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Avaliação toxicogenética do ω-hidroxiemodina isolada de fungos endofíticos de algas 

marinhas para formulações antitumorais. JOSÉ VICTOR DE OLIVEIRA SANTOS. 

Orientadora: Dra. Ana Amélia de Carvalho Melo Cavalcante. 102p. Dissertação de Mestrado. 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas - PPGCF, Universidade Federal do 
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RESUMO 

O câncer é uma patologia genética que tem como base as alterações ao material genético que 

podem culminar em mutações, principalmente em genes envolvidos no ciclo de divisão celular. 

A busca por novos fármacos ainda é alternativa para as terapias do câncer, uma vez que ainda 

existem controvérsias sobre os efeitos dos quimioterápicos em células não tumorais.  Assim, os 

estudos com metabólitos de fungos derivados de algas marinhas continuam a ser uma fonte 

prolífica de compostos bioativos devido suas diversas propriedades farmacológicas. O estudo 

teve por objetivo a avaliação toxicogenética e antitumoral da ω-hidroxiemodina obtida do fungo 

Penicillium critrinum isolado da alga marinha Dichotomaria marginata, com aplicação de 

biomarcadores citogenéticos. A citotoxicidade, toxicidade e mutagenicidade da ω-

hidroxiemodina foi avaliada nas concentrações de 1,7; 3,4 e 6,9 µM em Artemia salina e Allium 

cepa, tendo como controle positivo o sulfato de cobre (6,9 µM). Estudos de atividades 

antitumorais foram feitos em células de Sarcoma 180, linhagens leucêmicas, adenocarcinoma 

gástrico, melanoma e fibroblastos de pulmão. Em Sarcoma 180 foram avaliados os parâmetros 

citogenéticos indicativos de genotoxicidade, mutagenicidade e apoptoses com aplicação dos 

testes cometa e de micronúcleos com bloqueio de citocinese. A CL50 em 24 h em A. salina foi 

de 4,6 µM e em 48 h de 3,6 µgM/mL. A elevada toxicidade observada em náuplios de A. salina 

assim como a inibição concentração dependente de mitose em A. cepa apontam apenas para 

toxi/citotoxicidade da ω-hidroxiemodina, fato que contribui para a não significância das 

alterações cromossômicas e formação de micronúcleos em meristemas de raízes de A. cepa.  A 

CI50 da ω-hidroxiemodina foi de 6,068 µM (Sarcoma 180), 16,55 µM (linhagens leucêmicas), 

2,93 µM (adenocarcinoma gástrico), 4,51 µM (melanoma) e 12,99 µM (fribroblastos de 

pulmão). Mecanismos citogenéticos podem ser sugeridos para Sarcoma 180, tais como indução 

de genotoxicidade, alterações nucleares do tipo broto, pontes nucleoplasmáticas e 

micronúcleos, bem como por morte celular (apoptose e necrose) com baixos índices de divisão 

nuclear, com e sem morte celular. Os dados sugerem que a ω-hidroxiemodina apresenta 

mecanismos citogenéticos indicativos de compostos antitumorais, a exemplo da doxorrubicina 

e pode ser testada em formulações farmacêuticas para a terapia oncológica. 

 

Palavras-chave: Toxicogenética. Penicillium citrinum. Genotoxicidade. Mutagenicidade. 
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ABSTRACT 

 

Cancer is a genetic pathology that is based on changes in genetic material that can culminate in 

mutations, especially in genes involved in the cell division cycle. The search for new drugs is 

still an alternative for cancer therapies, as there are still controversies about the effects of 

chemotherapy in non-tumor cells. Thus, studies with fungal metabolites derived from marine 

algae continue to be a prolific source of bioactive compounds because of their diverse 

pharmacological properties. The objective of the study was the toxicogenic and antitumor 

evaluation of the ω-hydroxyemodin obtained from the fungus Penicillium critrinum isolated 

from the seaweed Dichotomaria marginata, with application of cytogenetic biomarkers. The 

cytotoxicity, toxicity, and mutagenicity of ω-hydroxyemodin were evaluated at concentrations 

of 1.7; 3.4 and 6.9 μM / mL in Artemia salina and Allium cepa, with copper sulfate (6.9 μM/mL) 

as positive control. Studies of antitumor activities were performed on Sarcoma 180 cells, 

leukemic lines, gastric adenocarcinoma, melanoma, and lung fibroblasts. In Sarcoma 180 the 

cytogenetic parameters indicative of genotoxicity, mutagenicity and apoptosis were evaluated 

using comet and micronuclei tests with cytokinesis blockade. The LC50 in 24 h in A. salina 

was 4.6 μM/mL and in 48 h of 3.6 μM/mL. The high toxicity observed in A. salina nauplii as 

well as the concentration-dependent inhibition of mitosis in A. cepa indicate only toxi / 

cytotoxicity of ω-hydroxyemodin, a fact that contributes to the non-significance of 

chromosomal alterations and the formation of micronuclei in meristem roots of A. strain. The 

IC50 of ω-hydroxyemodin was 6,068 μM/mL (Sarcoma 180), 16,55 μM/mL (leukemic lines), 

2,93 μM/mL (gastric adenocarcinoma), 4.51 μM /mL (melanoma), and 12,99 μM/mL (lung 

fibroblasts). Cytogenetic mechanisms may be suggested for Sarcoma 180, such as genotoxicity 

induction, nucleus-type changes, nucleoplasmic bridges and micronuclei, as well as cell death 

(apoptosis and necrosis) with low nuclear division rates, with and without cell death. The data 

suggest that ω-hydroxyemodin exhibits cytogenetic mechanisms indicative of antitumor 

compounds, such as doxorubicin and can be tested in pharmaceutical formulations for cancer 

therapy. 

Keywords: Toxicogenetics; Penicillium citrinum; Genotoxicity; Mutagenicity 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O câncer é considerado uma patologia complexa e multifatorial e sua etiologia provém 

de mutações genéticas que causam incapacidade de controlar a proliferação celular, perda de 

resposta aos fatores de inibição do crescimento, evasão de mecanismos de morte celular como 

a apoptose, capacidade de invasão de outros tecidos corporais e produção de novos vasos 

sanguíneos (HERCOS et al., 2014). Em 2015, havia 17,5 milhões de casos de câncer em todo 

o mundo. Entre 2005 e 2015, os casos de câncer aumentaram 33%. Para os homens, o câncer 

mais comum em todo o mundo foi câncer de próstata (1,6 milhão de casos). O traumatismo 

traqueal, bronco e pulmonar foi a principal causa de morte por câncer em homens (1,2 milhão 

de mortes). Para as mulheres, o câncer mais comum foi câncer de mama (2,4 milhões de casos). 

O câncer de mama também foi a principal causa de morte por câncer para mulheres (523 000 

mortes) (FITZMAURICE et al., 2017). 

Os mecanismos das drogas antitumorais são diversos, estas agem diretamente sobre 

alguma vulnerabilidade celular como o desequilíbrio do estresse oxidativo tumoral; 

citotoxidade celular por indução de morte celular, apoptose, necrose e autofagia; e a 

interferência sobre as etapas do ciclo celular das células cancerígenas são exemplos dos 

principais efeitos pró-oxidantes de antineoplásicos (MÖHLER; PFIRMAN; FREI, 2014). No 

entanto, as atuais estratégias preventivas, clínicas e de pesquisa não foram suficientes para 

enfrentar os desafios causados por essa patologia (MENDELSOHN; RINGBORG; 

SCHILSKY, 2012). 

O custo médio empregado no desenvolvimento de uma nova droga para o tratamento do 

câncer passando por todos os estágios chega a cerca de 1,042 bilhão de dólares, em 2006 

(ADAMS; BRANTNER, 2006) e 1,3 bilhão de dólares em 2007 (DIMASI; GRABOWSKI, 

2007), nesse cenário existe a necessidade da exploração para o desenvolvimento de novos 

compostos para o tratamento do câncer de forma mais produtiva e sustentável financeiramente.  

Enquanto fontes terrestres de produtos farmacêuticos e bioquímicos foram consideravelmente 

exploradas, menos de um por cento das espécies marinhas têm sido examinadas para a produção 

dos novos produtos químicos, portanto substâncias vindas do ambiente marinho representam 

uma grande fonte de substâncias bioativas com uma vasta gama da sua aplicabilidade 

principalmente para o desenvolvimento de novos medicamentos na indústria farmacêutica 

(MOLINSKI et al., 2009; BLUNT et al., 2011).  

Nas últimas décadas, cerca de 60% das drogas utilizadas em hematologia e oncologia 

foram originalmente derivadas a partir de fontes naturais, e um terço dos agentes mais vendidos 
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são ou agentes ou derivados naturais (SINGH et al., 2008). Entre todos os produtores de 

moléculas naturais conhecidas, os fungos representam uma rica fonte de metabólitos 

biologicamente ativos com larga aplicação como agroquímicos, antitumorais, antiparasitários, 

imunossupressores entre outros. Estima-se que apenas 1% das bactérias e 5% dos fungos 

encontrados nos solos são conhecidos, indicando a possibilidade de se encontrarem milhares de 

espécies ainda desconhecidas. Estes microrganismos são encontrados na Antártida, Ártico, 

Alpes, desertos, regiões áridas, vulcânicas e solos férteis ou inférteis, englobando assim todo 

planeta abrangendo todos os ecossistemas, independentemente de suas condições geográficas 

ou climáticas (LEPTOKARYDIS, 2008).  

Os microorganismos marinhos atraíram uma atenção considerável como fontes 

importantes de metabolitos secundários estruturalmente diversos e como pistas potenciais para 

a descoberta de drogas.  O Penicillium citrinum se mostra uma fonte importante de metabolitos 

secundários estruturalmente diversos e como pistas potenciais para a descoberta de drogas 

(CHEN et al., 2011). O Penicillium citrinum já foi isolado da espécie Dichotomaria marginata 

(DE ANDRADE et al., 2014) que é uma macroalga vermelha que pertence à ordem Nemaliales, 

classe Florideophyceae e família Galaxauraceae. Existem poucos estudos químico-

farmacológicos para esta espécie, geralmente limitados a estudos taxonômicos para esta alga. 

(ROZAS et al., 2008), no entanto frações hexânicas dessa alga obtiveram substâncias com 

potencial citotóxico (LIAO et al., 2003).  

Mesmo com o isolamento e obtenção de novos compostos naturais a investigação dos 

efeitos e genotóxicos e mutagênicos em substâncias aromáticas heterocíclicas com em ensaios 

de genotoxicidade é indispensável. É de importância crítica a avaliação de danos ao DNA visto 

que o desenvolvimento do câncer pode decorrer de agentes genotóxicos (KASSIE et al., 2001), 

no entanto este mesmo processo constitui uma das bases para o tratamento do mesmo (BA-

SANG et al., 2016). O ω-hidroxiemodina, sustância isolada no presente estudo, já demonstrou 

em estudo prévio atividade antitumoral contra linhagens cancerígenas de pulmão (A-549), 

mama (MCF-7), colorretal HT-29 além inibição da proteína tirosina quinase (PTK), que pode 

desempenhar um papel importante na inibição do crescimento de células tumorais (KIM et al., 

1997), como observado na piora do prognóstico de pacientes com câncer de mama que tinham 

o nível dessa proteína elevado (GÄRTNER et al., 2014).  

O principal problema com o tratamento com antineoplásicos e a sua pouca seletividade 

a células tumorais, com a indução de danos ao DNA, dentre eles danos oxidativos, mutações 

genéticas e aberrações cromossômicas (NAITO et al., 2015), o que gera uma alta toxicidade em 
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tecidos normais e órgãos, levando ao processo de estresse oxidativo (ROY; CHAKRABORTY; 

BHATTACHARYA, 2014). 

Portanto, o biomonitoramento dos danos oxidativos, nucleares e genotóxicos de 

produtos naturais e/ou sintéticos, manipulados/ingeridos pelo homem é de fundamental 

importância para a liberação de substâncias para o uso terapêutico. Neste contexto, ensaios não-

clínicos com organismos inferiores como Artemia salina, Allium cepa e o uso de linhagens de 

células cancerosas proporcionam um meio alternativo para o teste de drogas e produtos 

químicos (DOKE; DHAWALE, 2015). 

 Tendo em vista a necessidade de compreender os possíveis efeitos tóxicos, 

citogenéticos e genotóxicos do ω-hidroxiemodina, o presente trabalho objetivou seu isolamento 

e elucidação bem como avaliar os efeitos tóxicos em Artemia salina, Allium cepa; citotóxicos, 

genotóxicos e mutagênicos através do estudo em Allium cepa e células tumorais de Sarcoma 

180 (S180) e linhagens leucêmica (HL-60), adenocarcinoma gástrico (AGP01), melanoma 

(SKMEL-28) e fribroblastos de pulmão (MRC5) (Figura 1). A dissertação compreende um 

estudo não-clínico com isolamento e elucidação do ω-hidroxiemodina e sua avaliação frente a ação 

tóxica, citotóxica, genotóxica e mutagênica por meio de tratamentos em náuplios de Artemia 

salina e raízes de Allium cepa (Capítulo I); Assim como os efeitos citotóxico, genotóxico e 

mutagênico do ω-hidroxiemodina em linhagens tumorais de Sarcoma 180, leucêmica (HL-60), 

adenocarcinoma gástrico (AGP01), melanoma (SKMEL-28) e fribroblastos de pulmão 

(MRC5) (Capítulos II). 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 
 

Figura 1. Divisão esquemática do corpo da dissertação 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

 Avaliar os efeitos toxicogenéticos e antitumorais ω-hidroxiemodina isolada do fungo 

endofítico Penicillium citrinum, extraído da alga Dichotomaria marginata, com 

aplicação de biomarcadores citogenéticos em estudos não clínicos. 

2.2 Específicos 

 

 Realizar o isolamento e caracterização do ω-hidroxiemodina obtida do Penicillium 

citrinum, extraído da alga Dichotomaria marginata; 

 Determinar a toxicidade aguda empregando o microcrustáceo Artemia salina; 

 Avaliar a toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade da ω-

hidroxiemodina isolada do fungo endofítico Penicillium citrinum, extraído da Alga 

Dichotomaria marginata) por meio do teste Allium cepa; 

 Avaliar a viabilidade celular da ω-hidroxiemodina em células de Sarcoma 180 e 

linhagens tumorais de leucêmica (HL-60), adenocarcinoma gástrico (AGP01), 

melanoma (SKMEL-28) e fribroblastos de pulmão (MRC5).  

 Avaliar a atividade antitumoral da ω-hidroxiemodina em células de Sarcoma 180 por 

mecanismos citogenéticos indicativas de genotoxicidade, alterações nucleares (brotos, 

pontes nucleoplasmáticas, micronúcleo), apoptose e necrose. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 Câncer  

 

O câncer é definido como o crescimento descontrolado de células, que podem invadir e 

se espalhar para locais distantes do corpo, pode ter consequências graves para a saúde, e é uma 

das principais causas de morte a nível mundial. É causado, na maioria dos casos, por mutação 

ou ativação anormal dos genes que controlam o crescimento celular (LOURO, 2000), 

resultando em modificações progressivas da biologia celular caracterizadas por alterações na 

proliferação, diferenciação e na interação das células com o meio extracelular (COTRAN; 

KUMAR; ROBBINS, 2000). Pulmão, próstata, colorretal, estômago e câncer de fígado são os 

tipos mais comuns de câncer em homens, enquanto mama, colorretal, pulmão, colo uterino e 

câncer de estômago são os mais comuns entre as mulheres (WHO, 2017).  

O câncer é uma patologia genética, ou seja, pode ser repassada a uma célula normal por 

meio da transferência de genes tumorais. As alterações que geram mutações são causadas por 

agentes físicos e químicos do meio ambiente ou produtos da própria célula levando ao processo 

de carcinogênse em três estágios (iniciação, promoção e progressão), gerando um acúmulo de 

mutações no DNA, principalmente em genes envolvidos na ordem dos eventos do ciclo de 

divisão celular, nos que são responsáveis por consertar erros de replicação do material genético 

ou diferenciação celular (BELIZÁRIO, 2002).  

Mesmo na ausência de qualquer exposição significativa de agentes exógenos, as células 

de mamífero acabam mantendo milhares de lesões no DNA pró-mutagênicas todos os dias, 

onde atividades metabólicas normais estão associadas com a hidrólise, desaminação, 

alquilação, e oxidação, acabando por infligir danos as bases nitrogenadas, quebras de cadeia 

simples, rupturas de filamentos duplos e entre cadeias de ligação cruzada (BERRA; MENCK; 

DI MASCIO, 2006). Nesse sentido o reparo dos erros ou a apoptose são necessários para manter 

a integridade do material genético, na ausência ou perca da capacidade de reparo a essas 

atividades há resultados genotóxicos (KLAPACZ et al., 2016). Células que que acumulam 

vários danos no DNA e não entram em apoptose acabam por perpetuar os danos quando há 

replicação de seu material genético gerando um processo que resulta em câncer. 

Com o crescente aumento populacional e o envelhecimento contínuo da população, o 

perfil epidemiológico do câncer tem sofrido alterações, afetando significativamente o impacto 

das neoplasias no cenário mundial (VERAS; 2007). O estilo de vida da sociedade moderna 

contribui para aumentar a exposição da população a alguns fatores ambientais, nutricionais, 
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químicos e hormonais potencialmente carcinogênicos (SILVA; SERAKIDES; CASSALI, 

2004). 

Essa patologia se tornou um importante problema de saúde pública em países 

desenvolvidos e em desenvolvimento, causando mais de seis milhões de óbitos a cada ano, 

representando cerca de 12% de todas as causas de morte no mundo. Embora as maiores taxas 

de incidência de câncer sejam encontradas em países desenvolvidos, dos dez milhões de casos 

novos anuais de câncer, cinco milhões e meio são diagnosticados nos países em 

desenvolvimento (INCA, 2017). 

3.2 Estresse Oxidativo 

 

O desequilíbrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes que resulta na indução de danos 

celulares pelas espécies reativas do oxigênio (ROS) tem sido chamado de estresse oxidativo 

(PYLVAS et al., 2010), mas pode ser definido também como uma consequência de um aumento 

da geração de radicais livres e/ou redução da atividade fisiológica das defesas antioxidantes 

contra os radicais livres (HASTY et al., 2003; POLJSAK; ŠUPUT; MILISAV, 2013). Quando 

ROS e as espécies reativas do nitrogênio (RNS) excedem as capacidades de desintoxicação, 

pode ocorrer danos oxidativos em lipídeos, ácidos nucleicos, proteínas. Se este dano for 

irreparável, a célula vai sofrer morte celular, sob a forma de quer a apoptose (morte celular 

programada), ou necrose, dependendo da extensão do dano. OH • é o ROS mais reativa para a 

DNA, e pode danificar o DNA via abstração H ou adição alceno (COOKE et al., 2003; PORTO 

et al., 2015). 

A produção de radicais livres constitui um processo contínuo e fisiológico, cumprindo 

funções biológicas relevantes. Durante os processos metabólicos, esses radicais atuam como 

mediadores para a transferência de elétrons nas várias reações bioquímicas (BARBOSA et al., 

2010; GARCIA-SOUZA; OLIVEIRA, 2014). A contínua produção de radicais livres em 

processos metabólicos resulta no desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante que 

tem o objetivo de limitar os níveis intracelulares de radicais livres e controlar a ocorrência de 

danos decorrentes (BARBOSA et al., 2010). 

Espécies reativas são formados em concentrações fisiológicas e degradada durante o 

metabolismo aeróbico normal nas células. No entanto, o aumento da produção ou descontrolada 

destas espécies pode resultar em danos oxidativos de biomoléculas, tais como lipídeos, 

proteínas e ácido desoxirribonucleico, interrompendo assim a função celular podendo induzir 

apoptose ou necrose (GARCIA-SOUZA; OLIVEIRA, 2014). O processo de estresse oxidativo 
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leva a resultados que podem ser bastante danosos às células, variando bastante entre 

organismos, tipos celulares e até mesmo entre células de um mesmo tecido, devido a 

diversificada capacidade antioxidante das células (BERRA; MENCK; DI MASCIO, 2006). Há 

evidências de que o estresse oxidativo pode ser um mecanismo de fator de risco/patogênico 

(GRAHAME; SCHLESINGER, 2012), estando envolvido em mais de 100 doenças, como a 

sua causa ou a consequência (GILKA et al., 2007; POLJŠAK et al., .2011). Existem diversos 

mecanismos que podem levar à carcinogênse, um deles é a produção excessiva de radicais livres 

e espécies reativas de oxigênio está associada a danos na fita ou alterações nas bases 

nitrogenadas ou, ainda, modificações de desoxirribose, podendo gerar danos como apoptose e 

mutações (BERTOLOZZO et al., 2010). 

O estresse oxidativo acelera a erosão dos telômero e promove o envelhecimento 

biológico. O encurtamento do telômero em si parece ser uma causa de aumento das taxas de 

morbidade e mortalidade, tanto diretamente como a função do tecido normalmente declina 

gradualmente e, indiretamente, com o acúmulo de células senescentes acelerando o 

desenvolvimento de patologias (GRAHAME; SCHLESINGER, 2012). Em condições normais, 

as mitocôndrias desencadeiam sinalização redox na célula através da liberação de espécies 

reativas de oxigênio da cadeia de transporte de elétrons. Sob condições fisiopatológicas, a 

geração de espécies reativas do oxigênio das mitocôndrias também pode contribuir para o início 

do câncer, bem como, para uma amplificação do fenótipo das células tumorais. Ao mesmo 

tempo, os as espécies reativas do oxigênio geradas nas mitocôndrias podem tornar as células 

tumorais vulneráveis, principalmente, a terapias que enfatizam sua capacidade de regular a 

homeostase redox, abrindo oportunidades para o tratamento do câncer (SABHARWAL; 

SCHUMACKER, 2014). 

Os estudos sobre radicais livres e o desenvolvimento de novos métodos para avaliação 

de atividade antioxidante têm aumentado consideravelmente nos últimos anos. As descobertas 

do efeito deletério dos radicais livres sobre as células e sua relação com certas doenças, agindo 

como causador ou agravante, impulsionou a busca por novas substâncias capazes de prevenir 

ou minimizar os danos oxidativos às células vivas. Existem diversos métodos para avaliar a 

atividade antioxidante in vitro de substâncias biologicamente ativas, envolvendo desde ensaios 

químicos com substratos lipídicos a ensaios mais complexos utilizando as mais diversas 

técnicas instrumentais (SÁNCHEZ-MORENO, 2002). 

A utilização de métodos analíticos para determinação da atividade antioxidante ou 

quantificação de antioxidantes específicos em matrizes complexas como extratos vegetais, 

frutas e alimentos em geral, pode ser justificado pela relevância comercial e farmacológica, 
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bem como pela necessidade de metodologias mais simples e baratas (PALANISAMY et al, 

2011). Esses testes têm se tornado ferramentas de grande importância como auxiliares na busca 

por substâncias bioativas, bem como na seleção de matéria-prima para estudo. Devido à 

crescente busca por substâncias bioativas que substituam os produtos sintéticos e diminuam os 

efeitos colaterais, um grande número de testes in vitro tem sido desenvolvido para avaliar a 

atividade antioxidante de compostos (SÁNCHEZ-MORENO, 2002). 

3.3 Fungos endofíticos de algas marinhas e potencial produção de moléculas bioativas 

para formulações farmacêuticas 

 

Existe a necessidade de desenvolver novas substâncias para o tratamento de doenças 

humanas graves, tais como o câncer, infecções microbianas e doenças neurológicas. O 

desenvolvimento de drogas derivadas de produtos naturais tornou-se uma estratégia altamente 

promissora para a identificação de novos agentes antitumorais (GARCIA et al., 2015). 

Organismos marinhos proporcionam potencialmente uma fonte rica de substâncias, o que apoia 

a pesquisa intensiva para as novas substâncias de organismos marinhos (IMHOFF; LABES; 

WISE, 2011). A exploração de produtos naturais marinhos pode ser considerada recente 

datando à década de 1960 com o foco para a descoberta de medicamentos na década de 1980. 

Esse ambiente tem sido uma fonte de mais de 20000 produtos naturais descobertos nos últimos 

50 anos, mas devido a gama de ensaios biológicos ser tão grande ainda há muito o quer ser 

descoberto sobre esses produtos (GERWICK; FENNER, 2013). 

A busca por novos medicamentos em produtos naturais bioativos ainda é a principal 

forma de adquiri-los, sendo assim procura por metabólitos secundários de microrganismos 

isolados de ambientes ecológicos específicos podem aumentar a chance de encontrar compostos 

com novos esqueletos e bioatividades variadas (WANG et al., 2013), principalmente devido a 

situações específicas que estes microrganismos se encontram, podem ativar alguns genes 

silenciosos e induzir algumas vias biosintéticas originais (BRACHAGE; SCHROECKH, 2011). 

Devido ao seu habitat, fungos marinhos se tornaram um importante recurso para encontrar 

diversos compostos biologicamente ativos. (BUGNI; IRELAND, 2004; LU et al., 2008). 

 Os fungos derivados de algas marinhas continuam a ser uma fonte prolífica para a 

descoberta de diversos metabólitos secundários com diversas atividades biológicas (BLUNT et 

al., 2008; BLUNT et al., 2009). Metabolitos de fungos secundários, ou produtos naturais, são 

conhecidos por possuir propriedades farmacológicas potentes e têm sido muito utilizados para 

medicamentos humanos (GERWICK; FENNER, 2013). Historicamente produtos naturais de 

fungos e metabolitos secundários tem sido uma rica fonte de compostos biologicamente ativos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gerwick%20WH%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gerwick%20WH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23274881
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gerwick%20WH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23274881


24 
 

(CAO et al., 2010; CAO; CLARDY, 2011) tais como antibióticos, antimicrobianos, 

antioxidantes (PARANJAPE et al., 2014), anticâncer, e antiparasitária (SCHUEFFLER; ANKE 

2014). Os fungos endofíticos possuem uma capacidade de metabolizar constituintes químicos 

da planta hospedeira, produzindo novos produtos químicos que podem ser utilizados 

diretamente como drogas ou fonte de novos produtos naturais bioativos (LIU et al., 2016). 

O Penicillium é um dos fungos mais comuns que ocorrem numa variada gama de 

ambientes, a vegetação do solo para o ar, ambientes interiores e vários produtos alimentares, 

com uma distribuição mundial e um grande impacto econômico sobre a vida humana (VISAGIE 

et al., 2014). Penicillium é um gênero muito difundido nos biótopos marinhos. Parece se ajustar 

facilmente a condições múltiplas e ser uma fonte de novos compostos. As moléculas mais 

vulgarmente representadas nas estirpes terrestres são emodina e seus derivados, rugulosina, 

luteosquirina, carviolina e crisofanol (FOUILLAND et al., 2016). A espécie Penicillium 

citrinum é um fungo filamentoso comumente ocorrem com uma distribuição mundial e pode 

muito bem ser um dos mais comumente ocorrem as formas de vida na Terra eucarióticas (PITT, 

1979). Uma de suas características principais é a produção de citrinina uma micotoxina 

altamente nefrotóxica, hepatotóxica, imunotóxica e carcinogênica (FLAJS; PERAICA, 2009). 

 

3.4 Antraquinonas no tratamento do câncer 

 

As antraquinonas, tanto naturais quanto sintéticas, se constituem como uma classe 

importante de compostos com uma vasta área de aplicações. As plantas contendo antraquinona, 

por exemplo, ruibarbo e aloe, foram conhecidas e usadas por mais de 4000 anos na medicina 

popular (MALIK; MÜLLER, 2016). Derivados de antraquinona biologicamente ativos também 

foram identificados em bactérias (BONADONNA et al., 1969) fungos (GESSLER; 

EGOROVA; BELOZERSKAYA, 2013). As antraquinonas são amplamente utilizadas na 

indústria de alimentos, cosméticos e produtos farmacêuticos (KOWN et al., 2009; CARO et al., 

2012; MALIK; BAQI; MÜLLER, 2015). Há décadas ocorrem debates sobre a 

carcinogenicidade das antraquinonas em laxantes (HUANG et al., 2007). Devido à sua estrutura 

química planar, foram postuladas várias antraquinonas para poder intercalar em DNA (HUANG 

et al., 2007). Estudos também sugerem uma ligação não-covalente das antraquinonas com o 

DNA (MUELLER; LUTZ; STOPPER, 1998; GHOSH et al., 2013). 

Exemplos de derivados de antraquinona que são utilizados na prática clínica incluem 

antraciclinas e medicamentos anticancerígenos relacionados como as hidroxiantraquinonas 

(MALIK; MÜLLER, 2016). As antraciclinas são uma classe importante de drogas 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942216300346#b0010
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942216300346#b0005
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anticancerígenas com alta potência contra uma variedade de neoplasias malignas sólidas e 

hematológicas. Estruturalmente, eles são caracterizados por um sistema de anel tetracíclico 

fundido à base de antraquinona, que normalmente está ligado a um amino-açúcar. Com a 

descoberta da daunorrubicina no início dos anos 1960, isolada de Streptomyces peucetius como 

o primeiro antibiótico antraciclina com uma marcada atividade anticancerígena em humanos, 

um grande número de análogos naturais, semissintéticos e sintéticos foram avaliados quanto às 

suas propriedades biológicas e clínicas. Várias antraquinonas são utilizadas na clínica como 

antineoplásicos dentre elas estão a daunorrubicina, doxorrubicina, epirubicina, idarubicina, 

valrubicina, mitoxantrone, pixantrone (MINOTTI et al., 2004). 

Estudos sugerem que vários grupos substituintes contribuições destes 

hidroxiantraquinonas naturais para a atividade anticancerígenas. Acredita-se que os grupos 

hidroxil desempenham um papel importante ao oferecer ligações de hidrogênio com 

macromoléculas biológicas, tais como proteínas (ZHANG et al., 2010). Ao mesmo tempo, a 

quantidade e localização de grupos hidroxil são fundamentais para a atividade das 

antraquinonas (HUANG et al., 2009). Já foram observados efeitos diretos de 

hidroxiantraquinonas na inibição indireta da atividade catalítica da topoisomerase II (HSIAO 

et al., 2008; HWANGBO et al., 2012), o que poderia contribuir para a genotoxicidade induzida 

por antraquinonas além da indução da apoptose através da liberação do fator indutor da 

apoptose e do citocromo C das mitocôndrias, seguido da ativação da caspase-3 e posterior 

fragmentação do DNA (LIN; UEN, 2010). 

 

3.5 Biomarcadores toxicogenéticos  

 

3.5.1   Ensaios para estudos de viabilidade celular 

 

O ensaio com MTT é um dos testes mais populares para avaliar a atividade de potenciais 

compostos antitumorais potenciais, e ele também é o ensaio mais popular para examinar 

interações compostos. Esse Foi criado e descrito por Mosmann em 1983 (ŚLIWKA et al., 

2016). O ensaio baseia-se no pressuposto de que a redução do sal de tetrazólio MTT para 

formazan que ocorre nas mitocôndrias de células vivas devido à atividade das desidrogenases 

mitocondriais (em particular, succinato desidrogenase). No entanto, a precisão do ensaio tem 

sido debatida ao longo dos anos. O ensaio de MTT é significativamente influenciada por 

compostos que modificam o metabolismo das células, aumentando o nível de NADPH ou a 

actividade de LDH (lactato desidrogenase) (WANG; HENNING; HEBER, 2010).  Além disso, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%26%23x0015a%3Bliwka%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27196402
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o MTT pode ser reduzido não somente nas mitocôndrias, mas também dentro do citoplasma, na 

superfície da célula, endossoma ou lisossoma membranas, ou mesmo no ambiente extracelular 

(BERRIDGE; HERST; TAN, 2005; WANG; HENNING; HEBER, 2010). Os fatores que 

influenciam o processo de redução incluem a fase atual de crescimento, a fase do ciclo celular, 

e as condições de reação, tais como o pH e a concentração de D-glicose (ŚLIWKA et al., 2016). 

Devido aos possíveis erros, utilizando um único ensaio está associada com o risco de 

interpretação errada, portanto existe a necessidade do uso de diferenças métodos de ensaio de 

viabilidade celular / proliferação e de citotoxicidade (por exemplo, XTT, MTT, Alamar azul, 

azul de Tripan, e CellTiter-Glo (UZONOGLU et al., 2010). Atualmente, vários métodos são 

usados simultaneamente para examinar a atividade antitumoral de um composto (PUTNAM; 

BOMBICK; DOOLITTLE, 2002; WANG; HENNING; HEBER, 2010). O Alamar Blue 

(Rezasurina) é um corante usado para medir a viabilidade celular baseado no metabolismo 

celular. A Rezasurina de cor azul é facilmente convertida na forma reduzida de cor rosa 

altamente fluorescente (Resofurina). Apenas as células com metabolismo ativo (células viáveis) 

convertem o composto para a forma fluorescente. Portanto, a conversão da rezasurina à 

resofurina reflete a viabilidade celular e pode ser quantificada pela leitura da fluorescência com 

um comprimento de onda de excitação/emissão de 465/540 nm (NAKAYAMA et al., 1997). 

3.5.2 Toxicidade/citotoxicidade em Artemia salina 

 

A Artemia salina é um organismo regulador hipo / hiper-osmótico capaz de manter as 

concentrações de íons de hemolinfa, dentro de limites estreitos sobre uma gama de salinidade 

externa de NaCl a 0,26% em ambientes supersaturados (ATES et al., 2013). A principal razão 

pela qual este microcrustáceo de água salgada é amplamente utilizado para testar a toxicidade 

é devido à disponibilidade comercial de ovos dormentes, os quais são colhidos em grandes 

quantidades em lagos de sal (ARCANJO et al., 2012) onde estes ficam viáveis longos períodos 

de tempo (anos) e são, portanto, uma excelente fonte biológica para bioensaios rápidos, simples 

e baratos (MAYORGA et al., 2010). 

Vários autores tentaram correlacionar a toxicidade da Artemia salina utilizando outras 

atividades, tais como antifúngicos, antiviral e antimicrobiana (MACBAE et al., 1988), 

antiparasitária (SAHPAZ et al., 1994), antitripanossoma (ZANI et al., 1995), antiplasmódica 

(DO AMARANTE te al., 2011), antitumoral (MEYER et al., 1982; MCLAUGHLIN; 

ROGERS, 1988; NUNES et al., 2009; ARCANJO et al., 2012) entre os outros, incluindo o 

estudo de correlação entre o crescimento e a defesa química associada a biocompostos de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%26%23x0015a%3Bliwka%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27196402
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plantas medicinais (ALMEIDA-CORTEZ et al., 2004), além da possibilidade de investigar a 

ecotoxicidade de nanomateriais em ecossistemas marinhos (ATES et al., 2013). Esse bioensaio 

de letalidade demonstra a possibilidade de correlacionar a toxicidade com diversas atividades 

farmacológicas viabilizando uma prévia avaliação da segurança de compostos naturais e 

sintéticos com um baixo custo, boa reprodutibilidade e resultados rápidos. 

3.5.3 Teste de Allium cepa 

 

O uso de Allium cepa como sistema de teste foi introduzido por 

Levan (1938) demonstrando distúrbios no fuso mitótico devido ao uso de colchicina, com 

posterior adaptações realizadas por Fiskesjö (1985) com o objetivo de tornar esse um organismo 

para monitoramento ambiental, no entanto o teste permite uma avaliação mais abrangente de 

produtos químicos (LEME; MARIN-MORALES, 2009). 

O sistema teste de Allium cepa é um excelente parâmetro de análise citotóxica, para a 

observação da ocorrência de alterações cromossômicas no ciclo celular de Allium cepa 

(AMARAL et al., 2007; FACHINETTO; TEDESCO, 2009). Testes biológicos de 

mutagenicidade com plantas tem como objetivo verificar a frequência de micronúcleos, 

aberrações cromossômicas e alterações no índice mitótico nas células do meristema radicular 

(MELLO et al., 2004). Este teste é de baixo custo, é fácil de usar e produz resultados 

semelhantes aos ensaios em animais por causa da semelhança em suas composições genéticas, 

daí mesma resposta aos agentes mutagênicos. As células de Allium cepa possuem cromossomos 

metacêntricos permitindo uma melhor avaliação microscópica (AKINBORO et al., 2011). 

As aberrações cromossômicas identificadas no ensaio são indicativas de genotoxicidade 

(RANK; NIELSEN, 1993), enquanto que a avaliação mutagênica foi proposta via a contagem 

de micronúcleos, indicador mais efetivo e mais simples de danos citológicos (MA et al., 1995), 

visto que tanto os fragmentos quanto cromossomos inteiros podem ser reincorporados no 

núcleo principal durante o ciclo celular (FENECH et al., 2002). 

 

3.5.4 Ensaio cometa 

 

O teste tradicionalmente utiliza suspensões de células, que são incorporados em agarose 

sobre uma lâmina e levada ao microscópio. As células são expostas a lise por exposição a 

soluções de detergente e sal elevado (AZQUETA et al., 2009) permitindo a remoção de 

membranas e componentes celulares solúveis, deixando um DNA nucleóide super-enrolado 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4485349/#B12
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(AZQUETA et al., 2011). Após serem submetidas a eletroforese, os fragmentos de DNA 

migram para o ânodo, formando a cauda do cometa, onde a quantidade de quebras na cadeia é 

em geral proporcional à quantidade de DNA na cauda, respectivamente, para o DNA 

remanescente na cabeça (HOVHANNISYAN, 2010).  

O teste cometa continua a ser uma técnica importante no campo de pesquisa para 

decifrar mecanismos genéticos processos relacionados com danos no DNA / reparação 

subjacentes. Esta técnica pode ser utilizada como uma técnica e sensível para avaliar os danos 

de DNA induzidos por condições de estresse (SANTOS; POURRUT; OLIVEIRA, 2015).  

É um teste com alta sensibilidade para detectar genotoxicidade, isso significa que ele 

pode detectar ampla variedade de compostos com potencial genotóxico desconhecido e que o 

ensaio pode detectar um nível baixo de genotoxicidade de compostos genotóxicos já conhecidos 

afim de evitar resultados falso negativos (KAWAGUCHI et al., 2010).  Uma das vantagens 

mais importantes do ensaio do cometa é que os danos do DNA podem ser medidos em qualquer 

tipo de célula (SASAKI et al., 2000; DE LAPUENTE et al., 2015). 

 

3.5.5 Linhagens de células cancerígenas de Sarcoma 180 

 

Sarcomas representam 1% de todas as doenças malignas em adultos em todo o 

mundo. Estes tumores raros são originários a partir de células mesenquimais em diferentes áreas 

do corpo. A doxorrubicina demonstrou prolongamento da sobrevivência de pacientes com 

sarcomas avançados.  No entanto, a limitação mais importante na utilização de doxorrubicina é 

o efeito adverso da cardiotoxicidade (QUINTANA et al., 2017). 

Os sarcomas são um grupo heterogêneo de neoplasias mesenquimais que podem ser 

divididos em dois tipos gerais: sarcoma ósseo primário e sarcoma de tecido mole (SKUBITZ; 

D’ADAMO, 2007).  Sarcoma ósseo primário inclue principalmente osteossarcoma, sarcoma de 

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

sarcoma sinovial, rabdomiossarcoma e lipossarcoma. Sarcoma de tecido ósseo e mole pode 

ocorrer em todas as faixas etárias, e a incidência tem aumentado nos últimos 30 anos (YOUN 

et al., 2014).  

O sarcoma 180 é bastante utilizado em estudos experimentais com taxa de disseminação 

e índice de proliferação determinados, permitindo o estudo comparativo no uso de substâncias 

potencialmente tóxicas. O transplante de suas células é realizado, em animais, via inoculação 
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subcutânea, intramuscular ou intraperitoneal, com crescimento em até 100% dos casos, no qual 

pode ocorrer regressão natural em 8 a 10% (WAL et al., 2003).  

  

3.5.6 Linhagens celulares 

 

O estabelecimento de técnicas para manter e crescer as células in vitro são um marco 

importante nas ciências biológicas, desde a sua introdução em 1912 métodos foram 

desenvolvidos para cultura, expansão, diferenciação de células (MEHLING, 2014). Muitos 

países já dispõem de legislação e códigos de práticas que regem a utilização de amostras de 

tecidos humanos e animais para aplicações de pesquisa e estas orientações destacar as principais 

questões éticas e legais que podem ser encontrados (GERAGHTY, et al., 2014). 

Em contraste com os desafios relacionados com in vivo estudos, in vitro, culturas de 

células permitem condições altamente controladas, a oportunidade de seguir a progressão das 

alterações, e a capacidade para testar várias condições experimentais, geralmente em menos 

tempo do que in vivo teste (GILMOUR et al., 2016). Existe um vasto leque de opções para testes 

in vitro, análise de cultura de células de dispositivos e materiais, no entanto estudos sistemáticos 

que demonstram que estes ensaios traduzem completamente o ambiente in vivo, no entanto 

esses problemas podem ser amezinhados com a seleção do tipo das células, condições de cultivo 

e protocolos (ASTASHKINA; MANN; GRAINGER, 2012). 

 

3.5.7 Teste de micronúcleos com bloqueio de citocinese (CBMN) 

 

O ensaio Micronúcleo é utilizado em cultura de células previamente expostas a agentes 

mutagênicos, os fragmentos, ou cromossomos atrasados, são envolvidos pela membrana 

nuclear e aparecem como pequenos núcleos no citoplasma ou brotos aderido ao núcleo. Para 

tornar o resultado mais preciso, é adicionado citocalasina B para bloquear a citocinese. O teste 

permite identificar eventual aumento na freqüência de mutação em células que são expostas a 

uma gama variada de agentes genotóxicos, por isso é capaz de expressar os danos no 

cromossomo como Micronúcleos. Além de fornece uma medida de confiança da perda do 

cromossomo e da ruptura (FENECH et al., 2010). 

O uso da citocalasina B inibe a polimerização da actina, que é necessário para formação 

dos microfilamentos que constringem o citoplasma entre os nucléolos filhos durante a 

citocinese. Como isso o uso da citocalasina B possibilita como resultados o acumulam de 

células em divisão no estágio binucleado a partir de células que passaram por apenas um ciclo 

de divisão, na população independente da sincronização e proporção de células em divisão. 
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Mas, não interfere no processo de divisão nuclear, após a realização desse teste, é possível 

obsevar o acúmulo de células binucleadas a partir de células que passaram por um ciclo de 

divisão nuclear (DUTTA; GUPTA, 2013). 

O teste de micronúcleo com citocalasina B pode ser utilizada para avaliação de 

populações expostas a substâncias mutagênicas, os fragmentos, ou cromossomos atrasados, são 

envolvidos pela membrana nuclear e aparecem como pequenos núcleos no citoplasma ou brotos 

aderido ao núcleo. Esse teste com bloqueio na citocinese possibilita que tais células sejam 

reconhecidas por sua aparência binucleada, assim é possível diferenciar as células que não 

sofreram citocinese e, portanto, apresentam dois núcleos (binucleadas) das que sofreram mitose 

completa e apresenta apenas um núcleo (mononucleadas), a análise dessas células binucleadas 

permite a comparação da frequência de danos cromossômicos entre populações celulares, que 

podem se diferenciar por sua cinética de divisão (FENECH, 2010). 

O Teste de Micronúcleo com Bloqueio da Citocinese (CBMN) é um dos métodos mais 

utilizado para medir a frequência de micronúcleos em cultura de linfócitos humanos, 

indicam, portanto, a ocorrência de danos aneugênicos e clastogênicos (CHANG; LI; LI, 2010). 

É realizado em mamíferos, in vivo, e detecta substâncias mutagênicas que quebram os 

cromossomos (substâncias clastrogências) que interferem na formação do fuso mitótico, 

alterando a distribuição equitativa dos cromossomos durante a divisão celular (LEE et al., 

2014). 

Os micronúcleos são pequenos corpos contendo DNA, localizados no citoplasma, onde 

aparecem na telófase e são estruturas resultantes de cromossomos inteiros ou fragmentos 

cromossômicos que são perdidos durante a divisão celular e, por este motivo, não estão 

incluídos em núcleo de células filhas, que permanece no citoplasma durante a interfase, aparece 

como uma pequena estrutura arredondada e escura, idêntico em aparência ao núcleo celular. Do 

mesmo modo, podem ocorrer alterações nucleares, formadas quando determinada quantidade 

de material fica levemente atrasada na mitose fazendo com que o núcleo resultante não seja 

oval, mas apresente uma saliência de cromatina. O teste de micronúcleos tem como vantagens: 

sensibilidade e precisão juntamente com a detecção de perda cromossômica, o que permite 

detectar a ação de agentes clastogênicos (pequeno micronúcleos) e aneugênicos (grande 

micronúcleos) (SISENANDO et al., 2011). 

Esse ensaio foi desenvolvido para medir micronúcleos MN com cromossomos totais ou 

fragmentos de cromossomo acêntricos que são deixados para trás durante a anafase e não são 

distribuídos para o núcleo principal, Além disso, essa técnica permitiu a exploração de novos 

parâmetros de genotoxicidade e cinética de divisão celular como índice de divisão nuclear 

(IDN); pontes nucleoplasmáticas (PNP) brotos nucleares; detecção de perdas cromossômicas 

ou elementos de não disjunção, dentre outros, o CbMN também proporciona informações sobre 

o atraso do ciclo celular é o resultado de uma estreita interação entre danos ao DNA e reparo 

do DNA (MILIC et al., 2015). 
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O teste de micronúcleo com bloqueio de citocinese (CBMN), que é ensaio que não mede 

somente os danos cromossômicos como, micronúcleos, pontes nucleoplasmáticas e brotos 

celulares, mas também outros eventos celulares como, a apoptose e a necrose (MCHUGH et 

al., 2013). Além de ser uma técnica amplamente utilizada para avaliar os danos citogenéticos 

em células de mamíferos. Sua popularidade se deve por ser um procedimento não invasivo e 

muito econômico, e ao fato de que ele pode ser executado com menos conhecimentos técnicos 

relativos à análise de aberração cromossômica (PRADEEP, 2014). 
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Capítulo I 

Avaliação da capacidade tóxica, genotóxica e antimitótica da antraquinona 

marinha ω-hidroxiemodina no sistema teste Artemia salina e Allium cepa 
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RESUMO 

 

O câncer é considerado uma das maiores causas de morte no mundo. Anualmente, milhões de 

novos casos da doença são diagnosticados. A quimioterapia constitui uma das bases do 

tratamento contra o câncer. Na terapia são utilizadas drogas citotóxicas, de forma isolada ou em 

associação terapêutica, que causam danos ao DNA, levando à morte células cancerosas. 

Também são utilizadas drogas citostáticas, que interferem na síntese de DNA, interrompendo a 

reprodução das células e induzindo a um estágio de senescência. O Penicillium citrinum tem 

sido citado com um produtor de metabólitos secundários citotóxicos, o que aumenta o interesse 

por este fungo para a pesquisa de compostos antitumorais. O estudo teve por objetivo isolar e 

caracterizar a substância ω-hidroxiemodina do fungo Penicillium critrinum, este, isolado da alga 

marinha Dichotomaria marginata, bem como avaliar seus efeitos tóxicos, citotóxicos, 

genotóxicos e mutagênicos nos testes Artemia salina e Allium cepa. A ω-hidroxiemodina foi 

testada nas concentrações de 1,7; 3,4 e 6,9 µM.  O sulfato de cobre na concentração de 6,9 µM 

e água desclorificada foram usados como controles positivo e negativo, respectivamente. A ω-

hidroxiemodina em Artemia salina obteve concentração letal que mata 50% dos indivíduos 

(CL50) em 24h de 4,6 µM, e em 48h 3,6 µM. No teste Allium cepa a ω-hidroxiemodina induziu 

toxicidade e citotoxicidade pela inibição de divisão celular, entretanto os dados em relação às 

aberrações cromossômicas foram significantes apenas para a menor concentração testada, nas 

demais os dados observados não foram significantes em relação ao controle negativo. Não 

houve a formação significativa de micronúcleos. Os dados apontam que a ω-hidroxiemodina 

em baixas concentrações, induz toxicidade e citotoxicidade e genotoxicidade nos sistemas testes 

usados. Essas atividades são importantes para candidatos a agentes antitumorais.  

Palavras-chave: Toxicogenética. Penicillium citrinum. Genotoxicidade. Mutagenicidade. 
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ABSTRACT 

 

Cancer is considered one of the biggest causes of death in the world. Annually, millions of new 

cases of the disease are diagnosed. Chemotherapy is one of the bases of cancer treatment, in 

which cytotoxic drugs are used alone or in combination, causing DNA damage, leading to the 

death of cancer cells. Cytostatic drugs are also used, which interfere with the synthesis of DNA 

and mitosis, disrupting cell reproduction and inducing a stage of senescence. Penicillium 

citrinum has been cited with a producer of cytotoxic secondary metabolites, which increases 

interest in this fungus for the research of antitumor compounds. The objective of this study was 

to isolate and characterize the ω-hydroxyemodin substance of the fungus Penicillium critrinum 

isolated from the seaweed Dichotomaria marginata, as well as to evaluate its toxic, cytotoxic 

genotoxic and mutagenic effects in the Artemia salina and Allium cepa tests. Ω- hydroxyemodin 

was tested at concentrations of 1.7, 3.4, 6.9 μM. Copper sulphate at the concentration of 6.9 μM 

and dechlorinated water were used as positive and negative controls, respectively. The ω- 

hydroxyemodin in Artemia salina obtained a lethal concentration that kills 50% of individuals 

(LC50) in 24h of 4.6 μM and in 48h of 3,6 μM. In the Allium cepa test, ω- hydroxyemodin 

induced toxicity, genotoxicity and cytotoxicity by the inhibition of cell division, however the 

data regarding chromosomal aberrations were significant only for the lowest concentration 

tested, in the others the data observed were not significant in relation to the negative control. 

There was no significant micronucleus formation. The data indicate that ω- hydroxyemodin at 

low concentrations induces toxicity, genotoxicity and cytotoxicity in the test systems used. 

These activities are important for candidates for antitumor agents. 

Keywords: Toxicogenetics. Penicillium citrinum. Genotoxicity. Mutagenicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 O câncer é uma das maiores causas de morte no mundo com cerca de 7,6 milhões de 

óbitos. Todo ano quase 13 milhões de novos casos da doença são diagnosticados (WHO, 2017). 

A quimioterapia constitui uma das bases do tratamento contra o câncer. Durante a terapia são 

utilizadas drogas citotóxicas, de forma isolada ou em associação terapêutica, que causam danos 

ao DNA, levando à morte células cancerosas.  Drogas citostáticas também são utilizadas 

durante o tratamento, essas, interferem na síntese de DNA e na mitose, interrompendo a 

reprodução das células e induzindo a um estágio de senescência (SWIFT; GOLSTEYN, 2014; 

HUSSAIN; VERMA; CHOUHAN, 2017).  

A quimioterapia está associada a uma série de efeitos colaterais indesejáveis 

(TAMBURINI; CASALI; MICCINESI, 2000; KONSMAN; PARNET; DANTZER, 2002) bem 

caracterizados incluindo mal-estar, lesão, fadiga, redução de apetite, náuseas, vômitos e 

infecções (KONSMAN; PARNET; DANTZER, 2002), que estão associados ao aumento da 

morbidade e à redução da qualidade de vida (TAMBURINI; CASALI; MICCINESI, 2000), o 

que suscita à procura de novos fármacos para o tratamento do câncer. Os agentes que 

interrompem a montagem do fuso mitótico, chamados de antimitóticos, surgiram como uma 

estratégia nova e muito promissora no tratamento de uma grande variedade de cânceres 

(BADRIA; IBRAHIM, 2013; MARZO; NAVAL, 2013; NOVÍO; FREIRE-GARABAL; 

NÚÑEZ, 2014).  

Os fármacos antimitóticos bem caracterizados como colchicina, alcaloides da vinca e 

taxanos têm sido utilizados clinicamente no tratamento do câncer em humanos (KUO et al., 

2004; MIAO et al., 2010), incluindo câncer de mama, câncer de pulmão, neuroblastoma, 

rabdomiossarcoma, leucemia aguda, doença de Hodgkin e linfoma não Hodgkin (MARZO; 

NAVAL et al., 203). No entanto, os agentes antimicrotúbulos, assim como outros 

quimioterápicos, são conhecidos por apresentarem desvantagens severas, especialmente alta 

citotoxicidade e efeitos colaterais indesejáveis (JORDAN; WILSON, 2004), além da 

probabilidade de desenvolvimento de resistência durante o tratamento (DRUKMAN; 

KAVALLARIS, 2002). 

O rastreio antimitótico no ensaio Allium cepa, um sistema in vitro confiável, demonstra 

efeitos específicos e permite a seleção de candidatos antimitóticos promissores. Este teste foi 

inicialmente utilizado por Levan (1938) em estudos sobre o efeito de extratos de plantas e várias 

composições químicas em células meristemáticas e modificado por Fiskesjö (1985), que tem 

sido amplamente utilizado para a detecção de propriedades citostáticas e citotóxicas de 
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diferentes compostos, incluindo antraquinonas e hidroxiantraquinonas (BADRIA; IBRAHIM, 

2013). Dentre os microorganismos marinhos, o Penicillium citrinum se mostra uma fonte 

importante de metabolitos secundários estruturalmente diversos como pistas potenciais para a 

descoberta de drogas de caráter citotóxico (CHEN et al., 2011). 

Assim, este estudo teve como objetivo o isolamento e caracterização da ω-

hidroxiemodina de fungos endofíticos de algas marinhas e sua caracterização, bem como 

analisou a toxicidade em Artemia salina e o potencial tóxico, citotóxico genotóxico e 

mutagênico em Allium cepa. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Solventes gerais e equipamentos básicos do isolamento da ω-hidroxiemodina. 

 

Foram utilizados solventes padrões analíticos (PA) das marcas Synth, Dinâmica, Vetec, 

Merck: metanol (MeOH), etanol, acetato de etila, n-hexano, sec-butanol, acetonitrila (MeCN). 

Estes solventes foram usados para extração, fracionamento. Os extratos e frações foram 

concentrados em evaporador rotatório da Buchi R-114, sob pressão reduzida com auxílio de 

bombas de vácuo FABBE; Autoclave vertical Quimis Aparelhos Científicos Ltda; Câmara de 

Fluxo laminar vertical – Panchane; Incubadora Rotatória (“Shaker”) Marconi.  Foi utilizado no 

auxílio à dissolução dos extratos e frações um equipamento de ultrassom modelo Unique, sendo 

as massas medidas em balança Kern 410 e Digimed KN5000L, ambas da Marconi. Para a 

separação cromatográfica em coluna aberta foi utilizado a fase estacionária Sephadex LH-20 

Sigma-Aldrich. Para isolamento e crescimento dos microrganismos foram utilizados os meios 

sólidos: Arroz parboilizado (Marcon®) e BDA (Batata Dextrose Agar-Sigma®). 

 

2.2 Coleta da macroalga Dichotomaria marginata  

 A macroalga vermelha Dichotomaria marginata foi coletada em dezembro de 2009 na 

região norte de São Paulo, na praia de Fortaleza, na cidade de Ubatuba, no Brasil (23º24'93 'e 

45º03'41''W) durante o tempo de maré baixa. A Dra. Nair Yokoga (Instituto de Botânica, São 

Paulo, Brasil) realizou a identificação de D. marginata, e uma espécime do voucher foi 

depositada no Herbário do Instituto de Botânica de São Paulo, Brasil (comprovante n. ° SP 

400960). 

 

2.3 Isolamento e identificação do fungo endofítico 

 O fungo endofítico P. citrinum foi isolado e classificado a partir do tecido interno da 

macroalga vermelha marinha D. marginata conforme descrito em de Andrade et al. (2014). 

 

2.4 Obtenção do extrato acetonitrila do fungo P. citrinum (FMeCNDm) e isolamento da 

ω-hidroxiemodina por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). 

 

A substância ω-hidroxiemodina foi isolada do microrganismo Penicillium citrinum. 

Para isso linhagens dos microrganismos foram repicadas para placas de Petri em PDA e 

posteriormente inoculado. A linhagem foi distribuída em seis frascos erlenmeyer de 500 mL, 
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contendo cada um 90 g de arroz parboilizado e 75 mL de água destilada, por 21 dias.  Após este 

período, a cultura foi triturada e extraída com AcOEt (7 x 350 mL). O solvente foi evaporado 

em rotaevaporador fornecendo 10 g e 36 g respectivamente, de cada extrato bruto. O extrato 

bruto foi re-solubilizado em AcOEt e submetido a partição com água Milli-Q. A fase em AcOEt 

foi rota-evaporada e re-solubilizada em MeCN e submetida a partição com hexano. Os solventes 

orgânicos foram eliminados utilizando evaporador rotatório, fornecendo o extrato FMeCNDm.  

Uma porção (900 mg) da fração acetonitrila de P. citrinum (FMeCNDm) foi fracionado por 

cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 (70 cm x 3,0 cm) eluída com MeOH:DCM (1:1), 

obtendo-se 45 frações de aproximadamente 80 mL cada. A análise por CCD e CLAE-

DAD/EM-IES [Coluna C18; MeOH:H2O (5-100% MeOH), 254 nm], permitiu seu 

agrupamento em 16 novos grupos de frações por similaridade dos cromatogramas (FDm1Se-

FDm16Se). A fração FDm11Se após lavagem com metanol, obteve-se um precipitado amarelo, 

cuja análise do perfil em CLAE-DAD-EM-IES confirmou a presença de apenas um pico com 

tempo de retenção em 16,73 min. As análises de RMN 1H e 13C levaram à identificação da 

substância ɷ-hidroxiemodina (15 mg). 

 

2.5 Caracterização do extrato por (CLAE) 

 

Para análises via CLAE foram usados solventes J. T. Baker (acetonitrila, metanol) e 

água ultra pura (18 M) obtida no sistema Milli-Q Plus. Foram utilizadas colunas Phenomenex 

Gemini C18 analítica (250 mm x 4,60 mm, 5 μm) e SunFire C18 (250 mm X 10 mm, 10 μm).   

A caracterização da ω-hidroxiemodina foi feito por: 

(a) Analítico e preparativo sistema binário Shimadzu LC-10AD, com autoinjetor Shimadzu 

SIL-10A e detector UV-Diodo Array; (Laboratório- NuBBE - Núcleo de Bioensaios, 

Biossíntese e Ecofisiologia); 

(b) Cromatógrafo Líquido acoplado ao espectrômetro de massas (CLAE-PDA/EM-IES) 

Thermo Instruments MS system (LTQ XL/ LTQ Orbitrap Discovery acoplado a sistema de 

CLAE, binário-Thermo Fisher Scientific, detector PDA, injetor automático. As análises foram 

realizadas com voltagem do capilar 45V, temperatura do capilar 260°C, gás de arraste (N2), 

fluxo 10-20 (unidades arbitrárias). O software Xcalibur (Thermo Scientific®) foi utilizado 

durante a aquisição e processamento dos dados espectrométricos (Marine Biodiscovery Centre; 

University of Aberdeen- Scoltland-UK). 
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2.6 Caracterização do extrato e da ω-hidroxiemodina por Ressonância Magnética 

Nuclear (RMN) 

 

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrômetro Bruker Avance DRX-500 e 

Varian Inova, operando a 500 MHz e 400 MHz na frequência de 1H e 13C e o solvente utilizado 

na dissolução das amostras para obtenção dos espectros foram CDCl3 e DMSO-d6 (CIL e Isotec-

INC), sendo utilizado TMS ou o solvente residual não deuterado como referência interna. 

 

2.7 Teste de toxicidade com Artemia salina 

 

O teste de toxicidade com o microcrustáceo Artemia salina foi realizado de acordo com a 

metodologia proposta por Mclaughlin, Chang, Smith, (1991) com adaptações. Os cistos de 

Artemia salina foram eclodidos em água de salinidade a 12 ppm e após 48 horas, as larvas 

foram coletadas para o bioensaio. As diluições das amostras e do teste em branco foram 

realizadas em água de salinidade a 12 ppm e 0,5 mL de dimetil sulfóxido concentrado. Foram 

preparadas soluções em quintuplicata das amostras de ω-hidroxiemodina, a serem testadas nas 

concentrações 500, 100, 1 µM e adicionadas 10 artemias em cada frasco, sendo a contagem das 

sobreviventes realizada após 24. O processo foi repetido com concentrações intermediárias 

afim de definir a CL50 da droga. 

 

2.8 Teste de toxicidade, citotoxicidade e mutagenicidade em Allium cepa  

 

O sistema Allium cepa foi realizado com base no protocolo descrito por Fiskesjö (1985). 

Foram utilizadas cebolas médias (Allium cepa), mantidas em contato direto com as substâncias 

por 48h em temperatura de 25 ± 1ºC, ao abrigo da luz e manutenção da solução a cada 24 h. As 

concentrações testadas de ω-hidroxiemodina foram de 1,7; 3,4 e 6,9 µM. Compuseram os 

grupos positivo e negativo, sulfato de cobre (CuSO4) a 6,9 µM e água da torneira desclorificada, 

respectivamente. Após o tratamento, as raízes foram retiradas e fixadas por 24h em uma solução 

de Carnoy (3:1). Em seguida, as raízes foram lavadas com água destilada (3 banhos de 5 

minutos cada), fez-se a hidrólise das raízes com 1N HCl a 60ºC por 11 minutos e repetiu-se o 

banho. As estruturas basófilas foram coradas mergulhando-as no reativo de Schiff por 2 horas 

e depois lavadas com água corrente. Para a montagem da lâmina, a região apical da raiz foi 
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retirada com um bisturi e adicionada uma gota de carmim acético 2% para a coloração da região 

nuclear cobrindo-a com uma lamínula. Realizou-se uma leve pressão sobre a lamínula um lápis 

borracha para o esmagamento da raiz e uma melhor separação das células. As células foram 

observadas com o aumento de 400x no microscópico óptico e foram contadas 5.000 células por 

concentração testada (1.000 células/lâmina). 

 

2.6 Análise estatística 

 

Os dados da Artemia salina foram normalizados, transformados em logaritmo e 

submetidos a uma regressão não linear, afim de determinar a concentração que mata 50% dos 

microcrustáceos. Os resultados do Allium cepa foram expressos como média ± D.P.M. Todas 

as análises foram realizadas em software GraphPad Prism 6. Os dados foram verificados quanto 

à distorção, e um teste de normalidade de Shaphiro-Wilk foi realizado para avaliar se a 

distribuição dos valores era gaussiana. A comparação entre grupos foi feita por um teste de 

ANOVA com pós hoc de Tukey. Valores de p inferiores a 0,05 foram considerados 

estatisticamente significantes. 
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3 RESULTADOS 

 

3.1 Elucidação química do ω-hidroxiemodina. 

As análises de RMN 1H e 13C levaram à identificação da substância ω-hidroxiemodina 

o EM-IES (+) mostrou pico da molécula protonada em m/z 287,0551 [M+H]+, m/z 309,0370 

[M+Na]+ e m/z 595,0850 [2M+Na]+ (calcd. para C15H10O6, 287.0556) (Figura 1); 1H NMR 

(DMSO-d6, 400 MHz): δ 7.25 (s, H-2), 7.64 (s, H-4), 7.14 (d, J = 2.0 Hz, H-5), 6.60 

(d, J = 2.4 Hz, H-7), 4.60 (s, 3-CH2OH), 12.09 (s, 1-OH); 13C NMR (DMSO-d6, 400 MHz): 

163.1 (C-1), 109,7 (C-2), 164,3 (C-3), 111.6 (C-4), 134.8 (C-4a), 118.3 (C-5), 136.7 (C-5a), 

153.7 (C-6), 122.5 (C-7), 163.1 (C-8), 113.5 (C-8a), 184.0 (C-9), 189.4 (C-10), 62.5 (3-

CH2OH).  

Figura 1: Espectro de massas EM-IES (+) da ω-hidroxiemodina. 

 

3.2 Avaliação tóxica da ω-hidroxiemodina em Artemia salina. 

 

Os valores de CL50 em Artemia salina obtidos da ω-hidroxiemodina em 24 e 48h foram 

apresentados na Figura 1. O grau de letalidade foi diretamente proporcional à concentração da 

substância em ambas as análises. Na avaliação de toxicidade geral, a CL50 da ω-

hidroxiemodina em 24h foi de 4,6 µM e em 48h 3,6 µM. Não houve diferença estatisticamente 

significante na sobrevivência das artemias nos tempos avaliados. Os dados apontam que a ω-

hidroxiemodina induziu toxicidade em baixas concentrações. 
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Figura 2: Sobrevivência dos náuplios de artemia tratados 24 e 48h com a ω-hidroxiemodina. 

Cada ponto de dados é a média de 5 determinações independentes que compõem um total de 

50 náuplios. As barras representam ± D.P.M. 
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3.3 Avaliação da toxicidade, citotoxicidade e em meristemas de raízes de Allium cepa 

 

 Quanto a toxicidade rm raízes de Allium cepa às concentrações da ω-hidroxiemodina 

mostraram uma redução significativa (p<0,05) no crescimento (Figura 3) e nos valores do 

índice mitótico em comparação com o controle negativo indicando toxicidade e citotoxicidade 

da ω-hidroxiemodina (Figura 4). Nessas análises, a redução foi parcial ou inteiramente 

dependente da concentração para o crescimento médio da raiz e no índice mitótico, 

respectivamente.  
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Figura 3: Avaliação da toxicidade da ω-hidroxiemodina pelo tamanho de raízes de Allium cepa. 

CN: controle (água da torneira desclorificada); CP: Sulfato de cobre (6,9 µM); ω- hi (1,7; 3,4 e 

6,9 µM). Os valores representam a média ± D.P.M. As diferenças entre os grupos foram 

determinadas por Análise de Variância (ANOVA de dois caminhos), seguido de Tukey como 

post hoc teste, a p<0,05, comparado com o grupo CN, b p<0,05, quando comparado ao grupo CP 

e c p<0,05, quando comparado ao grupo ω -hi 1,7. Os resultados referem-se à análise de 5.000 

células por tratamento. 
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Figura 4: Avaliação citotóxica da ω-hidroxiemodina pelo índice mitótico em meristemas de 

raízes de Allium cepa. CN: controle (água da torneira desclorificada); CP: Sulfato de cobre (6,9 

µM); ω- hi (1,7; 3,4 e 6,9 µM). Os valores representam a média ± D.P.M. As diferenças entre 

os grupos foram determinadas por Análise de Variância (ANOVA de dois caminhos), seguido 

de Tukey como post hoc teste, a p<0,05, comparado com o grupo CN, b p<0,05, quando 

comparado ao grupo CP, c p<0,05, quando comparado ao grupo ω -hi 1,7 e d p<0,05, quando 

comparado ao grupo ω -hi 3,4. Os resultados referem-se à análise de 5.000 células por 

tratamento. 
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3.4 Avaliação genotóxica e mutagênica da ω-hidroxiemodina, em raízes de Allium cepa 

 

Com relação às aberrações cromossômicas os dados obtidos indicam que a ω-

hidroxiemodina foi genotóxica em meristemas de raízes de A. cepa apenas na menor 

concentração testada quando comparado ao controle negativo (Figura 5), especialmente pela 

indução de cromossomos em atrasos. Entretanto não foram significantes os dados para 

formação de micronúcleos (Figura 6). 

.  
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Figura 5: Avaliação genotóxica da ω-hidroxiemodina por aberrações cromossômicas em raízes 

de Allium cepa. CN: controle (água da torneira desclorificada); CP: Sulfato de cobre (6,9 µM); 

ω- hi (1,7; 3,4 e 6,9 µM). Os valores representam a média ± D.P.M. As diferenças entre os 

grupos foram determinadas por Análise de Variância (ANOVA de dois caminhos), seguido de 

Tukey como post hoc teste, a p<0,05, comparado com o grupo CN, b p<0,05, quando comparado 

ao grupo CP e c p<0,05, quando comparado ao grupo ω -hi 1,7. Os resultados referem-se à 

análise de 5.000 células por tratamento. 
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Figura 6: Avaliação mutagênica da ω-hidroxiemodina por micronúcleos em raízes de Allium 

cepa. CN: controle (água da torneira desclorificada); CP: Sulfato de cobre (6,9 µM); ω- hi (1,7; 

3,4 e 6,9 µM). Os valores representam a média ± D.P.M. As diferenças entre os grupos foram 

determinadas por Análise de Variância (ANOVA de dois caminhos), seguido de Tukey como 

post hoc teste, a p<0,05, comparado com o grupo CN e b p<0,05, quando comparado ao grupo 

CP. Os resultados referem-se à análise de 5.000 células por tratamento. 

 

M
ic

r
o

n
ú

c
le

o
s

(%
)

1 2 2 4 4 8

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6

T e m p o  d e  e x p o s iç ã o  (H )

b

b
b

b

b

b

C N

C P

 -h i 1 ,7

 -h i 3 ,4

 -h i 6 ,9

a

a

 



56 
 

4 DISCUSSÃO 

 

A análise conjunta dos espectros de RMN de 1H, 13C, massas de alta resolução EM-IES 

(+) em comparação com dados da literatura (SANCHEZ et al., 2011) permitiu identificar a 

substância como 1, 3, 8 tri-hidroxi-6-(hidroximetil) antraceno-9,10 diona (ou ω-

hidroxiemodina).  

Os resultados obtidos durante a avaliação de 24 e 48 de exposição dos náuplios das 

artêmias a ω-hidroxiemodina demonstraram uma alta toxicidade segundo o estudo de Meyer et 

al., 1982. A alta toxicidade de compostos em vários estudos com Artemia salina foi 

correlacionada com a atividade antitumoral (NUNES et al., 2009; GLINIMA et al., 2014; 

KUMMARA; PATIL; URIAH, 2016). O ensaio de citotoxicidade de Artemia salina é uma 

ferramenta científica importante para a análise preliminar citotóxica de drogas naturais e 

sintéticas frente a estudos mais complexos e que demandam evidências para ser proposta a 

análise desses compostos em organismos superiores. 

Devido à complexa natureza do câncer, caracterizada pela proliferação descontrolada e 

anormal das células, esta doença se apresenta em mais de cem patologias clínicas diferentes 

(ZEB et al., 2014). O desenvolvimento rentável de medicamentos citotóxicos se tornou um 

verdadeiro desafio. Fármacos utilizados no tratamento do câncer em conjunto com a radiação 

mesmo sendo produzidos para matar seletivamente as células cancerosas, com o intuito de 

produzir efeitos limitados sobre as células normais, ainda são capazes de causar mutações no 

DNA em células em divisão ativa. Os tratamentos disponíveis só são eficazes contra certos 

tipos de câncer e estão associados a efeitos tóxicos em células normais, com posterior 

desenvolvimento de efeitos adversos graves (AYAZ et al., 2016). Portanto, a busca de novas 

drogas anticâncer tanto de origem natural e sintética é crucial.  

Mesmo que o comportamento das células tumorais seja bastante heterogêneo, uma 

característica apresentada frequente em células cancerígenas é o aumento da taxa de 

proliferação quando comparado às células normais (HANAHAN; WEINBERG, 2011; 

MARZO; NAVAL, 2013). Drogas que interferem na progressão normal da mitose são os 

compostos quimioterápicos atualmente mais bem sucedidos, com vasta utilização para o 

tratamento do câncer. Independente do sucesso apresentado na clínica existe uma preocupação 

significativa com os agentes antimicrotúbulos devido seus efeitos colaterais significativos, 

como neutropenia e neurotoxicidade (VERRILLS; KAVALLARIS, 2005; MALIK; 

STILLMAN, 2008; MARZO; NAVAL, 2013). Porém, o maior problema com o uso de agentes 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4814464/#B58
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antimicrotúbulos no tratamento do câncer é sua eficácia limitada como agentes únicos, durante 

a quimioterapia, o que levar a busca de medicamentos mais direcionados para a mitose. 

Portanto, tem havido grande interesse em identificar novos agentes antimitóticos com 

novas vias de ação, melhores características farmacológicas, especialmente em relação a 

redução dos efeitos colaterais durante o tratamento. A descoberta de drogas em produtos 

naturais tem sido objeto de pesquisas recentes no desenvolvimento de medicamentos contra o 

câncer (CHAN; KOH; LI, 2012; DALL'ACQUA, 2014). Nos últimos anos o ambiente marinho 

despertou o interesse dos pesquisadores pela descoberta de novos compostos bioativos 

(BLUNT et al., 2015; MONTASER; LUESCH, 2011), dentre eles metabólitos secundários de 

fungos marinhos (EBEL; LIU, 2010) como antraquinonas e hidroxiantraquinonas 

(FOUILLAUD et al., 2016).  

As Antraquinonas representam uma classe de moléculas da família quinona, com base 

numa estrutura composta de três anéis de benzeno. A estrutura básica 9,10-antracenodiona, 

também chamado 9,10-dioxoanthracene (fórmula C14H8O2), inclui dois grupos cetona no anel 

central (FOUILLAUD et al., 2016). Durante anos, tem-se mostrado muito interesse no 

desenvolvimento e uso de antraquinonas e seus derivados para prevenção e tratamento do 

câncer. 

A ω-hidroxiemodina teve ação antimitótica, pela inibição do índice mitótico, como 

observado no estudo em todas as concentrações testadas. Em estudos prévios a ω-

hidroxiemodina demonstrou efeito citotóxico in vitro contra linhagens cancerígenas de ovário 

(SK-OV-3), cólon (HT-29), fígado (HepG-2), pulmão (A549) (HWANGBO et al., 2012; SHEN 

et al., 2012), mama (MFC-7), promielócitos (HL-60), linfoblastos (RAJI) (SHEN et al., 2012).  

Através dessas evidências de citotoxicidade, vários mecanismos foram propostos quanto à sua 

atividade anticancerígena. Um dos mecanismos refere-se à capacidade da ω-hidroxiemodina de 

inibir a DNA topoisomerase I e II (HWANGBO et al., 2012) efeito já observado em 

hidroxiantraquinonas (ESMAT; TOMASETTO; RIO, 2006; HSIAO et al., 2008). Outro 

mecanismo refere-se que a ω-hidroxiemodina inibe a indução de COX-2 através da inibição da 

via de sinalização de Akt/NF-κB a Akt que desempenham um papel fundamental no 

crescimento, proliferação e sobrevivência celular através da regulação de múltiplos sinais, entre 

eles a via NF-κB (LU et al., 2012).  

 A atividade antimitótica foi avaliada utilizando o modelo de meristema de raiz de 

Allium cepa, bioensaio rápido, altamente sensível e reprodutível para a detecção de eventos 

antimitóticos (FISKESJÖ, 1985; BAGATINI; DA SILVA; TEDESCO, 2007). Em estudos 

prévios foi observada a capacidade antimitótica da hidroxiantraquinonas aloe emodina, reína, 
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quinizarina e emodina (BADRIA; IBRAHIM, 2013). O que demonstra a capacidade das 

hidroxiantraquinonas como possíveis agentes anticancerígenos a serem explorados. 

Vale ressaltar que, embora as estruturas químicas básicas de várias antraquinonas sejam 

semelhantes, os grupos funcionais específicos anexados em posições especificas, 

particularmente para o grupo hidroxil, pode conferir bioatividades notavelmente diferentes 

observado em estudos que relatam a parada da mitose induzida por hidroxiantraquinonas 

(FOTIA et al., 2012; CHOI et al., 2016; SUBOJ et al., 2016; DONG et al., 2017). A análise 

demonstrou mudanças no índice mitótico quando as raízes foram tratadas com a ω-

hidroxiemodina, a atividade mitótica foi reduzida ou inibida, demonstrando atividade 

dependente da concentração utilizada. 

As hidroxiantraquinonas contendo uma estrutura de anel poliaromático podem se ligar 

ao DNA formando cross-links e adutos (GHOLIVAND et al., 2011; GHOSH et al., 2013), além 

de induzirem a formação de radicais livres produzindo lesões oxidativas ao DNA (CHOI et al., 

2016; XIE et al., 2014). Foi observado um aumento nas aberrações cromossômicas nas raízes 

tratadas com a ω-hidroxiemodina, no entanto com o aumento da concentração, houve redução 

do efeito genotóxico, o que pode ser explicado pelo baixo índice mitótico, pois quanto menos 

células estiverem em divisão, menor será a possibilidade de avaliar os efeitos genotóxicos sobre 

o DNA das células, o que também pode justificar a ausência de mutagenicidade, avaliada pela 

frequência de micronúcleos (p >0,05). 
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5 CONCLUSÃO 

 

A ω-hidroxiemodina demonstrou elevada toxicidade no ensaio de bioletalidade com 

náuplios de Artemia salina, bem como efeitos tóxicos e citotóxicos, com ênfase para a redução 

da mitose em modelo de Allium cepa. Também foram observados mecanismos citogenéticos de 

indução de aberrações cromossômicas, no entanto não induz a formação de micronúcleos em 

meristemas de raízes de A. cepa. Os dados sugerem que as atividades observadas são 

compatíveis com candidatos a fármacos antitumorais. 
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Capítulo II 

Atividade antitumoral da ω-hidroxiemodina por mecanismos citogenéticos 

em células de sarcoma 180 e avaliação da citotoxicidade em linhagens 

tumorais e não tumorais 
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RESUMO 

 

Anualmente as perspectivas para novos casos de câncer estão aumentando, principalmente 

devido ao envelhecimento da população. Devido a esses desafios a demanda para o 

desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento do câncer se torna cada vez maior. 

A ω-hidroxiemodina devido a sua capacidade de ligação intramolecular possui uma vasta gama 

de atividades farmacológicas, mas são raros os relatos como antitumoral. O objetivo do estudo 

foi de realizar o isolamento da ω-hidroxiemodina de extratos do Penicillium citrinum isolado 

da alga marinha Dichotomaria marginata, bem como sua caracterização e avaliações 

citotóxicas em células de Sarcoma 180 e em linhagens tumorais de leucemia (HL-60), 

adenocarcinoma gástrico (AGP01), melanoma (SKMEL-28) e linhagem normal de fibroblastos 

de pulmão (MRC5) e genotóxicas em células de Sarcoma 180. A viabilidade celular foi avaliada 

pelos ensaios MTT, Azul de tripan e Alamar blue, a genotoxicidade pelo teste cometa na sua 

versão alcalina e mutagenicidade pelo teste de micronúcleo com bloqueio de citocinese. A ω-

hidroxiemodina apresentou citotoxicidade em células de Sarcoma 180 e em todas as linhagens 

celulares usadas pela significativa (p <0,05) redução da viabilidade celular em todas as 

concentrações testadas. Também induziu genotoxicidade em todas as concentrações testadas, 

em células de Sarcoma 180, pelos significantes aumentos dos índices e frequências de danos ao 

DNA, que possivelmente não foram reparados devido ao aumento de micronúcleos, pontes e 

brotos nucleoplasmáticos, bem como de apoptoses e necroses. A citotoxicidade da ω-

hidroxiemodina foi observada pela redução do índice de divisão nuclear. Foram observadas 

correlações positivas entre o número de células apoptóticas e necróticas respectivamente e 

índice de danos (r = 0,9033, r = 0,93009) e a frequência de danos (r = 0,7779, r = 0,8435) nas 

células de Sarcoma 180. Os dados genotóxicos bem como as alterações nucleares são possíveis 

mecanismos de importância para a citotoxicidade da ω-hidroxiemodina, como uma substância 

promissora para formulações farmacêuticas antitumorais. 

 

Palavras-chave: Toxicogenética. Penicillium citrinum. Genotoxicidade. Mutagenicidade 

 

 



66 
 

ABSTRACT 

 

Annually the outlook for new cancer cases is increasing, mainly due to the aging of the 

population. Due to these challenges the demand for the development of new drugs for the 

treatment of cancer becomes increasing. The ω-hydroxyemodin because of its intramolecular 

binding ability has a wide range of pharmacological activities, but reports are rare as antitumor. 

The objective of the study was to carry out the isolation of ω-hydroxyemodim from extracts of 

Penicillium critrinum isolated from the seaweed Dichotomaria marginata, as well as its 

characterization and cytotoxic evaluations in Sarcoma 180 cells and in leukemia tumor cells 

(HL-60), adenocarcinoma (AGP01), melanoma (SKMEL-28) and normal line of lung 

fibroblasts (MRC5) and genotoxic in Sarcoma 180 cells. Cell viability was assessed by the 

MTT, Trypan blue and Alamar blue assays, genotoxicity by the test in its alkaline version and 

mutagenicity by the micronucleus test with block of cytokinesis. The ω-hydroxyemodin 

showed cytotoxicity in Sarcoma 180 cells and in all cell lines used by the significant (p <0.05) 

reduction in cell viability) at all concentrations tested. It also induced genotoxicity at all 

concentrations tested in Sarcoma 180 cells by significant increases in DNA damage rates and 

frequencies, which possibly were not repaired due to increased nucleoplasmic micronuclei, 

bridges and buds, as well as apoptosis and necrosis. The cytotoxicity of ω-hydroxyemodin was 

observed by reduction of the nuclear division index. Positive correlations were observed 

between the number of apoptotic and necrotic cells respectively and damage index (r = 0.9033, 

r = 0.93009) and the frequency of damage (r = 0.7779, r = 0.8435) in the cells of Sarcoma 180. 

Genotoxic data as well as nuclear alterations are possible mechanisms of importance for the 

cytotoxicity of ω-hydroxyemodin as a promising substance for antitumor pharmaceutical 

formulations. 

 

Keywords: Toxicogenetics; Penicillium citrinum; Genotoxicity; Mutagenicity  
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1 INTRODUÇÃO 

Mesmo que o comportamento celular seja bastante heterogêneo entre os diferentes tipos 

de cânceres, uma característica similar das células tumorais é o aumento da taxa de proliferação 

quando comparado às células normais, geralmente consequência da ausência de resposta aos 

sinais inibitórios do crescimento e/ ou a autossuficiência em fatores de crescimento. Nesse 

sentido alguns dos compostos utilizados na terapia oncológica, agem bloqueando a mitose e 

subsequentemente induzindo a morte celular (MARZO; NAVAL, 2013). Porém anualmente as 

perspectivas para novos casos de câncer estão aumentando com ausência de uma melhora 

desses números no futuro, principalmente devido ao envelhecimento da população. Esse 

aumento no diagnóstico de casos de câncer terá um crescimento de aproximadamente 60% nos 

próximos 20 anos com mortalidade similar em porcentagem. Claramente, as atuais estratégias 

preventivas, clínicas e de pesquisa não foram suficientes para enfrentar os desafios causados 

por essa patologia (MENDELSOHN; RINGBORG; SCHILSKY, 2012). Devido a esses 

desafios a demanda para o desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento do 

câncer se torna cada vez maior. 

O ω-hidroxiemodina possui diversas atividades farmacológicas como a inibição da µ-

calpaína (LIANG et al., 2012) composto reconhecido por ser chave da neurodegeneração em 

diversas condições patológicas (WANG et al., 2013); antiobesidade (NOINART et al., 2017); 

Antiviral contra metapneumovírus aviário, vírus da diarréia bovina, herpes tipo 1 (IÓCA et al., 

2016); anti-promastigotas de Leishmania brasiliensis, antibacteriano contra Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis (MARINHO et al., 2013); anti-hemolítica (SHIA 

et al., 2010); inibição da protease do vírus da hepatite C (HAWAS et al., 2016); anti-

inflamatória (DALY et al., 2015; LU et al., 2012a; LU et al., 2012b) e potente inibição in vitro 

e in silico da calmodulina (GONZÁLEZ‐ANDRADE et al., 2013), a qual, está envolvida em 

uma variedade de funções fisiológicas e fisiopatológicas relacionadas ao câncer, incluindo, 

crescimento celular, diferenciação, proliferação bem como resposta imune (SEALES; MICOLI; 

MCDONALD, 2006) e ativação de proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK) 

(GONZÁLEZ‐ANDRADE et al., 2013). 

 A morte celular programada se constitui como uma barreira natural que restringem a 

sobrevivência e difusão de células malignas. No entanto, as células cancerosas desenvolveram 

várias estratégias para contornar a morte celular programada através da geração de mutações 

genéticas ou modificações epigenéticas nos moduladores chave das vias de morte celular 

programada (SU et al., 2015). Durante processos de combate a células cancerosas como a 
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irradiação ou quimioterapia, as células mortas, se tornam susceptíveis a se decomporem por 

meio de um processo necrótico que pode desencadear uma resposta inflamatória (SILVA, 2010) 

causando trauma nos tecidos adjacentes (CHAN, 2014). A vasta gama de atividades 

farmacológicas do ω-hidroxiemodina se devem a sua forte ligação de hidrogênio intramolecular 

(RAHIMIPOUR et al., 2001) e sua capacidade antitumoral (GÄRTNER et al., 2014) observada 

contra diversas linhagens cancerígenas que o tornam um composto atrativo para a terapia 

oncológica. Assim, o estudo teve como objetivo o isolamento, caracterização do ω-

hidroxiemodina e contribuição para a compreensão da atividade citotóxica, genotóxica e 

mutagênica em células de Sarcoma 180 (S180) e em linhagens tumorais de leucemia (HL-60), 

adenocarcinoma gástrico (AGP01), melanoma (SKMEL-28) e linhagem normal de 

fribroblastos de pulmão (MRC5). 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Reagentes químicos para os ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e 

mutagenicidade 

 

O agente antineoplásico doxorrubicina foi adquirido pela Eurofarma ® Laboratories, 

citocalasina-B; DMSO (dimetilsulfóxido), MTT ([3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil 

tetrazólio brometo] 98% e resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-óxido) foram 

adquiridos na Sigma (St. Louis, MO). O Azul de Tripam foi adquirido da Invitrogen. 

 

2.2 Solventes gerais e equipamentos básicos do isolamento do ω-hidroxiemodina. 

Foram utilizados solventes padrões analíticos (PA) das marcas Synth, Dinâmica, Vetec, 

Merck: metanol (MeOH), etanol, acetato de etila, n-hexano, sec-butanol, acetonitrila (MeCN). 

Estes solventes foram usados para extração, fracionamento. Os extratos e frações foram 

concentrados em evaporador rotatório da Buchi R-114, sob pressão reduzida com auxílio de 

bombas de vácuo FABBE; Autoclave vertical Quimis Aparelhos Científicos Ltda; Câmara de 

Fluxo laminar vertical – Panchane; Incubadora Rotatória (“Shaker”) Marconi.  Foi utilizado no 

auxílio à dissolução dos extratos e frações um equipamento de ultrassom modelo Unique, sendo 

as massas medidas em balança Kern 410 e Digimed KN5000L, ambas da Marconi. Para a 

separação cromatográfica em coluna aberta foi utilizado a fase estacionária Sephadex LH-20 

Sigma-Aldrich. Para isolamento e crescimento dos microrganismos foram utilizados os meios 

sólidos: Arroz parboilizado (Marcon®) e BDA (Batata Dextrose Agar-Sigma®). 

 

2.3 Coleta da macroalga Dichotomaria marginata  

 A macroalga vermelha Dichotomaria marginata foi coletada em dezembro de 2009 na 

região norte de São Paulo, na praia de Fortaleza, na cidade de Ubatuba, no Brasil (23º24'93 'e 

45º03'41''W) durante o tempo de maré baixa. O Dr. Nair Yokoga (Instituto de Botânica, São 

Paulo, Brasil) realizou a identificação de D. marginata, e uma espécime do voucher foi 

depositada no Herbário do Instituto de Botânica de São Paulo, Brasil (comprovante n. ° SP 

400960). 
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2.4 Isolamento e identificação do fungo endofítico 

 

 O fungo endofítico P. citrinum foi isolado e classificado a partir do tecido interno da 

macroalga vermelha marinha D. marginata conforme descrito em (DE ANDRADE et al., 

2014). 

 

2.5 Obtenção do extrato acetronilia do fungo P. citrinum (FMeCNDm) e isolamento da 

ω-hidroxiemodina. 

 

A substância ω-hidroxiemodina foi isolada do microrganismo Penicillium citrinum. 

Para isso linhagens dos microrganismos foram repicadas para placas de Petri em PDA e 

posteriormente inoculado. A linhagem foi distribuída em seis frascos erlenmeyer de 500 mL, 

contendo cada um 90 g de arroz parboilizado e 75 mL de água destilada, por 21 dias. Após este 

período, a cultura foi triturada e extraída com AcOEt (7 x 350 mL). O solvente foi evaporado 

em rotaevaporador fornecendo 10 g e 36 g respectivamente, de cada extrato bruto. O extrato 

bruto foi re-solubilizado em AcOEt e submetido a partição com água Milli-Q. A fase em AcOEt 

foi rota-evaporada e re-solubilizada em MeCN e submetida a partição com hexano. Os solventes 

orgânicos foram eliminados utilizando evaporador rotatório, fornecendo o extrato FMeCNDm.   

Uma porção (900 mg) da fração acetonitrila de P. citrinum (FMeCNDm) foi 

fracionado por cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 (70 cm x 3,0 cm) eluída com 

MeOH:DCM (1:1), obtendo-se 45 frações de aproximadamente 80 mL cada. A análise por CCD 

e CLAE-DAD/EM-IES [Coluna C18; MeOH:H2O (5-100% MeOH), 254 nm], permitiu seu 

agrupamento em 16 novos grupos de frações por similaridade dos cromatogramas (FDm1Se-

FDm16Se). A fração FDm11Se após lavagem com metanol, obteve-se um precipitado amarelo, 

cuja análise do perfil em CLAE-DAD-EM-IES confirmou a presença de apenas um pico com 

tempo de retenção em 16,73 min. As análises de RMN 1H e 13C levaram à identificação da 

substância ω-hidroxiemodina (15 mg). 

 

2.6 Caracterização dos extratos da Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

 

Para análises via CLAE foram usados solventes J. T. Baker (acetonitrila, metanol) e 

água ultra pura (18 M) obtida no sistema Milli-Q Plus. Foram utilizadas colunas Phenomenex 

Gemini C18 analítica (250 mm x 4,60 mm, 5 μm) e SunFire C18 (250 mm X 10 mm, 10 μm).  
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(a) Analítico e preparativo sistema binário Shimadzu LC-10AD, com auto injetor Shimadzu 

SIL-10A e detector UV-Diodo Array; (Laboratório- NuBBE - Núcleo de Bioensaios, 

Biossíntese e Ecofisiologia); 

(b) Cromatógrafo Líquido acoplado ao espectrômetro de massas (CLAE-PDA/EM-IES) 

Thermo Instruments MS system (LTQ XL/ LTQ Orbitrap Discovery acoplado a sistema de 

CLAE, binário-Thermo Fisher Scientific, detector PDA, injetor automático. As análises foram 

realizadas com voltagem do capilar 45V, temperatura do capilar 260°C, gás de arraste (N2), 

fluxo 10-20 (unidades arbitrárias). O software Xcalibur (Thermo Scientific®) foi utilizado 

durante a aquisição e processamento dos dados espectrométricos (Marine Biodiscovery Centre; 

University of Aberdeen- Scoltland-UK). 

 

2.7 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrômetro Bruker Avance DRX-500 e 

Varian Inova, operando a 500 MHz e 400 MHz na frequência de 1H e 13C e o solvente utilizado 

na dissolução das amostras para obtenção dos espectros foram CDCl3 e DMSO-d6 (CIL e Isotec-

INC), sendo utilizado TMS ou o solvente residual não deuterado como referência interna. 

 

2.8 Cultivo in vivo e ex vivo de S180 

 

Os experimentos de manutenção do tumor S180 em camundongos Mus musculus foram 

iniciados sob a aprovação prévia pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da UFPI, 

com documento comprobatório de número 167/16. As células tumorais do S180 foram mantidas 

em camundongos através de passagens intraperitoneais semanais. O líquido ascítico, com 

células de S180 germinadas por 7 a 9 dias, foi aspirado da cavidade intraperitoneal dos animais 

em condições assépticas e centrifugado (500 g, 5 min, 4° C) para obtenção do pellet celular. A 

concentração celular para a cultura em RPMI foi ajustada a 1 x 106 células/mL segundo Ferreira 

et al. (2011) com adaptações. Em frascos de cultura contendo 1mL de meio RPMI 

suplementados com soro bovino fetal (20%), antibióticos (Sigma, St. Louis, MO) e 

fitohemaglutinina A (Gibco, Grand Island, NY) foram adicionados 20µL de suspensão celular 

de S180 (1.5 x 106/mL).  
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2.9 Linhagens celulares 

 

As células leucêmicas HL-60 (Homo sapiens), melanoma SKMEL-28 (Homo sapiens) 

e fibroblastos de pulmão MRC5 (Homo sapiens) foram obtidas da ATCC (The Global 

Bioresource Center), enquanto que  adenocarcinoma gástrico AGP01 (Homo sapiens) foi obtida 

do estudo de Leal et al. (2009) e foram cultivadas em frascos de cultura (25 cm2) com 10 mL 

de DMEM (Meio de Eagle Modificado Dulbecco) (Invitrogen, Carlsbad, CA) que foram 

suplementados com 10% de soro bovino fetal (Invitrogen), 0,1% de penicilina e estreptomicina 

(Invitrogen), em uma incubadora de DBO a 37 ° C. Todos os tratamentos apresentados foram 

realizados com três repetições independentes. 

 

2.10 Ensaios de viabilidade celular 

 

2.10.1 MTT 

 

O ensaio MTT foi realizado para verificar a capacidade citotóxica do composto, 

seguindo o protocolo sugerido por Mosmann (1983) com adaptações. Em placas de cultura 

celular de 96 poços, cada poço foi semeado com 1x106 células em meio DMEM suplementado 

com 10% de soro de bovino fetal e com 1% de estreptomicina e penicilina. Foram utilizados os 

seguintes grupos: controle (200 µL de DMEM, como controle negativo), o agente citotóxico 

doxorrubicina (6,9 µM / mL, como controle positivo) e o ω-hidroxiemodina (ω-hi: 2,72; 5,45; 

10,9; 21,8125; 43,625; 87,25; 174,5; 349 µM). As células foram então incubadas durante 68 h, 

após este tempo, o DMEM foi substituído por 0,2 mL de meio isento de soro e MTT 0,167 mg 

/ mL. As placas foram incubadas por mais 4 h. O meio contendo MTT foi então descartado e 

cada poço recebeu 0,1 mL de DMSO para a solubilização dos cristais de formazam. As 

absorvências foram medidas em um leitor de microplacas a 550 nm. Os dados de absorvência 

foram normalizados para controle (Absorvância do tratamento/Absorvância do controle x 100). 

 

2.10.2 Azul de tripan 

 

O protocolo de exclusão de azul de tripan foi executado segundo Strober (2001) com 

adaptações, avaliado em placas de cultura celular de 24 poços. Em cada poço, as células 1x106 

foram semeadas em 1 mL de meio de cultura completo com os seguintes tratamentos: controle 

negativo (sem tratamento), agente citotóxico doxorrubicina (6,9 µM, como controle positivo) e 

ω-hid: (ω-hi: 2,72; 5,45; 10,9; 21,8125; 43,625; 87,25; 174,5; 349 µM). 90 μL de cada grupo 

https://www.atcc.org/
https://www.atcc.org/
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de células S180 foram removidas da cultura e adicionadas a 10 μL de azul de tripan. As células 

não viáveis foram contadas por sua cor azul, portanto, consideradas como células mortas. Em 

contraste, células viáveis não apresentaram essa cor devido à sua capacidade de expulsar o azul 

de tripan. A diferenciação celular foi observada sob um microscópio óptico com uma ampliação 

de 40X aumentada com a assistência da câmara de Neubauer onde as células que apresentavam 

coloração azul eram incapazes de barrar a entrada do corante pela perca da integridade da 

membrana plasmática e foram consideras inviáveis. 

 

2.10.3 Alamar blue 

 

O ensaio de Alamar blue foi executado conforme Nakayama et al. (1997). As linhagens 

celulares utilizadas foram a HL-60 (leucemia), AGP01 (adenocarcinoma gástrico), SKMEL-28 

(melanoma) e MRC5 (fibroblasto normal). Todas as células foram semeadas em placas de 96 

poços (cinco mil células por poço) e mantidas na estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC 

por 24 horas para permitir a adesão celular. Findado o tempo, as células foram tratadas por 72 

horas com a curva concentração-resposta para determinar o CI50 da substância em estudo nas 

seguintes concentrações: 0 µM, 0,001 µM, 0,01 µM, 0,1 µM, 1 µM e 10 µM. Ao final do tempo 

de tratamento, foi adicionada a solução de Alamar Blue (proporção de 1:20) na placa, e após 3 

horas de incubação na estufa as placas foram mensuradas no espectrofotômetro em um 

comprimento de onda de 465/540 nm. Os valores de fluorescência de três experimentos 

independentes. 

 

2.10 Avaliação genotóxica e mutagênica da ω-hidroxiemodina 

 

2.10.1 Teste cometa  

 

O ensaio cometa foi realizado segundo Uno et al (2015) com modificações.10 µL dos 

tratamentos foram misturados a 90 µL de agarose low mellting (com baixo ponto de fusão) a 

0,75% sob uma temperatura de 37ºC e dispostos sobre lâminas de pré-cobertura com agarose 

sob ponto de fusão normal a 0,75%, cobertas com lamínulas (24 x 60 mm), e mantidas em 

temperatura ambiente até a solidificação. Retirou-se a lamínula e mergulhou-se a lâmina em 

solução de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100, 10% DMSO, pH 

10) a 4ºC e protegida da luz, por 72 horas. Em seguida, realizou-se a corrida de eletroforese 

com a solução de eletroforese (1 mM EDTA, 300 mM NaOH, pH > 13), sob banho de gelo para 

a manutenção da temperatura em torno de 4ºC, por 20 minutos, para o desenrolamento do DNA, 
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o afrouxamento de suas ligações e a exposição dos sítios alcalino-lábeis. A eletroforese foi 

conduzida a 25 V e 300 mA, por 20 minutos na presença de luminárias com baixo comprimento 

de onda. Posteriormente, as lâminas foram retiradas da cuba de eletroforese e mergulhadas na 

solução de neutralização (0,4 M Tris, pH 7,5) por 5 minutos; e expostas por 10 minutos, à 

solução fixadora (Ácido tricloroacético 15%, Sulfato de zinco heptahidratado 5%, e Glicerol 

5%). Após secas, as lâminas foram coradas com solução de Nitrato de Prata (0,02%) e lavadas 

com água destilada por 3 vezes. Adicionou-se a solução de parada (ácido acético) por 5 minutos, 

lavou-se as lâminas 3 vezes com água destilada, sendo estas deixadas em bandejas para secagem 

em temperatura ambiente. Para cada grupo foram fotografadas 100 células por lâmina, sendo 2 

lâminas por tratamento. A avaliação foi realizada a partir da análise do tamanho e intensidade 

de degradação e arraste do material genético, onde 5 classes de danos foram identificadas: 

classe 0, material genético sem danos ou intacto; classe 1, classe 2; classe 3; até o máximo de 

dano, classe 4. Por fim, calculou-se o índice de dano (ID), variando de 0 a 400, segundo a 

fórmula: 𝐈𝐃 = ∑  𝟎𝐱(𝐂𝟎) + 𝟏𝐱(𝐂𝟏) +  𝟐𝐱(𝐂𝟐) +  𝟑𝐱(𝐂𝟑) + 𝟒𝐱(𝐂𝟒). Vale ressaltar “𝐂𝟎” 

representa o número de núcleos em Classe 0, “𝐂𝟏” representa o número de núcleos em Classe 

1, “𝐂𝟐” representa o número de núcleos em Classe 2, “𝐂𝟑” representa o número de núcleos em 

Classe 3 e “𝐂𝟒” representa o número de núcleos em Classe 4; em 100 núcleos avaliados. 

Também foi calculada a frequência de dano (FD), variando de 0 a 100%, segundo a fórmula: 

FD = 100% – danos de classe 0. 

𝐅𝐃 (%) = 𝟏𝟎𝟎 −  𝐂𝟎 

Nota: “𝐂𝟎” representa o número de células em Classe 0, em 100 núcleos avaliados. 

 

 2.10.2 Teste de micronúcleo com bloqueio de citocinese (CBMN) 

 

O protocolo para a identificação de células binucleadas e parâmetros do ensaio CBMN 

foi descrito por Fenech (2007), e seguido com algumas modificações. Foi adicionado 1mL de 

uma suspensão de células com 1 x 106 / mL em de cultura de meio DMEM suplementado com 

10% de soro de bovino fetal e com 1% de estreptomicina e penicilina em placa de 24 poços. 

Cada poço foi tratado com. As células foram incubadas durante 44 h a 37 ± 1 ° C. Após a 

incubação, foram adicionados ao balão de cultura 6 μg / mL de citocalasina B (Sigma, St. Louis, 

MO). Em seguida, os frascos foram retornados para incubação por mais 28 horas. No final das 

fases de incubação, as culturas foram transferidas para tubos Falcon e centrifugadas a 800 rpm 
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durante 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi removido e os grânulos celulares foram 

agitados suavemente, adicionou-se 5 mL de ácido fixador (metanol: ácido acético 5: 1) e 3 gotas 

de formaldeído, os tubos foram novamente centrifugados. O procedimento foi repetido duas 

vezes com uma solução fixadora (3: 1) e sem formaldeído. Finalmente, o sobrenadante foi 

descartado e 2 a 4 gotas de suspensão celular foram pingadas em lâminas, que foram coradas 

com Giemsa 5% (tempo de exposição de 7 minutos). As lâminas previamente codificadas foram 

examinadas em um teste cego com um microscópio óptico a 1000X ampliação, considerando o 

dano citogenético apresentado em 1000 células por slide em duplicado. O índice de 

citotoxicidade da divisão nuclear (IDNC) foi calculado com a equação: IDNC = (Ap + Nec + 

M1 + 2 (M2) + 3 (M3) + 4 (M4)) / N *, em que Ap representa o número de células apoptóticas 

Nec, o número de células necróticas, M1-M4, o número de células viáveis com 1-4 núcleos e 

N *, enquanto que o IDN = (M1 + 2 (M2) + 3 (M3) + 4 (M4)) / N *. O número total de células 

viáveis e não viáveis marcadas, de acordo com Fenech (2007). A citostase foi calculada 

conforme Cavalcante et al. (2017). 

 

2.11 Análise estatística 

 

Para este estudo, os dados de absorvância que foram obtidos a partir do ensaio MTT 

normalizados e as porcentagens de células viáveis no teste de viabilidade celular do azul de 

tripan foram transformados em logaritmo e submetidos a uma regressão não linear a fim de ser 

encontrado a CI50 em ambos os ensaios. A normalidade das variáveis contínuas foi verificada 

pela prova Shapiro-Wilk. Os valores de apoptose, necrose, ID e FD foram submetidos a 

correlação de Pearson com significância para p < 0,05 e 0,0001. As porcentagens de ambos os 

ensaios de viabilidade celular, o número médio de micronúcleos, do IDN, IDNC, apoptose e 

necrose foram submetidos a análise de variância unidirecional (ANOVA), seguido do teste de 

Tukey. Os valores calculados são expressos como média ± desvio padrão (D.P.M) e 

considerados estatisticamente significativos com p <0,05, foi usado Graph Pad Prism 6.0 

(Graph pad Inc., San Diego, CA).  

3 RESULTADOS 

 

3.1 Elucidação química da ω-hidroxiemodina 

 

As análises de RMN (Tabela 1) 1H e 13C levaram à identificação da substância ω-

hidroxiemodina. EM-IES (+) mostrou pico da molécula protonada em m/z 287,0551 [M+H]+, 
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m/z 309,0370 [M+Na]+ e m/z 595,0850 [2M+Na]+ (calculado para C15H10O6, 287.0556); 1H 

NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ 7.25 (s, H-2), 7.64 (s, H-4), 7.14 (d, J = 2.0 Hz, H-5), 6.60 

(d, J = 2.4 Hz, H-7), 4.60 (s, 3-CH2OH), 12.09 (s, 1-OH); 13C NMR (DMSO-d6, 400 MHz): 

163.1 (C-1), 109,7 (C-2), 164,3 (C-3), 111.6 (C-4), 134.8 (C-4a), 118.3 (C-5), 136.7 (C-5a), 

153.7 (C-6), 122.5 (C-7), 163.1 (C-8), 113.5 (C-8a), 184.0 (C-9), 189.4 (C-10), 62.5 (3-

CH2OH). 
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           Tabela 1: Dados de RMN de 1H, 13C, gHMBC e COSY da ω-hidroxiemodina (400 MHz, DMSO-d6) 

Posição δ1H (m, JHz) 

δ 13C µg/mL  

gHMBC  (H→C) COSY 
Experimental  

DMSO 

SANCHEZ et al., 

2011 

DMSO 

LIANG et al., 

2012 

DMSO 

FUJIMOTO et al., 

2004 

ACETONA 

1OH 12,15 163,1 162,1 161,05 162.6 - - 

1ª - 116,4 114,38 - - - - 

2 6,56 (d; 2,0) 109,7 108,6 120,83 120.9 C1/C3 H4 

3 OH 164,3 165,2 152,92 153.1  - - 

4 7,11 (d; 2,0) 111,6 109,7 117,12 117.3 C2/C9 H2 

4ª - 134,8 133,6 132,97 131.2 - - 

5 7,65 (s) 118,3 117,7 108,94 109.0 C11/C8a/C7/C10 H11 

5a - 136,7 135,8 - - - - 

6 - 153,7 153,5 164,02 165.5 - - 

7 7,25 (s) 122,5 121,5 107,98 108.1 C11/C8a/C5 H11 

8 OH 163,1 162,1 165,62 165.7 - - 

8ª - 113,5 114,38 109,07 109.7 - - 

9 C=O 184,0 182,1 189,8 191.0 - - 

10 C=O 189,4 190,3 181,43 181.4 - - 

11 4,60 (s) 63,9 62,7 62,05 62,9 C6/C5/C7 H5/H7 
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3.2 Viabilidade celular da ω-hidroxiemodina 

 

3.2.1 Ensaio de citotoxicidade MTT 

 

No ensaio de citotoxicidade MTT a CI50 do ω-hidroxiemodina em células de S180 com 

72 hr de tratamento foi de 6,0684 µM. Os dados de viabilidade obtidos das absorvâncias 

normalizadas (porcentagem), comparados entre si, demonstraram efeito citotóxico em todas as 

concentrações testadas (2,72-349 µM), devido a todos os resultados serem estatisticamente 

significantes quando comparados ao controle negativo (Figura 1). Como esperado, o CP foi 

citotóxica (p <0,05) obtendo uma viabilidade média de 18%, confirmando a capacidade de 

resposta do teste. Ao comparar os valores médios do ω-hidroxiemodina com o tratamento com 

o CP, observaram-se valores significativos superiores de viabilidade (02,72-21,8125 µM) (p 

<0,05). 

Figura 1: Efeito citotóxico da ω-hidroxiemodina pelo teste MTT em células S180. Os dados 

foram normalizados (porcentagem) para o grupo controle negativo. Cada concentração em 3 

poços com 1x106 células por replicata. CN: controle negativo; CP: doxorrubicina (6,9 µM); ω-

hidroxiemodina (2,72; 5,45; 10,9; 21,8125; 43,625; 87,25; 174,5; 349 µM). Os valores 

representam a média ± D.P.M. As diferenças entre os grupos foram determinadas por Análise 

de Variância (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, a p<0,05, comparado com o 

grupo (CN) e b p<0,05, quando comparado ao grupo (CP). 
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3.2.2 Ensaio de exclusão com Azul de Tripan 

 

O ω-hidroxiemodina no ensaio de exclusão de azul de tripan obteve uma CI50 de 4,143 

µM. Em todas as contrações testadas comprometeu significativamente a viabilidade celular das 

células de S180 em 72 h de tratamento (Figura 2). Como esperado, os tratamentos com o CP 

mostraram uma viabilidade celular média inferior a 30% (p <0,05) no mesmo tempo de 

exposição, confirmando a capacidade de resposta do teste. Ao comparar os valores médios do 

ω-hidroxiemodina com o tratamento com CP, observaram-se valores superiores de viabilidade 

(2,72-10,9 µM) e apenas as duas maiores concentrações (174,5-349 µM) obteve menor 

viabilidade significativa comparado ao CP (p <0,05). 

Figura 2: Efeito do ω-hidroxiemodina pelo teste de exclusão azul de tripan em células S180. 

Os dados foram normalizados (porcentagem) para o grupo controle negativo. Cada 

concentração em 3 poços com 1x106 células por replicata. CN: controle negativo; CP: 

doxorrubicina (6,9 µM); ω-hidroxiemodina (2,72; 5,45; 10,9; 21,8125; 43,625; 87,25; 174,5; 

349 µM). Os valores representam a média ± D.P.M. As diferenças entre os grupos foram 

determinadas por Análise de Variância (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, a 

p<0,05, comparado com o grupo CN e b p<0,05, quando comparado ao grupo CP. 
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3.2.3 Ensaio de alamar blue 

 

O ω-hidroxiemodina foi avaliado no ensaio de alamar blue obtendo as CI50 expostas na 

(Tabela 2). O composto em todas as linhagens demonstrou elevada citotoxicidade incluindo a 

não tumoral. 

Tabela 2: Efeito do ω-hidroxiemodina pelo teste de alamar blue em diferentes linhagens 

tumorais e não tumorais humanas. 

Linhagens HL-60 AGP01 SKMEL-28 MRC5 

CI50 16,55 µM 2,93 µM 4,517 µM 12,99 µM 

Intervalo 9,41-29,10 µM 1,28-6,7 µM 1,4-14,48 µM 5,65-29,84 µM 

R2 0,9229 0,8694 0,8303 0,8944 

Legenda: Efeito do ω-hidroxiemodina pelo teste de alamar blue em diferentes linhagens tumorais humanas. Os 

dados foram normalizados (porcentagem) para o grupo controle negativo. Cada concentração em 3 poços com 

1x106 células por replicata.  

 

3.3 Avaliação genotóxica da ω-hidroxiemodina em células de S180, com o teste cometa 

A versão alcalina (pH> 13) do ensaio cometa foi realizada em células de S180 após 72 

h de tratamento. A análise de frequência e índice de danos após a análise de 100 células em 

triplicata de cada tratamento assim como o controle demonstrou um aumento significativo para 

as concentrações testadas (1,7-3,4 µM) em relação ao controle negativo (Tabela 3). 

Tabela 3: Avaliação da genotoxicidade do ω-hidroxiemodina pelo ensaio cometa em células 

de S180. 

 Genotoxicidade 

Grupos Índice de danos (0-400) Frequência de danos (0-100 %) 

CN 20 ± 3,6 9 ± 1 

CP 348,7 ± 4,1a 96,6 ± 0,5a 

ω-hi 1,7 µM 214,7± 2,5a b 83 ± 9,5a b 

ω-hi 3,4 µM 250 ± 7a b c 91,6 ± 1,528a 

ω-hi 6,9 µM 318 ± 14a b c d 94 ± 1a 

Legenda: Os valores representam a média ± D.P.M de 3 experimentos independentes. CN: Células não tratadas; 

CP: Doxorrubicina 6,9 µM; ω-hi= ω-hidroxiemodina. As diferenças entre os grupos foram determinadas por 

Análise de Variância (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, a p<0,05, comparado com o grupo CN, b 

p<0,05, quando comparado ao grupo CP, c p<0,05, quando comparado com o grupo ω-hi 1,7 e d p<0,05, quando 

comparado com o grupo ω-hi 3,4. 
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3.4 Avaliação de alterações nucleares, apoptoses e necroses ω-hidroxiemodina em células 

de S180 

 

3.4.1 Teste de micronúcleos com bloqueio de citocinese (CBMN) 

 

O ω-hidroxiemodina (1,7-6,9 µM) induziu aumentos significativos no número (p <0,05) 

de células apoptóticas e da mesma forma em necróticas após o tratamento de 72 h em células 

de S180 em relação ao CN. Em relação ao CP a concentração de 1,7 µM obteve um menor 

número significativo de células apoptóticas e necróticas. Em relação a porcentagem total de 

morte celular, todas as concentrações obtiveram uma maior porcentagem de células necróticas 

em comparação com o CP (Figura 3). No teste de mutagenicidade, as análises estatísticas 

mostraram que ω-hidroxiemodina apenas as concentrações de 3,4 e 6,9 µM induziram 

significante (p <0,05) formação de micronúcleos nas células de S180 após o tratamento de 72 

h (Tabela 4). Quanto a outros danos citogenéticos, o ω-hidroxiemodina induziu 

significativamente (p <0,05) formação de brotos nucleares e pontes nucleoplasmáticas em 

células S180 em todas as concentrações testadas em relação ao CN (Tabela 4). O CP também 

induziu significativamente (p <0,05) apoptose, necrose, micronúcleos, brotos nucleares em 

relação a linha de base das células não tratadas (Tabela 4).  

Quanto a citotoxicidade o ω-hidroxiemodina induziu redução significativa (p <0,05) do 

IDN (3,4-6,9 µg/mL) e IDNC (1,7-6,9 µM) e elevação da citostase de forma significante (1,7-

6,9 µg/mL) em células de S180 em relação ao CN (Tabela 5). Ao comparar os valores médios 

do ω-hidroxiemodina com o tratamento com CP, observaram-se valores significativos (p <0,05) 

inferiores de IDN, IDNC e citostase para todas as concentrações (Tabela 5). Foi observada que 

houve uma forte correlação positiva entre o número de células apoptóticas e índice de danos (r 

= 0,9033) e a frequência de danos (r = 0,7779) nas células tratadas com ω-hidroxiemodina. 
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Tabela 4: Danos citogenéticos induzidos por ω-hidroxiemodina em células de S180 por meio 

do teste de micronúcleos com bloqueio de citocinese. 

 Danos citogenéticos 

Grupos Apoptose Necrose Micronúcleos Brotos 

nucleares 

Pontes nucleares 

CN 29,3 ± 2,3 16,33± 2,51 6 ± 2 7 ± 2 4,66 ± 2,51 

CP 302 ± 17,4a 109 ± 11,53a 27,67 ± 1,15a 26,67 ± 1,15a 39,67 ± 2,08a 

ω -hi 1,7 

µM 

71 ± 13,89a,b 60,67 ± 17,93a,b 8,33 ± 0,57b 14,33 ± 4,5a,b 15,33 ± 1,15a,b 

ω -hi 3,4 

µM 

115,3 ± 5,5a,b,c 89,67 ± 2,51a,c 16,33 ± 2,08a,b,c 18 ± 2a,b 25 ± 2,64a,b,c 

ω -hi 6,9 

µM 

177,7 ± 

9,5a,b,c,d 

123,3 ± 6,11a,c,d 21 ± 1a,b,c,d 23,67 ± 2,51a,c 32,67 ± 2,51 a,b,c,d 

Legenda: Os valores representam a média ± D.P.M de 3 experimentos independentes. CN: Células não tratadas; 

CP: Doxorrubicina 6,9 µM; ω-hi= ω-hidroxiemodina. As diferenças entre os grupos foram determinadas por 

Análise de Variância (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, a p<0,05, comparado com o grupo CN, b 

p<0,05, quando comparado ao grupo CP, c p<0,05, quando comparado com o grupo ω-hi 1,7 e d p<0,05, quando 

comparado com o grupo ω-hi 3,4. 

 

Tabela 5: Avaliação da citotoxicidade da ω-hidroxiemodina pelo índice de divisão nuclear 

(IDN), índice de divisão nuclear considerando citotoxicidade (IDNC) e citostase em culturas 

de célula S180, 

 Índices de divisão e citostase 

Grupos IDN IDNC Citostase (%) 

CN 1,64 ± 0,02 1,6 ± 0,01 ---------- 

CP 1,18 ± 0,01a 1,18 ± 0,02a 71,11 ± 2,63a 

ω -hi 1,7 µM 1,54 ± 0,09b 1,42 ± 0,07a,b 16,65 ± 13,38b 

ω -hi 3,4 µM 1,3 ± 0,01a,c 1,28 ± 0,02a,c 53,10 ± 1,375a,c 

ω -hi 6,9 µM 1,33 ± 0,03a,b,c 1,25 ± 0,04a,c 48,85 ± 6,657a,b,c 

Legenda: Os valores representam a média ± D.P.M de 3 experimentos independentes. CN: Células não tratadas; 

CP: Doxorrubicina 6,9 µM; ω-hi= ω-hidroxiemodina; IDN: índice de divisão nuclear; IDNC: índice de divisão 

nuclear considerando citotoxicidade. As diferenças entre os grupos foram determinadas por Análise de Variância 

(ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, a p<0,05, comparado com o grupo CN, b p<0,05, quando 

comparado ao grupo CP e c p<0,05, quando comparado com o grupo ω-hi 1,7. 
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Figura 3: Avaliação da proporção de apoptose e necrose em células de S180 entre grupos. Os 

dados foram normalizados quanto a (%) morte celular total de cada replicata dentro grupo. Os 

valores representam a média ± D.P.M de 3 experimentos independentes. CP: Doxorrubicina 6,9 

µM; ω-hi= ω-hidroxiemodina. As diferenças entre os grupos foram determinadas por Análise 

de Variância de duas vias (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, a p<0,05, 

comparado com a apoptose do grupo CP e b p<0,05, quando comparado com a necrose do grupo 

CP. 
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3.5 Correlação entre células apoptóticas e necróticas com índice e frequência de dano. 

 

A correlação os dois tipos de morte celular observadas no ensaio de CMBN obtiveram 

uma correlação positiva tanto com o índice quanto a frequência de danos (Figura 4). No 

entanto, houve uma maior correlação entre o índice e frequência de danos com o número de 

células necróticas comparada com as apoptóticas. 

 

Figura 4: Correlação de Pearson r entre o índice de danos e o número de células apoptóticas e 

necróticas em células de S180. Os valores representam o valor de Pearson r e de significância 

para P < 0,05 e 0,0001. 
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4 DISCUSSÃO 

 

O ω-hidroxiemodina (citreoroseína) foi isolado pela primeira vez em 1940 do fungo 

Penicillium cyclopium (ANSLOW et al., 1940) e Penicillium cytreoroseum (POSTERNAK; 

JACOB, 1940) com posterior elaboração do seu processo de produção com rendimento de 29% 

a partir da antraquinanona emodina (RAJAGOPALAN; SESHADRI, 1956) e de forma 

posterior a 48% (HIROSE et al., 1982). No presente estudo a estrutura química da citreoroseína 

foi elucidada pela comparação dos espectros de RMN de 1H e 13C com os obtidos por Liang et 

al (2012), Sanchez et al (2011) e Fujimoto et al (2004) (Tabela 1). 

As hidroxiantraquinonas são utilizadas na farmácia como laxantes, na indústria como 

corantes têxteis ou alimentares (KOYAMA et al., 2001), no entanto diversos estudos descrevem 

a capacidade citotóxica das hidroxiantraquinonas (MÜLLER et al., 1996) usando linhagens 

celulares cancerígenas (CUI et al., 2008) e sua capacidade mutagênica (MIAN et al., 1991). O 

presente estudo demonstrou que todas as concentrações do ω-hidroxiemodina apresentaram 

efeito citotóxico nas células de S180 conforme revelado pelo ensaio MTT (Figura 1), no ensaio 

de exclusão do Azul de Tripan (Figura 2) e em todas as linhagens tumorais e não tumorais 

avaliadas no teste de Alamar blue (Tabela 2). O ω-hidroxiemodina já demonstrou atividade 

antitumoral contra linhagens cancerígenas de pulmão (A-549), mama (MCF-7), colorretal HT-

29 além da inibição da proteína tirosina quinase (PTK), que pode desempenhar um papel 

importante na inibição do crescimento de células tumorais (KIM et al., 1997), como observado 

na piora do prognóstico de pacientes com câncer de mama que tinham o nível dessa proteína 

elevado (GÄRTNER et al., 2014). 

A citotoxicidade do composto testado também foi demonstrada pela redução 

significativa do IDN e IDNC em todas as concentrações testadas nas células de S180 (Tabela 

5). Diversos mecanismos potenciais da citotoxicidade das hidroxiantraquinonas já foram 

abordados como o estresse oxidativo (KAÓRGEDAL et al., 1999), inibição da topoisomerase 

II (MÜLLER et al., 1996; HWANGBO et al., 2012), inibição da glicólise e comprometimento 

da função mitocondrial (FLORIDI et al., 1990). Portanto, estas abordagens demonstram a 

importância relativa ao uso de antraquinonas e seus derivados (EL-READI et al., 2016) como 

uma importante fonte de possíveis compostos na terapia oncológica, bem como, a semelhança 

estrutural com outros compostos antineoplásicos como a antracenodiona mitoxantrone (EL-

READI et al., 2016), as antraciclinas doxorrubicina (NEMEIKAITĖ-ČĖNIENĖ et al., 2002) e 

daunorrubicina (NEMEIKAITĖ-ČĖNIENĖ et al., 2002; NEMEIKAITĖ-ČĖNIENĖ et al., 

2002; EL-READI et al., 2016). 
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Os grupos hidroxil presentes nos anéis aromáticos e radicais da estrutura permitem que 

o ω-hidroxiemodina tenha a capacidade de interação com proteínas formando pontes de 

hidrogênio e ligações iônicas como observado em moléculas com estrutura similar como a 

emodina (SRINIVAS et al., 2007), tornando-se um composto multifuncional pela capacidade 

de acesso a múltiplos alvos como enzimas, canais e receptores. A presença dos grupos hidroxil 

nas posições 1, 3 e 8 da molécula pode levar a uma forte ligação de hidrogênio intramolecular 

(RAHIMIPOUR et al., 2001). A transferência de elétrons da ω-hidroxiemodina para o oxigênio 

molecular tem a capacidade de gerar ânions superóxido (O2-), podendo levar a formação de uma 

variedade de outras espécies reativas do oxigênio (SRINIVAS et al., 2007), estes uma vez 

produzidos podem suprimir os importantes fatores de transcrição necessários para a 

sobrevivência celular como proteínas e material genético na célula neoplásica (YI et al., 2004). 

A capacidade genotóxica do ω-hidroxiemodina foi pouco abordada até o momento, no entanto, 

os mecanismos anteriormente citados podem ser propostos para os resultados obtidos na 

avaliação feita pelo ensaio cometa nas células de S180 onde foi observado um aumento na 

frequência e índice de danos ao material genético em relação à linha de base celular (Tabela 

3). 

A elevação significativa da citostase em todas as concentrações testadas com o ω-

hidroxiemodina (Tabela 5) podem ser devido, ao resultado já observado da ação citotóxica 

inicial das antraquinonas, com o direcionamento aos outros locais que não apenas o DNA, como 

a capacidade de inibir fortemente a incorporação de timidina ao DNA (KIM et al., 1997) 

reduzindo a sua replicação e transcrição. O efeito anterior foi observado por outra via pelo qual 

o ω-hidroxiemodina inibiu as enzimas topoisomerase I e II (HWANGBO et al., 2012; HAQUE 

et al., 2016), portanto, interferindo no processo de replicação e transcrição pela inibição do 

processo de religação da fita dupla de DNA quebrada com o aumento de complexos cliváveis 

do DNA  (SRIVIDYA et al., 2013), o que pode explicar os danos citogenéticos observados pelo 

aumento de brotos e pontes nucleoplasmáticas nas células de S180 avaliadas no presente estudo 

(Tabela 4), em adição aos efeitos do estresse oxidativo sobre o material genético abordados 

anteriormente na avaliação do índice e frequência de danos pelo ensaio cometa, induzindo 

efeitos clastogênicos. 

A avaliação mutagênica do ω-hidroxiemodina tem sido pouco explorada, apenas em 

presença de ativação hepática em Salmonella typhimurium (MURAKAMI et al., 1987) e por 

indução da formação de micronúcleos em linhagem de linfoma murino (L5178Y) (MUELLER; 

STOPPER; DEKANT, 1998). Na avaliação das concentrações do ω-hidroxiemodina pelo teste 

CBMN os resultados demonstraram um potencial mutagênico pelo aumento significativo de 
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micronúcleos, podendo interagir com o material genético, causando rupturas na dupla fita DNA 

ou desregulação da aparelhagem mitótica, resultando na formação de micronúcleos. 

No ensaio de CBMN, as células também podem ser marcadas para o estado de 

viabilidade (apoptose e necrose) (GAJSKI et al., 2018). O ω-hidroxiemodina mostrou que um 

dos possíveis mecanismos de morte celular dessa substância pode decorrer dos danos ao 

material genético visto que houve uma forte correlação entre o índice de danos com o número 

de células apoptóticas e necróticas (Figura 4). O aumento significativo tanto na apoptose 

quanto em necrose em relação as células não tratadas (Tabela 4), no entanto ao relacionar esses 

dados com valores relativos, o tratamento com a substância teve em média 54, 56 e 59 % de 

células apoptóticas em relação ao número total de mortes celulares, enquanto que o CP (Dox) 

obteve em média 73 % de apoptose (Figura 5). Porém vale ressaltar que mesmo a Dox sendo 

incluída em uma ampla variedade de protocolos de tratamento de câncer para crianças e adultos 

(KRISCHKE et al., 2016), em conjunto com o aumento da taxa de sobrevivência dos pacientes 

com câncer, foi observado um aumento na incidência de insuficiência cardíaca (OCTAVIA et 

al., 2012) o que confirmado por vários estudos observacionais, que mostraram que as 

antraciclinas como a Dox causam efeitos colaterais cardiovasculares a longo prazo, diminuindo 

a qualidade de vida dos sobreviventes de câncer (LIPSHULTZ et al., 2012; LIPSHULTZ; 

ADAMS, 2010) limitando a sua utilização, nesse sentido é válida a procura por novos 

compostos com capacidade antitumoral. 

A apoptose pode ser desencadeada por estímulos extrínsecos ou intrínsecos em que a 

ativação de caspases resulta em características morfológicas como arredondamentos de células, 

condensação de cromatina, fragmentação de núcleos e corpos apoptóticos o que a torna um 

processo mais organizado e menos danoso (WALSH, 2014). Em contraste a necrose se 

caracteriza como uma morte celular não ordenada e passiva em resposta ao estresse agudo 

tipicamente seguido por reações inflamatórias, no entanto, novos dados sugerem que a necrose 

também pode ser um processo bem regulado ativado por estímulos bastante específicos 

(GOLSTEIN; KROEMER, 2007; WALSH, 2014). A necrose programada (necroptose) 

desempenha um papel indispensável durante o desenvolvimento normal (SU et al., 2015) e tem 

sido implicada na patogênese do câncer (FULDA, 2013). Existe uma lista cada vez maior de 

compostos e agentes anticancerígenos que demonstraram indução de necroptose em células 

cancerosas resistentes a processos apoptóticos mediados por Bcl-2, Bcl-xL, dessa forma 

apresentando a capacidade de contornar esses mecanismos de resistência (XUAN; HU, 2009; 

WADA et al., 2015). No presente estudo não foi possível fazer a avaliação da necroptose, nesse 

sentido a atividade antitumoral do ω-hidroxiemodina ainda pode ser melhor elucidada via este 
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tipo de morte celular, o que aumentaria a possibilidade do seu uso na terapia oncológica frente 

a tipos de câncer resistentes a morte por apoptose, abordagem já discutida em relação a 

substâncias como a shikonina (FU et al., 2013). 
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5 CONCLUSÃO  

 

A ω-hidroxiemodina induziu citotoxicidade em células de S180, bem como em 

linhagens celulares tumorais de leucemia (HL-60), adenocarcinoma gástrico (AGP01), 

melanoma (SKMEL-28) e linhagem normal de fibroblastos de pulmão (MRC5). O estudo 

também indica que a ω-hidroxiemodina induziu genotoxicidade, apoptose, necrose e outros 

danos citogenéticos como micronúcleos, pontes nucleoplasmáticas e brotos nucleares em 

relação a linha de base das células de S180. Esses mecanismos são importantes para agentes 

antitumorais. Os resultados dessa avaliação demonstram a necessidade de uma avaliação mais 

ampla da capacidade antitumoral dessa substância natural promissora para formulações 

antitumorais dessa substância. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O fungo Penicillium citrinum isolado a partir da alga marinha Dichotomaria marginata 

demonstrou ser uma fonte de compostos com potencial antitumoral. O composto isolado 

cromatografia e caracterizado estruturalmente por RMN demonstrou um perfil tóxico elevado 

em A. salina e A. cepa onde também foram observados mecanismos citogenéticos de indução 

de aberrações cromossômicas, especialmente do tipo cromossomos soltos, no entanto em 

poucas anáfases devido aos seus efeitos citotóxicos. Este composto também induziu 

citotoxicidade em células de Sarcoma 180, bem como em linhagens celulares tumorais de 

leucemia (HL-60), adenocarcinoma gástrico (AGP01), melanoma (SKMEL-28) e linhagem 

normal de fibroblastos de pulmão (MRC5). O estudo também indica que a ω-hidroxiemodina 

induziu genotoxicidade, apoptose, necrose e outros danos citogenéticos como micronúcleos, 

pontes nucleoplasmáticas e brotos nucleares em relação a linha de base das células de S180.  

Portanto os resultados dessa avaliação demonstram a necessidade de uma avaliação mais ampla 

da capacidade antitumoral dessa substância natural promissora para formulações farmacêuticas. 
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ANEXO A 
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Abstract: Annually, millions of new cancer cases are diagnosed. 

Chemotherapy is one of the bases of cancer treatment, which includes 

cytotoxic drugs that cause DNA damage and cytostatic drugs, which 

interfere with the synthesis of DNA and mitosis, disrupting cell 

reproduction and cell death. Penicillium citrinum has been suggested to 

generate cytotoxic secondary metabolites, which increases its interest 

for discovering new antitumor compounds. Therefore, the aim of this study 

was to isolate and characterize the ω-hydroxyemodin substance of the 

fungus Penicillium critrinum isolated from the seaweed Dichotomaria 

marginata, as well as to evaluate its toxic, cytotoxic, genotoxic and 

mutagenic effects in the Artemia salina and Allium cepa tests. Ω- 

hydroxyemodin was tested at concentrations of 1.7, 3.4, 6.9 μM / mL. 

Copper sulphate at the concentration of 3.7 μM / mL and dechlorinated 

water were used as positive and negative controls, respectively. The ω- 

hydroxyemodin in Artemia salina presented a lethal concentration that 

kills 50% of individuals (LC50) in 24h of 4.6 μM / mL and in 48h of 3,6 

μM / mL. In the Allium cepa test, ω- hydroxyemodin induced toxicity and 

cytotoxicity by the inhibition of cell division, and the data regarding 

chromosomal aberrations were significant only for the lowest 



 

concentration tested. There was no significant micronucleus formation. 

The data indicate that ω- hydroxyemodin at low concentrations induces 

toxicity and cytotoxicity in the test systems used, and further studies 

are needed, since these activities are important for new antitumor 

agents.  
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15                                                                ABSTRACT  

16 Annually, millions of new cancer cases are diagnosed. Chemotherapy is one of the bases of  

17 cancer treatment, which includes cytotoxic drugs that cause DNA damage and cytostatic  

18 drugs, which interfere with the synthesis of DNA and mitosis, disrupting cell reproduction  

19 and cell death. Penicillium citrinum has been suggested to generate cytotoxic secondary  

20 metabolites, which increases its interest for discovering new antitumor compounds. 

Therefore,  

21 the aim of this study was to isolate and characterize the ω-hydroxyemodin substance of the  

22 fungus Penicillium critrinum isolated from the seaweed Dichotomaria marginata, as well as  

23 to evaluate its toxic, cytotoxic, genotoxic and mutagenic effects in the Artemia salina and  
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