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RESUMO 
 

O câncer é considerado a segunda maior causa de morte no mundo. Nesse contexto, os 
produtos naturais têm se mostrado uma importante fonte de compostos farmacologicamente 
ativos, inclusive de quimioterápicos contra tumores sólidos e hematológicos. Dessa forma, 
as secreções da pele de anfíbios aparecem como uma recente fonte de exploração de 
novas moléculas, com destaque para a marinobufagina, um bufadienolídeo cardiotônico e 
natriurético que apresenta uma maior afinidade pela subunidade α1 da Na+/K+-ATPase 
resistente à ouabaína. O presente estudo teve por objetivo realizar uma revisão de literatura 
sobre a capacidade anticâncer dos bufadienolídeos e avaliar a atividade citotóxica, 
antitumoral e toxicológica do composto marinobufagina, isolado do extrato do veneno do 
sapo Rhinella marina. A revisão de literatura demonstrou que a classe dos bufadienolídeos 
surge como uma incrível fonte natural de biodiversidade química com uma seletividade 
moderada contra células tumorais. A marinobufagina foi avaliada quanto à atividade 
citotóxica in vitro frente a diferentes linhagens de células normais e tumorais utilizando os 
ensaios de MTT e frente à cultura primária do tumor Sarcoma 180 (S180), pelo ensaio 
Alamar Blue, após 72 h de exposição. Para complementação da avaliação citotóxica, foi 
realizado o ensaio de micronúcleo com bloqueio de citocinese (CBMN) em células do S180 
e a toxicidade por meio do modelo vegetal Allium cepa. Para a avaliação do potencial 
antitumoral in vivo, a marinobufagina foi administrada via intraperitoneal nas doses de 2.5 e 
5 mg/kg/dia, durante 7 dias e 15 dias consecutivos em camundongos transplantados com o 
tumor Sarcoma 180 e camundongos imunodeficientes transplantados com células de 
carcinoma de cólon humano (HCT-116), respectivamente. Assim, o composto estudado 
apresentou potente ação antiproliferativa com valores de CI50 entre 0.06 µg/mL (HL-60) e 
2.94 µg/mL (HEP-2) e foi citotóxico para células mononucleares de sangue periférico 
humano (CMSP, 4.35 µg/mL). A marinobufagina também inibiu o crescimento das raízes de 
Allium cepa, revelando toxicidade macroscópica (p<0.05) e mostrou ações clastogênicas 
semelhantes em células de S180 e meristemáticas de raiz A. cepa. Nos testes in vivo, o 
composto reduziu somente o crescimento de tumores humanos (HCT-116) com percentuais 
de inibição de 26.3 e 46.5% nas doses de 2.5 e 5 mg/kg/dia, respectivamente e foi incapaz 
de interferir no crescimento do tumor S180. Os camundongos imunodeficientes tratados com 
marinobufagina na dose de 5 mg/kg apresentaram uma redução significante na massa 
corpórea final e aumento significativo dos níveis séricos de creatinina (p<0.05). Em conjunto 
com as análises teciduais, os resultados dos testes toxicológicos in vivo revelaram 
alterações histológicas renais e hepáticas reversíveis e ação epileptogênica na dose de 10 
mg/kg. Dessa forma, a marinobufagina mostrou potencial antitumoral in vitro e in vivo contra 
células tumorais humanas e fraca atividade contra células murinas, com indício de 
toxicidade branda e ausência de comprometimento funcional severo nos animais tratados 
com o composto. 
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ABSTRACT 

 

Cancer is considered the second leading cause of death in the world. In this context, natural 
products have an important source of pharmacologically active compounds, including 
chemotherapeutics against solid and hematologic tumors. Thus, amphibian skin secretions 
appear as a recent source of exploration of new molecules, especially marinobufagin, a 
cardiotonic and natriuretic bufadienolide that has a higher affinity for the α1 subunit of 
ouabain-resistant Na+/K+-ATPase. The aim of the present study was to review the literature 
on the anticancer capacity of bufadienolide and to evaluate the cytotoxic, antitumor and 
toxicological activities of the compound marinobufagin, isolated from extracts of the Rhinella 
marina frog poison. The literature review has shown that bufadienolide class appears as an 
incredible natural source of chemical biodiversity with a moderate selectivity against tumor 
cells. Marinobufagin was evaluated for cytotoxic activity in vitro against different lineages of 
normal and tumor cells using the MTT assays and against the Sarcoma 180 (S-180) tumor 
primary culture by the Alamar Blue assay, after 72 h of exposure. To complement the 
cytotoxic evaluation, the cytokinesis-block micronucleus assay (CBMN) in S180 cells and the 
toxicity by means of the vegetal model Allium cepa were carried out. To evaluate the in vivo 
antitumor potential, the marinobufagin was administered intraperitoneally at doses of 2.5 and 
5 mg/kg/day for 7 and 15 consecutive days in mice transplanted with Sarcoma 180 tumor 
and immunodeficient mice transplanted with carcinoma cells of human colon (HCT- 116), 
respectively. Therefore, the studied compound showed potent antiproliferative action with 
IC50 values between 0.06 μg/mL (HL-60) and 2.94 μg/mL (HEP-2) and cytotoxic to human 
peripheral blood mononuclear cells, 4.35 μg/mL). Marinobufagin also inhibited the root 
growth of Allium cepa, revealing macroscopic toxicity (p< 0.05) and showed similar 
clastogenic actions on S180 and meristematic cells of A. cepa root. The compound reduced 
only the growth of human tumors (HCT-116) in the in vivo tests, with inhibition percentages 
of 26.3 and 46.5% at doses of 2.5 and 5 mg/kg/day, respectively, and was unable to interfere 
with the growth of S180 tumor. Immunodeficient mice treated with 5 mg/kg of marinobufagin 
showed a significant reduction in final body mass and a significant increase in serum 
creatinine levels (p<0.05).The combination of the tissue analyzes and the in vivo test results 
revealed reversible renal and hepatic histological changes and epileptogenic action at a dose 
of 10 mg/kg. Thereby, marinobufagin showed in vitro and in vivo antitumor potential against 
human tumor cells and poor activity against murine cells, with evidence of mild toxicity and 
absence of severe functional impairment in the animals treated with the compound. 

 
 
Keywords: Bufadienolide. Marinobufagin. Antitumor activity. Preclinical toxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Os países em desenvolvimento já concentram 80% da carga de enfermidades 

não transmissíveis no mundo e o câncer será a principal causa de morbimortalidade 

nas próximas décadas (BRAY et al., 2012; BARBOSA et al., 2015). A estimativa 

para o biênio 2016-2017 indica a ocorrência de aproximadamente 600 mil casos 

novos de câncer no Brasil, sendo 6.450 novos casos somente no estado do Piauí. 

Com exceção dos casos de câncer de pele não melanoma, entre os tipos de câncer 

mais frequentes em homens estão próstata, pulmão, intestino, estômago e cavidade 

oral. Nas mulheres, se destacam os cânceres de mama, intestino, colo do útero, 

pulmão e estômago (Figura 1) (INCA, 2016). 

 

 

Figura 1 – Distribuição proporcional dos 10 tipos de câncer mais incidentes estimados no 

ano de 2016 por sexo no Brasil, exceto pele não melanoma. Fonte: INCA (2016). 

 

Dessa forma, o desenvolvimento de terapias efetivas contra o câncer é um 

objetivo importante e presente nas ciências biomédicas modernas, sendo um grande 

investimento para os setores público e privado. A disponibilidade limitada de 

sistemas pré-clínicos preditivos obscurece a capacidade de selecionar tratamentos 

que possam apresentar sucesso ou eventuais falhas durante a investigação clínica 

(PANTALEAO; LUCHS, 2010; COOK; JODRELL; TUVESON, 2012). 

A quimioterapia, juntamente com a cirurgia e a radioterapia constituem as 

principais modalidades entre as diferentes abordagens terapêuticas para o 

tratamento do câncer (KUMAR et al., 2004; HANAHAN; WEINBERG, 2011), porém, 

o uso de muitos agentes quimioterápicos disponíveis é limitado na prática clínica 

devido a um estreito índice terapêutico, significativa toxicidade e resistência 

frequentemente adquirida (VANNEMAN; DRANOFF, 2012). Deste modo, é de 

grande importância a busca e desenvolvimento de novos sistemas terapêuticos mais 
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seletivos, como maior potência terapêutica (principalmente contra tumores 

resistentes), sempre levando em consideração a redução dos efeitos adversos 

(SCHIJNS et al., 2014; PRAXEDES, 2016). 

Os produtos naturais são a principal fonte de compostos terapêuticos 

inovadores e farmacologicamente ativos para doenças infecciosas (bacterianas e 

fúngicas), distúrbios lipídicos, dores, imunomodulação, e como quimioterápicos 

contra tumores sólidos e hematológicos (CLARDY; WALSY, 2004; FERREIRA et al., 

2014, PEREIRA et al., 2015). Porém, após a introdução da química combinatória e 

da síntese de alto rendimento, os produtos naturais tornaram-se uma fonte menos 

significativa para obtenção de fármacos. Embora os gastos globais em pesquisa 

com medicamentos tenham dobrado desde 1991, o número de novos fármacos 

aprovados anualmente diminuiu em 50% ou mais. Para mudar essa situação, a 

indústria farmacêutica transferiu seu interesse novamente para produtos naturais. É 

comumente aceito que estes são inerentemente melhor tolerados no organismo e 

apresentam vantagens inatas para o desenvolvimento de medicamentos e síntese 

de produtos químicos (ZAID et al., 2010). 

O Brasil detém uma expressiva biodiversidade na sua fauna e flora, seja ela 

terrestre ou marinha, da qual grande parte ainda não foi investigada em diversos 

aspectos, demonstrando seu potencial para exploração de produtos naturais 

disponíveis (COSTA-NETO, 2005). Em comparação com os compostos de formas 

de vida terrestres, os produtos naturais obtidos de marinhos mostram uma grande 

incidência de bioatividade, o que torna os animais fontes importantes de metabólitos 

secundários estruturalmente diversificados e biologicamente ativos (KONG; JIANG; 

ZHANG, 2010; ZHANG et al., 2016). Nas últimas décadas, os esforços para obter 

compostos terapêuticos a partir de animais foram recompensados pela introdução 

de pelo menos oito fármacos no mercado (Figura 2), dezenas de candidatos sob 

avaliação pré-clínica e clínica e expressivo número de moléculas que aguardam 

investigação (ZHANG et al., 2016). 
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Figura 2 – Fármacos de origem marinha aprovados pela FDA (Food and Drug 

Administration) e EMEA (European Medicines Agency), suas fontes biológicas, estruturas 

químicas e utilização terapêutica. Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2016). 

 
 

Venenos provenientes de animais correspondem a uma mistura complexa de 

compostos (KING, 2011). O isolamento de compostos bioativos a partir desses 

venenos representa uma abordagem farmacológica graças à alta potência e 

especificidade para alvos moleculares (CÓRDOVA et al., 2016). Nos anos de 2000 a 

2013, aproximadamente 1.453 novos medicamentos foram aprovados pela Food and 

Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos, mas apenas alguns medicamentos 

foram derivados ou inspirados em toxinas animais (HARVEY, 2014; KINCH et al., 

2014; ZAMBELLI et al., 2016). 
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Entre os animais que têm ganhado atenção estão os anfíbios. A mudança do 

ambiente aquático para o terrestre exigiu aquisições graduais de adaptações 

morfofuncionais, como o surgimento de glândulas exócrinas multicelulares na pele 

para evitar a desidratação (TOLEDO; JARED, 1995; RUPPERT et al., 2005). 

Portanto, os venenos das glândulas parotóides são considerados um reservatório 

promissor de moléculas inexploradas, apresentando substâncias 

farmacologicamente ativas, principalmente aminas biogênicas, bufadienolídeos, 

alcalóides, peptídeos e proteínas com funções principais de protegê-los contra 

infecções de microorganismos e defendê-los contra predadores (DALY, 1995; 

DUELLMAN; TRUEB, 1996; CLARKE, 1997; SCIANI et al., 2012; KAMBOJ et al., 

2013).  

Os bufadienolídeos, classe de substâncias com ação cardiotônica, 

compreendem um dos grupos mais interessantes de substâncias bioativas presentes 

em secreções de anfíbios e têm revelado promissora atividade antitumoral (IMAI et 

al., 1965; CUNHA-FILHO et al., 2010; FERREIRA et al., 2013; CÓRDOVA et al., 

2016). Um membro amplamente estudado dessa classe é a marinobufagina, agente 

cardiotônico e natriurético que possui afinidade pela subunidade α1 da Na+/K+-

ATPase resistente à ouabaína (BAGROV et al., 2009; LENAERTS et al., 2013). 

Diante do exposto, essa dissertação intitulada “Marinobufagina: ação 

antineoplásica in vitro e in vivo e perfil toxicogenético”, foi estruturada em capítulos 

com intuito de realizar uma revisão bibliográfica da classe dos bufadienolídeos e sua 

promissora atividade anticâncer (capítulo 1), abordar o potencial citotóxico e 

antitumoral do composto marinobufagina, bufadienolídeo escolhido e isolado com 

base em estudos realizados previamente da atividade antiproliferativa do extrato do 

veneno do sapo Rhinella marina (capítulo 2) e, finalmente, fornecer informações 

quanto aos parâmetros fisiológicos e toxicológicos do mesmo composto (capítulo 3). 
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2 OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo geral 
 

Avaliar a atividade citotóxica, antitumoral e toxicológica do composto 

marinobufagina isolado do extrato do veneno do sapo Rhinella marina. 

 

2.2 Objetivos específicos 
 

 Realizar uma revisão de literatura sobre a capacidade anticâncer dos 

bufadienolídeos extraídos de venenos de anfíbios da família Bufonidae; 

 Avaliar a citotoxicidade in vitro do composto marinobufagina em células 

normais e tumorais utilizando ensaios colorimétricos e morfológicos; 

 Determinar a citotoxicidade e genotoxicidade da marinobufagina no modelo 

vegetal de Allium cepa; 

 Determinar a atividade antitumoral in vivo em camundongos transplantados 

com células tumorais de Sarcoma 180 e com células de carcinoma de cólon 

humano; 

 Realizar um screening do perfil de toxicidade aguda da marinobufagina em 

camundongos; 

 Analisar o trânsito intestinal, o perfil bioquímico e hematológico, além de 

possíveis alterações histopatológicas de órgãos-chave de animais tratados 

com a marinobufagina. 
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CAPÍTULO I - Bufadienolídeos de anfíbios: uma fonte promissora de protótipos 
anticâncer para inovação radical, ativação da apoptose e inibição da Na+/K+-ATPase 
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RESUMO 
 

Os anfíbios apresentam em sua pele moléculas alifáticas, aromáticas e 
heterocíclicas farmacologicamente ativas como defesa contra microorganismos, 
predadores e infecções, tais como esteróides, alcalóides, aminas biogênicas, 
derivados de guanidina, proteínas e peptídeos. Com base no potencial bioativo 
descoberto dos bufadienolídeos, este trabalho revisou a contribuição de anfíbios, 
especialmente dos membros da família Bufonidae, como fonte de novas moléculas 
citotóxicas e antitumorais, destacando os mecanismos responsáveis por tais 
incríveis potencialidades biológicas. Os estudos antitumorais in vitro realizados com 
secreções da pele e seus componentes isolados (especialmente marinobufagina, 
telocinobufagina, bufalina e cinobufagina) das espécies Rhinella e Rhaebo têm 
demonstrado notável ação biológica em linhagens de células tumorais humanas 
hematológicas, sólidas, sensíveis e/ou resistentes. Alguns compostos revelaram 
uma maior seletividade contra as linhagens neoplásicas em comparação com 
células normais e algumas moléculas podem associar-se bioquimicamente com 
Na+/K+-ATPase havendo semelhança estrutural com os complexos digoxina- e 
ouabaína- Na+/K+-ATPase, o que implica em um mecanismo semelhante de inibição 
da Na+/K+-ATPase por cardenolídeos e bufadienolídeos. Alguns bufadienolídeos 
também reduzem os níveis de proteínas antiapoptóticas e síntese de DNA, causam 
alterações morfológicas (condensação da cromatina, fragmentação nuclear, retração 
do citoplasma, vacúolos citoplasmáticos, redução da viscosidade e corpos 
apoptóticos), parada do ciclo celular na fase S ou G2/M, despolarização mitocondrial, 
liberação de citocromo c, ativação de Bax e caspases (-3, -9, -8 e -10), aumento da 
expressão da proteína associada ao domínio de morte – Fas (FADD), inibição da 
topoisomerase II, fragmentação do DNA, diferenciação celular, inibição da 
angiogênese, reversão da resistência a múltiplos fármacos e regulação da resposta 
imunológica. Então, os bufadienolídeos isolados de anfíbios, alguns deles em risco 
de extinção, surgem como uma incrível fonte natural de biodiversidade química com 
uma moderada seletividade contra células tumorais humanas e fraca atividade 
contra células murinas, provavelmente devido a diferenças estruturais entre as 
subunidades de Na+/K+-ATPase de humanos e camundongos. 
 
Palavras-chave: Secreção de sapo. Diversidade química. Morte celular. Função 
cardiovascular. Estudos Clínicos. 
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Bufadienolides from amphibians: a promising source of anticancer prototypes 

for radical innovation, apoptosis triggering and Na+/K+-ATPase inhibition 

ABSTRACT 
 
Amphibians present pharmacologically active aliphatic, aromatic and heterocyclic 
molecules in their skin as defense against microorganisms, predators and infections, 
such as steroids, alkaloids, biogenic amines, guanidine derivatives, proteins and 
peptides. Based on the discovered bioactive potential of bufadienolides, this work 
reviewed the contribution of amphibians, especially from members of Bufonidae 
family, as source of new cytotoxic and antitumor molecules, highlighting the 
mechanisms responsible for such amazing biological potentialities. In vitro antitumor 
studies performed with skin secretions and its isolated components (specially 
marinobufagin, telocinobufagin, bufalin and cinobufagin) from Rhinella and Rhaebo 
species have shown remarkable biological action on hematological, solid, sensitive 
and/or resistant human tumor cell lines. Some compounds revealed higher selectivity 
against neoplasic lines when compared to dividing normal cells and some molecules 
may biochemically associate with Na+/K+-ATPase and there is structural similarity to 
the digoxin- and ouabain-Na+/K+-ATPase complexs, implying a similar mechanism of 
the Na+/K+-ATPase inhibition by cardenolides and bufadienolides. Some 
bufadienolides also reduce levels of antiapoptotic proteins and DNA synthesis, cause 
morphological changes (chromatin condensation, nuclear fragmentation, cytoplasm 
shrinkage, cytoplasmic vacuoles, stickiness reduction and apoptotic bodies), cell 
cycle arrest in G2/M or S phases, mitochondrial depolarization, cytochrome c release, 
activation of Bax and caspases (-3, -9, -8 and -10), increased expression of the Fas-
Associated protein with Death Domain (FADD), induce topoisomerase II inhibition, 
DNA fragmentation, cell differentiation, angiogenesis inhibition, multidrug resistance 
reversion, and also regulate immune responses. Then, bufadienolides isolated from 
amphibians, some of them at risk of extinction, emerge as a natural class of 
incredible chemical biodiversity, has moderate selectivity against human tumor cells 
and weak activity on murine cells, probably due to structural differences between 
subunits of human and mice Na+/K+-ATPases. 
 
Keywords: Toad secretion. Chemical diversity. Cell death. Cardiovascular role. 
Clinical studies. 
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1 Produtos naturais como protótipos com propriedades semelhantes a 

fármacos. 

Entre 1981 e 2010, 1.073 novas entidades químicas (New Chemical Entities - 

NCEs) foram aprovadas como medicamento pelo Food and Drug Administration 

(FDA) dos Estados Unidos e 64% são moléculas naturais, derivadas ou sintetizadas 

com base em compostos naturais. Apesar do interesse na modelagem molecular, na 

química combinatória e outras técnicas de síntese química, os produtos naturais 

permanecem como uma importante fonte de novos agentes terapêuticos contra 

infecções fúngicas ou bacterianas, vetores de doenças, câncer, dislipidemias e 

imunomodulação (BUTLER, 2004; BALUNAS; KINGNORN, 2005; NEWMAN; 

CRAGG, 2012; FARIAS et al., 2013; SANTOS et al., 2013; PEREIRA et al., 2015; 

SIMÕES et al., 2015; FERREIRA et al., 2016). 

Há muito tempo é reconhecido que as estruturas de produtos naturais 

apresentam características de elevada diversidade química, especificidade 

bioquímica, flexibilidade molecular e outras propriedades moleculares que as tornam 

estruturas promissoras para a descoberta de fármacos, ajudando-nos a diferenciá-

las de bibliotecas de compostos sintéticos e combinatórios. Além disso, a fração de 

estruturas de produtos naturais com duas ou mais violações da "regra dos cinco de 

Lipinski" é bastante baixa (≈ 10%) e semelhante à de fármacos comerciais (LIPINSKI 

et al., 1997; FEHER; SCHMIDT, 2003; FERREIRA et al., 2011; NEWMAN; CRAGG, 

2012, PASCOLUTTI; QUINN, 2014). Todas estas vantagens explicam parcialmente 

por que cerca de 60% dos NCEs introduzidos como escolhas farmacêuticas são 

direta ou indiretamente baseados em compostos naturais. Definitivamente, esses 

NCEs que imitam os farmacóforos de produtos naturais já foram selecionados e 

validados ao longo de milhares de anos por condições ambientais e possuem 

propriedades semelhantes a fármacos comumente encontrados em moléculas 

naturais. 

Entre os recursos ambientais, os animais produtores de toxinas fazem parte 

da medicina tradicional em vários países ao redor do mundo. Os anfíbios, 

especialmente da família Bufonidae, apresentam moléculas alifáticas, aromáticas e 

heterocíclicas farmacologicamente ativas em sua pele com uma diversificada gama 

de esteróides, alcalóides, aminas biogênicas, derivados de guanidina, proteínas e 

peptídeos como defesa contra microorganismos, predadores e infecções (CLARKE, 

1997; DALY, 1995; DUELLMAN; TRUEB, 1996; PRATES; BLOCH-JUNIOR, 2000; 
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DALY et al., 2004; COSTA-NETO, 2005; GUTIERREZ, 2016). Os venenos desses 

animais apresentam diferentes atividades biológicas, como tripanocida, 

leishmanicida, antibacteriana, antifúngica (RIERA et al., 2003; CUNHA-FILHO et al., 

2005; TEMPONE et al., 2008), antiproliferativa (CUNHA-FILHO et al., 2010; GAO et 

al., 2011; BANULS et al., 2013a; FERREIRA et al., 2013; SCIANI et al., 2013), 

inseticida (SUPRATMAN et al., 2000), antiviral (WANG et al., 2011) e cardiotônica 

(IMAI et al., 1965; MIJATOVIC et al., 2012). 

Nesse contexto, os cardenolídeos como ouabaína e digoxina são os 

esteróides cardiotônicos mais amplamente estudados e a base de dados PubMed 

(NCBI, EUA) oferece cerca de 39.739 referências sobre cardenolídeos. Assim, com 

base no grande e recém-descoberto potencial bioativo de bufadienolídeos, este 

trabalho revisa de uma forma sistemática e crítica, a contribuição dos anfibíos, 

especialmente dos membros da família Bufonidae, como fonte de novas moléculas 

citotóxicas e antitumorais, destacando os mecanismos responsáveis por incríveis 

potencialidades biológicas. 

2 Família Bufonidae: classificação, distribuição, componentes das secreções 

glandulares e fatores ambientais 

Os anfíbios surgiram no final do período Devoniano com a mudança do 

ambiente aquático para o terrestre devido às adaptações comportamentais e 

morfofuncionais progressivas (TOLEDO; JARED, 1995).  

Do ponto de vista quantitativo, há uma incrível diversidade global de espécies 

de anfíbios. O Brasil e a Colômbia, com 789 e 642 espécies, respectivamente, têm o 

maior número de espécies. A China (335 espécies) tem o maior número de espécies 

no Velho Mundo. A República Democrática do Congo (215) tem o maior número da 

África continental e 239 espécies são registradas em Madagáscar. Austrália e 

Papua-Nova Guiné têm 225 e 289 espécies, respectivamente. Na América do Norte, 

o México tem o maior número de espécies (357), mas há 291 espécies nos Estados 

Unidos (WAKE; VREDENBURG, 2008). 

Os anfíbios (Classe Amphibia, Subclasse Lissamphibia) inclui sapos, rãs, 

pererecas (Ordem Anura, ≈ 5.600 espécies atualmente reconhecidas), salamandras 

(Ordem Caudata, ≈ 570 espécies) e cecílias (Ordem Gymnophiona, ≈ 175 espécies), 

com até 6.345 espécies (VITT; CALDWELL, 2014). A ordem Anura corresponde ao 

maior grupo da classe Amphibia (Figura 1). A maioria deles vive nos trópicos e 



32 

 

aproximadamente 600 espécies vivem na bacia amazônica. Eles são bem adaptados 

e estão entre os vertebrados mais abundantes e presentes em uma grande 

diversidade de hábitats. Outros anfíbios, tais como salamandras e cecílias são 

representados por algumas espécies na região amazônica e são também 

encontrados no México, Costa Rica, Ásia, África e Europa (GOWER; WILKINSON, 

2005; HASEYAMA; CARVALHO, 2011; JIA; GAO, 2016). 

A Família Bufonidae contém cerca de 51 gêneros e 596 espécies distribuídas 

em todo mundo, exceto na Austrália, regiões oceânicas, Deserto do Saara, 

Madagascar, Ártico e Antártico (Figura 1). Devido às relações filogenéticas, 

recentemente, vários estudos revisaram essa família. Consequentemente, com base 

em dados moleculares, nomenclaturas de táxon foram alteradas, como o gênero 

Bufo. Por exemplo, Chaparro et al. (2007) sugeriram que a maior parte das espécies 

de Bufo da América do Sul fossem colocadas no gênero Rhinella (FROST et al., 

2006; PRAMUK, 2006; CHAPARRO et al., 2007; FROST, 2015). 
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Figura 1 – Distribuição natural dos membros da família Bufonidae. A - Bufonidae tem 

aproximadamente 51 gêneros e 596 espécies distribuídas em todo o mundo (em azul 

escuro), com exceção da Austrália, regiões oceânicas, Deserto do Saara, Madagáscar, 

região Ártica e Antártica (cinza). B – No Brasil, Rhinella é o gênero mais representativo, 

seguido pelos gêneros Rhaebo e Atelopus. (EASTEAL, 1963; FROST et al., 2006; 

PRAMUK, 2006; CHAPARRO et al., 2007; LIMA et al., 2012; FROST, 2015).  

 

No Brasil, a família Bufonidae é representada por sete gêneros, sendo 

Rhinella o mais representativo com cerca de 40 espécies. São comumente 

conhecidos pelo nome genérico de "sapo-cururu" (do tupi kuru'ru, que significa sapo 

grande). Uma das espécies mais analisadas na região amazônica é a Rhinella 

marina (Figura - 2A), antigo Bufo marinus (EASTEAL, 1963). Outros espécimes 

encontrados na bacia do Amazonas são Leptodactylus labyrinthicus, Leptodactylidae 

(Figura - 2B), Rhaebo guttatus, Bufonidae (Figura - 2C) e Phyllomedusa camba, 

Hylidae (Figura - 2D). 
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Figura 2 – Anfíbios da Amazônia Brasileira. Rhinella marina, Bufonidae (A), liberando sua 

secreção da pele; Leptodactylus labyrinthicus, Leptodactylidae (B); Rhaebo guttatus, 

Bufonidae (C) e Phyllomedusa camba, Hylidae (D). Fonte: Arquivos pessoais. 

 

  Os principais mecanismos fisiológicos adaptativos estão relacionados à pele, 

que certamente desempenhou um papel extraordinário para prevenir a desidratação 

e permitiu a evolução orgânica e ajustes sistêmicos. Além disso, a pele dos anfíbios 

tem funções extremamente importantes, incluindo a regulação respiratória, o 

transporte de água e solutos, controle da temperatura corporal e pressão arterial e a 

produção de compostos com atividade antibiótica para proteger os animais de 

predadores e infecções fúngicas, virais e bacterianas, considerado este um dos 

principais fatores que asseguraram a sobrevivência e a permanência desses animais 

em ambientes terrestres (DUELLMAN, 1992; CLARK, 1997). 

  Muitos desses compostos são sintetizados por glândulas cutâneas 

distribuídas por toda a pele. Nos bufonídeos, glândulas exócrinas multicelulares são 

localizadas atrás dos olhos, formando um par de estruturas postorbitais, conhecidas 

como macroglândulas paratóides (DUELLMAN, 1992; DALY, 1995; TOLEDO; 

JARED, 1995; PERRY, 2000; JARED et al., 2011). Curiosamente, alguns compostos 

A B 

C D 
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também são responsáveis pela excreção de Na+ e as composições da secreção e 

seus níveis dependem da salinidade e do clima ambiental (LICHTSTEIN et al., 

1991). 

O veneno das espécies de sapo do gênero Phyllobates ficou historicamente 

conhecido por seu uso por tribos indígenas da Amazônia Colombiana, uma vez que 

envenenavam as extremidades dos dardos das zarabatanas para a prática da caça 

(HICKMAN JÚNIOR et al., 2009). Batracotoxina [BTX (1), Figura 3] de Phyllobates 

terribilis e P. bicolor, responsável pela paralisia e morte, é uma das mais poderosas 

toxinas encontradas na natureza. É um alcalóide que se liga ao canal de Na+ e 

causa persistente ativação do potencial de repouso da membrana das células 

excitáveis por meio de um mecanismo que bloqueia o canal de sódio e causa 

mudança de voltagem para potenciais mais negativos. Cerca de 2 mg/kg de peso 

corporal é uma dose letal, cujo valor é equivalente a dois grãos de sal. Apenas um 

sapo possui BTX suficiente para matar 8 indivíduos (CATTERALL et al., 2007). BTX 

e Bufalina (2) (Figura 3) inibem a propagação do estímulo doloroso (KRENN; KOPP, 

1998; BOSMANS et al., 2004). Comparativamente, as propriedades analgésicas do 

alcalóide Epibatidina (3) (Figura 3) isolada a partir de Epipedobates anthonyi 

(Dendrobatidae) são consequências biológicas da sua ligação a receptores 

muscarínicos e nicotínicos de acetilcolina (DALY et al., 2004; FITCH et al., 2010). 
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Figura 3 – Moléculas dos venenos de sapos historicamente relatadas. Batracotoxina (1). 

Bufalina (2). Epibatidina (3). Cilareno A (4).  Cinobufagina (5). Fonte: Arquivos pessoais. 

 

Cerca de 28 classes estruturais de alcalóides são conhecidas em venenos de 

sapos. Do ponto de vista ambiental, a maioria deles funciona como uma defesa 

química contra predadores. Argumenta-se que algumas espécies não sintetizam 

seus venenos, mas sequestram substâncias químicas de artrópodes, como 

formigas, centopéias e ácaros - a hipótese da dieta-toxicidade (DALY et al., 1994; 

DARST et al., 2005). Assim, os animais criados em cativeiro não possuem níveis 

significativos de toxinas, uma vez que eles não contêm alcalóides seqüestrados por 

membros selvagens. Acredita-se que o comportamento materno de algumas 

espécies em depositar ovos não fertilizados, que contenham alcalóides, para 

alimentar os girinos se deve possivelmente ao fato das glândulas cutâneas (locais 

de armazenamento de alcalóides) amadurecem antes da metamorfose, indicando a 

introdução de venenos em um estágio prematuro do desenvolvimento do embrião, 

como visto com dendrobatídeos. As glândulas aumentam ao longo do 

desenvolvimento, particularmente na maturidade sexual. No entanto, alguns 

predadores demonstraram a capacidade de superar a toxicidade de venenos, como 

o Leimadophis epinephelus (Colubridae), uma cobra nativa da floresta amazônica 
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que desenvolveu imunidade ao veneno (SAPORITO et al., 2007; STYNOSKI et al., 

2014). 

 

2.1 A diversidade química dos venenos está em risco de extinção? 
 

Detalhando esta pergunta: Seria uma primordial fonte de moléculas com 

propriedades fármaco-similar (drug-like) e arranjo estrutural em risco de aniquilação? 

As alterações climáticas globais (por exemplo, o aquecimento) e muitos outros 

fatores responsáveis pelos eventos de extinção, como epidemias de doenças 

infecciosas e modificação de habitats, estão diretamente relacionados com as 

atividades humanas. Nas últimas três décadas, os anfíbios têm recebido 

considerável atenção devido a uma maior proporção de espécies em risco de 

extinção comparadas as de outros táxons (STUART et al., 2004). 

Em relação aos anfíbios, há muitas razões pelas quais eles podem ser 

vulneráveis aos atuais problemas ambientais. Seu ciclo de vida envolve o 

desenvolvimento aquático de ovos e larvas e atividade terrestre como adultos, 

expondo-os a uma ampla gama de circunstâncias: i) larvas de sapo são herbívoros, 

enquanto adultos são carnívoros, submetendo-os assim a uma grande diversidade 

de alimentos, predadores e parasitas; ii) a respiração cutânea é mais importante do 

que a troca de gás pulmonar de CO2 e O2; iii) sua pele bem vascularizada coloca-os 

em contato direto com o ambiente, tornando-os anfíbios vulneráveis a alterações na 

qualidade da água ou do ar resultantes de diversos poluentes; e iv) são animais 

poiquilotérmicos, tornando-os mais sensíveis às mudanças de temperatura 

ambiental, especialmente para espécies tropicais que experimentam pouca variação 

de temperatura. Então, a maioria das espécies possui fraca capacidade de 

aclimatação após rápidas flutuações ambientais. Assim, a Avaliação Global de 

Anfíbios (Global Amphibian Assessment) acredita que 20 a 30% das espécies 

conhecidas de anfíbios estão "globalmente ameaçadas" e 43% das espécies têm 

populações em declínio, particularmente aquelas das regiões tropicais e 785 estão 

extintas (STUART et al., 2004; WAKE; VREDENBURG, 2008). 

A perda de espécies significa necessariamente um desaparecimento 

irreparável de compostos não descobertos com potencial para Pesquisa e 

Desenvolvimento (P & D) de medicamentos pioneiros com potencial farmacológico 

notável? Alguns compostos são comumente encontrados em espécies distintas, mas 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib127
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib127
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib127
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib127
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib127
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib139
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outros são específicos de uma espécie, devido a condições ambientais específicas, 

tais como temperatura, alimentação e adaptações morfológicas (DUELLMAN, 1992; 

TOLEDO; JARED, 1995; FERREIRA et al., 2013). Um sapo da Índia é tão distinto 

que foi colocado em uma nova família (BIJU; BOSSUYT, 2003) e uma salamandra 

da Coréia do Sul é o único membro asiático da família Plethodontidae (MIN et al., 

2005). Assim, se a biodiversidade perdida é um prejuízo grave para a natureza e 

para os ciclos de vida, também reduz a miscelânea molecular bioativa e a 

possibilidade de utilização de ferramentas com finalidades terapêuticas inovadoras. 

3 Bufadienolídeos e Cardenolídeos: ocorrência, síntese e mecanismos de 

citotoxicidade. 

  Os componentes químicos e propriedades farmacológicas das secreções das 

glândulas paratóides e pele dos membros da família Bufonidae tem sido estudados 

ao longo do tempo (CHEN; CHEN, 1933). Os egípcios são considerados a primeira 

civilização a utilizar cila (Scilla maritima), uma planta que contém o composto 

cilareno A (4, Figura 3). Este foi o primeiro bufadienolídeo identificado cuja estrutura 

foi elucidada em 1933 e explorada em distúrbios cardíacos. As culturas asiáticas (os 

chineses foram os primeiros) manipulam diferentes secreções de pele de sapo para 

preparar medicamentos populares (KRENN; KOPP, 1998). Chan’Su, o veneno seco 

do sapo Bufo bufo gargarizans e do Bufo melanostictus, é distribuído em várias 

regiões chinesas e outros países asiáticos e extensivamente utilizado devido as 

suas propriedades anestésicas, anti-inflamatórias, cardiotônicas, diuréticas e 

hemostáticas. Bufalina (2) e cinobufagina (5) (Figura 3) são dois importantes 

bufadienolídeos componentes do Chan'Su, os quais tem sido amplamente usados 

na terapia clínica do câncer na China (STEYN; HEERDEN, 1998; YE et al., 2004; LI 

et al., 2015). 

Todos os bufadienolídeos são esteróides com 24 átomos de carbono 

poliidroxilados sob a forma livre ou conjugada na posição C-3 com sulfatos, ésteres 

dicarboxílicos e aminoácidos, formados a partir do colesterol e caracterizados por 

conter um anel lactona insaturado e um grupo 2-pirona ligado na posição C-17 do 

núcleo peridrofenantreno (6, Figura 4) (TOLEDO; JARED, 1995; STEYN; 

HEERDEN, 1998; NOGAWA et al., 2001; BICK et al., 2002; DMITRIEVA et al., 2000; 

XU-TAO et al., 2009; YANG et al., 2010; FERREIRA et al., 2013;. CÓRDOVA et al., 

2016). 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib32
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib134
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib10
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib96
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib96
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Figura 4 – Estrutura química geral dos Bufadienolídeos. 

 

Foram identificados cerca de 250 bufadienolídeos a partir de plantas (famílias 

Crassulaceae, Hyacinthaceae, Iridaceae, Melianthaceae, Ranunculaceae e 

Santalaceae) e animais, tais como Rhinella (anteriormente Bufo), Rhaebo 

e Peltophryne, cobras (Rhabdophis tigrinus) e artrópodes (Photinus) (EISNER et al., 

1978;. KRENN; KOPP, 1998; HUTCHINSON et al., 2007; CUNHA-FILHO et al., 

2010; FERREIRA et al., 2013; CÓRDOVA et al., 2016). A grande variedade de 

compostos conhecidos é principalmente devido ao número e a posição dos 

substituintes (MENG et al., 2001; LENAERTES et al., 2013). Os estudos da relação 

estrutura-atividade destes compostos têm demonstrado atividade cardiotônica (IMAI 

et al., 1965; LICHTSTEIN et al., 1991; FEDOROVA et al., 1997; HAUCK; 

FRISHMAN, 2012), antiviral (KAMANO et al., 1988; WANG et al., 2011), citotóxica 

(CUNHA-FILHO et al., 2010; GAO et al., 2011; FERREIRA et al., 2013; SCIANI et 

al., 2013), antibacteriana (CUNHA-FILHO et al., 2005), antiparasitária (TEMPONE et 

al., 2008), inseticida (SUPRATMAN et al., 2000), antiangiogênica, hipertensiva, 

imunossupressora e anti-endometriose (CUNHA-FILHO et al., 2010). 

 Em plantas e algumas classes de animais (por exemplo, répteis), 

bufadienolídeos e cardenolídeos têm fontes similares, uma vez que as células de 

tais organismos os sintetizam por meio da via independente do mevalonato. A 

condensação de acetil-CoA e acetoacetil-CoA para formar 3-hidroxi-3-metilglutaril-

CoA (HMG-CoA) é catalisada pela enzima HMG-CoA sintase. HMG-CoA é 
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irreversivelmente reduzida por uma redução enzimática com nicotinamida adenina 

dinucleotídeo (NADPH + H+) na presença de água, obtendo-se ácido (R)-mevalônico, 

que é convertido em pirofosfato de isopentenila ativo ou isopreno (C5), a unidade 

básica de terpenos. Portanto, terpenos também são designados como isoprenóides 

(BLOCH, 1992; ZOGRAFOS, 2016). Pirofosfato de isopentenila isomeriza na 

presença de uma isomerase contendo grupos SH a pirofosfato de dimetilalila. O 

grupo CH alílico eletrofílico de pirofosfato de dimetilalila e o grupo metileno 

nucleofílico do pirofosfato de isopentenila ligam-se para formar pirofosfato de 

geranila como monoterpeno (C10). A reação de difosfato de geranila com um 

equivalente de difosfato de isopentenila produz difosfato de farnesila como um 

sesquiterpeno (C15).  Pirofosfato de geranila como um diterpeno (C20) surge a partir 

da ligação da “cabeça“ nucleofílica de pirofosfato de isopentenila com a “cauda“ de  

pirofosfato de farnesila.  A síntese de sesterpenos (C25) envolve uma ligação 

cabeça-cauda de pirofosfato de isopentenila (C5) com pirofosfato de geranilgeranila 

(C20). Uma ligação cauda-cauda de dois equivalentes de pirofosfato de farnesila 

leva a formação de esqualeno como triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40). A partir 

de esqualeno, cicloartenol origina colesterol como um precursor de esteróides (C21), 

o qual será utilizado como substrato para síntese de cardenolídeos (C23) e 

bufadienolídeos (C24) (BLOCH, 1992; ADAM et al., 2002; ZOGRAFOS, 2016). 

  A análise do perfil cromatográfico de extratos dos venenos de espécimes 

machos e fêmeas coletados de Rhinella marina e Rhaebo guttatus no sul da 

Amazônia revelou quatro bufadienolídeos em R. marina [bufalina (2), 

telocinobufagina (7), marinobufagina (8) e resinobufogenina (9), Figura 5] e um 

bufadienolídeo nos extratos de veneno de R. guttatus (marinobufagina). 
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Figura 5 – Bufadienolídeos comumente encontrados no extrato do veneno de Rhinella 

marina. Telocinobufagina (7). Marinobufagina (8). Resinobufogenina (9). Fonte: Arquivos 

pessoais. 

 

Em mamíferos, os esteróides também são derivados do colesterol e a 

tradicional biossíntese de esteróides biologicamente ativos começa por meio da 

clivagem da cadeia lateral do colesterol pela enzima CYP11A1 do citocromo P450 e 

consequente conversão em pregnenolona, embora esta via não esteja diretamente 

envolvida na biossíntese da marinobufagina (DMITRIEVA et al., 2000; PAYNE; 

HALES, 2004; MURRELL et al., 2005). Esteroidogênese adicional, que também 

produz marinobufagina endogéna (8), por exemplo, inclui via cascata de síntese dos 

ácidos biliares iniciada pela enzima CYP27A1, mas não pela CYP11A1. O 

silenciamento do mRNA do CYP27A1 por siRNA (pequenos RNAs de interferência) 

em culturas de células adrenocorticais reduziu os níveis de ácidos biliares totais e os 

níveis de marinobufagina, indicando a participação da via de síntese dos ácidos 

biliares na produção de marinobufagina (THOMAS et al., 2008; UNO et al., 2014; 

FEDOROVA et al., 2015). 

3.1 Análise de citotoxicidade 

 

A análise da citotoxicidade por ensaios de tetrazólio tem sido utilizada em 

programas de rastreio de alto rendimento (High-Throughput Screening - HTS) para 

selecionar substâncias com ação antineoplásica, devido à sua rapidez, sensibilidade 

e baixo custo (MOSMANN, 1983; BERRIDGE et al., 1996; FERREIRA et al., 2013; 

MONÇÃO et al., 2015). Estes métodos analisam a viabilidade celular e 
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o estado metabólico com base na conversão de sal (MTT, XTT, MTS, WST-1) em 

formazan por enzimas mitocondriais (tais como succinil desidrogenase) presentes 

apenas em células viáveis. Estudos citotóxicos por este método permitem facilmente 

avaliar a viabilidade, mas não indica o mecanismo de ação pelo qual atua a 

substância (BERRIDGE et al., 1996; NILES et al., 2008). Alguns extratos de veneno 

de R. marina e R. guttatus foram avaliados por ensaio MTT [brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-5-difeniltetrazólio)] e revelaram atividade citotóxica em linhagens 

celulares tumorais humanas, especialmente aquelas dos  extratos de R. marina, 

cujos valores CI50 foram semelhantes aos obtidos com a doxorrubicina (Tabela 1), 

um fármaco amplamente utilizado em ensaios clínicos contra carcinomas de mama e 

cólon. Assim, todos os extratos do veneno de R. marina revelaram maior ação 

citotóxica quando comparados com os de R. guttatus, com valores de CI50 que 

variaram de 0,01 µg/mL (HL-60, leucemia promielocítica) a 0,23 µg/mL (OVCAR-8, 

carcinoma do ovário) (FERREIRA et al., 2013). De acordo com o Instituto Nacional 

do Câncer Americano (NCI-EUA), extratos com valores de CI50 inferiores a 30 μg/ml 

são considerados promissores para estudos de purificação de moléculas 

(SUFFNESS; PEZZUTO, 1990). 

 

Tabela 1 - Potencial hemolítico de extratos de veneno de sapos e atividade citotóxica em 

células mononucleares de sangue periférico (CMSP) de acordo com Ferreira et al. (2013).  

Extrato 
CE50 (µg/mL)* CI50 (µg/mL)** 

Seletividade*** 
Eritrócitos humanos CMSP 

RMF-1 > 200 0.8 (0.6 – 0.9) 80 

RMF-2 > 200 0.5 (0.3 – 0.7) 10 

RMF-3 > 200 0.4 (0.2 – 0.6) 40 

RMF-4 > 200 0.3 (0.2 – 0.4) 30 

RMM-5 > 200 1.1 (0.5 – 2.4) 15.6 

RGF-6 33.7 (28.1 – 40.5) 0.8 (0.6 – 0.9) 0.3 

RGF-7 30.8 (27.7 – 34.2) 16.0 (10.6 – 24.3) 3.5 

RGF-8 20.8 (15.8 – 27.4) 13.1 (11.1– 15.4) 3.6 

RGM-9 27.9 (22.8 – 34.3) 13.9 (11.0 – 17.6) 2.8 

Rhinella marina fêmea / macho (RMF / RMM); Rhaebo guttattus fêmea / macho (RGF / RGM). 
* Os dados são apresentados como valores de CE50 e intervalo de confiança de 95% para eritrócitos 
humanos, após 1 h de exposição. Triton x-100 (1%) foi utilizado como controle positivo. 
** Os dados são apresentados como valores de CI50 e intervalo de confiança de 95% para CMSP 
após 72 h de exposição. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. 
*** Coeficiente de seletividade determinada pela CI50 em PBMC / CI50 em células HL-60. 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#tbl1
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  Os extratos etanol/clorofórmico (8:2) de R. marina e R. guttatus mostraram 

baixa citotoxicidade nas células mononucleares do sangue periférico humano 

(CMSP) isoladas de voluntários adultos sadios com idades entre 18 e 35 anos, não-

fumantes e que não usaram qualquer medicamento durante pelo menos 15 dias 

antes da coleta. Alguns extratos foram até 80 vezes mais seletivos contra células 

leucêmicas, quando comparado com leucócitos normais em divisão (FERREIRA et 

al., 2013), uma vantagem muito desejada para novas moléculas alvo anti-

cancerígenas. Recentemente, o extrato etanólico obtido da pele e das glândulas 

paratóides de Bufo bufo gargarizans Cantor mostrou promissora citotoxicidade 

contra células cancerígenas (MCF-7, Jurkat T e A-549), confirmados por eletroforese 

em gel de célula única (Ensaio do cometa), ensaio de micronúcleo com bloqueio de 

citocinese (CBMN) e conteúdo sub-G1 de DNA, demonstrando leves efeitos sobre a 

viabilidade de CMSP (LEE et al., 2014). 

No contexto da terapia antineoplásica, a avaliação do potencial toxicológico 

sobre as células normais recebeu grande atenção devido aos efeitos adversos que 

estão frequentemente relacionados com uma estreita janela terapêutica, resistência 

à múltiplas drogas e às similaridades morfológicas e fisiológicas entre células 

normais e transformadas. Dessa forma, torna muito difícil evitar a toxicidade advinda 

do tratamento, especialmente em pacientes em estágios avançados, quando os 

efeitos adversos da quimioterapia podem superar os benefícios e aumento da 

sobrevida não é acompanhado pela melhora da qualidade de vida (ANAZETTI et al. 

2003; KAMB, 2005; SOUZA et al. 2007; SANTOS et al., 2010). Cunha-Filho et al. 

(2010) e Sciani et al. (2013) não identificaram atividade hemolítica em secreções da 

pele dos anfíbios de R. crucifer, R. marina, R. schneideri e R. major na concentração 

de 50 µg/mL, sugerindo que o mecanismo de citotoxicidade está provavelmente 

relacionado com uma forma mais específica e não está associada com o dano direto 

à membrana, embora a ruptura da membrana celular foi demonstrada após 1h de 

incubação em extratos de R. jimi, R. margaritifer, R. guttatus e Phyllomedusa 

hipocondrialis. Resultados divergentes foram vistos com extratos do veneno de R. 

guttatos, ao passo que todos eles exibiram potencialidade hemolítica (FERREIRA et 

al., 2013), um achado contraditório quando comparado com o descrito por Sciani et 

al. (2013), que reportou injúrias à membrana, provavelmente a diferença está 

correlacionada com a gama de concentrações utilizadas. 
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Em estudos antitumorais in vitro realizados com espécies do gênero Rhinella 

e Rhaebo (B. melanosticus, R. schneideri, R. marina, R. margaritifer, R. 

hipocondrialis, R. major, R. crucifer e R. jimi), incluindo as secreções da pele e seus 

componentes, tais como bufotalina (10), helebrina (11), epoxi-marinobufagina (12), 

bufalina (2), 3β-acetoxi-bufalina (13), helebregenina (14), helebregenina 3-acetato 

(15), marinobufagina (8), marinobufagina 3-acetato (16), cinofagina (17), 

telocinobufagina (7), 3β-acetoxi-marinobufagina (18), 3β-acetoxi-telocinobufalina (19) 

e gamabufotalina ramnosídeo (20) (Figura 6), alcalóides, derivados metabólicos e 

bufadienolídeos isolados do medicamento tradicional da China, Chan’Su, mostraram 

atividade contra diversas linhagens tumorais humanas, tais como cólon (26-L5), 

leucemias (K-562, U-937 ML-1, Jukart T, HL-60), melanoma (MDA/MB-435, SKMEL-

28), mama (MCF-7, MDA/MB-231), glioblastoma (U-373), oligodendroglioma (Hs-

683), adenocarcinoma de estômago (AGS), próstata (DU-145, PC-3, LNCaP), bexiga 

(BIU-87, J82), osteossarcoma (MG-63), carcinoma hepatocelular (HepG2), 

carcinoma de pulmão (A-549, SK-MES-1) e carcinoma primário de fígado 

(PLC/PRF/5) (ZHANG et al., 1998; NOGAWA et al., 2001; OGASAWARA et al., 

2001; KAMANO et al., 2002;. YEH et al., 2003; SU et al., 2009; CUNHA-FILHO et 

al.,2010; QI et al., 2011; SCIANI et al., 2013; BANULS et al., 2013a; LEE et al., 

2014; SCHMEDA-HIRSCHMANN et al.,2014; WANG; BI, 2014). 
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Figura 6 - Alguns compostos isolados a partir das secreções da pele de espécies Rhinella e 

Rhaebo. Bufotalina (10). Helebrina (11). Epoxi-marinobufagina (12).  3β-acetoxi-bufalina 

(13). Helebregenina (14). Helebregenina 3-acetato (15). Marinobufagina 3-acetato (16). 

Cinofagina (17). 3β-acetoxi-marinobufagina (18). 3β-acetoxi-telocinobufalina (19). 

Gamabufotalina ramnosídeo (20). Fonte: Arquivos pessoais. 

 

3.2 Cardenolídeos e bufadienolídeos são capazes de bloquear Na+/K+-ATPase em 

células tumorais e normais? 

 

Uma vez que esteroides cardiotônicos (cardenolídeos e bufadienolídeos) ligam-

se especificamente às subunidades da Na+/K+-ATPase, acredita-se que a ativação 

de morte celular pelos bufadienolídeos está associada à inibição dessa bomba 

(NEWMAN et al., 2008; GAO et al., 2011).   

Os cardiotônicos são esteroides que se distinguem por interagir com a principal 

proteína transportadora das células eucarióticas, a bomba de sódio-potássio 

(Na+/K+-ATPase). Esta bomba é uma proteína heterodimérica integrante da 

membrana plasmática com duas subunidades [α (subunidade catalítica) e β 

(subunidade regulatória)], pertencentes à família das ATPases do tipo P e 
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conservadas em células eucarióticas (invertebrados, vertebrados e protozoários) 

(BAGROV et al., 2009; MIJATOVIC et al., 2012). Existem quatro isoformas da 

subunidade α (α1, α2, α3 e α4) e três isoformas da subunidade β (β1, β2 e β3), o que 

aumenta a diversidade funcional da Na+/K+-ATPase (LINGREL, 2010). Associadas a 

estas subunidades, existem proteínas de membrana pertencentes à família FXYD, e 

pelo menos cinco dos sete membros desta família (tipos FXYD 1, 2, 3, 4 e 7) são 

subunidades auxiliares de Na+/K+-ATPase e regulam a atividade de Na+/K+-ATPase 

via tecido-específico e isoforma específica, explicando, pelo menos em parte, a alta 

complexidade da regulação dos níveis de Na+ e K+ pela bomba em várias situações 

fisiológicas ou patológicas (por exemplo, reabsorção renal de Na+, contratilidade 

muscular e excitabilidade neuronal) (GEERING, 2006;  LINGREL, 2010 ). 

Na+/K+-ATPase funciona como um transportador eletrogênico de íons Na+ e K+ 

entre os meios extracelular e intracelular (conservando o potencial de membrana 

celular), executa transporte de nutrientes e aminoácidos acoplados ao Na+ e 

mantém equilíbrio osmótico e a regulação do volume celular. A regulação da Na+/K+-

ATPase em tecidos humanos é controlada por hormônios como a aldosterona, 

hormônio da tireóide, catecolaminas e insulina. A regulação de longo prazo exercida 

pelo hormônio da tireóide e aldosterona é mediada por alterações na expressão 

gênica, enquanto que a regulação de curto prazo exercida pelas catecolaminas é 

mediada por fosforilação reversível da subunidade catalítica da bomba. Devido à 

versatilidade de transdução de sinais, ainda participa na adesão celular, expressão 

protéica anormal e no desenvolvimento e progressão de diferentes tipos de cânceres 

(EWART; KLIP, 1995; AIRES, 2011; MIJATOVIC et al., 2012.; BAÑULS et al., 

2013b). 

A ouabaína (21, Figura 7) tem quase 1000 vezes menos afinidade à Na+/K+-

ATPase de roedores quando comparada à bomba de células humanas, 

provavelmente devido à presença de mutações na porção extracelular da 

subunidade α. Esta descoberta nos ajuda a compreender a sensibilidade 

aproximadamente 1000 vezes menor de células de camundongos aos esteroides 

cardiotônicos (MIJATOVIC et al.; 2007; YANG et al.; 2009). Algumas linhagens 

humanas tumorais de gliomas (HFU-251, U-251) e melanoma (BRO) que mostraram 

maior capacidade para formar colônias apresentaram maior expressão da 

subunidade α1 da Na+/K+-ATPase, sugerindo que essa subunidade está envolvida no 

crescimento tumoral e na sobrevivência celular. Esta subunidade se apresenta 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib53
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib87
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superexpressa em carcinoma de não pequenas células, gliomas, melanomas e 

cânceres renais, enquanto a subunidade α3 foi encontrada superexpressa em 

carcinomas de cólon (LEFRANC et al., 2008; YANG et al., 2009; MIJATOVIC et al., 

2012). Assim, alguns estudos demonstraram ação relativamente mais seletiva sobre 

as células tumorais, porque estas células apresentam maior expressão e atividade 

catalítica de Na+/K+-ATPase. 
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Figura 7 – Esteróides Cardiotônicos. Ouabaína (21). Digoxina (22). Arenobufagina (23). 19-

hidroxi-2-oxovoruscarina (24). Fonte: Arquivos pessoais. 

 

 

Recentemente, a arenobufagina (23) foi o primeiro bufadienolídeo isolado de 

venenos de bufonídeos endêmicos das Antilhas, especificamente da espécie 

Peltophryne fustiger. Foi capaz de inibir Na+/K+-ATPase em níveis semelhantes à 

bufalina (2) e telocinobufagina (7) (TOUZA et al., 2011; LAURSEN et al., 2015). 

Laursen et al. (2015) também definiu a estrutura do complexo constituído por 

bufalina-Na+/K+-ATPase de rim suíno na presença de K+, cuja estrutura é 

semelhante aos complexos de digoxina- e ouabaína-Na+/K+-ATPase. Estes achados 

sugerem um mecanismo semelhante para inibição da Na+/K+-ATPase por 

cardenolídeos e bufadienolídeos. A substituição na posição C-14 da bufalina por 
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radical hidroxila contribui para formação de ligações estáveis no complexo 

enzimatico suíno. Em relação ao grupo lactona, este alcança mais profudamente no 

sítio de ligação catiônica da enzima suína do que ouabaína e digoxina (LAURSEN et 

al., 2015). Tal forma de ligação da molécula bufalina indicou a relevância da hidroxila 

em C-14 e da lactona de seis membros para inibir a Na+/K+-ATPase suína, a qual 

apresenta 98,1% de homologia com a enzima humana. Dessa forma, a inibição da 

enzima renal humana por bufalina, telocinobufagina e arenobufagina provavelmente 

tem um mecanismo de ação semelhante. Certamente, demonstraram ação seletiva 

relativamente melhor em células tumorais, porque têm maior expressão e atividade 

catalítica de Na+/K+-ATPase (BAÑULS et al., 2013b). 

Estudos específicos também demonstraram que muitos esteroides 

cardiotônicos são: i) capazes de sensibilizar células cancerígenas resistentes à 

apoptose a estímulos pró-apoptóticos; ii) induzir apoptose em células leucêmicas e 

linfomatosas; iii) causar a morte de células tumorais por meio de inibição de Src- ou 

MAPK, indução da expressão de p53, inibição da síntese proteíca, síntese geral de 

HIF-1a e autofagia irreversível; iv) superar o fenótipo MDR (resistente a múltiplos 

fármacos) (DINARA et al., 2003; JOHNSON et al., 2002; FRESE et al., 2006; 

ZHANG et al., 2008; LEFRANC et al., 2008; PERNE et al., 2009; SIMPSON et al., 

2009; WANG et al., 2009; DONG et al., 2011; JUNCKER et al., 2011). De fato, 

enquanto a ouabaína ativa o fenótipo MDR, a 19-hidroxi-2-oxovoruscarina (24), 

helebrina (11) e helebrigenina (14) exibem semelhante e marcada atividade 

anticâncer em células tumorais quimiossensíveis contra MDR. Helebrina (11) e 

helebrigenina (14) exibem seletividade para subunidade α1 da Na+/K+-ATPase, 

apresentando 2 vezes maior afinidade para α1 do que para as subunidades α2 e α3 

(MIJATOVIC et al., 2012; BAÑULS et al, 2013b). Além disso, estudos prévios 

também mostraram que 19-hidroxi-2-oxovoruscarina e gamabufotalina ramnosídeo/ 

gamabufotalina e helebrina/helebrigenina diminuem a [ATP]i em linhagens 

cancerígenas, enquanto que os efeitos mais fracos foram observados em células 

normais (LEFRANC et al., 2008; MIJATOVIC et al., 2012;. BAÑULS et al., 2013b). 

Bañuls et al. (2013b) apresentou gamabufotalina ramnosídeo (20) como 100 

vezes mais potente contra linhagens de células tumorais (Hs-683, MCF-7, PC-3, A-

549, U-373, SKMEL-28; valores de CI50 menores que 1μM) em comparação com os 

cardenolídeos ouabaína (21) e digoxina (22) (CI50 > 10.000 μM) (Figura 7).  Por 

outro lado, os compostos bufotalina (10) e helebrina (11) foram mais ativos que 
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ouabaína e digoxina, porém aproximadamente 10 vezes menos citotóxicos que o 

gamabufotalina ramnosídeo. Essa molécula foi o único composto com potencial 

citotóxico contra linhagens neoplásicas murinas [CT26.WT (cólon), B-16/F-10 

(melanoma)] com valores de CI50 consideravelmente maiores (877 e 659 µM), um 

achado interessante que enfatiza a ação antiproliferativa dos bufadienolídeos em 

células humanas e sua ausência ou baixa citotoxicidade em células de 

camundongos. 

Os esteróides do tipo digitálicos podem desempenhar um papel hormonal 

e/ou modulador do sistema nervoso e cardiovascular e estão envolvidos em achados 

fisiológicos de hipertensão (MANUNTA et al., 2001). Por exemplo, foram detectados 

altos níveis de marinobufagina (8 - 3β, 5β-dihidroxi-14,15-epoxibufadienolídeo - 

também chamada de marinobufagenina) em estados de hipertensão, doenças 

cardíacas e em pacientes com insuficiência renal e que exibe uma maior afinidade 

para a subunidade α1 da Na+/K+-ATPase resistente à ouabaína, a principal isoforma 

da bomba de sódio encontrada nos túbulos renais (FEDOROVA et al., 1997; 

HAUCK; FRISHMAN, 2012). Por outro lado, a resibufagenina é conhecida por 

diminuir hipertensão em modelos animais durante quadros de pré-eclâmpsia (VU, 

2006).  

É possível que a marinobufagina (8) não apenas participe da regulação da 

pressão sanguínea, mas também da indução de fibrose cardíaca e vascular, 

característica do envelhecimento cardiovascular, hipertensão resistente e doença 

renal crônica. A administração de anticorpos monoclonais anti-marinobufagina em 

modelos de hipertensão sal-sensível reduz a pressão sanguínea, reverte a inibição 

de Na+/K+-ATPase induzida por pré-eclampsia, e reverte potencialmente a fibrose 

cardíaca em ratos urémicos, todas as condições de quando os níveis de 

marinobufagina estão aumentados (KENNEDY et al., 2006; FEDOROVA et al., 2008; 

AIRES, 2011; KOLMAKOVA et al., 2011; HALLER et al., 2012). 

Apesar dos bufadienolideos, ligandos da bomba de sódio, surgirem como 

alvos terapêuticos potencialmente importantes, ratos hipertensos sal-sensíveis 

apresentaram aumento dos níveis plasmáticos e adrenocorticais de marinobufagina 

(8), o que foi acompanhado pela inibição da Na+/K+-ATPase e elevação da pressão 

arterial. A angiotensina II estimula a produção de marinobufagina por células do 

córtex adrenal e a adrenalectomia em roedores diminuiu a imunorreatividade similar 

à digoxina plasmática e os níveis de marinobufagina, estabelecendo as glândulas 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib75
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib42
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib2
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib76
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib56
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supra-renais como a principal fonte de marinobufagina e de outros esteróides 

cardiotônicos em mamíferos (FEDOROVA et al., 2002;   FEDOROVA et al., 

2005; KENNEDY et al., 2006; ELKAREH et al., 2007). A marinobufagina também 

pode estar relacionada com a dependência ao etanol, pois atenuou a busca por 

álcool por meio da interação com Na+/K+-ATPase no córtex cerebral de modelos 

animais (KASHKIN et al., 2002). 

O silenciamento pós-transcricional do gene CYP27A1 em trofoblasto humano 

e células adrenocorticais de rato reduziu a expressão de RNAm de CYP27A1 em 

70%, reduziu os níveis de ácidos biliares totais e os níveis de marinobufagina (8) em 

67% quando comparados com células não tratadas ou transfectadas com siRNA não 

segmentado. Modelos experimentais in vivo Dahl-sal sensível, mostraram que ratos 

machos e fêmeas desenvolveram hipertensão após 4 semanas submetidos a uma 

dieta com elevado teor de NaCl. Os níveis plasmáticos de marinobufagina dobraram 

e a expressão de RNAm de CYP27A1 adrenocortical aumentou significativamente. 

Curiosamente, os níveis circulantes de marinobufagina foram 2 vezes menores em 

fêmeas do que em machos. Possivelmente,  o menor nível circulante em fêmeas se 

deve a um mecanismo adaptativo pois, durante a gravidez, marinobufagina adicional 

é sintetizada na placenta. Esses achados explicam parcialmente como essa 

substância é sintetizada na placenta de mamíferos e no córtex adrenal a partir do 

colesterol por meio da via de síntese de ácidos biliares (FEDOROVA et al., 2015) e 

nos ajudam a entender o papel dos bufadienolídeos endógenos nas doenças 

cardiovasculares humanas. 

 

3.3 Bufalina e Cinobufagina como moléculas promissoras 
 

Estudos tem demonstrado que algumas secreções da pele obtidas a partir de 

Rhinella crucifer, R. major, R. schneideri, R. margaritifer, Phyllomedusa 

hypocondrialis, Rhaebo guttatus, R. crucifer, R. margaritifer, R. major and P. 

Hypocondrialis são uma fascinante fonte de bufalina (2), telocinobufagina (7), 

helebrina (11) e cinobufagina (17), substâncias que reduzem os níveis de proteínas 

antiapoptóticas, como Bcl-2, diminuem a viabilidade celular e a síntese de DNA, 

além de causar alterações morfológicas (condensação da cromatina, fragmentação 

nuclear, retração do citoplasma, vacúolos citoplasmáticos, redução de aderência, 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib40
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib41
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib41
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib75
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib36
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib43
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib43
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010117300077#bib43
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bolhas de membrana e corpos apoptóticos) em carcinomas de mama humano 

(MDA/MB-231 e MCF-7) (YEH et al., 2003; SCIANI et al., 2013). 

Bufadienolídeos de B. bufo gargarizans - bufalina (2) e cinobufagina (17, 

sinônimo: cinobufacina) - induziram a morte de células HepG2 após 24h de 

exposição e causaram a redução da viabilidade celular e o aumento de células 

apoptóticas devido a liberação de citocromo c, despolarização mitocondrial, clivagem 

de PARP [poli(ADPribose)polimerase] e Bid, aumento dos níveis de Bax e redução 

dos níveis de Bcl-2, ativação das caspases -3, -9, -8 e -10 e aumento da expressão 

da proteína associada ao domínio de morte Fas (FADD) (QI et al., 2011). 

Na medicina tradicional chinesa, Chan'Su, um extrato etanólico da pele e do 

veneno das glândulas paratóides de Bufo bufo gargarizans Cantor e amplamente 

utilizado na terapia do câncer, apresenta como compostos majoritários a bufalina (2) 

e cinobufagina (17). Esse extrato exibiu resultados semelhantes sobre as linhagens 

tumorais MCF-7, A-549 e leucemia de células T (Jukart T) após 48 h de tratamento, 

incluindo a diminuição na viabilidade celular, aumento do percentual de células 

apoptóticas, ruptura dos filamentos de cadeia simples e dupla do DNA (detectadas 

pelo ensaio cometa) e indução da formação de micronúcleos (LEE et al., 2014). 

Hashimoto et al. (1997) mostraram que a bufalina é eficiente em inibir a 

topoisomerase II (Topo II), enzima responsável pela estabilização do complexo de 

clivagem do DNA e alvo de muitos fármacos antitumorais. A inibição da Topo II 

promove a fragmentação do DNA, um atributo importante para apoptose das células 

tumorais. 

Bufalina (2) foi capaz de ativar caspases iniciadoras (-9), efetoras (-3) e 

aumentar os níveis da [Ca2+]i em células cancerígenas de próstata (LNCaP, DU-145, 

and PC-3) após 24h de incubação (YEH et al., 2003). Quando administrada no 

modelo tumoral ortotópico de carcinoma hepatocelular humano (BEL-7402) em 

doses de 1,5 mg/kg, 1 mg/kg e 0,5 mg/kg, ela reduziu o crescimento do tumor (35,2, 

49,8 e 83,9%), aumentou o tempo de sobrevivência em doses mais elevadas (1,5 

mg/kg: 31,8%; 1 mg/kg: 29,4%), o índice de apoptose determinada por ensaio de 

TUNEL (10,6, 8,8 e 5,8%), a expressão do Bax (90, 80 e 80%) e reduziu as 

proteínas Bax (10, 10 e 20%, respectivamente), em tecidos tumorais de 

camundongos nude (HAN et al., 2007). Essa molécula também inibe a atividade 

migratória e invasiva do carcinoma de bexiga T24 em estudos in vitro (HONG et al., 

2013), bem como a proliferação de adenocarcinoma de pulmão humano (A-549) por 
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indução da apoptose dose- e tempo-dependente, reduz a ativação de PI3K/Akt, 

regula a expressão de proteínas pro-apoptóticas e anti-apoptóticas e promove a 

ativação de caspase-3 (ZHU et al., 2012). De modo semelhante, em osteossarcoma 

humano (MG-63), a bufalina inibiu a proliferação celular e induziu a apoptose de 

maneira dose- e tempo-dependente, efeitos justificados pela interrupção do potencial 

transmembrana mitocondrial, aumento das espécies reativas de oxigênio, up-

regulation do Fator de ativação de protease apoptótica (Apaf-1), clivagem de PARP, 

ativação das caspase-3 e caspase-9 e aumento da relação Bax/Bcl-2 (WANG et al., 

2014). A bufalina já tinha demonstrado efeitos inibidores sobre células endoteliais de 

aorta bovina, outro sinal sugestivo da sua atividade antiangiogênica (LEE et al., 

1997). 

A bufalina (2) causa apoptose nas células desse tecido de forma célula-

específica e em um mecanismo distinto do que ocorre em diversas células tumorais 

(LEE et al., 1997). Análises toxicológicas revelaram que bufalina a 2 mg/kg causou 

convulsão transitória após 5 minutos da primeira administração intraperitoneal em 

metade dos animais e apatia de curto prazo após a segunda injeção, que foi 

restaurado ao normal a partir de 3 a 5 minutos depois. As reações adversas, mortes, 

alterações de peso, comportamento do apetite foram detectados nas doses 

inferiores (0,5 e 1,5 mg/kg) depois de 10 dias de administração (HAN et al., 2007). 

Curiosamente, Nasu et al. (2005) propuseram a utilização de bufalina como um 

agente terapêutico no tratamento da endometriose, uma condição que causa a 

proliferação exacerbada do tecido endometrial. 

A cinobufagina (17) exibe significativa atividade antitumoral, incluindo a 

inibição da proliferação e diferenciação celular, indução da apoptose, parada do ciclo 

celular, inibição da angiogênese, reversão da resistência a múltiplos fármacos e 

regulação da resposta imune (ZHU; LIU, 2006). Em detalhes, induz a parada do ciclo 

celular nas fases G2 e S na concentração de 200 µg/mL, inibiu a proliferação de 

células tumorais da bexiga (BIU-87) após 72h de incubação, reduziu a expressão de 

fatores antiapoptóticos (Bcl-2) e aumentou a transcrição de RNAm para caspase-3 e 

sua atividade catalítica (SU et al., 2009). Em um estudo pré-clínico, camundongos 

nude transplantados com carcinoma hepatocelular humano e tratados com a 

cinobufagina em associação com o trióxido de arsênio apresentaram ação sinérgica 

antitumoral com redução do número de vasos sanguíneos (efeito antiangiogênico) e 
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expressão de receptores dos fatores de crescimento endotelial vascular e 

epidérmico (VEGFr e EGFr, respectivamente) (LIU et al., 2011). 

A cinobufagina (17) utilizada sozinha ou em combinação com outros agentes 

quimioterápicos (por exemplo, gencitabina e oxaliplatina) tem atividade antitumoral 

contra diversos tipos de cânceres humanos, como carcinoma hepatocelular, de 

pulmão, pâncreas e bexiga (CHEN et al., 2003; QIN et al., 2008; MENG et al., 2009). 

Estes estudos demonstraram a redução da taxa de crescimento tumoral, melhora na 

qualidade de vida e aumento do tempo de sobrevivência (NESHER et al., 2007). No 

caso de tumores hepáticos, o acompanhamento dos níveis de alfa-fetoproteína (α-

FP) revelou quantidades superiores no grupo controle do que no grupo tratado com 

cinobufagina (CHEN et al., 2003). Essa proteína é normalmente formada por células 

hepáticas imaturas no feto. No nascimento, as crianças têm níveis relativamente 

altos desta proteína, que diminuem para níveis normais do adulto (inferior a 10 

ng/mL) no primeiro ano de vida. O valor sérico associado à piora do prognóstico é de 

200 ng/mL. Em adultos, níveis elevados (até 500 ng/mL) são encontrados em 

carcinomas hepatocelulares, tumores das células germinativas (testículos e ovários) 

e metástases hepáticas. Assim, a dosagem dessa proteína é o marcador tumoral 

mais amplamente utilizado para rastreamento e monitorização de  carcinomas 

hepatocelulares. Níveis elevados da α-FP é fator de pior prognóstico em relação à 

agressividade da doença estando assim atrelada a tumores de diâmetros maiores e 

invasão vascular (ATAÍDE et al., 2011). 

Os resultados acima descritos indicam que bufadienolídeos (por exemplo, 

bufalina e cinobufagina) podem induzir a apoptose por meio da ativação associativa 

da caspase-8, caspase-10 e receptor de morte Fas e disparo da caspase-9 por via 

mitocondrial. Assim, podem causar efeitos genotóxicos e morte celular por diferentes 

vias. A apoptose ocorre por duas vias gerais: extrínseca e intrínseca (Figura 8). 

Quando a via intrínseca é ativada, ocorre o aumento da permeabilidade da 

membrana mitocondrial seguida da liberação de proteínas que estão normalmente 

localizadas no espaço intermembranar [citocromo c, fator de indução da apoptose, 

Smac/DIABLO (Second Mitochondria-derived Activator of Caspases/Direct IAP 

Binding Protein with Low Propidium iodide), entre outros]. Assim, a permeabilização 

da membrana mitocondrial libera citocromo c, o qual se liga a Apaf-1 (Apoptotic 

peptidase activating factor 1) e forma um complexo multicatalítico chamado 

apoptossomo. Este complexo ativa a caspase-9 a partir de sua forma zimogênica 
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pró-caspase-9. Então, a caspase-9 cliva as caspases efetoras -3, -6 e -7, ativando-

as para realizar a fragmentação do DNA. A caspase-3, a mais importante caspase 

efetora e uma enzima eficaz em clivar o DNA genômico entre nucleossomos, gera 

fragmentos de 180-200 pares de base (pb) e é capaz de degradar as proteínas do 

aparelho mitótico nuclear (por exemplo, laminina). Morfologicamente, as caspases e 

outras proteases ativadas durante a morte celular levam à condensação da 

cromatina, cariorréxis, rarefação e vacuolização citoplasmática e retração celular 

(KUMAR et al., 2004; ZIEGLER; GROSCURTH, 2004). 

A via de receptor de morte ou via extrínseca (Figura 8) envolve a ativação de 

receptores de membrana. Eles são membros da superfamília de receptores de 

fatores de necrose tumoral (Tumor Necrosis Factor receptor - rTNF). Estão inclusos 

nessa família os receptores de membrana rTNF-1, FAS (CD95), TRAIL (TNF-related 

apoptosis inducing ligand), entre outros. Esses receptores possuem um domínio 

distinto dentro do citoplasma denominado de domínio de morte (Death Domain - DD) 

que contém uma sequência de 65 aminoácidos. Após a associação dos receptores 

de membrana ao seu correspondente DD, ocorre uma mudança conformacional nos 

receptores, o que promove o recrutamento de uma molécula adaptadora FAS que irá 

associar-se com o domínio de morte (DD) formando o FADD. Este complexo 

formado é o responsável por iniciar a cascata de caspases, pois o FADD se liga a 

pró-caspase-8 (e cliva) e forma caspase-8 (MACFARLANE; WILLIAMS, 2004; 

ZIEGLER; GROSCURTH, 2004; KRYSKO et al., 2008). 
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Figura 8 – Apresentação das principais vias de morte celular desencadeadas por dois 

bufadienolídeos conhecidos: bufalina e cinobufagina. Fonte: Adaptado de Mac Farlane e 

Williams (2004). 

 

Além da caspase-3, as duas vias de ativação da apoptose podem estar 

interligadas através do Bid, uma proteína encontrada no citosol das células e que 

normalmente é clivada pela caspase-8, formando uma proteína truncada (tBid), a 

qual é translocada para a mitocôndria, onde ativa o Bax, iniciando a liberação do 

citocromo c e, consequentemente, a disfunção mitocondrial. Portanto, o processo de 

apoptose está totalmente interligado para a amplificação do sinal apoptótico e 

ativação das caspases, embora a essência da via intrínseca seja determinada pelo 

equilíbrio entre as moléculas proteicas pró-apoptóticas (Bax, Bak e Bid) e anti-

apoptóticas (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1) que regulam a permeabilidade mitocondrial 
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(CHANG et al., 2002; MACFARLANE; WILLIAMS, 2004; HANAHAN; WEINBERG, 

2011). 

Um uso adicional dos bufadienolídeos no tratamento do câncer é o combate 

indireto da caquexia, uma condição caracterizada por excessiva produção de 

interleucina – 6 (IL 6) em pacientes com câncer, causando uma redução da resposta 

corporal que pode levar à morte (ENOMOTO et al., 2004). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) acredita que até o ano de 2030 

surgirão cerca de 21,4 milhões de novos casos de câncer e 13,2 milhões de mortes 

por câncer, em consequência do crescimento e do envelhecimento da população. O 

continente da Oceania (Austrália e Nova Zelândia) apresenta cerca de 313 casos 

para cada 100 mil habitantes, a maior incidência de casos dentre todos os 

continentes. A América do Sul e Brasil apresentam 172 casos por 100 mil habitantes 

(INCA, 2014; WHO, 2014). 

Na batalha contra o câncer, a quimioterapia continua a ser a mais importante 

linha de defesa em doenças hematológicas malignas e formas agressivas de 

tumores sólidos. Alguns protocolos clínicos que usam a combinação dos agentes 

antineoplásicos estão a alcançar resultados com taxas de cura de até 90%, porém a 

diversidade genética e a instabilidade genômica em células tumorais contribui para 

a ampla heterogeneidade fenotípica, dificultam o tratamento e facilitam a 

manifestação de resistência (s) e recaída (s) que possam ocorrer em qualquer fase 

do desenvolvimento do câncer (HANAHAN; WEINBERG, 2011; MCCUBREY et 

al., 2015 ). Portanto, muitos tumores sólidos ainda não apresentam tratamentos 

quimioterápicos ou radioterápicos apropriados, tais como glioma, cânceres 

pancreáticos e esofágicos, melanomas e carcinomas de pulmão de não pequenas 

células (CPNPC). Estes cânceres têm diferentes níveis de resistência a estímulos 

pró-apoptóticos e fenótipo de resistência a múltiplas drogas para a maioria dos 

agentes citotóxicos atualmente utilizados na clínica (COSTA-LOTUFO et al., 2010; 

MIJATOVIC et al., 2012). 

4 Conclusões finais e perspectivas futuras 
 

A descoberta de novas moléculas, como os bufadienolídeos, é o principal 

objetivo da oncologia médica e farmacêutica, e associada a estudos químicos, 

farmacológicos, farmacocinéticos, farmacodinâmicos e toxicogenéticos, pode nos 
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ajudar a projetar terapias-alvo como forma de superar a resistência, diminuir os 

efeitos colaterais e recorrências de doenças neoplásicas avançadas, escolha de 

método/via de administração, aliviar o sofrimento e, claro, para obter eficácia clínica 

contra neoplasias sólidas e hematológicas. Com essa perspectiva, a vulnerabilidade 

dos anfíbios aos desafios ambientais aumenta o risco de propagação e, 

consequentemente, reduz a miscelânea bioativa de moléculas e a possibilidade de 

utilizá-las como novas ferramentas com finalidades terapêuticas inovadoras. 

Bufadienolídeos, especialmente bufalina, cinobufagina, telocinobufagina e 

marinobufagina, são as substâncias mais comuns em secreções da pele de sapo e 

mostraram notável potencial citotóxico e antitumoral desencadeado por apoptose 

dependente de caspase. Esta classe de compostos surge como uma incrível fonte 

natural de biodiversidade química com uma seletividade moderada contra células 

tumorais humanas e fraca atividade contra células murinas, provavelmente devido a 

diferenças estruturais entre subunidades da Na+/K+-ATPases humanas e de 

camundongos, um centro viável para a ligação dos compostos e controle da 

proliferação celular desregulada. 
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RESUMO 
 

Os venenos de anfíbios são uma promissora fonte de substâncias bioativas. Estudos 
recentes apontam a marinobufagina como bufadienolídeo predominante em extratos 
do veneno de Rhinella marina, os quais mostraram efeitos letais e pronunciados em 
linhagens tumorais. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a 
citotoxicidade in vitro em células tumorais humanas e murinas, a ação 
antiproliferativa em células vegetais e o possível efeito antitumoral in vivo do 
composto marinobufagina. A atividade citotóxica in vitro da substância frente a 
linhagens de células tumorais humanas e à cultura primária de Sarcoma 180 (S180) 
foi avaliada por meio dos ensaios MTT e Alamar blue, respectivamente. Os 
resultados demonstraram que o composto apresentou potente ação antiproliferativa 
com a variação dos valores de CI50 entre 0.06 (HL-60) e 2.94 (HEP-2) µg/mL, após 
72 h de exposição. Diferentemente, as células murinas (S180) não se mostraram 
sensíveis à ação citotóxica da marinobufagina, pelo ensaio Alamar blue. Em estudos 
de mecanismo de ação com S180, a viabilidade celular foi avaliada pelo método de 
exclusão de azul de Tripan em dois protocolos. Primeiramente, a marinobufagina 
causou significativa redução no número de células viáveis, após 24, 48 e 72 h. No 
segundo protocolo, avaliou-se a viabilidade após 24h da substituição do meio de 
cultura por meio suplementado novo sem o acréscimo da substância e foi observado 
que apenas na menor concentração testada (0.01 µg/mL) houve redução das células 
viáveis (20.8 ± 2.5 x 104 células/mL). Pelos testes de CBMN, a marinobufagina 
aumentou a frequência de células apoptóticas (0.1 µg/mL: 72.5 ± 3.2; 0.5 µg/mL: 
82.5 ± 2.6; 1 µg/mL: 133.5 ± 19.3 eventos apoptóticos), certamente relacionada à 
formação de micronúcleos, pontes e brotos nas concentrações de 0.5 e 1 µg/mL. Em 
modelo Allium cepa, revelou toxicidade em parâmetro macroscópico, citotoxicidade 
com a redução do índice mitótico em todas as concentrações testadas (0.5, 1, 10 e 
25 µg/mL) e aumento de micronúcleos (12.5 ± 0.6 e 23.3 ± 3.1), atrasos (9.0 ± 2.1 e 
10.8 ± 1.1) e C-metáfases (10.5 ± 1.4 e 10.5 ± 0.5) nas duas maiores  
concentrações. Esses resultados revelam ações clastogênicas semelhantes em 
células de S180 e meristemáticas de raiz de A. cepa. Para a avaliação do potencial 
antitumoral in vivo, a marinobufagina foi administrada via intraperitoneal nas doses 
de 2.5 e 5 mg/kg/dia, durante 7 e 15 dias consecutivos em camundongos 
transplantados com o tumor S180 e camundongos imunodeficientes com células 
HCT-116, respectivamente. O composto reduziu somente o crescimento de tumores 
humanos (HCT-116) com maior percentual de inibição (46.5%) na dose de 5 
mg/kg/dia. A avaliação histopatológica desses tumores revelou diminuição da 
população celular neoplásica devido à necrose entremeada por focos de 
hemorragia. Em suma, a molécula marinobufagina apresentou uma notável 
capacidade citotóxica contra linhagens tumorais humanas, inibiu a proliferação 
celular de raízes de Allium cepa, causou danos cromossômicos em células 
meristemáticas radiculares e de Sarcoma 180 in vitro e revelou, pela primeira vez, 
ação antitumoral in vivo contra células tumorais humanas, embora tenha sido 
ineficaz contra o crescimento in vivo do tumor Sarcoma 180. 
 
Palavras-chave: Allium cepa. Atividade Antitumoral. Citotoxicidade. Marinobufagina.  
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Antiproliferative action of the bufadienolide marinobufagin in animal and plant 

cells 

ABSTRACT 
 
Amphibian poisons are a promising source of bioactive substances. Recent studies 
point to marinobufagin as the bufadienolide predominant in extracts of the poison of 
Rhinella marina, which showed lethal and pronounced effects on tumor lines. In this 
context, the present work aimed to evaluate the in vitro cytotoxicity in human and 
murine tumor cells, the antiproliferative action in plant cells and the possible in vivo 
antitumor effect of the compound marinobufagin. The in vitro cytotoxic activity of the 
substance against human tumor cell lines and the primary culture of Sarcoma 180 
(S180) were evaluated by MTT and Alamar Blue assays, respectively. The results 
showed that the compound had a potent antiproliferative action with a variation of 
IC50 values between 0.06 (HL-60) and 2.94 (HEP-2) μg/mL, after 72h of exposure. In 
contrast, murine cells (S180) were not sensitive to the cytotoxic action of 
marinobufagin by the Alamar Blue assay. In studies of mechanism of action with 
S180, cell viability was assessed by the Tripan blue exclusion method in two 
protocols. Firstly, the marinobufagin caused a significant reduction in the number of 
viable cells after 24, 48 and 72 h. In the second protocol, the viability was evaluated 
after 24 h of replacement of the culture medium by new supplemented medium 
without addition of the substance. It was observed that only at the lowest 
concentration tested (0.01 μg/mL) there was reduction of viable cells (20.8 ± 2.5 x 
104 cells/mL). In the CBMN tests, the marinobufagin increased the frequency of 
apoptotic cells (0.1 μg/mL: 72.5 ± 3.2; 0.5 μg/mL: 82.5 ± 2.6; 1 μg/mL: 133.5 ± 19.3 
apoptotic events) certainly related to the formation of micronuclei, bridges and shoots 
at the concentrations of 0.5 and 1 μg/mL. In the Allium cepa model was observed 
toxicity at macroscopic parameters, cytotoxicity with reduction of mitotic index at all 
tested concentrations (0.5, 1, 10 and 25 μg/mL) and increase of micronuclei (12.5 ± 
0.6 and 23.3 ± 3.1), delays (9.0 ± 2.1 and 10.8 ± 1.1) and C-metaphases (10.5 ± 1.4 
and 10.5 ± 0.5) at the two highest concentrations. These results revealed similar 
clastogenic actions in cells of S180 and meristematic root of A. cepa. For evaluation 
of the antitumor potential in vivo, the marinobufagin was administered 
intraperitoneally at doses of 2.5 and 5 mg/kg/day for 7 and 15 consecutive days in 
mice transplanted with S180 tumor and mice immunodeficient with HCT-116 cells, 
respectively. The compound reduced only the growth of human tumors (HCT-116) 
with higher percentage of inhibition (46.5%) at the dose of 5 mg/kg/day. The 
histopathological evaluation of these tumors revealed a decrease in the neoplastic 
cell population due to necrosis interspersed with foci of hemorrhage. In summary, the 
marinobufagin molecule showed remarkable cytotoxic ability against human tumor 
lines; inhibited the cell proliferation of Allium cepa roots; caused chromosomal 
damage in root meristematic cells and Sarcoma 180 in vitro; and revealed, for the 
first time, in vivo antitumor action against human tumor cells, although it has been 
ineffective against in vivo growth of Sarcoma 180 tumor. 
 
Keywords: Allium cepa. Antitumor activity. Cytotoxicity. Marinobufagin. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 O câncer é considerado a segunda maior causa de morte no mundo (INCA, 

2014). As projeções para o ano de 2030 apontam a ocorrência de 26 milhões de 

novos casos e 17 milhões de mortes por câncer, quase sempre justificadas pelo 

crescimento demográfico e processo de envelhecimento das populações, 

principalmente nas regiões menos desenvolvidas (THUN et al., 2010). Por 

conseguinte, existe uma preocupação constante para o desenvolvimento de novas 

terapias antineoplásicas mais seguras e mais seletivas para atender às crescentes 

necessidades de saúde pública (NUGENT, 2008; SULERIA et al., 2016). 

Os produtos naturais desempenharam um papel importante na quimioterapia 

do câncer nos últimos 50 anos (KINGHORN et al., 2016). Muitos compostos 

bioativos foram obtidos a partir de fontes naturais, incluindo animais, 

microorganismos e plantas marinhas (RASMUSSEN; MORRISSEY, 2007; SULERIA 

et al., 2016). De 175 fármacos introduzidos na terapia anticâncer em países 

ocidentais durante um período de 70 anos, aproximadamente 49% foram obtidos 

diretamente de organismos ou derivados de produtos naturais (BUTLER; 

ROBERTSON; COOPER, 2014).  

Os bufadienolídeos, compostos biologicamente ativos presente em plantas 

(famílias Crassulaceae, Hyacinthaceae, Iridaceae, Melianthaceae, Ranunculaceae e 

Santalaceae) e animais como os anfíbios da família Bufonidae e espécie de cobra 

Rhabdophis tigrinus foram extensamente avaliados quanto à sua atividade citotóxica 

frente a uma variedade de células cancerosas, visando à concepção de novos 

compostos de interesse farmacêutico (KRENN; KOPP, 1998; HUTCHINSON et al., 

2007; GAO et al., 2011). Estudos revelaram que estes compostos têm a capacidade 

de regular o metabolismo de crescimento e diferenciação celular, apoptose e da 

glicose (BAGROV et al., 2009; DONG et al., 2011). 

Dessa forma, as secreções animais se tornaram importantes ferramentas 

para o entendimento de diversos processos fisiológicos ou patológicos e na geração 

de inovações farmacológicas (RAJENDRA et al., 2004; COSTA-NETO, 2005). 

Extratos dos venenos de Rhinella marina e Rhaebo guttatus, espécies de anfíbios da 

família Bufonidae encontrados na Amazônia Meridional, apresentaram atividade 

antiproliferativa contra linhagens de células tumorais em níveis comparáveis ao 

controle utilizado na clínica e menor toxicidade contra células normais, indicando 



77 

 

que os compostos presentes nesses extratos são promissores candidatos ao 

tratamento do câncer (FERREIRA et al., 2013). A quantificação de bufadienolídeos 

nesses venenos mostrou que a molécula marinobufagina corresponde a 60% do 

extrato do veneno de R. marina (KERKHOFF et al., 2016). Dessa forma, a secreção 

da pele do anfíbio conhecido como “sapo Cururu” é uma rica fonte para obtenção 

dessa substância para futuras avaliações farmacológicas (SCHMEDA-

HIRSCHMANN et al., 2016, 2017). Nesse estudo, avaliou-se a citotoxicidade in vitro 

do composto marinobufagina em células tumorais, sua ação antiproliferativa em 

células meristemáticas de Allium cepa e seu possível efeito antitumoral in vivo em 

camundongos transplantados com o tumor Sarcoma 180 e em modelo xenográfico 

heterotópico utilizando camundongos imunodeficientes transplantados com 

carcinoma de cólon humano. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Coleta, isolamento e identificação do composto 

A coleta da secreção do veneno de sapo de Rhinella marina foi realizada no 

estado do Mato Grosso. Os animais foram identificados pelo professor Dr. Domingos 

de Jesus Rodrigues (D.J.R. – IBAMA, SISBIO: número 30034-1). Modelos das 

espécies (R. marina - ABAM-H 1262) foram depositadas no Acervo Biológico da 

Amazônia Meridional (Sinop, Mato Grosso, Brasil). A extração e identificação da 

molécula marinobufagina (Figura 1) foram realizadas conforme Ferreira et al. (2013). 

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Pesquisa Animal da 

Universidade Federal do Mato Grosso (#23108.700260/14-7) e estão em 

conformidade com as Diretrizes Brasileiras (COBEA - Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal) e internacionais sobre o tratamento e a utilização de 

animais em experimentação. 

 



78 

 

 

Figura 1 – Estrutura molecular da marinobufagina. 

 

2.2 Cultivo celular 

As linhagens celulares utilizadas para avaliação da atividade citotóxica foram 

obtidas a partir do banco de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro e 

suas respectivas concentrações de plaqueamento para o teste do MTT estão 

discriminadas na Tabela 1. 

As linhagens celulares foram manuseadas em cabine biológica com ambiente 

estéril e mantidas em incubadora de células a 37 ºC e 5% de CO2. As linhagens 

celulares foram cultivadas em frascos plásticos para cultura (25 cm2, volume de 50 

mL ou 75 cm2, volume de 250 mL, Corning), utilizando o meio de cultura RPMI 1640 

ou DMEN suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibióticos para 

uma concentração final de 100 U/mL penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina. As 

culturas tiveram seu crescimento acompanhado sob microscópio óptico de inversão 

a cada 24 h. Quando necessário, as células foram repicadas em meio de cultura 

novo. Para o desprendimento das células aderidas foi utilizado solução de tripsina-

EDTA 0,5% (Gibco) diluída em PBS.    
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Tabela 1 – Linhagens celulares utilizadas no ensaio de citotoxicidade MTT. 

Linhagem 
Celular 

Tipo Histológico Origem 
Concentração de 

Plaqueamento 
(células/mL) 

HL-60 Leucemia promielocítica Humana 0.3 x 106 

K-562 Leucemia eritrocítica Humana 0.3 x 106 

MDA/MB-435 Melanoma Humana 0.1 x 106 

HCT-8 Carcinoma colorretal Humana 0.7 x 105 

HCT-116 Carcinoma colorretal Humana 0.7 x 105 

SF-295 Glioblastoma Humana 0.1 x 106 

MCF-7 Adenocarcinoma mamário Humana 0.1 x 106 

NCIH-292 Carcinoma pulmonar Humana 0.1 x 106 

HEP-2 Carcinoma de Laringe Humana 0.1 x 106 

HEPG-2 Carcinoma de fígado Humana 0.7 x 105 

OVCAR-8 Carcinoma de ovário Humana 0.1 x 106 

PC-3 Carcinoma de próstata Humana 0.1 x 106 

B16/F10 Melanoma  Murina 0.7 x 105 

 

2.3 Animais 

Foram utilizados camundongos Swiss Mus musculus do sexo feminino, com 2 

meses de idade, com peso variando de 25-30 g, provenientes do Biotério Central do 

Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal do Piauí para os estudos com 

o tumor Sarcoma 180.  

Durante todos os experimentos, os animais foram aclimatados a 25 ± 2ºC e 

mantidos em gaiolas de acrílico de 30 x 30 cm2, com ciclo claro/ escuro de 12 h, 

receberam ração padrão tipo Purina® e água ad libitum. Os experimentos foram 

realizados de acordo com os princípios éticos na experimentação animal do Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). Todos os procedimentos foram 

previamente aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEEA - 

(Protocolo 133/16) da Universidade Federal do Piauí (UFPI, Teresina). 

Para os estudos de modelo xenográfico e heterotópico de tumor humano, 

foram utilizados camundongos fêmeas imunodeficientes da linhagem CB17 SCID 

com 2 meses de idade. Todos os procedimentos foram previamente aprovados pela 
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Comissão de Ética para o Uso de Animais (CEUA - Protocolo 006/2015) no uso de 

animais do Instituto Gonçalo Moniz (IGM, FIOCRUZ, Bahia). 

 

2.4 Avaliação do potencial citotóxico 

2.4.1 Análise de citotoxicidade pelo ensaio do MTT em linhagens tumorais 

A capacidade citotóxica foi determinada usando o método do MTT 

(MOSMANN, 1983). O ensaio consiste em uma análise colorimétrica baseada na 

conversão do sal 3-(4,5- dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium 

(MTT) em azul de formazan, pela atividade da enzima mitocondrial succinil-

desidrogenase presente nas células metabolicamente ativas (MOSMANN, 1983; 

BERRIDGE et al., 1996), permitindo calcular indiretamente a quantidade de células 

vivas. 

As células foram distribuídas em placas de 96 poços em densidade ajustada 

para cada linhagem, como mostrado na Tabela 1. A substância marinobufagina 

(0,004 – 25 µg/mL) foi acrescentada e o quimioterápico Doxorrubicina (0,005 – 5,0 

µg/mL) foi usado como controle positivo. Como controle negativo, utilizou-se DMSO 

0,1%. Após 69h de incubação, as placas foram centrifugadas (1500 rpm/15 min) e o 

sobrenadante foi descartado. Cada poço recebeu 150 µL da solução de MTT (10% 

em meio RPMI 1640) e foi reincubada durante 3 h em estufa a 37ºC e a 5% CO2. 

Após esse período, as placas foram novamente centrifugadas (3000 rpm/10 min), o 

sobrenadante foi desprezado, e o precipitado foi ressuspendido em 150 µL de 

DMSO para a quantificação do sal reduzido (formazan) nas células vivas. As 

absorbâncias foram mensuradas através do espectrofotômetro de placa utilizando o 

programa Mutimode Detection Software (Beckman Coulter Inc.) no comprimento de 

onda de 595 nm. 

 

2.4.2 Análise de citotoxicidade pelo ensaio do Alamar Blue® em células de 

Sarcoma 180 

A marinobufagina foi avaliada quanto à sua capacidade citotóxica frente à 

cultura primária de células do tumor S180 pelo ensaio de Alamar Blue. Assim como 

o MTT, o Alamar Blue sofre redução metabólica nas células vivas, sendo um 

indicador sensível da função mitocondrial, e pode ser utilizado para quantificar a 

viabilidade e a proliferação celular (O’BRIEN et al., 2000; RIOS, 2013). Para tanto, a 
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coleta das células foi realizada após eutanásia dos animais (Protocolo 133/16) sob 

condições de assepsia, e uma suspensão de células do tumor S180 da cavidade 

peritoneal de um camundongo mantido em condições padrões após 10 dias de 

manutenção. A suspensão foi centrifugada a 500 rpm por 5 min para obtenção de 

um pellet, o qual foi lavado três vezes com meio RPMI estéril. A concentração de 

células foi ajustada para 0,5 x 106 células/mL em meio RPMI suplementado com 

20% de soro fetal bovino e 100 U/mL de penicilina/estreptomicina. Logo após o 

plaqueamento das células, a marinobufagina (0,004 – 25 μg/mL) foi adicionada e as 

placas transferidas para uma estufa a 37 ºC, com atmosfera de 5% de CO2 e 95% de 

umidade. Vinte e quatro horas antes de completar o período de incubação, 10 µL da 

solução estoque (0,312 mg/mL) de Alamar Blue foram adicionados em cada poço. 

Após 72 h de incubação, as absorbâncias foram medidas em espectrofotômetro a 

570 nm (reduzido) e 595 nm (oxidado). Para o cálculo da inibição da proliferação 

celular (PC), utilizou-se a seguinte fórmula: PC (%) = ALW – (AHW x R0) x 100, onde 

ALW e AHW são as absorbâncias no menor e maior comprimento de onda, 

respectivamente. O R0 foi calculado utilizando a seguinte fórmula: R0= AOLW/ AOHW. 

Onde, AOLW e AOHW são as absorbâncias do meio adicionado ao Alamar Blue 

subtraído das absorbâncias do meio isolado nos comprimentos de onda menor e 

maior, respectivamente (FERREIRA et al., 2015). 

 

2.5 Mecanismo de ação in vitro 

2.5.1 Ensaio de viabilidade celular pelo método de exclusão do Azul de Tripan 

 A viabilidade de células de tumor S180 isoladas e cultivadas como descrito 

acima foi avaliada pelo método de exclusão do azul de tripan (RENZI et al., 1993). 

Na primeira bateria de experimentos, os tempos de 24, 48 e 72 h de exposição à 

marinobufagina (0.01, 0.1, 0.5 e 1 µg/mL) foram analisados. Em seguida, foram 

avaliados os tempos de 24h com marinobufagina e 24h das mesmas células sem 

marinobufagina. Para a troca dos meios de cultura, cada poço foi lavado com PBS 

estéril.  
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2.5.2 Ensaio do Micronúcleo com Bloqueio de Citocinese (CBMN) em células 

do Sarcoma 180. 

Em condições de isolamento e cultivo como descrito acima, o teste de CBMN 

foi realizado em cultura primária de S180 de acordo com Fenech (2007). 

Marinobufagina (0.01, 0.1, 0.5 e 1 µg/mL) e Doxorrubicina (1 µg/mL, controle 

positivo) foram adicionadas e a análise celular foi determinada após 72h. Ao final de 

44h foram adicionados 3 µg/mL de Citocalasina B (Sigma, St. Louis, MO), 

retornando-se os frascos para a incubadora de células por mais 28h. Ao final de 72h, 

as culturas foram transferidas para tubos eppendorf e centrifugadas a 800 rpm por 5 

min. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e o corpo de fundo celular foi 

levemente agitado, sendo centrifugados novamente após a adição de 2mL de fixador 

(metanol:ácido acético na proporção 5:1) e 30 µL de formaldeído P.A. aos tubos. O 

procedimento foi repetido por 2 vezes utilizando fixador 3:1 e sem o formaldeído. Ao 

final, o sobrenadante foi descartado e 2 a 3 gotas da suspensão celular foram 

colocadas sobre lâminas, as quais foram coradas com solução de Giemsa (10, 25 e 

50% + tampão fosfato, pH 7,4) por 5 min cada concentração. As lâminas 

previamente codificadas foram analisadas em teste cego, por meio de microscópio 

óptico, com aumento de 1000X, considerando os danos citogenéticos presentes em 

2000 células por lâmina em duplicata. 

 

2.6 Teste de toxicidade, citotoxicidade e mutagenicidade no modelo vegetal de 

Allium cepa 

O teste Allium cepa tem sido utilizado para avaliar os danos aos 

cromossomos, tais como aberrações cromossômicas, micronúcleos e alterações no 

ciclo mitótico. Foram utilizadas cebolas de tamanho pequeno e uniforme de mesma 

origem, não germinadas e saudáveis. As raízes secas, as camadas extremas e o 

parênquima central da coroa de brotamento foram retirados para aumentar a 

absorção pelas raízes novas e para garantir a uniformidade de brotamento e 

crescimento radicular. Todas as cebolas foram lavadas em água corrente, por cerca 

de 20 min (FISKESJÖ, 1985). 

Foram utilizados cinco bulbos para cada concentração da marinobufagina 

(0.5, 1, 10 e 25 µg/mL) e para os controles negativo (água desclorificada) e positivo 

(sulfato de cobre: 0.6 µg/mL). Posteriormente, foram colocados em frascos de vidro 

e o volume das amostras foi completado a cada 24 h para 5 mL finais. As cebolas 
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foram mantidas por 72 h no escuro a cerca de 25 ± 2ºC. Após o tempo de 

crescimento, as raízes foram removidas e mensuradas com auxílio de uma régua, 

sendo o tamanho das raízes utilizado como avaliação de toxicidade. Posteriormente, 

foram fixadas em solução Carnoy (etanol: ácido acético na proporção de 3:1) por 24 

h, depois estocadas em etanol a 70%, conservando-se sob refrigeração até o 

momento da preparação histológica das lâminas (FISKESJÖ, 1985). 

Para o preparo das lâminas, as raízes coletadas foram lavadas em água 

destilada (3 banhos de 5 min), seguida de hidrólise com HCl 1N por 11 min a 60°C 

em banho-maria, sendo os tubos resfriados em água corrente, seguido de um novo 

banho de água destilada a temperatura ambiente. As raízes foram transferidas para 

frascos contendo o reativo de Schiff (1,5 g de fucsina básica, 4,5 g de metabissulfito 

de K ou Na, 45 mL de HCl 1N, 10 g de carvão ativado e 300 mL de H2O), por 

aproximadamente 2 h. Logo depois, as raízes foram lavadas com água destilada até 

a total retirada do corante, foram colocadas sobre uma lâmina e uma incisão foi 

realizada para a separação da região meristemática. Aos materiais seccionados, foi 

adicionada uma gota de carmim acético 2% e as lâminas foram cobertas com 

lamínulas. Para análise, foi utilizado microscópio óptico em um aumento de 400X, 

sendo observadas 5.000 células por concentração (1000 células/lâmina), avaliando-

se dados relacionados ao Índice Mitótico (IM) e alterações cromossômicas 

(micronúcleos, atrasos, C-metáfases, pontes e quebras). 

 

2.7 Análise da atividade antitumoral in vivo no tumor Sarcoma 180 

O modelo tumoral – tumor sólido Sarcoma 180 – foi utilizado após 10 dias de 

implantação na região intraperitoneal. O animal doador, ou da manutenção, foi 

eutanasiado por  pentobarbital sódico (150 mg/kg). Em seguida, o líquido ascítico foi 

retirado da cavidade abdominal e uma suspensão de células com 5 mL de Ringer 

lactato, 100 µL de gentamicina (10 mg/mL) e 0.5 mL do líquido ascítico foi 

preparada. Nos animais receptores, foram injetadas 2 x 106 células/0.5 mL na região 

axilar esquerda dos camundongos. Após 24 h de inoculação, os animais divididos 

em quatro grupos tiveram o tratamento iniciado e realizado durante sete dias 

consecutivos, utilizando como controle negativo, o veiculo de diluição (DMSO 5%) e 

como controle positivo, o quimioterápico 5-Fluorouracil (5-FU, 25 mg/kg/dia). Para a 

marinobufagina, foram estabelecidas as doses de 2.5 e 5 mg/kg/dia via 

intraperitoneal (i.p.).  
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 Os animais foram pesados antes e após o tratamento e observados durante 

esse período quanto ao aparecimento de qualquer sinal de toxicidade, como 

diarreia, letargia e convulsões. No final do experimento, os animais foram 

eutanasiados com pentobarbital sódico (150 mg/kg i.p.), e os tumores dissecados 

para avaliação da atividade antitumoral e observações morfológicas posteriores. O 

fluxograma de tratamento in vivo pode ser observado na Figura 2. O percentual de 

inibição do crescimento tumoral (IT) foi calculado pela fórmula: IT (%) = [(A-B)/A] x 

100, onde A corresponde à média dos pesos dos tumores no grupo controle e B à 

média dos pesos dos tumores nos animais tratados. 

Imediatamente após a pesagem, os tumores foram armazenados em 

formalina tamponada 10%, desidratados em concentrações crescentes de álcool 

(70-100%), clarificados em xilol e impregnados em parafina. Os tumores 

parafinizados foram seccionados com 4 a 6 µm de espessura em micrótomo e 

lâminas foram preparadas, de acordo com o protocolo de métodos histológicos de 

rotina. Subsequentemente, as lâminas foram coradas com hematoxilina-eosina e 

examinadas em microscópio óptico (100x e 400x). 

 

Figura 2 – Desenho experimental do estudo da atividade antitumoral in vivo da 

marinobufagina em camundongos transplantados com células tumorais de Sarcoma 180. 

 

2.8 Ensaio de eficácia antitumoral in vivo em modelo xenográfico 

A eficácia antitumoral in vivo contra células tumorais humanas foi avaliada em 

modelo xenográfico e heterotópico utilizando camundongos imunodeficientes da 

linhagem CB17 SCID fêmeas inoculados com células de carcinoma de colón 
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humano HCT-116 (10 × 106 células/500µL/animal) implantadas subcutaneamente na 

axila esquerda dos camundongos (n=15/grupo). Os camundongos foram divididos 

em quatro grupos como se segue: controle negativo (tratados com o veículo DMSO 

a 5%), controle positivo (tratados com 5-FU 15 mg/kg) e animais tratados com 

marinobufagina (2,5 e 5 mg/kg). O tratamento foi iniciado no dia seguinte após a 

inoculação por via intraperitoneal e realizado durante 15 dias consecutivos. No 16o 

dia, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e os tumores foram 

excisados e pesados. O efeito antitumoral foi expresso em percentagem comparado 

ao controle negativo como descrito anteriormente. 

Imediatamente após a pesagem, os tumores foram armazenados em 

formalina tamponada 10%, desidratados em concentrações crescentes de álcool 

(70-100%), clarificados em xilol e impregnados em parafina. Os tumores 

parafinizados foram seccionados com 4 a 6 µm de espessura em micrótomo e 

lâminas foram preparadas, de acordo com o protocolo de métodos histológicos de 

rotina. Subsequentemente, as lâminas foram coradas com hematoxilina-eosina e 

examinadas em microscópio óptico (100x e 400x). 

 

 

Figura 3 – Desenho experimental do estudo da atividade antitumoral in vivo da 

marinobufagina em camundongos imunodeficientes inoculados com células de carcinoma de 

colón humano HCT-116. 
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2.9 Análises estatísticas 

Para análise de valores de CI50 (concentração inibitória média capaz de 

provocar 50% do efeito máximo) e CE50 (concentração efetiva média capaz de 

provocar 50% do efeito máximo) e seus respectivos intervalos de confiança (IC 

95%), a substância testada em triplicata e em duas avaliações biológicas 

independentes (n=2), usou-se a regressão não-linear. Quanto aos valores expressos 

como a média ± erro padrão da média (E.P.M.), a ocorrência de diferenças 

significativas entre os diferentes grupos foi determinada por variância (ANOVA) 

seguida de Student-Newman-Keuls, usando o programa GraphPad Prism, versão 

6.0, com nível de significância de 5% (p < 0.05). 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Potencial citotóxico e antiproliferativo 

Duas abordagens universais têm sido utilizadas nos testes pré-clínicos: 

sistemas celulares in vitro e modelos animais in vivo. Culturas de células in vitro têm 

sido amplamente utilizadas para a compreensão da biologia do câncer, na pesquisa 

de quimioterápicos e no desenvolvimento, estabelecimento e uso de ferramentas 

com terapêutica direcionada, o que coloca os modelos celulares como um dos 

principais pilares responsáveis pelos progressos na descoberta de novas 

alternativas para tratar tumores sólidos, displasias hematológicas e leucemias 

(COOK; JODRELL; TUVESON, 2012; FERREIRA et al., 2016). Portanto, no 

presente trabalho, primeiramente, a atividade citotóxica da marinobufagina foi 

avaliada em 13 linhagens tumorais após 72 h de incubação por meio do método de 

MTT e os valores das concentrações inibitórias (CI50) e seus respectivos intervalos 

de confiança foram determinados (Tabela 2). 

 A marinobufagina apresentou potente ação antiproliferativa com a variação 

dos valores de CI50 entre 0.06 (HL-60) e 2.94 (HEP-2) µg/mL. Além disso, em 

algumas linhagens (HL-60, K-562, MDA/MB-435, HCT-116, SF-295, MCF-7 e HEPG-

2), o composto exibiu concentrações inibitórias semelhantes às encontradas para 

doxorrubicina, a qual foi escolhida como fármaco padrão ou controle positivo e 

mostrou considerável atividade contra todas as linhagens. Porém, é importante 

enfatizar que o composto teste foi mais ativo contra as células de carcinoma de 

ovário (OVCAR-8) do que o fármaco padrão (Tabela 2), confirmando estudos 
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prévios realizados com extratos provenientes dos venenos de R. marina que 

demonstraram acentuada atividade citotóxica contra células de leucemia (HL-60), 

glioblastoma (SF-295), carcinoma de cólon (HCT-116) e de ovário (OVCAR-8) 

(FERREIRA et al., 2013). 

De fato, espécies dos gêneros Rhinella e Rhaebo (B. melanosticus, R. 

schneideri, R. marina, R. margaritifer, R. hipocondrialis, R. major, R. crucifer e R. 

jimi), incluindo as secreções da pele e seus componentes isolados, alcalóides, 

derivados metabólicos e bufadienolídeos isolados do fármaco tradicional da China, 

Chan’Su, tem demostrado atividade citotóxica contra diversas linhagens tumorais 

humanas, tais como o cólon (26-L5), leucemias (K-562, U-937 ML-1, Jukart T, HL-

60), melanomas (MDA/MB-435, SKMEL-28), mama (MCF-7, MCF-10A, MDA/MB-

231), glioblastoma (U-373), oligodendroglioma (Hs-683), adenocarcinoma de 

estômago (AGS), próstata (DU-145, PC-3, LNCaP), bexiga (BIU-87, J82), carcinoma 

hepatocelular (HepG2), carcinoma de pulmão (A-549, SK-MES-1) e carcinoma 

primário de fígado (PLC/PRF/5) (ZHANG et al., 1998; NOGAWA et al., 2001; 

OGASAWARA et al., 2001; KAMANO et al., 2002;. YEH et al., 2003; SU et al., 2009; 

CUNHA-FILHO et al., 2010; QI et al., 2011; SCIANI et al., 2013; BANULS et al., 

2013a; LEE et al., 2014; SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2014; WANG; BI, 2014; 

SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2016, 2017). 

Com base nos promissores resultados obtidos pelo ensaio do MTT contra 

diferentes linhagens tumorais, realizou-se culturas primárias do tumor sólido murino 

Sarcoma 180 (S180) para analisar sua viabilidade celular após exposição à 

marinobufagina usando o ensaio Alamar Blue, visando usar os resultados in vitro 

como preditivos para estudos in vivo. Diferentemente dos resultados obtidos com 

células tumorais humanas, as células murinas não se mostraram sensíveis à ação 

citotóxica da marinobufagina (Tabela 2). Uma vez que cardenolídeos (ouabaína e 

digoxina) e alguns bufadienolídeos (arenobufagina, bufalina, telecinobufagina e 

helebrina) se ligam especificamente às subunidades da bomba de Na+/K+-ATPase e 

tais subunidades são diferentes entre humanos e camundongos (MIJATOVIC et al., 

2007; GAO et al., 2011; TOUZA et al., 2011; BANULS et al., 2013a, 2013b; 

LAURSEN et al., 2015), é provável que a atividade antiproliferativa da 

marinobufagina esteja associada a uma ação citotóxica espécie-específica.  
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Tabela 2 - Atividade citotóxica do composto Marinobufagina em linhagens tumorais de 

células e sobre culturas primárias do tumor murino Sarcoma 180 avaliada pelos ensaios de 

MTT e Alamar Blue, respectivamente, após 72 h de incubação. 

Linhagens  

Celulares 
Origem histológica 

 

CI50 (µg/mL)* 

 

Marinobufagina 

 

Doxorrubicina** 

 

HL-60 Leucemia humana 0.06 (0.05 – 0.07) 0.02 (0.01 – 0.02) 

K-562 Leucemia humana 0.10 (0.08 – 0.12) 0.14 (0.09 – 0.23) 

MDA/MB-435 Melanoma humano 0.21 (0.16 – 0.27) 0.48 (0.34 – 0.66) 

HCT-8 Cólon humano 0.16 (0.13 – 0.22) 0.01 (0.01 – 0.02) 

HCT-116 Cólon humano 0.06 (0.05- 0.08) 0.01 (0.01- 0.02) 

SF-295 Glioblastoma humano 0.18 (0.15 – 0.21) 0.20 (0.18 – 0.25) 

MCF-7 Mama humana 0.38 (0.27 – 0.55) 0.35 (0.28 – 0.51) 

NCIH-292 Pulmão humano 1.10 (0.76 – 1.98) 0.20 (0.19 – 0.50) 

HEP-2 Laringe humana 2.94 (2.00 – 4.10) 0.70 (0.30 – 1.40) 

HEPG-2 Hepatocarcinoma 0.32 (0.23 – 0.43) 0.21 (0.15 – 0.30) 

OVCAR-8 Ovário humano 0.10 (0.09 – 0.13) 1.30 (1.01 – 1.93) 

PC3 Próstata humana 0.12 (0.07 – 0.17) 0.24 (0.21 – 0.27) 

B-16/F-10 Melanoma murino > 25 0.03 (0.02 – 0.04) 

Sarcoma 180 Sarcoma murino >25 1.90 (1.40 – 2.40) 

*Valores de CI50 apresentados em µg/mL calculados a partir de regressão não linear. Os 

intervalos de confiança (IC 95%) foram obtidos através de três experimentos independentes 

realizados em triplicata, sendo representados entre parênteses.  

**O quimioterápico doxorrubicina foi usado como fármaco padrão (controle positivo). 
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Após demonstrar a atividade citotóxica da marinobufagina contra diversas 

linhagens tumorais humanas pelo teste MTT, decidiu-se analisar a viabilidade celular 

pelo método de exclusão de azul de Tripan, após 24, 48 e 72 h de exposição. Ao 

contrário do esperado, os resultados demonstraram que a marinobufagina diminuiu 

significativamente o número de células viáveis em todas as concentrações testadas, 

mas não interferiu na quantidade de não viáveis (não demonstrado na Figura 4) 

Logo após 24 h, o composto isolado do veneno de Rhinella marina (0.01, 0.1, 0.5 e 1 

µg/mL) causou significante redução no número de células viáveis (28.0 ± 1.0, 16.8 ± 

1.3, 26.8 ± 2.0 e 24.8 ± 1.4 x 104 células/mL) quando comparado ao controle 

negativo (41.8 ± 3.4 x 104 células/mL, p < 0.05) (Figura 4A). O quimioterápico 

doxorrubicina (1 µg/mL) foi utilizado como controle positivo, e também causou a 

redução das células viáveis (21.8 ± 2.0 x 104 células/mL). A redução de células 

viáveis também foi detectada após 48h e 72h de incubação quando comparadas aos 

seus respectivos controles negativos (p < 0.05). 

Diante de tais resultados inesperados, visto que a citotoxicidade da 

marinobufagina em células de S180 não foi detectada pelo ensaio do Alamar Blue 

até a concentração de 25 µg/mL, avaliou-se os efeitos da marinobufagina após 

tratamento de 24h de incubação com marinobufagina e após 24h da substituição do 

meio de cultura por meio suplementado novo sem o acréscimo de marinobufagina. 

Assim, no primeiro protocolo experimental os efeitos acumulativos da presença da 

substância são avaliados, enquanto o segundo protocolo permite determinar a 

extensão dos efeitos e se as células de S180 são capazes de reverter o efeito 

citotóxico quando a substância teste é retirada. Comparando as duas situações (24h 

com a substância e 24h adicionais na ausência dela), foi possível perceber que, na 

presença da marinobufagina, no tempo de 48h de incubação, houve redução do 

número de células viáveis nas concentrações de 0.01, 0.5 e 1 µg/mL (p < 0.05) 

quando comparadas às mesmas concentrações no tempo de 24h na presença da 

marinobufagina (Figura 4A). Por outro lado, após 24h da troca do meio de cultura, 

apenas a menor concentração testada (0.01 µg/mL) mostrou redução da viabilidade 

celular para 20.8 ± 2.5 x 104 células/mL quando comparada ao período de incubação 

de 24h (33.3 ± 1.7 x 104 células/mL) (Figura 4B). O controle positivo continuou 

diminuindo o número de células viáveis mesmo após a troca do meio (10.8 ± 1.5 x 

104 células/mL) quando comparado ao período inicial de 24h na presença da 

doxorrubicina (23.0 ± 1.8 x 104 células/mL, p < 0.05) 
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Figura 4 – Efeito do composto marinobufagina isolado do veneno de sapo Rhinella marina 

sobre a viabilidade celular de Sarcoma 180 (S180) determinada por exclusão do azul de 

tripan após 24, 48 e 72 h de exposição (A). Após 24 h de tratamento, o meio de cultura foi 

substituído por um novo, sem adição da marinobufagina (B).  O controle negativo foi tratado 

apenas com o veículo utilizado para diluição da substância. O quimioterápico Doxorrubicina 

(D, 1 µg/mL) foi utilizado como controle positivo. Os dados correspondem a média ± E.P.M. 

de experimentos independentes, realizados em triplicata. * p < 0.05 comparado ao controle 

negativo por análise de variância (ANOVA) seguido de Student Newman-Keuls; ** p < 0.05 

comparado ao tratamento por 24h por análise de variância (ANOVA) seguido de Student 

Newman-Keuls. 
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Em relação aos métodos de avaliação da citotoxicidade usados, há uma boa 

correlação entre os resultados obtidos com resazurina (nome comercial: Alamar 

Blue) e outros ensaios de metabolismo, como aqueles que usam sais de tetrazólio. 

Além disso, assim, como o MTT, a resazurina sofre redução metabólica nas células 

vivas e pode ser utilizada para quantificar a viabilidade e proliferação de forma 

indireta. Porém, os estudos mostram que a resazurina apresenta maior sensibilidade 

quando comparada com outros ensaios de citotoxicidade, uma vez que uma menor 

quantidade de células (~200 células/poço) e menos etapas são necessárias para 

revelação e quantificação, convertendo-se em um método adequado para avaliar a 

proliferação em culturas primárias de células e linhagens normais e tumorais de 

camundongos, ratos e humanos (AL-NASIRY et al., 2007; RAMPERSAD, 2012; 

SCHOONEN et al., 2012; FERREIRA et al., 2013). O fato de ser um método mais 

sensível foi outro motivo pelo qual a resazurina foi escolhida como revelador.  

Acredita-se que a redução celular da resazurina seja realizada por um conjunto de 

enzimas redutase ou tipo-diaforase derivadas de mitocôndrias e do citosol, muitas 

das quais também reduzem o MTT (NILES et al., 2008). Sabe-se que é possível que 

a própria substância teste seja capaz de inibir tais enzimas redutoras e causar erros 

na identificação de substâncias citotóxicas (NILES et al., 2008; RAMPERSAD, 

2012), o que explicaria, pelo menos em parte, a incapacidade de detecção de 

citotoxicidade usando métodos que dependam de enzimas redutoras.  

O teste com o corante vital azul de tripan se baseia no fato de que as células 

viáveis são capazes de bombear o corante para fora do citoplasma, enquanto as 

células mortas ou em necrose permitem que o corante entre na célula. Como o azul 

de tripan é um ácido fraco, ele tem maior afinidade para proteínas. A captação pelo 

núcleo, o qual se cora mais fortemente em azul, é geralmente maior devido à 

presença de histonas, enquanto o citoplasma permanece ligeiramente azulado 

(GRANKVIST et al., 1977; RENZI et al., 1993). Essa técnica foi capaz de demonstrar 

a diminuição in vitro de células viáveis do tumor S180, um achado não detectado 

pela resazurina e revelou que a presença da marinobufagina é necessária para a 

manutenção da redução contínua da viabilidade em três das quatro concentrações 

estudadas.  

 Nas mesmas condições de cultivo, a marinobufagina aumentou a frequência 

de células apoptóticas de forma concentração-dependente (0.01 µg/mL: 32.5 ± 7.2; 

0,1 µg/mL: 72.5 ± 3.2: 0.5 µg/mL: 82.5 ± 2.6; 1µg/mL: 133.5 ± 19.3 eventos 
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apoptóticos) após 72h de incubação como determinado pelos testes de CBMN 

(Figura 5), uma vez que a marinobufagina causou diferença estatisticamente 

significante em comparação ao controle negativo (11.5 ± 2.0 eventos apoptóticos) 

nas três maiores concentrações testadas. O quimioterápico doxorrubicina (1 µg/mL)  

também induziu apoptose (400.0 ± 34.1 eventos apoptóticos) e de uma forma bem 

mais intensa quando comparada à maior concentração da substância teste (1 

µg/mL). Certamente, o aumento significante dos eventos apoptóticos está 

relacionado com a formação de micronúcleos (19.5 ± 0.3 e 43.0 ± 2.3 micronúcleos), 

pontes nucleoplasmáticas (15.0 ± 17 e 22.5 ± 1.4 pontes) e brotos nucleares (9.0 ± 

0.6 e 11.5 ± 0.9 brotos) nas concentrações de 0.5 e 1 µg/mL, respectivamente 

(Figura 6, p < 0.05). A doxorrubicina também aumentou o número de micronúcleos 

(77.0 ± 9.0), pontes (70.5 ± 25) e brotos nucleares (22.5 ± 2.5) em relação ao 

controle negativo (4.0 ± 1.0, 2.5 ± 0.5 e 6.0 ± 1.0, respectivamente, p < 0.05). 

 

Figura 5 – Análise de eventos apoptóticos da marinobufagina isolada do veneno de Rhinella 

marina em células tumorais do tumor murino Sarcoma 180 realizada pelo ensaio do 

micronúcleo com bloqueio de citocinese (CBMN) após 72 h de incubação. O controle 

negativo foi tratado apenas com o veículo utilizado para diluição da substância. O 

quimioterápico Doxorrubicina (D, 1 µg/mL) foi utilizado como controle positivo. Os dados 

correspondem a média ± E.P.M. de experimentos independentes, realizados em triplicata. * 

p < 0.05 comparado ao controle negativo por análise de variância (ANOVA) seguido de 

Student Newman-Keuls. 
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Figura 6 – Efeito da marinobufagina isolada do veneno de Rhinella marina nas alterações cromossômicas de células tumorais do Sarcoma 

180, determinado pelo ensaio do micronúcleo com bloqueio de citocinese, depois de 72h de incubação. O controle negativo (C) não recebeu 

tratamento. O quimioterápico Doxorrubicina (D, 1 µg/mL) foi usado como controle positivo. Os dados foram expressos como a média ± erro 

padrão da média (E.P.M.) de experimentos independentes (n=2). * p < 0.05 quando comparado ao controle negativo (C) por ANOVA seguido 

do teste Newman-Keuls.  
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 O ensaio de CBMN costuma ser utilizado no monitoramento de populações 

expostas a substâncias mutagênicas e na avaliação do potencial mutagênico de 

agentes químicos e físicos, mas também é empregado na elucidação do mecanismo 

de ação de agentes clastogênicos (HUMPAGE et al., 2000; BONASSI et al., 2003; 

RIBEIRO et al., 2003; CHEQUER, 2008). No presente trabalho, o teste de CBMN 

permitiu determinar a capacidade da marinobufagina em induzir citotoxicidade e 

instabilidade cromossômica. A citotoxicidade é avaliada pela presença de células 

apoptóticas e necróticas em conjunto com a marcação de células mono-, bi- e 

multinucleadas. Os danos ao DNA pode ser avaliados por meio da presença de 

micronúcleos, pontes nucleoplasmáticas e brotos nucleares (FENECH, 2007; 

JACOCIUNAS et al., 2013).  

Os micronúcleos são originados por perdas de cromossomos inteiros (ação 

aneugênica) ou por fragmentos cromossômicos acêntricos (ação clastogênica) na 

conclusão da telófase durante a mitose devido à incorreta segregação de cromátides 

irmãs na anáfase. Estes cromossomos deslocados ou fragmentados são 

eventualmente envoltos por uma membrana nuclear e, com exceção do tamanho 

(1/5 do tamanho do núcleo), são morfologicamente semelhantes ao núcleo. Assim, 

estes eventos somente podem ser observados em células com divisão completa, as 

quais são reconhecidas pela sua aparência binucleada, após o bloqueio da 

citocinese pela citocalasina B (FENECH, 2007; CHEQUER, 2008; FENECH et al., 

2011), fato pelo qual usamos tal substância para inibir a polimerização da actina e, 

consequentemente, a clivagem da célula em duas células filhas (SALVADORI et al., 

2003; SOUZA, 2013). 

As pontes nucleoplasmáticas se originam durante a anáfase quando os 

centrômeros de cromossomos dicêntricos migram para pólos opostos da célula. Na 

ausência de ruptura da ponte anafásica, a membrana nuclear é formada em torno 

dos núcleos e das pontes, as quais são, normalmente, quebradas durante a 

citocinese, mas podem ser acumuladas em células com citocinese bloqueada pela 

citocalasina B. Outra anomalia, conhecida como broto nuclear, tem sido associada a 

eventos de instabilidade cromossômica e caracteriza-se por possuir a mesma 

morfologia que um micronúcleo, com a exceção da ligação ao núcleo por um talo 

estreito ou largo de material nucleoplasmático (FENECH et al., 2011). Essa estrutura 

é formada como resultado da eliminação de DNA amplificado do núcleo durante a 

fase S do ciclo celular, ou seja, é indicativo do processo inicial de expulsão do 
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material genético e, consequentemente, podem estar relacionados com a formação 

de micronúcleos (SHIMIZU et al., 1998; FERNANDES et al., 2007).  

O achado de alterações citogenéticas nas células de S180 explica, pelo 

menos parcialmente, a redução da proliferação celular, e somente danos mais 

intensos que levem à apoptose causam redução detectável do número de células, 

uma vez que danos citogenéticos estatisticamente significantes podem interferir com 

a divisão celular, causando parada do ciclo, por exemplo, mas sem causar morte 

celular, diminuindo a proliferação ao mesmo tempo em que a célula ainda é capaz 

de realizar processos metabólicos basais para sua sobrevivência (RIBEIRO et al., 

2003; NILES et al., 2008; RAMPERSAD, 2012). Neste caso, é possível sugerir que a 

célula de S180 tratada com marinobufagina está passando por apoptose, que esta 

depende da formação de micronúcleos, pontes e brotos e que tais sinais 

citogenéticos refletem a presença ou ausência de mecanismos de reparo de DNA 

e/ou de controle de replicação de DNA (GALLUZZI et al., 2007; KIRSCH-VOLDERS 

et al., 2011). O que não se sabe ainda é até que ponto a severidade e não a 

especificidade do estímulo nocivo – Marinobufagina –  determina a forma pela qual a 

morte se expressa. Assim, dependendo da concentração estipulada, diferentes 

processos podem ser influenciados e/ou alterados, mostrando que a regulação 

concentração-dependente dos processos celulares reflete a sinalização iniciada por 

moléculas bioativas. A necrose secundária (à apoptose) ocorre quando as células 

apoptóticas perdem a capacidade em manter a produção de ATP ou em controlar o 

estresse oxidativo (SCHEINICHEN et al., 2003; KRYSKO et al., 2008). 

Além dos modelos in vitro com células animais, os testes de citotoxicidade 

utilizando bioensaios vegetais, de Allium cepa têm sido bastante utilizados por 

serem considerados modelos rápidos e sensíveis para detecção de compostos 

genotóxicos e mutagênicos e pelo fato de que alterações cromossômicas no ciclo 

celular de A. cepa podem ser usadas como indicativo de toxicidade de um 

determinado produto para a população humana (VICENTINI et al., 2001; BAGATINI 

et al., 2007; FACHINETTO et al., 2007; SABINI et al., 2011; PESNYA; 

ROMANOVSKY, 2013; NEVES et al., 2014). 

No entanto, até o presente momento, não existem relatos na literatura com 

relação a estudos de citotoxicidade com secreções animais, como venenos de 

anfíbios e/ou constituintes destes, nesse sistema vegetal. Assim, raízes de Allium 

cepa (e seus tecidos meristemáticos) em crescimento foram expostas à 
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marinobufagina com o objetivo de obter dados de citotoxicidade (divisão celular e 

crescimento da raiz) e danos cromossômicos após 72h de exposição. 

 Bioensaios com Allium cepa permitem avaliar vários parâmetros citogenéticos 

e o mecanismo de ação de agentes naturais e sintéticos sobre o genoma dos 

organismos expostos (LEME; MARIN-MORALES, 2009; MISIK et al., 2014). O 

composto marinobufagina inibiu significativamente o crescimento das raízes (48.9 ± 

8.7, 51.4 ± 6.1, 70.4 ± 3.8 e 85.8 ± 3.1 %) em todas as concentrações testadas (0.5, 1, 

10 e 25 µg/mL) de forma dependente da concentração (0.58± 0.08, 0.56 ± 0.06, 0.45 

± 0.03 e 0.23 ± 0.03 cm, respectivamente) quando comparadas ao controle negativo 

(1.04 ± 0.06 cm, p < 0.05) e um valor de CE50 de 3.0 (1.2 - 7.8) μg/mL. O grupo 

tratado com a solução de sulfato de cobre 0,6 µg/mL apresentou raízes com 0.36 ± 

0.02 cm e inibição de 72.6 ± 2.7 % (Figura 7).  

 

Figura 7 – Tamanho das raízes de Allium cepa tratadas com marinobufagina durante 72h de 

exposição. O controle negativo foi exposto à água desclorificada e o controle positivo, ao 

sulfato de cobre 0,6 µg/mL. Os valores são expressos em média ± E.P.M. Números em 

percentual representam a inibição do crescimento radicular. * p < 0.05 quando comparado 

ao controle negativo por ANOVA seguido de Newman-Keuls. 
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controle negativo (56.7 ± 1.0 %), e redução de células em todas as fases do ciclo 

celular (prófase, metáfase, anáfase e telófase) (p < 0.05), semelhante aos resultados 

encontrados para o controle positivo (13.9 ± 0.6 %) (Tabela 3).  

O Índice Mitótico (IM) é um importante indicador de proliferação celular e o 

nível de citotoxicidade de um agente pode ser determinado pelo aumento ou 

diminuição desse parâmetro (GADANO et al., 2002; FERNANDES et al., 2007; 

LEME; MARIN-MORALES, 2009; PRAJITHA; THOPPIL, 2016).  A redução do índice 

mitótico está relacionada à inibição da síntese de DNA, parada ou bloqueio do ciclo 

em alguma fase ou indução de saída da célula do ciclo para G0, impedindo a célula 

de voltar para a divisão celular (SUDHAKAR et al., 2001; PANDEY; KUMAR; ROY, 

2014). De fato, muitos compostos com ação antiproliferativa costumam induzir 

parada da divisão celular em alguma fase da mitose. O paclitaxel extraído de Taxus 

brevifolia e discodermolida, um derivado de esponja do mar (Discodermia dissoluta), 

possuem como principal modo de ação a estabilização dos microtúbulos, ao se ligar 

à tubulina sem permitir sua despolimerização. As podofilotoxinas, uma classe de 

lignana isolada inicialmente de Podophyllum peltatum e melhorados na forma de 

etoposídeo e tenoposídeo, causam parada do ciclo celular na metáfase devido ao 

bloqueio irreversível da atividade catalítica da DNA topoisomerase II (SRIVASTAVA 

et al., 2005, RADJASA et al., 2011). Em muitos casos, a parada em alguma fase da 

mitose como parte do mecanismo de ação do composto citotóxico se deve a danos 

cromossômicos aneugênicos ou clastogênicos e ocorre de forma a dar oportunidade 

à maquinaria celular para corrigir o dano e tentar escapar da morte celular por 

apoptose (SANTANA et al., 2016). 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Discodermia_dissoluta
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Tabela 3 – Efeito citotóxico do composto Marinobufagina isolado do veneno do sapo Rhinella marina em células meristemáticas de Allium cepa 

após 72 h de exposição.   

Os dados foram expressos como a média ± erro padrão da média (E.P.M.) de 5000 células (n= 5 bulbos/grupo). *p < 0.05 quando comparado ao controle 

negativo (C) por ANOVA seguido de Student Newman-Keuls. 

**Índice mitótico é calculado: P+M+A+T / Nº Total de células X 100. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamento 

 

Concentração 

(μg/mL) 

Intérfase 

Fases da Mitose Índice  

Mitótico**  

(%) 
Prófase (P) Metáfase (M) Anáfase (A) Telófase (T) 

Controle negativo - 433.3 ± 10.1 398.8 ± 3.9 77.3 ± 7.8 58.0 ± 2.9 32.8 ± 3.5 56.7 ± 1.0 

Sulfato de cobre 0.6 861.0 ± 5.6* 104.5 ± 3.0* 12.0 ± 1.9* 11.0 ± 1.5* 11.5 ± 3.2* 13.9 ± 0.6* 

Marinobufagina 

0.5 558.0 ± 18.1* 390.8 ± 16.0 14.5 ± 2.1* 13.3 ± 2.2* 20.3 ± 4.3* 43.8 ± 1.6* 

1 602.5 ± 14.1* 358.0 ± 15.5 11.5 ± 1.6* 12.8 ± 1.6* 15.3 ± 1.8* 39.7 ± 1.4* 

10 689.8 ± 15.8* 259.0 ± 16.5* 17.8 ± 3.5* 15.8 ± 2.0* 17.8 ± 2.4* 31.0 ± 1.6* 

25 779.3 ± 5.1* 182.3 ± 6.5* 11.8 ± 0.9* 10.8 ± 1.1* 16.0 ± 0.8* 22.1 ± 0.5* 
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 A marinobufagina causou aumento significativo (p < 0.05) das alterações 

cromossômicas nas três maiores concentrações testadas (1 µg/mL: 15.8 ± 1.1, 10 

µg/mL: 36.5 ± 3.6, 25 µg/mL: 47.0 ± 3.4 alterações) em relação ao controle negativo 

(7.3 ± 0.8 alterações) (Tabela 4). O sulfato de cobre induziu aumento de todas as 

formas de alterações cromossômicas [micronúcleos (11.5 ± 0.7), atrasos (13.0 ± 

0.7), C-metáfases (16.3 ± 0.9), pontes (6.3 ± 0.6) e quebras (8.0 ± 10)] quando 

comparadas ao controle negativo (2.3 ± 0.3, 2.0 ± 0.4, 1.3 ± 0,3, 1.3 ± 0.3 e 0.5 ± 

0.3, respectivamente), enquanto a marinobufagina aumentou a quantidade de 

micronúcleos (12.5 ± 0.6 e 23.3 ± 3.1), atrasos (9.0 ± 2.1 e 10.8 ± 1.1) e C-

metáfases (10.5 ± 1.4 e 10.5 ± 0.5) nas concentrações de 10 e 25 µg/mL, 

respectivamente (p < 0.05), mas somente a quantidade de micronúcleos revelou ser 

concentração-dependente.  

Como MNs representam perda de cromatina em consequência de dano 

cromossômico estrutural (fragmento) ou no aparelho mitótico, gerando fragmentos 

cromossômicos acêntricos ou cromossomos inteiros que não são incluídos no 

núcleo principal durante a telófase da mitose (FENECH, 2007), supõe-se que a 

marinobufagina possua ação genotóxica e/ou mutagênica tanto em células animais 

como vegetais, embora nem todo agente genotóxico é, necessariamente, 

mutagênico, pelo fato das lesões geradas no DNA poderem ser reparadas. Um 

exemplo é a investigação das propriedades tóxicas e genotóxicas agudas de 

fármacos citostáticos amplamente utilizados na clínica, como 5-fluorouracil, 

etoposídeo, cisplatina, carboplatina, sulfato de vincristina e ciclofosfamida 

monohidratada, em que foram observados efeitos como inibição do crescimento 

radicular e da divisão celular em células meristemáticas de A. cepa em 

concentrações menores comparadas com aquelas que causam danos mensuráveis 

ao DNA, sugerindo que os efeitos tóxicos agudos não são causados por danos do 

material genético (MISIK et al., 2014). No entanto, vale ressaltar que muitos 

medicamentos antitumorais são mutagênicos. Nesse caso, reduzir a mutagenicidade 

seria equivalente à redução da eficácia clínica do fármaco (VERSCHAEVE; VAN 

STADEN, 2008; PRAJITHA; THOPPIL, 2016). 
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Tabela 4 – Alterações cromossômicas causadas pelo composto Marinobufagina isolado do veneno do sapo Rhinella marina em células 

meristemáticas de Allium cepa após 72 h de exposição.  

Os dados foram expressos como a média ± erro padrão da média (E.P.M.) de 5000 células (n= 5 bulbos/grupo). * p < 0.05 quando comparado ao controle 

negativo por ANOVA seguido de Student Newman-Keuls. 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamento 

 

Concentração 

(μg/mL) 

Alterações cromossômicas Quantidade de 

alterações 

cromossômicas 
Micronúcleos Atrasos C-metáfases Pontes Quebras 

Controle negativo - 2.3 ± 0.3 2.0 ± 0.4 1.3 ± 0.3 1.3 ± 0,3 0.5 ± 0.3 7.3 ± 0.8 

Sulfato de cobre 0.6 11.5 ± 0.7* 13.0 ± 0.7* 16.3 ± 0.9* 6.3 ± 0,6*  8.0 ± 1.0* 55.0 ± 2.0* 

Marinobufagina 

0.5 1.0 ± 0.4 5.5 ± 1.0 4.3 ± 0.6* 0.5 ± 0,3  0.5 ± 0.5 11.8 ± 0.9 

1 3.5 ± 0.6 5.0 ± 1.2 4.8 ± 0.8* 2.0 ± 0.0  0.5 ± 0.3 15.8 ± 1.1* 

10 12.5 ± 0.6* 9.0 ± 2.1* 10.5 ± 1.4* 4.5 ± 0.5*  0.0 ± 0.0 36.5 ± 3.6* 

25 23.3 ± 3.1*  10.8 ± 1.1* 10.5 ± 0.5* 2.0 ± 0.8  0.5 ± 0.5 47.0 ± 3.4* 
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Na figura 8 estão apresentadas as alterações cromossômicas mais comuns 

causadas pela marinobufagina: micronúcleo (Figura 8B), atraso cromossômico 

(Figura 8C), C-metáfase (Figura 8D), ponte cromossômica (Figura 8E) e quebra 

cromossômica (Figura 8F). A presença de atrasos cromossômicos pode estar 

relacionada à falha dos cromossomos “lesionados” em se deslocar para um dos 

pólos da célula. As pontes cromossômicas são resultantes de quebra e posterior 

fusão de cromossomos e cromátides ou devido à subsequente falha na separação 

de cromátides irmãs na anáfase, translocação desigual ou inversão de segmentos 

de cromossomos (GÖMÜRGEN et al., 2005; DE RAINHO et al., 2010). Os 

fragmentos ou quebras cromossômicas são consequência da ação clastogênica de 

compostos que provocam alterações estruturais nos cromossomos (LEME; MARIN-

MORALES, 2009).  

 

 

Figura 8 - Fotomicrografias de microscopia óptica células meristemáticas de Allium cepa 

expostas a diferentes concentrações de marinobufagina após 72 h de exposição. (A) células 

sem alterações cromossômicas expostas a água desclorificada (controle negativo); (B) 

micronúcleo; (C) atraso cromossômico; (D) C-metáfase; (E) ponte cromossômica; (F) quebra 

cromossômica. Aumento de 400X. 

 

B C 

D 

A 
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 Embora haja grandes diferenças no que diz respeito aos efeitos genotóxicos e 

potências tóxicas agudas de fármacos em plantas e animais superiores, como taxas 

de absorção, diferenças espécie-específicas na reparação de lesões de DNA e na 

capacidade de desintoxicação (MAJER et al., 2005), o presente estudo revelou 

ações clastogênicas semelhantes em células de S180 e meristemáticas de raiz de A. 

cepa, sugerindo que o mecanismo de ação da marinobufagina atua em processos 

celulares comuns às células eucarióticas.  

 

3.2 Atividade antitumoral in vivo  

No desenvolvimento de novos medicamentos e estratégias para o tratamento 

do câncer, um dos maiores desafios é o estabelecimento de modelos pré-clínicos in 

vivo preditivos da atividade em seres humanos (VENDITTI et al., 1983; TROIANI et 

al., 2008). Os modelos murinos tornaram-se essenciais em muitos laboratórios por 

serem acessíveis e pela aplicação eficiente para o entendimento da biologia do 

câncer empregando esses sistemas (OCANA et al., 2010; COOK; JODRELL; 

TUVESON, 2012). Ghazaryan et al. (2015) investigou por meio deste modelo o 

efeito antitumoral do veneno de uma importante espécie de uma cobra venenosa da 

Armênia, sugerindo que a amostra estudada preveniu o crescimento tumoral in vivo 

com baixa toxicidade. Porém, não existem relatos na literatura dos efeitos 

antitumorais in vivo e/ou do mecanismo de ação da marinobufagina em modelos in 

vivo. 

 Para a avaliação da atividade antitumoral in vivo do composto isolado do 

veneno de R. marina, foi usado, inicialmente, camundongos Swiss transplantados 

com células tumorais de Sarcoma 180, um modelo experimental de sarcoma murino 

amplamente utilizado na busca de potencialidades terapêuticas, sobretudo, produtos 

com ação antitumoral. Assim, as células de Sarcoma 180 estão entre as primeiras 

linhagens celulares a serem transplantadas por inoculação subcutânea em animais e 

as mais utilizadas nas pesquisas que envolvem tumor experimental (ASSEF et al., 

2002; LEE et al., 2003; MAGALHÃES et al., 2006; FERREIRA et al., 2016). 

Quando é inoculado pela via intramuscular, as células de S180 dão origem a 

tumor sólido e quando inoculado no peritônio origina um tumor ascítico, crescendo 

rapidamente em 90% dos animais inoculados, mas regride em 8-10% dos casos 

(ASSEF et al., 2002). Schabel et al. (1977) mostrou que melhores resultados 

dependem do procedimento de tratamento, o qual deve ser iniciado dentro de 48 h 
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após o transplante do tumor. Neste período, as células tumorais já iniciaram a 

formação de nódulos tumorais. Com base nestes achados, o tratamento foi realizado 

dentro de 24 h após a inoculação com S180. Os resultados da avaliação da 

atividade antitumoral dos camundongos transplantados com células tumorais de 

Sarcoma 180 e tratados com a substância isolada do veneno de anfíbios podem ser 

observados na figura 9. As duas doses testadas da marinobufagina (2,5 e 5 mg/kg) 

não inibiram o crescimento tumoral in vivo (0.97 ± 0.28 e 0.66 ± 0.21 g, 

respectivamente), quando comparadas ao controle negativo (0.73 ± 0.12 g), 

enquanto que o quimioterápico 5-fluorouracil, utilizado com controle positivo, reduziu 

significativamente o crescimento da massa tumoral para 0.26 ± 0.05 g. 

 

Figura 9 – Atividade antitumoral da marinobufagina em camundongos Swiss fêmeas 

transplantadas com o Sarcoma 180 e tratadas por via intraperitoneal (2,5 e 5 mg/kg/dia) 

durante 7 dias consecutivos. O controle negativo recebeu o veículo de diluição da amostra 

(DMSO 5%). O quimioterápico 5-Fluorouracil (5-FU, 25 mg/Kg/dia) foi usado como controle 

positivo. Os dados foram expressos como a média ± erro padrão da média (E.P.M.). * p < 

0.05 comparado com o controle negativo por análise de variância (ANOVA), seguido de 

Student Newman-Keuls. 

 

A avaliação histopatológica do Sarcoma 180 (Figura 10A) evidenciou um 

tecido parenquimatoso com grandes placas de células tumorais circundadas por um 

escasso estroma conjuntivo, pouco vascularizado e sem cápsula definida. A massa 

neoplásica apresentou 1-2 terços de áreas necróticas distribuídas difusamente, 

circundadas por infiltrado inflamatório brando e misto (de neutrófilos degenerados e 

leucócitos mononucleares) e com vasos sanguíneos periféricos dilatados e 
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congestos. As células se apresentaram com morfologia pleomórfica e com 

hipercromasia nuclear, grande número de mitoses com características normais e 

atípicas e relação núcleo-citoplasma de 1:2 e 1:1, o que evidencia um padrão 

anaplásico celular. Tais achados foram mais evidentes no grupo controle negativo, 

mas também esteve presente nos outros grupos e confirmam estudos microscópicos 

que mostraram células redondas e poliédricas, de citoplasma basófilo, com 

anisocariose, binucleação, mitoses frequentes, diferentes graus de pleomorfismo 

celular e nuclear, alterações na condensação da cromatina e estroma conjuntivo 

vascularizado, circundando e permeando o tumor com necrose central 

(ZUCKERBERG, 1973; KAWAKUBO et al., 1980; FERREIRA et al., 2015, 2016). 

As características histológicas da massa tumoral do grupo tratado com a dose 

de 2,5 mg/kg/dia em relação as do grupo controle revelaram uma extensa área de 

necrose e presença de células tumorais invadindo a musculatura esquelética do 

tecido em que foi implantado as células tumorais (Figura 10C). Observou-se 

congestão mais intensa dos vasos neoplásicos e hemorragia multifocal na periferia 

da massa tumoral e em seu interior. Enquanto isso, a massa tumoral dos animais 

tratados com a dose de 5 mg/kg/dia (Figura 10D) mostrou um parênquima mais 

rarefeito, com diminuição da população celular neoplásica e infiltrado inflamatório 

mononuclear mais pronunciado (macrófagos e linfócitos) em relação ao do grupo 

controle. Linfonodo regional com hiper-reatividade e hiperplasia de folículos linfoides 

foi detectado. As características histológicas diferenciais da massa tumoral do grupo 

tratado com 5-FU em relação ao do grupo controle revelaram áreas difusas de 

necrose com infiltração adipogênica significativa (Figura 10B), provavelmente 

devido à morte das células neoplásicas e substituição tecidual por tecido adiposo.  
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Figura 10 – Análise histológica dos tumores Sarcoma 180 de camundongos (Mus musculus) 

Swiss tratados com a marinobufagina durante sete dias consecutivos. O controle negativo 

(A) foi tratado com o veículo de diluição da substância (DMSO 5%). O quimioterápico 5-

Fluorouracil, na dose de 25 mg/kg/dia, foi usado como controle positivo (B). A 

marinobufagina foi administrada, via intraperitoneal, nas doses de 2,5 (C) e 5 mg/kg/dia (D). 

Coloração por hematoxilina/eosina e visualização por microscopia óptica. Aumento de 100x. 

 

 Uma vez que estudos anteriores sugerem células murinas como pouco 

sensíveis aos bufadienolídeos (GAO et al., 2011; TOUZA et al., 2011; BANULS et 

al., 2013a; LAURSEN et al., 2015), a ausência de atividade antitumoral in vivo 

corrobora a literatura, pois células de S180 também não revelaram sensibilidade 

citotóxica à marinobufagina usando o ensaio Alamar Blue, embora alterações 

apoptóticas e danos genômicos tenham verificados em baixa extensão mas de 

forma estatisticamente significante no ensaio do CBMN. Diante disso, células 

tumorais humanas de carcinoma de cólon da linhagem HCT-116 foram usadas para 

avaliar a ação anticâncer em modelo xenográfico da linhagem CB17 SCID. 
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Os modelos tumorais xenográficos são desenvolvidos a partir de implantes 

dos tumores humanos em camundongos imunologicamente comprometidos, os 

quais não apresentam linfócitos T e B, permitem o desenvolvimento do tumor de 

células de espécie diferente sem o combate pelo sistema imune e estão entre os 

sistemas animais mais comumente utilizados na descoberta de fármacos 

quimioterápicos (PEREIRA et al., 2008; JONG; MAINA, 2010; COOK; JODRELL; 

TUVESON, 2012; BEZERRA et al., 2015). Tais modelos são considerados 

homogêneos, de fácil reprodutibilidade e de custo intermediário, mas possui duas 

desvantagens principais: não permitem o estudo do processo tumorigênico e o 

câncer é tratado como uma doença celular isolada e não como o resultado da 

interação tumor-hospedeiro, o que é caracterizado por uma representação diferente 

da doença humana (JONG; MAINA, 2010; HILLMAN et al., 2010; COOK; JODRELL; 

TUVESON, 2012). 

A tabela 5 apresenta o peso dos tumores e o percentual de inibição 

observado após o tratamento com a marinobufagina. As duas doses testadas (2,5 e 

5 mg/kg/dia) reduziram significativamente (26.3 e 46.5 %, p < 0.05) o crescimento da 

massa tumoral (0.59 ± 0.05 g e 0.43 ± 0.04 g, respectivamente) quando comparadas 

ao grupo controle negativo (0.81 ± 0.10 g).  

 

Tabela 5 – Efeito da marinobufagina após 15 dias de tratamento via intraperitoneal sobre a 

massa tumoral de camundongos CB17 SCID inoculados com células de carcinoma de cólon 

HCT-116. 

Tratamento 
Dose 

(mg/kg) 
Sobrevida Tumor (g) 

Inibição  

tumoral (%) 

Controle negativo - 14/15 0.81 ± 0.10 - 

5-FU 15 13/15 0.59 ± 0.03* 26.2* 

Marinobufagina 

2.5 15/15 0.59 ± 0.05* 26.3* 

5 14/15 0.43 ± 0.04* 46.5* 

*Valores correspondem à média ± E.P.M. O controle negativo foi tratado com o veículo (DMSO 5%) 

utilizado para solubilizar e diluir a substância teste. * p < 0.05 quando comparado ao grupo controle 

negativo por ANOVA (análise de variância) seguido por Student Newman-Keuls. 

  



107 

 

 A avaliação histopatológica do tumor HCT-116 (Figura 11A) mostrou um 

parênquima contendo aglomerados compactos de células tumorais de aspecto 

ovóide e poliédrico, circundadas por um denso estroma conjuntivo vascularizado. A 

massa neoplásica apresenta um padrão de crescimento anárquico, com células 

apresentando características anaplásicas como hipercromasia nuclear, nucléolos 

evidentes, grande número de figuras de mitoses atípicas e aberrantes (mitose 

explosiva, ou com três fusos) e relação núcleo-citoplasma 1:1. Observou-se a 

presença de vários vasos neoformados neoplásicos, o que justifica as áreas focais 

de hemorragia, e infiltrado linfocitário ao redor dos nódulos de células tumorais. 

As características histológicas da massa tumoral dos animais tratados com a 

marinobufagina na dose de 2,5 mg/kg/dia em relação ao grupo controle revelaram 

áreas multifocais de necrose lítica e intensa hemorragia e deposição de fibrina 

(Figura 11C). Ao redor das áreas necróticas observou-se macrófagos espumosos 

(foam cells). Com relação ao grupo marinobufagina 5 mg/kg/dia, as características 

histológicas diferenciais da massa tumoral mostraram um parênquima celular 

tumoral mais rarefeito em relação ao do grupo controle, com diminuição da 

população celular neoplásica devido a necrose, entremeada por focos de 

hemorragia e infiltrado inflamatório mononuclear mais pronunciado (macrófagos e 

linfócitos) (Figura 11D). O grupo tratado com 5-FU (15 mg/kg/dia, Figura 11B) 

mostrou áreas difusas e mais extensas de necrose e hemorragia localizadas na 

porção central da neoformação, associada a infiltração adipogênica significativa 

quando comparadas com o grupo controle (Figura 11A). 
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Figura 11 – Análise histológica dos tumores HCT-116 de camundongos imunodeficientes 

tratados com a marinobufagina durante quinze dias consecutivos. O controle negativo (A) foi 

tratado com o veículo de diluição da substância (DMSO 5%). O quimioterápico 5-

Fluorouracil, na dose de 15 mg/kg/dia, foi usado como controle positivo (B). A 

marinobufagina foi administrada, via intraperitoneal, nas doses de 2,5 (C) e 5 mg/kg/dia (D). 

Coloração por hematoxilina/eosina e visualização por microscopia óptica. Aumento de 100x. 

 

A linhagem celular HCT-116 foi previamente estudada como um modelo de 

câncer de cólon humano ortotópico invasivo e metastático. A caracterização do 

comportamento dessa linhagem revelou crescimento tumoral primário no primeiro 

dia pós-implantação. No modelo xenográfico de tumor ortotópico, as células 

tumorais são implantadas no mesmo sítio de origem do tumor, enquanto que no 

modelo heterotópico ou ectópico (como no presente estudo), as células são 

inoculadas em um sítio anatômico diferente da sua origem, o qual apresenta como 

uma das principais vantagens a possibilidade de uso de células tumorais humanas. 

No modelo ortotópico com células HCT-116 entre duas e quatro semanas pós-

implantação, os animais apresentaram massa abdominal palpável e evidente 
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disseminação peritoneal do tumor após quatro semanas, e por 4 semanas foram 

encontradas evidências de metástases hepáticas. Modelos xenográficos 

subcutâneos geram dados sobre o crescimento do tumor em tempo relativamente 

curto para análise, mas não permitem coletar dados sobre tumores secundários uma 

vez que raramente metastatizam (RAJPUT et al., 2008; JUNG, 2014). 

Estudos indicam que os fármacos que revelam atividade em mais de um terço 

dos modelos xenográficos, mostraram maior probabilidade em apresentar atividade 

anticâncer em pelo menos um dos testes clínicos empregados de Fase II quando 

comparados àqueles que não alcançaram o nível de eficácia exigido nos 

xenográficos (DECKER et al., 2004). A cinobufotalina, um bufadienolídeo extraído 

das secreções da pele de sapos que compõem a medicina tradicional chinesa e 

utilizada como agente cardiotônico, diurético e hemostático, inibiu o crescimento 

tumoral da linhagem celular A549 em modelo de tumor xenográfico de pulmão (KAI 

et al., 2014). A bufalina também exibiu efeito antitumoral significativo após 

transplante ortotópico de carcinoma hepatocelular humano em camundongos nude 

(HAN et al., 2007; GAO et al., 2011).  

 

4 CONCLUSÃO 

 

A molécula marinobufagina apresentou uma notável capacidade citotóxica 

contra linhagens tumorais humanas, inibiu a proliferação celular de raízes de Allium 

cepa, parando-as em intérfase, causou danos cromossômicos em células 

meristemáticas radiculares e de Sarcoma 180 in vitro e revelou, pela primeira vez, 

ação antitumoral in vivo contra células tumorais humanas, cuja diminuição da 

população celular neoplásica devido à necrose entremeada por focos de 

hemorragia e pronunciado infiltrado inflamatório mononuclear foi evidente, embora 

a marinobufagina tenha sido ineficaz contra o crescimento in vivo do tumor 

Sarcoma 180. 
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RESUMO 
 
Os animais produtores de toxinas são considerados importantes fontes de 
substâncias farmacológicas. Os anfíbios possuem um arsenal químico com funções 
principais de defesa contra infecções de microorganismos e predadores. No 
contexto da terapia antineoplásica, a determinação do potencial toxicológico de 
novas substâncias antiproliferativas merece grande atenção devido ao risco de 
efeitos adversos. Assim, uma avaliação toxicológica deve ser realizada para 
determinar os potenciais efeitos adversos e proporcionar orientações para a seleção 
de uma dose “segura” para os seres humanos. Dessa forma, o presente estudo teve 
por objetivo avaliar parâmetros toxicológicos e morfológicos em células e animais 
tratados com o bufadienolídeo marinobufagina isolado do veneno do sapo Rhinella 
marina. Para avaliar a toxicidade da marinobufagina em células normais, utilizou-se 
os métodos de MTT e Alamar Blue. Diante disso, três tipos de células normais foram 
avaliadas: uma linhagem murina (L-929), uma linhagem de macaco (BGMK) e 
cultura primária de leucócitos humanos (CMSP). Realizou-se um screening do perfil 
de toxicidade aguda da marinobufagina e prosseguiu-se para estudos de toxicidade 
subaguda em camundongos Swiss após tratamento durante 7 dias nas doses de 
2.5; 5 e 7.5 mg/kg/dia e camundongos imunodeficientes da linhagem CB17 SCID 
tratados por 15 dias consecutivos, nas doses de 2.5 e 5 mg/kg/dia. O composto 
apresentou ação antiproliferativa em CMSP com CI50 de 4.35 (2.49 - 7.75) μg/mL, no 
entanto essa atividade é até 72.5 vezes maior contra células leucêmicas, enquanto 
que as linhagens L-929 (fibroblasto murino) e BGMK não mostraram sensibilidade à 
marinobufagina (> 10 µg/mL). Os resultados do screening demonstraram que 2 dos 
3 animais tratados com a dose de 10 mg/kg da marinobufagina apresentaram 
alterações comportamentais semelhantes a crises convulsivas. Porém, nenhuma 
morte foi detectada. Nos estudos de toxicidade subaguda, apenas as maiores doses 
(7.5 e 5 mg/kg/dia) foram capazes de reduzir o peso corporal dos animais (28.9 ± 0.6 
e 18.1 ± 0.7 g, p< 0.05) e alterações no peso relativo dos órgãos não foram 
detectadas (p> 0.05). Em relação aos parâmetros séricos de camundongos CB17 
SCID, observou-se um aumento dos níveis de creatinina em ambas as doses (2.5 
mg/kg/dia: 0.87 ± 0.06 mg/dL e 5 mg/kg/dia: 0.95 ± 0.08 mg/dL) quando comparadas 
ao controle negativo (0.65 ± 0.07 mg/dL, p< 0.05). Uma vez que os animais tratados 
apresentaram redução de peso, decidiu-se avaliar se a substância altera o trânsito 
intestinal. Assim, a marinobufagina (2.5, 5 e 7.5 mg/kg/dia i.p., p > 0.05) não alterou 
a distância percorrida pelo carvão ativado (77.3 ± 3.2, 85.4 ± 4.1 e 90.7 ± 5.7 %) 
quando comparada ao controle negativo (78.6 ± 4.4 %). Realizou-se ainda uma 
avaliação histológica de orgãos-chave para ajudar a elucidar o potencial tóxico do 
composto. Em suma, a marinobufagina demonstrou citotoxicidade em células 
mononucleares normais humanas, foi inativa contra fibroblastos de camundongos e 
células de rim de macaco, não induziu alterações hematológicas nem alterou o 
trânsito intestinal, mas causou aumento dos níveis séricos de creatinina em 
camundongos  após 15 dias de tratamento. Em conjunto com as análises teciduais, 
os resultados dos testes in vivo revelaram toxicidade branda até a concentração de 
7.5 mg/kg/dia, alterações histológicas renais e hepáticas reversíveis e ação 
epileptogênica na dose de 10 mg/kg. 

 
Palavras-chave: Parâmetros Hematológicos. Histopatologia. Motilidade intestinal. 
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Toxicity of the Marinobufagin molecule: cellular and systemic parameters 

 
ABSTRACT 
 
The toxin-producing animals are considered important sources of pharmacological 
substances. Amphibians have a chemical arsenal with main functions of defense 
against predators and infections of microorganisms. In the context of antineoplastic 
therapy, the determination of the toxicological potential of new antiproliferative 
substances deserves great attention due to the risk of adverse effects. Thus, a 
toxicological evaluation must be performed to determine the potential adverse effects 
and provide orientations for the selection of a "safe" dose for humans. This way, the 
present study aimed to evaluate toxicological and morphological parameters in cells 
and animals treated with the bufadienolide marinobufagin isolated from the toad 
poison of Rhinella marina. To evaluate the toxicity of marinobufagin in normal cells, it 
was used the methods of MTT and Alamar Blue. Three types of normal cells were 
evaluated: a murine line (L-929), a monkey line (BGMK) and a primary human 
leukocyte culture (PBMC). It was made a screening of the acute toxicity profile of 
marinobufagin. Then, it was procced subacute toxicity studies with Swiss mice after 7 
days of treatment with doses of 2.5; 5 and 7.5 mg/kg/day and immunodeficient mice 
of the CB17 SCID lineage treated for 15 consecutive days at doses of 2.5 and 5 
mg/kg/day. The compound showed antiproliferative action on PBMC with IC50 of 4.35 
(2.49 - 7.75) μg/ml. This activity is up to 72.5 times higher against leukemic cells, 
whereas the L-929 (murine fibroblast) and BGMK strains showed no sensitivity to 
marinobufagina (> 10 µg/mL). The screening results showed that 2 of the 3 animals 
treated with the dose of 10 mg/kg of marinobufagin had behavioral changes similar to 
seizures. However, no death was observed. In the subacute toxicity studies, only the 
highest doses (7.5 and 5 mg/kg/day) were able to reduce the body weight of the 
animals (28.9 ± 0.6 and 18.1 ± 0.7 g, p< 0.05), and it was not detected changes in 
relative weight of organs (p> 0.05). In relation to the serum parameters of CB17 
SCID mice, an increase in creatinine levels was observed in both doses (2.5 
mg/kg/day: 0.87 ± 0.06 mg/dL and 5 mg/kg/day: 0.95 ± 0.08 mg/dL) when compared 
to the negative control (0.65 ± 0.07 mg/dL, p< 0.05). Once the treated animals 
presented weight reduction, it was decided to evaluate if the substance changes the 
intestinal transit. The marinobufagin (2.5, 5 and 7.5 mg/kg/day i.p., p> 0.05) did not 
change the distance travelled by activated carbon (77.3 ± 3.2, 85.4 ± 4.1 and 90.7 ± 
5.7%) when compared to the negative control (78.6 ± 4.4 %). A histological 
evaluation of key organs was also performed to help to elucidate the toxic potential of 
compound. In summary, marinobufagin demonstrated cytotoxicity in normal human 
mononuclear cells, was inactive against mouse fibroblasts and monkey kidney cells, 
did not induce hematological changes or alter intestinal transit, but caused increased 
serum creatinine levels in mice after 15 days of treatment. The combination of the 
tissue analyzes and the in vivo test results revealed mild toxicity up to 7.5 mg/kg/day, 
reversible renal and hepatic histological changes, and epileptogenic action at the 
dose of 10 mg/kg. 

 

Keywords: Hematologic Parameters. Histopathology. Intestinal Motility. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Grande parte dos medicamentos encontrados no mercado é derivada direta 

ou indiretamente de vegetais, microorganismos, organismos marinhos, vertebrados 

e invertebrados terrestres. Portanto, mais da metade dos novos medicamentos 

lançados são derivados de produtos naturais, mostrando que essa fonte é muito 

importante nos estudos de desenvolvimento de novos medicamentos (BRANDÃO et 

al., 2010; PEREIRA et al., 2015). Dentre estes, os animais produtores de toxinas são 

considerados importantes fontes de substâncias farmacológicas e amplamente 

utilizados como recursos medicinais para o tratamento e alívio de enfermidades 

(COSTA-NETO, 2005).  

Os anfíbios, especialmente da família Bufonidae, possuem um arsenal 

químico que incluem esteróides (bufadienolídeos), alcalóides, aminas biogênicas, 

derivados guanidínicos e peptídeos farmacologicamente ativos. A pele úmida desses 

animais, característica importante para as trocas gasosas, torna-se um local propício 

para a proliferação de microorganismos. Por isso, do ponto de vista evolutivo, os 

anfíbios desenvolveram como estratégia de defesa, a produção e secreção de 

toxinas com ações antimicrobianas (bactericida, fungicida e antiviral) e contra 

predadores (DALY, 1995; DUELLMAN; TRUEB, 1996; CLARKE, 1997; MONTI; 

CARDELLO, 1999; PRATES; BLOCH-JUNIOR, 2000; OLIVEIRA; PIRES JUNIOR, 

2011). 

Muitos estudos têm demonstrado o potencial dos bufadienolídeos contra 

células tumorais em modelos in vitro e in vivo (LEFRANC et al., 2008; CUNHA-

FILHO et al., 2010; LIU et al., 2011; QI et al., 2011; MIJATOVIC et al., 2012; 

BAÑULS et al., 2013a, 2013b; FERREIRA et al., 2013; SCHMEDA-HIRSCHMANN et 

al., 2014, 2016, 2017). No contexto da terapia antineoplásica, a determinação do 

potencial toxicológico de novas substâncias antiproliferativas merece grande 

atenção devido ao risco de efeitos adversos que estão quase sempre relacionados a 

uma estreita janela terapêutica, à múltipla resistência farmacológica e às 

similaridades morfológicas e fisiológicas entre células normais e transformadas, o 

que torna difícil evitar a toxicidade advinda do tratamento, principalmente, para 

pacientes no estágio avançado da doença, quando os efeitos adversos da 

quimioterapia podem superar os benefícios e aumento da sobrevida não é 

acompanhado pela melhora da qualidade de vida (SOUZA et al., 2007). Logo, uma 
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avaliação toxicológica deve ser realizada para determinar os potenciais efeitos 

adversos e proporcionar orientações para a seleção de uma dose possivelmente 

“segura” para os seres humanos (KAMB, 2005; RHIOUANIA et al., 2008; SILVA et 

al., 2014). O presente estudo avaliou parâmetros toxicológicos e morfológicos em 

células e animais tratados com o bufadienolídeo marinobufagina isolado do veneno 

do sapo Rhinella marina. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 
2.1 Coleta, isolamento e identificação do composto 

A coleta da secreção do veneno de sapo de Rhinella marina foi realizada no 

estado do Mato Grosso. Os animais foram identificados pelo professor Dr. Domingos 

de Jesus Rodrigues (D.J.R. – IBAMA, SISBIO: número 30034-1). Modelos das 

espécies (R. marina - ABAM-H 1262) foram depositadas no Acervo Biológico da 

Amazônia Meridional (Sinop, Mato Grosso, Brasil). A extração e identificação da 

molécula marinobufagina (Figura 1) foram realizadas conforme Ferreira et al. (2013). 

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Pesquisa Animal da 

Universidade Federal do Mato Grosso (#23108.700260/14-7) e estão em 

conformidade com as Diretrizes Brasileiras (COBEA - Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal) e internacionais sobre o tratamento e a utilização de 

animais em experimentação. 

 

 

Figura 1 – Estrutura molecular da marinobufagina. 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874114002670#bib31
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2.2 Determinação da atividade citotóxica in vitro 

 
2.2.1 Cultivo celular 

As linhagens celulares utilizadas para avaliação da atividade citotóxica foram 

obtidas a partir do banco de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro e 

suas respectivas concentrações de plaqueamento para o teste do MTT estão 

discriminadas na Tabela 1. 

As linhagens celulares foram manuseadas em cabine biológica com ambiente 

estéril e mantidas em incubadora de células a 37 ºC e 5% de CO2 e cultivadas em 

frascos plásticos para cultura (25 cm2, volume de 50 mL ou 75 cm2, volume de 250 

mL, Corning), utilizando o meio de cultura RPMI 1640 ou DMEN suplementado com 

10% de soro fetal bovino e 1% de antibióticos para uma concentração final de 100 

U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina. As culturas tiveram seu 

crescimento acompanhado sob microscópio óptico de inversão a cada 24 h. Quando 

necessário, as células foram repicadas em meio de cultura novo. Para o 

desprendimento das células aderidas foi utilizado solução de tripsina-EDTA 0,5% 

(Gibco, Brasil) diluída em PBS.    

 

Tabela 1 – Linhagens celulares utilizadas no ensaio de citotoxicidade do MTT. 

Linhagem 
Celular 

Tipo Histológico Concentração 

BGMK Buffalo green monkey Kindey 0.7 x 106céls/ mL 

L-929 Fibroblasto murino 0.1 x 106céls/ mL 

 

 

2.2.2 Análise de citotoxicidade pelo ensaio do MTT em linhagens normais 

A capacidade citotóxica foi determinada usando o método do MTT 

(MOSMANN, 1983). O ensaio consiste em uma análise colorimétrica baseada na 

conversão do sal 3-(4,5- dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium 

(MTT) em azul de formazan, pela atividade da enzima mitocondrial succinil-

desidrogenase presente nas células metabolicamente ativas (MOSMANN, 1983; 

BERRIDGE et al., 1996), permitindo calcular indiretamente a quantidade de células 

vivas. 

As células foram distribuídas em placas de 96 poços em densidade ajustada 

para cada linhagem, como mostrado na Tabela 1. A substância marinobufagina 
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(0.004 – 10 µg/mL) foi acrescentada e o quimioterápico Doxorrubicina (0.005 – 5 

µg/mL) foi usado como controle positivo. Como controle negativo, utilizou-se DMSO 

0,1%. Após 69h de incubação, as placas foram centrifugadas (1500 rpm/15 min) e o 

sobrenadante foi descartado. Cada poço recebeu 150 µL da solução de MTT (10% 

em meio RPMI 1640) e foi reincubada durante 3 h em estufa a 37ºC e a 5% CO2. 

Após esse período, as placas foram novamente centrifugadas (3000 rpm/10 min), o 

sobrenadante foi desprezado, e o precipitado foi ressuspendido em 150 µL de 

DMSO para a quantificação do sal reduzido (formazan) nas células vivas. As 

absorbâncias foram mensuradas através do espectrofotômetro de placa utilizando o 

programa Mutimode Detection Software (Beckman Coulter Inc.) no comprimento de 

onda de 595 nm. 

 

2.2.3 Avaliação da atividade citotóxica em cultura primária de células 

mononucleares do sangue periférico 

A atividade do composto marinobufagina em células mononucleares de 

sangue periférico humano (CMSP) foi investigada utilizando o ensaio Alamar Blue®. 

Sangue humano heparinizado obtido de voluntários sadios, não-fumantes, que não 

fizeram uso de qualquer droga por pelo menos 15 dias antes da coleta, com idade 

entre 18-35 anos, foi coletado e as células mononucleares do sangue periférico 

(CMSP) foram isoladas pelo método padrão de centrifugação de gradiente de 

densidade por Ficoll Paque®. Todos os estudos foram realizados em conformidade 

com as diretrizes de pesquisa brasileira (Lei 466/2012, do Conselho Nacional de 

Saúde) e com a Declaração de Helsinki. 

As células mononucleares de sangue periférico foram isoladas a partir de uma 

amostra de 2 mL de sangue periférico acrescida de 0,5 mL de PBS estéril. Essa 

mistura foi adicionada a um tubo falcon com 200 µL de Ficoll (Ficoll Paque® Plus) e 

submetida à centrifugação (2000 rpm por 30 min) (Figura 2). Em seguida, a região 

intermediária entre as hemácias e o soro chamada de nuvem de linfócitos foi 

aspirada e adicionada a um terceiro tubo. Posteriormente, completou-se com PBS 

até o volume de 11 mL e centrifugou-se o tubo a 1000 rpm por 20 min. O 

sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi ressuspendido em 1 mL de 

PBS. As células foram colocadas em meio RPMI 1640 suplementado com 20% de 

soro fetal bovino e 100 U/mL de penicilina/estreptomicina para uma concentração 

final de 3 x 105 células/mL. Fitohemaglutinina (4%) foi adicionada para induzir a 
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proliferação celular. As células foram incubadas 24 h antes da adição da amostra. 

Marinobufagina foi adicionada (0.004 – 50 µg/mL) e a placa foi incubada em estufa a 

37°C com atmosfera de 5% de CO2 e 95% de umidade. O quimioterápico 

Doxorrubicina (0,005 – 5.0 μg/mL) foi utilizado como controle positivo.  

 

 

Figura 2 – Isolamento de CMSP por meio da tecnologia de Ficoll Paque® Plus. Fonte: 

Genetic Resources Core Facility (2017), com adaptações.   

 

 

Vinte e quatro horas antes de completar o período de incubação de 72 h, 20 

µL da solução estoque (0,156 mg/mL) de Alamar Blue foram adicionados em cada 

poço. Após 72 h de incubação, as absorbâncias foram medidas em 

espectrofotômetro a 570 nm (reduzido) e 595 nm (oxidado). Para o cálculo da 

inibição da proliferação celular (PC), utilizou-se a seguinte fórmula: PC (%) = ALW – 

(AHW x R0) x 100, onde ALW e AHW são as absorbâncias no menor e maior 

comprimento de onda, respectivamente. O R0 foi calculado utilizando a seguinte 

fórmula: R0 = AOLW/AOHW. Onde, AOLW e AOHW são as absorbâncias do meio 

adicionado ao Alamar Blue subtraído das absorbâncias do meio isolado nos 

comprimentos de onda menor e maior, respectivamente (FERREIRA et al., 2013). 
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2.3 Estudo de toxicidade in vivo 

2.3.1 Animais 
 

 Foram utilizados duas linhagens de camundongos Mus musculus do sexo 

feminino: Swiss e CB17 SCID, ambas com 2 meses de idade e peso variando de 25-

30 g. Os camundongos Swiss foram provenientes do Biotério Central do Centro de 

Ciências Agrárias da Universidade Federal do Piauí. Durante todos os experimentos, 

os animais foram aclimatados a 25 ± 2 ºC e mantidos em gaiolas de acrílico de 30 x 

30 cm2, com ciclo claro/ escuro de 12 h, receberam ração padrão tipo Purina® e 

água ad libitum. Os experimentos foram realizados de acordo com os princípios 

éticos na experimentação animal do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA). Todos os procedimentos foram previamente aprovados pelo Comitê de 

Ética em Experimentação Animal (CEEA - Protocolo 0133/16) da Universidade 

Federal do Piauí (UFPI, Teresina). Os camundongos imunodeficientes da linhagem 

CB17 SCID foram provenientes da FIOCRUZ/Bahia. Todos os procedimentos foram 

previamente aprovados pela Comissão de Ética para o Uso de Animais (CEUA - 

Protocolo 006/2015) no uso de animais do Instituto Gonçalo Moniz (IGM, FIOCRUZ, 

Bahia). 

 

2.3.2 Toxicidade aguda  

Levando em consideração a minimização da dor e do sofrimento, bem como a 

garantia da robustez e reprodutibilidade dos estudos, realizou-se a metodologia de 

toxicidade aguda Classe Tóxica, estabelecida pela Organização para a Cooperação 

e Desenvolvimento Econômico (Organisation for Economic Co-operation and 

Development, OECD), número 423 (OECD 423) (OCDE, 2001). Uma vez que 

estudos prévios já detalham a toxicidade e farmacologia de compostos da classe 

dos bufadienolídeos, este estudo foi realizado utilizando até a dose 10 mg/kg 

(NOGUEIRA et al., 2000; ANVISA, 2013). 

Antes das administrações, os animais – camundongos Swiss fêmeas - foram 

aclimatados durante 5 dias no Biotério sectorial de Experimentação do Programa de 

Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas (PPGCF)  e mantidos em jejum por 4-6h 

com acesso à água ad libitum antes da administração. Uma dose única (1.25, 2.5, 5 

ou 10 mg/kg, n=3/grupo) foi administrada via intraperitoneal. O controle negativo 

recebeu dimetilsulfóxido 5 % em água destilada. Os animais foram alimentados após 
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2h e observados para detecção de morte e outros sinais e sintomas de toxicidade 

aos 30 min, 1h, 2h e 4h. Foram avaliados os efeitos sobre: a) Estado de consciência 

e disposição (frênito vocal e irritabilidade); b) Coordenação motora (atividade geral, 

resposta ao toque, resposta ao aperto de cauda, contorção abdominal, reflexo de 

endireitamento); c) Tônus muscular (tônus do corpo, força para agarrar, ataxia); d) 

Reflexos (corneal); e) Atividade do sistema nervoso central (tremores, convulsões, 

estimulações, fenômeno de “Straud”, hipnose, anestesia); f) Atividade do sistema 

nervoso autônomo (lacrimação, ptose, micção, defecação, piloereção, respiração) 

(LUCIO et al., 2000). 

 

2.3.3 Toxicidade subaguda em camundongos Swiss 

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos (n= 7 animais/grupo). 

Como controle negativo, utilizou-se o veículo de diluição da amostra (dimetilsulfóxido 

5%). Para a marinobufagina foram estabelecidas as doses de 2.5, 5 e 7.5 mg/kg/dia, 

administradas por via intraperitoneal com base nos estudos prévios de toxicidade 

aguda. O tratamento foi realizado durante 7 dias consecutivos. 

Os animais foram pesados antes e após o tratamento e observados quanto ao 

aparecimento de qualquer sinal de toxicidade, como diarréia, letargia e convulsões. 

Antes da coleta de sangue, os animais foram submetidos a um jejum de 4-6 h. Para 

a coleta de sangue realizada por punção cardíaca ventricular com seringas estéreis, 

os animais foram anestesiados com xilazina (5 mg/kg) e cetamina (90 mg/kg). Para 

determinação dos parâmetros hematológicos, o sangue foi acondicionado em tubos 

contendo anticoagulante e para a avaliação dos parâmetros bioquímicos, utilizou-se 

tubos sem anticoagulante. Em seguida, os animais foram eutanasiados por 

administração de pentobarbital sódico (150 mg/kg) via intraperitoneal e os órgãos 

(fígado, baço, rins, estômago, coração e pulmões) foram dissecados para análise 

macroscópica (lesões graves ou alterações de cor e hemorragia) e cálculo do peso 

relativo. 

Para determinação do perfil bioquímico, o material foi centrifugado a 2000 rpm 

durante 10 minutos e, em seguida, determinados os parâmetros metabólicos: 

colesterol total, uréia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST), alanina 

aminotransferase (ALT) e glicose. Os ensaios foram realizados em aparelho semi-
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automático Labmax 240 com sistemas comerciais da Labtest® e seguindo as 

orientações do fabricante. 

Os valores dos eritrócitos, leucócitos, plaquetas, hemoglobina, hematócrito e 

os índices hematimétricos volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina 

corpuscular média (HCM) e concentração de hemoglobina corpuscular média 

(CHCM) foram determinados em analisador automático de células hematológicas 

Advia 120/Hematology Siemens. A contagem diferencial de leucócitos foi realizada 

em extensões de lâminas coradas com May-Grünwald-Giemsa. Em cada lâmina, 

100 células foram analisadas e contadas.  

 

2.3.4 Toxicidade subaguda em camundongos CB17 SCID 

Os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos (n=15 animais/grupo). 

Como controle negativo, utilizou-se o veículo de diluição da amostra (dimetilsulfóxido 

5%). Para a marinobufagina foram estabelecidas as doses de 2.5 e 5 mg/kg/dia, 

administradas por via intraperitoneal com base nos estudos prévios de toxicidade 

aguda. O tratamento foi realizado durante 15 dias consecutivos. 

Análises hematológicas foram realizadas por microscopia óptica. Parâmetros 

hematológicos, incluindo contagem de eritrócitos e de leucócitos totais, bem como 

uma contagem diferencial de células brancas, foram quantificados. As análises 

bioquímicas de amostras de soro foram realizadas utilizando o rotor Vet-16 

(Hemagen Diagnostics Inc., Columbia, MD, EUA). Alanina aminotransferase (ALT), 

albumina e proteínas totais foram quantificadas como marcadores de dano/função 

hepática e uréia, creatinina, fósforo e cálcio foram quantificados para avaliar os 

parâmetros renais. A amilase foi quantificada para investigar a função pancreática. 

Colesterol e glicose foram quantificados para investigar alterações lipídicas e 

açúcares sanguíneos, respectivamente.  

Em seguida, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. O 

fígado, pulmões, coração e rins foram excisados e pesados para análise 

macroscópica (lesões graves ou alterações de cor e hemorragia) e cálculo do peso 

relativo. 
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2.4 Observações histopatológicas 

A coloração por Hematoxilina/Eosina (H/E) permite distinguir o citoplasma e o 

núcleo, sendo possível analisar a célula quanto a sua integridade nuclear, bem como 

alterações no citoplasma. A hematoxilina é um corante alcalino que tem afinidade 

pelas proteínas nucleares, dando ao núcleo uma cor azul. A eosina, ao contrário, 

liga-se ao citoplasma, conferindo-lhe uma coloração rósea. 

Imediatamente após a pesagem, os órgãos (fígado, rins e coração) foram 

armazenados em formalina tamponada 10%. Posteriormente, procedeu-se a análise 

macroscópica em relação à cor, tamanho e presença de focos hemorrágicos. Foram 

desidratados em concentrações crescentes de álcool (70-100%), álcool e xilol, xilol 

e, finalmente, foram impregnados e embebidos em parafina e os fragmentos de 

tecido foram seccionados de 4 a 6 µm de espessura em micrótomo e preparadas as 

lâminas, de acordo com o protocolo de métodos histológicos de rotina. 

Subseqüentemente, as lâminas foram coradas com hematoxilina-eosina e 

examinadas em microscópio óptico (400x). 

 

2.5 Avaliação do trânsito intestinal 

Camundongos Swiss fêmeas foram divididas aleatoriamente em 6 grupos (n= 

7 animais/grupo): controle negativo (dimetilsulfóxido 5%, i.p.), controle positivo para 

aumento do trânsito intestinal (bisacodil, 5 mg/kg, oral), controle positivo para 

redução do trânsito intestinal (atropina, 3 mg/kg, i.p.) e marinobufagina (2.5, 5 e 7.5 

mg/kg/dia, i.p.). Assim, 30 min após a última dose do tratamento de 7 dias 

consecutivos (grupos controle negativo e marinobufagina) e de dose única de 

bisacodil e atropina, os animais receberam uma suspensão de carvão ativo 10 % em 

solução de carboximetilcelulose 1,5 % na proporção de 0,3 mL/animal via oral por 

gavagem. Trinta minutos depois, os camundongos foram sacrificados com 

pentobarbital sódico (150 mg/kg) via intraperitoneal e o pequeno intestino (intestino 

delgado) foi retirado (desde o piloro até o início do ceco). O resultado (distância 

percorrida) foi expresso como porcentagem do comprimento total do intestino 

delgado (MILLER et al., 1981; HARRISON et al., 2004): 

 Trânsito intestinal (%) =   Distância percorrida pelo carvão ativado   x 100 

               Comprimento total do intestino delgado 
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2.6 Análises Estatísticas 

O composto foi testado em diluição seriada, em triplicata e em duas 

avaliações biológicas independentes (n=2). Os valores de CI50 (concentração 

inibitória média capaz de provocar 50% do efeito máximo) e seus respectivos 

intervalos de confiança (IC 95%) foram calculados a partir de regressão não-linear. 

Dados apresentados como médias ± erro padrão da média (E. P. M.) foram 

comparados usando análise de variância de uma via (ANOVA one-way) seguidas 

pelo teste de Student-Newman-Keuls (p < 0.05). Todas as análises estatísticas 

foram realizadas utilizando o programa GraphPad (Intuitive Software for Science, 

San Diego, CA, EUA). 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Testes pré-clínicos de toxicidade de candidatos a fármacos são realizados 

para caracterizar potenciais efeitos adversos e para fornecer estimativas iniciais da 

margem de segurança para seres humanos. No caso destes testes apresentarem 

resultados indesejáveis, estas moléculas são provavelmente eliminadas de futuros 

estudos (GREAVES et al., 2004). Assim, o desenvolvimento de novos produtos 

farmacêuticos não inclui apenas o perfil farmacocinético e farmacodinâmico, mas 

também fases essenciais da avaliação da segurança farmacológica e da janela 

terapêutica, incluindo a toxicologia sistêmica e genética. Os resultados destes 

estudos permitem a exclusão do candidato a um novo medicamento antes do 

dispêndio de tempo e de recursos materiais e humanos (WERMUTH, 2004; BASS et 

al., 2009; BRAMBILLA; MARTELLI, 2009). 

 

3.1 Citotoxicidade  

 A avaliação do potencial citotóxico de uma substância em células normais é 

de fundamental importância para determinar a seletividade do composto (ZUCO et 

al., 2002; ANAZETTI et al., 2003; CALDERÓN-MONTAÑO et al., 2014; FERREIRA 

et al., 2015), principalmente quando se leva em consideração seu pontencial 

anticâncer. Diante disso, três tipos de células normais foram avaliados quanto à 

citoxicidade da marinobufagina: uma linhagem murina (L-929), uma linhagem de 

macaco (BGMK) e cultura primária de leucócitos humanos (CMSP).  

 As células mononucleares de sangue periférico humano (CMSP) incluem 

linfócitos e monócitos e tem sido extremamente utilizadas no entendimento da 
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toxicidade de novas entidades químicas (COSTA et al., 2008; BARROS et al., 2013; 

FERREIRA et al., 2015; GOMES-JÚNIOR et al., 2015). Apenas elas se mostraram 

sensíveis à ação antiproliferativa da marinobufagina, cujo valor de CI50 foi de 4.35 

(2.49 – 7.75) μg/mL (Tabela 2). Comparativamente, isso sugere que a atividade 

citotóxica seja até 72.5 vezes maior contra células leucêmicas da linhagem HL-60 

(CI50 de 0.06 µg/mL). Previamente, nosso grupo de pesquisa revelou que os extratos 

dos venenos de sapos das espécies Rhinella marina e Rhaebo guttatus possui 

elevados índices de seletividade para células tumorais, sendo até 80 vezes mais 

seletivos contra células leucêmicas quando comparado à citotoxicidade contra 

leucócitos em divisão (FERREIRA et al., 2013). Uma vez que a molécula 

marinobufagina corresponde a 60% do extrato do veneno de R. marina (KERKHOFF 

et al., 2016), acredita-se que a marinobufagina seja o principal componente do 

extrato com ação citotóxica contra células tumorais e responsável, pelo menos em 

parte, pela atividade seletiva. Em estudo simultâneo, Lima (2016) realizou a 

avaliação da atividade genotóxica da marinobufagina em CMSP por meio do ensaio 

do cometa alcalino e esse composto não foi capaz de induzir danos significantes  ao 

DNA em concentrações próximas. 

Os resultados demonstraram que apenas células humanas foram sensíveis à 

marinobufagina. Muitos estudos sugerem que as classes químicas conhecidas de 

esteróides cardiotônicos, cardenolídeos (ex.: ouabaína e digoxina) e bufadienolídeos 

(ex.: helebregenina e bufalina) interagem com o mesmo sítio de ligação na 

subunidade α da Na+-K+-ATPase (WANSAPURA et al., 2009). A fraca atividade 

contra células murinas possivelmente está relacionada com as diferenças estruturais 

entre subunidades da Na+/K+-ATPases humanas e de camundongos, em que a 

presença de mutações na parte extracelular da subunidade α explica a sensibilidade 

aproximadamente 1000 vezes menor de células de camundongos aos esteróides 

cardiotônicos (MIJATOVIC et al., 2007; BANULS et al., 2013a). 
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Tabela 2 – Avaliação da atividade citotóxica da Marinobufagina em células normais 

avaliados pelo ensaio do MTT ou Alamar Blue após 72 h de incubação. 

Células Origem histológica 

CI50 (µg/mL)* 

Marinobufagina Doxorrubicina 

BGMK** 
Buffalo green monkey 

kidney 
>10 >5 

L-929** Fibroblasto murino >10 
0.66 

(0.43 – 0.88) 

CMSP*** Cultura primária 4.35 (2.49 – 7.75) 0.91 (0.55 – 1.89) 

*Valores de CI50 (concentração inibitória) e seus respectivos intervalos de confiança (IC 95%) foram 

calculados por regressão não linear a partir de dois experimentos independentes (n = 2). 

**Ensaio do MTT. 

***Ensaio do Alamar Blue. 

 

 

3.2 Toxicidade sistêmica e parâmetros fisiológicos 

 No Brasil, a toxicidade dos produtos naturais é quase sempre colocada em 

segundo plano (FERREIRA et al., 2009; PEREIRA et al., 2015). O uso imprudente, 

muitas vezes até para finalidades diferentes daquelas tradicionalmente empregadas, 

sua identificação errônea, a presença de adulterantes e contaminantes, as 

associações e sinergismos possíveis, assim como a obtenção ou preparo indevidos 

podem causar sérios problemas de saúde pública. Portanto, é necessário conhecer 

as características farmacológicas e toxicológicas, a posologia e os aspectos clínicos 

associados a essas substâncias, evitar a propagação de informações equivocadas e 

aprimorar os métodos de produção, controle de qualidade e fiscalização, para que 

ocorra realmente segurança na utilização de produtos naturais (VEIGA-JÚNIOR et 

al., 2005; SEEFF, 2007; JORDAN et al., 2010), o que certamente dará segurança 

aos profissionais da saúde para prescrição de substâncias provenientes da 

natureza. No presente estudo, inicialmente realizou-se um screening do perfil de 

toxicidade aguda da marinobufagina e prosseguiu-se para estudos de toxicidade 

subaguda. 

 Os estudos de toxicidade aguda em roedores são aqueles utilizados para 

avaliar a toxicidade individual produzida por um composto após dosagem única em 

um período de 24 h, seguida da observação pelo menos uma vez durante os 
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primeiros 30 min e periodicamente durante as primeiras 24 h, com especial atenção 

nas primeiras 4 h, e diariamente a partir daí, para um total de 14 dias quanto à 

morte, diarréia, letargia, convulsões e alterações macroscópicas, exceto se for 

necessário para ser removido do estudo e sacrificado por razões de proteção dos 

animais ou por óbito (ANVISA, 2013). 

 A marinobufagina causou respiração aumentada e irritabilidade nas menores 

doses (1.25 e 2.5 mg/kg) e presença de frênito vocal (ruído característico da 

vocalização do ar), além de piloereção, atividade geral diminuída (apatia, ausência 

de tônus corporal), característico de atividade depressora no sistema nervoso central 

(SNC) nas doses maiores (5 e 10 mg/kg). Na dose de 10 mg/kg, 2 dos 3 animais 

apresentaram alterações comportamentais semelhantes a crises convulsivas. 

Porém, nenhuma morte foi detectada (Tabela 3). Estudos anteriores baseados em 

análise comportamental e eletrográfica mostraram resultados semelhantes induzidos 

pela administração sistêmica de marinobufagina. Os animais apresentaram efeitos 

neurotóxicos, tais como movimentos circulares, automatismos gustatórios, 

taquipnéia, clonias de cabeça e de patas, tremores, convulsões tônico-clônicas 

generalizadas, status epilepticus e DL50 no valor de 10.5 ± 1.5 mg/kg para 

camundongos e de 25.0 ± 2.0 mg/kg para ratos, ambos por via intraperitoneal 

(NOGUEIRA et al., 2000). Nesse mesmo estudo, mostrou-se que as convulsões 

podem ser reduzidas em até 80% por diazepam (10 mg/kg) e fenitoína (50 mg/kg). 

Sabendo-se das evidências da participação da bomba Na+/K+-ATPase na gênese de 

crises convulsivas observadas tanto em pacientes epilépticos quanto em modelos 

experimentais (RAPPORT et al., 1975) e que a fenitoína bloqueia o movimento de 

íons pela bomba, é possível que a marinobufagina interfira na bomba de 

sódio/potássio, no fluxo de cátions monovalentes, e por conseguinte, no potencial de 

ação de neurônios centrais, o que leva à convulsão (FERNANDES et al., 1996). 

 Trabalhando com microemulsões de bufadienoídeos, Li et al. (2015) 

encontraram valores de DL50 entre 19.6 a 29.4 mg/kg de preparações de 

bufadienolídeos, cujos sintomas de toxicidade mais comuns foram taquipnéia, 

taquicardia e espasmos clônicos. Os animais que sobreviveram voltaram a seu 

aspecto normal após 4h.  Nesse estudo, como encontrado aqui com marinobufagina, 

a maioria dos sintomas aconteceu nas primeiras 4h após a administração.  
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Tabela 3 – Efeitos tóxicos agudos do composto marinobufagina isolado de Rhinella marina 

após administração intraperitoneal em camundongos adultos Swiss. 

 
 

Como os estudos de dose única não permitem avaliar toxicidade acumulativa 

de um xenobiótico (natural ou sintético), o ensaio toxicológico por doses repetidas 

tem como finalidade caracterizar o perfil toxicológico de um novo fármaco ou 

protótipo utilizando doses geralmente estabelecidas a partir das informações 

produzidas em estudos de toxicidade aguda ou testes piloto para indicação de 

doses. Geralmente 3 doses são utilizadas, sendo a mais alta escolhida com a 

expectativa de produzir efeitos tóxicos observáveis, mas não morte nem sofrimento 

intenso (EMA, 2010). Para o primeiro estudo de doses repetidas foram usados 

camundongos Swiss em 3 doses (2.5, 5 e 7.5 mg/kg/dia) durante 7 dias. No segundo 

estudo, apenas as doses menores (2.5 e 5 mg/kg/dia) foram escolhidas diante de 

um tratamento mais longo de 15 dias em animais da linhagem CB17 SCID.  

 A toxicidade sistêmica pode se manifestar por meio das alterações de 

comportamento, diarréia, contorções abdominais, redução no consumo de água e 

ração e no tamanho e histologia de órgãos, uma vez que está bem estabelecido que 

o consumo de substâncias que contenham componentes tóxicos pode refletir em 

alterações no peso relativo dos diferentes órgãos através do aumento ou involução 

dos mesmos (FERREIRA et al., 2009; MAGALHÃES et al., 2010; COSTA et al., 

2012). As tabelas 4 e 5 detalham o peso corporal e o peso dos órgãos na base 

úmida (g/100g de peso corpóreo) de ambas as linhagens de camundongos 

estudadas (Swiss e CB17 SCID) e mostram que apenas as maiores doses (7.5 e 5 

Grupo 
Dose 

(mg/kg) 
Número de 

animais 
Sobrevida Sinais e sintomas de 

toxicidade 

Controle 0 3 3/3 - 

Marinobufagina 

1.25 3 3/3 
Irritabilidade e reflexo corneal 

ausente 

2.5 3 3/3 
Irritabilidade, tônus corporais 
ausentes, ataxia presente e 

respiração ofegante 

5 3 3/3 
Tônus corporais ausentes, 

ataxia presente e piloereção. 

10 3 3/3 

Atividade geral diminuída, 
frênito vocal, tônus corporais 
ausentes, ataxia presente, 

piloereção, convulsão 
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mg/kg/dia) foram capazes de reduzir o peso corporal dos animais (28.9 ± 0.6 e 18.1 

± 0.7 g) quando comparadas com seus controles negativos (31.9 ± 0.7 g e 20.7 ± 0.6 

g, p< 0.05). Alterações no peso relativo dos órgãos não foram detectadas (p> 0.05). 

 Uma vez que produtos naturais com propriedades medicinais têm efeitos 

hepatotóxicos, nefrotóxicos e podem até mesmo induzir pancreatite aguda em 

humanos ou em outros mamíferos e que tais danos à integridade tecidual 

frequentemente resultam em alterações dos parâmetros séricos, tais como das 

enzimas ALT e AST, da uréia, creatinina, íons, glicose, albumina, gama-

glutamiltransferase, ácido úrico e colesterol (KALLNER, TRYDING, 1989; LIN et al., 

2003; AKDOGAN et al., 2003; MORAIS et al., 2016), o acompanhamento pré-clínico 

foi realizado como uma forma de pesquisar possíveis danos órgão-específicos 

(RAMAIAH, 2007; ANVISA, 2013).  
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Tabela 4 – Peso relativo dos órgãos de camundongos adultos Swiss tratados com a marinobufagina durante sete dias consecutivos nas doses 

de 2.5, 5 e 7.5 mg/kg/dia, via intraperitoneal. O controle negativo foi tratado com o veículo de diluição da substância (DMSO 5%). 

Tratamento 
Dose 

(mg/kg/dia) 
Peso Final 

(g) 

Fígado Rins Baço Coração Pulmão Estômago 

Peso relativo (g/100 g de peso corpóreo) 

Controle 
Negativo 

- 31.9 ± 0.7 4.7 ± 0.17 
 

1.2 ± 0.03 
 

0.4 ± 0.02 0.5 ± 0.04 0.8 ± 0.17 1.1 ± 0.06 

Marinobufagina 

2.5 29.6 ± 0.6 4.8 ± 0.18 
 

1.2 ± 0.02 
 

0.5 ± 0.08 0.5 ± 0.03 0.7 ± 0.06 1.0 ± 0.05 

5.0 29.7 ± 0.7 4.8 ± 0.09 
 

1.3 ± 0.03 
 

0.5 ± 0.04 0.4 ± 0.04 0.8 ± 0.06 1.1 ± 0.06 

7.5 28.9 ± 0.6* 4.9 ± 0.19 
 

1.2 ± 0.05 
 

0.6 ± 0.06 0.5 ± 0.01 0.7 ± 0.03 1.0 ± 0.04 

*Os valores correspondem à média ± E.P.M. O controle negativo foi tratado com o veículo (DMSO 5%) utilizado para solubilizar e diluir a substância teste. 

*p< 0.05 quando comparado ao grupo controle negativo por ANOVA (análise de variância) seguido por Student Newman-Keuls. 
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Tabela 5 – Peso relativo dos órgãos de camundongos imunodeficientes da linhagem CB17 SCID tratados com a marinobufagina durante 

quinze dias consecutivos nas doses de 2.5 e 5 mg/kg/dia, via intraperitoneal. O controle negativo foi tratado com o veículo de diluição da 

substância (DMSO 5%). 

Tratamento 

 
Dose 

(mg/kg/dia) 
 

Sobrevida 
Peso 

Inicial (g) 
Peso 

Final (g) 

Fígado Rins Coração Pulmão 

Peso relativo (g/100 g de peso corpóreo) 

 

Controle 

negativo 

- 14/15 23.5 ± 0.3 20.7 ± 0.6 4.99 ± 0.34 1.49 ± 0.06 0.57 ± 0.02 0.83 ± 0.04 

Marinobufagina 
 

2.5 15/15 23.5 ± 0.4 20.1 ± 0.5 4.99 ± 0.34 1.52 ± 0.07 0.60 ± 0.03 0.85 ± 0.04 

5 14/15 22.7 ± 0.4 18.1 ± 0.7* 5.04 ± 0.24 1.60 ± 0.11 0.60 ± 0.03 1.04 ± 0.11 

*Os valores correspondem à média ± E.P.M. O controle negativo foi tratado com o veículo (DMSO 5%) utilizado para solubilizar e diluir a substância teste. 

*p< 0.05 quando comparado ao grupo controle negativo por ANOVA seguido por Student Newman-Keuls. 
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A avaliação dos parâmetros bioquímicos séricos de camundongos Swiss 

tratados com marinobufagina por via intraperitoneal se deu por meio da 

determinação dos níveis séricos de ALT, AST, uréia, creatinina, glicose e colesterol 

total. A análise revelou, de forma geral, que apesar de uma tendência de aumento 

sérico de AST (235.4 ± 36.6, 243.8 ± 20.3 e 232.3 ± 24.0 U/mL) e ALT (73.6 ± 4.7, 

69.6 ± 4.8 U/mL e 65.5 ± 5.7 U/mL) e da redução dos níveis de creatinina (0.28 ± 

0.07, 0.28 ± 0.02 e 0.30 ± 0.01 mg/dL) em comparação com o controle negativo 

(169.7 ± 14.3 U/mL, 57.3 ± 2.5 U/mL e 0.48 ± 0.15 mg/dL), tais alterações não se 

mostraram estatisticamente significantes (p > 0.05) (Tabela 6).  

Os valores de referências dos parâmetros bioquímicos de camundongos 

Swiss provenientes do Biotério Central do Centro de Ciências Agrárias da 

Universidade Federal do Piauí não estão estabelecidos. Contudo, nessa avaliação 

verificamos que a glicose de todos os grupos se mostrou aumentada. Relatos na 

literatura apontam que os anestésicos cloridrato de cetamina e xilazina aumentam 

significativamente a glicemia (BRĂSLAŞU et al., 2007; BRANCO et al., 2011; 

CARVALHO et al., 2013). Assim, o aumento da glicose em todos os grupos pode ser 

associado à ação hiperglicêmica desses fármacos, uma vez que eles foram 

utilizados como anestésicos nos protocolos de coleta de sangue. 

  

Tabela 6 – Perfil bioquímico do sangue periférico de camundongos adultos Swiss tratados 

com a marinobufagina durante 7 dias consecutivos via intraperitoneal nas doses de 2.5, 5 e 

7.5 mg/kg/dia. O controle negativo recebeu o veículo de diluição da substância (DMSO 5%). 

Grupos 

Parâmetros 

Controle 

negativo 

Marinobufagina (mg/kg/dia)* 

2.5 5.0 7.5 

AST (U/L) 169.7 ± 14.3 235.4 ± 36.6 243.8 ± 20.3 232.3 ± 24.0 

ALT (U/L) 57.3 ± 2.5 73.6 ± 4.7 69.6 ± 4.8 65.5 ± 5.7 

Creatinina (mg/dL) 0.48 ± 0.15 0.28 ± 0.07 0.28 ± 0.02 0.30 ± 0.01 

Glicose (mg/dL) 179.2 ± 5.9 182.4 ± 11.0 177.8 ± 14.1 207.3 ± 10.6 

Colesterol total (mg/dL) 104.2 ± 9.0 97.4 ± 5.7 110.2 ± 5.7 109.3 ± 2.3 

Uréia(mg/dL) 52.7 ± 3.2 51.0 ± 3.1 53.8 ± 6.8 46.8 ± 1.7 

*Os valores correspondem à média ± E.P.M. (n= 7/grupo). *p > 0.05 comparado ao controle negativo 

por ANOVA seguido por Student Newman-Keuls. AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina 

aminotransferase.  
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Em relação aos parâmetros séricos de camundongos CB17 SCID, observou-

se um aumento dos níveis de creatinina em ambas as doses (2.5 mg/kg/dia: 0.87 ± 

0.06 mg/dL e 5 mg/kg/dia: 0.95 ± 0.08 mg/dL) quando comparadas ao controle 

negativo (0.65 ± 0.07 mg/dL, p< 0.05) (Tabela 7). Nesse caso, percebeu-se uma 

resposta fisiológica diferente entre camundongos da linhagem Swiss e aqueles da 

linhagem CB17 SCID, fato que destaca a importância da pré-seleção dos modelos 

animais e linhagens para as pesquisas experimentais, além de outros fatores como 

sexo, idade, dieta, manuseio, ambiente e genótipo (WOLFORD et al., 1986; NUNES 

et al., 2004; BRANCO et al., 2011). 

 

Tabela 7 – Perfil bioquímico do sangue periférico de camundongos imunodeficientes da 

linhagem CB17 SCID tratados com a marinobufagina durante 15 dias consecutivos nas 

doses de 2.5 e 5 mg/kg/dia por via intraperitoneal. O controle negativo recebeu o veículo de 

diluição da substância (DMSO 5%). 

 Controle 

Negativo 

Marinobufagina (mg/kg/dia)* 

Parâmetros 2.5 5.0 

Albumina (g/dL) 2.6 ± 0.8 3.3 ± 0.1 3.3 ± 0.2 

ALT (U/L) 24.7 ± 9.9 36.8 ± 4.9 35.2 ± 2.0 

Amilase (U/L) 1103.0 ± 72.5 1281.0 ± 98.4 1098.0 ± 177.7 

Cálcio (mg/dL) 8.6 ± 0.6 7.8 ± 0.3 9.0 ± 0.4 

Colesterol total (mg/dL) 78.8 ± 17.3 83.5 ± 2.4 92.5 ± 13.2 

Creatinina (mg/dL) 0.65 ± 0.07 0.87 ± 0.06* 0.95 ± 0.08 * 

Fósforo (mg/dL) 11.6 ± 1.8 14.5 ± 1.9 13.7 ± 1.7 

Glicose (mg/dL) 37.0 ± 2.0 41.0 ± 10.3 24.2 ± 8.8 

Proteínas totais (g/dL) 3.1 ± 0.3 3.0 ± 0.4  2.8 ± 0.1 

Uréia (mg/dL) 29.9 ± 9.2 25.9 ± 1.0 25.8 ± 1.5 

Relação Uréia:Creatinina 46.0 29.8* 27.2* 

*Os valores correspondem à média ± E.P.M. (n= 15/grupo). *p < 0.05 comparado ao controle negativo 

por ANOVA seguido do teste t-Student-Newman-Keuls. AST: aspartato aminotransferase; ALT: 

alanina aminotransferase. 

 

A creatinina é uma substância nitrogenada não protéica endógena derivada 

principalmente do metabolismo da fosfocreatina muscular, sendo excretada por 

filtração glomerular e, em menor proporção, por secreção tubular proximal. Ela tem 
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sido utilizada como biomarcador de doença renal crônica e injuria renal aguda e seu 

aumento no plasma é um importante indicativo de comprometimento da função renal 

por redução da taxa de filtração glomerular (MILLER, 1999; LEITE, 2010). Mas é de 

conhecimento geral que a creatinina é um marcador que se eleva tardiamente no 

sangue de pacientes portadores destas condições clínicas (AIRES et al., 2011). Isso 

explica, pelo menos em parte, porque alterações nos níveis séricos de creatinina 

foram encontradas apenas no estudo de 15 dias de tratamento com marinobufagina. 

A uréia, como produto final do metabolismo protéico, é sintetizada no fígado 

durante o ciclo da ornitina ou ciclo da uréia a partir da amônia e livremente filtrada 

pelos glomérulos, assim como a creatinina. Desse ponto de vista, tal analito serve 

para analisar possíveis alterações hepáticas e renais. Os túbulos renais, por sua 

vez, tanto secretam como reabsorvem uréia (40-50%) e a relação entre a 

uréia:creatinina pode ser útil particularmente quando se avaliam quedas abruptas da 

taxa de filtração glomerular (SCHOSSLER et al., 2001; COSTA et al., 2012). O 

racional de usar a média aritmética das depurações de uréia e da creatinina baseia-

se nas observações de ser a uréia reabsorvida pelos túbulos renais após ser filtrada 

e a creatinina secretada, situações antagônicas mais exacerbadas nos estágios 

mais avançados de doença renal (ABENSUR, 2017). No presente trabalho, os 

grupos que receberam 2.5 e 5 mg/kg/dia de marinobufagina também mostraram 

queda da relação uréia:creatinina plasmáticas (p < 0.05) quando comparada ao 

controle negativo (29.8, 27.2 e 46.0, respectivamente). A relação uréia:creatinina 

diminui em situações como hepatites (devido à redução na formação de uréia), 

insuficiência renal (aumento de creatinina) e dieta pobre em proteínas (redução de 

precursores de aminas) (ABENSUR, 2017). 

Alguns esteróides cardiotônicos, como a marinobufagina, ouabaína e digoxina 

são encontrados naturalmente no organismo humano e elevados níveis destes 

esteróides são relatados em condições fisiopatológicas, como insuficiência renal 

crônica, insuficiência cardíaca congestiva, hipertensão essencial e pré-eclâmpsia. A 

bomba de Na+-K+-ATPase é abundantemente expressa no tecido renal e suas 

células tubulares expressam apenas a isoforma α1 da Na+-K+-ATPase, ao contrário 

do tecido cardíaco que possui as isoformas α1 e α2, o que sugere que a atividade da 

ATPase medida no tecido renal possa ser atribuída a isoforma α1 (BAGROV et al., 

1995; COSTA, 2009; WANSAPURA et al., 2009; BABULA et al., 2013; FEDOROVA 

et al., 2015). Sabendo-se da atração dos cardenolídeos e bufadienolídeos à 
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subunidade alfa, Loreaux et al. (2008) demonstrou que a infusão de ouabaína em 

camundongos submetidos a mutação da subunidade α1 para reverter a afinidade 

relativamente baixa a esse cardenolídeo causou uma redução significativa na taxa 

de filtração glomerular. Dessa forma, o aumento da creatinina nos animais tratados 

com a marinobufagina pode ser justificado por uma redução da função renal em 

consequência de uma possível vasoconstrição nas arteríolas aferentes, embora tal 

ação não tenha causado comprometimento renal acentuado, provavelmente devido 

ao período de estudo não superior a 15 dias.  

Achados clínicos quase sempre são acompanhados por outros sinais 

bioquímicos e hematológicos, como redução dos níveis de albumina, de hemácias 

(eritropenia por redução de eritropoetina), sódio, potássio, cloro, magnésio, cálcio 

(principalmente durante a insuficiência renal), mielossupressão (por redução da 

proliferação/formação de células brancas) e desequilíbrio da colesterolemia 

(RAMAIAH, 2007; AIRES, 2011). No entanto, tais sinais adicionais não foram 

encontrados nos animais tratados com marinobufagina (perfil hematológico: Tabela 

8 e 9) com exceção do aumento da creatinina plasmática e redução da relação 

uréia:creatinina.  

Estudos prévios com formulações à base de bufadienolídeos revelaram maior 

eficácia antitumoral de microemulsões em animais nude BALB/c-nu transplantados 

com células humanas de carcinoma de fígado (HEPG-2), de cólon (HCT-8), de 

estômago (BGC-803) e de esôfago (EC-9706). Essas mesmas formulações, quando 

submetidas a testes de toxicidade aguda e exposição de longa duração, não 

causaram alterações hematológicas ou bioquímicas ou no peso corporal dos animais 

(machos ou fêmeas) mesmos após 12 semanas de tratamento via oral, embora 

leves alterações morfológicas, como infiltração linfocitária no tecido intersticial 

miocárdico, tenham sido detectadas (LI et al., 2015).  
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Tabela 8 – Perfil hematológico de camundongos adultos Swiss tratados com a 

marinobufagina durante sete dias consecutivos nas doses de 2.5, 5 e 7.5 mg/kg/dia, via 

intraperitoneal. O controle negativo foi tratado com o veículo de diluição da substância 

(DMSO 5%). 

Grupos 

 

Parâmetros 

Controle  

Negativo 

Marinobufagina (mg/kg/dia)* 

2,5 5,0  7,5 

Hemácias (106 cél./µL) 8.2 ± 0.2 7.1 ± 0.4 7.8 ± 0.3 8.2 ± 0.5 

Hemoglobina (g/dL) 13.3 ± 0.2 11.1 ± 0.7 12.4 ± 0.4 13.0 ± 0.8 

Hematócrito (%) 47.5 ± 0.9 38.2 ± 2.7 43.5 ± 1.8 46.2 ± 3.2 

VCM (fL) 57.9 ± 0.6 53.9 ± 1.1* 56.0 ± 0.4 56.5 ± 0.5 

HCM (pg) 16.3 ± 0.2 15.7 ± 0.3 16.0 ± 0.2 16.0 ± 0.2 

CHCM (g/dL) 28.1 ± 0.2 29.1 ± 0.6 28.6 ± 0.3 28.3 ± 0.3 

Plaquetas (103 cél./µL) 813.0 ± 48.2 663 ± 150.2 963.6 ± 61.7 720.6 ± 109.6 

Leucócitos totais  

(103 cél./µL) 

4.1 ± 0.6 3.2 ± 1.0 5.2 ± 0.7 5.4 ± 0.5 

*Os valores correspondem à média ± E.P.M. (n= 7/grupo). *p > 0.05 comparado ao controle negativo 

por ANOVA seguido do teste t-Student-Newman-Keuls. VCM: volume corpuscular médio; HCM: 

hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentração de hemoglobina corpuscular média. 

 

Tabela 9 – Perfil hematológico de camundongos imunodeficientes da linhagem CB17 SCID 

tratados com a marinobufagina durante quinze dias consecutivos nas doses de 2.5 e 5 

mg/kg/dia, via intraperitoneal. O controle negativo foi tratado com o veículo de diluição da 

substância (DMSO 5%). 

 Controle  

Negativo 

Marinobufagina (mg/kg/dia)* 

Parâmetros  2,5 5 

Eritrócitos (106 cél./µL) 8.1 ± 0.9 6.9 ± 0.9 5.7 ± 0.3 

Leucócitos totais (103 cél./µL) 5.9 ± 1.4 4.9 ± 0.7 5.8 ± 0.6 

Contagem diferencial de leucócitos (%) 

Basófilos 1.6 ± 0.3 1.8 ± 0.3 1.8 ± 0.5 

Eosinófilos 2.2 ± 0.4  1.8 ± 0.5 2.3 ± 0.3 

Neutrófilos 32.8 ± 3.3 33.8 ± 4.4 27.3 ± 4.0 

Linfócitos 56.4 ± 2.9 53.3 ± 3.8 61.0 ± 3.7 

Monócitos 7.0 ± 0.9 9.5 ± 2.2 7.8 ± 1.5 

*Os valores correspondem à média ± E.P.M. (n= 7/grupo). *p > 0.05 comparado ao controle negativo 

por ANOVA seguido do teste t-Student-Newman-Keuls.  
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Muitos fármacos com propriedades antineoplásicas atualmente em uso na 

clínica também alteram a fisiologia do trato gastrointestinal, seja por ação 

antiproliferativa inespecífica sobre os enterócitos do intestino delgado em constante 

renovação ou por ação irritativa da mucosa, o que leva à perda de peso, de 

nutrientes, vômitos, constipação e/ou diarreia (KATZUNG et al., 2003; STEIN et al., 

2010). Uma vez que os animais tratados com marinobufagina apresentaram redução 

de ganho de peso após 7 e 15 dias de tratamento, decidiu-se avaliar se a 

marinobufagina altera o trânsito intestinal e, assim, interfere na absorção dos 

nutrientes. Confirmando a ausência de diarreia, a marinobufagina (2.5, 5 e 7.5 

mg/kg/dia i.p., p > 0.05) não alterou a distância percorrida pelo carvão ativado (77.3 

± 3.2, 85.4 ± 4.1 e 90.7 ± 5.7 %) quando comparada ao controle negativo (78.6 ± 4.4 

%). Por outro lado, bisacodil 5 mg/kg aumentou a distância pecorrida para 96.8 ± 3.3 

%, enquanto a atropina 3 mg/kg a diminuiu para 33.9 ± 3.8 % (p < 0.05, Figura 3). 

 Portanto, é possível afirmar que a marinobufagina não alterou a motilidade 

intestinal, fato considerado promissor para uma molécula antitumoral. Atualmente, 

efeito laxantes e/ou diarreicos costumam surgir em 50-80 % dos pacientes sob 

quimioterapia, dependendo do fármaco e do esquema de tratamento (mono ou 

quimioterapia, frequência das doses), sendo, assim, a diarreia induzida por 

quimioterapia um dos efeitos colaterais mais comuns de substâncias naturais ou 

sintéticas com ação antitumoral. Além disso, a diarreia induzida por quimioterapia 

pode levar à depleção de fluidos e eletrólitos, desnutrição, desidratação, 

comprometimento cardiovascular, necessidade de internação hospitalar e até à 

morte (STEIN et al., 2010; FERREIRA et al., 2016). 
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Figura 3 – Avaliação do trânsito intestinal de camundongos adultos Swiss tratados com a 

marinobufagina durante 7 dias consecutivos via intraperitoneal nas doses de 2.5, 5 e 7.5 

mg/kg/dia. O controle negativo recebeu o veículo de diluição da substância (DMSO 5%). 

Como controles positivos, foram usados Bisacodil 5 mg/kg oral e Atropina 3 mg/kg, i.p. Os 

valores correspondem à média ± E.P.M. (n= 7/grupo). *p > 0.05 comparado ao controle 

negativo por ANOVA seguido do teste t-Student-Newman-Keuls. 

 

Sabendo-se que a toxicidade dos bufadienolídeos pode estar relacionada ao 

acúmulo e metabolismo consideravelmente lento de tais compostos (LI et al., 2010) 

e que a toxicidade pré-clínica é geralmente avaliada por parâmetros sanguíneos, 

seguida de confirmação de análises histopatológicas (RAMAIAH, 2007), realizou-se 

uma avaliação histológica de órgãos-chave que possam ajudar na elucidação do 

potencial tóxico da marinobufagina.   

O fígado é um orgão relativamente vulnerável a uma grande variedade de 

insultos metabólicos, tóxicos, microbianos, circulatórios e neoplásicos. Possui um 

repertório limitado de respostas celulares e tissulares à lesão, independentemente 

da causa, destacando entre as mais comuns: degeneração dos hepatócitos e 

acúmulos intracelulares, inflamação, regeneração, fibrose, necrose e apoptose de 

hepatócitos (KUMAR et al., 2009). Na análise histopatológica dos cortes de tecido 

hepático, foi adotada uma classificação de escores em relação às alterações que os 

grupos apresentaram, a fim de compará-los e diferenciá-los entre si.  

Os cortes hepáticos dos camundongos Swiss do grupo controle negativo 

(DMSO 5%) revelaram a existência de hepatite reativa com extensa degeneração 

vacuolar multizonal, com o núcleo de alguns hepatócitos deslocado para a periferia 

da célula devido à intensa reticulação do citoplasma. Ainda foram observadas áreas 

focais de hepatonecrose, com infiltrado inflamatório mononuclear (linfócitos e 
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macrófagos) adjacente, hiperplasia moderada de células de Kupffer e congestão 

passiva venular branda (Escore 2) (Figura 4A).  

Como o controle negativo, o grupo que recebeu marinobufagina na dose de 

2.5 mg/kg/dia apresentou uma hepatite reativa branda, com degeneração vacuolar 

mais pronunciada na região médio zonal, áreas multifocais de hepatonecrose 

circundadas por infiltrado inflamatório brando mononuclear (linfócitos e macrófagos) 

e hiperplasia de células de Kupffer (Escore 2) (Figura 4B). A análise de tecido 

hepático dos animais Swiss tratados com a dose de 5 mg/kg revelou a presença de 

hepatite reacional periductal, com colestase em alguns ductos, desestruturação da 

rede de reticulina devido a hepatonecrose, infiltrado inflamatório mononuclear focal, 

degeneração vacuolar difusa e proliferação moderada de células de Kupffer (Escore 

2-3) (Figura 4C). De maneira semelhante, no grupo tratado com a maior dose 

testada do composto (7.5 mg/kg) observou-se hepatite reacional moderada, com 

congestão passiva venular, degeneração vacuolar difusa, hiperplasia de células de 

Kupffer e áreas multifocais de hepatonecrose (Escore 2-3) (Figura 4D). 

As células de Kupffer são as representantes, no fígado, do chamado Sistema 

Fagocitário Mononuclear e proliferam em diversas situações inespecíficas 

(ENGELMAN et al., 2001), como na degradação eritrocitária, fagocitose de dentritos 

celulares, absorção de ferro ou por focos hemorrágicos devido à congestão vascular. 

Esses macrófagos teciduais, quando ativados, liberam citocinas pró-inflamatórias 

relacionadas à toxicidade tecidual local ou sistêmica (KUMAR et al., 2009). 

Dessa forma, os grupos tratados com as maiores doses de marinobufagina (5 

e 7.5 mg/kg/dia) apresentaram alterações mais acentuadas, enquanto que os 

animais Swiss que receberam a substância na dose de 2.5 mg/kg evidenciaram 

achados semelhantes quando comparados com os animais do controle negativo.  
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Figura 4 – Análise histológica do fígado de camundongos (Mus musculus) Swiss tratados 

com a marinobufagina durante sete dias consecutivos. O controle negativo (A) foi tratado 

com o veículo de diluição da substância (DMSO 5%). A marinobufagina foi administrada via 

intraperitoneal nas doses de 2.5 (B), 5 (C) e 7.5 mg/kg/dia (D). Coloração por 

hematoxilina/eosina e visualização por microscopia óptica. Aumento de 400x. 

 
Legenda: A: Fotomicrografia de tecido hepático mostrando tumefação de células hepáticas 
com reticulação do citoplasma, com o núcleo deslocado para a periferia da célula (seta), 
com algumas células com hepatonecrose. B: Fotomicrografia de tecido hepático com 
aumento de volume dos hepatócitos devido à vacuolização citoplasmática (seta), 
promovendo congestão passiva sinusoidal esparsa. Observa-se hepatonecrose centro 
lobular. C: Fotomicrografia de tecido hepático onde se observa hepatonecrose e inflamação 
branda mononuclear portal (seta), com presença de inúmeras figuras de degeneração 
nuclear de hepatócitos dispersos pelo corte, hiperplasia moderada de células de Kupffer e 
degeneração vacuolar difusa. D: Fotomicrografia de tecido hepático mostrando 
hepatonecrose difusa e alguns hepatócitos com acentuada vacuolização (seta).  
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 A análise dos cortes histológicos de tecido hepático dos camundongos da 

linhagem CB17 SCID revelou achados semelhantes aos dos camundongos Swiss. 

Nos animais do grupo controle foi observada a existência de hepatite reativa com 

degeneração vacuolar difusa. O núcleo de alguns hepatócitos estava deslocado para 

a periferia da célula devido à intensa reticulação do citoplasma e foram observadas 

áreas focais de hepatonecrose com infiltrado inflamatório mononuclear adjacente 

(linfócitos, macrófagos, e alguns neutrófilos) e congestão passiva sinusoidal 

multifocal (Escore 2) (Figura 5A). Os animais CB17 SCID tratados com a dose de 

2.5 mg/kg/dia revelaram hepatite reativa branda, hepatócitos apresentando 

degeneração micro e macrovacuolar randômica, áreas multifocais de 

hepatonecrose, mínimo infiltrado inflamatório mononuclear e congestão passiva 

branda (Escore 1-2) (Figura 5B). O grupo marinobufagina 5 mg/kg/dia revelou 

alterações mais acentuadas quando comparado ao grupo anterior, com a presença 

de hepatite reacional, degeneração macrovacuolar mais pronunciada em região 

mediozonal, infiltrado inflamatório neutrofílico restrito aos focos de hepatonecrose e 

moderada congestão passiva sinusoidal (Escore 2) (Figura 5C). 
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Figura 5 – Análise histológica do fígado de camundongos imunodeficientes da linhagem 

CB17 SCID tratados com a marinobufagina e sacrificados após quinze dias de tratamento. O 

controle negativo (A) foi tratado com o veículo de diluição da substância (DMSO 5%). A 

marinobufagina foi administrada, via intraperitoneal, nas doses de 2.5 (B) e 5 mg/kg/dia (C). 

Coloração por hematoxilina/eosina e visualização por microscopia óptica. Aumento de 400x. 

 
Legenda: A: Fotomicrografia de tecido hepático mostrando tumefação de células hepáticas 
com reticulação do citoplasma, com algumas células com hepatonecrose (seta) e hipertrofia 
de células de Kupffer. B: Fotomicrografia de tecido hepático com aumento de volume dos 
hepatócitos devido à vacuolização citoplasmática (seta) mais concentradas em região 
médio-zonal. Observa-se algumas células em hepatonecrose. C: Fotomicrografia de tecido 
hepático onde se observa degeneração vacuolar mais pronunciada na porção médio-zonal, 
grupos de hepatócitos com necrose e hiperplasia moderada de células de Kupffer. Observa-
se proliferação de fibroblastos (seta). 

 

As fotomicrografias dos cortes de tecido renal dos animais Swiss estão 

representadas na Figura 6. As análises histopatológicas do grupo controle negativo 

revelaram algumas alterações: comprometimento túbulo-intersticial (nefrose tubular), 

mostrando células tubulares com degeneração vacuolar, áreas difusas de necrose 

A 
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tubular aguda com congestão passiva moderada de vasos túbulos-intersticiais e 

focos de hemorragia em região cortical e medular. Observou-se congestão passiva 

de capilares glomerulares, com aderências entre a cápsula de Bowman, tufo 

glomerular hipertrofiado devido a mecanismos compensatórios e infiltrado 

inflamatório mononuclear brando focal (Figura 6A). Os animais Swiss tratados com 

a marinobufagina 2.5 mg/kg mostraram nefrose tubular e necrose tubular aguda, 

alguns glomérulos apresentando aderências entre a cápsula de Bowman e o tufo 

glomerular hipertrofiado provavelmente devido a mecanismos compensatórios, 

enquanto outros mostram proliferação mesangial. Verificou-se infiltrado inflamatório 

mononuclear focal e alterações vasculares como congestão de capilares 

glomerulares, hemorragia túbulo-intersticial mais concentrada na região medular 

(Figura 6B). O grupo marinobufagina 5 mg/kg/dia revelou extensa degeneração 

vacuolar tubular (nefrose), com áreas multifocais de necrose tubular aguda, 

congestão passiva e hemorragias multifocais em região cortical e medular e 

aderência compensatória entre a cápsula de Bowman e o tufo glomerular 

hipertrofiado (Figura 6C). Nos animais tratados com a marinobufagina 7.5 mg/kg/dia, 

também foram observadas áreas multifocais de necrose tubular aguda, com 

congestão passiva de capilares glomerulares e de porção túbulo-intersticial, e 

hemorragias multifocais em região cortical, aderência compensatória entre a cápsula 

de Bowman e o tufo glomerular hipertrofiado (Figura 6D).  

As células mensangiais ocupam a região central dos lóbulos glomerulares, 

onde encontram-se embebidas em uma matriz mesenquimal, denominada matriz 

mesangial. São consideradas células multipotentes, capazes de realizar de maneira 

integrada diversas e especializadas funções biológicas. São responsáveis pela 

manutenção da arquitetura glomerular estática e dinâmica, capazes de sintetizar 

componentes da matriz extracelular, de controlar a filtração glomerular através de 

sua capacidade de contração e relaxamento e participando do processo de 

depuração de macromoléculas circulantes, tais como imunocomplexos. Acredita-se 

que elas estejam relacionadas a muitas alterações verificadas durante o processo de 

cronificação das lesões glomerulares, uma vez que a proliferação dessas células 

e/ou expansão de matriz mesangial são achados histológicos freqüentemente 

observados durante a evolução das glomerulopatias (PINTO, 1998). 

 As análises histopatológicas dos cortes de tecido renal dos animais CB17 

SCID estão representadas nas fotomicrografias da Figura 7. Os animais controle 
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revelaram um comprometimento túbulo-intersticial (nefrose tubular), mostrando 

células tubulares da região cortical com degeneração vacuolar (Figura 7A), áreas 

difusas de necrose tubular aguda, com células tubulares com figuras de 

degeneração nuclear (picnose) e congestão passiva moderada de vasos túbulos-

intersticiais. No grupo marinobufagina 2.5 mg/kg, foram encontrados também 

nefrose tubular e necrose tubular aguda em região cortical, com alguns glomérulos 

apresentando aderências entre a cápsula de Bowman e o tufo glomerular 

hipertrofiado devido a mecanismos compensatórios, enquanto outros mostram 

proliferação de células mesangiais. Verificou-se túbulos dilatados revestidos por 

células epiteliais ligeiramente achatadas, alterações vasculares como congestão 

passiva moderada de capilares glomerulares e de vasos túbulo-intersticiais e áreas 

focais de hemorragia (Figura 7B). No grupo marinobufagina 5 mg/kg observou-se 

áreas multifocais de necrose tubular aguda extensa, com células tubulares 

apresentando figuras de degeneração nuclear e degeneração vacuolar (nefrose). 

Notou-se moderada congestão passiva túbulo-intersticial e hemorragia focal, 

aderência compensatória entre a cápsula de Bowman e o tufo glomerular 

hipertrofiado (Figura 7C). 

O fígado e os rins são considerados órgãos-alvo para xenobióticos, uma vez 

que estas substâncias têm geralmente uma baixa solubilidade em sistemas aquosos 

e requerem biotransformação em hepatócitos para conversão em metabólitos mais 

hidrofílicos antes da excreção renal. As reações de biotransformação geralmente 

seguem um processo de desintoxicação, tornando os metabólitos inativos. Porém, 

muitas substâncias produzidas durante o metabolismo são reativas e tóxicas, 

podendo causar hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (WILLIAMS et al., 2002; 

RAMAIAH, 2007; FERREIRA et al., 2016). Por outro lado, o fígado e os rins 

possuem uma pronunciada capacidade regenerativa e ação compensatória: mesmo 

quando a necrose é encontrada na presença de tecido conjuntivo preservado, há 

grande possibilidade de restauração tecidual completa (KUMAR et al., 2009). 

Neste contexto, verificamos que todos os grupos apresentaram semelhantes 

alterações, porém com variações de intensidade, sobretudo em relação às áreas de 

nefrose e necrose tubular aguda nos tecidos renais. Ainda assim, todas as 

alterações histológicas observadas podem ser consideradas potencialmente 

reversíveis, pois não implicam necessariamente em um comprometimento funcional 

severo. 
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Figura 6 – Análise histológica dos rins de camundongos (Mus musculus) Swiss tratados 

com a marinobufagina durante sete dias consecutivos. O controle negativo (A) foi tratado 

com o veículo de diluição da substância (DMSO 5%). A marinobufagina foi administrada, via 

intraperitoneal, nas doses de 2.5 (B), 5 (C) e 7.5 mg/kg/dia (D). Coloração por 

hematoxilina/eosina e visualização por microscopia óptica. Aumento de 400x.  

 
Legenda: A: Fotomicrografia de tecido renal evidenciando túbulos contornados com 
degeneração vacuolar (seta) e aderências entre a cápsula de Bowman e um tufo glomerular 
hipertrofiado com congestão capilar (cabeça de seta) e necrose tubular aguda (estrela). B: 
Fotomicrografia de tecido renal mostrando congestão passiva (seta) e proliferação 
mesangial (cabeça de seta). C: Fotomicrografia de tecido renal mostrando congestão (seta 
vermelha) e diminuição do espaço de Bowman (seta amarela). D: Fotomicrografia de tecido 
renal mostrando congestão passiva glomerular (seta) e diminuição de lúmen tubular.  
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Figura 7 – Análise histológica dos rins de camundongos imunodeficientes da linhagem 

CB17 SCID tratados com a marinobufagina e sacrificados após quinze dias de tratamento. O 

controle negativo (A) foi tratado com o veículo de diluição da substância (DMSO 5%). A 

marinobufagina foi administrada, via intraperitoneal, nas doses de 2.5 (B) e 5 mg/kg/dia (C). 

Coloração por hematoxilina/eosina e visualização por microscopia óptica. Aumento de 400x. 

 
Legenda: A: Fotomicrografia de tecido renal evidenciando túbulos contornados com 
degeneração vacuolar (estrela). B: Fotomicrografia de tecido renal mostrando túbulos 
contornados com degeneração vacuolar, necrose tubular aguda (seta) e tufo glomerular 
hipertrofiado com congestão capilar. C: Fotomicrografia de tecido renal mostrando figura e 
degeneração nuclear (picnose – seta), congestão passiva de vasos de região túbulo-
intersticial, hemorragia focal e hipertrofia de tufo glomerular. 
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Em relação ao tecido cardíaco, os cortes histológicos dos camundongos 

Swiss e CB17 SCID não mostraram alterações dignas de nota para nenhum dos 

grupos experimentais avaliados. Apenas nos animais CB17 SCID tratados com 

marinobufagina 5 mg/kg observou-se maior congestão passiva capilar e venular, 

mas sem edema intersticial adjacente que justifique importância, conforme as 

fotomicrografias apresentadas nas Figuras 8 e 9. 

 

  

  
 

Figura 8 – Análise histológica do coração de camundongos (Mus musculus) Swiss tratados 

com a marinobufagina durante sete dias consecutivos. O controle negativo (A) foi tratado 

com o veículo de diluição da substância (DMSO 5%). A marinobufagina foi administrada, via 

intraperitoneal, nas doses de 2.5 (B), 5 (C) e 7.5 mg/kg/dia (D). Coloração por 

hematoxilina/eosina e visualização por microscopia óptica. Aumento de 400x. 
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Figura 9 – Análise histológica do coração de camundongos imunodeficientes da linhagem 

CB17 SCID tratados com a marinobufagina e sacrificados após quinze dias de tratamento. O 

controle negativo (A) foi tratado com o veículo de diluição da substância (DMSO 5%). A 

marinobufagina foi administrada via intraperitoneal nas doses de 2.5 (B) e 5 mg/kg/dia (C). 

Coloração por hematoxilina/eosina e visualização por microscopia óptica. Aumento de 400x. 

 

 A ausência de alterações cardíacas induzidas pela marinobufagina foi 

considerada inesperada visto que muitos esteróides cardioativos similares à digoxina 

costumam apresentar efeitos cardiovasculares indesejáveis por intermédio da 

inibição da bomba de Na+-K+-ATPase dos miócitos cardíacos e de vasos 

sanguíneos, pois há algum tempo vários estudos tem demonstrado altos níveis de 

marinobufagina em estados de hipertensão, doenças cardíacas e em pacientes com 

insuficiência renal e que ela exibe uma maior afinidade pela subunidade α1 da 

Na+/K+-ATPase resistente à ouabaína, a principal isoforma da bomba de sódio 

encontrada nos túbulos renais (FEDOROVA et al., 1997; HAUCK; FRISHMAN, 2012; 

FEDOROVA et al., 2015). Assim, esses esteróides do tipo digitálicos podem 

A 

B C 
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desempenhar um papel hormonal e/ou modulador do sistema nervoso e 

cardiovascular e estar envolvidos em achados fisiológicos de hipertensão e em 

processos de toxicidade. 

 

4 CONCLUSÃO 

A marinobufagina demonstrou citotoxicidade em células mononucleares 

normais humanas, foi inativa contra fibroblastos de camundongos e células de rim 

de macaco, não induziu alterações hematológicas nem alterou o trânsito intestinal, 

mas causou aumento dos níveis séricos de creatinina em camundongos após 15 

dias de tratamento. Em conjunto com as análises teciduais, os resultados dos testes 

com a marinobufagina obtidos in vivo revelaram toxicidade branda até a dose de 7.5 

mg/kg/dia, alterações histológicas renais e hepáticas reversíveis e ação 

epileptogênica apenas na dose de 10 mg/kg.  
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