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RESUMO

Obtencdao do 6leo fixo da Astrocaryum aculeatum (Tucuma) e sua avaliacao
genotoxica e/ou antigenotdxica in vivo com tratamento agudo em camundongo

SWiSS.
Alan Bruno Aurélio Carneiro; Brenda Fernandez Conrado; Eduardo Serrao Pinto; lvagner Ferreira
Ribeiro ; Mayck Rian Gongalves Magalh&es; Paulo Henrique Souza da Silva; Moacir de Azevedo
Bentes Monteiro Neto.

A Astrocaryum aculeatum (Tucumad), é uma fruta nativa da Amazonia rica em
carotenoides e polifendis, desta forma, o presente estudo teve como objetivo a
obtencdo do 6leo fixo da Astrocaryum aculeatum e sua avaliacdo genotoxica e/ou
antigenotoxica in vivo com tratamento agudo em camundongo swiss. A metodologia
empregada, o fruto foi seco, descascado e sua poupa ficou em estufa por 50° por
24h e resfriada por temperatura ambiente, sendo a massa resultante de 28,21% do
total de poupa, sendo submetido a prensagem hidraulica obtendo-se 22,21% do
oleo. Utilizou-se animais (machos - 6 por grupo) que receberam por gavagem o 6leo
nas concentracdes 500, 1000 e 2000 mg/kg p.c. (grupos genotoxicos); e associadas
a Doxorrubicina - DXR intraperitonealmente na concentragdo de 15 mg/kg p.c.
(grupos antigenotoxicos). O dimetilsuféxido - DMSO, solvente utilizado, foi avaliado
isoladamente para exclusao de possivel influéncia nos resultados. Todos o0s grupos
foram feitas analises das laminas a partir de esfregacos com sangue periférico,
sendo este coletado 24h e 48h apds os devidos tratamentos, onde se analisou 2000
células por animal. Resultados e Discussdo: Os grupos genotoxicos nao
demonstraram diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao controle
negativo, e em relacdo ao teste antigenotoxico houve diferenca estatisticamente
significativa para todas as concentracdes utilizadas em relagdo ao grupo controle
positivo (DXR) sendo que houve reducéo significativa de cerca 36,57 = 1,74% para
os tratamentos de 24h, e de 65,18 + 1,29% para os de 48h, na frequéncia de
PCEMNSs. Conclusado: O AA apresentou relevante efeito antigenotéxico, e auséncia
de efeito genotoxico, para todas as concentracdes utilizadas tanto em 24h ¢

48h.

Palavras Chaves: Astrocaryum aculeatum; Micronucleo; Tucuma; Genotoxidade.



ABSTRACT

Obtaining the fixed oil of Astrocaryum aculeatum (Tucuma) and its genotoxic

and/or antigenotoxic evaluation in vivo with acute treatment in swiss mice.

Alan Bruno Aurélio Carneiro; Brenda Fernandez Conrado; Eduardo Serrdo Pinto; Ivagner Ferreira
Ribeiro ; Mayck Rian Gongalves Magalh&es; Paulo Henrique Souza da Silva; Moacir de Azevedo

Bentes Monteiro Neto.

Astrocaryum aculeatum (Tucumad), is a native Amazon fruit rich in carotenoids and
polyphenols. In this way, the present study aimed to obtain the fixed oil of
Astrocaryum aculeatum and its genotoxic and/or antigenotoxic evaluation in vivo with
acute treatment in Swiss mouse. The methodology was used, the fruit was dried,
peeled and stored in a greenhouse for 50° per 24h and cooled by room temperature.
The resulting mass was 28.21% of the total of the fruit, being subjected to hydraulic
pressing, obtaining 22, 21% of the oil. Animals (males - 6 per group) were used to
gavage the oil at concentrations of 500, 1000 and 2000 mg / kg b.p. (Genotoxic
groups); And Doxorubicin-DXR-associated intraperitoneally at the concentration of 15
mg / kg b.p. (Antigenotoxic groups). Dimethylsufoxide-DMSO, the solvent used, was
evaluated in isolation to exclude possible influence on the results. All groups were
analyzed from the laminae from smears with peripheral blood, which was collected
24h and 48h after the appropriate treatments, where 2000 cells per animal were
analyzed. Results and Discussion: The genotoxic groups did not show statistically
significant differences in relation to the negative control, and in relation to the
antigenotoxic test there was a statistically significant difference for all the
concentrations used in relation to the positive control group (DXR), with a significant
reduction of about 36 , 57 + 1.74% for treatments of 24h and 65,18 £ 1,29% for those
of 48h, in the frequency of PCEMNSs. Conclusion: The AA presented a relevant
antigenotoxic effect, and no genotoxic effect, for all the concentrations used in both
24h and 48h.

Keywords: Astrocaryum aculeatum; Micronucleus; Tucuma; Genotoxicity.
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1. INTRODUCAO

1.1 PLANTAS MEDICINAIS

Desde tempos imemoraveis, as plantas sédo utilizadas como instrumentos
medicinais, e a histdria da humanidade, vem usufruindo de suas propriedades até os
dias de hoje. O homem, em sua capacidade de compreender, analisar e modificar o
meio em que vive, na busca pela sobrevivéncia, explorou e continua explorando as
plantas, extraindo delas compostos biolégicos para proveito préprio.

As observacfes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos
vegetais, prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar
de ndo terem seus constituintes quimicos conhecidos.

Os compostos quimicos presentes nas plantas, sdo mediadores de efeitos
especificos para cada composto, assim como os efeitos ja& bem compreendidos das
drogas convencionais. Sendo assim, terapias a base de plantas (Fitoterapia), podem
ser tdo eficazes quanto a feita com farmacos convencionais (MACIEL, M. A. et al.,
2002).

A fitoterapia tem a capacidade de olhar além dos sintomas habilmente
observado pelo médico treinado, pode oferecer solucdes reais e permanentes para
problemas aparentemente intrataveis por intervencdo farmacéutica (GOGTAY,
2002).

Os curandeiros tradicionais tém usado por muito tempo plantas para prevenir
ou curar doencas infecciosas. As plantas medicinais constituem agora o segmento
de mais rapido crescimento do mercado total farmacéutica norte-americano
(MAHOMOODALLY, 2010).

O uso de drogas e suplementos alimentares derivados de plantas alimentares
tém acelerado nos udltimos anos. Farmacologistas, botanicos, microbiologistas,
vasculham o planeta atras de produtos fitoquimicos que poderiam ser desenvolvidos

para o tratamento de doengas infecciosas (BALANDRIN, 1985).
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Além disso, o desenvolvimento da quimica moderna permitiu o isolamento de
produtos quimicos a partir de ervas medicinais, que serviram como drogas ou
materiais de partida para a sintese de muitos medicamentos importantes utilizados
hoje. As drogas tais como a aspirina, digitalis, morfina, quinina foram todas
originalmente isoladas ou sintetizadas a partir de materiais derivados de plantas
(MATHEWS, 1999).

Dessa forma, usuarios de plantas medicinais de todo o mundo, mantém em
voga a pratica do consumo de fitoterapicos, tornando validas informacdes
terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos. De maneira indireta,
este tipo de cultura medicinal desperta o interesse de pesquisadores em estudos
envolvendo dareas multidisciplinares, enriquecem o0s conhecimentos sobre a
inesgotavel fonte medicinal natural: a flora mundial (MACIEL, et al., 2002).

Mesmo que o ser humano tenha explorado as plantas por tanto tempo, e
continua a explorar, € irrisério o conhecimento adquirido se for levado em
consideracdo tudo que ainda ha por se conhecer e desvendar sobre plantas

medicinais.

1.2 Astrocaryum aculeatum (TUCUMA)

O Tucuma é um fruto oriundo de uma palmeira da familia das Arecaceae que
chega a medir em torno de 10 a 25 metros de altura e 15 a 30cm de diametro,
geralmente solitaria, apresenta um caule com faixas, espinhos escuros, folhas
ascendentes, flores dispostas de forma ereta com frutos de cor amarela e tons
avermelhados, e de ampla distribuicdo na Amazonia, que por sua vez, apresenta
grande biodiversidade do género Astrocaryum (Figura 01), (BACELAR-LIMA;
COLETTO; GRIBEL, 2003; BACELAR-LIMA.; MENDONCA; BARBOSA, 2006;
MILLAN e KAHN, 2010).
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Figura 01: Palmeira da familia das Arecaceae.
Fonte: ARARA, 2015.

No Brasil, o tucuma se da nos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para e
Rondénia. E uma espécie excepcionalmente tolerante a solos acidos e pobres em
nutrientes, caracteristica marcante do solo da regido amazonica (FERREIRA e
GENTIL, 2006).

A polpa é bastante apreciada e consumida pela populacdo nativa na forma in
natura. O fruto tem formato ovéide, coloracdo amarelo avermelhada, cujo mesocarpo
é fibroso (Figura 02). Os aspectos morfolégicos do fruto estdo apresentados
na Tabela 01. Seu teor nutricional é rico em calorias (Tabela 02), devido ao elevado
conteutdo de lipidios (Tabela 03), o que permite apresentar grande teor pré-vitamina
A. Portanto, o tucuma pode contribuir como fonte energética, na prevencao de
caréncias nutricionais como a desnutricdo energético protéica, que também constitui
um problema de saude publica no Brasil, bem como no combate a hipovitaminose A,
especialmente nas regides Norte e Nordeste do pais (KAHN e MOUSSA, 1997,
YUYAMA et al., 2008; VASCONCELOQOS, 2010).



Figura 02: Astrocaryum aculeatum
Fonte: ARARA, 2015.

Tabela 01: Valores morfométricos de estudos realizados com o Tucuma.

Variaveis avaliadas Média M e @
Massa do fruto (g) 47,5 259-76,4
Comprimento (mm) 50,6 41,5-61,7
Largura (mm) 41,8 34,3-51,1
Massa do epicarpo (Q) 8,6 5,40-12,5
Massa do mesocarpo (g) 10,3 5,70 - 20.6
Massa do endocarpo (g) 11,3 4,70 -20,3
Espessura mesocarpo (mm) 3,9 2,50 - 5,20
Espessura endocarpo (mm) 3,5 2,10-4,10
Mesocarpo (%) 21,9 15,0 - 33,0
Endocarpo (%) 22,4 15,2 -29,7

(Y= valores médios; (°) = valores minimos e maximos.
Fonte: KAHN e MOUSSA, 1997.
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Tabela 02: Composic¢ao bioquimica do Tucuma em 100g.

Componentes Média (%)
Umidade (%) 44,90 + 0,30
pH 5,47 + 0,01
Proteinas (%) 3,54 + 0,07
Lipideos (acidos graxos) (%) 40,49 + 0,54
Fibras (%) 10,93+ 0,10
Carboidratos totais (%) 8,54 +0,61
Energia (Kcal/100g) 412,73 + 2,12

Fonte: VASCONCELOS, 2010

Tabela 03: Principais compostos de acidos graxos no 6leo de tucuma.

Acidos graxos (Estrutura) Acidos graxos  Média (%)
(Nomes)
ci18:1 Oleico 72,65
C18:2 Linoléico 11,60
C16:0 Palmitico 8,30
C18:0 Esteérico 6,06
C20:0 Eicosanoico 1,40
- Outros -

Fonte: VASCONCELOS, 2010

O consumo de tucumé deve ser incentivado, uma vez que a busca por
antioxidantes naturais tem aumentado muito nos ultimos anos, principalmente para
aplicacdes nos setores farmacéuticos, cosméticos e nutricionais (FERREIRA, 2008).

Encontra-se também presente no tucuma polifendis (flavonéides) importantes,
como a quercetina e a rutina, sendo a quercetina o principal flavondide presente na
dieta humana. Os flavonoides s&o compostos que ocorrem em plantas, que
apresentam propriedades antioxidantes. O consumo de frutos ricos em
antioxidantes evita a oxidacdo excessiva produzida pelo préprio organismo, no qual

ocorre producédo de radicais livres que, se nao controlados, podem provocar danos
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celulares como o desenvolvimento de varias doencas cronicas e degenerativas
(GONCALVES, 2008).

Os antioxidantes blogueiam os efeitos danosos causados pelos radicais livres,
que sao grandes responsaveis de processos do envelhecimento celular acelerado,

bem como de doencas carcinogénicas (BECHO et al., 2010).

1.3 ANTIOXIDANTES

Uma ampla definicdo de antioxidante é “qualquer substancia que, presente
em baixas concentracdes quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou
inibe a oxidagao deste substrato de maneira eficaz” (SIES e STAHL, 1995). Esses
agentes que protegem as células contra os efeitos dos radicais livres podem ser
classificados em sistemas enzimaticos ou ndo-enzimaticos. O sistema enzimético
evita 0 acumulo de anion radical superdoxido (O,) e do peréxido de hidrogénio
(H20,). Esse sistema compreende diversas enzimas, dentre as quais se destacam:
superoxido-dismutase; catalase; e a glutationa peroxidase (STAHL e SIES, 2003).

A superéxido-dismutase corresponde a uma familia de enzimas com
diferentes grupos prostéticos em sua composicdo estando presente principalmente
no citosol, e na mitocondria, apresentando papel antioxidante pois catalisa a
dismutacdo do radical superoxido em H,O,e O,, na presenca do préton H™ A
catalase é uma hemeproteina citoplasméatica que catalisa a reducdo do H,O, a H,O
e O,. E por fim, a glutationa peroxidase catalisa a reducdo do H,O, e peroxidos
organicos para seus correspondentes alcoois (STAHL e SIES, 2003).

Ja o sistema ndo-enzimatico, podendo ser divididas em dois grupos:
hidrofilicos (glutationa, vitamina C, inddis e catecdis); e lipofilicos (Flavondis,
Vitamina A e Vitamina E), sendo que o primeiro grupo exerce seu papel oxidante
fundamentalmente através do plasma sanguineo devido sua propriedade de
hidrossolubilidade, enquanto o segundo grupo atua essencialmente nas membranas
celulares por sua propriedade lipossoluvel. Os Antioxidantes n&o-enzimaticos sao
obtidos através da dieta, e podem auxiliarem favoravelmente 0s mecanismos
endoégenos de defesa tais como: superoxido-dismutase, catalase e glutationa
peroxidase (BRENNA e PAGLIARINI, 2001; YILDRIM, MAVI e KARA, 2003).
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Diversos estudos tém demonstrado que o consumo de substancias
antioxidantes na dieta diaria, pode produzir uma acao protetora efetiva contra os
processos oxidativos que naturalmente ocorrem no organismo, estabelecendo uma
relacdo preventiva de doencas degenerativas, cancer, aterosclerose, diabetes, além
destas substancias influenciarem positivamente nos processos responsaveis pelo
envelhecimento do corpo, retardando-os (BRENNA e PAGLIARINI, 2001; YILDRIM,
MAVI e KARA, 2003).

Ha também os conhecidos antioxidantes sintéticos, que Sdo compostos
produzidos em laboratérios que possuem acao contra agentes oxidativos. Contudo,
0 interesse em encontrar antioxidantes naturais para 0 emprego em produtos
alimenticios ou para uso farmacéutico, tem aumentado consideravelmente, com o
intuito de substituir antioxidantes sintéticos, os quais tem sido restringido devido ao
seu potencial de carcinogénese, bem como pela comprovagao de diversos outros
males como: aumento do peso do figado e significativa proliferacdo do reticulo
endoplasmatico (SIMAO, 1985; ZHENG & WANG, 2001; MELO e GUERRA, 2002;
YILDRIM, MAVI e KARA, 2003).

As matérias-primas in natura disponiveis como: frutas, vegetais em geral e
condimentos contém numerosos fitoquimicos além dos compostos fendlicos como
por exemplo compostos nitrogenados, carotenoides e bioflavondis. Muitos destes
fitoquimicos apresentam significante capacidade antioxidante e sdo associados a
baixa incidéncia e baixa mortalidade de cancer em seres humanos (WATANABE,
1998; BIRCH et al., 2001; TOMAS-BARBERAN et al., 2001; VAN DER SLUIS et al.,
2001; VINSON et al., 2001; WANG & ZHENG, 2001; ZHENG e WANG, 2001,
YILDRIM, MAVI e KARA, 2003).

1.4 METABOLITOS SECUNDARIOS

Os vegetais sdo fontes de compostos organicos que nao estao diretamente
envolvidos nos processos de crescimento, desenvolvimento e reproducdo do
organismo vegetal, estes compostos sdo denominados de metabdlitos secundarios,

e sao largamente encontrados nas plantas em geral.
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Segundo Taiz & Zeiger (2004), os metabdlitos secundarios ndo exercem acao
direta conhecida em importantes processos fisiologicos, como: fotossintese;
respiracdo; transporte de solutos; sintese de carboidratos, proteinas e lipideos;
assimilacao de nutrientes; e diferenciacao dos tecidos.

Em contrapartida, ao fato de ndo serem reconhecidos como essenciais para o
organismo produtor, Santos (2004), destaca func¢des ecolégicas importantes tais
como: protecdo contra predadores; retencdo de agua; controle da temperatura,
atracdo de polinizadores; além de atuarem com inibidores da germinacdo o que
pode garantir vantagens para a sobrevivéncia e perpetuacado da espécie.

Dentre os metabdlitos secundarios estdo os compostos fendlicos, que por sua
vez sdo encontrados em abundancia nos mais variados grupos do reino vegetal. Os
compostos fenolicos podem ser em varias classes como descrito na Tabela 04, onde
dentro das diferentes classes mais de 8.000 diferentes compostos ja foram descritos
(BRAVO, 1998).

Tabela 04: Classe de compostos fendlicos em plantas.

Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoquinonas Ce

Acidos hidroxibenzéicos Ces—C;
Acidos fenilacéticos, acetofenol Ce—C>
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropandéides Ce—Cs
Nafitoquinonas Cs—C4
Xantonas Ce—C1—Cs
Antoquinonas, estilbenos Ce—C2—Cs
Flavonoides, isoflavonodides Ce—C3—Cs
Lignanas, neolignanas (Ce—Cs)2
Biflavondides (Ce—C3—Cp)2
Ligninas (Ce—Ca)n
Taninos condensados (C6—C3—Cop)n

Fonte: ANGELO e JORGE, 2007.
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A diversidade estrutural desses compostos deve-se a grande variedade de
combinacdes possiveis e encontradas na natureza de modo que a resultante desses
compostos denomina-se polifendis, que por sua vez, pode ser dividido em: acidos
fendlicos; flavondides e taninos (HARBORNE, 1989; BAXTER e HARBORNE, 1998;
KING e YOUNG, 1999; CIMPOIU, 2006).

1.4.1 Carotendides

Existem muitos compostos quimicos naturais que exercem suas propriedades
funcionais de beneficios a salude, por meio da protecdo contra agentes
cancerigenos; esses compostos seriam, portanto, fitoquimicos que possuem
propriedades quimiopreventivas sdo encontradas nos alimentos (GOMES, 2007).

Os alimentos oferecem diversas possibilidades de protecdo ao organismo
contra o desenvolvimento do céancer e outras doencas cronicas; entre 0s varios
fatores que tém sido considerados responsaveis por essa protecdo, podem ser
citados os carotenoides (WILLCOX, ASH e CATIGNANI, 2004).

Os carotendides sdo uma classe de pigmentos naturais amplamente
distribuidos em legumes e frutas, sendo responsavel pela cor amarelo-avermelhada
de muitos alimentos. Além de suas propriedades corantes, o0s carotenoides
apresentam importantes funcdes e acdes fisiolégicas sendo provitamina A a mais
conhecida (FERREIRA, 2008).

Os carotendides sdo imprescindiveis para a diferenciacdo celular, o
desenvolvimento embrionario, e a visdo, bem como tendo muitas outras funcdes,
incluindo potenciais beneficios terapéuticos no tratamento de véarias morbidades
devido as suas propriedades antioxidantes (GOMES, 2007).

Existem, aproximadamente, 600 carotendides encontrados na natureza, 0s
quais sado constituidos por dois grandes grupos, denominados: carotenos, que
consistem em hidrocarbonetos puros; e xantofilas, hidrocarbonetos que possuem
grupos funcionais oxigenados. Desses, cerca de 60 podem ser encontrados nos
alimentos e, como resultado de uma absorcéo seletiva do trato gastrintestinal,

apenas 14 carotenoides séo biodisponiveis, biodisponibilidade que se apresenta de
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forma quase ilimitada (KHACHIK et al., 1991; PARKER, et al.,1999; HAEGELE, et
al., 2000).

Entre esses se encontram o [B-caroteno, muito promissor no que se refere a
protecdo contra o cancer, mas ainda pouco estudado e, portanto, escassamente
descrito (GOMES 2007).

O B-caroteno é dentre os carotenoides, reconhecidamente o mais potente
antioxidante, promovida pelo retinol (vitamina A) (Tabela 05), do qual é precursor,
onde uma alimentagdo com suplementacao de alimentos ricos em B-caroteno, estédo
associados a resultados significativos em relagcdo a reducdo de risco de cancer.
Portanto, se faz necessario conhecer o efetivo papel do 3-caroteno como composto
guimiopreventivo (BECHO et al, 2010).

Tabela 05: Teor de 3-caroteno no epicarpo, mesocarpo e 6leo bruto do tucuma.

B-caroteno (ug/1009) Vitamina A (RAE/100q)
Epicarpo 14.769,28 + 760,93 1.230,77 £ 63,41
Mesocarpo 11.616,58 + 580,82 968,05 + 48,40
Oleo bruto 21.842,74 + 932,02 1.820,23 £ 77,67

RAE = Retinol Activity Equivalent, onde 1 RAE = 1ug de retinol = 12ug B-caroteno.
Fonte: FERREIRA, 2008.

Inicialmente foi atribuida ao B-caroteno uma atividade pré-oxidante, ou seja,
de promocao da oxidacédo, ao invés de protecdo contra essa oxida¢do, quando esse
atuava em tecidos sob tensdes de oxigénio muito elevadas, entretanto,
investigacdes posteriores, mais detalhadas, observaram que ocorre apenas um
decréscimo da acdo antioxidante, pelo processo de auto-oxidagdo do [-caroteno
(KRINSKY, 2001).

Sob condicdes fisioldgicas de pO, e adequadas concentracdes plasmaticas (1
a 4-5 ym), o B-caroteno € capaz de prevenir danos celulares; diminuir os niveis de
espécies reativas de oxigénio (EROs) no meio intra-celular, reduzindo os riscos de
lesdo de material genético; e promover acdo antioxidante nas células (KRINSKY,
2001; GOMES, 2007).
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1.4.2 Flavonoides

Os compostos fendlicos sao as principais classes de metabdlitos secundarios.
Estes compostos sao largamente encontrados nas plantas. Sendo estes derivados
do acido chiquimico e fenilpropanoidica. Suas estruturas se caracterizam por
apresentarem um anel aromatico associados a um ou mais grupos hidroxilas. Dentre
0s compostos Fendlicos que se relacionam com a dieta humana destacam-se trés
grandes grupos: Flavondides; Acidos fendlicos e os Taninos (SHAHIDI, et al., 1997;
NACZK e SHAHIDI, 2004; YAO et al., 2004).

A estrutura dos flavondides é caracterizada como difenilpropanos (Ce-C3-Cg),
apresentando 15 &tomos de carbonos arranjados em trés anéis, identificados como
A, B e C, de maneira a permitir que sua estrutura quimica em seus diferentes
arranjos, sejam classificados em flavonoide, flavanol, antocianidina, flavona e
flavonol (Figura 03 e Tabela 06) (ANGELO e JORGE, 2007).

I OH

Flavanal

Antocianidina

Flavana Flavonal

Figura 03 — Flavonoides — Estrutura basica e tipos.
Fonte: COUTINHO, 2009.

O potencial antioxidante dos Flavondides é uma dentre varias atividades

biolégicas que tém sido associadas positivamente com a prevencdo de
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enfermidades cardiovasculares e carcinogénicas em estudos realizados
principalmente em paises emergentes e desenvolvidos (MARTINEZ-VALVERDE et
al., 2000). Contudo, apesar de estabelecido a relacédo positivo dos flavonoides em
doencas carcinogénicas os mecanismos pelo qual os flavonoides agem, enquanto

agente anticarcinogénico, ainda nao foram elucidados.

Tabela 06: Principais sub-classes dos flavonoides, cor, flavonéides representativos

e fontes alimentares.

Sub-classes Cor Principais Fontes Alimentares
Representantes
Antocianidina Azul, vermelho e  Cianidina Frutas e Flores
violeta
Flavanol Incolor e amarelo  Catequinas Maca, Cerveja, Uva
Flavanona Incolor e amarelo  Hisperidina e Frutas Citricas
Naringenina

Flavona Amarelo claro Apigenina e Luteolina Cereais

Flavonol Amarelo claro Quercetina e Rutina  Cebola, Mac3,
Tucuma

Fonte: VAN ACKER, 1996.

De acordo com Pannala et al., 2001 e Ribeiro e Seravalli, 2004, a eficacia de
antioxidantes fendlicos se relaciona com a estabilidade de seus radicais
intermediarios frente a acdo de radicais livres, desta forma, a quercetina e a rutina
se destacam como potente antioxidante.

Portanto, os flavondides, por apresentarem uma grande diversidade de
atividades biologicas benéficas para o ser humano tém sido extensamente

pesquisados. Dentre eles se destaca a rutina e a quercetina, ambas com extensa
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distribuicdo no reino vegetal que por apresentar entre outras atividades bioldgicas a
anticarcinogénica tem sido objeto de muito estudo em diversas &reas, podendo
contribuir para o futuro tratamento de varias enfermidades entre elas o cancer
(BECHO et al, 2010).

1.5 TESTE DO MICRONUCLEO

Os microndcleos sao formados de fragmentos cromossémicos ou
cromatidicos acéntricos e de cromossomos inteiros que nao estdo incorporados ao
nacleo da célula filha durante a divisdo celular. Trata-se de pequenos corpos de
DNA sem conexao estrutural com o nucleo principal (AGOSTINI, 1993).

Todavia, o surgimento de micronucleos € indicativo de um erro no processo
de divisdo celular, logo a presenca de micronucleos pode ser considerada um
marcador de alteracbes cromossémicas, onde a andlise de sua frequéncia oferece
base aos métodos citogenéticos de anélise cromossomal.

Segundo Yamamoto e Kikuchi (1981), o critério para se identificar, a origem
de um microndcleo, seria a observacdo do tamanho do mesmo, que pode variar de
acordo com o agente indutor, sendo assim, os originados de fragmento de
cromossomos, devem ser menores do que 0s originados de cromossomaos inteiros.

A frequéncia de microndcleos deve ser calculada com base em células que se
dividiram pelo menos uma vez; logo, podem ocorrer em qualquer tipo de célula, em
diferentes organismos, dede que a célula sofra diviséo.

O Teste do Micronucleo permite identificar eventual aumento na frequéncia de
mutacdo em células expostas a agentes genotdxicos, através do numero de
Micronucleos gerados em decorréncia de tal exposicéo.

Assim o Teste do Micronucleo, entre os demais testes citogenéticos, e o que
fornece uma medida confiavel acerca da perda do cromossomo e de sua ruptura
(FENECH,1998).

Em animais, principalmente mamiferos, tais como ratos e camundongos,

frequentemente sao utilizadas células da medula 6ssea, podendo ser usado também
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células do sangue circulante. Na espécie humana, a analise € comum em linfécitos
de sangue periférico.

A célula ao entrar em processo de divisdo, e dar origem a um micronucleo no
momento da tel6fase (Figura 04), por fragmentos acéntricos, produzidos por quebras
cromossdmicas ou cromatidicas, ou 0S cromossomos inteiros, perdidos por
problemas no fuso mitético, e incluidos na célula filha, que ao se difundir com o
nacleo principal, formam um ou mais nucleos secundarios — 0s micronucleos
(AGOSTINI, 1993).

L
MUMZ=NO=HN

Figura 04: Diagrama ilustrando a origem do microntcleo a partir de um fragmento cromossdmico
acéntrico ou de um cromossomo inteiro.
Fonte: DA SILVA, 2011.

As andlises citogenéticas feitas com micronucleo sdo capazes de identificar
repercussdes citogenéticas individuos expostos a agentes mutagénicos e/ou
carcinogénicos.

O teste do micronucleo constitui um dos métodos mais eficazes para medida
de danos de cromossomos, sejam eles espontaneos ou induzidos, ou ainda de
segregacdao, uma vez que o micronucleo resulta da producdo de fragmentos
acéntricos ou de cromossomos que se atrasam e relacdo aos demais em sua

migracao para os polos da célula na anafase (RIBEIRO, 2003).
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Esse teste € bastante utilizado para avaliacdo de instabilidade cromossémica
e sensibilidade a mutagénicos e/ou clastogénicos. O método pode ser aplicado tanto
in vitro quanto in vivo de forma rapida, gerando dados precisos, servido assim, de

teste primario em genética toxicologica (RIBEIRO, 2003).
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2. OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL
Obtenc&o do Oleo Fixo da Astrocaryum aculeatum (Tucuma) e sua avaliacio

genotoxica e/ou antigenotoxica in vivo a partir do tratamento agudo em camundongo

SWISS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obtenc&o do Oleo Fixo da Astrocaryum aculeatum;

- Avaliacdo genotbxica por tratamento agudo pelo teste do micronlcleo em

camundongos Swiss;

- Avaliacdo antigenotoxica por tratamento agudo pelo teste do micronicleo em

camundongos Swiss;

- Identificaco da citotoxidade pelo método de IDN (indice de Divisdo Nuclear).



MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DO OLEO DA Astrocaryum aculeatum

O fruto foi lavado a seco descascado e teve o0 caroco retirado; de modo a
destacar o mesocarpo do restante do fruto e distribui-lo em bandejas para
desidratacdo em estufa com recirculacéo de ar a 50°C durante 24 horas, resfriada a
temperatura ambiente. A massa resultante foi quantificada 28,21%. O material seco
foi submetido a prensagem hidraulica, com capacidade de 15 toneladas (SIWA

modelo FM3), rendendo 22,21% de 6leo fixo (Figura 05).

ASTROCARYUM aculearem
(Tocum3)

Y

| Descascamento e Retirada |

do Caroco

4

Secagem |

Y

Prensagem

-

Figura 05: Fluxograma do processo de obtencdo do Oleo fixo do tucuma, por

prensagem hidraulica.
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3.2 AGENTES QUIMICOS INDUTORES DE DANOS NO DNA

O quimioterapico doxorrubicina (DXR, Rubidox®, Sdo Paulo — SP) foi utilizado
como indutor de micronacleos em células de sangue periférico. Os indutores foram
dissolvidos em &gua destilada e administrados intraperitonealmente (0,3 mL/animal).
A concentracdo de DXR (15 mg/Kg peso corporeo, p.c.) foi estabelecida de acordo
com a literatura (FRANKE et al., 2005; VENKATESH et al., 2007).

3.3 ANIMAIS E TRATAMENTOS

Para realizacdo dos experimentos, foram utilizados camundongos machos
swiss com 6-7 semanas de vida e aproximadamente 30 g de peso corporeo (p.c.),
provenientes do Biotério do Centro Multidisciplinar para Investigacao Biol6gica
na Area da Ciéncia de Animais de Laboratorio (CEMIB) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP).

A pesquisa foi conduzida de acordo com o0s protocolos aceitos
internacionalmente para o uso e cuidado de animais de laboratorio. Os animais
foram mantidos em caixas com grades com dimensfes de 30x19x12cm em uma sala
experimental sob condicbes controladas de temperatura (22+2° C), umidade
(50+£10%), 12 horas de ciclo claro-escuro, com acesso ad libitum a racao e agua.

Os protocolos de tratamentos realizados neste trabalho foram submetidos ao
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNIFAP, sob o protocolo 0012/2015
(Anexo 1).

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em diferentes grupos, contendo seis
camundongos em cada grupo de tratamento (Tabela 07). As concentracdes

utilizadas do 6leo fixo da Astrocaryum aculeatum (AA) de 500, 1.000 e 2.000 mg/kg
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p.c., administradas por gavagem (0,5 mL) para observacdo dos processos
genotoxicos.

Para a avaliacdo antigenotdxica, imediatamente ap0s a administracdo da
A.A., os animais foram tratados com uma injecao intraperitoneal (i.p.) de DXR (0,3
mL/25 g p.c.).

O grupo solvente foi tratado por gavagem (0,5 mL/30 g p.c.) com a mesma
dose de dimetilsulféxido (DMSO) que os animais que receberdo 2.000 A.A/kg p.c. As
amostras do sangue periférico dos grupos de tratamento agudo foram coletadas
apos 24h e 48 h, de administracdo do 6leo da A.A., para a realizacdo da leitura do
teste do micronucleo.

As concentracdes utilizadas seguiram 0s protocolos internacionais,
Guidelines, onde os mesmos indicam que, ndo havendo trabalhos realizados com o
produto, no qual descreve sua atividade biologica, a mesma deve-se partir do
principio de 2000 mg reduzindo-se a metade.

Tabela 07: Grupos experimentais e protocolos de tratamento agudo para o teste do

micronucleo.
Tratamento Grupo? Dose (mg/kg p.c.)
Controle Negativo 1 -
DMSO 2 -
AA | 3 500
AA I 4 1.000
AA Il 5 2.000
DXR 6 15
DMSO + DXR 7 Como em (2) e (6)
AA | + DXR 8 Como em (3) e (6)
AA Il + DXR 9 Como em (4) e (6)
AA Il + DXR 10 Como em (5) e (6)

DMSO, Dimetilsulféxido; A.A., Astrocaryum aculeatum; DXR, Doxorrubicina.

& Cada grupo de tratamento tera seis animais.
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3.5 TESTE DE MICRONUCLEOS

Para obtencdo de PCEMNs em sangue periférico foi baseada na técnica de

MacGregor et al (2000), e adaptada, consistindo nos seguintes procedimentos:

A. Cortou-se a ponta da cauda dos animais e gotejou-se 0 sangue
diretamente sobre as laminas secas;

B. Fez-se o esfregaco do material com uma laminula;

C. Apds a secagem do material, este foi fixado em metanol por 5 minutos;

D. No dia seguinte, corou-se com Giemsa de acordo com o Manual de
Diagnostico Laboratorial da Malaria, Ministério da Saude 2005. Sendo
utilizado Giemsa em p6 0,75g; para cada 100 ml de solucdo de Glicerol 35
ml e Metanol 65 ml utilizando uma propor¢cdo de 1:10 (Giemsa/agua
tamponada) por 20 minutos.

E. Analisou-se ao microscopio Optico os micronucleos em PCEs que se
coraram de azul e que sdo mais jovens. Os Eritrocitos Normocromaticos
(NCEs) mais maduros, sofreram pouca ou nenhuma influéncia do corante,

nao foram analisados.

3.6 ANALISE DAS LAMINAS

As laminas de todos os animais (grupos tratados, controle negativo e controle
positivo) foram codificadas e analisadas dentro de um curto espaco de tempo, de
modo a eliminar erros de analise.

A analise foi feita por trés observadores, seguindo um sistema balanceado, ou
seja, numeros iguais de células foram analisadas em laminas diferentes, em cada
animal do estudo, por cada observador.

As laminas foram, em primeiro lugar, analisadas ao microscopio Otico em
aumento medio de 40x para encontrar campos com boa qualidade técnica, onde as
células encontravam-se bem espalhadas, ndo danificadas e coradas

apropriadamente.
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Apés localizar esse campo, os observadores seguiram a analise das células
para a presenca do micronucleo, usando um aumento de 100x (objetiva de imersao).
O principal resultado do teste é a frequéncia de Eritrocitos Policromaticos
(PCE) que contém pelo menos um micronucleo (frequéncia de PCEMNS), de modo
que para sua determinacdo foram analisados 2000 PCEs por animal nas amostras
de sangue periférico (24h e 48h) e um total de 400 eritrécitos por animal foram

analisados para calcular o indice de Divisdao Nuclear (IDN), utilizando a férmula:

IDN = PCE
PCE + NCE

A porcentagem de reducao de frequéncia de PCEMNSs, para determinacédo da
efetividade dos tratamentos para efeito antigenotoéxico, foi calculada de acordo com

Watrters et al (1990). Usando a seguinte formula:

% de Reducéo = Frequéncia de PCEMNs em A — Frequéncia de PCEMNs em B
Frequéncia de PCEMNs em A — Frequéncia de PCEMNs em C

Onde A corresponde ao grupo DXR (controle positivo), B, corresponde aos
grupos tratados com AA + DXR (grupos antigenotdxicos) e C, corresponde ao grupo

tratado com agua (controle negativo).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente por analise de variancia
(ANOVA) para experimentos inteiramente aleatdrios, com o calculo da estatistica F e

de seus respectivos “p-value”. Nos casos em que P < 0,05, as médias de tratamento
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foram comparadas pelo método de Tukey, com o célculo da diferenca minima
significativa para a = 0,05, foi utilizado o programa Graph Pad Prism 6.



RESULTADOS
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos das analises das frequéncias de PCEMNs de sangue
periférico de animais (Figura 05) submetidos aos tratamentos agudos de 24h e 48h
com AA em diferentes concentracdes estdo apresentados na e Tabelas 08, 09, 10 e
11. Os dados mostraram que houve pequena variabilidade no numero de PCEMNSs
entre animais do mesmo grupo, porém essa variagdo nao se mostrou
estatisticamente significativa (P>0,05), nos dois tempos de amostragem utilizados.

Quando o total da frequéncia de PCEMNSs de 24h e 48h é obtida por grupos,
nota-se que 0s grupos que receberam exclusivamente diferentes doses de AA
apresentaram frequéncia de PCEMNs maiores quando comparados com o controle
negativo, demonstrando assim, auséncia de efeito genotoxico. Portanto, ndo houve
diferenca estatistica relevante (P>0,05) (Tabela 12).

Todavia, os resultados somados em cada grupo para 0S Qrupos que
receberam AA em diferentes concentracbes associadas a DXR, e avaliadas 24h e
48h apds o tratamento, quando comparado com o controle positivo (DXR),
demostraram notavel diminuicdo na frequéncia de PCEMNSs, denotando assim a
presenca de efeito antigenotoxico. Logo, a andlise estatistica evidenciou diferenca

significativamente relevante para estes valores (P<0,05) (Tabela 12).

Figura 06: Eritrécito policromético micronucleado
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Tabela 08: Frequéncias de PCEMNs em sangue periférico de camundongos Swiss
tratados com AA (grupos genotoxicos) apds 24h em diferentes concentragdes e seus

respectivos controles.

Tratamento Animal N° de PCEs Analisados N° de PCEMNSs
M1 2000 5
M2 2000 4
Controle Negativo M3 2000 5
M4 2000 4
M5 2000 4
M6 2000 5
M1 2000 5
M2 2000 5
M3 2000 6
DMSO M4 2000 6
M5 2000 5
M6 2000 6
M1 2000 4
M2 2000 4
AA M3 2000 4
M4 2000 6
M5 2000 5
M6 2000 6
M1 2000 5
M2 2000 5
AAT M3 2000 5
M4 2000 6
M5 2000 4
M6 2000 4
M1 2000 4
M2 2000 5
AATI M3 2000 5
M4 2000 4
M5 2000 5
M6 2000 5
M1 2000 28
M2 2000 29
DXR M3 2000 31
M4 2000 28
M5 2000 27
M6 2000 28

M, macho.
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Tabela 09: Frequéncias de PCEMNs em sangue periférico de camundongos Swiss
tratados com AA + DXR (grupos antigenotoxicos) apdés 24h em diferentes

concentra(;()es € Seus respectivos controles.

Tratamento Animal N° de PCEs Analisados N° de PCEMNSs
M1 2000 5
M2 2000 4
M3 2000 5
Controle Negativo M4 2000 4
M5 2000 4
M6 2000 5
M1 2000 28
M2 2000 29
DXR M3 2000 31
M4 2000 28
M5 2000 27
M6 2000 28
M1 2000 29
M2 2000 29
M3 2000 27
DMSO + DXR M4 5000 28
M5 2000 28
M6 2000 28
M1 2000 22
M2 2000 19
M3 2000 20
AAT+DXR M4 2000 21
M5 2000 19
M6 2000 20
M1 2000 21
M2 2000 20
AAIl+DXR M3 2000 20
M4 2000 18
M5 2000 19
M6 2000 20
M1 2000 19
M2 2000 20
AA Il + DXR M3 2000 20
M4 2000 19
M5 2000 17
M6 2000 21

M, macho.
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Tabela 10: Frequéncias de PCEMNs em sangue periférico de camundongos Swiss
submetidos ao tratamento por gavagem de AA (grupos genotdxicos) apos 48h em

diferentes concentracdes e seus respectivos controles.

Tratamento Animal N° de PCEs Analisados N° de PCEMNSs
M1 2000 5
M2 2000 4
Controle Negativo M3 2000 5
M4 2000 4
M5 2000 4
M6 2000 5
M1 2000 5
M2 2000 5
M3 2000 6
DMSO M4 2000 5
M5 2000 7
M6 2000 6
M1 2000 5
M2 2000 5
M3 2000 4
AA M4 2000 5
M5 2000 5
M6 2000 5
M1 2000 5
M2 2000 5
AAI M3 2000 5
M4 2000 4
M5 2000 6
M6 2000 4
M1 2000 5
M2 2000 4
AATI M3 2000 5
M4 2000 5
M5 2000 5
M6 2000 4
M1 2000 44
M2 2000 45
DXR M3 2000 47
M4 2000 46
M5 2000 48
M6 2000 44

M, macho.
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Tabela 11: Frequéncias de PCEMNs em sangue periférico de camundongos Swiss
submetidos AA + DXR (grupos antigenotoxicos) apos 48h em diferentes

concentra(;()es € Seus respectivos controles.

Tratamento Animal N° de PCEs Analisados N° de PCEMNSs
M1 2000 5
M2 2000 4
M3 2000 5
Controle Negativo M4 2000 4
M5 2000 4
M6 2000 5
M1 2000 44
M2 2000 45
M3 2000 47
DXR M4 2000 46
M5 2000 48
M6 2000 44
M1 2000 45
M2 2000 45
M3 2000 44
DMSO + DXR M4 2000 44
M5 2000 43
M6 2000 46
M1 2000 20
M2 2000 19
M3 2000 20
AAT+DXR M4 2000 19
M5 2000 19
M6 2000 19
M1 2000 19
M2 2000 19
AAIL+DXR M3 2000 18
M4 2000 19
M5 2000 18
M6 2000 18
M1 2000 19
M2 2000 18
AA Il + DXR M3 2000 19
M4 2000 18
M5 2000 19
M6 2000 18

M, macho.
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Os grupos que foram tratados com DMSO, tanto para teste de efeito
genotdxico quanto para antigenotoxico em 24h e 48h, ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significantes (P>0,05), quando comparadas suas frequéncias de
PCEMNSs com as de seus respectivos controles.

Os resultados obtidos para os tratamentos em camundongos Swiss com
diferentes doses de AA e/ou estes combinados a administracao intraperitoneal de
DXR na dosagem de 15 mg kg™ de peso corporal e seus respectivos controles s&o

mostrados na Tabela 12.

Tabela 12: Frequéncias de eritrécitos policroméaticos micronucleados (PCEMNS) do
sangue periférico de animais submetidos a tratamento de diferentes doses de AA e

seus respectivos controles.

Tratamentos Total of PCEMNSs PCEMNSs MédiaxzSD
(mg kg—1 b.w.) 24 h 48 h 24 h 48 h
Controle 27 26 4.50 + 0.55 4.33+0.52
DMSO 31 34 5.16 + 0.63 5.66 + 0.82
AA | (500 mg) 29 29 5.16 + 0.98 4.83+0.41
AA 11 (1000 mg) 29 29 4.83+0.75 4.83+0.75
AA 111 (2000 mg) 28 28 4.66 + 0.52 4.66 + 0.52
DXR mg 1712 2742 2850+1.38 4566+ 1.63
DMSO + DXR 1672 2672  27.83+0.75  44.66+1.05
AA | + DXR 121a° 1162° 2016 +1.16  19.33 +0.52
AA Il + DXR 118a° 1112°  19.66+1.03  18.50 +0.55
AA IIl + DXR 116a° 1102®  19.33+1.37  18.33+0.52

Um total de 2000 PCEs foram analisados por animal, para um total de 12 000

células por tratamento; DXR, doxorubicina (15 mg kg.p.c)

@ Diferenca significativa para grupo controle (P<0.05).

® Diferenca significativa para o grupo DXR (P<0.05).
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A administracdo simultdnea de uma dose oral Unica por gavagem de cada
concentracéo de 6leo fixo de AA com injecdo intraperitoneal de DXR resultou numa
reducao significativa de cerca de 36,57 = 1,74% para os tratamentos de 24 h, e de
65,18 + 1,29% para os de 48h, na frequéncia de PCEMNSs, quando comparado com
0 grupo tratado apenas com DXR. O aumento gradual da concentragéo 6leo fixo do
AA demonstrou melhor efeito antigenotdéxico quanto maior foi a dose utilizada,
contudo, a analise estatistica ndo apontou quaisquer relevancia dessas diferencas
nos resultados, indicando assim, auséncia de uma relacdo dose-resposta tanto para
os tratamentos de 24h quanto para os de 48h (Tabela 13).

A frequéncia de PCEMNSs foi menor em animais tratados com DMSO+DXR do
que nos tratados apenas com DXR, mas essas diferencas ndo foram
estatisticamente significativas, e o IDN ndo apontou quaisquer indicio de potencial

citotoxico em todos os grupos avaliados (Tabela 13).
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Tabela 13: Frequéncias de eritrdcitos policromaticos micronucleados (PCEMNSs / 1000
PCEs) e IDN em sangue periférico de camundongos sui¢os tratados com Astrocarium

aculeatum dleo fixo e DXR e seus respectivos controles 24 e 48 h pds-tratamento.

Tratamentos IDN PCEMNSs/1000 Reducéo (%)
(kg p.c.) PCEs
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
Controle 0.011+£0.51 0.010+0.51 2.25 2.16 - -
DMSO 0.013+0.54 0.011+£0.54 2.58 2.83 - -
AA | 0.013+0.54 0.011+0.83 242 242 - -
AA I 0.014£0.75 0.013+0.75 242 242 - -
AAlI 0.013+0.83 0.013+0.75 2.33 2.33 - -
DXR 0.013+1.03 0.012+0.89 14.25 22.83 - -
DMSO+DXR 0.013+0.75 0.010+0.51 14.08 22.25 - -
AA | + DXR 0.012+1.16 0.011+£0.81 11.33 9.66 34.72 63.70
AAIll+DXR 0.013+0.75 0.011+£0.83 10.08 9.25 36.80 65.72
AAlll+DXR 0.012+0.75 0.010+0.51 9.66 9.16 38.19 66.12

Os resultados das frequéncias totais de PCEMNs de cada grupo, em 24h e
48h, estéo ilustradas nos graficos 01 e 02, respectivamente, e apresentam uma
nitida relacdo entre valores aumentados nas frequéncias de PCEMNSs dos grupos e
a administracdo de DXR, visto que houve discrepancia nos valores das frequéncia
de todos os grupos que foram tratados com DXR quando comparado com 0S grupos

gue nao receberam DXR.



52

Grafico 01: Comparacdo das frequéncias de eritrOcitos policromaticos
micronucleados (PCEMNS) em células de sangue periférico de 24h de camundongos
Swiss tratados com diferentes doses de AA e associados ou ndo a DXR, e seus

respectivos controles.
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Grafico 02: Comparacdo das frequéncias de eritrOcitos policromaticos
micronucleados (PCEMNs) em as células de sangue periférico de 48h de
camundongos Swiss tratados com diferentes doses de AA associados ou ndo a

DXR, e seus respectivos controles.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo investigou o efeito genotoxico e antigenotéxico do 6leo do
tucuma, uma fruta amazoénica rica em carotendides e outros compostos bioativos
como polifendis. A avaliacao foi feita por meio da inducdo de micronucleos, que por
sua vez, € um método padrdo usado em citogenética toxicoldgica, sendo
recomendado como parte da bateria de testes genotoxicos usados para avaliagdo da
seguranca de agentes quimicos e fisicos (KRISHNA, 2000; CAMMERER et al.,
2007), assim, o teste do micronicleo em eritrocitos do sangue periférico é
satisfatorio para a deteccdo de agentes capazes de induzir ou evitar danos
cromossOmico, podendo assim ser utilizado nos ensaios de genotoxidade e
antigenotoxidade (GRAWE, 2005).

As caracteristicas basicas do teste do microndcleo sdo: o efeito do agente
quimico é observado em PCEs que tem um tempo de vida curto, de modo que
qualguer micronucleo que ela tenha pode ter sido gerado como resultado de danos
cromossdmicos induzidos recentemente; 0s micronucleos s&o facilmente
identificaveis e sua distribuicdo e bem definida; e a frequéncia de microndcleo
induzido em PCEs é dependente do tempo de amostragem (RIBEIRO, 2003).

Camundongos e ratos podem ser utilizados no teste do micronucleo. O
presente estudo utilizou camundongos Swiss, 0 que permitiu que quantidades
menores de AA fossem utilizadas.

Segundo Abramsson-Zetterberg et al (1999), desde que camundongos tém
sido usados como espécie modelo em estudos toxicolégicos convencionais, 0S
mesmos podem ter uma vantagem se o teste de microndcleo for usado em paralelo
com uma indicacdo de efeito mutagénico nesta espécie. No caso de uma exposi¢ao
prolongada de camundongos, o qual € comum em testes toxicolégicos, varias
amostras de sangue periféricos sdo obtidas de varios tempos durante o
experimento, para fornecer uma importante informagcdo suplementar sobre o tempo
decorrido da inducdo de micronucleo. Nesse estudo o tempo de tratamento foi 48h.

Segundo Hayashi et al (2000) pelo menos quatro animais por grupo e 2.000

células analisadas por animal podem ser utilizados para determinar a incidéncia de
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eritrécitos imaturos micronucleados. O presente estudo analisou 2.000 células por
animal, sendo que cada grupo foi composto por seis camundongos Swiss, machos.

Neste estudo diferentes concentracbes de AA foram administradas por
gavage. Por se tratar da via mais comum a qual o homem faz uso de produtos
naturais inclusive de 6leos naturais. A gavage € indicada como a via normalmente
usada para administracdo da substancia-teste, sendo que as demais vias como
injecdes intraperitoneal e intravenosa, podem ser aceitas quando seu uso for
justificado (PRESTON et al, 1987).

As doses e o periodo de amostragem tém papel importante no sistema teste
empregado. Geralmente, pelo menos 3 doses séo testadas. No referido estudo foi
utilizada as dozes de 500, 1.000 e 2.000mg/kg p. c. Estes valores foram utilizados
de acordo com os protocolos internacionais os GUIDELINES, que indicam os
mesmos, caso ndo haja estudos realizados que se aproximem dos testes realizados
na pesquisa. Em relacdo ao tempo de amostragem, no teste de micronicleos em
sangue periférico varia entre 24, 48 e 72h sendo que o pico de resposta proximo a
48h apds a administracdo, admitindo variacdes de algumas horas que se relacionam
com o tipo de composto testado e de sua respectiva dose (CSGMT, 1995).

Esta pesquisa consistiu na coleta de sangue periférico extraido da cauda de
cada animal apés 24h e 48h, sendo que as alteragdes cromossdmicas denotadas
pelo aumento na frequéncia de PCEs foram mais acentuadas em 48h quando
comparadas com as de 24h, corroborando com os principios do CSGMT (1995).

O quimioterapico DXR, que foi utilizado neste trabalho como controle positivo,
€ um antibidtico antraciclico sendo um potente antitumor de amplo espectro
frequentemente utilizando no tratamento de leucemia aguda, linfomas e tumores
sélidos, como os de mama, ovario e endométrio em combinacfes com diferentes
drogas. Sua toxicidade pode ser causada de maneiras diferentes: a sua porcéo
agliconada planar, pode inserir-se entre pares de bases adjacentes no DNA,
modificando a capacidade de helicases nucleares para dissociar a dupla fita de DNA
e a enzima topoisomerase |l atuando como agressor para esta enzima, subvertendo
sua finalidade normal para induzir dano no DNA, que se da pela perda de um ou
dois elétrons, gerando assim compostos reativos com potencial de danificar
macromoléculas e membranas lipidicas (INJAC e STRUKELJ, 2008).

Poucos minutos ap0s a sua administracdo, o quimiotergpico é removido do

plasma e encontrado no ndcleo da célula, onde se coloca entre pares de bases dos
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acidos nucléicos e exerce um efeito antimitético. Por isso, a DXR é utilizada como
indutor de microndcleos, sendo frequentemente empregada em testes de
mutagenicidade como controle positivo (ANTUNES; TAKAHASHI, 1998; TAVARES
et al., 1998), o que mostra estar de acordo com o referido estudo, observando os
valores sobre a quantidade de micronucleos encontrados no controle positivo —
DXR, sendo os mesmos 171 e 274 totais de PCEMNs para 24h e 48h
respectivamente. A DXR é relatada em ser metabolicamente ativada para um estado
de radical livre que interage com oxigénio molecular para a geracdo de radicais
superoxidos (POWIS, 1989).

A producgdo de radicais livres é considerada o principal mecanismo de seu
potencial toxico (QUILIS et al., 2002), resultando em estresse oxidativo que né&o
obstante promove dano no DNA, levando eventualmente a mutacfes induzidas pelo
efeito genotoxico do quimioterdpico, que por sua vez, pode ser apreciado nesse
trabalho pelo consideravel aumento no nimero de micronucleos por animal no grupo
DXR, comparativamente, ao grupo controle negativo (agua) e solvente (DMSO).

Dentre uma gama de compostos bioativos oriundos do tucumé e que sao
encontrados no AA, encontra-se os carotendides, que por sua vez, além de serem
responsaveis por sua cor amarelo-avermelhado estéo relacionados com importantes
funcdes e acbes fisioldgicas, sendo a mais conhecida a atividade, pré-vitamina A. A
eliminacdo de radicais livres € fundamental para a saude do organismo e este
micronutriente € um antioxidante importante na protecdo contra danos oxidativos
causados pelos radicais livres gerados em varios processos metabélicos no corpo
humano. (FERREIRA, 2007; ORUCH, 2012).

Atualmente, ha consideraveis debates sobre qual valor real da vitamina A
resultante de alimentos que contenham carotenoides, e qual € o poder de influéncia
relativo de sua importancia na biodisponibilidade destes carotenoides (AMBROSIO
et al 2006). Ao mencionar biodisponibilidade de carotendides, outros dois termos
importantes sdo amplamente utilizados na literatura: bioconversdo e bioeficacia.
Bioconverséo € a proporcao biodisponivel de carotendides convertidos em vitamina
A, enquanto bioeficacia é a eficiéncia com a qual os carotenoides ingeridos séo
absorvidos e convertidos em vitamina A (OLSON, 1999; AMBROSIO et al 2006).

Existem varios alimentos que séo fontes de carotendides, como a abdbora,
cenoura, manga, batata doce, espinafre, tomate, mostarda, couve, entre outros.

Entretanto, sdo os frutos de palmeiras como o buriti (Mauritia vinifera) o dendé
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(Elaeis guineensis), e o tucuma (Astrocaryum aculeatum), que se destacam como as
fontes mais ricas de provitamina A encontradas no Brasil (RODRIGUEZ-AMAYA,
1997).

Em um estudo em que foi avaliada a atividade de vitamina A do buriti, Mariath
et al., (1989), concluiram que ocorreu reversao de xeroftalmia e elevacdo de
reservas hepaticas da vitamina, sugerindo a possivel utilizagdo do buriti em
programas de combate a deficiéncia de vitamina A.

O Oleo de dendé e do tucumd vem sendo amplamente estudado como
alternativa ao combate a hipovitaminose A, pois € inquestionavel a potencialidade de
ambos os Oleos como fonte de carotendides no combate a hipovitaminose A
(MANORAMA e RUKMINI, 1991; MAHAPATRA e MANORAMA, 1997; CANFIELD e
KAMINSKY, 2000; AMBROSIO et al 2006; FERREIRA, 2007).

Inimeros estudos comprovam a correlagdo entre a ingestdo de vegetais e
frutos contendo carotendides e prevencédo de varios doencas cronico-degenerativas,
tais como cancro, inflamacédo, doenca cardiovascular, entre outros. Devido a todas
essas acoes benéficas, a composicdo de carotendides em frutas e vegetais tem sido
amplamente relatadas (KRINSKY; LANDRUM; BONE, 2003, COYNE et al 2005,
BERG, 2000, FRASER, LEE e BINNS, 2005; STHAL e SIES, 2005).

Controvérsias no campo de investigacdo da associacao entre o consumo de
frutas, legumes e verduras e a maior protecdo contra o desenvolvimento de cancer
sao inexpressivas. A literatura revela que a consensualidade tem prevalecido e tem
sido sustentada por conclusbes bastante convergentes, as quais, inclusive, tém
justificado e subsidiado uma série de estratégias e movimentos, em todo o mundo,
voltados ao estimulo do consumo de frutas, legumes e verduras (GOMES 2007).

Miller et al. (2005), realizaram um estudo alimentar randomizado controlado,
com 103 adultos saudaveis com idades superiores a 21 anos de idade, os quais
eram aleatoriamente alocados em diferentes grupos. Ao grupo controle, era ofertada
uma dieta tipica dos Estados Unidos; Dieta com alimentos ricos em carotendides
(frutas legumes e verduras) com reduzidas quantidades de gordura. O estudo
demonstrou que o consumo de alimentos ricos em carotendides com reduzidas
guantidades de gordura reduziu o estresse oxidativo, e resultou em um aumento da
concentracdo sérica de antioxidantes. E constatou-se, adicionalmente, que
individuos que apresentaram 0s maiores incrementos em carotendides séricos

também experimentaram as maiores reducdes em marcadores de lesdo oxidativa.
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Pool-Zobel et al. (1997), observaram que alimentos ricos em carotenoides
possuem um efeito protetor contra o cancer, ocasionando redugéo de lesbes ao
DNA, identificadas, tanto pela reducdo da oxidacdo das bases pirimidinicas do DNA,
quanto pelo menor numero de quebras de fitas do DNA linfocitico; esse efeito
também pb6de ser evidenciado por Porrini & Riso (2000), por meio da suplementacéo
com puré de tomate.

Existem, aproximadamente, 600 carotendides encontrados na natureza, 0s
quais sao constituidos por dois grandes grupos, onde desse total, em média 60
podem ser encontrados nos alimentos, e como resultado de uma absorgéo seletiva
do trato gastrintestinal, apenas 14 carotenoides sdo biodisponiveis,
biodisponibilidade esta que se apresenta de forma quase ilimitada (KHACHIK, 1991,
PARKER, 1999).

Entre esses se encontram, o alfa-caroteno, a luteina, a zeaxantina, o
licopeno; a beta-criptoxantina, a fucoxantina, a astaxantina, a crocetina, a
capsantina, o fitoeno, carotendides em geral com destaque para o 3-caroteno, que é
muito promissor no que se refere a protecdo contra o cancer. Apesar dos
carotendides, em especial o p-caroteno, que € o carotendide com maior potencial
antioxidante, serem alvo de bastante estudo, ainda existem poucos estudos que se
foquem nos carotendides como proposta de tratamento para o cancer (GOMES,
2007).

Entretanto, apesar da variabilidade em compostos bioativos de diferentes
naturezas, presentes no fruto, e da escassez de estudos em relacédo a ao -
caroteno frente ao cancér, o protagonismo dos beneficios advindos do tucuma,
podem ser atribuidos as propriedades antioxidantes distintas dos varios
carotendides presentes no tucuma, o qual, das 60 espécies de carotendides litadas
por De Rosso e Mercadante, 2007, presentes em diferentes frutos, 24 foram
encontrados no tucuma onde destes, 21 foram quimicamente identificados.

As analises de De Rosso e Mercadante (2007), demonstraram que o tucuma
oferece uma das mais altas concentracdes de pro-vitamina A das fontes conhecidas,
sendo 52 mg/100 g de polpa. Esta concentracdo € de cerca de oito vezes mais
elevadas do que o encontrado na cenoura (6,6 mg / 100 g de polpa), considerada
uma rica fonte nutritiva em carotenos.

E vélido ressaltar que De Rosso e Mercadante, (2007) e Gongalves et al.,

(2010), associaram o carotenoides entre outros compostos presentes no tucumé a
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eliminagcdo de radicais livres. Esses achados encontram-se em consonancia com
esta pesquisa, pois 0 AA é rico em carotendides e flavonoides, ambos compostos
reconhecidamente antioxidantes pela literatura. Contudo, alguns estudos relatam
que concentragao de (3-caroteno influéncia sua acédo antioxidante, de modo que em
altas concentracdes prejudicam sua habilidade protetora e/ou a revertem em pro-
oxidativa, o que em Uultima andlise poderia, promover uma lesdo de material
genético, efeito este ndo observando no presente estudo jA que a maior
concentracdo utilizada foi de 2.000 mg/kg p. c., e apresentou resultado satisfatorio
em ambos os tempos avaliados (LOWE et al., 1999; WOODS, BILTON, YOUNG,
1999; KRINSKY, 2001).

Além dos carotenoides, entre os quais se destaca o [-caroteno, compostos
bioativos como polifendis, o0s quais se destacam os flavonoides, séo
reconhecidamente substancias com alto poder antioxidante (MARTINEZ-VALVERDE
et al., 2000).

Os flavonoides, sdo substancias naturais amplamente distribuidas no Reino
Vegetal. Sua biodisponibilidade e os fatores interferentes vém sendo amplamente
estudados. Nota-se um interesse crescente na investigacdo dessas substancias,
devido ao volume de evidéncia dos beneficios que eles proporcionam para a saude,
pois 0 consumo de alimentos ricos em polifendis, incluindo os flavonoides (BEHLING
et al., 2004; BECHO et al, 2010).

A cinética de absorcdo dos flavonoides varia consideravelmente entre 0s
alimentos devido a heterogeneidade de acglcares e outros grupos funcionais ligados
ao nucleo de flavonas (WALLE, 2004). Os flavonoides s&o usualmente absorvidos,
passando pelos enterécitos, apds serem glicosilado e/ou convertidos em agliconas
por glicosidases presentes na mucosa gastrointestinal e microflora do célon
(HOLLMAN et al., 1997; LE MARCHAND, 2002).

Apbs sua absorc¢éo eles sdo conjugados no intestino delgado e no figado pela
glicuronidacéo, sulfatacdo ou metilacdo ou metabolizados a pequenos compostos
fendlicos (MACHADO, 2005). Ao sofrerem estas modificagbes, os flavonéides
podem tornar-se metabolitos mais ativos ou serem eliminados do organismo mais
facilmente por tornarem-se mais polares, assim, muitos desses produtos metabdlicos
podem ser detectados na urina e fezes humanas (WALLE, 2004).

Os flavondides sdo antioxidantes efetivos devido a suas propriedades

sequestrantes de radicais livres e por quelar ions metalicos (KANDASWAMI e
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MIDDLETON, 1994), protegendo assim os tecidos dos radicais livres e da
peroxidagdo lipidica. A propriedade antioxidante é direcionada sobre o radical
hidroxil (*OH) e o anion superdxido (O,*) que sdo espécies altamente reativas
envolvidas na iniciacdo da peroxidacao lipidica. Além destes efeitos importantes, 0s
flavonoides tém propriedades estabilizadoras de membrana (GALATI et al., 2002).

Particularmente, a quercetina sequestra radicais de oxigénio como inibe a
xantina oxidase e a peroxidacao lipidica (KAHRAMAN et al., 2003). A quercetina é
conhecida também por suas propriedades quelante e estabilizadora do ferro
(SORATA et al., 1984).

Muitos mecanismos antioxidantes tém sido propostos para os flavonoides
como: a) opressdo da formacdo de EROs pela inibicdo do sistema enzimatico
responsavel pela geracdo de radicais livres (ciclooxigenase, lipoxigenase ou xantina
oxidase); b) quelacdo de ions metalicos; c) sequestro de radicais livres; d) induzir a
fase Il de enzimas como glutationa transferase que aumenta a excre¢do EROs; e)
inducdo de enzimas antioxidantes como a metalotioneina (MIDDLETON et al., 2000;
PIETTA, 2000).

A quercetina pode inibir o processo de formag&o de radicais livres em trés
etapas diferentes, na iniciacdo (pela interagdo com ions superoxido), na formacéo de
radicais hidroxil (por quelar ions de ferro) e na peroxidacao lipidica (por reagir com
radicais peroxi de lipideos) (AFANAS' EV et al, 1989).

Embora os flavondides apresentem propriedades antioxidantes importantes
na prevencdo de doencas, alguns estudos tém demonstrado uma atividade pro-
oxidante in vitro. Extratos concentrados de plantas ricas em flavondides como
prépolis, folhas de cha verde, isoflavonas isoladas da soja e semente de uva, sao
amplamente difundidos como nutracéuticos para o tratamento de doencas
cardiovasculares, cancer e inflamagdes cronicas (BEHLING et al 2004).

Pelo o exposto, o presente estudo esta de acordo com a literatura que
reconhece o potencial protetor dos compostos oriundos do tucuma em células
expostas a EROs, pois o0s resultados obtidos nesta pesquisa a parir de avaliacdes
de grupos que utilizaram AA associados a DXR para teste de efeito antigenotéxico,
apontaram uma reducao significativa de médias 36,57 + 1,74% para os tratamentos
de 24h, e 65,18 + 1,29% para os de 48h, na frequéncia de PCEMNs quando
comparado com o grupo controle positivo que utilizou exclusivamente a DXR, para

promover estresse celular.
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A maior dosagem utilizada na presente pesquisa foi de 2000 mg p. c. e nao
apresentou qualquer indicio de prejuizo no desempenho antigenotdxico, avaliado
neste estudo, desempenho esse que reflete invariavelmente o potencial antioxidante
do AA.

N&o obstante, a demonstracao desse efeito, indica que suplementacbes com
altas doses de micronutrientes devem ser atentamente acompanhadas pelos
estudos, como em qualquer intervencao farmacologica (GOODMAN et al., 2003).

E importante salientar, que apesar da grande relevancia das propriedades
terapéuticas dos carotenoides, presentes no AA, compostos bioativos como
polifendis sdo importantes atores do desempenho do papel antioxidante do fruto,
potencializando, seus efeitos. Flavondides, em especial a quercetina, estdo
presentes em abundancia no tucuma, e estdo sendo amplamente estudados na
ultima década, por apresentarem relevante efeito antioxidante, importante potencial
anticancerigeno, além de efeito protetor ao sistema renal, cardiovascular e hepatico
(SAGRILLO et al, 2015).

Até mesmo, propriedades antimicrobianas oriundas do tucuma sao relatadas
por Sagrillo (2015), provavelmente, o efeito antimicrobiano do fruto est4 associado a
sua composi¢cado quimica, que inclui varios tipos de moléculas de polifendis, pois
segundo Daglia (2012) e Jobim et al (2014), estes metabdlitos secundarios, sdo
produzidos por plantas superiores e apresentam propriedades antibacterianas,
antivirais e antifungicas.

Jobim et al., (2014) investigaram a atividade antimicrobiana do tucuma contra
37 microorganismos, em um estudo de biofilme. Seus resultados mostraram efeito
antibacteriano de extratos hidro-alcodlicos de polpa e casca de tucuméa em trés
bactérias Gram-positivas (Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes) e efeito antifingico contra Candida albicans. E concluiu que os
extratos de tucumd apresentam atividade antimicrobiana para quatro
microorganismos que apresentam grandes problemas de resisténcia a farmacos.

Os resultados observados no presente estudo, estdo provavelmente
relacionados com moléculas antioxidantes encontrados no 6leo fixo, provavelmente
protagonizado pelos carotendides e potencializados pelos flavondides. O potencial
protetor do fruto a stress oxidativo ao DNA da célula, se deve a capacidade
antioxidante resultante das interacfes fisico-quimicas geradas pela interacdo destes

antioxidantes com a estrutura das membranas biol6gicas (BOHM ET AL., 2012).
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Desta forma, s&o importantes para a atividade antioxidante, comunicagcao
intercelular e atividade do sistema imunolégico (SKIBSTED, 2012 E STEPHENSEN,
2013).

As moléculas bioativas presentes no tucuma apresentam em sua variedade
grande capacidade antioxidante. No entanto, a rica concentracdo de moléculas
antioxidantes no 6leo fixo do tucuma néo é por si s6 garantia de que o Oleo seja
capaz reverter completamente o stress oxidativo num organismo Vvivo exposto a
moléculas que podem causar dano no conteudo genético das células, como o
quimioterapico utilizado nesta pesquisa, a DXR, o que é corroborado pelos estudos
de Sagrillo et al., (2015).

Neste sentido, os resultados demonstraram uma relevante reverséo do stress
oxidativo celular indicando consideravel potencial preventivo a dano no DNA celular
pelo AA, tanto para os tratamentos de 24h quanto para os de 48h, para 0s grupos
que testaram o efeito antigenotédxico do dleo.

Todavia, apesar dos tratamentos dos grupos genotdxicos apresentarem
relevante potencial protetor ao DNA da célula apos 24h, nota-se um melhor
desempenho protetor do AA apds 48h.

Vale ressaltar que os resultados para verificacdo de efeito genotdxico para as
trés concentragdes testadas (A.A 1 500 mg, A.A 1l 1000 mg e A.A Il 2000 mg) bem
como o grupo DMSO quando comparados com o grupo controle negativo,
denotaram auséncia de efeito toxico ao DNA, pois ndo houve diferenca
significativamente relevante a andlise estatistica (P<0,05) assim como auséncia de
efeito citotoxico demonstrado através dos resultados apresentados pelo IDN de cada
grupo.

Os resultados desta pesquisa, encontram forca na literatura, onde diferentes
concentracdes de AA apresentaram efeito protetor as células ao stress oxidativo, por
acao dos carotendides, tais como [3-caroteno, em consonancia com flavonoides, tais
como quercetina e rutina, atuando em conjunto como indutor do aumento da
resisténcia a danos oxidativos ao DNA (SAGRILLO et al, 2015).

N&o existem outros estudos publicados que avaliem o efeito genotéxico do
Tucuma in vivo para confrontar os resultados deste trabalho, o que torna este estudo
pioneiro e referéncia para investigaces futuras. Contudo Olmiro, 2013 em seus
achados, ao testar in vitro pelo ensaio cometa, os efeitos genotoxicos do tucuma em

células mononucleadas do sangue periférico humano (PBMC), sugeriu relativo efeito



63

genotdxico em concentragdes superiores a 500 ug/mg, mas reconhece as limitacdes
metodoldgicas relacionadas a seu proprio estudo, dando destaque a existéncia
apenas de protocolos in vitro para analisar o potencial efeito genotéxico do tucuma,
e por isso, adverte, que seus resultados ndo podem ser diretamente transferidos
para modelos in vivo.

Sagrillo et al., (2015), por sua vez, ao testar com extratos da polpa e da
casca do Tucuma@ em seis concentracfes diferentes (100, 300, 600, 900, 1200, e
1500 ug / ml) para tratar stress oxidativo induzido em culturas de células de linfcitos
humanos, obteve melhores resultados com efeitos antioxidantes nas menores
concentracoes testadas.

Estes resultados ndo confrontam necessariamente os achados desta
pesquisa, mesmo este estudo ndo encontrando diferencas significativas na
efetividade do efeito protetor ao DNA para as diferentes dosagens testadas de AA
em ambos os momentos de 24h e 48h, pois o estudo de Sagrillo, (2015), trata-se de
modelo in vitro e a concentracdes ndo foram as mesmas utilizadas nesse estudo,

nao permitindo uma adequada correspondéncia de dosagens.
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As conclusdes sobre a obtencdo do AA e sua avaliagdo genotdxica e/ou

antigenotoxica in vivo com tratamento agudo em camundongos Swiss, estdo

descritas a sequir:

>

As frequéncias de PCEMNs e obtidas nos animais tratados com AA foram
semelhantes aqueles ao controle negativo, mostrando assim auséncia de efeito

genotoxico.

Houve uma reducédo estatisticamente significativa nas frequéncias de PCEMNs
nos animais submetidos aos tratamentos com diferentes concentracdes de AA
associados ao grupo DXR em relacdo aos animais tratados somente com DXR,

demonstrando efeito antigenotéxico.

A reducédo na frequéncia de PCEMNSs observadas nos grupos tratados com as
diferentes concentracbes de AA associados ao DXR ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significante entre si, revelando auséncia de efeito
dose-resposta, tanto para 24h quanto para 48h.

As frequéncias de PCEMNs observadas nos grupos tratados com DMSO, néo
apresentaram diferencas estatisticamente significante quando comparadas com
seus respectivos controles, demonstrando que o solvente utilizado nao provocou

Viés nos resultados da pesquisa.

Os valores de IDN (in vivo) ndo demonstraram diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos tratados com diferentes concentracdes de AA,
DMSO e DXR gquando comparadas com o grupo controle negativo, revelando

auséncia de citotoxidade.
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