 corpo usa para producdo normal
de energia e funcdo imunolégica. Esta é a parte do processo que permite que 0 corpo
transforme os nutrientes, tais como hidratos de carbono, gorduras e proteinas em energia.
Durante a oxidagdo, as ERO’s sdo produzidas em baixos niveis em condi¢des fisiologicas
normais, que sdo necessarias para manter funcdes celulares e os sistemas enddgenos de
defesas antioxidantes para evitar quaisquer efeitos nocivos. No entanto, ERO’s em altas
concentracdes sdo, extremamente, prejudiciais para organismos. Quando seu nivel excede 0s
mecanismos de defesa, elas podem afetar muitas funcdes celulares por danificar acidos
nucleicos, oxidando proteinas e causando peroxidacio lipidica (SANCHEZ, 2017).

As ERO’s podem ser produzidas por fontes externas (por exemplo: fumo do tabaco,
0zOnio, estresse, etc.) ou como subprodutos durante o transporte de elétrons mitocondriais na
respiracdo aerébia ou por enzimas oxirredutases e oxidacdo catalisada por metal
(CEDERBAUM; LU; WU, 2009). Pelo fato de serem reativos, os radicais procuram maneiras
de emparelhar seu elétron. Assim, os radicais atacam, frequentemente, compostos quimicos
proximos. Estes compostos quimicos podem estar envolvidos em reaces enzimaticas
importantes, podem ser componentes de paredes celulares, ou podem fazer parte de uma
molécula de DNA. Se a sua estrutura quimica é alterada, a sua funcdo na celula pode ser
perdida e o resultado pode ser a senescéncia celular ou apoptose (SANCHEZ, 2017).
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A neutralizagdo de radicais livres ou radicais peroxidos por um agente antioxidante é
importante para a protecdo celular contra estresse oxidativo. Neste sentido, os antioxidantes
sdo substancias quimicas que inibem a reacdo de oxidacdo dos radicais livres através da troca
de um de seus proprios elétrons com as moléculas de radicais livres para estabiliza-los. Estes
compostos podem ser antioxidantes endégenos ou obtidos com a dieta, tais como polifenol,
vitamina A (carotenoides), vitamina E (a-tocoferol), B-glicano ou proteinas e antioxidantes de
baixo peso molecular, tais como &cido ascorbico (vitamina C), glutationa (GSH) (SANCHEZ,
2017). A glutationa pode ser a defesa intracelular mais importante contra os efeitos deletérios
das ERO's. E um tripeptideo (glutamil-cisteinil-glicina), que proporciona um grupo sulfidrilo
exposto como alvo para ataque. As proteinas e enzimas de ligacdo a metais também sdo
proteinas antioxidantes. As enzimas que podem combater a formacéo de radicais livres e a sua
propagacao sdo a superoxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx); e enzimas que
repararam ou eliminam danos contra biomoléculas, incluem: lipase, peptidase, transferase,
entre outras (POPRAC et al, 2017).

As ERO’s sdo poderosos agentes que danificam o DNA, causando rupturas, alteragdes
em bases de guanina e timina e translocacgdes entre cromatides irmas. Essas alteracdes podem
levar a inativacdo de genes supressores de tumores como o p53 e ATM ou levar ao aumento
da expressao génica de proto-oncogenes (FERRAIUOLO et al., 2017).

A extensdo desses danos ocasionados pelas ERO’s pode ser potencializada ou
minimizada a partir dos mecanismos de defesas antioxidantes enzimaticos ou néo
enzimaticos. Enzimas tais como: a superéxido dismutase (SOD), que esta presente no citosol
e na mitocondria, catalisa a dismutagdo do anion superéxido (O2) em H20,. Esta enzima esta
presente na célula em sua isoforma com diferentes grupos prostéticos: isoforma SOD-cobre-
zinco citossolica e a SOD-manganés mitocondrial. A catalase (CAT) é uma hemeproteina
tetramétrica citoplasmatica codificada por um Unico gene em espécies de mamiferos, que
converte 0 H>O2 em oxigénio molecular e agua. A glutationa peroxidase (GPx) catalisa a
degradacdo de H»0O. e hidroperoxidos provenientes da degradacdo de &cidos graxos
insaturados. As vitaminas A, C, E, e selénio sdo importantes antioxidantes ndo enzimaticos de
origem, especialmente, dietética (BARBOSA et al., 2010). Em sintese, 0 estresse oxidativo
ocasionado por processos metabdlitos enddgenos (Figura 3), especialmente induzidos pelo
peréxido de hidrogénio (radical superoxido) e Oxido nitrico é neutralizado por enzimas
antioxidantes, como citado anteriormente, a exemplo da SOD, GSH e CAT que podem

prevenir a instabilidade genética ocasionada por danos oxidativo (IMAM et al., 2017).
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Figura 3. Estresse oxidativo e defesas antioxidantes.
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3.1.3 Reparo de DNA

A combinacédo dos altos niveis de danos ao DNA, com as deficiéncias em reparo de
danos, € um importante parametro de distincdo entre uma célula cancerosa e uma ndo
cancerosa (LAWRENCE et al., 2014). A instabilidade genética no cancer pode influenciar
para a diversidade fenotipica observada entre os pacientes, por heterogeneidade intratumoral,
0 que leva a pobres prognosticos para a terapia, com implicacfes imunogénicas e mais
sensibilidade a danos ao DNA (ANDOR; MALEY:; JI, 2017), como os danos genémicos do
tipo quebras de fitas duplas que impedem as células de entrar em mitose podendo induzir
segregacdo cromossdmicas, como também, instabilidades cromossémicas numéricas e
estruturais (BAKHOUM et al., 2017).

A perda do reparo por erro de pareamento de bases (mismatch repair - MMR) pode
ocasionar mutacGes em células somaticas e germinativas, alem de silenciamento de genes,
como observado em tumores do colorretal e endometrial (KANDOTH et al., 2013; DIAZ-
PADILLA et al, 2013; LORD; TUTT; ASHWORTH, 2015) e instabilidades em
microssatélites (YAMAMOTO et al., 1999; RIBIC et al., 2003). O acumulo de muta¢Ges em
células somaéticas esta associado com os tumores, mas existem diferencas entre a carga
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mutacional nos diferentes tipos de tumores (LAWRENCE et al., 2014). Os antineopl&sicos
sd0 agentes genotoxicos compativeis com deficiéncias em reparo de DNA, e que também
exercem influéncia na conducéo da resposta ao bloqueio do checkpoint imunolégico. Cabe
enfatizar que a deficiéncia de reparo de danos ao DNA, que leva a instabilidade genética é
comum em tumores. Assim, o uso de biomarcadores para avaliar a instabilidade genética
assume importancia clinica nas terapias oncologicas (WU et al., 2016; ASATRYAN;
KOMAROVA, 2016; MOUW et al., 2017).

As principais vias de reparo (Figura 4) utilizadas pelas células humanas sdo: reparo
por excisdo de bases (BER, do Inglés Base Excision Repair), que reparam bases modificadas,
sitios abasicos e as quebras de cadeia simples de DNA (CALDECOTT, 2014); reparo de
recombinacdo homdloga (HRR, do Inglés, Homologous Recombination Repair), e reparo de
extremidades ndo homdlogas (NHEJ, do Inglés, Non-Homologous End-Joining), que lidam
com quebras de fita dupla de DNA (RADHAKRISHNAN; JETTE; LEES-MILLER, 2014;
SHIBATA et al., 2014); reparo por excisdo de nucleotideos (NER, do Inglés Nucleotide
Excision Repair), corrige nucleotideos modificados, que alteram a estrutura da dupla hélice do
DNA (HOEIJMAKERS, 2009); reparo de emparelhamento errdneo (MMR, do Inglés,
Mismatch Repair), que lida com erros de replicacdo (JIRICNY, 2006). Dessa forma, o reparo
de diferentes tipos de lesbes esta condicionado a um conjunto de diferentes proteinas, que
podem interagir entre elas para compor uma rede de protecdo do genoma celular
(O’CONNOR, 2015; CHATTERJEE; WALKER, 2017).
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Figura 4. Danos ao DNA e mecanismos de reparo
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3.1.4 AlteracGes genémicas e cancer

A instabilidade gendmica leva ao acimulo de mutagdes, passo inicial no processo da
carcinogénese (BONASSI et al., 2011; BURRELL e SWANTON, 2014;). Assim, dados
recentes apontam associacao entre alteracGes genéticas e cancer (COLLINS et al., 2014(a)). O
cancer é a segunda principal causa de morte no planeta, perdendo apenas para as doencas
cardiovasculares, ¢ considerado como um problema de saude publica (BUYUKAVCU,
ALBAYRAK e GOKER, 2016). Pode ser considerado como o crescimento desordenado de
células detentoras de potencial invasivo (SALEH et al., 2017). A International Agency for
Research on Cancer (IARC) e a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), documentos do
World Cancer Report (2014) apontam para 2030 a incidéncia de 27 milhdes de novos casos,
com alta mortalidade (17 milhdes de mortes) (VAIDYA; CHETLEN; SCHETTER, 2015).

Os agentes genotoxicos podem alterar a homeostasia metabdlica celular,
especialmente com as deficiéncias de reparo de DNA, o que gera a instabilidade genética
(CHATTERJEE; WALKER, 2017). Os altos niveis de estresse oxidativo, supressdo de danos
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ao DNA e falhas no controle do ciclo celular contribuem na danificacdo do DNA e as perdas e
falhas nos mecanismos de reparo assumem importancia para a resposta da terapia oncolégica
(BURREL et al., 2013). Os danos ao DNA podem ser induzidos por agentes enddgenos e
exogenos fisicos e quimicos. Entretanto a maioria dos enddgenos estd relacionada com
reagdes hidroliticas e oxidativas, que geram espécies reativas de oxigénio, que podem alterar
o DNA ocasionando doencas hereditarias e cénceres esporadicos (PERRONE, 2016). O
acumulo continuo de eventos mutacionais, herdados ou adquiridos em uma célula normal,
leva ao aparecimento de uma célula tumoral. Transformacgdes celulares malignas e
identificadas por alteracdes genéticas, nas vias de sinalizacdo, que controlam a expresséo de
genes ligados a proliferagdo, diferenciacdo, apoptose celular e o crescimento celular séo
comuns no cancer (SANCHEZ-VEGA et al., 2018). Assim, ao longo desta transformacéo,
uma ceélula pode vir a expressar uma proteina em niveis anormais ou até mesmo novas
proteinas, que ndo tinham expressdo anterior, perdendo o controle dos processos celulares
tidos como vitais (ALEXANDROQV et al., 2013).

Alguns estudos demonstraram que a capacidade das células cancerigenas para reparar
danos no DNA, induzidos com a terapia anti-cancer, pode impactar na eficacia do tratamento
(AUDEH et al., 2010; GARRETT; COLLINS, 2011; BEGG; STEWART; VENS, 2011,
CARDNELL et al., 2013; WEBER; RYAN, 2015; BIXEL; HAYS, 2015). O tipo de reparo
utilizado pela célula depende do tipo de dano e das vias de sinalizacdo ativadas a partir desse
dano (HOEIJMAKERS, 2001). Os genomas tumorais sdo0 mosaicos de variantes estruturais
somaticas, que podem contribuir para a ativacdo de oncogenes ou inativacdo de genes
supressores tumorais (ESTELLER, 2007; ALAEI-MAHABADI et al., 2016). A extens&o, 0s
mecanismos envolvidos, bem como a ocorréncia simultanea desses eventos mutacionais
diferem inter e intratumores (PELTOMAKI, 2012). Quando acontece alteragdes em um gene
diretamente ligado a regulacéo do ciclo celular, surge uma desregulacdo entre proliferacéo e
apoptose, podendo levar ao surgimento de tumores (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

As neoplasias podem ser classificadas como benignas ou malignas. Adquelas
consideradas benignas sdo formadas por células bem diferenciadas, possuindo, ainda,
estrutura tipica do tecido de origem e mantém seu crescimento de forma organizada,
geralmente lento, expansivo e ndo invade nem infiltra tecidos adjacentes. J& as neoplasias
malignas, formam-se por células anaplasicas, na qual ha a falta de diferenciacdo, crescimento
rapido, além de possuirem um maior grau de independéncia e capacidade de se infiltrar em

tecidos adjacentes vizinhos e provocar metastases (INCA, 2017).
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O cancer é uma doenca sistémica que, inicialmente, apresenta manifestacdes locais, e
posteriormente, avanca em um processo de multiplos passos, incluindo proliferacdo rapida,
resisténcia a morte celular, neoangiogénese, invasao local e metastase a distancia (ZAJICEK,
1978, HANAHAN; WEINBERG, 2011; LIU et al., 2015). Como relatado, o cancer envolve
multiplos estagios (Figura 5), apresentando eventos genotdxicos, causando alteracfes nos
processos de transcri¢do, traducdo e pos-traducdo genética, e, consequente, alteracdo na
proliferacdo celular, bem como na apoptose (morte celular) (HANAHAN; WEINBERG,
2000; HERCEG, 2007). As etapas da carcinogénese podem ser divididas em trés: iniciagéo,
promogé&o e progressao (FARBER; CAMERON, 1980; LIU et al., 2015).

Figura 5. Fases do processo de carcinogénese

|
/| Lesdo ao )
| 9‘0\'\§e\'3§5
ololel DNA .oy
ol0l0 0 O. °
o o[®
O ‘ol eTo ()
o 0 o °‘
INICIACAO - i ’iﬁe' ’l‘a(@‘-w : PROGRESSAO

Fonte: Adaptada e modificada de: LIU et al. (2015). Legenda: A fases do processo de carcinogénese:
Iniciacdo, promogdo e progressao. A iniciacdo comega com lesdo do DNA; a promocdo é caracterizada
por proliferacdo das células malignas; e na progressdo ocorre 0 processo de metastase para outros
Orgdos e tecidos. As células verdes sdo as células normais; As células cinzas com nicleo preto sdo as
células malignas.

Na etapa de iniciacdo, ap6s danos ao DNA, as células apresentam processo de
diferenciacdo celular descontrolado (PITOT, 2001; VINCENT; GATENBY, 2008), que leva
ao acumulo de alteracGes geneticas (FANG; GILLIES; GATENBY, 2008), mas ndo seria
tumorigénica sem a estimulacdo ambiental (HENNINGS et al., 1993; RUBIN et al., 2003;
BALKWILL; CHARLES; MANTOVANI, 2005; GATENBY; GILLIES, 2008; ZHANG et
al., 2016). Como resultado dessas mudancgas no microambiente tumoral, as células sofrem
adaptacdes celulares e comegam a mudar o metabolismo anaerobico. Nestas condigdes as
células mutantes se tornam bastante numerosas (VICENTI; GATENBY, 2008; EALES;
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HOLLINSHEAD; TENNANT, 2016; ZHANG et al., 2016). Desta forma, as células iniciadas
se multiplicam, gerando lesdes pré-neoplasicas (PITOT, 2001; VICENTI; GATENBY, 2008).

A préxima etapa da carcinogénese € a progressdo, que se refere as transformacoes
seriadas de um tumor benigno para uma neoplasia e para malignidade (LIU et al., 2015).
Nesta fase, é bastante notério o desequilibrio entre proliferagdo celular e apoptose, onde as
células malignas se difundem cada vez mais para distancias maiores. Desta forma o tumor
consegue tamanho suficiente para alcancar a membrana basal, podendo, assim, atingir os
vasos sanguineos e conseguir atingir tecidos adjacentes (VICENTI; GATENBY, 2008). Além
disto, estudos mostram que a progressao esta associada a alteragdes cariotipicas, pois grande
parte dos tumores avangados apresentam aneuploidia, com o nimero errado de cromossomos.
Essa alteracdo € associada a um aumento na taxa de crescimento, invasividade, metastase e
alteracdes na bioquimica e morfologia, devido as mutagbes continuas ou a instabilidade
genética (OLIVEIRA et al., 2007; LIU et al., 2015).

3.1.5 O cancer de mama

No Brasil, o cancer de mama corresponde, aproximadamente a 28% dos casos novos a
cada ano. Ele acomete, de forma rara, os homens, representando apenas 1% do total de casos
registrados. Antes dos 35 anos, a sua prevaléncia é baixa; mas, acima desta idade sua
incidéncia cresce progressivamente, principalmente, apds os 50 anos. Foram notificados
119.600 6bitos em homens, e 104.100 em mulheres, devido a neoplasias, sendo o cancer de
mama o tipo que mais causou mortalidade entre mulheres (WHO, 2014). Se diagnosticado e
tratado precocemente, o cancer de mama apresenta um bom prognostico, sendo que a
sobrevida média, ap6s cinco anos do diagndstico, é de aproximadamente 80% (INCA, 2014).

Um dos principais fatores de risco para desenvolvimento desta neoplasia é o fator
hereditario. Diversos loci podem estar envolvidos na sua distribuicdo genética familiar,
principalmente, devido a mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2 (Breast Cancer Gene 1 e 2),
que sdo importantes supressores tumorais e estdo envolvidos no reparo ao DNA
(ANDERSON; SCHWAB; MARTINEZ, 2014). A obesidade, também, é considerada um
importante fator de risco para o desenvolvimento deste cancer, visto que mulheres obesas, no
periodo p6s-menopausa, apresentam um aumento do estradiol circulante, o que representa
uma resposta diminuida ao tratamento quimioterapico (WOLIN; CARSON; COLDITZ, 2010;

COLLABORATIVE GROUP ON HORMONAL FACTORS IN BREAST, 2012; RAUSCH
33



et al., 2017). Além disto, a obesidade nessas mulheres é uma das principais causas de aumento
dos niveis de estrogénio no sangue, 0 que causa um grande risco para o desenvolvimento da
neoplasia mamaria (SPRAGUE et al., 2011). A variagdo hormonal também constitui um
importante fator de risco (CAVALIERI et al., 2000; OLDENBURG et al., 2007; SPRAGUE
etal., 2011).

O céancer de mama acomete qualquer uma das células da glandula maméria, sendo
considerados adenocarcinomas; e apresentam um grande espectro de caracteristicas
morfologicas, com diferentes subtipos histopatologicos, com cursos clinicos especificos para
cada tipo (REIS-FILHO; LAKHANI, 2008; WEIGELT et al., 2009; WEIGELT,; KREIKE;
REIS-FILHO, 2009; WEIGELT; BAEHNER; REIS-FILHO, 2010). Os carcinomas de mama
constituem o tipo de lesdo maligna mais recorrente, mas podem ser encontrados diferentes
tipos de sarcomas e linfomas (FATTANEH; DEVILEE, 2003; MAKKI, 2015).

Uma forma de categorizar o cancer de mama e avaliar o prognostico e tipo clinico da
doenca, é classifica-lo de acordo com a avaliagdo do grau histolégico, como o seu grau de
diferenciacéo, atividade proliferativa e sua agressividade (ELSTON; ELLIS, 1991; RAKHA
et al 2010; KUROZUMI et al. 2015). O carcinoma de mama pode ser dividido em carcinoma
ductal in situ (CDIS) e Carcinoma ductal invasivo (CDI) de tipo especial ou sem nenhuma
outra especificacdo (ndo apresentam caracteristicas suficientes para uma classificagcdo do tipo
especial) (WHO, 2014; TAVASSOLI; DEVILEE, 2017).

A OMS reconhece 18 tipos de cancer de mama, sendo 17 tipos histolégicos distintos
de CDI do tipo especial, e quatro variantes do CDI, sem nenhuma outra especificacdo (WHO,
2012; TAVASSOLI; DEVILEE, 2017), conforme listado na Tabela 1.
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Tabela 1. Classificagdo dos tipos de carcinoma ductal invasivo de mama, segundo o tipo histolégico.

Carcinoma ductal invasivo de tipo | Carcinoma ductal invasivo sem

especial nenhuma outra especificacao
v Carcinoma lobular:
e Alveolar v' Carcinoma com células gigantes;
e Solido v Carcinoma com achados
e Pleomoérfico coriocarcinomatosos;
e Tubulolobular v' Carcinoma com achados
v" Mucinoso melandticos;

e cistadenocarcinoma v Carcinoma pleomorfico

v’ Células colunares e anel de sinete)
e neuroenddcrino
e solido
e carcinoide atipico
e pequenas células ou “oat-cell” ¢
grandes células)
v" Metaplasico
e epitelial e mesenquimal misto e
puro
e epitelial (4 subgrupos)

Fonte: Adaptado de WHO, 2012.

O céncer de mama é uma doenca heterogénea, com multiplos tipos de tumores
intrinsecos (BARNARD; BOEKE; TAMIMI., 2015; BUYUKAVCU, ALBAYRAK e
GOKER, 2016; ARRARAS et al., 2016) e sua incidéncia em mulheres ultrapassa um milh&o e
meio de casos, especialmente em mulheres com 40 a 45 anos representando cerca de 20,9%
do total; e as com menos de 40 anos, 9,4% (REVIRIEGO et al., 2016). Mais de 1,7 milhdes
de casos diagnosticados mundialmente (ABDEL-ZAHER E ELDEIB, 2016) e responsavel
pela quinta causa de morte mundial entre as mulheres (HUANG et al., 2016). Esta patologia,
que, na década de 1970, ocupava o quarto lugar entre as causas de morte; atualmente, ocupa a
segunda posicdo de incidéncia mundial (BUYUKAVCU, ALBAYRAK e GOKER, 2016),
ameacando a primeira posi¢do ocupada pelo cancer de pulméo (TAN; GILLIGAN; PACEY,
2015).

O Instituto Nacional Céncer e o Ministério da Saude recomendam exames clinicos
para mulheres com mais de 40 anos; e mamografia para as mulheres com mais de 50 anos. E
adverte para mulheres, que pertencem a grupos de alto risco para cancer de mama, fazerem
exames a partir dos 35 anos. Estudo das caracteristicas clinicas e patologicas dos tumores em
mulheres jovens é um desafio para ciéncia, que busca diminuir a taxa de mortalidade, bem

como a incidéncia de metastase (DE DEUS MOURA, CARVALHO e BACCHI, 2015).
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Kallel et al. (2015) relatam que o risco de cancer de mama aumenta em mulheres na pos-
menopausa com niveis elevados de estrogénio, bem como nas mulheres com niveis elevados
de androgenos.

Compreender a heterogeneidade do cancer de mama, visando melhoria na prevencéo,
diagndstico e sobrevivéncia, é prioridade da pesquisa cientifica. Recentes avancos na anélise
molecular e genética permitiram conhecer, mais ainda, a diversidade dos tumores. Tal fato
permitiu estabelecer prognosticos exclusivos para os diferentes subtipos de cancer, uma vez
que sdo detentores de capacidades distintas de respostas a quimioprofilaxia e a quimioterapia
(BARNARD et al., 2015). A predisposicdo genética é um fator de risco para o cancer onde
trés genes estdo envolvidos nas formas hereditarias desta neoplasia: TP53 na Sindrome de Li-
Fraumeni, BRCA1 e BRCA2 (CHAJES; ROMIEU, 2014; KALLEL et al., 2015; DE DEUS
MOURA, CARVALHO; BACCHI, 2015; INCA, 2017). A exposi¢do a agentes mutagénicos
e carcinogénicos, habito nutricional, estilo de vida, tabagismo (FARAZI, 2014) e como
relatado, idade reprodutiva, menarca, menopausa podem ser associadas a transformagdes
neoplasicas (PATTERSON et al., 2013).

O cancer em mulheres jovens é mais agressivo com frequente recorréncia e metastase,
incluindo alta taxa de presenca da mutacdo dos genes BRCALl e BRCA2, além de
superexpressarem Her2, o gene do fator de crescimento epidérmico humano (CHAJES;
ROMIEU, 2014; INCA, 2017). No entanto, Boufettal, Noun e Samouh (2010) néo
encontraram diferencas significativas no que diz respeito a taxas de recorréncia entre
mulheres jovens e mais velhas, embora a literatura cientifica enfatize o cancer em idade
jovem correlacionado a um mau progndstico (KALLEL et al., 2015). Um estudo realizado por
Sabiani et al. (2016) foi verificado, em pacientes com menos de 36 anos, uma taxa de
recorréncia local e metastase significativa em comparacdo com mulheres na faixa etaria de 35
a 40 anos. Esses autores alertam que 2-7% das mulheres, na faixa de idade inferior a 40 anos,
sdo diagnosticadas com cancer.

A incidéncia também pode ser associada a taxa crescente de obesidade, que esta
associada ao risco de hipertensdo (CADOO et al., 2016). Benassi-Evans e Fenech (2011)
relatam que individuos portadores de mutacdo no gene BRCAL tém maior sensibilidade a
agentes mutagénicos, a exemplo do peroxido de hidrogénio e radiacdo gama. A amplificagédo
do fator de crescimento HER2 esté associada a um fendtipo bioldgico agressivo e com risco

de recorréncia, mesmo em situac@es de linfonodos negativos (CADOO et al., 2016).
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A prioridade das pesquisas clinicas e epidemiol6ogicas é a compreensdo da
heterogeneidade do céancer na expectativa de melhorar a prevencdo, diagndstico e
sobrevivéncia. Considerado uma doenca heterogénea no que diz respeito a clinica e a
morfologia, 80% dos tumores tém origem no epitélio ductal, caracterizados como carcinomas
ductal invasivo. No entanto, como se trata de um grupo heterogéneo de doenga, hd outros
subtipos de carcinomas relatados na literatura como o lobular, o tubular, o mucinoso, o

medular, o micropapilar e o papilar (INCA, 2017).

3.1.6 Sarcomas

Os dados epidemioldgicos da incidéncia dos diferentes tipos de sarcoma no Brasil sdo
bem escassos. Um estudo realizado por Passos e colaboradores (2018) em uma instituicdo de
referéncia no Brasil, demonstrou em uma anélise retrospectiva, desde 1980, de prontuérios de 360
pacientes, que a idade média de diagndstico foi de 45 anos 42,8% dos casos eram do Sexo
masculino e 57,2% dos pacientes do sexo feminino. A prevaléncia de localizagdo foi a seguinte:
5% dos casos em cabeca e pescogo; 4,7% na regido do torax; 14,7% no abdome; 3,3% nas costas;
15% nos membros superiores; 36,5% nos membros inferiores; e 6,4% na pélvis e no perineo.

No Brasil, a incidéncia em 2017 foi de 6,67 por milhdo, para a faixa de 0 a 14 anos; e
de 7,54 por milhdo para a faixa de 0 a 19 anos, com elevada morbidade e mortalidade geral
em criancas e adolescentes do que em adultos (INCA, 2017). Apesar da etiologia dos
sarcomas ainda ser pouco conhecida, a predisposicdo genética e exposicdo ambiental estdo
associadas a sarcomas especificos (FROEHNER; WIRTH, 2001). Existem relatos de que
exposicdo ao cloreto de vinila, utilizada, extensivamente, na industria de plasticos, tem sido
claramente associada ao desenvolvimento de angiossarcoma hepatico (ELLIOTT,;
KLEINSCHMIDT, 1997; COLLINS et al., 2014(b)). Também foi descrito que as radiacdes de
5.000 cGy (RUBINO et al., 2005) podem ser associadas a sarcomas.

Os sarcomas sdo derivados de tecidos mesenquimatosos (camada mesodérmica
embrionaria), que compreendem menos de 10% de todos os tipos de cancer (RIGGI et al.,
2007; CHEN et al., 2010). Podem ser classificados devido seu carater heterogéneo em
sarcoma 0sseo primario e sarcoma de tecido mole (SKUBITZ; D’ADAMO, 2007). O
sarcoma 0sseo primario inclui, principalmente, osteossarcoma, sarcoma de Ewing e
condrossarcoma; sarcoma dos tecidos moles incluem, principalmente, leiomiossarcoma,
sarcoma sinovial, rabdomiossarcoma e lipossarcoma (YOUN; MILANO; CONSTINE, 2014).
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Entretanto, essa classificacdo foi mais bem definida com as andlises de alteracdes
moleculares e/ou patoldgicas (JEMAL et al., 2006), o que favoreceu a eficacia de terapias
mais especificas (WARDELMANN et al., 2010). Os sarcomas podem ser definidos por sua
patologia molecular. Anélises citogenéticas apontaram para origem genética (MARINO-
ENRIQUEZ, 2015; MARINO-ENRIQUEZ; BOVEE, 2016), como relatado a presenca de
alteracbes na via do retinoblastoma (RB), indicando que mutagdes do alelo RB estdo
associadas com maior risco de desenvolver sarcomas (CHAUVEINC et al., 2001).

A exposicdo a radiacdes em pacientes com alteracbes do RB aumenta o risco para
sarcomas (KLEINERMAN et al., 2005). Também existem relatos de que a sindrome de Li-
Fraumeni, causada por mutagcbes em TP53, aumenta predisposi¢do para rabdomiossarcoma
(MALKIN et al., 1990; TRAHAIR; ANDREWS; COHN, 2007; GONZALEZ et al., 2009;
MAGNUSSON et al., 2012) e mutacdes em NF1 (neurofibromatose tipo 1), também, estdo
relacionadas ao sarcoma (KING et al., 2000). As andlises citogenéticas apontaram para
cariotipos de maioria diploides simples, com poucos rearranjos cromossomicos, e complexos
oriundos de intabilidade genética (HELMAN; MELTZER, 2003), considerando o0s
mecanismos genéticos subjacentes a sarcomagénese (JAIN et al., 2010; TAYLOR et al.,
2011).

Embora a cirurgia seja a principal abordagem para tratar a maioria dos sarcomas, a
radioterapia também é empregada (STEEN; STEPHENSON, 2008), como também a
quimioterapia sisttmica com doxorrubicina e ifosfamida (KASPER et al., 2007) e em
sarcomas pediatricos, a quimioterapia seguida de cirurgia e/ou radioterapia (CHA et al., 2004;
KAUSHAL; CITRIN, 2008). Entretanto, ainda sdo necessarias novas abordagens para a
doenca metastatica (SHENG; MOVVA, 2016).

Os sarcomas sdao um grupo de tumores malignos heterogéneos de origem
mesenguimal, caracterizados por mais de 100 subtipos distintos (BRENNAN; ANTONESCU,
MAKI, 2013; D'ANGELDO, et al., 2014; KUMAR; BAJAJ; BODLA, 2016), dentre eles estdo
o fibrossarcoma, lipossarcoma, leimiossarcoma, rabdomiossarcoma, sarcoma epitelioide, e
outros, dependendo do seu tecido de origem (GUILLEN; COCKERELL, 2001; SEGAL et al.,
2003; HALDAR et al., 2007; SOUZA; SIQUEIRA, 2014).

Os sarcomas atingem todas as idades, mas, assim como 0s carcinomas, Sa0 mais
comuns em pacientes mais idosos. Aproximadamente 15% dos casos ocorrem em individuos

com idade inferior a 15 anos, e cerca de 40% atingem pacientes com idade superior a 55 anos.
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E importante ressaltar que sdo mais comuns no sexo masculino. Entretanto, incidéncias de
género e idade exibem variacOes entre os tipos histologicos (FLEURY JR, 2006).

Esses tumores sdo mais comuns nos 0ssos, musculos, tenddes, cartilagens, nervos,
gordura e vasos sanguineos dos bragos e pernas; mas, também, podem acontecer em outras
areas do corpo. Embora existam mais de 100 tipos de sarcoma, eles podem ser agrupados em
dois tipos principais: sarcoma de partes moles e sarcoma 0sse0 ou osteossarcoma
(MATSUMOTO et al., 2002; SAWAIZUMI; IMAI; MATSUMOTO, 2013).

Os sarcomas de tecidos moles (STM) séo neoplasias raras, correspondendo a menos de
1% de todas as neoplasias malignas em adultos. No entanto, tém grande impacto para 0s
pacientes por suas implicaces terapéuticas e prognoésticas (WEISS; GOLDBLUM, 2001;
FLETCHER, 2013). Nos EUA, 12.390 novos casos de STM sédo diagnosticados a cada ano
com 4.990 mortes. A incidéncia, tanto nos Estados Unidos quanto na Europa, gira em torno
de 3-4 casos a cada 100.000 habitantes (STILLER et al., 2013; SIEGEL; MILLER; JEMAL,
2017). No Brasil ndo existem dados exatos; porém, sabe-se que em S&o Paulo no ano de 1998
foram diagnosticados 164 casos novos em homens e 222 em mulheres por 100 mil habitantes
(ISHIHARA, 1998).

Os STM sao tumores malignos extra-esqueléticos de origem celular mesenquimal. S&o
classificados de acordo com o tecido normal, a qual eles se assemelham; por exemplo, rabdo-
miossarcoma (musculo esquelético), fibrossarcoma (tecido conjuntivo), neurofibrossarcoma
(tecido nervoso), leiomiossarcoma (musculo liso), lipossarcoma (tecido adiposo), sarcoma
sinovial e angiossarcoma. Além disso, existem outros sarcomas de tecido mole considerados
mais raros, como por exemplo: o sarcoma alveolar de partes moles e 0 sarcoma extra-6sseo de
Ewing (DE VITA, et al., 2001; COINDRE, et al., 2001; CORMIER; POLLOCK, 2004,
ERIKSSON, 2010; SULTAN et al., 2010; FLETCHER, 2013; PETER; DENIS, 2018).

Dentre os subtipos, os STM considerados mais comuns na populacdo adulta sdo os
sarcomas que se originam em extremidades, seguidos pelos sarcomas originados no tronco;
enquanto o rabdomiossarcoma é considerado o tipo mais comum na infancia (COINDRE, et
al., 2001, CORMIER; POLLOCK, 2004; ARIFI et al., 2015). Os fatores de risco para o
desenvolvimento da doenca incluem exposi¢éo a radiacdo externa, com periodo de laténcia de
10 anos, exposicdo ocupacional a agentes quimicos, como herbicidas, acidos fenoxiacéticos e
clorofenois e pacientes com linfedema cronico (CORMIER; POLLOCK, 2004)

O sarcoma sinovial é uma neoplasia agressiva que corresponde, aproximadamente,

10% a 20% dos sarcomas de partes moles em adolescentes e adultos jovens. E, tipicamente,
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diagnosticado em adultos com idade média de 35 anos, havendo uma ligeira predile¢do pelo
sexo masculino (LADANYI et al, 2002; HERZOG, 2005). Se apresenta como
moderadamente sensivel a quimioterapia citotoxica, com agentes como ifosfamida e
antraciclinas (SPURRELL et al., 2005; AL-HUSSAINI et al., 2011). Difere das formas mais
comuns de cancer em virtude de ter uma complexidade genética muito menor. Os sarcomas
metastaticos e 0s recorrentes apresentam maior complexidade cromossémica (PRZYBYL et
al., 2014). Geralmente, os tumores exibem figuras mitdticas, com poucos corpos apoptoticos.
Na maioria dos casos, a progressao do tumor se da de maneira lenta, de recorréncia tardia e
apresentando resisténcia a quimioterapia, o que é consistente com um fendtipo antiapoptético
(PELMUS et al., 2002). O tratamento se baseia na remogdo cirdrgica ampla com radioterapia
adjuvante ou neoadjuvante, que apresenta uma boa chance de cura para doenca localizada
(SULTAN et al., 2009).

Ao analisar os casos de STM, nenhum fator etioldgico caracteristico € reconhecivel.
Porém, h& causas reconhecidas que podem desencadear a doenca, como: radioterapia,
exposicdo quimica, quimioterapia, linfedema crénico, predisposi¢cdo genética e trauma e corpo
estranho (CORMIER et al., 2003; PISTERS et al., 2004).

Os STM séo onipresentes no seu local de origem, podendo desenvolver-se em
qualquer parte do corpo e séo, frequentemente, tratados com multimodal. Uma abordagem
multidisciplinar é, portanto, obrigatéria em todos os casos, envolvendo patologistas,
radiologistas, cirurgides, radioterapeutas, médicos oncologistas e oncologistas pediatricos,
bem como especialistas em medicina nuclear e em 6rgdos (ESMO, 2014; RAVI, PATEL,
BENJAMIN, 2015; ISSELS et al.,, 2018). Esses tumores apresentam potencial para
estabelecer doenca metastatica; no entanto, o seu comportamento é dependente do subtipo
histopatolégico, tamanho e grau dos tumores, podendo variar de uma doenca indolor com
baixo potencial metastatico, até uma doenca que pode ser fatal em poucos meses (RAVI,
PATEL, BENJAMIN, 2015).

O tratamento padréo para a maioria dos pacientes com STM localizado, do tipo adulto,
¢ a cirurgia e radioterapia pré e pds-operatdria. A radioterapia ndo é necessaria quando o
tumor se encontra localizado dentro de um compartimento ou é menor ou igual a 5 cm
(CAHLON et al., 2012; BEANE et al., 2014). A quimioterapia adjuvante ndo € um padréao
para o tratamento desses tipos de sarcoma, sendo mais utilizadas em caso de pacientes que

apresentam alto risco. A quimioterapia padrdo de STM ¢ baseada em antraciclinas, como
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tratamento de primeira linha (CORMIER; POLLOCK, 2004; REICHARDT, 2014; ISSELS et
al., 2018).

A maioria dos sarcomas de partes moles é recorrente nos dois primeiros anos apos o
término da terapia. A histéria e o exame fisico sdo 0s componentes mais Uteis do
acompanhamento para identificar possiveis recidivas locais ap6s o0 tratamento
definitivo. Estes devem ser realizados a cada trés meses e radiografia de torax deve ser feita a
cada seis meses durante os dois ou trés anos. A maioria dos especialistas recomenda que o
local do tumor seja avaliado a cada seis meses por ultrassonografia ou ressonancia magnética
em pacientes com tumores de extremidade; ou por tomografia em pacientes com tumores
intra-abdominais ou retroperitoneais (VANEL et al., 1994; LEWIS, 1998, CORMIER;
POLLOCK, 2004).

Os sarcomas 6sseos sdo, ainda, mais incomuns que os sarcomas de tecido mole, sendo
responsaveis por 0,2% de todos os novos diagnosticos de cancer. Apesar de sua raridade, foi
relatado ser o terceiro cancer mais comum na adolescéncia, fase em que linfomas e tumores
cerebrais aparecem nas primeiras posi¢es. Vale ressaltar que é extremamente raro em
criancas antes dos cinco anos de idade (OTTAVIANI; JAFFE, 2010; KAGER, et al., 2010,
LUETKE, et al., 2014).

Estes tumores, geralmente, sdo localmente agressivos e tendem a produzir metastases
sisttmicas precoces (RAYMOND; JAFFE, 2009). Exigem uma predilecdo por ocorrer na
metafise dos 0ssos longos e mais, comumente, no fémur distal (43%), tibia proximal (23%)
ou Umero (10%). A apresentacdo tipica inclui o aparecimento de dor e inchaco no 0sso
afetado (BIELACK, et al., 2002; ISAKOFF, et al., 2015).

O subtipo histolégico tende a estar relacionado com a idade de diagndstico onde, por
exemplo, 0 osteossarcoma e sarcoma de Ewing sdo mais comuns em criancas e adolescentes.
Embora o sarcoma Osseo afete, principalmente, a populacdo mais jovem, certos tipos
apresentam uma predilecdo pela populacdo adulta, como o condrossarcoma que &,
tipicamente, diagnosticado entre os 30 e 60 anos, e € 0 subtipo mais comum de sarcoma 6sseo
em adultos (DURFEE; MOHAMMED; LUU, 2016; KUMAR et al., 2018, STRAUSS;
WHELAN, 2018).

No momento do diagnéstico de osteossarcoma, cerca de 10 a 20% dos pacientes
apresentam evidéncia macroscopica de doenca metastatica, mais comumente (90%) nos
pulmdes. No entanto, as metastases também podem se desenvolver raramente nos ganglios

linfaticos (8-10%). Um total de 30% a 40% dos pacientes com doenga localizada
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desenvolverdo recorréncia local ou distante (BACCI, et al., 2006; CHOU; GELLER,;
GORLICK, 2008; LUETKE, et al.,, 2014). Aproximadamente 90% das recaidas séo
metastases pulmonares que, geralmente, ocorrem nos primeiros dois a trés anos. A recidiva,
cinco anos apds o tratamento inicial, é incomum, ocorrendo entre 1% e 2% de todos o0s
pacientes com osteossarcoma (BACCI, et al., 2008 ; ERRANI, et al., 2011; LUETKE, et al.,
2014).

A terapia para o tratamento dos diversos tipos de osteossarcoma vem sido descrita na
literatura médica desde meados do século XIX, onde era marcada, principalmente, pela
amputacdo. Hoje, o tratamento avancou para cirurgias complexas, que poupam os membros,
juntamente com a utilizagdo da quimioterapia (ISAKOFF, et al., 2015). No entanto, a
resseccdo cirurgica completa, se possivel, permanece essencial para cura. As atuais estratégias
cirurgicas se concentram em refinar a resseccdo com o objetivo de preservar os tecidos ndo
envolvidos, bem como utilizar novos tecidos esqueléticos e moldes biol6gicos e néo
biol6gicos como métodos de reconstrucdo para otimizar a funcdo (YASKO, 2009; LUETKE,
etal., 2014).

A quimioterapia tem sido utilizada, atualmente, no pré-operatério e pds operatorio,
apos a remocao da doenca, incluido as metastases. O osteossarcoma é considerado resistente a
aplicacbes de radioterapia. Abordagens terapéuticas suplementares, como a
quimioembolizacdo ou angioembolizacdo, ablacdo térmica, ablacdo térmica por
radiofrequéncia e crioterapia tem sido utilizadas em pesquisas experimentais para o
tratamento da doenca (CHOU; GELLER; GORLICK, 2008; SCHWARZ , et al., 2009;
ERRANI, et al., 2011; LUETKE, et al., 2014).

Recentemente, a maioria dos esquemas quimioterapicos aplicados foi baseada em
torno de quatro drogas; metotrexato em altas doses (HDMTX) com resgate de leucovorina,
doxorrubicina (adriamicina), cisplatina e ifosfamida (TA, et al., 2009; ; LUETKE, et al.,
2014). Estes agentes foram integrados em varios protocolos quimioterapicos. A
quimioterapia pré-operatdria "neoadjuvante" é, geralmente, administrada por um periodo de
cerca de oito a dez semanas antes da cirurgia. Segue ressec¢éo cirurgica e um breve lapso para
permitir a cicatrizagdo de feridas, a quimioterapia adjuvante pos-operatoria € mantida por um
periodo de outras 12-29 semanas (GELLER; GORLICK, 2010; SMELAND, et al., 2011).

No Quadro 1, temos a classificacdo histologica dos sarcomas de tecidos moles

cutaneos.

42



Quadro 1. Classificacdo Histologica dos Sarcomas de Tecidos Moles Cutaneos.
Fibromatose do adulto (incluindo palmar,
Intermediarios plantar, peniana e knuckle pads)
Fibrossarcoma infantil
Fibrossarcoma do adulto
Tumores Fibrosos Malignos Mixofibrossarcoma
Sarcoma fibromixoide de baixo grau
Fibroxantoma atipico
Dermatofibrossarcoma protuberans
(incluindo a forma pigmentada de Bednar)
Fibroblastoma de células gigantes
Intermediarios Fibro-histiocitoma angiomatoide
Tumores Fibro-histiociticos

Malignos Fibro-histiocitoma maligno

Lipoma atipico (lipossarcoma bem
diferenciado superficial / tumor lipomatoso
atipico)

Intermediarios

Tumores Lipomatosos
Lipossarcoma (bem diferenciado, mixoide -

Malignos AR .
g células redondas, pleomorfico, indiferenciado

Tumores de musculo liso e

lesdes relacion Malignos ..
esbes relacionadas g Leiomiossarcoma

Tumor de musculo esquelético .
Maligno .
Rabdomiossarcoma

Intermediarios Hemangioendotelioma

Tumores de vasos sanguineos e
linfoides Angiossarcoma

Malignos :
g Sarcoma de Kaposi
Tumor glédmico maligno
Tumores perivasculares Malianos Hemangiopericitoma maligno/ Tumor fibroso
P 9 solitario maligno
Tumores de bainha neural Tumor maligno de bainha perineural
periférica e lesdes relacionadas Malignos (TMBNP)

Tumores paraganglionares . . .
paragang Maligno Paraganglioma maligno

Tumores Gsseos e
cartilaginosos extra- Maligno Condrossarcoma
esqueléticos Osteossarcoma extra-esquelético

Sarcoma sinovial
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Tumores Miscelanea Maligno Sarcoma alveolar de partes moles
Sarcoma epitelioide
Tumor desmoplastico de células redondas
pequenas
Tumor rabdoide extra-renal maligno
Fonte: Adaptado de Enzinger & Weiss, 2001.

3.2 Quimioterapia no cancer

Diversos protocolos sdo usados ao tratamento quimioterapico do cancer de mama,
entre eles: FAC (Fluorouracil + Doxorrubicina + Ciclofosfamida) nas doses de 500/50/500
(mg/m?) a cada 21 dias por 6 ciclos; e AC (Doxorrubicina + Ciclofosfamida) nas doses de
60/600 (mg/m?), a cada 21 dias por quatro ciclos, seguido ou nio de paclitaxel (Taxol) 80
mg/m? semanal por 12 ciclos (protocolo AC-T). O tratamento adjuvante, que consiste em
quimioterapia apos cirurgia, € orientado a todas as mulheres com risco elevado de recorréncia
neoplésica, todas com linfonodos axilares acometidos, pacientes com tumores maiores que
lcm de didmetro, mesmo sem comprometimento linfonodal axilar; e, pacientes sem
acometimento linfonodal, com qualquer diametro tumoral, mas com grau celular
indiferenciado e idade inferior a 35 anos (GUIMARAES, 2004; LYMAN et al., 2013).

O protocolo AC tem aplicacdo terapéutica no tratamento neoadjuvante, ou seja, antes
da cirurgia para a reducdo do tumor, sendo considerado como padréo terapéutico em pacientes
com cancer avancado (VRIENS et al., 2013), com efetividade para quimioterapia pés-
operatdria, com sobrevida de pacientes com cancer de mama primario operavel (FISHER et
al., 1990; VON MINCKWITZ, 2013). O protocolo AC-T é comumente usado em recidiva,
detentores de linfonodos positivos de uma doenca mais agressiva. Consiste na associacdo de
60 mg/m? de doxorrubicina e de 600 mg/m? de ciclofosfamida, 80 mg/m? de taxol,
semanalmente, durante 12 semanas. O taxol pode atuar em células que estdo em divisdo,
bloqueando a despolimerizacdo dos microtibulos no ciclo celular. No final da mitose, pode
resultar em efeitos clastogénicos ou aneugénicos, podendo ocasionar a formacdo de
micronucleos (SPARANO et al.,, 2018). Os agentes quimioterapicos induzem danos
mutagénicos e clastogénicos ao DNA, incluindo adutos de DNA, erros de replicacao, quebras
e ligacdes cruzadas (SANCHEZ-SUAREZ et al., 2008; GUERREIRO et al., 2013).

E fato que os subtipos de cancer de mama tém progndsticos proprios com respostas a
guimioprofilaxia e a quimioterapia distintas. Desvendar esses comportamentos, além de

auxiliar na compreensdo da etiologia do tumor, é fundamental para o desenvolvimento de
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estratégias de prevencdo (BARNARD; BOEKE; TAMIMI, 2015). A falta de especificidade e
seletividade no tratamento do cancer resulta em efeitos prejudiciais ao paciente por inteiro.
Esta situacdo induz a necessidade do desenvolvimento de novas abordagens com énfase na
compreensdo de alteracbes dos mecanismos envolvidos para sintese de &cidos nucleicos,
proteinas e lipidios, potencialmente relacionados com o desenvolvimento do céncer. A
monitorizacdo bioquimica, também poderd ser uma importante ferramenta que leve a
compreender melhor a biologia do cancer, resultando em diagnostico precisos e sucesso nos
tratamentos (ALMEIDA et al., 2005; ABRAMCZYK; BROZEK-PLUSKA, 2016).

Os quimioterapicos apresentam distintos mecanismos de acédo e sdo classificados em:
agentes analogos da pirimidina (citarabina, 5-fluorouracil, gencitabina, tegafur e 5-azatidina);
antraciclinas  (dactinomicina, doxorrubicina, daunorrubicina e idarrubicina); agentes
alquilantes (ciclofosfamida, clorambucila, melfalana e mecloretamina); nitrosureias
(carmustina, lomustina, semustina e estreptozocina); triazenos (procarbazina e dacarbazina);
derivados da platina (cisplatina, carboplatina e oxaliplatina); antimetabdlitos, como o0s
antagonistas do acido folico (metotrexato, permetrexato e raltitrexato), os analogos da purina
(mercaptopurina, tioguanina e cladribina) e os antagonistas da adenosina (pentostatina e
fludarabina); os agentes inibidores dos microtibulos, como os alcaloides da vinca (vincristina
e vimblastina) e os taxanos (paclitaxel e docetaxel); os antibi6ticos, e os inibidores das
topoisomerases (irinotecano, topotecano, etoposideo e teniposideo) (SILVA, 2006;
CHEUNG-ONG, GIAEVER ; NISLOW, 2013).

3.2.1 Agente anélogo sintético de purimidina - Fluorouracil (5-Fu)

O 5-Fu (Figura 6) é um antimetabdlito inibidor da sintese de monofosfato de timidina
- TMP (HEIDELBERGER et al., 1957), que induz citotoxicidade devido a acdo de enzimas
intracelulares 5-fluoro-uridina-5'-trifosfato (FUTP), 5-fluoro-2'-desoxiuridina-5'-monofosfato
(FAUMP) e 5-fluoro-2'-desoxiuridina-5'-difosfato (FAUDP) (PARKER; CHENG, 1990;
ZHAO et al., 2010). A FUTP causa danos ao RNA pela substituicdo da UTP a FAUDP apés a
acdo de DNA polimerase, substitui a timidina-5’-trifosfato (TTP) e incorpora-se a0 DNA,
impedindo sua sintese (GREM, 1997; TOKUNAGA et al., 2000).
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Figura 6. Estrutura quimica do 5- Fluorouracil.
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O 5-Fu vem sendo aplicado em terapias de cénceres gastrointestinal, mama, de
préstata, canceres de células escamosas do colo uterino, adenocarcinoma, e em tumores
ginecoldgicos (LUJAN et al., 2002; ZHAO et al., 2010; RAHANGDALE et al., 2014).
Entretanto, estudos apontam que o antineoplasico induz cardiotoxicidade e inibicdo da
producdo de hemécias pela medula 6ssea (DE FORNI et al., 1992; MAHONEY et al., 2014).

3.2.2 Antraciclina- Doxorrubicina (DOX)

A DOX (Figura 7) isolada a partir de Streptomyces peucetius causa toxicidade pela
geracdo de ERO’s, utilizando dois mecanismos distintos: ciclagem redox, através do qual
produz quinona e os radicais de oxigénio; e um tipo de reacdo de Haber-Weiss, catalisada
pelo complexo de Fe-DOX, através do qual sdo gerados radicais *OH (KASAPOVIC et al.,
2010).

Entretanto, estudos relatam que esta antraciclina impede a topoisomerase Il de se
religar as fitas de DNA, o que resulta em quebras duplas nesta molécula (MINOTTI et al.,
2004; MARSH; LIU, 2009) que pode ser incorporado ao DNA e inibir sintese de proteinas
(KIM et al., 2014). Sua acdo sobre a topoisomerase Il pode induzir eventos genotdxicos letais
(KIM et al., 2017). Ao se intercalar com o DNA pode oxidar, metilar e alquilar esta molécula,
resultando na formacao de pontes entre as cadeias. Pode induzir estresse oxidativo e ativacao
da proteina p53 (MINOTTI et al., 2004). Cabe relatar que a DOX é mutagénica, pois induz a
formag&o de micronucleos por efeitos clastogénicos (GUERREIRO et al., 2013).
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Figura 7. Estrutura quimica da Doxorrubicina.

Em sintese, as antraciclinas podem induzir: 1) intercalacdo ao DNA, proporcionando a
inibicdo da sintese de macromoléculas; 2) geracdo de radicais livres, resultando em dano ao
DNA ou peroxidacdo lipidica; 3) enovelamento do DNA e alquilacdo do mesmo; 4) ligacdo
covalente entre as cadeias de DNA (DNA crosslinks); 5) interferéncia com o enovelamento do
DNA, ou interferéncia na separacao da fita do DNA e na atividade da helicase; 6) efeito direto
na membrana celular; 7) inducdo de dano ao DNA por inibicdo da topoisomerase - 1l (top2); e
8) inducdo de apoptose por resposta da inibicdo da top2 (GEWIRTZ, 1999).

A DOX ¢ indicada no tratamento de cincer de mama na p6s-menopausa (SANCHEZ-
SUAREZ et al., 2008; MARSH; LIU, 2009) e em situacbes onde ha resisténcia a terapia
enddcrina (KIM et al., 2014), No entanto, ocasiona efeitos colaterais (mielossupressao,
nauseas, vomitos, perda de peso, arritmias e morbimortalidade); e crénicos (cardiomiopatia
grave com desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca congestiva) (SINGAL; DEALLY;
WEINBERG, 1987; OLSON et al., 2007; CAGEL et al., 2017) e cardiotoxicidade (HANNA
etal., 2014).

3.2.3 Agente alquilante - Ciclofosfamida (CPA)

A CPA (Figura 8), derivado da mostarda nitrogenada, induz diferentes danos ao
DNA, tais como: aberragGes cromossdmicas e mutacdes genéticas (VAGHEF et al., 1997;
SANCHES-SUAREZ et al., 2008). Tem predilecdo pelo ciclo celular, induzindo ligacio
cruzada, gerando fragmentacdo das hélices de DNA, interferindo em sua sintese e funcéo,
devido sua agéo na inducéo de quebras de fitas simples de DNA (HENGSTLER et al., 1997),

pode, ainda, formar ligacOes interfilamentares com o DNA que necessitam ser metabolizadas
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pelas fosfamidases (enzimas microssomais hepéticas) (ALMEIDA et al., 2005), além de
formar aductos de DNA e gerar ERO’s (HAENEN, 1988).

Figura 8. Estrutura quimica da Ciclofosfamida.
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A CPA ndo é metabolizada no interior das células cancerosas, mas sim por oxidases de
funcdo mista hepatica (citocromo P450 2B1) e os seus metabdlitos (Figura 9) sdo entregues
nas células neoplasicas através da corrente sanguinea (TAKAMIZAWA et al.,, 1975;
GRAHAM; RILEY; KERR, 1991). Seu potencial eletrofilico permite alteracdes no DNA por
substituicdo de um atomo de hidrogénio por um grupo alquila em condicbes fisioldgicas
(HERZON, 2017). Pode induzir mielossupressao, nefrotoxicidade, bradicardia, cancer
secundario de bexiga e estdmago devido a falta de seletividade (BATISTA et al., 2015;
TELES et al., 2017).
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Figura 9. Ciclofosfamida e seus metabolitos.
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Fonte: Adaptada de Graham, Riley e Kerr (1991).

3.2.4 Agente inibidor dos microtubulos - Taxol

O Taxol (Figura 10) é um diterpenoide, substancia natural, isolado a partir da casca da

arvore da espécie Taxus brevifolia, encontrada no Pacifico (ZOCHER et al.,

1996), que atua

em células que estdo em divisdo, blogueando a despolimerizacdo dos microtubulos no ciclo

celular e a progressao das células em fase G2 e M, podendo reultar em efeitos clastogénicos
ou aneugénicos (CALABRESI; CHABNER, 1996; SALMON; SARTORELLI, 2003; TAME

etal., 2017).
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Figura 10. Estrutura molecular do Taxol.

O Taxol vem sendo utilizado para tratamento do cancer de mama, ovéario e pulmao
(VOROBIOF et al., 2004; MULLER et al., 2014), mas pode induzir toxicidade hematoldgica,
cardiovascular e neuropatia periférica (DONATI; CASTRO, 2011). Entretanto, em conjunto
com a CPA, no protocolo AC seguido de taxol (AC-T), sdo consideradas as drogas mais
potentes na terapéutica do cancer de mama (VRIENS et al., 2013; EARL et al., 2014),
especialmente, em terapia adjuvante para cancer de mama em estégio inicial (LYMAN et al.,
2013).

3.3 Modelos de estudo em oncologia

O aparecimento de tumores espontaneos, induzidos por carcinogénicos e/ ou por virus
primarios sdo alguns dos sistemas empregados na pesquisa do cancer. O uso destes modelos
experimentais esta sendo de grande relevancia no descobrimento de novos farmacos
antineoplasicos, como também no aperfeicoamento dos métodos para prevenir, diagnosticar e
tratar a doenca em humanos (SILVA, 2014).

A descoberta de varios compostos usados no tratamento clinico de tumores tem
acontecido gracas ao desenvolvimento da oncologia experimental. A quimioterapia do cancer,
seja em animais (em experimentos), ou em humanos, tem como intuito reduzir a quantidade
de células neoplésicas viaveis, evitando recidivas (PESSOA et al., 2000; SILVA, 2014).

Os estudos in vitro e in vivo sdo importantes ferramentas utilizadas na pesquisa
biologica, antes que estudos clinicos sejam realizados nos seres humanos. Nos ultimos anos,
varios esforcos foram empregados para entender o processo de tumorigénese. A maioria do
conhecimento, que se tem sobre a carcinogénese, decorre da andlise in vitro de tecidos

tumorais em estado avancados de desenvolvimento, extraidos a partir de pacientes. Essa
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pratica descobriu muitas questdes sobre mudancas genémicas exibidas pelas células tumorais.
Por outro lado, pouco colaborou na aquisi¢do de informagdes sobre as causas que influenciam
0s estagios iniciais do seu desenvolvimento in vivo. Indmeros modelos animais foram
apresentados nos Gltimos anos, com o intuito de descobrir varias questdes referentes ao cancer
in vivo. Os camundongos sd8o muito usados como instrumentos de estudos bioldgicos,
sobretudo no campo da imunologia, oncologia e genética (PANTALEAO; LUCHS, 2010).

3.3.1 Modelos in vitro

Para o estudo de medicamentos contra o céancer, industrias farmacéuticas e
pesquisadores realizam um conjunto de testes in vivo e in vitro para examinar a eficacia
preliminar, toxicidade e farmacocinética de substancias antes que se iniciem os estudos em
humanos (JUNOD, 2013; MAK; EVANIEW; GHERT, 2014). No entanto, a utilizacdo do
modelo in vivo, por meio de experimentacdo em animais, é bastante limitado devido a
viabilidade dos experimentos, disponibilidade de animais e preocupacOes éticas. Essas
limitagdes levam muitos pesquisadores a escolherem os modelos in vitro. Esses modelos
podem ser mais rigidamente controlados, s&0 menos caros e consomem menos tempo do que
0s modelos animais. Além disso, podem ser usados para avaliar um grande ndmero de
diferentes combinagdes de parametros experimentais (NEWSAM et al., 2005; GRIFFITH;
SWARTZ, 2006; ELLIOTT; YUAN, 2011).

Dentre os modelos in vitro, a cultura de células tem sido uma ferramenta importante
para estudos relacionados a oncologia, permitindo o estudo dos mecanismos moleculares
envolvidos na carcinogénese e a identificacdo de marcadores de diagnéstico e prognostico
Uteis para a decisdo terapéutica (FRESHNEY, 1987; GUZMAN; JORDAN, 2004). Existem
inimeros protocolos que se utilizam da cultura de células normais ou tumorais para o estudo
de potenciais substancias anticancerigenas (MAHER et al., 2017; CHEN et al., 2017(a);
NASTKE et al., 2017; RIBEIRO et al., 2018).

Para o estudo do cancer de mama, ja foram realizados estudos com varios tipos de
células, como células MDA-MB-231 e MCF-7 (YUE et al., 2016), MDA-MB-231, SK-BR-3,
MDA-MB-468, MDA-MB-453 (SONG et al., 2005). Por meio da utilizacdo da cultura desses
diferentes tipos celulares do cancer de mama e diferentes tratamentos, com diversos objetivos,
geralmente sdo realizados ensaios de viabilidade celular (MTT), PCR e RT-PCR, ensaio de
invasdo celular e Andlise de Western blot (LIMA et al., 2014). Utilizando-se desses tipos

celulares ja foram realizados, por exemplo, o bloqueio da via de sinalizacdo de Stat 3 por
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moléculas peptiticas no cancer de mama (SONG et al., 2005), a demonstracdo de que o
potéssio aumenta os efeitos antitumorais do acido ascorbico em linhagens de células de cancer
de mama in vitro (FRAJESE et al., 2016), as vantagens de se utilizar a Hesperedina como
agente de resisténcia preventiva em células resistentes a doxorrubicina (FEBRIANSAH et al.,
2014), as propriedades antitumorais do Riluzol e sua acdo independente do receptor de
glutamato metabotropico-1 (SPEYER et al., 2016), além de diversos outros estudos,
demonstrando a importancia da utilizacdo dos modelos in vitro (HUGO et al., 2017;
PRABHU et al., 2017).

No entanto, existem diversas limita¢cdes do modelo in vitro que ainda tornam essencial
a utilizacdo dos modelos animais. Entre elas, podemos citar a alteragdo das linhagens
celulares na cultura de células (alteracdo genética e de mRNA); a falta da retencdo da
heterogeneidade tumoral presente no cancer primario; e a falta de componentes relevantes do
microambiente tumoral (TVEIT; PIHL, 1981; ROSCHKE et al., 2003; MAK et al., 2014).
Pesquisas de diferentes tipos de tumores, como de tumor de mama, j& foram prejudicadas
pelas limitacbes inerentes aos modelos experimentais de cultivo em monocamada ou
bidimensional (2D) (KIM et al., 2004).

Buscando sanar essas limitagdes, novos modelos de cultura de células estdo sendo
produzidos e utilizados, como a cultura de células em 3D e a cocultura com representantes
celulares adequados do microambiente do tumor. O objetivo dessas novas tecnologias é
aproximar as condicdes da cultura celular in vitro da situacdo in vivo (MAK et al., 2014;
BENTON, et al., 2014; FONG et al., 2016).

Existem inimeros estudos se utilizando de células de sarcoma in vitro, demonstrando:
a inducdo da morte celular programada pelo Triéxido de arsénio (CHIU et al., 2015), o papel
da Mitramicina em induzir a atividade antiproliferativa de agentes quimioterapicos em células
de sarcoma de Ewing (RAY et al., 2017), a potente atividade antitumoral do MLNQ128, um
inibidor de quinase de mTOR competitivo com ATP, como terapia potencial para o sarcoma
de ossos e tecidos moles (SLOTKIN et al., 2015), a atividade antitumoral do Sitravatinib em
células de sarcomas (PATWARDHAN et al., 2016), entre outros. Diante disso, podemos
observar que os modelos de estudo in vitro séo alternativas experimentais para a utilizacdo de
diversos tipos celulares (BENTON et al., 2015; GOLDBERG et al., 2015).
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3.3.2 Modelos in vivo

O uso de animais na pesquisa experimental é citado desde o século V a.C. quando
Hipocrates observou a similaridade anatbmica de 6rgdos humanos doentes com os de animais
(GRAGNANI; MORGAN; FERREIRA, 2003). Mesmo com a implantagdo de novas
tecnologias de estudo in vitro, a utilizacdo de animais ainda é essencial para o estudo de
modelos oncologicos. As diferentes metodologias de modelos animais em oncologia,
geralmente, apresentam 0s mesmos objetivos, a cultura de células e tecidos destinados a
pesquisa in vitro ou/e a utilizacdo de animais de laboratério destinados a pesquisa in vivo (LU
et al., 2017; CARVALHO, SILVA; CARVALHO, 2017; PASCUAL et al., 2017; AERTS et
al., 2018).

Segundo Thompson e Singh (2000), os modelos experimentais de neoplasias
mamarias induzidas pela administracdo de cancerigenos quimicos em roedores sdo
ferramentas, extremamente, Uteis para o estudo das multiplas etapas da carcinogénese
mamaria. Em geral, as neoplasias mamarias induzidas quimicamente pelo DMBA séo
carcinomas agressivos hormonio-dependentes.

Dentre 0s modelos experimentais utilizados para estudo de carcinoma mamario, 0s
aplicados em ratas sdo os mais faceis de entender o mecanismo de desenvolvimento do
cancer, sendo, por esse motivo, mais utilizados em pesquisa clinica. Alguns critérios
observados na indu¢do quimica de cancer de mama sao: desenvolvimento acelerado do cancer
de mama; desenvolvimento do tumor apenas no tecido mamario; semelhanca nas
caracteristicas de crescimento com o0s tumores mamarios humanos; o produto quimico
utilizado devera causar pouca ou nenhuma toxicidade sistémica no animal e as caracteristicas
histoldgicas devem ser semelhantes com os tumores encontrados em humanos (ESTELLER,
2007).

3.3.2.1 7, 12-dimetilbenz (a) antraceno (DMBA)

Dentre as pesquisas que se utilizam de animais experimentais para o estudo in vivo no
ramo da oncologia, podemos citar a indugdo de tumor por carcinégenos. A inducdo de cancer
em roedores j& se mostrou Util para o estudo de agentes de quimioprevencdo, possibilitando a
compreensdo de processos de mutagéo, estresse oxidativo e inflamacéo, que ocorrem durante
a carcinogénese. Além disso, possibilida a identificacdo de novos alvos moleculares para

potencial quimioprevencdo. Um desses modelos € a utilizagdo do 7,12-dimetilbenz (o)
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antraceno (DMBA), um hidrocarboneto policiclico aromatico (HPA) (TEICHER; FREI,
2000; SPORN; LIBY, 2005; TEICHER, 2006).

Os HPA’s sdo poluentes atmosféricos dispersos abundantemente no ecossistema,
encontrados no fumo do cigarro, charutos, combustdo de combustiveis, carvado e até mesmo
detectados em alimentos cozidos (RAVINDRA; SOKHI; GRIEKEN, 2008). Em meio as
varias classes de HPAs, o 7, 12-dimetilbenz (a) antraceno (DMBA) é um carcinogénico e
imunossupressor bem conhecido, usado em modelos de roedores para o estudo do
cancer (CHATTERJEE et al.,, 2010; VEYRAND et al.,, 2013). O DMBA (Figura 11) ¢
constituido por quatro anéis aromaticos organizados de forma angular e dois grupos metil. E
um HPA de massa molecular 256,34 g/mol. Dentre os modelos que utilizam este composto,
podemos citar os modelos de inducdo da carcinogénese na boca, figado, glandula mamaria e
pele em roedores (SAHA; ROY; KHUDA-BUKHSH, 2012; MINARI; OKEKE, 2014,
RIBEIRO et al., 2015).

Figura 11. Estrutura quimica 7, 12-dimetilbenz (o) antraceno (DMBA)
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Fonte: SIGMA-ALDRICH; 2014.

Numerosos estudos mostraram que 0 DMBA pode ser usado para induzir carcinoma
de mama experimental em ratos e que este processo envolve a interrup¢do do balango redox
do tecido. Por sua vez, isso sugere que as alteraces bioquimicas e disturbios fisiopatoldgicos
podem resultar do dano oxidativo. A ativacdo do DMBA leva a producdo de radicais cations,
radicais livres e metabdlicos de oxigénio. Dessa forma, o estresse oxidativo gerado produz
efeitos deletérios ao iniciar a peroxidagdo lipidica. Logo, 0o DMBA pode induzir a geracdo de
substancias oxidativas em varios 6rgdos, uma propriedade que lhe tornou uma boa alternativa
para o estudo de modelos in vivo (DAVIS, KUTTAN, 2001; ANBUSELVAM; VIJAYAVEL,
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BALASUBRAMANIAN, 2007; VINOTHINI, MURUGAN, NAGINI, et al., 2009;
BENAKANAKERE et al., 2010; KRISHNAMOORTHY; SANKARAN, 2016)

O modelo de cancer de mama, que utiliza o DMBA, apresenta caracteristicas
relevantes como homogeneidade, reprodutibilidade e geracdo de tumores de forma rapida. O
DMBA ¢ considerado um pré-carcindgeno, que necessita ser convertido em seu metabdlito
secundério definitivo, 0 DMBA — 3,4-dihidrodiol-1,2-ep6xido, em um processo que ocorre
com a participacdo das enzimas microssomais CYP-1 (MOON et al., 1996).

O DMBA quando administrado € biotransformado, rapidamente absorvido no trato
gastrointestinal e acumulado no tecido adiposo. A glandula maméaria apresenta como
caracteristica 0 acumulo de tecido adiposo. Tendo isso em vista a mama é considerada um
local de tropismo para 0 DMBA. Dessa forma, esta é mais uma evidéncia que o DMBA é uma
substancia apropriada para os estudos de carcinogénese na glandula mamaria (TAMULSKI;
MORREAL; DAO, 1973; COULDREY et al., 2002; VAYSSE et al., 2017).

3.3.2.2 Modelo murino de Sarcoma 180

O sarcoma de camundongos (Sarcoma 180) foi um dos primeiros tumores
experimentais a serem transplantados em animais. Inicialmente este tumor, descoberto em
1914 como uma massa s6lida na axila direita de um camundongo albino, foi denominado
como Tumor de Crocker. Esse tumor foi, primariamente, classificado como carcinoma
mamario; mas, ap0s varias transplantacdes subcutaneas, observou-se que suas caracteristicas
morfolégicas e seu comportamento eram caracteristicos de um sarcoma e passou, entéo, a ser
chamado de Sarcoma 180 (QI; XU, 2006, SILVA, 2014).

Em 1951, logo apds a inoculacdo intraperitonial do fluido leitoso do Sarcoma 180
(s6lido) em camundongos swiss, o pesquisador Charlotte Friend apresentou a forma ascitica
do tumor nos animais, na qual foi possivel perceber que muitos tumores, depois da terceira
semana de implante, desenvolvem necrose, levando os animais a 6bito devido & desnutricéo,
toxemia e septicemia (SILVA, 2014).

Existem algumas condi¢Oes que favorecem 0 uso de experimentos com tumores
transplantaveis na forma ascitica, tais como a facilidade na padronizacdo do ndmero de
células a serem inoculadas; quantificacdo do crescimento e regressdo da massa tumoral,
quando for o objetivo do estudo; possibilidade de realizar um estudo comparativo, utilizando

dos mesmos métodos de pesquisa, na corrente sanguinea e nos fluidos corporais (NERY,
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2004). O tumor na forma ascitica é intensamente utilizado em sistemas experimentais, uma
vez que facilita a definicdo da quantidade de células que serdo transplantadas, o que permite
certo grau de controle. O tumor se desenvolve na forma sélida desde que seja inoculado por
via subcutanea ou intramuscular em camundongos; e cresce na forma ascitica quando
inoculado por via intraperitoneal (MATSUZAKI et al.,, 2004; BERGAMI-SANTOS;
MARIANO; BARBUTO, 2004).

A identificacdo da progressdo tumoral esta sinalizando o desenvolvimento de novas
possibilidades terapéuticas tendo como alvo células presentes no microambiente tumoral.
Desta forma, torna-se importante a elaboracdo de novas estratégias com o restabelecimento do
controle do ciclo celular por meio de agentes, que atuem nos pontos de checagem,
disponibilizando de estratégias viaveis na terapia anticancer (CRAGG et al., 2018).

O entendimento da biologia molecular do cancer necessita de estudos in vivo, a
exemplo dos modelos tumorais de Sarcoma. Segundo Quesada e Amaton (2012) esse tipo de
cancer apresentam como caracteristicas moleculares aberragdes tais como mutacdes, delecdo
intergenes, amplificacGes de genes e translocacbes.. O transplante de células sarcomatosas
pode ser realizado via inoculagdo subcuténea, intramuscular ou intraperitoneal, com
crescimento em até 100% dos casos (WAL et al., 2002).

Existem diversos estudos demonstrando a utilizagdo das células S180 para a pesquisa
de novos antitumorais, bem como para avaliar o efeito do tumor e de metéstases no tecido em
um modelo murinho (Figura 12) (TARNOWSKI; MOUNTAIN; STOCK, 1973; JUNG et al.,
2002; SUNG et al., 2007; YI et al., 2017). As células de S180 sdo uma linhagem maligna,
heterogénea de células de tumor, desenvolvido naturalmente em camundongo, de origem
mesodérmica e seu crescimento é observado em uma ampla gama de metastases (LEE et al.,
2003; BRITTO et al., 2012).

Figura 12. Modelo murino de Sarcoma 180
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Fonte: Adaptado de Sung et al., (2007).
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Nos modelos animais, geralmente, essas células séo injetadas por via subcutanea na
virilha esquerda dos animais. Apos a realizagdo do transplante, assumem a forma de Sarcoma,
mantendo-se inalterado para posterior tratamento de acordo com o estudo a ser realizado
(WANG et al, 2012; Yl et al., 2017). E um modelo classico utilizado, um dos motivos é o seu
répido crescimento, uma vez que as células do Sarcoma 180 crescem rapidamente, podendo
chegar apds sete dias de inoculagdo a um tamanho de 15x11x8 mm (SUGIURA, STOCK,
1952).

3.4 Biomarcadores Citogenéticos

A avaliacdo da toxicidade genética é de importancia para identificar e caracterizar o
papel de mutagenos e carcindgenos na salde humana, na mensuracdo de danos primarios, de
mutacdes em genes, danos em cromossomos para avaliacdo de riscos de instabilidade genética
e de efeitos carcinogénicos (ZEIGER et al., 2015). A genotoxicidade pode ser induzida por
agentes quimicos e/ou fisicos que interagem com o DNA, bem como por outros caminhos
celulares, podendo ocasionar adutos, quebras de fitas, mutacbes de ponto e alteracOes
estruturais e numéricas aos cromossomos (BAUMSTARK-KHAN; HELLWEG; REITZ,
2010; GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015). Cabe enfatizar que essas alteracdes podem
iniciar o desenvolvimento do cancer e também ocasionar impactos na fertilidade, contribuir
para alteracGes hereditarias e prejudicar a saude do ecossistema (BAUMSTARK-KHAN;
HELLWEG; REITZ, 2010).

Essas alteracbes no material genético podem ser detectadas com aplicacdo de
biomarcadores citogenéticos e/ou moleculares, em especial para 0 entendimento
epidemiolégico do cancer, pois fornecem informacbes sobre as diferencas individuais
(COLLINS et al., 2014a). Estudos apontam que as alteracdes cromossémicas em linfécitos de
sangue periférico sdo associadas ao risco de cancer (KYRTOPOULOS et al., 2006; GOYAL
et al., 2016). Diversas agéncias regulatérias de drogas, na Europa e nos Estados Unidos,
recomendam testes em roedores para avaliacdo de farmacos quanto a genotoxicidade, em
beneficios da saide humana, como pré-requisito para sua liberacdo terapéutica (ABRAHAM;
BALLINGER, 2012).

Assim, os biomarcadores citogenéticos, na avaliacdo de danos induzidos pelos
farmacos ao DNA, sdo determinantes e quantificaveis de eventos bioldgicos que permitem a
predicdo de anormalidades nucleares indicativas de neoplasias. A exemplo do teste de

micronucleos, que € capaz de evidenciar danos cromossémicos causados por agente
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citotoxicos in vivo, e ex vivo (FENECH; MORLEY, 1985; LADEIRA et al., 2015). Para
deteccdo de efeitos genotdxicos, a associagdo de bateria de testes rapidos deve ser
considerada. Uma variedade de teste in vitro, in vivo e ex vivo tais como os testes de AMES,
linfomas em ratos, teste de aberracGes cromossémicas, micronucleos para avaliacdo de
toxicidade, genotoxicidade e carcinogenicidade. Esses, também, sdo testes rotineiramente
mais empregados na industria farmacéutica (KIRKLAND et al., 2006; FEI et al., 2015).

Os carcindgenos sdo classificados em genotdxicos e ndo genotdxicos. Muitos
carcindgenos genotdxicos tém sido reportados como causa de tumores. A avaliacdo de
genotoxicidade de quimicos, incluindo a identificacdo dos seus mecanismos de acdo, sdo
importantes para estabelecer as diferencas entre os carcindgenos em beneficio da saude
humana, especialmente na industria farmacéutica (SHARIF et al., 2016). O potencial
genotoxico de carcindgenos é avaliado usando testes com bactérias, a exemplo do teste de
mutacdo (AMES) (AMES; LEE; DURSTON, 1973). Para ser considerado carcindgenos, 0s
compostos devem exibir genotoxicidade in vivo em roedores com o uso dos biomarcadores de
micronucleos e aberracGes cromossémicas em mamiferos (GOLLAPUDI et al., 2011).

Para a farmacogendmica, ainda é necessario a influéncia do polimorfismo genético,
variacfes na expressdo dos genes em populacfes frente ao metabolismo de xenobidticos.
Vaérios testes in vivo e in vitro sdo aplicados recentemente de forma associada com modelos
computacionais (WOO et al., 2014). Os testes toxigendmicos podem apontar mecanismos
moleculares que favorecem a entendimento dos modos e mecanismos de a¢do de compostos
genotoxicos e carcindgenos e de carcindgenos nao genotdxicos, com predicdo de riscos para a
carcinogénese, por meio da selecdo de genes que atuam em vias de sinalizacdo celular, a
exemplo do gene p53 (EICHNER et al., 2014).

Novos testes in vitro de toxicidade genética, com a identificacdo de genes associadas
as respostas celulares de farmacos e/ou drogas (SUZUKI et al., 2014), devem ser
incorporados de forma combinada em estudos toxicolégicos com foco inicial para a
identificacdo de mecanismos moleculares, que podem levar a perturbagdes com efeitos
adversos (KELLER et al., 2012; BERG et al., 2011). As avaliagcOes da diversidade de efeitos
moleculares, incluindo os efeitos epigenéticos, sdo de importancia em andlises toxicologicas,
especialmente com a aplicacdo de testes in vitro. Estas analises contribuem para a saude
humana, animal e ambiental (GUNDERT-REMY et al., 2015).

3.4.1 Teste em Saccharomyces cerevisiae
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A S. cerevisiae € um fungo unicelular que cresce tanto em condi¢des anaerobicas
como aerdbicas. Esse organismo fermenta hexoses como a glicose e a frutose, sendo a glicose
a principal fonte de carbono (JOLLY; AUGUSTYN; PRETORIUS; 2017). A S. cerevisiae
tem sido amplamente estudada, tornando-se ferramenta importante nas pesquisas em razao da
sua notavel semelhanca as células de mamiferos no que se referem as macromoléculas,
organelas e um grande nimero de proteinas com alta homologia com proteinas humanas. E
utilizado em pesquisas sobre mutagénese, reparo de DNA e mecanismos que respondem ao
estresse oxidativo (COSTA; MORADAS-FERREIRA, 2001).

Algumas das propriedades tornam a levedura, particularmente, apropriada para
estudos bioldgicos de estresse oxidativo. Trata-se de um organismo provido de nucleo e de
organelas com metabolismo semelhante a de eucariotos superiores. Além disso, apresenta
crescimento rapido, segurancga e possui um sistema genético bem definido. S. cerevisiae foi 0
primeiro organismo eucarioto a possuir o genoma, completamente, sequenciado e depositado
em bancos de dados especializados, permitindo a clonagem de diferentes genes, sua rapida
identificacdo e caracterizacdo, o que facilita a compreensao da sua funcdo celular (JONES et
al., 2008; PENA-CASTILLO; HUGHES, 2007).

S. cerevisiae possui uma variedade de mecanismos de defesas contra danos oxidativos
tanto enziméaticos como ndo enzimaticos. O mecanismo enzimatico é constituido de enzimas
superoxido dismutases, redutases, catalases, peroxidorredoxinas, glutarredoxinas e glutationa
transferases e é utilizado para manter o balanco redox nesse organismo (HERRERO et al.,
2008). Quanto ao mecanismo ndo enzimatico, cita-se a glutationa reduzida (GSH). Varios
estudos tém demonstrado que a GSH é uma importante molécula antioxidante em leveduras.
Além disso, em condi¢des de restricdo alimentar, a GSH também pode ser utilizada como
fonte de nitrogénio e enxofre pela levedura (MEHDI e PENNINCKX, 1997). Outras
moléculas envolvidas na protecdo contra o estresse oxidativo em S. cerevisiae sdo: trealose,
metalotioneina, tiorredoxina e glutarredoxina (OHTAKE; SATOU; YABUUCHI, 1990;
SUIZU et al., 1994; STEPHEN; JAMIESON, 1998).

A Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces pombe sdo importantes para mensurar
0s mecanismos de alteracdes na fidelidade de replicacdo, sensibilidade a lesées no DNA, bem
como o0s mecanismos de respostas celulares a esses danos (SKONECZNA; KANIAK;
SKONECZNY, 2015). Em estudos toxicogenéticos, o teste com leveduras €, também, um

bom modelo de células eucariticas com muitos genes funcionais e ortélogos aos dos
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humanos e pode ser usado na identificagdo de genes susceptiveis a toxicidade (NORTH et al.,
2011).

A levedura S. cerevisiae é importante para estudar respostas ao estresse oxidativo.
Dentre as razGes, pode-se destacar: a) a levedura apresenta um elevado grau de homologia
com o genoma humano; b) existem muitas proteinas que sdo similares funcionalmente com as
proteinas humanas; c) possui um sistema cuja manipula¢do genética é razoavelmente facil e
mais barato que outros modelos; d) as bases de dados sdo as mais completas de todos os
modelos eucaridticos (DE LA TORRE-RUIZ; PUJOL; SUNDARAM, 2014); e, e)
metabolismo de detoxificagdo semelhante ao dos eucariotos superiores o qual esta ausente nas
bactérias. S. cerevisae consegue realizar todas as tarefas basicas que as células eucarioticas

podem fazer.

3.4.2 Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa, conhecido como eletroforese em gel de célula Unica, (SCGE —
Single Cell Gel Eletrophoresis Assay) (HEUSER et al., 2008; TAKASAWA et al., 2015;
ZAPATA et al., 2016), vem sendo reconhecido, internacionalmente, assim como o de
micronucleos in vivo, para avaliacdo do potencial genotoxico de quimicos carcindgenos pela
inducdo dos danos ao DNA e eficacia de reparo (KANG et al., 2013). Na sua versdo alcalina
(pH alcalino (>13), apresenta mais sensibilidade para identificacdo de agentes genotoxicos
(NESSLANY et al, 2007; DHAWAN et al., 2009; VALVERDE; ROJAS, 2009;
CORREDOR et al., 2016), por detectar diversos danos tais como: quebras de fita Unica e
dupla, sitios alcali-labeis e crosslinks (VILLELA et al., 2003; HEUSER et al., 2007;
VALVERDE; ROJAS, 2009; SOLONESKI; NIKOLOFF; LARRAMENDY, 2016; ZHOU et
al., 2016) e danos oxidativos (LU et al., 2017).

Entretanto, ndo tem efeitos na deteccdo de mecanismos aneugénicos e/ou
clastogénicos, que sdo eventos associados a carcinogenicidade e mecanismos epigenéticos
(COLLINS, 2004), com sensibilidade na identificacdo de lesGes pré-mutagénicas, de reparo,
utilizando qualquer tipo de células nucleadas e ndo exigindo que as mesmas se encontrem em
divisio (LEAL et al., 2009). O Ensaio Cometa pode ser aplicado em estudos de
monitoramento clinico, entendimento da patogénese do cancer e de doencas degenerativas,
predicdo de tumores, radiacOes e quimioterapias e estudos de infertilidades, assim como
avaliacdo de riscos ocupacionais e ambientais (STANG, 2010; TICE, 2015;

GUNASEKARANA; GLADWIN; CHAND, 2015), alem de monitoramento de exposi¢éo a
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antineoplasicos (GOMES JUNIOR et al., 2015). Diversas células podem ser usadas em
estudos de biomonitoramento clinico, tais como: células mononucleares do sangue periférico,
células do epitélio bucal, nasal, epitelial, espermas, bem como biopsias de tecidos (LIAO;
MCNUTT; ZHU, 2009).

3.4.3 Teste de Micronucleos

Os micronucleos (MN) séo fragmentos de DNA que sdo descritos como de alto risco
para o aparecimento do cancer, em resposta a agentes genotoxicos e carcinogénicos. Trata-se
de pequenos corpusculos nucleares representando o material genético que foi perdido pelo
nacleo principal, como consequéncia de um dano genético (ASANO et al, 1998). Apds a
separagdo das cromatides, no processo mitético, dois nucleos sdo reconstituidos, um em cada
polo. A membrana nuclear é refeita ao redor destes dois conjuntos cromossémicos. Mas, se
um cromossomo inteiro ou um fragmento cromossémico acéntrico ndo se integra ao novo
nacleo (por ndo estar unido ao fuso), este pode constituir um pequeno nucleo individual.

Os MN podem se originar de fragmentos cromossomicos acéntricos (efeito
clastogénico) ou de cromossomos inteiros, que ndo completam a migracdo anaféasica da
divisdo celular (efeito aneugénico). O teste de micronucleos é um teste citogenético que tem
sido bastante usado para avaliar danos citogenéticos em varias populacbes do mundo
(DERTINGER et al, 2011).

Os biomarcadores citogenéticos, a exemplos dos microndcleos, tém atraido muita
atencdo em inlmeros artigos, pois sdo potenciais indicadores de efeitos bioldgicos, incluindo
os riscos de aumento de instabilidade genética, preditivos de cancer. O teste de MN mensura
quebras e perdas de cromossomos, sendo um marcador de danos ao DNA.

As agéncias reguladoras e a comunidade cientifica tém aceitado o Teste de
Micronucleos em medula éssea de camundongos como ferramenta apropriada para avaliar a
seguranca de um produto (VALADARES; CASTRO; CUNHA, 2007). Vem sendo usado
segundo a OECD - Guidelines for the testing of Chemicals/section 4: Health Effects —
Mammalian Erythrocytes. Micronucleos Test: N° - 474 e a recomendagdo do Gene — Tox
program, Environmental Protection Agency — EPAIUS, como padrdo de mutagenicidade
cromossémica, que evidencia a agdo mutagénica de agentes fisicos in vivo e in vitro
(FENECH et al.,, 1999; MARCON et al., 2017). Os micronucleos sdo formados apoés

exposicdo a agentes genotdxicos, que podem ocasionar ap0s as mitoses fragmentos de
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cromatides ou cromossomos acéntricos, que foram excluidos do nucleo principal (FENECH,
2002; NERSESYAN et al.,, 2014; FENECH et al., 2016; TOUAHRI et al., 2016). Esses
eventos caracterizados por agentes clastogénicos e aneugénicos, que sao preditivos de cancer
(FENECH, 2000; PAZ et al., 2018), podem induzir ativacdo de proto-oncogenes e delecéo de
genes supressores de tumores (TAMURA, 2006; GOYAL et al., 2016).

O Teste de Micronlcleos fornece informacdo sobre a instabilidade genética
ocasionada danos do DNA e morte celular (ROHR et al., 2013; BOLOGNESI; HOLLAND,
2016; NERSESYAN et al.,, 2016), sendo considerado como biomarcador de efeitos
aneugeénicos e clastogénicos. O entendimento das diferengas entre os efeitos clastogénicos e
aneugénicos é de importancia crucial na avaliacdo dos riscos de cancer. O modo de acdo ndo
linear dos aneugénicos é relacionado a desorganizacdo da maquinaria mitética com perda de
cromossomo que leva a formacdo de microndcleos e apresenta relagdo com a dose reposta do
agente mutagénico (HERNANDEZ; VAN BENTHEM, 2013). Ja os eventos 0s clastogénicos,
podem induzir mutacGes devido a quebras de cromossomos, por dele¢bes, adicdo ou
reagrupamento de sequéncias nucleotidicas (ELHAJOUJI; TIBALDI; KIRSCH-VOLDERS,
1997).

3.4.4 Teste de Microndcleos com Bloqueio de Citocinese (CBMN)

Para avaliacdo de genotoxicidade de quimicos in vitro, o Teste de Microndcleos com
Blogueio de Citocinese é recomendado (CBMN) (EL-ZEIN; VRAL; ETZEL, 2011,
NERSESYAN et al., 2014). No que se refere a metodologia de MN com bloqueio de
citocinese (CBMN), a mesma é desenvolvida com o uso da citocalasina B para identificar
células que se dividem em cultura. A citocalasina B é um inibidor de polimerizacdo de actina,
a qual é requerida para a formacgdo do anel que divide o citoplasma durante a citocinese.
Desse modo, as células podem ser identificadas por suas aparéncias binucleadas (FENECH,
2007).

Os danos induzidos por agentes quimicos e/ou fisicos podem, dependendo do agente,
induzir ou inibir necroses e ou apoptose. A inducdo de necrose pode resultar na liberacdo de
enzimas degradativas, que podem causar a digestdo parcial de DNA. Nesta perspectiva, 0
CMBN ¢é, amplamente, usado como um ensaio in vivo bastante viavel para avaliar a
ocorréncia de alteragdes cromossdmicas, que € um dos principais pontos finais da
mutagenicidade. O teste é utilizado ndo sO para identificacdo de mutacGes, mas para a

avaliacdo de riscos ao qual o organismo esteja susceptivel (HAYASHI, 2016).
62



Como visto, é de grande importancia a verificacdo da toxicidade genética e
cromossdmica causada por novas biomoléculas, de forma a assegurar a saude humana e
animal. Assim, alguns biomarcadores de genotoxicidade e mutagenicidade sao utilizados para
a avaliacdo de efeitos agudos e cronicos de diversos agentes quimicos, podendo predizer um
perfil de seguranca e eficicia de novas moléculas (MALUF; ERDITIMANN, 2003).

3.5 Biomarcadores Hematoldgicos e Bioquimicos

A ndo seletividade dos antineoplésicos exige 0 monitoramento hematoldgico, devido
aos efeitos da mielodepressdo e leucopenia, presentes no paciente oncologico (SILVA,;
NASCIMENTO, 2010). As anemias e transtornos de coagulacdo sao comuns em pacientes
oncolégicos (LEBRUN et al. (2017), bem como a Trombose Venosa Profunda (TVP) e
Embolia Pulmonar (EP) (ZHU et al., 2017). O hemograma é o exame complementar no
acompanhamento de quimioterapia e radioterapia, de importancia para diagnésticos e controle
evolutivo de doencgas (ZHU et al., 2016).

O parametro hematoldgico estabelece aspectos qualitativos e quantitativos dos
eritrécitos (eritrograma), leucocitos (leucograma) e das plaquetas (plaguetograma) no sangue.
O eritrograma estuda as alteracGes nos eritrocitos ou heméacias (Hm), na hemoglobina (Hb),
hematocrito (Ht), avaliacdo da morfologia eritrocitaria e os indices hematimétricos: volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo da
hemoglobina corpuscular média (CHCM). O leucograma é constituido da contagem global e
diferencial da série branca. O plaquetograma envolve a contagem de plaquetas, avaliacdo da
morfologia, determinacdo do volume plaquetario (VPM) e a variacdo entre os volumes
plaquetarios (PDW) (ROSENFELD, 2012).

AlteracGes bioguimicas, também, sdo presentes em pacientes oncoldgicos, tais como
as alteracdes em creatinina observada em pacientes oncol6gicos com lesdo renal (MAGRO;
VATTIMO, 2007; DALTON, 2011); lactato desidrogenase (LDH), que se apresenta alterada
em danos tissulares. A dosagem de creatinina exerce um papel fundamental no rastreamento
de lesédo renal aguda (LRA), observada, com frequéncia, em pacientes idosos e em neoplasias.
Trata-se de uma condicdo caracterizada pela incapacidade de manutencdo dos equilibrios
acido-base e hidroeletrolitico (MAGRO; VATTIMO, 2007). Dalton (2011) relata que a
manutencdo da homeostase fisiologica esta relacionada com uma fungéo renal saudavel. E a
determinacdo plasmatica da creatinina € o teste para avaliacdo da funcéo renal mais seguro

(WALLACH; KANNAAN, 2003).
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3.6. Neonothopanus gardneri
3.6.1 Taxonomia

Os fungos durante muitos anos ficaram inseridos no reino plantae, devido a algumas
caracteristicas semelhantes. Porém, por apresentarem distin¢do das plantas em diversos outros
aspectos, foram separados em um reino proprio, o reino fungi (KIRK et al., 2008;
BLACKWELL, 2011). Dentre suas caracteristicas, estdo: auséncia de pigmentos
fotossintetizantes; sdo heterotréficos (sua nutricdo se da por meio de absorcdo); sdo
eucariotos; e possuem parede celular quitinosa, tendo o glicogénio como principal forma de
armazenamento energético. Atualmente, o reino fungi é dividido em sete filos principais,
sendo eles Ascomycota, Basidiomycota, Blastocladiomycota, Chytridiomycota,
Glomeromycota, Microsporidia e Neocallimastigomycota (STEENKAMP; WRIGTH,;
BALDAUF, 2006; HIBBETT et al., 2007; KIRK et al., 2008; BLACKWELL, 2011).

Neonothopanus é um género de duas espécies de fungos bioluminescentes da familia
Marasmiaceae. A espécie tipo Neonothopanus nambi, encontrada na Australia, América do
Sul, América Central e Malasia, (COMER et al, 1981) e a espécie Neonothopanus gardneri
(Figura 13) encontrada na América do Sul (CAPELARI et al, 2011). O N. gardneri,
conhecido popularmente como “flor-de-coco”, pertence a linhagem Omphalotus, do filo
Basidiomycota, caracterizado por espécies capazes de formar estruturas denominadas
basidios, nas quais ocorre cariogamia e meiose esporica, originando basidiésporos (BONONI,
1997; KIRK et al., 2008), exibindo, excepcionalmente, intensa luminescéncia tanto do micélio
guanto nos basidiomas (CAPELARI et al., 2011). Além disso, apresentam micélio dicariético
e hifas septadas que podem formar ansas (alcas de conexdo), caracteristica exclusiva dos
fungos basidiomicetos (ALEXOPOULQOS, MIMS, BLACKWELL, 1996).

O grande papel ecoldgico dos basidiomicetos € a ciclagem de nutrientes, interferindo
principalmente no ciclo do carbono por serem degradadores de lignina. Contribuem ainda
para a manutencdo do ciclo de outros elementos como nitrogénio, fosforo e potassio (NA et
al.,, 2016; AN et al., 2016). No Brasil, os representantes do filo Basidiomycota sdo
encontrados em todas as regides e nos mais variados ecossistemas. O N. gardneri é
encontrado, principalmente, na regido da caatinga (NEVES et al., 2013). Distribuido, também,
ao longo da Mata dos Cocais brasileira nos estados do Maranhdo, Tocantins, Goias e Piauli,

que é um bioma de transicdo entre a Floresta Amazonica e a Caatinga, com corpos de
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frutificagdo que crescem nas bases de palmeiras (Attalea humilis, A. funifera, e Orbignya
phalerata) (CAPELARI et al., 2011).

Figura 13 - Neonothopanus gardneri

Fonte: VENTURA,; SILVA; STEVANI, 2015.

3.6.2 Atividades bioldgicas

Os fungos séo considerados uma fonte rica de novos produtos naturais com uma ampla
gama de atividades bioldgicas, sendo utilizados ha muitos séculos pela industria farmacéutica
para a producgdo de medicamentos, como a penicilina (BLUNT et al., 2006; SMETANINA et
al., 2007; SAMUEL; PRINCE; PRABAKARAN, 2011). Do ponto de vista dietético e
medicinal, os fungos podem proporcionar potenciais efeitos benéficos na saide humana, quer,
diretamente, como antioxidante; quer atraves da prevencdo de alteracdes subjacentes a estados
patologicos graves, tais como cancer, diabetes, doencas neurodegenerativas, doencas
cardiovasculares e a sindrome metabdlica (AZ1Z; MEHMET; NAZIME, 2007).

Uma variedade de cogumelos tem sido usada, tradicionalmente, para a manutencao da
salde, prevencdo e tratamento de varias doencas. Acredita-se que um total de 126 funcdes
medicinais sejam produzidas por cogumelos e fungos. Dentre as diversas propriedades
farmacologicas e bioldgicas que ja foram listadas a partir dos cogumelos, podemos citar
efeitos  antitumorais,  imunomoduladores,  antioxidantes,  cardiovasculares, anti
hipercolesterolémicos,  antivirais, antibacterianos, antiparasitarios,  antifungicos,
desintoxicantes, hepatoprotetores, antidiabéticos e anti-inflamatorios (WASSER, WEIS,
1999; VAZ et al., 2011; CHANG; WASSER, 2012; SHARMA, SINGH; SINGH, 2017). Na

medicina popular, varios extratos sdo usados, no Japdo, na Coreia e na China, como
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potenciais adjuvantes para tratamentos de radiacdo e quimioterapia (SULLIVAN; SMITH,;
ROWAN, 2006; BORCHERS et al., 2008).

No que se referem as atividades apresentadas pelos fungos basidiomicetos (Figura
14), destacam-se as atividades alimentares e nutracéuticas (CHANG; BUSWELL, 1996; LIN
e LIN, 1997; RUBEL, 2006; FAN et al., 2006), antimicrobiana (POUCHERET; FONS;
RAPIOR, 2006; FAN et al., 2006; IMITIAJ; LEE, 2007), antiviral (FAN et al., 2006) e
potencial para controle de doencas de plantas causadas por micro-organismos (KOBAYASHI,
HIRAMATSU; AKATSUKA, 1997; DI PIERO; PASCHOLATI, 2004). Estudos
evidenciaram que algumas espécies de fungos do filo Basidiomycota apresentam, também,
atividade antitumoral (MIZUNO et al., 1990; RODRIGUES et al., 2003; RUBEL, 2006;
POUCHERET; FONS; RAPIOR , 2006, FAN et al., 2006; ZHENG et al., 2015; MEI et al,
2015) correlacionada com seus polissacarideos. Estes que sdo capazes de impedir a
oncogeénese, podendo ser utilizados, diretamente, para inibir a atividade tumoral ou para
impedir a metastase, sendo benéficos para serem utilizados em conjunto com a quimioterapia
(WASSER, 2002; CHANG; WASSER, 2012; PLESZCZYNSKA et al., 2016), além de efeito
antihipertensivo e de protecdo cardiovascular (EGUCHI et al., 2014; YAHAYA et al., 2014;
SHIBU et al.,, 2017). Além de polissacarideos, terpenoides, esteroides, alcaloides e
compostos fendlicos estruturados que indicam atividades antioxidantes, antivirais,
antibacterianas, anticolinesterase, antiflngicas, anti-inflamatérias, antimunomoduladoras e
antitumorais de varias espécies de cogumelos (ISHIKAWA et al, 2001; NIEDERMEYER et
al, 2005; MORADALI et al, 2007; SINANOGLOU et al., 2015; MENG et al., 2016; ZHANG
et al, 2017).

Estudos apontam algumas propriedades bioldgicas da espécies Neonothopanus nambi,
como acdo citotdoxica contra larvas (Meloidogyne incognita) que infectam as raizes de
tomateiros (BUA-ART et al, 2010), bem como contra o agente etiolégico da maléria,
Plasmodium falciparum, agdo antimicrobiana contra Mycobacterium tuberculose, efeito
citolitico contra linhagem de células cancerosas NCI-H187, dentre outras atividades
(KANOKMEDHAKUL et al, 2012). A atividade antitumoral evidenciada pela espécie
Neonothopanus nambi pode servir como subsidio para a investigacdo do potencial de

Neonothopanus gardneri contra células cancerosas.
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Figura 14. Atividades bioldgicas apresentadas pelos fungos basidiomicetos

Antitumoral

Antihipertensivo —_ __— Antimicrobiana

Protegdo Cardiovascular — T Alimentares e Nutracéuticas

Antiviral

3.6.3 Compostos bioativos isolados de cogumelos

As propriedades bioldgicas e farmacoldgicas dos cogumelos parecem estar,
intimamente, relacionadas a seus metabolitos secundarios. Ja foram encontrados em
cogumelos diversos componentes bioativos como proteinas, vitaminas (riboflavina, niacina,
tiamina, acido félico e &cido ascorbico), minerais (cobre, fésforo, magnésio, potassio, sédio e
zinco), acidos graxos insaturados, fibras, ergosterol, lecitina, terpenoides e aminoacidos
imunomoduladores, como a arginina e a glutamina (BUSWELL; CHANG, 1993; WANG;
SAKODA, SUZUKI, 2001; NOVAES, 2007). Alguns cogumelos, também, possuem [-
glucanas, lectinas, proteinas imunomodeladoras de fungos (Fips) e proteinas que séo Unicas e
foram consideradas altamente bioativas nesses tipos de fungo (CHEUNG, 2010; MATTILA;
MARNILA; PIHLANTO, 2018).

Os terpenoides encontrados nos cogumelos apresentam ampla variedade de atividades
biologicas, como agdo antioxidante, antimicrobiana, antitumoral, antibacteriana, antifingica,
anti-inflamatoria, antiplasmodial, antimalarica, antiviral e citotoxica (DURU; CAYAN,
2015). Além disso, os fungos basidiomicetos podem produzir uma grande variedade de
triterpenos. A maioria deles é do tipo lanostano, com muitas formas diferentes de atividade
bioldgica, incluindo anticancerigenos e antiparasitarios (NYONGBELA et al., 2013). Em

geral, a maioria dos cogumelos possue polissacarideos biologicamente ativos com atividade

67



antitumoral e imunoestimuladora, sendo eficazes no retardamento de varios tumores e de
outras doencas através da estimulacdo do sistema imunitario, como também na redugdo dos
efeitos colaterais dos tratamentos de quimioterapia e radiacdo (MIZUNO, et al., 1995;
CHANG; MILES, 2004).

Os cogumelos medicinais também contém enzimas como lactase, superoxido
dismutase, glicose oxidase e peroxidase, capazes de desempenhar um papel importante no
tratamento do cancer, prevenindo o estresse oxidativo e inibindo o crescimento celular
(ZAIDMAN et al., 2005; WASSER, 2010). Estudos realizados com diferentes cogumelos ja
demonstraram o potencial antioxidante desses fungos, apresentando elevadas concentragoes
de compostos fendlicos e potente atividade sequestradora de radicais livres (AKATA,;
ERGONUL; KALYONCU, 2012; REIS et al., 2012). Acido benzoico, acido hidrobenzoico,
acido galico, acido protocatecuico, acido gentisico, acido vanilico, acido hidroxicinamico,
acido cindmico, &cido cafeico, quercetina, rutina, hesperetina, caempeferol, acido ferulico,
resveratrol, acido elagico e &cido pirogalico sdo alguns dos compostos fendlicos e flavonoides
que ja foram encontrados em diversas espécies de cogumelos (KIM et al., 2005; VALENTAO
et al., 2005; PUTTARAJU et al., 2006; JAYAKUMAR; THOMAS; GERALDINE, 2009;
FERREIRA; BARROS; ABREU, 2009).

Diversos estudos jA demonstraram o efeito dos compostos fendlicos e flavonoides
sobre 0 organismo que ultrapassam os seus efeitos antioxidantes. Como a quercetina, que é
capaz de atuar sobre a inflamacdo, funcdo imunoldgica (LI et al., 2016.), possuir acao
vasodilatadora, atuar sobre a prevencdo da formacdo de placa aterosclerotica, efeito
antihipertensivo e anti-isquémico (PIRIE et al., 2014), além de apresentar acdo conjunta com
o caempeferol, que possui grande potencial anti-inflamatério por modular a acdo de
componentes celulares envolvidos no mecanismo da inflamacdo, como por exemplo, a
proliferacdo de linfécitos T, a producdo de citocinas pré-inflamatorias como as TNF-a e IL-1,
e a atividade das enzimas da via do &cido araquiddnico, tais como fosfolipase A2, ciclo-
oxigenase e lipo-oxigenase, acdes que promovem a agregacdo de plaquetas e reducdo a
trombose (QUEIROZ et al.; 2014; TODOROVA; TRENDAFOLOVA, 2014).

Com relacdo aos compostos bioativos do género Neonothopanus sp, um dos principais
compostos encontrados € a hispidina, composto ativo bioluminescente presente nos corpos de
frutificacdo de cogumelos N. gardneri, que possui atividade antioxidante comprovada
(EDWARDS, LEWIS, WILSON, 1961; KHUSHBAKTOVA et al., 1996; OBA et al., 2017).
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Estudos apontam compostos bioativos extraidos de Neonothopanus nambi eficazes no
controle de nematddeos (BUA-ART et al., 2010).

Sesquiterpenoides antiplasmodiais, aurisina A e aurisina K, extraidos do N. nambi,
mostraram atividade contra o P. falciparum e Mycobacterium tuberculosis, como, também,
apresentam citotoxicidade contra linhagens celulares cancerigenas NCI-H187 e de
colangiocarcinoma. Outros compostos bioativos foram extraidos desses fungos, como 0s
sesquiterpenos nambinona A e C, epi- nambinona B e nambinona D, que, também, estariam
ligados a atividade citotoxica desse fungo contra as células tumorais (KANOKMEDHAKUL
et al., 2012). Além de atividade contra células de diferentes linhagens celulares: de cancer de
pulmdo NCI-H187, cancer da cavidade oral KB, e cancer de mama MCF7 (BURAKORN;
NGUEYN; PRAPHRUET, 2015). Outras substancias isoladas desses fungos ja foram
descritas, também, como o nanbiscalarano, um novo sesterterpenoide, a Aurisina Z, trans -o-
hidroxi-y-fenilbutirolactona, 4-butirilamobenzoato de metilo, bem como nambinonas Ae C e
esterol poli-hidroxilado (TSARKOVA et al., 2016).
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CAPITULO I

Bioativos de espécies do filo Basidiomycota e mecanismos antioxidantes, anti-
inflamatorios e antitumorais
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Bioativos de espécies do filo Basidiomycota e mecanismos antioxidantes, anti-
inflamatorios e antitumorais

Débora Céssia Vieira Gomes, Antonielly Campinho dos Reis, Rosalia Maria Torres Lima,
José Victor de Oliveira Santos, Marcus Vinicius Oliveira Barros de Alencar, Ana Maria
Oliveira Ferreira da Mata, Hercilia Maria Lins Rolim Santos, Joaquim Soares da Costa Junior,
Antbnia Maria das Gracas Lopes Citd, Marcia Fernanda Correia Jardim Paz, Lina Clara
Gayoso e Almendra Ibiapina Moreno, Jodo Marcelo de Castro e Sousa, Muhammad Torequl
Islam, Ana Amélia de Carvalho Melo Cavalcante

RESUMO

Os compostos bioativos de espécies do filo Basidiomycota apresentam atividades
imunoestimulante, antiviral, anti-inflamatoria, hipoglicemiante, antioxidante,
hipocolesterolémica, fungicida e antitumoral. Esta revisdo pontuou alguns bioativos em
espécies do filo Basidiomycota com mecanismos de acdo envolvidos nas atividades
antioxidante, anti-inflamatoria e antitumoral. A busca foi conduzida em periddicos cientificos
publicados no periodo de 2013-2016 nas plataformas PubMed, Science Direct, Web of
Science e Scopus, utilizando os indexadores 'mushroom’, ‘bioluminescent mushrooms’,
‘mushroom and biological activities’, ‘mushroom and secondary metabolites’ e ‘mushroom
and antitumoral activity’. Dados duplicados e ndo relacionados ao tema foram excluidos. De
9.048 artigos, apenas quatrocentos e vinte e seis (426) publicacGes foram selecionadas ap6s
exclusdo de informacg6es duplicadas e nao relacionadas ao tema e apenas noventa e dois (92)
artigos ndo clinicos foram incluidos neste estudo. Os compostos quimicos de extratos,
metabdlitos e polissacarideos isolados das espécies Agaricus murrill, Boletus edulis, Clavaria
fragilis, Catathelasma ventricosum, Flammulina velutipes, Ganoderma lucidum, Hypsizygus
tessulatus, Lentinula edodes, Lentinus tigrinus, Meripilus giganteus, Pleurotus ostreatus,
Pleurotus djamour, Pleurocybella. porrigens, Pleurotus eryngii, Pleurotus pulmonarius,
Ramaria botrytis, Ramaria stricta e Tylopilus ballouii apresentaram propriedades
antioxidantes com mecanismos de acdo envolvidos na eliminagédo e captura de radicais livres,
controle do Fe®* e reducdo de peroxidagdo lipidica. Em Cordyceps militaris, Gloeostereum
incarnatum, G. lucidum, Hericium erinaceus, Inonotus obliquus, Pleurotus sajor-caju,
Trametes orientalis, Tylopilus ballouii alguns bioativos foram responsaveis por efeitos anti-
inflamatdrios por meio do aumento da expressdo de anticorpos e interleucinas, reducdo de
edemas, controle dos niveis de mieloperoxidases e expressdo de COX-2 e TNFa. Nas espécies
Antrodia camphorate, Agaricus bisporus, Auricularia auricula-judae, Astraeus odoratus,
Agaricus bisporus, Boletus edulis, Cordyceps militaris, Cerrena unicolor, Fusarium
moniliforme, outros bioativos apresentaram efeitos toxicos/citotoxicos, bem como atividade
antitumoral em diferentes linhagens tumorais por meio de parada do ciclo celular, colapso do
potencial de membrana, ativacdo de caspases, clivagem de PARP, expressao de Bax e Bcl2,
inducdo de necrose, apoptose, expressdo de p21, p27, p300, p73, fosforilagdo de Rb e E2F1,
Bax/Bcl2, caspases 7, inducdo dos fatores IFN-4, COX-2, inducdo de peroxidacéo lipidica,
atenuacdo da expressdo das proteinas NFK[} e B caderinas e quinases, regulacao negativa de
ciclinas B e E, regulacdo positiva de p53 e PARP, inducéo de radicais livres, aumento de
proteinas quinases e de AMPc, TGFg, TNF-a e IL2. Assim, as espécies do filo Basidiomycota
sdo fontes abundantes de agentes bioativos para formulagdes farmacéuticas antitumorais.

Palavras-chave: Basidiomycota. N. gardneri. Antioxidante. Anti-inflamatorio. Antitumoral.
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Bioactives of species of the phylum Basidiomycota and antioxidant, anti-inflammatory

and anti-tumor mechanisms

ABSTRACT

Bioactive compounds in species of the phylum Basidiomycota present activities
immunostimulating, antiviral, anti-inflammatory, hypoglycemic, antioxidant,
hypocholesterolemic, fungicidal and antitumor. This review punctuated some of the bioactive
compounds in species of the phylum Basidiomycota with mechanisms of action involved in
the antioxidant, anti-inflammatory and antitumor activities. An extensive search was
conducted in journals published in the period 2013-2016 on the PubMed, Science Direct, Web
of Science and Scopus platforms using the 'mushroom’, 'bioluminescent mushrooms',
mushroom and biological activities', ‘mushroom and secondary metabolites’ and 'mushroom
and antitumoral activity’. Only non-clinical evidence data were included in this study.
Duplicate and non-subject data were deleted. Of 9,048 articles, only four hundred and twenty-
six (426) publications were selected after deletion of duplicate and non-subject information.
Then, after eligibility analysis, only ninety-two (92) non-clinical articles were included in this
study. Chemical compounds of extracts, metabolites and polysaccharides isolated from the
species Agaricus murrill, Boletus edulis, Clavaria fragilis, Catathelasma ventricosum,
Flammulina velutipes, Ganoderma lucidum, Hypsizygus tessulatus, Lentinula edodes,
Lentinus tigrinus, Meripilus giganteus, Pleurotus ostreatus, Pleurotus djamour,
Pleurocybella. porrigens, Pleurotus eryngii, Pleurotus pulmonarius, Ramaria botrytis,
Ramaria stricta and Tylopilus balloui presented antioxidant properties with mechanisms of
action involved in elimination and capture of free radicals, Fe3 + control and reduction of
lipid peroxidation. In Cordyceps militaris, Gloeostereum incarnatum, G. lucidum, Hericium
erinaceus, Inonotus obliquus, Pleurotus sajor-caju, Trametes orientalis, Tylopilus ballouii
some bioactives were responsible for anti-inflammatory effects through increased expression
of antibodies and interleukins, edema reduction, control of myeloperoxidase levels and
expression of COX-2 and TNFa. In the species Antrodia camphorate, Agaricus bisporus,
Auricularia auricula-judae, Astraeus odoratus, Agaricus bisporus, Boletus edulis, Cordyceps
militaris, Cerrena unicolor, Fusarium moniliforme, G. lucidum, Grifola frondosa,
Ganoderma tsugae, I. obliquus, L. edodes, Lactarius rufus, L. vulpinum, M. esculenta, G.
lucidumem, G. applanatum, P. nameko, P. eryngii, P. igniarius, de P. linteus, P. ostreatus, P.
abalonus, P. sajor-caju, P. sp., R. lépida, S. commune and T. versicolor other bioactives
showed toxic/cytotoxic effects as well as antitumor activity in different tumor cell lines
through cell cycle arrest, membrane potential collapse, caspase activation, cleavage of PARP,
Bax and Bcl2 expression, induction of necrosis, apoptosis, expression of p21, p27, p300, p73,
phosphorylation of Rb and E2F1, Bax / Bcl2, caspases 7, induction of IFN-4, COX-2,
induction of lipid peroxidation, attenuation of NFKf and (-cadherin protein expression and
kinases, negative regulation of cyclins B and E, positive regulation of p53 and PARP,
induction of free radicals, increase of protein kinases and of cCAMP, TGFf, TNF-a and IL2.
Thus, species of the phylum Basidiomycota are abundant sources of bioactive agents for
antitumor pharmaceutical formulations.

Key-words: Basidiomycota. N. gardneri. Antioxidant. Anti-inflammatory. Antitumoral

72



1 INTRODUCAO

Bray e Mgller (2006) publicaram proje¢des globais para a incidéncia de cancer em
2020. Eles projetaram que a incidéncia total de cancer subiria de 11 milhdes de novos casos
em 2002 para 16,5 milhdes em 2020. MATHERS et al.,2006 projetaram a incidéncia global
para todos os tipos de cancer em 15,5 milhdes de casos em 2020, 6% abaixo da estimativa de
Bray e Mgller. Estima-se, para o Brasil, biénio 2018-2019, a ocorréncia de 600 mil casos
novos de cancer, para cada ano. Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma (cerca de 170
mil casos novos), ocorrerdo 420 mil casos novos de cancer. Essas estimativas refletem o perfil
de um pais que possui 0s canceres de prostata, pulméo, mama feminina e colon e reto entre 0s
mais incidentes, entretanto ainda apresenta altas taxas para os canceres do colo do Utero,
estomago e esofago (INCA, 2017).

Os derivados de produtos naturais tém sido fontes promissoras para agentes
terapéuticos (DEY et al., 2016). Diversos estudos com fitoquimicos apontam para atividades
antitumorais, por inducdo de apoptoses e inibicdo de proliferacdo celular (BEEVI et al.,
2010). O desenvolvimento dos farmacos ainda se constitui como um desafio para a terapia do
cancer devido a diversos aspectos, incluindo o fato da heterogeneidade genética do cancer que
leva a muitas resisténcias as terapias (SAMADI et al., 2015).

Os Basidiomycotas sdo considerados uma fonte rica de novos produtos naturais com
uma ampla gama de atividades bioldgicas, sendo utilizados, frequentemente, pela industria
farmacéutica para a producdo de medicamentos, como a penicilina (BLUNT et al., 2006;
SMETANINA et al., 2007; SAMUEL; PRINCE, PRABAKARAN, 2011). J& foram reladas
mais de 97 mil espécies de fungos; dentre as quais, a maioria se encontra entre 0S
Ascomicetos e Basidiomicetos (KIRK et al., 2008, BLACKWELL, 2011). Sé&o fontes de
metabdlitos secundarios bioativos para o desenvolvimento de nutracéuticos e farmacos
(DURU e CAYAN, 2015). Algumas evidéncias apontaram que estes metabdlitos apresentam
atividades farmacoldgicas como imunoestimulante (KATYA et al., 2016), anti-inflamatéria
(DORE et al., 2014; NGUYEN et al., 2016; ZHANG et al., 2017), antiviral (SONG et al.,
2016), hipoglicemiante (WAHAB et al., 2014; MIHAILOVIC et al., 2015), antioxidante
(SOUILEM et al., 2017), hipocolesterolémica (YEH et al., 2014), fungicida (NOWACKA et
al., 2014) e antitumoral (WASSER, 2002; MORADALI et al., 2007; BARROS et al., 2007,
JEFF etal., 2016; ZHAO et al., 2017; YUAN et al., 2017).

De importancia para a medicina moderna, em especial no contexto oncoldgico, esses

produtos bioativos representam uma fonte abundante de compostos que sdo possiveis
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moduladores do crescimento de células tumorais (COSTA FORTES et al., 2010; CFR
FERREIRA et al., 2010; MAO et al., 2015). Estudos apontam que lectina isolada da espécie
Russula Iépida, tem atividade antiproliferativa contra células de hepatoma (Hep G2) e células
MCF-7 de cancer de mama humano (ZHANG et al., 2010). Registros indicam que o
polissacarideo, obtido do micélio de Phellinus linteus, tem acdo antitumoral em células de
Sarcoma 180 (S-180), por mecanismos associados com a inducdo de apoptose (MEI et al.,
2015). Assim, este estudo objetivou apontar alguns dos compostos bioativos isolados das
especies do filo Basidiomycota, em especial para a espécie N. gardneri, e seus mecanismos de
acOes, compativeis para atividades antioxidantes, anti-inflamatorias e antitumorais, com base

em periddicos cientificos.

2 ESTRATEGIA METODOLOGICA

Para esta revisdo foram utilizadas as plataformas PubMed, Science Direct, Web of
Science e Scopus com os seguintes termos indexadores “mushroom”, “bioluminescent
mushrooms”, “mushroom” AND “biological activities”, “mushroom” AND ‘“secondary
metabolites”, “mushroom” AND “antitumoral activity”. A pesquisa foi realizada em artigos
dos ultimos cinco anos; e os termos de busca foram observados nos titulos dos artigos
publicados em inglés, bem como nas palavras-chave. Foram incluidos nas analises os artigos
de estudos experimentais in vitro, in vivo com basidiomicetos e seus metabdlitos, relacionados
a mecanismos indicativos de atividades antioxidantes, anti-inflamatoria e antitumoral. Foram
excluidos dados duplicados entre as diferentes plataformas e artigos com titulos ou resumos
incompativeis com os critérios de inclusdo, bem como artigos de revisdo nao relevantes em

relacdo aos objetivos do estudo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Obtencao de dados para analises

A busca nas bases de dados relacionados a cogumelos revelou 9.048 registros, com
426 estudos preenchendo os critérios de inclusdo. O nimero de publicacdes encontradas nas
plataformas a partir dos indexadores usados esta apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1. Levantamento quantitativo das publicacbes relacionadas as atividades
bioldgicas/farmacolégicas de basidiomicetos nas bases de dados pesquisadas.
Descritores Pubmed ;N ?b of Sc!ence Scopus TOTAL
cience Direct
“mushrooms” 397 2525 1734 3428 8084
“bioluminescent
mushrooms” 04 10 02 09 25
“mushroom™ AND 15 131 47 249 442
biological activities
_mushroom” AND 14 90 17 110 231
secondary metabolites
”mushroom” AND
“antitumor activity” 02 178 14 2 266
Total 432 2934 1814 3868 9048

Em sintese, das 9.048 publicacGes encontradas nos bancos de dados, 3.366 foram

excluidos por tratar-se de revisdao ou com titulos que fugiam do interesse bioldgico; 3.122

publicacdes repetidas; e 2.134 ndo traziam assuntos relevantes ao estudo, a partir da analise

do resumo. Quatrocentos e vinte e seis (426) foram analisadas integralmente. Destas, apenas

92 artigos estavam adequados a proposta da pesquisa (Figura 1).

Figura 1. Fluxograma da analise e elegibilidade das publicacdes encontradas nesta pesquisa

9.048 periodicos:
- 432 PubMed
- 1.814 Science Direct
- 2.034 Web of Science
- 3.866 Scopus

4

=

3.366 - registros excluidos
3.122 - publicaces repetidas

2.134 - nao relevancia ao estudo

I 426 Analisadas I » I 334 sem adequacao I

<

92 incluidos no estudo

75



3.2 Aspectos gerais dos Basidiomycotas e da espécie Neonothopanus gardneri

O reino Fungi é dividido em sete filos principais, sendo eles Ascomycota,
Basidiomycota, Blastocladiomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota, Microsporidia e
Neocallimastigomycota (STEENKAMP; WRIGTH; BALDAUF, 2006; HIBBETT et al.,
2007; KIRK et al., 2008; BLACKWELL, 2011). Os Basidiomycotas formam estruturas de
reproducdo macroscépicas e sao conhecidos, popularmente, por cogumelos ou orelhas de pau.
Sd0 em sua maioria saprofitas e participam da decomposicdo de folhas, galhos e troncos,
sendo encontrados em uma grande variedade de substratos e em diferentes biomas
(GIMENES, 2010).

O papel ecoldgico dos Basidiomycotas € a ciclagem de nutrientes, interferindo,
principalmente, no ciclo do carbono por serem degradadores de lignina. Além disso, também
contribuem para a manutencdo do ciclo de outros elementos como nitrogénio, fésforo e
potéssio (NA et al., 2016, AN et al., 2016) e sdo fonte ilimitada de agentes biologicamente
ativos com utilizacdo terapéutica (BLUNT et al.,, 2006; SMETANINA et al., 2007;
SHIRMILA; RADHAMANY, 2012; SAMUEL; PRINCE, PRABAKARAN, 2017),
especialmente, como antitumorais (MIZUNO et al.,, 1995; RODRIGUES et al., 2003;
RUBEL, 2006; POUCHERET; FONS; RAPIOR, 2006; FAN et al., 2006; ZHANG et al.,
2010; MEI et al., 2015).

No Brasil, os representantes do filo Basidiomycota sdo encontrados em todas as
regibes e nos mais variados ecossistemas (NEVES et al.,, 2013). Na caatinga, é possivel
encontrar, principalmente, as espécies Bovista plubea, Tulostoma excentricum e a espécie
Neonothopanus gardneri. O N. gardneri foi encontrado no Piaui, Tocantins, Goiéas e
Maranhdo (OLIVEIRA et al., 2013). O N. gardneri difere de N. nambi na estatura do
basidioma, na pigmentacdo e no tamanho dos basididsporos. Neonothopanus nambi forma
basidiomas reduzidos, excéntricos, com coloragfes brancas a cinzentos claros e basididsporos
elipsoides com 4-6,5 x 2,8-4 um. Ja o N. gardneri forma basidiomas amarelos com uma
estrutura bem desenvolvida e excéntrica com 9,5-12 x 9-11 um (PETERSEN; KRISAI-
GREILHUBER, 1999).

Na caatinga, € possivel encontrar os Basidiomycotas das espécies Bovista plubea,
Tulostoma excentricum e N. gardneri. O Neonothopanus é 0 género de duas espécies de
fungos da familia Marasmiaceae. A espécie Neonothopanus nambi é encontrada na Austrélia,

América do Sul, América Central e Malasia, (COMER, 1981); enquanto que N. gardneri é
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encontrado na América do Sul. O N. gardneri (‘Flor de coco”) (Figura 2) pertence a linhagem
Omphalotus e exibe, excepcionalmente, intensa luminescéncia tanto do micélio quanto de
basidiomas. Este fungo é distribuido ao longo da Mata dos Cocais brasileira nos estados do
Maranh&o, Tocantins, Goias e Piaui, que € um bioma de transicdo entre a Floresta Amazoénica
e a Caatinga. Corpos de frutificacdo podem crescer na base de palmeiras (Attalea humilis, A
Attalea funifera e Orbignya phalerata) (CAPELARI et al., 2011).

Figura 2. Espécie Neonothopanus gardneri

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al. (2013).

A emisséo de luz por cogumelos N. gardneri, encontrados em florestas brasileiras, é
controlada por um rel6gio circadiano e serve para atrair insetos para dispersdo de esporos
(OLIVEIRA et al., 2015). Esse basidiomiceto € o maior fungo bioluminescente do Brasil
(Figura 3) e um dos maiores do mundo (CAPELARI et al., 2011; VENTURA et al., 2015).

Figura 3. N. gardneri em luz natural (a esquerda) e no escuro (a direita)

Adaptada de VENTURA et al. (2015).
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Os sistemas bioluminescentes produzem luz através da oxigenagdo de um substrato,
genericamente chamado luciferina (do latim Lucifer, portador da luz); e uma enzima,
luciferase (KAHLKE; UMBERS, 2016). De acordo com Oliveira e Stevani (2009), a emisséo
de luz pode ser obtida in vitro por mistura do extrato quente (fonte de luciferina) e do extrato
frio (fonte de redutase / luciferase) e, finalmente, pela adicdo de NADPH para desencadear a
reacdo (AIRTH; FOERSTER, 1960; OLIVEIRA et al, 2013), que pode ser observada na
Figura 4.

Figura 4. Mecanismo de emisséo de luz em fungos.

enzima soltvel
(redutase)

L + NAD(P)H + H* » | H, + NAD(P)*

enzima insolavel
LH, + O, T r— » LO + H,O + hv

L: luciferina, LH,: luciferina reduzida, LO: oxiluciferina

Adaptada de OLIVEIRA et al. (2013).

3.3. Atividades biologicas de bioativos isolados em espécies do filo Basidiomycota

O filo Basidiomycota vem sendo descrito como de importancia alimentar e
nutracéutica (CHANG; BUSWELL, 1996; LIN e LIN, 1997; RUBEL, 2006; FAN et al.,
2006). Vérios bioativos foram identificados com atividades antimicrobiana (POUCHERET;
FONS; RAPIOR, 2006; IMITIAJ; LEE, 2007), antiviral (FAN et al., 2006), antioxidante,
anticancerigena, redutora de colesterol, imunoestimuladora (BARROS et al, 2007, 2008;
FERREIRA et al, 2007; OYETAYO, 2009), cardiovascular, antibacteriana, antiparasitaria,
anti-inflamatoria, antidiabética (IWALOKUN et al, 2007; SHARMA, GAUTAM, 2017
CHOU et al., 2016; LEE et al., 2016; SILVEIRA, et al., 2014); controle de pragas em plantas
(KOBAYASHI; HIRAMATSU; AKATSUKA, 1997; DI PIERO; PASCHOLATI, 2004), e
também antitumoral (WASSER, 2002; CHANG; WASSER, 2012; PLESZCZYNSKA et al.,
2016).

A espécie Flammulina velutipes (cogumelos enoki), um dos principais cogumelos
comestiveis no mercado, é reconhecida por seu alto valor nutricional. Além disso, possuli
tambem atividades antitumoral e anticancerigena, antiaterosclerética, anti-hipertensiva e

antioxidante, melhora da memoria e cognicdo, anti-inflamatdria, imunomoduladora e
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antibacteriana atribuidas aos seus constituintes bioativos como carboidratos, proteinas,
lipidios, glicoproteinas, fenois e sesquiterpenos em diferentes partes do cogumelo (TANG et
al., 2016).

As atividades biolégicas do filo Basidiomycota estdo relacionadas aos seus
metabdlitos secundarios, tais como &cidos organicos, alcaloides, terpenoides esteroides e
compostos fendlicos (JAYAKUMAR et al., 2011). Os compostos &cido benzoico, acido
hidrobenzoico, acido galico, acido protocatecuico, acido gentisico, acido vanilico, &cido
hidroxicinamico, acido cindmico, acido cafeico, quercetina, rutina, hesperetina, caempeferol,
acido ferulico, resveratrol, &cido elagico e acido pirogalico sdo alguns dos compostos
fendlicos e flavonoides que ja foram encontrados em diversas espécies de cogumelos
(VALENTAO et al., 2005; PUTTARAJU et al., 2006; RIBEIRO et al., 2006; BARROS et al.,
2008(a); JAYAKUMAR; THOMAS; GERALDINE, 2009; FERREIRA et al., 2009(b)).

Em varias espécies de cogumelos, os polissacarideos, terpenoides, esteroides,
alcaloides e compostos fendlicos estruturados demonstraram atividades antioxidante,
antiviral, antibacteriana, anticolinesterase, antifungica, anti-inflamatéria, imunomoduladora e
antitumoral (GAN et al., 2004; ISHIKAWA et al., 2001; NIEDERMEYER et al., 2005;
MORADALI et al., 2007; TONG et al., 2009; TEL, 2015). Os polissacarideos isolados de
extratos aquoso e etanolico de Boletus edulis apresentaram atividade antitumoral em estudos
com células tumorais MCF-7 de cancer de mama (NOVAKOVIC et al., 2017). Na realidade,
hd muitos anos a atividade antitumoral de polissacarideos de cogumelos tem sido
demonstrada, como relatado por Gregory et al. (1966), que isolou diversos polissacarideos
com efeitos citotoxicos em células de Sarcoma S-180, adenocarcinoma 755 e leucemia L-
1210 (ZHANG et al., 2007; INTARAUDOM et al., 2013).

Além disso, os terpenoides foram correlacionados com as atividades antioxidante,
antimicrobiana, antitumoral, antibacteriana, antifungica, anti-inflamatoria, antiplasmodial,
antimalérica, antiviral e citotoxica (DURU; CAYAN, 2015). Estudos evidenciaram, em
basidiomicetos, proteinas, vitaminas (riboflavina, niacina, tiamina, &cido fdlico e &cido
ascorbico), minerais (cobre, fosforo, magnésio, potassio, sddio e zinco), acidos graxos
insaturados, fibras, ergosterol, lecitina, terpenoides e aminoacidos imunomoduladores, como a
arginina e a glutamina (BUSWELL; CHANG, 1993; WANG; SAKODA, SUZUKI, 2001,
NOVAES, 2007). Os sesquiterpenos nambinona A e C, epi-nambinona B e nambinona D
estdo ligados a atividade citotoxica dos basidiomicetos contra as células tumorais citadas
anteriormente (KANOKMEDHAKUL et al., 2012). Ainda, outros estudos apontam que o
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sesquiterpeno 2,6,10,14-tetrametilpentadecano, isolado do basidiomiceto Agaricus sylvaticus,
ndo induz toxicidade em animais (FORTES et al., 2006), no entanto, apresentam efeitos
citotoxicos em diferentes células neoplasicas (GHANTOUS et al., 2010).

Em sintese, 0s compostos quimicos de varias espécies de cogumelos do filo
Basidiomycota, que incluem polissacarideos, terpenoides, esteroides, alcaloides e compostos
fendlicos estdo relacionados com as atividades antioxidante, antiviral, antibacteriana,
anticolinesterasica, antifungica, anti-inflamatéria, imunomoduladora e antitumoral
(ISHIKAWA et al., 2001; NIEDERMEYER et al., 2005; MORADALI et al., 2007; TONG
etal., 2009; TEL, 2015).

3.4. Atividades antioxidante, imunolégicas e antitumorais do filo Basidiomycota:
compostos bioativos e mecanismos de acao

3.4.1 Atividades antioxidantes de compostos quimicos isolados do filo Basidiomycota

Como relatado, o filo Basidiomycota apresenta valor nutricional devido seus baixos
niveis energéticos e grandes quantidades de minerais, aminoacidos fibras e vitaminas, bem
como por suas atividades antioxidantes atribuidas a misturas complexas de compostos
quimicos em extratos obtidos do Basidiomycota, como também polissacarideos, proteinas,
compostos fendlicos, terpenos e esteroides (TURKOGLU et al., 2007; FIRENZUOLLI et al.,
2008; VAZ et al., 2011). Compostos quimicos isolados das espécies Ramaria botrytis;
Clavaria fragilis; R. stricta; Ramaria botrytis; Boletus edulis; Pleurotus eryngii, P. ostreatu,
P. pulmonarius, G. lucidum e Agaricus bisporus foram considerados antioxidantes via
atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (MILOVANOVIC
et al., 2014; NOVAKOVIC et al.,, 2017; SHARMA; GAUTAM, 2017). Os compostos
quimicos, presentes em extratos, podem ter atividades antioxidantes por mecanismos
associados a: eliminacdo de radicais livres (LIU et al., 2013a; KUNJADIA et al., 2014;
PAROLA et al., 2017; DULAY et al., 2017; NONAKOVIC et al., 2017); captura de radicais
livres (HAKIME-SIVA et al., 2013; STOJKOVIC et al., 2017); eliminagdo de ERO’s
(SHARMA;GUTAN, 2017) e diminuigdo dos niveis de Fe** (KHALILI et al., 2015).

Existem relatos de que os polissacarideos TLH-1, TLH-2 e TLH-3, extraidos de
Tricholoma lobayense; os extratos acetonitrila e hexano, extraidos de Lentinus tigrinus e
Pleurotus djamour; exo-polifendis (EPC) e endo-polifendis (IPC), extraidos de Inonotus

obliquus, também apresentaram atividades antioxidantes no teste com DPPH (XU et al.,
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2015(a); CHEN et al., 2017; DULAY et al., 2017). Resultados similares foram encontrados a
partir da producdo de nanoparticulas de polissacarideos de Ganoderma lucidum e Momordica
charantia que além da melhor atividade em relacdo ao DPPH, também apresentaram maior
potencial na remocdo do radical hidroxil e a&nion superéxido em comparacdo com 0S
polissacarideos bioativos (QUIM et al., 2018). Além da capacidade sequestradora de DPPH,
ja foi evidenciado, nas espécies Tricholoma lobayense, Lentinus tigrinus, Pleurotus djamour,
Boletus edulis e T. versicolor, capacidade na doacdo de atomos de hidrogénio, eliminacao de
radicais hidroxila e superdxido e papel antioxidante redutor de ferro (CHEN et al., 2017,
DULAY etal., 2017, NOVAKOVIC etal., 2017, WANG et al., 2017).

Estudos também apontaram que os polissacarideos heteroglicanos, isolados de
Pleurotus cystidiosus e de Entoloma lividoalbum na alteracdo dos niveis de GSH na sua forma
reduzida e oxidada (MAITY et al., 2014; PANDA et al., 2017), e os isolados das espécies C.
ventricosum, Pleurotus cystidiosus, foram responsaveis, como antioxidantes, por agirem nos
niveis de Malondialdeido (MDA), catalase (CAT) e superdxido dismutase (MAITY et al.,
2014; LIU et al., 2016; PANDA et al., 2017). As enzimas antioxidantes capazes de manter o
equilibrio redox do organismo, podemos citar a superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e glutationa (GSH) (BAYIR, et al., 2006). A glutationa é um tripeptideo (g-L-glutamil-L-
cisteinil-glicina) presente no organismo na forma reduzida (GSH) e oxidada (GSSG). A GSH
age como um antioxidante enzimatico, atuando sobre a remocdo de hidroperoxidos e
reduzindo as EROs (MEISTER, ANDERSON, 1983; LU, 2000; NATALE, 2005).

Os polissacarideos obtidos do Basidiomycota atuam como antioxidantes por
mecanismos associados & remocdo do radical hidroxil e anion superéxido (CHEN et al., 2017,
QIM et al., 2018), influenciam sobre a GSH e peroxidacdo lipidica (PANDA et al., 2017),
eliminacdo (WANG et al., 2013; MAITY et al., 2014; LI. WANG; WANG, 2017; ZHANG et
al., 2018) e captura (XU et al., 2015(b)) de radicais livre. Em sintese, alguns dos mecanismos
antioxidantes dos Basidiomycotas atribuidos aos seus compostos quimicos dos extratos, dos
polissacarideos, metabdlitos, proteinas e fendlicos estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2.

antioxidantes, em diferentes estudos ndo clinicos

Extratos e constituintes quimicos isolados do filo Basidiomycota e mecanismos

Extratos/Constituintes
guimicos

Modelo de
estudo

Mecanismo de acdo

Referéncias

Extrato de HghdflGanoderma
Lucidum em 100 mg / kg.

Modelo de isquemia/
reperfusdo I/R em
coelho

Diminuicdo na complacéncia da
bexiga e nas respostas contrateis
causada por I/R

LEVIN etal., 2017

Extrato aquoso Lentinula
edodes e Pleurotus ostreatus

DPPH e ABTS

Eliminacéo de radicais livres
DPPH e ABTS

PAROLAetal., 2017

Extrato etandlico do Corpo
frutifero de
G. lucidum.

Células Hela,
HepG2), MCF-7 e
NCI-H46
DPPH e atividade
antitirosinase

Inibicéo da tirosinase atividade e
eliminagdo do radical de DPPH
Inibindo da produgdo de NO

TAOFIQ etal., 2017

Extrato acetonitrila e hexano
extraidos dos corpos de
frutificacdo de L. tigrinus e P.
djamour em 500 mg / L.

Ensaio de DPPH.

Eliminacéo de radicais livre.

DULAY etal., 2017

Extratos aquosos e etandlicos
brutos de Boletus edulis.

DPPH, 6xido nitrico,
anion superdxido,
radicais hidroxila e

reducéo de ferro

Anti-radical DPPH, anti-
hidroxila, antinitrica atividade do
radical anidnico anti-superéxido

e poder antioxidante redutor de
ferro

NOVAKOVIC et al.,
2017

Extrato metandlico de
Meripilus giganteus Karst.
0,025-0,4 mg /mL.

TBARS MTT e
Ensaio de toxicidade
de zebrafish
in vivo

Captura de radicais livres;
Induziu processo de apoptose e
inibiu a migracéo celular in vitro.

STOJKOVIC et al., 2017

Extratos secos com [-caroteno,
licopeno, acidos ascdrbicos,
antocianidinas e quantidade de
tocoferol. das Ramaria
botrytis; Clavaria fragilis; R.
stricta; Ramaria botrytis;
Clavaria fragilis.

DPPH e ABTS

Eliminacéo de espécies reativas
de oxigénio

SHARMA; GAUTAM,
2017

Extratos de Micélio fangico
Pleurotus ostreatus em 0,02;
0,04; 0,06; 0,08mg/mL.

Radical hidroxil

Eliminacéo de radical hidroxil

KUNJADIA et al., 2014

Extrato metanoélico Pleurotus

Radical radical 1, 1-

. difenil, -2- Lo - CHOWDHURY et al.,
ostreatus, Lentinula edodes, icrithidrazil Eliminacéo de radicais livres 201
Hypsizigus tessulatus pierithidrazi 015
' (DPPH).

Extrato aquoso por decocgao e
extrato aquoso obtido por
maceracdo de Agaricus blazei
Murrill.

Inibicdo da atividade
de HRP (horseradish
peroxidase) e MPO
(mieloperoxidase);
medida por
quimioluminescéncia.

Inibi¢&o de processos oxidativos
enzimaticos, com 100% de
inibicdo da HRP e MPO
(mieloperoxidase);
Inibicdo do estresse oxidativo
celular, com 80% de inibicdo nos
neutréfilos polimorfonucleares
(PMN)

Acdo direta sobre espécies
reativas, com 62% e 87% de
supressdo do HOCI e &nion
superoxido (02¢ -);

HAKIME-SILVA et al.,
2013

Extrato metandlico de
Pleurotus porrigens.

Avaliagdo da
atividade quelante de
Fe+em
camundongos com
sobrecarga de ferro

Diminuicdo dramatica no
contetdo plasmatico de Fe3 +
Diminuicéo da quantidade de

ferro depositado no figado

KHALILI et al, 2015

Extrato aquoso e etandlico de
Inonotus obliquus.

Radicais hidroxila;
DPPH; eliminacéo de
H20:2

Eliminacéo de radicais
superoxido e hidroxila.
Aumentou a atividade das
enzimas antioxidantes em

LIU et al., 2013
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camundongos.

MycoPo, produto natural da
Pleurotus ostreatus.

Redutor de fons
férricos (FRAP)

Redugdo de ions férricos

VAMANU et al., 2018

Metabdlitos secundarios de
Ganoderma leucocontextum
25;50; 100 e 200 um.

Células PC12 frente
ao dano induzido por
H202

Inibicdo de radicais livres
induzidos pelo H202

CHENG, 2018

Ergosterol e compostos
fendlicos de Corpos frutiferos e
micélios de P. eryngii e S.
belinii.

DPPH, potencial
redutor, TBARS

Captura de radicais livres

SOULIEM et al, 2017.

Polissacarideos de Ganoderma
lucidum e Momordica
charantia em 30-2000 pg/mL.

DPPH, radical
hidroxil e anio
superoxido

Remoc&o do radical hidroxil e
anion superdxido

QIN etal., 2018

Polissacarideo heteroglicano
(PCPS) de Extratos de L.
edodes e P. Ostreatus em 10,
25, 50, 100, 200, 400ug / mL.

MDA
Dosagem enzimética

Diminuicdo de GSH
Aumento de GSSH
Diminuicdo da peroxidacao
lipidica

PANDA et al., 2017

Polissacarideos dos corpos de
frutificaclo de H. Serotina em
2,4,8,12,16 e 20 mg/mL.

ABTS e pelo método
de reacéo de Fenton.

Eliminacéo sobre os radicais
ABTS e hidroxila
Doacdo de &tomos de hidrogénio
ou elétrons

LI; WANG; WANG,
2017

Polissacarideos de micélios de
T. Versicolor.

Radical hidroxil

Capacidade doadora de &tomos
de hidrogénio

WANG et al., 2017

Polissacarideos TLH-1, TLH-2
e TLH-3 extraidos do corpo de
frutificacdo de T. Lobayense
em 50, 100, 200, 300, 400 e
500 pg / mL.

DPPH

Eliminacéo do superdxido e
hidroxila e capacidade
antioxidante total

CHEN et al., 2017 (b)

Polissacarideo CVP-1S
extraido de C. ventricosum.

DPPH, ABTS e
MDS

Diminuic&o dos niveis de glicose
Diminuicéo dos niveis de
insulina
Aumento de GSH-Px, SOD e
Catalase
Diminuicdo de MDA.

LIU etal., 2016

Polissacarideos de extratos
etandlicos dos corpos frutiferos
e micélios de Hypsizygus
ulmarius.

DPPH

Eliminacéo de radicais livres.

GREESHMA et al., 2016

Heteroglicano solGvel em agua
(PS-I1) extraido de E.
Lividoalbum em 50, 100, 200,
400pg/ml..

Linfécitos humanos,
determinacéo de
GSH, GSSG, MDA,
ensaio de liberagéo
de o6xido nitrico

Diminuicdo de GSH; Aumento
de GSSH
Manutencéo de MDA.

MAITY etal., 2014

Polissacarideos
micelianos Flammulina
velutipes ( FvP-2
(polissacarideos brutos) e FvP-

DPPH e do radical
hidroxilo

Eliminacéo de radicais livres.

ZHAO etal., 2013

Polissacarideos de G.
incarnatum (GIPS) de G.
incarnatum em doses de 0,1,
0,3e0,94g/kg.

Camundongos BALB
induzidos por
ciclofosfamida
monoidrato (CTX),

Aumento dos niveis de
superoxido dismutase no soro e
no baco; e o nivel reduzido de
espécies reativas de oxigénio no
bacgo.

WANG et al, 2018

Exo-polifendis (EPC) e endo-

polifendis (IPC) extraidos de

micélios de I. Obliquus em 0,

20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 e
160 mg/L.

DPPH

Captura de radicais livres.

XU et al., 2015 (b)

Fenois e flavonoides Extratos

miceliais Pleurotus eryngii, P.

ostreatus e P. Pulmonarius em
0,5; 1;2;4;8;16 e 32mg/mL.

DPPH

Eliminacédo dos radicais DPPH.

MILOVANOVIC et al.,
2014

Corpos frutiferos e micélios de

DPPH; FRAP e

Eliminacéo de radicais livres.

GHAHREMANI-MAJD;
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Agaricus bisporus. ABTS DASHTI, 2015

Fucogalactomanano (FGM), Inibicéo de radicais superoxido e
polissacarideo ndo sulfatado hidroxila.

isolado do cogumelo T. Reducédo o edema em 32,8%, LIMA et al., 2016
ballouii . em1,25e 1,6 mg/ 42,0% e 56%.

Edema na pata e
atividade contra
radicais superéxido e

mL , 30, 50 e 70 mg /Kg. hidroxila
Diminuic&o do colesterol de
lipoproteina de baixa densidade
Camundongos (LDL-C).
Selénio-polissacarideo da __~amundongos Aumento da atividade de enzimas
- diabéticos induzidos . . - LIU et al., 2013b
Catathelasma ventricosum. por STZ antioxidantes no figado e nos rins

e no colesterol de lipoproteinas
de alta densidade (HDL-C)

3.4.2 Compostos quimicos dos Basidiomycota e mecanismos anti-inflamatérios

Algumas espécies do filo Basidiomycota sdo descritas na literatura como moduladoras
do sistema imunoldgico, os quais agem combatendo o estabelecimento de infec¢Ges virais e
bacterianas. Além disso, também reduzem a resposta inflamatoria, ajudam a equilibrar os
niveis de glicose, sdo benéficos para a funcdo cardiovascular, possuem atividade antioxidante
e diminuem o risco de cancer (BARROS et al., 2008 (b); MENG et al, 2016). Bernardshaw et
al. (2005) estudaram o efeito de A. blazei na protecdo contra infeccdo sistémica
por Streptococcus pneumonieae e observaram um aumento nas concentragdes de citocinas
MIP-2 (proteina inflamatdria de macrofagos 2) e TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) no
soro dos camundongos que receberam o extrato. Foi verificado que A. blazei atua na resposta
nociceptiva e na inflamacéo aguda, possivelmente reduzindo mediadores da inflamagdo em
fase aguda (CARVALHO et al., 2011).

Outros estudos também relataram atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria
de Agaricus blazei Murill em ratos Wistar, através do teste de formalina modificada.
Chadwick et al. (2013) destacaram o papel das lactonas sesquiterpénicas, produzidas por
plantas, e explorou os mecanismos pelos quais elas interagem nos consumidores dessas
plantas. Chegaram a propor alguns mecanismos para atuar na reducdo da inflamacdo e
tumorigénese em niveis potencialmente alcancaveis em seres humanos. Além da resposta
anti-inflamatoria, as lactonas sesquiterpénicas podem sensibilizar as células tumorais para
tratamentos de drogas convencionais.

Os polissacarideos atuam como anti-inflamatério por mecanismos associados ao
aumento de anticorpos IgA e interleucinas IL2, IL3 (SMIDERLE et al., 2014; ZHENG et al.,
2015; WANG et al., 2018a), reducdo de edema (LIMA et al., 2016), estimulacdo de COX2,
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TNF (SMIDERLE et al., 2014; WANG et al., 2015). As proteinas e os diterpenoides também
atuam na reducdo de interleucinas (LEE et al., 2014). Alguns dos estudos sobre atividades

anti-inflamatorias dos Basidiomycotas estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Extratos e constituintes quimicos isolados do filo Basidiomycota e mecanismos de
atividades anti-inflamatoérias em modelos de estudos nédo clinicos

Extratos/Constituintes Modelo de Mecanismo de ac¢éo Referéncias
quimicos estudo
Camundongos Aumento de imunoglobulina IgA e

Polissacarideos de G.
incarnatum (GIPS) em doses
de0,1,0,3e0,9g/kg.

BALB induzidos
por ciclofosfamida
monoidrato (CTX).

1gG.

Produgdo de interleucinas IL-2, IL-3 e
IL-6, interferons, incluindo interferon
(IFN) -0 e IFN-y e proteina
quimiotatica de mondcitos 1 no baco,
que resultou na recuperacao acelerada
da imunossupressao.

WANG et al., 2018

Polissacarideos de T. orientalis
(TOP-2) em 50, 100 e 200 mg
/ kg.

Células LLC
(carcinoma

pulmonar de Lewis).

Propriedades imunomoduladoras;
Estimulou a funcdo fagocitética de
macrofagos e promoveu notavelmente
a expressdo de citocinas séricas ( IL-
2, IL-6, IL-12 e TNF-0).

ZHENG etal., 2015

Fucogalactomanano (FGM),
polissacarideo ndo sulfatado
isolado do cogumelo T.
ballouii . em1,25 e 1,6 mg / ml
e dose 30,50 e 70 mg /Kg.

Edema na pata e
atividade contra
radicais superdéxido
e hidroxila.

Reducdo do efeito inflamat6rio no
edema.

LIMA etal., 2016

f3-D-glucano foi isolado de P.
sajor-caju em 1,3 e 10 mg/kg.

Camundongos
swiss- peritonite,
nocicepcéo pela
inducéo intraplantar
de formalina,
quantificacéo total
de leucdcitos e

Inibicdlo da fase inflamatdria de
nocicepcéo induzida por formaling;
Reduziu o nimero de leucécitos totais
e niveis de mieloperoxidase induzida
por LPS.

SILVEIRA, et al., 2014

MPO.
Camundongos Estimulagdo da  expressdo de
SWiss-, nocicepgao macréfagos de IL-1B, TNF-a e COX-
pela inducédo 2 por THP-1.

B-D-Glucano isolado de corpos mtraplgntar de _Inlblgao ldg expressao dos genes pro-
formalina, inflamatdrios.

de frutificagdo de C. Militaris
em 10,30 mg/kg.

quantificacéo total
de leucocitos e

Inibicdo da fase inflamatéria da
resposta nociceptiva induzida pela

SMIDERLE et al., 2014

MGB — beta glucano de
Ganoderma lucidum em 50 pL.

MPO. formalina.
Redugdo da migracdo de leucdcitos
fotais.

Carcinoma Aumento da expressao de IFN-y

pulmonar de Lewis
(LLC1).

mRNA.

Reducdo da expressdo de COX-2 no
modelo de tumor pulmonar.

Reducéo da producdo de TGF-$ no
Soro.

Aumento da expressdo de mRNA de
IL-12 e IFN-y e diminuiggo de
mRNA de IL-6, IL-10, COX-2 e
TGF-B.

WANG et al., 2015

Fracdo polissacaridea de baixo
peso molecular 10-100 kDa
(LIOP), extraida do corpo de
frutificacdo 1. obliquus (10)
em 100 kDa.

Camundongos
C57BL /6 com
dieta rica em
gordura (HDF) e
diabetes induzida

Diminuicdo da expressdo de TGF-p e
NF-kB no cortex renal,

Aumento da sensibilidade a glicose
(menor tolerdncia a insulina);
Redugdo dos niveis de triglicérides,

CHOU etal., 2016
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por 50 mg/kg de elevacdo da relagdo HDL / LDL

STZ. Diminuicdo da razdo albumina /
creatinina (ACR).
Resposta Inibicdlo da  superproducdo de
. N . inflamatoria mediadores pré-inflamatérios,
Proteina bioativa (PE.P) isolada estimulada por LPS | incluindo 6xido nitrico (NO), citocina YUAN etal., 2017
de P. eryngii, .
em macrdfagos. IL-1pB e IL-6.

Modelos de AVC | Redugdo dos  volumes totais
isquémico global se | infartados

utilizando de Ratos. | Ericina A- redugdo dos niveis de
interleucina-1p, interleucina-6 e fator
de necrose tumoral, supressdo de LEE etal., 2014
espécies reativas de nitrogénio e na
regulagdo negativa da NO sintase
indutivel (iNOS), p38 MAPK e
CHOP.

Diterpenoide isolado do
micélio, erinacina da Hericium
erinaceus e seu derivado
Erinacina A em 50mg/kg e
300 mg/kg; Dose de: 1mg/kg e
5ma/kg.

3.4.3 Compostos quimicos isolados do filo Basidiomycota e mecanismos de
toxicidade/citotoxicidade

Os metabolicos secundarios oriundos de Basidiomycota podem induzir toxicidade e
ocasionar alteragdes de atividades biolégicas em humanos, e consequentemente, sdo
considerados com potenciais para farmacos (BUA-ART et al., 2010; BUA-ART et al., 2011;
BURAKORN et al., 2015). Estudos apontam que a espécie N. gardneri € uma boa opcao para
realizar ensaios toxicoldgicos, quando comparado com o fungo G. viridilucens (VENTURA et
al., 2015). No Neonothopanus, género do N. gardneri, a hispidina (precursora da luciferina) é
um dos compostos responsaveis pela atividade antioxidante (PERRIN; TOWERS, 1973; OBA
et al., 2017). Os compostos nambinona C, aurisina A e aurisina K, isolados do N. nambi, séo
responsaveis pela citotoxicidade em linhagens celulares de céncer NCI-H187 e de
colangiocarcinoma (KANOKMEDHAKUL et al., 2012).

Os compostos quimicos dos Basidiomycotas vém sendo relatados como citotdxicos em
diferentes tipos celulares, demonstrando potencial para terapia do cancer (LAGUNES-
CASTRO et al.,, 2016; WANG et al., 2018; FINIMUNDY et al., 2018; LI et al., 2018;
MATUSZEWSKA et al., 2018), como antitumorais devido ao seu potencial citotdxico
(LUCAS et al., 1957). A calvacina isolada de Calvatia gigantea também apresentou acédo
antitumoral frente a adenocarcinoma mamario 755, leucemia L-1210 e linhas celulares Hela,
bem como em Sarcoma S-180 (LUCAS et al., 1958). As axinisonas A e B, isoladas da espécie
Bacillus cereus, apresentaram citotoxicidade contra MCF-7, KB, NCI-H187. Nambinona C e

aurisinas A e K mostraram citotoxicidade contra linhagens celulares de cancer NCI-H187.
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Aurisinas A e K apresentaram citotoxicidade contra as linhagens celulares de
colangiocarcinoma (KANOKMEDHAKUL et al., 2012).

Os derivados de sulfatado de (1,3) -B-D-glucano (GS), obtidos de Ganoderma
lucidum, apresentaram citotoxicidade em células humanas com cancer de prostata (PN2TA)
(WAN-MOHTAR et al.,, 2016), assim como A B-glucana, obtida do micélio de Antrodia
cinnamomea, em hiperplasia benigna da prostata (PENG et al., 2015). Citotoxicidade de
quimicos isolados da espécie Morchella esculenta foi observada em linhagens celulares de
adenocarcinoma de pulméo humano. Efeitos citotoxicos também foram observados na mesma
espécie relacionados aos compostos derivados do ergosterol e do acido octadecanoico por
indugéo de apoptoses em linhagens celulares de adenocarcinoma do pulmé&o humano A549,
H1264, H1299 e Calu-6 (LEE et al., 2018).

Os extratos obtidos de espécies do filo Basidiomycota apresentam mecanismos
que apontam para toxicidade e/ou citotoxicidade associados a seus compostos quimicos, tais
como aumento de GSH, BAX, BCL-2 e CACO 2 (ELKAHTEEB et al., 2018), expressédo de
p53 e regulacdo de caspases e parada do ciclo celular (MORRIS, 2014), producdo de
citocinas (LAGUNES-CASTRO et al.,, 2015). Os polissacarideos também induzem
toxicidades por parada do ciclo celular e inducdo de apoptoses, autofagia, aumento das
proteinas BAX e caspases 3, diminui¢do do BCI2 (ZHAO et al., 2017), além de aumento da
liberacdo de citocromo e diminuicdo de ATP (PIRES et al., 2017), necrose por producéo de
oxido nitrico (MAO et al., 2015), ativacdo de TNT e de interleucinas e INOS (WANG et al.,
2013). Em sintese, alguns dos mecanismos de inducdo de toxicidade/citotoxicidade estdo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Alguns mecanismos de toxicidade/citotoxicidade de compostos quimicos isolados de
espécies do filo Basidiomycota compativeis para a¢cdes antitumorais, em modelos de estudos ndo
clinicos

Extratos/@:o_nstltumtes Modelo de Mecanismo de aco Referéncias
guimicos estudo

Supressao significativamente da

Citotoxicidade em . 2 .
proliferacdo de macréfagos.

Extrato_s de proteina nano de G. rr)acrofa’gos € Inibi¢do no crescimento de ZHANG et al., 2017.

lucidum e P. ostreatus. células Gsseas . e

P células osteoblasticas humanas
saudaveis. A
saudaveis.
Ensaios
- antiproliferativos de

Extratos aquosos e etan6licos MTT (células NZio identificado. NOVAKOVIC et al.,

brutos de Boletus edulis. 2017

cancerigenas MCF-
7 de mama humana.

Extrato total metanolico Células CACO-2. Aumento de GSH.

Ganoderma applanatum em Concentracdo de Aumento da relagdo BAX/BCL-2 ELKHATEEB etal., 2018
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80, 160 €200 pg/mL.

Camundongos Swiss
transplantados com
tumor de Ehrlich).

em CACO-2.
Diminuicdo da massa tumoral de
tumor de EhrlichVia apoptética
dependente de p53 Aumento de
p53 e up-regulation de Caspase-
3

Extrato etandlico Auricularia
auricula-judae (AA), Pleurotus
abalonus (PA) e Pleurotus
sajor-caju (PS) PA (0,5 mg/
mL) e AA (0,25-0,5 mg / mL).

Células de leucemia
U937.

N&o identificado

PANTHONG et al., 2016

Extrato metanolico dos corpos
frutiferos o de F. moniliforme

Células Vero, MG-
63, HBL-100, SW
1573, WiDr, HeLa e

Diminuicéo da viabilidade
celular.
Estimulacéo de 6xido nitrico
Produgdo de citocinas IL-1p, IL-

LAGUNES-CASTRO et

em 2,4,8,10 e 15ug/mL U937 6eTNFa. al., 2015
Promoveu a parada do ciclo
celular.
Induziu a apoptose.
Extrato aquoso, ciclohexano,
diclorometano e metanglico do Células Hela. Nao identificado. KOLUNDZIC et al., 2016

fungo F. fomentarius (L.) 200,
100, 50,25e12,5g/ ml

Extrato metanolico de
Morchella esculenta

Linhagens celulares
de adenocarcinoma
de pulmdo humano.

Citotoxicidades independentes do
status da p53.

LEE et al., 2018

Extrato aquoso do
Micélio de Pleurotus sp.
em 100 e 200 pg / mL

Células de leucemia
humana NB4.
Avaliagdo por

citometria de fluxo
da viabilidade

celular, ciclo celular
e apoptose

Aumento da Apoptose;
Extrato levou a interrupgéo do
ciclo celular na fase G2/M.

MORRIS, 2014

Triterpenos e sesquiterpenos
extraidos do corpo de
frutificacéo de R. lepida em 50
uM

Linhagens celulares

de cancer humano,

Huh-7 (hepatoma) e
EJ-1 (bexiga)

N&o identificado.

LEE et al., 2016

Phellinus Triterpenoides e
ergosterois isolados de corpos
frutiferos de P. Rhabarbarinus
em 0,0625, 0,32,93 1,6, 8 e 40

uM

Linhagens celulares
de cancer humano
SK-BR-3, MMC-
7721,HL-60,
PANC-1, A-549

Danos oxidativos.

FENG et al., 2016

Micélio e isolado Acido
triterpeno de Ganoderma
lingzhi.

Culturade SMMC-
7721 e SW620
Sarcoma 180

Nao identificado.

WANG et al., 2016

Astraodorol, um triterpeno
extraido Astraeus odoratus em
50 mL/mL.

Carcinoma
epidermoide
humano (KB),
cancer de pulméo de
pequenas células
humano
(NCIH187), e
célula de cancer de
mama humana
(MCF-7)..

Nao identificado.

NASOMJAL, et al., 2013

Polissacarideos de Grifola
frondosa.

Cultura de células
de hepatocarcinoma
humano SMMC-
7721 e células
HepG2.

Parada do ciclo celular na fase
G2/ M.
Induziu apoptose e autofagia em
células SMMC-7721 e HepG2.
Aumento das proteinas BAX e
caspase-3, e diminuicdo de Bcl-2
e ativagdo de marcadores de
proteina poli- (ADP-ribose) -
polimerase] e autofagia (aumento
da expressdo 1 e proteina 1A/ 1B

ZHAOQO et al., 2017.
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associada a microtubulos de
cadeia leve-3).

Mannogalactoglucano
Agaricus bisporus.

Ensaios de liberagdo
de MTT e lactato
desidrogenase (50,
100, 200, 400, 600
and 800 ug mL ™).

Aumento da liberacdo de
citocromo ¢ e diminuigéo do teor
de ATP.

PIRES et al., 2017.

Manogalactoglucano Lentinus
edodes em 100 mg / kg de peso
corporal dos polissacarideos
durante 10 dias).

Sarcoma 180 (S-
180) em ratos.

Aumento na producao de dxido
de nitrito (NO) em macréfagos
peritoneais
Aumento da fagocitose de
macr6fagos. Aumento da
proliferacdo de linfécitos no
baco.

JEFF etal., 2016

Polissacarideo GP11Grifola
frondosa em 216, 108, 54 e 27
mg / kg.

Células HepG-2
Células tumorais
HEPS.

Aumento do timo e do bago;
Aumento dos niveis séricos de
fator de necrose tumoral e
interleucina-2.
Producéo de 6xido nitrico (NO),
TNF-a ¢ interleucina-1f e a
expressao proteica da iNOS.

MAQO et al., 2015

Polissacarideos miceliais de P.
ostreatus 2 (POMP2) nas
seguintes doses: 50, 100 e 200

Células de cancer
gastrico (BGC-823);
Ensaio de migragéo

celular e formagéo

de coldnias

BALB /¢ (nu/nu)

foram utilizados

para proliferar um

Nao identificado.

CAOetal., 2015

mg / kg. xenoenxerto BGC-
823. Foi
administrado
POMP?2 por via
oral.
. Carcinoma
G oparticulas de prata, Epidermoide Nio identificado. ARUN: EYINI
P Py Humano da Laringe GUNASEKARAN, 2014
commune em 10 e 100 pg/ml.
(HEP -2).
. Cultura de células Aumento da liberagdo de
f3- D- glucanos Agaricus HenG2 Citocromo C
bisporus e Lactarius rufus em ple. Diminuics ) PIRES et al., 2013
) iminuicdo do teor de ATP
200 pg mL
Apoptose.

Polissacarideo (PEPw) dos
corpos frutiferos Pleurotus
eryngii em 50, 100 e 200 mg /
kg

Animais com tumor
Renca.

Aumentou significativamente os
indices relativos de timo e bago.
Promoveu a proliferacdo de
linfocitos no bago induzida por
ConA ou LPS.

Elevou as atividades de células
NK e CTL no baco.
Aumentou a concentragao sérica
de TNF-a e IL-2 em ratos com
tumor de Renca.

YANG et al., 2013

Duas fragdes polissacaridicas
(PSAN e PSAA) Sarcodon
aspratus

Cultura de células
Hela.

Nao identificado.

CHEN etal., 2013

Sulfatado de (1,3) -B-D-
glucano (GS) produzido
Ganoderma lucidumem 60
pg/mL.

Células da prostata
humana (PN2TA) e
células humanas de
linfoma histiocitico

caucasianos (U937).

Nao identificado.

WAN-MOHTAR et al.,
2016
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3.4.4 Atividades oxidativas e genotdxicas de compostos quimicos isolados de espécies do filo
Basidiomycota

Compostos quimicos obtidos de espécies do filo Basidiomycota podem induzir
genotoxicidade devido aos sesquiterpenos (AMORIM et al.,, 2013). Os isolados de
basidiomicetos, a-metileno-y-lactonas reagem rapidamente com cisteina para formar aductos
no material genético estaveis; ao passo que as lactonas, a-insaturadas-y, endociclicas reagem
lentamente com cisteina para formar aductos instaveis (KUPCHAN; EAKIN; THOMAS,
1971).

A 3-hydroxihispidina é luciferina fangica considerada como produto da oxidacdo da
hispidina. Quando misturada com uma fracdo de luciferase de N. nambi e N. gardineri, 0
novo composto produz luz de forma dose-dependente, independente de NADPH.
(TSARKOVA et al., 2016).

O mecanismo de bioluminescéncia foi explicado pela hidrolise catalisada pela enzima
oxiluciferina que produz acido cafeico, reciclado na biossintese de hispidina através da via de
estirilpirona (KASKOVA et al., 2017). Cabe enfatizar que esse processo ocorre sob condig¢oes
de estresse oxidativo (BONDAR et al., 2013; MOGIL’NAYA; RONZHIN; BONDAR, 2018),
devido a producdo de peroxido de hidrogénio (PURTOV et al., 2015), com defesas
antioxidantes observadas pela acdo das enzimas peroxidases e catalases (MOGIL’NAYA et
al., 2015).

3.4.5 Compostos quimicos isolados de espécies do filo Basidiomycota e seus mecanismos
antitumorais em estudos n&o clinicos

O extrato etandlico obtido da espécie Phellinus igniarius, em MTT e DAPI,
apresentou atividades antitumorais em linhagens humanas de HepG-2, AGS, SGC-7901, Hela
e A-549 , por mecanismos associados ao bloqueio do ciclo células de SGC-7901em G/
G 1; colapso no potencial de membrana, indugédo de apoptoses por caspase-9, -3 e clivagem de
PARP. Entretanto, tanto in vitro como in vivo (camundongos) induziu apoptose pelo aumento
da expressdo dos genes Bax / Bcl-2 em SGC-7901 (WANG et al., 2018). Em linhagens de
adenocarcinoma do pulméo humano A549, H1264, H1299 e Calu-6, o extrato metandlico de
M. esculenta também teve acdo antitumoral por induzir citotoxicidade e apoptoses atribuidas
aos compostos ergosterol e do acido octadenoico (LEE et al., 2018). Extratos de P. igniariu

nas concentragdes de 40, 80, 160, 320 e 640 pug/mL apresentaram atividades tumorais em
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células HepG-2, AGS, SGC-7901, Hela e A549 por meio do teste de MTT, atribuidas ao
aumento relacdo BAX/BCL2 (WANG et al., 2018).

Atividades antitumorais de compostos obtidos de Phellinus igniarius foram
evidenciadas em células tumorais humanas de HepG-2, AGS, SGC-7901, Hela e A-549 por
mecanismos associados a blogueio do ciclo celular de  SGC-7901em GO/Gl e
colapso notdvel do potencial de membrana mitocondrial em células SGC-7901, além de
induzir a apoptose dependente de mitocdndrias por desencadear a ativacdo de caspase-9, -3 e
clivagem de PARP (WANG et al., 2018). Na espécie Cerrena unicolor, as subfracdes de
baixo peso molecular 111 exibiram a atividade inibitoria em relacdo as celu las de carcinoma
de mama MDA-MB-231, células de carcinoma prostéatico PC3 e células de cancer de mama
MCF7 (MATUSZEWSKA et al., 2018) ensaio MTT para determinar a atividade inibidora do
crescimento celular in vitro contra as linhas celulares de cancer humano (MCF7, MDA-MB-
231 e PC3).

Os extratos sdo misturas complexas de compostos quimicos. Diversos estudos
evidenciaram que o0s extratos obtidos de espécies do filo Basidiomycota apresenta atividades
antitumorais por mecanismos associados a parada do ciclo celular, colapso em potencial de
membrana, ativacdo de caspases, clivagem de PARP e expressdo de Bax e Bcl2 (WANG et
al., 2018), inducdo de necrose (CHEN et al., 2015), apoptoses (LEE et al., 2015; LEE et al.,
2018), expressdo de p21, p27, p300, p73, fosforilacdo de Rb e E2F1 (LEE et al., 2015),
inducdo de peroxidacdo lipidica (REIS et al., 2013), atenuacdo da expressdo das proteinas
NFKp e B caderinas e quinases (PARK, 2015). Cabe também enfatizar que proteinas obtidas
de espécies do filo Basidiomycota apresentaram efeitos antitumorais por inducdo de
apoptoses, parada do ciclo celular (WANG et al., 2015), por regulacéo negativa de ciclinas B
e E, regulacdo positiva de p53 e PARP (ZHANG et al., 2014(a); WANG et al., 2017; YUAN
etal., 2017), expressdo de BAX/BCI2 (LI et al., 2018).

Os polissacarideos apresentam atividades antitumorais por inducdo de apoptoses
(CAO etal., 2015; MEI et al., 2015, L1 et al., 2016; LI et al., 2018), expressdo de caspases 7 e
de BAX/BCI2 (LI et al., 2018), indugdo dos fatores IFN-4, COX-2 (WANG et al., 2015),
TGFp e indugdao de ERO’s (PENG et al., 2015), aumento de proteinas quinases e de AMPc
(ZHANG et al., 2014 (a)), e aumento de TNF-a e IL2 (YANG et al., 2013). Algumas espécies
de fungos do filo Basidiomycota apresentam também atividade antitumoral (MIZUNO et al.,
1990; RODRIGUES et al., 2003; POUCHERET; FONS; RAPIOR , 2006; FAN et al., 2006;
ZHANG et al, 2010; MEI et al, 2015), como exemplo a espécie Russula lepida, na qual foi
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isolada uma lectina com atividade antiproliferativa contra células de hepatoma (Hep G2) e
células MCF-7 de cancer de mama humano (ZHANG et al., 2010).

De maneira andloga, um polissacarideo obtido do micélio de Phellinus linteus indicou
atividade antitumoral contra células de Sarcoma 180 (S-180) através da inducgéo de apoptose
(MEI et al., 2015). Diversos polissacarideos obtidos de Lentinan extraidos dos corpos de
frutificacdo de L. edodes apresentaram atividades antitumorais em células MCF-71000 por
autofagia tumoral (LI et al., 2018). O ergosterol isolado da fracdo lipidica de A.
blazei, apresentou atividade de regressdo tumoral em Sarcoma em camundongos, de forma
relacionada a inibicdo direta da angiogénese, resultando na morte de células tumorais
(TAKAKU et al., 2001). Na Tabela 5 estdo apresentados os compostos quimicos bioativos de

espécies do filo Basidiomycota e seus mecanismos antitumorais.

Tabela 5. Extratos e constituintes quimicos isolados de espécies do filo Basidiomycota e alguns

mecanismos antitumorais, em modelos ndo clinicos

Extratos/Constituintes
guimicos

Modelo de
estudo

Mecanismo de acdo

Referéncias

Extrato etanélico do P.
igniarius.

MTT e DAPI em
células de cancer
géastrico SGC-7901

Modelo de
Xenoenxerto

Parada do ciclo celularem Go/ G 1
Colapso do potencial de membrana
mitocondrial.

Apoptose por ativacao de caspase-9, -3 e
clivagem de PARP.
Expressdo de Bax / Bcl-2.

WANG et al., 2018

Extratos aquoso de Ganoderma
tsugae.

Cultura de células
C-6, Hep 3B, HL-60

Reducdo da viabilidade das células
cancerigenas;
Inducéo de necrose, apoptose ou
diferenciacéo.

CHIEN et al., 2015

Extrato metanélico de M.
esculenta.

Adenocarcinoma do
pulm&o humano
AbB49,
H1264, H1299 e
Calu-6

Citotoxicidade do ergosterol e do acido
octadecanoico e indugdo de apoptose

LEE etal., 2018

Extratos aquosos e etanolicos
brutos de Boletus edulis.

MTT em células
cancerigenas MCF-
7 de mama humana.

Nao identificado.

NOVAKOVIC et al.,
2017

Extrato fendlico Leccinum
vulpinum.

Adenocarcinoma da
mama (MCF-7)

Diminuiu a proliferacdo celular e induziu
a apoptose.
Aumento de danos ao DNA celular

REIS et al., 2016

Extrato etandlico de I. obliquus
em 2,5 - 10 pg/mL.

Células de cancer de
célon humano HT-
29

Sintese de DNA
Maior porcentagem de células na fase G1,
Diminuiram a expressao proteica de
CDKZ2, CDK4 e ciclina D1. Aumentaram
a expresséo de p21, p27, e p53 e inibiram
a fosforilacdo da expressdo de Rb e E2F1.

LEE etal., 2015

Extrato acetato de etila de P.
linteus.

Culturas de células
pulmonar

Inducdo de apoptose.
Atenuou a expressao das proteinas NF-kB

PARK, 2015
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, B-catenina e proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK).

Carcinoma humano
MCF-7 (mama),
NCI-H460 (pulméo
ndo pequenas

células), HCT-15
Extrato mgt_anqllco de C. (colon) e He.La Reduziu a peroxidagdo lipidica. REIS et al., 2013
militaris. (cervical):
DPPH, TBARS.
Avaliagdo da
atividade
antbacteriana e
antifingica.
- - MTT em céncer
Metabolltos_secundarlos da humano (MCE7, o B MATUSZEWSKA
Cerrena unicolor em 300, Néo identificado.
150, 15, 1,5 € 0,15 pg / mL MDA-MB-231 e etal., 2018
bl 9 9 b . PCS).
Ensaio SBR Inducéo de morte cglular por apoptose
_ _ (sulforrodamina B) Au_mf:nto da atlva«,:ao da casp:olse-3/7.
Antrocina de Antrodia nas células H1975 e Inibi¢do da expressdo da proteina Bcl-2
camphorate em 10mg / kg dos genes antiapoptéticos; Aumento da
H441 YEH etal., 2013
durante um periodo por 4 ' expressao de Bax e p53 promotores de N
semanas. apoptose.
Inibicéo da via de sinalizagdo JAK /
STAT3.
Células
cancerigenas do Supressdo da proliferacdo de células
colon HCT116 e HCT116 e MC38 de cancer de colon
Proteina de Pleurotus eryngii MC38. h - P
em 12,5, 25, 50, 100 ¢ 200 pg umano e murino de uma forma dose-
mL e 200 mg de PEP por kg de barada do cicl deplerl‘de”te' YUAN et al., 2017
eso corporal em dias arada do ciclo celular e extensa apoptose
P alternados Xenoenxerto de Regulagdo negativa de. ciclina B, ciclina
' células de cancer de E e cdc-2, e a regulagdo positiva de p53 e
} c-PARP.
cblon em
camundongos.
Alteracoes morfoldgicas apoptdticas,
como condensacdo da cromatina,
acumulo na fase G1 e alteragdo da
Proteina de P. nameko Cultura de células permeabilidade mitocondrial =» apoptose | ZHANG et al., 2014
' ' MCF7 e Hela. =>» perda de potencial de membrana (b)
mitocondrial resultou na liberacdo de
citocromo C, ativacdo de caspase-9 e
caspase-3.
Pollssgcarldeo de Trametes Células Hela. Inducéo da apoptose e proliferacdo WANG et al.. 2017
versicolor em 400g/mL. celular.
Polissacarideo obtido da Xenognxerto em Inducio d .
Lentinula edodes por 3 camundongos com ndugdo e~apoptose,
semanas com 5. 10 ou 20ma / injecdo de células Aumento da expressao de de caspase 7. Lletal., 2018
K g MCF-7. Aumento da relagio BAX/BCL2.
Alivio da hiperplasia epitelial prostatica e

a deposicéo de colageno.
Aumento da biossintese e a conversao de

Hiperplasia benigna colesterol total em HDL diminuicéo de
PENG et al., 2015

B-glucano extraido de A.
cinnamomea em 10 e 30 mg/kg de prostata (BPH)
via oral da oitava a décima em ratos SD. Requlacio cl;s,[?tk/: c'feo“s_" 1 COX-2¢
sexta semana. gulagao p CD68 '
Regulagdo negativa de N-caderina e a
vimentina.
Polissacarideos obtidos de H?gze(Tafgilxé?za
Phellinus igniarius em 10, 30, p Ndo identificado.
hepatocelular Ll etal., 2015
50,70e 100 pg/ mL e humano), HGC (
incubadas por 24 h. - L
carcinoma géstrico)




e SW480 (cancer de
colon)

Polissacarideos miceliais de P.
ostreatus em 50, 100 e 200 mg
/ kg.

Células de cancer
gastrico (BGC-823);
Ensaio de migracdo

celular e formagéo

de coldnias
IBALB / ¢ (nu/ nu)
foram utilizados
para proliferar um
xenoenxerto BGC-

Apoptose.

CAO etal., 2015

823.
Polissacarideos PLPS-1 e In vitro = culturas Efeito antiproliferativo
PLPS-2 do micélios Phellinus de células de A op tose ’ MEl et al., 2015
linteus. sarcoma 180. POptose.
. . Cultura de células
PoI|ssaca(r)|;1t|r(;sé;juesPleurotus de tumor de Erlich Nao identificado. FACC2H0I1\14I etal.,
) (ET) r Sarcoma 180.
Induziu apoptose em células
Aumentou os niveis de AMP ciclico
intracelular (CAMP) e a atividade da
. proteina quinase A (PKA).
PSG-1 extraido de Ganoderma Mlj:rierllilazf-Trjrior PSG-1 aumenta a resposta imune ZHANG et al
atrumem 100 e 200 mg / kg. de CT26. CT26. antitumoral. 2014(a)

Aumentou a fagocitose de macrofagos e a
proliferacéo de linfocitos no bago.
Aumentou concentracdes séricas de TNF-
o, IFN-y e IL-2.

Polissacarideo (PEPw) dos
corpos frutiferos Pleurotus
eryngii em 50, 100 e 200 mg /
kg.

Animais com tumor
Renca.

Proliferacdo de linfécitos no bago
induzida por ConA ou LPS
Elevou as atividades de células NK e
CTL no bago e aumentou a concentragéo
sérica de TNF-a e IL-2 em ratos com
tumor de Renca.

YANG et al., 2013

Corpos de frutificacéo
Phellinus igniarius em 40, 80,
160, 320 e 640 pg/mL e nas
doses 200, 400, 800 mg / kg.

Células HepG-2,
AGS, SGC-7901,
Hela e A549 por
meio do teste de

Formagdao de corpos apoptoticos
Bloqueio do ciclo celular.
Ativacdo de caspase 9, 3 e clivagem de

WANG et al., 2018

MTT. PARP.
Aumento da relacdo BAX/BCL2.
. Induziu morte celular
Perdxido de ergosterol do _ . N x
- . Inibiu a migrac&o celular, a progressdo do
Ganoderma lucidum nas Carcinoma .
concentragBes 11, 23, 35,46 e hepatocelular ciclo cglular. .
T Aumentou a expressao Foxo3 e proteina Ll etal., 2016
58 uM. humano HepG2, em HepG2

JHH-1 e SNU-449.

pAKT e c-Myc diminuidas
Puma e Bax aumentadas.

Alguns dos mecanismos antitumorais envolvidos com os compostos bioativos isolados ou

extraidos do filo Basidiomycota estdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Propostas de mecanismos antitumorais do filo Basidiomycota que podem ser considerados como fontes de bioativos para agentes antitumorais
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4 CONCLUSAO

Extratos e compostos quimicos isolados de espécies do filo Basidiomycota sdo fontes
de metabdlitos secundarios, proteinas, polissacarideos, terpenos que podem ser considerados
como bioprodutos naturais para opgdes de novos farmacos para terapia do cancer. Nao foram
encontrados estudos que identifiquem os metabolitos ativos de N. gardneri, nem estudos que
caracterizem as capacidades antitumorais, genotoxicas, mutagénicas e/ou antioxidantes da
espécie. Assim, novas pesquisas devem ser desenvolvidas. Entretanto, diversos mecanismos
antitumorais sdo comuns para 0s compostos bioativos do filo Basidiomycota, tais como
envolvimento em apoptoses (via caspases, via estresse oxidativo), alteracdes de ciclo celular,
aumento de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, inibicdo de supressores de tumores
(p53 e AKt) e de fatores imunolégicos, transcricionais, antimetastatico e antiangiogénico,
bem como inducdo de citotoxicidade, genotoxicidade, estresse mitocondrial e

mutagenicidade.
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RESUMO

O cancer é um problema de saude publica ocupando a segunda causa de morte no mundo. Os
Basidiomycotas sdo fontes ilimitadas para producdo de novos farmacos, especialmente
antitumorais. S8o raros o0s relatos sobre os bioativos e propriedades bioldgicas do
Neonothopanus gardneri. O estudo teve por objetivo avaliar a acdo antitumoral e
oxidante/antioxidante de extratos metandlicos e acetato de etila do N. gardneri em células de
Sarcoma 180 e em Saccharomyces cerevisiae, com aplicacdo de marcadores citogenéticos,
com isolamento e identificacdo dos metabolitos por técnicas espectroscopicas e
espectropomeétrica. Os fungos foram coletados e 0s extratos preparados e testados em 500,
1000, 1500 e 2000 pg/mL. Células de Sarcoma 180 foram tratadas com os extratos e avaliadas
guanto a citotoxicidade no teste de Micronucleos com Bloqueio de Citocinese; e quanto aos
possiveis mecanismos citogenéticos indicativos de danos ao DNA, apoptoses e necrose com 0
Ensaio Cometa. No extrato metanolico foi identificado a presenca de alcaloides, acucares
redutores, proteinas, catequinas, taninos e depsideos; enquanto na fracdo acetato de etila,
apenas alcaloides e acgUcares redutores. Foram isoladas duas amidas inéditas 7,8-Di-hidroxi-
13-oxo0-heneicosa-9,11-dienamida e 7,8-Di-hidroxi-13-oxo0-octadeca-9,11-dienamida isolados
dos extratos metanolico de N. gardneri. Todas as concentracdes testadas foram citotoxicas
em células tumorais de Sarcoma 180 na coloracdo Tripan, como também pelos indices de
divisdo nuclear sem e com apoptoses e necroses. Os extratos causam danos ao DNA, com
similaridade, nas maiores concentracfes, a doxorrubicina (2 pg/mL), possivelmente por danos
oxidativos, como o peroxido de hidrogénio (10 mM). Mecanismos citogenéticos envolvidos
na formacdo de micronicleos, brotos, pontes, bem como apoptose e necrose foram induzidos
pelos extratos. Nas maiores concentracfes, 0s extratos apresentaram danos oxidativos em S.
cerevisiae; mas, nas duas menores, foram antioxidantes frente aos danos do peréxido de
hidrogénio. Os dados apontam que os extratos de N. gardneri podem ser considerados como
fonte de produtos naturais antitumorais, associados a mecanismos citogenéticos; e que as
amidas isoladas podem ser consideradas como promissores agentes antitumorais.

Palavras-Chave: Neonothopanus gardneri. Mecanismos citogenéticos. Apoptose. Necrose
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Oxidative / antioxidant effects on S. cerevisiae and antitumor on Sarcoma 180 cells from
Neonothopanus gardneri extracts

ABSTRACT

Cancer is a public health problem occupying the second leading cause of death. Sarcomas
comprise less than 10% of all types of cancer; but are considered mortality rates.
Basidiomycotas are unlimited sources for the production of new drugs, especially antitumor
drugs. There are few reports on the bioactive and biological properties of Neonothopanus
gardneri. The aim of the study was to evaluate the antitumor and oxidant / antioxidant action
of methanolic extracts and ethyl acetate of N. gardneri on Sarcoma 180 and Saccharomyces
cerevisiae cells, with the application of cytogenetic markers, with identification of
phytochemicals and major magnetic resonance and electrospray ionization mass spectra. The
fungi were collected and the extracts prepared and tested at 500, 1000, 1500 and 2000 pg / ml.
Sarcoma 180 cells were treated with the extracts and evaluated for cytotoxicity in the MTT
and micronucleus tests with cytokinesis blockade. And regarding the possible cytogenetic
mechanisms indicative of DNA damage, apoptosis and necrosis with the comet assay and
micronucleus test with block of cytokinesis. In the methanolic extract was identified the
presence of alkaloids, reducing sugars, proteins, catechins, tannins and depsitions; while in
the ethyl acetate fraction only alkaloids and reducing sugars. Two novel amides 7,8-
Dihydroxy-13-oxo-heneicosa-9,11-dienamide and  7,8-Dihydroxy-13-oxo0-octadeca-9,11-
dienamide isolated from the methanolic and ethyl acetate. All concentrations tested were
cytotoxic in tumor cells from sarcoma 180 in Tripan staining, as well as by nuclear division
indices with and without apoptosis and necrosis. Extracts cause damage to the DNA, with
similarity, at higher concentrations, to doxorubicin (2 pg/mL), possibly due to oxidative
damages, such as hydrogen peroxide (10 mM). Cytogenetic mechanisms involved in the
formation of micronuclei, shoots, bridges as well as apoptosis and necrosis were induced by
the extracts. In the highest concentrations, the extracts presented oxidative damages in S.
cerevisiae; but in the two smaller ones, they were antioxidants against the damage of
hydrogen peroxide. The data indicate that extracts of N. gardneri can be considered as source
of natural antitumor products, associated with cytogenetic mechanisms; and that the isolated
amides may be considered as promising antitumor agents.

Key words: Neonothopanus gardneri. Cytogenetic mechanisms. Apoptosis. Necrosis.
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1 INTRODUCAO

O céancer é um problema de satde publica que tem alta mortalidade, sem diferencas
entre os paises (ARAN et al., 2016; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2016; BUYUKAVCU;
ALBAYRAK; GOKER, 2016; SALEH et al., 2017). Os dados da American Cancer Society
para sarcoma de partes moles, nos Estados Unidos, para 2016, foram de 12.310 novos casos
(6.980 em homens e 5.330 em mulheres) (STILLER et al., 2013; ARIFI et al., 2015; SIEGEL;
MILLER; JEMAL, 2016). No Brasil, em 2017, foi de 6,67 casos por milh&o para a faixa de 0
a 14 anos; e de 7,54 casos por milhdo para a faixa de 0 a 19 anos (INCA, 2017). Os sarcomas
sdo tumores malignos heterogéneos de origem mesenquimal, caracterizados por mais de 100
subtipos distintos (BRENNAN; ANTONESCU; MAKI, 2013; D'ANGELO et al., 2014,
KUMAR; BAJAJ; BODLA, 2016), com prevaléncia de localizacdo em 5% dos casos em
cabeca e pescoco; 4,7% na regido do torax; 14,7% no abdome; 3,3% nas costas; 15% nos
membros superiores; 36,5% nos membros inferiores; 6,4% na pélvis e no perineo (PASSOS et al.,
2018).

Cabe relatar que os mecanismos citogenéticos sdo subjacentes a sarcomagénese
(JAIN; KAPOOR, 2010; TAYLOR et al., 2011), como demonstrado por cariétipos de maioria
diploides simples, com poucos rearranjos cromossomicos, e mutagOes oriundas da
instabilidade genética (HELMAN; MELTZER, 2003). A cirurgia (STEEN; STEPHENSON,
2008) e a radioterapia (CAHLON et al.,, 2012; BEANE et al., 2014) sdo as principais
estratégias de terapias. Entretanto, a quimioterapia sistémica com doxorrubicina e ifosfamida
vem sendo aplicada (GU et al., 2007), mas ainda produz severos efeitos colaterais, como 0s
induzidos pela doxorrubicina (KATSUTA et al., 2017).

Assim, novas abordagens sdo necessarias para a doenca metastatica (SHENG;
MOVVA, 2016). Os produtos naturais tém sido fontes promissoras para agentes terapéuticos
(DEY; SHAH; BRADBURY, 2016). Os fungos sdo fontes de bioativos com atividades
biolégicas para a producdo de medicamentos, como a penicilina (BLUNT et al., 2006;
SMETANINA et al, 2007; SAMUEL; PRINCE; PRABAKARAN, 2017). Os
Basidiomycotas sdo fontes de bioativos (DURU; CAYAN, 2015), com atividades
imunoestimulante (KATYA et al., 2014), anti-inflamatérias (DORE et al., 2014; NGUYEN
et al., 2016), antiviral (SONG et al., 2016), hipoglicemiante (ABDEL-WAHAB et al., 2014),
antioxidante (YAP et al.,, 2014), hipocolesterolémicos (YU et al., 2016) e antitumorais
(WASSER, 2002; MORADALI et al., 2007; BARROS et al, 2007; YAP et al., 2014).
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O Neonothopanus gardneri € um Basidiomycota (Omphalotus) encontrado na Mata
dos Cocais brasileira, nos estados do Maranhdo, Tocantins, Goids e Piaui (Floresta
Amazonica e a Caatinga) que cresce na base de palmeiras (Attalea humilis, A. funifera, e
Orbignya phalerata) (CAPELARI et al., 2011) e apresenta propriedade bioluminescente
(OLIVEIRA et al.,, 2013; OLIVEIRA et al, 2015), considerado como o fungo mais
bioluminescente (OLIVEIRA; STEVANI, 2009; CAPELARI et al., 2011; VENTURA;
SILVA; STEVANI, 2014).

Ainda sao raras as publicacGes relatando atividaddes bioldgicas do N. gardneri. Dentre
as publicacdes, estudos apontam sua importancia nutricional (FAN et al., 2006), como
também atividades frente a alguns micro-organismos (POUCHERET; FONS; RAPIOR, 2006;
IMITIAJ; LEE, 2007) e virus (FAN et al., 2006). Da mesma forma, ainda sdo bastante raros
0s estudos sobre seus compostos bioativos e suas potencialidades como agentes antitumorais.

A aplicacdo de biomarcadores citogenéticos assume importancia para o entendimento
da patologia, bem como para analises de mecanismos citogenéticos de novos farmacos para
sua terapia e prognosticos do cancer. O Teste de Micronicleos é considerado como
biomarcador de efeitos aneugénicos e clastogénicos (MATSUZAKI et al., 2014; HWANG et
al.,, 2017), que pode indicar danos do DNA e morte celular (ROHR et al., 2013,
BOLOGNESI; HOLLAND, 2016; NERSESYAN et al., 2016). O Ensaio Cometa também &
um método sensivel para detectar danos no DNA (WEBER et al., 2013; AZQUETA et al.,
2017; PAWLAS et al., 2017).

O uso de células tumorais, como as de Sarcoma 180 induzido em murinos, assume
importancia em estudos de novos produtos naturais de importancia terapéutica
(GHAZARYAN et al., 2015; PATRA et al., 2016). Considerando, também, que a iniciacdo e
progressdo do cancer sdo associadas ao estresse oxidativo (MILEO; MICADEI, 2016), 0 uso
de Saccharomyces cerevisiae tem sido amplamente utilizado para a avaliagdo do estresse
oxidativo (RHEE et al., 2012; BHATTACHARYYA et al., 2014; VAZQUEZ et al., 2017),
devido a similaridade de processos celulares com o de outros eucariotos (CARMONA-
GUTIERREZ et al, 2010; FARRUGIA; BALZAN, 2012; ALBERGARIA;
ARNEBORG, 2016). O estudo teve por objetivo avaliar os efeitos antitumorais e
oxidantes/antioxidantes dos extratos metanolico (EM) e acetato de etila (AE), obtidos do N.
gardneri, em células de Sarcoma 180 (murinos) e em S. cerevisiae, respectivamente, com

aplicacdo de biomarcadores citogenéticos. Como também caracterizar os extratos quanto a
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fitoquimica e identificar compostos bioativos, por ressonancia magnética nuclear (RMN),

com possiveis agles antitumorais.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes quimicos utilizados no estudo

O meio de cultura RPMI 1640, penicilina e estreptomicina foram obtidos da GIBCO®
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A doxorrubicina (Dox) foi obtida da Eurofarma
Laboratdrios S.A. (Sdo Paulo, Brasil); enquanto que o perdxido de hidrogénio (H202) foi
adquirido da Dindmica Quimica Contemporanea LTDA (Séo Paulo, Brasil). A Dox foi
utilizada em uma Unica concentracdo (2 ug/mL, solubilizada em &gua destilada). O H20; foi

preparado a uma concentracdo final de 10 mM/mL (diluido em agua destilada).

2.2 Procedimentos experimentais gerais

Os dados de RMN foram obtidos em espectrometro Bruker Avance DRX-500 (500
MHz e 126 MHz para os RMN de 1H e 13C NMR respectivamente) em CD30D, sendo 0
solvente residual ndo deuterado usado como referéncia interna. O espectro de massas de
ionizacdo por elestrospray (HRESIMS) foi obtido no modo positivo usando um LTQ
Orbitrap XL Hybrid com Transformada de Fourier (Thermo Scientific Instruments) acoplado
a um sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) Thermo Instruments
(Detector Accela PDA, amostrador automatico Accela e bomba Accela, Instrumentos Thermo
Scientific). As seguintes condices foram usadas: tensdo capilar 4,5 kV, temperatura capilar
260°C, auxiliar taxa de fluxo de gas 10-20 unidades arbitrarias, taxa de fluxo de gas de arraste
40-50 unidades arbitrarias, tensdo de pulverizacdo 4,5 kV, intervalo de massa 100-1000 amu.
Os solventes padrdes analiticos para extracdo e fracionamento (PA) para extracdo e
isolamento foram das marcas Synth, Dindmica, Merck: metanol (MeOH), etila, n-hexano,
acetonitrila (MeCN). Para a separacdo cromatografica em coluna aberta foi utilizado a fase
estacionaria Sephadex LH-20 Sigma-Aldrich

2.3 Material fungico

O cogumelo N. gardneri Berk. ex Gardner foi coletado no povoado Mimoso

(Latitude -6.2192648, Longitude -43.1474344, Elevacdo 146m), no municipio de S&o
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Francisco-MA, Brasil. A coleta foi realizada no periodo de janeiro a maio de 2013, no horario
entre 18 e 20 horas, sob autorizagdo SISBIO nimero 54548-1. O material foi identificado pelo
professor Dr. Cassius Vinicius Stevani, do Laboratorio de Bioluminescéncia de Fungos,

Instituto de Quimica, da Universidade de S&o Paulo (USP, S&o Paulo, Brasil).

2.4 Extracdo e Isolamento

Apos a coleta dos cogumelos (1000 g), os corpos de frutificagdo do cogumelo foram
congelados em freezer a cerca de -5 °C. Para inicio do processo de extracdo, os cogumelos
foram lavados em &gua corrente e em &gua destilada; e, em seguida, triturados com auxilio de
gral e pistilo. O extrato (Ext. AcOEt) foi extraido segundo a metodologia de Adrade et al.
(2014). Os cogumelos N. gardneri foram triturados e extraidos com AcOEt até exaustdo e
concentrado em evaporador rotatério Fisatom R-801, sob pressdo reduzida com auxilio de
bombas de vacuo. Logo em seguida, o cogumelo foi submetido a extracdo com metanol
(MeOH), seguindo os mesmos padrfes do extrato acetato de etila (AcOEt). Uma porcao do
Ext.AcOEt (1.5212 g) foi fracionada em coluna de silica de fase reversa C18 (40-63 um;
Merck) eluida em gradiente H>O:CH30H, obtendo oito (8) subfracbes Ng1-Ng8. A subfracdo
AcOEt-Ngs (165 mg) foi submetida a analise em coluna semipreparativa com coluna C18
SunFire (250 mm x 10 mm, 5 pum), sistema de solvente ACN:H20 no modo gradiente linear
(30-100% ACN em 35 min, deteccdo em 254 nm, e fluxo de 4,5 mL/min) permitindo o

isolamento de duas novas substancias 1 (6,1 mg) e 2 (4,1 mg).

2.5 Prospeccdo fitoquimica preliminar

Foram realizados testes para acgUcares redutores, polissacarideos, fendis, taninos,
flavonoides, alcaloides, catequinas, antraquinonas, depsideos e depsidonas segundo Dos

Santos Galarreta et al. 2016 com modificages, como evidenciado na Tabela 1.
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Tabela 1. Testes realizados para caracterizagdo fitoquimica dos extratos de N. gardneri

TESTE

TECNICA

POSSIVEIS RESULTADOS

Acucares redutores

10 miligramas do extrato seco em 5 mL de
agua destilada e 2 mL do reativo de Fehling A
e 2 mL do reativo de Fehling B. Uso do
banho-maria em ebuli¢cdo durante 5 minutos.

O aparecimento de um precipitado
vermelho tijolo indica presenca de
acUcares redutores.

Polissacarideos

10 miligramas do extrato seco em 5 mL de
agua destilada. Filtracdo e adicdo de duas
gotas de lugol.

O aparecimento de coloracdo azul,
indica resultado positivo.

Fenois e taninos

10 miligramas de extrato seco em 5 mL de
agua destilada, filtrou-se e adicionou-se 2
gotas de solucdo alcodlica de FeCI3 a 1%.

Qualquer mudanca na coloragéo ou
formacéo de precipitado é
indicativo de reacdo positiva,
guando comparado com o teste em
branco (a4gua + solucao de FeCI3).
Coloragdo inicial entre 0 azul e 0
vermelho, é indicativo da presenca
de fendis, quando o teste em branco
for negativo. Precipitado escuro de
tonalidade azul, indica presenca de
taninos pirogalicos (taninos
hidrolisaveis); e verde, presenca de
taninos catéquicos.

Flavonoides Geral

10 miligramas do extrato seco, em 10mL de
metano, 5 gotas de HCI concentrado e raspas
de magnésio.

O surgimento de uma coloracéo
résea na solugdo indica reagdo
positiva.

Alcaloides

10 miligramas do extrato seco em 5 mL de
solucéo de HCI a 5%. Em seguida, separou-se
quatro porg¢des de 1 mL em tubos de ensaio e

adicionou-se gotas dos reativos de
Bouchardat, de Dragendorff e de Mayer.

Resultado para Reativo de
Bouchardat: precipitado laranja
avermelhado
Resultado para Reativo de
Dragendorff: precipitado vermelho
tijolo
Resultado para Reativo de Mayer:
precipitado branco

Catequinas

10 miligramas do extrato seco em 3 mL de
metanol. Acrescentou-se 1 mL de solugdo
aquosa de vanilinaa 1% e 1 mL de HCI
concentrado.

O surgimento de uma coloracéo
vermelha intensa indica reacéo
positiva.

Antraquinonas

10 miligramas do extrato seco em 5 mL de
tolueno e 2 mL de solucdo de NH4OH a 10%,
agitou-se suavemente.

O aparecimento de coloragao rdsea,
vermelha ou violeta na fase aquosa,
indica reagdo positiva.

Depsideos e
depsidonas

10 miligramas do extrato seco em 5 mL de éter
etilico. Evaporacdo de todo o éter em banho-
maria, juntou-se ao residuo 3mL de metanol e

3 gotas de solucéo de FeClI3 a 1%.

O aparecimento de coloracéo verde,
azul ou cinza, indica reagdo
positiva.

2.6 Cultura priméria de Sarcoma 180

As células de Sarcoma 180 foram mantidas na cavidade peritoneal de camundongos
(UFPI, #167/16, ANEXO E). Apds 10 dias da inoculacdo, o liquido ascitico, contendo células

tumorais, foi removido por puncdo na cavidade abdominal de um animal. Em seguida, as
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células de S180 foram contadas em camara de Neubauer (4 x 10° células/mL) e incubadas em
meio de cultura RPMI 1640 (1 mM/L L-glutamina GIBCO® [Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA], suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal e 1% (p/v) de
penicilina/estreptomicina), mantidas em estufa a 37°C, por 72h, concomitantemente com as

substancias teste (500, 1000, 1500 e 2000 pug/mL) e controles positivo e negativo.

2.7 Viabilidade celular por azul de Tripan em cultura primaria de S180

A viabilidade celular foi analisada com a aplicacdo do teste de excluséo por azul de
Tripan, de acordo com Strober (2015). Apos 72 horas de tratamento com as substancias teste e
controles, 90 pL da suspensdo de células (0,5 x 108 células/mL) foram retirados das culturas e
acrescidos de 10 pL do azul de Tripan. As células ndo vidveis foram contadas por sua
coloracédo azulada, sendo consideradas como células mortas. Em contraste, as células viaveis
ndo apresentam esta coloracdo devido as suas capacidades de expulsarem o azul de Tripan. As
diferenciacOes celulares foram observadas em microscopia éptica com o aumento de 400X,

com o auxilio da camara de Neubauer.

2.8 Ensaio Cometa - versao alcalina

A versdo alcalina do Ensaio Cometa foi realizada conforme descrito por Speit e
Rothfuss (2012). Aliquotas de 10 pL de suspensédo celular de S180 (0,5 x 10° células/mL)
foram misturadas com uma fina camada de agarose de baixo ponto de fusdo 0,75% (90 uL) e
colocadas sobre laminas pré-cobertas com agarose normal 1,5%. Em seguida, as laminas
foram mergulhadas em solucéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10,
com adicdo de 1% Triton X-100 e 10% de DMSO na hora do uso), por até 72 horas a 4°C.
Apds esse periodo, as laminas foram incubadas em tampéo alcalino (NaOH 300 mM e EDTA
1 mM, pH>13) por 20 minutos; e, logo em seguida, expostas a uma corrente elétrica de 300
mA e 25 V (0,90 V/cm) por 15 minutos em cuba de eletroforese. Ao final, as laminas foram
neutralizadas com tampéo Tris (0,4 M e pH 7,5) e coradas com solucdo de nitrato de prata. As
laminas foram analisadas quanto ao perfil fotomicrografico das células (aumento de 400X em
microscopio éptico) e os resultados foram expressos em indice de danos (ID) e frequéncia de
danos (FD) de 100 células em duplicata. O ID foi calculado por meio da formula: ID = X
(ndmero de células em determinada classe de dano X classe de dano), que variou de 0 a 400.

E FD pela seguinte formula: FD = 100 — n° de células classe 0.
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2.9 Teste de Micronucleos com Bloqueio de Citocinese (CBMN)

O CBMN foi realizado de acordo com Fenech (2007), com adaptacdes. Em frascos de
cultura contendo 2 mL de meio RPMI 1640 (fitohemaglutinina A GIBCO® [Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA], 1 mM/L L-glutamina GIBCO® [Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA],
suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal Sigma-Aldrich [St. Louis, MO, EUA] e 1%
(p/v) de penicilina/estreptomicina Sigma-Aldrich [St. Louis, MO, EUA]) foram adicionados
20 pL de suspenséo celular de S180 (0,5 x 10° células/mL). Em cada frasco de cultura foram
acrescidas as solucGes teste e controles. As células foram incubadas por 44h a 37° + 1°C.
Apbs este periodo, foram adicionados as culturas 6 pg/mL de Citocalasina B (Sigma, St.
Louis, MO), retornando os frascos a incubacdo por mais 28h. Ao final de 72 h, as culturas
foram transferidas para tubos falcon e centrifugadas a 800 rpm por 5 minutos. Em seguida, 0
sobrenadante foi retirado e o pellet celular foi levemente agitado para nova centrifugacdo apds
a adicdo de 5 mL de fixador (metanol:acido acético, 5:1) e 3 gotas de formaldeido aos tubos.
O procedimento foi repetido por 2 vezes utilizando fixador 3:1 e sem o formaldeido. Por fim,
0 sobrenadante foi descartado e 2 a 4 gotas da suspensdo celular foram gotejadas sobre
laminas, as quais foram coradas com solucdo de Giemsa 5% por 7 minutos. As laminas,
previamente codificadas, foram analisadas em teste cego, com auxilio de microscépio 6ptico
(1000X), considerando os danos citogenéticos presentes em 1000 células por lamina em

duplicata.

2.10 Avaliacao da capacidade oxidante/antioxidante em Saccharomyces cerevisiae

A Tabela 2 contém os gendtipos das linhagens de S. cerevisiae utilizadas no ensaio de
atividade antioxidante, linhagem proficiente (SODWT) em superdxido dismutase
citoplasmatica, deficiente simples (Sod1A, Sod2A e CatlA) e duplo deficiente (Sod1A/Sod2A
e Sod1A/CatlA). As referidas linhagens proficiente e deficientes em Superdxido Dismutase
(Sod) e Catalase (Cat) foram cedidas pelo grupo de pesquisa em Genética Toxicoldgica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Para o ensaio, as linhagens de S.
cerevisiae foram repicadas em meio YEPD solido (1% extrato de levedura, 2% de glicose, 2%
de peptona e 2% de agar) e armazenadas em condicOes apropriadas de acordo com Oliveira e
colaboradores (2014). Células em suspensdo foram semeadas a partir do centro para a

margem de uma placa de Petri em um ciclo continuo, para ambos os lados da placa contendo,
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no centro, um disco de papel de filtro estéril, no qual adicionou-se 10 uL das concentracdes
das substancias teste.

Tabela 2. Linhagens de Saccharomyces cerevisiae usadas no estudo

Descricéo Genotipo Origem
EG103 (SOD WT) MATa leu2-3,112 trp1-289 ura3-52 GAL+ Edith Gralla, L Angeles
EG118 (Sod1A) sod1::URA3 all other markers as EG103 Edith Gralla, L Angeles
EG110 (Sod2A) sod2::TRP1 all other markers as EG103 Edith Gralla, L Angeles
EG133 (Sod1ASod2A) s0d1::URAS3 sod2::TRP1 double mutant all other markers as  Edith Gralla, L Angeles
EG103
EG223 (Catlp) EG103, except catl:: TRP1 Edith Gralla, L Angeles
EG (Sod1ACat1A) EG103, except sod1:: URA3 and catl:: TRP1 Edith Gralla, L Angeles

As linhagens de S. cerevisiae (SODWT, SodlA, Sod2A, SodlASod2A, CatlA,
Sod1ACat1A) foram semeadas em placas de petri a partir do centro para a margem. No centro
da placa foi inserido um disco de papel filtro estéril no qual, posteriormente, foram
adicionados 10puL dos extratos metandlico e acetato de etila em duas diferentes condi¢des de
tratamento. Na avaliacdo oxidante, as concentracfes das amostras testadas foram adicionadas
em um disco de papel filtro no centro da placa de YEPD. No co-tratamento, foram
adicionados, simultaneamente, as concentracdes das amostras e do agente estressor peréxido
de hidrogénio a 10mM, no disco de papel filtro. Apds 48 horas de incubacdo em estufa a 30
°C, mediu-se o halo de inibicdo do crescimento celular em milimetros (mm). Todos 0s ensaios
foram realizados em triplicata. O controle positivo utilizado foi apenas 20 pL de peroxido de
hidrogénio a 30%.

2.11 Anélise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo e comparados por analise de
variancia (ANOVA) de duas vias, seguido pelo pos-teste de Tukey e de Dunnett’s
(considerando valores de p<0,05 como significantes), por meio do programa Graphpad prism
(software intuitivo para a Ciéncia, San Diego, CA). Todos os estudos foram realizados em

duplicata, a partir de avaliagdes biologicas independentes.
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3 RESULTADOS

3.1 Analise fitoquimica do extrato metanolico (EM) e acetato de etila (AE) obtidos do N.

gardneri

No EM foi possivel identificar a presenca de alcaloides, acucares redutores, proteinas,

catequinas, taninos e depsideos. Entretanto, no extrato AE foi possivel identificar apenas

alcaloides e agucares redutores (Tabela 3).

Tabela 3. Caracterizacdo fitoquimica dos extratos metanolico e acetato de etila obtidos de N. gardneri

Quimicos EXTRATO EXTRATO
METANOLICO ACETATO DE ETILA
Alcaloides Presentes Presentes
Acucares redutores Presentes Presentes
Flavonoides Ausentes Ausentes
Proteinas/aminoacidos Presentes Ausentes
Polissacarideos Ausentes Ausentes
Catequinas Presentes Ausentes
Fendis Ausentes Ausentes
Taninos Presentes Ausentes
Depsideos Presentes Ausentes

3.2 Caracterizacao estrutural dos metabolitos secundarios do extrato metanolico

Os dados obtidos por RMN H (600 MHz) e *C (600 MHz) das substancias 1 e 2,
inéditos, isolados do N. gardneri, estdo apresentados na Tabela 4. A analise dos dados de
HRESIMS indicou a presenca de um ion m/z 367,2097 [M*] e 369,2271 [M*2H]*,
correspondente & formula [C21H37NOa]. O espectro de IV mostrou estiramentos em 3445 cm™

correspondentes a grupos hidroxilas, em 1708 cm™ de carbonilas e 2921 e 2852 cm

corresponde a carbonos sp®. O espectro de ultravioleta em CH3OH apresentou absorcéo

méaxima de 273 nm.

125



Tabela 4. Caracteristicas obtidas em RMN 'H (600 MHz) e *3C (600 MHz) das substancias (amidas
substituidas) inéditas: 7,8-dihidroxi-13-oxo-heneicosa-9,11-dienamida (substancial) e 7,8-dihidroxi-
13-oxo-octadeca-9,11-dienamida (substancia 2) isolados do extrato metandlico obtido do N. gardneri

. 1) (2)
Posicao 51, st HMBC 8 6% HMBC

! 176,33 176,33

2 2,29 33,51 C-1/C-4/C-5 2,30 33,59 C-1/C-3/C-4

3 138 24,67 137 28,81 ca

4 135 28,56 162 24,67 C1/C5/C6

5 1,62 24,49 156 32,02

6 4,10 7457 NO 2524

! 353 73,01 352 73,01

8 227 33,60 410 74,59 cIc10

o 6,32 143,82 cs 6.33 143,82 Caic1z

10 6,49 129,04 651 129,07 CBICl

= 7,29 142,79 c-13 7,30 142,79 C-9/C-13

12 6,21 129,01 C-13/C-10 6,23 129,02 C13

13 202,45 202,45

14 263 39,68 C-13/C-15/C-17 2,63 39,86 C-13/C-15/ C-16

15 153 2390 ND 23,86

16 127 29,29 132 3116

17 1,63 28,55 135 22,15

18 136 31,90 0.93 12,89 Ca6ic17

B 1,40 27,83 Cc-16

20 1,34 22,35 c.17

21 0,94 13,02 C-20/C-19/ C-18

“Espectros obtidos em MeOD;* valores obtidos através das projecdes de carbono do HSQC e HMBC, ND-ndo

determinado.

As substancias 1 (Figura 1 A) e 2 (Figura 1 B) sdo amidas substituidas inéditas e

foram identificadas como 7,8-di-hidroxi-13-0xo-heneicosa-9,11-dienamida e 7,8-di-hidroxi-

13-ox0-octadeca-9,11-dienamida, respectivamente. A substancia 1 (6,1 mg) foi obtida como

um O6leo amarelo claro. A analise do experimento de COSY evidenciou correla¢fes entre 0s

hidrogénios H-10 e H-11 e entre H-11 e H-12 que, associado com as correlagdes observadas

em gHMBC, confirmaram a posicao das ligacdes duplas.
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Figura 1. Estrutura quimica dos compostos isolados do extrato metandlico obtidos do N. gardneri. Em
A composto 1. 7,8 -di-hidroxi-13-oxo-heneicosa-9,11-dienamida. Em B o composto 2: 7,8 -Di-
hidroxi-13-ox0-octadeca-9,11-dienamida.
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Através do experimento de TOCSY 1D pode-se observar um mesmo sistema de spin
da molécula entre os hidrogénios H-14, H-15 e H-19, entre os hidrogénios H-9,H-10, H-11 e
H-12. Também € possivel observar interacGes entre a hidroxila OH-6 com os hidrogénios H-4,
H-5 e H-7, permitindo propor para a substancia 1 o nome de 7,8-di-hidroxi-13-0x0-heneicosa-
9,11-dienamida. A anélise criteriosa e a comparagdo dos dados de RMN 1H de duas amidas
inéditas: 7,8-di-hidroxi-13-oxo-heneicosa-9,11-dienamida (substancia 1) e 7,8-di-hidroxi-13-
oxo-octadeca-9,11-dienamida (substancia 2), isoladas de extratos metanolicos e suas fracdes.
A perda dos sinais em 1,36 (m; 2H, 6c 31,90), 6H 1,40 (m; 2H, 6C 27,83)0H 1,34 (m; 2H, 8C
22,35) é atribuida aos hidrogénios metilénicos de H-18, H-19 e H-20. Em vez disso, apareceu
o sinal em 610,93 (t, J = 7,2 Hz, 3H, &c 12,89) de um tripleto atribuido a hidrogénios da
metila.

A anélise do experimento de HMBC, associado ao experimento de COSY1D e
TOCSY 1D, permitiu propor a estrutura da substancia 2 semelhante a substancia 1, com uma
diferenca de um grupo propil a menos na estrutura de 2, indicando para 7,8-di-hidroxi-13-
oxo-octadeca-9,11-dienamida. O espectro de massas de alta resolucdo ESI (+) no modo
positivo da substancia 2, apresentou pico para molécula protonada em m/z 327.2162
[M+2H]", correspondendo a férmula molecular CigH3:NO4, indicando 4 insaturacdes,

sugerindo um analogo da substancia 1.
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3.3 Efeitos do extrato metandlico (EM) e fracéo acetato de etila extraidos do N. gardneri
sobre a viabilidade celular em células do liquido ascitico de Sarcoma 180

O EM (Figura 2A) obtido do N. gardneri, em todas as concentracdes testadas (500,
1000, 1500 e 2000 pg/mL), interferiu, significantemente, na viabilidade celular em células do
liquido ascitico de Sarcoma 180, como avaliada com o teste de exclusdo azul de Tripan,
indicando efeitos citotoxicos para o EM. Entretanto, foi observado que esses efeitos foram
significantes em relacdo ao apresentado pela Dox, exceto na concentracdo de 2000 pg/mL.
Diferenca estatistica foi observada entre a menor com a maior concentracdo testada. Dados
similares foram observados para a fracdo acetato de etila (Figura 2 B), exceto para a menor
concentracdo (500 pg/mL), que ndo apresentou efeitos citotdxicos.

Figura 2. Efeitos de extratos obtidos do N. gardneri na viabilidade celular avaliada pelo teste de
exclusdo por azul de Tripan em células do liquido ascitico de Sarcoma 180, ap6s 72h de exposi¢éo.
Valores representam a média + desvio padrdo. CN: células ndo tratadas. DOX: Doxorrubicina (2
pg/mL). A: extrato metandlico e B: acetato de etila. ANOVA, duas vias, seguido de pds-teste de
Tukey. ? Significante em relagdo ao CN (controle negativo);® Significante em relacdo a Dox e *
Significante em relagdo a maior concentragao.
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3.4 Efeitos genotoxicos dos extratos metanolico (EM) e acetato de etila (AE) extraidos do
N. gardneri

O EM e o AE induziram genotoxicidade em todas as concentracdes testadas, pelos
significantes aumentos dos indices e frequéncia de danos, quando comparados ao CN. Os
efeitos genotdxicos dos extratos foram significantes em relacdo a Dox, exceto para a duas
menores concentracdes do FAE (Figura 3).
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Figura 3. Efeitos genotoxicos do extrato metandlico (EM) e fragdo acetato de etila (AE) extraidos do
N. gardneri. Em A (indice de Danos) e B (Frequéncia de Danos), dados para o EM; e em C (indice de
Danos) e D (Frequéncia de Danos), dados para FAE. Valores representam a média + desvio padréo.
CN: células néo tratadas. Dox: Doxorrubicina (2 pg/mL). A e B: Extrato metandlico; C e D: acetato de
etila. ANOVA, duas vias, seguido de pds-teste de Tukey. 2 Significante em relacdo ao CN (controle
negativo);® Significante em relacdo a Dox.
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3.5 Possiveis mecanismos oxidativos implicados em danos genotoxicos dos extratos
metandlicos (EM) e acetato de etila (AE) obtidos do N. gardneri em células de Sarcoma
180.

Tanto o EM quanto o AE induziram danos genotdxicos por possiveis mecanismos
oxidativos em cultura primaria de S180, como observado em estudos comparativos ao H20a.
Os resultados apontam similaridades de danos genotoxicos de EM e AE com o H2O> (Figura
4).
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Figura 4. Efeitos oxidativos dos extratos metandlicos (EM) e acetato de etila (AE) obtidos de N.
gardneri em cultura priméaria de Sarcoma 180 co-tratada com peréxido de hidrogénio na concentragao
de 2000pg/mL. Os valores representam a média = desvio padrdo de quatro experimentos
independentes. CN: células ndo tratadas. Dox: Doxorrubicina 2 pug/mL. Em A e B - extrato
metanolico (EM): e em C e D - acetato de etila (AE). ANOVA, uma via, seguido de pds-teste de
Tukey. p<0,05 comparado ao grupo CN (a) e H2Oz(b).
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3.6 Efeitos citogenéticos dos extratos metandlico (EM) e acetato de etila (AE) obtidos de
N. gardneri em cultura primaria de S180, avaliados pelo Teste de Micronucleos com
Bloqueio de Citocinese (CBMN)

Os extratos EM e AE, obtidos de N. gardneri, apresentaram efeitos clastogénicos e/ou
aneugénicos em células de Sarcoma 180, como observado pelo significante aumento de
micronucleos em todas as concentragfes testadas, quando comparado ao CN (grupo sem
tratamento). Cabe enfatizar que a Dox induziu mais altera¢des do tipo microntcleos do que 0s
extratos EM e AE. Dados similares foram observados para o aumento de pontes e brotos em

relacdo apenas ao CN. Ambos o0s extratos também induziram citotoxicidade conforme o
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calculo do indice de divisdo nuclear (IDN) e indice de divisdo nuclear considerando as

apoptoses e necroses (IDNC) (Tabela 5).

Tabela 5. Danos citogenéticos dos extratos metandélicos (EM) e acetato de etila (AE) obtidos de N.
gardneri em células de Sarcoma 180, ap6s 72h de exposi¢do, avaliados por meio do teste de
Micronucleos com Blogueio de Citocinese.

Tratamento Danos citogenéticos Citotoxicidade
Microndcleos Pontes Brotos IDN IDNC
CN (sem tratamento) | 1,75+ 1,02 2,80+0,41 1,70+ 0,12 1,697 1,60 £ 0,033

Doxorrubicina 36,50+ 0,35* | 35,5+ 3,53 17,0+ 1,412 1,11 + 0,042 1,23 £ 0,0072

Extrato metanolico

500 pg/mL 19,5 + 3,52P 8,0 + 4,23P 19,0 £ 0,0? 1,22 £ 0,013° 1,19 £ 0,012
1000 pg/mL 21,5 + 4,92P 9,5+ 2,13b 18,0 £1,4% 1,04 £0,022> | 1,11+ 0,022P
1500 pg/mL 24,0 + 5,63 11,0 + 2,82P 21,5+0,7° 1,09 +0,042 1,16 + 0,022°
2000 pg/mL 25,5 + 6,32P 13,0 £ 2,82P 23,0 £2,82P 1,07 £ 0,022 1,11 + 0,05%P

Extrato acetato de etila

500 pg/mL 12,5 + 3,52P 75%0,7b 16,5+ 2,12 1,38 +0,032° 1,26 + 0,12
1000 pg/mL 14,0 £ 5,62P 8,5+ 0,73P 15,5+ 4,9? 1,33 £0,022° 1,21 +£0,022
1500 pg/mL 15,0 + 0,02° 11.0 £ 0,02° 14,0 + 4,22 1,18 +0,032° 1,20 + 0,012
2000 pg/mL 19,0 £ 1,42P 10,5 £ 0,72P 15,5+ 4,9? 1,15 +0,01* 1,17 £ 0,01%

Valores representam a média + desvio padrédo de quatro experimentos independentes. CN: células ndo tratadas.
Dox: doxorrubicina 2 pg/mL. IDN: indice de divisdo nuclear. IDNC: indice de divisdo nuclear considerando
apoptose e necrose. ANOVA, uma via, seguido de pds-teste de Tukey.?p<0,05 comparado ao grupo
CN. ? p<0,05 comparado a Dox.

3.7 Acdo citotoxica dos extratos metandlicos (EM) e acetato de etila (AE) obtidos do N.
gardneri por inducéo de danos apoptéticos e necréticos em células de Sarcoma 180.

Os efeitos citotdxicos dos extratos EM e AE foram apontados também pelo aumento
do nimero de células em apoptoses em todas as concentragdes testadas comparadas ao CN,
especialmente na concentragdo de 2000 pg/mL, onde foi observado similaridade com a Dox.
Também foi observada aumento de morte celular por necrose para EM em todas as

concentragdes testadas, enquanto que para o AE apenas em 2000 pg/mL (Figura 5).
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Figura 5. Apoptose e necrose induzidas pelos extratos de N. gardneri em cultura priméria de S180,
apos 72h de exposicdo. A e B: apoptose. C e D: necrose. Valores representam a média + desvio padréo
de quatro experimentos independentes. CN: células ndo tratadas. Dox: doxorrubicina 2 pg/mL. Extrato
metanolico de N. gardneri. A e C: Extrato metandlico e B e D: Acetato de etila de N. gardneri.
ANOVA, duas vias, seguido de pds-teste de Tukey. * p<0,05 comparado ao grupo CN (a). * p<0,05
comparado ao grupo CP (b). ** p<0,01 e *** p<0,001.
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3.8 Efeitos oxidantes e antioxidantes de extratos metandélico (EM) e acetato de etila (AE)
obtidos do N. gardneri em S. cerevisiae.

Os extratos EM e AE, obtidos do N. gardneri, a exemplo do observado com o teste
desafio comparativo com o peréxido de hidrogénio, induziram danos oxidativos nas duas
maiores concentracdes em S. cerevisiae proficiente e mutadas paras as enzimas superoxido
dismutase citoplasmatica, mitocondrial e duplo mutante, bem como para a catalase e duplo
mutante catalase e superoxido dismutase citoplasmatica, quando comparado ao CN (Figura
6). Entretanto, nas concentragdes menores (500 e 1000 pg/mL), foram observados, para a

maioria das linhagens, efeitos antioxidantes, exceto para a linhagem mutada em catalase, onde
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esses efeitos também foram observados nas maiores concentragGes (Figura 7). Os dados

indicam que, dependendo das concentragdes, os extratos AE e EM apresentam efeitos

oxidantes e/ou antioxidantes.

Figura 6. Perfil oxidante dos extratos acetato de etila (AE) e metandlico (EM) em linhagens de S.
cerevisiae proficientes e mutadas em defesas antioxidantes. CN: solugdo de Tween 80. CP: Peroxido
de hidrogénio 10 mM. ANOVA, Teste de Dunnett’s. *p<0,05 comparado ao CN. #p<0,05 comparado

ao CP.
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Figura 7. Atividade antioxidante (co-tratamento) dos extratos acetato de etila (AE) e metandlico (EM)
frente aos danos oxidativos induzidos pelo peréxido de hidrogénio 10 mM em linhagens de S.
cerevisiae. ANOVA, Teste de Dunnett’s. *p<0,05 comparado ao CN. #p<0,05 comparado ao CP.
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4. DISCUSSAO

Em varias espécies do filo Basidiomycota, a exemplo do N. gardineri, 0s
polissacarideos, terpenoides, esteroides, alcaloides e compostos fendlicos estruturados
demonstraram atividades antioxidante, antiviral, antibacteriana, anticolinesterase, antiflngica,
anti-inflamatoria, imunomoduladora e antitumoral (ISHIKAWA et al., 2001; MORADALI
et al., 2007; TONG et al., 2009). Em analises fitoquimicas de extratos obtidos de N. gardneri
foi possivel evidenciar a presenca de alcaloides, agucares redutores, taninos, depsideos e, em
especial, proteinas no extrato metandlico (EM), bem como em sua fracdo acetato de etila
(AE).

Os dados obtidos por RMN auxiliaram na caracteriza¢do estrutural de substancias

presentes no cogumelo N. gardneri, que foram isoladas e caracterizadas como 7,8-di-hidroxi-
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13-oxo-heneicosa-9,11-dienamida e  7,8-di-hidroxi-13-oxo-octadeca-9,11-dienamida. O
oxigénio carboxilico de amidas é considerado um aceptor de ligacGes de hidrogénio; e o NH
como um doador de ligacdes de hidrogénio. Mas a interacdo entre as pontes de hidrogénio
acontece entre o grupo OH do metanol, como a que ocorre entre o grupo NH e o0 oxigénio do
metanol (ZHAO et al., 2017). As amidas apresentam diversas atividades biologicas, tais como
antifungica e antimicrobiana e antitripanosoma (NOVAK et al., 1969; DOLEZAI et al.,
2002; NARASIMHAN et al., 2004; PAPADOPOULOU et al., 2014).

Os extratos EM e AE, obtidos do N. gardneri, apresentaram citotoxicidade em células
de Sarcoma 180 nas concentracOes testadas (500, 1000, 1500 e 2000pg/mL), exceto para o
AE em 500 pg/mL, como observado no teste azul de Tripan. Outros estudos, em Sarcoma
180, também indicaram citotoxicidade de amidas obtidas de extratos metandlicos de
Anthracophyllum lateritium, por fragmentacdo nuclear indicativa de apoptose (FERNANDO
et al., 2015). Citotoxidade de amidas isoladas de Macropiper excelsum, em células de cancer
de cdélon HT29, também foram observadas em concentragdes abaixo de 14uM (LEI et al.,
2015). A amida2- (3 -indolil) -N-ariltiazole-4-carboxamidas 17a-p, obtida de diversos fungos,
foi responsavel pela citotoxicidade em células Hela por mecanismos apoptéticos, indicando
que apresentam efeitos antitumorais (HOSSEINI et al., 2013; MUKUND et al., 2015).
Atividades citotoxicas de diversas amidas foram observadas em células tumorais escamosas
(SHIMADA et al., 2014), em gliomas humanos (U251), células de ovario humano (SANTOS
etal., 2015).

Os metabdlicos secundarios, oriundos de Basidiomycota, podem induzir toxicidade e
ocasionar alteragdes de atividades biolégicas em humanos e, consequentemente, Sao
considerados com potenciais para farmacos (BUA-ART et al., 2010; BUA-ART et al., 2011,
BURAKORN et al., 2015). Em outros estudos, os compostos nambinona C, aurisina A e
aurisina K, isolados da Neonothopanus nambi, do mesmo género de N. gardneri, sdo
responsaveis pela citotoxicidade em linhagens celulares de cancer NCI-H187 e de
colangiocarcinoma (KANOKMEDHAKUL et al., 2012).

Outros compostos bioativos isolados de fungos apresentam atividades antitumorais
por inducdo de apoptoses (MEI et al., 2015, LI et al., 2016; LI et al., 2017), expresséo de
caspases 7 e de BAX/BCI2 (LI et al., 2018), inducdo dos fatores IFN-4, COX-2 (WANG et
al., 2015), TGFg, indugdo de ERO’s (PENG et al., 2015), aumento de proteinas quinases e de
AMPc (ZAIANG et al.,, 2014) e aumento de TNF-a e IL2 (YANG et al., 2013). Os

polissacarideos também induzem toxicidades por parada do ciclo celular e inducdo de
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apoptoses, autofagia aumento das proteinas BAX e caspases 3, diminui¢do do BCI2 (ZHAO
et al., 2017), além de aumento da liberacdo de citocromo e diminui¢do de ATP (PIRES et al.,
2017), ativacdo de TNT, interleucinas e INOS (WANG et al., 2010). Estudos apontam que 0
extrato etanolico, obtido da espécie Phellinusigniarius, em MTT e DAPI, apresentou
atividades antitumorais em linhagens humanas de HepG-2, AGS, SGC-7901, Hela e A-549,
por mecanismos associados ao bloqueio do ciclo celular de SGC-7901 em GO0/G1; colapso
no potencial de membrana, inducdo de apoptoses por caspase-9, -3 e clivagem de PARP.
Eventos citogenéticos podem estar implicados na citotoxicidade e inducdo de
apoptoses, tais como danos ao DNA, indicativos de genotoxicidade. No estudo, foi observado
que tanto 0 EM como o AE induziram genotoxicidade em células obtidas de Sarcoma 180 em
todas as concentracdes testadas, em relacdo as células ndo tratadas com os extratos (CN). O
extrato AE, nas duas maiores concentracdes, induziu genotoxicidade de forma similar ao
antineoplésico doxorrubicina. A doxorrubicina (Dox), em associacdo com a CPA, pode gerar
radicais livres e inibir a topoisomerase Il, enzima ativada durante a replicacdo do material
genético (TACAR; SRIAMORNSAK; DASSA, 2012; BAMODU et al., 2015). As drogas
citotoxicas podem também alterar o ciclo celular e/ou induzir a apoptose (LI et al., 2012).

O mecanismo de bioluminescéncia em N. gardneri foi explicado pela hidrélise
catalisada pela enzima oxiluciferina, que produz acido cafeico, reciclado na biossintese de
hispidina, através da via de estirilpirona (KASKOVA et al., 2017). Cabe enfatizar que esse
processo ocorre sob condicBes de estresse oxidativo (MOGILNAYA et al., 2016), devido a
producdo de peroxido de hidrogénio (PURTOV et al., 2015), com defesas antioxidantes
observadas pela acdo das enzimas peroxidases e catalases (MOGIL’NAYA et al., 2015).

Assim, os danos genotoxicos observados para os extratos EM e AE podem ser
explicados, possivelmente, por mecanismos similares ao peroxido de hidrogénio. Como
relatado, essa ERO pode ser liberada durante os processos de bioluminescéncia em N.
gardneri (PURTOV et al., 2015), que acontece com estresse oxidativo (MOGILNAYA et al.,
2016). A 3-hydroxihispidina é uma luciferina fungica considerada como produto da oxidac&o
da hispidina. Quando misturada com uma fragdo de luciferase, nas espécies N. nambi e N.
gardineri, 0 novo composto produz luz de forma dose-dependente, independente de NADPH.
Os autores demonstraram que a hidroxilacdo de hispidina, no fragmento de piranhona,
representa processos oxidativos.

Por outras analises, as amidas também podem induzir apoptoses e reduzir a

recorréncia do cancer por mecanismos associados a indugdo de ERO’s e disfuncao
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mitocondrial e danos ao DNA, como por exemplo a lidocaina e aropivacaina, que causam
danos ao DNA, induzem parada do ciclo celular em GO/G1, especialmente por induzirem
ERO’s, que levam a apoptose, como observado em células humanas de cancer de pulmao
(WANG et al., 2016). Outros isolados do filo Basidiomycota, a-metileno-y-lactonas, reagem
rapidamente com cisteina para formar adutos no material genético estaveis, ao passo que as
lactonas, a-insaturadas-y, endociclicas reagem lentamente com a cisteina para formar adutos
instaveis (KUPCHAN et al., 1970).

Cabe enfatizar que o H>O; ocasiona danos as macromoléculas, incluindo o DNA,
podendo ocasionar a toxicidade celular, em especial a genotoxicidade (ORAKI et al., 2013),
que induz apoptoses por interferéncia na expressdo de citocromo C, Bcl-2, Bax, Bid e
caspase 3 (GUTIERREZ-VENEGAS et al., 2015), como também por alteraces na expressdo
caspase-9, P53, NF-kB e RIP, podendo atuar em apoptoses € em necroses (XIANG et al.,
2016; LENNICKE et al., 2015). O peroxido de hidrogénio pode ser utilizado em modelos in
vitro para a inducgdo do estresse oxidativo. Ele resulta da conversdo de anion superdxido (02
e-) pela enzima superdxido dismutase (SOD) e seu potencial de toxicidade esta relacionado a
facil reducdo desse composto em radicais OH® (FITO et al., 2007; BHATTACHARYYA et
al., 2014).

Os danos genotdxicos quando ndo reparados podem ocasionar mutagenicidade, como
observada no estudo para os extratos EM e AE obtidos do N. gardneri em células e Sarcoma
180 pela formacdo de micronucleos, pontes nucleoplasmaticas e brotos. Nao foram
encontrados relatos de mutagenicidade para o N. gardneri. Esses mecanismos citogenéticos
também estdo implicados em atividades antitumorais. Os microndcleos podem ter sido
resultantes de erros durante a anafase, onde fragmentos ou cromossomos acéntricos formaram
corpos extracelulares (BOLOGNESI; FENECH, 2012; SABHARWAL et al., 2015), que sao
oriundos de quebras de cromossomos (clastogenia) ou perda de cromossomos inteiros
(aneugenia) (FERREIRA et al., 2009; FENECH et al., 2011).

As pontes nucleoplasmaticas podem ser atribuidas a erros em rearranjos
cromossdmicos ou a fusdo de extremidades cromossomais, telémeros que podem induzir a
ligagdo entre dois nucleos distintos (FENECH et al., 2011). E os brotos nucleares podem ter
sido resultantes de amplificacBes nucleares, sem segregacdo dos nucleos (BITGEN et al.,
2016). Esses danos citogenéticos podem ser associados e/ou considerados como mecanismos
de acdo antitumoral que ocasionam a inducdo de apoptoses (HUANG, 2003; ZAVALA-
AGUIRRE et al., 2010; KEY et al., 2015). A formacdo de brotos pode estar relacionada com
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instabilidades cromossémicas resultantes de danos no material genético com amplificagdo
génica (BONASSI et al., 2011; FENECH et al., 2011; HONG et al., 2011).

Corroborando, a citotoxicidade observada com a coloracao azul de Tripan, também foi
possivel apontar que os extratos obtidos de N. gardneri induziram citotoxicidade em células
de Sarcoma 180, observado pelo indice de divisdo nuclear (IDN) e indice de divisdo nuclear
considerando apoptoses e necroses (IDNC). Extratos metandlicos de Fusarium moniliforme e
de Manihot esculenta apresentam efeitos citotoxicos pela viabilidade celular de células Vero,
MG 63, HBL, Sw 1573, WID e Hela, por parada do ciclo celular e inducdo de apoptoses
(CASTRO et al., 2015). Proteinas isoladas de outras espécies, tais como Ganoderma lucidum
e de Pleurotus ostreatus, induziram citotoxicidade em macréfagos humanos (ZHANG et al.,
2017).

A citotoxicidade dos extratos EM e AE, obtidos de N. gardneri, foi também indicada
pelo aumento do n° de apoptoses e de necrose em células de Sarcoma 180. Existem relatos de
que a hispidina, um composto fendlico, substancia precursora da luciferina (composto
bioluminescente), presente em micélio de Neonothopanus nambi, Mycena chlorophos,
Omphalotus japonicus e N. gardneri, induz estresse oxidativo (OBA et al., 2017). Além disso
podem ter efeitos antitumorais, demonstrado em células de cancer géstrico, por induzir morte
celular necrdtica por autofagia, por mecanismos associados a expressdo de proteinas
reguladoras de microttbulos reversivelmente fosforilantes, e pela producao de 6xido nitrico e
interferéncias na permeabilidade de membranas lisossomais (LV, LONG-XIAN, 2017).

Também existem relatos de que a hispidina tem efeitos antitumorais associados a
inducdo de apoptoses por geragdo de ERO’s (LIM et al., 2015), como evidenciado em cancer
de célon (OBA et al., 2017). Em células de Sarcoma 180, polissacarideos isolados da espécie
Phellinus linteus, foram apontados como de acdo antitumoral (MEI et al., 2015). Lectina,
isolada da espécie Russula Iépida, demonstrou potencial antitumoral em células de hepatoma
(Hep G2) e células MCF-7 de cancer de mama humano (ZHANG et al., 2010) e também
atribuiram atividades antitumorais para as B-glucanas, heteromananas e heteroglucanas
(SHAH et al., 2007).

A resposta celular a danos oxidante/antioxidante ao DNA dos fungos é semelhante a
resposta de células de mamiferos. Além disso 30% dos genes relacionados a doencas
humanas, apresentam genes homdlogos funcionais em leveduras (DE LA TORRE-RUIZ;
PUJOL; SUNDARAN, 2015). As delecdes de enzimas antioxidantes tais como a superoxido

dismutase manganés (MnSOD) e cobre-zinco (CuZnSOD) causam aumento de proteinas
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oxidase que favorecem o uso destas linhagens em estudos de danos oxidativos (FARRUGIA;
BALZAN, 2012). Em Saccharomyces cerevisiae, a exemplo do teste desafio com o peroxido,
também foi observado que os extratos AE e EM induzem danos oxidativos em linhagens
proficiente e mutadas em defesas antioxidantes, para a superoxido dismutase citoplasmatica,
mitocondrial e para catalase, bem como para as mutantes.

Entretanto, em menores concentraces (500 e 1000 pg/mL), os efeitos foram para
atividades antioxidantes frente aos danos oxidativos induzidos pelo peréxido de hidrogénio.
Os polissacarideos, obtidos do Basidiomycota, atuam como antioxidantes por mecanismos
associados a remocao do radical hidroxil e &nion superdxido (CHEN etal., 2016), influéncia
sobre a GSH e peroxidacdo lipidica (PANDA et al., 2017), eliminacdo (LI et al., 2017;
ZHANG et al., 2017) e captura de radicais livre (ZHU et al., 2015).

Estudos também apontaram que os polissacarideos heteroglicanos, isolados de
Pleurotus cystidiosus e de Entoloma lividoalbum, atuam na alteracdo dos niveis de GSH na
sua forma reduzida e oxidada (MAITY et al., 2014; PANDA et al., 2017). Os isolados das
espécies Cycnoches ventricosum, Pleurotus cystidiosus foram responsaveis, como
antioxidantes, por agirem nos niveis de Malondialdeido (MDA), catalase (CAT) e superoxido
dismutase (LIU et al., 2016; MAITY et al., 2014; PANDA et al., 2017). Extratos das espécies
Ganoderma lucidum, Phellinus rimosus, Pleurotus florida e Pleurotus pulmonarius também
apresentaram propriedades antioxidantes e antitumorais (AJITH; JANARDHANAN, 2007).
De forma similar, extratos isolados de fungos podem ser oxidantes devido a elevadas
concentracdes de compostos fendlicos. Entretanto, em baixas concentracdes, sao
antioxidantes, como sequestradores de radicais livres (AKATA; ERGONUL;
KALYONCU, 2012).

5 CONCLUSAO

Os extratos EM e AE, obtidos de N. gardneri, sdo misturas complexas de alcaloides,
acucares reduzidos, proteinas, taninos e catequinas e apresentaram duas amidas inéditas (7,8-
di-hidroxi-13-oxo-heneicosa-9,11-dienamida e 7,8-di-hidroxi-13-oxo-octadeca-9,11
dienamida). Tais substancias sdo, possivelmente, relacionados para atividades citotoxicas e
antitumorais, especialmente as amidas, observadas em células de Sarcoma 180, por
mecanismos citogenéticos associados a danos ao DNA e a formagdo de anormalidades

nucleares do tipo micronucleos, pontes nucleoplasméatica e brotos, bem como por
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apresentarem perfil oxidativo similar ao peroxido de hidrogénio em 2000 pg/mL. No estudo
foi possivel pontuar que EM e AE, nas menores concentracdes (500 e 1000 pg/mL) testadas,
em S. cerevisiae proficientes e mutadas em defesas antioxidantes para superoxido dismutase
mitocondrial e citoplasmatica e duplo mutante, bem como para catalase e mutantes,
apresentaram efeitos antioxidantes. Mas, em 1500 e 2000 pg/mL, induziram danos oxidativos
em S. cerevisiae. Substancias com propriedades antagbnicas como antioxidantes e citotdxicas,

como observado no estudo, apontam boa opcao para a terapia do cancer.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Figura 1. Perfil fotomicrografico de cultura priméaria de S180 no ensaio cometa expostas ao extrato metandlico.
A: células sem tratamento. B: doxorrubicina 2 pg/mL. C: EM 2000 pg/mL; D: EM 1500 pg/mL; E: EM 1000
pg/mL; F: EM 500 pg/MI. DO: dano tipo 0. D1: dano tipo 1. D2: dano tipo 2. D3: dano tipo 3. D4: dano tipo 4.

Ap: apoptose. Coloragdo com prata. Aumento de 400X.
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Figura 2. Perfil fotomicrografico de cultura priméaria de S180 no ensaio cometa expostas ao extrato
acetato de etila. A: células sem tratamento. B: doxorrubicina 2 pg/mL. C: AE 2000 pg/mL; D: AE 1500
pg/mL; E: AE 1000 pg/mL; F: AE 500 pg/Ml. DO: dano tipo 0. D1: dano tipo 1. D2: dano tipo 2. D3: dano
tipo 3. D4: dano tipo 4. Ap: apoptose. Coloracdo com prata. Aumento de 400X.
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Figura 3. Perfil fotomicrografico de células tumorais de Sarcoma 180 tratadas com extrato
metanodlico avaliadas pelo teste CBMN. Mn: Micronicleo; Pn: Ponte nucleoplasmatica; Ap:
Apoptose; Nc: Necrose; BnMn: Célula binucleada com Mn; Br: Broto nuclear. Coloragdo com
Giemsa 10%. Aumento de 1000X.

Figura 4. Perfil fotomicrografico de células tumorais de Sarcoma 180 tratadas com extrato acetato
de etila avaliadas pelo teste CBMN. Mn: Micronucleo; Ap: Apoptose; Nc: Necrose; Bn: Célula
binucleada normal; Br: Broto nuclear. Colora¢do com Giemsa 10%. Aumento de 1000X.




Figura 05. Perfil fotomicrografico de células de sarcoma 180 ap0s exposicdo aos extratos metandlico e acetato de etila no teste de Aberracfes
Cromossdmicas. Em A, cromossomo dicéntrico (vermelha) e fragmento (verde); Em B, cromossomo dicéntrico; gragmento cromossémico (verde); Em
C, Em D, cromossomo dicéntrico (\Vermelha) e anel cromossémico (verde) e F, anel cromossémico.
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CAPITULO IIT

Efeito antitumoral de extrato metanolico do Neonothopanus gardneri em modelo murino
para cancer de mama: monitoramento toxicolégico e citogenético
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Efeito antitumoral de extrato metanolico do Neonothopanus gardneri em modelo murino
para cancer de mama: monitoramento toxicoldgico e citogenético

Débora Céssia Vieira Gomes, Marcus Vinicius Oliveira Barros de Alencar, Mércia Fernanda Correia Jardim Paz,
Ana Maria Oliveira Ferreira da Mata, Rosalia Maria Torres de Lima, Antonielly Campinho dos Reis, José Victor
de Oliveira Santos, Gilberto Santos Cerqueira, Muhammad Torequl Islam, Luciano da Silva Lopes, Jodo
Marcelo de Castro e Sousa, Teresinha de Jesus Aguiar dos Santos Andrade, Maria das Dores Alves de Oliveira,
Neicyano Souza Machado, Joaquim Soares da Costa Junior, Antdnia Maria das Gragas Lopes Citd, José
Arimatéia Dantas Lopes, Ana Amélia de Carvalho Melo Cavalcante.

RESUMO

Os Basidiomycotas sdo fontes ilimitadas de bioativos com propriedades terapéuticas. O
Neonothopanus gardneri se destaca por suas atividades alimentares, nutracéuticas,
antimicrobianas e antivirais. A quimioterapia do cancer de mama ainda causa diversos efeitos
colaterais, ndo tem seletividade e apresenta riscos de instabilidade genética em células nao
neoplasicas. O estudo teve por objetivos isolar e caracterizar alguns dos compostos quimicos
do extrato metanolico obtido do N. gardneri, e avaliar os efeitos antitumorais em modelo
murino para 0 cancer de mama, induzido pelo 7,12-dimetilbenzantraceno, com
monitoramento toxicoldgico e citogenético. Foi feito a obtencdo do extrato metandlico e sua
caracterizacdo fitoquimica e isolamento de compostos quimicos por cromatografia em
Sephadex LH-20 e ressonéncia magnética. Camundongos Swiss, albinos, com 6 a 7 semanas
de idade, virgens e ndo gestantes pesando entre 20 a 50g foram usados para a inducdo do
cancer de mama com 7,12-dimetilbenzantraceno (6 mg/Kg™ v.0), durante onze semanas. O
carcinoma mamario ductal invasivo foi caracterizado por andlise histopatoldgica e por
marcacdo de Ki67. Os efeitos antitumorais foram avaliados com aplicacdo de biomarcadores
citogenéticos (Ensaio Cometa, versdo alcalina e Teste de Microndcleos). O extrato foi testado,
na dose de 10 mg/Kg™ v.o e a ciclofosfamida em 25 mg/Kg™ i.p., durante trés semanas de
terapias. O monitoramento toxicolégico (comportamental (campo aberto, rota rod), peso de
6rgdos, hematoldgico e bioguimico para enzimas renais e hepéticas) foi feito durante a
inducdo do cancer e terapia com o extrato. No extrato foram identificados agucares, taninos,
catequinas, depsideos e proteinas, como também isolados as amidas substituidas, os
compostos: 7,8 -di-hidroxi-13-oxo-heneicosa-9,11-dienamida e 7,8 -di-hidroxi-13-o0xo-
octadeca-9,11-dienamida, como majoritarios e inéditos. Para o extrato e ciclofosfamida néo
foram observadas alteracGes renais, no peso dos 6rgdaos e comportamentais, apenas para 0
7,12-dimetilbenzantraceno, que na ultima semana induziu quedas e permanéncia na chapa.
Alteracbes hepéaticas em plaquetas foram observadas para o extrato e para o 7,12-
dimetilbenzantraceno. O extrato apresentou efeitos antitumorais, por mecanismos associados
a danos ao DNA, possivelmente por efeitos oxidativos, como também por inducdo de
apoptoses, que podem ser atribuidos aos seus compostos quimicos, em especial aos
majoritarios, que devem ser testados para formulagdes farmacéuticas antitumorais.

Palavras — chave: Neonothopanus gardneri; antitumoral, danos ao DNA; mecanismos
citogenéticos
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Antitumor effect of methanolic extract of Neonothopanus gardneri in murine model for
breast cancer: toxicological and cytogenetic monitoring

ABSTRACT

Basidiomycota are unlimited sources of bioactives with therapeutic properties.
Neonothopanus gardneri stands out for its food, nutraceutical, antimicrobial and antiviral
activities. Chemotherapy of breast cancer still causes several side effects, has no selectivity
and presents risks of genetic instability in non-neoplastic cells. The aim of the study was to
isolate and characterize some of the chemical compounds from the methanolic extract
obtained from N. gardneri, and to evaluate the antitumor effects in murine model for breast
cancer induced by 7,12-dimethylbenzanthracene, with toxicological and cytogenetic
monitoring. The methanolic extract was obtained and its phytochemical characterization and
isolation of chemical compounds characterized by chromatography on Sephadex LH-20 and
magnetic resonance. Swiss, 6- to 7-week-old virgin and non-pregnant albinos weighing
between 20 and 50 g were used for the induction of breast cancer with 7,12-
dimethylbenzanthracene (6 mg/Kg? v.0), for eleven weeks. Invasive ductal mammary
carcinoma was characterized by histopathological analysis and by Ki67 labeling. The
antitumor effects were evaluated with application of cytogenetic biomarkers (comet (alkaline
version) and micronuclei tests). The extract was tested at a dose of 10 mg/Kg? v.o and
cyclophosphamide at 25 mg / kg -1, for three weeks of therapy. Toxicological monitoring
(behavioral (open field, rotating rod), organ weight, hematological and biochemical for renal
and hepatic enzymes) was done during cancer induction and therapy with the extract. In the
extract were identified sugars, tannins, catechins, depsitions and proteins, as well as the
substituted amides, the compounds: 7,8-dihydroxy-13-oxo-heneicosa-9,11-dienamide and 7,8-
hydroxy-13-oxo-octadeca-9,11-dienamide, as major and unpublished. For the stratum and
cyclophosphamide, renal changes were not observed in organ weight and behavioral only for
7,12-dimethylbenzanthracene, which in the last week induced falls and permanence in the
plate. Hepatic changes in platelets were observed for the extract and 7,12-
dimethylbenzanthracene. The extract showed antitumor effects, due to mechanisms associated
with DNA damage, possibly due to oxidative effects, as well as by induction of apoptosis,
which can be attributed to its chemical compounds, especially to the majoritarian ones, which
should be tested for antitumor pharmaceutical formulations.

Key words: Neonothopanus gardneri; antitumor, DNA damage; cytogenetic mechanisms
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama é de origem multifatorial (FACINA, 2014; MORAES et al., 2016)
e responsavel pela quinta causa de morte mundial entre as mulheres (HUANG et al., 2016),
com maior incidéncia em idosos (ARRARAS et al., 2016); e com mais de 1,7 milhdes de
casos diagnosticados mundialmente (ABDEL-ZAHE; ELDEIB, 2016). Na quimioterapia do
cancer de mama sdo usados os antineoplasicos ciclofosfamida, paclitaxel, carboplatina,
cisplatina (MUNDHE et al., 2015), dentre outros. Entretanto, a maioria dos agentes
antineoplasicos sdo genotdxicos e mutagénicos por clastogenia e/ou aneugenia, que Sao
mecanismos citogenéticos preditivos de cancer (REIS et al., 2015), como também causam
aductos ao DNA, erros de replicacdo, quebras e ligacbes cruzadas em todas as células
(SANCHEZ-SUAREZ et al., 2008; GUERREIRO et al., 2013).

A falta de seletividade dos antineoplésicos convencionais pode ocasionar efeitos
colaterais inesperados (BAIRI et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2018), induzindo danos em
células ndo neoplasicas (ADAO et al., 2013; RATTNER; BATHE, 2017), com riscos para o
material genético (STORNETTA et al., 2017). Esses dados culminam para mais estudos sobre
novos quimicos para uma terapéutica eficaz e com baixa toxicidade sistémica
(PRATHEESHKUMAR et al., 2012; DONEPUDI et al., 2014). Produtos naturais extraidos de
fungos sdo fontes de bioativos com propriedades biologicas compativeis para formulacGes
farmacéuticas para terapias oncoldgicas (SOUSA et al., 2013; HAVEY; EDRADA-EBEL;
QUINN, 2015).

Os Basidiomycotas apresentam diversos bioativos com uso terapéutico, tais como
acidos organicos, alcaloides, terpenoides, esteroides e compostos fendlicos (FERREIRA et
al., 2009(a); JAYAKUMAR et al., 2011; SHIRMILA; RADHAMANY, 2012), que sdo
considerados como antitumorais (PLESZCZYNSKA et al., 2016; ZHANG et al., 2010; MEI
et al., 2015). Os efeitos citotdxicos de compostos quimicos de algumas espécies do filo
Basidiomycota, em diferentes tipos celulares, séo relatados como de potencial antitumoral
(LAGUNES-CASTRO et al., 2016; WANG et al., 2018; FINIMUNDY et al., 2018; LI et al.,
2018; MATUSZEWSKA et al., 2018).

O género Neonothopanus possui duas espéecies que sdo mais conhecidas na literatura
cientifica: Neonothopanus gardneri e N. nambi (COMER, 1981). A primeira distribui-se na
Mata dos Cocais (Tocantins, Goias e Piaui) (CAPELARI et al., 2011). Ambas sdo cogumelos
bioluminescentes (CAPELARI et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013; VENTURA et al., 2015)
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de importéancia toxicologica (VENTURA et al., 2015). Entretanto, ainda s&o raros os estudos
sobre a agéo terapéutica; em especial, antitumoral de extratos e compostos isolados do N.
gardneri.

Os estudos de toxicologia em animais sdo de importancia para a eficacia de compostos
com propriedades antitumorais (ZERHOUNI, 2003) e a avaliagdo de marcadores
citogenéticos pois apontam os riscos de toxicidade genética (RIM; KIM, 2015; GRUJICIC et
al., 2016). Ademais, os modelos de carcinogénese quimica em animais sdo importantes para
pesquisa e desenvolvimento de novos agentes quimioterdpicos/quimiopreventivos
(HOLLERN; ANDRECHEK, 2014; KEMP, 2015). Assim, o estudo teve por objetivos
caracterizar e isolar compostos majoritarios do extrato metandlico (EM) obtido do N.
gardneri, além de avaliar os efeitos antitumorais desse extrato em modelo animal de cancer
de mama, induzido pelo 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA), com monitoramento

toxicoldgico e citogenético.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Reagentes quimicos e extratos utilizados no estudo

O DMBA (7,12-dimetilbenzantraceno), Ciclofosfamida (CPA) e todos os demais
produtos quimicos e reagentes necessarios para a realizacdo deste estudo foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (Chem Ex. Co. St. Louis, Missouri, USA). A CPA foi administrada por via
intraperitoneal na dose de 25 mg/kg. O DMBA foi dissolvido em azeite de oliva (BARROS et
al., 2004), e administrado por via oral na dose de 6 mg/kg/semana, durante 11 semanas de
administracdo. O extrato metanodlico (EM) obtido de N. gardneri foi solubilizado em 0,05%
de Tween 80, dissolvido em 0,9% de Cloreto de Sédio e foi administrado por via oral na dose
de 10 mg/kg™.

2.2 Material fingico

O cogumelo N. gardneri Berk. ex Gardner foi coletado no povoado Mimoso
(Latitude -6.2192648, Longitude -43.1474344, Elevacdo 146m), no municipio de S&o
Francisco-MA, Brasil. A coleta ocorreu sob autorizacdo, SISBIO nimero 54548-1. O

material foi identificado pelo professor Dr. Cassius Vinicius Stevani, do Laboratdrio de
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Bioluminescéncia de Fungos, Instituto de Quimica, da Universidade de Séo Paulo (USP, Séo
Paulo, Brasil).

2.3 Extracéo e isolamento de compostos quimicos do extrato metandlico de N. gardneri

Os cogumelos (500 g) foram lavados com agua destilada e, em seguida, triturados
com auxilio de gral pistilo e submetidos a extracdo com alcool metilico (3L) por 8 dias em
temperatura de 30°C seguido pela evaporacdo do solvente em evaporador rotatorio, levando a
obtencdo do extrato metanolico (4,045 g). Uma porcdo do extrato metandlico (1.5212 g) foi
fracionada em coluna de silica de fase reversa C18 (40-63 pum; Merck) eluida em gradiente
H2>0:CH3OH, obtendo oito (8) subfragfes Ng1-Ng8. A subfracdo Met-Ngz (165 mg) foi
submetida a analise em coluna semi-preparativa com coluna C18 SunFire (250 mm x 10mm,
5 um), sistema de solvente ACN:H20 no modo gradiente linear (30-100% ACN em 35 min,
deteccdo em 254 nm, e fluxo de 4,5 mL/min) permintindo o isolamento de dois novos
compostos 1 (6,1 mg) e 2 (4,1 mg).

2.4 Andlise fitoquimica

Foram realizados testes de prospeccdo fitoquimica de acordo com a metodologia
descrita por Barbosa (2001) a fim de identificar os seguintes compostos: aclcares redutores
(reativo de Fehling), proteinas e aminoéacidos, polissacarideos, catequinas, alcaloides (Reativo
de Bouchardat, Reativo de Dragendorff e Reativo de Mayer) flavonoides, taninos e fendis e

carotenoides, depsidios.

2.5 Andlise do extrato metandlico de N. gardneri por Ressonancia Magnética e
Cromatografia Liquida

Foram feitas cromatografia em Sephadex LH-20, usando o metanol como eluente. Para
reconhecer as substancias isoladas, estas foram analisadas em HPLC e obtidos dados de RMN
e espectrometro Bruker Avance DRX-500 (500 MHz e 126 MHz para os RMN de 1H e 13C
NMR respectivamente) em CD3sOD sendo o solvente residual ndo deuterado como referéncia
interna. O espectro de massas de ionizacdo por elestrospray (HRESIMS) foi obtido no modo
positivo usando um LTQ Orbitrap XL Hybrid com Transformada de Fourier (Thermo
Scientific Instruments) acoplado a um sistema de CLAE Thermo Instruments (Detector Accela

PDA, amostrador automatico Accela e bomba Accela, Instrumentos Thermo Scientific). As
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seguintes condicdes foram usadas: tensdo capilar 4,5 kV, temperatura capilar 260° C, taxa
auxiliar de fluxo de gas 10-20 unidades arbitrarias, taxa de fluxo de gés de arraste 40-50
unidades arbitrarias, tensdo de pulverizacdo 4,5 kV, intervalo de massa 100-1000 amu. Os
solventes padrfes analiticos pra extracdo e fracionamento (PA) para extracdo e isolamento
foram das marcas Synth, Dindmica, Merck: metanol (MeOH), etila, n-hexano, acetonitrila
(MeCN) Para a separacdo cromatografica em coluna aberta foi utilizado a fase estacionéria
Sephadex LH-20 Sigma-Aldrich.

2.6 Animais

Foram utilizados um total de 28 animais (04 grupos com 7 animais cada). A
guantidade de animais foi estabelecida de acordo com o guia da Organizacdo para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD n° 489, 2014). Todos os experimentos
foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Piaui (Protocolo n°132/16). Os animais utilizados no estudo foram
obtidos no Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrarias — CCA, da Universidade Federal
do Piaui. Para o monitoramento toxicogenético do DMBA, camundongos (Mus musculus)
fémeas, da linhagem Swiss, albinos, com 6 a 7 semanas de idade, virgens e ndo gestantes e
pesando entre 20 a 50g, foram submetidas a aclimatacdo por uma semana, sob condictes
monitoradas de temperatura equivalente a 25 + 1°C, e um ciclo de 12 horas claro/escuro, com
livre acesso a racdo tipo pellets (Purina®) e agua. Os animais foram divididos em quatro
grupos: (1) azeite (azeite de oliva 10 mg/kg, v.0.); (2) DMBA (6 mg/kg, v.0.); (3)
ciclofosfamida (25 mg/kg, i.p.) e (4) Extrato metandlico (EM) (10 mg/kg, v.0.). A dose do

extrato foi escolhida mediante estudos prévios de toxicidade aguda (dados ndo mostrados).

2.7 Inducdo do cancer de mama em modelo animal com 7,12-dimetilbenzantraceno
(DMBA) e terapia com EM

O DMBA foi solubilizado em azeite de oliva e administrado, por gavagem, na dose de

6 mg/kg/semana. Todos os animais utilizados foram pesados e a dose individual foi calculada
baseada no peso (BARROS et al., 2004). O grupo 1 foi tratado com azeite de oliva (10
mL/kg, v.0.). O grupo 2, com DMBA (6 mg/kg, v.0.), por 11 semanas. A formagdo do tumor
foi monitorada, durante as 11 semanas, por palpacdes fisicas e mensuracdo do didmetro com o
uso de um paquimetro digital. Apdés a deteccdo do tumor mamario, foi iniciada a terapia
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durante trés semanas com o EM (10 mg/Kg). A CPA (25 mg/Kg) foi usada como controle
antineoplésico. Apo6s o tratamento dos animais, as linhas mamarias das mamas esquerda e
direita foram ressecadas e submetidas a necropsia completa, para avaliagio macro e
microscopica de neoplasias primarias. O produto das resseccdes mamarias e da necropsia foi
encaminhado para exame macroscopico (com especial atencdo a determinacdo das dimensdes
e alteracBes da superficie de corte das pecas), fixacdo em formalina 10% tamponada e

processamento histotécnico automatico para inclusédo em parafina.

2.8 Monitoramento toxicologico durante a inducéo e terapia do cancer de mama com
extrato metandlico obtido do N. gardneri

2.8.1 Analise hipocrética

Os riscos de toxicidade do EM foram avaliados de acordo com a Organizagao para a
Cooperacéao e Desenvolvimento Econdmico (OECD) Guidelines n° 423 e n° 407. Durante as
onze semanas de administracdo do DMBA e trés semanas de terapias com EM e CPA, os
animais experimentais foram monitorados quanto as possiveis alteracbes hipocraticas
(atividade geral, frénito vocal, irritabilidade, resposta ao toque, contorcdo, reflexo de
endireitamento, tdnus muscular, forca para agarrar, ataxia, reflexo auricular, reflexo corneal,
tremores, convulsdes, calda em straub, hipnose, anestesia, lacrimagéo, ptose palpebral,
miccao, defecacdo, piloerecao, hipotermia, respiracdo, cianose, hiperemia e morte, 30 minutos

e 1h apds administracdo semanal dos compostos.

2.8.2 Campo aberto

O aparato do teste de campo aberto consistiu de uma caixa em acrilico (paredes
transparentes e piso preto, com diametro de 40 x 15cm de altura), dividido em nove quadrados
de iguais dimensdes (ARCHER, 1973). Apds 30 minutos e 1h de cada administracdo, cada
animal foi colocado, individualmente no aparato, sendo avaliado o nimero de cruzamentos
com as quatros patas pelas divisdes do aparato (atividade locomotora espontanea), frequéncia
do comportamento de autolimpeza e nimero de levantamentos das patas dianteiras, sem
apoiar-se nas paredes do aparato. Apos cada avaliacdo individual, foi realizada a assepsia do

equipamento com alcool 70%. O campo aberto foi repetido a cada semana de tratamento.
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2.8.3 Rota rod

O teste de Rota Rod é utilizado para a avaliacdo da coordenacdo motora e relaxamento
muscular produzido por drogas em animais. Resumidamente, ap6s um intervalo de 5 minutos,
0s animais testados no campo aberto foram submetidos ao Rota Rod. Os camundongos foram
colocados com as quatro patas numa barra cilindrica giratoria, de ago inoxidavel, com 25 mm
de didmetro, a uma velocidade de rotacdo de 17 rpm, por um periodo de 3 min. O tempo de
permanéncia na barra em segundos (TP), e 0 numero de quedas (NQ), foram mensurados em
triplicata (MACHADO et al., 2015). O Rota Rod também foi repetido a cada semana de

tratamento.

2.8.4 Anélise bioquimica e hematoldgica

Para a andlise bioquimica, o sangue do coracdo foi colhido, logo ap6s eutanasia dos
animais, e centrifugado a 4000 x g, durante 5 min (a 4°C). O plasma foi submetido a uma
analise bioquimica automatica, em aparelho Labmax 240, com kits comerciais Labtest®, para
0s parametros de ureia, creatinina, aspartato aminotranferase (AST) e alanina aminotranferase
(ALT). Na avaliacdo hematoldgica, o numero de eritrocitos, teor de hemoglobina,
hematocrito, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), foram determinados como séries
vermelhas. O nimero de leucdcitos, neutrofilos, linfécitos, eosindfilos e mondcitos em séries
brancas, e plaquetas. A andlise foi realizada em aparelho hematoldgico automatico (Advia

120/Hematology Siemens).

2.8.5 Eutanasia e coleta dos 6rgaos

Apbs as 3 semanas de tratamento com EM, os animais foram sacrificados por
sobredose de solucdo anestésica (pentobarbital sédico + xilazina [1:1], i.p.). Imediatamente,
foram separados, em caixa de gelo, o coracdo, o pulméo, o figado, o baco e o rim. Os 6rgéos
foram lavados com solugéo tampao fosfato-salino (PBS, pH 7,4), pesados e conservados em

solucdo de formalina a 10%, por 24h; e posterior manutencéo em solucédo de &lcool 70%.
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2.8.6 Avaliacdo histopatoldgica

Na analise histopatoldgica, os fragmentos de tecido mamario foram fixados em
formaldeido a 3,5% em tampéo fosfato (pH 7,6), juntamente com solucéo de sacarose a 1% e
armazenados, durante 12h a 4°C, até a sua utilizacdo. Processou-se a fixacdo durante 20h,
seguida por desidratacdo das pecas em diluigcdes crescentes de etanol/agua (50, 70, 90 e 95%,
v/v). O material seco foi imerso em xileno PA e lavado duas vezes em parafina, e
posteriormente, emblocados (BEHMER; TOLOSA; NETO, 1976). Os blocos foram
seccionados (4 uM), em microtomo, e as secgoes distendidas em laminas. Consequentemente,
as seccOes distendidas foram desparafinizadas em trés banhos sucessivos de xileno PA e
desidratadas em diluices decrescentes de etanol, conforme supracitado. Logo apds, corou-se
as laminas com hematoxilina e eosina (ELGENGAIHI et al., 2016); e, finalmente, apos
lavagem e secagem, as l&minas foram cobertas por laminulas com auxilio de balsamo do

Canada.

2.8.7 Perfil imuno-histoquimico (Ki-67)

Dos blocos fabricados, prepararam-se seccdes de 3 um, conforme citado. Apds a
desparafinizacdo, realizou-se a recuperacdo antigénica com tampéo citrato (pH 6,0), por 20
minutos a 95°C. Bloqueou-se a peroxidase enddgena com 3% de H20>, durante 10 minutos,
para reduzir a ligagdo ndo especifica. Em seguida, foram incubadas as sec¢des com anticorpo
primério, Ki-67 (MIB-1, Dako), diluidos em diluente de anticorpo por 1h. Visualizaram-se 0s
locais de ligacdo ao anticorpo pela incubacdo com solucdo de diaminobenzidina-H20. (DAB,
Dako). Utilizou-se como controle uma secgao de tecido normal (mama dos animais tratados
com azeite). Analisou-se a imunorreacdo semi-quantitativamente, de acordo com os critérios
estabelecidos por Van Slooten e colaboradores (1996), considerando a intensidade da
coloracdo no citoplasma de 400 células, analisados em microscopio (LEICA, S9APO), de
acordo com o seguinte score: 0-25% de células marcadas (leve, +), 25-75% (moderada, ++)
ou 75-100% (expressiva, +++). Em todos os casos, a coloracdo acastanhada, no citoplasma

,sera adotada como padréo para positividade da imunorreagdo (LI et al., 2015).
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2.9 Monitoramento genotdxico, de reparo de DNA e mutagénico do DMBA e do EM
obtido do N.gardneri

2.9.1 Avaliacdo genotoxica, apoptdtica e de reparo de DNA em linfocitos de camundongos
fémeas com carcinoma mamario, com o Ensaio Cometa

A versdo alcalina do Ensaio Cometa foi realizada conforme descrito por Speit e
Hartmann (2005). Aliquotas de 10 pL de sangue periférico caudal dos camundongos de cada
grupo de estudo foram coletadas. Em seguida, foram misturados com uma fina camada de
agarose low melting 0,75% (90 pL) e colocadas sobre laminas pré-cobertas com agarose
normal a 1,5%. Além disso, aliquotas de 10 uL do homogenato dos tecidos figado, medula
Ossea e as mamas foram processados conforme supracitado. As laminas foram mergulhadas
em solucéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10 com adi¢éo de 1%
Triton X-100 e 10% de DMSO na hora do uso), por até 72 horas a 4°C. Em seguida, as
laminas foram incubadas em tampao alcalino (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH > 13), por
20 minutos e, logo em seguida, expostas a uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V (0.90
V/cm), por 15 minutos em cuba de eletroforese. Ao final, as laminas foram neutralizadas com
tampé&o Tris 0,4 M, pH 7,5 e coradas com solucdo de prata. Os resultados foram expressos em
indice de danos (ID) e frequéncia de danos (FD). O ID foi calculado por meio da formula: 1D
=X (namero de células em determinada classe de dano X classe de dano), que variou de 0 a
400; e FD pela seguinte formula: FD = 100 — n° de células classe 0. Para estudo de reparo de
danos induzidos pelo DMBA, realizaram-se coletas antes da inducdo do CM (12 coleta), na 92
semana (22 coleta), 10? semana (32 coleta) e 112 de tratamento com DMBA.. Utilizou-se a 112
semana como dano basal (antes do tratamento com EM e depois procederam-se mais trés

coletas (128, 132 e 142 semana) durante a terapia com EM.

2.9.2 Avaliacdo mutagénica por alterac@es citogenéticas, com o Teste de Microndcleos

Para este estudo, colheram-se as amostras de medula dssea dos animais de cada grupo
para a preparacdo das laminas. O teste de acordo com Moraes e colaboradores (2016).
Resumidamente, a medula 6ssea colhida foi misturada com 0,3 mL de soro fetal bovino e
espalhada em ldminas. Os esfregacos foram secos durante 30 minutos a temperatura ambiente
e fixados em metanol durante 10 minutos. Em seguida, coraram-se as laminas com Giemsa
(Merck) em tampdo fosfato 0,2 M/L (pH 5.8). Realizou-se a contagem de Micronucleos em

2000 células por fotomicrografia com aumento de 1000 X.
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2.10 Andlise estatistica

A fim de determinar as diferencas entre os tratamentos, dados expressos como a média
+ desvio padrdo foram comparados por andlise de variancia (ANOVA), de duas vias, seguido
pelo teste de Tukey (considerando valores de p<0,05 significantes), por meio do programa
Graphpad (software intuitivo para a Ciéncia, San Diego, CA). Realizaram-se todos os estudos

em triplicata, a partir de avaliacdes bioldgicas independentes.

3 RESULTADOS

3.1 Analise fitoquimica e identificacdo de compostos quimicos em extrato metanolico
obtido do N. gardneri.

A investigacdo fitoquimica preliminar mostrou a presenca das seguintes substancias
obtidas de N. gardneri: alcaloides, acucares redutores, proteinas, catequinas, taninos e
depsideos. Entretanto, foi possivel isolar e identificar dois metabdlitos secundarios da classe
das amidas por HPLC. Os dados obtidos em RMN para as duas substancias estdo
apresentados na Tabela 1. Foram isolados as substancias 7,8 -di-hidroxi-13-0xo-heneicosa-
9,11-dienamida (1), 7,8-di-hidroxi-13-oxo0-octadeca-9,11-dienamida (2), considerados como

majoritarios e inéditos.

Tabela 1. Compostos isolados do extrato metandlico obtidos do N. gardneri. Dados de 1H e 13C-
RMN de 7,8 -di-hidroxi-13-oxo-heneicosa-9,11-dienamida (1), 7,8-di-hidroxi-13-oxo-
octadeca-9,11-dienamida (2) em CD30D (Multiplicidade, J em Hz)

- @) @
Posicado 51, 8 B¢ HMBC 8 8% HMBC
1 - 176,33 - 176,33
2 229 33,51 C-1/C-4/C-5 2,30 33,59 C-1/C-3/C-4
3 1,38 24,67 1,37 28,81 C-4
4 135 28,56 1,62 24,67 C-1/C-5/C-6
5 1,62 24,49 1,56 32,02
6 410 74,57 ND 25,24
7 353 73,91 3,52 73,91
8 227 33,60 4,10 74,59 C-7/C-10
9 6,32 143,82 C-6 6,33 143,82 C-11/C-12
10 6,49 129,04 6,51 129,07 C-8/C-11
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11 729 142,79 C-13 7,30 142,79 C-9/C-13
12 6,21 129,01 C-13/C-10 6,23 129,02 C-13
13 202,45 202,45

14 263 39,68 C-13/C-15/C-17 2,63 39,86 C-13/C-15/ C-16
15 153 23,90 ND 23,86

16 127 29,29 1,32 31,16

17 1,63 28,55 1,35 22,15

18 1,36 31,90 0,93 12,89 C-16/C-17
19 1,40 27,83 C-16

20 1,34 22,35 C-17

21 0,94 13,02 C-20/C-19/ C-18

A analise criteriosa e a comparacdo dos dados de RMN 1H de 2 e 1 indicaram a perda
dos sinais em 1,36 (m; 2H, 6c 31,90), 6H 1,40 (m; 2H, 6C 27,83) 6H 1,34 (m; 2H, 6C 22,35)
atribuidos aos hidrogénios metilénicos de H-18, H-19 e H-20. Em vez disso, apareceu o sinal
em 6n 0,93 (t, J = 7,2 Hz, 3H, 6c 12,89) de um tripleto atribuido a hidrogénios da metila. A
analise dos dados de HRESIMS indicou a presenca de um ion m/z 391,000 [M+Na*+H"],
correspondente a formula [C21H37NO4]Na. O espectro de IV mostrou estiramentos em 3445

cm? correspondentes a grupos hidroxilas, em 1708 cm™ de carbonilas e 2921 e 2852 cm

corresponde a carbonos sp®. Os cromatogramas e espectro UV, obtidos em HPLC-PDA para

0s compostos isolados presentes no extrato metandlico e fracdo acetato de etila, estdo

apresentados na Figura 1. O espectro de ultravioleta em CH3OH apresentou absor¢cdo maxima

de 273nm. Foram identificados dois compostos: 7,8-di-hidroxi-13-0x0-heneicosa-9,11-
dienamida (1), 7,8-di-hidroxi-13-0xo- octadeca-9,11-dienamida (2).
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Figura 1: Cromatogramas do HPLC-PDA e espectro UV dos compostos 1 (A - 7,8-di-hidroxi-13-
0x0-heneicosa-9,11-dienamida) e composto 2 (B- 7,8-di-hidroxi-13-oxo- octadeca-9,11-
dienamida), obtidos dos extratos metanélicos (fracéo acetato de etila).
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No experimento de gHMBC foram observadas as correlagdes dos hidrogénios H-14
com os carbonos C-13(oc 202,45), C-15(5c 23,90) e C-17(oc 28,55); e hidrogénio H-21 da
metila, com os carbonos C-20(dc 22,35), C-19(dc 27,83) e C-18(dc 31,90), o0 hidrogénio H-19
com o carbono C-16(dc 29,29), foi atribuido a correlacdo do hidrogénio olefinico H-12 com
os carbonos C-13 e C-10 (dc 129,04), e H-11 com o carbono C-13, evidenciando que as
ligagBes duplas conjugadas estdo alfa carbonila ceténica. Ainda correlagdes do H-2 com os
carbonos C-1(dc 176,33), C-4 (Jc 28,56), e C-5(dc 24,49). A analise do experimento de
COSY evidenciou correlagdes entre os hidrogénios H-10 e H-11 e entre H-11 e H-12 que,
associadas com as correlagdes observadas em gHMBC confirmaram a posi¢do das ligagoes

duplas. Através do experimento de TOCSY 1D, pode-se observar um mesmo sistema de spin
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da molécula entre os hidrogénios H-14, H-15; e H-19, entre os hidrogénios H-9, H-10, H-11 e
H-12.

Também foi possivel observar interacdes entre a hidroxila OH-6 com os hidrogénios
H-4, H-5 e H-7, permitindo propor para a substancia 1 o nome de 7,8-di-hidroxi-13-oxo-
heneicosa-9,11-dienamida. O espectro de massas de alta resolu¢do ESI (+) no modo positivo
do composto 2  apresentou pico para molécula protonada em m/z 327.2162 [M+2H] *,
correspondendo a formula molecular CisHssNOs, indicando 4 insaturag@es sugerindo um
andlogo do composto 1. O espectro de IV mostrou estiramentos em 3445 cm
correspondentes a grupos hidroxilas, em 1708 cm™ de carbonilas e 2921 e 2852 cm™
correspondentes a carbonos sp®. O espectro de ultravioleta em CH3sOH apresentou absorgéo
méaxima de 273 nm. A substancia 1 (6,1 mg) foi obtida como um dleo amarelo claro e
identificada como 7,8 dihidroxi-13-oxo-heneicosa-9,11-dienamida (Figura 2 A). A andlise do
experimento de HMBC associado ao experimento de COSY1D e TOCSY 1D permitiu
propor a estrutura da substancia 2 semelhante a substancia 1, com uma diferenca de um grupo
propil a menos na estrutura de 2, indicando para 7,8-di-hidroxi-13-oxo-octadeca-9,11-

dienamida (Figura 2 B).

Figura 2 Estrutura quimica dos compostos isolados do extrato metandlico obtidos do N. gardneri. Em
A composto 1: 7,8 -di-hidroxi-13-0xo0-heneicosa-9,11-dienamida. Em B o composto 2: 7,8 -di-hidroxi-
13-oxo0-octadeca-9,11-dienamida.
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3.2 Avaliacéo toxicologica

3.2.1 Monitoramento hipocratico, comportamental, metabolico e peso de 6rgdos

Durante a inducdo do cancer com o DMBA foram observadas alteracdes apenas no

tempo de permanéncia e numero de quedas no teste Rota Rod durante a ultima semana de

indugdo do cancer. A terapia com CPA induziu significante diminuicdo do tempo de

permanéncia (TP) e aumento no numero de quedas (NQ). Esses dados apontam toxicidade

para a terapia com a CPA; entretanto, ndo foram observadas essas alteracfes durante a terapia

com EM. Né&o foram observadas alteracbes em cruzamentos, autolimpezas e levantamentos

(Tabela 2).

Tabela 2. Avaliagdo comportamental e atividade locomotora de camundongos fémeas, virgens,
durante 14 semanas de tratamento com azeite, 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) e terapias quimicas
com ciclofosfamida (CPA) e EM.

Grupos e semanas

Parametros comportamentais e atividade locomotora

Campo aberto Rota rod
de tratamento Cruzamento  Autolimpeza Levantamento TP (s) NQ
S1 | 832+206 | 50+214 | 120+61 180.0 £ 0,0 04 +02
S2 | 81,0+168 | 144+30 | 240+74 1744+74 14+08
S3 | 836334 | 11,4+51 | 240+195 180.0 £ 0,0 0000
S4 | 572+944 | 14029 | 168+21 1768+ 7.1 0,000
S5 | 550148 | 12661 | 128%62 180.0 £ 0,0 0000
S6 | 522+214 | 98+40 | 136%80 180,0 £ 0,1 0.0+00
Azeite |S7 | 370£264 | 84+113 | 9655 180,0 £ 0,2 0,000
10mglkg | S8 | 731%150 | 77+34 | 230%54 1800 £ 0,1 0000
S9 | 800%168 | 12352 | 27.7+75 180.0 £ 0,0 0,000
S10| 823314 | 130+44 | 224%55 180,0 £ 0,0 0.0£00
S11| 565+120 | 890+23 | 236+75 180,0 £ 0,0 0,000
S12| 55,0£140 | 91+35 | 218%47 180,0 £ 0,1 0,000
S13| 552+201 | 132+51 | 185%55 180.0 £ 0,1 0000
S14| 390270 | 112%51 | 14045 1800 £ 0,1 0,000
S1 | 682+230 | 96+48 | 206+59 1770+ 17.0 14+06
S2 | 820300 | 158+61 | 27.2%46 176.0 £ 6,9 04+0.2
S3 | 650146 | 112+13 | 196+343 180.0 £ 0,0 0501
S4 | 768+113 | 158+75 | 194%106 1766+ 7.6 0601
oMea | S5 | 764%189 | 154%139 | 204%40 1742 +8.1 08+03
ooy |56 | 622£243 | 114247 | 266%121 180.0 £ 0,0 0,000
S7 | 608x71 | 147+103 | 1908+70 180,0 £ 0,0 0,000
S8 | 630x58 | 103+t45 | 237%73 1800 0,1 0000
S9 | 70562 | 123+70 | 185%52 180.0 £ 0,2 0000
S10| 69439 | 13437 | 103+43 180,0 £0,1 0,000
S11| 802+140 | 153+53 | 203%53 1650  8,0° 18+ 15
S12| 546+18. 2 | 182%62 | 226%55 1650+ 1508 | 43+11°
25Crr|13§kg S13| 780223 | 177+47 | 218%41 1649+135 | 18£02°
S14| 682+183 | 20397 | 320463 1777122 18+01°
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EM S12| 680+73 150+41 13,0+48 176,8 +4,3 04+0.2
10mg/kg | S13| 684+73 13,2+6,3 19,6 £5,3 1750+ 71 0,4+0.2
S14 | 676+16/4 13,6 +5,4 152 +4]1 180,0 £ 0,0 0,0+0,0

Os valores representam a média + desvio padrdo (n = 5). EM = Extrato metandlico de N. gardneri.
DMBA = 7,12-dimetilbenzantraceno. CPA: ciclofosfamida. TP = tempo de permanéncia. NQ = nimero
de quedas. S: semana de tratamento. ANOVA (duas vias), pds-teste de Tukey. * p<0,05 comparado ao
Azeite, na mesma semana.

Em relagdo ao perfil metabdlico, 0 EM ndo induziu altera¢cBes nos parametros: peso
corporal, consumo de ragdo, de agua, miccdo e defecacdo, indicando ndo toxicidade para o
EM (Tabela 3).

Tabela 3. Perfil metabdlico durante terapia com extrato metandlico obtido do N. gardneri em
camundongos Swiss fémeas em trés semana. Veiculo (azeite de oliva- 10 mg/Kg?'). EM (extrato
metandlico-10 mg/Kg?). Os valores representam a média + desvio padrdo. Anova two way com pds
teste de Tukey’s. * p<0,05 comparado ao Azeite, na mesma semana

Grupos — 12 semana de terapia

Parametros
Veiculo EM 10 mg/kg
Peso corporal (g) 27,55 + 3,30 27,01 +1,01
Consumo de ra¢do (g) 9,41 + 3,56 11,00+1,12
Consumo de &gua (mL) 18,92 + 7,66 23,14 +2,55
Micgédo (mL) 1,85+1,49 1,35+0,90
Defecagdo (g) 2,83+0,88 2,75+ 0,65

Grupos -22 semana de terapia

Parametros
Veiculo EM 10 mg/kg
Peso corporal (g) 27,1+3,99 28,6 £1,22
Consumo de ra¢do (g) 9,09 £2,52 10,01 £2,17
Consumo de agua (mL) 20,27 +£7,68 21,84 +1,27
Micgéo (mL) 1,36 +0,79 1,47 £0,70
Defecagdo (g) 2,77 £1,02 3,09+1,02

Grupos - 32 semana de terapia

Parametros
Veiculo EM 10 mg/kg
Peso corporal (g) 26,28 + 0,45 28,02 +£1,97
Consumo de ragdo (g) 12,43 +1,58 11,08 +2,03
Consumo de agua (mL) 23,11+1,45 22,10 + 3,99
Micgdo (mL) 1,44 + 0,59 1,19+0,75
Defecacdo (g) 3,24+1,23 3,01+1,00

Durante a inducdo do cancer com DMBA néao foram observadas alteracfes no peso do
figado, rim, coracdo, pulméo e baco; entretanto, foi observado aumento da mama direita. De
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forma similar &8 CPA e 0 EM também ndo aumentaram o peso dos 6rgdo supracitados. De
forma contraria ao DMBA, a terapia com EM diminuiu, significantemente, o tamanho das
mamas (Figura 3).

Figura 3. Efeitos do extrato metandlico (EM) obtido do N. gardneri sobre o peso de érgdos de
camundongos fémeas, ap6s 11 semanas de tratamento com DMBA (6 mg/mL) e 3 semanas de terapia
com EM (10 mg/mL). Valores representam a media + desvio padréo (n = 5); EM: Extrato metanélico
de N. gardneri. DMBA: 7,12-dimetilbenzantraceno 6 mg/kg. CPA: ciclofosfamida 25 mg/kg. 2 p<0,05
comparado ao Veiculo (azeite de oliva), ® p<0,05 comparado ao grupo DMBA. (ANOVA, duas vias,
pos-teste de Tukey).
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3.2.2 Perfil hematoldgico e bioquimico durante e ap6s inducdo do cancer de mama e terapia
com EM

N&o foram observadas alteragdes nos parametros hematoldgicos nos grupos testados,
exceto para plaquetas, durante a inducdo do cancer com DMBA e terapia com EM. N&o foram
observadas alteracBes para ureia e creatinina. Entretanto, alteracBes bioquimicas foram
observadas para TGO (transaminase glutamico-oxalacética) e TGP (transaminase glutamico-

piravica), quando comparado ao veiculo (Tabela 4).
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Tabela 4. Efeitos do extrato metandlico (EM) de N. gardneri no perfil hematoldgico de camundongos
com cancer de mama induzido pelo DMBA.

Grupos
Perfil Azeite DMBA CPA EM
Hematoldgico 10 mg/kg 6 mg/kg 25 mg/kg 10mg/kg
Série vermelha
HEM (10%%/L) 9,80+ 1,00 9,36+ 0,14 9,97 + 0,54 8,21+0,75
HGB (g/dL) 14,70 £ 1,16 16,10 + 1,47 15,50 + 1,16 15,30 + 0,50
HTC (%) 54,20 + 3,27 54,20 + 1,49 56,50 + 2,86 48,6 0+ 4,60
VCM (fL) 55,60 + 4,41 57,90 + 2,32 56,70 + 2,97 60,30 + 8,36
HCM (pg) 15,00 + 1,09 17,20 + 1,47 15,60 + 0,95 16,00 + 3,00
CHCM (g/dL) 27,10 + 0,84 29,80 + 2,60 27,40 £ 0,91 27,50 £ 1,70
Série branca
Leucocitos (p/mmd) 3650,00 £ 1372,60 3327,50 + 672,30 3398,0 + 840,70 2840,00 £ 650,90
Neutrofilos (10%/L) 9,87 £ 1,42 11,95 + 2,40 8,76 + 2,51 5,70 + 1,90
Linfécitos (10%/L) 74,30 + 5,38 78,27 + 4,43 77,8 + 4,62 85,70 + 2,90
Eosinofilos (10%/L) 0,20 £ 0,05 1,50+ 1,02 0,14 +£ 0,05 0,70 £ 0,60
Mondcitos (10%L) 15,20 + 4,83 7,95 + 4,10* 12,8+ 4,21 2,60+1,30
Qutros
Plaquetas (10%/L) 1120,10 £ 134,60  811,5 + 130,55* 1034,00 + 100,7 731,20 + 84,08*

Os valores representam a média £ desvio padrdo (n = 5). EM = Extrato metandlico de N. gardneri.. DMBA =
7,12-dimetilbenzantracene. CPA: ciclofosfamida. HEM: hemacias; HGB: hemoglobina; HTC: hematocrito;
VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo de
hemoglobina corpuscular média. ANOVA (duas vias), pds-teste de Tukey. * p<0,05 comparado ao Azeite.

Tabela 5. Efeitos do extrato metanélico (EM) de N. gardneri no perfil bioquimico de camundongos
com cancer de mama induzido pelo DMBA.

o Azeite DMBA CPA EM
Perfil Bioquimico
10 mg/kg 6 mg/kg 25 mg/kg 10 mg/kg
Ureia (mg/dL) 33,5+9,32 48,7 + 8,30 36,0 £ 8,71 38,4+11,8
Creatinina (mg/dL) 0,42 + 0,05 0,47 £ 0,05 0,46 + 0,05 0,46 + 0,11
TGO (IU/L) 60,0 + 7,87 143,0 £ 7,61* 101,6 + 13,6* 108,6 + 32,7*
TGP (IU/L) 111,8 24,1 232,5 + 16,0* 156,6 * 6,65* 143,0 + 37,2*

Média + desvio padrdo (n = 5); EM: extrato metandlico de N. gardneri; TGO: transaminase glutdmico-
oxalacética; TGP: transaminase glutdmico-pirtvica. ?p<0,05 comparado ao grupo controle. (ANOVA, duas vias,
pos-teste de Tukey).

3.3 Andlise macroscépica, histopatoldgica e imuno-histoquimica (Ki-67) em mama de
animais tratados com DMBA e terapia com EM

Em analises macroscopicas, a inducdo do cancer com DMBA aumentou a
vascularizagdo das mamas, bem como inducdo de processo inflamatorio e inchago do tecido

mamario (Figura 4A). Em contrapartida, a terapia com EM, na dose de 10 mg/Kg™, reduziu,
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visivelmente, a formacgdo da vascularizacdo, processo inflamatério e inchagco mamaério
(Figura 4B).

Figura 4: Perfil macroscopico das mamas dos animais, apés inducdo do cancer com DMBA. A:
Tratamento com DMBA. Circulo azul: mama direita. Seta azul: indicagio de uma maior
vascularizagdo. Seta preta e branca: inchago mamario. Circulo branco: mama esquerda. B:Tratamento
com EM, observa-se que houve reducdo das mamas apds tratamento com EM (10 mg/Kg). Circulo
verde: Mama direita. Circulo amarelo: Mama esquerda.

O perfil histopatolégico das mamas dos animais tratados com DMBA mostraram
presenca de ductos ndo uniformes, basofilia, células ductais atipicas, algumas com alteracdo
do contorno nuclear, condensacdo cromatinica e hiperplasia ductal atipica. P6de-se verificar
também que havia tecido conjuntivo misturado com a lesdo, sugerindo carcinoma ductal
invasivo; acompanhado de intensa proliferacdo celular, congestéo vascular e hipercromatismo
nuclear. Por outro lado, nos animais que receberam terapia com EM (10 mg/kg) ndo foram
observadas caracteristicas histopatoldgicas de carcinoma, com auséncia de areas de necrose e

demais caracteristicas de malignidade (Figura 5).
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Figura 5. Perfil histopatolégico na mama de camundongos fémeas, apds tratamento com DMBA (A,
B e C) e terapia com EM (D, E e F). A: hiperplasia ductal atipica; B: Tecido conjuntivo misturado
com lesdo, sugerindo carcinoma invasivo. C: congestdo vascular e hipercromatismo nuclear. D:
hiperplasia ductal usual. E: congestdo vascular. F: padrdo tecidual normal. Coloracdo H&E (aumento
de 200X).

Indicativos de proliferagdo celular também foram evidenciados durante a indugdo do
cancer de mama. Quanto a avaliacdo imuno-histoquimica pela avaliacdo do marcador Ki-67
no tecido mamario dos animais, o grupo DMBA induziu expressiva marcacao (85 £ 15 %). O
tratamento com EM reduziu a proliferacdo celular (55 = 9 %) em relagdo ao grupo DMBA
(Figura 6).
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Figura 6. Perfil imuno-histoquimico de proliferacdo celular (Ki-67), analisado em mama de
camundongos, apds 11 semanas de indugdo do cancer com DMBA e terapia com EM (10 mg/kg). A:
controle (Azeite) — leve marcacdo (16 + 4%). B: DMBA — expressiva marcagdo (85 = 15%), C e D:
EM — moderada (55 £+ 9 %) marcacdo. % mensurada pela contagem individual de 400 células (n=3)
com citoplasma acastanhado (aumento de 200X).

3.4 Mecanismos citogenéticos indicativos de acdo antitumoral do EM obtido do N.
gardneri em carcinoma mamario

3.4.1 Efeitos genotdxicos e apoptdticos, e possiveis reparo de danos ao DNA

O EM induziu genotoxicidade em células de carcinoma mamario de camundongos
fémeas, como observado pelos indices e frequéncia de danos, assim como 0 DMBA e a CPA.
Entretanto, esses danos ndo foram observados em células ndo neoplésicas (medula, figado e
rim), de forma contraria, ao DMBA e CPA, quando comparado ao veiculo (Figura 7).
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Figura 7. Efeitos antitumorais do extrato metandlico (EM) obtido do N. gardneri em mama, medula
Ossea, figado e leucdcitos de camundongos fémeas pela indugdo de genotoxicidade. DMBA (6 mg/kg);
EM (10 mg/kg) e CPA (25 mg/kg). Veiculo (azeite de oliva). Média + desvio padrdo (n=5). %p<0,05
comparado ao grupo azeite, °p<0,05 comparado ao DMBA e °p<0,05 comparado ao CPA (ANOVA, duas
vias, pds-teste de Tukey).
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Os danos induzidos pelo DMBA, em linfocitos de sangue periférico, analisados pelo
aumento do indice e frequéncia de danos, ndo foram reparados, como observado na 22 3% e 4 @
semana apds o tratamento. No entanto, reparo de danos foram observados para os indices e

frequéncias de danos durante terapia com EM (Tabela 6).
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Tabela 6. Estudo de reparo de danos ao DNA, em linfécitos de sangue periférico de camundongos
fémeas, durante a inducdo do cancer de mama com DMBA e terapia com extrato metandlico obtido do N.
gardneri.

Danos genotdxicos e reparo apos semanas de tratamento

DMBA 12 28 3 40
ID 133,00 + 5,06 212,80 + 20,06° 228,60 + 9,88° 211,20 + 2,07
FD 58,80 + 1,92 68,80 + 1,09° 85,20 + 3,83% 75,80 + 1,92%
EM 12 2 3 40
ID 211,2 2,07 60,30 + 5,502 102,00 + 12,20 89,20 + 9,00°
FD 75,80 + 1,92 43,60 + 6,00° 83,40 + 7,40% 82,80 + 4,00°

Valores representam a média + desvio padrdo (n = 5). EM = Extrato metanolico de N. gardneri. DMBA = 7,12-
dimetilbenzantraceno 6 mg/kg. ID = indice de danos. FD = frequéncia de danos. ANOVA, duas vias, pds-teste de Tukey’s-
2 p<0,05 comparado a 12 semana. ® p<0,05 comparado a 22 semana. ¢ p<0,05 comparado a 3% semana.

Todos os tratamentos induziram aumento significativo nos percentuais de apoptose em
tecidos neoplasico e ndo neoplésicos em relacdo ao grupo azeite, exceto o grupo DMBA no
tecido mamario. O EM induziu o aumento no percentual de apoptose, pela dissolucdo e
fragmentacdo nuclear, em células neoplasicas de mama, quando comparado com 0S grupos
azeite, DMBA e CPA. Em células do figado e sangue periférico, o EM induziu menor percentual

de células apoptéticas em relacdo ao grupo CPA (Figura 8).

Figura 8. Efeitos antitumorais do extrato metanélico (EM) obtido do N.gardneri em carcinoma
mamario, figado, medula e linfdcitos de sangue periférico por indugdo de apoptoses. Valores representam
a média * desvio padrdo (n = 5). EM (10 mg/kg); DMBA = 7,12-dimetilbenzantraceno (6 mg/kg
semanal); CPA (25 mg/kg) = ciclofosfamida. ANOVA (duas vias), pés-teste de Tukey. ? p<0,05
comparado ao Azeite, ®p<0,05 comparado ao DMBA e ¢ p<0,05 comparado ao CPAC.
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3.4.2 Efeitos mutagénicos em células do figado e medula éssea de camundongos fémeas com
carcinoma mamario

O extrato metanolico (EM), obtido do N.gardneri, ndo induziu mutagenicidade pela
formacéo de micronucleos, pontes e brotos em medula éssea, quando comparado ao veiculo, mas

0 DMBA induziu o aumento dessas alteracdes citogeneticas.

Tabela 7. Efeitos mutagénicos do extrato metanolico (EM), obtido do N. gardneri, avaliado pela
formac&o de micronucleos (MN), pontes (PT) e brotos (BT).

Marcadores citogenéticos

Grupos Medula 6ssea
MN PT BT
Veiculo 5,00 +1,77 8,80 + 2,58 9,00 + 1,99
DMBA 26,00 + 2,302 27,00 + 2,232 69,80 + 11,99°
EM 8,00 + 1,63 10,33 + 9,07 11,33 + 17,89
Células do figado
Veiculo 4,00 £1,77 9,40 + 2,40 8,60+ 1,94
DMBA 22,00 + 2,642 26,20 + 5,352 25,00 + 2,912
EM 8,00+ 0,7° 6,00 + 1,00° 6,33+ 157"

Valores representam a média + desvio padrdo (n = 5). EN = Extrato metandlico de N. gardneri na dose de 10 mg/kg; DMBA =
7,12-dimetilbenzantraceno 6 mg/kg. MN: micronucleos, PT: pontes citoplasméticas, BT: Valores representam a média + desvio
padrdo (n =5). ANOVA, duas vias, pos-teste de Tukey. 2 p<0,05 comparado ao veiculo. ® p<0,05 comparado ao DMBA.

4 DISCUSSAO

Os modelos animais de carcinogénese quimica sdo importantes para estudos de agentes
antitumorais (HOLLERN; ANDRECHEK, 2014; KEMP, 2015). O 7,12-dimetilbenzantraceno
(DMBA) é um indutor de tumores de mama em animais (WANG, et al., 2013; LIU et al., 2016)
que, por ativacdo metabdlica das enzimas citocromo P450 (CVYP1A2 e CYP1Al, CYP1B1),
libera 0 metabélito dihidrodiolepoxido (MACEJOVA E BRTKO, 2001; AL-DHAHERI et al.,
2008; KERDELHUE; FOREST; COUMOUL, 2016; ALVARADO et al., 2017). No estudo, a
dose semanal de 6 mg/Kg foi eficiente na inducdo do carcinoma mamario. Existem relatos de
que doses entre 1 a 3 mg/Kg séo eficientes para a inducdo do carcinoma mamario em animais
(MEDINA, 2004; OLIVEIRA et al., 2015).
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As caracteristicas histopatologicas analisadas da primeira dupla inferior de mamas,
foram compativeis para carcinoma mamario ductal invasivo. Apresentaram  muita
proliferacdo celular, induzida pelo metabdlito DMBA, como observado no estudo pela
marcacdo de Ki67 de 85 % de proliferacdo celular no tecido mamario, em 400 ceélulas,
induzindo aumento da mama. Cabe relatar que o Ki-67 esta expresso em todas as etapas do
ciclo celular. Altos percentuais de Ki-67 estdo associados com pessimos prognosticos e
agressividade dos tumores (WANG et al., 2011; NISHIMURA et al., 2014). Entretanto, a
terapia com EM, obtido do N. gardneri, na dose de 10 mg/Kg, alterou o perfil histopatologico
neoplésico para ndo malignidade, com reducdo da marcacdo do Ki67e efeitos na reducgéo do
peso da mama. Os percentuais de Ki67 foram comparados com o encontrado para o veiculo
(16 %).

Os dados do monitoramento toxicoldgico, com aplicacdo dos testes campo aberto e
Rota Rod indicaram que durante a inducdo do cancer (11 semanas), ndo foram observadas
alteragBes comportamentais motoras, exceto na ultima semana, com alteragdes tempo de
permanéncia na chapa e o aumento de quedas ocasionadas pelo DMBA. Dados contraditorios,
pois existem relatos de que o DMBA néo causa alteragdes motoras em modelos experimentais
(BIAGIONI et al., 2016). Entretanto, por outros pardmetros toxicoldgicos metabolicos, como
estresse e/ou consumo de agua (WAN et al., 2015), consumo de alimentos, bem como
alteracdes na excrecdo de urina e fezes ndo foram observadas para o DMBA, CPA e EM.
Também ndo foram observadas alteracdes renais, mas sim alteracfes hepaticas pelas enzimas
hepéaticas, TGO e TGP, como relatado para o DMBA (KHYADE, 2017), pois o tecido
hepéatico é o maior sitio de metabolismo do indutor de cancer, com alta produgdo dos seus
metabolitos (GIRAY et al., 2001).

Os biomarcadores citogenéticos sdo indicadores de efeitos antitumorais, a exemplo
dos danos ao DNA, que podem ser avaliados com o Ensaio Cometa (NICOLAE et al., 2015;
GUNASEKARANAL, RAJ e CHAND, 2015; ENCISO et al., 2014; GARM et al., 2013)
que, na sua versdo alcalina, como usada no estudo, detecta quebras de fitas simples e/ou
duplas, sitios apurinicos, danos oxidativos e eficacia de reparo (CORTES-GUTIERREZ et al.,
2012; DUSINSKA, COLLINS, 2008). O EM, obtido do N. gardneri, na dose de 10 mgKg?,
induziu genotoxicidade apenas nas células da mama. Os danos do EM em linfocitos foram
reparados. De forma contraria, a CPA e o DMBA induziram genotoxicidade em medula
Ossea, figado e linfécitos de sangue periférico. Estudos relatam que a capacidade

carcinogénica do DMBA pode ser associada a mecanismos indutores de danos ao DNA
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(SZAEFER et al., 2014; HAN et al., 2007; OZDEMIR et al., 2007), pela formagéo de aductos,
quebras, ligacOes cruzadas e aberragdes cromossomicas (EMMA et al., 2012).

No presente estudo foram isoladas, identificadas e caracterizadas duas amidas
substituidas, os compostos inéditos 7,8 -di-hidroxi-13-oxo-heneicosa-9,11-dienamida e 7,8 -
di-hidroxi-13-oxo-octadeca-9,11-dienamida considerados como majoritarios no EM, e que
possivelmente podem ter atividades antitumorais. Ainda ndo existem estudos com esses
compostos; entretanto, as amidas substituidas induzem citotoxicidade e propriedades
antitumorais, como observado em ratos com tumores cerebrais (HUA et al., 2012) e em
células MCF7 (cancer de mama) e HCT116 (cancer de colorretal), com menos citotoxicidade
do que o tamoxifeno e 5-fluorouracil (YDAV et al., 2018), como também evidenciado em
adenocarcinoma de mama MCF-7, devido citotoxicidade de titanocenil (GAO; ENRIQUE
MEL’ENDEZ, 2010).

Cabe também discutir que o EM pode, possivelmente, apresentar mecanismos de
estresse oxidativos ao DNA, pois a emissdo de bioluminescéncia do N. gardneri ocorre por
processos de oxidacdo da luciferina por meio de sua catalizacdo pela luciferase, onde a
luciferina libera a oxiluciferina (BONDAR et al., 2013; KASKOVA et al.,, 2017
MOGIL’NAYA; RONZHIN; BONDAR, 2018), devido a producédo de perdxido de hidrogénio
(PURTOV et al.,, 2015), com defesas antioxidantes observadas pela acdo das enzimas
peroxidases e catalases (MOGIL’NAYA et al.,, 2015). Atividades citotdxicas foram
atribuidas a espécie Neonothopanus nambi em células de cancer de pulméo (NCI-H1870) e de
cancer de mama (BC1 e MCF-2) (KANOKMEDHAKUL et al., 2012). Os mecanismos
oxidativos também estdo envolvidos na agdo antitumoral da CPA (JOHANNESSEN;
NILSEN; L@VIK, 2007, KUMAR et al., 2014), como também as mutacdes genéticas e
aberracdes cromossémicas (SANCHES-SUAREZ et al., 2008; BOUSLIMI et al., 2008;
CHANG et al., 2011).

As anormalidades nucleares sdo importantes para o entendimento dos mecanismos da
tumorigénese (GRADE, 2015). O EM, obtido de N. gardneri, induziu mutagenicidade em
células do figado pela formacdo de micronucleos. Entretanto, essas alteracbes podem ainda
ser oriundas dos mecanismos de inducdo do cancer de mama, pois 0 DMBA induziu a
formagdo de micronucleos, pontes e brotos, em medula dssea e figado. Esses dados
corroboram com estudos que apontam o DMBA como indutor de instabilidade genética
(MEDINA, 2004; LIU et al., 2015), incluindo a formacio de microntcleos (SANCHEZ-
SUAREZ et al., 2008; RATTNER, J.; BATHE, 2017), por mecanismos clastogénicos e/ou
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aneugénicos atribuidos ao metabdlito dihidrodiolepdxido (carcindgeno) (BASKARAN et al.,
2010; ALVARADO et al., 2017; XUE et al., 2017). Os micronucleos sdo ocasionados por
falhas de citocineses no final da divisdo celular; e os brotos, por eliminacdo, amplificacdo e
reparos de DNA (SABHARWAL et al., 2015) que formam corpos extranucleares. Entretanto,
pode ser ocasionado por quebras, indicando clastogenia; e por perda de cromossomos para
agentes aneugénicos (FENECH et al., 2011. FERREIRA et al., 2009(a)) que induzem
fragmentos de cromatides ou cromossomos acéntricos que sdo excluidos ap0s as mitoses
(FENECH, 2002; NERSESYAN et al., 2014; FENECH et al., 2016; TOUAHRI et al., 2016).

Ainda néo existem relatos de estudos com isolados do EM obtido do N. gardneri, e
seus efeitos antitumorais, especialmente com efeitos em cancer de mama. Mas, nesse estudo,
0 EM, obtido de N. gardneri, teve efeitos antitumorais em carcinoma mamario, ndo somente
por inducdo de danos ao DNA e alteracdes citogenéticas, como também por inducdo de
apoptoses em células do carcinoma mamario, no figado, medula e em linfocitos de sangue
periférico, como observado nos dados do Ensaio Cometa também para a CPA e DMBA. Na
espécie N. nambi, mesmo género do N gardneri, estudos apontam citotoxicidade em linhagens
celulares de cancer NCI-H187 e de colangiocarcinoma atribuida aos isolados compostos
nambinona C, aurisina A e aurisina K (KANOKMEDHAKUL et al., 2012).

Cabe enfatizar que os compostos inéditos isolados do EM podem, possivelmente,
apresentar propriedades antitumorais. Proteinas obtidas de espécies do filo Basidiomycota,
apresentaram efeitos antitumorais por inducdo de apoptoses, parada do ciclo celular (WANG
et al., 2015), por regulacdo negativa de ciclinas B e E, regulacdo positiva de p53 e PARP
(ZHANG et al., 2014; WANG et al., 2017; YUAN et al., 2017) e expressdao de BAX/BCI2
(L1 etal., 2018), por inibicdo de polimerizacéo de tubulinas, a exemplo das derivadas do acido
(E) -4-aril-4-oxo-2-butendico, como observado em tumores humanos (HelLa, FemX e K562)
(VITOROVIC-TODOROVICA et al., 2013), por alteracdes em microtubulos sio fontes para
acOes antitumorais, a exemplo das amidas (ISLAM; ISKANDER, 2004) e aumento dos
niveis de ERO’s, aumento da expressdao de p53, BCI2 e clivagem de PARP e liberacdo de
Citocromo C (AL-KHAYAL1 et al., 2017).

As amidas 5-nitrofurano-2-amida induzem apoptoses por ativacdo de moléculas da
expressdao de CHOP em cancer de mama triplo negativo (DUAN et al., 2015). Ainda em
cancer de mama, as proteinas obtidas de P. nameko tém efeitos antitumorais em cultura de
células MCF7 por inducdo de alteracbes morfoldgicas apoptéticas, como condensacdo da

cromatina, acumulo na fase G1 e alteracdo da permeabilidade mitocondrial, perda de
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potencial de membrana mitocondrial que resultou na liberacdo de Citocromo C, ativacdo de
caspase-9 e caspase-3 (ZHANG et al., 2014). Existem diversos estudos com células tumorais
de mama, a exemplo da MCF atribuidos a outros compostos quimicos (ZHANG et al., 2010;
ZHANG et al., 2014; NOVAKOVIC et al., 2017). Cabe enfatizar que as analises fitoquimicas
do EM obtido do N. gardneri, além das proteinas, também sugeriu a presenca de outros
compostos quimicos que também sdo considerados como antitumorais, a exemplo dos
alcaloides, acUcares redutores, catequinas, taninos e depsideos.

Os polissacarideos, obtidos da Lentinula edodes nas doses de 5, 10 ou 20 mg / Kg,
também apresentaram citotoxicidade células MCF-7 pelo aumento da expressao de de caspase
7 e da relagdo BAX/BCL2 (LI et al., 2018). Na espécie Cerrena unicolor, as subfracdes de
baixo peso molecular I11 exibiram a atividade inibitoria em relacdo as células de carcinoma de
mama MDA-MB-231, células de carcinoma prostatico PC3 e células de cancer de mama
MCF7 (MATUSZEWSKA et al., 2018). Ainda em adenocarcinoma de mama (MCF-7), os
metabolitos da Cerrena unicolor inibiram proliferacdo celular em céancer humano MCF7,
MDA-MB-231 e PC3. (MATUSZEWSKA et al., 2018). Assim, 0s compostos presentes no
EM, obtidos do N. gardneri, a exemplo das amidas substituidas isoladas, de proteinas e de
acucares podem, possivelmente, ter efeitos antitumorais, a exemplo da toxicidade de
metabolicos secundarios oriundos de vérias espécies de Basidiomycota de importancia para
farmacos, especialmente antitumorais (BUA-ART et al.,, 2010; BUA-ART et al., 2011;
BURAKORN et al., 2015).

5 CONCLUSAO

Analise fitoquimica do extrato metandlico (EM), obtido do N. gardneri, indicou sua
complexidade quimica, com a presenca de acUcares, taninos, depsideos, catequinas e
proteinas. Entretanto, por ressonancia magnética e cromatografia liquida foram isoladas duas
inéditas amidas substituidas, o composto 1: 7,8 -di-hidroxi-13-0x0-heneicosa-9,11-dienamida
e 0 composto 2: 7,8 di-hidroxi-13-oxo-octadeca-9,11-dienamida. O modelo animal de
indugéo de carcinoma mamario ductal invasivo, com o DMBA, teve eficacia no estudo dos
efeitos antitumorais de EM, na dose de 10 mg/Kg, caracterizados por mecanismos associados
a danos ao DNA, possivelmente por estresse oxidativos compativeis com o processo de
bioluminescéncia, que culminaram com as apoptoses. Em tecidos ndo neoplasicos o0 EM nédo
induziu a formacdo de alteragbes citogeneticas. Também ndo induziu alteragdes

comportamentais, alteragdes renais, mas sim alteracdes hepaticas. Os efeitos antitumorais
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podem ser atribuidos aos constituintes quimicos do EM que apresentam relatos como
antitumorais, especialmente para o cancer de mama, com menos toxicidade do que o
carcindgeno DMBA e do antineoplasico ciclofosfamida. Entretanto, estudos de efeitos
antitumorais devem ser feitos com as amidas isoladas, que apontam como fontes naturais para
formulacbes farmacéuticas, considerando que os basidiomicotas sdo fontes de compostos

considerados como antibidticos naturais, antioxidantes e, especialmente, como antitumorais.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Como observado no capitulo de revisdo sobre compostos bioativos e propriedades
farmacoldgicas de espécies do filo Basidiomycota, a espécie Neonothopanus gardneri aparece
com poucas informacdes sobre seus constituintes quimicos e efeitos farmacolédgicos. Alguns
estudos relatam apenas propriedades nutracéuticas e antimicrobianas. Cabe enfatizar que em
diversas espécies do filo Basidiomycota, os estudos relativos as atividades antitumorais séo,
em sua grande maioria, em cultura de células com diversos canceres, incluindo linhagens para
o0 cancer de mama. O estudo em foco contribuiu para o entendimento de possiveis atividades
antitumorais para extratos obtidos do N. gardneri em células de Sarcoma 180 e em modelos
murino para o cancer de mama pelos seguintes aspectos do estudo:

v" Os extratos metanolicos (EM) e acetato de etila (AE) apresentam fitoquimicos que, em
outras espeécies do filo Basidiomycota, tém efeitos antitumorais em cultura de células
com cancer, tais como os polissacarideos, alcaloides e proteinas;

v Duas substancias foram isoladas do EM: o 7,8 -di-hidroxi-13-0xo-heneicosa-9,11-
dienamida e 7,8 -di-hidroxi-13-oxo-octadeca-9,11-dienamida - caracterizadas como
amidas substituidas;

v' O EM e 0 AE, nas maiores (1500 e 2000 pg/mL) concentracOes testadas, apresentaram
efeitos oxidativos em S. cerevisiae; mas, em concentragdes menores (500 e 1000
pg/mL), os efeitos foram de atividades antioxidantes;

v O EM e 0 AE apresentaram efeitos citotoxicos pela viabilidade celular em células de
Sarcoma 180, especialmente nas maiores concentragdes, como também induziram
apoptoses, possivelmente associadas a danos ao DNA e a mecanismos citogenéticos,
pela formacédo de micronucleos, brotos e pontes nucleoplasmaticas;

v O 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA -6 mg/Kglv.o) foi eficiente na inducio de
carcinoma mamario ductal invasivo durante onze semanas, com caracterizacdo
histopatoldgica e pelo Ki67 (marcador de proliferagdo celular); bem como inducéo de
alteracbes comportamentais e hepéticas; como também de danos citogenéticos (danos
ao DNA, apoptoses e alteragcbes nucleares em mama, figado, medula Ossea e
linfécitos de sangue periférico);

v/ O EM (10 mg.Kg?) ndo induziu alteragBes comportamentais, ndo alterou o peso do

figado, rins, coragdo e pulmao nos animais do estudo, porém reduziu o peso da mama
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na 142 semana em animais tratados com DMBA. Induziu significativamente o
aumento dos niveis de apoptose no tecido mamario e reducdo da expressdo do gene
Ki-67, indicando reducéo da proliferacéo celular no tecido mamario.

v O EM (10 mg.Kg™), ndo induziu alteracdes renais, mas sim hepaticas por marcadores
bioguimicos;

v O EM teve efeitos antitumorais em camundongos fémeas com carcinoma mamario
ductal invasivo por mecanismos associados a danos ao DNA e a inducdo de
apoptoses, possivelmente por danos oxidativos. Nao foi observada a inducdo de
mecanismos citogenéticos no tecido mamario, apenas em células hepaticas.

v O estudo deixa como perspectiva a avaliagdo antitumoral das substancias isoladas.
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11.784, de & de oulubra de 2006, do Decrelo n” 6.889, de 15 de julho e 2008, & com a=
normas ednadas palo Consalho Naconal de Contrele da Expermentacao Animal
(CONCEA), » foi Aprovado psla Comissio de Efiza no Uso de Animais (CEUAUFPY da
Universidaas Fedearal do Pisul, en Reunifc na presenta dats 15/032016.
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Origam Blotaric Sectorial do Nucleo de Pesquisa em plantas
| Medicinais NPPMJUEP).
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