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RESUMO

MAGOSSO, Marcio Fernando. Acrocomia aculeata previne danos
toxicogenéticos causados pelo agente antitumoral ciclofosfamida. Dissertacao
(Mestrado em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro Oeste) — Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, MS.

Resumo
Acrocomia aculeata, rica em compostos antioxidantes, possui atividade anti-
inflamatoria, antidiabética e diurética, e no presente estudo foi avaliada quanto as
suas capacidades (anti)genotoxicas, (anti)mutagénicas, imunomodulatérias e
apoptoticas em associacdo com a ciclofosfamida. Foram utilizados 140
camundongos Swiss machos divididos nos grupos controles negativo, positivo
(ciclofosfamida - 100 mg/kg); grupos que receberam somente 0s extratos da
améndoa (EA) e da polpa (EP) (3, 15 e 30 mg/kg) e grupos de tratamentos
associados (extratos + ciclofosfamida) em protocolos de pré-tratamento,
tratamento simultdneo e pds-tratamento. Ambos Os extratos ndo sao genotdxicos
e nem mutagénicos. Os extratos sdo quimiopreventivos em todas as doses e
protocolos testados e as porcentagens de reducdo de danos alcangcaram 88,19% e
90,03% para 0 ensaio do cometa, e de até 69,73% e 70,93% para 0 ensaio do
micronucleo para EA e AP, respectivamente. Em relacdo aos ensaios de
imunomodulacdo foi observado que os extratos possuem baixa atividade e no
ensaio de apoptose verificou-se que o0s extratos reduzem a capacidade da
ciclofosfamida causar apoptose nas células do figado, baco e rim. Frente o
exposto, infere-se que os extratos de A. aculeata podem compor alimentos
funcionais/nutracéuticos com caracteristicas quimiopreventivas. No entanto, nao
sdo fontes adequadas para a busca de coadjuvantes quimioterapicos, em especial,
para o0 uso combinado com a agente antitumoral ciclofosfamida porque é capaz de

diminuir a eficiéncia mutagénica e apoptética do mesmo.

Palavras chave: quimioprevencdo; bioantimutagénese; alimento funcional;
nutracéutico; macauba.



Magosso, Marcio Fernando. Acrocomia aculeata prevents toxicogenetic damage
caused by the anti-tumor agent cyclophosphamide. Master’s degree thesis
(Graduate Program in Health and Development in the Midwestern Region) -

Federal University of Mato Grosso do Sul, Brazil.

ABSTRACT

Acrocomia aculeate extract is known to have antioxidant and anti-inflammatory
activity and also anti-diabetic and diuretic potential. In this study we aimed to
evaluate the (anti) genotoxic, (anti) mutagenic, immunomodulatory and apoptotic
potential of the extract in combination with cyclophosphamide. 140 male Swiss
mice were divided into eight groups as follows: negative control, positive control
(Cyclophosphamide - 100 mg / kg); groups which received solely the extract from
the nut (NE) and the pulp (PE) (3, 15 and 30 mg / kg) and the combination groups
(cyclophosphamide + PE or NE extract). All groups were assessed in the
protocols of pre-treatment, simultaneous and post-treatment. Results indicates that
both extracts are not genotoxic nor mutagenic. The extracts exerted
chemopreventive activity at all tested doses and protocols, with damage reduction
percentages that reached 88.19 and 90.03% for the comet assay and 69.73 and
70.93% for the micronucleus assay, for NE and PE, respectively. Regarding the
immunomodulatory assays, both extracts demonstrated to cause low apoptotic
events and it was found that they can reduce the ability of cyclophosphamide to
cause apoptosis in cells of the liver, spleen and kidney. Facing the above, it
appears that the extracts of A. aculeata can be considered as an functional /
nutraceutical food with chemopreventive characteristics. However, the extracts
are likely not to be an adjuvant for chemotherapy, especially for use in
combination with the anti-tumor agent cyclophosphamide.

Keywords: chemoprevention; bioantimutagenesis; functional food; nutraceutical

food; macauba tree.



LISTA DE TABELAS

INTRODUCAO
Tabela 1: Principais efeitos tdxicos dos quimioterapicos em relacdo ao seu tempo de
Manifestacan. INCA, 1993... ... e 17
MANUSCRITO
Tabela 1: Grupos experimentais, dosagens e aplicacdo dos Compostos...........c.cccuvenen. 41

Tabela 2: Valores Médios + EPM dos Pesos Inicial e Final dos animais tratados com
Extrato da AmEndoa € da POIPa...........ccueiieiiiiciece e 57

Tabela 3: Valores médios £+ EPM da frequéncia de células com danos no DNA,
distribuicdo entre as classes de danos e escore referentes aos testes de
(anti)genotoxicidade do ensaio do cometa em sangue periférico de camundongos
tratados com Extrato da Améndoa € da POIPa.........ccceceieriiiiiiiiicccee e 58

Tabela 4: Frequéncia total e valores médios + EPM referentes ao ensaio de micronucleo
em sangue periférico de camundongos tratados com Extrato da Améndoa e da

Tabela 5: Numero total, frequéncia média + EPM e porcentagem de células com
evidéncia de fagocitose esplénica em camundongos tratados com Extrato da Améndoa e
(0 Fo T 0] o USSR 62

Tabela 6: Valores de referéncia e média + EPM relativas a contagem diferencial de

células do sangue de camundongos tratados com Extrato da Améndoa e da

Tabela 7: Avaliacdo de apoptose em baco, figado e rins de camundongos tratados com
Extrato da Améndoa € da POIPa...........cceeiiiiiiiiiece e 65



1.

SUMARIO

INEFOTUGED. ... bbbt 13
1.1. CoNSIAEIagoES INICIAIS. .....civvereiieiieee et ns 13
1.2. Terapias ANtItUMOTAIS.........ueiiiieiieieeie e se ettt sre et re e e e 14
1.3, QUIMIOPIEVENGED. ... .cviieentetete sttt ettt sttt bbb 17
1.4. Alimentos FUNCIioNais € NULraCEOTICOS. .......vvivverieerieeie e 18
1.5. ACrOCOMIA ACUIBALA. .......cuveuierieieiie sttt 20
1.6. ENS@ioS BIOIOQICOS. ......ccviiieiieie ettt 22
1.6.1. ENSai0 00 COMELA.....uiiiiiiieiiiie it eiie ettt 22
1.6.2. Ensaio do Micronucleo em Sangue Periférico...........ccoovvvnvennincnennnnns 23
1.6.3. Ensaio de Fagocitose ESPIENICA..........cccuevvevieiieie e 24
1.6.4. Contagem Diferencial de Células do Sangue............cccccvevvviieieerieiiennnnn 25
1.6.5. ENSAI0 08 APOPLOSE. .....coviiiiiriiiiieiieieie sttt 25

R =] (=TT o LSRR 26
(@] 0 =1 LYo SR USTPSRSS 35
2.1, ODJEUIVO GEIAl.....c.oiiviiiieceecc e 35
2.2. ObjJetiVOSs ESPECITICOS. ......eiviuiriiiiiieisie e 35
T 1U {0 4 (o ST 36
AANBXOS. ...ttt h et E et e Rt e b e e be e nnn e nne e nns 57
CoNSIAEraCOES FINGIS. ......cveivieieiriecteeie sttt ettt ra et e e sraenre e 66



13

1. INTRODUCAO

1.1 Consideracdes Iniciais

Os genes controlam as atividades bioldgicas celulares e sdo copiados por um
aparato enzimatico para serem transmitidos as células filhas. Essas cdpias resultantes
estdo sujeitas a falhas no processo que podem originar erros, as mutacfes. Mutacédo €
uma alteracdo na estrutura do DNA que pode levar a modificagdo de um codon e seu
produto de traducdo. As mutacBes também podem ocorrer por acdo de agentes exdgenos
chamados mutagénicos, que podem ser bioldgicos, como 0s virus; quimicos, como a
nicotina e a ciclofosfamida; e fisicos como os raios X. As mutacdes ocasionadas por
esses agentes decorrem de alteracfes na molécula de DNA que se ndo forem corrigidas
podem ocasionar prejuizos diretos as células, como problemas metabodlicos, e ser
transmitidas as células-filhas (PASSARGE, 2001).

As células apresentam mecanismos para reparar as mutacdes antes que sejam
copiadas para sua descendéncia; esses mecanismos atuam diretamente na molécula de
DNA e no ciclo celular, determinando sua continuidade ou n&o. Se os sistemas de
reparo ndo conseguirem corrigir os danos, a célula é induzida a um tipo de morte
programada denominada apoptose. No entanto, podem ocorrer falhas nesses sistemas e
as mutacOes podem se acumular (ALBERTS et al., 2008).

O actmulo de mutagdes nos genes que controlam e regulam as funcdes de reparo
de DNA,; nos supressores tumorais, que inibem a proliferacdo celular; e nos proto-
oncogenes, que quando se tornam oncogenes ativam a proliferacdo das células, pode
levar ao desenvolvimento de células transformadas como as tumorigénicas, por exemplo
(SNUSTAD; SIMMONS, 2008).

As células tumorais apresentam menor sensibilidade as drogas, perda da
capacidade de diferenciacdo celular e acumulam alteragdes cromossémicas tais como
mudancas de ploidia e alteracdes estruturais além de outras mutacGes pontuais. Essas
celulas se dividem sem as restrigdes normais da divisdo e podem permanecer no mesmo
local (tumor benigno) ou proliferar invadindo outro tecido (tumor maligno) e/ou vasos
sanguineos ou linfaticos, sendo transportadas a outras partes do corpo (metastase)
(VIEIRA et al., 2012; WHO, 2015).
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Xie et al. (2013) relataram que o cancer foi a segunda maior causa de 6bitos
entre individuos com diagnostico de doenca, ficando atrds apenas das doencas
cardiacas. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que até 2030 cerca de 75
milhGes de pessoas terdo tumores. Destes aproximadamente 27 milhdes serdo malignos
e acarretardo 13,2 milhdes de mortes pela doenga em todo 0 mundo e estima-se que
desse total, 7,5% das mortes ocorrerdo no Brasil (GOSS et al., 2013; SILVA,
MAGALHAES, 2013; WHO, 2015). Estima-se ainda que no Brasil, no ano de 2014,
tenham ocorrido aproximadamente 576 mil novos casos de cancer e que em 2015 esse
ndmero possa se elevar para mais de 728 mil novos casos (INCA, 2014).

Segundo Corréa et al. (2008), em paises em desenvolvimento, a taxa de
incidéncia do cancer pode dobrar até 2038 devido principalmente a falta de acesso da
populacdo as informacdes relativas ao diagnostico, ao combate, a prevencao e a caréncia
de recursos humanos e financeiros diretamente ligados ao tratamento e diagnostico da
neoplasia.

Apesar disso, desde os anos 2000 tem havido notadvel melhora no prognoéstico
dos doentes, sobretudo quando ocorre a descoberta precoce de tumores, e dos métodos
de tratamento (quimioterapia, imunoterapia, hormonioterapia, bloqueadores
enzimaticos, antineoplasicos, radioterapia e cirurgia de excisdo do tumor);
principalmente considerando-se a qualidade da sobrevida do paciente com 0 uso de
medicamentos que tenham menos efeitos colaterais ou que minimizem 0S mesmos
(BONASSA, 2005; ANDRADE; VIEIRA et al., 2012).

Nesse contexto, € de fundamental importancia a busca por novos compostos que

atuem na prevencao e no tratamento do cancer.

1.2 Terapias Antitumorais

As primeiras cirurgias de excisdo tumoral eram conservadoras e visavam
somente a retirada do tumor. Gradativamente estabeleceu-se que quanto menor a
margem de remocdo do tecido tumoral maior era chance de recidiva local o que por
vezes determina as amputacdes ou remogdes completas de 6rgdos como margem de
seguranca. Na atualidade, e com o advento de novas terapias (radioterapia,

quimioterapia, imunoterapia e endocrinoterapia, principalmente), a cirurgia oncoldgica
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voltou a ser menos radical, mas ainda constitui-se uma das principais terapias anticancer
(VIEIRA et al., 2012).

A quimioterapia consiste no uso de substancias quimicas (isoladas ou
combinadas) para eliminar ou reduzir neoplasias. Ha evidéncias de utilizacdo de sais
metalicos de chumbo, cobre e arsénico no tratamento de tumores no Egito e na Grécia
antigos. O primeiro quimioterapico antineoplasico da era moderna foi desenvolvido a
partir do gas mostarda, arma quimica usada nas duas guerras mundiais. Visto que a
exposicdo de soldados a esse composto levou a hipoplasia medular e linfoide,
impedindo assim o aumento rapido do nimero de leucdécitos, por exemplo. Esse fato
permitiu supor que efeito semelhante, de redugéo da frequéncia de diviséo celular,
poderia ocorrer também em células tumorais, o que permitiu o tratamento dos linfomas
malignos mais tarde (INCA, 2012).

Atualmente, quimioterdpicos mais ativos e menos toxicos estdo disponiveis para
uso na préatica clinica. Entretanto, essas drogas afetam indistintamente as células
neoplésicas e as normais, apesar de acarretarem maiores danos genéticos as células
malignas devido as diferencas metabolicas dessas duas populacbes celulares (INCA,
2012).

A maioria dos quimioterapicos interfere nos mecanismos de controle do ciclo
celular, com base nesse fato, Bruce e seu grupo de pesquisa, no ano de 1969,
classificaram-nos de acordo com sua acdo no ciclo em: (1) ciclo-inespecificos, aqueles
que atuam em células que estdo ou ndo no ciclo proliferativo; (11) ciclo-especificos, que
atuam somente nas células em diviséo e (l11) fase-especificos, que agem em certas fases
do ciclo celular (INCA, 1993).

Ainda de acordo com Laurence et al. (2012), os quimioterapicos podem ser
classificados por seu mecanismo de acdo como: (1) Agente Alquilantes, que formam
ligacbes covalentes com o DNA de modo a impedir sua replicagdo; (2) Agentes
Antimetabdlitos, os quais bloqueiam ou modificam as vias metabdlicas responsaveis
pela sintese de DNA; (3) Inibidores Mitéticos, que impedem a polimerizacdo e a
despolimerizacdo das tubulinas que formariam o fuso mitdtico impedindo a migracéo
das cromatides ou cromossomos paralisando a divisdo; (4) Hormoénios e seus
Antagonistas, 0os quais inibem a secrecdo ou a acdo de um hormonio; e (5) outros
agentes, que possuem mecanismos de ac¢do no tratamento de tumores diferenciados dos

descritos.
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Para aumentar o sucesso dos tratamentos, € comum na pratica clinica a
combinagdo de quimioterapicos que possuam modos de acédo e toxicidade diferentes pra
que se atinja populacbes celulares distintas. Dessa forma, as linhagens celulares
resistentes a um farmaco podem ser potencialmente eliminadas por outro, promovendo
melhor resposta (INCA, 2012; VIEIRA et al., 2012).

Como os quimioterdpicos ndo atuam exclusivamente sobre as células tumorais,
estruturas/orgdos que fazem renovacdo celular constante (medula déssea, pelos, mucosa
do trato digestério e epitélios) sdo atingidas, de forma severa, pela acdo desses
medicamentos. Entretanto, as células normais tém um tempo de recuperacéo conhecido,
ao contrario das anaplasicas, o que torna possivel a aplicacdo da quimioterapia em
intervalos regulares, desde que observados 0s tempos necessarios para recuperacdo dos
tecidos normais (INCA, 2012).

Como os quimioterapicos erradicam tanto células tumorais quanto normais, sao
esperados efeitos colaterais devido a citotoxicidade dos mesmos e de acordo com a dose
administrada, o tempo de exposicdo e a concentracdo plasmatica do medicamento. A
toxicidade ainda depende do medicamento utilizado e é variavel para os diversos tipos
de tecidos como pode ser observado na Tabela 1. Nessa estdo apresentados os principais
efeitos toxicos dos quimioterapicos em relagdo ao seu tempo de manifestacdo no
organismo.

E possivel considerar ainda que células tumorais podem sofrer novas mutacdes,
inclusive por efeito da quimioterapia, que as tornem capazes de sobreviver a acao do
medicamento em uso. Ou mesmo que essas células ja existam no tumor e sejam
selecionadas positivamente, por acdo do quimioterapico, que passa a ser ineficiente no
tratamento (CHEUNG et al., 2010).

Devido ao exposto acima e a toxicidade das drogas quimioterapicas, a busca por
novos farmacos que apresentem maior capacidade de erradicar células tumorais
preservando as normais faz-se cada vez mais necessaria e tem se mostrado uma

atividade constante em muitos grupos de pesquisa.
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Tabela 1: Principais efeitos toxicos dos quimioterapicos em relacdo ao seu tempo de
manifestacdo. INCA, 1993.

Imediatos
(de 7 a 21 dias)

Tardios

(meses)

Ultra-tardios

(meses ou anos)

Precoces
(de 0 a 3 dias)
e Nauseas
e VOmito
e Mal estar
e Adinamia
e Agitacdo
e Artralgias

e Exantemas
e Flebites

Mielossupressdo
Granulocitopenia
Plaquetopenia
Anemia
Mucosites
Cistite
hemorragica
(ciclofosfamida)
Imunossupresséo
Potencializacéo
dos efeitos das
radiacdes
(actinomicina D,
adriamicina e 5-

fluoruracil)

Miocardiopatia
(antracicliclos)
Hiperpigmentacéo e
esclerodermia
(bleomicina)
Alopecia
Pneumonite
(bleomicina)
Imunossupresséo
Neurotoxidade
(vincristina,
vimblastina e
cisplatina)
Nefrotoxidade

(cisplatina)

Infertilidade
Carcinogénese
Mutagénese
Distarbio do
crescimento em
criangas
Sequelas no
sistema nervoso
central
Fibrose/cirrose
hepatica
(metotrexato)

1.3 Quimioprevencao

O termo cunhado por Sporn, em 1976, compreende o uso de substancias naturais

ou sintéticas que possam interromper, modular ou reverter a formacao e a transformacéo

de lesdes pré-malignas em carcinomas invasores (VIEIRA et al., 2012).

Varios estudos tem demonstrado que o consumo de alimentos funcionais pode

interferir na carcinogénese e reduzir a mortalidade por cancer devido a presenca de

compostos bioativos tais como o resveratrol, o licopeno, 0s acidos graxos émega-3, 6 e

9, os carotenoides, os tocoferdis e o acido ascérbico (GRACIANI et al., 2007;

MADADI et al., 2015) dentre outros.

A quimioprevencédo pode ser mediada por antimutagénese, que, segundo Kada et

al. (1982) ocorre por dois processos: a desmutagénese e a bioantimutagénese. O
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primeiro se caracteriza pelo impedimento da acdo mutagénica e genotéxica de um
composto ou substancia. Este processo, geralmente, ocorre no meio extracelular por
adsorcdo do mutageno pelo composto antimutagénico. Essa acdo pode ser quimica e
direta contra 0 agente mutagénico, enzimatica (depois do mutageno ser metabolizado)
ou pelo sequestro de radicais livres derivados do mutageno de modo a impedir sua
ligacdo com o DNA (KADA; SHIMOI, 1987; DE FLORA; OLIVEIRA et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2007).

A bioantimutagénese estd relacionado a capacidade ja existente na célula de
corrigir danos ao DNA. Logo, esses compostos bioantimutagénicos atuam na
modulacdo dos sistemas de reparo e duplicacdo do DNA em nivel celular, inibindo os
sistemas de reparo sujeitos a erros ou estimulando os reparos livres de erros
(HARTMAN; SHANKEL, 1990; OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007).

Segundo Murthy et al. (2009) ha uma estreita relacdo entre o risco de
carcinogénese, o estado nutricional e a dieta do individuo, e essa relacdo é alvo de
varias pesquisas em saude publica. A dieta ainda representa um importante fator na
etiologia do cancer e, portanto, sua mudanca pode levar a reducdo na incidéncia da
doenca, abrindo caminho para a utilizacdo de alimentos funcionais e nutracéuticos com
conhecidas propriedades antimutagénicas.

Assim, por meio do consumo de antimutagénicos e anticarcinogénicos,
preferencialmente os de origem naturais, alimentos quimiopreventivos podem ser
incorporado a dieta humana, mudando os habitos alimentares, e assim a
quimioprevencgéo tornar-se-ia efetiva na prevencdo do cancer e de outras doengas de
origem genética (GOMES et al., 1996; MALUF; ERDTMANN, 2003; PAN; HO,
2008).

1.4 Alimentos Funcionais e Nutracéuticos

O conceito de alimento funcional foi desenvolvido inicialmente na década de
1980 no Japdo, com base em estudos que relacionavam satisfacdo sensorial, nutricéo e
modulacio de sistemas fisiologicos (SIRO et al., 2008), por meio de um programa
governamental que desejava desenvolver alimentos saudaveis para uma populagédo cada

vez mais velha e com elevada expectativa de vida (ANJO, 2004).



19

Alimentos funcionais sdo aqueles que, consumidos cotidianamente, podem
acarretar beneficios fisioldgicos, devido a presenca de ingredientes fisiologicamente
saudaveis (CANDIDO; CAMPOS, 2005); isto é, apresentam, além das propriedades
nutricionais, capacidade de regular ou auxiliar a regulacdo de fungbes corporais
promovendo protecdo contra doengas como as coronarianas, hipertensdo, osteoporose,
diabetes e cancer (SOUZA et al., 2003) dentre outras.

Ja o nutracéutico é um alimento ou parte deste que acarreta beneficios médicos e
de saude tais como tratamento e/ou prevencdo de doencas (ROBERFROID, 2002).
Segundo Pennington (2002), diversos alimentos de fontes vegetais possuem
fitoquimicos com acéo fisiologica ou metabdlica especificas, podendo ser considerados
bioativos como os carotenoides, compostos fendlicos e flavonoides, geralmente de acdo
antioxidante.

Nessa linha de pensamento insere-se a pesquisa por novos compostos que
possam prevenir, tratar ou auxiliar no tratamento das neoplasias. Kuete et al. (2011), a
partir da sabedoria popular dos povos de Camardes, relataram a atividade
anticancerigena de compostos naturais extraidos de plantas medicinais. Ait-Mohamed et
al. (2011), demonstraram que o extrato de Buxus sempervirens, planta tipica da regido
mediterranea, induz paradas no ciclo celular, apoptose e autofagia em células de cancer
mamario. Lee et al. (2005) relataram o efeito quimiopreventivo da capsaicina extraida
da Capsicum chinense, pimenta de cheiro. Além da capsaicina outros compostos
naturais também apresentam efeito quimiopreventivo e dentre eles destacam-se o
licopeno, presente no tomate, a alicina do alho e a genisteina da soja (DORAI;
AGGARWAL, 2004) dentre outros.

O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e o projeto Lista de
Espécies da Flora do Brasil (LEFB) do programa REFLORA do Instituto Jardim
Botéanico do Rio de Janeiro, estima que o Brasil conte com cerca de 45 a 60 mil espécies
de vegetais, muitos dos quais apresentam propriedades medicinais segundo a sabedoria
popular e tém sido pesquisadas para extracdo de compostos bioativos e avaliacdo de
suas propriedades clinicas e medicinais (VELOSO et al., 1991; BRASIL, s.d.; LEFB,
2010).

Veloso et al. (1991) e Pezzuto (1997), acrescentam que a flora brasileira € uma
grande fonte de produtos naturais que podem e vem sendo descritos e utilizados no

tratamento e na prevencdo de diversas doencas, inclusive o cancer. Com base nesses
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dados e na indicagéo da medicina popular sobre o macaubeiro e seus frutos, o presente
trabalho se propds a investigar o seu potencial (anti)genotdxico, (anti)mutagénico,

imunomodulatorio e apoptotico.

1.5 Acrocomia aculeata

Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex Mart., popularmente denominada por
bacailiva, bocailva, coco-de-catarro, coco-de-espinho, imbocaia, macaiba, macailva,
macalba, macuja, mocuja e umbocailva, de acordo com a regido brasileira em que se
encontra (LORENZI, 1992), pertence a familia Arecaceae e distribui-se por todo o
territério nacional. Mas, principalmente dos estados de Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo
e Rio de Janeiro até o Pard, sobretudo em regides de vegetacdo esparsa e aberta, como
cerrado e matas semideciduas (LORENZI, 2006; RODRIGUES, 2007).

O nome do macaubeiro, Acrocomia aculeata, relaciona-se as caracteristicas
dessas plantas: a folhagem densa (copa plumosa) e com espinhos. Além de estipe
simples, cilindrico, variando entre 10 e 15 metros de altura e 0,2 a 0,3 metros de
diametro, recoberto em seu cume pelas bainhas das folhas pinadas, que variam entre 10
e 30 por planta, com espinhos associados que se distribuem irregularmente. O
macaubeiro possui também inflorescéncias interfoliares com flores amarelas pistiladas
de insercdo axial (LORENZI, 2006).

Essa planta destaca-se também por apresenta frutos entre 3,5 e 5 cm de didmetro,
parcialmente achatados, globulares ou esféricos com epicarpo verde-amarelado de
aspecto lenhoso, mesocarpo fibro-mucilaginoso de cor que varia do branco péalido ao
amarelo a media que os mesmos vao maturando. O epicarpo possui ainda aroma e sabor
palataveis e adocicados. O endocarpo apresenta parede 6ssea de cor escura firmemente
aderida ao mesocarpo (polpa). A améndoa, geralmente presente uma por fruto,
apresenta uma fina camada de tegumento, sendo oleaginosa e também comestivel
(LORENZI, 2006). As primeiras frutificagdes ocorrem entre 0 quarto e 0 sexto ano apos
o plantio gerando uma média de 400 frutos por cacho,. Em geral, cada palmeira produz
entre dois e oito cachos o que permite inferir uma producéo anual em torno de 70 a 80
Kg de fruto. A frutificacdo dessa planta ocorre ao longo de todo o ano, mas a maturagédo

dos frutos se concentra entre setembro e janeiro (ALMEIDA, 1998).
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Ha alguns anos essa espécie tem se destacado econdmica e ecologicamente.
Segundo a medicina popular, a ingestdo da polpa em jejum é recomendada para efeito
purgativo. Ja o 6leo é usado para combater cefaleias e nevralgias. A emulséo da polpa e
da améndoa é usada no tratamento de afeccBes respiratorias. Ja o 6leo da améndoa é
usado cosmeticamente como reidratante e retardador de envelhecimento cutaneo (LIMA
et al., 2003).

Diversos extratos vegetais sdo usados em pesquisas sobre tratamento e
prevencdo do cancer, como por exemplo: Plectranthus barbatus (boldo-de-jardim ou
boldo-da-terra) (COSTA; NASCIMENTO, 2003), Lippia alba (erva-cidreira-de-
arbusto) (COSTA et al., 2004), Olea europaea (oliveira) (EVANGELISTA et al.,
2004), Brassica napus (couve-nabica) (EVANGELISTA et al., 2004), Virola sebifera
(ucutba vermelha) (DENNY et al., 2007), Pothomorphe umbellata (pariparoba)
(ALMEIDA et al., 2008) e Cymbopogon citratus (capim-liméo) (VILLAVERDE et al.,
2013), dentre outros. No entanto, ndo foi encontrada, na literatura pesquisada, analise
das propriedades quimiopreventivas dos extratos da polpa e da améndoa da macauba.

Em relacdo as analises sobre a composi¢do dos extratos da polpa e da améndoa,
Hiane et al. (2006) e Ramos et al. (2008), relatam que as améndoas apresentam alto teor
de lipidios (51,7%), de proteinas (17,6%) e de fibras (15,8%); enquanto que na polpa ha
prevaléncia de carboidratos totais (31%), sendo os principais constituintes o amido (12 a
13%) e a glicose (7 a 12%), e os lipidios (17%).

Em estudos anteriores, Hiane et al. (2005) relataram a presenca de cerca de
66%-73% de acido oleico (um monoinsaturado) e 16% de acido palmitico (um &cido
saturado) na polpa pura do fruto e de aproximadamente 40% e 12% dos mesmos acidos,
respectivamente, na améndoa de macauba. Foram descritos também tracos de acido
linolénico (2,5% em polpa e 1,9% em améndoa) e araquidico (0,5% em polpa e 0,3%
em améndoa). O mesmo estudo demonstrou ainda uma grande quantidade total de
acidos graxos monoinsaturados (66,88% na polpa e 42,46% na améndoa) e poli-
insaturados (7,62% na polpa e 7,83% na améndoa) (ESTEFAN et al., 2010; AMARAL
etal., 2011).

Ramos et al. (2008) caracterizam a presenca de carotenoides na polpa de
macauba, dos quais, cerca de 80% correspondem ao B-caroteno (49,0 ug/g de polpa
umida) e Coimbra e Jorge (2011) quantificaram a presenca de tocoferois, também na

polpa, e demonstraram que 67,48% dos mesmos sao a-tocoferol (143,70 mg/kg).
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Ao estudar as fungBes biologicas de constituintes de extratos, Longo et al.
(2001), evidenciaram que o &cido oleico, um tipo de émega 9 (AGn-9), inibe a
agregacdo plaquetaria, aumenta o colesterol do tipo Lipoproteina de Alta Densidade
(HDL) e diminui o colesterol total do organismo, atuando como protetor contra o
desenvolvimento de doencas corondrias ateroscleroticas, além de possuir acéo
antioxidante e assim reduzir o estresse oxidativo e a peroxidacdo lipidica nas
membranas (NAGARAJU; LOKESHI, 2007). Maio et al. (2010) observaram ainda
efeito antiproliferativo do B-caroteno em carcinogénese induzida em animais e em

cultura celular de diversos tipos.

1.6 Ensaios Biologicos

1.6.1 Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa € uma técnica relativamente simples, rapida, sensivel e
eficientemente empregada na avaliacdo e na quantificacdo de danos genéticos
promovidos por agentes fisicos e quimicos, principalmente. E utilizado em pesquisas de
genotoxicidade e para monitoramento ambiental. Apresenta baixo custo, requer pouco
tempo e material celular sendo aplicada a qualquer tipo de célula eucaridtica
individualizada ou de tecido do qual se obtenha suspensdo celular (OLIVE et al., 1992;
FAIRBAIRN et al., 1995; ROSS et al., 1995; TICE, 1995; KLAUDE et al., 1996;
ANDERSON et al., 1998; TICE et al., 2000; FRIEAUFF et al., 2001). O teste ¢
realizado em laminas que podem ser analisadas em microscopia convencional ou de
fluorescéncia onde evidencia-se imagens de nucledides intactos (sem danos no DNA) e
com fragmentos que formam caudas que se assemelham a cometas (com danos no
DNA), (TICE, 1995).

Em 1978, Rydenberg e Johanson foram os primeiros pesquisadores a utilizar a
quantificacdo direta do DNA em células individuais. Em 1984 Ostling e Johanson
incluiram no teste a eletroforese em pH 9,5, que aumentou sua sensibilidade (TICE,
1995). Mais tarde, Singh et al. (1988) passaram a realizar a eletroforese em pH > 13

(alcalino), tornando o teste de grande importancia para detec¢do in vivo e in vitro de
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quebras de fita Unica e dupla, sitios alcalilabeis, crosslinks e sitios de reparacdo por
excisdo.

O ensaio atualmente € feito depositando células em uma lamina de vidro para
microscopia recoberta com agarose e em seguida a lise para desnaturacdo do DNA e
eletroforese em pH > 13, seguida de neutralizagdo, fixacdo e coloragdo com um agente
intercalante (como o brometo de etidio) para analise em microscopia de fluorescéncia na
qual serdo verificados e classificados os cometas, evidéncias da fragmentacdo do DNA
(OLIVE et al., 1992; SPEIT e HARTMANN, 1999). Os cometas sdo classificados por
analise visual em: classe 0 — nucledides ndo danificados e sem cauda; classe 1 —
nucledides com cauda menor que o seu didmetro; classe 2 — nucledides com cauda de
tamanho ente 1 a 2 vezes o seu didmetro; classe 3 — nucledides com cauda 2 vezes
maior que o seu diametro; nucledides totalmente fragmentados (células apoptéticas) ndo
séo contabilizados (KOBAYASHI, 1995; SPEIT et al., 1996).

1.6.2 Ensaio do Micronucleo em sangue periférico

As mutacgdes cromossdmicas sdo um evento importante da carcinogénese e esses
danos s@o biomarcadores indiretos do desenvolvimento dessa doenca. Desse modo,
estudos ao nivel cromossdmico sdo essenciais. Um dos métodos mais utilizados para
avaliar e quantificar os danos cromossdmicos, devidos a exposi¢cdo a agentes quimicos
ou fisicos, € o teste do micronucleo. Esse teste que permite avaliar a capacidade
cancerigena de um composto foi preconizado em linfécitos periféricos humanos e, mais
tarde, foi padronizado em eritrocitos em modelos experimentais in vivo (TUCKER;
PRESTON, 1996; KRISHNA; HAYASHI, 2000).

Schmid (1975) sugeriu a avaliacdo de micronucleos em hemécias jovens uma
vez que ao expelir o nucleo para se tornar eritrocito, os micronucleos permanecem no
citoplasma dessas células, podendo ser identificados com facilidade quando corados
com Giemsa. Em 1990, Hayashi et al. descreveram a técnica com o uso do corante
Alaranjado de Acridina que, intercalado com DNA, emite fluorescéncia amarela sob
radiacdo ultravioleta; e quando o mesmo se liga ao RNA, entretanto, sem intercalar a
molécula, a fluorescéncia emitida é vermelha. Essas diferencas permitem identificar os

eritrocitos jovens (reticuldcitos), que sdo ricos em RNA citoplasmatico, e contabilizar



24

facilmente os micronucleos (que aparecem em amarelo devido a presenca de DNA)
(HAYASHI et al., 1990).

Kishi et al. (1992) demonstraram boa correlacdo nos resultados obtidos entre a
coloracdo por Giemsa, para medula Ossea, e a pré-coloracdo com Alaranjado de
Acridina, para sangue periférico. Isso indica que ambas as técnicas podem ser
adequadamente usadas para a avaliacdo de danos mutagénicos. No entanto, a técnica
que utiliza sangue periférico apresenta a vantagem da possibilidade de vérias coletas de
sangue de um mesmo espécime sem necessidade de eutanasia. Logo, permite avaliar a
frequéncia de micronudcleos num mesmo animal ao longo do tratamento e a recuperagao
do mesmo apos o final do mesmo (CSGMT, 1992; OLIVEIRA et al., 2009).

1.6.3 Ensaio de Fagocitose Esplénica

O bago é dividido em compartimentos por trabéculas de tecido conjuntivo
provenientes de sua capsula. O parénquima medular apresenta trés areas: (I) polpa
vermelha - formada por seios esplénicos entre os quais estdo os corddes esplénicos que
constituem o0s plexos sanguineos e com predominio de macréfagos, hemacias e
plaquetas; (1) polpa branca - constituida por nddulos linfaticos e as bainhas
periarteriolares onde se encontram principalmente linfocitos; e (Ill) zona marginal -
localizada na periferia da polpa branca contendo as artérias marginais (GROOM et al.,
1991).

O baco é o maior acimulo de tecido linfatico do corpo e remove restos celulares,
células lesionadas, xenobidticos, dentro outros, do sangue por fagocitose. Também é um
dos principais érgdos do sistema imunoldgico, pois suas células capturam e apresentam
antigenos aos linfécitos T e B estimulando a producdo de plasmadcitos secretores de
anticorpos. Ainda apresenta funcdo hematopoiética, sobretudo em caso de anemia, e
pode sequestrar elementos do sangue tais como as plaquetas e os leucdcitos (MEBIUS;
KRAAL, 2005).

Como esta diretamente envolvido nos processos de imunomodulagéo, é essencial
avaliar as taxas de fagocitose ocorridas nesse Orgdo para verificar a capacidade de
estimulo ou inibicdo que os compostos em testes apresentam sobre o sistema
imunoldgico (HAYASHI et al., 1990).
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1.6.4 Contagem Diferencial de Células do Sangue

A contagem das diferentes células sanguineas € importante para avaliacdo
imunolodgica (EVANS, 1997), pois permite, por meio da comparacdo com valores de
referéncia e juntamente com os dados de fagocitose esplénica, avaliar as propriedades
imunomodulatérias dos compostos em teste.

A producdo dessas células (hematopoese) € um conjunto de processos
complexos no qual duas linhagens celulares sdo produzidas pelas células tronco
hematopoiéticas: (I) mieloide e (I1) linfoide (MORRISON et al., 1995; AKASHI et al.,
2000). A linhagem linfoide origina os linfécitos T, B e células Natural Killer (NK) e a
linhagem mieloide da origem aos mondcitos, neutrdfilos, eosindfilos, basofilos,
eritrocitos e plaquetas (ABKOWITZ et al., 2000; AKASHI, 2005).

Os leucocitos possuem funcdes especificas na defesa do organismo ja que (I)
neutrdfilos fagocitam bactérias e fungos e participam de reacdo de inflamagdo aguda
(VELDERS; FIBBE, 2005); (1I) eosintfilos mediam processos inflamatorios ligados a
alergia, defesa contra vermes e distlrbios cutdneos e neoplasicos (SANDERSON,
1992); (I11) basofilos efetuam reacBes de hipersensibilidade imediata (GALLI, 1993);
(IV) mondcitos, presentes nos tecidos, fagocitam células senescentes ou mortas e corpos
estranhos (SUZUKI et al., 2004); (V) linfécitos B, quando ativados diferenciam-se em
células secretores de anticorpos; (VI) linfocitos T (fisiologicamente diferentes),
divididos em células T auxiliares e os linfécitos T citotoxicos, destroem ceélulas
infectadas; e (VII) as células Natural Killer reconhecem e destroem células anormais,
como as infectadas por virus e as tumorais (JANEWAY et al., 2002; ABBAS;
LICHTMAN, 2005).

De modo geral, os leucécitos atuam na imunidade e nos processos inflamatérios
e como o0s parametros hematoldgicos podem ser utilizados como biomarcadores,
variacdes dos mesmos podem indicar lesdes em outros tecidos ou 6rgaos por infecces,
infestacdes ou mudancas ambientais (SHAHSAVANI et al., 2010).

1.6.5 Ensaio de Apoptose

A verificacdo das taxas de apoptose em 0Orgdos pelos quais 0s compostos em

teste e/ou seus metabdlitos transitam permite inferir a citotoxicidade dos mesmaos.
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Em 1885 Flemming descreveu morfologicamente o processo hoje chamado de
apoptose (morte celular programada), termo cunhado por Kerr (1972) para descrever a
morfologia e a sequéncia de eventos caracteristicos que diferem esse processo da
necrose (RAFF, 1992). A apoptose caracteriza-se pela clivagem da cromatina seguida
de colapso nuclear, condensagdo do citoplasma e mudangas na membrana plasmatica
sem instauracdo de processo inflamatorio (RAFF, 1992).

Apoptose pode ser identificada e quantificada, citologicamente, pela analise do
padrdo de fragmentacdo do DNA nuclear usando a técnica de Rovozzo (1973)
modificada e readaptada para experimentos in vivo, por Navarro et al., (2014) usando
coloragéo com Alaranjado de Acridina.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar as atividades (anti)genotoxica, (anti)mutagénica, imunomodulatéria e
apoptdtica dos extratos da polpa e da améndoa de Acrocomia aculeata em sistema in

vivo.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a atividade genotoxica e antigenotoxica dos extratos da polpa e da
améndoa de Acrocomia aculeata, respectivamente, isolados ou associados ao agente
antitumoral ciclofosfamida;

Avaliar a mutagenicidade e a antimutagenicidade dos extratos da polpa e da
améndoa de Acrocomia aculeata, respectivamente, isolados ou associados ao agente
antitumoral ciclofosfamida;

Avaliar a atividade imunomodulatéria dos extratos da polpa e da améndoa de
Acrocomia aculeata, isolados ou em associacdo ao agente antitumoral ciclofosfamida;

Avaliar a atividade apoptédtica dos éleos da polpa e da améndoa de Acrocomia

aculeata, isolados ou em associacao ao agente antitumoral ciclofosfamida.
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3. Manuscrito

Acrocomia aculeata previne danos toxicogenéticos causados pelo agente

antitumoral ciclofosfamida.
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Resumo
Acrocomia aculeata, rica em compostos antioxidantes, possui atividade anti-
inflamatdria, antidiabética e diurética, e no presente estudo foi avaliada quanto as
suas capacidades (anti)genotoxicas, (anti)mutagénicas, imunomodulatérias e
apoptdticas em associacdo com a ciclofosfamida. Foram utilizados 140
camundongos Swiss machos divididos nos grupos controles negativo, positivo
(ciclofosfamida - 100 mg/kg); grupos que receberam somente 0s extratos da
améndoa (EA) e da polpa (EP) (3, 15 e 30 mg/kg) e grupos de tratamentos
associados (extratos + ciclofosfamida) em protocolos de pré-tratamento,
tratamento simultaneo e pds-tratamento. Ambos Os extratos ndo sdo genotdxicos
e nem mutagénicos. Os extratos sdo quimiopreventivos em todas as doses e
protocolos testados e as porcentagens de reducdo de danos alcancaram 88,19% e
90,03% para 0 ensaio do cometa, e de até 69,73% e 70,93% para 0 ensaio do
micronlcleo para EA e AP, respectivamente. Em relagdo aos ensaios de
imunomodulacdo foi observado que 0s extratos possuem baixa atividade e no
ensaio de apoptose verificou-se que o0s extratos reduzem a capacidade da
ciclofosfamida causar apoptose nas células do figado, baco e rim. Frente o
exposto, infere-se que os extratos de A. aculeata podem compor alimentos
funcionais/nutracéuticos com caracteristicas quimiopreventivas. No entanto, ndo
sdo fontes adequadas para a busca de coadjuvantes quimioterapicos, em especial,
para 0 uso combinado com a agente antitumoral ciclofosfamida porque é capaz de

diminuir a eficiéncia mutagénica e apoptdtica do mesmo.

Palavras chave: quimioprevencdo; bioantimutagénese; alimento funcional;
nutracéutico; macauba.
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1. Introdugéo

E crescente a necessidade de compostos capazes de prevenir, curar ou tratar o
cancer que ja que essa é segunda causa de morte no mundo sendo superada apenas pelas
doengas cardiovasculares (XIE et al.,, 2013). Em relagdo aos novos compostos
desenvolvidos para o tratamento das neoplasias, o ideal € que esses apresentem mais
especificidade e seletividade pelas celulas tumorais e que tragam menos efeitos
colaterais ao organismo (NAVARRO et al., 2014).

A carcinogénese pode relacionar-se a ocorréncia de danos toxicogenéticos
(MANTOVANI et al., 2008) e uma maneira de prevencdo é a utilizacdo de produtos
nutracéuticos (BACHUR et al., 2007), com propriedades quimiopreventivas. Isso pode
ser alcancado por meio de dietas enriquecidas com compostos que possam reduzir a
ocorréncia de danos genotdxicos e/ou mutagénicos (MALUF; ERDTMANN, 2003) ja
que a quimioprevencao visa inibir, estagnar ou reverter a carcinogénese inicial ou em
progressdo (BAEK et al., 2009).

Uma grande quantidade de compostos bioativos € encontrada nas plantas e
muitos deles sdo testados quanto a quimioprevencdo (MANTOVANI et al., 2008) no
intuito de serem usados na prevencdo do cancer. Dentre as plantas incluidas no rol de
testes destaca-se a Acrocomia aculeta, é uma planta nativa das Américas do Sul e
Central com propriedades medicinais (TRAESEL et al., 2014) e nutracéuticas
(LESCANO et al., 2014) ja descritas.

A. aculeata é popularmente denominada macaubeiro, bacailva, bocailva, coco-
de-catarro, coco-de-espinho, imbocaia, macaiba, macailva, macaiba, macuja, mocuja e
umbocaitva (LORENZI, 2006). Essa palmeira esta amplamente distribuida no Brasil,
no bioma Cerrado, e a sua ocorréncia se da em especial nos estados de Mato Grosso do
Sul, S&o Paulo e Minas Gerais, sendo encontrada também no Parand, Pard, Paraiba e
Pernambuco (LANES et al., 2015).

Relatos da medicina popular evidenciam o uso da polpa do fruto como laxativo e
0 seu 6leo como analgésico, alem do mesmo, juntamente com macerado de améndoa ser
usado no tratamento de afeccdes das vias respiratorias (LORENZI, 2006). Segundo
Lescano et al. (2014) o 6leo da polpa apresenta acdo anti-inflamatoria e diurética.

Destaca-se ainda que o0s indigenas mexicanos usem as raizes dessa palmeira no
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tratamento da diabetes (SOSNOWSKA; BALSLEV, 2008) e ha ainda descri¢des sobre
0 uso cosmético para a hidratacdo e rejuvenescimento da pele (LIMA et al., 2003)
devido as suas caracteristicas antioxidantes (COIMBRA; JORGE, 2011).

Sendo os antioxidantes uma importante classe dos quimiopreventivos (SIES,
1999), o presente estudo avaliou a capacidade dos extratos da polpa e da améndoa de A.
aculeata prevenir danos toxicogenéticos causados pelo agente antitumoral

ciclofosfamida bem como os seus efeitos imunomodulatérios e apoptéticos.

2. Material e Métodos

2.1. Coleta e identificagdo da planta

Os extratos da améndoa e da polpa foram preparados a partir de frutos maduros
coletados nos meses de marco de 2010 a fevereiro de 2011, de espécimes
localizados as margens da estrada entre Dourados a Panambizinho, regido do Alto
Café, distrito de Maracaju, Mato Grosso do Sul, latitude 21° 36’ 52°’sul e longitude
55°10°06” oeste, a 384m de altitude.

2.2. Obtencéo dos Extratos

Os frutos foram lavados, descascados e escarificados, depois, secos em estufa de
ventilacdo a 50°C por 2 h, posteriormente, as améndoas e os fragmentos secos de polpa
foram trituradas e armazenadas sob-refrigeragdo a 7° C.

Foram pesadas 5009 de cada amostra seca as quais se adicionou 1 litro de
hexano. As misturas foram transferidas para Kitassatos de 2000 mL, repousando ao
abrigo da luz por sete dias. Em seguida foram submetidas a filtragdo e concentracdo em
rotaevaporador a uma temperatura de 57° C (OETTERER, 2006).

Ambos os extratos, denominados a partir de agora de Extrato de Améndoa (EA)
e Extrato de Polpa (EP), permaneceram armazenados sob refrigeragdo a 4° C até o

momento do uso.
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2.3. Agentes Quimicos

Como controle positivo foi utilizado quimioterapico Ciclofosfamida (itaca
Laboratorios - Fosfaseron®, REG. M.S. No. 1.2603.0056.002-1; Batch 063020, Brazil),
um agente alquilante de agdo indireta, para a inducdo de danos no DNA. O mesmo foi
preparado em solucéo fisiologica (NaCl 0,9%), pH 7,4 e administrado na concentracéo
final de 100mg/Kg de peso corpdreo (pc), por via intraperitoneal (ip) em dose Unica
(FEDEL-MIYASATO et al., 2014a).

Os extratos (EA e EP) foram diluidos em Tween 4% e etanol 1% e
administrados nas doses de 3, 15 e 30 mg/kg (pc) por gavagem (vo) (TRAESEL et al.,
2014).

2.4. Animais

Foram utilizados 140 camundongos Mus musculus machos e sexualmente
maduros da variedade Swiss com peso médio de 39¢g, provenientes do Biotério Central
do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (CCBS/UFMS). Os animais foram mantidos em caixas de propileno recobertas
por cepilho e alimentados com racdo comercial (Nuvital®) e agua filtrada ad libitum.
Os animais foram mantidos sob condicGes padronizadas de climatizacdo em estante
ventilada (ALESCO®) com fotoperiodo de doze horas (12 horas de claro: 12 horas de
escuro), temperatura em torno de 22 = 2°C e umidade relativa de 55 + 10%. O
experimento foi conduzido em concordancia com as diretrizes da Declaragdo Universal
dos Direitos dos Animais e com aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais da
UFMS (Protocolo #399/2011).

2.5. Delineamento Experimental

Os camundongos foram divididos em 14 grupos, aos quais foram administrados

0s tratamentos e dosagens apresentados na Tabela 1:



Tabela 1. Grupos experimentais, dosagens e aplicacdo dos compostos.
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Grupos Experimentais

Tratamento Inicial

Tratamento apés 24 horas

Composto Via Dose Composto Via Dose
C- Tween 4% + etanol 1% VO 0,1ml/10g pc Tween 4% + etanol 1% VO 0,1ml/10g pc
Solucdo Fisiologica ip 0,1ml/10g pc Solugdo Fisiologica ip 0,1ml/10g pc
C+ Tween 4% + etanol 1% VO 0,1ml/10g pc Tween 4% + etanol 1% VO 0,1ml/10g pc
Ciclofosfamida ip 100mg/kg pc Solugdo Fisiolbgica ip 0,1ml/10g pc
EA/EP3 Extrato da Améndoa / Extrato da Polpa VO 3mg/Kg pc Tween 4% + etanol 1% VO 0,1ml/10g pc
Solugdo Fisioldgica ip 0,1ml/10g pc Solugdo Fisiolbgica ip 0,1ml/10g pc
EA/EP 15 Extrato da Améndoa / Extrato da Polpa VO 15mg/Kg pc Tween 4% + etanol 1% VO 0,1ml/10g pc
Solugdo Fisioldgica ip 0,1ml/10g pc Solugdo Fisiolbgica ip 0,1ml/10g pc
EA/EP 30 Extrato da Améndoa / Extrato da Polpa VO 30mg/Kg pc Tween 4% + etanol 1% VO 0,1ml/10g pc
Solugéo Fisioldgica ip 0,1ml/10g pc Solucéo Fisioldgica ip 0,1ml/10g pc
Pré 3 Extrato da Améndoa / Extrato da Polpa VO 3mg/Kg pc Tween 4% + etanol 1% VO 0,1ml/10g pc
Solugéo Fisioldgica ip 0,1ml/10g pc Ciclofosfamida ip 100mg/kg pc
Pré 15 Extrato da Améndoa / Extrato da Polpa VO 15mg/Kg pc Tween 4% + etanol 1% VO 0,1ml/10g pc
Solugéo Fisioldgica ip 0,1ml/10g pc Ciclofosfamida ip 100mg/kg pc
Pré 30 Extrato da Améndoa / Extrato da Polpa VO 30mg/Kg pc Tween 4% + etanol 1% VO 0,1ml/10g pc
Solugéo Fisioldgica ip 0,1ml/10g pc Ciclofosfamida ip 100mg/kg pc
Sim3 Extrato da Améndoa / Extrato da Polpa VO 3mg/Kg pc Tween 4% + etanol 1% VO 0,1ml/10g pc
Ciclofosfamida ip 100mg/kg pc Solugdo Fisiolbgica ip 0,1ml/10g pc
Sim 15 Extrato da Améndoa / Extrato da Polpa VO 15mg/Kg pc Tween 4% + etanol 1% VO 0,1ml/10g pc
Ciclofosfamida ip 100mg/kg pc Solugdo Fisiolégica ip 0,1ml/10g pc
Sim 30 Extrato da Améndoa / Extrato da Polpa VO 30mg/Kg pc Tween 4% + etanol 1% VO 0,1ml/10g pc
Ciclofosfamida ip 100mg/kg pc Solugdo Fisiolégica ip 0,1ml/10g pc
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Po6s 3 Tween 4% + etanol 1%
Ciclofosfamida

Po6s 15 Tween 4% + etanol 1%
Ciclofosfamida

P6s 30 Tween 4% + etanol 1%
Ciclofosfamida

VO
ip
VO
ip
VO
ip

0,1ml/10g pc
100mg/kg pc

0,1ml/10g pc
100mg/kg pc

0,1ml/10g pc
100mg/kg pc

Extrato da Améndoa / Extrato da Polpa
Solugéo Fisioldgica

Extrato da Améndoa / Extrato da Polpa
Solugdo Fisiologica

Extrato da Améndoa / Extrato da Polpa
Solucéo Fisioldgica

VO
ip
VO
ip
VO
ip

15mg/Kg pc
0,1ml/10g pc

15mg/Kg pc
0,1ml/10g pc

15mg/Kg pc
0,1ml/10g pc

Legenda: C - - Grupo controle negativo; C + - Grupo controle positivo; EA / EP — Grupos tratados com o extrato da améndoa ou extrato da polpa de A. aculeata; 3 — dose de

3mg/Kg; 15 - dose de 15mg/Kg; 30 — dose de 30mg/Kg; Pré — pré-tratamento; Sim — tratamento simultaneo; Pés — pds-tratamento, vo — via oral; ip — via intraperitoneal.
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Ap0s 24h (T1) da Gltima administracdo dos compostos coletou-se duas amostras,
de 20puL cada, de sangue periférico para realizacdo do ensaio do cometa e microntcleo.
Novas coletas de sangue periférico (20uL) foram realizadas para o ensaio do
micronucleo também em 48h (T2) e 72h (T3) ap6s a UGltima administracdo dos
compostos. Logo em seguida, os animais foram submetidos a eutanédsia por
deslocamento cervical para a coleta de bago, figado e rins para os ensaios de fagocitose

esplénica e de apoptose.

2.6. Avaliacdo toxicogenética

26.1 Ensaio do Cometa

Foi realizado o ensaio do cometa segundo as descri¢fes de Singh et al. (1988) e
Oliveira et al. (2013). Foram homogeneizados 20uL de sangue periférico em 120uL de
agarose de baixo ponto de fusdo (LPM) (0,75%). Em seguida essa solucdo foi
depositada em laminas previamente cobertas com agarose normal (1,5%). Recobriu-se o
material biolégico com laminula de vidro. Posteriormente, as laminas foram resfriadas a
4°C por 20 minutos. Fez-se entdo a remocdo das laminulas e a imersdo das mesmas em
solucdo de lise recentemente preparada, por 1 hora, a temperatura de 4°C, protegida da
luz. Em seguida, as laminas foram levadas a cuba de eletroforese com tampédo de pH
>13,0 por um periodo de 20 minutos a 4°C para desnaturacdo do DNA. Seguiu-se a
eletroforese a 25,0V e 300,0mA (1,25V/cm) por 20 minutos. Em seguida, as laminas
foram neutralizadas com tampéao pH 7,5 (0,4M Tris-HCI), durante 3 ciclos de 5 minutos
cada, secas ao ar livre e fixadas em alcool etilico absoluto por 10 minutos. O material
foi corado posteriormente (100,0uL de brometo de etidio - 20x10°mg/mL) e analisado
em microscopio de epifluorescéncia (Bioval®) em aumento de 400x, com filtro de
excitacdo 420-490nm e filtro de barreira 520nm. Como descrito por Kobayashi et al.
(1995), analisou-se 100 células por animal classificando-se os cometas em: (classe 0)
células nédo danificadas que ndo apresentam cauda; (classe 1) células com cauda menor
que o diametro do nucleoide; (classe 2) células com cauda de tamanho entre 1 e 2 vezes
o diametro do nucleoide; (classe 3) células com cauda maior que 2 vezes o diametro do

nucledide. Células apoptdticas, que apresentavam nucledide totalmente fragmentado,
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ndo foram contabilizadas. O escore total foi calculado pela somatéria dos valores
resultantes da multiplicacdo do total de células observadas em cada classe de les&o as

quais pertenciam pelo valor da classe.

2.6.2 Ensaio do Micronucleo em sangue periférico

O ensaio do micronucleo em sangue periférico foi realizado segundo Hayashi et
al. (1990) com modificacGes de Oliveira et al. (2015). Uma aliquota de 20uL de sangue
periférico foi colocada sobre uma lamina previamente recoberta por 20uL de
Alaranjado de Acridina (1,0 mg/mL). Em seguida, depositou-se uma laminula sobre o
material bioldgico. A lamina permaneceu em freezer (—20°C) por um periodo minimo
de duas semanas. A analise foi realizada em microscopio de epifluorescéncia (Bioval®,
Modelo L 2000A), no aumento de 400x, com filtro de excitacdo 420-490nm e filtro de
barreira 520nm. Foram analisadas 2.000 células por animal.

2.7 Imunomodulacdo

2.7.1 Ensaio de Fagocitose Esplénica

Um fragmento de cerca de 1/3 do bago foi macerado em solucdo fisiologica
formando uma suspensao, da qual 100pL foram colocadas em uma lamina previamente
corada com 20uL de Alaranjado de Acridina (1,0 mg/mL) e recoberta por uma
laminula. As ldaminas foram estocadas em um freezer (—20°C) até 0 momento da andlise,
que foi feita em microscépio de fluorescéncia (Bioval®, Modelo L 2000A) em um
aumento de 400x com filtro de 420-490nm e filtro de barreira de 520nm. Foram
analisadas 200 células por animal e classificadas em auséncia ou presenca de fagocitose
(DAVID et al., 2014).
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2.7.2 Contagem Diferencial de células do sangue

Vinte microlitros de sangue periférico foram utilizados para fazer a extensdo
sanguinea em laminas de vidro. Essas foram secas a temperatura ambiente e coradas
com kit Pandético (NEWProv®, lote 14429E) segundo instrucéo do fabricante. A leitura
das laminas foi feita por microscopia de campo claro em aumento de 1.000x, sendo
analisadas 100 células/animal diferenciadas em linfocitos, neutrofilos, monocitos,
eosinofilos e baséfilos (NAVARRO et al., 2014).

2.8 Ensaio de Apoptose

Com 100pL de uma solucdo de macerado de baco, figado ou rim, confeccionou-
se uma extensdo em lamina de vidro. Apds secas em temperatura ambiente, as laminas
foram fixadas em Carnoy por 5 minutos. Em seguida, submetidas a uma bateria de
concentracdes decrescentes de etanol (95%, 75%, 50% e 25%) seguida de lavagem com
Tampéo Mcllvaine por 5 min., coloracdo com alaranjado de acridina (0,01%, 5 min.) e
nova lavagem em tampdo. Foram analisadas 100 celulas por animal. A identificacdo das
células em apoptose se deu por meio da analise de padrBes de fragmentacdo do DNA
(NAVARRO et al., 2014).

2.9 Célculo da Porcentagem da Redugédo de Danos (RD%)

As porcentagens de reducdo de danos (RD%) foram calculadas pela seguinte
férmula (FEDEL-MIYASATO et al., 2014a).
Média do Controle Positivo — Média do Grupo Associado

RD% = x 100

Média do Controle Positivo — Média do Controle Negativo
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2.10 Anélise Estatistica

Os valores apresentados foram expressos em média + EPM (Erro Padrdo da
Média) e os dados foram analisados por Teste t ndo pareado bi caudal por meio do
software GraphPad Prism (Version 3.02; Graph-Pad Software Inc., San Diego, CA,
USA). O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.

3. Resultados

3.1. Parametros Biométricos

Os pesos iniciais e finais dos animais ndo apresentaram diferengas
estatisticamente significativas (p>0,05) o que sugere auséncia de toxicidade para 0s
tratamentos realizados (Tabela 2).

3.3 Analise Toxicogenética

Tanto EA quanto EP ndo causam danos toxicogenéticos visto que as frequéncias
de cometas e micronicleos ndo aumentaram (p>0,05) em relacdo ao controle negativo
(Tabelas 3 e 4).

A atividade quimiopreventiva dos dleos foi comprovada em funcdo das altas
porcentagens de reducdo de danos observadas tanto no ensaio de antigenotoxicidade
guanto no ensaio de antimutagenicidade para os protocolos de pré-tratamento,
tratamento simultaneo e pos-tratamento nas trés doses avaliadas (Tabela 3 e 4).

A anélise da antigenotoxicidade de EA demonstrou porcentagens de reducéo de
danos para os protocolos de pré-tratamento, tratamento simultaneo e pos-tratamento que
variaram de 70,60-80,05%, 64,57-69,29% e 78,74-88,19%, respectivamente. Ja para EP
as porcentagens foram de 82,68-87,66%, 64,57-78,22% e 85,04-90,03%,
respectivamente (Tabela 3).

A antimutagenicidade de EA demonstrou porcentagens de reducéo de danos para
0s protocolos de pré-tratamento, tratamento simultdneo e pos-tratamento que variaram
de 59,11-61,66%, 40,89-68,69% e 57,19-68,05% para T1; 54,59-60,54%, 29,19-63,24%
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e 47,57-69,73% para T2; e 37,84-58,56%, 26,13-56,76% e 50,45-64,86% para T3,
respectivamente. Ja para EP as porcentagens variaram de 60,70-70,93%, 12,14-42,49%
e 61,98-67,09% para T1; 60,54-66,49%, 26,49-56,76% e 49,73-56,76% para T2; e
36,94-55,86%, 40,54-59,46% e 21,62-44,14% para T3, respectivamente. A analise
estatistica demonstrou eficiéncia do tratamento quimiopreventivo para todas as doses e
protocolos excetuando-se: (1) a menor dose em pré-tratamento em T3 para EA; (Il) a
menor dose em tratamento simultaneo em T1; e (ll) a dose intermediaria em pods-
tratamento em T3 (Tabela 4).

3.3 Imunomodulacéo

A administracdo dos extratos determinou aumento (p<0,05) da ordem de 1,15x e
1,17x para EA e de 1,15x e 1,16x para EP, respectivamente. Em todas as doses e
protocolos os extratos foram capazes de reduzir (p<0,05) a taxa de fagocitose esplénica
induzido pelo antitumoral (da ordem de 1,73x). Esse efeito foi mais pronunciado na
maior dose do protocolo de pré-tratamento e na menor dose do tratamento simultaneo
onde houve reducdo de 43,8 e 44,4 pontos percentuais se comparados ao grupo controle
positivo para EA e EP, respectivamente. J& os menores efeitos, 8,6 e 7 pontos
percentuais, foram observado na maior dose do protocolo de tratamento simultaneo de
EA e EP, respectivamente (Tabela 5).

Na contagem diferencial de células do sangue do experimento EA observou-se:
(I) discreta linfopenia (p<0,05) para os grupos de pré-tratamento nas duas maiores
doses, simultaneo na dose intermediaria e pds-tratamento na maior dose; (I1) discreta
neutrofilia (p<0,05) para o pré-tratamento nas duas maiores doses e na dose
intermediaria do tratamento simultaneo; (I111) nenhuma diferenca significativa ou valores
diferentes dos de referéncia para mondcitos, eosinéfilos e basofilos, excetuando-se o
grupo de pré-tratamento na dose intermediaria que apresentou reducdo significativa de
basofilos (p<0,05) quando comparado ao grupo controle positivo (Tabela 6). Em relacao
ao EP verificou-se: (I) discreta linfopenia (p<0,05) para os grupos EP e pré-tratamento
na dose intermediaria, e simultaneo e pos-tratamento na maior dose; (Il) discreta
neutrofilia (p>0,05) para os grupos que receberam a dose intermediaria de EP, as duas

maiores doses em tratamento simultaneo e a maior dose em pos-tratamento; (I11) quanto
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aos mondacitos, eosindfilos e baséfilos ndo foram observados valores distintos dos de
referencia (Tabela 6).

3.4 Apoptose

A administracdo de ciclofosfamida causou aumento da frequéncia de apoptose
de 16,43x, 19x e 25,25x para baco, figado e rins, respectivamente. A administracdo de
EA e EP ndo causou nenhuma alteracdo na frequéncia de apoptose se comparado com 0
controle negativo. Os grupos associados, para ambos 0s 6leos, em todas as doses e
protocolos reduziram (p<0,05) a frequéncia de apoptose causada pelo antitumoral
ciclofosfamida, na ordem de até 57,5x para baco, 114x para figado e 50,5x e para rins
no tratamento com EA e de até 115x para baco, 57x para figado e 101x para rins quando

do tratamento com EP (Tabela 7).

4. Discussao

Como o cancer é uma das causas de morte mais frequentes no mundo (XIE et
al., 2013; WHO, 2015). Logo, identificar plantas medicinais e/ou nutracéuticas que
sejam capazes de atuar na prevencdo de danos no DNA que se correlacionam a génese
dessa doenca € de grande importancia para a saude publica. Assim, plantas ou partes de
plantas que possam ser consumidas diariamente, a baixos custos, e que sejam capazes
de prevenir o desenvolvimento de tumores constituiriam uma importante classe de
alimentos funcionais na atualidade.

Alimentos funcionais, ou nutracéuticos, sdo aqueles que contribuem para a
manutencdo do estado saudavel diminuindo o risco de surgimento de patologias, pois
possuem propriedades modulatérias de diversas fungBes orgénicas. Alguns dos
principais tipos desses alimentos séo 0s que possuem antioxidantes, substancias capazes
de reduzir ou inibir reacdes de oxida¢do como as provocadas pelas espécies reativas de
oxigénio que causam lesdes ao DNA, sendo considerados agentes inibidores de
carcinogénese (OLIVEIRA et al., 2006).

Dentre outras plantas, A. aculeata possui compostos bioativos de importancia
regular na dieta humana (BRESSAN et al., 2009), como &cido oleico, B-caroteno e

tocoferdis (COIMBRA; JORGE, 2011), fato que justificou a sua utilizagdo em ensaios
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relacionados a genotoxicidade e mutagenicidade, eventos que em conjunto podem
originar cancer, além de imunomodulacdo e apoptose.

Os resultados apresentados neste trabalho demonstraram que EA e EP ndo séo
toxicos visto que o peso dos animais ndo demonstrou variacdes importantes o que seria
um indicativo inicial de toxicidade. Corrobora essa assertiva o fato de que os extratos
também ndo induziram danos toxicogenéticos visto ndo ter havido aumento da
frequéncia de cometas e micronucleos em nenhuma das doses testadas. Esses resultados
corroboram o estudo de Traesel et al. (2014) que avaliaram o perfil toxicologico do
extrato da polpa de A. aculeata em ensaios de toxicidade aguda e subaguda e
demonstraram que a DL50 é superior a 2000mg/Kg e que as doses de 150-1000mg/Kg
ndo alteram os parametros hematol6gicos, bioquimicos e histoldgicos dos animais.

Em relacdo aos ensaios de quimioprevencdo observou-se que 0s extratos
possuem tanto atividade antigenotdxica como antimutagénica comprovando assim o
carater quimiopreventivo em todos os protocolos testados. Todas as doses apresentaram
capacidade de reduzir a frequéncia de cometas. J& em relacdo aos micronucleos somente
a menor dose em pré-tratamento (T3) com EA e a menor dose em tratamento simultaneo
(T1) e a menor dose em pos-tratamento em (T3) em EP ndo apresentaram atividade
quimiopreventiva. Frente ao exposto, considera-se que 0s extratos, que possuem de
maneira geral altas porcentagens de reducdo de danos, sdo importantes agentes
guimiopreventivos e podem agir tanto por desmutagénese como por bioantimutagénese.

De acordo com Kada et al. (1982) a antimutagénese pode ocorrer por
desmutagénese ou por bioantimutagénese. A desmutagénese se da quando 0s compostos
em testes impedem a agdo dos agentes genotdxicos/mutagénicos, principalmente, por
adsorcéo e, portanto, agem principalmente no meio extracelular. A bioantimutagénese é
relativa a capacidade de correcdo de danos no DNA mediado por enzimas que atuam no
reparo e na duplicacdo ou estimulando o reparo livre de erro ou ainda inibindo os
sistemas de reparo sujeitos a erros; e, portanto, acontece no meio intracelular (KADA;
SHIMOI, 1987; OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007).

Em experimentos in vivo a literatura indica que o tratamento simultaneo avalia tanto
desmutagénese como a bioantimutagénese; o preé-tratamento indicacdo modo de acédo
desmutagénico; e o pos-tratamento modo de acdo bioantimutagénico, sendo necessario
considerar a via de administracdo e o tempo de absorcdo dos alimentos/compostos em teste
(PRIMO et al., 2010; PESARINI et al., 2014). Nesse contexto infere-se que o presente
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estudo utilizou os protocolos recomendados pela literatura para classificar os modos de
acdao dos extratos de A. aculeata registrando-os assim de forma pioneira na literatura.

Além desses modos de acdo a literatura ainda indica que a antimutagénese esta
diretamente correlacionada aos eventos de fagocitose esplénica. Em geral, observa-se
que a indugédo danos ao DNA (evidenciados pelo aumento da frequéncia de cometas e
micronucleos) esta diretamente relacionada ao aumento de fagocitose esplénica (ISHII
et al. 2011; GONCALVES et al., 2014). Logo esse pode ser outro modo de reducédo da
frequéncia de células lesionadas do organismo o que indicaria novo modo de acdo e/ou
comportamento do organismo para eliminar células com alteragdes genéticas. Esse fato
é importante que existe uma estreita correlacdo, na literatura, entre o desenvolvimento
do cancer e a mutagénese (LOUREIRO et al., 2002).

Os dados da presente pesquisa suportam a assertiva que o agente antitumoral e
0s extratos, na menor e na maior dose, sdo capazes de estimular o aumento da
fagocitose esplénica. No primeiro caso esse aumento significativo pode ser explicado
pelo aumento do nimero de células com danos no DNA que foram confirmados pelos
ensaios do cometa e de micronucleo. No segundo caso, pode-se observar um aumento
da fagocitose esplénica sem aumento do nimero de células com danos no DNA visto
que o extrato ndo tem atividade toxicogenética (ndo é genotdxico e nem mutagénico).
Esse fato sugere que o aumento da fagocitose esplénica possa ser mediado por
mecanismos de imunomodulacdo e ndo somente como resposta a danos genotdxicos e
mutagénicos que levariam ao aumento do nimero de macréfagos ativos nesse Orgao
(ISHII et al., 2011; DAVID et al., 2014; FEDEL-MIYASATO et al.,, 2014b;
GONCALVES et al., 2014). Quando ¢ associada a ciclofosfamida com os extratos, nos
diferentes protocolos e doses, percebe-se que os valores de fagocitose esplénica sédo
intermediarios entre os valores observados para 0s grupos tratados com o0s extratos
isoladamente e o grupo tratado somente com a ciclofosfamida. Esses valores
intermediarios associados com as altas porcentagens de reducdo de danos sugerem que
0s principais modos antimutagénicos desses extratos se fazem por desmutagénese e
bioantimutagénese e que a grande reducdo de células micronucleadas circulantes ndo se
deve ao aumento de atividade esplénica.

Em relacdo a contagem diferencial de células do sangue ndo foram observadas
alteracOes relevantes. Esse fato corrobora as inferéncias anteriores de que relatam baixa

atividade imunomodulatoria para os extratos testados.
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Os extratos administrados isoladamente ndo induziram apoptose no baco, figado
ou rins, corroborando as afirmativas anteriores de que 0s extratos ndo sao toxicos. Ja em
relacdo aos protocolos de associacdo pode-se perceber que a frequéncia de apoptose em
todos os 6rgdos reduziu significativamente se comparada ao controle positivo. Esse fato
sugere que 0s extratos possuem uma alta atividade anti-apoptética. Esse dado associado
as altas porcentagens de reducdo de danos no DNA no protocolo de pds-tratamento
confirma o modo de acdo bioantimutagénico. A reducdo das frequéncias de apoptose
permitem inferir que os danos genéticos ocasionados pelo antitumoral foram reparados
antes que se acumulassem o suficiente para tornarem a célula inviavel e se iniciasse
processo apoptdtico. Da mesma forma a observacdo das altas taxas de redugdo de danos
observadas nos protocolos de pré-tratamento permite inferir a acdo desmutagénica dos
extratos, indicando que os mesmos impediram/inibiram a acdo mutagénica da
ciclofosfamida (OLIVEIRA et al., 2006). Os protocolos de tratamento simultaneo néo
apontam qual das funcionalidades antimutagénicas ocorreu, mas corroboram a
interpretacdo dos dois modos de agdo supracitados.

Resultados semelhantes foram relatados por Oliveira et al. (2007) que
observaram que a B-glucana, um importante agente antioxidante, também se apresentou
antimutagénico e anti-apoptético ao mesmo tempo. Esses resultados foram
primeiramente observados em células CHO-k1 onde os autores descreveram os modos
de acdo desmutagénico e bioantimutagénico para o referido polissacarideo sendo o
ultimo menos eficiente. No intuito de confirmar a bioantimutagénese os autores
repetiram os ensaios com a célula CHO-xr5, linhagem deficiente em reparo de danos no
DNA, e observaram auséncia de atividade quimiopreventiva (antimutagénese) e
aumento do numero de apoptose. Logo esses fatos se devem a auséncia de um eficiente
sistema de reparo nessa linhagem celular.

Tal inferéncia pode ser estabelecida, pois, tal como a B-glucana é um agente
antioxidante, os extratos aqui testados possuem antioxidantes em sua composi¢cdo
(COIMBRA e JORGE, 2011).

A ciclofosfamida é um agente alquilante do DNA com grande capacidade de
formacdo de compostos intermediarios com radicais livres, responsaveis por efeitos
adversos no organismo, como a formacéo tardia de tumores secundarios (LAURENCE
et al.,2012). Segundo Weijl et al., (1998), esses efeitos poderiam ser minimizados com

a administracdo concomitante de quimiopreventivos com ag¢ao antioxidante, visto que os
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antineoplasicos agem por mecanismos que nao agregam a formacédo de radicais livres
para causar a morte das células cancerigenas e, portanto, os antioxidantes ndo
diminuiriam a acdo dos antitumorais; entretanto no presente trabalho a reducéo de danos
mostrou-se alta também nos tratamentos simultaneos, indicando que além da acdo
antioxidante inferida aos extratos, 0s mesmos podem atuar por outras vias metabdlicas.
Nesse contexto é prudente relatar que os mesmos ndo devem ser usados COmo
adjuvantes do tratamento com ciclofosfamida, pois inibem a acdo da mesma.

Frente ao exposto, os dados da presente pesquisa permitem inferir que o0s
extratos da améndoa e da polpa de A. aculeata podem compor alimentos funcionais com
caracteristicas quimiopreventivas. Logo apresentam potencial nutracéuticos para a
prevencdo do cancer. No entanto, ndo sdo fontes adequadas para a busca de
coadjuvantes quimioterapicos, em especial, para 0 uso combinado com a agente
antitumoral ciclofosfamida porque é capaz de diminuir a eficiéncia mutagénica e

apoptdtica do mesmo.
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Tabela 2. Valores Médios + EPM dos Pesos Inicial e Final dos animais tratados com Extrato da Améndoa e da Polpa.

57

Grupos Experimentais

Animais tratados com EA

Animais tratados com EP

Peso Inicial (g)

Peso Final (g)

Peso Inicial (g)

Peso Final (g)

C —
C+
03
015
030
Pré 3
Pré 15
Pré 30
Sim 3
Sim 15
Sim 30
Pés 3
Pos 15
Pés 30

39,20
38,80
40,80
40,40
39,60
39,40
39,60
39,80
39,80
39,60
40,20
39,00
39,80
40,80

I+

+ + + + + + H+ H+

+ H+ +

I+

I+

3,71
1,47°
1,72°
1,50°
1,62°
2,06°
3,32°
0,40°
1,17°
1,02°
1,17°
0,89°
1,47°
0,98°

40,00
40,20
41,00
39,60
39,40
39,40
38,40
39,60
39,20
39,20
40,40
38,80
39,60
39,60

+

+ + + + + + H+ 4+

+ + 1+

I+

I+

3,58

1,33
1,10%
1,022
1,36°
2,24°
3,14
1,36°
1,33°
1,60°
1,02°
0,75
2,65°
1,85°

39,20
38,80
38,80
39,80
38,80
42,20
39,40
39,20
41,20
40,00
41,80
39,40
41,20
41,80

I+

+ + + + + + H+ I+

+ + I+

I+

I+

3,71
1,47
1,172
1,178
1,722
1,47°
1,50°
0,75
1,17°
1,10°
1,33°
1,50°
1,47°
1,33°

40,00
40,20
38,40
40,20
39,80
39,80
39,60
39,40
40,60
40,40
40,40
37,80
40,40
40,80

+

+ + + + + + H+ I+

+ + I+

I+

I+

3,58

1,33°
1,36
1,60°
1,47°
1,72°
1,50°
1,50°
1,74°
0,80°
2,24°
2,14°
0,49°
0,75°

EPM: Erro Padrdo da Média. Letra ® indica grupo comparado ao Controle Negativo, letra ” indica grupo comparado ao Controle Positivo e * indica diferenca estatisticamente

significativa (p < 0.05).
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Tabela 3. Valores médios + EPM da frequéncia de células com danos no DNA, distribui¢éo entre as classes de danos e escore referentes aos testes de (anti)genotoxicidade do
ensaio do cometa em sangue periférico de camundongos tratados com Extrato da Améndoa e da Polpa.

Grupos Células Classes de Danos Escore %R D.
Experimentais com danos no DNA 0 1 2 3
Extrato da Améndoa
C- 10,40 + 1,85 89,60 * 1,85 10,40 + 1,85 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 10,40 + 1,85 -
C+ 86,60 + 2,58" 13,40 + 2,58 37,80 £ 5,23 25,40 + 3,26 23,40 + 1,62 158,80 + 5,67 -
03 7,00 £ 3,29° 93,00 * 3,29 6,60 + 3,01 0,40 + 0,80 0,00 + 0,00 7,40 + 3,72 -
015 11,60 + 3,38° 88,40 * 3,38 8,20 + 2,40 2,60 + 1,36 0,80 + 0,75 15,80 # 5,56° -
030 11,40 + 7,34° 88,60 + 7,34 6,00 + 4,56 4,00 +2,19 1,40 + 1,36 18,20 + 11,75 -
Pré 3 32,40 + 3,88"" 67,60 * 3,88 20,60 + 5,12 9,00 + 2,28 2,80 + 1,47 47,00 + 4,47 71,13
Pré 15 32,80 + 4,26"" 67,20 + 4,26 17,80 + 2,32 11,20 + 1,72 3,80 + 2,32 51,60 + 8,28" 70,60
Pré 30 25,60 + 3,93" 74,40 + 3,93 14,80 + 1,47 6,60 = 1,50 4,20 + 2,40 40,60 + 8,64™ 80,05
Sim 3 35,60 + 5,68"" 64,40 + 5,68 21,60 + 1,85 9,20+ 2,71 4,80 + 3,66 54,40 + 14,15"" 66,93
Sim 15 37,40 + 5,35"" 62,60 * 5,35 23,20 + 2,79 9,80 + 5,64 4,40 + 3,26 56,00 + 12,33"" 64,57
Sim 30 33,80 + 12,64 66,20 + 12,64 22,20 + 6,76 8,40 + 4,32 3,20 + 2,32 48,60 + 20,77" 69,29
P6s 3 26,60 + 9,20”" 73,40 + 9,20 17,20 + 3,19 5,80 + 4,58 3,60 + 2,94 39,60 + 18,83"" 78,74
Pés 15 23,00 + 3,16" 77,00 + 3,16 16,40 + 2,58 4,20 + 2,14 2,40 + 1,50 32,00 + 4,77" 83,46
Pés 30 19,40 + 8,82"" 80,60 * 8,82 11,20 + 4,71 6,80 + 3,37 1,40 + 1,50 29,00 + 14,30 88,19
Extrato da Polpa
C- 10,40 + 1,85 89,60 * 1,85 10,40 + 1,85 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 10,40 + 1,85 -
C+ 86,60 + 2,58" 13,40 + 2,58 37,80 + 5,23 25,40 + 3,26 23,40 + 1,62 158,80 + 5,67* -
03 10,60 + 2,58° 89,40 * 2,58 7,80 1,72 2,00 + 0,63 0,80 + 0,75 14,20 + 4,45° -
015 6,80 + 3,31° 93,20 + 3,31 5,00 + 2,76 1,60 + 0,49 0,20 + 0,40 8,80 + 4,12° -
030 8,60 + 2,42° 91,40 + 2,42 6,40 + 1,20 1,80 + 0,98 0,40 + 0,49 11,20 + 4,12° -
Pré 3 22,40 + 4,76" 77,60 + 4,76 16,00 * 2,45 5,20 + 1,47 1,20 + 1,17 30,00 + 8,27™ 84,25
Pré 15 23,60 + 2,15”" 76,40 + 2,15 16,60 + 1,74 5,60 + 0,80 1,40 + 0,49 32,00 + 3,16™ 82,68



Pré 30
Sim 3

Sim 15
Sim 30
Pés 3

Pés 15
Pés 30

19,80
37,40
27,60
27,00
21,80
20,60
18,00

4,45
4,80""
1,74™
5,73
5,23"
3,72
6,54

80,20 + 4,45
62,60 + 4,80
72,40+ 1,74
73,00 + 5,73
78,20 + 5,23
79,40 + 3,72
82,00 + 6,54

13,60 + 2,73
20,20 £ 1,94
15,40 £ 1,85
18,00 * 3,63
16,00 + 2,45
15,80 + 1,33
11,40 £ 6,62

4,00 + 1,26
12,20 + 2,23
7,80 £ 0,98
5,40 + 2,87
3,20+ 1,72
3,80 £ 2,79
4,20 £ 1,60

2,20 £ 1,47
5,00 £ 1,79
4,40 £ 0,49
3,60 + 1,62
2,60 +1,96
1,00 + 0,63
2,40 £ 1,36

28,20 + 8,08"
59,60 + 9,18"
44,20 + 1,94
39,60 + 10,8"
30,20 + 10,34""
26,40 + 7,06"
27,00 + 8,00

87,66
64,57
77,43
78,22
85,04
86,61
90,03
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EPM: Erro Padréo da Média. % RD: Porcentagem de Reducdo de Danos. Letra ® indica grupo comparado ao Controle Negativo, letra ” indica grupo comparado ao Controle

Positivo e * indica diferenca estatisticamente significativa (p < 0.05).
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Tabela 4. Frequéncia total e valores médios + EPM referentes ao ensaio de microntcleo em sangue periférico de camundongos tratados com Extrato da Améndoa e da Polpa.

Grupos Fzrzﬂuéncia d;glr:/licronﬂc;;ﬁs Média £ EPM % RD % RD % RD
Experimentais (T1) (T2) (T3) 24h (T1) 48h (T2) 72h (T3) 24h 48h 72h
Extrato da Améndoa
C- 73 61 50 14,60 + 2,15 12,20 + 1,04 10,00 + 1,41 - - -
C+ 386 246 161 77,20 + 7,83" 49,20 + 3 49 32,20 + 3,54" - - -
03 56 51 49 11,20 + 1,94° 10,20 + 1,722 9,80 + 0,75° - - -
015 57 53 47 11,40 + 1,74° 10,60 * 2 06° 9,40 + 1,74° - - -
030 74 61 48 14,80 + 4,26 12,20 + 2 797 9,60 + 2,24° - - -
Pré 3 193 134 119 38,60 + 4,03” 26,80 + 331" 23,80 + 16,41° 61,66 60,54 37,84
Pré 15 201 145 98 40,20 + 2,14" 29,00 + 2 45 19,60 + 1,50” 59,11 54,59 56,76
Pré 30 197 141 96 39,40 + 1,74” 28,20 £ 1,33 19,20 + 2,71” 60,38 56,76 58,56
Sim 3 258 192 132 51,60 + 3,98 38,40 + 6 41" 26,40 + 1,85" 40,89 29,19 26,13
Sim 15 209 143 98 41,80 + 2,79” 28,60 + 3 26" 19,60 + 1,74” 56,55 55,68 56,76
Sim 30 171 129 104 34,20 + 2,14 25,80 + 1,94 20,80 + 1,17 68,69 63,24 51,35
Pos 3 207 158 105 41,40 + 459" 31,60 + 1 g5 21,00 + 1,41 57,19 47,57 50,45
P6s 15 173 117 102 34,60 + 3,44 23,40 £ 3 90™ 20,40 + 3,61” 68,05 69,73 53,15
Pos 30 176 128 89 35,20 + 2,32 25,60 +  5gb* 17,80 + 1,83” 67,09 63,78 64,86
Extrato da Polpa

C- 73 61 50 14,60 + 2,15 12,20 + 1 94 10,00 + 1,41 - - -
C+ 386 246 161 77,20 + 7,83" 49,20 + 3 49° 32,20 + 3,54° - - -
03 78 45 38 15,60 + 6,41° 9,00 £ 2 0p? 7,60 + 3,07° - - -
015 65 42 35 13,00 + 3,90° 8,40 £ 2 5g? 7,00 + 3,29° - - -
030 54 53 50 10,80 * 6,49 10,60 + 1 742 10,00 + 1,41° - - -
Pré 3 196 134 101 39,20 + 9,91” 26,80 + 3 g7** 20,20 + 1,72" 60,70 60,54 54,05
Pré 15 164 133 120 32,80 + 5,95 26,60 + 2 g7v* 24,00 + 4,34 70,93 61,08 36,94



Pré 30
Sim 3

Sim 15
Sim 30
Pés 3

Pés 15
Pés 30

175
348
296
253
183
192
176

123
197
165
141
147
154
141

99
116
111

95
137
124
112

35,00 + 12,65

69,60 + 9,91°
59,20 + 7,91"
50,60 + 6,92"
36,60 + 3,20™"
38,40 + 5,68"
35,20 + 4,17"

24,60 £ 1 g2
39,40 £ 3 61
33,00 £ 4,60
28,20 £ 2 56"
29,40 £ 2 0™
30,80 £ 4,79"
28,20 + 3 8"

19,80 + 1,33"
23,20 + 3,31™
22,20 + 3,37
19,00 + 2,28"
27,40 + 2,33"
24,80 + 3,76"
22,40 + 1,96"

67,41
12,14
28,75
42,49
64,86
61,98
67,09

66,49
26,49
43,78
56,76
53,51
49,73
56,76

55,86
40,54
45,05
59,46
21,62
33,33
44,14
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EPM: Erro Padréo da Média. % RD: Porcentagem de Reducdo de Danos. Letra ® indica grupo comparado ao Controle Negativo, letra ” indica grupo comparado ao Controle
Positivo e * indica diferenca estatisticamente significativa (p < 0.05).
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Tabela 5. Nimero total, frequéncia média + EPM e porcentagem de células com evidéncia de fagocitose esplénica em camundongos tratados com Extrato da Améndoa e da
Polpa.

Total de Células com Evidéncia de Fagocitose

Ndmero de

Células Extrato da Améndoa Extrato da Polpa
Analisadas A\kﬁg:)?gits)s Média = EPM Porcentagem (%) A\ézclﬁlrﬁ(is Média = EPM Porcentagem (%)
(O 1000 439 87,80 * 431 43,90 439 87,80 * 431 43,90
C+ 1000 760 152,00 * 469" 76,00 760 152,00 + 469" 76,00
03 1000 505 101,00 * 303" 50,50 506 101,20 + 117 50,60
015 1000 475 95,00 = 477° 47,50 474 94,80 * g13° 47,40
030 1000 513 102,60 * 5 g5 51,30 507 101,40 * 258" 50,70
Pré 3 1000 582 116,40 * 531 58,20 566 113,20 + 484" 56,60
Pré 15 1000 553 11060 + 480" 55,30 545 109,00 + 724" 54,50
Pré 30 1000 541 108,20 * 531 54,10 538 107,60 * 484" 53,80
Sim 3 1000 542 108,40 + 700 54,20 501 100,20 + 299" 50,10
Sim 15 1000 657 131,40 = g27* 65,70 667 133,40 = 750" 66,70
Sim 30 1000 717 14340 + g93g° 71,70 725 14500 + 729 72,50
Pos 3 1000 591 118,20 + 591 59,10 600 120,00 * 510 60,00
Pés 15 1000 631 126,20 + 6,08 63,10 638 127,60 + 896" 63,80
Pés 30 1000 638 127,60 + g 45" 63,80 631 126,20 + g 13" 63,10

EPM: Erro Padrdo da Média. Letra  indica grupo comparado ao Controle Negativo, letra ” indica grupo comparado ao Controle Positivo e * indica diferenca estatisticamente
significativa (p < 0.05).



Tabela 6. Valores de referéncia e média + EPM relativas a contagem diferencial de células do sangue de camundongos tratados com Extrato da Améndoa e da Polpa.
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Tipo de Célula Linfécito Neutrdfilo Monécito Eosindfilo Basofilo
Valores de Referéncia 55 -95% 10 - 40% 0,1-3,5% 0-0,4% 0-0,3%
Extrato da Améndoa
c- 5700 + 2,76 3760 + 2,42 320 + 075 1,60 + 0,80 0,60 + 0,80
C+ 57,20 + 133° 37,00 + 0,63 300 + 0,89° 1,60 + 0,49° 1,20 + 0,40°
003 56,20 + 2,14° 39,40 + 1,50° 2,80 + 0,75° 1,00 + 0,63 0,60 + 0,80°
015 56,00 + 1,90° 39,80 + 3,19° 2,60 + 0,807 1,00 + 0,63 060 + 0,80°
030 5720 + 1,33° 3760 + 1,50° 320 + 0,75° 1,40 + 0,80° 060 + 0,49°
Pré 03 56,40 + 1,02° 38,00 + 141° 300 + 063" 220 + 0,98° 0,40 + 0,49°
Pré 15 53,60 + 1,85™ 42,40 + 2,73" 280 + 0,75° 1,00 + 0,89° 0,20 + 040"
Pré 30 51,80 + 1,60 43,00 + 2,61” 300 + 089" 1,60 + 1,02° 060 + 0,80°
" Sim 03 55,80 + 3,29 39,00 * 3,29 280 + 117° 2,00 + 063" 0,40 + 0,80°
£ Sim 15 53,60 + 1,02 42,60 + 2,42 220 + 0,98° 1,20 + 0,75 0,40 + 0,49°
£ Sim 30 56,20 + 2,48° 3860 + 273 280 + 0,75 1,80 + 0,40° 060 * 049°
T P6s 03 56,60 + 1,85 3800 + 2,10 3,40 + 0,80° 1,20 + 0,75 0,80 + 0,75°
uj Pés 15 57,80 + 2,14 37,20 + 2,04° 2,60 + 0,80° 1,80 + 0,40 0,60 + 0,49°
g P6s 30 5460 + 1,36" 39,40 + 185° 360 + 049° 1,60 + 0,80° 080 * 0,75
5} Extrato da Polpa
c- 5700 + 2,76 3760 + 2,42 320 + 075 1,60 + 0,80 0,60 + 0,80
C+ 57,20 + 133° 37,00 + 0,63° 300 + 0,89° 1,60 + 0,49° 1,20 + 0,40°
003 56,00 + 341° 40,60 + 4,22° 2,00 + 063" 1,00 + 0,89° 040 + 0,49°
015 52,80 + 2,14* 4320 + 331* 2,40 = 0,49° 1,20 + 0,98 0,40 + 0,49°
0 30 56,80 + 1,17° 37,60 + 1,02° 300 + 063" 2,20 + 0,98 040 + 0,49°
Pré 03 55,40 + 1,50 4020 + 2,93° 300 + 089" 080 + 0,75° 0,60 + 0,80°
Pré 15 5420 + 1,94 39,20 + 1,17° 340 + 1,20° 2,40 + 1,02° 080 + 0,75°
Pré 30 5540 + 1,62 39,00 + 1,79 300 + 089" 1,80 + 0,40° 0,80 + 0,40°
Sim 03 55,60 + 2,87° 39,60 + 2,87 320 + 0,75° 1,40 + 0,80 0,20 + 0,40°




Sim 15
Sim 30
Pés 03
Pés 15
Pés 30

55,80
52,60
56,80
56,80
52,40

+ H+ H+ I+

I+

3,19
1,74"
1,33°
2,23
2,15"

41,00
42,20
38,00
39,00
42,00

+ + H+ I+

I+

2,61
1,72™
1,79
1,79
1,67

2,20
3,40
3,20
2,40
3,20

+ W+ M

I+

0,98"
0,80"
0,75
0,49
0,75

0,60
1,40
1,40
1,20
2,00

o A

I+

0,80°
1,02°
0,80"
0,40°
1,26°

0,40
0,40
0,60
0,60
0,40

+ + H+ I+

I+

0,49°
0,80°
0,49
0,80°
0,49
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EPM: Erro Padrdo da Média. Letra  indica grupo comparado ao Controle Negativo, letra ® indica grupo comparado ao Controle Positivo e * indica diferenca estatisticamente

significativa (p < 0.05).



Tabela 7. Avaliacdo de apoptose em baco, figado e rins de camundongos tratados com Extrato da Améndoa e da Polpa.
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Grupos
Experimentais

Bago

Figado

Rins

Baco

Figado

Rins

TCA Média + EPM

TCA Meédia + EPM

TCA Média + EPM

TCA Média + EPM

TCA Média + EPM

TCA Média + EPM

Extrato da Améndoa

Extrato de Polpa

Cc- 7 140 + 049 6 120 + 075 4 080 + 040 7 140 + 049 6 120 * 075 4 080 + 0,40
C+ 115 23,00 + 2,00 114 22,80 + 256" 101 2020 = 147" 115 23,00 + 2,00 114 22,80 + 256" 101 2020 = 147"
03 1 020 + 040° 0 000 % 000 1 020 + 040° 0 000 + 0,00° 1 020 £ 040° 3 060 + 0,49
015 1 020 + 040° 1 020 + 040° 2 040 + 0,49 2 040 + 0,49 0 000 £ 000° 3 060 + 0,80°
030 2 040 + 049 3 060 080 1 020 + 040° 3 060 + 0,80° 3 060 % 0g0? 2 040 + 0,49
Pré 3 3 060 + 0,80™ 4 080 + 117" 4 080 % 1,17 1 0,20 + 0,40” 2 040 % 049" 3 060 = 0,80™
Pré 15 3 060 + 049" 1 020 + g40” 2 040 * 049" 3 060 + 080 4 080 * 117 1 020 + 040"
Pré 30 2 040 + 080" 3 060 = 049" 2 040 + 080" 2 040 * 0,80” 3 060 = 0g0* 2 040 + 080"
Sim 3 4 080 * 117 3 060 * g49™ 3 060 + 080~ 3 060 + 08" 4 080 * 117 3 060 + 080"
Sim 15 2 040 + 049" 2 040 = 049" 5 100 + 089 2 040 + 080" 2 040 % 049" 3 060 + 1,20™
Sim 30 3 060 + 049" 4 080 + g40” 4 080 %075 4 080 + 1,17 3 060 + ogo>* 3 060 + 080"
P6s 3 5 1,00 + 089" 3 060 = 049" 4 080 + 075" 3 060 + 080" 3 060 = 049" 1 020 + 040"
Pos 15 4 08 %075 1 020 % g40” 2 040 %+ 080" 5 100 + 063 2 040 + ggo™* 6 120 + 147"
P6s 30 5 1,00 + 1,10 6 120  117* 4 080 + 075" 3 060 + 049" 4 080 % 117" 5 1,00 + 0,63
b

EPM: Erro Padrdo da Média. TCA: Total de Células Apoptéticas. Letra  indica grupo comparado ao Controle Negativo, letra

e * indica diferenca estatisticamente significativa (p < 0.05).

indica grupo comparado ao Controle Positivo
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Considerac0es Finais

A avaliacdo dos 0leos de polpa e améndoa de Acrocomia aculeata indicou que
0S Mesmos:
ndo séo genotdxicos;
ndo sdo mutageénicos;

causaram discreto aumento nas taxas de fagocitose esplénica;

<N N X

ndo causaram aumento nas taxas de apoptose em baco, figado
e rins.

v produziram uma discreta diminuicdo na quantidade de danos

ao DNA em relacdo aos grupos ndo tratados.
Quando associados ao quimioterapico ciclofosfamida, os 6leos de polpa e de

améndoa:

v' demonstraram  possuir  atividade  antigenotdxica e
antimutagénica e pode agir tanto por desmutagénese quanto
por bioantimutagénese;

v demonstraram possuir discreta atividade imunomodulatoria;

(\

demonstraram possuir efeito anti-apoptotico;
v' demonstraram ndo possuir efeito potencializador do

quimioterapico.

Frente o exposto, infere-se que o0s extratos de A. aculeata podem compor
alimentos funcionais/nutracéuticos com caracteristicas quimiopreventivas. No entanto,
ndo sdo fontes adequadas para a busca de coadjuvantes quimioterapicos, em especial,
para 0 uso combinado com a agente antitumoral ciclofosfamida porque é capaz de

diminuir a eficiéncia mutagénica e apoptética do mesmo.



