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RESUMO

Os radicais livres sdo espécies reativas produzidas sob condi¢bes fisiologicas e
patoldgicas nos organismos aerobios, que podem causar danos as macromoléculas
bioldgicas e participar do desenvolvimento de doencgas degenerativas e do processo
carcinogénico. O consumo de antioxidantes naturais, a partir da dieta ou da
suplementacdo com nutracéuticos e fitoterapicos, tem-se mostrado eficaz contra os
efeitos deletérios das espécies reativas. O pequi (Caryocar brasiliense Camb.) é um
fruto tipico do bioma cerrado utilizado pela populacdo nativa para fins gastronémicos,
nutricionais e medicinais. A polpa do pequi contém diversos antioxidantes naturais
como as vitaminas C e E, compostos fendlicos, carotenoides e 6leos essenciais que
podem atuar na protecdo do DNA, lipideos e proteinas contra os danos causados por
espécies reativas. Baseando-se nas caracteristicas da polpa do pequi, 0 objetivo do
estudo foi avaliar o potencial antioxidante, genotdxico, antigenotoxico e as alteragdes
hematoldgicas promovidas pelo tratamento com o Oleo e o0s extratos etandlico,
hidroetandlico e aquoso da polpa de pequi em camundongos Swiss de ambos 0S SeX0s.
O quimioterapico doxorrubicina (DX), conhecido por seu potencial em induzir danos
oxidativos, foi utilizado para verificar a capacidade protetora do dleo e dos extratos da
polpa de pequi contra as lesdes promovidas pelos radicais livres (RL). A caracterizacao
fitoquimica das amostras da polpa de pequi confirmou a presenca de carotenoides no
6leo e no extrato etandlico e de compostos fenodlicos nos extratos etandlico,
hidroetandlico e aquoso. Os resultados da determinacdo de macro e micronutrientes
demonstraram a presenca de minerais nas amostras, porém em diferentes quantidades. O
6leo e os extratos apresentaram atividade antioxidante in vitro no ensaio DPPH, sendo a
do 6leo a menos eficiente entre as amostras da polpa do pequi analisadas. Entre os
extratos etanolico, hidroetandlico e aquoso ndo houve diferengas significativas em
relagdo a atividade antioxidante in vitro. A atividade antioxidante in vivo foi analisada
no plasma dos camundongos tratados pelo ensaio TBARS, porém os resultados obtidos
sofreram grande interferéncia da hemoglobina presente no plasma devido a hemdlise
durante o processo de obtencdo das amostras a serem analisadas. Em relacdo as
alteracdes hematoldgicas, apenas o tratamento com o extrato aquoso nos machos
induziu ao decréscimo de pardmetros do eritrograma, provavelmente devido as
saponinas hemoliticas no extrato. O tratamento associado a DX promoveu alteracdes

nos parametros do hemograma e do leucograma dos camundongos tratados devido a



peroxidacdo lipidica e degradacdo de membranas induzidas pela DX e incapacidade dos
extratos em preveni-las. Os efeitos genotdxicos e mutagénicos dos tratamentos foram
avaliados por meio do teste do cometa e do teste do microndcleo nas células de medula
0ssea, respectivamente. Apenas o tratamento com o extrato etandélico foi genotéxico nas
fémeas, porém nao foi mutagénico. O tratamento associado a DX foi mutagénico e
citotoxico, evidenciado que 6leo e os extratos ndo foram capazes de prevenir os efeitos
toxicos da DX na dose administrada. O possivel mecanismo pelo qual as amostras da
polpa de pequi foram incapazes de proteger o organismo contra os efeitos da DX, deve-
se, possivelmente, ao conteddo de metais de transicdo no Oleo e nos extratos,
principalmente o ferro, que reagem com a molécula de DX e através de reacBes de
oxirreducdo formam o potente radical livre semiquinona, capaz de interagir com o DNA

e outras macromoléculas biologicas.

Palavras-chave: Caryocar brasiliense Camb., carotenoides, compostos fendlicos,
DPPH, teste do cometa, teste do micronucleo, efeito genotoxico, efeito antigenotoxico,

efeito mutagénico, antioxidante, doxorrubicina.



ABSTRACT

Free radicals are reactive species, produced under physiological and pathological
conditions in aerobic organisms, which can cause damage to biological macromolecules
and participate in the development of degenerative diseases and the carcinogenic
process. Consumption of natural antioxidants from diet or supplementation with herbal
drugs and nutraceuticals has been shown to be effective against the deleterious effects
of reactive species. Pequi (Caryocar brasiliense Camb.) is a typical fruit of the Cerrado
and is used by the native population for culinary, nutritional and medicinal purposes.
Pequi pulp contains many natural antioxidants such as vitamins C and E, phenolic
compounds, carotenoids and essential oils that can act in protecting DNA, lipids and
proteins against the damage caused by reactive species. Based on pequi pulp
characteristics, the aim of the study was to evaluate the antioxidant, genotoxic,
antigenotoxic potential and hematological alterations promoted by oil or ethanolic,
hydroethanolic and aqueous extracts of pequi pulp treatment in Swiss mice of both
sexes. The chemotherapeutic doxorubicin (DX), known for its potential to induce
oxidative damage, was used to verify the protective capacity of the oil and extracts
against injury promoted by free radicals. Phytochemical characterization of the samples
confirmed the presence of carotenoids in oil and ethanol extract and phenolic
compounds in ethanolic, hydroethanolic and aqueous extracts. Determination of macro
and micronutrients showed the presence of minerals in the samples, but in different
quantities. Pequi pulp oil and extracts exhibited antioxidant activity in the DPPH in
vitro assay, but the oil was less efficient than the extracts. Among the ethanolic,
hydroethanolic and aqueous extracts there were no significant differences. The in vivo
antioxidant activity was analyzed in plasma of treated mice by TBARS assay, but the
results underwent significant interference of hemoglobin present in the plasma due to
hemolysis during the process of obtaining the samples to be analyzed. Regarding
hematological values, only the treatment with the aqueous extract in males induced a
decrease in erythrocyte parameters, probably due to hemolytic saponins in the extract.
The treatment associated with DX promoted changes in the parameters of the CBC and
leukocyte counts of treated mice, due to lipid peroxidation and degradation of
membranes induced by DX and inability of extracts to prevent them. The genotoxic and

mutagenic effects of the treatments were evaluated by the comet assay and



micronucleus test in bone marrow cells, respectively. Only treatment with the ethanol
extract was genotoxic in females, but was non-mutagenic. The treatment associated with
DX was mutagenic and cytotoxic and showed that the pequi pulp oil and extracts were
not able to prevent the toxic effects of the high dose of DX. The possible mechanism by
which Pequi pulp samples were unable to protect against the effects of DX is due to the
content of transition metals in oil and extracts, mainly iron, which react with the DX
molecule by redox reactions that form the potent free radical semiquinone capable of

interacting with DNA and other biological macromolecules.

Keywords: Caryocar brasiliense Camb., carotenoids, phenolic compounds, DPPH,
comet assay, micronucleus test, genotoxicity, antigenotoxicity, mutagenic effect,

antioxidant, doxorubicin.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Caryocar brasiliense (Camb.)

Caryocar brasiliense é uma espécie vegetal tipica da regido do cerrado
brasileiro, conhecida popularmente por pequizeiro e seu fruto por pequi ou piqui. O
pequizeiro detéem um valor econémico significativo para as comunidades locais,
sobretudo nas regides Centro-Oeste e Sudoeste do Brasil. A importancia da espécie para
as regides nativas se deve, principalmente, aos seus aspectos nutricionais,
gastrondmicos e comercias (ALMEIDA e SILVA, 1994).

No Brasil existem diversas espécies de pequizeiros, porem no cerrado do
Planalto Central a espécie prevalente ¢ a Caryocar brasilense Camb. O género
Caryocar pertence a familia Caryocaceae e engloba 16 espécies, sendo 12 encontradas
no territério brasileiro. Em muitas regides, as varias espécies do género Caryocar sdo
igualmente denominadas pequi ou pequid, acontecimento que gera confusdes entre as
espécies (OLIVEIRA e GUERRA, 2008).

O pequizeiro € considerado a arvore simbolo do cerrado devido a dispersao em
todas as regides do pais das suas diversas espécies e a elevada ocorréncia no bioma
(NAVES, 1999; OLIVEIRA e GUERRA, 2008). O cerrado corresponde ao segundo
maior bioma brasileiro com aproximadamente 2 milhdes km? ocupando
aproximadamente 22% do territério nacional. Com mais de 7000 espécies vegetais, 0
cerrado é considerado a savana tropical mais valiosa do mundo. Apesar da riqueza e
biodiversidade de sua flora e fauna, o cerrado sofre com a crescente transformacédo do
meio para a formacdo de terrenos propicios a pecuaria e a agricultura (KLINK e
MACHADO, 2005; ARAUJO, 1995), fato que desperta a atencdo da comunidade e das
autoridades competentes para a importancia da preservacdo do cerrado, por meio da
elaboracdo de planos e politicas para incentivar o manejo sustentavel da coleta do pequi,
sem alteracOes drasticas e destruicdo do bioma (RIBEIRO e WALTER, 2008).

1.1.1. Caracterizacéo boténica
O pequi € uma drupa esférica que apresenta, frequentemente, de um a quatro

segmentos ou carogos. O pericarpo é bastante delgado com coloracdo esverdeada ou

marrom-esverdeada, correspondente a menor por¢cdo do fruto (ASCARI et al., 2010;
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LIMA et al.,, 2007). O mesocarpo externo € uma camada esbranquicada bastante
espessa, enquanto o mesocarpo interno ou polpa é caracterizado por ser a parte
comestivel do fruto, sendo uma massa amarela, farinacea, pastosa e oleosa que reveste o
endocarpo e corresponde, em média, a 8,5% da massa total do fruto (ASCARI et al.,
2010; RAMOS et al., 2001; VERA et al., 2005). O mesocarpo interno esta intimamente

aderido ao endocarpo, constituindo um unico segmento (Figura 1).

Mesocarpo
externo

Mesocarpo

interno
aderido ao
endocarpo

Epicarpo

Figura 1. Estruturas do pequi: mesocarpo interno, mesocarpo externo e epicarpo. Na figura ndo estd
representado o endocarpo, que constitui a porcdo espinhosa que protege a semente ou améndoa. O
mesocarpo interno ou polpa reveste o endocarpo.

A semente do pequi encontra-se protegida por um endocarpo lenhoso, recoberto
com alta densidade de espinhos delgados e avermelhados — caracteristica responsavel
pela denominacdo do fruto. Em tupi (lingua dos indigenas nativos do Brasil), a palavra
“pyqui” significa: “py” = casca e “qui” = espinhos, ou seja, fruto recoberto de espinhos
(ALMEIDA e SILVA, 1994; ARAUJO, 1995).

O pequizeiro apresenta um porte arboreo, atingindo entre 8 e 12 metros de altura
(OLIVEIRA e GUERRA, 2008) (figura 2). A renovacdo das folhas e flores do
pequizeiro ocorre durante estiagem; no entanto os frutos amadurecem durante o periodo
chuvoso, trés a quatro meses apds o florescimento. Os primeiros frutos aparecem no
més de novembro, porém o pico é durante os meses de dezembro e janeiro, podendo ser
encontrados até fevereiro (ALMEIDA et al., 1998; LORENZI, 2002).
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Figura 2: Pequizeiro (fonte: http://faunafloraextincao.blogspot.com.br/2011/02/pequizeiro.html)
1.1.2. Caracterizacao quimica

O mesocarpo interno ou polpa, por¢do do fruto mais consumida pela populagéo,
apresenta um alto teor de lipidios totais: 33,4%. Além disso, representa uma importante
fonte de fibras alimentares (10,02%) e proteinas (3%), com a capacidade energética de
358 kcal/100g. Na améndoa ou semente a proporcdo de lipidios e proteinas é mais
elevada, 51,51% e 25,27% respectivamente; contendo também carboidratos (8,33%) e
fibras alimentares (2,2%) (LIMA et al., 2007).

Os 4&cidos graxos insaturados representam a maior proporcdo de lipidios
encontrados na polpa e na améndoa do pequi (58 a 61,35%) (MIRANDA-VILELA et
al., 2009a). Os principais &cidos graxos sdo o acido oleico e o acido palmitico. Na
polpa o &cido oleico encontra-se na maior proporcao, 53,9 a 55,87%, seguido pelo &cido
palmitico, 35,17 a 41,78%. Na améndoa a propor¢do desses acidos graxos é similar,
sendo de &cido oleico 43,76% e de &cido palmitico 43,56%. Outros &cidos graxos
também sdo encontrados em menor propor¢do (Tabela 1) (FACIOLI e GONCALVES,
1998; LIMA et al., 2007; MIRANDA-VILELA et al., 2009a).
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Tabela 1: Composicao de acidos graxos da polpa e da améndoa do pequi.

Polpa (%0)

i Facioli e . Miranda- Améndoa
Acidos graxos Gongalves, Lln;?)gt?al., Vilelaetal., (%)

1998 2009
Oléico 53,9 55,87 54,28 43,59
Palmitico 40,2 35,17 41,78 43,76
Estearico 2,3 2,25 1,28 2,54
Cis-vacénico - 1,90 - 1,38
Linoléico 1,5 1,53 1,36 5,51
Palmitoléico 1,4 1,03 0,67 1,23
a-linolénico 0,7 0,45 0,51 0,09
Gadoléico - 0,27 - 0,04
Araquidico 0,2 0,23 0,12 0,20
Miristico - 0,13 - 0,46
Laurico - 0,04 - -
Docosaexaenoico - - - 0,19
Total de saturados - 37,97 40-42% 47,17
Total de insaturados - 61,35 58-60% 52,48

A elevada proporcdo de lipidios que comp8e o pequi e a intensa incidéncia de
radiacdo solar na regido do cerrado brasileiro favorece a formacdo de radicais livres e a
lipoperoxidacdo. Para tanto, 0 pequizeiro necessita de meios para inibir a degradacéo
dos lipidios presentes no fruto, sobretudo na polpa. Os metabdlitos secundarios das
plantas, principalmente os compostos fenolicos e os carotenoides apresentam papel
crucial na prevencdo do estresse oxidativo no pequizeiro (LIMA, 2008).

O valor médio de carotenoides encontrados na polpa crua € de 231,09 pg/mg.
Os tipos de carotenoides e suas respectivas porcentagens na polpa, de acordo com
Ramos et al. (2001) estdo apresentados na tabela 2. Azevedo-Meleiro e Rodriguez-
Amaya (2004) determinaram que 0s principais carotenoides encontrados na polpa séo
violanxantina, luteina e zeaxantina; em menores quantidades B-criptoxantina, -
caroteno e neoxantina. O estudo realizado por Lima et al. (2007) revelou que a
concentracdo de carotenoides na polpa é de 7,5 mg/100 g, enquanto na améndoa €

consideravelmente menor: 0,295 mg/100 g.
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Tabela 2: Composicao de carotenoides na polpa do pequi.

Carotenoides Teor (%)
Anteraxantina 40,54
Zeaxantina 34,24
Criptoflavina 7,70
p-caroteno 6,35
B-criptoxantina 5,25
g-caroteno 4,05
Mutatoxantina 1,87

FONTE: Ramos et al., 2001.

O teor de compostos fenodlicos totais na polpa é de 209 mg/100 g, propor¢éo
mais elevada do que as encontradas na maioria das frutas consumidas no Brasil. Na
améndoa o teor de compostos fendlicos totais € de 122 mg/100 g (LIMA et al., 2007).
Na tabela 3, constam os acidos fendlicos identificados na polpa e na améndoa do pequi
por Lima (2008). Os principais compostos fenolicos encontrados no epicarpo sdo o
acido p-hidrobenzoico, o acido galico, o acido quinico, a quercetina e a quercetina 3-O-
arabinose (ROESLER et al., 2008).

Tabela 3: Acidos fendlicos identificados na polpa e na améndoa do pequi.

Acido fendlicos Polpa Ameéndoa
_ (ng/g) (ng/g)
Acido Eléagico 136,7 39,63
Acido p-cumarico 34,71 32,58
Acido galico 13,81 9,56
Acido p-hidrobenzoico 0,56 0,68

Fonte: Lima, 2008.

Na dieta, a forma mais consumida pela populacéo € a polpa do pequi cozida. A
composic¢do de polpa apds o cozimento é variavel, pois alguns compostos podem sofrer
degradacdo quando expostos a temperaturas elevadas. No entanto, mesmo ap0s o
processo de cozimento ou infusdo da polpa é possivel detectar niveis consideraveis de
fibras (9,9 g.100g™), lipidios (33 g.100g™), carotenoides (8,11 mg.100g™) ,vitamina C
(14,33 mg.100g™), vitamina A (514,38 RAE.100g™), folatos (5,1 ug.100g™) e vitamina
E (110,52 pg.100g™) (CARDOSO et al., 2013). Ap6s o cozimento ocorre uma perda
meédia de 30,25% (de 231,09 pg/g para 154,06) de carotenoides e 12,11% de vitamina A
(375 ER.100g) (RAMOS et al., 2001).

A composicdo quimica do pequizeiro e do fruto pode variar de acordo com
época e local de coleta, assim como os métodos de deteccdo empregados. Mariano-da-

Silva et. al (2009) caracterizaram o contetdo de minerais na polpa do pequi em diversas
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regibes do Goids e verificaram que existe uma discrepancia na concentracdo dos
minerais, porém ndo variam significativamente. A tabela 4 indica os macro e

microelementos encontrados na polpa do pequi e suas concentragdes.

Tabela 4. Composicdo de minerais na polpa do pequi.

Mineral Concentracao

N 11,02 - 12,08 g.kg™
P 1,08 — 2,06 g.kg™
K 5,06 — 6,00 g.kg™
Ca 1,34 - 2,01 g.kg™
Mg 1,48 —1,97 g.kg™

S 0,57 -0,93 g.kg™

B 2,74 3,49 mg.kg™
Cu 7,90 — 11,04 mg.kg™
Fe 15,13 — 18,06 mg.kg™
Mn 11,37 — 16,00 mg.kg™
Zn 21,76 — 27,03 mg.kg™

Fonte: Mariano-da-Silva, 2009.

1.1.3. Aspectos terapéuticos, nutricionais e econdmicos

O pequizeiro como um todo apresenta grande importancia para a regido nativa,
porém o fruto é responsavel pela maior parcela da significancia da espécie para a
economia local.

A polpa e as sementes (améndoas) sdo ricas em 6leos que sdo utilizados para
diversos fins. O 6leo extraido é excelente para cozinhar, podendo inclusive substituir a
manteiga de origem animal. As caracteristicas organolépticas e o teor de vitaminas,
Oleos e proteinas confere grande interesse nutricional e gastrondmico ao fruto. Nas
regides do cerrado brasileiro diversas iguarias culinarias preparadas com o pequi sdo
apreciadas pela populacéo, entre elas: arroz, galinhada, feijdo e cuzcuz com pequi, além
de licores e doces produzidos a partir da fruta (ARAUJO, 1995; ALMEIDA et al., 1998;
RAMOS et al.,, 2001). A améndoa isolada pode ser utilizada para a preparacdo de
farofas, doces e pacocas; podendo ser consumida sem processamento, como petisco
(LIMA et al., 2007).

O teor de 6leos e compostos antioxidantes da améndoa, da polpa e das flores do
pequi tornam essas partes da planta interessantes para o uso nas industrias farmacéuticas

e de cosmeticos. O oOleo extraido das sementes apresenta um odor suave e textura
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agradavel, sendo principalmente utilizado na producdo de sabonetes e emulsdes com
finalidades estéticas, como cremes e logdes (ARAUJO, 1995).

O uso do pequi na medicina popular é bastante amplo, sendo empregado no
tratamento de diversos tipos de moléstias. Aléem do efeito tonificante, antioxidante e
antifangico; o 6leo da polpa é usado no tratamento de bronquites, gripes e resfriados. O
ché das folhas é conhecido popularmente por regular o fluxo menstrual e na terapia
adjuvante de doencas respiratorias (ROESLER et al., 2007; ASCARI et al., 2010). Os
Oleos obtidos dos frutos e das sementes podem ser utilizados também para lubrificacdo
em geral e para a iluminagdo. A madeira é viavel para construcdo, como combustivel e
para a producdo de carvdo vegetal. Devido a sua alta resisténcia mecénica e
durabilidade, a madeira do pequizeiro é utilizada na composi¢do de maquinas
constituidas de pecas de madeira (ARAUJO, 1995).

1.2. Radicais Livres e Estresse Oxidativo

Os radicais livres sdo espécies quimicas que apresentam elétrons
desemparelhados na camada de valéncia, tornando-as instaveis e muito reativos (FANG
et al., 2002; VALKO et al., 2006). As espécies reativas de oxigénio (ERO) e as espécies
reativas de nitrogénio (ERN) — moléculas que apresentam o elétron ndo-pareado
centrado no atomo de oxigénio ou de nitrogénio, respectivamente — sdo produzidas sob
condicdes fisiologicas e patoldgicas e podem ser ou nao espécies radicalares. As
principais reacdes e fontes de espécies reativas sdao (FANG et al., 2002; HERMES-
LIMA, 2004; VALKO et al., 2006;):

e irradiacéo pela luz ultravioleta (UV), raios X e raios gama;

e produtos de reacdes enzimaticas catalisadas por metais;

e poluentes ambientais;

e producdo por neutrofilos e macrofagos no processo inflamatério;
e subprodutos do transporte de elétrons na mitocondria.

A maior parte das ERO ¢é originada como subproduto do metabolismo aerébio
na mitocdndria (JENSEN, 2003). Nos organismos aerébios o consumo de oxigénio
molecular obtido da atmosfera é vital; porém as espécies reativas produzidas na célula a
partir do Oy, se ndo forem devidamente eliminadas, podem comprometer a integridade
das biomoléculas (CERQUEIRA et al., 2007). Um exemplo de ERO é o anion
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superéxido (0,*), radical produzido na membrana interna da mitocéndria como
subproduto da reagdo que reduz O, em H,O (JENSEN, 2003).

Além das interagcBes diretas do &nion superoxido com macromoléculas
bioldgicas, ele pode interagir com outros ions ou moléculas gerando diferentes espécies
reativas, como o radical hidroxila (OH®), o ion hidroxila (OH) e o peroxido de
hidrogénio (H,0,). O OH*® é produzido por outras cascatas de reacdes, sendo
considerada a espécie reativa mais potente, responsavel por mais da metade dos danos
causados por radicais livres no organismo (JENSEN, 2003; HERMES-LIMA, 2004).

20, + 2H" > H,O0, + O,
H,O, + O, = 0, . OH +OH°*

O H,0, apesar de ndo ser uma espécie radicalar € uma molécula oxidante. A
principal fonte desse composto € a desaminagdo oxidativa de aminas biogénicas, reacdo
catalisada pela monoamina oxidase presente na membrana mitocondrial externa. A
presenca de metais de transicio no organismo, como o fon ferroso (Fe®") na
metaloproteina hemoglobina, pode produzir OH* através da interacdo com o H,0,,
conhecida como Reacdo de Fenton (JENSEN, 2003; HERMES-LIMA, 2004).

H,O, + Fe?* > Fe*" + OH + OH*

Os efeitos do H,O, podem ser observados em processos celulares como
fosforilacdo de proteinas, transcricdo e apoptose, visto que tal composto atua como um
mensageiro intracelular (MATES, 2000).

A oxidacdo do ion cloreto (CI) pelo H,O,, reacdo catalisada pela enzima
mieloperoxidase, resulta na formacdo da ERO &cido hipocloroso, produto que pode
levar & formacéo de oxigénio singleto (*0,) ou OH'. Outra reacio desencadeada pelo

H.0, é a oxidacdo do ion carbonato de hidrogénio a peroxicarbonato.

H,0, + CI"> HOCI + OH*
H,0,+ OCI" > 0, + H,0 + CI
HOCI + 0O, > 0, + OH* + CI’
H,0, + HCO3” > H,0 + HCO,
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As espécies reativas de nitrogénio (ERN) sdo produzidas pela enzima oxido
nitrico sintetase nas células do tecido vascular endotelial (JENSEN, 2003) e pela
oxidacdo de um dos &tomos nitrogénio guanido-terminal do aminodcido L-arginina
(DROGE, 2002). A principal reagdo do 6xido nitrico (NO) é com o ERO 0O,”
produzindo o peroxinitrito (ONOO"). Por sua vez, esse produto pode reagir com dioxido
de carbono (CO,) para formar o nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO,-) que se dissocia
rapidamente nos radicais didxido de nitrogénio (NO;) e trioxido de carbono (COj3)
(JENSEN, 2003).

NO + O,” > ONOO
ONOO" + CO; - ONOOCO,
ONOOCO; = NO, + CO5’

ApOs a exposicao a espéecies reativas, 0 organismo desenvolve mecanismos com
0 propdsito de se defender dos danos oxidativos, processo denominado sinalizagdo
redox. No entanto, quando ocorre um desequilibrio entre a producéo e eliminacdo dos
agentes oxidantes devido ao excesso de oxidantes gerados e/ou a deficiéncia no sistema
antioxidante protetor, a homeostase pode ser comprometida resultando no estresse
oxidativo (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; DROGE, 2002). O estresse oxidativo é
uma condicdo na qual as defesas antioxidantes sdo insuficientes para manter os niveis
de espécies reativas abaixo do limite tdxico, resultando no comprometimento das
macromoléculas bioldgicas através da oxidacdo de acidos nucleicos, proteinas,
aminoacidos e lipidios, promovendo citotoxicidade, mutagénese e/ou carcinogénese e
até mesmo a morte celular (MATES, 2000; COLLINS, 2009).

Apesar do excesso de radicais livres ser potencialmente prejudicial as estruturas
celulares como DNA, proteinas e lipidios, em concentra¢des fisiol6gicas, participam da
homeostase e desempenham func¢des na defesa do organismo contra agentes infeciosos e
no sistema de sinalizacdo celular (VALKO et al., 2006).

As espécies reativas de oxigénio exercem papel essencial na célula, atuando
principalmente na transducdo de sinais, na transcricdo génica e na regulacdo da
atividade da guanilato ciclase solivel. O NO, produzido pelas células endoteliais, € de
extrema importancia no relaxamento e na proliferacdo das células do tecido muscular

vascular, na adesdo de leucocitos, na agregacdo plaquetdria, na angiogénese, na
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trombose, no tonus vascular e, consequentemente, na hemodinamica (FANG et al.,
2002).

1.2.1. Defesas antioxidantes

Os antioxidantes sdo substancias capazes de competir com outros substratos
oxidaveis — ex.: macromoléculas biolégicas — sendo capazes de reduzir ou inibir
significativamente a oxidagdo desses substratos (DROGE, 2002). Eles podem atuar
direta ou indiretamente para proteger as células dos danos oxidativos promovidos por

xenobidticos, medicamentos e carcinogénicos (MATES, 2000).

1.2.1.1. Antioxidantes enzimaticos

As enzimas antioxidantes superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase
e as glutationa-S-transferases sdo essenciais na defesa do organismo contra o estresse
oxidativo. Para tanto, € crucial a regulacdo dos niveis ideais dessas enzimas, pois sdo

imprescindiveis para a sobrevivéncia da célula (LESGARDS et al., 2011).

Superdxido dismutase (SOD)

Nos humanos existem trés formas de SOD: a Cu/Zn-SOD citosélica, dinuclear
com os metais Cobre (Cu) e Zinco (Zn) como cofatores; a Mn-SOD mitocontrial, tendo
0 magnésio como cofator, e a SOD extracelular (MATES, 2000).

A SOD elimina os radicais superoxidos, gerados constantemente pela respiracao
aerobia, convertendo-os em oxigénio molecular (O;) e H,O, para posterior eliminagéo

pelas enzimas catalase ou glutationa peroxidase (HERMES-LIMA, 2004).
0, + 0"+ 2H" > H,0, + O,
Catalase
Enzima tetramérica, constituida de um grupo heme (ferriprotoporfirina) e uma

molécula de NADPH por subunidade (MATES, 2000; HERMES-LIMA, 2004). A

catalase reage com H,0O, para formar agua e oxigénio molecular de forma bastante
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eficiente, pois independente da concentracdo de H,O,, a enzima ndo é saturada pelo
substrato (MATES, 2000). Esta presente em todos os tecidos de animais vertebrados,
porém é mais ativa nos eritrdcitos, no figado, nos rins e no tecido adiposo (HERMES-
LIMA, 2004).

2H,0, = 2H,0 + O,

Glutationa peroxidase (GPX)

Pertencente ao grupo das peroxidases, a GPX é uma enzima dependente do
ametal selénio que catalisa a reducéo de diversos hidroperdxidos, através da conjugacao
do tripeptideo glutationa (GSH) com o xenobié6tico (MATES, 2000; HERMES-LIMA,
2004).

ROOH + 2GSH - ROH + GSSG + H,0

Para atuar como co-substrato da reacdo catalisada pela GPX, a GSH deve se
apresentar reduzida. Apos a transferéncia de elétrons decorrente da reacdo enzimatica, a
GSH forma uma ponte dissulfeto com outra molécula de GSH, formando a glutationa
oxidada ou glutationa dissulfeto (GSSG). A enzima glutationa redutase catalisa a
conversdo de GSSG a GSH, utilizando o poder de reducdo do NADPH, para que o co-
substrato possa ser novamente utilizado pela GPX (HERMES-LIMA, 2004).

GSSG + NADPH + H" © 2GSH + NADP*

Nos mamiferos, existe pelo menos cinco isoenzimas da GPX. A GPX1 é
predominante nos eritrécitos, nos rins e no figado. A GPX2, citosélica, € encontrada em
maior concentracdo no trato gastrintestinal, enquanto a GPX3, extracelular, é detectada
principalmente nos rins. A GPX4 é altamente expressa nas células epiteliais tubulares
ou renais e nos testiculos (MATES, 2000).

Glutationa-S-transferase (GST)

As glutationas S-transferases (GSTs) sdo uma familia de enzimas de

detoxificacdo de fase Il que protegem as macromoléculas celulares contra o ataque de
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eletrofilos reativos, endogenos e exdgenos (STRANGE et al, 2001). As glutationas-S-
transferases catalisam a conjugacdo da GSH com xenobidticos, incluindo aldeidos
produzidos durante a peroxidacéo lipidica (HERMES-LIMA, 2004). A conjugacdo com
a glutationa é o primeiro passo da via do acido mercaptarico envolvido na eliminacgéo de
substancias toxicas (TOWNSEND e TEW, 2003) (figura 3).

SH

0
P(
NHz o~y NH,_COOH + Xenobidtico (X)
COOH 0
Glutationa
GST
0 S-X
|
NHo \II,NH_\/—C()()H
COOH )

Conjugado de Glutationa

Figura 3: Conjugacdo da glutationa com o xenobidtico (X), catalisada pela enzima glutationa S-
transeferase (Adaptado de: Townsend e Tew, 2003).

As GSTs sdo divididas em duas grandes familias: as enzimas de ligacdo a
membrana microssomal e as enzimas citosélicas. As GSTs citosélicas sdo sujeitas a
polimorfismos genéticos na populacdo humana e sdo divididas em seis classes
designadas pelas letras gregas o,u,m,m,0 € . Essas enzimas possuem propriedades
consistentes com especificidades promiscuas para substratos, orientadas para atuar em
grupos funcionais de substancias ao invés de compostos especificos. Em geral, 0s
substratos sdo hidrofobicos e contém uma molécula de carbono no centro eletrofilico;
no entanto, alguns substratos podem conter atomos de nitrogénio, oxigénio ou enxofre
(TOWNSEND e TEW, 2003).

1.2.1.2.  Antioxidantes nao-enzimaticos

A maioria dos antioxidantes ndo-enzimaticos ndo sao sintetizados pelo

organismo de animais, tornando-se necessario o provimento desses antioxidantes por
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meio da dieta. No entanto, diversos metabdlitos de baixo peso molecular com acao
antioxidante sdo produzidos pelo organismo (HERMES-LIMA, 2004).

Os principais antioxidantes ndo-enzimaticos enddgenos sdo: a glutationa e seus
derivados, a melanina, produzida através da oxidacdo e polimerizacdo da tirosina, que
protege a pele contra a radiacdo UV, a melatonina, a bilirrubina e o &cido Urico
(HERMES-LIMA, 2004; BAGNATI et al., 1999). Estudos indicam que o &cido urico €
um dos antioxidantes plasmaticos mais potentes, capaz de inibir a oxidacdo de lipidios
circulantes (BAGNATI et al., 1999).

1.2.1.2.1. Antioxidantes de origem vegetal

Vitamina C

A vitamina C ou acido ascérbico é um potente agente redutor, capaz de interagir
com diversos ERO e ERN, inclusive com espécies reativas intermediarias da
lipoperoxidacdo (CERQUEIRA et al., 2007).

Em pH fisiologico (7,4), a vitamina C (AsCH2) se encontra, praticamente na sua
totalidade, na forma de ascorbato (Asc’). O ascorbato atua como antioxidante ao doar
um H ou H* + e para o radical (VASCONCELOS et al., 2007). A vitamina C protege
0s componentes hidrossolUveis devido a sua caracteristica hidrofilica, porém atua na
reciclagem da vitamina E que interage com compostos lipofilicos (CHOI et al., 2004).
Os produtos de oxidacdo do ascorbato sdo o radical ascorbila e o é&nion
semidesidroascorbato. O radical ascorbila, apesar de apresentar um elétron
desemparelhado, é praticamente ndo reativo. Tal caracteristica confere a vitamina C a
capacidade de eliminar radicais extremamente reativos e deletérios, formando um
radical de baixa reatividade (CERQUEIRA et al., 2007).

Vitamina E

Os tocoferois (a.p,8,y tocoferol) e o0s tocotrienodis (a,f,d,y tocotrienol) sdo
genericamente denominados vitamina E (Figura 4). S&o moléculas constituidas de um
nucleo cromanol com uma cadeia alifatica e apresentam potencial antioxidante. Apesar
da similaridade estrutural e capacidade antioxidante inerente aos compostos, 0 a-
tocoferol é o mais potente entre eles (CERQUEIRA et al., 2007).
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O a-tocoferol é capaz de inibir a reacdo em cadeia da lipoperoxidacdo
prevenindo, inclusive, a oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL). O
mecanismo de agdo proposto é a reacdo do a-tocoferol com o radical alquilperoxila
(ROO’), formado durante a oxidacdo dos &cidos graxos poliinsaturados (PUFA);
portanto, o a-tocoferol evita a progresséo da peroxidacdo (CERQUEIRA et al., 2007).

Apesar do potencial antioxidante do o-tocoferol e de sua habilidade de inibir a
peroxidacdo lipidica, estudos indicam que em algumas situacfes ele pode agir como
pré-oxidante, casos nos quais as concentracdes de outros antioxidantes ndo sdo
suficientes para reduzir o radical a-tocoferila, formado a partir da reacdo de eliminagéo
de espécies reativas, a a-tocoferol (CERQUEIRA et al., 2007).
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Figura 4: Estrutura quimica do tocoferol e do tocotrienol (Fonte: CERQUEIRA et al., 2007).

Carotenoides

Os carotenoides sdo compostos sintetizados por plantas, bactérias, fungos e
algas, compreendendo mais de 600 moléculas até o momento conhecidas
(SANDMANN, 2001). Apesar da amplitude de espécies, inclusive de diferentes reinos,
capazes de sintetiza-los, a via biossintética dos carotenoides ocorre somente em plantas
e microorganismos fotossintéticos (WOOLLARD, 2012).
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A biossintese dos carotenoides ocorre a partir do isopreno, composto
intermediério essencial para as plantas que participa da sintese de outros metaboélitos
vegetais como os tocoferois (vitamina E), os esterdis, as filoquinonas (vitamina K) e o0s
terpenoides (WOOLLARD, 2012). Devido a origem biossintética, os carotenoides
podem ser classificados como terpenos, mais precisamente tetraterpenos (YUFERA,
1995).

A estrutura quimica dos carotenoides € constituida de cadeias de polienos, em
geral com 40 atomos de carbonos. As longas cadeias de ligacdes simples e duplas
alternadas formam um sistema conjugado na qual os elétrons = sdo deslocalizados por
toda a cadeia. Essa caracteristica confere aos carotenoides forma molecular, reatividade
quimica e capacidade de absorver a luz (DUTTA et al., 2005).

Os carotenoides séo classificados em carotenos e xantofilas. Os carotenos séo
essencialmente hidrocarbonetos e, portanto, bastante lipofilicos. As xantofilas séo
carotenoides que apresentam &atomos de oxigénio na molécula, fato que confere
caracteristicas mais hidrofilicas a esses compostos (WOOLLARD, 2012). A figura 5

ilustra os principais carotenos e xantofilas.
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Figura 5: Estrutura quimica dos carotenoides. A) Carotenos, B) Xantofilas (oxicarotenoides),
carotenoides com substituicGes que conferem maior hidrossolubilidade a molécula (Fonte: Adaptado de
SKIBSTED, 2012).

Os animais ndo séo capazes de sintetizar os carotenoides, porem 0s mesmos séo
importantes na protecdo dos tecidos contra o estresse oxidativo e a exposi¢do excessiva
a luz (SKIBSTED, 2012). Para tanto, os animais necessitam obter os carotenoides a

partir da dieta. Os carotenoides geralmente identificados no plasma humano sdo os
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principais carotenoides vegetais: B-caroteno, a-caroteno, licopeno, B-criptoxantina, -
cantaxantina, luteina, zeaxantina e astaxantina (CERQUEIRA et al., 2007;
WOOLLARD, 2012).

As caracteristicas estruturais da molécula de carotenoides os tornam potentes
antioxidantes (YOUNG e LOWE, 2001; DUTTA et al., 2005). A natureza e a posi¢do
dos substituintes na molécula determinam o tipo de reacdo induzida e capacidade
antioxidante dos carotenoides. Eles podem interagir com os radicais livres de trés
formas distintas: (1) transferéncia de elétrons, (2) formacao de um aduto com o radical e
(3) transferéncia de um atomo de hidrogénio (YOUNG e LOWE, 2001; SKIBSTED,
2012).

Car+R" > Car+R (1)
Car+ R > [Car...R] " (2)
Car + R* - Car (-H)"+ RH (3)

A funcdo dos carotenoides nos organismos fotossintéticos esta associada a
coloracdo, principalmente vermelho, laranja e amarelo (DUTTA et al., 2005). Devido a
propriedade que essas moléculas possuem de absorver e refletir fotons, os carotenoides
sdo responsaveis pela coloracdo de diversas estruturas vegetais. Céalculos tedricos
indicam que a intensidade de cor do carotenoide pode ser relacionada ao seu potencial
antioxidante. De acordo com esses estudos, carotenoides com a coloracdo vermelha
intensa sdo antioxidantes menos eficientes que o0s carotenoides que apresentam a
coloracdo menos vermelha e mais amarela (MARTINEZ et al., 2009; SKIBSTED,
2012).

Compostos Fenolicos

Os compostos fendlicos ou polifendis estdo amplamente distribuidos no reino
vegetal e sdo os metabdlitos secundarios mais abundantes, com mais de 8.000 estruturas
conhecidas até o0 momento. Apesar da grande variabilidade estrutural entre 0s grupos e
subgrupos de compostos fendlicos, a estrutura quimica dessas moléculas é caracterizada
pela presenga de um ou mais anéis aromaticos com um ou mais grupos hidroxila (DAl e
MUMPER, 2010).
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Os polifendis sdo encontrados em todos 0s Orgdos vegetais de plantas
comestiveis e ndo-comestiveis e geralmente estdo envolvidos na defesa contra a
radiacdo UV ou agressdo de patdgenos, parasitas e predadores. Além de participar da
protecdo da planta, os compostos fendlicos sdo responsaveis pelas propriedades
organolépticas e pela coloragdo dos vegetais (KAHKONEN et al.,1999; HUDA-
FAUJAN et al., 2009; DAl e MUMPER, 2010)

Devido a extensdo e variedade de compostos, os polifendis sdo divididos em
grupos e subgrupos, de acordo com a figura 6. Os flavonoides sdo 0s compostos
fenolicos mais consumidos a partir da dieta e sdo divididos em seis subgrupos, de
acordo com o estado de oxidacdo do anel de carbono central. Os &cidos fendlicos e
taninos séo divididos em duas subclasses. Os estilbenos e as lignanas sdo compostos
fendlicos mais raros (KAHKONEN et al.,1999; DAI e MUMPER, 2010).

Composto
fendlicos
|
[ I I I |
) Acidos . ' .
Flavonoides fendlicos Taninos Estilbenos Lignanas
Deviados do Taninos
Flavonol acido benzoico Condensados
Devidos do Taninos
Flavona acido cinamico Hidrolisaveis
I Flavanona
I— Isoflavona
L— Antocianinas

Figura 6: Grupos e subgrupos de compostos fenélicos (Fonte: Adaptagdo de DAl e MUMPER,
2010).

Os compostos fenolicos s@o considerados potentes antioxidantes e estudos
indicam que, in vitro, apresentam atividade antioxidante mais proeminente que 0S
carotenoides e as vitaminas C e E. Além disso, o consumo de alimentos de origem

vegetal ricos em polifenodis estd associado a diminuigdo do risco de doencas causadas
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pelo estresse oxidativo como doengas cardiovasculares, cancer ou osteoporose (DAI e
MUMPER, 2010).

O potencial antioxidante dos polifendis esta relacionado a capacidade aceptora
de elétrons da molécula, visto que interferem com a oxidacdo de moléculas pela doagédo
de atomos de hidrogénio aos radicais. O radical fenoxi (PO"), intermediario formado
apos a reacdo com o radical livre € uma molécula relativamente estadvel devido a
ressonancia do grupo fenoxi; portanto, impede que o PO’ inicie uma nova cadeia de
reacOes oxidativas (DAl e MUMPER, 2010).

1.2.2. Danos as macromoléculas bioldgicas
DNA

Estima-se que ocorram todos os dias em todas as células humanas,
aproximadamente 2x10* eventos associados a dano ao DNA, sendo uma parcela
significativa causada por ERO. O estresse oxidativo é um fator determinante para o
surgimento de instabilidade gendmica, sobretudo quando ocorrem falhas no sistema de
resposta ao dano no DNA (BARZILAI e YAMAMOTO, 2004).

Os danos no DNA promovidos pelo estresse oxidativo incluem a oxidacgdo das
bases nitrogenadas e da desoxirribose, além de quebras de fita simples e de fita dupla no
DNA. As quebras de fita dupla podem ser letais se ndo reparadas, enquanto a oxidacao
de bases pode ser mutagénica e/ou citotoxica (SLUPPHAUG et al., 2003).

O estresse oxidativo esta relacionado a mais de 20 tipos diferentes de danos a
bases nitrogenadas do DNA. A lesdo mais prevalente nas purinas € a formacéo da 7,8-
dihidro-8-oxiguanina ou 8-oxoguanina (8-oxoG) (figura 7). Na reacdo oxidativa, 0
radical hidroxila (OH®) interage com a guanina (G) para formar o aducto C8-OH;
posteriormente, a perda de um elétron (¢") e um préton (H) forma a 8-oxoG (Figura 5)
(SLUPPHAUG et al., 2003). A lesdo oxidativa 8-0xoG resulta em sitios especificos de
mutagénese e produz transversdes G=>T que sdo amplamente encontradas em genes
supressores de tumor e proto-oncogenes mutados (LOUREIRO et al., 2002; KLAUNIG
et al. 2010). Outros danos oxidativos a bases nitrogenadas do DNA como timina glicol,
5 hidroxi-deoxicitidina e analogos do uracil (ex.: 5-hidroxiuracil) estdo associados a
processos mutagénicos (SLUPPHAUG et al., 2003; KLAUNIG et al. 2010).
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Figura 7: 8-oxoguanina: lesdo oxidativa promovida pela interacdo do radical livre OH™ com a base
nitrogenada guanina (Fonte: Adaptado de SLUPPHAUG et al., 2003).

Lipidios

A oxidacao de lipidios por espécies reativas ocorre em trés etapas: iniciacao,
progressdo e terminacdo. Na fase inicial, o radical livre interage diretamente com 0s
lipidios, por exemplo, os &cidos graxos poliinsaturados (AGPI) das membranas
celulares. Na progressdo, diversos compostos reativos podem ser formados, como
hidrocarbonetos, ésteres, peroxidos, epoxidos e aldeidos (CERQUEIRA et al., 2007).

O aumento da peroxidacdo lipidica e a deficiéncia da protecdo antioxidante
permitem que os produtos reativos formados na progressdo reajam com 0S centros
nuclefilicos do DNA, de RNAs e de proteinas formando com essas moléculas ligacdes
covalentes (VALKO et al., 2006). O malondialdeido e o 4-hidroxinonenal sdo produtos
da peroxidacéo lipidica especialmente nocivos, pois podem promover a ligacdo cruzada
entre fosfolipidios, proteinas e DNA, causando a inativacdo dessas moléculas
(CERQUEIRA et al., 2007).

Os atomos de hidrogénio dos acidos graxos poliinsaturados da lipoproteina de
baixa densidade (LDL) plasmatica podem sofrer ataque oxidativo, promovendo uma
cadeia de reacdes que culmina em uma lipoperoxidagdo extensiva (BAGNATI et al.,
1999).

Proteinas

As espécies reativas podem causar modificagdes nas proteinas. Os aminoacidos
mais sensiveis ao ataque de ROS sdo triptofano, tirosina, histidina e cisteina; porém
praticamente todos os aminoacidos sdo alvos da oxidacdo por radicais livres (DROGE,
2002).
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O processo de oxidacdo das proteinas pode induzir a mudangas na fungéo
proteica, fragmentacdo quimica, ou aumento da susceptibilidade ao ataque proteolitico,
principalmente pelos proteassomos. Davies e Goldberg (1987) estimaram que a
exposicdo ao ion superoxido ou ao peroxido de hidrogénio pode aumentar em 11 vezes

as chances de degradacéo proteolitica.

1.2.3. Desordens associadas ao estresse oxidativo

Doencas neurodegenerativas

O cérebro humano corresponde a apenas 2% da massa corporal, porém é
responsavel por 20 a 50% do consumo total de oxigénio no organismo. A funcdo do
sistema nervoso central (SNC) é extremamente dependente do suprimento de oxigénio,
visto que a demanda de energia dos neur6nios deriva quase exclusivamente da cadeia
respiratdria transportadora de elétrons na mitocéndria (COYLE e PUTTFARCKEN,
1993).

Além do consumo exacerbado de oxigénio e a consequente formacéo de EROs,
0 cérebro contém grandes quantidades de AGPI, particularmente vulneraveis ao ataque
de radicais livres. A progressdo da peroxidacdo lipidica pode gerar diversos compostos
toxicos e reativos que podem promover a rigidez da membrana plasmatica, alterar sua
integridade e danificar a proteinas da membrana (COYLE e PUTTFARCKEN, 1993)

Devido & propensdo do SNC ao estresse oxidativo, diversas desordens
neurodegenerativas estdo relacionadas a lesdes oxidativas. Entre elas, a doenga de
Parkinson, o Alzheimer, a doenca de Huntington e a Esclerose lateral amiotrofica
(FUJITA etal., 2012).

Doengas cardiovasculares

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL), circulantes no plasma sanguineo,
podem sofrer modificagGes oxidativas promovidas por radicais livres e outras espécies
reativas. A oxidacdo dessas moléculas estd associada ao desenvolvimento e a progressao
de lesdes ateroscleroticas (BAGNATI et al., 1999).
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O estresse oxidativo esta envolvido na patogénese de diversas doencas
cardiovasculares, incluindo a hipercolesterolemia, a aterosclerose, a hipertenséo, a
diabetes e a insuficiéncia cardiaca (CAl e HARRISON, 2000).

Envelhecimento

O estresse oxidativo estd associado ao processo de envelhecimento através de
diversos mecanismos. A disfuncdo celular induzida por danos oxidativos nas
macromoléculas do organismo é o principal fator causal do processo de envelhecimento
(ZHANG et al., 2009). Os danos ao DNA causados pelo estresse oxidativo, inclusive ao
DNA mitocondrial, e os mecanismos de reparo insuficientes contribuem para
envelhecimento precoce (MEISSNER, 2007; BERTRAM e HASS, 2008). As quebras
nas fitas-simples de DNA em locais especificos da regido telomérica causadas por danos
oxidativos e mecanismos de reparo ineficazes, induzem ao encurtamento do teldomero e,
consequentemente, ao envelhecimento celular (PASSOS et al., 2007). Portanto, é
amplamente aceito que o estresse oxidativo estd envolvido nos processos de
envelhecimento e desenvolvimento de doencas relacionadas a idade (CUTLER e
MATTSON, 2006).

Carcinogénese

Os radicais livres e outras espécies reativas podem atuar nas células como
moléculas anticancer — por exemplo: promovendo a paralizacdo do ciclo celular, a
senescéncia, a apoptose, a necrose e inibindo a angiogénese — ou como moléculas que
induzem ao cancer; promovendo a proliferacdo, a invasividade, a angiogénese, a
metastase e suprimindo a apoptose. Um exemplo da dualidade de fungdes das espécies
reativas no cancer é a acdo do oxido nitrico (NO) e outras ERN que podem promover
danos ao DNA causando mutacBes e inibir as caspases (atrasando a apoptose),
caracterizando-o como um agente indutor do cancer, ou podem atuar inibindo a
citocromo oxidase e diminuir a formacdo de ATP, prejudicando a proliferacdo celular e
desacelerando o crescimento tumoral (HALLIWELL, 2007).

As ERO podem produzir diretamente quebras em fitas simples e duplas de DNA,
modificacbes em purinas, pirimidinas e desoxirriboses, além de ligacGes cruzadas na

sequéncia de DNA. Danos persistentes ao DNA podem resultar na inducdo ou



38

interrupcao da transcricdo, inducdo das vias de transducéo de sinais, erros na replicacéo
e instabilidade gendmica. Todas as anormalidades decorrentes do dano ao DNA por
ERO estdo associadas a carcinogénese (KLAUNIG e KAMENDULLIS, 2004).

1.3.  Antineoplasicos e estresse oxidativo

O estresse oxidativo estd relacionado a quimioterapia, visto que varios
antineoplasicos sdo capazes de produzir grandes quantidades de ERO. As antraciclinas
(doxorrucina, epirrubicina e a daunorrubicina) sdo os antineoplasicos que apresentam
maior propensdo a desencadear o estresse oxidativo no organismo; no entanto, 0s
agentes alquilantes, os compostos de coordenagdo com platina, as epipodofilotoxinas e
as camptotecinas também sdo responsaveis pelo estresse oxidativo associado ao
tratamento quimioterapico (CONKLIN, 2004).

As ERO sdo capazes de induzir a apoptose a partir dos danos causados as
macromoléculas bioldgicas (sobretudo ao DNA); porém, evidéncias sugerem que ndo
sd0 essenciais para 0 mecanismo de acdo dos antineoplasicos, pois 0 aumento dessas
espeécies reativas ocorre apds o comprometimento da célula com a morte programada
(CONKLIN, 2004). O mecanismo de acdo da doxorrubicina para induzir a apoptose na
celula tumoral consiste, principalmente, na inibi¢cdo da enzima topoisomerase Il e a
formacdo de adutos com 0 DNA, que resultam no bloqueio da sintese de DNA e RNA e
na fragmentacdo do DNA (SWIFT et al., 2006).

Os produtos do estresse oxidativo podem interferir no mecanismo de agéo dos
quimioterapicos, principalmente através dos aldeidos (produtos da lipoperoxidagdo),
que podem inibir a apoptose induzida pelo antineoplasico pela inativacdo dos receptores
de morte e inativacao das caspazes (CONKLIN, 2004). Além disso, o estresse oxidativo
esta associado a cardiotoxicidade induzida pelas antraciclinas, sendo o responsével
pelos danos letais aos cardiocamiécitos. Apesar da eficacia e abrangéncia, a toxidade

cardiaca é a principal limitacdo clinica das antraciclinas (L’ECUYER et al., 2006).
1.4.  Ensaios de Mutagénese e Genotoxicidade
Os radicais livres, assim como diversos compostos naturais ou medicamentos,

podem interagir com o DNA causando danos. Os danos podem ser eliminados pelo

sistema de reparo do DNA ou podem persistir induzindo a genotoxicidade e até mesmo
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a mutagénese. Para acessar os efeitos mutagénicos e genotoxicos de inUmeros
compostos, os testes do cometa e do micronucleo estdo bem estabelecidos e indicam a
extensdo e gravidade da interacdo dos compostos estudados com DNA (WONG et al,
2005; ASARE et al., 2011).

1.4.1. Teste do Cometa

O teste do cometa ou “single cell gel assay eletrophoresis” (SCGE) tornou-se o
método padréo para avaliar o dano ao DNA e, consequentemente, o efeito genotdxico
de inimeros compostos em diversas areas de estudo (COLLINS, 2004). O teste foi
introduzido em 1984 por Ostling e Johanson com uma técnica microeletroforética para a
visualizacdo direta de danos ao DNA induzidos por radiacdo gama em células
individuais. As imagens do DNA obtidas no teste se assemelhavam a um cometa (figura
9), caracteristica responsavel pela denominagdo do ensaio. Foi observado no teste que a
amplitude de DNA liberado do nucledide ou cabega do cometa durante a eletroforese
estava relacionada com a intensidade da radiagdo (OSTLING e JOHANSON, 1984).

A principio, no teste realizado por Ostling e Johanson, o pH das solugdes
utilizadas ndo passava de 10 e o poder adstringente da solucdo de lise ndo era
apropriado para remover todas as proteinas associadas ao DNA. Dessa forma, era
possivel notar a formagdo de um “halo” em torno do nucle6ide constituido de uma série
de alcas superenoveladas de DNA desprovido de histonas, porém aderidos a matriz
celular residual (COOK et al., 1976; COLLINS, 2004), sendo um método sensivel para
a deteccédo de quebras de fitas simples (FAIRBAIRN et al., 1995).

A eletroforese alcalina foi introduzida Singh et al. (1988) como uma
metodologia modificada do teste do cometa neutro. O pH elevado (>12,3) é geralmente
utilizado para facilitar a desnaturacdo e o desempacotamento do DNA, assim como as
quebras decorrentes de lesdes em sitios alcali-labeis (FAIRBAIRN et al., 1995). O uso
de condicgdes neutras e alcalinas afeta 0 DNA de diferentes maneiras. Apos as condicdes
neutras, a cauda do cometa consiste de alcas relaxadas de DNA, enquanto a cauda em
condices alcalinas € formada a partir de fragmentos de DNA (KLAUDE et al., 1996).

O método é baseado na migracdo do DNA em uma matriz de agarose sob
condicBes eletroforéticas (HARTMANN et al., 2003). Os fragmentos de DNA
apresentam extremidades carregadas negativamente que migram livremente no campo
elétrico em direcdo ao anodo (FAIRBAIRN et al., 1995).
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O principio que determina a formacdo padrdo do cometa é a habilidade que o
fragmento de DNA possui de migrar em funcdo tanto do seu tamanho, quanto ao
namero de quebras nas extremidades ligadas a por¢Ges maiores de DNA que podem
migrar por curtas distancias a partir da cabeca do cometa. A cauda formada pelos
fragmentos ou quebras nas extremidades de DNA aumenta conforme a intensidade do
dano (FAIRBAIRN et al., 1995).

Os principais passos da metodologia séo (HARTMANN et al., 2003):

(1) preparacdo das laminas de microscopia recobertas com uma camada de

células em meio a agarose;

(2) solucéo de lise detergente e saturada de sais para romper a membrana das

células e liberar o DNA;

(3) desempacotamento do DNA e formacéo de quebras de fita simples em sitios

alcali-labeis através de uma solucdo com pH elevado;

(4) eletroforese;

(5) neutralizacao do pH alcalino;

(6) fixacao com alcool etilico;

(7) coloragcdo com um composto intercalante de DNA.

Figura 8: Representacdo do nucledide no teste do cometa. Na cabeca do cometa se entra 0 DNA
enovelado e na cauda os fragmentos de DNA. (Adaptado de: The Comet Assay — Departament of
Toxicology (http://www.toxikologie.uni-wuerzburg.de/en/general_information/).

1.4.2. Teste do Micronucleo

Os micronucleos, também conhecidos como corpusculos de Howell-Jolly, foram
originalmente identificados e descritos nos eritrocitos. O micronicleo pode ser
originado de trés formas: (1) fragmentos cromossémicos acéntricos, (2) fragmentos
acéntricos da cromatide ou (3) cromossomos inteiros que falharam na inclusdo no

nucleo das células filhas durante a mitose porque eles ndo se ligaram apropriadamente
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ao fuso mitotico durante o processo de segregacdo na andfase (FENECH et al., 2011).
Esses cromossomos ou fragmentos de cromossomos deslocados sdo pequenas esferas de
cromatina incluidas pela membrana nuclear e encontradas no citoplasma externamente
ao nucleo principal. Os micronucleos sdo morfologicamente similares ao nucleo,
apresentando o mesmo formato e as mesmas propriedades de coloracdo (JAGETIA e
REDDY, 2002).

Os efeitos mutagénicos e clastogénicos geralmente surgem ap0s a exposicdo a
agentes genotoxicos (GOCKE et al.,, 2012); para tanto, o teste do micronucleo é
apresentado como um desfecho citogenético eficiente para avaliar os danos
cromossémicos induzidos por mutagenos e carcindgenos (JAGETIA e REDDY, 2002).
Os microndcleos sdo indicadores de instabilidade cromossdmica. Em células tumorais,
células com defeitos no sistema de reparo do DNA e células nas quais 0 maquinario de
controle do ciclo celular é interrompido, a frequéncia de microndcleos é maior
(TERRADAS et al., 2010).

O teste do microndcleo in vivo foi desenvolvido por Schmid (1975)
principalmente para estudar a quebra cromossémica induzida por agentes quimicos,
através da avaliacdo da frequéncia de micronucleos encontrados nos eritrdcitos
policromaticos da medula 6ssea de camundongos. O ensaio é amplamente utilizado para
a deteccdo de agentes clastogénicos (responsaveis pela fragmentacdo cromossémica) e
de agentes aneugénicos (que induzem a segregacdo cromossémica anormal durante a
mitose ou meiose) (Figuras 9 e 10) (RIBEIRO et al., 2003).
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Figura 9: Modelo esquematico de formacdo do microndcleo. As sondas centroméricas (em
amarelo) auxiliam na identificacdo do tipo de instabilidade gendmica e na distin¢do entre os
efeitos clastogénicos e aneugénicos. (A) O micronicleo foi originado de um fragmento
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cromossdmico acéntrico; (B) O micronucleo foi originado da perda de um cromossomo inteiro
(Modificado de Fenech, 2007).

&~
®

Figura 10: Microntcleo em eritrdcito policromatico corado com Giemsa. Imagem capturada em
microscopio de luz com aumento 1000x.

Microntcleo
EPC

O consumo de antioxidantes naturais esti associado a diminuicdo dos danos
oxidativo as macromoléculas biolégicas. Devido ao contetdo de compostos fendlicos,
carotenoides e vitaminas na polpa do pequi, acredita-se que a suplementacdo com 0s
extratos do fruto sdo capazes de inibir os efeitos deletérios das espécies reativas,
sobretudo os danos oxidativo relacionados ao tratamento com antineopléasicos como a

doxorrubicina.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar os efeitos genotoxicos, o potencial antioxidante e antigenotoxico e as
alteracbes hematologicas promovidas pelo tratamento com o Oleo e 0s extratos
etandlico, hidroetandlico e aquoso da polpa do fruto do pequi (Caryocar brasiliense

Camb.), em camundongos Swiss de ambos 0S sexos.

2.2. Especificos

e Pesquisar o teor de compostos fenolicos totais e carotenoides totais no
6leo e nos extratos da polpa do pequi.

e Acessar, por meio do teste de DPPH, a acdo antioxidante in vitro do 6leo
e dos extratos.

e Verificar o efeito protetor do éleo e dos extratos contra os efeitos pro-
oxidantes e genotoxicos da doxorrubicina

e Avaliar o potencial antioxidante in vivo através do teste TBARS,
realizado no plasma dos camundongos.

e Verificar os possiveis efeitos genotdxico e antigenotdxico do dleo e dos
extratos, utilizando, para tanto, os teste do cometa e 0 ensaio do
micronucleo.

e Analisar as alteracbes hematoldgicas através do estudo do hemograma,

leucograma e plaquetograma completos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencéo do 6leo e dos extratos da polpa do pequi

Os frutos selecionados para a obtencdo dos extratos brutos da polpa do fruto do
pequi foram adquiridos no comércio local de Brasilia/DF. Apds a remocédo do epicarpo
e do mesocarpo externo, o fruto (mesocarpo interno aderido ao endocarpo) foi
armazenado sob refrigeracdo (-20°C) em um compartimento protegido da luz. A
separacdo do mesocarpo interno (polpa) do endocarpo foi realizada somente no
momento da extragéo, para preservar o0s constituintes da polpa.

O extrato aquoso (AQ) foi obtido pelo processo de infusdo durante 10 minutos.
Os extratos hidroetanolico (HE) e etanodlico (ET) foram obtidos por maceracdo dinamica
a frio durante 24 horas.

A moagem da polpa foi realizada em um processador de alimentos doméstico
para reduzir o tamanho dos fragmentos e aumentar a superficie de contato da polpa com
o solvente. A extracdo foi realizada com 100 g da polpa processada em 1000 mL de
solvente. Os solventes utilizados foram: &gua destilada no AQ, &gua destilada:etanol
(1:1) no HE e etanol P.A no ET.

As solugbes extrativas foram recuperadas por filtracdo em papel de filtro no
funil de Buchner acoplado ao Kitassato, a pressao reduzida. A solucao extrativa aquosa
foi congelada e, posteriormente, liofilizada para a obtencdo do extrato aquoso. As
solugdes extrativas etanolica e hidroetandlica foram concentradas no rotaevaporador
(Rotavapor® RII, Biichi Labortechnik AG). A solucdo extrativa hidroetanélica foi
posteriormente congelada e liofizada para a obtencéo do extrato HE, enquanto a solucao
extrativa etandlica foi levada ao concentrador/evaporador centrifugo SpeedVac® para a
remocdo de qualquer resquicio de etanol e obtencdo do extrato ET.

O o6leo da polpa do pequi foi produzido pela empresa Farmacotécnica por meio
do processo de extracdo mecanica de compressdo e centrifugacdo para a obtencdo do
6leo extravirgem.

Os extratos e o 6leo foram armazenados sob refrigeracdo (-20°C) e protegidos da
luz até o momento do uso. O Oleo extravirgem e 0 extrato etanolico, apés o
procedimento para obtencdo do extrato bruto, apresentaram-se na forma de um liquido
Viscoso ou oleoso; enquanto os extratos hidroetandlico e aquoso foram obtidos na forma

solida apos a liofilizag&o.
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3.2. Caracterizacao fitoquimica

3.2.1. Carotenoides totais

O teor de carotenoides totais no 6leo e nos extratos da polpa do pequi foi
quantificado no Laboratorio de Analises em Alimentos na Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia (Embrapa/Cenargen — Brasilia/DF), de acordo com a metodologia
descrita por Higby (1962). O 6leo e o extrato etandlico foram pesados e diluidos em éter
de petrdleo. O extrato aquoso e o hidroetandlico, insolUveis em éter de petrdleo, foram
pesados e diluidos em uma solucdo de agua e acetona (1:1) e submetidos a extracdo
liquido-liquido em funil de separacdo com éter de petréleo. Apds a separacdo de fases, a
fracdo etérea foi coletada. Para a leitura da absorbancia no espectrofotdmetro, realizou-
se a varredura nos comprimentos de onda de 250 a 700 nm. Para calcular o teor de
carotenoides totais nas amostras, considerou-se a absorbancia da anteraxantina a 1
g.mL™, cujo coeficiente de extingéo é igual a 2350 (RIBEIRO, 2011).

3.2.2. Compostos fenolicos totais

Os compostos fenolicos totais foram determinados de acordo com o método de
Folin-Cicalteou, que detecta todas as classes de compostos poli-hidroxifenolicos
solGveis em dgua (TURKMEN et al., 2006; ROCHA et al, 2011). A curva de calibracdo
foi construida a partir da absorbéncia de concentracGes crescentes de acido galico (acido
fendlico utilizado como padrdo) a 760 nm (Figura 11). O 6leo e o extrato etandlico
foram diluidos em etanol P.A, enquanto o0s extratos hidroetandlico e aquoso foram
diluidos em uma solucéo etanol:agua (7:3). Apds a reacdo das amostras diluidas com o
reagente de Folin-Ciocalteou em meio alcalino, realizou-se a leitura no
espectrofotébmetro a 760 nm. O teor de compostos fenolicos totais foi calculado a partir
da equacdo da reta obtida na curva de calibracdo de acido galico e os resultados foram
expressos em mg de acido gélico equivalente (GAE). g* da amostra. A analise foi
realizada no Laboratério de Analises em Alimentos na Embrapa Recursos Genéticos e

Biotenologia (Embrapa/Cenargen — Brasilia/DF).
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Figura 11: Curva de calibracdo do &cido galico para a determinacdo de compostos fendlicos totais no
6leo e nos extratos da polpa de pequi.

3.2.3. Quantificacdo de minerais

Os macronutrientes e micronutrientes no 6leo e nos extratos da polpa de pequi
foram quantificados pelo Laboratério de Agroquimica e Meio Ambiente da
Universidade Estadual de Maringd (UEM). A metodologia empregada para a
determinacdo de potéssio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), cobre (Cu), ferro (Fe),
manganés (Mn) e zinco (Zn) foi a espectrometria de absor¢do atdbmica e para o fosforo
total (P), espectrometria UV-Vis. Anteriormente a analise, todas as amostras foram

digeridas por solucdo nitroperclorica.

3.3. Avaliagéo da atividade antioxidante in vitro

3.3.1. Teste do DPPH

A capacidade antioxidante do 6leo e dos extratos da polpa de pequi foi avaliada
através do método do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), descrito por
Brand-William et al. (1995) e adaptado por Razali et al. (2008) e Atmani et al. (2009).
O DPPH é um radical livre estavel que apresenta um elétron desemparelhado que se
apresenta deslocalizado pela molécula. Além da estabilidade, a deslocalizagédo
eletrobnica confere a coloracdo violeta ao composto, cuja absorbancia pode ser
mensurada nos comprimentos de onda de 515 a 520 nm. Quando a solu¢do de DPPH

entra em contato com uma substancia capaz de doar um atomo de hidrogénio (composto
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antioxidante) o radical DPPH (DPPHe*) ¢ reduzido, ocorrendo a perda da coloragdo
violeta e permanecendo apenas a coloracdo amarela do grupo picril (MOLYNEUX,
2003). A interagdo entre 0 DPPHe e o composto doador de hidrogénio (AH) ocorre da

seguinte forma:

DPPH. + AH - DPPH-H +A-

Para a execucdo da metodologia, o 6leo e os extratos foram pesados e diluidos
em metanol. Devido a imiscibilidade das amostras no solvente, as suspensdes (amostras
+ metanol) foram agitadas e, posteriormente, centrifugadas a 1000 rpm durante 10
segundos para a separacao das fases. Apenas o sobrenadante, solivel em metanol, foi
coletado para a interacdo com o DPPH. A concentracdo da solucdo de DPPH diluido em
metanol foi de 0,04 mg/mL. Para a reacgdo, utilizou-se 900 pL da solucdo de DPPH e
100 pL do dleo ou dos extratos diluidos em metanol, nas concentragbes de 0,5 a 500
mg/mL. A mistura reagiu durante 20 minutos em local protegido da luz. Foram
utilizados como controles: o antioxidante BHT (Merk) e a vitamina C comercial
Citroplex® (Neoquimica). Apds a reacdo, as absorbancias das amostras das dilui¢oes de
BHT e vitamina C em metanol, da solugdo de DPPH e das reacfes (amostras + DPPH)
foram mensuradas no espectrofotometro (Molecular Devices Spectramax M2) no
comprimento de onda de 517 nm. As analises foram realizadas em triplicata. Os
resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo do radical DPPH (% inibicéo),

utilizando-se as absorbancias para o célculo através da férmula:

- [A0 — (A1 — As)]
% inibicao = 10 x 100

AO: absorbancia do DPPH
Al: absorbancia do DPPH + 6leo ou extratos diluidos
As: absorbancia do 6leo ou dos extratos diluidos

Os valores de % inibicdo das diluicdes foram utilizadas para calcular o EC50
(concentracdo minima para reduzir em 50% o radical DPPH) através de regressao nao-

linear.
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3.4. Ensaios biologicos

3.4.1. Animais

Nos experimentos, foram utilizados camundongos da linhagem Swiss de ambos
0s sexos, procedentes do Biotério Central da Unicamp/SP -Cemib, com 10 a 12 semanas
de vida e massa corporal de 34,969 + 4,23g. Os animais foram mantidos no alojamento
do Departamento de Genética e Morfologia/ UnB em caixas plasticas (mini-isoladores
em racks ventilados da Alesco®) a temperatura ambiente (22°C + 2°C) com &gua e
racdo ad libitum. O projeto foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais
(CEUA) da Faculdade de Saide da Universidade de Brasilia, UnBDoc numero
5330/2011 (Anexo 1).

3.4.2. Desenho Experimental

Os animais foram divididos em 20 grupos (n=5 por grupo), sendo 10 grupos
compostos por fémeas (F) e 10 por machos (M). Os extratos e o 6leo foram
administrados aos camundongos via oral com auxilio de uma pipeta automética durante
10 dias consecutivos. A dose administrada do extrato etandlico e do 6leo foi de 30
pL/animal/dia e dos extratos aquoso e hidroetanolico foi de 30 mg/animal/dia, diluidos
em agua destilada na concentracdo de 1 mg/uL, sendo admistrados para os animais 30
pL/animal/dia.

Os grupos OP, ET, HE e AQ foram tratados apenas com o 6leo ou com o
respectivo extrato de pequi, enquanto os grupos OP-DX, ET-DX, HE-DX e AQ-DX,
além do tratamento com 6leo ou extrato, receberam o quimioterapico doxorrubicina
(DX) 48 horas antes da eutanasia. A administracdo de 40 mg/kg de DX intraperitoneal,
concomitantemente com 0s extratos e o 6leo de pequi foi realizada para avaliar o
potencial protetor das substancias testadas (RESENDE et al., 2006; MIRANDA-
VILELA et al., 2008; FURTADO et al., 2008). O grupo controle negativo de fémeas
(CNF) e o grupo controle negativo de machos (CNM) foram tratados com 30
pL/animal/dia de agua filtrada via oral durante 10 dias consecutivos. O grupo controle
positivo de fémeas (CPF) e o grupo controle positivo de machos (CPM) foram tratados

com 30 pL/animal/dia de &gua filtrada durante 10 dias consecutivos via oral e com 40



49

mg/kg de DX intraperitoneal 48 horas antes da eutanasia. A tabela 5 indica os grupos

experimentais e seus respectivos tratamentos.

Tabela 5: Grupos experimentais (n=5 por grupo) e 0s respectivos tratamentos.

Grupos
- Tratamento

Fémeas Machos

CN(F) CN(M) Agua filtrada

CP(F) CP(M) Agua filtrada + DX

OP(F) OP(M) Oleo

ET(F) ET(M) Extrato etandlico

HE(F) HE(M) Extrato hidroetandlico

AQ(F) AQ(M)DX Extrato aquoso
OP(F)DX OP(M)DX Oleo + DX
ET(F)DX ET(M)DX Extrato etandlico + DX
HE(F)DX HE(M)DX Extrato hidroetanélico + DX
AQ(F)DX  AQ(M)DX Extrato aquoso + DX

CN(F): controle negativo fémeas, CN(M): controle negativo machos, CP(F):
controle positivo fémeas, CP(M): controle positivo machos, DX:

doxorrubicina.

3.4.3. Coleta do sangue e medula 6ssea

Apods anestesia com ketamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), os animais

foram submetidos a puncdo cardiaca para a coleta do sangue e a remoc¢ado dos fémures

para a obtencdo da medula dssea. A solucdo anestésica foi aplicada pela via

intraperitoneal com o volume de 120 pL/animal. A puncdo cardiaca foi realizada com

uma seringa estéril com EDTA e o sangue coletado (600 pL) foi transferido para um

microtubo de 1,5 mL contendo 60 pL (proporcdo de 1:10 do sangue coletado) de

solucdo anticoagulante de EDTA sédico 20%.

Posteriormente a exsanguinacdo e eutanasia por deslocamento cervical, feita de

acordo com as Orientacdes sobre Eutanasia da Associacdo Médica Veterinaria (AVMA,

2007), os fémures foram removidos, as epifises cortadas e a medula 6ssea removida do

fémur com o auxilio de uma seringa com soro bovino fetal (SBF) para a realizacdo do
teste do micronucleo (SCHMID, 1975) (Figura 12).
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Grupos
CN(F)  CN(M)
OP(F)  OP(M) D10
ET(F) ET(M) Término do
HE(F) HEM) tratamento
AQ(F) AQ(M)
D11
Eutanasia
Grupos
D1 CP(F) CP(M) D8 Sangue Medula
Inicio do OP(F)DX OP(M)DX Administracio dssea
tratamento EIEEIF:;S))E Ell—E((I\I\AA))%))(( de DXQ Hematologia | l
AQ(F)DX  AQ(M)DX ?gﬂAﬂgtsa Mig/r?ggeo

Figura 12: Esquema ilustrativo do delineamento experimental. D: dia; DX: doxorrubicina; %EPC:
porcentagem de eritrécitos policrométicos.

3.4.4. Avaliacdo hematoldgica

As amostras de sangue dos camundongos com o anticoagulante EDTA sédico
20% foram levemente homogeneizadas por inversdao e, logo apds, processadas no
analisador hematologico automatizado Sysmex Poch 1001V Diff™ calibrado para
camundongos. Os parametros hematolégicos do eritrograma, do leucograma e do
plaquetograma foram avaliados.

3.4.5. Teste do cometa

O teste do cometa ou eletroforese em gel de célula Gnica (single cell gel
eletrophoresis assay — SCGE) foi realizado de acordo com o método proposto por Singh
et al. (1988), com alteracGes. Primeiramente, laminas para microscopio com a
extremidade fosca foram imersas em solucdo de agarose normal a 1,5%. Em um
microtubo de 1,5 mL, misturou-se 240 pL de solucdo de agarose de baixo ponto de
ebulicdo (low melting) 0,5% a 37 °C e 60 pL de sangue. Ap6s a homogeneizacdo, a
mistura foi adicionada as laminas previamente preparadas com agarose normal (2
laminas/animal). Para facilitar o espalhamento do sangue com agarose sobre a lamina,
uma laminula foi colocada sobre a mistura. A lamina preparada permaneceu durante 20
minutos a 4°C para a secagem da mistura de sangue com agarose. Apo6s a solidificagéo,

a laminula foi removida e a lamina com amostra foi adicionada a solucdo de lise em um
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recipiente protegido da luz previamente refrigerado a 4°C. A solucdo de lise foi
preparada com NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, N-laurolyl sarcosine 1%, pH
10, Triton X-100 1% e DMSO 10%. As laminas permaneceram na solucéo de lise a 4°C
durante 24 horas, até 0 momento da eletroforese. As laminas foram transferidas para a
cuba de eletroforese e permaneceram submersas em solucdo tampéo alcalina (NaOH
300 mM e EDTA 1 mM, pH > 13) a 4°C durante 30 minutos. Apos esse periodo,
iniciou-se a eletroforese a 25 /300 mA durante 30 minutos. A seguir, as laminas foram
imersas na solucdo tampédo de neutralizacdo (Tris 0,4 M, pH 7,5) em 3 ciclos de 5
minutos dentro da solucdo e 5 minutos fora da solucdo de neutralizacdo. As laminas
neutralizadas foram mantidas a temperatura ambiente durante 1 hora para a secagem
antes da fixacdo com &lcool etilico P.A durante 5 minutos, sendo entdo armazenadas a
4°C até o momento da analise.

As laminas foram analisadas no microscépio de fluorescéncia Axioskope 2 Zeiss
(filtro de 510 — 560 nm, barreira de filtro 590 nm e aumento de 400x) com a utilizacdo
do corante intercalante de DNA, brometo de etideo a 20 pg/mL. A avaliacdo da
fragmentacdo de DNA foi efetuada por meio da andlise visual dos nucledides,
baseando-se na classificagdo de 0 a 4 de acordo com intensidade de fragmentacao
(Collins et al., 1995). Para cada animal, 100 células foram classificadas e o indice de
dano (ID) calculado de acordo com o proposto por Jaloszynski et al. (1997), a partir da

férmula;

(classe 1 x 1) + (classe 2 x 2) + (classe 3 x 3) + (classe 4 x 4)
= X

ID total de células analisadas

100

3.4.6. Teste do micronucleo e citotoxicidade

A frequéncia de microndcleos foi avaliada nos eritrocitos policrométicos (EPC)
e normocromaticos (ENC) da medula éssea dos camundongos, assim como a relagéo de
EPC/ENC para avaliar a citotoxicidade dos tratamentos. Para a obtengdo da medula
Ossea os fémures foram removidos, as epifises cortadas, com o auxilio de uma seringa
contendo 1 mL de soro bovino fetal (SBF), e as células da medula éssea do fémur foram
transferidas para um tubo Falcon de 15 mL. A suspensdo com as células e o SBF foi
homogeneizada e, posteriormente, centrifugada a 1000 rpm durante 10 minutos. O
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sobrenadante foi removido e o sedimento (pellet) foi ressuspendido com 50 uL de SFB.
O esfregaco foi confeccionado com 10 pL do homogeneizado por lamina (2
laminas/animal). As laminas prontas permaneceram 24 horas a temperatura ambiente
para a secagem e foram fixadas com alcool metilico durante 10 minutos. Para a
coloracdo, utilizou-se a solucdo estoque de Giemsa diluida em tampdo fosfato de
Sorensen na propor¢éo 1:10 durante 12 minutos.

As laminas coradas foram analisadas no microscépio de luz Olympus BH2 com
aumento de 1000x. Para cada animal, 4000 células foram contadas com o auxilio de um
contador manual. A frequéncia de micronucleos foi avaliada em 2000 ENC e 2000
EPC, de acordo com a diretriz 474 da OECD (1997). A citotoxicidade foi avaliada pela
percentagem de EPC (%EPC); para tanto, no momento em que uma das populacgdes de
eritrocitos atingiu a marca de 2000 células durante a contagem, as quantidades de ENC

e EPC foram registradas e a %EPC foi calculada através da formula:

wEPC = — LTC 100
Bt = Epc+ENC ©

3.4.7. Teste das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A peroxidacdo lipidica é um indicador de estresse oxidativo em células e tecidos.
O malonaldeido (MDA) é o principal e mais estudado produto da peroxidacdo de acidos
graxos poli-insaturados e, portanto, é amplamente utilizado como marcador biol6gico
de peroxidacdo lipidica e estresse oxidativo (DEL RIO et al., 2005). O principio do
TBARS se baseia na interacdo entre o MDA e o &cido tiobarbitirico (ATB). A
condensacdo das moléculas de MDA e ATB forma um aduto que pode ser facilmente
identificado por espectrofotometria ou fluorimetria, permitindo a avaliacdo da
peroxidacao lipidica através do Thars (JANERO, 1990) (figura 13).
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Figura 13: Aduto formado através reacdo de adicdo nucleofilica entre 0 malondialdeido (MDA) e écido
tiobarbiturico (ATB), em meio &cido submetido ao calor. (Adaptado de Janero, 1990).

A concentracdo de MDA no plasma dos animas foi determinada pelo Thars,
utilizando-se o kit TBARS Assay Kit® (Cayman Chemical Company). O sangue
coletado foi centrifugado a 4000 rpm durante 10 minutos a 4° C, o plasma foi
transferido para um microtubo de 1,5 mL e 20 pL de solucdo antioxidante (GSH 0,65
mM e EDTA 1,34 mM) foi acrescentada a amostra. O plasma permaneceu congelado a -
80°C até o momento do teste. O procedimento do método foi seguido de acordo com o
protocolo fornecido pelo kit. Apds a reacdo descrita pelo protocolo, a leitura das
amostras foi realizada no comprimento de onda de 535 nm no espectrofotdmetro.

3.4.8. Andlises estatisticas

O célculo do ECs (concentracdo minima capaz de inibir 50% do radical livre) a
partir da porcentagem de inibicéo (% inibicdo) do radical livre no ensaio do DPPH com
0 Oleo e os extratos da polpa de pequi foi realizado no programa Graphpad Prism 5,
utilizando-se, para tanto, a regressao néo linear.

As demais analises estatisticas foram realizadas usando o software aplicativo
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versdo 17.0. Os dados foram
expressos como média + desvio padrdo (DP) e valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. As varidveis continuas foram testadas para distribuicao
normal com o teste de Shapiro-Wilk. Possiveis diferencas entre os grupos analisados
foram investigadas pelos testes ANOVA ou Kruskal-Wallis (quando os dados néo

estavam normalmente distribuidos). Para resultados significativos com ANOVA, o teste
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Bonferroni foi escolhido para realizar as comparacdes multiplas. Para os resultados

significativos com o teste de Kruskal-Wallis, foi usado o teste de Mann-Whitney para

verificar diferencas entre os tratamentos (comparacbes 2 a 2). Para os testes com

camundongos, os valores de p com significado estatistico (p<0,05) s6 foram

considerados quando também assumiram sentido bioldgico e, para tanto, atenderam aos

seguintes critérios:

Controles negativo e positivo comparados com todos os tratamentos;
Tratamentos com o Oleo e demais extratos de pequi comparados com 0s
respectivos tratamentos com doxorrubicina;

Tratamentos com o 0leo e demais extratos de pequi comparados entre si;
Tratamentos com o 6leo e demais extratos de pequi + doxorrubicina comparados
entre si;

Comparagdo entre fémeas e machos para 0s mesmos tratamentos.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizagdo quimica

Os carotenoides foram detectados somente no 6leo e no extrato etandlico da
polpa de pequi. As concentragdes médias de carotenoides totais encontrados no 6leo e
no extrato etandlico foram 277,47 pg.g* e 1721,70 pg.g’, respectivamente.
Comparando-se os valores encontrados nas amostras analisadas, houve uma diferenca
estatisticamente significativa (p<0,0001) entre o teor de carotenoides totais nas
amostras. Os compostos fendlicos foram detectados nos extratos etandlico,
hidroetanolico e aquoso. A concentracdo media de fenolicos totais foi mais elevada no
extrato aquoso (75,92 mg GAE.g?), seguida pelo extrato hidroetandlico (70,90 mg
GAE.g™). O teor no extrato etanélico foi de 20,06 mg GAE.g™* (Tabela 6).

Tabela 6: Teor de carotenoides totais e compostos fendlicos totais no dleo e nos extratos etandlico,
hidroetandélico e aquoso da polpa de pequi.

Carotenoides totais Compostos fendlicos totais

Amostra (ngg?) (Mg GAE.g™)
Oleo 277,47+ 1,12 n.d.
Extrato etan6lico 1721,70 55,69 ° 20,0620,50
Extrato hidroetandlico n.d. 70,90+1,417"
Extrato aquoso n.d. 75,92 1,317
P-valores (total) 0,027 0,000

Os dados correspondem a média e ao desvio padrdo (DP). GAE: &cido galico equivalente; n.d.: ndo
detectado. O teste-t para amostras independentes foi utilizado para calcular o p-valor do teor de
carotenoides totais, sendo a: significativo comparado ao 6leo. ANOVA gerou os p-valores de compostos
fendlicos totais. As letras minusculas indicam diferencas significativas nas comparagdes 2-a-2 detectadas
pelo teste de Bonferroni para os compostos fendlicos, sendo b: significativo comparado ao extrato
etandlico; c: significativo comparado ao extrato hidroetandlico. Os asteriscos indicam as diferencas
significativas: **p<0,01 e ***p<0,001.

A composi¢do de minerais nas amostras da polpa do pequi, determinadas por
espectrometria de absorcao atdmica e espectrometria UV-Vis, encontram-se na tabela 7.
No extrato etanélico e no éleo ndo foram detectados os minerais: fosforo (P) e cobre
(Cu), enquanto o ferro (Fe) ndo foi detectado nos extratos hidroetandlico e aquoso. O
manganés (Mn) ndo foi encontrado no extrato hidroetandlico. Os outros componentes

quimicos foram encontrados em todas as amostras em diferentes concentragoes.
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Tabela 7: Determinacdo de minerais no 6leo e nos extratos etanélicos, hidroetandlico e aquoso da polpa
de pequi.

- _l - - _1

Amostra Macronutrientes (9.kg™) Micronutrientes (mg.kg™)

Mg Ca K P Fe Cu Mn Zn
Oleo 0,114 097 0042 nd 18,8 nd 202 2,03
Ext. etandlico 0,116 0,442 0,099 nd 26,13 nd 8,22 3,39
Ext. hidroetanolico 2,71 298 1641 333 nd 4192 nd 59,32
Ext. aquoso 131 264 911 172 nd 1136 6,90 2513

n.d.: ndo detectado.

4.2. Capacidade antioxidante in vitro

O potencial antioxidante do 6leo e dos extratos da polpa de pequi foi avaliado
por meio do teste do DPPH. A porcentagem de inibicdo do radical promovida pela
amostra permitiu o calculo da ECsy (concentragdo necessaria para reduzir 50% do
radical DPPH). Os valores de ECs, (mg/mL) das amostras e dos controles se encontram

na tabela 8.

Tabela 8: Capacidade antioxidante do 6leo e dos extratos da polpa de pequi e dos controles BHT e
vitamina C, utilizando-se o teste de DPPH.

Amostras ECso (mg/mL) IC 95%
BHT 0,0006 0,0056 a 0,00652
Vitamina C 0,012 0,0103 20,0145
Oleo 26,26 21,99 a 31,36
Extrato etandlico 8,00 6,104 a 10,48
Extrato hidroetandlico 7,53 5,601 a10,12
Extrato Aquoso 8,57 7,405 a 9,916

BHT: hidroxitolueno butilado; EC50: concentragdo minima para reduzir 50% do DPPHe). IC 95%:
intervalo de confianga de 95%.

O BHT e a vitamina C foram utilizados como controles, devido ao conhecimento
bem estabelecido da atividade antioxidante desses compostos in vitro. O 6leo e o0s
extratos demonstraram um potencial antioxidante em relacdo ao radical DPPH, porém
com atividade reduzida quando comparada aos controles. Entre as amostras da polpa de
pequi, o0 Gleo apresentou a menor atividade, sendo necessaria uma concentracdo mais

elevada de 6leo para desempenhar a mesma agéo antioxidante que os extratos.
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4.3. Ensaios bioldgicos

4.3.1. Massa corporal antes e apds o tratamento

A massa corporal média dos animais de ambos 0s sexos antes do tratamento foi
de 34,96 £ 4,23 g e apos 34,60 + 5,92 g. Nas fémeas, a média foi de 31,89 + 2,80 g
antes e 31,14 + 3,23g apos o tratamento, enquanto nos machos a média foi de 38,16 +
2,87 g e 38,19 + 5,96 g, respectivamente. O grafico da figura 14 representa a masssa
corporea antes e apds o tratamento, com as respectivas médias e desvios-padréo, assim

como as diferencas de pesos estatisticamente significativas entre 0s grupos.
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Figura 14: Massa corporal dos camundongos fémeas e machos, antes e ap6s o tratamento com o 6leo ou
extratos da polpa do pequi ou com associagdo 6leo ou extratos + doxorrubicina. Os dados correspondem a
média e ao desvio padrdo (DP). Os p-valores de fémeas foram gerados por ANOVA enquanto os p-
valores de machos e do grupo total foram gerados pelo teste de Kruskall-Wallis. As letras minusculas
indicam diferencas significativas nas comparacfes 2-a-2 detectadas pelo teste de Bonferroni ou Mann-
Whitney, sendo a= significativo comparado ao grupo CN; b=significativo comparado ao grupo CP; c=
significativo comparado ao grupo OP; d= significativo comparado ao grupo OP-DX; e= significativo
comparado ao grupo ET; f= significativo comparado ao grupo ET-DX; g= significativo comparado ao
grupo HE; h= significativo comparado ao grupo HE-DX; i= significativo comparado ao grupo AQ. Os
asteriscos indicam diferencas significativas (*p<0,05) ou altamente significativas (**p<0,01). O simbolo
# indica diferencas significativas entre machos e fémeas para 0s mesmos tratamentos.
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4.3.2. Teste de TBARS

Os resultados obtidos a partir do teste de TBARS no plasma dos camundongos
se encontram na tabela 8. Os dados representados foram a média e o desvio padréo das
concentragfes de MDA (uM) e a intensidade de hemdlise no plasma de cada um dos
grupos. Visto que o grau de hemolise interfere no teste (PYLES et al., 1993),
superestimando as concentragdes de MDA no plasma, graus de intensidade foram
atribuidos a extensdo da hemolise, representados de forma crescente de 0 a 4 cruzes (+).
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Tabela 9 — Resultados do teste de Thars em camundongos Swiss apés o tratamento com 6leo ou extratos
de pequi (30 pL/animal/dia) administrados oralmente durante 10 dias consecutivos. Os controles
negativos receberam agua filtrada administrada da mesma forma e os controles positivos 40 mg/kg de

doxorrubicina (DX) intraperitoneal 48 horas antes da eutanasia.

Grupo

Tratamento

Hemodlise

Concentracdo de

MDA (UM)
1 CN(F) + 11,04 + 3,217
2 CP(F) 11,09 + 2,84"
3 OP(F) ot 18,35+ 7,6172°
4 OP(F)DX ++ 14,88 + 4,87 2P
5 ET(F) ++++ 17,07 + 2,55 b*
6 ET(F)DX ++ 12,32 +1,77 ¢
7 HE(F) ++++ 17,16 + 6,27 2P
8 HE(F)DX ++ 11,88 +3,19°¢
9 AQ(F) + 11,39 + 3,28 °e9*
10 AQ(F)DX + 12,39 + 2,63
P-valores 0,000
11 CN(M) +++ 17,99 + 7,41
12 CP(M) ++ 15,20 + 4,42
13 OP(M) ++++ 18,21 £ 4,72
14 OP(M)DX ++ 12,16 + 5,65 °
15 ET(M) ++++ 28,99 + 7,86 *P°
16 ET(M)DX ++ 11,67 +1,36 2P*
17 HE(M) ++ 18,91+ 7,07 >7°
18 HE(M)DX + 12,94 + 2,639
19 AQ(M) ++ 14,31 #3507
20 AQ(M)DX ++ 17,01 +3,29°47h
P-valores 0,000
P-valores (Total) 0,000

Os dados correspondem a média e ao desvio padrdo (DP) e a intensidade de hemolise no plasma.
CN=controle negativo; CP=controle positivo; OP=tratamento com 6leo de pequi; ET=tratamento com
extrato etandlico; HE=tratamento com extrato hidroetandlico; AQ=tratamento com extrato aquoso;
DX=doxorrubicina; F=fémeas; M=machos; MDA=malonaldeido. O teste de Kruskall-Wallis foi usado
para gerar todos os p-valores. As letras minusculas indicam diferencas significativas nas comparacdes 2-
a-2 detectadas pelo teste de Mann-Whitney, sendo a=significativo comparado ao grupo CN;
b=significativo comparado ao grupo CP; c=significativo comparado ao grupo OP; d=significativo
comparado ao grupo OP-DX; e=significativo comparado ao grupo ET; f=significativo comparado ao
grupo ET-DX; g=significativo comparado ao grupo HE; h=significativo comparado ao grupo HE-DX. Os
asteriscos indicam diferengas significativas (*p<0,05) ou altamente significativas (**p<0,01). O simbolo
# indica diferencas significativas entre machos e fémeas para 0s mesmos tratamentos.

Quando os tratamentos foram comparados entre 0s sexos, houve um aumento
significativo nas concentracbes de MDA nos camundongos machos dos controles
negativo e positivo e dos tratamentos ET, AQ e AQ-DX. Entre as fémeas ndo houve
diferenca significativa entre os controles negativo e positivo. No entanto, 0s grupos
OP(F), OP(F)DX, ET(F) e HE(F) apresentaram um aumento significativo tanto em
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relacdo ao CN(F), quanto em relacdo ao CP. O aumento na concentracdo de MDA
nesses grupos esté associado ao aumento no grau de intensidade da hemolise.

Nos machos, assim como nas fémeas, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os controles negativo e positivo. Apesar da associagdo com o0
quimioterapico DX, os grupos OP(M)DX, ET(M)DX E HE(M)DX apresentaram niveis
mais baixos de MDA no plasma que o CN(M), enquanto o ET(M) demonstrou aumento
na concentracdo de MDA em relagdo ao CN(M). Comparando-se ao CP(M), o grupo
ET(M)DX apresentou uma inibicdo da peroxidacdo lipidica, no entanto os niveis de
MDA nos grupos ET(M) e HE(M) foram aumentados. Analisando-se de forma conjunta
as concentracdes de MDA e a intensidade de hemdlise no plasma dos animais, percebe-
se que 0 aumento na peroxidacdo lipidica foi relacionada ao aumento da hemdlise,
exceto na diferenca na concentracdo de MDA entre os grupos ET(M)DX e CP(M), que
apresentaram o mesmo grau de hemolise.

O tratamento concomitante com a DX visou avaliar o potencial protetor do 6leo
e dos extratos de pequi em relagdo aos danos oxidativos promovidos pelo
quimioterapico. No entanto, devido ao elevado grau de hemdlise no plasma dos grupos
OP(F), OP(M), ET(F), ET(M), HE(F) e HE(M), os tratamentos apenas com o 6leo ou
com os extratos da polpa de pequi promoveram um aumento nas concentracfes de
MDA quando comparados aos grupos que foram tratados com 0s mesmos extratos ou
com o Oleo conjuntamente com a DX. Comparando-se o tratamento isolado ou
associado, os grupos OP(F) e OP(F)DX nédo apresentaram diferencas estatisticas; porém
os grupos ET(F) e HE(F) apresentaram concentracdes de MDA mais elevadas que os
grupos ET(F)DX e HE(F)DX, respectivamente. Nos grupos OP(M), ET(M) e HE(M)
os niveis de MDA no plasma foram maiores que dos grupos OP(M)DX, ET(M)DX e
HE(M)DX, respectivamente.

4.3.3. Avaliacao hematoldgica

4.3.3.1. Eritrograma

Quando os parametros do eritrograma foram comparados entre 0s sexos, houve
um aumento nos valores de eritrdcitos, hemoglobina (HGB) e hematdcrito (HCT) e uma

diminuicdo da concentracdo hemoglobinica corpuscular média (CHCM) no grupo

controle negativo das fémeas em relacdo ao grupo controle negativo dos machos.
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Entre os controles positivos de fémeas e machos, os parametros HGB, HCT,
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e CHCM
foram estatisticamente superiores nas fémeas. Nos machos, o controle positivo
apresentou valores de VCM e HCM significativamente aumentados em relacdo ao
controle negativo.

Em relagdo ao tratamento com 6leo de pequi ou Oleo de pequi associado a
doxorrubicina (DX), quando comparados ao controle negativo, o grupo OP(F)
apresentou um aumento significativo dos valores de VCM e HCM, enquanto
demonstrou uma diminui¢do da amplitude ou variacdo da distribui¢cdo do tamanho dos
eritrédicos (RDW) em relacdo ao controle positivo. A associacdo do 6leo a DX
promoveu reducdes significativas na concentracdo de HGB em relacdo ao CN(F) e
HCM comparada ao CP(F). Comparando-se o grupo ET(F)DX com o ET(F), houve
uma reducdo nos parametros HCM e CHCM. Nos machos, comparando-se ao controle
negativo, os grupos OP(M) e OP(M)DX apresentaram uma diminui¢cdo do VCM. O
CHCM foi reduzido apenas no grupo OP(M).

O tratamento com o extrato etandlico associado a DX promoveu uma reducao
significativa na contagem de eritrocitos nas fémeas comparado ao CN(F), e nos machos
comparado ao CP(M). A HGB apresentou uma diminuigdo nos grupos ET(F)DX e
ET(M)DX em relagdo ao controle negativo; no entanto, apenas o grupo ET(F)DX
demostrou uma reducdo em relacdo ao controle positivo. O HCT do grupo ET(F)DX foi
inferior ao CN(F), porém houve um aumento no HCM quando o grupo ET(F) foi
comparado ao CN(F). Comparando-se os grupos ET(F)DX e ET(F) houve uma redugéo
nos seguintes parametros, devido a associacdo com a DX: HGB, HCM, CHCM. A
associacdo do extrato com a DX promoveu a diminuicdo do CHCM nos machos
comparados ao CN(M). O VCM do grupo ET(M)DX foi significativamente inferior ao
CN(M). A administracdo do extrato etandlico com a DX promoveu um decréscimo nos
valores de RDW em comparagéo ao tratamento apenas com o extrato nos machos.

Nas fémeas tratadas com o extrato hidroetanolico concomitantemente com a DX,
ocorreram redugdes significativas, quando comparadas CN(F), nos seguintes
pardmetros: eritrocitos, HGB e RDW. Quando comparadas ao CP(F), houve reducdo no
HCM e no RDW. Entre os machos, o grupo HE(M)DX apresentou valores de HGB,
VCM e CHCM inferiores ao CN(M). O grupo HE(M) também apresentou uma reducéo
na CHCM comparada ao CN(M).
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Em relacdo ao extrato aquoso, o tratamento associado a DX promoveu uma
reducdo na contagem de eritrécitos e RDW e um aumento no VCM no grupo AQ(F)DX
em relagdo ao CN(F). Quando comparados ao CP(F), os grupos AQ(F) e AQ(F)DX
apresentaram valores reduzidos de RDW. Comparando-se 0 tratamento associado ao
tratamento apenas com o extrato hidroetandlico nas fémeas, houve uma reducdo do
VCM nos animais tratados com a associacdo. Nos camundongos machos do grupo
AQ(M), tratados apenas com o extrato aquoso, houve uma diminuicdo da contagem de
eritrocitos, HGB e CHCM em relacdo ao CN(M), sendo que os valores de HGB ficaram
abaixo dos valores de referéncia (12-15 g/dL) reportados na literatura para
camundongos (VIANA, 2007). Comparando-se o grupo ao CP(M), apenas a contagem
de eritrocitos foi inferior. O grupo AQ(M)DX apresentou valores elevados de HGB,
VCM e CHCM em relacdo ao CN(M) (Tabela 10).
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Tabela 10 - Resultados do eritrograma de camundongos Swiss apés o tratamento com 6leo ou extratos de pequi (30 pL/animal/dia) administrados oralmente durante 10 dias
consecutivos. Os controles negativos receberam agua filtrada administrada da mesma forma e os controles positivos 40 mg/kg de doxorrubicina (DX) intraperitoneal 48
horas antes da eutanasia.

Grupo Tratamento Eritrocitos HGB HCT VCM HCM CHCM RDW
(x 10°/uL) (g9/dL) (%) (fL) (P9) (g/dL) (%)
1 CN(F) 8,99 + 0,38" 13,10 + 0,58" 32,23+ 1,45" 35,87 + 0,68 14,58 + 0,27 40,63 * 0,62 14,48 + 0,56
2 CP(F) 8,64 +0,41 12,87 +0,66" 31,58 + 1,68" 36,57 + 0,81" 14,90 + 0,36" 40,73 + 0,33" 15,07 +0,73
3 OP(F) 8,70+ 0,51 13,26 + 0,92 32,30 + 2,07 37,04 +0,68™ 15,24 +0,362 41,04 + 0,90 13,20+ 0,34
4 OP(F)DX 8,35+ 0,63 11,92 +0,83 30,12 + 2,22 36,10 + 0,19 14,30 + 0,12 39,58 + 0,33 14,18 + 0,53
5 ET(F) 8,63 +0,09 12,92 +0,22 31,34 + 0,90 36,30 + 0,87" 14,98 + 0,16"* 41,26 +0,79 14,36 + 0,81
6 ET(F)DX 8,29 + 0,46 11,90 +0,632P¢ 29,96 + 1,55 36,14 + 0,98 14,36 +0,51" 39,72 +0,33 13,86 + 0,62
7 HE(F) 8,73+0,41 12,64 + 0,58 31,34+ 1,73 35,92+ 1,14 14,52 +0,68" 40,36 + 1,17 14,26 + 0,76
8 HE(F)DX 8,51 +0,15™ 12,26 + 0,33 30,56 + 0,78 35,92 + 0,41 14,42 +0,19™ 40,12 + 0,43 13,08 +0,42"°
9 AQ(F) 8,83+ 0,48 12,90 + 0,55 31,68 + 1,70 35,88 + 0,33 14,62 +0,28° 40,74 +0,61" 13,24 + 0,447
10 AQ(F)DX 8,14 +1,01™ 12,06 + 1,40 30,14+362  37,04+0,487%" 148440307 40,04 + 0,51 12,86 +0,8172P
P-valores 0,133 0,020 0,295 0,049 0,003 0,002 0,000
11 CN(M) 7,87+0,28 12,52 + 0,46 30,76 + 1,24 39,10 + 0,39 15,94 + 0,23 40,70 + 0,44 14,54 + 0,66
12 CP(M) 8,43 +0,48 12,04 + 1,14 30,54 + 2,13 36,22 +0,85"° 14,28 +0,56 39,38 + 1,65 14,34 + 0,67
13 OP(M) 8,17+0,83 11,92 + 1,27 29,98 + 3,17 36,68 + 0,68 14,60 +0,35™ 39,76 + 0,272 13,54 + 1,49
14 OP(M)DX 8,02+1,28 11,66 + 2,05 29,02 + 4,34 36,20 + 0,642 14,48 +0,417 40,08 + 1,53 15,44 + 1,90
15 ET(M) 7,87 £1,05 11,60 + 1,35 29,44 + 2,43 37,68+ 2,57 14,76 + 0,42 39,32 +1,84 17,70 + 3,83
16 ET(M)DX 7,81+0,32" 11,12 +0,50™ 28,64 + 1,31 36,66 + 0,36 14,22 +0,22" 38,84 +0,65 2 14,00 + 0,47°°
17 HE(M) 8,28 + 0,63 12,02 + 1,24 31,00 + 2,41 37,42 +0,84 14,42 +0,50™ 38,54 + 0,88 14,56 + 0,31
18 HE(M)DX 8,30 + 0,38 11,82 +0,61°®" 30,28 + 1,52 36,50 + 0,82 14,22 + 0,547 39,04 +0,752 13,80+ 0,73
19 AQ(M) 7,40+0,107*7° 10,80+ 0,36 27,76 + 0,92 37,52 +0,90 14,60 + 0,337 38,92 +0,70"° 15,72 + 1,50
20 AQ(M)DX 8,00 + 0,29 11,28 +0,49™ 28,86 + 1,10 36,18 + 0,22 14,08 +0,15™ 38,96 + 0,227 13,52 +1,33
P-valores 0,114 0,084 0,417 0,001 0,000 0,035 0,006
P"g'é’t;es 0,002 0,000 0,024 0,001 0,000 0,000 0,561

Os dados correspondem & média e ao desvio padrdo (DP). CN=controle negativo; CP=controle positivo; OP=tratamento com 6leo de pequi; ET=tratamento com extrato
etandlico; HE=tratamento com extrato hidroetano6lico; AQ=tratamento com extrato aquoso; F=fémeas; M=machos; HGB=Hemoglobina; HCT=Hematdcito; VCM=Volume
Corpuscular Médio; HCM=Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM=Concentracdo Hemoglobinica Corpuscular Média; RDW=amplitude ou variacdo da distribui¢do do
tamanho dos eritrocitos (do inglés Red Cell Distribution Width); g/dL=gramas por decilitros; fl=fentolitros; pg=picograma. ANOVA (em azul) foi usada para gerar os p-
valores de CHCM e RDW de fémeas, de HCT, VCM, HCM e RDW de machos, e de RDW do grupo total, enquanto o teste de Kruskall-Wallis (em preto) foi usado para gerar
os demais p-valores. As letras minGsculas indicam diferengas significativas nas comparagOes 2-a-2 detectadas pelo teste de Bonferroni ou Mann-Whitney, sendo
a=significativo comparado ao grupo CN; b=significativo comparado ao grupo CP; c=significativo comparado ao grupo OP; d=significativo comparado ao grupo OP-DX;
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e=significativo comparado ao grupo ET; f=significativo comparado ao grupo ET-DX; g=significativo comparado ao grupo HE; h=significativo comparado ao grupo HE-DX;
i=significativo comparado ao grupo AQ. Os asteriscos indicam diferencas significativas (*p<0,05) ou altamente significativas (**p<0,01). O simbolo # indica diferencas
significativas entre machos e fémeas para os mesmos tratamentos.
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4.3.3.2. Leucograma

A avaliagdo dos parametros do leucograma ndo demonstrou diferengas
estatisticamente significativas, quando comparados entre 0s sexos, 0s controles
negativos e positivos. Nas fémeas, a porcentagem de linfécitos do controle positivo
sofreu uma reducdo em relacdo ao controle negativo; enquanto os machos do controle
positivo apresentaram valores de leucdcitos totais inferiores aos do controle negativo.

O tratamento com 6leo de pequi e DX promoveu a reducédo dos leucdcitos totais,
nas fémeas, quando comparados aos grupos CN(F) e OP(F). Os linfocitos do grupo
OP(F) foram significativamente mais elevados em relacdo ao CP(F). Nos machos, o
tratamento de 6leo associado a DX induziu a diminuicdo dos leucdécitos totais e dos
linfocitos em relacdo ao CN(M), porém a porcentagem de eosindfilos foi
significativamente mais elevada. Comparando-se o tratamento com o 6leo apenas e com
a associagdo 6leo/DX, houve um aumento na porcentagem de neutréfilos + mondcitos
no grupo OP(F).

Em relacdo ao extrato etandlico, o tratamento apenas com o extrato promoveu a
elevacdo dos leucdcitos totais quando comparados ao CN(F) nas fémeas e ao CP(M) nos
machos. Além disso, o extrato etandlico induziu a elevagdo da porcentagem de
linfocitos nas fémeas, comparadas ao CP(F). Nos machos, também houve um aumento
em relacdo ao CN(M). A porcentagem de neutrdfilos apresentou um decréscimo
significativo com o extrato etandlico em relacdo ao CP(F) nas fémeas. O mesmo
fendmeno foi observado nos machos quando comparados aos grupos CN(M) e CP(M).
Em ambos 0s sexos, a associacdo do extrato etandlino a DX promoveu a reducdo de
leucdcitos totais e linfocitos e o aumento dos neutrofilos + mondcitos, quando
comparados ao tratamento apenas com o extrato. O grupo ET(M)DX apresentou um
decréscimo de leucdcitos totais em relacdo ao CN(M) e um aumento quando comparado
ao CP(M).

O tratamento apenas com o extrato hidroetandlico promoveu o0 aumento da
porcentagem de linfdcitos, tanto nas fémeas quanto nos machos, quando comparados ao
controle positivo. Nos machos os linfocitos também se apresentaram mais elevados em
relacdo ao CN(M). Comparando-se o grupo HE(M) aos controles negativo e positivo,
houve uma reducgéo significativa na porcentagem de neutréfilos + mondcitos. Nas
fémeas, o tratamento concomitante com DX diminui significativamente os linfécitos,

quando comparados ao CN(F) e ao HE(F); no entanto houve um aumento da
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porcentagem de neutréfilos + mondcitos, comparando-se 0s mesmos grupos. Em
relacdo aos machos, o tratamento associado a DX promoveu a reducdo dos leucocitos
totais comparados ao CN(M). O grupo HE(M)DX apresentou valores reduzidos de
linfdcitos e elevados de neutrofilos + mondcitos em relagdo ao grupo HE(M).

O tratamento com o extrato aquoso promoveu 0 aumento dos leucdcitos totais,
nos machos, em relacdo ao CP(M). Comparando-se 0s grupos tratados apenas com o
extrato aquoso, houve um aumento significativo na porcentagem de linfocitos, em
ambos 0s sexos, quando comparados ao controle positivo. Em relagdo ao controle
negativo, apenas 0os machos tratados apresentaram um aumento na porcentagem de
linfocitos. A porcentagem de neutréfilos + mondcitos apresentou uma reducao
significativa em relagdo ao controle positivo nas fémeas e ao controle negativo nos
machos. O tratamento com o extrato e a DX promoveu a diminui¢do dos leucdcitos
totais nos machos em relacdo aos grupos CN(M) e AQ(M). Ademais, houve reducédo
nos valores de linfocitos e aumento nos valores de neutréfilos + mondcitos, em ambos
0s sexos, quando comparados ao tratamento apenas com o extrato aquoso. Em relacéo a
porcentagem de eosindfilos, apenas a comparacdo entre AQ(M)DX e AQ(M)
demonstrou diferencas significativas, indicando a elevacao dos valores de eosinofilos no
grupo AQ(M)DX comparado ao AQ(M) (Tabela 11).
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Tabela 11 — Resultados do leucograma de camundongos Swiss ap0s o tratamento com 6leo ou extratos de pequi
(30 pL/animal/dia) administrados oralmente durante 10 dias consecutivos. Os controles negativos receberam
agua filtrada administrada da mesma forma e os controles positivos 40 mg/kg doxorrubicina (DX)
intraperitoneal, 48 horas antes da eutanésia.

Neutrofilos +

Gruoo  Tratamento Leucdcitos totais Linfécitos Mon6citos Eosindfilos
P (x 10°uL) (%) %) (%)
1 CN(F) 3,83 +1,66 73,58 + 7,04 25,65 + 7,36 0,77+ 1,20
2 CP(F) 3,93 2,60 64,08 + 5,50 34,03 + 4,32 1,88 2,32
3 OP(F) 5,78 +2,35 76,76 +7,12™°% 21,32+ 5,26 1,92 + 2,25
4 OP(F)DX 2,18 +0,717"° 71,92 +8,43" 27,54 + 8,517 0,54 + 0,42
5 ET(F) 6,72 +1,70°* 81,28 + 6,02™% 17,32 £ 4,217 1,40 £ 3,13
6 ET(F)DX 2,44 +0,887° 67,24 + 10,46 31,90 + 10,07"° 0,86 + 1,10
7 HE(F) 5,54 3,39 77,98 597" 21,60 + 5,83 0,42+ 0,59
8 HE(F)DX 2,96 + 0,84" 57,92 + 5,16 9% 41,24 +510™79% 0,84 +0,31"
9 AQ(F) 2,68 +1,76°%* 81,30+ 9,77°°* 16,98 £ 7,42"° 1,72 +2,86
10 AQ(F)DX 3,28 + 0,68" 62,80 + 5,39 24" 36,10 + 5,06 * 1,10 + 1,19"
P-valores 0,004 0,001 0,000 0,608
11 CN(M) 6,98 + 0,75 54,7 + 12,95 44,96 + 12,56 0,30 + 0,48
12 CP(M) 2,520,337 43,78 + 21,38 43,86 + 6,22 0,76 + 0,72
13 OP(M) 6,08 + 3,24 66,58 + 8,81 32,10 + 10,13 1,32 +2,46
14 OP(M)DX 2,24+0,842 37,56 + 8,22 61,16 + 8,06 1,28 +0,80™
15 ET(M) 9,06 +3,017" 79,54 + 2,950 20,30 + 3,10"*" 0,16 + 0,31
16 ET(M)DX 3,68+ 1,217 53,5+ 17,76 ° 46,06 + 17,62"° 0,44 0,24
17 HE(M) 3,46 + 2,84 76,36 + 10,23 19,96 + 7,96 2" 3,68 +4,99
18 HE(M)DX 3,42+087 ? 47,08 + 11,1579 52,24 + 11,3379 0,68 + 0,26
19  AQ(M) 8,62 + 2,057 77,94 £ 6,907*° 21,92+6,81° 0,16 + 0,25
20 AQ(M)DX 2,50 + 0,937 45,04 +8,05 " 53,20 9,01 1,80 + 1,64
P-valores 0,000 0,000 0,000 0,046
P-valores (Total) 0,000 0,000 0,000 0,173

Os dados correspondem a média e ao desvio padrdo (DP). CN=controle negativo; CP=controle positivo;
OP=tratamento com d&leo de pequi; ET=tratamento com extrato etandlico; HE=tratamento com extrato
hidroetandlico; AQ=tratamento com extrato aquoso; DX=tratamento associado a doxorrubicina; F=fémeas;
M=machos. ANOVA (em azul) foi usada para gerar os p-valores de neutréfilos+monacitos (fémeas, machos e
grupo total), enquanto o teste de Kruskall-Wallis (em preto) foi usado para gerar os demais p-valores. As letras
minGsculas indicam diferengas significativas nas comparagdes 2-a-2 detectadas pelo teste de Bonferroni ou
Mann-Whitney, sendo a=significativo comparado ao grupo CN; b=significativo comparado ao grupo CP;
c=significativo comparad oao grupo OP; d= significativo comparado ao grupo OP-DX; e=significativo
comparado ao grupo ET; f=significativo comparado ao grupo ET-DX; g=significativo comparado ao grupo HE;
h=significativo comparado ao grupo HE-DX; i=significativo comparado ao grupo AQ. Os asteriscos indicam
diferengas significativas (*p<0,05) ou altamente significativas (**p<0,01). O simbolo # indica diferencas
significativas entre machos e fémeas para 0s mesmos tratamentos.

4.3.3.3. Plaguetograma

A avaliacdo do plaquetograma nas fémeas tratadas com o 6leo de pequi indicou uma
reducdo nas plaquetas, quando comparadas ao controle negativo. Em relacdo a analise do
volume plaquetario médio (VPM), as fémeas que receberam o tratamento com o extrato
hidroetandlico associado a DX apresentaram uma diminui¢do quando comparadas ao controle
negativo. O grupo AQ(F)DX também demonstrou niveis reduzidos de VPM em relagdo ao
CN(F) e ao CP(F). Nos grupos AQ(M) e AQ(M)DX houve uma reducgéo dos valores de VPM

comparados ao CN(M). O grupo ET(M) apresentou uma elevacdo no mesmo parametro em
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relacdo ao grupo CN(M). O tratamento com o extrato etandlico concomitante com DX
reduziu os niveis de VPM nos machos, quando comparado ao grupo tratado apenas com o
extrato. O grupo ET(F) apresentou uma diminuicdo da amplitude da distribuicdo de plaguetas
(PDW) em relacdo aos grupos CP(F); no entanto a associacdo do extrato etandlico a DX

elevou o PDW em comparagédo ao tratamento somente com o extrato (Tabela 12).

Tabela 12 - Resultados do plaquetograma de camundongos Swiss ap0s o tratamento com 6leo ou extratos de
pequi (30 pL/animal/dia) administrados oralmente durante 10 dias consecutivos. Os controles negativos
receberam 4gua filtrada administrada da mesma forma e os controles positivos 40 mg/kg doxorrubicina (DX)
intraperitoneal 48 horas antes da eutanasia.

Grupo Tratamento Plaquetas VPM P-LCR PDW
(x 10°/uL) (f) (%) (fl)
1 CN(F) 1432,83 + 96,66 6,80 + 0,23 10,43 + 1,29 6,97 + 0,45
2 CP(F) 1362,00 + 173,27 6,68 + 0,33 9,43 + 2,46 6,87 +0,20
3 OP(F) 985,80 + 226,99 6,66 + 0,61 10,84 + 4,95 6,74 + 0,23
4 OP(F)DX 1239,20 + 138,38 6,64 + 0,28 9,00 + 2,07 6,86 + 0,24
5 ET(F) 1124,20 + 206,80 6,60 + 0,20 9,90 + 2,15 6,57 +0,12"
6 ET(F)DX 1341,80 + 105,61 6,68 + 0,27 8,38 2,30 6,96 +0,19"
7 HE(F) 1463,60 + 116,71°° 6,50 + 0,17 8,27 +2,11 6,67 + 0,15
8 HE(F)DX 1227,80 + 296,21 6,48 + 0,08%* 7,88 +2,00 6,78 + 0,26
9 AQ(F) 1076,60 + 259,29 6,37 + 0,55 4,97 +3,27 6,47 + 0,38
10  AQ(F)DX 1215,00 + 253,56 6,24 + 0,227 1# 5,90 + 1,30 6,88 + 0,38
P-valores 0,004 0,246 0,040 0,415
11 CN(M) 1522,20 + 175,87 6,52 + 0,22 8,04 +231 6,76 + 0,15
12 CP(M) 1346,60 + 186,45 6,46 + 0,36 8,90 + 2,81 6,66 + 0,19
13 OP(M) 1118,40 + 500,85 6,48+ 0,19 9,50 + 0,98 6,63+ 0,22
14 OP(M)DX 1391,80 + 116,71 6,70 + 0,25 9,15+ 1,75 6,95 + 0,35
15 ET(M) 1522,60 + 326,41 6,88 + 0,28™° 12,40 + 3,12 6,60 + 0,10
16 ET(M)DX 1275,40 + 189,72 6,46 + 0,09 8,18 +0,91 6,52 + 0,31
17 HE(M) 1469,80 + 98,99 6,28 +0,22™ 6,65+ 1,65 ¢ 6,50 + 0,08
18 HE(M)DX 1401,40 + 207,47 6,38 + 0,21 7,80 +1,25 6,65 + 0,26
19 AQ(M) 1714,40 + 196,38 6,14 + 0,23"2¢™"¢ 6,74+2207° 6,24 + 0,24
20 AQ(M)DX 1284,60 + 101,33 6,16 + 0,1372¢f 6,90 + 1,07 6,50 + 0,27
P-valores 0,030 0,003 0,003 0,011
P-valores (Total) 0,000 0,004 0,002 0,016

Os dados correspondem a média e ao desvio padrdo (DP). CN=controle negativo; CP=controle positivo;
OP=tratamento com Oleo de pequi; ET=tratamento com extrato etanélico; HE=tratamento com extrato
hidroetandlico; AQ=tratamento com extrato aquoso; DX=tratamento associado a doxorrubicina; F=fémeas;
M=machos; VPM= volume plaquetario médio; P-LCR= porcentagem de plaquetas gigantes (do inglés, platelet
large cell ratio); PDW= amplitude da distribuicdo das plaquetas (do inglés, platelet distribuition width).
ANOVA (em azul) foi usada para gerar os p-valores de plaquetas e P-LCR de fémeas, de plaquetas, P-LCR e
PDW de machos, e de plaquetas e P-LCR do grupo total, enquanto o teste de Kruskall-Wallis (em preto) foi
usado para gerar os demais p-valores. As letras mindsculas indicam diferengas significativas nas comparagdes 2-
a-2 detectadas pelo teste de Bonferroni ou Mann-Whitney, sendo a=significativo comparado ao grupo CN;
b=significativo comparado ao grupo CP; c=significativo comparad oao grupo OP; d= significativo comparado ao
grupo OP-DX; e=significativo comparado ao grupo ET; f=significativo comparado ao grupo ET-DX;
g=significativo comparado ao grupo HE; h=significativo comparado ao grupo HE-DX; i=significativo
comparado ao grupo AQ. Os asteriscos indicam diferencas significativas (*p<0,05) ou altamente significativas
(**p<0,01). O simbolo # indica diferencas significativas entre machos e fémeas para 0s mesmos tratamentos.
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4.3.4. Teste do Micronucleo e indice de proliferacao celular (%EPC)

As frequéncias de micronucleos nos eritrocitos normocromaticos (MN-ENC) e
policrométicos (MN-EPC) encontrados nos camundongos fémeas e machos estdo na tabela
13.

Tabela 13 — Resultados do teste do micronicleo em camundongos Swiss apés o tratamento com 6leo ou extratos
de pequi (30 pL/animal/dia) administrados oralmente durante 10 dias consecutivos. Os controles negativos
receberam 4gua filtrada administrada da mesma forma e os controles positivos 40 mg/kg doxorrubicina (DX)
intraperitoneal 48 horas antes da eutanasia.

Grupo Tratamento MN-ENC MN-EPC
1 CN(F) 0,17 +0,41° 0,83+1,17
2 CP(F) 3,80+1,642 18,40 + 8,337
3 OP(F) 0,20 + 0,45 °# 0,40 + 0,55"P#
4 OP(F)DX 1,80 + 1,79" 9,60 + 4,982
5 Et(F) 1,40 + 1,67" 1,00 £ 0,717"#
6 Et(F)DX 1,20 + 0,84720# 14,60 + 9,97 "*
7 Het(F) 0,600,557 0,40 + 0,55 °#
8 Het(F)DX 2,80 +0,84 29" 11,80 + 8,76 9%
9 AQ(F) 0,00 £ 0,007 0,20 £ 0,457°%
10 AQ(F)DX 1,80 +1,92°* 18,60 + 8,56
P-valores 0,001 0,000
11 CN(M) 1,60 2,30 1,20 + 1,64
12 CP(M) 1,80 + 1,30 15,00 £ 8,57
13 OP(M) 0,60 + 0,89 0,40 + 0,89
14 OP(M)DX 0,60 + 0,55 10,60 + 7,99"7°¢
15 Et(M) 1,60 + 0,89 2,20 2,28
16 Et(M)DX 1,80 + 1,10 17,00 + 6,2172¢
17 Het(M) 0,20 + 0,45™¢ 0,20+ 0,457
18 Het(M)DX 9,40 + 7,090 28,20 + 14,5729
19 AQ(M) 0,20 +0,45™¢ 0,40+0557°
20 AQ(M)DX 2,40 +1,95™ 16,60 + 3,58
P-valores 0,003 0,000
P-valores (Total) 0,000 0,000

Os dados correspondem a média e ao desvio padrdo (DP). CN= controle negativo; CP=controle positivo; OP =
tratamento com Oleo de pequi; ET = tratamento com extrato etanodlico; HE = tratamento com extrato
hidroetandlico; AQ=tratamento com extrato aquoso; F=fémeas; M=machos. O teste de Kruskall-Wallis foi usado
para gerar os p-valores. As letras mintsculas indicam diferengas significativas nas comparacGes 2-a-2 detectadas
Mann-Whitney, sendo a=significativo comparado ao grupo CN; b=significativo comparado ao grupo CP;
c=significativo comparado ao grupo OP; d=significativo comparado ao grupo OP-DX; e=significativo
comparado ao grupo ET; f=significativo comparado ao grupo ET-DX; g=significativo comparado ao grupo HE;
h=significativo comparado ao grupo HE-DX; i=significativo comparado ao grupo AQ. Os asteriscos indicam
diferengas significativas (*p<0,05) ou altamente significativas (**p<0,01). O simbolo # indica diferencas
significativas entre machos e fémeas para 0s mesmos tratamentos.

A comparacdo da frequéncia de microndcleos nos MN-ENC entre 0s sexos
demonstrou uma frequéncia menor de MN no CN(F) em relagdo ao CN(M); no entanto, na
comparacédo entre os controles positivos, ndo houve diferencas estatisticamente significativas.

A frequéncia de MN-EPC, comparadas entre 0s sexos, apresentou-se reduzida nas fémeas;
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porém, comparando-se 0s controles positivos, ocorreu o inverso, havendo um aumento da
frequéncia de MN no CP(F) em relacdo ao CP(M).

Em relacdo a frequéncia de MN-ENC, as fémeas apresentaram maior frequéncia no
controle positivo em relacdo ao controle negativo; contudo, nos machos, ndo houve diferencas
significativas entre os controles. Os grupos tratados com o 6leo (OP), o extrato hidroetandlico
(HE) e o extrato aquoso (AQ), nas fémeas, apresentaram frequéncias de MN-ENC reduzidas
em relacdo ao CP(F). Nos machos, 0 mesmo ocorreu com os grupos HE(M) e AQ(M) em
relacdo ao CP(M). O tratamento com os extratos HE e AQ associado a DX promoveu o
aumento da frequéncia, quando comparado ao CN(F) e aos tratados apenas com esses
extratos, nas fémeas. Comparando-se o tratamento com o extrato ET concomitante com a DX
com o CN(F), associacdo promoveu o aumento da frequéncia MN-ENC; porém houve a
diminuicdo quando comparada ao CP(F). O grupo HE(M)DX apresentou frequéncias mais
elevadas em relacdo aos controles e ao tratamento apenas com o extrato HE. A frequéncia de
MN-ENC no grupo AQ(M)DX foi significativamente maior quando comparada ao grupo
AQ(M).

Avaliando-se a frequéncia de MN-EPC, a comparacdo entre os controles negativo e
positivo, em ambos o0s sexos, demonstrou diferencas estatisticamente significantes, apontando
um aumento na frequéncia de MN no grupo controle positivo. Para os demais tratamentos, 0S
grupos tratados apenas com o OP ou os extratos apresentou frequéncias reduzidas de MN-
EPC em relacdo ao controle positivo. Os tratamentos associados a DX promoveram o
aumento da frequéncia em relagdo ao controle negativo e aos tratamentos apenas com o OP ou
com os extratos correspondentes, tanto em fémeas quanto em machos.

A porcentagem de eritrécitos policromaticos (%EPC) ou indice de proliferacdo celular
foi utilizada como marcador de citotoxicidade na medula 6ssea de camundongos (HOLDEN
et al, 1997). O grafico com os dados correspondentes a avaliacdo desse parametro esta

representado na figura 15.
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Figura 15: Porcentagem de eritrdcitos policromaticos (%EPC) de camundongos Swiss ap6s o tratamento com
6leo ou extratos de pequi (30 mg/animal/dia) administrados oralmente durante 10 dias consecutivos. Os
controles negativos receberam agua filtrada administrada da mesma forma e os controles positivos 40 mg/kg
doxorrubicina (DX) intraperitoneal, 48 horas antes da eutanéasia A) fémeas e B) machos.Os dados correspondem
a média e ao desvio padrdo (DP). C=controles (dgua ou &gua+DX); OP=tratamento com o0leo de pequi;
ET=tratamento com extrato etan6lico; HE=tratamento com extrato hidroetanélico; AQ=tratamento com extrato
aquoso; DX=doxorrubicina. ANOVA foi usada para gerar o p-valor de %EPC de machos, enquanto o teste de
Kruskall-Wallis foi usado para gerar os demais p-valores. As letras minudsculas indicam diferencas significativas
nas comparagdes 2-a-2 detectadas pelo teste Bonferroni (%EPC de machos) ou de Mann-Whitney (demais
variaveis), sendo a=significativo comparado ao grupo controle negativo (agua); b=significativo comparado ao
grupo controle positivo (agua+DX); c=significativo comparado ao grupo OP; d=significativo comparado ao
grupo OP-DX; e=significativo comparado ao grupo ET; f=significativo comparado ao grupo ET-DX;
g=significativo comparado ao grupo HE; h=significativo comparado ao grupo HE-DX; i= significativo
comparado ao grupo AQ. Os asteriscos indicam diferencas significativas (*p<0,05) ou altamente significativas
(**p<0,01). O simbolo # indica diferencas significativas entre machos e fémeas para os mesmos tratamentos.
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Comparando-se a %EPC entre os sexos, 0 CN(F) apresentou valores mais elevados
que o CN(M); porém o inverso ocorreu em relacdo aos controles positivos, a %EPC no CP(F)
foi inferior ao CP(M). Em ambos os sexos houve um decréscimo significativo da %EPC nos
controles positivos em relacdo aos controles negativos. Para todos os tratamentos, tanto em
fémeas quanto em machos, ocorreu um aumento na %EPC dos grupos tratados em relacdo ao
controle positivo. Os tratamentos com o OP ou com o0s extratos associados a DX promoveu
reducdo significativa da %EPC, quando comparados ao controle negativo e aos grupos

tratados apenas com o OP ou com 0s extratos.
4.3.5. Teste do Cometa
Os resultados obtidos no do teste do cometa se encontram na figura 16. Os dados estao

representados como médias e desvios padrdo da porcentagem de dano total (% dano total),

calculado a partir do indice dano (ID).
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Figura 16: Resultados do Teste do Cometa de camundongos Swiss ap0s o tratamento com 6leo ou extratos de
pequi (30 pL/animal/dia) administrados oralmente durante 10 dias consecutivos. Os controles negativos
receberam 4gua filtrada administrada da mesma forma e os controles positivos 40 mg/kg doxorrubicina (DX)
intraperitoneal, 48 horas antes da eutanasia A) fémeas e B) machos. Os dados correspondem a média e ao desvio
padrdo (DP). C=controles (dgua ou agua+DX); OP=tratamento com éleo de pequi; ET=tratamento com extrato
etanolico; HE=tratamento com extrato hidroetandlico; AQ=tratamento com extrato aquoso; DX=doxorrubicina.
ANOVA foi usada para gerar os p-valores de machos, enquanto o teste de Kruskall-Wallis foi usado para gerar
os p-valores de fémeas. As letras mindsculas indicam diferencas significativas nas comparacfes 2-a-2 detectadas
pelo teste de Bonferroni (% de danos totais de machos) ou de Mann-Whitney (% de danos totais de fémeas),
sendo sendo a=significativo comparado ao grupo controle negativo (adgua); b=significativo comparado ao grupo
controle positivo (dgua+DX); c=significativo comparado ao grupo OP; d=significativo comparado ao grupo OP-
DX; e=significativo comparado ao grupo ET. Os asteriscos indicam diferencas significativas (*p<0,05) ou
altamente significativas (**p<0,01). O simbolo # indica diferencas significativas entre machos e fémeas para o0s
mesmos tratamentos.
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Nas fémeas, houve um aumento significado na % dano total nos grupos ET(F) e
AQ(F)DX, quando comparados ao CN(F). O grupo ET(F) também apresentou % dano total
mais elevada em relacdo ao grupo ET(F)DX. Os machos ndo apresentaram diferencas

estatisticamente significantes entres os grupos.
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5. DISCUSSAO
5.1. Caracteristica fitoquimicas do 06leo e dos extratos da polpa do pequi

O fruto do pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) é alvo extenso de pesquisas
relacionadas as suas propriedades antioxidantes, dentre outras caracteristicas nutricionais e
etnofarmacoldgicas (PAULA-JU et al., 2006; MIRANDA-VILELA et al., 2009a). A radiacédo
solar, bastante intensa no bioma cerrado, e a composic¢éo basicamente lipidica da polpa e da
améndoa do pequi favorecem a sintese de metabolitos secundarios na planta relacionadas a
protecdo contra os processos oxidativos e a peroxidacdo lipidica (VERA et al., 2005; LIMA et
al., 2007).

Os carotenoides e 0os compostos fenolicos sdo metabdlitos secundarios encontrados na
polpa do pequi que conferem ao fruto um elevado potencial antioxidante (ROESLER et al.,
2007). No presente estudo, os carotenoides totais foram encontrados apenas no 6leo e no
extrato etanolico da polpa do pequi. O teor de carotenoides no extrato etandlico foi bastante
superior ao do éleo, sugerindo a influéncia do método de extracdo e a polaridade do solvente
utilizado, visto que nos extratos hidroetandlico e aquoso o composto ndao foi encontrado,
como discutido a seguir.

As caracteristicas quimicas e estruturais dos carotenoides os tornam insolUveis em
agua, sendo extraidos de forma satisfatoria com etanol. Apesar dos carotenoides zeaxantina e
luteina, que apresentam caracteristicas hidrofobicas, serem encontrados na polpa do pequi
(AZEVEDO-MELEIRO E RODRIGUEZ-AMAYA, 2004; LIMA et al. 2007), o método
utilizado no estudo para determinar o teor de carotenoides totais ndo detectou a presenca de
carotenoides nos extratos hidroetanolico e aquoso.

De acordo com Lima et al. (2007) o teor de carotenoides totais na polpa de pequi foi
7,25 mg.100g™, enquanto Cardoso et al. (2013) determinou que a concentracdo foi de 8,11
mg.100g™*, ndo havendo uma variacdo acentuada entre as concentracdes estabelecidas pelos
autores. No entanto, segundo Ribeiro (2011), a concentragéo de carotenoides pode variar de
acordo com o local de coleta do pequi e os valores encontrados pelo autor variaram de 3,7 a
20 mg.100g™, dependendo da proveniéncia do fruto. Convertendo-se para a mesma unidade
utilizada pelos autores citados acima, a concentracdo de carotenoides no 6leo foi de 27
mg.100g™ e no extrato etandlico, de 172,17 mg.100g™, valores superiores aos encontrados na
literatura, principalmente no extrato etanolico. A discrepéancia entre os valores de carotenoides

totais encontrados em outros trabalhos e no presente estudo pode ser devido a forma de
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extracdo e preparagdo das amostras para a analise, as caracteristicas geogréficas (clima e solo)
do local de coleta que podem influenciar o contetido de carotenoides nos frutos do pequizeiro
(RIBEIRO, 2011) e também decorrente de diferencas no estagio de maturacdo dos frutos no
momento da colheita (OLIVEIRA et al., 2006). Nos trabalhos anteriormente expostos, a
determinacéo do teor de carotenoides foi realizada na polpa do pequi como um todo, enquanto
no estudo em questdo as amostras foram concentradas, elevando-se o teor dos constituintes
soluveis nos solventes utilizados.

De acordo com Ribeiro et al. (2010), a extracdo etandlica de carotenoides totais da
polpa do buriti (Mauritia flexuosa L.), fruto rico em carotenoides, foi bastante satisfatoria, e
demostra a eficiéncia do método empregado para a extracdo destes compostos. No estudo de
Ribeiro et al. (2010), o rendimento da extracdo de carotenoides com etanol foi 40% maior que
a extracdo com o solvente organico tipicamente utilizado na inddstria para a obtencdo de
6leos vegetais, 0 n-hexano. Em relacdo ao 6leo da polpa de pequi obtido por extracdo
mecanica, Ribeiro et al. (2012) verificaram que o processo € 0 menos vantajoso para a
obtencdo do dleo, pois o método apresenta a reducdo mais acentuada nos niveis de
carotenoides totais ao longo do tempo, provavelmente devido a maior taxa de degradacao do
6leo durante a extragao e nossos resultados corroboram esta afirmacéo.

O teor de compostos fendlicos totais encontrados na polpa do pequi, de acordo com
Lima et al. (2007), foi de 209 mg.100g™; no entanto, os valores podem variar de 177 a 334
mg.100g™ conforme a regido de coleta do fruto (RIBEIRO, 2011). No presente estudo, 0s
compostos fendlicos foram detectados no extrato etandlico, hidroetanolico e aquoso. A maior
concentracdo foi encontrada no extrato aquoso (7590 mg.100g™), seguido pelo extrato
hidroetanélico (7090 mg.100g™). No extrato etandlico, a concentracéo foi menor em relacéo
aos outros extratos (2006 mg.100g-1). A maior concentracdo de compostos fendlicos totais
nos extratos estudados se deve ao mesmo motivo anteriormente esclarecido para o aumento
no teor de carotenoides totais: 0s extratos brutos, como o0s obtidos no estudo, séo preparagcdes
concentradas e, portanto, contém quantidades mais elevadas de substancias com polaridade
semelhante a do solvente utilizado para a preparacéo da solucdo extrativa.

A variedade estrutural dos compostos fendlicos e a grande possibilidade de
substituicdes na molécula ampliam o espectro de solubilidade desses compostos, tornando-os
solGveis em meio aquoso ou lipidico (CERQUEIRA, 2007). Os compostos conjugados sob a
forma de ésteres e amidas sdo sollveis em agua, enquanto os acidos fenolicos sdo extraidos de

forma eficaz em solugdes aquosas-organicas (MIRA et al., 2008).
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O ensaio do DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazil) é amplamente aplicado para estimar a
atividade antioxidante de diversas substancias, sobretudo as de origem vegetal (MOON E
SHIBAMOTO, 2009). O valor de ECs ou “concentragédo eficiente” define a concentra¢do do
substrato que induz a 50% de inibicdo da atividade do radical livre DPPH. Portanto, quanto
menor o valor de ECsp, maior o potencial antioxidante apresentado pela substancia no ensaio
de DPPH (MOLYNEUX, 2003). O oleo e os extratos da polpa do pequi apresentaram
atividade antioxidante quando submetidos ao ensaio do DPPH, porém com eficiéncia inferior
ao antioxidante BHT (ECso de 6 pug.mL™) e a vitamina C (ECso de 12 pg.mL™) . O valor de
ECso para os extratos ndo variou consideravelmente, sendo o extrato hidroetan6lico o mais
potente (7,53 mg.mL™), sequido do extrato etanélico (8 mg.mL™) e do extrato aquoso (8,57
mg.mL™). O potencial antioxidante do 6leo da polpa do pequi foi o mais reduzido entre as
amostras estudadas, com ECsx de 26,26 mg.mL'l.

Comparando-se a ECsy obtida com o 6leo e os extratos da polpa do pequi com outros
estudos, os valores encontrados foram consideravelmente superiores no 6leo, indicando um
potencial antioxidante reduzido. Porém, entre os autores, a capacidade dos extratos da polpa
do pequi de sequestrar radicais livres é bastante variada. Os valores de ECsy dos extratos
etandlico, aquoso e etéreo obtidos por Ribeiro (2011) foram, respectivamente, 196 pg.mL™,
193 ug.mL™ e 196 ug.mL™. De acordo com Lima (2008) o valor de ECs, do extrato aquoso
foi de 260,37 pug.mL™, enquanto dos extratos etandlico e etéreo foram mais elevados: 820,7
ng.mL™? e 4.580 pug.mL™, respectivamente. Para Roesler et al. (2007) os valores ECso dos
extratos etanélico e aquoso da polpa associada a semente do pequi foram 298,75 ug.mL™ e
534,43 pg.mL™, respectivamente.

Apesar da variacgdo dos valores de ECsy previamente obtidos para os extratos da polpa
do pequi, o potencial antioxidante do Oleo e dos extratos avaliados foi inferior aos
encontrados por outros autores. A diferenca pode ser atribuida ao método de extracdo e a
procedéncia do fruto utilizado no preparo das amostras. De acordo com Ribeiro (2011), os
frutos provenientes de diversas regides apresentam divergéncias nos parametros fisicos e
quimicos, inclusive nos valores de ECso; porém, a diferenca entre o potencial antioxidante das
amostras avaliadas no presente estudo comparadas aos estudos prévios, com a polpa do pequi
estd alem do esperado para a variacao inter-regional.

A avaliagdo do potencial antioxidante de extratos vegetais in vitro deve ser realizada
com Varios testes antioxidantes em paralelo, pois os diferentes métodos podem induzir a
resultados distintos dependendo da afinidade do método pelos compostos analisados. O ensaio

do DPPH é amplamente utilizado para a avaliacdo da capacidade antioxidante de extratos
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vegetais; contudo, em estudo conduzido por Muller et al. (2011), os carotenoides isolados néo
demostraram potencial redutor em relacdo ao radical livre DPPH. Os carotenoides sdo
amplamente identificados na polpa do pequi e sdo responsaveis, em grande parte, pela
atividade antioxidante do fruto (AZEVEDO-MELEIRO E RODRIGUEZ-AMAYA, 2004,
LIMA et al. 2007). Considerando-se os resultados obtidos no ensaio do DPPH e a ineficiéncia
dos carotenoides em reduzi-los, o potencial antioxidante do 6leo e do extrato etandlico da
polpa de pequi podem ter sido subestimados, haja vista o teor de carotenoides nessas
amostras. Para tanto, os métodos FRAP (poder antioxidante de reducdo do ferro), aTEAC
(capacidade antioxidante equivalente ao o-tocoferol), TRAP (pardmetro antioxidante) e
ORAC (capacidade de absorbancia do radical oxigénio) seriam os mais indicados para a

avaliagdo de extratos que contém carotenoides (MULLER et al., 2011).

5.2. Ensaios bioldgicos

O ensaio TBARS é um método amplamente difundido para avaliacdo indireta da
capacidade antioxidante de extratos vegetais in vivo (BARATTA et al. 1998; KONTA et al,
2013). Neste estudo, os camundongos foram tratados com o éleo ou com os extratos da polpa
do pequi para avaliar o potencial pro-oxidante do tratamento por meio da formacdo de
malonaldeido (MDA), produto da peroxidacdo lipidica induzida pelo estresse oxidativo.
Adicionalmente, camundongos foram tratados com o Oleo ou com o0s extratos
concomitantemente com o quimioterdpico doxorrubicina (DX) para avaliar a capacidade
protetora do tratamento em relag&o aos danos oxidativos promovidos pela DX.

A DX é uma antraciclina e, como o0s outros membros dessa classe, capaz de induzir o
estresse oxidativo. Embora os principais efeitos anti-cancerigenos das antraciclinas decorram
da inibicdo da topoisomerase Il e da sua habilidade de modificar as helicases para dissociar 0
DNA duplex em DNA de cadeia simples, impedindo assim a replicagdo do DNA (DANESI et
al., 2002), o dano oxidativo aos lipidios da membrana e a outros componentes celulares é o
principal fator responsavel pela toxicidade da DX (FADILLIOGLU et al, 2004). Na estrutura
guimica da DX ha um grupamento quinona localizado no anel de tetraciclina que participa
dos processos de oxirredugdo. A redugdo de um elétron nesse grupamento pela NADPH
oxidorredutase gera o radical livre semiquinona. Portanto, a DX pode reagir com as
flavoproteinas redutases, como a citocromo P450 redutase e a NADPH quinino-
oxidorredutase, para gerar radicais superoxido na presenca de oxigénio molecular. Além

disso, a DX pode induzir a producéo de espécies reativas de oxigénio por meio da quelacéo do
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ferro intracelular. A reagéo de Fenton promovida pela associagéo pode gerar radicais hidroxila
altamente reativos (FADILLIOGLU et al., 2004; TRACHOOTHAM et al., 2009).

A suplementacdo com carotenoides e compostos fenolicos, além de outros compostos
antioxidantes, tem-se mostrado eficaz na reducéo da peroxidacéo lipidica, danos oxidativos ao
DNA e cardiotoxicidade induzida pela DX (CONKLIN, 2004; ANJOS FERREIRA et al.,
2007; FERREIRA et al., 2007; KAISEROVA et al., 2007). No entanto, no presente estudo
ndo foi possivel demonstrar tal potencial nos tratamentos com o 6leo e os extratos da polpa do
pequi por meio da inibicdo da peroxidacdo lipidica acessado pelo ensaio do TBARS, devido
ao elevado grau de hemodlise nas amostras de plasma dos camundongos. A reacgdo
colorimétrica entre 0 MDA e o acido tiobarbitirico (ATB) no teste do TBARS produz um
pigmento rosa com absorbancia nos comprimentos de onda de 530 a 540 nm (ESTERBAUER
E CHEESEMAN, 1990). Portanto, outras substancias que absorvem a luz no mesmo
comprimento de onda do complexo MDA-ATB podem interferir nos resultados. A hemdlise
libera substancias no plasma, como a hemoglobina que interfere diretamente na absorbancia
do MDA-ATB e, consequentemente, nos resultados da concentracdo de MDA,
superestimando o grau de peroxidacéo lipidica (PYLES et al., 1993; DANE et al., 2008).

Os xenobidticos podem induzir lesGes oxidativas nos eritrocitos através da
potencializagdo das reacdes de oxirreducdo intrinsecas da célula e suprimindo os mecanismos
antioxidantes enzimaticos. Os principais antioxidantes enddgenos encontrados nos eritrocitos
para prevenir os danos promovidos pelas espécies reativas de oxigénio sdo: glutationa (GSH),
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (KURATA et al.,
1993). A interagdo entre o xenobidtico e a hemoglobina induz a formacdo de radicais livres
que desnaturam proteinas e oxidam lipidios da membrana eritrocitaria (BLOOM E BRANDT,
2008).

Analisando-se o eritrograma dos camundongos tratados com o 6leo ou os extratos da
polpa do pequi vé-se que ndo houve alteracdes consideraveis nos parametros que indicassem o
potencial hematotoxico dos tratamentos, exceto pelos valores de eritrocitos, hemoglobina
(HGB) e hemoglobina corpuscular média (HCM) nos machos tratados com o extrato aquoso,
que foram inferiores aos valores do grupo controle negativo, sendo os valores de HGB
também inferiores aos valores de referéncia reportados na literatutra para camundongos
(VIANA, 2007). O decréscimo desses parametros hematologicos observado no tratamento
com o extrato aquoso pode ser atribuido as saponinas hemoliticas presentes no extrato
(PRICE et al, 1987; AHN et al., 2007; MIRANDA-VILELA et al. 2009a). Nas fémeas, 0

tratamento apenas com o 0leo induziu ao aumento do volume corpuscular médio (VCM) e da
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hemoglobina corpuscular média (HCM), enquanto diminuiu a amplitude de distribuicdo dos
eritrécitos (RDW). O tratamento com o extrato aquoso nas fémeas também apresentou uma
diminuicdo do RDW. De acordo com Monteiro (2010), os valores mais baixos de RDW
representam uma populacdo mais homogénea de hemacia, indicando normalidade. Nos
machos os valores da hemoglobina corpuscular média (HCM) camundongos tratados com o
6leo ou os extratos foram reduzidos em relagdo ao controle negativo, assim como a
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) dos tratados com o 6leo e com 0
extrato hidroetandlico; no entanto, os valores encontrados estdo na faixa de referéncia ou
normalidade para camundongos Swiss machos (CASTELLO BRANCO et al., 2011). O
volume corpuscular médio (VCM) dos camundongos tratados com 6leo foi inferior em
relacdo ao controle negativo, porém o0s outros parametros ndo corroboram a ocorréncia de
eventos hemoliticos. Em geral, os valores de VCM de fémeas e machos no estudo se
encontram abaixo da media para a linhagem de camundongos Swiss (CASTELLO BRANCO
etal., 2011).

A producdo de radicais livres e o estresse oxidativo esta intimamente envolvido no
mecanismo de acdo e nos efeitos deletérios da DX (GRANADOS-PRINCIPAL et al., 2010).
Devido a hematotoxicidade promovida pelos radicais livres, o estresse oxidativo pode induzir
ao declinio dos parametros do eritrograma (eritrocitos, hemoglobina (HGB), hematdcrito
(HCT), volume corpuscular médio (VCM) e hemoglobina corpuscular média (HCM), o qual
pode ser correlacionado com a diminuicdo dos eritrocitos decorrentes da hemdlise
(SANTHOSH et al., 2013).

O tratamento com o 6leo e os extratos da polpa do pequi e a DX ndo demonstraram
uma reducdo da hematotoxidade causada pela DX. Contudo, apesar das amostras da polpa do
pequi possuirem substancias antioxidantes na composicdo e apresentarem capacidade
antioxidante in vitro, o 6leo e os extratos associados a DX induziram a reducdo nos niveis de
eritrocitos, HGB, HCM e VCM,; sobretudo os extratos etandlico e hidroetandlico. A presenga
de metais de transi¢cdo, como o ferro (Fe), o cobre (Cu) e o zinco (Zn) em concentragdes
elevadas e a alta dose de DX podem ter influenciado a inducdo de hematoxicidade (SMITH et
al., 2007). A concentracdo de Fe no 6leo da polpa de pequi foi aproximadamente dez vezes
mais elevada que o descrito para a polpa in natura e a concentracdo de Cu no extrato
hidroetandlico, em torno de cinco vezes maior (MARIANO-DA-SILVA, 2009). O complexo
DX-Fe pode se ligar a membrana dos eritrocitos, promover a decomposic¢ao de &cidos graxos

poli-insaturados e, consequentemente, a hemolise (MYERS et al., 1982).
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A terapia antioxidante estd associada a capacidade de potencializar o sistema
imunologico. Os compostos e nutrientes antioxidantes atuam como imunomoduladores
através da reducdo da peroxidacao lipidica e da producdo de prostaglandina E, nas células
imunolodgicas. Os peroxidos derivados da oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados podem
danificar as membranas celulares das células do sistema imunoldgico, induzindo a
imunossupressdo. Além disso, a sintese da prostaglandina E,, envolvida nos eventos
inflamatdrios e oxidativos, é precedida pela peroxidacao do acido araquidonico (CORWIN E
SHLOSS, 1980; JENG et al., 1996; HAYEK et al., 1999).

O tratamento com o Oleo e os extratos da polpa do pequi ndo induziu a
imunotoxicidade através da reducdo dos parametros imunolégicos. Houve um aumento dos
leucdcitos totais nos camundongos tratados com o extrato etandlico e nos linfocitos dos
camundongos machos tratados com os extratos etandlico, hidroetandlico e aquoso. Porém os
mesmos extratos também induziram a reducdo dos neutrdfilos, que aparecem aumentados
durante os processos inflamatorios e infecciosos (KAMINSKI et al., 2008) e todos os valores
encontrados estavam na faixa de referéncia para camundongos (VIERA, 2007; CASTELLO
BRANCO et al., 2011). Esses dados corroboram estudos prévios com atletas que indicam o
potencial anti-inflamatério do 6leo de pequi (MIRANDA-VILELA et al., 2009b).

A leucopenia induzida pela administragdo de DX né&o foi inibida pela associacdo com
0 Oleo e os extratos de polpa de pequi. A toxicidade promovida pelos agentes antineoplasicos
nas células sanguineas € uma das principais e mais perigosas reacGes adversas desses
compostos, sobretudo a neutropenia, pois pode aumentar a susceptibilidade do organismo a
infeccbes (SHENG et al.,, 2000). No estudo em questdo, ndo houve a ocorréncia de
neutropenia nos camundongos tratados com a associacdo; contrariamente, ocorreu um
aumento da porcentagem de neutréfilos em relacdo ao controle negativo e ao tratamento
apenas as com amostras da polpa de pequi.

O tratamento com a DX esta relacionado a uma intensa mielossupressao (reducao da
producéo de células hematopoiéticas pela medula dssea) (BALLY et al. 1990; SHENG et al.,
2000) . A reducédo da contagem de células brancas no sangue periférico promovido pela DX
pode ser atribuida a supressdo da hematopoese na medula 6ssea e/ou a destrui¢do celular pela
peroxidacdo dos lipideos de membrana induzida pela DX no organismo (GUTTERID, 1984;
OCTAVIA et al., 2012). No presente estudo, a mielotoxicidade ou citotoxicidade na medula
Ossea foi avaliada por meio da porcentagem de eritrocitos policromaticos (%EPC). O
tratamento com o 6leo ou com os extratos de pequi, contudo, ndo promoveu a prote¢do contra

a supressao medular causada pelo quimioterapico.
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O teste do cometa e o ensaio do micronucleo foram utilizados para avaliar o potencial
genotdxico e mutagénico do 6leo e dos extratos da polpa de pequi (SCHMID, 1975; SINGH
et al., 1988). Os tratamentos apenas com o 6leo e com os extratos hidroetandlico e aquoso ndo
apresentaram efeitos genotdxicos ou mutagénicos. No entanto, analisando-se os resultados do
teste do cometa, o tratamento com o extrato etandlico nas fémeas promoveu aumento no
indice de danos ao DNA (%ID). Apesar do efeito genotoxico, o extrato ndo demonstrou efeito
mutagénico, avaliado através do teste do micronucleo. O teste do cometa detecta lesdes
causadas por fragmentacdo e/ou modificagdes no DNA, como os sitios abasicos; porém, os
danos no DNA detectados pelo teste do cometa podem ser reparados corretamente sem
resultar em alteracbes genéticas permanentes (BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005).
Resultados semelhantes foram encontrados por Almeida et al. (2013) no tratamento com o
extrato etanodlico da polpa do pequid (Caryocar villosum), no qual o extrato induziu a
genotoxicidade no figado, no coracdo e nos rins, avaliado pelo teste do cometa, porém néo
demonstrou efeitos mutagénicos através do teste do microndcleo nos eritrocitos da medula
0ssea.

A associacdo entre 0 6leo ou os extratos da polpa de pequi e a DX ndo promoveu
genotoxicidade, de acordo com o teste do cometa, apesar do potencial genotoxico da DX
demonstrado por outros autores com 0 mesmo ensaio (ANDERSON et al., 1997; ZHANG et
al., 2004). O efeito observado no presente estudo com a DX e as amostras de pequi pode ser
explicado pela capacidade da DX em induzir apoptose (GARTEL E TYNER, 2000).

Em relacdo a avaliacdo da apoptose no teste do cometa, Collins (2004) afirma que
apesar de alguns pesquisadores se referirem a representacdo do nucledide com praticamente a
totalidade do DNA fragmentado na cauda do cometa como células apoptdticas, esses
nucledides ndo podem ser descritos de tal maneira. De acordo com o autor, a apoptose é
irreversivel e foi demostrado que esses nucledides com extrema fragmentacdo podem ser
reparados (COLLINS et al., 1995). Além disso, a apoptose é caracterizada pela fragmentacdo
do DNA ao tamanho de oligdmeros do nucleossomo e esses fragmentos diminutos do DNA
certamente tendem a desaparecer durante a lise e a eletroforese (COLLINS, 2004).

Ademais, Chaucroun et al. (2001) demonstram a falta de especificidade da analise de
células apoptdticas pelo teste do cometa. Os autores utilizaram marcacdo especifica para
células apoptdticas e concluiram que no estagio inicial de apoptose os nucledides sdo
semelhantes aos cometas de classe 1, ou seja, apresentam dano moderado. Tal afirmagéo
auxilia a compreensdo dos achados no presente estudo, pois a apoptose induzida pelo

tratamento foi avaliada, de forma inespecifica, como dano moderado pelo teste do cometa,
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subestimando a toxicidade da doxorrubicina e da doxorrubicina associada ao dleo ou aos
extratatos da polpa do pequi.

Embora o teste do cometa ndo tenha demostrado diferencas entre o controle negativo e
0s tratamentos com a DX e as amostras da polpa do pequi, 0 ensaio do micronucleo indicou o
aumento da frequéncia de micronucleos nos eritrocitos da medula 6ssea, principalmente nos
policromaticos. A administracdo da DX concomitante com o 6leo ou os extratos demonstrou o
efeito mutagénico da associagdo quando comparada ao controle negativo, porém nao houve
diferencas em relacdo ao tratamento apenas com a DX. Os achados indicam que o 6leo e 0s
extratos de pequi, apesar da capacidade antioxidante in vitro, ndo foram capazes de inibir o
efeito mutagénico promovido pela DX. Os resultados do controle negativo corroboram com o
Guideline ICH S2A (1996) o qual descreve que 0s machos sao mais susceptiveis a inducao de
micronlcleo. Entretanto, os tratamentos com altas doses de DX induziram efeitos
mutagénicos quantitativamente semelhantes em ambos os sexos, sendo machos e fémeas
igualmente susceptiveis.

A incapacidade do 6leo e dos extratos da polpa do pequi de inibir os efeitos
mutagénicos da DX pode ser relacionada a composicdo de metais de transicdo nas amostras.
A DX interage com o fon férrico (Fe**) formando um complexo que sofre uma auto-reducio a
fon ferroso (Fe®*) gerando o radical livre da DX, a semiquinona. Esse potente radical induz
danos ao DNA e a peroxidacdo lipidica (KOSTORYZ E YOURTEE, 2001; MIRANDA et al.,
2003; XU et al., 2005) Além do ferro (Fe), outros metais, como o cobre (Cu), podem iniciar a
producdo de radicais livres por meio da reducdo das por¢des p-quinona e p-hidroquinona da
DX e, consequentemente, a formacdo da semiquinona (MIZUTANI et al, 2003).

Os nutracéuticos, fitoterapicos e suplementos alimentares sdo potentes adjuvantes na
guimioterapia, tanto em relacdo ao mecanismo antitumoral quanto a prevencdo dos efeitos
deletérios decorrentes do tratamento (SALDANHA E TOLLEFSBOL, 2012). No entanto, 0s
extratos vegetais possuem atividades farmacoldgicas e, portanto, podem interagir com outras
substéncias incluindo outras plantas medicinais e medicamentos alopaticos (BUSH et al.,
2007). Baseando-se no fato, apesar dos efeitos positivos dos nutracéuticos, é crucial o estudo

das potenciais intera¢cdes medicamentosas promovidas pela terapia associada.
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6. CONCLUSOES

Os carotenoides totais foram detectados no 6leo e no extrato etanolico, enquanto os
compostos fendlicos foram detectados nos extratos etanolico, hidroetandlico e aquoso

da polpa do pequi.

O dleo e os extratos apresentaram potencial de antioxidante in vitro, sendo os extratos

mais eficazes que o 0leo.

O tratamento com o0 extrato aquoso nos camundongos machos apresentou um
potencial hemolitico, provavelmente devido a composicdo de saponinas hemoliticas
no extrato. Entretanto, o tratamento com o 6leo e os extratos etanélico e hidroetanélico

ndo induziram alteracGes hematoldgicas relevantes.

O tratamento com o extrato etandlico nas fémeas apresentou efeito genotdxico, porém
ndo mutagénico, sugerindo a reversibilidade das lesbes do DNA. O dleo e os extratos
etandlico, hidroetanodlico e aquoso da polpa do pequi ndo demonstraram potencial

genotoxico ou mutagénico.

A associacdes entre a doxorrubicina e o 6leo ou os extratos da polpa de pequi foram
mutagénicas, citotoxicas, hemoliticas e imunossupressoras nas concentraces
administradas, demonstrando a incapacidade das amostras da polpa do pequi em inibir
os danos oxidativo promovidos pelo tratamento com a doxorrubicina, possivelmente
devido a interacdo entre os metais de transicdo encontrados no 6leo e nos extratos da

polpa do pequi e a doxorrubicina.
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