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1 INTRODUÇÃO 

Fungos são consagrados pelo uso popular e utilizados há mais de 2000 anos 

pelos adeptos da Medicina Tradicional na China, Japão, Taiwan e outras regiões 

asiáticas (Shiao, 2003). Dentre eles o complexo Ganoderma lucidum 

(Ganodermataceae), da ordem Polyporales, tem chamado atenção da comunidade 

científica e mais de 270 patentes e artigos são registrados (Bojana, B., 2013). G. 

lucidum está consagrado por seu uso como imunomodulador e antitumoral (Mizuno et 

al., 1995, Zhou e Gao, 2002, Liua et al., , 2002, Lee et al., 2003, Gao e Zhou, 2004, 

Yue-Qing et al.,2005, Dudhgaonkar, Thyagarajan, Sliva, 2009, Ferreira et al., 2010, 

Welti et al., 2010, Chen et al., 2012, Suarez-Arroyo et al., 2013, Cör, et al., 2014, Chien 

et al., 2015, Cail et al.,2016, Li et al., 2016, Kao et al., 2016). 

Puttaraju et al. (2006), avaliaram o conteúdo fenólico de cogumelos selvagens por 

HPLC e concluíram que diferentes tipos de ácidos fenólicos estão presentes. O teor de 

compostos fenólicos em extratos de fungos do gênero Ganoderma explicam sua 

atividade como antioxidante (Mau et al., 2005a, 2005b, Bhardwaj et al., 2016, Lee et 

al., 2016).  

O estresse oxidativo causa dano em biomoléculas como lipídios, proteínas e DNA 

resultando em fator de risco para neoplasias (Liu, 2004). Os compostos fenólicos 

incluem diferentes subclasses (flavonoides, ácidos fenólicos, estilbenos, lignanas, 

taninos, polifenois oxidados) sendo que, no Reino Fungi, os mais comuns são os ácidos 

fenólicos. Existem muitos artigos relatando a determinação de fenólicos totais pelo 

método de Folin Ciocalteu. Estes compostos são hidroxilados aromáticos, possuindo um 

ou mais anéis aromáticos com um ou mais grupos hidroxila, alguns dos quais estão 

entre as mais potentes substâncias bioativas terapeuticamente úteis (Liu, 2004, Keles et 

al., 2011). Além dos ácidos fenólicos, os terpenos, como triterpenos e meroterpenos, 



são importantes constituintes relacionados à atividade antitumoral e antioxidante em 

espécies de Ganodermataceae (Yue et al., 2010, Cheng et al., 2010, Cheng e Silva, 

2015, Ruan, Wei e Popovich, 2015, Peng et al., 2016, Shao et al., 2016). 

Estudos avaliaram a atividade antioxidante in vitro e in vivo de tritepenos extraídos 

de G. lucidum no Sul da Índia (Smina et al., 2011a) e revelaram que são potentes 

antioxidantes, sendo eficazes na eliminação de radicais livres superóxido, peroxido, 

ensaio com DPPH e ABTS, além de apresentarem capacidade antioxidantes do 

superóxido dismutase, contribuindo para a prevenção da peroxidação lipídica, in vitro. 

Nos ensaios in vivo (30 dias, em ratos), demonstraram melhorar a capacidade 

antioxidante de enzimas endógenas (dismutase, catalase e glutationa peroxidase). Em 

estudos hematotoxicológicos para determinar os efeitos adversos no tecido 

hematopoiético, níveis de marcadores renal e hepáticos, foi comprovado que os 

triterpenos são desprovidos de toxicidade detectável (Smina  et al., 2011a). Em outro 

trabalho, os triterpenos totais atuaram na proteção do dano ao DNA por radiação, em 

linfócitos esplênicos e os ensaios utilizados foram o ensaio cometa, ensaio de DNA 

ladder e citometria de fluxo (Smina et al., 2001b). 

O ensaio cometa é um método muito sensível e altamente eficaz para a detecção de 

quebras no DNA em células de mamíferos, in vitro e in vivo. Através desta técnica é 

possível a avaliação de dano e de reparo do DNA em células proliferantes e não 

proliferantes, empregando-se amostras celulares extremamente pequenas. A proteção 

contra danos ao DNA induzidos pela radiação de esplenócitos foi avaliada por análise 

dos seguintes parâmetros: % cauda de DNA, o comprimento da cauda, momento da 

cauda e momento de cauda de Olive (produto da percentagem de DNA na cauda pelo 

comprimento da cauda) (Olive et al., 1992). A irradiação causou um aumento destes 

parâmetros (indicando danos ao DNA), enquanto o extrato de triterpenos total de G. 

lucidum foi protetor. A atividade de enzimas antioxidantes endógenas (superoxido 

dismutase, glutationa peroxidade e glutationa redutase) em linfócito esplênicos 

irradiados foi avaliada na presença e na ausência do extrato de triterpenos totais e 

mostrou atividade aumentada com tratamento de 100 g/ml deste extrato. Estresses 

ambientais, incluindo as radiações ionizantes e a consequente geração de espécies 

reativas, conduzem à ativação de muitas rotas apoptóticas. Esplenócitos irradiados, pré-

tratados com triterpenos totais, não mostraram fragmentação de DNA, indicando a 

ausência de apoptose (Smina, et al. 2011b). 

Apesar do comércio já institucionalizado nas últimas duas décadas com a espécie 

G. lucidum, evidências têm demonstrado, que mesmo as espécies cultivadas e 

comercializadas como “G. lucidum” apresentam problemas na identificação correta e 



que há equívocos que geram confusões nos resultados das pesquisas farmacológicas e 

nos ensaios clínicos (Moncalvo et al., 1995; Cao et al. 2012; Wang et al., 2009; Yao et 

al., 2013; Zou et al., 2015; Kwon, et al., 2016). Os componentes bioativos pertencentes 

a estas espécies incluem polissacarídeos, triterpenos, proteínas de baixo peso molecular, 

esteróis, entre outros, com cerca de 400 biocompostos identificados (Zhou, 2007, Chen, 

et al., 2012). 

Cao et al. (2012) demostraram através de análise filogenética de G. lucidum, que os 

espécimes asiáticos eram o Ganoderma lingzhi, espécie não coespecífica do europeu G. 

lucidum. Hennicke et al. (2016) confirmaram que o G. lingzhi  diferencia-se do G. 

lucidum estrito senso por aspectos morfológicos e pela maior quantidade de triterpenos, 

o que lhe garante superioridade em termos de compostos bioativos. Ganoderma  

lucidum não é erroneamente reportado somente na Ásia, mas no mundo inteiro (Zhou et 

al., 2015, Kwon et al., 2016). No Brasil (representante da maior biodiversidade do 

planeta, Calixto, 2003), o Catálogo de Plantas e Fungos (2010) confirma a presença de 

91 gêneros de Polyporales, dentre eles, 22 espécies são descritas como do gênero 

Ganoderma. Nos Estados brasileiros foram relatados espécies do complexo G. lucidum 

(Forzza, 2010) e segundo a Flora do Brasil, há registros de G. lucidum em todo o país. 

Em vista disto, o presente trabalho pretende ampliar o conhecimento sobre a família 

Ganodermataceae no Brasil e avaliar seu potencial farmacológico contra o câncer 

através de experimentos laboratoriais e análise química dos extratos, bem como realizar 

a identificação correta das espécies coletadas no país. 

 

1.2 Caracterização da família Ganodermataceae e do gênero Ganoderma P. Karst. 

Pertencente ao Reino Fungi, filo Basidiomycota, classe Agaricomycetes, ordem 

Polyporales, a família Ganodermataceae foi introduzida por Donk (1948). Existem 

cinco gêneros aceitos atualmente: Amauroderma Murrill 1905 (com cerca de 30 

espécies (Kirk et al., 2008); Haddowia Steyaert 1972 (com 3 espécies); Humphreya 

Steyaert 1972 (gênero com 4 espécies); Polyporopsis Audet 2010 (representado por 

uma única espécie) e Ganoderma P. Karst. 1881. O gênero Ganoderma varia em 

número de espécies conforme a fonte: Ryvarden (1991), declarou que havia mais de 250 

espécies; em 1997, Moncalvo e Ryvarden afirmaram se tratar de 217 espécies (Elfvingia 

e Ganoderma combinados), sendo que destes, 69 eram tratados como sinônimos); em 

2003, Smith e Sivasithamparam, reportaram 214 espécies; em 2008, Kirk apresentou 80 



espécies (Kirk, 2008), no Index Fungorum consta 428 nomes de espécies; a base de 

dados Mycobank menciona 420 espécies (Richter, 2015). 

Donk (1948) segregou a família Ganodermataceae separadamente de políporos, 

baseando-se na coloração e morfologia dos esporos. Outros autores, por exemplo, 

Steyaert (1972) e Corner (1983), adicionaram gêneros, subgêneros e novas espécies. 

Estudos recentes empregaram métodos de filogenética molecular e lançaram nova luz 

no parentesco dos fungos. Mesmo assim, afinidades entre Ganoderma e outros gêneros 

de Polyporales precisam de melhores esclarecimentos (Hong e Jung 2004).  

A família Ganodermataceae contém espécies de basidiomas perenes e sazonais, 

estipitados a pileados, de píleo velutino a glabro, amarelo, marrom, bege ou preto, 

opaco ou brilhante, geralmente sulcado com ou sem uma cutícula; o estipe, se presente, 

é arredondado ou achatado, opaco a brilhante e usualmente, com cutícula; a superfície 

dos poros é esbranquiçada quando em crescimento ativo, tornando-se ocráceo a escuro 

com o envelhecimento; os poros geralmente pequenos, raros os de tamanho médio; os 

tubos são estratificados; o contexto é marrom escuro a amadeirado, duplo ou com várias 

bandas ou zonas. O sistema hifal é di ou trimítico, hifas generativas com fíbulas, difíceis 

de serem encontradas; a cutícula, em muitas espécies se constitui de hifas generativas 

unicelulares curtas e coloridas de paredes espessas, onde dificilmente se observam 

fíbulas; hifas esqueletais estão presentes em todas as espécies quer sejam ramificadas ou 

arboriformes com um longo segmento mais inferior não ramificado e uma parte superior 

ramificada; hifas ligadoras próprias aparentemente não estão presentes, mas hifas 

similares, finas e ramificadas preenchem poros velhos; cistídios são ausentes; basídios 

com 4 esterigmas e em forma de barril; basidiósporos tem parede dupla (há uma única 

exceção), no qual a parede interna é verrucosa a ornamentada, engrossada e colorida e a 

parede externa é fina e hialina. Ocorrem no chão ou na madeira morta com forte 

podridão branca. São cosmopolitas e apresentam pequeno número de gêneros. O gênero 

tipo é o Ganoderma P. Kartsten (1881) (Donk, 1948).  

O gênero Ganoderma é um grupo de fungos degradadores de madeira com grandes 

basidiomas. A pesquisa por “Ganoderma” no Index Fungorum reporta a 428 espécies, 

incluindo sinônimos. Estudos taxonômicos reportam mais de 300 espécies do gênero, 

sendo que a maior parte delas está distribuída em regiões tropicais (Richter et al., 2015; 

Seo e Kirk, 2000).  

De acordo com Ryvarden (2004), o gênero Ganoderma tem as seguintes 

características: basidioma anual ou perene, estipitado a séssil, píleo com uma cutícula 



espessa opaca ou brilhante e lacada com uma fina cutícula ou cutícula de células finais 

clavadas; contexto de cor creme ou marrom escuro avermelhado, macio a esponjoso ou 

firme e fibroso. Poros de cor creme, 4 a 7 por mm; camadas de tubos únicas ou 

estratificadas, claras a marrom avermelhadas; estipe central ou lateral (quando 

presente); sistema hifal dimítico, hifas generativas com fíbulas, hifas esqueletais 

hialinas a marrons, não septadas, geralmente com longas ramificações; basídios 

elipsoides finos na base; cistídios ausentes; basidiósporos amplos a estreitamente 

elipsoides com um ápice truncado e um poro apical germinal, de parede dupla, o 

endósporo é castanho e separado do exósporo hialino por pilares inter-paredes, 7-30 μm 

de comprimento; reação de Melzer negativa. 

Espécies brasileiras de Ganoderma formam um grupo monofilético e a distribuição 

geográfica é um valioso dado na delimitação de espécies do gênero (Lima Júnior, 2012). 

Atualmente, Ganoderma apresenta complexos de espécies de difícil separação, como o 

complexos G. applanatum-australe e o complexo G. lucidum (Kaliyaperumal e 

Kalaichelvan, 2008; Postnova e Skolotneva, 2010), que deram origem aos subgêneros 

Elfvingia (basidioma não lacados) e Ganoderma (basidioma lacado), respectivamente 

(Corner, 1983).  

O gênero Ganoderma é bastante estudado devido aos seus atributos 

farmacológicos. Mais de 6500 publicações foram escritas recentemente em língua 

chinesa (Adams, 2010) somente para este gênero e G. lucidum é, sem dúvida, a espécie 

mais estudada. Sem levar em consideração problemas taxonômicos, foram relatados em 

diversos trabalhos com G. lucidum polissacarídeos, proteínas e mais de 150 triterpenos 

biologicamente ativos (Paterson, 2006; Qiao et al., 2007; Chen et al., 2012) que são os 

constituintes majoritários em G. lucidum com importantes efeitos biológicos (Baby et 

al., 2015).  

Outras espécies bem investigadas são o G. applanatum e G. tsugae (Lindequist, 

1998; Paterson, 2006; Jedinak, 2011, Trigos, 2011). Ganoderma applanatum, possui 

atividade antifúngica (Zjawiony, 2004, Karaman, 2012 e Florianowicz, 2014) e 

antitumoral devido aos compostos orgânicos voláteis e triterpênicos e apresenta também 

ação antimicrobiana, devido às saponinas (Karaman, 2009).  

Metabólitos secundários de outras espécies foram estudados mais pobremente e 

algumas espécies como G. weberianum, G. subamboinense ou G. sichuanense carecem 

de dados (Richter, 2015). 



No mundo, estão descritas aproximadamente 99.000 espécies de fungos, das quais 

cerca de 13.800 existiriam no Brasil, ou seja, aproximadamente 14% da diversidade 

mundial (Kirk et al., 2008). 

 

2 JUSTIFICATIVA 

Considerando a necessidade da ampliação do conhecimento da micobiota brasileira, 

especialmente para espécies de Ganodermataceae, a possibilidade de descobrimento de 

novos táxons com potencial para descoberta de novos arsenais contra neoplasias e 

motivado pelo (a):  

- grande diversidade dos fungos poroides, em especial de Ganodermataceae, já 

evidenciada em estudos anteriores realizados na Região Sul;  

- escassez de estudos taxonômicos na área, sendo que, em sua maior parte, os 

realizados tiveram enfoque apenas morfológico;  

- a carência de informações sobre as espécies que ocorrem em regiões tropicais e 

subtropicais, o que impossibilita conhecer melhor a filogenia do grupo;  

- poucos trabalhos sobre o potencial farmacológico e aplicabilidade das espécies 

ocorrentes na região.  

Propomos o estudo das espécies da família Ganodermataceae encontradas em áreas 

de Mata Atlântica e Pampa, através de uma abordagem morfológica e de ensaios 

farmacológicos.  

 

3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Ampliar o conhecimento sobre a diversidade e aplicabilidade de espécies de 

Ganodermataceae (Basidiomycota) em áreas de Mata Atlântica e Pampa, utilizando 

análises morfológicas e ensaios farmacológicos. 

 

3.2 Objetivos específicos 

- Conhecer as espécies da família Ganodermataceae presentes em áreas de Mata 

Atlântica e Pampa; 

- Utilizar caracteres morfológicos e, quando possível, moleculares para a 

identificação das espécies encontradas na área de estudo; 

- Avaliar qualitativamente e quantitativamente a atividade biológica de extratos 

etanólicos de espécies de Ganodermataceae. 



 

 

4 METODOLOGIA 

Esta pesquisa compreende quatro diferentes linhas para investigação das espécies 

de macrofungos da família Ganodermataceae coletados: análise taxonômica, análise 

molecular (filogenética), análise do perfil químico e avaliação do potencial antitumoral. 

 

4.1 Coleta, análise taxonômica e filogenética 

Os espécimes pertencentes à família Ganodermataceae (Polyporales, 

Basidiomycota) serão coletados em diferentes localidades do Brasil, abrangendo áreas 

de Mata Atlântica e do Pampa, percorrendo áreas bem conservadas em Unidades de 

Conservação.  

No momento da coleta, os basidiomas sadios (sem sinais de deterioração) serão 

fotografados e anotados dados referentes ao ambiente e substrato. Os espécimes serão 

removidos do substrato e logo em seguida acomodados em recipientes individuais. 

O material coletado será submetido a uma análise macroscópica. O material será 

conservado sob refrigeração até a conclusão da análise complementar, no laboratório, 

com auxílio de microscópio estereoscópico, seguido de análise microscópica, segundo a 

metodologia descrita por Teixeira (1995). Serão feitas secções utilizando lâminas de 

aço, no píleo, contexto e himenóforo. Os cortes serão montados em lâminas com 

soluções alcalinas de KOH 3%, juntamente com o corante citoplasmático floxina 1% e, 

posteriormente, analisados sob microscópio óptico em aumento 1000X. Serão feitas 30 

medidas de cada estrutura, incluindo basidiósporos, basídios e os diferentes tipos de 

hifas. Serão preparadas e analisadas seções das porções já citadas com reagente de 

Melzer, a fim de detectar reação amilóide ou dextrinóide nas estruturas. Observações 

sobre o sistema hifal, forma e coloração das diferentes estruturas e demais informações 

pertinentes serão realizadas e ilustradas em aumento com o auxílio de câmara clara 

acoplada ao microscópio. Na identificação do material será utilizada bibliografia 

especializada. 

Todo o material será acondicionado em envelopes de papel com etiquetas de 

identificação e incorporado ao acervo do Herbário do Instituto de Biociências da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICN) e, quando possível, duplicatas serão 

enviadas a outros herbários nacionais e internacionais indexados. 



A análise molecular para confirmação das espécies será realizada após extração de 

DNA das amostras, segundo Doyle e Doyle, 1987. O DNA será amplificado por PCR 

nas regiões nuclear ribossomal ITS e sequência gênica de β-tubulina para caracterização 

taxonômica (Hennicke et al. 2016; Kwon, O. C., 2016). O sequenciamento será feito em 

empresa terceirizada. Os dados sequenciados serão submetidos a buscas de sequências 

similares através do programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Os 

fragmentos sequenciados serão analisados e alinhados utilizando-se o programa BioEdit 

(Halli, 1999). Para as análises filogenéticas, a inferência Bayesiana será realizada no 

programa Mr. Bayes v. 3.2.6 (Ronquist et al., 2012). Para escolha do modelo evolutivo, 

será utilizado o programa jModeltest v.0.1.1 (Posada, 2008; Darriba et al., 2012; 

Guindon & Gascuel, 2003). E para as análises de Máxima Verossimilhança, 

utilizaremos o programa RAxML v.8.1.11 (Stamatakis, 2014). Todas as análises serão 

implementadas na plataforma CIPRES (Miller et al. 2011). Após, as sequências obtidas 

serão inseridas no GenBank, sediado no National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) (http// www.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul et al., 1997). 

 

4.2 Avaliação do perfil farmacológico 

4.2.1 Perfil químico: 

Após a identificação das espécies, os corpos de frutificação (200 g) serão  

separadamente secos em estufa de ar circulante a temperatura inferior a 30 °C, 

triturados e submetidos a extração com etanol 25% (1:10 proporção fungo:solvente) à 

temperatura ambiente, por 10 h com agitação periódica. Os extratos serão filtrados a 

vácuo, desalcolizados e liofilizados conforme Lee et al., 2016, com modificações. Uma 

alíquota de cada amostra será enviada para a análise química dos ácidos triterpênicos, 

que será realizada por HPLC (Cromatografia Líquida de alta eficiência) acoplada a um 

espectrômetro de massas com ionização por Eletrospray (ESI-MS). A razão das massas 

m/z será medida em analisador tipo quadrupolo-tempo de vôo (QTof) e as amostras 

serão comparadas entre si para evidenciar a similaridade ou não na constituição química 

e os dados de m/z serão comparados com os da literatura para a identificação do ácidos 

triterpênicos presentes. 

Após a identificação das espécies, os corpos de frutificação (200 g) serão 

separadamente secos em estufa de ar circulante a temperatura inferior a 30 °C, 

triturados e submetidos a extração com etanol 25% (1:10 proporção planta:solvente) à 

temperatura ambiente, por 10 h com agitação periódica. Os extratos serão filtrados a 



vácuo, desalcolizados e liofilizados conforme Lee et al., 2016, com modificações. Uma 

alíquota de cada amostra será enviada para a análise química dos ácidos triterpênicos, 

que será realizada por HPLC (Cromatografia Líquida de alta eficiência) acoplada a um 

espectrômetro de massas com ionização por Eletrospray (ESI-MS). A razão das massas 

m/z será medida em analisador tipo quadrupolo-tempo de vôo (QTof) e as amostras 

serão comparadas entre si para evidenciar a similaridade ou não na constituição química 

e os dados de m/z serão comparados com os da literatura para a identificação do ácidos 

triterpênicos presentes. 

 

4.2.2. Conteúdo de polifenois totais 

Será determinado o conteúdo de compostos fenólicos totais pelo método 

colorimétrico Folin-Ciocalteu, no qual o extrato etanólico é misturado com carbonato de 

sódio (7.5%, w/v) e 500 μL do reagente Folin–Ciocalteu. Após 30min, no escuro, a 

absorbância é medida em 765 nm em escpectrofotometro. O conteúdo de compostos 

fenólicos será expresso em mg equivalentes de ácido gálico por 100 g amostra. 

 

4.2.3 Atividade Antioxidante 

A atividade antioxidante dos extratos será avaliada pela capacidade de doar 

elétrons ao radical (DPPH). O extrato será diluído em diferentes concentrações e 

adicionado ao tampão TRIS-HCl (100 mM, pH 7.0) e 250 μM de DPPH dissolvido em 

etanol. Os tubos serão mantidos no escuro (20 min) e a absorbância lida em 

espectrofotômetro a 517 nm. Os resultados serão expressos como a IC50% (quantidade 

de extrato necessária para neutralizar 50% do radical DPPH. 

 

4.2.4 Atividade antitumoral 

Para avaliação de atividade antitumoral serão utilizadas células padrão da American 

Type Culture Collection (ATCC) de câncer de mama (MCF-7), pâncreas (MIAPaCa-2), 

ovário (OVCAR-3), melanoma (MV-3), e hepatoma (HEPA 1c1c7 e HepG2), além de 

células normais (fibroblastos L929). 

As células de linhagem tumoral serão mantidas em meio RPMI 1640 suplementado 

com 10% de soro fetal bovino, 100 IU/ml penicilina e 100 µg/ml de estreptomicina ou 

em meio Meio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% soro 

fetal bovino, 100 IU/ml penicilina e 100 µg /ml estreptomicina, a 37° C em atmosfera 

úmida contendo 5% CO2. As células serão colocadas em placas em 96 poços com 



11000-12000 células por poço e em 150 µL de meio de cultura seguido por incubação 

overnight a 37 ° C (5% de CO2 e 95% de ar) para permitir a fixação das células nos 

poços. As células serão incubadas durante 24 h e/ou 48 h em presença ou na ausência de 

50 µL de concentrações crescentes dos extratos fúngicos. Camptotecina e/ou etoposídeo 

serão utilizados como controle positivo. As células do controle do veículo serão tratadas 

com concentrações mais elevadas de DMSO (0,1%). Após, 100 µL do sal 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) será foi adicionado a cada poço e a 

placa será incubada durante 2 h para permitir a reação do MTT com as desidrogenases 

mitocondriais. Os cristais de formazan formados serão dissolvidos por 200 µL de 

DMSO. Após 10 min, a absorbância do azul de formazan será lida em 595 nm, em leitor 

de microplaca, e será proporcional ao número de células viáveis. O ensaio com o MTT é 

projetado para quantificar espectrofotometricamente o crescimento celular, a 

viabilidade, e proliferação celular e calcular a dose que causa citotoxicidade em 50% 

das células cancerosas (IC50%). O extrato que apresentar a melhor atividade antitumoral 

será avaliado em relação a danos oxidativos e função mitocondrial a fim de caracterizar 

seu mecanismo de ação. 

 

 4.2.5 Avaliação da atividade dos complexos mitocondriais I, II, III, IV da cadeia 

de transporte de elétrons 

 Para a detecção simultânea da atividade dos cinco complexos mitocondriais, 

será utilizado o sistema automatizado MILLIPLEX® map Human OXPHOS Magnetic 

Bead Panel (Merck, Millipore, Darmstadt, Alemanha). Para a realização destas análises, 

serão preparados previamente extratos celulares de acordo com protocolo de preparação 

padrão de amostra contendo 10 μg de lisado celular total. As amostras serão analisadas 

em triplicata e a medida de intensidade de fluorescência (MIF) será mensurada 

utilizando o sistema Luminex®. Os resultados das múltiplas análises dos cinco 

complexos serão expressos em percentual de controle (%). 



 4.2.6 Determinação do nível intracelular de ATP 

 Para verificar uma possível alteração na produção de ATP, após o tratamento, as 

células serão expostas ao reagente do kit Titer-Glo® (Promega, Madison, WI), que 

contém luciferina e luciferase. Na presença obrigatória de ATP, a luciferase produz 

luminescência utilizando a luciferina como substrato. A luminescência será lida em 

leitor de microplacas.  

 

 4.2.7 Avaliação de parâmetros de estresse oxidativo 

Será realizada a quantificação dos produtos finais da peroxidação lipídica, os 

quais são capazes de reagir com o ácido tiobarbitúrico, formando um produto de 

coloração rosa, que será lido espectrofotometricamente a 530 nm, segundo metodologia 

de Wills et al. (1966). Os resultados serão expressos em nmol de TBARS/mg de 

proteínas. Serão determinados, ainda, os níveis de danos às proteínas através da 

metodologia descrita por Levine et al. (1990), na qual são quantificados os grupos 

carbonil através da reação com dinitrofenilhidrazina (DNPH). A leitura será realizada 

espectrofotometricamente a 370 nm e os resultados serão expressos em nmol de 

DNPH/mg de proteína. Os níveis de NO serão determinados através da reação de 

Griess, de acordo com metodologia descrita por Green (1981). Os resultados serão 

expressos como nmol de nitritos por mg de proteína. O conteúdo de proteínas totais será 

quantificado através do método de Bradford (1976) e os resultados serão expressos em 

mg de proteína por mL. 

 

4.2.8 Atividade de enzimas antioxidantes superóxido dismutase e catalase 

 A atividade da superóxido dismutase (SOD) será determinada de acordo com 

Bannister e Calabrese (1987), onde as células serão adicionadas ao tampão glicina 50 

µM. Após, é adicionado à adrenalina e medida a inibição da taxa de formação de 

adenocromo a 480 nm, por um período de 3 min. Os resultados serão expressos como 

unidade de SOD (USOD\mg de proteína). Uma unidade de SOD é definida como a 

concentração de enzima presente na amostra capaz de inibir a formação de adenocromo 

em 50%. A atividade da enzima catalase será determinada através da medida da 

decomposição do peróxido de hidrogênio, segundo Aebi (1984). Para isto a amostra 

será adicionada ao tampão fosfato (pH 7,0). Após 2 min. será acrescentado o peróxido 

de hidrogênio e a leitura será realizada em 240 nm. Os valores serão expressos em 

mmol de H2O2 \minuto\mg de proteína. 



 

4.2 .9 Avaliação dos marcadores apoptóticos 

 A expressão dos marcadores apoptóticos (caspases, AIF, Bax, Bad, entre outros) 

será realizada por análise de immunoblotting utilizando-se anticorpos específicos para 

cada proteína. Primeiramente será avaliada a concentração proteica das células pelo 

método de Lowry, ressuspendendo as mesmas em tampão de Laemmli (4% glicerol, 

10% SDS, Tris-HCl 0,5M, β-mercaptoetanol, azul de bromofenol e água milliQ). Após, 

será feita a fervura das células durante 2 minutos e as proteínas serão separadas por 

eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE). 

Em seguida, será realizada a transferência das proteínas para uma membrana de 

nitrocelulose. O bloqueio da membrana é efetuado com albumina 5% por no mínimo 60 

minutos. As lavagens (três vezes de cinco minutos cada) da membrana serão feitas com 

PBS contendo 0,05% de TWEEN® 20. Após o bloqueio e lavagem, a membrana será 

incubada com os anticorpos primários (p53, PARP, AIF, caspases -3, -7 e -9 totais e 

clivadas), seguindo-se com lavagem da membrana, que será incubada novamente com 

os anticorpos secundários anti-mouse IGg e anti-rabbit IGg, ambos conjugados a 

peroxidase. A revelação das bandas será feita com o uso do kit ECL e registrada com 

hiperfilme (Amersham Biosciences). A intensidade das bandas será avaliada pelo 

programa Opticquant. 

 

4.2.10 Análise estatística 

 Todos os resultados obtidos serão expressos como a média ± erro padrão da média 

(EPM). A análise estatística será realizada utilizando-se a análise de variância de uma e 

duas vias (ANOVA), seguida por comparação múltipla pos-hoc (teste de Tukey). As 

relações entre variáveis serão alcançadas com teste de correlação de Person. Os valores 

de p< 0,05 serão considerados estatisticamente significativos. O programa estatístico 

utilizados será o SPSS (The Statistical Package for Social Sciences, version 19.0, 

Armonk, NY, USA, for Windows). 

 

5 EQUIPE 

Viviane de Oliveira Garcia – doutoranda da Pós Graduação em Botânica da UFRGS. 

Rosa Mara Borges da Silveira – orientadora da Pós Graduação em Botânica da UFRGS. 

Mirian Salvador – co-orientadora da Universidade de Caxias do Sul. 



Simone Cristina Baggio Gnoatto – colaboradora Programa de Pós-Graduação em 

Ciências Farmacêuticas da UFRGS. 

Márcio Fronza – colaborador da Universidade de Vila Velha. 

 

5.1 EQUIPE DE COLETA 

Viviane de Oliveira Garcia/RG 6054492787 

Genivaldo Alves da Silva/RG RG: 9132279143 

Maria Elenice de Oliveira Alves/ RG: 9095436813 

 

6 CUSTOS DO PROJETO 

Material de 

consumo  

Quantidade  Valor Unitário  Total  

Avaliação da 

atividade 

biológica: 

plásticos e 

reagentes  

-  -  R$ 8.000,00  

Análises 

moleculares: 

serviço de 

sequenciamento 

de DNA  

600  R$ 10,00  R$ 6.000,00  

Excursões de 

coleta  

15 diárias  R$ 184,88*  R$ 7.773,20  

TOTAL  R$ 21.773,20  

 

7 CRONOGRAMA DE EXECUÇÃO 

Semestre  

Atividades 
1° 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8° 

Revisão bibliográfica X X X X X X X X 

Obtenção dos créditos do PPG X X X      

Proficiência em língua estrangeira  X       

Revisão de herbários   X X X X   

Coleta de material: 3 dias em cada 

Unidade de Consevação 
 X X X X X X  

Obtenção dos extratos   X X X X   

Análise morfológica e molecular   X X X X   

Ensaios biológicos in vitro    X X X X   

Análise dos dados    X X X X  



Discussão dos resultados     X X X  

Exame de qualificação       X  

Elaboração dos artigos      X X X 

Defesa da tese        X 
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