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RESUMO 

 
 

Os cogumelos são conhecidos pelo seu valor medicinal e apresentam benefícios 

para a saúde associados à sua ingestão dietética, particularmente o cogumelo 

Agaricus bisporus devido aos seus diversos componentes bioativos. No entanto, 

há  dificuldades para determinar os compostos bioativos, uma vez que os 

diferentes métodos de extração podem resultar em perfis químicos variáveies e 

frequentemente não são investigados, bem como a toxicidade dos solventes 

residuais não é considerada. A extração por fluido supercrítico (ESC) utiliza alta 

pressão de CO2 para sua aplicação como solvente, a qual é considerada uma 

tecnologia limpa, uma vez que os extratos obtidos com esse processo 

apresentam elevada pureza e  baixo teor de solventes residuais. Foram 

avaliados dois diferentes extratos de Agaricus bisporus utilizando extração com 

fluido supercrítico (ESC1 e ESC2) e extração por solvente orgânico clássico 

(extrato bruto), utilizando etanol como solvente, comparando seus rendimentos, 

perfis químicos, atividade citotóxica e antitrombótica (antiagregante plaquetária e 

anticoagulante). O perfil químico foi avaliado por cromatografia gasosa ou líquida 

acoplada a espectrometria de massa. A análise química mostrou que (E, E) -

9,12- octadecadienoato de metila e (Z) -9-octadecenoato de metila foram os 

principais ésteres derivados de ácidos graxos nos extratos ESC. O ESC 

apresentou alto efeito citotóxico na linhagem celular de câncer de mama MCF-7, 

quando comparado à MDA-MB-231, linhagem de câncer de mama resistente. A 

linhagem celular McCoy (não tumoral) não apresentou efeito citotóxico. Além 

disso, o efeito antiagregante dos extratos ESC foi superior ao efeito produzido 

pela extração por solvente orgânico clássico. No geral, os extratos ESC 

mostraram o melhor desempenho na triagem bioativa em comparação com o 

extrato etanólico convencional. 

 

Palavras-chave: Agaricus bisporus, câncer de mama, plaquetas, espectrometria 

de massa. 



ABSTRACT 

 
 

Mushrooms are known for medicinal value and it has health benefits associated 

with its dietary intake, mainly Agaricus bisporus due to its various bioactive 

components. However, there are difficulties to determine bioactive compounds, 

since the different extraction methods can result in variate chemical profile and 

frequently they are not investigated, as well as the toxicity of residual solvents 

are not considered. The supercritical fluid extraction (SFE) uses high-pressure of 

CO2 for its application as solvent; it has considered a clean technology, since the 

extracts obtained with this process have high purity with low residual solvents. We 

evaluated different extracts from Agaricus bisporus using supercritical fluid 

extraction (SFE) and classical organic solvent extraction (crude extract), with 

ethanol as solvent, comparing their yields, chemical profiles, cytotoxic, 

antiaggregant and anticoagulant activities. The chemical profile was evaluated by 

Gas or Liquid chromatography coupled to mass spectrometry. The chemical 

analysis showed that methyl (E,E)-9,12- octadecadienoate and methyl (Z)-9-

octadecenoate were the main esters derived from fatty acids in SEF extracts. The 

SFE had a high cytotoxic effect in the MCF-7 cell line, when compared to the 

MDA-MB-231 line. The McCoy cell line (non-tumor) showed no cytotoxic effect. 

Additionally, the anti-aggregate effect of SFE extracts was higher than the effect 

produced by classical organic solvent extraction. Overall, SFE extracts showed 

the best performance on bioactive screening compared to conventional ethanolic 

extract. 

 

Keywords: Agaricus biporus, breast cancer, platelets, mass spectrometry. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O número de pesquisas focadas na relação entre os alimentos e seus 

ingredientes e a saúde está crescendo notavelmente. Portanto, a busca por 

compostos naturais e bioativos está relacionada às suas propriedades 

farmacológicas e biológicas (GALLEGO et al., 2019). Nos últimos anos, muitos 

estudos demonstraram que os cogumelos comestíveis são fontes de substâncias 

bioativas. Entre outros, eles contêm polissacarídeos, fibras, terpenos, peptídeos, 

glicoproteínas, elementos minerais, ácidos graxos insaturados e antioxidantes 

(HOSEINIFAR et al., 2019). Dentre as diferentes culturas de cogumelos, o 

cogumelo-botão branco Agaricus bisporus é uma espécie importante devido ao 

valor econômico, demandas de mercado e cultura de difusão mundial (LIU et al. 

2013). 

A. bisporus é um cogumelo comestível muito comum que contém vários 

componentes medicinais (SRIRAMULU et al., 2020). Os efeitos farmacológicos 

exibidos pelos diferentes constituintes estão relacionados às funções 

antitumoral, antimicrobiana, antiviral, antioxidante, antiinflamatória, 

antiobesidade e hepatoprotetora (RAMOS et al., 2019; FENG et al., 2020). As 

propriedades terapêuticas das formulações à base de produtos naturais estão 

diretamente relacionadas aos componentes da matéria-prima, que são afetados 

por variáveis como tempo de armazenamento e condições de temperatura, entre 

outros (GRINEVICIUS et al., 2017). 

A extração com fluido supercrítico ou extração supercrítica (ESC) é um 

método vantajoso para obtenção de compostos bioativos. As tecnologias de 

fluidos supercríticos oferecem um método inovador para a indústria de alimentos 

e a descoberta de medicamentos de fontes naturais (GRINEVICIUS et al., 2019). 

Essa técnica pode ser utilizada em baixas temperaturas, garantindo menor 

deterioração dos componentes termolábeis presentes na matéria-prima. Além 

disso, os extratos obtidos por esta técnica têm a vantagem de apresentar menor 

teor de solventes residuais, conferindo-lhes menor toxicidade (SWERN, 1982; 

PARISOTTO et al., 2012). Assim, a extração de matérias-primas por meio desse 

método tem sido amplamente utilizada, oferecendo uma excelente possibilidade 

de concentração e isolamento de compostos de interesse (MICHIELIN et al., 

2009; GRINEVICIUS et al., 2019). 
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Considerando a importância deste cogumelo, bem como a ausência de 

estudos utilizando ESC e A. bisporus, o objetivo deste trabalho foi comparar o 

perfil químico e as atividades biológicas, citotóxica e antitrombótica, de diferentes 

extratos de A. bisporus, em modelos experimentais in vitro. 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRAFICA 

 

2.1 PRODUTOS NATURAIS 

 

A área de  produtos naturais é uma das mais tradicionais na  pesquisa no 

Brasil, devido à grande biodiversidade do país. A maioria dos trabalhos é voltada 

ao isolamento e à identificação de substâncias associadas a ensaios biológicos, 

in vivo e in vitro. Tais estudos contribuem para a formação de recursos humanos 

competentes na área de produtos naturais, além de auxiliarem no 

desenvolvimento de novos medicamentos com intuito de prevenir ou tratar 

diversas doenças (PUPO et al., 2007, SANTANA et. al, 2018). 

A fitoterapia é definida como a ciência que busca a prevenção e cura de 

doenças através da utilização de produtos naturais, apresentando  menor custo 

para a utilização e a continuação dessa cultura empírica pela população. A 

utilização da fitoterapia tornou-se comum entre a população com menor poder 

aquisitivo, tanto da área rural quanto urbana, devido ao fácil acesso à matéria-

prima e ao baixo custo. O uso excessivo de produtos naturais oferece riscos à 

saúde humana, pois há evidências de plantas que podem ser potencialmente 

tóxicas e levar a disfunção de órgaos vitais (SANTANA et. al, 2018; DE MOURA 

et. al, 2020; NASCIMENTO  et al., 2021). 

Os produtos naturais tornaram-se conhecidos através da cultura popular, 

passada de geração em geração, por pessoas conhecidas como curandeiros, 

que acumularam experiências e conhecimentos a respeito do uso de plantas 

medicinais. Há registros históricos sobre a utilização das plantas para o  

tratamento de doenças desde 4.000 a.C,  sendo que o primeiro registro médico 

depositado no Museu da Pensilvânia é datado de 2.100 a.C., incluindo a coleção 

de fórmulas de trinta diferentes drogas de origem vegetal, animal ou mineral 

(DUARTE, 2006; DE LIMA, BARBADO, 2020). 
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As descobertas de produtos naturais para o tratamento de doenças e 

alívio de condições físicas/psíquicas são descritos desde o século XIX (Figura 1). 

A descoberta e a utilização do ópio ocorreram no início da civilização. Como 

evidência mais antiga do cultivo da papoula, os sumérios descreviam a papoula 

como a “planta da alegria” (COHEN,1969). A papoula, nome popular da planta 

Papaver somniferum, da qual se extrai o ópio, crescia nas terras em torno do 

Mediterrâneo  (BOOTH,1998), e o uso do ópio é relatado em praticamente todas 

civilizações conhecidas, tais como egípcia, mesopotâmica, gregos e romanos 

(KRITIKOS, 1967). 

O início da descoberta do ácido acetilsalicílico (AAS) foi realizado por 

Edmund Stone, quando se notou que a substância extraída do salgueiro poderia        

ser utilizada para o controle de febre em pacientes. O isolamento dessa 

substância em sua forma cristalina ocorreu em 1828 por Leroux, farmacêutico 

francês. Em 1897, o laboratório Bayer conjugou quimicamente o ácido salicílico 

com acetato, sintetizando o ácido acetilsalicílico (aspirina), o qual se mostrou 

menos tóxico. Em 1971, John Vane descobriu pela primeira vez o mecanismo de 

ação do ácido acetilsalicílico no corpo humano (KOROLKOVAS, 1988; BRAÑA 

et al. 2005). 

A principal descoberta de novos anticancerígenos de origem vegetal é o 

da Catharanthus roseus (L.), conhecida como vinca. Através de testes para 

avaliar sua atividade hipoglicemiante, tais extratos dessa espécie produziram 

granulocitopenia em consequência da supressão da medula óssea dos animais, 

sugerindo avaliação em modelos de leucemias e linfomas. A partir da 

confirmação da atividade nesses modelos, ocorreu isolamento de dois 

alcaloides, a vimblastina e a vincristina. Esses dois alcaloides são utilizados para 

o tratamento de linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, câncer de ovário e 

testículos e leucemia linfoblástica aguda infantil (BRANDÃO et al., 2010). 

A descoberta da artemisinina ocorreu na China durante a Revolução 

Cultural com o objetivo de ajudar os militares no norte do Vietnã na guerra contra 

os Estados Unidos devido a sua eficácia para a cura da malária. Através dessa 

descoberta, derivados da artemisinina vêm sendo sintetizados até os dias de hoje  

(LIAO, 2009; MILLER, et al., 2011; UDAYKUMAR, 2014). 
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Figura 1. Linha do tempo de descoberta de produtos naturais. 

 
Fonte: Adaptado de Simões e colaboradores, 2016. 

 

2.2 Agaricus bisporus 

 

Os cogumelos estão inseridos na alimentação de diversos povos desde a 

antiguidade, devido  ao seu valor nutricional e propriedades terapêuticas. 

Antigamente, os chineses acreditavam que os cogumelos estabeleciam a saúde  

ao corpo humano, sendo capazes de preservar a juventude por longos períodos, 

utilizando-os como alimento e remédio (SAFWAT E AL KHOLI, 2006). 

Na Grécia, os cogumelos eram reconhecidos como alimentos que davam 

força para os guerreiros em batalhas (DABA et al., 2008). O Auricularia 

auricularia foi o primeiro cogumelo cultivado artificialmente no mundo, porém o 

grande desenvolvimento em cultivo de cogumelos  ocorreu na França, quando 

Agaricus bisporus foi cultivado pela primeira vez em 1.600 e Pleurotus spp. nos 

EUA em 1900 (CHANG, 2008). Atualmente, em torno de trinta e cinco espécies 

de cogumelos são cultivadas comercialmente, dentre essas vinte estão sendo 

cultivadas em escala industrial (MUHAMMAD E SULEIMAN, 2015). 

Em razão de suas propriedades nutricionais e médicas, o interesse pelos 

benefícios dos cogumelos aumentou significativamente nos últimos anos. Os 

cogumelos comestíveis são classificados como um alimento saudável (PEREIRA 

et al., 2012; VITAL et. al, 2018), devido  ao seu alto teor  proteico e de 

polissacarídeos, associados ao baixo teor de gordura, garantindo maior 
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concentração de ácidos graxos monosaturados e poli-insaturados quando 

comparados aos ácidos graxos saturados. Além disso, são fontes de compostos 

fenólicos, micronutrientes e macronutrientes (RODRIGUES et al., 2015; BACH 

et. al, 2017; BACH et. al, 2019). Dentre os ácidos graxos identificados no A. 

bisporus é possível ressaltar os ácidos linoleico, palmítico, esteárico, oleico, 

eicosanóico e erúcico. O A. bisporus, por seu baixo teor de gordura e presença 

de ácido linoleico, é considerado essencial para a saúde humana, podendo 

reduzir a aterosclerose (SADIQ et al., 2008). O ácido linoleico  de A. bisporus é 

responsável por 44,19% do ácido graxo total identificado, sendo cinco e vinte 

vezes mais do que no Pleurotus ostreatus e no Ganoderma lucidum, 

respectivamente (HOSSAIN et. al, 2007). 

Os estudos sobre os extratos de A. bisporus (Figura 2) estão em constante 

desenvolvimento, podendo comprovar seus efeitos benéficos como 

antioxidantes, anticancerígenos e anti-inflamatórios, sugerindo um potencial 

futuro para o tratamento de diabetes mellitus, infecções bacterianas e fúngicas, 

distúrbios do sistema imunológico humano e cânceres (DHAMODHARAN E 

MIRUNALINI, 2010; ÖZTÜRK et al., 2011; MAO et al., 2013; GHAHREMANI- 

MAJD E DASHTI, 2015; NDUNGUTSE et al., 2015; SAMI et al. 2021). 

 
Figura 2. O cogumelo Agaricus bisporus conhecido popularmente como Champignon 

de Paris. 

Fonte: Fungicultura, 2021. 
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O isolamento e a purificação de componentes ativos de cogumelos 

mostraram que os polissacarídeos, exibem atividades antitumorais em relação a 

várias linhagens de células cancerígenas, o Basidiomycota é conhecido por suas 

características medicinais atribuídas à sua glucana e a outro polissacarídeo. São 

identificados em A. bisporus compostos bioativos que demonstraram 

propriedades imunomoduladoras e anticâncer. Segundo Zhang et al. (2014), o 

polissacarídeo marrom de A. bisporus é responsável por sua atividade 

imunoestimulante e antitumoral in vivo e in vitro. 

A ingestão dietética de A. bisporus  acelera significativamente a secreção 

de imunoglobulina A secretora que é responsável pela defesa imune humoral 

nas superficies das mucosas, demostrando seus benefícios à saúde 

(KOZARSKI et al., 2011; JEONG et al., 2012). A arginina presente no A. bisporus 

garante o crescimento retardado do tumor e metástase, podendo ser adicionado 

à alimentação de pacientes com câncer. Além disso, relatam que a aromatase 

presente nesse cogumelo diminuiu o risco de câncer de mama (NOVAES et al. 

2011; KANAYA et al. 2011). Segundo Yang et al. (2016), a lovastatina exerce 

efeito anticâncer na linhagem celular de câncer de mama triplo-negativa MDA- 

MB-231 e já foi identificado em A. bisporus (CHEN et al., 2012). Os compostos 

extraídos de A. bisporus suprimem a atividade da aromatase, inibem a 

proliferação de células do câncer de mama e diminuem a formação de tumor 

mamário in vivo (PALOMARES et al. 2011). Além disso, Chen et al. (2006) 

relataram que os principais compostos ativos em A. bisporus são ácidos graxos 

insaturados, como ácido  linoleico e ácido linolênico, que exibem atividade 

inibitória da aromatase (ROUPAS et al. 2012). 

          A Sociedade Canadense do Câncer (Canadian Cancer Society) recomenda 

o consumo do cogumelo A. bisporus relacionando-o à sua eficácia contra doenças 

humanas, assim como sua diminuição no risco de câncer de mama devido ao 

consumo de cogumelos por mulheres na pré-menopausa (SHIN et al. 2010).  

         O cogumelo A. bisporus é reconhecido por ser utilizado contra a desnutrição 

em países em desenvolvimento e subdesenvolvidos, além de ser uma fonte de 

tratamento para diabetes, câncer, dislepdemias ou suplementos alimentares 

saudáveis. Tais estudos mostraram que a terapia nutracêutica é uma fonte de 

novas terapêuticas contra muitas doenças (ATILA et al., 2021). 
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2.3 CÂNCER 

 

A palavra câncer é advinda de origens antigas e derivada do termo em 

latim ¨caranguejo¨, sendo justificado por agarrar-se de uma forma obstinada a 

qualquer parte do que se apodera, como um caranguejo (GUPTA et al., 2004). 

O câncer engloba em torno de 100 diferentes tipos de doenças com 

crescimento desordenado de células e capacidade de invadir tecidos 

adjacentes ou órgãos distantes. Através de uma mutação genética a célula 

passa a receber instruções erradas para as suas atividades, ocorrendo a 

formação de genes especiais, denominados proto-oncogenes (inativos em 

células normais). Os proto-oncogenes ativados tornam-se oncogenes, fazendo 

com que células normais se transformem em  células cancerosas (RIBEIRO et 

al., 2021). 

A carcinogênese é o processo de formação do câncer, podendo levar 

vários anos para que uma célula cancerosa prolifere e dê origem a um tumor 

visível. Os efeitos cumulativos de diferentes agentes cancerígenos ou 

carcinógenos são os responsáveis pelo início, promoção, progressão e 

inibição do tumor. A carcinogênese é determinada pela exposição a esses 

agentes (Figura 3), em uma dada frequência e em dado período de tempo, e 

pela interação entre eles. Devem ser consideradas, no entanto, as 

características individuais que facilitam ou dificultam a instalação do dano 

celular (SILVA et al., 2004; DÜSMAN et al., 2012; RIBEIRO et al., 2020). 

        A definição bioquímica para o câncer é uma perda do controle dos 

mecanismos de proliferação, diferenciação e morte celular (MOFFAT et al., 

2000). Através da capacidade de invasão dos tumores, torna-se possível sua 

penetração em vasos sanguíneos, linfáticos e cavidades corporais, ocorrendo 

uma disseminação. Quanto maior o nível de agressividade, seu rápido 

crescimento e tamanho, muito maior é possibilidade de desencadear 

metástases (GUPTA et al., 2004). 

 

 



 

Figura 3. A formação do câncer. 
 
 
 
 

 

 
Fonte: INCA, 2021. 

 

A origem do câncer se dá por alterações no DNA celular, o que causa 

mutações. Normalmente, as células possuem mecanismos de regulação, tendo 

o seu período de funcionamento e de sua morte. Quando ocorre algum erro 

nesses mecanismos, há possibilidade de surgir células alteradas, tornando-as 

cancerosas. As células cancerosas têm capacidade de divisão superior quando 

comparadas às células normais e o seu crescimento torna-se contínuo. Tais 

células em excesso invadem todo o organismo. O acúmulo dessas células de 

crescimento desordenado dá origem aos tumores (BACAC et al., 2008; INCA, 

2021). 

As células possuem a capacidade de se desprenderem do tumor e de se 

deslocarem, invadindo tecidos vizinhos, chegando ao interior de um vaso 

sanguíneo  ou linfático, se disseminando, chegando a órgãos distantes do local 

onde o tumor se iniciou, formando as metástases (Figura 4). Conforme as células 

cancerosas vão substituindo as normais, os tecidos invadidos perdem suas 

funções. Sendo assim, as células cancerosas apresentam quatro características 

que as distinguem das células normais: proliferação descontrolada, 

indiferenciação e perda de função, poder de invasão e capacidade de sofrer 

metástases (BRUM et al., 2017; INCA, 2021). 
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Figura 4. Etapas da formação da metástase. 
 

 

Fonte: adaptado de STEEG, 2003. 

 

 

2.4 CÂNCER DE MAMA 

 

O câncer de mama é causado pela multiplicação desordenada de células 

da mama, gerando células anormais que se multiplicam e formando um tumor, 

com desenvolvimento rápido ou lento. Cerca de 66.280 novos casos foram 

descritos em 2021, com 18.295 mortes, sendo 18.068 mulheres e  227 homens. 

Os fatores de risco do câncer de mama não são isolados, podendo  dividi-los em 

três fatores (Tabela 1): fatores ambientais e comportamentais, fatores da história 

reprodutiva e hormonal e fatores genéticos e hereditários. Além da faixa etária, 

sendo que cerca de quatro em cada cinco casos, ocorrem após os 50 anos 

(KASPER et al., 2016). 
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Tabela 1. Fatores de risco do câncer de mama. 
 

Fatores ambientais e 
Comportamentais 

Fatores da história 
reprodutiva e hormonal 

Fatores genéticos e 
hereditários* 

Obesidade e sobrepeso 
após a menopausa; 

Primeira menstruação antes de 
12 anos; 

História familiar de câncer de 
ovário; 

Sedentarismo e inatividade 

física; 

Não ter tido filhos; Casos de câncer de mama na 

família, principalmente antes 

dos 50 anos; 

Consumo 
alcoólica; 

de bebida Primeira gravidez após os 30 
anos; 

História familiar de câncer de 
mama em homens; 

Exposição 

radiações 

(Raios-X). 

frequente a 

ionizantes 

Parar de menstruar 

(menopausa) após os 55 anos; 

Alteração genética, 

especialmente nos genes 

BRCA1 e BRCA2. 

 Uso de 

hormonais 

progesterona); 

contraceptivos 

(estrogênio- 

 

 Ter feito reposição hormonal 
pós-menopausa. 

 

Fonte: INCA, 2021. 

 

Para prevenção do câncer de mama  recomenda-se a inclusão de hábitos 

saudáveis na rotina, como praticar atividade física, ter alimentação balanceada, 

manter peso corporal ideal, evitar o consumo de bebidas alcoólicas,    amamentar 

e evitar o uso de anticoncepcionais e reposição hormonal. O câncer  de mama 

pode ser percebido em suas fases inicias através de nódulos fixos e indolores na 

mama, pele da mama avermelhada, alterações no mamilo, nódulos nas axilas ou 

pescoço e/ou saída de líquidos pelos mamilos (CÂNDIDO et al. 2016; SILVA et 

al., 2020). 

Existem dois fatores para definir o tratamento que será utilizado: a fase 

em que a doença se encontra e o tipo de tumor. Através do diagnóstico precoce 

há maior potencial curativo. Em casos com metástases o tratamento ideal será 

estabelecido considerando a melhora da qualidade de vida do paciente e 

buscando prolongar a sobrevida. O tratamento de câncer de mama é dividido em 

tratamento local e sistêmico (Figura 5), sendo o tratamento local: cirurgia e 

radioterapia e o tratamento sistêmico: quimioterapia, hormonioterapia e terapia 

biológica (FERREIRA et al., 2017; INCA, 2021). 
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Figura 5. Fluxograma de tratamento de câncer de mama. 
 
 

 

Fonte: adaptado de INCA, 2021. 

 

Para as fases iniciais do câncer de mama, a conduta indicada é a cirurgia, 

conservadora (apenas retirada do tumor) ou mastectomia (retirada da mama). 

Após cirurgia, o tratamento complementar é a radioterapia. A mensuração dos 

receptores hormonais (receptor de estrôgenio e progesterona) do tumor através 

de exame de imunohistoquimica avalia se a hormonioterapia pode ser indicada. 

A presença do HER-2 (fator de crescimento epidérmico 2) é avaliada e através 

desse exame será analisada a necessidade de terapia biológica anti-HER-2, 

sendo que a superexpressão do HER-2 induz malignidade dos cânceres e pior 

prognóstico (SLAMON et al., 2011; MARTINS et al., 2017). 

As linhagens celulares são uma grande contribuição para o 

desenvolvimento de alternativas para tratamento e diagnóstico molecular do 

câncer, pois através de sua utilização é possível reconhecer diversos compostos 

antitumorais. Dentre as inúmeras linhagens celulares de tumor de glândula 

mamária, encontra-se a MCF-7 e MDA-MB-231. A linhagem celular MCF-7 

representa 70% dos casos de câncer de mama não invasivo e enquanto a 

linhagem  celular MDA-MB-231 é mensurada em 15% dos casos de câncer de 

mama invasivo e metastático (COMŞA et al., 2015). 

 

 

Tratamento 

Sistêmico Local 

Quimioterapia Hormonioterapia Cirurgia Radioterapia 
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          A linhagem MCF-7 apresenta receptores positivos para estrógeno e 

progesterona, com características de diferentes epitélios mamários, incluindo a 

síntese de estradiol. Essa linhagem é considerada pouco agressiva e não 

invasiva, possuindo um baixo potencial de metástase in vitro. Enquanto a 

linhagem celular MDA-MB-231 é derivada de um tecido epitelial de câncer de 

mama, sendo uma das linhagens mamárias mais utilizadas em pesquisas 

laboratoriais. É altamente agressiva, invasiva e pertence ao subtipo molecular 

triplo-negativo, não apresentando receptores para estrógeno, progesterona, bem 

como a ausência de receptores para a proteína HER2 (CAILLEAU et al., 1978; 

CHAVEZ et al., 2010; COMŞA et al., 2015). 

 

2.5 DOENÇAS CARDIOVASCULARES ASSOCIADAS À TROMBOSE 

 

O aumento da expectativa de vida é responsável pelo número de indivíduos 

de idade avançada com doenças crônicas, tornando-se uma preocupação em 

saúde pública. A Organização Mundial de Saúde (OMS) alega a ocorrência de 

elevado número de indivíduos com doenças cardiovasculares em países de 

baixa e média renda. As doenças cardiovasculares são classificadas  como a 

principal causa de morte nos países em desenvolvimento (MATHERS, 2008; 

MENDIS et al., 2011; WHO, 2014; ABUBAKAR et at. 2015). 

Há uma variedade de doenças do sistema circulatório amplamente 

classificadas como doenças cardiovasculares, destas estão inclusas: isquemia 

cardíaca, o acidente vascular encefálico, o tromboembolismo venoso e a doença 

congênita cardíaca. As doenças cardiovasculares possuem fatores de risco que 

podem ser tratados e controlados. Como fatores de risco controlados pode-se 

definir a hipertensão sanguínea, hiperglicemia, hipercolesterolemia, obesidade, 

falta de atividade física, tabagismo e uso excessivo de álcool (WHO, 2017). 

Considerando a importância mundial da trombose,  diversos estudos têm 

como objetivo o desenvolvimento de fármacos para o tratamento e prevenção de 

eventos tromboembólicos. A farmacoterapia disponível para tratamento 

antitrombótico tem seus efeitos indesejáveis e como principal risco há elevada 

chance de ocorrência de hemorragias, além do alto custo dos medicamentos. 

Dessa forma, evidencia-se a necessidade de desenvolver novos agentes 

antitrombóticos, pois as terapias disponíveis não garantem controle seguro 
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desses eventos tromboembólicos (ANDREWS et al. 2014; BICKMANN et al. 

2017; GIMBEL et al. 2018; MCFADYEN et al. 2018). Para desenvolver novos 

possíveis fármacos para prevenção de eventos tromboembólicos é necessário 

entender a papel das plaquetas e as vias de coagulação que formam os trombos. 

A cascata da coagulação é didaticamente dividida em 3 vias: via 

intrínseca, via extrínseca e via comum (Figura 6). A via extrínseca é ativada por 

tromboplastina (fator tecidual) quando ocorre lesão da parede vascular. A 

tromboplastina ativa o fator VII, formando um complexo do fator tecidual com 

VIIa, tal complexo por influência do cálcio ativa o fator X. A partir do fator X se 

inicia a via comum. O complexo protrombinase ativa o fator II (protrombina), 

tornando-se IIa (trombina) (SILVA & MELO, 2016; VAN DER MEIJDEN & 

HEEMSKERK, 2019). 

A via intrínseca (via de ativação por contato) da coagulação é ativada pelo 

colágeno quando ocorre uma lesão vascular. O fator XII quando ativado pelo 

colágeno tornando-se XIIa, assim como  o fator XI forma XIa. O fator IX ativado 

torna-se IXa e o fator VIII é ativado por fosfolipídios das plaquetas, fator de 

Willdebrand e trombina (provinda de grânulos presentes nas plaquetas e de 

retroalimentação). Os fatores IXa e VIIIa formam um complexo cálcio 

dependente ativado pelo fator X, tornando-o Xa. O fator V é ativado em Va 

através da influência de fosfolipídios e trombina, formando dessa forma o 

complexo protrombinase dependente de cálcio (Xa e Va). A trombina ativa 

fibrinogênio, que consequentemente ativa fibrina (SILVA & MELO, 2016; VAN 

DER MEIJDEN & HEEMSKERK, 2019). A trombina ativa o fator XIII, tornando 

XIIIa responsável pela polimerização das fibrinas (ligações cruzadas). A fibrina é 

uma proteína insolúvel responsável pela formação de uma rede de fibras 

elásticas que consolida o tampão plaquetário e o transforma em um tampão 

hemostático (SILVA & MELO, 2016; VAN DER MEIJDEN & HEEMSKERK, 

2019). 
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Figura 6. As três vias da coagulação. 

 
 

Nota: 

FL: fosfolipideos de membrana das plaquetas 

FWR: fator de Willdebrand 

TR: trombina 

Fonte: Adaptado de SILVA & MELO, 2016. 

 

A ocorrência de dano ao endotélio pode resultar em dois tipos de 

mecanismos fisiológicos: a hemorragia e ativação do mecanismo hemostático. A 

hemostasia eficaz impede a perda abundante de sangue pelos vasos 

sanguíneos. Para a redução da perda sanguínea ocorrem três eventos 

importantes: o espasmo vascular, a formação do tampão plaquetário e a 

coagulação do sangue. A célula endotelial possui papel importante na inibição 

da resposta hemostática, principalmente pela síntese de prostaglandina e óxido 

nitroso (Figura 7), que tem propriedades vasodilatadoras e função de inibir a 

agregação plaquetária (HOFFBRAND, 2019). 
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Figura 7. As vias de coagulação que auxiliam na formação de trombo. 
 

Fonte: Adaptado de VAN DER MEIJDEN & HEEMSKERK, 2019. 

 
 

A formação de constituintes sanguíneos de forma desordenada dentro dos 

vasos com interação de fatores vasculares, celulares e humorais na corrente 

sanguínea circulante, com capacidade de se desenvolver em artérias 

(responsável por transportar o sangue oxigenado nos pulmões para os tecidos) 

ou veias (transporta o sangue após deixar oxigênio nos tecidos, de volta para os 

pulmões), denomina-se trombose (MOREIRA, et al., 2009; HEINER, 2018). A 

trombose pode ser classificada como trombose arterial e trombose venosa, 

dependendo do local onde de desenvolve. A Trombose Venosa (TV) se 

desencadeia através da formação de coágulos sanguíneos nas veias presentes 

em todo o organismo (HEINER, 2018). A partir da formação do coágulo 

sanguíneo na veia, ocorre o bloqueio do fluxo sanguíneo, gerando a formação 

de edemas e dores no local afetado. Por sua vez, A TV acomete os membros 

inferiores, na maior parte dos casos, porém não exclui a possibilidade de ocorrer 

em nos membros superiores (SIMÕES; DE OLIVEIRA, 2014; GOMES, et al. 

2021). 

A principal causa da Trombose Arterial (TA) é a lesão do endotélio 

vascular. Normalmente, ocorrem em regiões da circulação arterial parcialmente 

obstruídas devido ao crescimento de placas de aterosclerose. Como resultado 

ocorre a inflamação e acúmulo de colesterol na parede arterial (SIMÕES; DE 

OLIVEIRA, 2014). O infarto agudo do miocárdio, o acidente vascular encefálico 

e a doença arterial obstrutiva crônica são as tromboses arteriais mais 
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conhecidas. (MACCALLUM et al., 1999; MORAES et al., 2020). Quando ocorre 

a obstrução da circulação arterial, consequentemente há interrupção na chegada 

de oxigênio para os demais tecidos, o que desencadeia sofrimento agudo e morte 

em segundos a minutos dos tecidos (caso não seja restabelecido o fluxo 

sanguíneo). Na trombose arterial há um predomínio de agregados plaquetários 

devido à ocorrência de microlesões nos vasos sanguíneos, expondo o colágeno 

que ativa as plaquetas (MACCALLUM et al, 1999; DENTALI et al. 2009; 

MESQUITA, et al. 2016). 

 

2.6 ANTITROMBÓTICOS: ANTIAGREGANTES E ANTICOAGULANTES 

 

Um organismo em estado fisiológico normal apresenta o sangue em 

estado fluido, para que possa desempenhar sua principal função de transporte 

de células e outras substâncias. O sistema hemostático mantem a fluidez 

sanguínea e a integridade vascular, seus principais componentes envolvidos são 

as plaquetas, os vasos sanguíneos, as proteínas da coagulação e as da 

fibrinólise (BITTENCOURT, 2016; HOFFBRAND, 2019). 

Na hemostasia primária, através da lesão vascular ocorre o 

desencadeamento da adesão e ativação das plaquetas induzindo a rearranjos 

na estrutura plaquetária (Figura 8), secreção dos grânulos plaquetários e 

agregação plaquetária. Como resultado, forma-se um tampão hemostático para 

obstruir o local lesionado, cessando a perda sanguínea e auxiliando na 

regeneração tecidual (MATUS et al., 2018). As plaquetas ativadas são capazes 

de recrutar outras plaquetas circulantes pela secreção de mediadores da 

ativação plaquetária, como a adenosina difosfato (ADP) e a adenosina trifosfato 

(ATP) ocorrendo o aumento do tamanho do tampão plaquetário (KOUPENOVA- 

ZAMOR et al., 2017). 
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Figura 8. Análise da hemostasia primária e secundária. 

 

 

Fonte: Adaptado de Kasvi, 2019. 

 

Na hemostasia secundária, o fibrinogênio do local da lesão sofre ação da 

trombina e é convertido em fibrina. A partir da formação da fibrina, uma proteína 

que faz ligações covalentes com outros monômeros de fibrina, forma uma 

estrutura firme que estabiliza o agregado plaquetário. (TOMAIUOLO, 2017). 

Didaticamente, a hemostasia secundária compreende a cascata de coagulação,  

constituída de fatores de coagulação que são proteínas sintetizadas pelo fígado  

(TEN CATE et al., 2017). 
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Posteriormente, ocorre a degradação do trombo, para que seja 

restabelecido o lúmen vascular e o fluxo sanguíneo. A fibrinólise é o processo de 

degradação da fibrina, mediada através da ação da plasmina (RODRIGUES et 

al., 2012). O sistema fibrinolítico é composto por várias proteínas responsáveis 

por regular a geração de plasmina (enzima ativa), produzida a partir do 

plasminogênio. As funções do sistema plasminogênio/plasmina incluem a 

degradação da fibrina, remodelagem da matriz extracelular, crescimento e 

disseminação tumoral, cicatrização e infecção (FRANCO, R.F., 2001; LANGER; 

WOLOSKER, 2006). Para que ocorra a fibrinólise, é necessário a ativação do 

plasminogênio. Os três ativadores do plasminogênio são: o ativador tecidual do 

plasminogênio (t-PA), o ativador de plasminogênio tipo uroquinase (u-PA) e por 

meio da via intrínseca da coagulação (Figura 9). A síntese e secreção de t-PA 

ocorre pelas células endoteliais, é o principal ativador relacionado à dissolução 

de fibrina na circulação, já o u-PA é sintetizado por monócitos, macrófagos e o 

epitélio urinário. A via intrínseca da coagulação ativa diretamente plasminogênio, 

além disso, favorece a ativação de t-PA e u-PA. Assim como a fibrinólise possui 

ativadores também há os inibidores endógenos desse processo, dentre eles: a 

fibrinólise são o Inibidor de Fibrinólise Ativável por Trombina (TAFI), o Inibidor 1 

do Ativador do Plasminogênio (PAI-1) e a alfa-2-antiplasmina (α2-AP) 

(MARINHO, 2021). 

A partir da falha dos mecanismos hemostáticos por anormalidades 

genéticas ou adquiridas ocorrem eventos hemorrágicos ou complicações 

tromboembólicas (KRIZ et al., 2009). As doenças cardiovasculares tornaram-se 

uma das causas de óbito recorrentes e implicam em altos gastos para sistema 

de saúde ou até mesmo familiares, devido  a internações e tratamento dos 

pacientes, fazendo desses eventos um importante problema de saúde (CHAN et 

al., 2016). Os eventos trombóticos são prevenidos e tratados com medicamentos 

antiagregantes ou anticoagulantes, tais medicamentos possuem desvantagens 

como uma janela terapêutica estreita e interações medicamentosas. Os produtos 

naturais são candidatos a fontes de novos agentes terapêuticos devido a sua 

grande quantidade de compostos disponíveis e utilizados para diversas 

aplicações (KHALID et al., 2016). 
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Figura 9. Ativadores e inibidores da fibrinólise. 

 

 
 

Nota: 

 

t-PA: Ativador Tecidual do Plasminogênio 

PAI-1: Inibidor 1 do Ativador do Plasminogênio 

α2-AP: Alfa-2-antiplasmina 

TAFI: Inibidor de Fibrinólise Ativável por Trombina 

Fonte: Adaptado de Marinho, 2021. 
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2.6 EXTRAÇÃO POR FLUIDO SUPERCRÍTICO 
 

Um solvente quando atinge a pressão e a temperatura acima do seu ponto 

crítico (Figura 10), torna-se um fluido supercrítico (KNEZ et al., 2014). Considera- 

se temperatura crítica a temperatura máxima em que um gás é capaz de se 

converter em líquido através do aumento da pressão, sendo que a pressão crítica 

é definida como a pressão máxima na qual um líquido é convertido em gás pelo 

aumento da temperatura (RIZVI et al., 1986). Na extração supercrítica (ESC) 

ocorre a transferência de massa sob pressão e temperatura acima do ponto 

crítico do solvente (MANTELL et al., 2013). As vantagens desse método são 

inúmeras quando comparados aos métodos de extração convencionais, dentre 

elas, destaca-se o aumento da seletividade, qualidade superior dos extratos, 

diminuição da utilização de solvente orgânico, o que garante baixas quantidades 

residual de solvente no extrato (XYNOS et al., 2012). 

 
Figura 10. Diagrama de fases, segundo a variação de pressão e temperatura. 

 

Fonte: KNEZ et al., 2014. 

 
 

A extração por fluido supercrítico garante  maior eficiência da extração 

quando comparada aos métodos de extração convencionais, utilizando 

solventes líquidos, pois o fluido supercrítico apresenta baixa viscosidade e baixa 

tensão superficial, o que permite a rápida difusão do solvente (POULIOT et al., 

2014). Na extração convencional, o volume de solvente orgânico é alto, sendo 

necessária uma etapa exaustiva para que ocorra a separação do extrato e do 
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solvente, nessa etapa pode ocorrer degradação de compostos termolábeis de 

interesse devido às altas temperaturas do solvente durante a extração (KIM et 

al., 1999; GIL-CHAVEZ et al.,2013). 

O solvente mundialmente utilizado para a extração por fluido supercrítico    

é o dióxido de carbono (CO2), pois apresenta diversas vantagens tais como não 

ser tóxico, não inflamável, baixo custo e seguro (MANTELL et al., 2013; 

POULIOT et al., 2014). O CO2 é gasoso em temperatura ambiente e a 

recuperação do extrato livre de solvente se torna muito simples e a extração de 

compostos termolábeis pode ser realizada (HERRERO et al., 2010). Como o 

dióxido de carbono (CO2) apresenta baixa polaridade, ele é menos efetivo para 

a extração de compostos com maior polaridade. A cromatografia gasosa 

acoplada a espectrometria de massa (CG-MS) é aplicada nas análises de 

misturas complexas e permite identificação de compostos voláteis e com baixa 

polaridade. Portanto, para identificação dos compostos presentes nos extratos 

supercríticos é preferencialmente a empregada a técnica de CG-MS (ANDREO, 

D et al, 2006; LANÇAS, 2009; DE ANDRADE NEVES et al., 2021). 

A extração utilizando solvente orgânico (extrato bruto) permite que sejam 

identificados compostos com maior polaridade, empregando a cromatografia 

líquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) como método de 

identificação de compostos, um procedimento mais rápido e econômico 

comparado aos demais, com capacidade de identificar compostos com maior 

polaridade e menor volatilidade (LANÇAS, 2009; GRUTES et al. 2019;  

SVERSUT et al., 2019). 

Resumidamente, a extração supercrítica pode ser definida como um 

método de  separação e purificação com inúmeras vantagens dentre elas, o alto 

rendimento de extrato obtido, a facilidade de separação do solvente e a 

possibilidade de se trabalhar em baixas temperaturas (NASCIMENTO et al., 

2016). Desde 1997, considerava- se a possibilidade desse processo como uma 

alternativa para substituir os métodos tradicionais como a extração por arraste a 

vapor e a extração por solvente a baixa pressão (REVERCHON et al., 1997). 

Sendo que entre os anos 2000 e 2013 mais de 300 plantas foram utilizadas para  

em processos de extração supercrítica (REN et al., 2014). 
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A intenção desse estudo é destacar  que apesar de ser cultivado 

mundialmente o cogumelo Agaricus bisporus necessita de estudos que  

comprovem as vantagens da utilização de diferentes métodos de  extração de 

compostos bioativos. Dessa maneira, enfatiza-se a diferença entre o perfil 

químico (influenciado pelo método de extração empregado) e as atividades 

biológicas de A. bisporus, através da avaliação do efeito citotóxico e ação 

antitrombótica de diferentes extratos desse cogumelo em modelos experimentais 

in vitro. 
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3 OBJETIVO 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 
 

Avaliar e comparar a capacidade antitumoral e antitrombótica de extratos 

bruto e supercríticos obtidos a partir de Agaricus bisporus. 

 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Produzir e caracterizar os extratos bruto e supercríticos de A. bisporus; 

• Avaliar a capacidade citotóxica dos extratos bruto e supercríticos de A. 

bisporus, em linhagens celulares tumorais (MCF-7 e MDA) e linhagem 

celular não tumoral (McCoy); 

• Avaliar o efeito sobre a agregação plaquetária dos extratos bruto e 

supercríticos de A. bisporus; 

• Avaliar a atividade anticoagulante dos extratos bruto e supercríticos de 

A.bisporus.
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 PROCEDIMENTO DE EXTRAÇÃO 

 
O cogumelo comestível A. bisporus, popularmente conhecido como 

cogumelo Portobello, foi adquirido da empresa Zucca Mushrooms Company 

(Salto, SP, Brasil). Primeiramente,  1 kg de cogumelos inteiros foram 

desidratados em estufa a 45-60 ºC durante 18 h. O material seco foi pulverizado 

para produzir partículas com tamanho classificado como malha 32 (amostra 

moída) e utilizado para realizar os diferentes métodos de extração para fins 

comparativos. A amostra moída foi       armazenada a 10 ˚C até os procedimentos 

de extração. 

 
4.2 EXTRAÇÃO POR SOLVENTE ORGÂNICO CLÁSSICO POR 

MACERAÇÃO (EXTRATO BRUTO) 

 

A extração foi realizada pelo método de maceração, misturando-se 100 g 

de amostra seca e moída  em 200 mL de etanol (99% puro, CAQ Ind. & Com., 

SP, Brasil), por 7 dias em temperatura ambiente e um dia de agitação manual. A 

amostra resultante foi evaporada sob pressão reduzida em evaporador rotativo, 

e após liofilizada para obtenção do extrato bruto (EB) (PARISOTTO et al., 2012). 

 

4.3 EXTRAÇÃO DE FLUIDO SUPERCRÍTICO (ESC) 

 

O método de ESC utilizado foi realizado de acordo metodologia proposta 

por Mazzutti et al. (2017). Para isso, aproximadamente 15 g de material seco e 

em pó foram colocados dentro da coluna de extração (EV1, 20 mm de diâmetro 

interno e 440 mm de altura, aço inoxidável AISI 316) e adicionadas esferas de 

vidro para formar um leito de partículas fixas dentro da coluna. As extrações 

foram realizadas a 40 ºC e pressões de 20 Mpa (ESC1) e 30 Mpa (ESC2), vazão 

de solvente de 1,2 ± 2 kg h-1 e durante 2 h. As condições de extração foram 

selecionadas de acordo com a literatura bem como estudo piloto com a matéria-

prima do cogumelo. Os extratos foram armazenados em frascos âmbar, pesados 

e armazenados em freezer (-18 ºC). 
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A coluna de extração foi revestida termicamente e controlada por banho 

de aquecimento (Microquímica, modelo MQBTZ 99-20, Palhoça/SC – Brasil). As 

pressões de extração foram controladas por manômetros analógicos (General 

Connections, Campinas / SP – Brasil). O gás CO2 foi comprimido por uma bomba 

de alta pressão (Maximator, modelo M111, Alemanha), juntamente com um 

banho termostático (Microquímica, modelo MQBMP01, Palhoça/SC – Brasil). Um 

banho aquecedor de água (Fisatom, modelo 572, São Paulo/SP – Brasil) 

manteve a temperatura a 60 ºC das válvulas reguladoras (HIP, modelo 10-11 

NFA e modelo 10-11 NFA-REG, EUA) responsáveis pelo CO2 controle de fluxo 

e taxa de fluxo. 

 
4.4 CROMATOGRAFIA GASOSA – ANÁLISE DE ESPECTROMETRIA DE 

MASSA (GC-MS) 

 

Os extratos ESC1 e ESC2 foram analisados por GC-MS, aplicando-se 

cromatografia gasosa em equipamento Shimadzu QP2010 acoplado a 

espectrômetro de massas, com fonte de ionização de elétrons (EI) e energia de 

ionização de 70 Ev. Foi usada uma coluna cromatográfica Rtx-5MS (30 m x 0,25 

mm, 0,25 mm de espessura) e hélio como gás de arraste a pressão de 100 kPa 

e taxa de fluxo da coluna de 1,61 mL/ min. A proporção de divisão foi de 1:10 e o 

programa de temperatura foi o seguinte: 60 °C por 3 min, 60 a 310 °C aumentando 

em 6 °C/min   e 310 °C por 13 min. Para a identificação dos compostos, os dados 

foram comparados com os dados dos bancos de dados WILEY 7 e NIST 11 e 

seus índices de retenção foram comparados com os dados relatados por Adams 

et al. 2007. Para os cálculos do índice de retenção, uma série de alcanos (C8 a 

C26)        foi injetada. 

 

4.5 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA  – ANÁLISE DE ESPECTROMETRIA DE 

MASSA (LC-MS) 

 

O extrato bruto foi analisado por cromatografia líquida acoplada a detector 

de arranjo de diodos e espectrometria de massa (LC-DAD-MS). Foi utilizado  um 

UFLC Prominence Shimadzu e um espectrômetro de massa MicrOTOF-Q III 

(Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA). Para as análises, foi aplicada uma coluna 

Kinetex C18 (2,6 μm, 150 ± 2,1 mm). A fase móvel era composta por água (A) e 
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acetonitrila (B), ambas adicionadas a 0,1% de ácido fórmico. O perfil de eluição 

foi o seguinte: 0 a 2 min – 3% de B, 2 a 25 min – 3-25% de B, 25 a 40 min – 80% 

de B. A coluna cromatográfica foi mantida a 50 ˚C e a taxa de fluxo foi de 0,3 mL/ 

min. O extrato bruto foi preparado a 1 mg/mL e 3 µL foram injetados. 

Os compostos foram identificados com base na comparação com dados 

espectrais publicados (UV, MS e MS / MS) e com dados depositados no banco 

de dados Global Natural Products Social Networking (GNPS). 

 

4.6 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR 

 

O efeito citotóxico de A. bisporus contra células MCF-7, MDA-MB-231 

(câncer de mama) e McCoy (não tumorais) foi medido usando o ensaio MTT (3-

(4,5- dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) segundo Mosmann 

(1983). As células foram plaqueadas a uma densidade de 104 células/poço em 

placas de 96 poços e deixadas crescer por 24 h. Em seguida, o meio foi obtido e 

as células foram tratadas com DMSO (1%) como controle ou em diferentes 

concentrações (0, 100, 200, 300, 400 e 500 mg/mL) dos extratos por 24, 48 e 72 

h. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e incubadas com MTT (0,5 

mg/mL) por 2 h. A solução do meio MTT foi removida e os cristais de formazan 

foram solubilizados pela adição de DMSO (100 mL/poço) e a absorbância da 

solução foi avaliada a 550 nm. Três experimentos independentes foram 

realizados, e os resultados foram apresentados com seus respectivos valores de 

IC50 (concentração inibitória 50%). 

 

4.7 COLETA DE SANGUE: OBTENÇÃO DE PLASMA E ISOLAMENTO DE 

PLAQUETAS 

 
Amostras de sangue humano foram obtidas de doadores saudáveis sem 

histórico de sangramento ou trombose, com faixa etária entre 18 a 40 anos, de 

forma voluntária. Todos os voluntários humanos receberam e assinaram um 
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O protocolo do estudo foi 

previamente aprovado pelo Comitê de Ética da UFMS, de acordo com as normas 

nacionais e internacionais de pesquisa envolvendo seres humanos (Resolução 

nº 1996 do Conselho Nacional de Saúde), que regulamenta experimentos 

envolvendo seres humanos (CAAE: 22858119.9.0000.0021). 

A coleta de sangue foi realizada com citrato trissódico (nove partes de 

sangue e uma parte de citrato trissódico 3,8% - 9:1) como anticoagulante. Para 

a realização dos experimentos de agregação plaquetária, foi obtido um pool de 

plasma rico em plaquetas (PRP) por centrifugação do sangue total por 10 min a 

123 g em temperatura ambiente. O PRP foi ajustado para 2,5 x 108 células /mL 

em tampão fosfato-salino (PBS). Para os ensaios de coagulação, um pool de 

plasma pobre em plaquetas (PPP) foi usado. Para a obtenção do pool de PPP, 

as amostras de sangue foram centrifugadas 1.107 g por 15 min a 8 °C. Todos os 

experimentos foram realizados dentro de 3 h após a coleta da amostra. 

 
4.8 DETERMINAÇÃO DA AGREGAÇÃO PLAQUETÁRIA 

 

A avaliação da agregação plaquetária foi realizada por turbidimetria, 

segundo Born e colaboradores (1963), utilizando agregômetro semiautomático 

(AgreGO, Qualiterm). Alíquotas de 400 mL de PRP foram transferidas em 

curvetas e homogeneizadas sob agitação de 180 g a 37 °C. As plaquetas foram 

pré-incubadas com extratos a 400 mg/mL por 5 min antes da adição de difosfato 

de adenosina (ADP 10 Μm, Sigma-Aldrich® St. Louis, EUA) ou epinefrina (5 

μg/mL; Hipolabor, Minas Gerais, BR). A agregação foi medida em porcentagem 

(%) e registrada continuamente por 5 min após a adição de agonistas. Para 

corrigir a linha de base da turbidez da amostra, foi utilizado o PRP obtido pela 

centrifugação das amostras. Foi usado como controle negativo DMSO 0,6% 

(v/v), enquanto 10 Μm de ticlopidina (Tcp) foi usado como controle positivo. 

Todos os testes foram realizados em triplicata. 
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4.9 AVALIAÇÃO DA COAGULAÇÃO DO SANGUE 

 

Os ensaios de coagulação foram realizados em um coagulômetro 

semiautomático (CLOTimer, Quick Timer). Para realizar os testes, 100 µL do pool 

de PPP foram incubados a 37°C por 5 min com cada extrato de A. bisporus  a 400 

mg/Ml. Em seguida, o tempo de protrombina (TP) e o tempo de tromboplastina 

parcial ativada (TTPa) foram realizados de acordo com as orientações do 

fabricante (BIOS Diagnostics, São Paulo, BR). O veículo (DMSO 0,6%; v/v) foi 

usado como controle negativo, enquanto heparina (17 UI/mL de sangue) foi 

usada como controle positivo. Todos os testes foram realizados em triplicata. 

 

4.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os rendimentos globais (Xo) foram obtidos considerando a relação entre 

a massa do material moído e a massa do extrato obtido (% g/g amostra). Para a 

análise estatística foi utilizado o software STATISTICA for Windows (versão 6.0 

– Statsoft Inc., EUA). Para elaboração das figuras foi utilizada o Software 

GraphPad Prism 3.0. A análise de variância (ANOVA) unilateral foi conduzida 

para investigar diferenças significativas (p <0,05) entre os extratos testados e os 

controles. 

 

4.11 GESTÃO DO PATRIMÔNIO GENÉTICO BRASILEIRO 

 

A cepa de A. bisporus foi previamente cadastrada no Sistema Nacional de 

Patrimônio Genético (SisGen) com o número A3B7063. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 RENDIMENTOS GLOBAIS 

 

Os rendimentos globais obtidos pelos diferentes métodos de extração 

foram de 0,94±0,13% (m/m) e 1,30±0,26% (m/m) para ESC1 e ESC2, 

respectivamente. Além disso, o procedimento de extração clássica com solvente 

orgânico (EB) apresentou um valor de Xo de 0,38±0,01% (p/p) (Tabela 2). Dentre 

as técnicas de extração aplicadas, aquelas realizadas com ESC proporcionaram 

os maiores rendimentos em relação ao método clássico. No entanto, não foi 

observada diferença estatística nos rendimentos entre os dois extratos ESC, que 

foram produzidos em diferentes pressões. 

 
Tabela 2. Valores de rendimento global (Xo) dos extratos de A. Bisporus    obtidos pelos 

métodos ESC e extração bruto. 

 
Extrato1 

 
Xo (% g/g amostra)2 

EB 0.38 ± 0.01
a
 

ESC1 0.94 ± 0.13%
b
 

ESC2 1.30 ± 0.26
b
 

1 Extratos da extração clássica com solvente orgânico (EB), extração com fluido supercrítico a 

20 MPa, 40 ° C (ESC1) e a 30 MPa, 40 ° C (ESC2). 2 Os valores de Xo estão expressos como 

valor médio ± desvio padrão. (a,b) significância estatística (p <0,05). 

 

5.2 ANÁLISES QUÍMICAS DOS EXTRATOS 

 
 

Os extratos ESC1 e ESC2, que foram analisados por GC-MS e os 

compostos identificados, estão apresentados na Tabela 3. Esses extratos 

apresentaram perfis semelhantes, demonstrando que a extração por pressão 

não afetou significativamente sua composição química ou rendimento. Os 

principais compostos identificados foram dois éster metílico de ácido graxo 

(EMAC), metil (E, E) -9,12-octadecadienoato (linoleato de metila) e metil (Z) -9- 

octadecenoato (oleato de metila) com uma porcentagem relativa superior a     

40%. O hexadecanoato de metila e o octadecanoato de metila, ésteres 

derivados do ácido palmítico, também estiveram presentes nos extratos, mas 

em menor concentração em termos de % de área de pico. 
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Tabela 3. Compostos identificados nos extratos ESC1 e ESC2 de A. bisporus usando 

análise de GC-MS. 

Pico Compostos IR1   %  

   ESC12 ESC3 

1 Hexadecanoato de metila 1929 7,50 1,91 

2 Metil (E, E) -9,12- 

Octadecadienoato 

2100 41,97 46,92 

3 Metil (Z) -9-octadecenoato 2105 46,97 47,84 

4 Octadecenoato de metila 2130 3,57 3,34 

1 Índice de retenção (IR) em RTx5MS 

2 Extratos da extração de fluido supercrítico a 20 MPa, 40 ° C (ESC1) 

3 Extratos da extração de fluido supercrítico a 30 MPa, 40 ° C (ESC2) 

 

O extrato bruto analisado por LC-DAD-MS revelou doze compostos 

(Figura 11 e Tabela 4). Alguns aminoácidos foram identificados, como N-acetil 

lisina, tirosina, fenilalanina e triptofano, que são compostos descritos de A. 

bisporus (DEL MAR et al., 2016). 

 

Figura 11. Cromatograma de pico base do extrato bruto de A. bisporus obtido através 

da análise LC-DAD-MS no modo de íon positivo. 

 
Nota:  

        Os compostos dos picos 3, 6, 7, 9 e 11 não puderam ser identificados devido ao baixo teor 

neste extrato. 

 

O pico 8 mostrou um íon intenso em m/z 318,3001 [M + H] + compatível 

com a fórmula molecular C18H39NO3. A partir desse íon protonado, os íons 
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produtos foram gerados por perdas de moléculas de água, semelhantes aos 

dados já publicados. Assim, esse componente foi anotado como fitosingosina (LI 

et al., 2020). Além disso, um ácido de cera e uma glicerofosfocolina também 

foram identificados. 
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Tabela 4. Compostos identificados no extrato bruto (EB) de A. bisporus usando análise de LC-DAD-MS. 
 

Pico TR 
(min) 

UV 
(nm) 

Formula 
Molecular 

Negativo (m/z)  Positivo(m/z) Composto 

MS [M-H]-
 MS/MS MS [M+H]+

 MS/MS 

1 1.1 - C8H16N2O3 - - 189.1231 145, 99 N-acetil lisina 

2 1.7 262 C9H11NO3 - - 182.0811 136 Tirosina 

3 2.1 258, 300sh C10H13N5O4 - - 268.1043 221, 214, 186, 176, 163 Desconhecido 

4 3.1 258 C8H16N2O3 164.0753 - 166.087 149 Fenilalanina 

5 5.1 271, 279, 
288 

C11H12N2O2 203.0830 186 205.0974 188, 170, 159, 143 Triptofano 

6 29.6 - C14H7NO3 - - 238.0535 192, 
164 

Desconhecido 

7 32.9 276 C16H35NO2 - - 274.2743 256, 231, 212, 188, 159 Desconhecido 

8 35.1 - C18H39NO3 - - 318.3001 300, 282, 264 Fitoesfingosina 

9 37.1 - C25H39N3O6 476.2762 279, 
196 

478.2925 460, 418, 308, 274, 250, 221, 196, 
182 

Desconhecido 

10 37.6 - C26H51NO7

P 

- - 520.3388 184 Glicerofosfocolina 

11 38.6 - C24H44O7 443.3006 309, 280, 
244, 209 

445.3170 427, 409, 377, 353, 328, 228, 
168 

Desconhecido 

12 42.3 - C18H32O2 279.2320 - 281.2486 - Ácido 
Octadecadienóico 

Nota:  Tempos de retenção (TR), comprimento de onda ultravioleta máximo (UV) e dados de MS para os compostos encontrados no extrato bruto de A. bisporus 

através de LC-DAD-MS. 
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5.3 ATIVIDADE CITOTÓXICA IN VITRO DE EXTRATOS EB e ESC 

 

Neste estudo, a viabilidade celular foi comparada em três linhas celulares 

diferentes: McCoy, MCF-7 e MDA-MB-231. Todas as linhas celulares foram 

submetidas ao ensaio MTT, após os tratamentos com diferentes concentrações 

de extratos de A. bisporus (EB, ESC1 e ESC2) por 72 h, conforme mostrado na 

Figura 12. 

 

Figura 12. Efeito de A. bisporus em McCoy, MCF-7 e MDA-MB-231 pelo método MTT 

em 72h. 

 

 

Nota: (A) McCoy: comparação entre EB, ESC1 e ESC2; (B) MCF-7: comparação entre EB, 

ESC1 e ESC2; e (C) MDA: comparação com EB e ESC1. 

 

Os extratos investigados apresentaram efeito citotóxico nas células MCF-

7  (Figura 12B), conforme mostrado na Tabela 5. Os ensaios utilizando a célula 

MDA-MB-231, aparentemente mostrou diminuição da viabilidade celular, 

particularmente ESC1 (Figura 12C), mas experimentos adicionais são 

necessários para confirmar. Não foram observados valores de citotoxicidade 

significativos para células não tumorais (Figura 12A). Nenhum resultado 

significativo de citotoxicidade foi observado em 24 e 48 h (dados não mostrados). 
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Tabela 5. Valores de IC50 e desvio padrão calculados para os extratos EB,ESC1 e ESC 

de A. bisporus em células McCoy, MCF-7 e MDA em 72h. 

Célula EB ESC1 ESC2 

McCoy 700,92 µg ±0,37a 324,96 µg ±0,39a 338,84 µg ±0,39ª 

MCF7 444,07 µg ±0,10a 292,66 µg ±0,12b 285,43 µg ±0,13b 

MDA 1694,69 µg ±0,08a 342,60 µg ±0,22a 328,68 µg ± 0,21a 

Resultado de valores de IC50 e desvio padrão calculados para os extratos EB, ESC1 e ESC de 

A. bisporus expresso em µg. Os valores de IC50 estão expressos como valor médio ± desvio 

padrão. (a,b) significância estatística (p <0,05). 

 

5.4 O EFEITO DOS EXTRATOS DE A. bisporus NA AGREGAÇÃO DE 

PLAQUETAS HUMANAS E COAGULAÇÃO DO SANGUE 

 

Os extratos investigados revelaram uma atividade antiplaquetária in vitro 

significativa ao inibir a agregação plaquetária induzida por ADP (Figura 13 A e 

B). Além disso, apenas os extratos ESC1 e ESC2 mostraram um efeito inibitório 

significativo na agregação plaquetária induzida pela epinefrina (Figura 13 C e D). 

 

Figura 13. Resultados obtidos dos extratos de A. bisporus na agregação plaquetária 

humana. 
 

 
Agregação de plaquetas de diferentes extratos a 400 mg/µL induzida por 6 μM de ADP (A e B) e 

adrenalina (C e D) por 5 min. CN: controle negativo; CP: controle positivo (Ticlopidina  10  µM);  

EB;  ESC1:  ESC  40◦C/20  MPa;  ESC2:  ESC  40◦C/30  MPa.  Três experimentos independentes 

foram realizados. (*) indica diferença estatisticamente significativa com o controle negativo * p ≤ 

0,05. 
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O tratamento do plasma humano com extratos de A. bisporus não 

prolongou significativamente os tempos de TP e TTPa (Tabela 6). Além disso, 

os extratos não alteraram a relação RNI e TTPa de maneira clinicamente 

significativa. 

 
Tabela 6 - Parâmetros de coagulação TP, RNI, TTPa e Razão medidos em plasma 

humano tratado com heparina e extratos de A. bisporus. 

 Ensaios de coagulação sanguínea 2 

Amostras1
 TP  TTPa 

 Tempo 
(sec) 

RNI3 Tempo 
(sec) 

Razão4
 

 

Controle negativo 
 

14.4 ± 0.8 
 

1.0 
 

26.5 ± 1.6 
 

1.0 

EB (400 mg/µL) 15.2 ± 0.9 1.1 26.1 ± 0.4 1.0 

ESC1 (400 mg/µL) 15.3 ± 0.4 1.1 26.8 ± 0.4 1.0 

ESC2 (400 mg/µL) 15.3 ± 0.2 1.1 24.8 ± 0.1 0.9 

Heparina (17 IU/mL de 

sangue) 

> 100 - > 100 - 

1 Extrato bruto (EB); extração com fluido supercrítico a 20 MPa, 40°C (ESC1) e a 30 MPa, 40°C 

(ESC2); controle negativo (veículo, DMSO 0,6%) e heparina (controle positivo). 
2 Determinação do tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) 

em segundos (seg) medido em plasma humano tratado com extratos de A. bisporus e expresso 

em média ± DP. 
3 Razão normalizada internacional (RNI) calculada com base nos resultados do TP e usada para 

monitorar a eficácia do anticoagulante. 
4 Relação entre os valores de tempo entre o(s) tempo(s) das extrações e o(s) tempo(s) do controle. 
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6 DISCUSSÃO 

 
 

Fluidos supercríticos estão cada vez mais substituindo solventes 

orgânicos em métodos de extração (UWINEZA et al., 2020). Neste estudo, o 

método ESC mostrou-se vantajoso, uma vez que revelou a concentração de 

vários compostos com atividade biológica significativa de A. bisporus. 

Os fungos têm se mostrado excelentes fontes potenciais de compostos 

bioativos (HYDE et al., 2019). Centenas de espécies de cogumelos 

demonstraram um amplo espectro de atividades farmacológicas, mas a maioria 

desses estudos está quase totalmente focada na triagem das atividades 

antimicrobianas de extratos de cogumelos. Portanto, ainda é necessário ampliar 

os estudos sobre a composição química relacionada às propriedades bioativas 

de diferentes espécies de cogumelos. Os cogumelos do gênero Agaricus são os 

mais consumidos no mundo, devido ao seu valor nutricional, principalmente sua 

elevada proporção de ácidos graxos. Os cogumelos também são fontes ricas de 

metabólitos secundários (CHEN et al., 2017). Nesse estudo, a composição de 

ácidos graxos em extratos ESC de A. bisporus foram determinados como os 

ésteres metílicos de ácidos graxos por cromatografia em fase gasosa. Nossos 

resultados identificaram dois ésteres derivados de ácido linoleico poli-insaturado 

(18: 2ω6, AL) e ácido oleico monoinsaturado (18: 1ω9). Níveis mais elevados de 

ácidos graxos insaturados em cogumelos, principalmente AL e ácido oleico, 

foram descritos em estudos anteriores (BORN et al., 1963; AMAKURA et al., 

2006; YILMAZ et al., 2006; BARROS et al., 2007; PEDNEAULT et al., 2008; 

COELHO et al, 2009; ÖZTÜRK et al., 2011). 

Um estudo realizado por Amakura e colaboradores (2006) relataram  que 

em A. bisporus, o ácido oleico é o principal ácido graxo insaturado e também estão 

presentes ácidos graxos saturados de cadeia longa como AL e ácidos  palmíticos. 

Agaricus blazei, estudado por Coelho e colaboradores (2009) revelou ácido 

palmítico e ácido oleico como os principais componentes em extratos ESC. Da 

mesma forma, Mazzutti e colaboradores (2017) reconheceram principalmente os 

ácidos hexadecanóico (ácido palmítico) e 9,12- octadecadienóico (ácido linoleico) 

na composição do extrato ESC de A. brasiliensis, que foram associados a 

atividades antimicrobianas. 
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O conjunto de resultados referente aos ensaios de citotoxicidade de A. 

bisporus sugerem que dentre os tipos de extração de compostos bioativos, a 

extração por fluido supercrítico mostrou-se mais vantajosa devido à alta 

seletividade deste método de extração. Os extratos ESC1 e ESC2 apresentaram  

maiores concentrações de compostos bioativos (MILOVANOVIC et al., 2021). No 

entanto, quando testado em uma linha de células de câncer de mama resistente 

(MDA-MB-231), A. bisporus não mostrou valores de IC50 significativos quando 

comparados a linhagem celular não tumoral (McCoy). 

Por outro lado, a linhagem celular MCF-7 apresentou resultados 

promissores quando comparado a linhagem celular McCoy, mostrando-se uma 

boa candidata para o tratamento futuro, porém ainda são necessários estudos in 

vivo. A ESC tem sido utilizada para a concentração de compostos bioativos de 

materiais vegetais e de fungos. Alguns estudos relataram efeito citotóxico de ESC 

em  linhagem celular MCF-7 submetidos ao ensaio MTT, os quais identificaram a 

ocorrência de morte celular (PARISOTTO et al. 2012; GRINEVICIUS et al., 

2017). Portanto, quando comparados, os extratos supercríticos (ESC1 e ESC2), 

observa-se um efeito citotóxico significativo na linha celular MCF-7, em 

comparação com EB (KVIECINSKI et al., 2011; PARISOTTO et al., 2012; 

GRINEVICIUS et al., 2017). 

Nos estudos utilizando a linhagem celular MDA-mb-231, o ensaio MTT foi 

a triagem para avaliar a viabilidade celular, além de avaliar possível efeito dose- 

dependente (ARUNASREE, 2010; MOGHTADERI et al., 2018). A linhagem 

celular MDA-mb-231 já foi utilizada em outros estudos para avaliação da 

citotoxicidade e mostrou resultados promissores, quando utilizados produtos 

naturais, como Satureja montana L. e óleo de semente de Kenaf (ELGNDI et al., 

2017; YAZAN   et al., 2011). Quando testados, os extratos supercríticos de 

Satureja montana L. apresentaram elevada atividade antiproliferativa no MDA-

MB-453 (ELGNDI et al., 2017), assim como o óleo de semente Kenaf apresentou 

efeito citotóxico na linha celular MDA-MB-231 devido à sua composição rica em 

fitoesteróis e ácido linoleico. Esses produtos naturais mostraram-se promissores 

agentes contra o câncer de mama resistente (YAZAN et al., 2011). Embora os 

extratos supercríticos de A. bisporus apresentem bons resultados em relação ao 

efeito citotóxico da linha celular MCF-7, na linhagem celular MDA-MB-231 não 

sofreu interferência significativa dos mesmos extratos. 
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Os extratos do cogumelo A. bisporus (EB, ESC1 e ESC2) apresentaram 

diminuição significativa na agregação plaquetária, principalmente os extratos 

ESC (Figura 13). Por outro lado, esses extratos não apresentaram interferência 

significativa nos tempos de TP, TTPa e RNI (Tabela 6). Um estudo de Hyun e 

colaboradores (2006) mostrou atividade inibitória da agregação plaquetária 

(81,2%), utilizando o ADP como agonista. A atividade inibitória da agregação 

plaquetária máxima foi encontrada quando o micélio de Inonotus obliquus ASI 

74006 foi extraído com etanol a 80 °C por 12 h. Porém, neste estudo, a atividade 

foi atribuída a um peptídeo caracterizado e isolado do fungo. Outro estudo 

avaliou o efeito de um cogumelo medicinal raro de Taiwan, o Antrodia 

camphorate. Nesse estudo, o tratamento com extratos de Antrodia camphorate 

foi realizado em concentrações na faixa de 56–224 𝜇g/mL, o qual inibiu a 

agregação plaquetária induzida por colágeno. O mecanismo de ação relacionado 

é incerto, mas os resultados do trabalho sugerem que o cogumelo pode inibir a 

ativação plaquetária ao inibir a cascata de Ca2+ e PKC, bem como a via Akt (LU 

et al., 2014). Recentemente, um estudo em modelo experimental semelhante ao 

ao modelo utilizado por nosso grupo de pesquisa, utilizou o ADP e o ácido 

araquidônico como agonistas para avaliar os extratos de Auricularia auricularia- 

judae e Pleurotus eryngii. Curiosamente, a resposta dos extratos de cogumelos 

ao ADP foi superior ao ácido acetilsalicílico e, ao usar ácido araquidônico, eles 

mostraram efeitos semelhantes. Os resultados dessa pesquisa corroboram com 

os nossos dados, visto que neste estudo também não houve alteração nos 

parâmetros de coagulação (TP e TTPa e RNI) (PONIEDZIAŁEK et al. 2019). 

A diminuição significativa na agregação plaquetária tanto do EB bem 

como dos extratos supercríticos (ESC1 e ESC2) do cogumelo A. bisporus 

concomitante com o fato da trombose arterial ter um predomínio de agregados 

plaquetários, sugere-se que os extratos desse cogumelo possam ser utilizados 

para futuros estudos de tratamento e/ou prevenção da trombose arterial 

(MACCALLUM et al, 1999; DENTALI et al. 2009; MESQUITA, et al. 2016). 

As espécies reativas de oxigênio (EROs) são geradas dentro das 

plaquetas ativadas e desempenham um papel importante na regulação das 

respostas plaquetárias e na formação de trombos (QIAO et al., 2017). Estudos 

utilizando extratos de ESC com outras espécies de cogumelos, como A. 

brasiliensis e Pleurotus ostreatus, demonstraram uma importante atividade 
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antioxidante, o que poderia explicar a melhora no efeito antitrombótico dos 

extratos de ESC, uma vez que os compostos antioxidantes poderiam modular a 

produção de EROs intra-plaquetários (MILOVANOVIC et al., 2021). 

Teoricamente, os ácidos graxos ômega-6 poderiam ser pró-inflamatórios, sendo 

os precursores dos eicosanóides. No entanto, estudos mostram que a ingestão 

de AL nem de ácido araquidônico tem mostrado associação com o aumento da 

inflamação (VISIOLI et al., 2020). Ao contrário, há evidências de ações anti-

inflamatórias sinérgicas dos ácidos graxos ômega 3 e ômega  6. Esses ácidos 

graxos poderiam atuar indiretamente nas células endoteliais vasculares, 

reduzindo a inflamação e, por sua vez, o risco de aterosclerose e doenças 

cardiovasculares (RICHARD et al., 2008). Além disso, o ômega 6 poderia 

diminuir a regulação de prostaglandinas e leucotrienos pró-inflamatórios, 

levando à diminuição da agregação plaquetária e inibição da aterogênese. 

Assim, isso poderia justificar os achados sobre a inibição da agregação 

plaquetária por extratos ESCs de A. bisporus em nosso estudo. 

A. bisporus revelado como uma fonte de linoleato de metila e oleato de 

metila, juntamente como método ESC, pode ser útil para aplicações 

biotecnológicas. O oleato  de metila é um componente importante na indústria, 

que tem sido aplicado na produção de detergentes, agentes umectantes e 

emulsificantes. Métodos tradicionais de síntese de oleato de metila são relatados 

por apresentar problemas secundários, como a produção de produtos 

indesejáveis, alto consumo de tempo, entre outros (ARANDA et al., 2008). 

Embora métodos alternativos para produzir oleato de metila já tenham sido 

publicados, novas fontes e métodos para obtê-lo são constantemente buscados 

(MARZUKI et al., 2015). 

Portanto, os resultados obtidos nesse estudo nos mostraram a 

necessidade de mais estudos para avaliação do mecanismo de ação no efeito 

citotóxico e antitrombótico dos extratos EB, ESC1 e ESC2. 
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7 CONCLUSÃO 

 
 

Os resultados obtidos com o presente trabalho nos permitem concluir que: 

 
 

• Os extratos supercríticos apresentaram maior rendimento que o extrato 

bruto (EB); 

• O extrato bruto (EB) e os extratos supercríticos (ESCs) possuem perfis 

químicos diferentes. Porém, não mostram diferença considerável entre o 

perfil químico dos extratos supercríticos (ESC 1 e ESC2); 

• O extrato bruto (EB) e os extratos supercríticos (ESC1 e ESC2) de 

Agaricus bisporus apresentam atividade citotóxica significativa para 

células MCF-7. Os extratos supercríticos apresentaram maior 

citotoxicidade. Porém, não houve atividade citotóxica significativa nas 

células MDA-MB-231 (câncer de mama resistente); 

•  Os extratos de A. bisporus (EB, ESC1 e ESC2) promoveram diminuição 

significativa na agregação plaquetária. Sugere-se estudos para futura 

utilização em tratamento e/ou prevenção de trombose arterial. Sendo que 

os extratos supercríticos obtiveram melhores resultados independente do 

agonista utilizado; 

• Nenhum dos extratos interferiram significativamente em parâmetros de 

coagulação (TP, RNI e TTPa). 
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8 PERSPECTIVAS 

 
 

Através do desenvolvimento desse estudo, surgem novas propostas de 

estudos que possam servir de complemento, tais como: 

• Avaliação de outras condições de extração supercrítica (utilização de co- 

solvente) para uma eventual melhora do efeito citotóxico dos extratos; 

• Avaliar o efeito citotóxico sobre outras linhagens celulares de câncer de 

mama, para caracterizar o efeito e a seletividade dos compostos 

presentes nos extratos; 

• Investigar os possíveis mecanismos da ação antiagregante e o efeito 

citotóxico (modelo 3D e tumor de Ehrlich – in vivo) de A. bisporus. 
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