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TOXICOGENÉTICA E OS EFEITOS ANTITUMORAIS DE EXTRATOS OBTIDOS 

DO Neonothopanus gardneri: POTENCIAL BIOTECNOLÓGICO E FARMACÊUTICO  

 

RESUMO 

 

As espécies do filo Basidiomycota, a exemplo do Neonothopanus gardneri, são ricas em 

bioativos com potencial biotecnológico e farmacológico. Apresentam atividades anti-

inflamatórias, antioxidantes, antimicrobianas, imunoestimulante, hipoglicemiante e 

antitumoral. Entretanto, os estudos sobre essas propriedades com o N. gardneri ainda são 

incipientes. A terapia do câncer ainda apresenta diversos efeitos colaterais e riscos para 

instabilidade genética em células não tumorais, o que suscita pesquisas com novos compostos. 

Assim, o estudo teve por objetivos identificar alguns das substâncias químicas por abordagem 

fitoquímica, cromatografia líquida e ressonância magnética; além de avaliar os efeitos 

toxicogenéticos e antitumorais dos extratos metanólico e acetato de etila obtidos do N. 

gardneri, em Saccharomyces cerevisiae, modelos murinos para Sarcoma 180 e para o câncer 

de mama. Em estudos de revisão em periódicos 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’ foi possível constatar que os metabólitos e compostos químicos, obtidos dos 

Basidiomycota, apresentam efeitos tóxicos/citotóxicos por diversos mecanismos compatíveis 

com apoptoses. Em S. cerevisiae e em células de Sarcoma 180, os extratos em 500, 1000, 

1500 e 2000 μg/mL foram avaliados quanto a danos oxidativos e viabilidade celular, com 

aplicação do teste de micronúcleos com bloqueio de citocinese em células de Sarcoma 180. 

Em modelos para o câncer de mama, camundongos Swiss (20 a 50 g e 6 a 7 semanas de idade) 

foram submetidos à administração do 7,12-dimetilbenzantraceno (6 mg.Kg-1v.o), durante onze 

semanas, com monitoramento toxicológico e citogenético. A terapia com o extrato metanólico 

foi feita na dose de 10 mg.kg-1v.o; e com ciclofosfamida, em 25 mg.Kg-1 i.p. No extrato 

metanólico foram encontrados  alcaloides, açúcares redutores, proteínas, catequinas, taninos e 

depsídeos 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 metabólitos. Em S. 

cerevisiae, nas duas maiores concentrações, os extratos induziram danos oxidativos; mas, nas 

menores, foram antioxidantes. Citotoxicidade foi observada para todas as concentrações, em 

Sarcoma 180, na coloração Tripan, como também pelos índices de divisão nuclear sem e com 

apoptoses e necroses; e por danos genotóxicos similares à doxorrubicina (2 μg/mL). No 

monitoramento toxicológico (comportamental [campo aberto, rota rod], peso de órgãos, 

hematológico e bioquímico para enzimas renais e hepáticas) não foram observadas alterações 

comportamentais, renais e hipocráticas. Mas, observou-se alterações em plaquetas e em 

enzimas hepáticas. Em camundongos fêmeas, o carcinoma mamário ductal invasivo foi 

observado na mama direita, por análises histopatológicas e por marcação de Ki67. O extrato 

metanólico teve efeitos antitumorais para o carcinoma mamário com menos danos em tecidos 

não neoplásicos (medula, fígado e linfócitos de sangue periférico), de forma contrária ao 

observado para a ciclofosfamida (25 mg.Kg-1 i.p), durante as três semanas de terapias. Efeitos 

antitumorais do extrato foram observados por mecanismos associados a danos ao DNA e 

indução de apoptoses, possivelmente, com inclusão de danos oxidativos induzidos por seus 

bioativos. As substâncias isoladas ainda devem ser testados como produtos naturais para 

formulações antitumorais.   

 

Palavras chave: Neonothopanus gardneri, danos ao DNA, apoptose, antitumorais 
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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 μg/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.Kg-1v.o) for eleven weeks, with toxicological monitoring and cytogenetic. Therapy 

with the methanolic extract was done at a dose of 10 mg.kg-1v.o; and cyclophosphamide at 25 

mg.Kg-1 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 μg/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-1 

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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1 INTRODUÇÃO  

 

 

O câncer é um conjunto de doenças que envolve fatores moleculares, celulares e 

teciduais e que presume iniciações mutagênicas capazes de provocar metástases 

(TOMASETTI et al., 2017). Epidemiologicamente, os cânceres são originados pela exposição 

contínua a agentes genotóxicos e/ou mutagênicos, porém a susceptibilidade individual 

depende tanto da predisposição genética quanto do estilo de vida e hábitos nutricionais  

(HUANG, 2013). Estima-se que, no biênio 2018-2019, haverá 600.000 novos casos de câncer 

no Brasil. A maior incidência é câncer de próstata e o câncer de mama feminino, o que 

provavelmente afetará cerca de 68.000 e 60.000 homens e mulheres, respectivamente. Com 

exceção do câncer de pele não melanoma, os cânceres mais comuns em mulheres são câncer 

de mama, colorretal, cervical, pulmonar e tireoidiano, com frequência de  29,5%, 9,4%, 8,1%, 

6,2% e 4,0%, respectivamente (INCA, 2018). 

A mama feminina é composta de lóbulos (glândulas produtoras de leite), ductos 

(pequenos tubos que transportam o leite dos lóbulos ao mamilo) e estroma (tecido adiposo e 

tecido conjuntivo que envolvem os ductos e lóbulos, vasos sanguíneos e vasos linfáticos) 

(HUNT; MITTENDORF, 2017). A maioria dos cânceres de mama começa nas células que 

revestem os ductos (carcinoma ductal) (LOPEZ-GARCIA et al., 2010). Alguns começam nas 

células que revestem os lóbulos (carcinoma lobular), enquanto um número pequeno se 

desenvolve em outros tecidos (LAKHANI et al., 2012). 

O câncer está entre as doenças que causam mais morte no mundo; e, entre mulheres, o 

tumor de mama é predominante (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018). Outro tipo de câncer 

que, diferente do câncer de mama, é considerado raro, é o sarcoma de partes moles, já que sua 

recorrência é de 1% em adultos e 15% em crianças, sendo difícil diagnosticá-lo devido à 

ausência de sintomas que permitam detectar precocemente (SILVA; DE CASTRO et al., 

2009). 

O uso de modelos experimentais está sendo de grande relevância no descobrimento de 

novos fármacos antineoplásicos, como também no aperfeiçoamento dos métodos para 

prevenir, diagnosticar e tratar doenças em humanos (LIU et al., 2015).  O modelo de 

carcinogênese mamária que utiliza o 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) apresenta 

características relevantes como homogeneidade, reprodutibilidade e geração de tumores de 

forma rápida 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 leucêmica promielocítica aguda HL-60; e in vivo, 

como culturas primárias de células tumorais de Sarcoma 180, contribuem para os avanços na 

pesquisa oncológica, pois são modelos promissores utilizados em laboratórios para estudo da 

biologia do câncer além do seu uso para testar a eficácia terapêutica de novos agentes 

antitumorais (GILLET; VARMA; GOTTESMAN, 2013; CHEN et al., 2015). 

As drogas utilizadas no tratamento de neoplasias, de maneira geral, apresentam 

atividade citotóxica, agindo na inibição do crescimento celular. A maioria dos agentes 

quimioterápicos age não especificamente sobre células neoplásicas, afetando também as 

células normais, o que resulta em uma ampla gama de reações 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 princípios ativos, bem 

como sistemas de entrega de compostos ativos e o descobrimento de novos alvos de ação são 

fundamentais para o avanço na terapia oncológica.  

Estudos sobre cogumelos com aplicações medicinais têm se expandido nos últimos 

anos. A explicação científica sobre as funções dos compostos derivados do cogumelo no 

sistema humano está sendo cada vez mais estabelecida (SHIRMILA e RADHAMANY, 

2012). No que se referem às propriedades apresentadas pelos cogumelos, destacam-se as 

atividades: alimentares e nutracêuticas (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 doenças de plantas causadas por micro-organismos (KOBAYASHI; HIRAMATSU; 

AKATSUKA, 1997; DI PIERO; PASCHOLATI, 2004) e antitumoral (OLIVEIRA, 2015).  

O cogumelo Neonothopanus gardneri (fungo bioluminescente) já foi encontrado nos 

estados do Piauí, Tocantins, Goiás e Maranhão (OLIVEIRA et al, 2013). Essa espécie é 

caracterizada por corpos de frutificação muito maiores e que emitem luz mais intensa do que 

os outros (VENTURA et al, 2015).  Na literatura existem poucos estudos que caracterizem 

atividades biológicas do gênero 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 câncer de mama, com aplicação de biomarcadores toxicogenéticos 

(comportamentais, bioquímicos, hematológicos, histopatológicos, imunohistoquímico, 

genotóxico e citogenéticos) implicados em mecanismos antitumorais.  
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A tese está dividida em três capítulos: O primeiro versa sobre uma revisão sistemática 

das atividades biológicas e farmacológicas de substâncias isoladas de  fungos do filo 

Basidiomycota, incluindo a espécie Neonothopanus gardneri; o segundo capítulo relata as 

atividades dos extratos metanólico e acetato de etila obtidos do N. gardneri como oxidante e 

antioxidante frente aos danos induzidos pelo peróxido de hidrogênio em Saccharomyces 

cerevisiae e os efeitos antitumorais em células de Sarcoma 180; e no terceiro capítulo estão 

relatados os efeitos antitumorais do extrato metanólico de N. gardneri em modelo murino 

para câncer 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 metanólico e acetato de etila obtidos do 

Neonothopanus gardneri, bem como os efeitos antitumorais do extrato metanólico em 

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

 

2.2 Específicos  

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

 Isolar e caracterizar alguns dos metabólitos secundários presentes no extrato 

metanólico de N. gardneri por cromatografia líquida de alta eficiência e ressonância 

magnética nuclear; 

 Verificar os efeitos oxidantes/antioxidantes dos extratos metanólico e acetato de etila 

em S. cerevisiae proficientes e mutadas em defesas antioxidantes para as enzimas 

superóxido dismutase citoplasmática, mitocondrial e duplos mutantes, bem como para 

catalase e mutante; 

 Avaliar os efeitos toxicogenéticos e antitumorais dos extratos metanólico e acetato de 

etila em modelos murinos para Sarcoma 180 (células do líquido ascítico) com 

aplicação do Ensaio Cometa e Teste de Micronúcleos; 

 Realizar o monitoramento toxicológico com os testes de campo aberto, rota rod e 

screening hipocrático, além do perfil hematológico, bioquímico, histopatológico e 

imuno-histoquímico durante a indução do câncer de mama com 7,12 –

dimetilbenzantraceno e terapia com o extrato metanólico em camundongos fêmeas; 

 Avaliar os efeitos toxicogenéticos e antitumorais dos extratos metanólicos em modelos 

murinos para câncer de mama (carcinoma ductal), com aplicação do Ensaio Cometa e 

Teste de Micronúcleos. 

 Caracterizar os mecanismos citogenéticos indicativos da atividade antitumoral do 

extrato metanólico de N. gardneri em camundongos fêmeas com carcinoma ductal em 

mama. 

 Comparar a potencialidade antitumoral do extrato metanólico com quimioterápicos 

atualmente utilizados no tratamento do câncer.  
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1 A instabilidade genética, reparo de DNA e câncer. 

 

3.1.1 Instabilidade genética 

 

 Como decorrência do progresso e da modernização, o homem vem sendo exposto a 

agentes químicos, físicos e biológicos, que podem induzir alterações ao material genético 

(THOMAS et al., 2011; AKHTAR et al., 2016). As células humanas são, diariamente, 

expostas a riscos de danos no seu material genético, cujas fontes podem ter origem exógenas 

(toxinas de plantas, raios UV, raios X e gama, químicos mutagênicos, quimioterápicos e 

vírus) e endógenas (produção de espécies reativas de oxigênio e geração de radicais livres, 

metabólitos de estrógenos, desaminações, alquilações), que podem ocasionar danos ao 

material genético. O aumento dos níveis de danos ao DNA e os mecanismos de reparos 

ineficientes são eventos moleculares de muitas patogêneses e de muitas doenças relacionadas 

ao estilo de vida, tais como o câncer e as doenças neurodegenerativas, levando à instabilidade 

genética (Figura 1) (GUNASEKARANA, RAJ, CHAND, 2015; ROOS; THOMAS; KAINA, 

2016). 

 

Figura 1.  Danos ao DNA e respostas celulares 

 

Fonte: Adaptada de ROOS; THOMAS; KAINA (2016). 
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A molécula de DNA, embora tenha a importante função biológica de conter e 

transmitir a informação genética das células, não é inerte. O material genético está, 

continuamente, exposto a uma gama de agentes genotóxicos, que podem ocasionar lesões no 

DNA e, consequentemente, levar à instabilidade genética. A instabilidade genética se associa 

a uma maior propensão ao acúmulo de danos ao material genético (O’CONNOR,  2015). 

Quando o DNA é lesado, seja por quebras, ligação de aductos, deleção, inserção ou 

substituição de nucleotídeos (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 replicação do DNA e reparo desses danos no DNA 

(CICCIA; ELLEDGE, 2010). Tem-se sugerido que todos os cânceres apresentam defeitos no 

reparo do material genético (GAVANDE et al., 2016).   

De fato, os sistemas de reparo do DNA são mecanismos de defesa universais das 

células, e o seu bom funcionamento é fundamental para a manutenção da integridade do 

genoma (PUIGVERT; SANJIV; HELLEDAY, 2016). A instabilidade genômica leva ao 

acúmulo de mutações na molécula da vida, o DNA (BONASSI et al., 2011; BURRELL; 

SWANTON, 2014). A instabilidade genômica ocasiona sinalização ploriferativa, evasão de 

supressores de crescimento, resistência à morte celular, indução da angiogênese, invasão e 

metástase, reprogramação do metabolismo energético, fugindo da destruição imunológica 

(WANG; LI 2014). Altos níveis de danos ao DNA são correlacionados com diferentes tipos 

de câncer, incluindo o câncer de mama (COLLINS et al., 2014 (a); GOMES JÚNIOR et al., 

2015; NIKOLAEV; YANG, 2017; TUBBS; NUSSENZWEIG, 2017).  

A idade, sexo e constituição genética se apresentam como fatores endógenos 

relacionados com a predisposição para o acometimento de mutações sobre a molécula de 

DNA. Hábitos de consumo e alimentação, exposição a medicamentos e outros agentes 

químicos, físicos e biológicos surgem como fatores exógenos aos organismos quanto à 

probabilidade de influenciarem alterações morfológicas no DNA. Estes agentes podem estar 

ligados a interferências funcionais, espontâneas ou induzidas, no material genético, o que irá 

gerar efeitos silenciosos ou não aos organismos (TORRES-BUGARÍN et al., 2014; BITGEN 

et al., 2016). Os agentes antineoplásicos apresentam atividade citotóxica (FREEDMAN E 

PATRIDGE, 2011) e tóxica (REIS-FILHO, 2006; JESUS et al., 2016) devido a danos ao 

DNA (URIOL et al., 2013).  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S109727651500831X#!
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Para a manutenção da estabilidade e integridade genômica celular se faz necessário o 

bom funcionamento da maquinaria de reparo de danos ao material genético, pois falhas nesse 

processo podem ocasionar alterações genômicas, tais como: aberrações cromossômicas 

(translocações, perda de cromossomos) e mutações, que levam ao início de alterações 

fisiológicas 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 genômica está envolvida no início,  

progressão e prognóstico do câncer; e apontaram os mecanismos de instabilidade genética, 

além das prioridades para a prevenção desta patologia, dentre os quais: prevenção de danos ao 

DNA, aumento da capacidade de reparo, diminuição de reparo deficiente, impedir o 

agrupamento de centrossoma e inibir atividade da telomerase. Durante a replicação do DNA, 

na fase S da divisão celular, ocorrem erros que podem  ocasionar a segregação de 

cromossomos e levar às aneuploidias (Figura 2). 

 

Figura 2. Instabilidade genômica e reparo de DNA 

 

 
Fonte: Adaptada de FERGUSON et al. (2015). 
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Como relatado, diversos agentes danificam o DNA (metabólitos endógenos, 

carcinógenos ambientais, medicamentos, terapias oncológicas, radiações ionizantes e não 

ionizantes) e as células respondem a esses danos por diversos mecanismos de ativação de 

redes de sinalizações para reparo, sobrevivência ou para morte celular (VOULGARIDOU et 

al., 2011). Diversos fatores estão envolvidos nessa sinalização, tais como os de 

reconhecimentos dos danos, reparação (proteínas DDR, ATM, ATR, DNA PK, p53) 

tolerância, apoptoses, necroses, autofagia e senescência. Esses fatores, também, são alterados 

em terapias oncológicas. Entretanto, em baixos níveis de danos ao DNA são ativados diversos 

genes tais como: XPF, XPG, DDB2, XPC, XRCC1(ROOS; THOMAS; KAINA, 2016).  

O DNA lesionado segue, obrigatoriamente, três vias fisiológicas a depender da 

funcionalidade dos mecanismos endógenos relacionados à reparação de danos no material 

genético. Na ausência de reparação dos danos sobre o material genético, o mesmo perde as 

atividades, que seriam conferidas após a codificação genética daquele segmento. Caso o 

reparo seja incorreto, mutações podem ser geradas, por exemplo, pelo mau pareamento de 

bases nitrogenadas. Entretanto, quando o sistema de reparo responde corretamente, o DNA é 

completamente restaurado (FENECH, 2007). O não reparo ocasiona mutações e instabilidade 

genômica 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 doenças degenerativas do envelhecimento, como câncer, doenças 

cardiovasculares, catarata, declínio do sistema imunológico, doenças hepáticas, diabetes 

mellitus, inflamação, insuficiência renal, dentre outras (HALLIWELL, 1994; KOZARSKI et 

al., 2015). Há cerca de 2,45 bilhões de anos, o oxigênio molecular foi introduzido em nosso 

ambiente pelos organismos fotossintéticos evoluindo em O2 e as espécies reativas de oxigênio 

(ROS), as quais estiveram presentes desde então na vida aeróbica (KUMP, 2008). Tais 

espécies se encontram relacionadas com várias patologias, tais como artrite, choque 

hemorrágico, doenças do coração, catarata, disfunções cognitivas, aterosclerose, 

envelhecimento e, em especial, o câncer (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). 

 A molécula de O2 pode gerar radical livre que conduz à geração de ERO’s e pode 

danificar as células de todos os organismos. Um radical livre é um composto químico, que 

contém um ou mais elétrons não emparelhados em orbitais atômicos ou moleculares 
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(HALLIWELL, 1994). As moléculas reativas, tais como: o ânion superóxido (O2
•-), o radical 

hidroxila (•OH), o íon hidroxila (OH-), o óxido nítrico (NO) e o peróxido de hidrogênio 

(H2O2) são radicais livres e formas moleculares não radicais, respectivamente derivadas de 

oxigênio molecular. Os radicais livres são instáveis e podem reagir com diversos compostos 

celulares. O cérebro está exposto a vários radicais livres, uma vez que estes participam de 

reações essenciais, são, constantemente, formados e podem se tornar prejudiciais quando sua 

produção se encontra superior ao normal pelos sistemas oxidantes (FREEMAN; KELLER 

2012).  

Os elétrons livres, que caracterizam o radical, estão geralmente nos átomos de 

oxigênio, enxofre e nitrogênio, culminando no surgimento das chamadas espécies reativas. 

Dentre estas, destacam-se as espécies reativas derivadas de oxigênio (ERO’s), as derivadas de 

nitrogênio (ERN’s) resultantes da decomposição do óxido nítrico (NO); e as derivadas de 

enxofre (ERE’s), formadas a partir de reações de tióis com ERO’s .Por sua vez, as ERO’s 

incluem o ânion superóxido (O2-), oxigênio singlete (O2), radical hidroxila (•OH) e o radical 

hidroperoxila (HO2•) (ABDALLA; FAINE, 2008; CAROCHO; FERREIRA, 2013).  

Nos seres humanos, a oxidação é um processo que o corpo usa para produção normal 

de energia e função imunológica. Esta é a parte do processo que permite que o corpo 

transforme os nutrientes, tais como hidratos de carbono, gorduras e proteínas em energia. 

Durante a oxidação, as ERO’s são produzidas em baixos níveis em condições fisiológicas 

normais, que são necessárias para manter funções celulares e os sistemas endógenos de 

defesas antioxidantes para evitar quaisquer efeitos nocivos. No entanto, ERO’s em altas 

concentrações são, extremamente, prejudiciais para organismos. Quando seu nível excede os 

mecanismos de defesa, elas podem afetar muitas funções celulares por danificar ácidos 

nucleicos, oxidando proteínas e causando peroxidação lipídica (SÁNCHEZ, 2017). 

As ERO’s podem ser produzidas por fontes externas (por exemplo: fumo do tabaco, 

ozônio, estresse, etc.) ou como subprodutos durante o transporte de elétrons mitocôndriais na 

respiração aeróbia ou por enzimas oxirredutases e oxidação 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 químicos 

próximos. Estes compostos químicos podem estar envolvidos em reações enzimáticas 

importantes, podem ser componentes de paredes celulares, ou podem fazer parte de uma 

molécula de DNA. Se a sua estrutura química é alterada, a sua função na célula pode ser 

perdida e o resultado pode ser a senescência celular ou apoptose (SÁNCHEZ, 2017). 
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 A neutralização de radicais livres ou radicais peróxidos por um agente antioxidante é 

importante para a proteção celular contra estresse oxidativo. Neste sentido, os antioxidantes 

são substâncias químicas que inibem a reação de oxidação dos radicais livres através da troca 

de um de seus próprios elétrons com as moléculas de radicais livres para estabilizá-los. Estes 

compostos podem ser antioxidantes endógenos ou obtidos com a dieta, tais como polifenol, 

vitamina A (carotenoides), vitamina E (α-tocoferol), β-glicano ou proteínas e antioxidantes de 

baixo peso molecular, tais como ácido ascórbico (vitamina C), glutationa (GSH) (SÁNCHEZ, 

2017). A glutationa pode ser a defesa intracelular mais importante contra os efeitos deletérios 

das ERO's. É um tripeptídeo (glutamil-cisteinil-glicina), que proporciona um grupo sulfidrilo 

exposto como alvo para ataque. As proteínas e enzimas de ligação a metais também são 

proteínas antioxidantes. As enzimas que podem combater a formação de radicais livres e a sua 

propagação são a superóxido 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 são poderosos agentes que danificam o DNA, causando rupturas, alterações 

em bases de guanina e timina e translocações entre cromátides irmãs. Essas alterações podem 

levar à inativação de genes supressores de tumores como o p53 e ATM ou levar ao aumento 

da expressão gênica de proto-oncogenes (FERRAIUOLO et al., 2017).  

A extensão desses danos ocasionados pelas ERO’s pode ser potencializada ou 

minimizada a partir dos mecanismos de defesas antioxidantes enzimáticos ou não 

enzimáticos. Enzimas tais como: a superóxido dismutase (SOD), que está presente no citosol 

e na mitocôndria, catalisa a dismutação do ânion superóxido (O2
-) em H2O2. Esta enzima está 

presente na célula em sua isoforma com diferentes grupos prostéticos: isoforma SOD-cobre-

zinco citossólica e a SOD-manganês mitocondrial. A catalase (CAT) é uma hemeproteína 

tetramétrica citoplasmática codificada por um único gene em espécies de mamíferos, que 

converte o H2O2 em oxigênio molecular e água. A glutationa peroxidase (GPx) catalisa a 

degradação de H2O2 e hidroperóxidos provenientes da degradação de ácidos graxos 

insaturados. As vitaminas A, C, E, e selênio são importantes antioxidantes não enzimáticos de 

origem, especialmente, dietética (BARBOSA et al., 2010). Em síntese, o estresse oxidativo 

ocasionado por processos metabólitos endógenos (Figura 3), especialmente induzidos pelo 

peróxido de hidrogênio (radical superóxido) e óxido nítrico 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. 

    Fonte: Adaptada de IMAM et al. (2017) 

 

3.1.3 Reparo de DNA 

A combinação dos altos níveis de danos ao DNA, com as deficiências em reparo de 

danos, é um importante parâmetro de distinção entre uma célula cancerosa e uma não 

cancerosa (LAWRENCE et al., 2014). A instabilidade genética no câncer pode influenciar 

para a diversidade fenotípica observada entre os pacientes, por heterogeneidade intratumoral, 

o que leva a pobres prognósticos para a terapia, com implicações imunogênicas e mais 

sensibilidade a danos ao DNA (ANDOR; MALEY; JI, 2017), como os danos genômicos do 

tipo quebras de fitas duplas que impedem as células de entrar em mitose podendo induzir 

segregação cromossômicas, como também, instabilidades cromossômicas numéricas e 

estruturais (BAKHOUM et al., 2017).  

A perda do reparo por erro de pareamento de bases (mismatch repair - MMR) pode 

ocasionar mutações em células somáticas e germinativas, além 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 acúmulo de mutações em 

células somáticas está associado com os tumores, mas existem diferenças entre a carga 
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mutacional nos diferentes tipos de tumores (LAWRENCE et al., 2014). Os antineoplásicos 

são agentes genotóxicos compatíveis com deficiências em reparo de DNA, e que também 

exercem influência na condução da resposta ao bloqueio do checkpoint imunológico. Cabe 

enfatizar que a deficiência de reparo de danos ao DNA, que leva à instabilidade genética é 

comum em tumores. Assim, o uso de biomarcadores para avaliar a instabilidade genética 

assume importância clínica nas terapias oncológicas (WU et al., 2016; ASATRYAN; 

KOMAROVA, 2016; MOUW et al., 2017).  

As principais vias de reparo (Figura 4) utilizadas pelas células humanas são:  reparo 

por excisão de bases (BER, do Inglês Base Excision Repair), que reparam bases modificadas, 

sítios abásicos e as quebras de cadeia simples de DNA (CALDECOTT, 2014); reparo de 

recombinação homóloga (HRR, do Inglês, Homologous Recombination Repair), e reparo de 

extremidades não homólogas (NHEJ, do Inglês, Non-Homologous End-Joining), que lidam 

com quebras de fita dupla de DNA (RADHAKRISHNAN; JETTE; LEES-MILLER, 2014; 

SHIBATA et al., 2014); reparo por excisão de nucleotídeos  (NER, do Inglês Nucleotide 

Excision Repair), corrige nucleotídeos modificados, que alteram a estrutura da dupla hélice do 

DNA (HOEIJMAKERS, 2009); reparo de emparelhamento errôneo (MMR, do Inglês, 

Mismatch Repair), que lida com erros de replicação (JIRICNY, 2006). Dessa forma, o reparo 

de diferentes tipos de lesões está condicionado a um conjunto de diferentes proteínas, que 

podem interagir entre elas para compor uma rede de proteção do genoma celular 

(O’CONNOR, 2015; CHATTERJEE; WALKER, 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S109727651500831X#!
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Figura 4. Danos ao DNA e mecanismos de reparo 

 

Fonte: Adaptada de CHATTERJEE; WALKER (2017). 

  

 

3.1.4 Alterações genômicas e câncer 

 

A instabilidade genômica leva ao acúmulo de mutações, passo inicial no processo da 

carcinogênese (BONASSI et al., 2011; BURRELL e SWANTON, 2014;). Assim, dados 

recentes apontam associação entre alterações genéticas e câncer (COLLINS et al., 2014(a)). O 

câncer é a segunda principal causa de morte no planeta, perdendo apenas para as doenças 

cardiovasculares, é considerado como um problema de saúde pública (BÜYÜKAVCU, 

ALBAYRAK e GÖKER, 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 Organização Mundial da Saúde (OMS), documentos do 

World Cancer Report (2014) apontam para 2030 a incidência de 27 milhões de novos casos, 

com alta mortalidade (17 milhões de mortes) (VAIDYA; CHETLEN; SCHETTER, 2015). 

Os agentes genotóxicos podem alterar a homeostasia metabólica celular, 

especialmente com as deficiências de reparo de DNA, o que gera a instabilidade genética 

(CHATTERJEE; WALKER, 2017). Os altos níveis de estresse oxidativo, supressão de danos 
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ao DNA e falhas no controle do ciclo celular contribuem na danificação do DNA e as perdas e 

falhas nos mecanismos de reparo assumem importância para a resposta da terapia oncológica 

(BURREL et al., 2013). Os danos ao DNA podem ser induzidos por agentes endógenos e 

exógenos físicos e químicos. Entretanto a maioria dos endógenos está relacionada com 

reações hidrolíticas e oxidativas, que geram espécies reativas de oxigênio, que podem alterar 

o DNA ocasionando doenças hereditárias e cânceres esporádicos (PERRONE, 2016). O 

acúmulo contínuo de eventos mutacionais, herdados ou adquiridos em uma célula normal, 

leva ao aparecimento de uma célula tumoral. Transformações celulares malignas e 

identificadas por alterações genéticas, nas vias de sinalização, que controlam a expressão de 

genes ligados a proliferação, diferenciação, apoptose celular e o crescimento celular são 

comuns no câncer (SANCHEZ-VEGA  et al., 2018). Assim, ao longo desta transformação, 

uma célula pode vir a expressar uma proteína em níveis anormais ou até mesmo novas 

proteínas, que não tinham expressão anterior, perdendo o controle dos processos celulares 

tidos como vitais (ALEXANDROV et al., 2013). 

  Alguns estudos demonstraram que a capacidade das células cancerígenas para reparar 

danos no DNA, induzidos com a terapia anti-câncer, pode impactar na eficácia 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 sinalização ativadas a partir desse 

dano (HOEIJMAKERS, 2001). Os genomas tumorais são mosaicos de variantes estruturais 

somáticas, que podem contribuir para a ativação de oncogenes ou inativação de genes 

supressores tumorais (ESTELLER, 2007; ALAEI-MAHABADI et al., 2016). A extensão, os 

mecanismos envolvidos, bem como a ocorrência simultânea desses eventos mutacionais 

diferem inter e intratumores (PELTOMÄKI, 2012).  Quando acontece alterações em um gene 

diretamente ligado à regulação do ciclo celular, surge uma desregulação entre proliferação e 

apoptose, podendo levar ao surgimento de tumores (HANAHAN; WEINBERG, 2011). 

As neoplasias podem ser classificadas como benignas ou malignas. Aquelas 

consideradas benignas são formadas por células bem diferenciadas, possuindo, ainda, 

estrutura típica do tecido de origem e mantém seu crescimento de forma organizada, 

geralmente lento, expansivo e não invade nem infiltra tecidos adjacentes. Já as neoplasias 

malignas, formam-se por células anaplásicas, na qual há a falta de diferenciação, crescimento 

rápido, além de possuírem um maior grau de independência e capacidade de se infiltrar em 

tecidos adjacentes vizinhos e provocar metástases (INCA, 2017). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867418303593#!
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O câncer é uma doença sistêmica que, inicialmente, apresenta manifestações locais, e 

posteriormente, avança em um processo de múltiplos passos, incluindo proliferação rápida, 

resistência à morte celular, neoangiogênese, invasão local e metástase a distância (ZAJICEK, 

1978, HANAHAN; WEINBERG, 2011; LIU et al., 2015). Como relatado, o câncer envolve 

múltiplos estágios (Figura 5), apresentando eventos genotóxicos, causando alterações nos 

processos de transcrição, tradução e pós-tradução genética, e, consequente, alteração na 

proliferação celular, bem como na apoptose (morte celular) (HANAHAN; WEINBERG, 

2000; HERCEG, 2007).  As etapas da carcinogênese podem ser divididas em três: iniciação, 

promoção e progressão (FARBER; CAMERON, 1980; LIU et al., 2015). 

 

Figura 5. Fases do processo de carcinogênese 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptada e modificada de: LIU et al. (2015). Legenda: A fases do processo de carcinogênese: 

Iniciação, promoção e progressão. A iniciação começa com lesão do DNA; a promoção é caracterizada 

por proliferação das células malignas; e na progressão ocorre o processo de metástase para outros 

órgãos e tecidos. As células verdes são as células normais; As células cinzas com núcleo preto são as 

células malignas.  

 

 

Na etapa de iniciação, após danos ao DNA, as células apresentam processo de 

diferenciação celular descontrolado (PITOT, 2001; VINCENT; GATENBY, 2008), que leva 

ao acúmulo de alterações genéticas (FANG; GILLIES; GATENBY, 2008), mas não seria 

tumorigênica sem a estimulação ambiental (HENNINGS et al., 1993; RUBIN et al., 2003; 

BALKWILL; CHARLES; MANTOVANI, 2005; GATENBY; GILLIES, 2008; ZHANG et 

al., 2016). Como resultado dessas mudanças no microambiente tumoral, as células sofrem 

adaptações celulares e começam a mudar o metabolismo anaeróbico. Nestas condições 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 lesões pré-neoplásicas (PITOT, 2001; VICENTI; GATENBY, 2008). 

A próxima etapa da carcinogênese é a progressão, que se refere às transformações 

seriadas de um tumor benigno para uma neoplasia e para malignidade (LIU et al., 2015). 

Nesta fase, é bastante notório o desequilíbrio entre proliferação celular e apoptose, onde as 

células malignas se difundem cada vez mais para distâncias maiores. Desta forma o tumor 

consegue tamanho suficiente para alcançar a membrana basal, podendo, assim, atingir os 

vasos sanguíneos e conseguir atingir tecidos adjacentes (VICENTI; GATENBY, 2008). Além 

disto, estudos mostram que a progressão está associada a alterações cariotípicas, pois grande 

parte dos tumores avançados apresentam aneuploidia, com o número errado de cromossomos. 

Essa alteração é associada a um aumento na taxa de crescimento, invasividade, metástase e 

alterações na bioquímica e morfologia, devido às mutações contínuas ou à instabilidade 

genética (OLIVEIRA et al., 2007; LIU et al., 2015). 

 

 

3.1.5 O câncer de mama 

 

No Brasil, o câncer 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 prevalência é baixa; mas, acima desta idade sua 

incidência cresce progressivamente, principalmente, após os 50 anos. Foram notificados 

119.600 óbitos em homens, e 104.100 em mulheres, devido a neoplasias, sendo o câncer de 

mama o tipo que mais causou mortalidade entre mulheres (WHO, 2014). Se diagnosticado e 

tratado precocemente, o câncer de mama apresenta um bom prognóstico, sendo que a 

sobrevida média, após cinco anos do diagnóstico, é de aproximadamente 80% (INCA, 2014).  

Um dos principais fatores de risco para desenvolvimento desta neoplasia é o fator 

hereditário. Diversos loci podem estar envolvidos na sua distribuição genética familiar, 

principalmente, devido a mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 (Breast Cancer Gene 1 e 2), 

que são importantes supressores tumorais e estão envolvidos no reparo ao DNA 

(ANDERSON; SCHWAB; MARTINEZ, 2014). A obesidade, também, é considerada um 

importante fator de risco para o desenvolvimento deste câncer, visto que mulheres obesas, no 

período pós-menopausa, apresentam um aumento do estradiol circulante, o que representa 

uma resposta diminuída ao tratamento quimioterápico (WOLIN; CARSON; COLDITZ, 2010; 

COLLABORATIVE GROUP ON HORMONAL FACTORS IN BREAST, 2012; RAUSCH 



34 

 

et al., 2017). Além disto, a obesidade nessas mulheres é uma das principais causas de aumento 

dos níveis de estrogênio no sangue, o que causa um grande risco para o desenvolvimento da 

neoplasia mamária (SPRAGUE et al., 2011). A variação hormonal também constitui um 

importante fator de risco (CAVALIERI et al., 2000; OLDENBURG et al., 2007; SPRAGUE 

et al., 2011). 

O câncer de mama acomete qualquer uma das células da glândula mamária, sendo 

considerados adenocarcinomas; e apresentam um grande espectro de características 

morfológicas, com diferentes subtipos histopatológicos, com cursos clínicos específicos 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 lesão maligna mais recorrente, mas podem ser encontrados diferentes 

tipos de sarcomas e linfomas (FATTANEH; DEVILEE, 2003; MAKKI, 2015).  

Uma forma de categorizar o câncer de mama e avaliar o prognóstico e tipo clínico da 

doença, é classificá-lo de acordo com a avaliação do grau histológico, como o seu grau de 

diferenciação, 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 especificação (não apresentam características suficientes para uma classificação do tipo 

especial) (WHO, 2014; TAVASSOLI; DEVILEE, 2017).  

A OMS reconhece 18 tipos de câncer de mama, sendo 17 tipos histológicos distintos 

de CDI do tipo especial, e quatro variantes do CDI, sem nenhuma outra especificação (WHO, 

2012; TAVASSOLI; DEVILEE, 2017), conforme listado na Tabela 1. 
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Tabela 1. Classificação dos tipos de carcinoma ductal invasivo de mama, segundo o tipo histológico. 

Carcinoma ductal invasivo de tipo 

especial  

Carcinoma ductal invasivo sem 

nenhuma outra especificação 

 Carcinoma lobular: 

 Alveolar 

 Sólido 

 Pleomórfico 

 Tubulolobular 

 Mucinoso  

 cistadenocarcinoma 

 Células colunares e anel de sinete)  

 neuroendócrino 

 sólido 

 carcinoide atípico 

 pequenas células ou “oat-cell” e 

grandes células)  

 Metaplásico  

 epitelial e mesenquimal misto e 

puro  

 epitelial (4 subgrupos) 

 

 

 Carcinoma com células gigantes; 

 Carcinoma com achados 

coriocarcinomatosos;  

 Carcinoma com achados 

melanóticos;   

 Carcinoma pleomórfico 

Fonte: Adaptado de WHO, 2012. 

 

O câncer de mama é uma doença heterogênea, com múltiplos tipos de tumores 

intrínsecos (BARNARD; BOEKE; TAMIMI., 2015; BÜYÜKAVCU, ALBAYRAK e 

GÖKER, 2016; ARRARAS et al., 2016) e sua incidência em mulheres ultrapassa um milhão 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 milhões 

de casos diagnosticados mundialmente (ABDEL-ZAHER E ELDEIB, 2016) e responsável 

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 posição de incidência mundial (BÜYÜKAVCU, ALBAYRAK e GÖKER, 2016), 

ameaçando a primeira posição ocupada pelo câncer de pulmão (TAN; GILLIGAN; PACEY, 

2015).  

O Instituto Nacional Câncer e o Ministério da Saúde recomendam exames clínicos 

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 câncer de mama, fazerem 

exames a partir dos 35 anos. Estudo das características clínicas e patológicas dos tumores em 

mulheres jovens é um desafio para ciência, que busca diminuir a taxa de mortalidade, bem 

como a incidência de metástase (DE DEUS MOURA, CARVALHO e BACCHI, 2015). 
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Kallel et al. (2015) relatam que o risco de câncer de mama aumenta em mulheres na pós-

menopausa com níveis elevados de estrogênio, bem como nas mulheres com níveis elevados 

de andrógenos.  

Compreender a heterogeneidade do câncer de mama, visando melhoria na prevenção, 

diagnóstico e sobrevivência, é prioridade da pesquisa científica. Recentes avanços na análise 

molecular e genética permitiram conhecer, mais ainda, a diversidade dos tumores. Tal fato 

permitiu estabelecer prognósticos exclusivos para os diferentes subtipos de câncer, uma vez 

que são detentores de capacidades distintas de respostas à quimioprofilaxia e a quimioterapia 

(BARNARD et al., 2015). A predisposição genética é um fator de risco para o câncer onde 

três genes estão envolvidos nas formas hereditárias desta neoplasia: TP53 na Síndrome de Li-

Fraumeni, BRCA1 e BRCA2 (CHAJÈS; ROMIEU, 2014; KALLEL et al., 2015; DE DEUS 

MOURA, CARVALHO; BACCHI, 2015; INCA, 2017). A exposição a agentes mutagênicos 

e carcinogênicos, hábito nutricional, estilo de vida, tabagismo (FARAZI, 2014) e como 

relatado, idade reprodutiva, menarca, menopausa podem ser associadas a transformações 

neoplásicas (PATTERSON et al., 2013). 

O câncer em mulheres jovens é mais agressivo com frequente recorrência e metástase, 

incluindo alta taxa de presença da mutação dos genes BRCA1 e BRCA2, além de 

superexpressarem Her2, o gene do fator de crescimento epidérmico humano (CHAJÈS; 

ROMIEU, 2014; INCA, 2017).  No entanto, Boufettal, Noun e Samouh (2010) não 

encontraram diferenças significativas no que diz respeito a taxas de recorrência entre 

mulheres jovens e mais velhas, embora a literatura científica enfatize o câncer em idade 

jovem correlacionado a um mau prognóstico (KALLEL et al., 2015). Um estudo realizado por 

Sabiani et al. (2016) foi verificado, em pacientes com menos de 36 anos, uma taxa de 

recorrência local e metástase significativa em comparação com mulheres na faixa etária de 35 

a 40 anos. Esses autores alertam que 2-7% das mulheres, na faixa de idade inferior a 40 anos, 

são diagnosticadas com câncer. 

A incidência também pode ser associada à taxa crescente de obesidade, que está 

associada ao risco de hipertensão (CADOO et al., 2016). Benassi-Evans e Fenech (2011) 

relatam que indivíduos portadores de mutação no gene BRCA1 têm maior sensibilidade a 

agentes mutagênicos, a exemplo do peróxido de hidrogênio e radiação gama. A amplificação 

do fator de crescimento HER2 está associada a um fenótipo biológico agressivo e com risco 

de recorrência, mesmo em situações de linfonodos negativos (CADOO et al., 2016). 
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A prioridade das pesquisas clínicas e epidemiológicas é a compreensão da 

heterogeneidade do câncer na expectativa de melhorar a prevenção, diagnóstico e 

sobrevivência. Considerado uma doença heterogênea no que diz respeito à clínica e à 

morfologia, 80% dos tumores têm origem no epitélio ductal, caracterizados como carcinomas 

ductal invasivo. No entanto, como se trata de um grupo heterogêneo de doença, há 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 epidemiológicos da incidência dos diferentes tipos de sarcoma no Brasil são 

bem escassos. Um estudo realizado por Passos e colaboradores (2018) em uma instituição de 

referência no Brasil, demonstrou em uma análise retrospectiva, desde 1980, de prontuários de 360 

pacientes, que a idade média de diagnóstico foi de 45 anos 42,8% dos casos eram do sexo 

masculino e 57,2% dos pacientes do sexo feminino. A prevalência de localização foi a seguinte: 

5% dos casos em cabeça e pescoço; 4,7% na região do tórax; 14,7% no abdome; 3,3% nas costas; 

15% nos membros superiores; 36,5% nos membros inferiores; e 6,4% na pélvis e no períneo.  

No Brasil, a incidência em 2017 foi de 6,67 por milhão, para a faixa de 0 a 14 anos; e 

de 7,54 por milhão para a faixa de 0 a 19 anos, com elevada morbidade e mortalidade geral 

em crianças e adolescentes do que em adultos (INCA, 2017). Apesar da etiologia dos 

sarcomas ainda ser pouco conhecida, a predisposição genética e exposição ambiental estão 

associadas a sarcomas específicos (FROEHNER; WIRTH, 2001). Existem relatos de que 

exposição ao cloreto de vinila, utilizada, extensivamente, na indústria de plásticos, tem sido 

claramente associada ao desenvolvimento de angiossarcoma hepático (ELLIOTT; 

KLEINSCHMIDT, 1997; COLLINS et al., 2014(b)). Também foi descrito que as radiações de 

5.000 cGy (RUBINO et al., 2005) podem ser associadas a sarcomas.  

Os sarcomas são derivados de tecidos mesenquimatosos (camada mesodérmica 

embrionária), que compreendem menos de 10% de todos os tipos de câncer (RIGGI et al., 

2007; CHEN et al., 2010). Podem ser classificados devido seu caráter heterogêneo em 

sarcoma ósseo primário e sarcoma de tecido mole (SKUBITZ; D’ADAMO, 2007).   O 

sarcoma ósseo primário inclui, principalmente, osteossarcoma, sarcoma de Ewing e 

condrossarcoma; sarcoma dos tecidos moles incluem, principalmente, leiomiossarcoma, 

sarcoma sinovial, rabdomiossarcoma e lipossarcoma (YOUN; MILANO; CONSTINE, 2014).  



38 

 

Entretanto, essa classificação foi mais bem definida com as análises de alterações 

moleculares e/ou patológicas (JEMAL et al., 2006), o que favoreceu a eficácia de terapias 

mais específicas (WARDELMANN et al., 2010). Os sarcomas podem ser definidos por sua 

patologia molecular. Análises citogenéticas apontaram para origem genética (MARIÑO-

ENRÍQUEZ, 2015; MARIÑO-ENRÍQUEZ; BOVÉE, 2016), como relatado a presença de 

alterações na via do retinoblastoma (RB), indicando que mutações do alelo RB estão 

associadas com maior risco de desenvolver sarcomas (CHAUVEINC et al., 2001).  

A exposição a radiações em pacientes com alterações do RB aumenta o risco para 

sarcomas (KLEINERMAN et al., 2005). Também existem relatos de que a síndrome de Li-

Fraumeni, causada por mutações em TP53, aumenta predisposição para rabdomiossarcoma 

(MALKIN et al., 1990; TRAHAIR; ANDREWS; COHN, 2007; GONZALEZ et al., 2009; 

MAGNUSSON et al., 2012) e mutações em NF1 (neurofibromatose tipo I), também, estão 

relacionadas ao sarcoma (KING et al., 2000). As análises citogenéticas apontaram para 

cariótipos de maioria diploides simples, com poucos rearranjos cromossômicos, e complexos 

oriundos de intabilidade genética (HELMAN; MELTZER, 2003), considerando os 

mecanismos genéticos subjacentes à sarcomagênese (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 sistêmica com doxorrubicina e ifosfamida (KASPER et al., 2007) e em 

sarcomas pediátricos, a quimioterapia seguida de cirurgia e/ou radioterapia (CHA et al., 2004; 

KAUSHAL; CITRIN, 2008). Entretanto, ainda são necessárias novas abordagens para a 

doença metastática (SHENG; MOVVA, 2016).  

Os sarcomas são um grupo de tumores malignos heterogêneos de origem 

mesenquimal, caracterizados por mais de 100 subtipos distintos (BRENNAN; ANTONESCU; 

MAKI, 2013; D'ANGELO, et al., 2014; KUMAR; BAJAJ; BODLA, 2016), dentre eles estão 

o fibrossarcoma, lipossarcoma, leimiossarcoma, rabdomiossarcoma, sarcoma epitelioide, e 

outros, dependendo do seu tecido de origem (GUILLÉN; COCKERELL, 2001; SEGAL et al., 

2003; HALDAR et al., 2007; SOUZA; SIQUEIRA, 2014). 

Os sarcomas atingem todas as idades, mas, assim como os carcinomas, são mais 

comuns em pacientes mais idosos. Aproximadamente 15% dos casos ocorrem em indivíduos 

com idade inferior a 15 anos, e cerca de 40% atingem pacientes com idade superior a 55 anos. 
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É importante ressaltar que são mais comuns no sexo masculino. Entretanto, incidências de 

gênero e idade exibem variações entre os tipos histológicos (FLEURY JR, 2006). 

Esses tumores são mais comuns nos ossos, músculos, tendões, cartilagens, nervos, 

gordura e vasos sanguíneos dos braços e pernas; mas, também, podem acontecer em outras 

áreas do corpo. Embora existam mais de 100 tipos de sarcoma, eles podem ser agrupados em 

dois tipos principais: sarcoma de partes moles e sarcoma ósseo ou osteossarcoma 

(MATSUMOTO et al., 2002; SAWAIZUMI; IMAI; MATSUMOTO, 2013). 

Os sarcomas de tecidos moles (STM) são neoplasias raras, correspondendo a menos de 

1% de todas as neoplasias malignas em adultos. No entanto, têm grande impacto para os 

pacientes por suas implicações terapêuticas e prognósticas (WEISS; GOLDBLUM, 2001; 

FLETCHER, 2013). Nos EUA, 12.390 novos casos de STM são diagnosticados a cada ano 

com 4.990 mortes. A incidência, 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 não existem dados exatos; porém, sabe-se que em São Paulo no ano de 1998 

foram diagnosticados 164 casos novos em homens e 222 em mulheres por 100 mil habitantes 

(ISHIHARA, 1998).  

Os STM são tumores malignos extra-esqueléticos de origem celular mesenquimal. São 

classificados de acordo com o tecido normal, a qual eles se assemelham; por exemplo, rabdo-

miossarcoma (músculo 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 o sarcoma extra-ósseo 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 população adulta são os 

sarcomas que se originam em extremidades, seguidos pelos sarcomas originados no tronco; 

enquanto o rabdomiossarcoma é considerado o tipo mais comum na infância (COINDRE, et 

al., 2001, CORMIER; POLLOCK, 2004; ARIFI et al., 2015). Os fatores de risco para o 

desenvolvimento da doença incluem exposição à radiação externa, com período de latência de 

10 anos, exposição ocupacional a agentes químicos, como herbicidas, ácidos fenoxiacéticos e 

clorofenóis e pacientes com linfedema crônico (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. É, tipicamente, 
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diagnosticado em adultos com idade média de 35 anos, havendo uma ligeira predileção pelo 

sexo masculino (LADANYI et al, 2002; HERZOG, 2005). Se apresenta como 

moderadamente sensível à quimioterapia citotóxica, com agentes como ifosfamida e 

antraciclinas (SPURRELL et al., 2005; AL-HUSSAINI et al., 2011). Difere das formas mais 

comuns de câncer em virtude de ter uma complexidade genética muito menor. Os sarcomas 

metastáticos e os recorrentes apresentam maior complexidade cromossômica (PRZYBYL et 

al., 2014). Geralmente, os tumores exibem figuras mitóticas, com poucos corpos apoptóticos. 

Na maioria dos casos, a progressão do tumor se dá de maneira lenta, de recorrência tardia e 

apresentando resistência à quimioterapia, o que é consistente com um fenótipo antiapoptótico 

(PELMUS et al., 2002). O tratamento se baseia na remoção cirúrgica ampla com radioterapia 

adjuvante ou neoadjuvante, que apresenta uma boa chance de cura para doença localizada 

(SULTAN et al., 2009).  

Ao analisar os casos de STM, nenhum fator etiológico característico é reconhecível. 

Porém, há causas reconhecidas que podem desencadear a doença, como: radioterapia, 

exposição química, quimioterapia, linfedema crônico, predisposição genética e trauma e corpo 

estranho (CORMIER et al., 2003; PISTERS et al., 2004). 

Os STM são onipresentes no seu local de origem, podendo desenvolver-se em 

qualquer parte do corpo e são, frequentemente, tratados com multimodal. Uma abordagem 

multidisciplinar é, portanto, obrigatória em todos os casos, envolvendo patologistas, 

radiologistas, cirurgiões, radioterapeutas, médicos oncologistas e oncologistas pediátricos, 

bem como especialistas em medicina nuclear e em órgãos (ESMO, 2014; RAVI, PATEL, 

BENJAMIN, 2015; ISSELS et al., 2018). Esses tumores apresentam potencial para 

estabelecer doença metastática; no entanto, o seu comportamento é dependente do subtipo 

histopatológico, tamanho e grau dos tumores, podendo variar de uma doença indolor com 

baixo potencial metastático, até uma doença que pode ser fatal em poucos meses (RAVI, 

PATEL, BENJAMIN, 2015). 

O tratamento padrão para a maioria dos pacientes com STM localizado, do tipo adulto, 

é a cirurgia e radioterapia pré e pós-operatória. A radioterapia não é necessária 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 não é um padrão 

para o tratamento desses tipos de sarcoma, sendo mais utilizadas em caso de pacientes que 

apresentam alto risco. A quimioterapia padrão de STM é 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 após o 

término da terapia. A história e o exame físico são os componentes mais úteis do 

acompanhamento para identificar possíveis recidivas locais após o tratamento 

definitivo. Estes devem ser realizados a cada três meses e radiografia de tórax deve ser feita a 

cada seis meses durante os dois ou três anos. A maioria dos especialistas recomenda que o 

local do tumor seja avaliado a cada seis meses por ultrassonografia ou ressonância 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 ósseos são, ainda, mais incomuns que os sarcomas de tecido mole, sendo 

responsáveis por 0,2% de todos os novos diagnósticos de câncer. Apesar de sua raridade, foi 

relatado ser o terceiro câncer mais comum na adolescência, fase em que linfomas e tumores 

cerebrais aparecem nas primeiras posições. Vale ressaltar que é extremamente raro em 

crianças antes dos cinco anos de idade (OTTAVIANI; JAFFE, 2010; KAGER, et al., 2010, 

LUETKE, et al., 2014). 

Estes tumores, geralmente, são localmente agressivos e tendem a produzir metástases 

sistêmicas precoces (RAYMOND; JAFFE, 2009). Exigem uma predileção por ocorrer na 

metáfise dos ossos longos e mais, comumente, no fêmur distal (43%), tíbia proximal (23%) 

ou úmero (10%). A apresentação típica inclui o aparecimento de dor e inchaço no osso 

afetado (BIELACK, et al., 2002; ISAKOFF, et al., 2015). 

O subtipo histológico tende a estar relacionado com a idade de diagnóstico onde, por 

exemplo, o osteossarcoma e sarcoma de Ewing são mais comuns em crianças e adolescentes. 

Embora o sarcoma ósseo afete, principalmente, a população mais jovem, certos tipos 

apresentam uma predileção pela população adulta, como o condrossarcoma que é, 

tipicamente, diagnosticado entre os 30 e 60 anos, e é o subtipo mais comum de sarcoma ósseo 

em adultos (DURFEE; MOHAMMED; LUU, 2016; KUMAR et al., 2018, STRAUSS; 

WHELAN, 2018). 

No momento do diagnóstico de osteossarcoma, cerca de 10 a 20% dos pacientes 

apresentam evidência macroscópica de doença metastática, mais comumente (90%) nos 

pulmões. No entanto, as metástases também podem se desenvolver raramente nos gânglios 

linfáticos (8-10%).  Um total de 30% a 40% dos pacientes com doença localizada 
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desenvolverão recorrência local ou distante (BACCI, et al., 2006; CHOU; GELLER; 

GORLICK, 2008; LUETKE, et al., 2014). Aproximadamente 90% das recaídas são 

metástases pulmonares que, geralmente, ocorrem nos primeiros dois a três anos. A recidiva, 

cinco anos após o tratamento inicial, é incomum, ocorrendo entre 1% e 2% de todos os 

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 

amputação. Hoje, o tratamento avançou para cirurgias complexas, que poupam os membros, 

juntamente com a utilização da quimioterapia (ISAKOFF, et al., 2015). No entanto, a 

ressecção cirúrgica completa, se possível, permanece essencial para cura. As atuais estratégias 

cirúrgicas se concentram em refinar a ressecção com o objetivo de preservar os tecidos não 

envolvidos, bem como utilizar novos tecidos esqueléticos e moldes biológicos e não 

biológicos como métodos de reconstrução para otimizar a função (YASKO, 2009; LUETKE, 

et al., 2014). 

A quimioterapia tem sido utilizada, atualmente, no pré-operatório e pós operatório, 

após a remoção da doença, incluido as metástases. O osteossarcoma é considerado resistente a 

aplicações de radioterapia. Abordagens terapêuticas suplementares, como a 

quimioembolização ou angioembolização, ablação térmica, ablação térmica por 

radiofrequência e crioterapia tem sido utilizadas em pesquisas experimentais para o 

tratamento da doença (CHOU; GELLER; GORLICK, 2008; SCHWARZ , et al., 2009; 

ERRANI, et al., 2011; LUETKE, et al., 2014). 

Recentemente, a maioria dos esquemas quimioterápicos 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 vários protocolos quimioterápicos.  A 

quimioterapia pré-operatória "neoadjuvante" é, geralmente, administrada por um período de 

cerca de oito a dez semanas antes da cirurgia. Segue ressecção cirúrgica e um breve lapso para 

permitir a cicatrização de feridas, a quimioterapia adjuvante pós-operatória é mantida por um 

período de outras 12–29 semanas (GELLER; GORLICK, 2010; SMELAND, et al., 2011). 

No Quadro 1, temos a classificação histológica dos sarcomas de tecidos moles 

cutâneos. 
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Quadro 1. Classificação Histológica dos Sarcomas de Tecidos Moles Cutâneos. 

 

 

 

Tumores Fibrosos 

 

Intermediários 

 

Fibromatose do adulto (incluindo palmar, 

plantar, peniana e knuckle pads) 

Fibrossarcoma infantil 

 

Malignos 

 

Fibrossarcoma do adulto 

Mixofibrossarcoma 

Sarcoma fibromixoide de baixo grau 

 

 

 

 

Tumores Fibro-histiocíticos 

 

 

 

 

Intermediários 

Fibroxantoma atípico 

Dermatofibrossarcoma protuberans 

(incluindo a forma pigmentada de Bednar) 

Fibroblastoma de células gigantes 

Fibro-histiocitoma angiomatoide 

 

Malignos 

 
Fibro-histiocitoma maligno 

 

 

Tumores Lipomatosos 

 

Intermediários 

 

 

 

Lipoma atípico (lipossarcoma bem 

diferenciado superficial / tumor lipomatoso 

atípico) 

 

 

Malignos 

 

Lipossarcoma (bem diferenciado, mixoide - 

células redondas, pleomórfico, indiferenciado 

Tumores de músculo liso e 

lesões relacionadas 

 

 

Malignos 

 

 

Leiomiossarcoma 

Tumor de músculo esquelético 

 

 

Maligno 

 

 

Rabdomiossarcoma 

 

Tumores de vasos sanguíneos e 

linfoides 

 

Intermediários 

 

 

Hemangioendotelioma 

 

 

Malignos 

 

Angiossarcoma 

Sarcoma de Kaposi 

Tumores perivasculares 

 

Malignos 

 

Tumor glômico maligno 

Hemangiopericitoma maligno/ Tumor fibroso 

solitário maligno 

 

Tumores de bainha neural 

periférica e lesões relacionadas 

 

Malignos 

Tumor maligno de bainha perineural 

(TMBNP) 

Tumores paraganglionares 

 

 

Maligno 

 

Paraganglioma maligno 

Tumores ósseos e 

cartilaginosos extra-

esqueléticos 

 

 

Maligno 

 

Condrossarcoma 

Osteossarcoma extra-esquelético 

  Sarcoma sinovial 
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Tumores Miscelânea Maligno 

 

Sarcoma alveolar de partes moles 

Sarcoma epitelioide 

Tumor desmoplástico de células redondas 

pequenas 

Tumor rabdoide extra-renal maligno 

Fonte: Adaptado de Enzinger & Weiss, 2001. 

 

3.2 Quimioterapia no câncer 

 

Diversos protocolos são usados ao tratamento quimioterápico do câncer de mama, 

entre eles: FAC (Fluorouracil + Doxorrubicina + Ciclofosfamida) nas doses de 500/50/500 

(mg/m2) a cada 21 dias por 6 ciclos; e AC (Doxorrubicina + Ciclofosfamida) nas doses de 

60/600 (mg/m2), a cada 21 dias por quatro ciclos, seguido ou não de paclitaxel (Taxol) 80 

mg/m2 semanal por 12 ciclos (protocolo AC-T). O tratamento adjuvante, que consiste em 

quimioterapia após cirurgia, é orientado a todas as mulheres com risco elevado de recorrência 

neoplásica, todas com linfonodos axilares acometidos, pacientes com tumores maiores que 

1cm de diâmetro, mesmo sem comprometimento linfonodal axilar; e, pacientes sem 

acometimento linfonodal, com qualquer diâmetro tumoral, mas com grau celular 

indiferenciado e idade inferior a 35 anos (GUIMARÃES, 2004; LYMAN et al., 2013).  

O protocolo AC tem aplicação terapêutica no tratamento neoadjuvante, ou seja, antes 

da cirurgia para a redução do tumor, sendo considerado como padrão terapêutico em pacientes 

com câncer avançado (VRIENS et al., 2013), com efetividade para quimioterapia pós-

operatória, com sobrevida de pacientes com câncer de mama primário operável (FISHER et 

al., 1990; VON MINCKWITZ, 2013). O protocolo AC-T é comumente usado em recidiva, 

detentores de linfonodos positivos de uma doença mais agressiva. Consiste na associação de 

60 mg/m2 de doxorrubicina e de 600 mg/m2 de ciclofosfamida, 80 mg/m2 de taxol, 

semanalmente, durante 12 semanas. O taxol pode atuar em células que estão em divisão, 

bloqueando a despolimerização dos microtúbulos no ciclo celular. No final da mitose, pode 

resultar em efeitos clastogênicos ou aneugênicos, podendo ocasionar a formação de 

micronúcleos (SPARANO et al., 2018). Os agentes quimioterápicos induzem danos 

mutagênicos e clastogênicos ao DNA, incluindo adutos de DNA, erros de replicação, quebras 

e ligações cruzadas (SÁNCHEZ-SUÁREZ et al., 2008; GUERREIRO et al., 2013).  

É fato que os subtipos de câncer de mama têm prognósticos próprios com respostas à 

quimioprofilaxia e à quimioterapia distintas. Desvendar esses comportamentos, além de 

auxiliar na compreensão da etiologia do tumor, é fundamental para o desenvolvimento de 
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estratégias de prevenção (BARNARD; BOEKE; TAMIMI, 2015). A falta de especificidade e 

seletividade no tratamento do câncer resulta em efeitos prejudiciais ao paciente por inteiro. 

Esta situação induz a necessidade do desenvolvimento de novas abordagens com ênfase na 

compreensão de alterações dos mecanismos envolvidos para síntese de ácidos nucleicos, 

proteínas e lipídios, potencialmente relacionados com o desenvolvimento do câncer. A 

monitorização bioquímica, também poderá ser uma importante ferramenta  que leve a 

compreender melhor a biologia do câncer, resultando em diagnóstico precisos e sucesso nos 

tratamentos (ALMEIDA et al., 2005; ABRAMCZYK; BROZEK-PLUSKA, 2016).  

Os quimioterápicos apresentam distintos mecanismos de ação e são classificados em: 

agentes análogos 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); antimetabólitos, como os 

antagonistas do ácido fólico (metotrexato, permetrexato e raltitrexato), os análogos da purina 

(mercaptopurina, tioguanina e cladribina) e os antagonistas da adenosina (pentostatina e 

fludarabina); os agentes inibidores dos microtúbulos, como os alcaloides da vinca (vincristina 

e vimblastina) e os taxanos (paclitaxel e docetaxel); os antibióticos, e os inibidores das 

topoisomerases (irinotecano, topotecano, etoposídeo e teniposídeo) (SILVA, 2006; 

CHEUNG-ONG, GIAEVER ; NISLOW, 2013). 

 

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

 

O 5-Fu (Figura 6) é um  antimetabólito inibidor da síntese de monofosfato de timidina 

- TMP (HEIDELBERGER et al., 1957), que induz citotoxicidade devido à ação de enzimas 

intracelulares  5-fluoro-uridina-5'-trifosfato (FUTP), 5-fluoro-2'-desoxiuridina-5'-monofosfato 

(FdUMP) e 5-fluoro-2'-desoxiuridina-5'-difosfato (FdUDP) (PARKER; CHENG, 1990; 

ZHAO et al., 2010). A FUTP causa danos ao RNA pela substituição da UTP a  FdUDP após a 

ação de DNA polimerase, substitui a timidina-5’-trifosfato (TTP) e incorpora-se ao DNA, 

impedindo sua síntese (GREM, 1997; TOKUNAGA et al., 2000).  
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Figura 6. Estrutura quimica do 5- Fluorouracil. 

 

 

O 5-Fu vem sendo aplicado em terapias de cânceres gastrointestinal, mama, de 

próstata, cânceres de células escamosas do colo uterino, adenocarcinoma, e em tumores 

ginecológicos (LUJÁN et al., 2002; ZHAO et al., 2010; RAHANGDALE et al., 2014). 

Entretanto, estudos apontam que o antineoplásico induz cardiotoxicidade e inibição da 

produção de hemácias pela medula óssea (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 

geração de ERO’s, utilizando dois mecanismos distintos: ciclagem redox, através do qual 

produz quinona e os radicais de oxigênio; e um tipo de reação de Haber-Weiss, catalisada 

pelo complexo de Fe-DOX, através do qual são gerados radicais •OH (KASAPOVIĆ et al., 

2010). 

Entretanto, estudos relatam que esta antraciclina impede a topoisomerase II de se 

religar às 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 síntese de proteínas 

(KIM et al., 2014). Sua ação sobre a topoisomerase II pode induzir eventos genotóxicos letais 

(KIM et al., 2017). Ao se intercalar com o DNA pode oxidar, metilar e alquilar esta molécula, 

resultando na formação de pontes entre as cadeias. Pode induzir estresse oxidativo e ativação 

da proteína p53 (MINOTTI et al., 2004). Cabe relatar que a DOX é mutagênica, pois induz a 

formação de micronúcleos por efeitos clastogênicos (GUERREIRO et al., 2013). 
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Figura 7. Estrutura quimica da Doxorrubicina. 

 

 

Em síntese, as antraciclinas podem induzir: 1) intercalação ao DNA, proporcionando a 

inibição da síntese de macromoléculas; 2) geração de radicais livres, resultando em dano ao 

DNA ou peroxidação lipídica; 3) enovelamento do DNA e alquilação do mesmo; 4) ligação 

covalente entre as cadeias de DNA (DNA crosslinks); 5) interferência com o enovelamento do 

DNA, ou interferência na separação da fita do DNA e na atividade da helicase; 6) efeito direto 

na membrana celular; 7) indução de dano ao DNA por inibição da topoisomerase - II (top2); e 

8) indução de apoptose por resposta da inibição da top2 (GEWIRTZ, 1999).  

A DOX é indicada no tratamento de câncer de mama na pós-menopausa (SÁNCHEZ-

SUÁREZ et al., 2008; MARSH; LIU, 2009) e em situações onde há resistência à terapia 

endócrina (KIM et al., 2014), No entanto, ocasiona efeitos colaterais (mielossupressão, 

náuseas, vômitos, perda de peso, arritmias e morbimortalidade); e crônicos (cardiomiopatia 

grave com desenvolvimento da insuficiência cardíaca congestiva) (SINGAL; DEALLY; 

WEINBERG, 1987; OLSON et al., 2007; CAGEL et al., 2017) e cardiotoxicidade (HANNA 

et al., 2014).  

 

3.2.3 Agente alquilante - Ciclofosfamida (CPA) 

 

A CPA (Figura 8), derivado da mostarda nitrogenada,  induz diferentes danos ao 

DNA, tais como: aberrações cromossômicas e mutações genéticas (VAGHEF et al., 1997; 

SÁNCHES-SUÁREZ et al., 2008).  Tem predileção pelo ciclo celular, induzindo ligação 

cruzada, gerando fragmentação das hélices de DNA, interferindo em sua síntese e função, 

devido sua ação na indução de quebras de fitas simples de DNA (HENGSTLER et al., 1997), 

pode, ainda, formar ligações interfilamentares com o DNA que necessitam ser metabolizadas 
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pelas fosfamidases (enzimas microssomais hepáticas) (ALMEIDA et al., 2005), além de 

formar aductos de DNA e gerar ERO’s (HAENEN, 1988).  

 

Figura 8. Estrutura química da Ciclofosfamida. 

 

 

A CPA não é metabolizada no interior das células cancerosas, mas sim por oxidases de 

função mista hepática (citocromo P450 2B1) e os seus metabólitos (Figura 9) são entregues 

nas células neoplásicas através da corrente sanguínea (TAKAMIZAWA et al., 1975; 

GRAHAM; RILEY; KERR, 1991). Seu potencial eletrofílico permite alterações no DNA por 

substituição de um átomo de hidrogênio por um grupo alquila em condições fisiológicas 

(HERZON, 2017). Pode induzir mielossupressão, nefrotoxicidade, bradicardia, câncer 

secundário de bexiga e estômago devido à falta de seletividade (BATISTA et al., 2015; 

TELES et al., 2017). 
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Figura 9. Ciclofosfamida e seus metabólitos.  
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Fonte: Adaptada de Graham, Riley e Kerr (1991). 

 

 

3.2.4 Agente inibidor dos microtúbulos - Taxol 

 

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

árvore da espécie Taxus brevifolia, encontrada no Pacífico (ZOCHER et al., 1996), que atua 

em células que estão em divisão, bloqueando a despolimerização dos microtúbulos no ciclo 

celular e a progressão das células em fase G2 e M, podendo reultar em efeitos clastogênicos 

ou aneugênicos (CALABRESI; CHABNER, 1996; SALMON; SARTORELLI, 2003; TAME 

et al., 2017). 
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Figura 10. Estrutura molecular do Taxol. 

 

 

O Taxol vem sendo utilizado para tratamento do câncer de mama, ovário e pulmão 

(VOROBIOF et al., 2004; MÜLLER et al., 2014), mas pode induzir toxicidade hematológica, 

cardiovascular e neuropatia periférica (DONATI; CASTRO, 2011). Entretanto, em conjunto 

com a CPA, no protocolo AC seguido de taxol (AC-T), são consideradas as drogas mais 

potentes na terapêutica do câncer de mama (VRIENS et al., 2013; EARL et al., 2014), 

especialmente, em terapia adjuvante para câncer de mama em estágio inicial (LYMAN et al., 

2013).  

 

3.3 Modelos de estudo em oncologia 

 

O aparecimento de tumores espontâneos, induzidos por carcinogênicos e/ ou por vírus 

primários são alguns dos sistemas empregados na pesquisa do câncer. O uso destes modelos 

experimentais está sendo de grande relevância no descobrimento de novos fármacos 

antineoplásicos, como também no aperfeiçoamento dos métodos para prevenir, diagnosticar e 

tratar a doença em humanos (SILVA, 2014).  

A descoberta de vários compostos usados no tratamento clínico de tumores tem 

acontecido graças ao desenvolvimento da oncologia experimental. A quimioterapia do câncer, 

seja em animais (em experimentos), ou em humanos, tem como intuito reduzir a quantidade 

de células neoplásicas viáveis, evitando recidivas (PESSOA et al., 2000; SILVA, 2014).  

Os estudos in vitro e in vivo são importantes ferramentas utilizadas na pesquisa 

biológica, antes que estudos clínicos sejam realizados nos seres humanos. Nos últimos anos, 

vários esforços foram empregados para entender o processo de tumorigênese. A maioria do 

conhecimento, que se tem sobre a carcinogênese, decorre da análise in vitro de tecidos 

tumorais em estado avançados de desenvolvimento, extraídos a partir de pacientes. Essa 



51 

 

prática descobriu muitas questões sobre mudanças genômicas exibidas pelas células tumorais. 

Por outro lado, pouco colaborou na aquisição de informações sobre as causas que influenciam 

os estágios iniciais do seu desenvolvimento in vivo. Inúmeros modelos animais foram 

apresentados nos últimos anos, com o intuito de descobrir várias questões referentes ao câncer 

in vivo. Os camundongos são muito usados como instrumentos de estudos biológicos, 

sobretudo no campo da imunologia, oncologia e genética (PANTALEÃO; LUCHS, 2010). 

 

3.3.1 Modelos in vitro 

 

Para o estudo de medicamentos contra o câncer, indústrias farmacêuticas e 

pesquisadores realizam um conjunto de testes in vivo e in vitro para examinar a eficácia 

preliminar, toxicidade e farmacocinética de substâncias antes que se iniciem os estudos em 

humanos (JUNOD, 2013; MAK; EVANIEW; GHERT, 2014). No entanto, a utilização do 

modelo in vivo, por meio de experimentação em animais, é bastante limitado devido à 

viabilidade dos experimentos, disponibilidade de animais e preocupações éticas. Essas 

limitações levam muitos pesquisadores a escolherem os modelos in vitro. Esses modelos 

podem ser mais rigidamente controlados, são menos caros e consomem menos tempo do que 

os modelos animais. Além disso, podem ser usados para avaliar um grande número de 

diferentes combinações de parâmetros 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 à oncologia, permitindo o estudo dos mecanismos moleculares 

envolvidos na carcinogênese e a identificação de marcadores de diagnóstico e prognóstico 

úteis para a decisão terapêutica (FRESHNEY, 1987; GUZMAN; JORDAN, 2004). Existem 

inúmeros protocolos que se utilizam da cultura de células normais ou tumorais para o estudo 

de potenciais substâncias anticancerígenas (MAHER et al., 2017; CHEN et al., 2017(a); 

NASTKE et al., 2017; RIBEIRO et al., 2018). 

Para o estudo do câncer de mama, já foram realizados estudos com vários 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 utilização da cultura desses 

diferentes tipos celulares do câncer de mama e diferentes tratamentos, com diversos objetivos, 

geralmente são realizados ensaios de viabilidade celular (MTT), PCR e RT-PCR, ensaio de 

invasão celular e Análise de Western blot (LIMA et al., 2014). Utilizando-se desses tipos 

celulares já foram realizados, por exemplo, o bloqueio da via de sinalização de Stat 3 por 
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moléculas peptíticas no câncer de mama (SONG et al., 2005), a demonstração de que o 

potássio aumenta os efeitos antitumorais do ácido ascórbico em linhagens de células de câncer 

de mama in vitro (FRAJESE et al., 2016), as vantagens de se utilizar a Hesperedina como 

agente de resistência preventiva em células resistentes à doxorrubicina (FEBRIANSAH et al., 

2014), as propriedades antitumorais do Riluzol e sua ação independente do receptor de 

glutamato metabotrópico-1 (SPEYER et al., 2016), além de diversos outros estudos, 

demonstrando a importância da utilização dos modelos in vitro (HUGO et al., 2017; 

PRABHU et al., 2017). 

No entanto, existem diversas limitações do modelo in vitro que ainda tornam essencial 

a utilização dos modelos animais. Entre elas, podemos citar a alteração das linhagens 

celulares na cultura de células (alteração genética e de mRNA); a falta da retenção da 

heterogeneidade tumoral presente no câncer primário; 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, já foram prejudicadas 

pelas limitações inerentes aos modelos experimentais de cultivo em monocamada ou 

bidimensional (2D) (KIM et al., 2004). 

 Buscando sanar essas limitações, novos modelos de cultura de células estão 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 condições da cultura celular in vitro da situação in vivo (MAK et al., 2014; 

BENTON, et al., 2014; FONG et al., 2016). 

Existem inúmeros estudos se utilizando de células de sarcoma in vitro, demonstrando: 

a indução da morte celular programada pelo Trióxido de arsênio (CHIU et al., 2015), o papel 

da Mitramicina em induzir a atividade antiproliferativa de agentes quimioterápicos em células 

de sarcoma de Ewing (RAY et al., 2017), a potente atividade antitumoral do MLN0128, 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 são alternativas experimentais para a utilização 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 

Hipócrates observou a similaridade anatômica de órgãos humanos doentes com os de animais 

(GRAGNANI; MORGAN; FERREIRA, 2003). Mesmo com a implantação de novas 

tecnologias de estudo in vitro, a utilização de animais ainda é essencial para o estudo de 

modelos oncológicos. As diferentes metodologias de modelos animais em oncologia, 

geralmente, apresentam os mesmos objetivos, a cultura de células e tecidos destinados à 

pesquisa in vitro ou/e a utilização de animais de laboratório destinados à 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 

mamárias induzidas pela administração de cancerígenos químicos em roedores são 

ferramentas, extremamente, úteis para o estudo das múltiplas etapas da carcinogênese 

mamária. Em geral, as neoplasias mamárias induzidas quimicamente pelo DMBA são 

carcinomas agressivos hormônio-dependentes. 

Dentre os modelos experimentais utilizados para estudo de carcinoma mamário, os 

aplicados em ratas são os mais fáceis de entender o mecanismo de desenvolvimento do 

câncer, sendo, por esse motivo, mais utilizados em pesquisa clínica. Alguns critérios 

observados na indução química de câncer de mama são: desenvolvimento acelerado do câncer 

de mama; desenvolvimento do tumor apenas no tecido mamário; semelhança nas 

características de crescimento com os tumores mamários humanos; o produto químico 

utilizado deverá causar pouca ou nenhuma toxicidade sistêmica no animal e as características 

histológicas devem ser semelhantes com os tumores encontrados em humanos (ESTELLER, 

2007). 

 

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

 

Dentre as pesquisas que se utilizam de animais experimentais para o estudo in vivo no 

ramo da oncologia, podemos citar a indução de tumor por carcinógenos. A indução de câncer 

em roedores já se mostrou útil para o estudo de agentes de quimioprevenção, possibilitando a 

compreensão de processos de mutação, estresse oxidativo e inflamação, que ocorrem durante 

a carcinogênese. Além disso, possibilida a identificação de novos alvos moleculares para 

potencial quimioprevenção. Um desses modelos é a utilização do 7,12-dimetilbenz (α) 
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antraceno (DMBA), um hidrocarboneto policíclico aromático (HPA) (TEICHER; FREI, 

2000; SPORN; LIBY, 2005; TEICHER, 2006).  

Os HPA’s são poluentes atmosféricos dispersos abundantemente no ecossistema, 

encontrados no fumo do cigarro, charutos, combustão de combustíveis, carvão e até mesmo 

detectados em alimentos cozidos (RAVINDRA; SOKHI; GRIEKEN, 2008). Em meio às 

várias classes de HPAs, o 7, 12-dimetilbenz (α) antraceno (DMBA) é um carcinogênico e 

imunossupressor bem conhecido, usado em modelos de roedores para o estudo do 

câncer (CHATTERJEE et al., 2010; VEYRAND et al., 2013). O DMBA (Figura 11) é 

constituído por quatro anéis aromáticos organizados de forma angular e dois grupos metil. É 

um HPA de massa molecular 256,34 g/mol. Dentre os modelos que utilizam este composto, 

podemos citar os modelos de indução da carcinogênese na boca, fígado, glândula mamária e 

pele em roedores (SAHA; ROY; KHUDA-BUKHSH, 2012; MINARI; OKEKE, 2014; 

RIBEIRO et al., 2015). 

 

Figura 11. Estrutura química 7, 12-dimetilbenz (α) antraceno (DMBA) 

 

Fonte: SIGMA-ALDRICH; 2014. 

 

Numerosos estudos mostraram que o DMBA pode ser usado para induzir carcinoma 

de mama experimental em ratos e que este processo envolve a interrupção do balanço redox 

do tecido. Por sua vez, isso sugere que as alterações bioquímicas e distúrbios fisiopatológicos 

podem resultar do dano oxidativo. A ativação do DMBA leva à produção de radicais cátions, 

radicais livres e metabólicos de oxigênio. Dessa forma, o estresse oxidativo gerado produz 

efeitos deletérios ao iniciar a peroxidação lipídica. Logo, o DMBA pode induzir a geração de 

substâncias oxidativas em vários órgãos, uma propriedade que lhe tornou uma boa alternativa 

para o estudo de modelos in vivo (DAVIS, KUTTAN, 2001; ANBUSELVAM; VIJAYAVEL; 



55 

 

BALASUBRAMANIAN, 2007; VINOTHINI, MURUGAN, NAGINI, et al., 2009; 

BENAKANAKERE et al., 2010; KRISHNAMOORTHY; SANKARAN, 2016) 

O modelo de câncer de mama, que utiliza o DMBA, apresenta características 

relevantes como homogeneidade, reprodutibilidade e geração de tumores de forma rápida. O 

DMBA é considerado um pró-carcinógeno, que necessita ser convertido em seu metabólito 

secundário definitivo, o DMBA – 3,4-dihidrodiol-1,2-epóxido, em um processo que ocorre 

com a participação das enzimas microssomais CYP-1 (MOON et al., 1996).  

O DMBA quando administrado é biotransformado, rapidamente absorvido no trato 

gastrointestinal e acumulado no tecido adiposo. A glândula mamária apresenta como 

característica o acúmulo de tecido adiposo. Tendo isso em vista a mama é considerada um 

local de tropismo para o DMBA. Dessa forma, esta é mais uma evidência que o DMBA é uma 

substância apropriada para os estudos de carcinogênese na glândula mamária (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 sólida na axila direita de um camundongo albino, foi denominado 

como Tumor de Crocker. Esse tumor foi, primariamente, classificado como carcinoma 

mamário; mas, após várias transplantações subcutâneas, observou-se que suas características 

morfológicas e seu comportamento eram característicos de um sarcoma e passou, então, a ser 

chamado de Sarcoma 180 (QI; XU, 2006, SILVA, 2014).  

Em 1951, logo após a inoculação intraperitonial do fluido leitoso do Sarcoma 180 

(sólido) em camundongos swiss, o pesquisador Charlotte Friend apresentou a forma ascítica 

do tumor nos animais, na qual foi possível perceber que muitos tumores, depois da terceira 

semana de implante, desenvolvem necrose, levando os animais a óbito devido à desnutrição, 

toxemia e septicemia (SILVA, 2014). 

Existem algumas condições que favorecem o uso de experimentos com tumores 

transplantáveis na forma ascítica, tais como a facilidade na padronização do número de 

células a serem inoculadas; quantificação do crescimento e regressão da massa tumoral, 

quando for o objetivo do estudo; possibilidade de realizar um estudo comparativo, utilizando 

dos mesmos métodos de pesquisa, na corrente sanguínea e nos fluidos corporais (NERY, 
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2004). O tumor na forma ascítica é intensamente utilizado em sistemas experimentais, uma 

vez que facilita a definição da quantidade de células que serão transplantadas, o que permite 

certo grau de controle. O tumor se desenvolve na forma sólida desde que seja inoculado por 

via subcutânea ou intramuscular em camundongos; e cresce na forma ascítica quando 

inoculado por via intraperitoneal (MATSUZAKI et al., 2004; BERGAMI-SANTOS; 

MARIANO; BARBUTO, 2004). 

A identificação da progressão tumoral está sinalizando o desenvolvimento de novas 

possibilidades terapêuticas tendo como alvo células presentes no microambiente tumoral. 

Desta forma, torna-se importante a elaboração de novas estratégias com o restabelecimento do 

controle do ciclo celular por meio de agentes, que atuem nos pontos de checagem, 

disponibilizando de estratégias viáveis na terapia anticâncer (CRAGG et al., 2018).  

O entendimento da biologia molecular do câncer necessita de estudos in vivo, a 

exemplo dos modelos tumorais de Sarcoma. Segundo Quesada e Amaton (2012) esse tipo de 

câncer apresentam como características moleculares aberrações tais como mutações, deleção 

intergenes, amplificações de genes e translocações.. O transplante de células sarcomatosas 

pode ser realizado via inoculação subcutânea, intramuscular ou intraperitoneal, com 

crescimento em até 100% dos casos (WAL et al., 2002).  

Existem diversos estudos demonstrando a utilização das células S180 para a pesquisa 

de novos antitumorais, bem como para avaliar o efeito do tumor e de metástases 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 são uma linhagem maligna, 

heterogênea de células de tumor, desenvolvido naturalmente em camundongo, de origem 

mesodérmica e seu crescimento é observado em uma ampla gama de metástases (LEE et al., 

2003; BRITTO et al., 2012).  

 

Figura 12. Modelo murino de Sarcoma 180 

 
         Fonte: Adaptado de Sung et al., (2007). 
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Nos modelos animais, geralmente, essas células são injetadas por via subcutânea na 

virilha esquerda dos animais. Após a realização 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; YI et al., 2017).  É um modelo clássico utilizado, um dos motivos é o seu 

rápido crescimento, uma vez que as células do Sarcoma 180 crescem rapidamente, podendo 

chegar após sete dias de inoculação a um tamanho de 15x11x8 mm (SUGIURA, STOCK, 

1952). 

 

3.4 Biomarcadores Citogenéticos 

 

A avaliação da toxicidade genética é de importância para identificar e caracterizar o 

papel de mutágenos e carcinógenos na saúde humana, na mensuração de danos primários, de 

mutações em genes, danos em cromossomos para avaliação de riscos de instabilidade genética 

e de efeitos carcinogênicos (ZEIGER et al., 2015). A genotoxicidade pode ser induzida por 

agentes químicos e/ou físicos que interagem com o DNA, bem como por outros caminhos 

celulares, podendo ocasionar adutos, quebras de fitas, mutações de ponto e alterações 

estruturais e numéricas aos cromossomos (BAUMSTARK-KHAN; HELLWEG; REITZ, 

2010; GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015). Cabe enfatizar que essas alterações podem 

iniciar o desenvolvimento do câncer e também ocasionar impactos na fertilidade, contribuir 

para alterações hereditárias e prejudicar a saúde do ecossistema (BAUMSTARK-KHAN; 

HELLWEG; REITZ, 2010).  

Essas alterações no material genético podem ser detectadas com aplicação de 

biomarcadores citogenéticos e/ou moleculares, em especial para o entendimento 

epidemiológico do câncer, pois fornecem informações sobre as diferenças individuais 

(COLLINS et al., 2014a). Estudos apontam que as alterações cromossômicas em linfócitos de 

sangue periférico são associadas ao risco de câncer (KYRTOPOULOS et al., 2006; GOYAL 

et al., 2016). Diversas agências regulatórias de drogas, na Europa e nos Estados Unidos, 

recomendam testes em roedores para avaliação de fármacos quanto à genotoxicidade, em 

benefícios da saúde humana, como pré-requisito para sua liberação terapêutica (ABRAHAM; 

BALLINGER, 2012).  

Assim, os biomarcadores citogenéticos, na avaliação de danos induzidos pelos 

fármacos ao DNA, são determinantes e quantificáveis de eventos biológicos que permitem a 

predição de anormalidades nucleares indicativas de neoplasias. A exemplo do teste de 

micronúcleos, que é capaz de evidenciar danos cromossômicos causados por agente 
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citotóxicos in vivo, e ex vivo (FENECH; MORLEY, 1985; LADEIRA et al., 2015). Para 

detecção de efeitos genotóxicos, a associação de bateria de testes rápidos 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 aberrações cromossômicas, micronúcleos para avaliação de 

toxicidade, genotoxicidade e carcinogenicidade. Esses, também, são testes rotineiramente 

mais empregados na indústria farmacêutica (KIRKLAND et al., 2006; FEI et al., 2015).  

  Os carcinógenos são classificados em genotóxicos e não genotóxicos. Muitos 

carcinógenos genotóxicos têm sido reportados como causa de tumores. A avaliação de 

genotoxicidade de químicos, incluindo a identificação dos seus mecanismos de ação, são 

importantes para estabelecer as diferenças entre os carcinógenos em benefício da saúde 

humana, especialmente na indústria farmacêutica (SHARIF et al., 2016).  O potencial 

genotóxico de carcinógenos é avaliado usando testes com bactérias, a exemplo do teste de 

mutação (AMES) (AMES; LEE; DURSTON, 1973). Para ser considerado carcinógenos, os 

compostos devem exibir genotoxicidade in vivo em roedores com o uso dos biomarcadores de 

micronúcleos e aberrações cromossômicas em mamíferos (GOLLAPUDI et al., 2011).  

Para a farmacogenômica, ainda é necessário a influência do polimorfismo genético, 

variações na expressão dos genes em populações frente ao metabolismo de xenobióticos. 

Vários testes in vivo e in vitro são aplicados recentemente de forma associada com modelos 

computacionais (WOO et al., 2014). Os testes toxigenômicos podem apontar mecanismos 

moleculares que favorecem a entendimento dos modos e mecanismos de ação de compostos 

genotóxicos e carcinógenos e de carcinógenos não genotóxicos, com predição de riscos para a 

carcinogênese, por meio da seleção de genes que atuam em vias de sinalização celular, a 

exemplo do gene p53 (EICHNER et al., 2014).  

 Novos testes in vitro de toxicidade genética, com a identificação de genes associadas 

às respostas celulares de fármacos e/ou drogas (SUZUKI et al., 2014), devem ser 

incorporados de forma combinada em estudos toxicológicos com foco inicial para a 

identificação de mecanismos moleculares, que podem levar a perturbações com efeitos 

adversos (KELLER et al., 2012; BERG et al., 2011). As avaliações da diversidade de efeitos 

moleculares, incluindo os efeitos epigenéticos, são de importância em análises toxicológicas, 

especialmente com a aplicação de testes in vitro. Estas análises contribuem para a saúde 

humana, animal e ambiental (GUNDERT-REMY et al., 2015). 

3.4.1 Teste em Saccharomyces cerevisiae 
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A S. cerevisiae é um fungo unicelular que cresce tanto em condições anaeróbicas 

como aeróbicas. 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 razão da 

sua notável semelhança às células de mamíferos no que se referem às macromoléculas, 

organelas e um grande número de proteínas com alta homologia com proteínas humanas. É 

utilizado em pesquisas sobre mutagênese, reparo de DNA e mecanismos que respondem ao 

estresse oxidativo (COSTA; MORADAS-FERREIRA, 2001). 

Algumas das propriedades tornam a levedura, particularmente, apropriada para 

estudos biológicos de estresse oxidativo. Trata-se de um organismo provido de núcleo e de 

organelas com metabolismo semelhante a de eucariotos superiores. Além disso, apresenta 

crescimento rápido, segurança e possui um sistema genético bem definido. S. cerevisiae foi o 

primeiro organismo eucarioto a possuir o genoma, completamente, sequenciado e depositado 

em bancos de dados especializados, permitindo a clonagem de diferentes genes, sua rápida 

identificação e caracterização, o que facilita a compreensão da sua função celular (JONES et 

al., 2008; PEÑA-CASTILLO; HUGHES, 2007). 

S. cerevisiae possui uma variedade de mecanismos de defesas contra danos oxidativos 

tanto enzimáticos como não enzimáticos. O mecanismo enzimático é constituído de enzimas 

superóxido dismutases, redutases, catalases, peroxidorredoxinas, glutarredoxinas e glutationa 

transferases e é utilizado para manter o balanço redox nesse organismo (HERRERO et al., 

2008). Quanto ao mecanismo não enzimático, cita-se a glutationa reduzida (GSH). Vários 

estudos têm demonstrado que a GSH é uma importante molécula antioxidante em leveduras. 

Além disso, em condições de restrição alimentar, a GSH também pode ser utilizada como 

fonte de nitrogênio e enxofre pela levedura (MEHDI e PENNINCKX, 1997). Outras 

moléculas envolvidas na proteção contra o estresse oxidativo em S. cerevisiae são: trealose, 

metalotioneína, tiorredoxina e glutarredoxina (OHTAKE; SATOU; YABUUCHI, 1990; 

SUIZU et al., 1994; STEPHEN; JAMIESON, 1998).  

 A Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces pombe são importantes para mensurar 

os mecanismos de alterações na fidelidade de replicação, sensibilidade a lesões no DNA, bem 

como os mecanismos de respostas celulares a esses danos (SKONECZNA; KANIAK; 

SKONECZNY, 2015). Em estudos toxicogenéticos, o teste com leveduras é, também, um 

bom modelo de células eucarióticas com muitos genes funcionais e ortólogos aos dos 
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humanos e pode ser usado na identificação de genes susceptíveis à toxicidade (NORTH et al., 

2011).  

 A levedura S. cerevisiae é importante para estudar respostas ao estresse oxidativo. 

Dentre as razões, pode-se destacar: a) a levedura apresenta um elevado grau de homologia 

com o genoma humano; b) existem muitas proteínas que são similares funcionalmente com as 

proteínas humanas; c) possui um sistema cuja manipulação genética é razoavelmente fácil e 

mais barato que outros modelos; d) as bases de dados são as mais completas de todos os 

modelos eucarióticos (DE LA TORRE-RUIZ; PUJOL; SUNDARAM, 2014); e, e) 

metabolismo de detoxificação semelhante ao dos eucariotos superiores o qual está ausente nas 

bactérias. S. cerevisae consegue realizar todas as tarefas básicas que as células eucarióticas 

podem fazer.  

 

3.4.2 Ensaio Cometa 

 

 O Ensaio Cometa, conhecido como eletroforese em gel de célula única, (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 

micronúcleos in vivo, para avaliação do potencial genotóxico de químicos carcinógenos pela 

indução dos danos ao DNA e eficácia de reparo (KANG et al., 2013). Na sua versão alcalina 

(pH alcalino (>13), apresenta mais sensibilidade para identificação de agentes genotóxicos 

(NESSLANY et al., 2007; DHAWAN et al., 2009; VALVERDE; ROJAS, 2009; 

CORREDOR et al., 2016), por detectar diversos danos tais como: quebras de fita única e 

dupla, sítios álcali-lábeis 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, não tem efeitos na detecção de mecanismos aneugênicos e/ou 

clastogênicos, que são eventos associados à carcinogenicidade e mecanismos epigenéticos 

(COLLINS, 2004), com sensibilidade na identificação de  lesões pré-mutagênicas, de reparo, 

utilizando qualquer tipo de células nucleadas e não exigindo que as mesmas se encontrem em 

divisão (LEAL et al., 2009). O Ensaio Cometa pode ser aplicado em estudos de 

monitoramento clínico, entendimento da patogênese do câncer e de doenças degenerativas, 

predição de tumores, radiações e quimioterapias e estudos de infertilidades, assim como 

avaliação de riscos ocupacionais e ambientais (STANG, 2010; TICE, 2015; 

GUNASEKARANA; GLADWIN; CHAND, 2015), além de monitoramento de exposição a 
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antineoplásicos (GOMES JÚNIOR et al., 2015). Diversas células podem ser usadas em 

estudos de biomonitoramento clínico, tais como: células mononucleares do sangue periférico, 

células do epitélio bucal, nasal, epitelial, espermas, bem como biópsias de tecidos (LIAO; 

MCNUTT; ZHU, 2009).   

 

 

3.4.3 Teste de Micronúcleos 

  

 Os micronúcleos (MN) são fragmentos de DNA que são descritos como de alto risco 

para o aparecimento do câncer, em resposta a agentes genotóxicos e carcinogênicos.  Trata-se 

de pequenos corpúsculos nucleares representando o material genético que foi perdido pelo 

núcleo principal, como consequência de um dano genético (ASANO et al, 1998). Após a 

separação das cromátides, no processo mitótico, dois núcleos são reconstituídos, um em cada 

pólo. A membrana nuclear é refeita ao redor destes dois conjuntos cromossômicos. Mas, se 

um cromossomo inteiro ou um fragmento cromossômico acêntrico não se integra ao novo 

núcleo (por não estar unido ao fuso), este pode constituir um pequeno núcleo individual.  

Os MN podem se originar de fragmentos cromossômicos acêntricos (efeito 

clastogênico) ou de cromossomos inteiros, que não completam a migração anafásica da 

divisão celular (efeito aneugênico). O teste de micronúcleos é um teste citogenético que tem 

sido bastante usado para avaliar danos citogenéticos em várias populações do mundo 

(DERTINGER et al, 2011). 

Os biomarcadores citogenéticos, a exemplos dos micronúcleos, têm atraído muita 

atenção em inúmeros artigos, pois são potenciais indicadores de efeitos biológicos, incluindo 

os riscos de aumento de instabilidade genética, preditivos de câncer. O teste de MN mensura 

quebras e perdas de cromossomos, sendo um marcador de danos ao DNA.  

 As agências reguladoras e a comunidade científica têm aceitado o Teste de 

Micronúcleos em medula óssea de camundongos como ferramenta apropriada para avaliar a 

segurança 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. Micronúcleos Test: Nº - 474 e a recomendação do Gene – Tox 

program, Environmental Protection Agency – EPAIUS, como padrão de mutagenicidade 

cromossômica, que evidencia a ação mutagênica de agentes físicos in vivo e in vitro 

(FENECH et al., 1999; MARCON et al., 2017). Os micronúcleos são formados após 

exposição a agentes genotóxicos, que podem ocasionar após as mitoses fragmentos de 
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cromátides ou cromossomos acêntricos, que foram excluídos do núcleo principal (FENECH, 

2002; NERSESYAN et al., 2014; FENECH et al., 2016; TOUAHRI et al., 2016). Esses 

eventos caracterizados por agentes clastogênicos e aneugênicos, que são preditivos de câncer 

(FENECH, 2000; PAZ et al., 2018), podem induzir ativação de proto-oncogenes e deleção de 

genes supressores de tumores (TAMURA, 2006; GOYAL et al., 2016). 

 O Teste de Micronúcleos fornece informação 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 

aneugênicos e clastogênicos. O entendimento das diferenças entre os efeitos clastogênicos e 

aneugênicos é de importância crucial na avaliação dos riscos de câncer. O modo de ação não 

linear dos aneugênicos é relacionado à desorganização da maquinaria mitótica com perda de 

cromossomo que leva à formação de micronúcleos e apresenta relação com a dose reposta do 

agente mutagênico (HERNÁNDEZ; VAN BENTHEM, 2013). Já os eventos os clastogênicos, 

podem induzir mutações devido a quebras de cromossomos, por deleções, adição ou 

reagrupamento de sequências nucleotídicas (ELHAJOUJI; TIBALDI; KIRSCH-VOLDERS, 

1997).  

 

 3.4.4 Teste de Micronúcleos com Bloqueio de Citocinese (CBMN) 

 

Para avaliação de genotoxicidade de químicos in vitro, o Teste de Micronúcleos com 

Bloqueio de Citocinese é recomendado (CBMN) (EL-ZEIN; VRAL; ETZEL, 2011; 

NERSESYAN et al., 2014). No que se refere à 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 polimerização de actina, 

a qual é requerida para a formação do anel que divide o citoplasma durante a citocinese.  

Desse modo, as células podem ser identificadas por suas aparências binucleadas (FENECH, 

2007). 

Os danos induzidos por agentes químicos e/ou físicos podem, dependendo do agente, 

induzir ou inibir necroses e ou apoptose. A indução de necrose pode resultar na liberação de 

enzimas degradativas, que podem causar a digestão parcial de DNA. Nesta perspectiva, o 

CMBN é, amplamente, usado como um ensaio in vivo bastante viável para avaliar a 

ocorrência de alterações cromossômicas, que é um dos principais pontos finais da 

mutagenicidade. O teste é utilizado não só para identificação de mutações, mas para a 

avaliação de riscos ao qual o organismo esteja susceptível (HAYASHI, 2016). 
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Como visto, é de grande importância a verificação da toxicidade genética e 

cromossômica causada por novas biomoléculas, de forma a assegurar a saúde humana e 

animal. Assim, alguns biomarcadores de genotoxicidade e mutagenicidade são utilizados para 

a avaliação de efeitos agudos e crônicos de diversos agentes químicos, podendo predizer um 

perfil de segurança e eficácia de novas moléculas (MALUF; ERDITIMANN, 2003).  

 

3.5 Biomarcadores Hematológicos e Bioquímicos 

 

A não seletividade dos antineoplásicos exige o monitoramento hematológico, devido 

aos efeitos da mielodepressão e leucopenia, presentes no paciente oncológico (SILVA; 

NASCIMENTO, 2010). As anemias e transtornos de coagulação são comuns em pacientes 

oncológicos (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 importância para diagnósticos e controle 

evolutivo de doenças (ZHU et al., 2016).   

O parâmetro hematológico estabelece aspectos qualitativos e quantitativos dos 

eritrócitos (eritrograma), leucócitos (leucograma) e das plaquetas (plaquetograma) no sangue. 

O eritrograma estuda as alterações nos eritrócitos ou hemácias (Hm), na hemoglobina (Hb), 

hematócrito (Ht), avaliação da morfologia eritrocitária e os índices hematimétricos: volume 

corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentração da 

hemoglobina corpuscular média (CHCM). O leucograma é constituído da contagem global e 

diferencial da série branca. O plaquetograma envolve a contagem de plaquetas, avaliação da 

morfologia, determinação do volume plaquetário (VPM) e a variação entre os volumes 

plaquetários (PDW) (ROSENFELD, 2012).  

Alterações bioquímicas, também, são presentes em pacientes oncológicos, tais como 

as alterações em creatinina observada em pacientes oncológicos com lesão 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 lesão renal aguda (LRA), observada, com frequência, em pacientes idosos e em neoplasias. 

Trata-se de uma condição caracterizada pela incapacidade de manutenção dos equilíbrios 

ácido-base e hidroeletrolítico (MAGRO; VATTIMO, 2007). Dalton (2011) relata que a 

manutenção da homeostase fisiológica está relacionada com uma função renal saudável. E a 

determinação plasmática da creatinina é o teste para avaliação da função 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 

características semelhantes. Porém, por apresentarem distinção das plantas em diversos outros 

aspectos, foram separados em um reino próprio, o reino fungi (KIRK et al., 2008; 

BLACKWELL, 2011). Dentre suas características, estão: ausência de pigmentos 

fotossintetizantes; são heterotróficos (sua nutrição se dá por meio de absorção); são 

eucariotos; e possuem parede celular quitinosa, tendo o glicogênio 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 gênero de duas espécies de fungos bioluminescentes da família 

Marasmiaceae. A espécie tipo Neonothopanus nambi, encontrada na Austrália, América do 

Sul, América Central e Malásia, (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 à linhagem Omphalotus, do filo 

Basidiomycota, caracterizado por espécies capazes de formar estruturas denominadas 

basídios, nas quais ocorre cariogamia e meiose espórica, originando basidiósporos (BONONI, 

1997; KIRK et al., 2008), exibindo, excepcionalmente, intensa luminescência tanto do micélio 

quanto nos basidiomas (CAPELARI et al., 2011). Além disso, apresentam micélio dicariótico 

e hifas septadas que podem formar ansas (alças de conexão), característica exclusiva dos 

fungos basidiomicetos (ALEXOPOULOS, MIMS, BLACKWELL, 1996).  

O grande papel ecológico dos basidiomicetos é a ciclagem de nutrientes, interferindo 

principalmente no ciclo do carbono por serem degradadores de lignina. Contribuem ainda 

para a manutenção do ciclo de outros elementos como nitrogênio, fósforo e potássio (NA et 

al., 2016; AN et al., 2016). No Brasil, os representantes do filo Basidiomycota são 

encontrados em todas as regiões e nos mais variados ecossistemas. O N. gardneri é 

encontrado, principalmente, na região da caatinga (NEVES et al., 2013). Distribuído, também, 

ao longo da Mata dos Cocais brasileira nos estados do Maranhão, Tocantins, Goiás e Piauí, 

que é um bioma de transição entre a Floresta Amazônica e a Caatinga, com corpos de 
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frutificação 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 biológicas 

 

Os fungos são considerados uma fonte rica de novos produtos naturais com uma ampla 

gama de atividades biológicas, sendo utilizados há muitos séculos pela indústria farmacêutica 

para a produção 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 saúde humana, quer, 

diretamente, como antioxidante; quer através da prevenção de alterações subjacentes a estados 

patológicos graves, tais como câncer, diabetes, doenças neurodegenerativas, doenças 

cardiovasculares e a síndrome metabólica (AZIZ; MEHMET; NAZIME, 2007). 

Uma variedade de cogumelos tem sido usada, tradicionalmente, para a manutenção da 

saúde, prevenção e tratamento de várias doenças. Acredita-se que um total de 126 funções 

medicinais sejam produzidas por cogumelos e fungos. Dentre as diversas propriedades 

farmacológicas e biológicas que já foram listadas a partir dos cogumelos, podemos citar 

efeitos antitumorais, imunomoduladores, antioxidantes, cardiovasculares, anti 

hipercolesterolêmicos, antivirais, antibacterianos, antiparasitários, antifúngicos, 

desintoxicantes, hepatoprotetores, antidiabéticos e anti-inflamatórios (WASSER, WEIS, 

1999; VAZ et al., 2011; CHANG; WASSER, 2012; SHARMA, SINGH; SINGH, 2017). Na 

medicina popular, vários extratos são usados, no Japão, na Coreia e na China, como 
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potenciais adjuvantes para tratamentos de radiação e quimioterapia (SULLIVAN; SMITH; 

ROWAN, 2006; BORCHERS et al., 2008). 

No que se referem às atividades apresentadas pelos fungos basidiomicetos (Figura 

14), destacam-se as atividades alimentares e nutracêuticas (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 doenças 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 polissacarídeos. Estes que são capazes de impedir a 

oncogênese, podendo ser utilizados, diretamente, para inibir a atividade tumoral ou para 

impedir a metástase, sendo benéficos para serem utilizados em conjunto com a quimioterapia 

(WASSER, 2002; CHANG; WASSER, 2012; PLESZCZYŃSKA et al., 2016), além de efeito 

antihipertensivo e de proteção cardiovascular (EGUCHI et al., 2014; YAHAYA  et al., 2014; 

SHIBU et al., 2017).  Além de polissacarídeos, terpenoides, esteroides, alcaloides e 

compostos fenólicos estruturados que indicam atividades antioxidantes, antivirais, 

antibacterianas, anticolinesterase, antifúngicas, anti-inflamatórias, antimunomoduladoras e 

antitumorais de várias 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 biológicas da espécies Neonothopanus nambi, 

como ação citotóxica contra larvas (Meloidogyne incógnita) que infectam as raízes de 

tomateiros (BUA-ART et al, 2010), bem como contra o agente etiológico da malária, 

Plasmodium falciparum, ação antimicrobiana contra Mycobacterium tuberculose, efeito 

citolítico 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 subsídio para a investigação do potencial de 

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

  

 

 

3.6.3 Compostos bioativos isolados de cogumelos 

 

As propriedades biológicas e farmacológicas dos cogumelos parecem estar, 

intimamente, relacionadas a seus metabólitos secundários. Já foram encontrados em 

cogumelos diversos componentes bioativos como proteínas, vitaminas (riboflavina, niacina, 

tiamina, ácido fólico e ácido ascórbico), minerais (cobre, fósforo, magnésio, potássio, sódio e 

zinco), ácidos graxos insaturados, fibras, ergosterol, lecitina, terpenoides e aminoácidos 

imunomoduladores, como a arginina e a glutamina (BUSWELL; CHANG, 1993; WANG; 

SAKODA, SUZUKI, 2001; NOVAES, 2007). Alguns cogumelos, também, possuem β-

glucanas, lectinas, proteínas imunomodeladoras de fungos (Fips) e proteínas que são únicas 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 

biológicas, como ação antioxidante, antimicrobiana, antitumoral, antibacteriana, antifúngica, 

anti-inflamatória, antiplasmodial, antimalárica, antiviral e citotóxica (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 

biológica, incluindo anticancerígenos e antiparasitários (NYONGBELA et al., 2013).  Em 

geral, a maioria dos cogumelos possue polissacarídeos biologicamente ativos com atividade 
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antitumoral e imunoestimuladora, sendo eficazes no retardamento de vários tumores e de 

outras doenças através da estimulação do sistema imunitário, como também na redução dos 

efeitos colaterais dos tratamentos de quimioterapia e radiação (MIZUNO, et al., 1995; 

CHANG; MILES, 2004). 

 Os cogumelos medicinais também contêm enzimas como lactase, superóxido 

dismutase, glicose oxidase e peroxidase, capazes de desempenhar um papel importante no 

tratamento do câncer, prevenindo o estresse oxidativo e inibindo o crescimento celular 

(ZAIDMAN et al., 2005; WASSER, 2010). Estudos realizados com diferentes cogumelos já 

demonstraram o potencial antioxidante desses fungos, apresentando elevadas concentrações 

de compostos fenólicos e potente atividade sequestradora de radicais livres (AKATA; 

ERGÖNÜL; KALYONCU, 2012; REIS et al., 2012). Ácido benzoico, ácido hidrobenzoico, 

ácido galico, ácido protocatecuico, ácido gentísico, ácido vanílico, ácido hidroxicinâmico, 

ácido cinâmico, ácido cafeico, quercetina, rutina, hesperetina, caempeferol, ácido ferúlico, 

resveratrol, ácido elágico e ácido pirogálico são alguns dos compostos fenólicos e flavonoides 

que já foram encontrados em diversas espécies de cogumelos (KIM et al., 2005; VALENTÃO 

et al., 2005; PUTTARAJU et al., 2006; JAYAKUMAR; THOMAS; GERALDINE, 2009; 

FERREIRA; BARROS; ABREU, 2009).  

Diversos estudos já demonstraram o efeito dos compostos fenólicos e flavonoides 

sobre o organismo que ultrapassam os seus efeitos antioxidantes. Como a quercetina, que é 

capaz de atuar sobre a inflamação, função imunológica (LI et al., 2016.), possuir ação 

vasodilatadora, atuar sobre a prevenção da formação de placa aterosclerótica, efeito 

antihipertensivo e anti-isquêmico (PIRIE et al., 2014), além de apresentar ação conjunta com 

o caempeferol, que possui grande potencial anti-inflamatório por modular a ação de 

componentes celulares envolvidos no mecanismo da inflamação, como por exemplo, a 

proliferação de linfócitos T, a produção de citocinas pró-inflamatórias como as TNF-a e IL-1, 

e a atividade das enzimas da via do ácido araquidônico, tais como fosfolipase A2, ciclo-

oxigenase e lipo-oxigenase, ações que promovem a agregação de plaquetas e redução à 

trombose (QUEIROZ et al.; 2014; TODOROVA; TRENDAFOLOVA, 2014).  

Com relação aos compostos bioativos do gênero Neonothopanus sp, um dos principais 

compostos encontrados é a hispidina, composto ativo bioluminescente presente nos corpos de 

frutificação de cogumelos N. gardneri, que possui atividade antioxidante comprovada 

(EDWARDS, LEWIS, WILSON, 1961; KHUSHBAKTOVA et al., 1996; OBA et al., 2017). 

https://link.springer.com/article/10.1007/s13225-013-0265-2#CR5
https://link.springer.com/article/10.1007/s13225-013-0265-2#CR335
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Estudos apontam compostos bioativos extraídos de Neonothopanus nambi eficazes no 

controle de nematódeos (BUA-ART et al., 2010).  

Sesquiterpenoides antiplasmodiais, aurisina A e aurisina K, extraídos do N. nambi, 

mostraram atividade contra o P. falciparum e Mycobacterium tuberculosis, como, também, 

apresentam citotoxicidade contra linhagens celulares cancerígenas NCI-H187 e de 

colangiocarcinoma.  Outros compostos bioativos foram extraídos desses fungos, como os 

sesquiterpenos nambinona A e C, epi- nambinona B e nambinona D, que, também, estariam 

ligados à atividade citotóxica desse fungo contra as células tumorais (KANOKMEDHAKUL 

et al., 2012). Além de atividade contra células de diferentes linhagens celulares: de câncer de 

pulmão NCI-H187, câncer da cavidade oral KB, e câncer de mama MCF7 (BURAKORN; 

NGUEYN; PRAPHRUET, 2015). Outras substâncias isoladas desses fungos já foram 

descritas, também, como o nanbiscalarano, um novo sesterterpenoide, a Aurisina Z, trans -α-

hidroxi-γ-fenilbutirolactona, 4-butirilamobenzoato de metilo, bem como nambinonas A e C e 

esterol poli-hidroxilado (TSARKOVA et al., 2016).   
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CAPÍTULO I 
Bioativos de espécies do filo Basidiomycota e mecanismos antioxidantes, anti-

inflamatórios e antitumorais  
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Gayoso e Almendra Ibiapina Moreno, João Marcelo de Castro e Sousa, Muhammad Torequl 
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RESUMO 

  

 

Os compostos bioativos de espécies do filo Basidiomycota apresentam atividades 

imunoestimulante, antiviral, anti-inflamatória, hipoglicemiante, antioxidante, 

hipocolesterolêmica, fungicida e antitumoral. Esta revisão pontuou alguns bioativos em 

espécies do filo Basidiomycota com mecanismos de ação envolvidos nas atividades 

antioxidante, anti-inflamatória e antitumoral. A busca foi conduzida em periódicos científicos 

publicados no período 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 não relacionados ao tema foram excluídos. De 

9.048 artigos, apenas quatrocentos e vinte e seis (426) publicações foram selecionadas após 

exclusão de informações duplicadas e não relacionadas ao tema e apenas noventa e dois (92) 

artigos não clínicos foram incluídos neste estudo. Os compostos químicos de extratos, 

metabólitos e polissacarídeos 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 ação envolvidos na eliminação e captura de radicais livres, 

controle do Fe3+ e redução de peroxidação lipídica. Em Cordyceps militaris, Gloeostereum 

incarnatum, G. lucidum , Hericium erinaceus,  Inonotus obliquus, Pleurotus sajor-caju, 

Trametes orientalis, Tylopilus ballouii alguns bioativos foram responsáveis por efeitos anti-

inflamatórios por meio do aumento da expressão de anticorpos e interleucinas, redução de 

edemas, controle dos níveis de mieloperoxidases e expressão de COX-2 e TNFα. 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 tóxicos/citotóxicos, bem como atividade 

antitumoral em diferentes linhagens tumorais por meio de parada do ciclo celular, colapso do 

potencial de membrana, ativação de caspases, clivagem de PARP, expressão de Bax e Bcl2, 

indução de necrose, apoptose, expressão de p21, p27, p300, p73, fosforilação de Rb e E2F1, 

Bax/Bcl2, caspases 7, indução dos fatores IFN-4, COX-2, indução de peroxidação lipídica, 

atenuação da expressão das proteínas NFKβ e β caderinas e quinases, regulação negativa de 

ciclinas B e E, regulação positiva de p53 e PARP, indução de radicais livres, aumento de 

proteínas quinases e de AMPc, TGFβ, TNF-α e IL2. Assim, as espécies do filo Basidiomycota 

são fontes abundantes de agentes bioativos para formulações farmacêuticas antitumorais. 

 

Palavras-chave: Basidiomycota. N. gardneri. Antioxidante. Anti-inflamatório. 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 TNFα. 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 NFKβ and β-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 cAMP, TGFβ, TNF-α 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 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Bray e Møller (2006) publicaram projeções globais para a incidência de câncer em 

2020. Eles projetaram que a incidência total de câncer subiria de 11 milhões de novos casos 

em 2002 para 16,5 milhões em 2020.  MATHERS et al.,2006  projetaram a incidência global 

para todos os tipos de câncer em 15,5 milhões de  casos em 2020, 6% abaixo da estimativa de 

Bray e Møller.  Estima-se, para o Brasil, biênio 2018-2019, a ocorrência de 600 mil casos 

novos de câncer, para cada ano. Excetuando-se o câncer de pele não melanoma (cerca de 170 

mil casos novos), ocorrerão 420 mil casos novos de câncer. Essas estimativas refletem o perfil 

de um país que possui os cânceres de próstata, pulmão, mama feminina e cólon e reto entre os 

mais incidentes, entretanto ainda apresenta altas taxas para os cânceres do colo do útero, 

estômago e esôfago (INCA, 2017). 

Os derivados de produtos naturais têm sido fontes promissoras para agentes 

terapêuticos (DEY et al., 2016). Diversos estudos com fitoquímicos apontam para atividades 

antitumorais, por indução de apoptoses e inibição de proliferação celular (BEEVI et al., 

2010). O desenvolvimento dos fármacos ainda se constitui como um desafio para a terapia do 

câncer devido a diversos aspectos, incluindo o fato da heterogeneidade genética do câncer que 

leva a muitas resistências às terapias (SAMADI et al., 2015). 

Os Basidiomycotas são considerados uma fonte rica de novos produtos naturais com 

uma ampla gama de atividades biológicas, sendo utilizados, frequentemente, pela indústria 

farmacêutica para a produção de medicamentos, como a penicilina (BLUNT et al., 2006; 

SMETANINA et al., 2007; SAMUEL; PRINCE, PRABAKARAN, 2011). Já foram reladas 

mais de 97 mil espécies de fungos; dentre as quais, a maioria se encontra entre os 

Ascomicetos e Basidiomicetos (KIRK et al., 2008, BLACKWELL, 2011).  São fontes de 

metabólitos secundários bioativos para o desenvolvimento de nutracêuticos e fármacos 

(DURU e ÇAYAN, 2015). Algumas evidências apontaram que estes metabólitos apresentam 

atividades farmacológicas como imunoestimulante (KATYA et al., 2016), anti-inflamatória 

(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), hipocolesterolêmica (YEH et al., 2014), fungicida (NOWACKA et 

al., 2014) e antitumoral (WASSER, 2002; MORADALI et al., 2007; BARROS et al., 2007; 

JEFF et al., 2016; ZHAO et al., 2017; YUAN et al., 2017). 

De importância para a medicina moderna, em especial no contexto oncológico, esses 

produtos bioativos representam uma fonte abundante de compostos que são possíveis 
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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 lépida, tem atividade antiproliferativa contra células de hepatoma (Hep G2) e células 

MCF-7 de câncer de mama humano (ZHANG et al., 2010). Registros indicam que o 

polissacarídeo, obtido do micélio de Phellinus linteus, tem ação antitumoral em células de 

Sarcoma 180 (S-180), por mecanismos associados com a indução de apoptose (MEI et al., 

2015). Assim, este estudo objetivou apontar alguns dos compostos bioativos isolados das 

espécies do filo Basidiomycota, em especial para a espécie N. gardneri, e seus mecanismos de 

ações, compatíveis para atividades antioxidantes, anti-inflamatórias e antitumorais, com base 

em periódicos científicos. 

 

2 ESTRATÉGIA  METODOLÓGICA 

 

Para esta revisão 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 últimos cinco anos; e os termos de busca foram observados nos títulos dos artigos 

publicados em inglês, bem como nas palavras-chave. Foram incluídos nas análises os artigos 

de estudos experimentais in vitro, in vivo com basidiomicetos e seus metabólitos, relacionados 

a mecanismos indicativos de atividades antioxidantes, anti-inflamátoria e antitumoral. Foram 

excluídos dados duplicados entre as diferentes plataformas e artigos com títulos ou resumos 

incompatíveis com os critérios de inclusão, bem como artigos de revisão  não relevantes em 

relação aos objetivos do estudo. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Obtenção de dados para análises 

 

 A busca nas bases de dados relacionados a cogumelos revelou 9.048 registros, com 

426 estudos preenchendo os critérios de inclusão. O número de publicações encontradas nas 

plataformas a partir dos indexadores usados está apresentado na Tabela 1.  
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Tabela 1. Levantamento quantitativo das publicações relacionadas às atividades 

biológicas/farmacológicas de basidiomicetos nas bases de dados pesquisadas. 

 

Descritores Pubmed 
Web of 

Science 

Science 

Direct 
Scopus TOTAL 

“mushrooms” 397 2525 1734 3428 8084 

“bioluminescent 

mushrooms” 
04 10 02 09 25 

”mushroom” AND 

“biological activities” 
15 131 47 249 442 

“mushroom” AND 

”secondary metabolites” 
14 90 17 110 231 

”mushroom’ AND 

“antitumor activity” 
02 178 14 72 266 

Total 432 2934 1814 3868 9048 

 

Em síntese, das 9.048 publicações encontradas nos bancos de dados, 3.366 foram 

excluídos por tratar-se de revisão ou com  títulos que fugiam do interesse biológico; 3.122 

publicações repetidas; e 2.134 não traziam assuntos relevantes ao estudo, a partir da análise 

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

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

 

Figura 1. Fluxograma da análise e elegibilidade das publicações encontradas nesta pesquisa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9.048  periódicos: 

- 432 PubMed 

- 1.814 Science Direct 

- 2.034 Web of Science 

- 3.866 Scopus 

426 Analisadas 

92 incluídos no estudo 

3.366 - registros excluídos 

3.122 - publicações repetidas 

2.134 - não relevância ao estudo 

334 sem adequação 
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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 

reprodução macroscópicas e são conhecidos, popularmente, por cogumelos ou orelhas de pau. 

São em sua maioria saprófitas e participam da decomposição de folhas, galhos e troncos, 

sendo encontrados em uma grande variedade de substratos e em diferentes biomas 

(GIMENES, 2010).  

O papel ecológico dos Basidiomycotas é a ciclagem de nutrientes, interferindo, 

principalmente, no ciclo do carbono por serem degradadores de lignina. Além disso, também 

contribuem para a manutenção do ciclo de outros elementos como nitrogênio, fósforo e 

potássio (NA et al., 2016, AN et al., 2016) e são fonte ilimitada de agentes biologicamente 

ativos com utilização terapêutica (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 são encontrados em todas as 

regiões e nos mais variados ecossistemas (NEVES et al., 2013). Na caatinga, é possível 

encontrar, principalmente, as espécies Bovista plubea, Tulostoma excentricum e a espécie 

Neonothopanus gardneri. O N. gardneri foi encontrado no Piauí, Tocantins, Goiás e 

Maranhão (OLIVEIRA et al., 2013). O N. gardneri difere de N. nambi na estatura do 

basidioma, na pigmentação e no tamanho dos basidiósporos. Neonothopanus nambi forma 

basidiomas reduzidos, excêntricos, com colorações brancas a cinzentos claros e basidiósporos 

elipsoides com 4-6,5 x 2,8-4 μm. Já o N. gardneri forma basidiomas amarelos com uma 

estrutura bem desenvolvida e excêntrica com 9,5-12 x 9-11 μm (PETERSEN; KRISAI-

GREILHUBER, 1999).  

Na caatinga, é possível encontrar os Basidiomycotas das espécies Bovista plubea, 

Tulostoma excentricum e N. gardneri. O Neonothopanus é o gênero de duas espécies de 

fungos da família Marasmiaceae. A espécie Neonothopanus nambi é encontrada na Austrália, 

América do Sul, América Central e Malásia, (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 à linhagem 

Omphalotus e exibe, excepcionalmente, intensa luminescência tanto do micélio quanto de 

basidiomas. Este fungo é distribuído ao longo da Mata dos Cocais brasileira nos estados do 

Maranhão, Tocantins, Goiás e Piauí, que é um bioma de transição entre a Floresta Amazônica 

e a Caatinga. Corpos de frutificação 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 emissão de luz por cogumelos N. gardneri, encontrados em florestas brasileiras, é 

controlada por um relógio circadiano e serve para atrair insetos para dispersão de esporos 

(OLIVEIRA et al., 2015). Esse basidiomiceto é 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 (à esquerda) e no escuro (à direita) 

 

           Adaptada de VENTURA et al. (2015). 
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Os sistemas bioluminescentes produzem luz através da oxigenação de um substrato, 

genericamente chamado luciferina (do latim Lúcifer, portador da luz); e uma enzima, 

luciferase (KAHLKE; UMBERS, 2016). De acordo com Oliveira e Stevani (2009), a emissão 

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 adição de NADPH para desencadear a 

reação (AIRTH; FOERSTER, 1960; OLIVEIRA et al, 2013), que pode ser observada na 

Figura 4.  

 

Figura 4. Mecanismo de emissão de luz em fungos. 

 

 

 

 

 

Adaptada de OLIVEIRA et al. (2013). 

 

 

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

 

 O filo Basidiomycota vem sendo descrito como de importância alimentar e 

nutracêutica (CHANG; BUSWELL, 1996; LIN e LIN, 1997; RUBEL, 2006; FAN et al., 

2006). Vários bioativos foram  identificados com atividades antimicrobiana (POUCHERET; 

FONS; RAPIOR, 2006; IMITIAJ; LEE, 2007), antiviral (FAN et al., 2006), antioxidante, 

anticancerígena, redutora de colesterol, imunoestimuladora (BARROS et al, 2007, 2008; 

FERREIRA et al, 2007; OYETAYO, 2009), cardiovascular, antibacteriana, antiparasitária, 

anti-inflamatória, 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; PLESZCZYŃSKA et al., 

2016). 

A espécie Flammulina velutipes (cogumelos enoki), um dos principais cogumelos 

comestíveis no mercado, é reconhecida por seu alto valor nutricional. Além disso, possui 

também atividades antitumoral e anticancerígena, antiaterosclerótica, anti-hipertensiva e 

antioxidante, melhora da memória e cognição, anti-inflamatória, imunomoduladora e 
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antibacteriana atribuídas aos seus constituintes bioativos como carboidratos, proteínas, 

lipídios, glicoproteínas, fenóis e sesquiterpenos em diferentes partes do cogumelo (TANG et 

al., 2016). 

As atividades biológicas do filo Basidiomycota estão relacionadas aos seus 

metabólitos secundários, tais como ácidos orgânicos, alcaloides, terpenoides esteroides e 

compostos fenólicos (JAYAKUMAR et al., 2011). Os compostos ácido benzoico, ácido 

hidrobenzoico, ácido gálico, ácido protocatecuico, ácido gentísico, ácido vanílico, ácido 

hidroxicinâmico, ácido cinâmico, ácido cafeico, quercetina, rutina, hesperetina, caempeferol, 

ácido ferúlico, resveratrol, ácido elágico e ácido pirogálico são alguns dos compostos 

fenólicos e flavonoides que já foram encontrados em diversas espécies de cogumelos 

(VALENTÃO 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 várias espécies de cogumelos, os polissacarídeos, terpenoides, esteroides, 

alcaloides e compostos fenólicos estruturados demonstraram atividades antioxidante, 

antiviral, antibacteriana, anticolinesterase, antifúngica, anti-inflamatória, 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 polissacarídeos isolados de 

extratos aquoso e etanólico de Boletus edulis apresentaram atividade antitumoral em estudos 

com células tumorais MCF-7 de câncer de mama (NOVAKOVIC et al., 2017). Na realidade, 

há muitos anos a atividade antitumoral de polissacarídeos de cogumelos tem sido 

demonstrada, como relatado por Gregory et al. (1966), que isolou diversos polissacarídeos 

com efeitos citotóxicos 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, antifúngica, anti-inflamatória, antiplasmodial, 

antimalárica, antiviral e citotóxica (DURU; CAYAN, 2015). Estudos evidenciaram, em 

basidiomicetos, proteínas, vitaminas (riboflavina, niacina, tiamina, ácido fólico e ácido 

ascórbico), minerais (cobre, fósforo, magnésio, potássio, sódio e zinco), ácidos graxos 

insaturados, fibras, ergosterol, lecitina, terpenoides e aminoácidos 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 

estão ligados à atividade citotóxica 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, 

não induz toxicidade em animais (FORTES et al., 2006), no entanto, apresentam efeitos 

citotóxicos em diferentes células neoplásicas (GHANTOUS et al., 2010).   

Em síntese, os compostos químicos de várias espécies de cogumelos do filo 

Basidiomycota, que incluem polissacarídeos, terpenoides, esteroides, alcaloides e compostos 

fenólicos estão relacionados com as atividades antioxidante, antiviral, antibacteriana, 

anticolinesterásica, antifúngica, anti-inflamatória, imunomoduladora e antitumoral 

(ISHIKAWA  et al., 2001; NIEDERMEYER et al., 2005; MORADALI  et al., 2007; TONG  

et al., 2009; TEL, 2015).  

 

3.4. Atividades antioxidante, imunológicas e antitumorais do filo Basidiomycota: 

compostos bioativos e mecanismos de ação 

 

3.4.1 Atividades antioxidantes de compostos químicos isolados do filo Basidiomycota 

  

Como relatado, o filo Basidiomycota apresenta valor nutricional devido seus baixos 

níveis energéticos e grandes quantidades de minerais, aminoácidos fibras e vitaminas, bem 

como por suas atividades antioxidantes atribuídas a misturas complexas de compostos 

químicos em extratos obtidos do Basidiomycota, como também polissacarídeos, proteínas, 

compostos fenólicos, terpenos e esteroides (TURKOGLU et al., 2007; FIRENZUOLI et al., 

2008; VAZ et al., 2011). Compostos químicos 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) (MILOVANOVIĆ 

et al., 2014; NOVAKOVIC  et al., 2017; SHARMA; GAUTAM, 2017). Os compostos 

químicos, presentes em extratos, podem ter atividades antioxidantes por mecanismos 

associados a: eliminação 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); eliminação de ERO’s 

(SHARMA;GUTAN, 2017) e diminuição dos níveis de Fe3+ (KHALILI et al., 2015). 

Existem relatos de que os polissacarídeos TLH-1, TLH-2 e TLH-3, extraídos de 

Tricholoma lobayense; os extratos acetonitrila e hexano, extraídos de Lentinus tigrinus e 

Pleurotus djamour; exo-polifenóis (EPC) e endo-polifenóis (IPC), extraídos 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 produção de nanopartículas de polissacarídeos de Ganoderma lucidum e Momordica 

charantia que além da melhor atividade em relação ao DPPH, também apresentaram maior 

potencial na remoção do radical hidroxil e ânion superóxido em comparação com os 

polissacarídeos bioativos (QUIM et al., 2018). Além da capacidade sequestradora de DPPH, 

já foi evidenciado, nas espécies Tricholoma lobayense, Lentinus tigrinus, Pleurotus djamour, 

Boletus edulis e T. versicolor, capacidade na doação de átomos de hidrogênio, eliminação de 

radicais hidroxila e superóxido e papel antioxidante redutor de ferro (CHEN et al., 2017, 

DULAY et al., 2017, NOVAKOVIC  et al., 2017, WANG et al., 2017). 

Estudos também apontaram que os polissacarídeos heteroglicanos, isolados de 

Pleurotus cystidiosus e de Entoloma lividoalbum na alteração dos níveis 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 responsáveis, como antioxidantes, por agirem nos 

níveis de Malondialdeído (MDA), catalase (CAT) e superóxido dismutase (MAITY et al., 

2014; LIU et al., 2016; PANDA et al., 2017). As enzimas antioxidantes capazes de manter o 

equilíbrio redox do organismo, podemos citar a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) 

e glutationa (GSH) (BAYIR, et al., 2006). A glutationa é um tripeptídeo (g-L-glutamil-L-

cisteinil-glicina) presente no organismo na forma reduzida (GSH) e oxidada (GSSG). A GSH 

age como um antioxidante enzimático, atuando sobre a remoção de hidroperóxidos e 

reduzindo as EROs (MEISTER, ANDERSON, 1983; LU, 2000; NATALE, 2005). 

Os polissacarídeos obtidos do Basidiomycota atuam como antioxidantes por 

mecanismos associados à remoção do radical hidroxil e ânion superóxido (CHEN et al., 2017; 

QIM et al., 2018), influenciam sobre a GSH e peroxidação lipídica (PANDA et al., 2017), 

eliminação (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 síntese, alguns dos mecanismos 

antioxidantes dos Basidiomycotas atribuídos aos seus compostos químicos dos extratos, dos 

polissacarídeos, metabólitos, proteínas e fenólicos estão apresentados na Tabela 2. 
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Tabela 2.  Extratos e constituintes químicos isolados do filo Basidiomycota e mecanismos 

antioxidantes, em diferentes estudos não clínicos 

 

Extratos/Constituintes 

químicos 

Modelo de 

estudo 
Mecanismo de ação 

Referências 

 

Extrato de Hghdf1Ganoderma 

Lucidum em 100 mg / kg. 

Modelo de isquemia/ 

reperfusão I/R em 

coelho 

Diminuição na complacência da 

bexiga e nas respostas contráteis 

causada por I/R 

LEVIN et al., 2017 

Extrato aquoso Lentinula 

edodes e Pleurotus ostreatus 
DPPH e ABTS 

Eliminação de radicais livres 

DPPH e ABTS 
PAROLA et al., 2017 

Extrato etanólico do Corpo 

frutífero de 

G. lucidum. 

Células HeLa, 

HepG2), MCF-7 e 

NCI-H46 

DPPH e atividade 

antitirosinase 

Inibição da tirosinase atividade e 

eliminação do radical de DPPH 

Inibindo da produção de NO 

 

TAOFIQ et al., 2017 

Extrato acetonitrila e hexano 

extraídos dos  corpos de 

frutificação de  L. tigrinus e P. 

djamour em 500 mg / L. 

Ensaio de DPPH. 
Eliminação de radicais livre. 

 
DULAY et al., 2017 

Extratos aquosos e etanólicos 

brutos de Boletus edulis. 

DPPH, óxido nítrico, 

ânion superóxido, 

radicais hidroxila e 

redução de ferro 

 

Anti-radical DPPH, anti-

hidroxila, antinítrica atividade do 

radical aniônico anti-superóxido 

e poder antioxidante redutor de 

ferro 

NOVAKOVIC et al., 

2017 

Extrato metanólico 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 migração celular in vitro. 

STOJKOVIĆ et al., 2017 

Extratos secos com β-caroteno, 

licopeno, ácidos ascórbicos, 

antocianidinas e quantidade de 

tocoferol. das Ramaria 

botrytis;  Clavaria fragilis; R. 

stricta; Ramaria botrytis; 

Clavaria fragilis. 

DPPH e ABTS 

Eliminação de espécies reativas 

de oxigênio 

 

SHARMA; GAUTAM, 

2017 

Extratos de Micélio fúngico  

Pleurotus ostreatus em  0,02; 

0,04; 0,06; 0,08mg/mL. 

Radical hidroxil 
Eliminação de radical hidroxil 

 
KUNJADIA et al., 2014 

Extrato metanólico Pleurotus 

ostreatus, Lentinula edodes,  

Hypsizigus tessulatus. 

Radical radical 1, 1-

difenil, -2-

picrilhidrazil 

(DPPH). 

Eliminação de radicais livres 
CHOWDHURY et al., 

2015 

Extrato aquoso por decocção e 

extrato aquoso obtido por 

maceração de Agaricus blazei 

Murrill. 

Inibição da atividade 

de HRP (horseradish 

peroxidase) e   MPO 

(mieloperoxidase); 

medida por 

quimioluminescência. 

Inibição de processos oxidativos 

enzimáticos, com 100% de 

inibição da HRP e MPO 

(mieloperoxidase); 

Inibição do estresse oxidativo 

celular, com 80% de inibição nos 

neutrófilos polimorfonucleares 

(PMN) 

Ação direta sobre espécies 

reativas, com 62% e 87% de 

supressão do HOCl e ânion 

superóxido (O2• –); 

HAKIME-SILVA et al., 

2013 

Extrato metanólico de 

Pleurotus porrigens. 

Avaliação da 

atividade quelante de 

Fe+ em 

camundongos com 

sobrecarga de ferro 

Diminuição dramática no 

conteúdo plasmático de Fe3 + 

Diminuição da quantidade de 

ferro depositado no fígado 

KHALILI et al, 2015 

 

Extrato aquoso e etanólico de 

Inonotus obliquus. 

 

Radicais hidroxila; 

DPPH; eliminação de 

H2O2 

 

Eliminação de radicais 

superóxido 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 íons 

férricos (FRAP) 
Redução de ions férricos VAMANU et al., 2018 

Metabólitos secundários de 

Ganoderma leucocontextum 

25; 50; 100 e 200 μm. 

Células PC12 frente 

ao dano induzido por 

H2O2 

Inibição de radicais livres 

induzidos pelo H2O2 
CHENG, 2018 

Ergosterol e compostos 

fenólicos de Corpos frutíferos e 

micélios de P. eryngii e S. 

belinii. 

DPPH, potencial 

redutor, TBARS 
Captura de radicais livres SOULIEM et al, 2017. 

Polissacarídeos de Ganoderma 

lucidum e Momordica 

charantia em 30-2000 µg/mL. 

 

DPPH, radical 

hidroxil e ânio 

superóxido 

 

Remoção do radical hidroxil e 

ânion superóxido 
QIN  et al., 2018 

Polissacarídeo heteroglicano  

(PCPS) de Extratos de L. 

edodes e P. Ostreatus em 10, 

25, 50, 100, 200, 400μg / mL. 

MDA 

Dosagem enzimática 

Diminuição de GSH 

Aumento de GSSH 

Diminuição da peroxidação 

lipídica 

PANDA et al., 2017 

 

Polissacarídeos dos corpos de 

frutificação de H.  Serotina em 

2, 4, 8, 12, 16 e 20 mg/mL. 

ABTS e pelo método 

de reação de Fenton. 

Eliminação sobre os radicais 

ABTS e hidroxila 

Doação de átomos de hidrogênio 

ou elétrons 

LI; WANG; WANG, 

2017 

Polissacarideos  de micélios de 

T. Versicolor. 
Radical hidroxil 

Capacidade doadora de átomos 

de hidrogênio 

 

WANG et al., 2017 

 

 

 

Polissacarídeos TLH-1, TLH-2 

e TLH-3 extraídos do corpo de 

frutificação de T. Lobayense 

em 50, 100, 200, 300, 400 e 

500 µg / mL. 

DPPH 

Eliminação do superóxido e 

hidroxila e capacidade 

antioxidante total 

CHEN et al., 2017 (b) 

Polissacarídeo CVP-1S 

extraído de C. ventricosum. 

DPPH , ABTS e 

MDS 

Diminuição dos níveis de glicose 

Diminuição dos níveis de 

insulina 

Aumento de GSH-Px, SOD e 

Catalase 

Diminuição de MDA. 

LIU et al., 2016 

Polissacarídeos de extratos 

etanólicos dos corpos frutíferos 

e micélios de  Hypsizygus 

ulmarius. 

DPPH Eliminação de radicais livres. GREESHMA et al., 2016 

Heteroglicano solúvel em água 

(PS-II) extraído de   E. 

Lividoalbum em 50, 100, 200, 

400μg/ml.. 

Linfócitos humanos, 

determinação de 

GSH, GSSG, MDA, 

ensaio de liberação 

de óxido nítrico 

Diminuição de GSH; Aumento 

de GSSH 

Manutenção de MDA. 

 

MAITY et al., 2014 

Polissacarídeos 

micelianos Flammulina 

velutipes ( FvP-2 

(polissacarídeos brutos) e FvP-

3. 

DPPH e do radical 

hidroxilo 
Eliminação de radicais livres. ZHAO et al., 2013 

Polissacarídeos de G. 

incarnatum (GIPS) de G. 

incarnatum em doses de 0,1, 

0,3 e 0,9 g / kg. 

Camundongos BALB 

induzidos por 

ciclofosfamida 

monoidrato (CTX), 

Aumento dos níveis de 

superóxido dismutase no soro e 

no baço; e o nível reduzido de 

espécies reativas de oxigênio no 

baço. 

WANG et al, 2018 

Exo-polifenóis (EPC) e endo-

polifenóis (IPC) extraídos 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) 

Fenóis e flavonoides Extratos 

miceliais Pleurotus eryngii, P. 

ostreatus e P. Pulmonarius em 

0,5; 1;2;4;8;16 e 32mg/mL. 

DPPH 

 
Eliminação dos radicais DPPH. 

MILOVANOVIĆ et al., 

2014 

Corpos frutíferos e micélios de DPPH; FRAP e Eliminação de radicais livres. GHAHREMANI-MAJD; 
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Agaricus bisporus. ABTS DASHTI, 2015 

Fucogalactomanano (FGM), 

polissacarídeo não sulfatado 

isolado do cogumelo T. 

ballouii . em1,25 e 1,6 mg / 

mL , 30, 50 e 70  mg /Kg. 

Edema na pata e 

atividade contra 

radicais superóxido e 

hidroxila 

Inibição de radicais superóxido e 

hidroxila. 

Redução o edema em 32,8%, 

42,0% e 56%. 

 

LIMA et al., 2016 

Selênio-polissacarídeo da 

Catathelasma ventricosum. 

Camundongos 

diabéticos induzidos 

por STZ 

Diminuição do colesterol de 

lipoproteína de baixa densidade 

(LDL-C). 

Aumento da atividade de enzimas 

antioxidantes no fígado e nos rins 

e no colesterol de lipoproteínas 

de alta densidade (HDL-C) 

 

LIU et al., 2013b 

 

 

 

3.4.2 Compostos químicos dos Basidiomycota e mecanismos anti-inflamatórios  

 

Algumas espécies do filo Basidiomycota são descritas na literatura como moduladoras 

do sistema imunológico, os quais agem combatendo o estabelecimento de infecções virais e 

bacterianas. Além disso, também reduzem a resposta inflamatória, ajudam a equilibrar os 

níveis de glicose, são benéficos para a função cardiovascular, possuem atividade antioxidante 

e diminuem o risco de câncer (BARROS et al., 2008 (b); MENG et al, 2016). Bernardshaw et 

al. (2005) estudaram o efeito de A. blazei na proteção contra infecção sistêmica 

por Streptococcus pneumonieae e observaram um aumento nas concentrações de citocinas 

MIP-2 (proteína inflamatória de macrófagos 2) e TNF-α (fator de necrose tumoral alfa) no 

soro dos camundongos que receberam o extrato.  Foi verificado que A. blazei atua na resposta 

nociceptiva e na inflamação aguda, possivelmente reduzindo mediadores da inflamação em 

fase aguda (CARVALHO et al., 2011). 

 Outros estudos também relataram atividade antinociceptiva e anti-inflamatória 

de Agaricus blazei Murill em ratos Wistar, através do teste de formalina modificada. 

Chadwick et al. (2013) destacaram o papel das lactonas sesquiterpênicas, produzidas por 

plantas, e explorou os mecanismos pelos quais elas interagem nos consumidores dessas 

plantas. Chegaram a propor alguns mecanismos para atuar na redução da inflamação e 

tumorigênese em níveis potencialmente alcançáveis em seres humanos. Além da resposta 

anti-inflamatória, as lactonas sesquiterpênicas podem sensibilizar as células tumorais para 

tratamentos de drogas convencionais.  

Os polissacarídeos atuam como anti-inflamatório por mecanismos associados ao 

aumento de anticorpos IgA e interleucinas IL2, IL3 (SMIDERLE et al., 2014; ZHENG et al., 

2015; WANG et al., 2018a), redução de edema (LIMA et al., 2016), estimulação de COX2, 
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TNF (SMIDERLE et al., 2014; WANG et al., 2015). As proteínas e os diterpenoides também 

atuam na redução de interleucinas (LEE et al., 2014). Alguns dos estudos sobre atividades 

anti-inflamatórias dos Basidiomycotas estão apresentados na Tabela 3. 

 

Tabela 3. Extratos e constituintes químicos isolados do filo Basidiomycota e mecanismos de 

atividades anti-inflamatórias em modelos de estudos não clínicos 

 

Extratos/Constituintes 

químicos 

Modelo de 

estudo 

Mecanismo de ação Referências 

 

Polissacarídeos de G. 

incarnatum (GIPS) em doses 

de 0,1, 0,3 e 0,9 g / kg. 

Camundongos 

BALB induzidos 

por ciclofosfamida 

monoidrato (CTX). 

Aumento de imunoglobulina IgA e 

IgG. 

Produção de interleucinas IL-2, IL-3 e 

IL-6, interferons, incluindo interferon 

(IFN) -α e IFN-γ e proteína 

quimiotática de monócitos 1 no baço, 

que resultou na recuperação acelerada 

da imunossupressão. 

WANG et al., 2018 

Polissacarídeos de T. orientalis 

(TOP-2) em 50, 100 e 200  mg 

/ kg. 

Células LLC 

(carcinoma 

pulmonar de Lewis).  

 

Propriedades imunomoduladoras; 

Estimulou a função fagocitótica de 

macrófagos e promoveu notavelmente 

a expressão de citocinas séricas ( IL-

2, IL-6, IL-12 e TNF-α). 

ZHENG  et al., 2015 

Fucogalactomanano (FGM), 

polissacarídeo não 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 superóxido 

e hidroxila. 

Redução do efeito inflamatório no 

edema. 

LIMA et al., 2016 

β-D-glucano foi isolado de P. 

sajor-caju em 1,3 e 10 mg/kg. 

Camundongos 

swiss- peritonite, 

nocicepção pela 

indução intraplantar 

de formalina, 

quantificação total 

de leucócitos e 

MPO. 

 

Inibição da fase inflamatória de 

nocicepção induzida por formalina; 

Reduziu o número de leucócitos totais 

e níveis de mieloperoxidase induzida 

por LPS.  

 

SILVEIRA, et al., 2014 

β-D-Glucano isolado de corpos 

de frutificação de  C. Militaris 

em ,10,30 mg/kg. 

Camundongos 

swiss-, nocicepção 

pela indução 

intraplantar de 

formalina, 

quantificação total 

de leucócitos e 

MPO. 

Estimulação da expressão de 

macrófagos de IL-1β, TNF-α e COX-

2 por THP-1. 

Inibição da expressão dos genes pró-

inflamatórios. 

Inibição da fase inflamatória da 

resposta nociceptiva induzida pela 

formalina. 

Redução da migração de leucócitos 

totais. 

SMIDERLE et al., 2014 

MGB – beta glucano de 

Ganoderma lucidum em 50 μL. 

Carcinoma 

pulmonar de Lewis 

(LLC1). 

  

 

Aumento da expressão de IFN-γ 

mRNA. 

 Redução da expressão de COX-2 no 

modelo de tumor pulmonar. 

Redução da produção de TGF-β no 

soro. 

Aumento da  expressão de mRNA de 

IL-12 e IFN-γ e diminuição de  

mRNA de IL-6, IL-10, COX-2 e 

TGF-β. 

WANG et al., 2015 

Fração polissacarídea de baixo 

peso molecular 10-100 kDa  

(LIOP), extraída do corpo de 

frutificação  I. obliquus (IO) 

em  100 kDa. 

Camundongos 

C57BL / 6 com 

dieta rica em 

gordura (HDF) e 

diabetes induzida 

Diminuição da expressão de TGF-β e 

NF-κB no córtex renal; 

Aumento da sensibilidade à glicose 

(menor tolerância à insulina);  

Redução dos níveis de triglicérides, 

CHOU et al., 2016 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861715004877?via%3Dihub#!
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por 50 mg/kg de 

STZ.  

elevação da relação HDL / LDL 

Diminuição da razão albumina / 

creatinina (ACR). 

Proteína bioativa (PEP) isolada 

de P. eryngii, 

Resposta 

inflamatória 

estimulada por LPS 

em macrófagos. 

Inibição da superprodução de 

mediadores pró-inflamatórios, 

incluindo óxido nítrico (NO), citocina 

IL-1β e IL-6. 

 

YUAN et al., 2017 

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 

5mg/kg. 

 Modelos de AVC 

isquêmico global se 

utilizando de Ratos. 

 

Redução dos volumes totais 

infartados 

Ericina A- redução dos níveis de  

interleucina-1β, interleucina-6 e fator 

de necrose tumoral,  supressão de 

espécies reativas de nitrogênio e na 

regulação negativa da NO sintase 

indutível (iNOS), p38 MAPK e 

CHOP. 

LEE et al., 2014 

 

 

3.4.3 Compostos químicos isolados do filo Basidiomycota e mecanismos de 

toxicidade/citotoxicidade 

 

 Os metabólicos secundários oriundos de Basidiomycota podem induzir toxicidade e 

ocasionar alterações de atividades biológicas em humanos, e consequentemente, são 

considerados com potenciais para fármacos (BUA-ART et al., 2010; BUA-ART et al., 2011; 

BURAKORN et al., 2015). Estudos apontam que a espécie N. gardneri é uma boa opção para 

realizar ensaios toxicológicos, quando comparado com o fungo G. viridilucens (VENTURA et 

al., 2015).  No Neonothopanus, gênero do N. gardneri, a hispidina (precursora da luciferina) é 

um dos compostos responsáveis pela atividade antioxidante (PERRIN; TOWERS, 1973; OBA 

et al., 2017). Os compostos nambinona C, aurisina A e aurisina K, isolados do N. nambi, são 

responsáveis pela citotoxicidade em linhagens celulares de câncer NCI-H187 e de 

colangiocarcinoma (KANOKMEDHAKUL et al., 2012). 

 Os compostos químicos dos Basidiomycotas vêm sendo relatados como citotóxicos em 

diferentes tipos celulares, demonstrando potencial para terapia do câncer (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 citotóxico 

(LUCAS et al., 1957). A calvacina isolada de Calvatia gigantea também apresentou ação 

antitumoral frente a adenocarcinoma mamário 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 câncer 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) -β-D-glucano (GS), obtidos de Ganoderma 

lucidum, apresentaram citotoxicidade em células humanas com câncer de próstata (PN2TA) 

(WAN-MOHTAR et al., 2016), assim como A β-glucana, obtida do micélio de Antrodia 

cinnamomea, em hiperplasia benigna da próstata (PENG et al., 2015). Citotoxicidade de 

químicos isolados da espécie Morchella esculenta foi observada em linhagens celulares de 

adenocarcinoma de pulmão humano. Efeitos citotóxicos também foram observados na mesma 

espécie relacionados aos compostos derivados do ergosterol e do ácido octadecanóico por 

indução de apoptoses em linhagens celulares de adenocarcinoma do pulmão 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 químicos, tais 

como aumento de GSH, BAX, BCL-2 e CACO 2 (ELKAHTEEB et al., 2018), expressão de 

p53 e regulação de caspases  e parada do ciclo celular (MORRIS, 2014), produção de 

citocinas (LAGUNES-CASTRO et al., 2015). Os polissacarídeos também induzem 

toxicidades por parada do ciclo celular e indução de apoptoses, autofagia, aumento das 

proteínas BAX e caspases 3, diminuição do BCl2 (ZHAO et al., 2017), além de aumento da 

liberação de citocromo e diminuição de ATP (PIRES et al., 2017), necrose por produção de 

óxido nítrico  (MAO et al., 2015), ativação de TNT e de interleucinas e INOS (WANG et al., 

2013). Em síntese, alguns dos mecanismos de indução de toxicidade/citotoxicidade estão 

apresentados na Tabela 4. 

 

Tabela 4. Alguns mecanismos de toxicidade/citotoxicidade de compostos químicos isolados de 

espécies do filo Basidiomycota compatíveis para ações antitumorais, em modelos de estudos não 

clínicos 

 

 

Extratos/Constituintes 

químicos 

 

Modelo de 

estudo 

 

Mecanismo de ação 

 

Referências 

 

Extratos de proteína nano de G. 

lucidum e P. ostreatus. 

Citotoxicidade em 

macrófagos e 

células ósseas 

saudáveis. 

Supressão significativamente da 

proliferação de macrófagos. 

Inibição no crescimento de 

células osteoblásticas humanas 

saudáveis. 

ZHANG et al., 2017. 

Extratos aquosos e etanólicos 

brutos de Boletus edulis. 

Ensaios 

antiproliferativos de 

MTT (células 

cancerígenas MCF-

7 de mama humana. 

Não identificado. 
NOVAKOVIC et al., 

2017 

Extrato total metanólico 

Ganoderma applanatum em 

Células CACO-2. 

Concentração de 

Aumento de GSH. 

Aumento da relação BAX/BCL-2 
ELKHATEEB et al., 2018 
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80, 160  e 200  μg / mL. 

 

 

Camundongos Swiss 

transplantados com 

tumor de  Ehrlich). 

em CACO-2. 

Diminuição da massa tumoral de 

tumor de  EhrlichVia apoptótica 

dependente de p53 Aumento de 

p53 e up-regulation de Caspase-

3. 

Extrato etanólico 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. 
Não identificado PANTHONG et al., 2016 

Extrato metanólico dos corpos 

frutíferos o de F. moniliforme 

em 2,4,8,10 e 15ug/mL 

Células Vero, MG-

63, HBL-100, SW 

1573, WiDr, HeLa e  

U937 

 

Diminuição da viabilidade 

celular. 

Estimulação de óxido nítrico 

Produção de citocinas IL-1β, IL-

6 e TNF-α. 

Promoveu a parada do ciclo 

celular. 

Induziu a apoptose. 

LAGUNES-CASTRO et 

al., 2015 

Extrato aquoso, ciclohexano, 

diclorometano e metanólico  do 

fungo F. fomentarius (L.)  200, 

100, 50, 25 e 12,5 g / ml 

Células Hela. Não identificado. KOLUNDŽIĆ et al., 2016 

Extrato metanólico de 

Morchella esculenta 

Linhagens celulares 

de adenocarcinoma 

de pulmão humano. 

Citotoxicidades independentes do 

status da p53. 
LEE et al., 2018 

Extrato aquoso do  

Micélio de  Pleurotus sp. 

em 100 e 200 µg / mL 

Células de leucemia 

humana NB4. 

Avaliação por 

citometria de fluxo 

da viabilidade 

celular, ciclo celular 

e apoptose 

Aumento da Apoptose; 

Extrato levou a interrupção do 

ciclo celular na fase G2/M. 

MORRIS, 2014 

Triterpenos e sesquiterpenos 

extraídos do corpo de 

frutificação de R. lepida em 50  

μM 

Linhagens celulares 

de câncer humano, 

Huh-7 (hepatoma) e 

EJ-1 (bexiga) 

Não identificado. LEE et al., 2016 

Phellinus  Triterpenoides e 

ergosterois  isolados de corpos 

frutíferos de P. Rhabarbarinus 

em 0,0625, 0,32,93 1,6, 8 e 40 

μM 

 

Linhagens celulares 

de câncer  humano 

SK-BR-3, MMC-

7721,HL-60, 

PANC-1, A-549 

Danos oxidativos. FENG et al., 2016 

Micélio e isolado Ácido 

triterpeno de Ganoderma 

lingzhi. 

Cultura de  SMMC-

7721 e SW620 

Sarcoma 180 

Não identificado. WANG et al., 2016 

Astraodorol, um triterpeno 

extraído Astraeus odoratus  em 

50 mL/mL. 

 

Carcinoma 

epidermoide 

humano (KB), 

câncer de pulmão de 

pequenas células 

humano 

(NCIH187), e  

célula de câncer de 

mama humana 

(MCF-7).. 

Não identificado. NASOMJAI, 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 proteínas BAX e 

caspase-3, e diminuição de Bcl-2 

e ativação de marcadores de 

proteína poli- (ADP-ribose) -

polimerase] e autofagia (aumento 

da expressão 1 e proteina 1A / 1B 

ZHAO et al., 2017. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669015304702#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27066716
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associada a microtubulos de 

cadeia leve-3). 

Mannogalactoglucano 

Agaricus bisporus. 

Ensaios de liberação 

de MTT e lactato 

desidrogenase (50, 

100, 200, 400, 600 

and 800 μg mL−1). 

Aumento da liberação de 

citocromo c e diminuição do teor 

de ATP. 

PIRES et al., 2017. 

Manogalactoglucano Lentinus 

edodes em 100 mg / kg de peso 

corporal dos polissacarídeos 

durante 10 dias). 

Sarcoma 180 (S-

180) em ratos. 

Aumento na produção de óxido 

de nitrito (NO) em macrófagos 

peritoneais 

Aumento da fagocitose de 

macrófagos. Aumento da 

proliferação de linfócitos no 

baço. 

JEFF et al., 2016 

Polissacarídeo GP11Grifola 

frondosa em 216, 108, 54 e 27  

mg / kg. 

Células HepG-2 

Células tumorais 

HEPS. 

 

Aumento do timo e do baço; 

Aumento dos níveis séricos de 

fator de necrose tumoral e 

interleucina-2. 

Produção de óxido nítrico (NO), 

TNF-α e interleucina-1β e a 

expressão proteica da iNOS. 

MAO et al., 2015 

Polissacarídeos miceliais de P. 

ostreatus 2 (POMP2) nas 

seguintes doses: 50, 100 e 200 

mg / kg. 

Células de câncer 

gástrico (BGC-823); 

Ensaio de migração 

celular e formação 

de colônias 

BALB / c (nu / nu) 

foram utilizados 

para proliferar um 

xenoenxerto BGC-

823. Foi 

administrado 

POMP2 por via 

oral. 

Não identificado. CAO et al., 2015 

Nanopartículas de prata 

sintetizadas por Schizophyllum 

commune  em 10 e 100 µg/ml. 

Carcinoma 

Epidermoide 

Humano da Laringe 

(HEP -2). 

Não identificado. 

 

ARUN; EYINI 

GUNASEKARAN, 2014 

β- D- glucanos Agaricus 

bisporus e Lactarius rufus  em 

200  μg  mL −1 

Cultura de células 

HepG2. 

 

Aumento da liberação de 

Citocromo C. 

Diminuição do teor de ATP 

Apoptose. 

PIRES et al., 2013 

Polissacarídeo (PEPw) dos 

corpos frutíferos Pleurotus 

eryngii em 50, 100 e 200 mg / 

kg 

Animais com tumor 

Renca. 

Aumentou significativamente os 

índices relativos de timo e baço. 

Promoveu a proliferação de 

linfócitos no baço induzida por 

ConA ou LPS. 

Elevou as atividades de células 

NK e CTL no baço. 

Aumentou a concentração sérica 

de TNF-α e IL-2 em ratos com 

tumor de Renca. 

YANG et al., 2013 

Duas frações polissacarídicas 

(PSAN e PSAA) Sarcodon 

aspratus 

Cultura de células  

Hela. 

 

Não identificado. CHEN et al., 2013 

Sulfatado de (1,3) -β-D-

glucano (GS) produzido  

Ganoderma lucidumem 60 

μg/mL. 

Células da próstata 

humana (PN2TA) e 

células humanas de 

linfoma histiocítico 

caucasianos (U937). 

Não identificado. 
WAN-MOHTAR et al., 

2016 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861715007614?via%3Dihub#!
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3.4.4 Atividades oxidativas e genotóxicas de compostos químicos isolados de espécies do filo 

Basidiomycota  

 

Compostos químicos obtidos de espécies do filo Basidiomycota podem induzir 

genotoxicidade devido aos sesquiterpenos (AMORIM et al., 2013).  Os isolados de 

basidiomicetos, α-metileno-y-lactonas reagem rapidamente com cisteína para formar aductos 

no material genético estáveis; ao passo que as lactonas, α-insaturadas-γ, endocíclicas reagem 

lentamente com cisteína para formar aductos instáveis (KUPCHAN; EAKIN; THOMAS, 

1971).  

A 3-hydroxihispidina é luciferina fúngica considerada como produto da oxidação da 

hispidina. Quando misturada com uma fração de luciferase de N. nambi e N. gardineri, o 

novo composto produz luz de forma dose-dependente, independente de NADPH. 

(TSARKOVA et al., 2016). 

O mecanismo de bioluminescência foi explicado pela hidrólise catalisada pela enzima 

oxiluciferina que produz ácido cafeico, reciclado na biossíntese de hispidina através da via de 

estirilpirona (KASKOVA et al., 2017). Cabe enfatizar que esse processo ocorre sob condições 

de estresse oxidativo (BONDAR et al., 2013; MOGIL’NAYA; RONZHIN; BONDAR, 2018), 

devido à produção de peróxido de hidrogênio (PURTOV et al., 2015), com defesas 

antioxidantes observadas pela ação das enzimas peroxidases e catalases (MOGIL’NAYA et 

al., 2015).  

 

3.4.5 Compostos químicos isolados de espécies do filo Basidiomycota e seus mecanismos 

antitumorais em estudos não clínicos 

 

O extrato etanólico 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-7901 em G 0 / 

G 1 ; colapso no potencial de membrana, indução de apoptoses por caspase-9, -3 e clivagem de 

PARP. Entretanto, tanto in vitro como in vivo (camundongos) induziu apoptose pelo aumento 

da expressão dos genes Bax / Bcl-2 em SGC-7901 (WANG et al., 2018). Em linhagens de 

adenocarcinoma do pulmão humano A549, H1264, H1299 e Calu-6, o extrato metanólico de 

M. esculenta também teve ação antitumoral por induzir citotoxicidade e apoptoses atribuídas 

aos compostos ergosterol e do ácido octadenoico (LEE et al., 2018). Extratos de P. igniariu 

nas concentrações de 40, 80, 160, 320 e 640 μg/mL apresentaram atividades tumorais em 
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células HepG-2, AGS, SGC-7901, Hela e A549 por meio do teste de MTT, atribuídas ao 

aumento relação 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 bloqueio do ciclo celular de  SGC-7901 em G 0/G1  e 

colapso notável do potencial de  membrana mitocondrial em células SGC-7901, além de 

induzir a apoptose dependente de mitocôndrias por desencadear a ativação de caspase-9, -3 e 

clivagem de PARP (WANG et al., 2018). Na espécie Cerrena unicolor, as subfrações de 

baixo peso molecular III exibiram a atividade inibitória em relação às célu las de carcinoma 

de mama MDA-MB-231, células de carcinoma prostático PC3 e células de câncer de mama 

MCF7 (MATUSZEWSKA et al., 2018) ensaio MTT para determinar a atividade inibidora do 

crescimento celular in vitro contra as linhas celulares de câncer humano (MCF7, MDA-MB-

231 e PC3).  

Os extratos são misturas complexas de compostos químicos. Diversos estudos 

evidenciaram que os extratos obtidos de espécies do filo Basidiomycota apresenta atividades 

antitumorais por mecanismos associados à parada do ciclo celular, colapso em potencial de 

membrana, ativação de caspases, clivagem de PARP e expressão de Bax e Bcl2 (WANG et 

al., 2018), indução de necrose (CHEN et al., 2015), apoptoses (LEE et al., 2015; LEE et al., 

2018), expressão de p21, p27, p300, p73,  fosforilação de Rb e E2F1 (LEE et al., 2015), 

indução de peroxidação lipídica (REIS et al., 2013), atenuação da expressão das proteínas 

NFKβ e β caderinas e quinases (PARK, 2015).  Cabe também enfatizar que proteínas obtidas 

de espécies do filo Basidiomycota apresentaram efeitos antitumorais por indução de 

apoptoses, parada do ciclo celular (WANG et al., 2015), por regulação negativa de ciclinas B 

e E, regulação positiva de p53 e PARP (ZHANG et al., 2014(a); WANG et al., 2017; YUAN 

et al., 2017), expressão de BAX/BCl2 (LI et al., 2018). 

Os polissacarídeos apresentam atividades antitumorais por indução de apoptoses 

(CAO et al., 2015; MEI et al., 2015, LI et al., 2016; LI et al., 2018), expressão de caspases 7 e 

de BAX/BCl2 (LI et al., 2018), indução dos fatores IFN-4, COX-2 (WANG et al., 2015), 

TGFβ e indução de ERO’s (PENG et al., 2015), aumento de proteínas quinases e de AMPc 

(ZHANG et al., 2014 (a)), e aumento de TNF-α 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 câncer de mama humano (ZHANG et al., 2010). 

 De maneira análoga, um polissacarídeo obtido do micélio de Phellinus linteus indicou 

atividade antitumoral contra células de Sarcoma 180 (S-180) através da indução de apoptose 

(MEI et al., 2015). Diversos polissacarídeos obtidos de Lentinan extraídos dos corpos de 

frutificação de L. edodes apresentaram atividades antitumorais em células MCF-71000 por 

autofagia tumoral (LI et al., 2018). O ergosterol isolado da fração lipídica de A. 

blazei, apresentou atividade de regressão tumoral em Sarcoma em camundongos, de forma 

relacionada à inibição direta da angiogênese, resultando na morte de células tumorais 

(TAKAKU et al., 2001). Na Tabela 5 estão apresentados os compostos químicos bioativos de 

espécies do filo Basidiomycota e seus mecanismos antitumorais. 

 

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

mecanismos antitumorais, em modelos não clínicos 

 

Extratos/Constituintes 

químicos 

Modelo de 

estudo 
Mecanismo de ação 

Referências 

 

Extrato etanólico do P. 

igniarius. 

MTT e DAPI  em 

células de câncer 

gástrico SGC-7901 

 

 

 

 

Modelo de 

xenoenxerto 

 

Parada do ciclo celular em G 0 / G 1 

Colapso  do potencial de  membrana 

mitocondrial. 

Apoptose por ativação de caspase-9, -3 e 

clivagem de PARP. 

Expressão de Bax / Bcl-2. 

WANG et al., 2018 

Extratos aquoso de Ganoderma 

tsugae. 

Cultura de células 

C-6, Hep 3B, HL-60 

Redução da viabilidade das células 

cancerígenas; 

Indução de necrose, apoptose ou 

diferenciação. 

CHIEN et al., 2015 

Extrato metanólico de M. 

esculenta. 

Adenocarcinoma do 

pulmão humano 

A549, 

H1264, H1299 e 

Calu-6 

Citotoxicidade do ergosterol e do ácido 

octadecanoico e indução de apoptose 
LEE et al., 2018 

Extratos aquosos e etanólicos 

brutos de Boletus edulis. 

MTT em células 

cancerígenas MCF-

7 de mama humana. 

Não identificado. 
NOVAKOVIC et al., 

2017 

Extrato fenólico Leccinum 

vulpinum. 

Adenocarcinoma da 

mama  (MCF-7) 

 

 

Diminuiu a proliferação celular e induziu 

a apoptose. 

Aumento de danos ao DNA celular 

REIS et al., 2016 

Extrato etanólico de I. obliquus 

em 2,5 - 10 µg/mL. 

Células de câncer de 

cólon humano HT-

29 

Síntese de DNA 

Maior porcentagem de células na fase G1, 

Diminuíram a expressão proteica de 

CDK2, CDK4 e ciclina D1. Aumentaram 

a expressão de p21, p27, e p53 e inibiram 

a fosforilação da expressão de Rb e E2F1. 

LEE et al., 2015 

Extrato acetato de etila de P. 

linteus. 

Culturas de células 

pulmonar 

Indução de apoptose. 

Atenuou a expressão das proteínas NF-κB 
PARK, 2015 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/collapse-medical
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mitochondrion
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mitochondrion


93 

 

 , β-catenina e proteína quinase ativada por 

mitógeno (MAPK). 

Extrato metanólico de C. 

militaris. 

Carcinoma humano 

MCF-7 (mama), 

NCI-H460 (pulmão 

não pequenas 

células), HCT-15 

(cólon) e HeLa 

(cervical): 

DPPH, TBARS. 

Avaliação da 

atividade 

antbacteriana e 

antifúngica. 

Reduziu a peroxidação lipídica. 

 
REIS et al., 2013 

Metabólitos secundários  da 

Cerrena unicolor  em 300, 

150, 15, 1,5 e 0,15 μg / mL. 

MTT em câncer 

humano (MCF7, 

MDA-MB-231 e 

PC3). 

Não identificado. 
MATUSZEWSKA 

et al., 2018 

Antrocina de Antrodia 

camphorate em 10mg / kg) 

durante um período por 4 

semanas. 

Ensaio SBR 

(sulforrodamina B) 

nas células H1975 e 

H441. 

 

 

 

Indução de morte celular por apoptose 

Aumento da ativação da caspase-3/7. 

Inibição da expressão da proteína Bcl-2 

dos genes antiapoptóticos; Aumento da 

expressão de Bax e p53 promotores de 

apoptose. 

Inibição da via de sinalização JAK / 

STAT3. 

YEH et al., 2013 

Proteina de Pleurotus eryngii 

em 12,5, 25, 50, 100 e 200 μg 

mL e 200 mg de PEP por kg de 

peso corporal em dias 

alternados. 

Células 

cancerígenas do 

cólon HCT116 e 

MC38. 

 

 

 

Xenoenxerto de 

células de câncer de 

cólon em 

camundongos. 

Supressão da proliferação de células 

HCT116 e MC38 de câncer de cólon 

humano e murino de uma forma dose-

dependente. 

Parada do ciclo celular e extensa apoptose 

Regulação negativa de. ciclina B, ciclina 

E e cdc-2, e a regulação positiva de p53 e 

c-PARP. 

YUAN et al., 2017 

Proteína de P. nameko. 
Cultura de células 

MCF7 e Hela. 

Alterações morfológicas apoptóticas, 

como condensação da cromatina, 

acumulo na fase G1 e alteração da 

permeabilidade mitocondrial  apoptose 

 perda de potencial de membrana 

mitocondrial resultou na liberação de 

citocromo C, ativação de caspase-9 e 

caspase-3. 

ZHANG et al., 2014 

(b) 

Polissacarídeo  de Trametes 

versicolor em 400g/mL. 
Células Hela. 

Indução da apoptose e proliferação 

celular. 
WANG et al., 2017 

Polissacarídeo obtido da  

Lentinula edodes por 3 

semanas com 5, 10 ou 20mg / 

kg. 

Xenoenxerto em 

camundongos com 

injeção de células 

MCF-7. 

 

Indução de apoptose; 

Aumento da expressão de de caspase 7. 

Aumento da relação BAX/BCL2. 

LI et al., 2018 

β-glucano extraído de A. 

cinnamomea em 10 e 30 mg/kg 

via oral da oitava a décima 

sexta semana. 

Hiperplasia benigna 

de próstata (BPH) 

em ratos SD. 

 

Alivio da hiperplasia epitelial prostática e 

a deposição de colágeno. 

Aumento da biossíntese e a conversão de 

colesterol total em HDL diminuição de 

LDL e ROS. 

Regulação positiva de IL -1, COX-2 e 

CD68. 

Regulação negativa de N-caderina e a 

vimentina. 

PENG et al., 2015 

Polissacarídeos obtidos de  

Phellinus igniarius em 10, 30, 

50, 70 e 100 µg / mL e 

incubadas por 24 h. 

MTT em células 

HepG2 (carcinoma 

hepatocelular 

humano), HGC ( 

carcinoma gástrico) 

Não identificado. 

 
LI et al., 2015 
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e SW480 (cancer de 

colon) 

Polissacarídeos miceliais de P. 

ostreatus em 50, 100 e 200 mg 

/ kg. 

Células de câncer 

gástrico (BGC-823); 

Ensaio de migração 

celular e formação 

de colônias 

IBALB / c (nu / nu) 

foram utilizados 

para proliferar um 

xenoenxerto BGC-

823. 

Apoptose. CAO et al., 2015 

Polissacarídeos PLPS-1 e 

PLPS-2 do micélios Phellinus 

linteus. 

In vitro = culturas 

de células de 

sarcoma 180. 

Efeito antiproliferativo. 

Apoptose. 
MEI et al., 2015 

Polissacarídios de Pleurotus 

ostreatus. 

Cultura de células 

de tumor de Erlich 

(ET) r Sarcoma 180. 

Não identificado. 
FACCHINI et al., 

2014 

PSG-1 extraído de Ganoderma 

atrumem 100 e 200 mg / kg. 

 

Células CT26 

Murinas no Tumor 

de CT26. CT26. 

 

Induziu apoptose em células 

Aumentou os níveis de AMP cíclico 

intracelular (cAMP) e a atividade da 

proteína quinase A (PKA). 

PSG-1 aumenta a resposta imune 

antitumoral. 

Aumentou a fagocitose de macrófagos e a 

proliferação de linfócitos no baço. 

Aumentou concentrações séricas de TNF-

α, IFN-γ e IL-2. 

 

ZHANG et al., 

2014(a) 

Polissacarídeo (PEPw) dos 

corpos frutíferos Pleurotus 

eryngii em 50, 100 e 200  mg / 

kg. 

Animais com tumor 

Renca. 

 

Proliferação de linfócitos no baço 

induzida por ConA ou LPS 

Elevou as atividades de células NK e 

CTL no baço e aumentou a concentração 

sérica de TNF-α e IL-2 em ratos com 

tumor de Renca. 

YANG et al., 2013 

Corpos de frutificação 

Phellinus  igniarius em 40, 80, 

160, 320 e 640 μg/mL e nas 

doses 200, 400, 800 mg / kg. 

 

 

Células HepG-2, 

AGS, SGC-7901, 

Hela e A549 por 

meio do teste de 

MTT. 

 

 

Formação de corpos apoptóticos 

Bloqueio do ciclo celular. 

Ativação de caspase 9, 3 e clivagem de 

PARP. 

Aumento da relação BAX/BCL2. 

WANG et al., 2018 

Peróxido de ergosterol do 

Ganoderma lucidum nas 

concentrações 11, 23, 35, 46 e 

58 μM. 

 

 

Carcinoma 

hepatocelular 

humano HepG2, 

JHH-1 e SNU-449. 

Induziu morte celular 

Inibiu a migração celular, a progressão do 

ciclo celular. 

Aumentou a expressão Foxo3 e proteína 

em HepG2 

pAKT e c-Myc diminuídas 

Puma e Bax aumentadas. 

LI et al., 2016 

 

 

 

Alguns dos mecanismos antitumorais envolvidos com os compostos bioativos isolados ou 

extraídos do filo Basidiomycota estão 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 CONCLUSÃO 

  

  Extratos e compostos químicos isolados de espécies do filo Basidiomycota são fontes 

de metabólitos secundários, proteínas, polissacarídeos, terpenos que podem ser considerados 

como bioprodutos naturais para opções de novos fármacos para terapia do câncer. Não foram 

encontrados estudos que identifiquem os metabólitos ativos de N. gardneri, nem estudos que 

caracterizem as capacidades antitumorais, genotóxicas, mutagênicas e/ou antioxidantes da 

espécie. Assim, novas pesquisas devem ser desenvolvidas. Entretanto, diversos mecanismos 

antitumorais são comuns para os compostos bioativos do filo Basidiomycota, tais como 

envolvimento em apoptoses (via caspases, via estresse oxidativo), alterações de ciclo celular, 

aumento de espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio, inibição de supressores de tumores 

(p53 e AKt) e de fatores imunológicos, transcricionais, antimetastático e antiangiogênico, 

bem como indução de citotoxicidade, genotoxicidade, estresse mitocondrial e 

mutagenicidade.  
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RESUMO 

 

O câncer é um problema de saúde pública ocupando a segunda causa de morte no mundo. Os 

Basidiomycotas são fontes ilimitadas para produção de novos fármacos, especialmente 

antitumorais. São raros os relatos sobre os bioativos e propriedades biológicas do 

Neonothopanus gardneri. O estudo teve por objetivo avaliar a ação antitumoral e 

oxidante/antioxidante de extratos metanólicos e acetato de etila do N. gardneri em células de 

Sarcoma 180 e em Saccharomyces cerevisiae, com aplicação de marcadores citogenéticos, 

com isolamento e identificação dos metabólitos por técnicas espectroscópicas e 

espectropométrica. Os fungos foram coletados e os extratos preparados e testados em 500, 

1000, 1500 e 2000 μg/mL. Células de Sarcoma 180 foram tratadas com os extratos e avaliadas 

quanto à citotoxicidade no teste de Micronúcleos com Bloqueio de Citocinese; e quanto aos 

possíveis mecanismos citogenéticos indicativos de danos ao DNA, apoptoses e necrose com o 

Ensaio Cometa. No extrato metanólico foi identificado a presença de alcaloides, açúcares 

redutores, proteínas, catequinas, taninos e depsídeos; enquanto na fração acetato de etila, 

apenas alcaloides e açúcares redutores. 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 isolados 

dos extratos metanólico de N. gardneri.  Todas as concentrações testadas foram citotóxicas 

em células tumorais de Sarcoma 180 na coloração Tripan, como também pelos índices de 

divisão nuclear sem e com apoptoses e necroses. Os extratos causam danos ao DNA, com 

similaridade, nas maiores concentrações, à doxorrubicina (2 μg/mL), possivelmente por danos 

oxidativos, como o peróxido de hidrogênio (10 mM). Mecanismos citogenéticos envolvidos 

na formação de micronúcleos, brotos, pontes, bem como apoptose e necrose foram induzidos 

pelos extratos. Nas maiores concentrações, os extratos apresentaram danos oxidativos em S. 

cerevisiae; mas, nas duas menores, foram antioxidantes frente aos danos do peróxido de 

hidrogênio. 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 μg / 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-oxo-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 μg/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 INTRODUÇÃO 

 

O câncer é um problema de saúde pública  que tem alta mortalidade, sem diferenças 

entre os países (ARAN et al., 2016; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2016; BÜYÜKAVCU; 

ALBAYRAK; GÖKER, 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 milhão para a faixa de 0 

a 14 anos; e de 7,54 casos por milhão para a faixa de 0 a 19 anos (INCA, 2017). Os sarcomas 

são tumores malignos heterogêneos de origem mesenquimal, caracterizados por mais de 100 

subtipos distintos (BRENNAN; ANTONESCU; MAKI, 2013; D'ANGELO et al., 2014; 

KUMAR; BAJAJ; BODLA, 2016), com prevalência de localização em  5% dos casos em 

cabeça e pescoço; 4,7% na região do tórax; 14,7% no abdome; 3,3% nas costas; 15% nos 

membros superiores; 36,5% nos membros inferiores; 6,4% na pélvis e no períneo (PASSOS et al., 

2018). 

Cabe relatar que os mecanismos citogenéticos são subjacentes à sarcomagênese 

(JAIN; KAPOOR, 2010; TAYLOR et al., 2011), como demonstrado por cariótipos de maioria 

diploides simples, com poucos rearranjos cromossômicos, e mutações oriundas da 

instabilidade genética (HELMAN; MELTZER, 2003). A cirurgia (STEEN; STEPHENSON, 

2008) e a radioterapia (CAHLON et al., 2012; BEANE et al., 2014) são as principais 

estratégias de terapias. Entretanto, a quimioterapia sistêmica com doxorrubicina e ifosfamida 

vem sendo aplicada (GU et al., 2007), mas ainda produz severos efeitos colaterais, como os 

induzidos pela doxorrubicina (KATSUTA et al., 2017).  

Assim, novas abordagens são necessárias para a doença metastática (SHENG; 

MOVVA, 2016). Os produtos naturais têm sido fontes promissoras para agentes terapêuticos 

(DEY; SHAH; BRADBURY, 2016). Os fungos são fontes de bioativos com atividades 

biológicas para a produção de medicamentos, como a penicilina (BLUNT et al., 2006; 

SMETANINA et al., 2007; SAMUEL; PRINCE; PRABAKARAN, 2017). Os 

Basidiomycotas são fontes de bioativos (DURU; ÇAYAN, 2015), com atividades 

imunoestimulante (KATYA et al., 2014), anti-inflamatórias (DORE et al., 2014; NGUYEN  

et al., 2016), antiviral (SONG et al., 2016), hipoglicemiante (ABDEL-WAHAB et al., 2014), 

antioxidante (YAP et al., 2014),  hipocolesterolêmicos (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 é um Basidiomycota (Omphalotus) encontrado na Mata 

dos Cocais brasileira, nos estados do Maranhão, Tocantins, Goiás e Piauí (Floresta 

Amazônica 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 são raras as publicações relatando atividaddes biológicas do N. gardneri. Dentre 

as publicações, estudos apontam sua importância nutricional (FAN et al., 2006), como 

também atividades frente a alguns micro-organismos (POUCHERET; FONS; RAPIOR, 2006; 

IMITIAJ; LEE, 2007) e vírus (FAN et al., 2006). Da mesma forma, ainda são bastante raros 

os estudos sobre seus compostos bioativos e suas potencialidades como agentes antitumorais.  

A aplicação de biomarcadores citogenéticos assume importância para o entendimento 

da patologia, bem como para análises de mecanismos citogenéticos de novos fármacos para 

sua terapia e prognósticos do câncer. O Teste de Micronúcleos é considerado como 

biomarcador de efeitos aneugênicos e clastogênicos (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 é 

um método sensível 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 

importância em estudos de novos produtos naturais de importância terapêutica 

(GHAZARYAN et al., 2015; PATRA et al., 2016). Considerando, também, que a iniciação e 

progressão do câncer são associadas ao estresse oxidativo (MILEO; MICADEI, 2016), o uso 

de Saccharomyces cerevisiae tem sido amplamente utilizado para a avaliação do estresse 

oxidativo (RHEE et al., 2012; BHATTACHARYYA et al., 2014; VÁZQUEZ et al., 2017), 

devido à 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 metanólico (EM) e acetato de etila (AE), obtidos do N. 

gardneri, em células de Sarcoma 180 (murinos) e em S. cerevisiae, respectivamente, com 

aplicação de biomarcadores citogenéticos. Como também caracterizar os extratos quanto à 
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fitoquímica e identificar compostos bioativos, por ressonância magnética nuclear (RMN), 

com possíveis ações antitumorais. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Reagentes químicos 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 

Laboratórios S.A. (São Paulo, Brasil); enquanto que o peróxido de hidrogênio (H2O2) foi 

adquirido da Dinâmica Química Contemporânea LTDA (São Paulo, Brasil). A Dox foi 

utilizada em uma única concentração (2 µg/mL, solubilizada em água destilada). O H2O2 foi 

preparado a uma concentração final de 10 mM/mL (diluído em água destilada). 

 

2.2 Procedimentos experimentais gerais  

 

Os dados de RMN foram obtidos em espectrômetro Bruker Avance DRX-500 (500 

MHz e 126 MHz para os RMN de 1H e 13C NMR respectivamente) em CD3OD, sendo  o 

solvente residual não deuterado usado como referência interna. O espectro de massas de 

ionização 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 Eficiência (CLAE) Thermo Instruments 

(Detector Accela PDA, amostrador automático Accela e bomba Accela, Instrumentos Thermo 

Scientific).  As seguintes condições foram usadas: tensão capilar 4,5 kV, temperatura capilar 

260°C, auxiliar taxa de fluxo de gás 10-20 unidades arbitrárias, taxa de fluxo de gás de arraste 

40-50 unidades arbitrárias, tensão de pulverização 4,5 kV, intervalo de massa 100-1000 amu. 

Os solventes padrões analíticos para extração e fracionamento (PA) para extração e 

isolamento foram das marcas Synth, Dinâmica, Merck: metanol (MeOH), etila, n-hexano, 

acetonitrila (MeCN). Para a separação cromatográfica em coluna aberta foi utilizado a fase 

estacionária Sephadex LH-20 Sigma-Aldrich  

 

2.3 Material fúngico  

 

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

(Latitude -6.2192648, Longitude -43.1474344, Elevação 146m),  no município de São 
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Francisco-MA, Brasil. A coleta foi realizada no período de janeiro a maio de 2013, no horário 

entre 18 e 20 horas, sob autorização SISBIO número 54548-1. O material foi identificado pelo 

professor Dr. Cassius Vinícius Stevani, do Laboratório de Bioluminescência de Fungos, 

Instituto de Química, da Universidade de São Paulo (USP, São Paulo, Brasil).  

 

2.4 Extração e Isolamento 

 

Após a coleta dos cogumelos (1000 g), os corpos de frutificação do cogumelo foram 

congelados em freezer a cerca de -5 °C. Para início do processo de extração, os cogumelos 

foram lavados em água corrente e em água destilada; e, em seguida, triturados com auxílio de 

gral e pistilo. O extrato (Ext. AcOEt) foi extraído segundo a metodologia de  Adrade et al. 

(2014). Os cogumelos N. gardneri foram triturados e extraídos com AcOEt até exaustão e 

concentrado em evaporador rotatório Fisatom R-801, sob pressão reduzida com auxílio de 

bombas de vácuo. Logo em seguida, o cogumelo foi submetido à extração com metanol 

(MeOH), seguindo os mesmos padrões do extrato acetato de etila (AcOEt). Uma porção do 

Ext.AcOEt (1.5212 g) foi fracionada em coluna de sílica de fase reversa C18 (40-63 μm; 

Merck) eluída em gradiente H2O:CH3OH, obtendo oito (8) subfrações Ng1-Ng8. A subfração 

AcOEt-Ng3 (165 mg) foi submetida à análise em coluna semipreparativa com coluna C18 

SunFire (250 mm x 10 mm, 5 μm), sistema de solvente ACN:H2O no modo gradiente linear 

(30-100% ACN em 35 min, detecção em 254 nm, e fluxo de 4,5 mL/min) permitindo o 

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

 

2.5 Prospecção fitoquímica preliminar 

 

Foram realizados testes para açúcares redutores, polissacarídeos, fenóis, taninos, 

flavonoides, alcaloides, catequinas, antraquinonas, depsídeos e depsidonas segundo Dos 

Santos Galarreta et al. 2016 com modificações,  como evidenciado na Tabela 1. 
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Tabela 1. Testes realizados para caracterização fitoquímica dos extratos de N. gardneri 

 

 

 

2.6 Cultura primária de Sarcoma 180 

 

As células de Sarcoma 180 foram mantidas na cavidade peritoneal de camundongos 

(UFPI, #167/16, ANEXO E). Após 10 dias da inoculação, o líquido ascítico, contendo células 

tumorais, foi removido por punção na cavidade abdominal de um animal. Em seguida, as 

TESTE TÉCNICA POSSÍVEIS RESULTADOS 

Açúcares redutores 

 

10 miligramas do extrato seco em 5 mL de 

água destilada e 2 mL do reativo de Fehling A 

e 2 mL do reativo de Fehling B. Uso do 

banho-maria em ebulição durante 5 minutos. 

O aparecimento de um precipitado 

vermelho tijolo indica presença de 

açúcares redutores. 

 

Polissacarídeos 

 

10 miligramas do extrato seco em 5 mL de 

água destilada. Filtração e adição de  duas 

gotas de lugol. 

O aparecimento de coloração azul, 

indica resultado positivo. 

 

Fenois e taninos 

 

10 miligramas de extrato seco em 5 mL de 

água destilada, filtrou-se e adicionou-se 2 

gotas de solução alcoólica de FeCl3  a 1%. 

 

Qualquer mudança na coloração ou 

formação de precipitado é 

indicativo de reação positiva, 

quando comparado com o teste em 

branco (água + solução de FeCl3). 

Coloração inicial entre o azul e o 

vermelho, é indicativo da presença 

de fenóis, quando o teste em branco 

for negativo. Precipitado escuro de 

tonalidade azul, indica presença de 

taninos pirogálicos (taninos 

hidrolisáveis); e verde, presença de 

taninos catéquicos. 

Flavonoides Geral 

 

10 miligramas do extrato seco, em 10mL de 

metano, 5 gotas de HCl concentrado e raspas 

de magnésio. 

O surgimento de uma coloração 

rósea na solução indica reação 

positiva. 

 

Alcaloides 

 

10 miligramas do extrato seco em 5 mL de 

solução de HCl a 5%. Em seguida, separou-se 

quatro porções 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 solução 

aquosa de vanilina a 1% e 1 mL de HCl 

concentrado. 

O surgimento de uma coloração 

vermelha intensa indica reação 

positiva. 

 

Antraquinonas 

 

10 miligramas do extrato seco em 5 mL de 

tolueno e 2 mL de solução de NH4OH a 10%, 

agitou-se suavemente. 

O aparecimento de coloração rósea, 

vermelha ou violeta na fase aquosa, 

indica reação positiva. 

 

Depsídeos e 

depsidonas 

 

10 miligramas do extrato seco em 5 mL de éter 

etílico. Evaporação de todo o éter em banho-

maria, juntou-se ao resíduo 3mL de metanol e 

3 gotas de solução de FeCl3 a 1%. 

O aparecimento de coloração verde, 

azul ou cinza, indica reação 

positiva. 
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células de S180 foram contadas em câmara de Neubauer (4 x 106 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 

substâncias teste (500, 1000, 1500 e 2000 μg/mL) e controles positivo e negativo. 

 

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

 

A viabilidade celular foi analisada com a aplicação do teste de exclusão por azul de 

Tripan, de acordo com Strober (2015). Após 72 horas de tratamento com as substâncias teste e 

controles, 90 µL da suspensão de células (0,5 x 106 células/mL) foram retirados das culturas e 

acrescidos de 10 µL do azul de Tripan. As células não viáveis foram contadas por sua 

coloração azulada, sendo consideradas como células mortas. Em contraste, as células viáveis 

não apresentam esta coloração devido às suas capacidades de expulsarem o azul de Tripan. As 

diferenciações celulares foram observadas em microscopia óptica com o aumento de 400X, 

com o auxílio da câmara de Neubauer. 

 

2.8 Ensaio Cometa - versão alcalina 

 

A versão alcalina do Ensaio Cometa foi realizada conforme descrito por Speit e 

Rothfuss (2012). Alíquotas de 10 µL de suspensão celular de S180 (0,5 x 106 células/mL) 

foram misturadas com uma fina camada de agarose de baixo ponto de fusão 0,75% (90 µL) e 

colocadas sobre lâminas pré-cobertas com agarose normal 1,5%. Em seguida, as lâminas 

foram mergulhadas em solução de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10, 

com adição de 1% Triton X-100 e 10% de DMSO na hora do uso), por até 72 horas a 4°C. 

Após esse período, as lâminas foram incubadas em tampão 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 lâminas foram 

neutralizadas com tampão Tris (0,4 M e pH 7,5) e coradas com solução de nitrato de prata. As 

lâminas foram analisadas quanto ao perfil fotomicrográfico das células (aumento de 400X em 

microscópio óptico) e os resultados foram expressos em índice de danos (ID) e frequência de 

danos (FD) de 100 células em duplicata. O ID foi calculado por meio da fórmula: ID = Σ 

(número de células em determinada classe de dano X classe de dano), que variou de 0 a 400. 

E FD pela seguinte fórmula: FD = 100 – nº de células classe 0. 
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2.9 Teste de Micronúcleos com Bloqueio de Citocinese (CBMN) 

 

O CBMN foi realizado de acordo com Fenech (2007), com adaptações. 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 µL de suspensão celular de S180 (0,5 x 106 células/mL). Em cada frasco de cultura foram 

acrescidas as soluções teste e controles. As células foram incubadas por 44h a 37º ± 1°C. 

Após este período, foram adicionados às culturas 6 µg/mL de Citocalasina B (Sigma, St. 

Louis, MO), retornando os frascos à incubação 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, o 

sobrenadante foi retirado e o pellet celular foi levemente agitado para nova centrifugação após 

a adição de 5 mL de fixador (metanol:ácido acético, 5:1) e 3 gotas de formaldeído aos tubos. 

O procedimento foi repetido por 2 vezes utilizando fixador 3:1 e sem o formaldeído. Por fim, 

o sobrenadante foi descartado e 2 a 4 gotas da suspensão celular foram gotejadas sobre 

lâminas, as quais foram coradas com solução de Giemsa 5% por 7 minutos. As lâminas, 

previamente codificadas, foram analisadas em teste cego, com auxílio de microscópio óptico 

(1000X), considerando os danos citogenéticos presentes em 1000 células por lâmina em 

duplicata. 

 

2.10 Avaliação da capacidade oxidante/antioxidante em Saccharomyces cerevisiae   

 

A Tabela 2 contém os genótipos das linhagens de S. cerevisiae utilizadas no ensaio de 

atividade antioxidante, linhagem proficiente (SODWT) em superóxido dismutase 

citoplasmática, deficiente simples (Sod1Δ, Sod2Δ e Cat1Δ) e duplo deficiente (Sod1Δ/Sod2Δ 

e Sod1Δ/Cat1Δ). As referidas linhagens proficiente e deficientes em Superóxido Dismutase 

(Sod) e Catalase (Cat) foram cedidas pelo grupo de pesquisa em Genética Toxicológica da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Para o ensaio, as linhagens de S. 

cerevisiae foram repicadas em meio YEPD sólido (1% extrato de levedura, 2% de glicose, 2% 

de peptona e 2% de ágar) e armazenadas em condições apropriadas de acordo com Oliveira e 

colaboradores (2014).  Células em suspensão foram semeadas a partir do centro para a 

margem de uma placa de Petri em um ciclo contínuo, 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 μL das concentrações 

das substâncias teste. 

 

 

 

As linhagens de S. cerevisiae (SODWT, Sod1Δ, Sod2Δ, Sod1ΔSod2Δ, Cat1Δ, 

Sod1ΔCat1Δ) 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 10μL dos extratos metanólico e acetato de etila em duas diferentes condições de 

tratamento. Na avaliação oxidante, as concentrações das amostras testadas foram adicionadas 

em um disco de papel filtro no centro da placa de YEPD. No co-tratamento, foram 

adicionados, simultaneamente, as concentrações das amostras e do agente estressor peróxido 

de hidrogênio a 10mM, no disco de papel filtro. Após 48 horas de incubação em estufa a 30 

ºC, mediu-se o halo de inibição do crescimento celular em milímetros (mm). Todos os ensaios 

foram realizados em triplicata. O controle positivo utilizado foi apenas 20 µL de peróxido de 

hidrogênio a 30%. 

 

2.11 Análise estatística 

 

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão e comparados por análise de 

variância (ANOVA) de duas vias, seguido pelo pós-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 Ciência, San Diego, CA). Todos os estudos foram realizados em 

duplicata, a partir de avaliações biológicas independentes. 

 

 

Tabela 2. Linhagens de Saccharomyces cerevisiae usadas no estudo 

Descrição Genótipo Origem 

EG103 (SOD WT) MATa leu2-3,112 trp1-289 ura3-52 GAL+ Edith Gralla, L Angeles 

EG118 (Sod1∆) sod1::URA3 all other markers as EG103 Edith Gralla, L Angeles 

EG110 (Sod2∆) sod2::TRP1 all other markers as EG103 Edith Gralla, L Angeles 

EG133 (Sod1∆Sod2∆) sod1::URA3 sod2::TRP1 double mutant all other markers as 

EG103 

Edith Gralla, L Angeles 

EG223 (Cat1∆) EG103, except cat1:: TRP1 Edith Gralla, L Angeles 

EG (Sod1∆Cat1∆) EG103, except sod1:: URA3 and cat1:: TRP1 Edith Gralla, L Angeles 
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3 RESULTADOS 

 

3.1 Análise fitoquímica do extrato metanólico (EM) e acetato de etila (AE) obtidos do N. 

gardneri 

 

No EM foi possível identificar a presença de alcaloides, açúcares redutores, proteínas, 

catequinas, taninos e depsídeos. Entretanto, no extrato AE foi possível identificar apenas 

alcaloides e açúcares redutores (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Caracterização fitoquímica dos extratos metanólico e acetato de etila obtidos de N. gardneri 

Químicos EXTRATO 

METANÓLICO 

EXTRATO 

ACETATO DE ETILA 

Alcaloides Presentes Presentes 

Açúcares redutores Presentes Presentes 

Flavonoides Ausentes Ausentes 

Proteínas/aminoácidos Presentes Ausentes 

Polissacarídeos Ausentes Ausentes 

Catequinas Presentes Ausentes 

Fenóis  Ausentes Ausentes 

Taninos Presentes Ausentes 

Depsídeos Presentes Ausentes 

 

3.2 Caracterização estrutural dos metabólitos secundários do extrato metanólico  

 

 Os dados obtidos por RMN 1H (600 MHz) e 13C (600 MHz) das substâncias 1 e 2, 

inéditos, isolados do N. gardneri, estão apresentados na Tabela 4. A análise dos dados de 

HRESIMS indicou a presença de um íon m/z 367,2097 [M+] e 369,2271 [M+2H]+, 

correspondente à fórmula [C21H37NO4]. O espectro de IV mostrou estiramentos em 3445 cm-1 

correspondentes a grupos hidroxilas, em 1708 cm-1 de carbonilas e 2921 e 2852 cm-1 

corresponde a carbonos sp3. O espectro de ultravioleta em CH3OH apresentou absorção 

máxima de 273 nm.  
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Tabela 4.  Características obtidas em RMN 1H (600 MHz) e 13C (600 MHz) das substâncias (amidas 

substituídas) inéditas: 7,8-dihidroxi-13-oxo-heneicosa-9,11-dienamida (substância1) e 7,8-dihidroxi-

13-oxo-octadeca-9,11-dienamida (substância 2) isolados do extrato metanólico obtido do N. gardneri 

 

Posição 
(1)  (2) 

δ 1H δ 13
C HMBC δ 1H δ 13

C HMBC 

1 
- 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 
1,38 24,67  

1,37 28,81 C-4 

4 
1,35 28,56  

1,62 24,67 C-1/ C-5/ C-6 

5 
1,62 24,49  

1,56 32,02  

6 
4,10 74,57  

NO 25,24  

7 
3,53 73,91  

3,52 73,91  

8 
2,27 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 

11 
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 C-13 

13 
- 202,45  

- 202,45  

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

15 
1,53 23,90  

ND 23,86  

16 
1,27 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 

*Espectros obtidos em MeOD;* valores obtidos através das projeções de carbono do HSQC e HMBC, ND-não 

determinado. 

 

As substâncias 1 (Figura 1 A) e 2 (Figura 1 B) são amidas substituídas inéditas e 

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

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

um óleo amarelo claro. A análise do experimento de COSY evidenciou correlações entre os 

hidrogênios H-10 e H-11 e entre H-11 e H-12 que, associado com as correlações observadas 

em gHMBC, confirmaram a posição das ligações duplas.  
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Figura 1. Estrutura química dos compostos isolados do extrato metanólico 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-oxo-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 hidrogênios H-14, H-15 e H-19, entre os hidrogênios H-9,H-10, H-11 e 

H-12. Também é possível observar interações entre a hidroxila OH-6 com os hidrogênios H-4, 

H-5 e H-7, permitindo propor para a substância 1 o nome de 7,8-di-hidroxi-13-oxo-heneicosa-

9,11-dienamida. A análise criteriosa e a comparação dos dados de RMN 1H de duas amidas 

inéditas: 7,8-di-hidroxi-13-oxo-heneicosa-9,11-dienamida (substância 1) e 7,8-di-hidroxi-13-

oxo-octadeca-9,11-dienamida (substância 2), isoladas de extratos metanólicos e suas frações.  

A perda dos sinais em 1,36 (m; 2H, δC 31,90), δH 1,40 (m; 2H, δC 27,83)δH 1,34 (m; 2H, δC 

22,35) é atribuída aos hidrogênios metilênicos de H-18, H-19 e H-20. Em vez disso, apareceu 

o sinal em δH0,93 (t, J = 7,2 Hz, 3H, δC 12,89) de um tripleto atribuído a hidrogênios da 

metila. 

A análise do experimento de HMBC, associado ao experimento de COSY1D e 

TOCSY 1D, permitiu propor a estrutura da substância 2  semelhante à substância 1, com uma 

diferença 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 resolução ESI (+) no modo 

positivo da substância 2, apresentou pico para molécula protonada em m/z 327.2162 

[M+2H]+, correspondendo à fórmula molecular C18H31NO4, indicando 4 insaturações,  

sugerindo um análogo da substância  1.  
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3.3 Efeitos do extrato metanólico (EM) e fração acetato de etila extraídos do N. gardneri 

sobre a viabilidade celular em células do líquido ascítico de Sarcoma 180 

 

 O EM (Figura 2A) obtido do N. gardneri, em todas as concentrações testadas (500, 

1000, 1500 e 2000 µg/mL), interferiu, significantemente, na viabilidade celular em células do 

líquido ascítico de Sarcoma 180, como avaliada com o teste de exclusão azul de Tripan, 

indicando efeitos citotóxicos para o EM. Entretanto, foi observado que esses efeitos foram 

significantes em relação ao apresentado pela Dox, exceto na concentração de 2000 μg/mL. 

Diferença estatística foi observada entre a menor com a maior concentração testada. Dados 

similares foram observados para a fração acetato de etila (Figura 2 B), exceto para a menor 

concentração (500 µg/mL), que não apresentou efeitos citotóxicos. 

 

Figura 2.  Efeitos de extratos obtidos do N. gardneri na viabilidade celular avaliada pelo teste de 

exclusão por azul de Tripan em células do líquido ascítico de Sarcoma 180, após 72h de exposição. 

Valores representam a média ± desvio padrão. CN: células não tratadas. DOX: Doxorrubicina (2 

µg/mL). A: extrato metanólico e B: acetato de etila. ANOVA, duas vias, seguido de pós-teste de 

Tukey. a Significante em relação ao CN (controle negativo);b Significante em relação à Dox e # 

Significante em relação à maior concentração. 
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3.4 Efeitos genotóxicos dos extratos metanólico (EM) e acetato de etila (AE) extraídos do 

N. gardneri 

  

O EM e o AE induziram genotoxicidade em todas as concentrações testadas, pelos 

significantes aumentos dos índices e frequência de danos, quando comparados ao CN. Os 

efeitos genotóxicos dos extratos foram significantes em relação à Dox, exceto para a duas 

menores concentrações do FAE (Figura 3).  
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Figura 3. Efeitos genotóxicos do extrato metanólico (EM) e fração acetato de etila (AE) extraídos do 

N. gardneri. Em A (Índice de Danos) e B (Frequência de Danos), dados para o EM; e em C (Índice de 

Danos) e D (Frequência de Danos), dados para FAE. Valores representam a média ± desvio padrão. 

CN: células não tratadas. Dox: Doxorrubicina (2 µg/mL). A e B: Extrato metanólico; C e D: acetato de 

etila. ANOVA, duas vias, seguido de pós-teste de Tukey. a Significante em relação ao CN (controle 

negativo);b Significante em relação à Dox. 
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3.5 Possíveis mecanismos oxidativos implicados em danos genotóxicos dos extratos 

metanólicos (EM) e acetato de etila (AE) obtidos do N. gardneri em células de Sarcoma 

180. 

 

Tanto o EM quanto o AE induziram danos genotóxicos por possíveis mecanismos 

oxidativos em cultura primária de S180, como observado em estudos comparativos ao H2O2. 

Os resultados apontam similaridades de danos genotóxicos de EM e AE com o H2O2 (Figura 

4). 
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Figura 4. Efeitos oxidativos dos extratos metanólicos (EM) e acetato de etila (AE) obtidos de N. 

gardneri em cultura primária de Sarcoma 180 co-tratada com peróxido de hidrogênio na concentração 

de 2000µg/mL. Os valores representam a média ± desvio padrão de quatro experimentos 

independentes. CN: células não tratadas. Dox: Doxorrubicina 2 µg/mL.  Em A e B - extrato 

metanólico (EM): e em C e D - acetato de etila (AE). ANOVA, uma via, seguido de pós-teste de 

Tukey. p<0,05 comparado ao grupo CN (a) e H2O2(b). 
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3.6 Efeitos citogenéticos dos extratos metanólico (EM) e acetato de etila (AE) obtidos de 

N. gardneri em cultura primária de S180, avaliados pelo Teste de Micronúcleos com 

Bloqueio de Citocinese (CBMN) 

 

Os extratos EM e AE, obtidos de N. gardneri, apresentaram efeitos clastogênicos e/ou 

aneugênicos em células de Sarcoma 180, como observado pelo significante aumento de 

micronúcleos em todas as concentrações testadas, quando comparado ao CN (grupo sem 

tratamento). Cabe enfatizar que a Dox induziu mais alterações do tipo micronúcleos do que os 

extratos EM e AE. Dados similares foram observados para o aumento de pontes e brotos em 

relação apenas ao CN. Ambos os extratos também induziram citotoxicidade conforme o 
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cálculo do índice de divisão nuclear (IDN) e índice de divisão nuclear considerando as 

apoptoses e necroses (IDNC) (Tabela 5). 

 

 
Tabela 5. Danos citogenéticos dos extratos metanólicos (EM) e acetato de etila (AE) obtidos de N. 

gardneri em células de Sarcoma 180, após 72h de exposição, avaliados por meio do teste de 

Micronúcleos com Bloqueio de Citocinese. 

 

Tratamento  Danos citogenéticos  Citotoxicidade  

  Micronúcleos  Pontes  Brotos  IDN  IDNC  

CN (sem tratamento)  1,75 ± 1,02  2,80 ± 0,41  1,70 ± 0,12  1,69 ± 7  1,60 ± 0,033  

Doxorrubicina 36,50 ± 0,35a  35,5 ± 3,53a  17,0 ± 1,41a  1,11 ± 0,04a  1,23 ± 0,007a  

Extrato metanólico  

500 µg/mL  19,5 ± 3,5a b  8,0 ± 4,2a b  19,0 ± 0,0a  1,22 ± 0,01a b  1,19 ± 0,01a  

1000 µg/mL  21,5 ± 4,9a b  9,5 ± 2,1a b  18,0 ± 1,4a  1,04 ± 0,02a b  1,11± 0,02a b  

          1500 µg/mL 24,0 ± 5,6a b   11,0 ± 2,8a b  21,5 ± 0,7a  1,09 ±0,04a  1,16 ± 0,02a b  

2000 µg/mL   25,5 ± 6,3a b  13,0 ± 2,8a b  23,0 ± 2,8a b  1,07 ± 0,02a  1,11 ± 0,05a b  

Extrato acetato de etila 

500 µg/mL  12,5 ± 3,5a b  7,5 ± 0,7b 16,5 ± 2,1a 1,38 ± 0,03a b  1,26 ±  0,1a 

1000 µg/mL  14,0 ± 5,6a b  8,5 ± 0,7a b  15,5 ± 4,9a  1,33 ± 0,02a b  1,21 ± 0,02a  

1500 µg/mL  15,0 ± 0,0a b  11.0 ± 0,0a b  14,0 ± 4,2a 1,18 ± 0,03a b  1,20 ± 0,01a  

2000 µg/mL  19,0 ± 1,4a b  10,5 ± 0,7a b  15,5 ± 4,9a  1,15 ±0,01a 1,17 ± 0,01ab  

Valores representam a média ± desvio padrão de quatro experimentos independentes. CN: células não tratadas. 

Dox: doxorrubicina 2 µg/mL. IDN: índice de divisão nuclear. IDNC: índice de divisão nuclear considerando 

apoptose e necrose. ANOVA, uma via, seguido de pós-teste de Tukey. a p<0,05 comparado ao grupo 

CN. b p<0,05 comparado à Dox.  

 

 

3.7 Ação citotóxica dos extratos metanólicos (EM) e acetato de etila (AE) obtidos do N. 

gardneri por indução de danos apoptóticos e necróticos em células de Sarcoma 180. 

 

 Os efeitos citotóxicos dos extratos EM e AE foram apontados também pelo aumento 

do número de células em apoptoses em todas as concentrações testadas comparadas ao CN, 

especialmente na concentração de 2000 µg/mL, onde foi observado similaridade com a Dox. 

Também foi observada aumento de morte celular por necrose para EM em todas as 

concentrações testadas, enquanto que para o AE apenas em 2000 µg/mL  (Figura 5). 
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Figura 5. Apoptose e necrose induzidas pelos extratos de N. gardneri em cultura primária de S180, 

após 72h de exposição. A e B: apoptose. C e D: necrose. Valores representam a média ± desvio padrão 

de quatro experimentos independentes. CN: células não tratadas. Dox: doxorrubicina 2 µg/mL. Extrato 

metanólico de N. gardneri. A e C: Extrato metanólico e B e D: Acetato de etila de N. gardneri. 

ANOVA, duas vias, seguido de pós-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 metanólico (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 peróxido de hidrogênio, induziram danos oxidativos nas duas 

maiores concentrações em S. cerevisiae proficiente e mutadas paras as enzimas superóxido 

dismutase citoplasmática, mitocondrial e duplo mutante, bem como para a catalase e duplo 

mutante catalase e superóxido dismutase citoplasmática, quando comparado ao CN (Figura 

6). Entretanto, nas concentrações menores (500 e 1000 µg/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 concentrações (Figura 7). Os dados 

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

oxidantes e/ou antioxidantes. 

 

Figura 6. Perfil oxidante dos extratos acetato de etila (AE) e metanólico (EM) em linhagens de S. 

cerevisiae proficientes e mutadas em defesas antioxidantes. CN: solução de Tween 80. CP: Peróxido 

de hidrogênio 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 metanólico (EM) 

frente aos danos oxidativos induzidos pelo peróxido de hidrogênio 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. DISCUSSÃO 

 

Em várias espécies do filo Basidiomycota, a exemplo do N. gardineri, os 

polissacarídeos, terpenoides, esteroides, alcaloides e compostos fenólicos estruturados 

demonstraram atividades antioxidante, antiviral, antibacteriana, anticolinesterase, antifúngica, 

anti-inflamatória, imunomoduladora e antitumoral (ISHIKAWA  et al., 2001; MORADALI  

et al., 2007; TONG  et al., 2009). Em análises fitoquímicas de extratos obtidos de N. gardneri 

foi possível evidenciar a presença de alcaloides, açúcares redutores, taninos, depsídeos e, em 

especial, proteínas no extrato metanólico (EM), bem como em sua fração acetato de etila 

(AE).  

Os dados obtidos por RMN auxiliaram na caracterização estrutural de substâncias 

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 

oxigênio carboxílico de amidas é considerado um aceptor de ligações de hidrogênio; e o NH 

como um doador de ligações de hidrogênio. Mas a interação entre as pontes de hidrogênio 

acontece entre o grupo OH do metanol, como a que ocorre entre o grupo NH e o oxigênio do 

metanol (ZHAO et al., 2017). As amidas apresentam diversas atividades biológicas, tais como 

antifúngica 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 concentrações testadas (500, 1000, 1500 e 2000µg/mL), exceto para o 

AE em 500 µg/mL, como observado no teste azul de Tripan. Outros estudos, em Sarcoma 

180, também indicaram citotoxicidade de amidas obtidas de extratos metanólicos de 

Anthracophyllum lateritium, por fragmentação nuclear indicativa de apoptose (FERNANDO 

et al., 2015). Citotoxidade de amidas isoladas de Macropiper excelsum, em células de câncer 

de cólon HT29, também foram observadas em concentrações abaixo de 14µM (LEI et al., 

2015). A amida2- (3 '-indolil) -N-ariltiazole-4-carboxamidas 17a-p, obtida de diversos fungos, 

foi responsável pela citotoxicidade em células Hela por mecanismos apoptóticos, indicando 

que apresentam efeitos antitumorais (HOSSEINI et al., 2013; MUKUND et al., 2015). 

Atividades citotóxicas de diversas amidas foram observadas em células tumorais escamosas 

(SHIMADA et al., 2014), em gliomas humanos (U251), células de ovário humano (SANTOS 

et al., 2015). 

Os metabólicos secundários, oriundos de Basidiomycota, podem induzir toxicidade e 

ocasionar alterações de atividades biológicas em humanos e, consequentemente, são 

considerados com potenciais para fármacos (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 gênero de N. gardneri, são 

responsáveis pela citotoxicidade em linhagens celulares de câncer NCI-H187 e de 

colangiocarcinoma (KANOKMEDHAKUL et al., 2012). 

Outros compostos bioativos isolados de fungos  apresentam atividades antitumorais 

por indução de apoptoses (MEI et al., 2015, LI et al., 2016; LI et al., 2017), expressão de 

caspases 7 e de BAX/BCl2 (LI et al., 2018), indução dos fatores IFN-4, COX-2 (WANG et 

al., 2015), TGFβ, indução de ERO’s (PENG et al., 2015), aumento de proteínas quinases e de 

AMPc (ZAIANG et al., 2014) e aumento de TNF-α e IL2 (YANG et al., 2013). Os 

polissacarídeos também induzem toxicidades por parada do ciclo celular e indução de 
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apoptoses, autofagia aumento das proteínas BAX e caspases 3, diminuição do BCl2 (ZHAO 

et al., 2017), além de aumento da liberação de citocromo e diminuição de ATP (PIRES et al., 

2017), ativação de TNT, interleucinas e INOS (WANG et al., 2010). Estudos apontam que o 

extrato etanólico, 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 G0/G1 ; colapso 

no potencial de membrana, indução de apoptoses por  caspase-9, -3 e clivagem de PARP. 

Eventos citogenéticos podem estar implicados na citotoxicidade e indução de 

apoptoses, tais como danos ao DNA, indicativos de genotoxicidade. No estudo, foi observado 

que tanto o EM como o AE induziram genotoxicidade em células obtidas de Sarcoma 180 em 

todas as concentrações testadas, em relação às células não tratadas com os extratos (CN). O 

extrato AE, nas duas maiores concentrações, induziu genotoxicidade de forma similar ao 

antineoplásico doxorrubicina. A doxorrubicina (Dox), em associação com a CPA, pode gerar 

radicais livres e inibir a topoisomerase II, enzima ativada durante a replicação do material 

genético (TACAR; SRIAMORNSAK; DASSA, 2012; BAMODU et al., 2015). As drogas 

citotóxicas podem também alterar o ciclo celular e/ou induzir a apoptose (LI et al., 2012).  

O mecanismo de bioluminescência em N. gardneri foi explicado pela hidrólise 

catalisada pela enzima oxiluciferina, que produz ácido cafeico, reciclado na biossíntese de 

hispidina, através da via de estirilpirona (KASKOVA et al., 2017). Cabe enfatizar que esse 

processo ocorre sob condições de estresse oxidativo (MOGILNAYA et al., 2016), devido à 

produção de peróxido de hidrogênio (PURTOV et al., 2015), com defesas antioxidantes 

observadas pela ação das enzimas peroxidases e catalases (MOGIL’NAYA et al., 2015). 

Assim, os danos genotóxicos observados para os extratos EM e AE podem ser 

explicados, possivelmente, por mecanismos similares ao peróxido de hidrogênio. Como 

relatado, essa ERO pode ser liberada durante os processos de bioluminescência em N. 

gardneri (PURTOV et al., 2015), que acontece com estresse oxidativo (MOGILNAYA et al., 

2016). A 3-hydroxihispidina é uma luciferina fúngica considerada como produto da oxidação 

da hispidina. Quando misturada com uma fração de luciferase, nas espécies N. nambi e N. 

gardineri, o novo composto produz luz de forma dose-dependente, independente de NADPH. 

Os autores demonstraram que a hidroxilação de hispidina, no fragmento de piranhona, 

representa processos oxidativos. 

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

recorrência do câncer por mecanismos associados à indução de ERO’s e disfunção 
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mitocondrial e danos ao DNA, como por exemplo a lidocaína e aropivacaína, que causam 

danos ao DNA, induzem parada do ciclo celular em G0/G1, especialmente por induzirem 

ERO’s, que levam à apoptose, como observado em células humanas de câncer de pulmão 

(WANG et al., 2016). Outros isolados do filo Basidiomycota, α-metileno-y-lactonas, reagem 

rapidamente com cisteína para formar adutos no material genético estáveis, ao passo que as 

lactonas, α-insaturadas-γ, endocíclicas reagem lentamente com a cisteína para formar adutos 

instáveis (KUPCHAN et al., 1970).  

Cabe enfatizar que o H2O2 ocasiona danos às macromoléculas, incluindo o DNA, 

podendo ocasionar a toxicidade celular, em especial a genotoxicidade (ORAKI et al., 2013), 

que induz apoptoses por  interferência na expressão de citocromo C, Bcl-2, Bax, Bid e 

caspase 3 (GUTIÉRREZ-VENEGAS et al., 2015), como também por alterações na expressão 

caspase-9, P53, NF-κB e RIP, podendo atuar em apoptoses e em necroses (XIANG et al., 

2016; LENNICKE et al., 2015). O peróxido de hidrogênio pode ser utilizado em modelos in 

vitro para a indução do estresse oxidativo. Ele resulta da conversão de ânion superóxido (O2 

●-) pela enzima superóxido dismutase (SOD) e seu potencial de toxicidade está relacionado à 

fácil redução desse composto em radicais OH● (FITÓ et al., 2007; BHATTACHARYYA et 

al., 2014). 

Os danos genotóxicos quando não reparados podem ocasionar mutagenicidade, como 

observada no estudo para os extratos EM e AE obtidos do N. gardneri em células e Sarcoma 

180 pela formação de micronúcleos, pontes nucleoplasmáticas e brotos. Não foram 

encontrados relatos de mutagenicidade para o N. gardneri.  Esses mecanismos citogenéticos 

também estão implicados em atividades antitumorais. Os micronúcleos podem ter sido 

resultantes de erros durante a anáfase, onde fragmentos ou cromossomos acêntricos formaram 

corpos extracelulares (BOLOGNESI; FENECH, 2012; SABHARWAL et al., 2015), que são 

oriundos de quebras de cromossomos (clastogenia) ou perda de cromossomos inteiros 

(aneugenia) (FERREIRA et al., 2009; FENECH et al., 2011). 

As pontes nucleoplasmáticas podem ser atribuídas a erros em rearranjos 

cromossômicos ou à fusão de extremidades cromossomais, telômeros que podem induzir à 

ligação entre dois núcleos distintos (FENECH et al., 2011). E os brotos nucleares podem ter 

sido resultantes de amplificações nucleares, sem segregação dos núcleos (BITGEN et al., 

2016). Esses danos citogenéticos podem ser associados e/ou considerados como mecanismos 

de ação antitumoral que ocasionam a indução de apoptoses (HUANG, 2003; ZAVALA-

AGUIRRE et al., 2010; KEY et al., 2015).  A formação de brotos pode estar relacionada com 
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instabilidades cromossômicas resultantes de danos no material genético com amplificação 

gênica (BONASSI et al., 2011; FENECH et al., 2011; HONG et al., 2011). 

Corroborando, a citotoxicidade observada com a coloração azul de Tripan, também foi 

possível apontar que os extratos obtidos de N. gardneri induziram citotoxicidade em células 

de Sarcoma 180, observado pelo índice de divisão nuclear (IDN) e índice de divisão nuclear 

considerando apoptoses e necroses (IDNC). Extratos metanólicos de Fusarium moniliforme e 

de Manihot esculenta apresentam efeitos citotóxicos pela viabilidade celular de células Vero, 

MG 63, HBL, Sw 1573, WID e Hela, por parada do ciclo celular e indução de apoptoses 

(CASTRO et al., 2015). Proteínas isoladas de outras espécies, tais como Ganoderma lucidum 

e de Pleurotus ostreatus, induziram citotoxicidade em macrófagos humanos (ZHANG et al., 

2017). 

A citotoxicidade dos extratos EM e AE, obtidos de N. gardneri, foi também indicada 

pelo aumento do nº de apoptoses e de necrose em células de Sarcoma 180. Existem relatos de 

que a hispidina, um composto fenólico, substância 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 câncer gástrico, por induzir morte 

celular necrótica por autofagia, por mecanismos associados à expressão de proteínas 

reguladoras de microtúbulos reversivelmente fosforilantes, e pela produção de óxido nítrico e 

interferências na permeabilidade de membranas lisossomais (LV, LONG-XIAN, 2017).   

Também existem relatos de que a hispidina tem efeitos antitumorais associados à 

indução de apoptoses por geração de ERO’s (LIM et al., 2015), como evidenciado em câncer 

de cólon (OBA et al., 2017). Em células de Sarcoma 180, polissacarídeos isolados da espécie 

Phellinus linteus, foram apontados como de ação antitumoral (MEI et al., 2015). Lectina, 

isolada da espécie Russula lépida, demonstrou potencial antitumoral em células de hepatoma 

(Hep G2) e células MCF-7 de câncer de mama humano (ZHANG et al., 2010) e também 

atribuíram atividades antitumorais para as β-glucanas, heteromananas e heteroglucanas 

(SHAH et al., 2007). 

A resposta celular a danos oxidante/antioxidante ao DNA dos fungos é semelhante à 

resposta de células de mamíferos. Além disso 30% dos genes relacionados a doenças 

humanas, apresentam genes homólogos funcionais em leveduras (DE LA TORRE-RUIZ; 

PUJOL; SUNDARAN, 2015). As deleções de enzimas antioxidantes tais como a superóxido 

dismutase manganês (MnSOD) e cobre-zinco (CuZnSOD) causam aumento de proteínas 



139 

 

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 peróxido, 

também foi observado que os extratos AE e EM induzem danos oxidativos em linhagens 

proficiente e mutadas em defesas antioxidantes, para a superóxido dismutase citoplasmática, 

mitocondrial e para catalase, bem como para as mutantes. 

Entretanto, em menores concentrações (500 e 1000 µg/mL), os efeitos foram para 

atividades antioxidantes frente aos danos oxidativos induzidos pelo peróxido de hidrogênio. 

Os polissacarídeos, obtidos do Basidiomycota, atuam como antioxidantes por mecanismos 

associados à remoção do radical hidroxil e ânion superóxido (CHEN etal., 2016), influência 

sobre a GSH e peroxidação lipídica (PANDA et al., 2017), eliminação (LI et al., 2017; 

ZHANG et al., 2017) e captura de  radicais livre (ZHU et al., 2015). 

Estudos também apontaram que os polissacarídeos heteroglicanos, isolados de 

Pleurotus cystidiosus e de Entoloma lividoalbum, atuam na alteração dos níveis 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 responsáveis, como 

antioxidantes, por agirem nos níveis de Malondialdeído (MDA), catalase (CAT) e superóxido 

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 

concentrações de compostos fenólicos. Entretanto, em baixas concentrações, são 

antioxidantes, como sequestradores de radicais livres (AKATA; ERGÖNÜL; 

KALYONCU, 2012). 

 

 

5 CONCLUSÃO 

 

 Os extratos EM e AE, obtidos de N. gardneri, são misturas complexas de alcaloides, 

açúcares reduzidos, proteínas, 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 substâncias são, possivelmente, relacionados para atividades citotóxicas e 

antitumorais, especialmente as amidas, observadas em células de Sarcoma 180, por 

mecanismos citogenéticos associados a danos ao DNA e à formação de anormalidades 

nucleares do tipo micronúcleos, pontes nucleoplasmática e brotos, bem como por 
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apresentarem perfil oxidativo similar ao peróxido de hidrogênio em 2000 µg/mL. No estudo 

foi possível pontuar que EM e AE, nas menores concentrações (500 e 1000 µg/mL) testadas, 

em S. cerevisiae proficientes e mutadas em defesas antioxidantes para superóxido dismutase 

mitocondrial e citoplasmática e duplo mutante, bem como para catalase e mutantes, 

apresentaram efeitos antioxidantes. Mas, em 1500 e 2000 µg/mL, induziram danos oxidativos 

em S. cerevisiae. Substâncias com propriedades antagônicas como antioxidantes e citotóxicas, 

como observado no estudo, apontam boa opção para a terapia do câncer. 
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Figura 1. Perfil fotomicrográfico de cultura primária de S180  no ensaio cometa expostas ao extrato metanólico. 

A: células sem tratamento. B: doxorrubicina 2 µg/mL. C: EM 2000 µg/mL; D: EM 1500 µg/mL; E: EM 1000 

µg/mL; F: EM 500 µg/Ml. D0: dano tipo 0. D1: dano tipo 1. D2: dano tipo 2. D3: dano tipo 3. D4: dano tipo 4. 

Ap: apoptose. Coloração com prata. Aumento de 400X. 
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Figura 2. Perfil fotomicrográfico de cultura primária de S180  no ensaio cometa expostas ao extrato 

acetato de etila. A: células sem tratamento. B: doxorrubicina 2 µg/mL. C: AE 2000 µg/mL; D: AE 1500 

µg/mL; E: AE 1000 µg/mL; F: AE 500 µg/Ml. D0: dano tipo 0. D1: dano tipo 1. D2: dano tipo 2. D3: dano 

tipo 3. D4: dano tipo 4. Ap: apoptose. Coloração com prata. Aumento de 400X. 
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Figura 3. Perfil fotomicrográfico de células tumorais de Sarcoma 180 tratadas com extrato 

metanólico avaliadas pelo teste CBMN. Mn: Micronúcleo; Pn: Ponte nucleoplasmática; Ap: 

Apoptose; Nc: Necrose; BnMn: Célula binucleada com Mn; Br: Broto nuclear. Coloração com 

Giemsa 10%. Aumento de 1000X. 

Figura 4. Perfil fotomicrográfico de células tumorais de Sarcoma 180 tratadas com extrato acetato 

de etila avaliadas pelo teste CBMN. Mn: Micronúcleo; Ap: Apoptose; Nc: Necrose; Bn: Célula 

binucleada normal; Br: Broto nuclear. Coloração com Giemsa 10%. Aumento de 1000X. 
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Figura 05. Perfil fotomicrográfico de células de sarcoma 180 após exposição aos extratos metanólico e acetato de etila no teste de Aberrações 

Cromossômicas. Em A, cromossomo dicêntrico (vermelha) e fragmento (verde); Em B, cromossomo dicêntrico; gragmento cromossômico (verde); Em 

C, Em D, cromossomo dicêntrico (Vermelha) e anel cromossômico (verde) e F, anel cromossômico. 
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CAPÍTULO III 
Efeito antitumoral de extrato metanólico do Neonothopanus gardneri em modelo murino 

para câncer de mama: monitoramento toxicológico e citogenético 
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Efeito antitumoral de extrato metanólico do Neonothopanus gardneri em modelo murino 

para câncer de mama: monitoramento toxicológico e citogenético 
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RESUMO 

 

Os Basidiomycotas são fontes ilimitadas de bioativos com propriedades terapêuticas. O 

Neonothopanus gardneri se destaca por suas atividades alimentares, nutracêuticas, 

antimicrobianas e antivirais. A quimioterapia do câncer de mama ainda causa diversos efeitos 

colaterais, não tem seletividade e apresenta riscos de instabilidade genética em células não 

neoplásicas. O estudo teve por objetivos isolar e caracterizar alguns dos compostos químicos 

do extrato metanólico obtido do N. gardneri, e avaliar os efeitos antitumorais em modelo 

murino para o câncer de mama, induzido pelo 7,12-dimetilbenzantraceno, com 

monitoramento toxicológico e citogenético. Foi feito a obtenção do extrato metanólico e sua 

caracterização fitoquímica e isolamento de compostos químicos por cromatografia em 

Sephadex LH-20 e ressonância magnética. Camundongos Swiss, albinos, com 6 a 7 semanas 

de idade, virgens e não gestantes pesando entre 20 a 50g foram usados para a indução do 

câncer de mama com 7,12-dimetilbenzantraceno (6 mg/Kg-1 v.o), durante onze semanas. O 

carcinoma mamário ductal invasivo foi caracterizado por análise histopatológica e por 

marcação de Ki67. Os efeitos antitumorais foram avaliados com aplicação de biomarcadores 

citogenéticos (Ensaio Cometa, versão alcalina e Teste de Micronúcleos). O extrato foi testado, 

na dose de 10 mg/Kg-1 v.o e a ciclofosfamida em 25 mg/Kg-1 i.p., durante três semanas de 

terapias. O monitoramento toxicológico (comportamental (campo aberto, rota rod), peso de 

órgãos, hematológico e bioquímico para enzimas renais e hepáticas) foi feito durante a 

indução do câncer e terapia com o extrato. No extrato foram identificados açúcares, taninos, 

catequinas, depsídeos e proteínas, como também isolados as amidas substituídas, os 

compostos: 7,8 -di-hidroxi-13-oxo-heneicosa-9,11-dienamida e 7,8 -di-hidroxi-13-oxo-

octadeca-9,11-dienamida, como majoritários e inéditos. Para o extrato e ciclofosfamida não 

foram observadas alterações renais, no peso dos órgãos e comportamentais, apenas para o 

7,12-dimetilbenzantraceno, que na última semana induziu quedas e permanência na chapa. 

Alterações hepáticas 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 indução de 

apoptoses, que podem ser atribuídos aos seus compostos químicos, em especial aos 

majoritários, que devem ser testados para formulações farmacêuticas 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-1 v.o), 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-1 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 INTRODUÇÃO 

 

  

O câncer de mama é de origem multifatorial (FACINA, 2014; MORAES et al., 2016) 

e  responsável pela quinta causa de morte mundial entre as mulheres (HUANG et al., 2016), 

com maior incidência em idosos (ARRARAS et al., 2016); e com mais de 1,7 milhões de 

casos diagnosticados mundialmente (ABDEL-ZAHE; ELDEIB, 2016). Na quimioterapia do 

câncer de mama são usados os antineoplásicos ciclofosfamida, paclitaxel, carboplatina, 

cisplatina (MUNDHE et al., 2015), dentre outros. Entretanto, a maioria dos agentes 

antineoplásicos são genotóxicos e mutagênicos por clastogenia e/ou aneugenia, que são 

mecanismos citogenéticos preditivos de câncer (REIS et al., 2015), como também causam 

aductos ao DNA, erros de replicação, quebras e ligações cruzadas em todas as células 

(SÁNCHEZ-SUÁREZ et al., 2008; GUERREIRO et al., 2013).  

A falta de seletividade dos antineoplásicos convencionais pode ocasionar efeitos 

colaterais inesperados (BAIRI et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2018), induzindo danos em 

células não neoplásicas (ADÃO et al., 2013; RATTNER; BATHE, 2017), com riscos para o 

material genético (STORNETTA et al., 2017). Esses dados culminam para mais estudos sobre 

novos químicos para uma terapêutica eficaz e com baixa toxicidade sistêmica 

(PRATHEESHKUMAR et al., 2012; DONEPUDI et al., 2014). Produtos naturais extraídos de 

fungos são fontes de bioativos com propriedades biológicas compatíveis para formulações 

farmacêuticas para terapias oncológicas (SOUSA et al., 2013; HAVEY; EDRADA-EBEL; 

QUINN, 2015).   

Os Basidiomycotas apresentam diversos bioativos com uso terapêutico, tais como 

ácidos orgânicos, alcaloides, terpenoides, esteroides e compostos fenólicos (FERREIRA et 

al., 2009(a); JAYAKUMAR et al., 2011; SHIRMILA; RADHAMANY, 2012), que são 

considerados como antitumorais (PLESZCZYŃSKA et al., 2016; ZHANG et al., 2010; MEI 

et al., 2015). Os efeitos citotóxicos de compostos químicos de algumas espécies do filo 

Basidiomycota, em diferentes tipos celulares, são 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 gênero Neonothopanus  possui duas espécies que são mais conhecidas na literatura 

científica: Neonothopanus gardneri e  N. nambi (COMER, 1981). A primeira distribui-se na 

Mata dos Cocais (Tocantins, Goiás e Piauí) (CAPELARI et al., 2011). Ambas são cogumelos 

bioluminescentes (CAPELARI et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013; VENTURA et al., 2015) 
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de importância toxicológica (VENTURA et al., 2015). Entretanto, ainda são raros os estudos 

sobre a ação terapêutica; em especial, antitumoral de extratos e compostos isolados do N. 

gardneri.  

Os estudos de toxicologia em animais são de importância para a eficácia de compostos 

com propriedades antitumorais (ZERHOUNI, 2003) e a avaliação de marcadores 

citogenéticos pois apontam os riscos de toxicidade genética (RIM; KIM, 2015; GRUJIČIĆ et 

al., 2016). Ademais, os modelos de carcinogênese química em animais são importantes para 

pesquisa e desenvolvimento de novos agentes quimioterápicos/quimiopreventivos 

(HOLLERN; ANDRECHEK, 2014; KEMP, 2015). Assim, o estudo teve por objetivos 

caracterizar e isolar compostos majoritários do extrato metanólico (EM) obtido do N. 

gardneri,  além de avaliar os efeitos antitumorais desse extrato em modelo animal de câncer 

de mama, induzido pelo 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA), com monitoramento 

toxicológico e citogenético. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Reagentes químicos e extratos utilizados no estudo  

 

O DMBA (7,12-dimetilbenzantraceno), Ciclofosfamida (CPA) e todos os demais 

produtos químicos e reagentes necessários para a realização 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 

administração. O extrato metanólico (EM) obtido de N. gardneri foi solubilizado em 0,05% 

de Tween 80, dissolvido em 0,9% de Cloreto de Sódio e foi administrado por via oral na dose 

de 10 mg/kg-1. 

 

2.2 Material fúngico  

 

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

(Latitude -6.2192648, Longitude -43.1474344, Elevação 146m),  no município de São 

Francisco-MA, Brasil.  A coleta ocorreu  sob autorização, SISBIO número 54548-1. O 

material foi identificado pelo professor Dr. Cassius Vinícius Stevani, do Laboratório de 
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Bioluminescência de Fungos, Instituto de Química, da Universidade de São Paulo (USP, São 

Paulo, Brasil).  

2.3 Extração e isolamento de compostos químicos do extrato metanólico de N. gardneri  

 

Os cogumelos (500 g) foram lavados com água destilada e, em seguida, triturados 

com auxílio de gral pistilo e submetidos à extração com álcool metílico (3L) por 8 dias em 

temperatura de 30ºC seguido pela evaporação do solvente em evaporador rotatório, levando à 

obtenção do extrato metanólico (4,045 g). Uma porção do extrato metanólico (1.5212 g) foi 

fracionada em coluna de sílica de fase reversa C18 (40-63 μm; Merck) eluída em gradiente 

H2O:CH3OH, obtendo oito (8) subfrações Ng1-Ng8. A subfração Met-Ng3 (165 mg) foi 

submetida à análise em coluna semi-preparativa com coluna C18 SunFire (250 mm x 10mm, 

5 μm), sistema de solvente ACN:H2O no modo gradiente linear (30-100% ACN em 35 min, 

detecção 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 Análise fitoquímica 

 

Foram realizados testes de prospecção fitoquímica de acordo com a metodologia 

descrita por Barbosa (2001) a fim de identificar os seguintes compostos: açúcares redutores 

(reativo de Fehling), proteínas e aminoácidos, polissacarídeos, catequinas, alcaloides (Reativo 

de Bouchardat, Reativo de Dragendorff e Reativo de Mayer) flavonoides, taninos e fenóis e  

carotenoides, depsídios. 

 

2.5 Análise do extrato metanólico de N. gardneri por Ressonância Magnética e 

Cromatografia Líquida 

 

Foram feitas cromatografia em Sephadex LH-20, usando o metanol como eluente. Para 

reconhecer as substâncias isoladas, estas foram analisadas em HPLC e obtidos dados de RMN 

e espectrômetro Bruker Avance DRX-500 (500 MHz e 126 MHz para os RMN de 1H e 13C 

NMR respectivamente) em CD3OD sendo o solvente residual não deuterado como referência 

interna. O espectro de massas de ionização 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 automático Accela e bomba Accela, Instrumentos Thermo Scientific).  As 
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seguintes condições foram usadas: tensão capilar 4,5 kV, temperatura capilar 260° C, taxa 

auxiliar de fluxo de gás 10-20 unidades arbitrárias, taxa de fluxo de gás de arraste 40-50 

unidades arbitrárias, tensão de pulverização 4,5 kV, intervalo de massa 100-1000 amu. Os 

solventes padrões analíticos pra extração e fracionamento (PA) para extração e isolamento 

foram das marcas Synth, Dinâmica, Merck: metanol (MeOH), etila, n-hexano, acetonitrila 

(MeCN) Para a separação cromatográfica em coluna aberta foi utilizado a fase estacionária 

Sephadex LH-20 Sigma-Aldrich. 

 

2.6 Animais 

 

Foram utilizados um total de 28 animais (04 grupos com 7 animais cada). A 

quantidade de animais foi estabelecida de acordo com o guia da Organização para a 

Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD n° 489, 2014). Todos os experimentos 

foram previamente aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

Universidade Federal do Piauí (Protocolo nº132/16). Os animais utilizados no estudo foram 

obtidos no Biotério Central do Centro de Ciências Agrárias – CCA, da Universidade Federal 

do Piauí. Para o monitoramento toxicogenético do DMBA, camundongos (Mus musculus) 

fêmeas, da linhagem Swiss, albinos, com 6 a 7 semanas de idade, virgens e não gestantes e 

pesando entre 20 a 50g, foram submetidas à aclimatação por uma semana, sob condições 

monitoradas de temperatura equivalente a 25 ± 1°C, e um ciclo de 12 horas claro/escuro, com 

livre acesso à ração tipo pellets (Purina®) e água. Os animais foram divididos em quatro 

grupos: (1) azeite (azeite de oliva 10 mg/kg, v.o.); (2) DMBA (6 mg/kg, v.o.); (3) 

ciclofosfamida (25 mg/kg, i.p.) e (4) Extrato metanólico (EM) (10 mg/kg, v.o.). A dose do 

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

 

2.7 Indução do câncer 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.o.). O grupo 2, com DMBA (6 mg/kg, v.o.), por 11 semanas. A formação do tumor 

foi monitorada, durante as 11 semanas, por palpações físicas e mensuração do diâmetro com o 

uso de um paquímetro digital. Após a detecção do tumor mamário, foi iniciada a terapia 
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durante três semanas com o EM (10 mg/Kg). A CPA (25 mg/Kg) foi usada como controle 

antineoplásico.  Após o tratamento dos animais, as linhas mamárias das mamas esquerda e 

direita foram ressecadas e submetidas à necropsia completa, para avaliação macro e 

microscópica de neoplasias primárias. O produto das ressecções mamárias e da necropsia foi 

encaminhado para exame macroscópico (com especial atenção à determinação das dimensões 

e alterações da superfície de corte das peças), fixação em formalina 10% tamponada e 

processamento histotécnico automático para inclusão em parafina. 

 

2.8 Monitoramento toxicológico durante a indução e terapia do câncer de mama com 

extrato metanólico obtido do N. gardneri 

 

2.8.1 Análise hipocrática 

 

Os riscos de toxicidade do EM foram avaliados de acordo com a Organização para a 

Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD) Guidelines n° 423 e n° 407. Durante as 

onze semanas de administração do DMBA e três semanas de terapias com EM e CPA, os 

animais experimentais foram monitorados quanto às possíveis alterações hipocráticas 

(atividade geral, frênito vocal, irritabilidade, resposta ao toque, contorção, reflexo de 

endireitamento, tônus muscular, força para agarrar, ataxia, reflexo auricular, reflexo corneal, 

tremores, convulsões, calda em straub, hipnose, anestesia, lacrimação, ptose palpebral, 

micção, defecação, piloereção, hipotermia, respiração, cianose, hiperemia e morte, 30 minutos 

e 1h após administração semanal dos compostos. 

 

2.8.2 Campo aberto 

 

O aparato do teste de campo aberto consistiu de uma caixa em acrílico (paredes 

transparentes e piso preto, com diâmetro de 40 x 15cm de altura), dividido em nove quadrados 

de iguais dimensões (ARCHER, 1973). Após 30 minutos e 1h de cada administração, cada 

animal foi colocado,  individualmente no aparato, sendo avaliado o número de cruzamentos 

com as quatros patas pelas divisões do aparato (atividade locomotora espontânea), frequência 

do comportamento de autolimpeza e número de levantamentos das patas dianteiras, sem 

apoiar-se nas paredes do aparato. Após cada avaliação individual, foi realizada a assepsia do 

equipamento com álcool 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 avaliação da coordenação motora e relaxamento 

muscular produzido por drogas em animais. Resumidamente, após um intervalo de 5 minutos, 

os animais testados no campo aberto foram submetidos ao Rota Rod. Os camundongos foram 

colocados com as quatro patas numa barra cilíndrica giratória, de aço inoxidável, com 25 mm 

de diâmetro, a uma velocidade de rotação de 17 rpm, por um período de 3 min. O tempo de 

permanência na barra em segundos (TP), e o número 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 Análise bioquímica e hematológica 

 

Para a análise bioquímica, o sangue do coração foi colhido, logo após eutanásia dos 

animais, e centrifugado a 4000 x g, durante 5 min (a 4°C). O plasma foi submetido a uma 

análise bioquímica automática, em aparelho Labmax 240, com  kits comerciais Labtest®, para 

os parâmetros de ureia, creatinina, aspartato aminotranferase (AST) e alanina aminotranferase 

(ALT). Na avaliação hematológica, o número de eritrócitos, teor de hemoglobina, 

hematócrito, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e 

concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM), foram determinados como séries 

vermelhas. O número de leucócitos, neutrófilos, linfócitos, eosinófilos e monócitos em séries 

brancas, e plaquetas. A análise foi realizada em aparelho hematológico automático (Advia 

120/Hematology Siemens). 

 

2.8.5 Eutanásia e coleta dos órgãos 

 

Após as 3 semanas de tratamento com EM, os animais foram sacrificados por 

sobredose de solução anestésica (pentobarbital sódico + xilazina [1:1], i.p.). Imediatamente, 

foram separados, em caixa de gelo, o coração, o pulmão, o fígado, o baço e o rim. Os órgãos 

foram lavados com solução tampão fosfato-salino (PBS, pH 7,4), pesados e conservados em 

solução de formalina a 10%, por 24h; e posterior manutenção em solução de álcool 70%. 
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2.8.6 Avaliação histopatológica 

 

Na análise histopatológica, os fragmentos de tecido mamário foram fixados em 

formaldeído a 3,5% em tampão fosfato (pH 7,6), juntamente com solução de sacarose a 1% e 

armazenados, durante 12h a 4°C, até a sua utilização. Processou-se a fixação durante 20h, 

seguida por desidratação das peças em diluições crescentes de etanol/água (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 μM), em micrótomo, e as secções distendidas em lâminas. Consequentemente, 

as secções distendidas foram desparafinizadas em três banhos sucessivos de xileno PA e 

desidratadas em diluições decrescentes de etanol, conforme supracitado. Logo após, corou-se 

as lâminas com hematoxilina e eosina (ELGENGAIHI et al., 2016); e, finalmente, após 

lavagem e secagem, as lâminas foram cobertas por lamínulas com auxílio de bálsamo do 

Canadá.  

 

2.8.7 Perfil imuno-histoquímico (Ki-67) 

 

Dos blocos fabricados, prepararam-se secções de 3 µm, conforme citado. Após a 

desparafinização, realizou-se a recuperação antigênica com tampão citrato (pH 6,0), por 20 

minutos a 95°C. Bloqueou-se a peroxidase endógena com 3% de H2O2, durante 10 minutos, 

para reduzir a ligação não específica. Em seguida, foram incubadas as secções com anticorpo 

primário, Ki-67 (MIB-1, Dako), diluídos em diluente de anticorpo por 1h. Visualizaram-se os 

locais de ligação ao anticorpo pela incubação com solução de diaminobenzidina-H2O2 (DAB, 

Dako). Utilizou-se como controle uma secção de tecido normal (mama dos animais tratados 

com azeite). Analisou-se a imunorreação semi-quantitativamente, de acordo com os critérios 

estabelecidos por Van Slooten e colaboradores (1996), considerando a intensidade da 

coloração no citoplasma de 400 células, analisados em microscópio (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 coloração acastanhada, no citoplasma 

,será adotada como padrão para positividade da imunorreação (LI et al., 2015). 
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2.9 Monitoramento genotóxico, de reparo de DNA e mutagênico do DMBA e do EM 

obtido do N.gardneri 

 

2.9.1 Avaliação genotóxica, apoptótica e de reparo de DNA em linfócitos de camundongos 

fêmeas com carcinoma mamário, com o Ensaio Cometa 

 

A versão alcalina do Ensaio Cometa foi realizada conforme descrito por Speit e 

Hartmann (2005). Alíquotas de 10 µL 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 µL) e colocadas sobre lâminas pré-cobertas com agarose 

normal a 1,5%. Além disso, alíquotas de 10 µL do homogenato dos tecidos fígado, medula 

óssea e as mamas foram processados conforme supracitado. As lâminas foram mergulhadas 

em solução de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10 com adição de 1% 

Triton X-100 e 10% de DMSO na hora do uso), por até 72 horas a 4°C. Em seguida, as 

lâminas foram incubadas em tampão 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 lâminas foram neutralizadas com 

tampão Tris 0,4 M, pH 7,5 e coradas com solução de prata. Os resultados foram expressos em 

índice de danos (ID) e frequência de danos (FD). O ID foi calculado por meio da fórmula: ID 

= Σ (número de células em determinada classe de dano X classe de dano), que variou de 0 a 

400; e FD pela seguinte fórmula: FD = 100 – nº de células classe 0. Para estudo de reparo de 

danos induzidos pelo DMBA, realizaram-se coletas antes da indução do CM (1ª coleta), na 9ª 

semana (2ª coleta), 10ª semana (3ª coleta) e 11ª de tratamento com DMBA. Utilizou-se a 11ª 

semana como dano basal (antes do tratamento com EM e depois procederam-se mais três 

coletas (12ª, 13ª e 14ª semana) durante a terapia com EM. 

 

2.9.2 Avaliação mutagênica por alterações citogenéticas, com o Teste de Micronúcleos 

 

Para este estudo, colheram-se as amostras de medula óssea dos animais de cada grupo 

para a preparação das lâminas. O teste de acordo com Moraes e colaboradores (2016). 

Resumidamente, a medula óssea colhida foi misturada com 0,3 mL de soro fetal bovino e 

espalhada em lâminas. Os esfregaços foram secos durante 30 minutos à temperatura ambiente 

e fixados em metanol durante 10 minutos. Em seguida, coraram-se as lâminas com Giemsa 

(Merck) em tampão fosfato 0,2 M/L (pH 5.8). Realizou-se a contagem de Micronúcleos em 

2000 células por fotomicrografia com aumento de 1000 X. 
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2.10 Análise estatística 

 

A fim de determinar as diferenças entre os tratamentos, dados expressos como a média 

± desvio padrão foram comparados por análise de variância (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 Ciência, San Diego, CA). Realizaram-se todos os estudos 

em triplicata, a partir de avaliações biológicas independentes. 

 

3 RESULTADOS 

 

3.1 Análise fitoquímica e identificação de compostos químicos em extrato metanólico 

obtido do N. gardneri. 

 

A investigação fitoquímica preliminar mostrou a presença das seguintes substâncias 

obtidas de N. gardneri: alcaloides, açúcares redutores, proteínas, catequinas, taninos e 

depsídeos. Entretanto, foi possível isolar e identificar dois metabólitos secundários da classe 

das amidas por HPLC. Os dados obtidos em RMN  para as duas substâncias estão 

apresentados na Tabela 1. Foram isolados as substâncias 7,8 -di-hidroxi-13-oxo-heneicosa-

9,11-dienamida (1), 7,8-di-hidroxi-13-oxo-octadeca-9,11-dienamida (2),  considerados como 

majoritários e inéditos.  

 

Tabela 1. Compostos isolados do extrato metanólico 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 CD3OD (Multiplicidade, J em Hz) 

 

 

Posição 

(1)  (2) 

δ 1H δ 13
C HMBC δ 1H δ 13

C HMBC 

1 - 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 
1,38 

24,67  1,37 28,81 C-4 

4 
1,35 

28,56  1,62 24,67 C-1/ C-5/ C-6 

5 
1,62 

24,49  1,56 32,02  

6 
4,10 

74,57  ND 25,24  

7 
3,53 

73,91  3,52 73,91  

8 
2,27 

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 
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 C-13 

13 
- 

202,45  - 202,45  

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

15 
1,53 

23,90  ND 23,86  

16 
1,27 

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 análise criteriosa e a comparação dos dados de RMN 1H de 2 e 1 indicaram a perda 

dos sinais em 1,36 (m; 2H, δC 31,90), δH 1,40 (m; 2H, δC 27,83) δH 1,34 (m; 2H, δC 22,35) 

atribuídos  aos hidrogênios metilênicos de H-18, H-19 e H-20. Em vez disso, apareceu o sinal 

em δH 0,93 (t, J = 7,2 Hz, 3H, δC 12,89) de um tripleto atribuído a hidrogênios da metila. A 

análise dos dados de HRESIMS indicou a presença de um íon m/z 391,000 [M+Na++H+], 

correspondente à fórmula [C21H37NO4]Na. O espectro de IV mostrou estiramentos em 3445 

cm-1 correspondentes a grupos hidroxilas, em 1708 cm-1 de carbonilas e 2921 e 2852 cm-1 

corresponde a carbonos sp3. Os cromatogramas e espectro UV, obtidos em HPLC-PDA para 

os compostos isolados presentes no extrato metanólico e fração acetato de etila, estão 

apresentados na Figura 1. O espectro de ultravioleta em CH3OH apresentou absorção máxima 

de 273nm. Foram identificados dois compostos: 7,8-di-hidroxi-13-oxo-heneicosa-9,11-

dienamida (1), 7,8-di-hidroxi-13-oxo- 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-

oxo-heneicosa-9,11-dienamida) e composto 2 (B- 7,8-di-hidroxi-13-oxo- octadeca-9,11-

dienamida), obtidos dos extratos metanólicos (fração acetato de etila).  
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No experimento de gHMBC foram observadas as correlações dos hidrogênios H-14 

com os carbonos C-13(δC 202,45), C-15(δC 23,90) e C-17(δC 28,55); e hidrogênio H-21 da 

metila, com os carbonos C-20(δC 22,35), C-19(δC 27,83) e C-18(δC 31,90), o hidrogênio H-19 

com o carbono C-16(δC 29,29), foi atribuído à correlação do hidrogênio olefínico H-12  com 

os carbonos C-13 e C-10 (δC 129,04), e H-11 com o carbono C-13, evidenciando que as 

ligações duplas conjugadas estão alfa carbonila cetônica. Ainda correlações do H-2 com os 

carbonos C-1(δC 176,33), C-4 (δC 28,56), e C-5(δC 24,49). A análise do experimento de 

COSY evidenciou correlações entre os hidrogênios H-10 e H-11 e entre H-11 e H-12 que, 

associadas com as correlações observadas em gHMBC confirmaram a posição das ligações 

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

H-12.  

Também foi possível observar interações entre a hidroxila OH-6 com os hidrogênios 

H-4, H-5 e H-7, permitindo propor para a substância 1 o nome de 7,8-di-hidroxi-13-oxo-

heneicosa-9,11-dienamida. O espectro de massas de alta resolução ESI (+) no modo positivo 

do composto 2   apresentou pico para molécula protonada em m/z 327.2162 [M+2H] +, 

correspondendo a fórmula molecular C18H33NO4, indicando 4 insaturações sugerindo um 

análogo do composto 1. O espectro de IV mostrou estiramentos em 3445 cm-1 

correspondentes a grupos hidroxilas, em 1708 cm-1 de carbonilas e 2921 e 2852 cm-1 

correspondentes a carbonos sp3. O espectro de ultravioleta em CH3OH apresentou absorção 

máxima de 273 nm. A substância 1 (6,1 mg)  foi obtida como um óleo amarelo claro e 

identificada como 7,8 dihidroxi-13-oxo-heneicosa-9,11-dienamida (Figura 2 A). A análise do 

experimento de HMBC associado ao experimento de COSY1D  e TOCSY 1D permitiu 

propor a estrutura da substância 2 semelhante a substância 1, com uma diferença 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 química dos compostos isolados do extrato metanólico 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-oxo-octadeca-9,11-dienamida. 
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3.2 Avaliação toxicológica  

 

3.2.1 Monitoramento hipocrático, comportamental, metabólico e peso de órgãos 

 

Durante a indução do câncer com o DMBA foram observadas alterações apenas no 

tempo de permanência e número de quedas no teste Rota Rod durante a última semana de 

indução do câncer. A terapia com CPA induziu significante diminuição do tempo de 

permanência (TP) e aumento no número de quedas (NQ). Esses dados apontam toxicidade 

para a terapia com a CPA; entretanto, não foram observadas essas alterações durante a terapia 

com EM. Não foram observadas alterações em cruzamentos, autolimpezas e levantamentos 

(Tabela 2).  

 

Tabela 2. Avaliação comportamental e atividade locomotora de camundongos fêmeas, virgens, 

durante 14 semanas de tratamento com azeite, 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) e terapias químicas 

com ciclofosfamida (CPA) e EM.  

 

Grupos e semanas 

de tratamento 

Parâmetros comportamentais e atividade locomotora 

Campo aberto Rota rod 

Cruzamento Autolimpeza Levantamento TP (s) NQ 

Azeite 

10 mg/kg 

S 1 83,2 ± 20,6 5,0 ± 2,14 12,0 ± 6,1 180,0 ± 0,0 0,4 ± 0,2 

S 2 81,0 ± 16,8 14,4 ± 3,0 24,0 ± 7,4 174,4 ± 7,4 1,4 ± 0,8 

S 3 83,6 ± 33,4 11,4 ± 5,1 24,0 ± 19,5 180,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

S 4 57,2 ± 9,44 14,0 ± 2,9 16,8 ± 2,1 176,8 ± 7,1 0,0 ± 0,0 

S 5 55,0 ± 14,8 12,6 ± 6,1 12,8 ± 6,2 180,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

S 6 52,2 ± 21,4 9,8 ± 4,0 13,6 ± 8,0 180,0 ± 0,1 0,0 ± 0,0 

S 7 37,0 ± 26,4 8,4 ± 11,3 9,6 ± 5,5 180,0 ± 0,2 0,0 ± 0,0 

S 8 73,1 ± 15,0 7,7 ± 3,4 23,9 ± 5,4 180,0 ± 0,1 0,0 ± 0,0 

S 9 80,0 ±16,8 12,3 ± 5,2 27,7 ± 7,5 180,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

S 10 82,3 ± 31,4 13,0 ± 4,4 22,4 ± 5,5 180,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

S 11 56,5 ± 12,0 8,9 ± 2,3 23,6 ± 7,5 180,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

S 12 55, 0 ± 14,0 9,1 ± 3,5 21,8 ± 4,7 180,0 ± 0,1 0,0 ± 0,0 

S 13 55,2 ± 20,1 13,2 ± 5,1 18,5 ± 5,5 180,0 ± 0,1 0,0 ± 0,0 

S 14 39,0 ± 27,0 11,2 ± 5,1 14,0± 4,5 180,0 ± 0,1 0,0 ± 0,0 

DMBA 

6 mg/kg 

S 1 68,2 ± 23,0 9,6 ± 4,8 20,6 ± 5,9 177,0 ± 17,0 1,4 ± 0,6 

S 2 82,0 ± 30,0 15,8 ± 6,1 27,2 ± 4,6 176,0 ± 6,9 0,4 ± 0,2 

S 3 65,0 ± 14,6 11,2 ± 1,3 19,6 ± 3,43 180,0 ± 0,0 0,5 ± 0,1 

S 4 76,8 ± 11,3 15,8 ± 7,5 19,4 ± 10,6 176,6 ± 7,6 0,6 ± 0,1 

S 5 76,4 ± 18,9 15,4 ± 13,9 20,4 ± 4,0 174,2 ± 8,1 0,8 ± 0,3 

S 6 62,2 ± 24,3 11,4 ± 4,7 26,6 ± 12,1 180,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

S 7 60,8 ± 7,1 14,7 ± 10,3 19,8 ± 7,0 180,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

S 8 63,0 ± 5,8 10,3 ± 4,5 23,7 ± 7,3 180,0 ± 0,1 0,0 ± 0,0 

S 9 70,5 ± 6,2 12,3 ± 7,0 18,5 ± 5,2 180,0 ± 0,2 0,0 ± 0,0 

S 10 69,4 ± 3,9 13,4 ± 3,7 19,3 ± 4,3 180,0 ± 0,1 0,0 ± 0,0 

S 11 80,2 ± 14,0 15,3 ± 5,3 20,3 ± 5,3 165,0 ± 8,0a  1,8 ± 1,5a 

CPA 

25 mg/kg 

S 12 54,6 ± 18, 2 18,2 ± 6,2 22,6 ± 5,5   165,0 ± 15,0a  4,3 ± 1,1a 

S 13 78,0 ± 22,3 17,7 ± 4,7 21,8 ± 4,1   164,9 ± 13,5a 1,8 ± 0,2a 

S 14 68,2 ± 18,3 20,3 ± 9,7 32,0 ± 6,3a  177,7 ± 12,2 1,8 ± 0,1a 
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EM 

10 mg/kg 

S 12 68,0 ± 7,3 15,0 ± 4,1 13,0 ± 4,8 176,8 ± 4,3 0,4 ± 0,2 

S 13 68,4 ± 7,3 13,2 ± 6,3 19,6 ± 5,3 175,0 ± 7,1 0,4 ± 0,2 

S 14 67,6 ± 16,4 13,6 ± 5,4 15,2 ± 4,1 180,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

Os valores representam a média ± desvio padrão (n = 5). EM = Extrato metanólico de N. gardneri. 

DMBA = 7,12-dimetilbenzantraceno. CPA: ciclofosfamida. TP = tempo de permanência. NQ = número 

de quedas. S: semana de tratamento. ANOVA (duas vias), pós-teste de Tukey. * p<0,05 comparado ao 

Azeite, na mesma semana. 

 

 

Em relação ao perfil metabólico, o EM não induziu alterações nos parâmetros: peso 

corporal, consumo de ração, de água, miccão e defecação, indicando não toxicidade para o 

EM (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Perfil metabólico durante terapia com extrato metanólico obtido do N. gardneri em 

camundongos Swiss fêmeas em três semana. Veículo (azeite de oliva- 10 mg/Kg-1).  EM (extrato 

metanólico-10 mg/Kg-1). Os valores representam a média ± desvio padrão. Anova two way com pós 

teste de Tukey’s. * p<0,05 comparado ao Azeite, na mesma semana 

 

Parâmetros 
Grupos – 1ª semana de terapia 

Veículo EM 10 mg/kg 

Peso corporal (g) 27,55 ± 3,30  27,01 ± 1,01 

Consumo de ração (g) 9,41 ± 3,56  11,00 ± 1,12 

Consumo de água (mL) 18,92 ± 7,66  23,14 ± 2,55 

Micção (mL) 1,85 ± 1,49  1,35 ± 0,90 

Defecação (g) 2,83 ± 0,88 2,75± 0,65 

Parâmetros 
Grupos -2ª semana de terapia 

Veículo EM 10 mg/kg 

Peso corporal (g) 27,1 ± 3,99 28,6 ± 1,22 

Consumo de ração (g) 9,09 ± 2,52 10,01 ± 2,17 

Consumo de água (mL) 20,27 ± 7,68  21,84 ± 1,27 

Micção (mL) 1,36 ± 0,79 1,47 ± 0,70 

Defecação (g) 2,77 ± 1,02  3,09 ± 1,02  

Parâmetros 
Grupos - 3ª semana de terapia 

Veículo EM 10 mg/kg 

Peso corporal (g) 26,28 ± 0 ,45 28,02 ± 1,97 

Consumo de ração (g) 12,43 ± 1,58  11,08 ± 2,03  

Consumo de água (mL) 23,11 ± 1,45  22,10 ± 3,99 

Micção (mL) 1,44 ± 0,59  1,19 ± 0,75 

Defecação (g) 3,24 ± 1,23  3,01 ± 1,00 

 

Durante a indução do câncer com DMBA não foram observadas alterações no peso do 

fígado, rim, coração, pulmão e baço; entretanto, foi observado aumento da mama direita. De 
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forma similar à CPA e o EM  também não aumentaram o peso dos órgão supracitados. De 

forma contrária ao DMBA, a terapia com EM diminuiu, significantemente, o tamanho das 

mamas (Figura 3). 

 

  

Figura 3. Efeitos do extrato metanólico (EM) obtido do N. gardneri sobre o peso de órgãos de 

camundongos fêmeas, após 11 semanas de tratamento com DMBA (6 mg/mL) e 3 semanas de terapia 

com EM (10 mg/mL). Valores representam a média ± desvio padrão (n = 5); EM: Extrato metanólico 

de N. gardneri. DMBA:  7,12-dimetilbenzantraceno 6 mg/kg. CPA: ciclofosfamida 25 mg/kg. a p<0,05 

comparado ao Veículo (azeite de oliva), b p<0,05 comparado ao grupo DMBA. (ANOVA, duas vias, 

pós-teste de Tukey). 
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3.2.2 Perfil hematológico e bioquímico durante e após indução do câncer de mama e terapia 

com EM 

Não foram observadas alterações nos parâmetros hematológicos nos grupos testados, 

exceto para plaquetas, durante a indução do câncer com DMBA e terapia com EM. Não foram 

observadas alterações para ureia e creatinina. Entretanto, alterações bioquímicas foram 

observadas para TGO (transaminase glutâmico-oxalacética) e TGP (transaminase glutâmico-

pirúvica), quando comparado ao veículo (Tabela 4).   
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Tabela 4. Efeitos do extrato metanólico (EM) de N. gardneri no perfil hematológico de camundongos 

com câncer de mama induzido pelo DMBA.  

Grupos 

Perfil 

Hematológico 

Azeite  

10 mg/kg 

DMBA  

6 mg/kg 

CPA  

25 mg/kg 

EM 

 10mg/kg 

Série vermelha 

HEM (1012/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 

Leucócitos (p/mm3) 3650,00 ± 1372,60 3327,50 ± 672,30 3398,0 ± 840,70 2840,00 ± 650,90 

Neutrófilos (109/L) 9,87 ± 1,42 11,95 ± 2,40 8,76 ± 2,51 5,70 ± 1,90 

Linfócitos (109/L) 74,30 ± 5,38 78,27 ± 4,43 77,8 ± 4,62 85,70 ± 2,90 

Eosinófilos (109/L) 0,20 ± 0,05 1,50 ± 1,02 0,14 ± 0,05 0,70 ± 0,60 

Monócitos (109/L) 15,20 ± 4,83 7,95 ± 4,10* 12,8 ± 4,21 2,60 ± 1,30 

Outros 

Plaquetas (109/L) 1120,10 ± 134,60 811,5 ± 130,55* 1034,00 ± 100,7 731,20 ± 84,08* 

Os valores representam a média ± desvio padrão (n = 5). EM = Extrato metanólico de N. gardneri.. DMBA = 

7,12-dimetilbenzantracene. CPA: ciclofosfamida. HEM: hemácias; HGB: hemoglobina; HTC: hematócrito; 

VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentração de 

hemoglobina corpuscular média. ANOVA (duas vias), pós-teste de Tukey. * p<0,05 comparado ao Azeite. 

 

 

Tabela 5. Efeitos do extrato metanólico (EM) de N. gardneri no perfil bioquímico de camundongos 

com câncer de mama induzido pelo DMBA.  

Perfil Bioquímico 
Azeite  

10 mg/kg 

DMBA  

6 mg/kg 

CPA  

25 mg/kg 

EM 

 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 padrão (n = 5); EM: extrato metanólico de N. gardneri; TGO: transaminase glutâmico-

oxalacética; TGP: transaminase glutâmico-pirúvica. ap<0,05 comparado ao grupo controle. (ANOVA, duas vias, 

pós-teste de Tukey). 

 

 

3.3 Análise macroscópica, histopatológica e imuno-histoquímica (Ki-67) em mama de 

animais tratados com DMBA e terapia com EM 

 

Em análises macroscópicas, a indução do câncer com DMBA aumentou a 

vascularização das mamas, bem como indução de processo inflamatório e inchaço do tecido 

mamário (Figura 4A). Em contrapartida, a terapia com EM, na dose de 10 mg/Kg-1, reduziu, 
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visivelmente, a formação da vascularização, processo inflamatório e inchaço mamário 

(Figura 4B).  

 

Figura 4: Perfil macroscópico das mamas dos animais, após indução do câncer com DMBA. A: 

Tratamento com DMBA. Círculo azul: mama direita. Seta azul: indicação de uma maior 

vascularização. Seta preta e branca: inchaço mamário. Círculo branco: mama esquerda. B:Tratamento 

com EM, observa-se que houve redução das mamas após tratamento com EM (10 mg/Kg). Círculo 

verde: Mama direita. Círculo amarelo: Mama esquerda.  

 

 

 

O perfil histopatológico das mamas dos animais tratados com DMBA mostraram 

presença de ductos não uniformes, basofilia, células ductais atípicas, algumas com alteração 

do contorno nuclear, condensação cromatínica e hiperplasia ductal atípica. Pôde-se verificar 

também que havia tecido conjuntivo misturado com a lesão, sugerindo carcinoma ductal 

invasivo; acompanhado de intensa proliferação celular, congestão vascular e hipercromatismo 

nuclear. Por outro lado, nos animais que receberam terapia com EM (10 mg/kg) não foram 

observadas características histopatológicas de carcinoma, com ausência de áreas de necrose e 

demais características de malignidade (Figura 5). 
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Figura 5. Perfil histopatológico na mama de camundongos fêmeas, após  tratamento com DMBA (A, 

B e C) e terapia com EM (D, E e F). A: hiperplasia ductal atípica; B: Tecido conjuntivo misturado 

com lesão, sugerindo carcinoma invasivo. C: congestão vascular e hipercromatismo nuclear. D: 

hiperplasia ductal usual. E: congestão vascular. F: padrão tecidual normal. Coloração H&E (aumento 

de 200X). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Indicativos de proliferação celular também foram evidenciados durante a indução do 

câncer de mama. Quanto à avaliação imuno-histoquímica pela avaliação do marcador Ki-67 

no tecido mamário dos animais, o grupo DMBA induziu expressiva marcação (85 ± 15 %). O 

tratamento com EM reduziu a proliferação celular (55 ± 9 %) em relação ao grupo DMBA 

(Figura 6). 

 

 

A B C 

D E F 
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Figura 6. Perfil imuno-histoquímico de proliferação celular (Ki-67), analisado em mama de 

camundongos, após 11 semanas de indução do câncer com DMBA e terapia com EM (10 mg/kg). A: 

controle (Azeite) – leve marcação (16 ± 4%). B: DMBA – expressiva marcação (85 ± 15%), C e D: 

EM – moderada (55 ± 9 %) marcação. % mensurada pela contagem individual de 400 células (n=3) 

com citoplasma acastanhado (aumento de 200X). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4 Mecanismos citogenéticos indicativos de ação antitumoral do  EM obtido do N. 

gardneri em carcinoma mamário 

 

3.4.1 Efeitos genotóxicos e apoptóticos, e possíveis reparo de danos ao DNA  

 

 O EM induziu genotoxicidade em células de carcinoma mamário de camundongos 

fêmeas, como observado pelos índices e frequência de danos, assim como o DMBA e a CPA. 

Entretanto, esses danos não foram observados em células não neoplásicas (medula, fígado e 

rim), de forma contrária, ao DMBA e CPA, quando comparado ao veículo (Figura 7). 

A B 

C D 
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Figura 7.  Efeitos antitumorais do extrato metanólico (EM) obtido do N. gardneri em mama, medula 

óssea, fígado e leucócitos de camundongos fêmeas pela indução de genotoxicidade. DMBA (6 mg/kg); 

EM (10 mg/kg) e CPA (25 mg/kg). Veículo (azeite de oliva). Média ± desvio padrão (n=5). ap<0,05 

comparado ao grupo azeite, bp<0,05 comparado ao DMBA e cp<0,05 comparado ao CPA (ANOVA, duas 

vias, pós-teste de Tukey). 
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Os danos induzidos pelo DMBA, em linfócitos de sangue periférico, analisados pelo 

aumento do índice e frequência de danos, não foram reparados, como observado na 2ª, 3ª e 4 ª 

semana após o tratamento. No entanto, reparo de danos foram observados para os índices e 

frequências de danos durante terapia com EM (Tabela 6). 
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Tabela 6.  Estudo de reparo de danos ao DNA, em linfócitos de sangue periférico de camundongos 

fêmeas, durante a indução do câncer de mama com DMBA e terapia com extrato metanólico obtido do N. 

gardneri.  

Danos genotóxicos e reparo após semanas de tratamento 

DMBA 1ª 2ª 3ª 4º 

ID 133,00 ± 5,06 212,80 ± 20,06a 228,60 ± 9,88a 211,20 ± 2,07a 

FD 58,80 ± 1,92 68,80 ± 1,09a 85,20 ± 3,83ab 75,80 ± 1,92ac 

EM 1ª 2ª 3ª 4º 

ID 211,2 ± 2,07 60,30 ± 5,50a 102,00 ± 12,20a 89,20 ± 9,00a 

FD 75,80 ± 1,92 43,60 ± 6,00a 83,40 ± 7,40ab 82,80 ± 4,00b 

Valores representam a média ± desvio padrão (n = 5). EM = Extrato metanólico de N. gardneri. DMBA = 7,12-

dimetilbenzantraceno 6 mg/kg. ID = índice de danos. FD = frequência de danos. ANOVA, duas vias, pós-teste de Tukey’s.  

a p<0,05 comparado à 1ª semana. b p<0,05 comparado à 2ª semana. c p<0,05 comparado à 3ª semana. 

 

Todos os tratamentos induziram aumento significativo nos percentuais de apoptose em 

tecidos neoplásico e não neoplásicos em relação ao grupo azeite, exceto o grupo DMBA no 

tecido mamário. O EM induziu o aumento no percentual de apoptose, pela dissolução e 

fragmentação nuclear, em células neoplásicas de mama, quando comparado com os grupos 

azeite, DMBA e CPA. Em células do fígado e sangue periférico, o EM induziu menor percentual 

de células apoptóticas em relação ao grupo CPA (Figura 8). 

 

Figura 8.  Efeitos antitumorais do extrato metanólico (EM) obtido do N.gardneri  em carcinoma 

mamário, fígado, medula e linfócitos de sangue periférico por indução de apoptoses. Valores representam 

a média ± desvio padrão (n = 5). EM (10 mg/kg); DMBA = 7,12-dimetilbenzantraceno (6 mg/kg 

semanal); CPA (25 mg/kg) = ciclofosfamida. ANOVA (duas vias), pós-teste de Tukey. a p<0,05 

comparado ao Azeite, b p<0,05 comparado ao DMBA e c p<0,05 comparado ao CPAc. 
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3.4.2 Efeitos mutagênicos em células do fígado e medula óssea de camundongos fêmeas com 

carcinoma mamário  

 

O extrato metanólico (EM), obtido do N.gardneri, não induziu mutagenicidade pela 

formação de micronúcleos, pontes e brotos em medula óssea, quando comparado ao veículo, mas 

o DMBA induziu o aumento dessas alterações citogenéticas.  

 

Tabela 7. Efeitos mutagênicos do extrato metanólico (EM), obtido do N. gardneri, avaliado pela 

formação de micronúcleos (MN), pontes (PT) e brotos (BT). 

Grupos 

Marcadores citogenéticos 

Medula óssea  

MN PT BT 

Veículo               5,00 ±1,77 8,80 ± 2,58 9,00 ± 1,99 

DMBA 26,00 ± 2,30a 27,00 ± 2,23a 69,80 ± 11,99a 

EM 8,00 ± 1,63b 10,33 ± 9,07 11,33 ± 17,89 

 Células do fígado  

Veículo 4,00 ±1,77 9,40 ± 2,40 8,60 ± 1,94 

DMBA 22,00 ± 2,64a 26,20 ± 5,35a 25,00 ± 2,91a 

EM 8 ,00 ± 0,7b 6,00 ± 1,00b 6,33 ± 1,57b 

Valores representam a média ± desvio padrão (n = 5). EN = Extrato metanólico de N. gardneri na dose de 10 mg/kg; DMBA = 

7,12-dimetilbenzantraceno 6 mg/kg. MN: micronúcleos, PT: pontes citoplasmáticas, BT: Valores representam a média ± desvio 

padrão (n = 5). ANOVA, duas vias, pós-teste de Tukey. a p<0,05 comparado ao veículo. b p<0,05 comparado ao DMBA. 

 

 

 

 

4 DISCUSSÃO 

 

Os modelos animais de carcinogênese química são 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 ativação metabólica das enzimas citocromo P450 (CVYP1A2 e CYP1A1, CYP1B1), 

libera o metabólito  dihidrodiolepoxido (MACEJOVÁ E BRTKO, 2001; AL-DHAHERI et al., 

2008; KERDELHUÉ; FOREST; COUMOUL, 2016; ALVARADO et al., 2017). No estudo, a 

dose semanal de 6 mg/Kg foi eficiente na indução do carcinoma mamário. Existem relatos de 

que doses entre 1 a 3 mg/Kg são eficientes para a indução do carcinoma mamário em animais 

(MEDINA, 2004; OLIVEIRA et al., 2015).  
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As características histopatológicas analisadas da primeira dupla inferior de mamas, 

foram compatíveis para carcinoma mamário ductal invasivo. Apresentaram  muita 

proliferação celular, induzida pelo metabólito DMBA, como observado no estudo pela 

marcação de Ki67 de 85 % de proliferação celular no tecido mamário, em 400 células, 

induzindo aumento da mama.  Cabe relatar que o Ki-67 está expresso em todas as etapas do 

ciclo celular. Altos percentuais de Ki-67 estão associados com péssimos prognósticos 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 histopatológico 

neoplásico para não malignidade, com redução da marcação do Ki67e efeitos na redução do 

peso da mama. Os percentuais de Ki67 foram comparados com o encontrado para o veículo 

(16 %).   

 Os dados do monitoramento toxicológico, com aplicação dos testes campo aberto e 

Rota Rod indicaram que durante a indução do câncer (11 semanas), não foram observadas 

alterações comportamentais motoras, exceto na última semana, com alterações tempo de 

permanência na chapa e o aumento de quedas ocasionadas pelo DMBA. Dados contraditórios, 

pois existem relatos de que o DMBA não causa alterações motoras em modelos experimentais 

(BIAGIONI et al., 2016). Entretanto, por outros parâmetros toxicológicos metabólicos, como 

estresse e/ou consumo de água (WAN et al., 2015), consumo de alimentos, bem como 

alterações na excreção de urina e fezes  não foram observadas para o DMBA, CPA e EM. 

Também não foram observadas alterações renais, mas sim alterações hepáticas pelas enzimas 

hepáticas, TGO e TGP, como relatado para o DMBA (KHYADE, 2017), pois o tecido 

hepático é o maior sítio de metabolismo do indutor de câncer, com alta produção dos seus 

metabólitos (GIRAY et al., 2001).  

Os biomarcadores citogenéticos são 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 versão alcalina, como usada no estudo, detecta quebras de fitas simples e/ou 

duplas, sítios apurínicos, danos oxidativos e eficácia de reparo (CORTES-GUTIERREZ et al., 

2012; DUSINSKA, COLLINS, 2008). O EM, obtido do N. gardneri, na dose de 10 mgKg-1, 

induziu genotoxicidade apenas nas células da mama. Os danos do EM em linfócitos foram 

reparados.  De forma contrária, a CPA e o DMBA induziram genotoxicidade em medula 

óssea, fígado e linfócitos de sangue periférico. Estudos relatam que a capacidade 

carcinogênica 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 formação de aductos, 

quebras, ligações cruzadas e aberrações cromossômicas (EMMA et al., 2012). 

No presente estudo foram isoladas, identificadas e caracterizadas duas amidas 

substituídas, 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 majoritários no EM, e que 

possivelmente podem ter atividades antitumorais. Ainda não existem estudos com esses 

compostos; entretanto, as amidas substituídas induzem citotoxicidade e propriedades 

antitumorais, como observado em ratos com tumores cerebrais (HUA et al., 2012) e em 

células MCF7 (câncer de mama) e HCT116 (câncer 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 emissão de bioluminescência do N. gardneri ocorre por 

processos de oxidação da luciferina por meio de sua catalização pela luciferase, onde a 

luciferina libera a oxiluciferina (BONDAR et al., 2013; KASKOVA et al., 2017; 

MOGIL’NAYA; RONZHIN; BONDAR, 2018), devido à produção de peróxido de hidrogênio 

(PURTOV et al., 2015), com defesas antioxidantes observadas pela ação das enzimas 

peroxidases e catalases (MOGIL’NAYA et al., 2015).  Atividades citotóxicas foram 

atribuídas à espécie Neonothopanus nambi em células de câncer de pulmão (NCI-H1870) e de 

câncer de mama (BC1 e MCF-2) (KANOKMEDHAKUL et al., 2012). Os mecanismos 

oxidativos também estão envolvidos na ação antitumoral da CPA (JOHANNESSEN; 

NILSEN; LØVIK, 2007, KUMAR et al., 2014), como também as mutações genéticas e 

aberrações cromossômicas (SÁNCHES-SUÁREZ et al., 2008; BOUSLIMI et al., 2008; 

CHANG et al., 2011).  

As anormalidades nucleares são importantes para o entendimento dos mecanismos da 

tumorigênese (GRADE, 2015).  O EM, obtido de N. gardneri,  induziu mutagenicidade em 

células do fígado pela formação de micronúcleos. Entretanto, essas alterações podem ainda 

ser oriundas dos mecanismos de indução do câncer de mama, pois o DMBA induziu a 

formação de micronúcleos, pontes e brotos, em medula óssea e fígado. Esses dados 

corroboram com estudos que apontam o DMBA como indutor de instabilidade genética 

(MEDINA, 2004; LIU et al., 2015), incluindo a formação de micronúcleos (SÁNCHEZ-

SUÁREZ et al., 2008; RATTNER, J.; BATHE, 2017), por mecanismos clastogênicos e/ou 
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aneugênicos atribuídos ao metabólito dihidrodiolepóxido (carcinógeno) (BASKARAN et al., 

2010; ALVARADO et al., 2017; XUE et al., 2017). Os micronúcleos são ocasionados por 

falhas de citocineses no final da divisão celular;  e os brotos, por eliminação, amplificação 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 aneugênicos (FENECH et al., 2011. FERREIRA et al., 2009(a)) que induzem 

fragmentos de cromátides ou cromossomos acêntricos que são excluídos após as mitoses 

(FENECH, 2002; NERSESYAN et al., 2014; FENECH et al., 2016; TOUAHRI et al., 2016).  

Ainda não existem relatos de estudos com isolados do EM obtido do N. gardneri, e 

seus efeitos antitumorais, especialmente com efeitos em câncer de mama. Mas, nesse estudo, 

o EM, obtido de N. gardneri, teve efeitos antitumorais em carcinoma mamário, não somente 

por indução de danos ao DNA e alterações citogenéticas, como também por indução de 

apoptoses em células do carcinoma mamário, no fígado, medula e em linfócitos de sangue 

periférico, como observado nos dados do Ensaio Cometa também para a CPA e DMBA. Na 

espécie N. nambi, mesmo gênero do N gardneri, estudos apontam citotoxicidade em linhagens 

celulares de câncer NCI-H187 e de colangiocarcinoma atribuída 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. Proteínas obtidas de espécies do filo Basidiomycota, 

apresentaram efeitos antitumorais por indução de apoptoses, parada do ciclo celular (WANG 

et al., 2015), por regulação negativa de ciclinas B e E, regulação positiva de p53 e PARP 

(ZHANG et al., 2014; WANG et al., 2017; YUAN et al., 2017) e  expressão de BAX/BCl2 

(LI et al., 2018), por inibição de polimerização de tubulinas, a exemplo das derivadas do ácido 

(E) -4-aril-4-oxo-2-butenóico, como observado em tumores humanos (HeLa, FemX e K562) 

(VITOROVIĆ-TODOROVIĆA et al., 2013), por alterações em microtúbulos são fontes para 

ações antitumorais, a exemplo das amidas (ISLAM; ISKANDER, 2004) e  aumento dos 

níveis de ERO’s, aumento da expressão de p53, BCl2 e clivagem de PARP e liberação de 

Citocromo C (AL-KHAYAL1 et al., 2017).  

As amidas 5-nitrofurano-2-amida induzem apoptoses por ativação de moléculas da 

expressão de CHOP em câncer de mama triplo negativo (DUAN et al., 2015). Ainda em 

câncer  de mama,  as proteínas obtidas de P. nameko  têm efeitos antitumorais em cultura de 

células MCF7 por indução de alterações morfológicas apoptóticas, como condensação da 

cromatina, acúmulo na fase G1 e alteração da permeabilidade mitocondrial, perda de 
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potencial de membrana mitocondrial que resultou na liberação de Citocromo C, ativação de 

caspase-9 e caspase-3 (ZHANG et al., 2014). Existem diversos estudos com células tumorais 

de mama, a exemplo da MCF atribuídos a outros compostos químicos (ZHANG et al., 2010; 

ZHANG et al., 2014; NOVAKOVIC et al., 2017). Cabe enfatizar que as análises fitoquímicas 

do EM obtido do N. gardneri, além das proteínas, também sugeriu a presença de outros 

compostos químicos que também são considerados como antitumorais, a exemplo dos 

alcaloides, açúcares redutores, catequinas, taninos e depsídeos.  

Os polissacarídeos, obtidos da  Lentinula edodes nas doses de  5, 10 ou 20 mg / Kg, 

também apresentaram citotoxicidade células MCF-7 pelo aumento da expressão de de caspase 

7 e da relação BAX/BCL2 (LI et al., 2018). Na espécie Cerrena unicolor, as subfrações de 

baixo peso molecular III exibiram a atividade inibitória em relação às células de carcinoma de 

mama MDA-MB-231, células de carcinoma prostático PC3 e células de câncer de mama 

MCF7 (MATUSZEWSKA et al., 2018). Ainda em adenocarcinoma de mama (MCF-7), os 

metabólitos da Cerrena unicolor inibiram proliferação celular em câncer humano MCF7, 

MDA-MB-231 e PC3. (MATUSZEWSKA et al., 2018). Assim, os compostos presentes no 

EM, obtidos do N. gardneri, a exemplo das amidas substituídas isoladas, de proteínas e de 

açúcares podem, possivelmente, ter efeitos antitumorais, a exemplo da toxicidade de 

metabólicos secundários oriundos de várias espécies de Basidiomycota de importância para 

fármacos, especialmente antitumorais (BUA-ART et al., 2010; BUA-ART et al., 2011; 

BURAKORN et al., 2015).   

 

5 CONCLUSÃO 

 

Análise fitoquímica do extrato metanólico (EM), obtido do N. gardneri, indicou sua 

complexidade química, com a presença de açúcares, taninos, depsídeos, catequinas e 

proteínas. Entretanto, por ressonância magnética e cromatografia líquida foram  isoladas duas 

inéditas amidas substituídas, o composto 1: 7,8 -di-hidroxi-13-oxo-heneicosa-9,11-dienamida 

e o  composto 2: 7,8 di-hidroxi-13-oxo-octadeca-9,11-dienamida. O modelo animal de 

indução de carcinoma mamário ductal invasivo, com o DMBA, teve eficácia 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 compatíveis com o processo de 

bioluminescência, que culminaram com as apoptoses. Em tecidos não neoplásicos o EM não 

induziu a formação de alterações citogenéticas. Também não induziu alterações 

comportamentais, alterações renais, mas sim alterações hepáticas. Os efeitos antitumorais 
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podem ser atribuídos aos constituintes químicos do EM que apresentam relatos como 

antitumorais, especialmente para o câncer de mama, com menos toxicidade do que o 

carcinógeno DMBA e do antineoplásico ciclofosfamida. Entretanto, estudos de efeitos 

antitumorais devem ser feitos com as amidas isoladas, que apontam como fontes naturais para 

formulações farmacêuticas, considerando que os basidiomicotas são fontes de compostos 

considerados como antibióticos naturais, antioxidantes e, especialmente, como antitumorais. 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Como observado no capítulo de revisão sobre compostos bioativos e propriedades 

farmacológicas de espécies do filo Basidiomycota, a espécie Neonothopanus gardneri aparece 

com poucas informações sobre seus constituintes químicos e efeitos farmacológicos. Alguns 

estudos relatam apenas propriedades nutracêuticas e antimicrobianas.   Cabe enfatizar que em 

diversas espécies do filo Basidiomycota, os estudos relativos às atividades antitumorais são, 

em sua grande maioria, em cultura de células com diversos cânceres, incluindo linhagens para 

o câncer de mama. O estudo em foco contribuiu para o entendimento de possíveis atividades 

antitumorais para extratos obtidos do N. gardneri em células de Sarcoma 180 e em modelos 

murino para o câncer de mama pelos seguintes aspectos do estudo: 

 Os extratos metanólicos (EM) e acetato de etila (AE) apresentam fitoquímicos que, em 

outras espécies do filo Basidiomycota, têm efeitos antitumorais em cultura de células 

com câncer, tais como os polissacarídeos, alcaloides e proteínas; 

 Duas substâncias foram isoladas do EM: o 7,8 -di-hidroxi-13-oxo-heneicosa-9,11-

dienamida e 7,8 -di-hidroxi-13-oxo-octadeca-9,11-dienamida  - caracterizadas como 

amidas substituídas; 

 O EM e o AE, nas maiores (1500 e 2000 µg/mL) concentrações testadas, apresentaram 

efeitos oxidativos em S. cerevisiae; mas, em concentrações menores (500 e 1000 

µg/mL), os efeitos foram de atividades antioxidantes; 

 O EM e o AE apresentaram efeitos citotóxicos pela viabilidade celular em células de 

Sarcoma 180, especialmente nas maiores concentrações, como também induziram 

apoptoses, possivelmente associadas a danos ao DNA e a mecanismos citogenéticos, 

pela formação de micronúcleos, brotos e pontes nucleoplasmáticas; 

 O 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA -6 mg/Kg-1v.o) foi eficiente na indução de 

carcinoma mamário ductal invasivo durante onze semanas, com caracterização 

histopatológica e pelo Ki67 (marcador de proliferação celular); bem como indução de 

alterações comportamentais e hepáticas; como também de danos citogenéticos (danos 

ao DNA, apoptoses e alterações nucleares em mama, fígado, medula óssea e 

linfócitos de sangue periférico); 

 O EM (10 mg.Kg-1) não induziu alterações comportamentais, não alterou o peso do 

fígado, rins, coração e pulmão nos animais do estudo, porém reduziu o peso da mama 
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na 14ª semana em animais tratados com DMBA. Induziu significativamente o 

aumento dos níveis de apoptose no tecido mamário e redução da expressão do gene 

Ki-67, indicando redução da proliferação celular no tecido mamário. 

 O EM (10 mg.Kg-1), não induziu alterações renais, mas sim hepáticas por marcadores 

bioquímicos; 

 O EM teve efeitos antitumorais em camundongos fêmeas com carcinoma mamário 

ductal invasivo por mecanismos associados a danos ao DNA e à indução de 

apoptoses, possivelmente por danos oxidativos. Não foi observada a indução de 

mecanismos citogenéticos no tecido mamário, apenas em células hepáticas.   

 O estudo deixa como perspectiva a avaliação antitumoral das substâncias isoladas. 
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ANEXO A – APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM EXPERIMENTAÇÃO 

ANIMAL – UFPI 

 

 

 


