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RESUMO

AISSA, A. F. Avaliacio da atividade antimutagénica do beta-caroteno microencapsulado
em células de ratos tratados com o antitumoral doxorrubicina empregando os ensaios de
micronicleo e cometa. 2010. 103f. Dissertagdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Os corantes s@o muito usados na industria alimenticia. Podendo ser de origem natural ou
sintética, estes sdo utilizados na produgéo de alimentos no intuito de compensar a perda da cor
durante a fabricagdo e estocagem, garantir a uniformidade da cor e também de atribuir
coloragdo aqueles originalmente incolores. Dentre os pigmentos naturais, o beta-caroteno
(BC) tem sido um dos mais adicionados em alimentos. Por outro lado, a utilizagio do BC é
limitada devido a sua instabilidade. Por essa razdo, técnicas de microencapsulamento sdo
muito utilizadas, pois podem proteger o material microencapsulado de agdes oxidantes,
prolongando a propriedade do composto. Porém, nestes processos tecnoldgicos, as
propriedades do composto encapsulado devem ser cuidadosamente estudadas. O objetivo
deste trabalho foi comparar a possivel agdo antimutagénica do BC puro e na forma
microencapsulada (BCM) por meio do teste do micronucleo em células da medula dssea e
sangue periférico, e por meio do ensaio do cometa em rins e figado de ratos tratados com o
antitumoral doxorrubicina (DXR). Para isso, o tratamento foi feito com duas doses do
carotendide (2,5 ou 5 mg/kg) puro ou microencapsulado, por gavagem durante 14 dias,
seguida de injecdo intraperitoneal de salina ou do antitumoral DXR (16 mg/kg), logo apds a
ultima gavagem. Ratos Wistar machos foram divididos em 14 grupos de tratamentos
(n=6/grupo), e foram sacrificados 24h apds a injec¢do intraperitoneal. Os resultados com o
teste do micronucleo nos dois tecidos mostram que o BC néo foi mutagénico, exceto na dose
de Smg/kg. No BCM as doses ndo foram mutagénicas e na associagdo BCM+DXR apenas a
maior dose foi antimutagénica. Os resultados com o teste do cometa nos rins e figado
mostram que o BC néo foi genotoxico e quando associado & DXR obteve valores de protegédo
semelhantes aos resultados obtidos com o controle solvente (6leo de milho). O BCM também
ndo foi genotdxico em qualquer dos tecidos. Quando associado a DXR as duas doses tiveram
efeito protetor contra a fragmentagdo do DNA no figado. No rim, a dose BCM 2,5mg+DXR
foi genotoxica e a dose BCM Smg+DXR foi antigenotoxica. A antimutagenicidade observada
pode ser explicada pela agd@o antioxidante do beta-caroteno. No entanto, quando uma dose alta
¢ utilizada, os produtos de clivagem do carotendide podem aumentar a formagdo de espécies
reativas de oxigénio induzindo ainda mais a formagdo de micronucleos. A diferenca entre os
resultados obtidos com as duas doses do BC e do BCM indicam que, talvez, a
biodisponibilidade do carotendide foi alterada pelo processo de microencapsulamento. No
entanto, o efeito protetor observado em uma das doses do BCM pode ser explicado pela
capacidade antioxidante do beta-caroteno, mesmo na forma microencapsulada. Em concluséo,
o BC puro ndo deve ser utilizado em altas doses, pois aumenta o dano ao DNA e quando
microencapsulado ndo perde suas propriedades, porém uma dose maior deve ser utilizada para
que o carotenoide tenha efeito antimutagénico.

Palavras chave: genotoxicidade, mutagenicidade, figado, rim, corante, medula 6ssea
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ABSTRACT

AISSA, A'F. Evaluation of beta-carotene microencapsulated antimutagenic activity in
cells of rats treated with antitumor doxorubicin using micronucleus test and comet
assay. 2010. 103f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Colorants are commonly used in the food industry. From natural or synthetic origin, these
colorants are used in food production in order to recompense the loss of color during
manufacturing and stowage processes, guarantee color uniformity and also attribute color to
those colorless ones. Among natural pigments, beta-carotene (BC) has been one of the most
added to food. On the other hand, the utilization of BC is limited due to its instability. On that
account, microencapsulation techniques are more used, once they can protect the
microencapsulated material from oxidizing actions, extending the composition property.
Nevertheless, in these technological processes, the properties of the encapsulated compound
must be studied carefully. The aim of this work was to compare the possible antimutagenic
action of pure and microencapsulated BC (BCM) through micronucleus test in cells of bone
marrow and peripheral blood, and through comet assay in kidneys and livers of rats treated
with the antitumoral doxorubicin (DXR). For this, the treatment was made of two doses of
pure and microencapsulated carotenoid (2.5 or S mg/kg), by gavage during 14 days, followed
by saline intraperitoneal injection or antitumor DXR (16 mg/kg), right after the last gavage.
Male Wistar rats were divided in 14 treatment groups (n=6/group), and were sacrificed 24
hours after the intraperitoneal injection. The micronucleus test results in both tissues show
that BC was not mutagenic. except for the Smg/kg dose. In BCM the doses were not
mutagenic and in the association of BCM+DXR, only the higher dose was antimutagenic. The
results of the comet assay in kidney and liver show that BC was not genotoxic and when
associated to DXR it obtained protection values similar to the results obtained with the
solvent control (corn oil). BCM was also not genotoxic in none of the tissues. Once associated
to DXR, the two doses had protector effect against the DNA fragmentation in the liver. In the
kidney, the BCM 2.5mg+DXR dose was genotoxic and the BCM Smg+DXR dose was
antigenotoxic. The observed antimutagenicity can be explained by the beta-carotene
antioxidant action. However, when a higher dose is used, the carotenoid cleavage products
can increase the formation of reactive oxygen species inducing the formation of micronucleus.
The difference between the results obtained with the two doses, BC and BCM, indicates that,
perhaps, the carotenoid biodisponibility was modified by the process of microencapsulation.
Nevertheless, the protector effect observed in one of the BCM doses can be explained by the
beta-carotene antioxidant capacity, even in the microencapsulated form. In conclusion, the
pure BC should not be used in high dose, because it increases damage to DNA and while
microencapsulated it does not lose its properties, but one higher dose must be used for the
carotenoid to have antimutagenic effect.

Key-words: genotoxicity, mutagenicity, kidney, liver, colorant, bone marrow.



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

LISTA DE FIGURAS
Formula estrutural dO Deta-CarOtEnO.......cvvevveueeeeeeeeeeeeiteeeeerreeeeenereassessennnasseseeses

eritropoiese in vivo. i i itroci
Processo de eritropoiese Mecanismo de formacdo de eritrocitos
policromaticos € normocromaticos € miCronUCIEOS ..........eccveeivirvecveeerierereeennn

Representagdo esquematica do protocolo de tratamento............cccevveeeeeervereeennen.

Fotomicrografia de eritrocitos policromdticos e normocromatico de
Medula 0SSEA A€ TALOS ....eouveruiiiiciiieeeceteete ettt et st ee s

Fotomicrografia obtida de células de rim de rato tratado com
doxorrubicina (16 mg/Kg p.c.) pela analise do cometa em microscopio de
fTUOTESCENCIA . ....veeivecteeete ettt ettt et et et e et et et e et eebeeeneeseensesaneeneas

Porcentagem do ganho de peso em relagdo ao peso inicial de ratos Wistar
tratados com duas doses (2.5 ou 5 mg/kg p.c.) de beta-caroteno puro (BC)
ou microencapsulado (BCM), por gavagem durante 14 dias; seguida de
injecdo de salina ou doxorrubicina (DXR, 16 mg/Kg p.c. i.p.), logo apds a
ultima gavagem, 24h antes da eutandsia..........cocceiceeieeerienieeninseneeseesie e

Ensaio do Cometa no figado de ratos Wistar tratados com duas doses de
beta-caroteno puro (BC 2,5 ou 5 mg/kg p.c.), por gavagem durante 14
dias; seguida de inje¢do de salina ou doxorrubicina (DXR, 16 mg/Kg p.c.
i.p.) logo apds a tltima gavagem, 24h antes da eutandsia...........cccocceeeveereeennnen.

Ensaio do Cometa no rim de ratos Wistar tratados com duas doses de beta-
caroteno puro (BC 2.5 ou 5 mg/kg p.c.), por gavagem durante 14 dias;
seguida de injecdo de salina ou doxorrubicina (DXR, 16 mg/Kg p.c. i.p.)
logo apos a dltima gavagem, 24h antes da eutandsia ..........ccceceereveeevneenienrvennnen.

Ensaio do Cometa no figado de ratos Wistar tratados com duas doses de
beta-caroteno microencapsulado (BCM 2,5 ou 5 mg/kg p.c.), por gavagem
durante 14 dias; seguida de injeg¢do de salina ou doxorrubicina (DXR, 16
mg/Kg p.c. i.p.) logo apos a altima gavagem, 24h antes da eutandsia...............

Ensaio do Cometa no rim de ratos Wistar tratados com duas doses de beta-
caroteno microencapsulado (BCM 2.5 ou 5 mg/kg p.c.), por gavagem
durante 14 dias; seguida de inje¢do de salina ou doxorrubicina (DXR, 16
mg/Kg p.c.i.p.) logo apds a tltima gavagem, 24h antes da eutandsia................

il



Tabela 1 -
Tabela 2 -

Tabela 3 —

Tabela 4 —

Tabela 5 —

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

LISTA DE TABELAS

Concentragdo de beta-caroteno nas miCroCapsulas ........c.oceeeeevercveneenenivenennns

Composi¢do nutricional da ragdo comercial Nuvilab utilizada no
tratamento dOS ANIMAIS ......eeverueerierireeiientereerieeie st e ste et e st e seesbeebestesaaesaesnseenees

Composigéo nutricional do 6leo de milho utilizado como solvente na
gavagem do beta-Caroteno PUIO.......cccuerrueeriuerrieierienrieeneeesieeerreesireesneessreesaeeenae

Razdo, em porcentagem, entre o peso dos rins e figado e o peso corpdreo
de ratos Wistar tratados com duas doses de beta-caroteno (BC 2,5 ou 5
mg/kg p.c.), por gavagem durante 14 dias; seguida de inje¢do de salina ou
doxorrubicina (DXR, 16 mg/Kg p.c. i.p.) logo apos a ultima gavagem, 24h
ANEES A EULANASIA ..e.vveeiieeiiieeiiecieeie ettt et e e e sae e teesaee e beesaseesaaesaeseeneaesssesnne

Razdo, em porcentagem, entre o peso dos rins e figado e o peso corpdreo
de ratos Wistar tratados com duas doses de beta-caroteno
microencapsulado (BCM 2.5 ou 5 mg/kg p.c.), por gavagem durante 14
dias; seguida de injegdo de salina ou doxorrubicina (DXR, 16 mg/Kg p.c.
i.p.) logo apds a Ultima gavagem, 24h antes da eutanasia.........c.ccoceeceeerueeneenene

Frequéncia de eritrécitos policromaticos micronucleados (MNPCLE) em
células da medula 6ssea e sangue periférico e porcentagem de eritrdcitos
policromaticos em relagdo a eritrdcitos totais em células da medula 6ssea
de ratos Wistar tratados com duas doses de beta-caroteno (BC 2.5 ou 5
mg/kg p.c.), por gavagem durante 14 dias; seguida de inje¢do de salina ou
doxorrubicina (DXR, 16 mg/Kg p.c. i.p.) logo apds a ultima gavagem, 24h
ANLES dA CULANASIA ..euvevieiieiieiieeterice ettt ettt e st eebe st e st e st e estesasesnees

Frequéncia de eritrécitos policromaticos micronucleados (MNPCE) em
células da medula dssea e sangue periférico e porcentagem de eritrocitos
policrométicos em relagdo a eritrocitos totais em células da medula dssea
de ratos Wistar tratados com duas doses de beta-caroteno
microencapsulado (BCM 2,5 ou 5 mg/kg p.c.), por gavagem durante 14
dias; seguida de inje¢do de salina ou doxorrubicina (DXR, 16 mg/Kg p.c.
i.p.) logo apods a ultima gavagem, 24h antes da eutandsia.........coccecceeeeevueneennen.

Mg¢édias da viabilidade celular, analisada através da técnica de exclusdo por
azul de tripan do homogenato obtido dos rins e figado de ratos Wistar
tratados com duas doses de beta-caroteno (BC 2,5 ou S mg/kg p.c.), por
gavagem durante 14 dias; seguida de inje¢do de salina ou doxorrubicina
(DXR, 16 mg/Kg p.c. i.p.) logo apds a ultima gavagem, 24h antes da
CULANASIA ...vvevrerieiciteeteee ettt s bttt s b e s bt e bt et e st ebe e st e s sesbesebaennessnens

Médias da viabilidade celular, analisada através da técnica de exclusdo por
azul de tripan do homogenato obtido dos rins e figado de ratos Wistar
tratados com duas doses de beta-caroteno microencapsulado (BCM 2,5 ou
5 mg/kg p.c.), por gavagem durante 14 dias; seguida de inje¢do de salina
ou doxorrubicina (DXR, 16 mg/Kg p.c. i.p.) logo apds a ultima gavagem,
24h antes da eutanésiT ........................................................................................

v



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANVISA ...ttt Agéncina Nacional de Vigilancia Sanitaria
B ettt st b e et e bt et s atebeeteenean Beta-caroteno
BOM ettt sttt Beta-caroteno Microencapsulado
CEUA ..ottt Comité de Etica no Uso de Animais
DE ettt a et s bt ee s se s s neens Dextrose Equivalente
DINA ettt sttt st Acido Desoxirribonucléico
DIXR et sttt a ettt nne Doxorrubicina
HPLC-PDA........cceriiire. High Performance Liquid Chromatography-Photo diode Array
18 o T OO SRRSO PR Intraperitoneal
IMIN ettt ettt st e st e et e st esa e e s bt s e r e e eba e e ba e st e e abe e teesanees Microntcleo
MNPCE ...ttt Eritrécito Policromatico Micronucleado
INCE ettt Eritrocito Normocromatico
PrCe torentresunssansnssasaneihonesBonosossaenosonsnosonssorsassonsnssossntnssentssssnsndusigssesssesessnesosssssssonnssssns peso corporeo
P.ML cciciiieiiinrenisnisniseisanseeToressisssonesasssssotosannsssssnenssssesasssusssennesagaosorsorsesnesssssssness Peso Molecular
PCE......cocoociiiiiiicinienieseissorssesansassassonsBasnsasnassesssrssesssenanssasssassssenssessnsa Eritrécito Policromatico
RPM ettt st st s a et b e e raenns Rota¢des por minuto
UL L o eeeoeirccisaeenneasnsaneroncasmassesanensnenasssnsensasssesansastasassssesansassesses unaneasnsonsasees Unidade Internacional
S P ettt et Universidade de Sdo Paulo
UV sttt ettt et a e st sttt s it e et e s bt e e e st e ae e be et e eaeesreees Ultravioleta



SUMARIO

RESUMO i
ABSTRACT wo.di
LISTA DE FIGURAS......ccicvirreinncsnnsssissansnsssnsssnssasssassonssansnnes iii
LISTA DE TABELAS iV
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ...cuiniiiinininninninnssnssnsssnsnsssnssssssssssssessssssssssssssanee \4
1. INTRODUCAO 15
1.1 Os carotenoides 16

1.2 Microencapsulamento de Carotenoides por “Spray-Dryer” ...........ceceeeeesenee 24

1.3 O Antitumoral Doxorrubicina ...26

1.4 Ensaios de Mutagenicidade 28
1.4.1 Teste do Microntcleo .29

1.4.2 Ensaio do Cometa 31

2. OBUIETIVOS ..uuoiiiiinisnisnnsnnssansssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 33
2.1 Objetivos Especificos 34

3. MATERIAIS E METODOS 35
3.1 Farmacos e Reagentes 36

3.2 Microencapsulamento do Beta-Caroteno 37
3.2.1 Material 37

3.2.2 Preparacio das Microcapsulas 37

3.2.3 Eficiéncia do Microencapsulamento 37

3.2.4 Distribuicio Granulométrica 38

3.3 Animais ] ...38

3.4 Protocolo Experimental .40




3.5 Monitorac¢ao do Peso dos Animais

43

3.6 Ensaio do Micronucleo em Medula Ossea

3.8 Ensaio do Cometa

4. RESULTADOS

5. DISCUSSAO

5.4 Ensaio do Cometa

6. CONCLUSOES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .

..... 43

3.6.1 Anadlise da Relacao entre Eritrocitos Policromaticos/Normocromaticos ....44
3.7 Técnica do Microniticleo em Sangue Periférico de Ratos........ccceceeerniecnnrene 45
46

3.8.1 Isolamento e Viabilidade Celular 46
3.8.2 Preparo das Laminas 46
3.8.3 Anailise das Laminas do Ensaio do Cometa 47
3.9 Forma de Anilise dos Resultados 48
49

4.1 Monitorag¢ao do Peso dos Animais 50
4.2 Ensaio do Microniicleo em Medula Ossea e Sangue periférico 52
4.3 Ensaio do Cometa - L D T e R GO, 56
62

5.1 Monitorag¢ao do Peso dos Animais 64
5.2 Técnica do Microniicleo em Medula Ossea 65
5.3 Técnica do Microniicleo em Sangue Periférico de Ratos 71
73

79

82

101

ANEXO




Introducgdo 15

Introdugc'io




Introducao 16

1. INTRODUCAO

1.1 Os carotendides

Nas tultimas décadas a fabricagdo e o preparo de alimentos tém se modificado muito,
principalmente quanto as suas formas de distribui¢do e de apresentagdo ao consumidor. No
passado, os alimentos provinham da regido onde eram produzidos ou de regifes muito
proximas. Atualmente, boa parte dos alimentos € proveniente de regides longinquas e
necessitam, freqiientemente, de aditivos e conservadores para manter a sua integridade
(ANTUNES; ARAUJO, 2000). Aditivos sdo substancias adicionadas ao alimento em qualquer
estagio de sua produgdo, processamento, embalagem, transporte ou armazenamento
(RANDHAWA; BAHNA, 2009). Historicamente, os aditivos alimentares eram de origem
natural, depois os aditivos sintéticos foram gradualmente introduzidos e sua utilizagdo se
tornou predominante. Centenas de aditivos, sintéticos ou naturais, sdo usados atualmente na
industria alimenticia. Porém, o interesse recente em produtos naturais tem levado ao aumento
no uso de substancias provenientes de plantas e animais (RANDHAWA; BAHNA, 2009).

Os pigmentos e corantes sdo muito usados na industria alimenticia, com o objetivo de
melhorar a apresentagdo do alimento ao consumidor. Podendo ser de origem natural ou
sintética, estes sdo utilizados na produgdo de alimentos e bebidas no intuito de compensar a
perda da cor durante a fabricagdo e estocagem, garantir a uniformidade da cor e também de
atribuir colorag¢éo aqueles originalmente incolores (TOCCHINI; MERCADANTE, 2001).

Devido a crescente busca dos consumidores por produtos naturais, a substituicdo de
corantes sintéticos por naturais tem se tornado muito interessante na industria alimenticia
(MAPARI; MEYER; THRANE, 2009). Os paises da Unido Européia proibiram o uso de
alguns corantes sintéticos em alimentos (WANG et al.,, 2009). A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou recentemente a Resolugdo RDC 41/2009,

restringindo o uso de corante e aromas em bebidas alcoolicas (BRASIL, 2009). O uso de
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aromatizantes sintéticos € de corantes esta proibido em licores, aperitivos e bebidas mistas
derivadas da uva e do vinho com graduagdo alcoodlica de até 15%. Além de atribuir cor aos
alimentos que os contém, muitos corantes naturais tém propriedades benéficas a saude
humana. Com isso, sua utilizagdo torna-se muito conveniente, pois além de melhorar a
aparéncia dos alimentos, podem ajudar a promover a saude de quem se alimenta destes
produtos (REDDY; ALEXANDER-LINDO: NAIR, 2005). Adicionalmente, as propriedades
antioxidantes de corantes naturais podem ainda proteger os alimentos, prevenindo a oxidagéo
de matérias primas alimentares, como 6leos, carnes, leite e seus derivados, estendendo a sua
vida-de-prateleira (DECKER et al., 2005).

Dados epidemiologicos mostraram a associagdo entre a ingestdo de frutas e vegetais e
a diminuigdo do risco de desenvolvimento de diversas desordens crOnico-degenerativas, tais
como doengas cardiovasculares, neurodegenerativas. cinceres, diabetes e outras, sendo os
pigmentos um dos grupos de compostos bioativos aos quais s@o atribuidas tais ag¢des
(CALABRESE et al., 2008; BALSANO; ALISI, 2009; YNGVE, 2009). Os mecanismos
envolvidos ainda ndo foram totalmente elucidados, mas de maneira geral. a reduc¢do do risco
dessas doengas envolve a redugéo ou inibi¢do de reagdes de oxidacdo e a inibi¢do do processo
de estresse oxidativo celular.

O estresse oxidativo induzido por espécies reativas de oxigénio, como radicais livres e
oxigénio singlete pode causar danos ao DNA que, se ndo forem reparados, resultam em
mutacdes, quebras, ligagdes cruzadas, e rearranjos do cromossomo e por fim, na indugéo de
cancer. Da mesma torma. danos oxidativos em grandes moléculas de proteinas, lipidios e
lipoproteinas tém sido associados ao desenvolvimento de aterosclerose e reagdes
inflamatdrias por diversos mecanismos. Entretanto, existem poucos trabalhos na literatura
sobre a modulagéo de corantes, pigmentos e extratos encontrados na dieta sobre a indugdo de

danos cromossémicos € possiveis efeitos antimutagénicos e antioxidantes (ANTUNES;
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ARAUJO, 2000). Estudo feito por Sasaki et al. (2002) analisou a genotoxicidade de 39
aditivos alimentares, entre eles alguns corantes, em oito tecidos de camundongos por meio do
ensaio do cometa. Os corantes foram os mais genotdxicos entre todos os aditivos estudados.
Os corantes amaranto, vermelho allura, “New Coccine”, tartrazina, eritrosina, floxina, € rosa
bengala induziram dano ao DNA no estdmago, célon e bexiga dos animais. Todos estes
corantes induziram dano ao DNA no trato digestério, mesmo em dosagem baixa (10 ou
100mg/kg). Entre eles, amaranto, vermelho allura, “New Coccine” e tartrazina, induziram
dano ao DNA no célon em doses de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA). No entanto, em trabalho
publicado por Poul et al. (2009), foi avaliado o potencial genotoxico dos corantes amaranto,
amarelo crepusculo e tartrazina no intestino de camundongos por meio do teste do
mirontcleo. Este estudo demonstrou que a exposi¢do oral aguda aos corantes em doses até
2000 mg/kg, ndo induziu efeitos genotoxicos no intestino dos animais. O autor ainda sugere
que a genotoxicidade observada por Sasaki et al. (2002) pode ser parcialmente explicada pela
citotoxicidade tecido-especifica dos corantes analisados.

Dentre os pigmentos naturais, sem duvida os carotendides t€m sido os mais
adicionados em alimentos, bebidas, cosméticos e ra¢des animais. Podem ser obtidos a um
baixo custo, por sintese quimica, a maioria com estrutura idéntica aos naturais, ou por
extragdo a partir de algumas fontes naturais, tais como urucum e tomate. A bixina € o
principal carotendide presente nas sementes de urucum. Preparagdes deste composto sdo
muito utilizadas na industria para dar cor a alimentos como salsicha, margarina, salgadinhos e
queijo (RIOS; BORSARELLI; MERCADANTE, 2005).

De acordo com a Resolugdo - CNNPA n° 44, de 1978, publicado pela ANVISA,
“corante orgdnico sintético idéntico ao natural - € o corante orgénico sintético cuja estrutura
quimica € semelhante a do principio ativo isolado de corante orgéanico natural” (ANVISA,

1978). O beta-caroteno sintético, neste sentido, apesar de ndo ser uma substancia de origem
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natural, torna-se interessante na industria de alimentos, pois mantém suas propriedades
benéficas devido a sua estrutura quimica idéntica aquele obtido naturalmente e ainda torna sua
produgdo viavel.

Os carotendides sdo uma familia de pigmentos sintetizados apenas por plantas e
microorganismos. Nas plantas, desempenham fung¢do no mecanismo fotossintético e na
protegdo contra o dano causado por exposi¢do a luz. Frutas e vegetais constituem a maior
fonte de carotendides na dieta humana, presentes como microcomponentes € responsaveis
pelas cores amarela, laranja e vermelha destes alimentos (MANGELS et al., 1993). Acredita-
se que os carotendides s@o os responsaveis pelas propriedades benéficas de frutas e vegetais
na prevengdo de doengas como céncer, doengas cardiovasculares e doengas crOnicas
(ASTORG et al., 1997, PAIVA; RUSSELL, 1999). Mais de 600 carotentides tém sido
identificados na natureza. No entanto, aproximadamente 40 estdo presentes na dieta humana.
Destes 40, apenas 20 carotendides t€m sido avaliados em tecidos humanos. E 90% dos
carotenoides presentes na dieta e tecidos humanos sdo representados pelo alfa-caroteno, beta-
caroteno, licopeno, luteina e criptoxantina (RAO; RAO, 2007).

Desde o estudo de Peto, Doll e Sporn (1981), mostrando a relagéo inversa entre o risco
de cancer e o consumo de produtos ricos em carotendides, as pesquisas com beta-caroteno
vém se intensificando. Encontrado principalmente em frutas e vegetais de colora¢do amarela e
verde como cenoura, espinafre, damasco, batata doce, brdcolis, pimentas e péssego (RAO;
RAO, 2007; KEIJER et al., 2005), o beta-caroteno tem importante papel na manuten¢do da
saude, agindo como potente antioxidante e como matéria-prima para produgido metaboélica de
retinol e vitamina A.

Estudos feitos por Foote e Denny (1968), evidenciaram o beta-caroteno como eficiente
seqiiestrador de oxigénio singlete. O potencial antioxidante do beta-caroteno, bem reconhecido

entre outros pigmentos encontrados em vegetais, se deve ao numero de ligagdes duplas
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conjugadas presentes na molécula, proporcionando a este composto alta reatividade quimica

(Figura 1).

NN

Figura 1 - Férmula estrutural do beta-caroteno. Fonte: IUPAC, 1975.

Os carotendides tém propriedades antioxidantes devido a sua alta capacidade de
sequiestrar radicais livres e desativar espécies reativas de oxigénio (EDGE; MCGARVEY;
TRUSCOTT, 1997). A desativagdo do oxigénio singlete ocorre através de processo fisico ou
quimico de transferéncia de energia (STRATTON; SCHAEFER; LIEBLER, 1993).

A supressdo do oxigénio singlete pelo processo fisico ocorre através da transferéncia
da energia de excitagio do 'O, para o carotendide, resultando em um estado estavel do
oxigénio e um estado triplete do carotendide. A energia do carotenoide, entdo é dissipada
entre 0 meio. através de interagdes rotacionais e vibracionais, retornando para sua forma
estavel (Equagdes 1 e 2). Neste sistema o carotendide permanece intacto e pode, novamente,

inativar outro oxigénio (STAHL; SIES, 1993).

'0, + CAR — %0, +°CAR (Equagdo 1)

CAR — CAR + CALOR (Equagio 2)

Por outro lado, o processo de desativagdo quimica resulta em destrui¢do do croméforo
e na formagdo de produtos de oxidagédo (Equagdo 3) (STRATTON; SCHAEFER; LIEBLER,

1993) com a possibilidade de reagdes de adigdo (LIEBLER, 1993; YAMAUCHI et al., 1993).
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'0, + CAR — produtos (Equagdo 3)

Apds uma completa avaliagdo da literatura relacionada a carotenodides e céancer, a
“Internacional Agency for Research on Céncer” (IARC, 1998), concluiu que havia evidéncias
suficientes sobre a eficiéncia da atividade céncer-preventiva do beta-caroteno em modelos
animais experimentais. Esta prote¢do se deve principalmente a sua caracteristica antioxidante e
pré-vitamina A. Além das fungdes ja conhecidas da vitamina A, esta substdncia também vem
sendo objeto de pesquisa em relagdo a sua agfo anti-carcinogénica, devido as suas fungdes de
controle de diferenciagdo e proliferagéo celular (ARAB; STECK-SCOTT; BOWEN, 2001).

Algumas pesquisas, no entanto, ja mostraram efeito pro-oxidante deste carotendide. O
beta-caroteno, na concentragdo de 10 uM aumentou a produgdo de espécies reativas de oxigénio
e as concentragdes de glutationa em células humanas leucémicas e de adenocarcinoma do coldn,
in vitro (PALOZZA et al., 2003). O efeito pro-oxidante do beta-caroteno também foi
demonstrado em ratos, que apresentaram aumento da atividade de enzimas de fase I do figado,
como também aumento do estresse oxidativo (PAOLINI et al., 2001).

Varios estudos vém sendo realizados para analisar a dose diaria ideal de beta-caroteno
que pode ser administrada para o ser humano. O aumento do interesse nestes estudos é
justificado principalmente. pelos resultados de duas grandes pesquisas envolvendo fumantes e
trabalhadores de fébricas de asbestos. A primeira delas (alpha-tocopherol/beta-carotene -
ATBC) foi desenvolvida pelo U.S. National Cancer Institute, na Finlandia. Nesta pesquisa uma
dose suplementar de 20mg/dia de beta-caroteno foi administrada em 29.133 homens, fumantes,
com idade entre 50 e 69 anos, durante S a 8 anos. Esta dose, consideravelmente maior do que a
quantidade normal ingerida pela populagdo finlandesa, provocou um aumento de 18% na
incidéncia de cancer de pulmdo. aumentando em 8% a mortalidade por este tipo de doenga

(ATBC, 1994). Outro estudo foi entitulado Carotene and Retinol Efficacy Trial (CARET),
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realizado nos Estados Unidos. Nesta pesquisa foram administrados 30mg/dia de beta-caroteno e
25.000 Ul/dia de retinil ester em pessoas fumantes e trabalhadoras de fabricas de asbestos.
Foram envolvidas 18.314 pessoas no tratamento que levou 4 anos. Apos este periodo, observou-
se um aumento de 28% na incidéncia de cancer de pulméo e aumento de 17% na mortalidade
em comparag¢do ao grupo placebo (OMENN et al., 1996).

Por outro lado, um estudo intitulado “The Physicians’ Health Study” feito por
Hennekens et al. (1996) com a aplicagdo de uma dose ainda maior de beta-caroteno (50mg),
durante 1982 e 1995, em dias alternados, ndo mostrou aumento na incidéncia de céncer entre os
pacientes que eram, na maioria, ndo-fumantes. Adicionalmente, em 1997 foi iniciado o “The
Physicians’ Health Study II” dando continuidade ao tratamento com beta caroteno dos
participantes do primeiro estudo e ainda o recrutamento de mais voluntarios. Neste segundo
estudo puderam concluir que o tratamento a longo prazo com beta caroteno promoveu
beneficios & cogni¢do dos voluntarios que fizeram parte do primeiro e do segundo estudo
(GRODSTEIN et al., 2007).

Pesquisa conduzia por Zhang e Omaye (2001), mostrou que a atividade antioxidante ou
pro-oxidante do beta-caroteno provavelmente esta relacionada com sua concentragdo e a
pressdo de oxigénio no meio, o que explicaria 0 aumento na incidéncia de cancer de pulmdo em
pessoas fumantes, quando é feita a suplementag@o com o carotenoide.

Em estudo recente, o beta-caroteno e demais carotendides, bem como o alfa-tocoferol,
selénio e radicais peroxil, foram dosados no plasma de pacientes com diagndstico de cancer de
pulmao. Os casos positivos (258) apresentaram em média um déficit de 17,1% de beta-caroteno
no plasma em relagiio ao grupo controle (515). Esta diferenga, considerada significativa pelos
autores, corrobora a importincia do beta-caroteno na proteg¢do contra o cincer de pulméo
(COMSTOCK et al., 2008). Persson et al. (2008) conduziram uma pesquisa semelhante. Os

niveis plasmadticos de beta-caroteno, luteina/zeaxantina. licopeno, retinol, e tocoferol foram
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avaliados em pacientes com cancer gastrico. Quando comparado ao controle, apenas o beta-
caroteno apresentou relagdo inversa entre sua concentragdo no plasma e o risco com este tipo de
cancer.

Portanto. mais estudos devem ser feitos para analisar a dose efetiva e segura deste
importante nutriente, para que haja a promog&o da saude daqueles que se alimentam de produtos
que contenham o beta-caroteno como principal corante. Pesquisa realizada por Liu et al. (2000)
analisou a diferenca entre a suplementacdo de beta-caroteno em doses fisiologica (0,43
mg/kg/dia) e farmacologica (2,4 mg/kg/dia). O autor ainda considerou estas doses equivalentes
a 6 mg e 30 mg/dia em comparagdo a uma suplementacdo em humanos. Durante o periodo de
tratamento de 6 meses. os animais ainda foram expostos a fumaca de cigarro. Foram
investigados neste estudo os efeitos destas doses quanto a concentragdo de beta-caroteno e acido
retindico, expressdo de receptores de acido retindico, fatores de transcri¢do (AP-1; c-Jun e c-
Fos). ciclina D 1. antigeno nuclear de proliferagdo celular, e mudangas histopatologicas, todos os
parametros analisados no pulmdo dos animais. O autor concluiu que a dose fisiologica ndo
demonstrou efeitos prejudiciais e ainda ofereceu protegdo contra danos induzidos pela fumaga
de cigarro no pulméo dos animais.

A dose adequada destes corantes em uma dieta regular, portanto pode promover a saude
e qualidade de vida. Porém, a questdo que ainda permanece sem resposta € como estes corantes.
na dose adequada, podem fornecer o beneficio esperado in vivo quando consumidos (REDDY:;
ALEXANDER-LINDO:; NAIR, 2005).

Embora ndo existam trabalhos recentes envolvendo a analise do potencial
antimutagénico do beta-caroteno puro. existem estudos que comprovam essa propriedade do
carotenodide. tanto in vivo quanto in vitro. Glei et al. (2002), pesquisando o efeito protetor do
beta-caroteno e licopeno contra danos genotoxicos induzidos pelo antitumoral bleomicina em

linfécitos em cultura, concluiram que o beta-caroteno foi capaz de proteger o DNA das células
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contra quebras induzidas por este antitumoral, enquanto que o licopeno ndo teve o mesmo
efeito. Belogolovskaya et al. (2000) observaram que a freqiiéncia de aberragdes cromossomicas,
produzidas pela ciclofosfamida, em medula 6ssea de camundongos, foi reduzida apods
tratamento com associagdo de aspartame (0.4 e 4mg/kg) e beta-caroteno (0,15-15mg/kg). Outro
estudo foi conduzido por Patel et al. (1998) para tentar avaliar o efeito protetor do beta-caroteno
contra a clastogenicidade de “pan masala™, uma mistura feita com tabaco e nozes, usada em
algumas culturas para mastigag@o. O uso dessa substancia esta relacionado com céancer bucal.
Foi observado, neste estudo. o potencial anticlastogénico do beta-caroteno na redugdo da
freqiiéncia de aberragdes cromossdmicas e trocas de cromatides irmés, em células em cultura de
ovario de camundongos.

O potencial tecnoldgico atual da industria alimenticia tem permitido o desenvolvimento
de nutrientes encapsulados que podem aumentar a qualidade nutricional dos alimentos e
aprimorar a forma de liberagdo de compostos bioativos in vivo, melhorando a qualidade de vida
dos consumidores (AUGUSTIN; HEMAR, 2009). Avangos sdo feitos no entendimento de
como os efeitos fisiologicos de ingredientes alimentares sio afetados pelo processamento
industrial e como estes alimentos sdo digeridos e metabolizados (DE VOS et al., 2006). No
entanto, ainda ndo se tem conhecimento de como as tecnologias utilizadas para melhorar o
potencial antioxidante de alimentos poderia ou ndo contribuir para a promogdo da saude dos
consumidores. Com isso, é necessario que se fagam estudos das propriedades destes compostos

em sistemas bioldgicos.

1.2 Microencapsulamento de Carotendides por “Spray-Dryer”
A tecnologia de microencapsulamento consiste de um empacotamento com finas
coberturas poliméricas aplicaveis em soélidos, goticulas de liquido ou material gasoso,

formando pequenas particulas denominadas microcapsulas, que liberam o conteido
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encapsulado em taxas constantes durante prolongado periodo de tempo (CHAMPAGNE:;
FUSTIER, 2007). As microcdpsulas sdo muito utilizadas na industria alimenticia e
farmacéutica. O uso do microencapsulamento na industria alimenticia, para proteger, isolar ou
controlar a liberagdo de uma substancia, ¢ de grande interesse (SCHROOYEN: VAN DER
MEER; DE KRUIF, 2001). Com a técnica € possivel a obten¢do de compostos na forma de po
estavel, dispersivel em agua e de facil incorporagdo aos alimentos.

Dentre as varias técnicas de encapsulamento disponiveis, “spray-drying” € uma das
mais utilizadas na industria de alimentos, cosméticos e medicamentos. Wagner e Warthesen
(1995) obtiveram maior eficiéncia no encapsulamento tanto para o alfa- (89%) como para o
beta-caroteno (87%) quando foi utilizada maltodextrina 4 como material de parede.
Oleoresina de rosa mosqueta contendo elevado teor de carotendides foi encapsulada por
“spray-dryer” com temperatura de entrada do ar de 150 + 5°C ou 100 % 5°C e temperatura de
saida do ar de 70 £ 5°C ou 65 + 5°C, com amido ou gelatina como encapsulantes,
respectivamente. A perda de frans-rubixantina durante o processo de encapsulamento, tanto
com matriz de amido quanto de gelatina, foi de 40%. As perdas de trans-licopeno e de trans-
beta-caroteno em gelatina foram de 28 e 1%, respectivamente, enquanto em matriz de amido
foram maiores, de 46 € 29% (ROBERT et al., 2003).

Padrdo cristalizado de trans-beta-caroteno foi encapsulado por Desobry, Netto e
Labuza (1997) com 40% de maltodextrina em “spray-dryer”. operado com temperaturas de
entrada e saida de ar de 170 £ 5°C e 95 + 5°C, respectivamente. A perda de beta-caroteno
durante o processo foi de 11% e a eficiéncia do encapsulamento foi de 62 + 2%. Em outro
estudo, Desobry, Netto e Labuza (1999), utilizando as mesmas condi¢des para o “spray-
dryer”, compararam o uso da maltodextrina 25 DE com as maltodextrinas 15 DE e 4 DE

adicionadas de glicose (9 ou 18%), galactose (9 ou 18%) ou lactose (24 ou 40%) para

encapsular beta-caroteno, sendo obtida eficiéncia de 78% no encapsulamento com a mistura



Introducao 26

maltodextrina 4 DE e glicose. Cristais de bixina foram encapsulados com diferentes solugées
de polissacarideos (40% de solidos) em *spray-dryer”. sendo que o encapsulamento atingiu
eficiéncia de 86% e apresentou maior solubilidade em agua (BARBOSA; BORSARELLI;
MERCADANTE, 2005).

Recentemente, Calvo e Santa-Maria (2008) comprovaram que a concentragdo de
licopeno e beta-caroteno de sementes e talos de tomates diminuiu em fung@o do tempo de
estocagem, quando armazenados sob luz. Por outro lado, Montenegro et al. (2007) relataram
que a adigdo de licopeno encapsulado por “spray-dryer” com goma arabica/sacarose (8:2) foi
capaz de reduzir em cerca de 45% a velocidade de degradagdo das vitaminas A e D do leite
estocado sob luz fluorescente. Estes estudos mostram como as técnicas de
microencapsulamento poderiam proteger a degradagdo de nutrientes presentes em alimentos.

No entanto. ndo ha dados na literatura sobre os efeitos de -carotendides

microencapsulados sobre as macromoléculas celulares.

1.3 O Antitumoral Doxorrubicina

Para a avaliacdo do potencial antimutagénico de um composto, € necessaria a
utilizagdo de um farmaco capaz de induzir danos ao DNA. A doxorrubicina, portanto, é muita
utilizada em estudos para a avaliagdo de genotoxicidade (ANTUNES; TAKAHASHI, 1998;
RIBEIRO et al., 2010; FURTADO et al., 2009: SNYDER, 2009; BARCELOS et al., 2009).

A doxorrubicina € um antitumoral da familia das antraciclinas, produzida por
Streptomyces peucetius. Desde sua descoberta na década de 1960 até hoje. as antraciclinas sdo
as drogas mais utilizadas no tratamento de varios tipos de cancer como de ovario, mama,
bexiga, tiredide e cancer gastrico. O sucesso no uso da doxorrubicina, entretanto, tem sido
limitado devido & sua cardiotoxicidade, cuja manifestacdo esta relacionada com a dose total

utilizada do antitumoral (CHRISTIANSEN; AUTSCHBACH, 2006). O mecanismo de agdo
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das antraciclinas em células tumorais continua sendo motivo de controvérsia. Alguns
mecanismos propostos sdo a intercalagdo ao DNA, levando a inibi¢do da transcrigdo; geragéo
de espécies reativas de oxigénio, provocando dano ao DNA ou peroxidagéo lipidica; formagéo
de ligagdes cruzadas na cadeia do DNA; interferéncia com a abertura e separagdo das cadeias
do DNA através de acgdo sobre a helicase; efeitos diretos na membrana celular; dano ao DNA
e indugdo de apoptose através da inibigdo da topoisomerase 11 (TAKEMURA; FUIIWARA,
2007). Contudo, a atividade sobre a enzima topoisomerase II ainda € considerada como a
principal agdo antitumoral da doxorrubicina (LIU, 1989; INJAC; STRUKELJ, 2008). Estudo
conduzido por Tewey et al. (1984), demonstrou que a inibi¢do da topoisomerase II pela
doxorrubicina, pode ser resultante da estabilizacdo do complexo de clivagem e por meio da
intercalagdo ao DNA. A intercalagdo poderia bloquear o sitio de ligagdo da topoisomerase 11
ao DNA comprometendo sua fungdo, haja vista que em altas concentragdes de drogas
intercalantes. a clivagem do DNA foi inibida. Portanto a doxorrubicina funciona como
“veneno” para esta enzima, interrompendo sua fun¢do normal e induzindo danos ao DNA
(INJAC; STRUKELJ, 2008).

Embora haja conhecimento que as espécies reativas de oxigénio ndo sejam a principal
via de a¢do antitumoral da doxorrubicina (TEWEY et al., 1984), a formagdo destas
substincias também afeta a estabilidade do DNA. Os radicais livres produzidos pela
doxorrubicina provém de um sistema ndo-enzimatico que envolve reagdes com o ferro. O Fe’*
reage com a doxorrubicina em uma reag¢do redox, que recebe um elétron € um complexo
radical Fe®*-doxorrubicina ¢ produzido (DE BEER; BOTTONE; VOEST, 2001). Este
complexo ferro-doxorrubicina pode reduzir oxigénio a perdxido de hidrogénio e formar outras
espécies reativas de oxigénio (GIANNI et al., 1985). Quando estes radicais sdo formados,

podem se ligar ao DNA e provocar quebras das fitas (ELIOT; GIANNI; MYERS, 1984).
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Devido a grande importancia da doxorrubicina na terapia do cancer, pesquisas t€ém
sido direcionadas ao desenvolvimento de mecanismos para prevenir ou atenuar os efeitos
citotoxicos do antitumoral. A producdo de espécies reativas de oxigénio, como produtos do
metabolismo da doxorrubicina, é considerado o principal efeito toxico do medicamento, o que
intensifica a busca por substincias antioxidantes como os carotenoides, flavondides,
polifendis, selénio e as vitaminas E, C e A (QUILES et al., 2002).

O potencial protetor de compostos sobre os danos induzidos pela doxorrubicina,

portanto, podem ser avaliados por meio de ensaios de mutagenicidade.

1.4 Ensaios de Mutagenicidade

Para se conhecer o potencial mutagénico e antimutagénico de um determinado
composto, existem testes de mutagenicidade bem definidos e internacionalmente
reconhecidos pelas agéncias regulatorias como parte da bateria de testes recomendada para o
registro de novos produtos que entram no mercado mundial. A nova edi¢do do “Guidelines for
Carcinogen Risk Assessment”, publicada pela Agéncia de Prote¢do Ambiental dos Estados
Unidos, aponta as alteragdes na expressdo génica, reparo do DNA, controle do ciclo celular,
instabilidade gendmica e danos cromossOmicos como as principais conseqii€éncias da
exposi¢do aos agentes ambientais e eventos criticos envolvidos no processo de carcinogénese
(PRESTON, 2007). Esta preocupagdo com a identificagdo de fatores envolvidos na etiologia
do cancer também inclui o papel da dieta e dos compostos bioativos dos alimentos, tais como
os carotendides. Dentre as metodologias, merecem destaque o teste do microntcleo e o ensaio

do cometa in vivo.
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1.4.1 Teste do Microniicleo

A maioria das investiga¢des toxicoldgicas envolvendo carotendides e o beta-caroteno,
tem sido direcionadas para as propriedades antimutagénicas destes compostos (ALIJA et al.,
2004). Os micronucleos sdo formados de fragmentos cromossémicos que resultam de quebras
Ou cromossomos inteiros que se atrasam durante a anafase, € podem néo ser incorporados no
nucleo principal das células filhas apos a divisdo nuclear. O indice de micronicleos em
células humanas ou de roedores tem se tornado um dos parametros citogenéticos empregados
na rotina dos testes de genética toxicoldgica dos agentes quimicos e radiagdes in vivo e in
vitro. Os micronucleos podem ser analisados em eritrocitos, células da mucosa oral ou
linfécitos para a estimativa do dano genético induzido in vivo (HAYASHI: SOFUNI:
ISHIDATE. 1983).

O teste do microntcleo € o ensaio in vivo mais utilizado para a detec¢do de agentes
clastogénicos (que quebram cromossomos), € de agentes aneugénicos (que induzem
aneuploidia ou segregag@o cromossomica anormal) (HAYASHI; SOFUNI; MORITA, 1991;
HAYASHI et al., 2007; TWEATS et al., 2007). Por este parametro pode-se avaliar a
capacidade de substdncias para induzir dano cromossdmico estrutural e/ou numérico em
células em divisdo na medula 6ssea.

Na medula o6ssea, durante o processo de divisdo celular, os eritroblastos sofrem
duplicagdo final dos cromossomos diferenciando-se em eritrocitos policromaticos (Figura 2).
Estes sdo eritrocitos jovens, ricos em ribossomos e, por isso, sdo facilmente corados,
diferenciando-se dos eritrocitos maduros ou normocromaticos que ndo contém ribossomos.
Na presenga de agentes clastogénicos e de agentes aneugénicos, os fragmentos
cromossOmicos resultantes de quebras do material genético podem néo ser incorporados no
nucleo principal das células filhas apds a mitose, originando o micronticleo. Este, por sua vez,

permanece no citoplasma e pode ser facilmente visualizado em eritrocitos policromaticos.
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Considerando-se que o eritrocito policromatico tem um tempo de vida relativamente curto,
qualquer microntcleo que ele contenha tem grande probabilidade de ter sido gerado como

aberra¢des cromossdmicas induzidas recentemente, na presenca da substdncia que causou este

dano (SCHMID, 1976).

AGENTE MUTAGENICO
i MNPOE MNNGCE
MICRONUCLEO ‘ ’
B l QUEBRA QUEBRA ><4 \ :
y \ @ ®®0
. " R O O OO |
PROERITROBLASTO N\ \a OO®O I~ OOO .
—_— — fOCi OO%
EnucLEAcAo/ PCE NCE
MEDULA OSSEA METAFASE ANAFASE TELOFASE MEDULA OSSEA SANGUE
ESPLENICA ESPLENICA

Figura2 - Processo de eritropoiese in vivo. Mecanismo de formagéo de eritrocitos
policroméaticos, normocromaticos € microndcleos. N: nucleo. PCE: eritrdcito
policromatico. NCE: eritrécito  normocromatico. MNPCE: eritrdcito
policromatico micronucleado. Fonte: Adaptado de Krishna e Hayashi (2000).

Considerando-se que reticuldcitos sdo células eritrocitirias imaturas, o teste do
micronucleo também ¢ realizado em reticuldcitos de sangue periférico de roedores tratados com
agentes mutagénicos. Simultaneamente, realiza-se a técnica convencional do micronucleo com
células da medula 6ssea para a comparagdo dos resultados. Estudos ja demonstraram a presenga
de micronucleos em sangue periférico, confirmando que os reticuldcitos presentes neste tecido
também podem ser utilizados como células-alvo para o teste do microntcleo com resultados

confiaveis em roedores (HAYASHI; SOFUNI; MORITA, 1991; HAYASHI et al.. 2007).
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1.4.2 Ensaio do Cometa

Denominado de eletroforese de célula Unica (“Single cell electrophoresis test”) ou
ensaio do cometa, esta metodologia foi descrita por Singh et al. (1988) e modificada por Speit
e Hartman (1999). No protocolo descrito por Speit ¢ Hartman (1999), para a realizago deste
ensaio, retira-se células sanguineas de um animal tratado com a substincia em anélise e este
sangue é misturado com agarose de baixo ponto de fusdo. Quando a agarose ¢ solidificada, as
células sofrem lise em uma solugéo detergente por pelo menos uma hora, € entdo as laminas
s@o colocadas em camara de eletroforese com solugdo alcalina, permitindo o desenrolar do
DNA. Quando o composto em andlise provoca alguma modificagdo no material genético, este
procedimento resulta na migragdo de pequenos fragmentos do DNA através do gel de agarose,
apos a eletroforese. Assim, caracteriza-se a imagem de nucledides como cometas. com cabega
e cauda, que quando corados podem ser observados em microscopio de fluorescéncia.

Um dos métodos propostos para avaliagdo de danos € através da imagem obtida por
fotomicrografia e posterior analise por software especifico. Outro método valido para
avaliag@o é o escore visual, no qual os danos ao DNA sdo classificados em quatro categorias,
distribuidos desde a classe zero, na qual as células ndo apresentam cauda (dano minimo), até a
classe trés. na qual as células apresentam o tamanho da cauda superior a duas vezes o
tamanho da cabe¢a (dano méximo) (TICE et al., 2000).

O ensaio do cometa ¢ um ensaio de genética toxicologica usado para se avaliar a
genotoxicidade de um composto. E ainda descrito como um teste rapido, simples na execugio,
ndo requer grande quantidade de amostra da substancia teste, pode ser aplicado em diferentes
tecidos dos quais se obtém suspensdes de determinadas células, € acessivel financeiramente
além de ser considerado um ensaio de alta sensibilidade e especificidade. O ensaio do cometa
permite a detec¢do de lesdes gendmicas que, apos serem processadas, podem resultar em

mutagdes. Diferente das mutagdes, as lesdes detectadas pelo teste do cometa sdo passiveis de
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corregdo (ROJAS; LOPEZ; VALVERDE, 1997). Este ensaio foi empregado para a
investigagdo do potencial antioxidante e antigenotoxico das vitaminas E, C, A e seus andlogos
no figado de roedores nos quais foi induzida a hepatocarcinogénese pelo agente quimico
dimetilaminoazobenzeno (VELANGANNI et al., 2007).

Portanto, a dieta e os habitos alimentares podem aumentar o risco do céncer, devido ao
consumo de compostos mutagénicos encontrados nos alimentos. Estes alimentos podem
aumentar a quantidade de espécies reativas de oxigénio no organismo. Estas substdncias
podem agir no nuicleo da célula provocando mutagdes, alterando o funcionamento normal da
célula, proporcionando o desenvolvimento do cincer. Por outro lado, existe um grande
namero de compostos bioativos nos alimentos identificados como antimutagénicos
(FENECH, 2005). Estudos em animais tém mostrado o potencial antimutagénico dos
carotendides da dieta e sua capacidade de seqiiestrar os radicais livres. Existem poucos
trabalhos na literatura sobre a modulagdo dos pigmentos e extratos encontrados na dieta sobre
a inducdo de danos cromossdmicos e possiveis efeitos antimutagénicos e antioxidantes
(ANTUNES; ARAUJO, 2000). A dieta contém, portanto, compostos bioativos que devem ser
testados e estes ensaios biologicos poderdo ser realizados tanto com os pigmentos que ja sdo
conhecidos, como com aqueles identificados em vegetais ou sintetizados, antes do amplo uso

destes pigmentos e extratos nas industrias de alimentos, farmacéutica e de cosméticos.
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2. OBJETIVOS

Comparar a possivel acdo mutagénica/antimutagénica do beta-caroteno puro ou na
forma microencapsulada em células da medula oOssea, rins, figado e reticulocitos de ratos

Wistar tratados com o antitumoral doxorrubicina.

2.1 Objetivos Especificos:
» Avaliar a atividade mutagénica do beta-caroteno puro ou microencapsulado, em
tratamento subagudo, em ratos Wistar pela técnica do microntcleo em células da

medula 6ssea, sangue periférico e ensaio do cometa no rim e figado;

» Comparar a possivel atividade antimutagénica entre beta-caroteno puro e o
microencapsulado, em tratamento subagudo em ratos Wistar tratados com o
antitumoral doxorrubicina, pela técnica do micronticleo em células da medula

oOssea, sangue periférico e ensaio do cometa no rim e figado;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Farmacos e Reagentes

Foi adquirido o beta-caroteno 95% (UV) da Sigma-Aldrich (Missouri, USA), cédigo
C9750 — Sg. Os reagentes para o teste do micronucleo e ensaio do cometa foram adquiridos da
SIGMA. As agaroses de baixo ponto de fusdo e ponto de fusdo normal foram adquiridas da
Invitrogen. O antitumoral utilizado foi o Cloridrato de Doxorrubicina — RUBIDOX" 50mg,
adquirido do laboratorio Bergamo. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

Através da técnica de “spray-dryer”, foram preparados dois tipos de microcapsulas
com o beta-caroteno, os quais representam dois niveis de concentragdo de beta-caroteno que
foram estudadas nesta pesquisa. O microencapsulamento foi feito com goma ardbica, de
forma que foi possivel pesar massas semelhantes de p6 no preparo da gavagem (Tabela 1)
para as duas doses do beta-caroteno (2,5mg e Smg/kg peso corpdreo — p.c.). Além disso, no
preparo dos dois tipos de microcapsulas, foi utilizado o mesmo volume de solvente
(diclorometano) para dissolver o beta-caroteno que foi adicionado a solugdo de goma arabica.
No preparo do branco (microcapsulas de goma arabica sem beta-caroteno) também foi
adicionado o mesmo volume de solvente (diclorometano). Assim, o branco é 0 mesmo para os
dois tipos de microcapsulas com beta-caroteno. As microcdpsulas foram preparadas no
laboratério da Profa. Dra. Adriana Zerlotti Mercadante da Faculdade de Engenharia de

Alimentos, Departamento de Ciéncias de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas.

Tabela 1 - Concentracdo de beta-caroteno nas microcapsulas

Concentragdo de beta- Massa de
Microcapsulas caroteno nas microcapsulas para
microcapsulas (mg/g) gavagem (mg/mL)*
Beta-caroteno microencapsulado 2,5mg/kg 5,34 £ 0,75 234
Beta-caroteno microencapsulado Smg/kg 11,20+ 0,18 223
Microcapsulas sem beta-caroteno (branco) - 228.5

Volume de gavagem por kg de peso corpdéreo = 2mL
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3.2 Microencapsulamento do Beta-Caroteno

3.2.1 Material

O beta-caroteno foi recristalizado até¢ 98% de pureza, monitorada por HPLC-PDA,
antes do uso. Goma arabica em po (GA, P.M. = 3,5 x 10° g/mol) foi fornecida pela Colloids

Naturels Brasil (Sdo Paulo, Brazil).
3.2.2 Preparacao das Microcapsulas

Microcdpsulas com duas diferentes concentragdes de beta-caroteno (5,34 £ 0.75 e
11,20 £ 0,18mg/g) foram preparadas utilizando o sistema "Spray dryer" Lab Plant SD-04
(Huddersfield, U.K.) com as seguintes condigdes de trabalho: didmetro do pulverizador de
0,7mm, pressdo do ar de Skgf/cm2, vazdo de ar de 30mL/min, temperatura de entrada e saida
do ar de 170 e 110°C, respectivamente. Solugdes de goma arabica (200 mL de solugdo a 30%
(p/v) de solidos soluveis) foram preparadas em agua destilada a 45°C e mantidas sob agitagéo
continua até a temperatura de 30°C. Cristais de beta-caroteno (0.75 e 1,5g) foram dissolvidos
em diclorometano, adicionados a solug@o de polissacarideo e mantidos sob vigorosa agitagdo
mecanica (7000 rpm) por 30 min, a fim de se obter uma emulsdo. Depois disso, agua ultra-
pura foi adicionada para obter 300 mL de solugdo do biopolimero a 20% (p/v). A emulsdo foi
colocada na camara de “spray-drier” mantendo-se a agitacdo lenta durante o processo de
secagem por aspersdo. As microcapsulas obtidas foram imediatamente armazenadas em frasco
de vidro sob atmosfera de N; em temperatura de freezer (36 °C) para evitar a degradagdo do

beta-caroteno.

3.2.3 Eficiéncia do Microencapsulamento

A eficiéncia do microencapsulamento foi determinada de acordo com Nunes e

Mercadante (2007). Resumidamente, para extragdo total dos carotendides com diclorometano,
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as microcapsulas foram previamente dissolvidas em solugdo metanol/agua (2:3). Os
carotendides localizados na superficie das microcapsulas foram diretamente extraidos com
diclorometano a partir das microcapsulas em pd. Nas duas analises, as fases organicas foram
recuperadas com funil de separacdo e secas com Na;SO, anidro. Posteriormente, o solvente
organico foi removido sob vacuo em evaporador rotativo (T<35°C), e os carotendides foram
re-dissolvidos em éter de petréleo para a quantificagdo por espectroscopia de absorgdo UV-
visivel, utilizando espectrofotometro diodo-array Agilent 8453 (Santa Clara, USA). As
concentragdes do carotendide foram calculadas de acordo com seus valores de absortividade

(El°’o

Icm

) no comprimento de onda maximo como relatado por Davies (1976).

3.2.4 Distribuicao Granulométrica

A distribui¢do granulométrica das microcapsulas foi obtida por Espalhamento de Luz
Dinamico (ELD) sendo as medig¢des feitas com o uso do equipamento Malvern-Mastersizer S-
MAM-5005 (Worcestershire, UK), realizada no Laboratdrio de Recursos Analiticos e
Calibra¢do (LRAC) da Faculdade de Engenharia Quimica - UNICAMP. As microcéapsulas (5
mg/mL) foram suspensas em alcool isopropilico, uma vez que neste solvente elas ndo sdo
dissolvidas. Os dados foram coletados por uma série de cinco medidas das suspensdes de

microcéapsulas em duplicata.

Os resultados do tamanho médio das particulas de beta-caroteno foram 16,77 + 0,53

pm para a dose de 2,5mg e 18,01 + 0,25 pm para a dose de Smg de beta-caroteno.

3.3 Animais
A agdo antimutagénica foi avaliada em células da medula ¢ssea de ratos (Rattus

norvegicus) Wistar machos, provenientes do Biotério Central da Coordenadoria do Campus



Materiais e Métodos 39

de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo (USP). O peso dos animais no inicio do
tratamento foi de +100g e 4-5 semanas de idade, aproximadamente. Os animais foram
mantidos segundo os critérios para o cuidado e uso de animais de laboratdrio (Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals. 1996). O projeto de pesquisa também foi submetido a
apreciagio e aprovagdo (protocolo n® 09.1.503.53.3) da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (em anexo).

Durante os experimentos, os animais foram mantidos no biotério da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP em caixas de polietileno com tampa-grade,
no maximo de trés animais por caixa, sob condi¢des controladas de temperatura e ciclo
alternado de luz/escuro de 12 h. Os animais receberam ragdo padrdo para roedores Nuvital®
da empresa Nuvilab e dgua ad libitum. A composi¢do nutricional da ra¢do comercial utilizada

no tratamento dos animais esta representada na Tabela 2.

Tabela 2 - Composi¢do nutricional da ragdo comercial Nuvilab utilizada no tratamento dos

animais
Ingrediente Por 1000 g Ingrediente Por 1000 g
Vitaminas Minerais
A 25.200 UI Ferro 50,00 mg
Ds 2.100 UI Zinco 60,00 mg
E 60,00 mg Cobre 10,00 mg
K; 12,50 mg Iodo 2,00 mg
B, 14,40 mg Manganés 60,00 mg
B, 11,00 mg Selénio 0,05 mg
Be 12,00 mg Cobalto 1,50 mg
B2 60.00 pg
Niacina 60,00 mg Aminoacidos
Acido pantoténico 112,00 mg Lisina 100,00 mg
Acido félico 6.00 mg Metionina 300,00 mg
Biotina 0,26 mg

Colina 1.100 mg
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3.4 Protocolo Experimental

Os animais receberam tratamento com o beta-caroteno na forma de gavagem durante
quatorze dias, com intervalo de 24 h entre cada dose. A inje¢do intraperitoneal do agente
antitumoral foi feita no décimo quarto dia de tratamento, 24 h antes da eutanasia (Figura 3).
Para a avaliacdo do efeito antimutagénico, o antitumoral utilizado foi a doxorrubicina (16
mg/Kg p.c.). Foi utilizado 6leo de milho da marca Liza®, adquirido no comércio local, como
solvente para administragdo do beta-caroteno puro. A composig¢do nutricional do oleo de
milho estd representada na Tabela 3. O solvente utilizado para administracdo das

microcapsulas e do beta-caroteno microencapsulado foi agua destilada.

Agua ‘

E
1lz[3fafs[e[7[8]9[r0fnfr2[13]14]15
{ Dias de tratamento (gavagem)}
Oleo E

1|2[3]af[s]6[7[8][o]10|nj12]13[14]15

[Dias de tratamﬂo (gavagem)

Beta-caroteno (2,5mg ou Smg) " " E
1[2]3[4|s[e[7][8[9|10]nf12/13]14]15
Dias de tratamento (gavagem)
Microcépsulas A E
1[2[3[a[s[6[7[8]9o]r0][mn[12]13]14]15
| Dias de atamento (gavagem) |
Beta-caroteno microencapsulado (2,5mg ou Smg) ‘ E

1 [2[3[a[5]6[7[8[9[10o[m[12[13[14]15

{Dias de tratamento (gavagem)

Injecédo intraperitoneal do agente antitumoral ou salina
(24 h antes da eutandsia)

Figura 3 - Representagdo esquematica do protocolo de tratamento. E: Eutanasia.
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Tabela 3 - Composigdo nutricional do 6leo de milho utilizado como solvente na gavagem do
beta-caroteno puro

Informacéio Nutricional porc¢io de 13 ml

Quantidade por porc¢io %VD*
Valor caldrico 108 kcal 5
Carboidratos Og 0
Proteinas Og 0
Gorduras totais 12¢g 17
Gorduras saturadas 1,8g -
Gorduras monoinsaturadas 43g .
Polinsaturadas 5.9¢ -
Omega 6 (4cido linoléico) 5,7¢g -
Fibra Alimentar Og 0
Colesterol 0 mg 0
Sadio 0 mg 0
Vitamina E 2 mg 20

* Valores Diarios de Referéncia com base em uma dieta de 2.500 calorias.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 14 grupos de tratamento (n=6/grupo):
e GRUPOS CONTROLE NEGATIVO:
o Grupo Controle Agua: os animais receberam gavagem de 4gua destilada
(0,2 mL/100g p.c), seguida de solugdo salina i.p. (0,5 mL/100g p.c).
o Grupo Controle Oleo: os animais receberam gavagem de 6leo de milho (0,2
mL/100g p.c), seguida de solugdo salina i.p. (0,5 mL/100g p.c).
o Grupo Controle Microcapsulas: os animais receberam gavagem de solugéo
contendo as microcapsulas sem o beta-caroteno (0,2 mL/100g p.c), seguida

de solugdo salina i.p. (0,5 mL/100g p.c).
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e GRUPOS CONTROLE POSITIVO:

o Grupo Antitumoral (doxorrubicina): os animais receberam gavagem de
agua destilada (0,2 mL/100g p.c) antes do antitumoral i.p. (0.5 mL/100g
p-C).

o Grupo Oleo x Doxorrubicina: os animais receberam gavagem de 6leo de
milho (0,2 mL/100g p.c) antes do antitumoral i.p. (0,5 mL/100g p.c).

o Grupo Microcapsulas x Doxorrubicina: os animais receberam gavagem de
solugdo contendo as microcapsulas sem o beta-caroteno (0,2 mL/100g p.c),

seguida da administragdo do antitumoral i.p. (0,5 mL/100g p.c).

e GRUPOS EXPERIMENTALIS:

o Grupos experimentais beta-caroteno puro + salina: os animais receberam
gavagem de duas doses diferentes do beta-caroteno (2,5 ou Smg/kg p.c.)
(0,2 mL/100g p.c) puro antes de solugdo salina i.p. (0,5 mL/100g p.c).

o Grupos experimentais beta-caroteno puro + doxorrubicina: os animais
receberam gavagem das doses do beta-caroteno (2,5 ou 5mg/kg p.c.) (0,2
mL/100g p.c) puro antes do antitumoral i.p. (0,5 mL/100g p.c)

o Grupos experimentais beta-caroteno microencapsulado + salina: os animais
receberam gavagem de duas doses diferentes do beta-caroteno (2,5 ou
Smg/kg p.c.) (0,2 mL/100g p.c) microencapsulado antes de solugdo salina
i.p. (0,5 mL/100g p.c)

o Grupos experimentais beta-caroteno microencapsulado + doxorrubicina: os
animais receberam gavagem das doses do beta-caroteno microencapsulado
(2,5 ou Smg/kg p.c.) (0,2 mL/100g p.c) antes do antitumoral i.p. (0,5

mL/100g p.c)
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3.5 Monitoragio do Peso dos Animais

Durante todos os dias de tratamento, antes da realizagdo da gavagem, verificou-se o
peso de cada animal para a administragdo correta de cada dose em relagdo ao peso. A balanga
utilizada foi da marca Marte, modelo 015000. O acompanhamento do ganho de peso do
animal também € necessario para que se verifique se o tratamento por gavagem esta
provocando perda de peso no animal.

No décimo quinto dia, 24h apds a aplicagdo da ultima gavagem e inje¢do do
antitumoral i.p., foi realizada a eutanasia dos animais. Apds serem anestesiados com hidrato

de cloral (0.4mL/100g p.c.), os animais foram decapitados.

3.6 Ensaio do Microniticleo em Medula Ossea

O teste do microntcleo em células da medula 6ssea de roedores foi desenvolvido por
Schmid (1975) e posteriormente modificado. O procedimento foi seguido de acordo com as
recomendagdes propostas pela Sociedade Brasileira de Mutagénese, Carcinogénese e
Teratogénese Ambiental (RIBEIRO, 2003). Depois de decapitados, as epifises distais dos
fémures dos animais foram cortadas. A medula o6ssea {oi retirada dos fémures, com o auxilio
de uma seringa de vidro contendo 1 mL de soro bovino fetal (temperatura ambiente). € o
material foi colocado dentro de um tubo de centrifuga contendo mais 1 mL do soro. O
material foi homogeneizado com o auxilio de pipeta Pasteur. As células foram centrifugadas
por 10 minutos a 800 RPM e uma parte do sobrenadante foi descartada. O “peller” foi
ressuspendido no restante do sobrenadante (em torno de 0.3 mL). Uma gota de suspenséo da
medula o6ssea foi colocada em uma das extremidades de uma l&mina de vidro limpa e seca
fazendo-se um esfregago com o auxilio de uma laminula de vidro. Apds 24 horas, as liminas
foram fixadas em metanol absoluto por 10 minutos. Apds 24 horas da fixagéo, as ldminas

foram coradas com Giemsa diluido em tampéo fosfato (Na,HPO4 0,06M e KH,PO4 0.06M —
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pH 6.,8), na propor¢do de 1 mL do corante para 20 mL da solugdo tamp@o, por 8 minutos. As
laminas foram lavadas em 4gua destilada e secas em temperatura ambiente. Para cada animal
foram analisados 2000 eritrocitos policromaticos (PCEs). As laminas foram codificadas e
analisadas em teste cego. utilizando microscopio de luz, em objetiva de 40X. A andlise dos
micronucleos (MN) foi feita seguindo os critérios descritos por Salamone et al. (1980) e
Titenko-Holland et al. (1997):

a) células integras, com uma aparéncia arredondada e citoplasma intacto;

b) micronucleos nunca podem ser refringentes;

¢) micronucleos devem estar no mesmo plano da célula;

d) micronucleos devem sempre apresentar forma arredondada.

3.6.1 Analise da Rela¢ao entre Eritrocitos Policromaiticos/Normocromaticos

Nesta avalia¢do foram analisados 500 eritrocitos, sendo estabelecida a relagdo entre o
nimero de eritrécitos policromdticos e eritrocitos normocromaticos (PCE/NCE) em 500
células. Esta andlise pode fornecer indicios de que a substdncia administrada estd diminuindo
a produgdo de novos eritrdcitos (policromaticos). Se isto ocorrer, o agente testado podera ser
considerado citotoxico (GOLLAPUDI e MCFADDEN, 1995). Considera-se eritrocito
policromético, um eritrocito imaturo, em um estagio intermedidrio de desenvolvimento, que
ainda contém ribossomos e, portanto pode ser distinguido do eritrocito normocromatico

(eritrocito maduro) por coloragdo seletiva para ribossomos (RIBEIRO et al., 2003) (Figura 4).
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Figura 4 - Fotomicrografia de eritrdcitos policromaticos € normocromatico de medula 6ssea
de ratos. Aumento original 100x, coloragdo Giemsa. Fonte: Laboratorio de
Bromatologia e Nutri¢éo e Nutrigendmica, USP —2008.

(1) (a) Eritrocito policromatico (PCE)
(b) Eritrocito normocromatico (NCE)
(2) (c) Eritrocito policromatico micronucleado (MNPCE)

3.7 Técnica do Micronucleo em Sangue Periférico de Ratos

O protocolo da técnica do micronticleo em sangue periférico de roedores foi seguido
de acordo com Hayashi et al. (1990). O sangue foi coletado da veia caudal, 24 horas apds a
administragdo do antitumoral, com o animal previamente anestesiado com solugéo de hidrato
de cloral 10% na dose de 0,4mL/100g p.c.. O sangue foi gotejado diretamente sobre a lamina
e com uma laminula foi feito um esfregago. Apds 24 horas, o material foi fixado em metanol
por 10 minutos e seco em temperatura ambiente. As ldminas foram coradas com Laranja de
Acridina (125pg/mL, Sigma-Aldrich) 1 min antes da analise em microscépio de
fluorescéncia, da marca Carl Zeiss, modelo Axiostar Plus (luz azul 488nm e filtro amarelo,
objetiva de 40x). Para a analise citologica das laminas, foi observada a incidéncia de
micronicleo em 2000 reticuldcitos. A preparagdo e coloragdo das laminas foram feitas de

acordo com os critérios descritos por Celik, Ogenler e Comelekoglu (2005).
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3.8 Ensaio do Cometa

3.8.1 Isolamento e Viabilidade Celular

O ensaio do cometa foi realizado no rim e figado seguindo o método descrito por
Singh et al. (1988) e Tice et al. (2000). Durante o processamento das amostras, estas foram
mantidas em gelo, protegidas da luz direta e processadas imediatamente apds a eutanasia.
Células isoladas foram obtidas dos orgdos que foram picotados em 1 mL de solugdo de
Hanks. Determinou-se a proporg¢éo de células viaveis no homogenato pela técnica de excluséo
por azul de tripan 0,4%. Este ¢ um método para determinar a viabilidade em células isoladas,

sugerido por Burlinson et al. (2007).

3.8.2 Preparo das Liaminas

Apos o isolamento das células, adicionou-se solugdo de agarose de baixo ponto de
fusdo 0,5% (Gibco, Gaithersburg, MD, USA) na propor¢do de 1:4. e transferiu-se 80uL da
mistura para uma ldmina convencional pré-coberta com agarose 1,5%, cobrindo-a com uma
laminula (24 x 60mm). As ldminas foram mantidas em repouso por 10 minutos a 4°C para
solidificagdo da agarose. Apos a retirada das laminulas, as ldminas foram imersas em solugéo
de lise (NaCl 2,5M, EDTA 100mM, Tris 10mM, DMSO 10%, Triton X-100 1%, pH 10) por
20-22h a 4°C. Em seguida, transferiram-se as laminas por 20 minutos para tamp&o alcalino
(NaOH 300 mM, EDTA 1 mM, pH > 13, 4°C), para permitir o desenrolamento do DNA e a
expressdo de quebras de fita simples e sitios alcali labeis. A eletroforese horizontal foi
realizada a 25 V e 300 mA (0,74V/cm) durante 20 minutos, usando o tamp&o alcalino de
eletroforese (NaOH 300mM, EDTA 1mM, pH > 13, 4°C). Todas estas etapas foram
conduzidas sem a presenga de luz direta, para inibir a ocorréncia de alteragdes adicionais ao

DNA. Apoés a eletroforese, neutralizou-se as laminas com solugdo de neutralizagdo (Tris
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0,4M, pH 7.5 a 4° C) por 5 minutos. As ldminas foram secas a temperatura ambiente, fixadas
em etanol absoluto por 2 minutos, e ap6s estarem secas, foram armazenadas a temperatura

ambiente.

3.8.3 Analise das Liminas do Ensaio do Cometa

A analise das laminas foi realizada no Laboratorio de Bromatologia e Nutri¢do da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo.
Imediatamente antes das analises, as laminas foram coradas com solugdo de brometo de etidio
20 pg/mL. Os nucledides foram identificados em microscopio de fluorescéncia (AxioStar
Plus, Carl Zeiss Axio Cam MRc - AxioVision 3.1) utilizando filtro 516-560nm, barreira de
filtro de 590nm, e aumento de 400X. As imagens de pelo menos 100 campos aleatdrios foram
fotografadas a partir de duas ldminas em codigo cego e submetidas a analise por sistema de
imagem (CometScore®, versdo 1.5, TriTek Corporation, disponivel no enderego
http://autocomet.com/products_cometscore.php). O pardmetro selecionado para analise foi a
intensidade da cauda (% DNA na cauda). Este parametro € expresso em unidades arbitrarias e
a média dos resultados foi utilizada para expressar o resultado por animal nos grupos

experimentais. A Figura 5 ilustra o cometa obtido em tecido.
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Figura 5 - Fotomicrografia obtida de células de rim de rato tratado com doxorrubicina (16
mg/Kg p.c.) pela analise do cometa em microscopio de fluorescéncia. O nucleoide
apresenta alteragdes no DNA. Coloragao brometo de etidio. Aumento 400X.

3.9 Forma de Analise dos Resultados

Os dados foram verificados quanto & normalidade pelo Teste K-S (Teste Kolmogorov-
Smirnov) e foram analisados pelo teste ¢ de student, por meio do programa estatistico
GraphPad Software 3.0. O nivel de significancia é de a=0,05.

A andlise estatistica foi feita com base nas comparagdes entre:

* grupos tratados com o beta-caroteno puro ou microencapsulado e o controle
negativo; e

e grupos tratados com o beta-caroteno puro ou microencapsulado associados a
doxorrubicina e o controle positivo.

Os valores apresentados nos resultados correspondem a Média + Desvio Padrdo de

cada grupo.
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4. RESULTADOS

4.1 Monitorac¢ao do Peso dos Animais

Por meio da andlise da média do ganho total de peso de cada grupo, demonstrado na
Figura 6, pode-se observar que embora alguns grupos tenham apresentado menor ganho de
peso em relagdo ao Controle Negativo, ndo foi verificada diferenga estatistica. Apenas o
grupo MicrocépsulastDXR apresentou diferenga em relagdo ao Controle Negativo (p<0,05).

Na andlise da relagdo entre o peso dos rins e figado e o peso corpéreo do animal,
demonstrada nas Tabelas 4 e 5 respectivamente, observa-se que ndo houve diferenga

estatistica entre os grupos controles e grupos experimentais (p>0,05).

Ganho de Peso
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Figura 6 - Porcentagem do ganho de peso em relagdo ao peso inicial de ratos Wistar tratados
com duas doses (2,5 ou 5 mg/kg p.c.) de beta-caroteno puro (BC) ou
microencapsulado (BCM), por gavagem durante 14 dias; seguida de inje¢do de
salina ou doxorrubicina (DXR, 16 mg/Kg p.c. i.p.), logo apos a ultima gavagem,

24h antes da eutanasia.
Solvente = dleo de milko. *Microcapsulas sem beta-caroteno. Média + desvio padréo.
? Diferente do grupo controle negativo (p<0,05). Teste ¢ de Student.
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Tabela 4 — Razdo, em porcentagem, entre o peso dos rins e figado e o peso corpdreo de ratos
Wistar tratados com duas doses de beta-caroteno (BC 2.5 ou 5 mg/kg p.c.), por
gavagem durante 14 dias; seguida de inje¢do de salina ou doxorrubicina (DXR, 16
mg/Kg p.c. i.p.) logo apos a tltima gavagem, 24h antes da eutandsia

Tratamento Relaciio Peso Rins / Peso Relacéio Peso Figado / Peso
corpéreo (%) corporeo (%)
Controle Negativo 0.80 + 0,05 4,74 + 0.39
Controle Solvente 0,83 + 0,07 4,46 + 0,45
BC 2,5mg 0,80 + 0,05 4,43 + 0,22
BC S5mg 0,89 + 0.09 4,65 + 0,42
DXR 0,87 + 0,07 4,87 + 0,44
Solvente+DXR 0.83 + 0,06 4,81 + 0.39
BC 2.5mg+DXR 0,82 + 0,07 4,77 + 0,39
BC 5mg+DXR 0.89 + 0,09 4,89 + 0,19

Solvente = dleo de milho. Média + desvio padrdo. Teste ¢ de Student (p>0,05).

Tabela 5 — Razdo, em porcentagem, entre o peso dos rins e figado e o peso corpdreo de ratos
Wistar tratados com duas doses de beta-caroteno microencapsulado (BCM 2,5 ou
S mg/kg p.c.), por gavagem durante 14 dias; seguida de inje¢do de salina ou
doxorrubicina (DXR, 16 mg/Kg p.c. i.p.) logo apds a tultima gavagem, 24h antes
da eutanasia

Relagio Peso Rins / Peso Relacio Peso Figado / Peso
Tratamento corporeo (%) corporeo (%)
Controle Negativo 0,80 + 0,05 4,74 + 0,39
Microcapsulas* 0,80 + 0,04 4,90 + 0,32
BCM 2,5mg 0.88 + 0,05 4,76 + 0,20
BCM 5mg 0,88 + 0,05 4,95 + 0,22
DXR 0,87 + 0,07 4,87 + 0,44
Microcapsulas+DXR 0,78 + 0,17 5,17 + 0,31
BCM 2,5mg+DXR 0,79 + 0,07 4,68 + 0,31
BCM 5mg+DXR 0,80 + 0,03 5,24 + 0,40

*Microcapsulas sem beta-caroteno. Média + desvio padrfo. Teste 7 de Student (p>0,05).
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4.2 Ensaio do Micronicleo em Medula Ossea e Sangue Periférico

A tabela 6 mostra a frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados
(MNPCE) em células da medula 6ssea e sangue periférico e a porcentagem de eritrocitos
policromaticos (PCE) em relagdo a eritrdcitos totais em cé€lulas da medula éssea, nos grupos
tratados com o beta-caroteno puro (BC) e seus controles. Os resultados da porcentagem de
PCE, utilizada para avaliagdo da citotoxicidade induzida pelo tratamento mostram que os
grupos tratados ndo apresentaram citotoxicidade (p>0,05), com exce¢do do grupo BC
Smg+DXR. Este grupo apresentou menor porcentagem de PCE em relagdo ao Controle
Negativo (p<0,05).

Por meio da analise de eritrécitos policromaticos micronucleados (MNPCE) na
medula éssea e no sangue periférico (Tabela 6), pdde-se observar que a freqiiéncia de
micronucleos entre o grupo Controle Negativo (agua) e o Controle Solvente (6leo de milho)
foram semelhantes (p>0,05). Também foi possivel observar que a dose BC 2,5mg ndo foi
mutagénica nestas condi¢des experimentais, visto que a freqiiéncia de micronucleos foi
semelhante aquela observada no grupo Controle Negativo (p>0,05) nos dois tecidos. No
grupo BC 5mg, o aumento na freqiiéncia de micronuicleos foi estatisticamente significante
(p<0,05) quando comparado aos grupos Controle Negativo, em ambos os tecidos. Como
esperado, o grupo DXR (controle positivo) apresentou um aumento da freqiiéncia de
micronucleos em relagdo ao Controle Negativo, com diferencga estatistica (p<0,05). Nos
grupos tratados com a associa¢do do beta-caroteno com a doxorrubicina, pdde-se observar que
a dose BC 2,5mg+DXR foi antimutagénica, enquanto que a dose BC 5Smg+DXR ndo foi capaz
de proteger contra a agdo mutagénica da doxorrubicina (Tabela 6). Embora os resultados
sejam semelhantes em ambos os tecidos, foi possivel observar diferenga estatistica em relagdo

aos grupos controles (p<0,05) apenas na analise feita na medula 6ssea dos animais.
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Tabela 6 - Frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados (MNPCE) em células da
medula dssea e sangue periférico e porcentagem de eritrécitos policromaticos em
relagdo a eritrdcitos totais em células da medula dssea de ratos Wistar tratados com
duas doses de beta-caroteno (BC 2,5 ou 5 mg/kg p.c.), por gavagem durante 14
dias; seguida de inje¢do de salina ou doxorrubicina (DXR, 16 mg/Kg p.c. i.p.) logo
apos a altima gavagem. 24h antes da eutanasia

Medula Ossea Sangue
Periférico
Tratamento

(%) PCE / MNPCEs / MNPCEs /

Eritrocitos Totais 1000 PCEs 1000 PCEs
Controle Negativo 52,43 + 3.73 1,08 + 1,02 1,67 <+ 1,33
Controle Solvente 57,33 £ 10,71 1,08 == 1,07 3,00 = 4,53
BC 2,5mg 62.43* + 9727 0,92 + 0,92 1,98 + 2.12
BC 5mg 5794 + 851 567 + 4,84 6,75° + 4,54
DXR 5791 + 843 7,00 + 6,16 8,58 + 7,07
Solvente+DXR 53,95 + 3,28 8.00° + 425 11,87® + 9,37
BC 2,5mg+DXR 61,83 + 11,86 1,92 + 1,63 4,66 + 2,73
BC 5mg+DXR 31,23* £+ 4,73 10,50° + 4,18 8,67 + 3,60

Meédia + Desvio Padrdo. 2000 células analisadas por animal em cada tecido, n=6. Controle solvente = ¢leo de
milho. Teste ¢ de Student.

* Diferente do grupo controle negativo (p<0,05).

® Diferente do grupo controle solvente (p<0,05).

¢ Diferente do grupo DXR (p<0,05).

¢ Diferente do grupo Solvente+DXR (p<0,05).

Também foi feita a analise da freqiiéncia de MNPCE em células da medula dssea e
sangue periférico e a porcentagem de PCE em relagdo a eritrdcitos totais em células da
medula 6ssea, nos grupos tratados com o beta-caroteno microencapsulado (BCM) e seus
controles, conforme apresentado na Tabela 7. Os resultados da porcentagem de PCE, utilizada
para avaliagdo da citotoxicidade induzida pelo tratamento, mostram que os grupos tratados
ndo apresentaram citotoxicidade (p>0.,05), com excegdo do grupo MicrocapsulastDXR, que

apresentou menor porcentagem de PCE em relagdo ao Controle Negativo (p<0.05).



Resultados 54

De acordo com os resultados na andlise de micronucleos podemos observar que o
grupo tratado apenas com as Microcédpsulas, ou seja, sem o beta-caroteno, ndo apresentou
mutagenicidade, pois apresentou resultados semelhantes ao grupo Controle Negativo
(p>0,05). Os grupos tratados com as duas doses do beta-caroteno microencapsulado, BCM
2,5mg e BCM S5Smg também ndo apresentaram aumento no numero de micronucleos em
comparagdo ao Controle Negativo (p>0,05). O grupo Microcapsulas+DXR apresentou valores
semelhantes ao grupo DXR (p>0,05), mostrando que a microcapsula per si ndo foi capaz de
proteger contra a mutagenicidade induzida pela doxorrubicina. No grupo BCM 2,5mg+DXR
ndo foi observada protecdo do carotenoide sobre os danos induzidos pela DXR. No grupo
BCM 5mg+DXR, houve redugdo na formagdo de micronucleos, embora nio tenha sido
observada diferenga estatistica do grupo DXR (p>0,05) (Tabela 7). Estes resultados foram

semelhantes nos dois tecidos estudados.



Resultados

55

Tabela 7 - Frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados (MNPCE) em células da
medula Ossea e sangue periférico e porcentagem de eritrdcitos policromaticos em
relagdo a eritrocitos totais em células da medula dssea de ratos Wistar tratados com
duas doses de beta-caroteno microencapsulado (BCM 2,5 ou 5 mg/kg p.c.), por
gavagem durante 14 dias; seguida de injegéo de salina ou doxorrubicina (DXR, 16
mg/Kg p.c. i.p.) logo apés a ultima gavagem, 24h antes da eutandsia

. Sangue
Medula Ossea
Periférico
Tratamento

(%) PCE / MNPCEs / MNPCEs /

Eritrécitos Totais 1000 PCEs 1000 PCEs
Controle Negativo 5243 + 3,73 1.08 + 1,02 1,67 £+ 1,33
Microcapsulas* 57,67 =+ 11,73 250 £+ 1,76 3,08 = 2.10
BCM 2,5mg 41,46 + 3,51 0,75b + 0,52 2,50 + 2,09
BCM Smg 61,32 =+ 1591 1,08 + 0,97 1,96 + 1,11
DXR 5791 + 843 7,00 + 6,16 8.58* + 7,07
Microcapsulas+DXR 20812 + 2381 1033% + 441 10,39 + 4,66
BCM 2,5mg+DXR 51,69 =+ 14,86 10,92 + 7,41 865 + 4,54
BCM Smg+DXR 4772 =+ 6,02 450 + 2,14 535 = 3,50

Meédia + Desvio Padrdo. 2000 células analisadas por animal em cada tecido, n=6.

* Microcapsulas sem beta-caroteno. Teste ¢ de Student.
? Diferente do grupo controle negativo (»<0,05).
® Diferente do grupo Solvente Mic (p<0,05).
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4.3 Ensaio do Cometa

Foi realizada a analise da viabilidade celular utilizando-se a técnica de exclusdo de
azul de tripan, na qual apenas as células ndo viaveis coram-se de azul. Este teste € importante
para avaliar se os compostos estudados sdo citotoxicos e foi considerado como um método
valido durante o "Fourth International Workgroup on Genotoxicity testing: results of the in
vivo Comet assay workgroup". para se avaliar a viabilidade celular para a realiza¢do do ensaio
do cometa (BURLINSON et al., 2007). Nesta analise, foi possivel observar que a viabilidade
de células hepaticas foi satisfatoria compreendendo valores médios entre 80% e 93% (Tabelas
8 e 9) de células viaveis para a realizagdo do teste do cometa. A viabilidade observada no
homogenato feito com células renais alcangou valores médios entre 57% e 84%

aproximadamente (Tabelas 8 € 9).

Tabela 8 — Médias da viabilidade celular, analisada através da técnica de exclusdo por azul de
tripan do homogenato obtido dos rins e figado de ratos Wistar tratados com duas
doses de beta-caroteno (BC 2.5 ou 5 mg/kg p.c.), por gavagem durante 14 dias;
seguida de injecdo de salina ou doxorrubicina ( DXR, 16 mg/Kg p.c. i.p.) logo
apoés a tltima gavagem, 24h antes da eutanasia

Tratamento Viabilidade Figado (%) Viabilidade Rim (%)
Controle Negativo 92,73 + 2,48 61,34 + 18,28
Controle Solvente 83,93 + 5,72 57,62 + 12,17
BC 2.5mg 90,59 + 3,05 65.48 + 12,44
BC Smg 88,57 + 5,00 67,25 + 5,63
DXR 81,78 + 7,13 66.89 + 15,23
Solvente+DXR 87,16 + 3,43 61,35 + 7,72
BC 2,5mg+DXR 91,81 + 2,58 83,42 + 8,02
BC 5mg+DXR 85,59 + 6,33 71,24 + 11,36

Meédia + Desvio Padrio. Controle solvente = 6leo de milho.
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Tabela 9 — Médias da viabilidade celular, analisada através da técnica de exclusdo por azul de
tripan do homogenato obtido dos rins e figado de ratos Wistar tratados com duas
doses de beta-caroteno microencapsulado (BCM 2.5 ou 5 mg/kg p.c.), por
gavagem durante 14 dias; seguida de inje¢do de salina ou doxorrubicina ( DXR, 16
mg/Kg p.c. i.p.) logo apds a ultima gavagem, 24h antes da eutanésia

Tratamento Viabilidade Figado (%) Viabilidade Rim (%)
Controle Negativo 92,73 + 2,48 61,34 + 18,28
Microcépsulas* 90.77 + 6.02 74.40 + 6.86
BCM 2,5mg 92,27 + 2,20 60,39 + 17,23
BCM 5mg 89.69 + 6,81 67,61 + 3.79
DXR 81,78 + 7,13 66,89 + 15,23
Microcapsulas+DXR 87,04 + 2.82 81.86 + 11,44
BCM 2,5mg+DXR 92,17 + 0,71 71,23 + 11.47
BCM S5mg+DXR 89,32 + 5,35 73.81 + 8,74

Média + Desvio Padrio. * Microcapsulas sem beta-caroteno.

De acordo com o protocolo proposto por Tice et al. (2000), a relagdo da viabilidade
celular entre o grupo tratado € o grupo controle ndo pode ser menor do que 70%. Neste
contexto, em relagdo ao grupo controle, todas as analises de viabilidade celular do figado e
rim foram superiores a 88% e 93%, respectivamente.

As figuras 7 e 8 mostram os resultados obtidos pela migra¢do de fragmentos de DNA
das células de figado e rins nos grupos tratados com o BC. Na andlise das células hepaticas
(Figura 7), os grupos tratados com o solvente e com as duas doses de BC ndo apresentaram
diferenga em relagdo ao Controle Negativo, o que indica que os tratamentos ndo induziram
danos ao DNA. E possivel observar que o tratamento com doxorrubicina foi genotéxico, pois
foi diferente do Controle Negativo (p<0,05). Porém, nas associagdes dos tratamentos com a
doxorrubicina, os trés tipos de tratamentos foram capazes de proteger o DNA dos danos

induzidos pela doxorrubicina (p<0,05), inclusive o tratamento com o préprio solvente (6leo de
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milho) (Figura 7).

Nas células renais (Figura 8), os resultados foram semelhantes as células hepaticas,
embora tenham apresentado porcentagem de dano maior do que no figado, principalmente no
Controle Negativo. O grupo Controle Solvente, embora tenha apresentado valores menores que
o Controle Negativo, ndo apresentou diferenga estatistica. Ja4 o grupo BC 2,5mg também
apresentou valores menores, porém com diferenca estatistica em relagdo ao Controle Negativo.
Também foi observada menor fragmentag¢éo do DNA no grupo BC 5Smg, porém sem diferenca
estatistica. Diferente do figado, os resultados obtidos no grupo tratado somente com o DXR néo
apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao Controle Negativo. Nas associa¢cdes com a
doxorrubicina, assim como no figado, o grupo Controle Solvente+DXR (Figura 8) apresentou
reducdo de dano semelhante aos grupos BC 2.5mg+DXR e BC 5Smg+DXR. Os danos

observados nestes trés grupos foram menores do que o grupo DXR (p<0,05).
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Figura 7 - Ensaio do Cometa no figado de ratos Wistar tratados com duas doses de beta-
caroteno puro (BC 2,5 ou 5 mg/kg p.c.), por gavagem durante 14 dias; seguida de
inje¢do de salina ou doxorrubicina (DXR, 16 mg/Kg p.c.) logo apds a ultima
gavagem, intraperitonealmente 24h antes da eutanasia.

Meédia + Desvio Padréo. 100 nucledides analisados por animal, n=5.
Controle solvente = dleo de milho. Teste ¢ de Student.

* Diferente do grupo controle negativo (p<0,05).
® Diferente do grupo DXR (p<0.05).
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Figura 8 - Ensaio do Cometa no rim de ratos Wistar tratados com duas doses de beta-caroteno
puro (BC 2,5 ou 5 mg/kg p.c.), por gavagem durante 14 dias; seguida de injegédo de
salina ou doxorrubicina (DXR, 16 mg/Kg p.c.) logo apés a ultima gavagem,

intraperitonealmente 24h antes da eutanasia.

Média + Desvio Padréo. 100 nucledides analisados por animal, n=5.
Controle solvente = dleo de milho. Teste ¢ de Student.

? Diferente do grupo controle negativo (p<0,05).

® Diferente do grupo controle solvente (p<0,05).

¢ Diferente do grupo DXR (p<0,05).

Nos tratamentos feitos com o0 BCM (Figuras 9 e 10), pode-se observar que as doses
ndo foram genotoxicas, pois apresentaram valores semelhantes ao Controle Negativo, tanto no
figado quanto no rim dos animais, embora a porcentagem de fragmentagdo do DNA ainda
tenha sido maior nas células renais. No figado (Figura 9), a indugéo de danos provocada pela
DXR foi reduzida no grupo tratado com as Microcépsulas (p<0,05). Porém, as duas doses do
BCM também foram efetivas na prote¢do, mostrando valores de fragmentagdo do DNA
diferentes do controle positivo (DXR) e também do controle Microcapsulas+DXR (p<0,05).
No rim (Figura 10), os resultados obtidos com os tratamentos do carotendide associado a
DXR foram diferentes entre as duas doses. Enquanto no grupo BCM 2,5mg+DXR a

fragmentacdo do DNA foi maior do que no grupo MicrocapsulastDXR (p<0,05), a dose
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BCM 5mg+DXR foi capaz de proteger a indugdo de danos observada no grupo

Microcapsulas+DXR (p<0,05).
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Figura 9 - Ensaio do Cometa no figado de ratos Wistar tratados com duas doses de beta-
caroteno microencapsulado (BCM 2,5 ou 5 mg/kg p.c.), por gavagem durante 14
dias; seguida de inje¢@o de salina ou doxorrubicina ( DXR, 16 mg/Kg p.c. i.p.)
logo apos a ultima gavagem, 24h antes da eutanasia.
Meédia + Desvio Padrfo. 100 nucledides analisados por animal, n=5.
* Microcapsulas sem beta-caroteno. Teste ¢ de Student.
2 Diferente do grupo controle negativo (p<0,05).
® Diferente do grupo controle solvente (p<0,05).
¢ Diferente do grupo DXR (p<0,05).
4 Diferente do grupo Microcapsulas+DXR (p<0,05).
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Figura 10 - Ensaio do Cometa no rim de ratos Wistar tratados com duas doses de beta-
caroteno microencapsulado (BCM 2,5 ou 5 mg/kg p.c.), por gavagem durante 14
dias; seguida de injecdo de salina ou doxorrubicina ( DXR, 16 mg/Kg p.c. i.p.)
logo ap0s a ultima gavagem, 24h antes da eutanasia.
Média + Desvio Padrdo. 100 nucledides analisados por animal, n=>5.
* Microcapsulas sem beta-caroteno. Teste ¢ de Student.
? Diferente do grupo DXR (p<0,05).
® Diferente do grupo Microcapsulas+DXR (p<0,05).
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5. DISCUSSAO

Testes de toxicologia genética in vivo tém sido usados para identificar o potencial
mutagénico ou carcinogénico de compostos. Os resultados destes testes s@o usados para a
complementacdo de estudos in vitro ou para a regulamentagé@o dessas substancias. No entanto,
existe um esfor¢o na comunidade cientifica para tentar diminuir o uso de animais nestes testes
(PFUHLER et al.; 2009). Levando em consideragio o problema da baixa especificidade dos
testes in vitro para discriminar quais substincias séo carcinogénicas ou ndo-carcinogénicas em
roedores (KIRKLAND et al.; 2005), o aperfeigoamento destes testes (por exemplo redugéo de
“falso positivos”) e principalmente a busca por novas alternativas de testes in vivo, que
possibilitariam a redugdo do nimero de animais, tem sido um desafio para os profissionais de
toxicologia genética.

Em um workshop realizado em 2006 pelo Centro Europeu Para Validagéo de Métodos
Alternativos (European Centre for the Validation of Alternative Methods), foram discutidas
estratégias para reduzir os resultados “falso positivos” de testes in vitrro (KIRKLAND et al.;
2007). Embora o aprimoramento de testes in vitro poderia diminuir os testes in vivo, sdo
necessarios também esfor¢os com o objetivo de diminuir o numero de animais utilizados em
testes in vivo. Isto, devido ao grande numero de substincias que s@o freqiientemente testadas
quanto a sua genotoxicidade.

Contudo, para garantir a seguranga na utilizacdo de alguns compostos por humanos,
mudangas recentes em protocolos de ensaios de genotoxicidade propdem o uso do mesmo
animal para a realizag@o de dois ou mais ensaios e a utilizagdo de varios tecidos do mesmo
animal (VASQUEZ, 2009). Portanto as recomendag¢des para a diminui¢do do numero de
animais na realizagdo de testes de genética toxicoldgica foram seguidas neste trabalho, pois
utilizou-se apenas animais do sexo masculino, varios tecidos do mesmo animal, € os

resultados gerados foram baseados na combinagéo de dois ensaios de genética toxicologica: o
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teste do micronucleo em medula 6ssea e sangue periférico, e o ensaio do cometa em figado e
rins de roedores, que sdo testes amplamente aceitos por agéncias reguladoras.

Os grupos Controle Negativo e DXR (controle positivo) utilizados nesta pesquisa
foram os mesmos para os dois tipos de tratamento, tanto para o beta-caroteno puro quanto
para o beta-caroteno microencapsulado, pois os tratamentos foram realizados durante o
mesmo periodo.

Estudos toxicoldgicos normalmente sdo divididos em quatro diferentes tempos de
tratamento: agudo, sub-agudo, sub-cronico e cronico. De acordo com o livro de Casarett &
Doull's (2008), o tratamento agudo é definido como uma unica administra¢do do agente € a
coleta do material a ser estudada ¢ feita em até 24 horas. No tratamento sub-agudo, o periodo
de exposi¢do a doses repetidas do agente é realizado em até 1 més. O tratamento realizado
durante 1 a 3 meses € considerado sub-cronico e o tratamento com mais de 3 meses €
considerado cronico. Portanto, o periodo de 14 dias foi selecionado para avaliar a resposta do
beta-caroteno em tratamento sub-agudo. Outros trabalhes envolvendo a suplementagdo de

carotendides também utilizaram o periodo de 14 dias para o tratamento por gavagem em

roedores (VANITHA et al., 2007; KUMAR; KALONIA; KUMAR, 2009).

5.1 Monitoracio do Peso dos Animais

Ao contrario de outros trabalhos que mostraram uma perda significativa de peso em
ratos Wistar tratados com quimioterapicos (ANTUNES; DARIN; BIANCHI, 2000), foi
observado neste estudo uma tendéncia na redugdo de peso que ndo foi estatisticamente
diferente do Controle Negativo. Este fato pode ser explicado pelo menor consumo de ragéo
pelo animal durante o tratamento e pela observagdo apenas 24h apdés a administragdo do
antitumoral, enquanto em outros protocolos esta observa¢do foi feita sete dias apos o

tratamento (ANTUNES; DARIN; BIANCHI, 2000).
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Também néo foi observada altera¢do entre a relagdo do peso dos drgéos e o peso total
dos animais entre os grupos tratados. A avaliagdo do peso de orgdos de animais € de
fundamental importancia nos estudos envolvendo a toxicidade de substdncias. Mudangas no
peso dos orgdos sdo freqlientemente associadas aos efeitos do tratamento. Alteragdes do peso
do figado, por exemplo, pode sugerir que o tratamento induz hipertrofia hepatocelular. Por
outro lado, mudangas no peso dos rins podem indicar que o tratamento estd induzindo
toxicidade renal, hipertrofia tubular ou nefropatia progressiva cronica (SELLERS et al.;
2007). Estudo realizado por Injac et al. (2008) também ndo observou alteragdes no peso dos
rins de ratos Sprague-Dawley tratados com DXR (8mg/kg) 48h antes da eutanasia. Outro
trabalho recente também ndo encontrou diferenga no peso do figado de ratos Wistar tratados

com DXR (6mg/kg) 72h antes da eutanasia (PEREVERZEVA et al.; 2008).

5.2 Técnica do Microniicleo em Medula Ossea

Na analise das ldminas da medula 6ssea foi possivel observar eritrocitos em diferentes
fases de maturagdo, podendo ser reconhecidos claramente eritrocitos jovens e maduros. Os
eritrocitos jovens apresentaram-se com formato circular, corado de azul pela técnica utilizada.
Os eritrocitos maduros também apresentaram formato circular, e foram corados de
salméo/laranja pelo corante Giemsa. A contagem de micronucleos foi efetuada apenas nos
eritrocitos jovens. Também foi feita a andlise da porcentagem de PCE em relagdo aos
eritrocitos totais. Esta porcentagem ¢ util para estimar qualquer perturbagdo no processo de
hematopoiese devido ao tratamento. Um efeito nesta proporgdo (geralmente uma diminuigéo
na propor¢do de PCE) € usado para demonstrar o efeito da substéncia teste sobre o tecido
alvo. A porcentagem de PCE em relagdo aos eritrocitos totais, normalmente compreende
valores entre 50 e 60% (GOLLAPUDI; MCFADDEN, 1995). Adicionalmente, conforme

sugerido por Macgregor et al. (1987), as variagdes da porcentagem de PCE entre os grupos
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tratados devem estar dentro de um limite de 10 a 20% em relagdo ao Controle Negativo.

Portanto, neste estudo, os resultados obtidos com os grupos BC 2,5mg e BC
2,5mg+DXR, embora estejam estatisticamente diferente do controle negativo, ndo podem ser
considerados como sinais de alteragdo da proliferagdo celular. O grupo BC Smg+DXR
apresentou uma diminui¢do da porcentagem de PCE em relagdo ao Controle Negativo.
Existem trabalhos demonstrando a ag@o toxica do beta-caroteno em altas concentragGes,
porém ndo foram encontrados trabalhos na literatura relatando queda na propor¢do de PCE
induzida por carotendides. A DXR ¢é capaz de inibir a proliferagdo celular na medula dssea,
diminuindo a porcentagem de PCE. Estudo feito em camundongos por Venkatesh et al. (2007)
demonstrou um declinio dose-dependente da propor¢do de PCE, alcangando nivel méximo de
declinio 72h apds o tratamento em todas as doses de DXR utilizadas no estudo (5, 10 e
25mg/kg). No entanto, neste estudo a DXR ndo apresentou citotoxicidade na medula ossea,
pois apresentou valores de PCE semelhantes ao grupo controle. Resende et al. (2007) também
ndo encontraram diminuig¢@o na porcentagem de PCE em ratos Wistar depois de tratados com
DXR (90mg/kg) 24h antes da eutandsia. De acordo com o que foi observado neste estudo, a
associagdo do beta-caroteno puro com a DXR (BC 5mg+DXR) foi citotoxica em células da
medula 6ssea. Este resultado poderia ser explicado pelo efeito sinérgico da alta dose do
carotenoide associada & DXR, embora nédo existam trabalhos na literatura realizados nestas
mesmas condig¢des experimentais que corroborem os dados obtidos nesta analise.

O grupo MicrocapsulastDXR também demonstrou uma diminuig¢do significativa da
propor¢do de PCE. No entanto, devido a falta de estudos nestas condigbes experimentais
envolvendo matrizes utilizadas no microencapsulamento associadas a doxorrubicina, torna-se
dificil explicar a citotoxicidade observada neste grupo experimental. Por outro lado, nas
administragdes do beta-caroteno microencapsulado associados a doxorrubicina (BCM

2,5mg+DXR e BCM 5mg+DXR) n#o foi observada esta diminui¢do. Isto mostra que o beta-
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caroteno microencapsulado ndo foi citotdxico.

A freqliéncia de micronuicleos entre o grupo Controle Negativo e o grupo Controle
Solvente foram semelhantes, o que significa que o 6leo de milho (solvente), ndo induz ou
reduz a formagdo de micronucleos, ou seja, danos cromossOmicos, quando comparado ao
grupo Controle Negativo. Senddo et al. (2006), usando 6leo de milho como solvente para
administragdo de licopeno em ratos, durante quatro dias por gavagem, também ndo
observaram altera¢des cromossOmicas induzidas pelo solvente. Estudo feito por Evangelista et
al. (2004) avaliou os efeitos dos oleos de oliva, extra-virgem, de canola e de milho sobre os
efeitos clastogénicos da cisplatina em ratos Wistar. Foi verificado que o 6leo de milho nédo
induziu ou reduziu o nimero de aberragdes cromossémicas na medula 6ssea dos animais.

E possivel concluir que a dose BC 2.5mg néo ¢ mutagénica, visto que a freqiiéncia de
micronucleos foi semelhante aquela observada nos grupos controle. Resultado diferente da
outra dose administrada (BC Smg), onde houve aumento da freqiiéncia de micronuicleos.
Danos cromossdmicos induzidos por altas doses de carotendides também foram observados
em outros estudos. Foi demonstrado por Senddo et al. (2006) que no tratamento agudo com
licopeno acima de 10mg/kg p.c., houve a indugdo de danos cromossOmicos em ratos Wistar.
Em um estudo in vitro realizado por Antunes et al., (2005), com aplicagdo de bixina em
concentragdes superiores a 10 pg/mL, foi verificado aumento no nimero de quebras
cromossOmicas em cultura de linfécitos de sangue periférico de humanos.

Como esperado, o grupo DXR (controle positivo) apresentou um aumento da
freqiiéncia de micronucleos em relagdo ao Controle Negativo. A dose utilizada neste
tratamento (16mg/kg p.c.) foi baseada em outros estudos nos quais este antitumoral foi
utilizado para avaliagdo de atividade antimutagénica em roedores (FERREIRA et al., 2007;
RIBEIRO et al., 2010), sendo comprovado que a doxorrubicina ¢ um composto eficaz na

producdo de danos cromossdmicos.
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No grupo BC 2,5mg+DXR, foi observada protecdo do carotendide sobre a agdo
mutagénica da doxorrubicina, pois houve diminui¢do da freqiiéncia de micronucleos neste
grupo. Este resultado em relagdo a protegdo do beta-caroteno sobre a mutagenicidade da
doxorrubicina, provavelmente, esta relacionado com seu carater antioxidante. Salvadori et al.
(1992) relataram, em camundongos, 0 mecanismo antimutagénico do beta-caroteno contra a
agdo mutagénica do antitumoral ciclofosfamida. Outro estudo com a bixina, demonstrou que
este carotenoide também tem atividade antioxidante na prote¢do contra a peroxidagdo lipidica
induzida pela cisplatina em ratos Wistar (SILVA et al., 2001). Vile e Winterbourn (1988)
relataram o efeito protetor do beta-caroteno na inibigdo da peroxidagéo lipidica produzida por
doxorrubicina em microssomos de figado de ratos. Estudos relataram protegdo do retinol na
peroxidagdo lipidica depois da administragdo da doxorrubicina em varios tecidos de ratos,
como no coragdo (TESORIERE et al, 1994), cérebro (CIACCIO et al.,, 1993) e rim
(MONTILLA et al., 1998), mas falhou, em alguns experimentos na retina e figado (CIACCIO
et al., 1993). Rauscher, Edenharder e Platt (1998), pesquisando efeitos de carotenodides,
relataram diminui¢do na formag¢do de microntcleos em medula 6ssea de roedores induzida
pelo antitumoral ciclofosfamida.

No grupo BC 5mg+DXR, houve um aumento na freqiiéncia de micronticleos quando
comparado ao grupo BC 2,5mg+DXR. Este resultado mostra que o beta-caroteno, quando
administrado em altas doses e concomitantemente 8 DXR, pode ser mutagénico. Existem
alguns estudos mostrando a caracteristica pro-oxidante de carotendides, quando utilizados em
altas concentragdes em fumantes ou pessoas expostas ocupacionalmente aos asbestos (ATBC,
1994; OMENN, 1996). Wang e Russel (1999) sugerem que os compostos responsaveis pelo
cancer de pulmédo em fumantes, nestes casos, podem ser produzidos pela clivagem do beta-
caroteno. Esta hipotese foi confirmada por Leo e Lieber (1999) que mostraram que a

suplementagdo de beta-caroteno em fumantes que consomem élcool, aumentou o risco de
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cancer de pulmio e de doengas cardiovasculares.

Mayne, Handelman e Beecher (1996) propuseram alguns mecanismos que podem
explicar esta caracteristica pro-oxidante do beta-caroteno. Entre eles, estd a geracdo de
grandes quantidades de produtos oxidantes provenientes de carotenoides, como epdxidos,
quando expostos a quantidades significativas de espécies reativas de oxigénio. Além disso, o
ataque de radicais livres aos carotenoides também resulta em subprodutos desta quebra. Estes
subprodutos da clivagem do beta-caroteno podem contribuir para os efeitos mutagénicos. Um
estudo feito por Alija et al.(2004) demonstrou que o tratamento em cultura de linfécitos de
ratos, com subprodutos da clivagem do beta-caroteno, aumentou significativamente a
formagdo de micronucleos. Estes compostos induziram exponencialmente o numero de
aberra¢des cromossdmicas, quando foram administradas apenas algumas doses dos compostos
estudados, porém sem diferencga estatistica, devido a variagdo encontrada entre os diferentes
tratamentos. A soma de fatores como o aumento de espécies reativas de oxigénio
proporcionado pela administragdo da DXR e a associagdo com altas doses do beta-caroteno
poderiam explicar essa mutagenicidade.

Embora tenha sido observada a possivel agdo pro-oxidante do beta-caroteno 5mg, esta
dose foi proposta com base em uma revisdo da literatura (SALVADORI et al., 1992;
OBERMUELLER-JEVIC et al., 2002; MUKHERIJEE et al., 1991; DURNEYV et al., 1997) na
busca por uma dose ideal para a realizagdo deste estudo, tendo em vista que ja havia o
conhecimento desta possivel agdo pro-oxidante dos carotendides em certas condi¢des e
concentragdes. Com isso, a dose maxima de 5mg utilizada neste trabalho, foi efetivamente
escolhida com base, principalmente na andlise de um relatério publicado pela Food and
Agriculture Organization (FAQO) e World Health Organization (WHO) em 2002 (FAO/WHO,
2002), que estabelece a dose maxima de ingestdo diaria de beta-caroteno por humanos de

Smg/kg de peso corporeo.
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Na analise dos microntcleos em medula 6ssea, as microcapsulas puras e o beta-
caroteno microencapsulado nas duas doses (BCM 2,5mg e BCM 5mg) mostraram auséncia de
efeito mutagénico. O que difere do tratamento realizado com a dose de Smg do beta-caroteno
puro (BC 5mg), onde houve indu¢do de dano. Este efeito poderia ser explicado pela diferenga
de biodisponibilidade do carotendide quando administrado na forma microencapsulada,
impossibilitando que, mesmo em dose alta produzisse efeito mutagénico. Sabe-se que o
microencapsulamento de farmacos faz com que a liberagcdo do produto encapsulado seja
efetuada durante um longo periodo, impedindo uma dosagem excessiva indesejada e fazendo
com que o organismo absorva o farmaco continuamente (MANCA; ROVAGLIO, 2003). O
atraso, portanto, na absor¢do da substdncia microencapsulada também poderia ajudar a
explicar os resultados encontrados nesta dose, pois 0 material encapsulado, mesmo em alta
concentracdo ndo atingiria doses imediatas capazes de induzir mutagenicidade. A associagdo
das microcapsulas com a doxorrubicina (Microcapsulas+DXR) ndo foi capaz de proteger
contra a agdo mutagénica da doxorrubicina, haja vista que ndo houve redugéo na freqiiéncia
de micronucleos. A formagdo de micronucleos nos animais do grupo BCM 2.5mg+DXR
também ndo foi reduzida. Isto demonstra que o beta-caroteno na dose de 2.5mg, quando
microencapsulado, ndo apresenta atividade antimutagénica, oposto do que foi observado no
tratamento com a mesma dose do carotendide puro. Embora tenha sido observada redugdo na
freqiiéncia de micronticleos na dose de Smg (BCM 5mg+DXR), quando comparado ao grupo
DXR, esta dose ndo pode ser considerada antimutagénica, pois a redugdo nédo teve diferenga
estatistica.

A auséncia de trabalhos na literatura envolvendo o estudo de absorgdo e cinética de
substancias microencapsuladas dificulta a explicagdo dos resultados neste trabalho. Por outro
lado, existem evidéncias demonstrando a eficiéncia do processo de microencapsulamento.

Artigo publicado por Lingyun, Gabriel e Muriel (2006), descreve o potencial de proteinas
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alimentares como material encapsulante em sistemas de liberagdo de compostos bioativos
como vitaminas, probidticos, peptideos bioativos e antioxidantes, em forma de hidrogel e
micro ou nanoparticulas. Licopeno encapsulado em proteinas de soro de leite teve sua
disponibilidade aumentada a valores semelhantes a pasta de tomate, fonte mais eficiente de
biodisponibilidade do licopeno para humanos (RICHELLE et al., 2002). Yoo et al. (2006)
demonstraram que o alfa-tocoferol encapsulado em alginato de sodio foi efetivamente
protegido quando exposto a simulag¢des de fluido gastrico e amplamente liberado em modelos
de fluido intestinal. Estudo recente relatou 80% de eficiéncia no microencapsulamento de
licopeno em gelatina/sucrose por “spray drying”, embora ndo tenham feito estudo de
atividade e liberag¢do do carotendide (SHU et al., 2006). Lambert, Weinbreck e Kleerebezem
(2008) demonstraram que o microencapsulamento de enzimas biliares com goma arabica, foi
eficiente na protegdo destas enzimas em condi¢des simuladas de fluido gastrico e foi eficiente

também na liberagdo do produto encapsulado em condi¢des entéricas.

5.3 Técnica do Micronicleo em Sangue Periférico de Ratos

Varias evidéncias tém indicado a confiabilidade na avaliagdo da freqiiéncia de
micronucleos em reticuldcitos de sangue periférico, bem como em medula 6ssea. Esta analise
em reticuldcitos do sangue periférico era restrita ao camundongo devido ao consenso de que
havia eliminagdo de eritrocitos micronucleados pelo bago de ratos (SCHLEGEL:
MACGREGOR, 1984; HAYASHI et al.,, 1992). Contudo. no segundo [nternational
Workshop on Genotoxicity Testing IWGT) em Washington D.C. em 1999, foi discutido o uso
de sangue periférico de ratos como cé€lulas-alvo na analise de micronucleos, assim como o uso
de sangue periférico de camundongos baseados nos dados experimentais de alguns autores
(WAKATA etal., 1998; HAMADA et al., 2001). Entretanto, em 1999 o grupo foi incapaz de

alcangar um consenso, pois ainda havia uma preocupagéo acerca da fungo esplénica de ratos.
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Em 2005, porém, o grupo chegou a um consenso. Foram acumuladas evidéncias suficientes,
mostrando que os reticuldcitos micronucleados de sangue periférico de ratos sdo populagdes
de células aceitaveis para o teste do microntcleo, tanto em ratos como em camundongos
(HAYASHI et al., 2007).

A eficacia da técnica vem sendo comprovada com estudos recentes envolvendo a
avaliagdo da mutagenicidade in vivo de diversos compostos pelo micronucleo de sangue
periférico (SELVAKUMAR et al., 2006; MEDOLA et al., 2007; VAN MIERT et al., 2008).
Além disso, dados preliminares sugerem que o sangue periférico pode ser uma amostra
aceitavel de tecido também em outras especies, incluindo humanos (DERTINGER et al.,
2003; ABRAMSSON-ZETTERBERG et al., 2000; MACGREGOR; WEHR:; GOULD, 1980).
Portanto, o teste de micronucleo em sangue periférico de ratos é uma valiosa ferramenta para
avaliacdo de compostos possivelmente mutagénicos (VAN MIERT et al., 2008).

Os resultados do teste do micronicleo em sangue periférico foram semelhantes aos
resultados obtidos com a medula 6ssea, demonstrando que tanto a formagdo de micronticleos
quanto a atividade antimutagénica do beta-caroteno foi semelhante nos dois tecidos. No
entanto, foi observada uma freqiiéncia de micronicleos maior no sangue periférico. Com base
na cinética de formagéo dos reticuldcitos e sua movimentagdo da medula dssea para o sangue,
a freqiiéncia de microntcleos em sangue periférico normalmente ¢ semelhante aquela
observada 24h antes na medula 6ssea (MACGREGOR et al., 1987). Portanto, quando ambos
tecidos s@o coletados a0 mesmo momento, espera-se encontrar uma freqii€éncia menor de
micronucleos no sangue periférico. O que dificulta a interpretagcdo dos dados obtidos neste
trabalho. Contudo, alguns trabalhos ja relataram resultados semelhantes. Resende et al. (2007)
também encontraram em camundongos freqii€ncia maior de micronucleos em sangue
periférico quando comparado a medula éssea. Por exemplo, no grupo controle negativo a

frequiéncia de MNPCE/1000 foi 0,67 em medula 6ssea, comparado com 1,92 em células
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sanguineas. Em todos os tratamentos com extrato de Baccharis dracunculifolia, as
freqiiéncias de micronucleo foram maiores em sangue do que em medula 6ssea. Resultados
semelhantes foram publicados por Aparecida Resende et al. (2006). Yamagishi et al. (2001)
também encontraram frequéncia maior d¢ MNPCE em sangue perifério de animais do grupo
controle (*2,0) quando comparados a medula 6ssea (1,7). A freqii€ncia no grupo tratado com
mitomicina, e sacrificados 24h depois da injegdo i.p. foram muito similares em sangue
periférico e medula 6ssea de camundongos. Delmanto et al. (2001) usando o teste do
micronucleo, encontraram no grupo controle a freqiiéncia de 0,08 em medula dssea e (.21 em
sangue periférico. O grupo controle positivo tratado com ciclofosfamida mostrou uma

freqiiéncia de 1,33 em medula 6ssea e 1.42 em sangue periférico.

5.4 Ensaio do Cometa

Camundongos e ratos t€ém sido amplamente utilizados no ensaio do cometa como
modelos animais para a avaliagdo da genotoxicidade in vivo. O ensaio do cometa in vivo foi
aceito como um teste valido para ser aplicado em testes de compostos quimicos em alimentos,
produtos de consumo e no meio ambiente (DHAWAN; BAJPAYEE; PARMAR, 2009) e
recomendado para complementar resultados de testes positivos in vitro. Agéncias reguladoras
internacionais recomendam a utilizagdo deste teste como parte da bateria de testes na
avaliagdo da genotoxicidade de compostos in vivo (BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005).
Para a obtengdo de resultados confidveis, existem protocolos especificos para a execugdo do
ensaio do cometa in vivo (TICE et al., 2000 HARTMANN et al., 2003; BURLINSON et al.,
2007). Multiplos 6rgdos de camundongos € ratos incluindo cérebro, sangue, rins, pulmdes,
figado e medula dssea tém sido utilizados para o abrangente entendimento da genotoxicidade
de agentes quimicos (SASAKI et al., 2000; SEKIHASHI et al., 2002; MENG; QIN; ZHANG,

2005; PATEL et al., 2006). Os 6rgéos de ratos ou camundongos utilizados para determinado
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estudo, que apresentam altos niveis de fragmentacdo. ndo s@o necessariamente 0s Orgaos
sujeitos ao processo de carcinogénese, embora para a elucidagdo da carcinogenicidade de um
composto, um estudo drgéo-especifico é necessario, porém ndo o suficiente (SASAKI et al.,
2002).

O ensaio do cometa pode ser aplicado em qualquer tecido. Porém, com excegdo dos
tecidos que devem ser utilizados como alvo de agentes quimicos especificos (por exemplo,
bexiga para algumas aminas aromaticas), o tecido mais apropriado é o figado, seguido do
intestino quando aquele for negativo para genotoxicidade (TICE et al., 2000). Porém. a
escolha dos rins como tecido-alvo para avaliagdo de genotoxicidade, também torna-se
importante devido a nefrotoxicidade da doxorrubicina (DE JONGE; VERWEIJ, 2006).

Dados baseados no estudo de Sasaki et al. (2000), sugerem que o melhor periodo para
coleta de amostra para o ensaio do cometa in vivo é de 3 a 6h e de 22 a 26h, tanto para o
tratamento por administragdo oral quanto intraperitoneal. Outros estudos com o ensaio do
cometa in vivo corroboram estas sugestdes (TICE et al., 2000). Portanto o periodo de coleta
de 24h realizado neste trabalho esta de acordo com as recomendag¢des da literatura.

Embora ndo haja restri¢do para a analise de cometas por escore, no qual os danos ao
DNA sio classificados visualmente e classificados em categorias, a falta de habilidade para a
analise da densidade ou da forma das caudas dos cometas que podem ser curtas, porém densas
ou longas porém dispersas, dependendo do efeito do composto testado, ¢ uma limitagdo para
este tipo de categorizagdo. Com isso, o método de avaliagdo por software torna-se
recomendado (TICE et al., 2000). A verificagdo da porcentagem de DNA na cauda dos
nucleodides (Y%aDNA) ¢ um dos parametros confiaveis de analise e muito utilizado (LOU et al.,
2009; HANSEN et al., 2009; KUPPAN et al., 2009; BUTTON et al., 2009), embora existam
outros pardmetros para a verificagdo.

Os resultados obtidos por meio da analise das imagens dos nucledides mostram que no
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figado. o indice de fragmentagdo observado no grupo Controle Negativo pode ser considerado
basal. Kim et al. (2009), relataram resultados semelhantes em figado de ratos machos. O
grupo Controle Solvente e os grupos tratados com as duas doses do beta-caroteno puro (BC
2,5mg e BC 5Smg) ndo demonstraram genotoxicidade no figado, o que nédo foi observado nos
resultados do teste do micronticleo em sangue periférico e medula éssea, no grupo tratado
com a mesma dose (BC 5mg).

Nos rins, foi observada alta fragmentacdo do DNA dos animais do grupo Controle
Negativo. Normalmente, células renais apresentam maior fragmentacdo do DNA quando
comparadas as células hepdticas, no ensaio do cometa. Este resultado ja foi descrito por
alguns autores em pesquisas com roedores (OSHIDA et al., 2008; HIGASHIMOTO et al.,
2009; CEDERBERG; HENRIKSSON; BINDERUP, 2009; RIBEIRO; CAMPOS;
BERGAMASCHI, 2009). Células renais normalmente apresentam alto indice de dano ao
DNA in vivo (DMITRIEVA; CAI; BURG, 2004). Este dano aparentemente resulta das altas
concentragdes de NaCl e uréia normalmente presentes no rim, mas € reparado assim que as
concentragdes destas duas substincias diminuem por meio do efeito do diurético furosemida
(ZHANG et. al., 2004). No entanto, ainda ndo é bem claro como as células sobrevivem e
funcionam normalmente apesar destes danos. Zhang et al. (2004) observaram que altas
concentragdes de NaCl e uréia aumentam a quantidade de espécies reativas de oxigénio em
células renais, o que poderia aumentar o dano ao DNA. Estes resultados poderiam ajudar a
explicar porque o tratamento com as duas doses do beta-caroteno puro (BC 2,5mg e BC 5mg),
no teste do cometa, diminui a fragmentagéo do DNA a niveis inferiores ao Controle Negativo.
O beta-caroteno, neste caso, poderia agir como antioxidante inativando as espécies reativas de
oxigénio.

Embora ndo tenha sido observada diferenga estatistica entre os danos apresentados

pelo grupo DXR e o Controle Negativo nos rins, a dose de doxorrubicina de 16mg/kg ja se
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mostrou eficiente em induzir danos ao DNA, como foi observado nos outros tecidos
analisados nesta pesquisa e também em outros estudos (FERREIRA et al., 2007; RIBEIRO et
al., 2010). A administragdo de uma dose maior de doxorrubicina torna-se irrelevante, pois no
corresponderia a um tratamento clinico, haja vista que este farmaco ndo deve ser administrado
em altas doses devido ao seu potencial cardiotoxico e também aos efeitos colaterais
observados nos pacientes.

Na associag@o do beta-caroteno puro com a doxorrubicina, podemos observar que os
grupos Solvente+DXR, BC 2,5mg+DXR e BC Smg+DXR apresentaram menor fragmentagéo
do DNA tanto no figado quanto nos rins. Porém, este efeito protetor ndo pode ser atribuido ao
beta-caroteno, pois o 6leo de milho per si foi capaz de proteger contra os danos induzidos pela
doxorrubicina.

Nos animais tratados com o beta-caroteno microencapsulado, podemos observar que
as Microcapsulas e as doses BCM 2,5mg e BCM 5mg ndo foram genotdxicas em ambos 0s
tecidos, assim como os resultados obtidos com o teste do micronucleo.

No figado, a associagdo MicrocapsulastDXR apresentou prote¢do sobre a
genotoxicidade induzida pela doxorrubicina. O material utilizado para o
microencapsulamento foi a goma arabica. Apesar desta substancia ser muito utilizada no
processamento de alimentos, por ndo afetar significativamente as propriedades do alimento,
existem alguns trabalhos que evidenciam a capacidade antioxidante deste composto. Portanto,
essa propriedade antioxidante da goma arabica poderia explicar os resultados encontrados no
grupo Microcapsulas+DXR. Montenegro et al. (2007), pesquisando a capacidade protetora de
licopeno microencapsulado contra a degradagdo de vitaminas A e D de leite estocado sob luz
fluorescente, descobriram que a adi¢do das microcapsulas reduziu em 45% a velocidade de
degradagdo dessas vitaminas. No entanto, concluiram que o mecanismo de fotoprote¢do foi

devido principalmente a capacidade da porgdo protéica da goma arabica em inativar o estado
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triplete da riboflavina do leite. Estes resultados, nestas condi¢des experimentais, mostram a
capacidade antioxidante de microcapsulas produzidas com goma arabica e sugerem que este
material utilizado como matriz encapsulante ndo afetaria a propriedade antioxidante do
licopeno. O conceito de agdo antioxidante da goma arabica tem levado a publicagdo de vérios
artigos indicando, por exemplo, as propriedades protetoras da goma arabica sobre a
nefrotoxicidade da gentamicina e da cisplatina em ratos (AL-MAJED et al., 2002; AL-
MAIJED et al, 2003;), contra a -cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina em
camundongos (ABD-ALLAH et al., 2002) e contra a hepatotoxicidade do paracetamol
também em camundongos (GAMAL EL-DIN et al., 2003). Todos estes estudos foram
fundamentados no conceito de que a goma arabica tem um intenso potencial antioxidante e o
principal mecanismo de toxicidade dos farmacos estudados seria a gera¢do de radicais livres
(ALI; AL MOUNDHRI, 2006). Por outro lado, estudo feito por Ali (2004) sobre os efeitos
antioxidantes da goma arabica administrada oralmente em ratos durante oito dias, descobriu
que esta substancia ndo alterou os valores de glutationa, acido ascorbico, peroxidagdo lipidica
e superdxido dismutase nos rins dos animais.

No figado, os resultados encontrados nos grupos BCM 2.5mg+DXR e BCM
S5mg+DXR mostram que as duas doses do beta-caroteno microencapsulado foram
antigenotdxicas, sendo que a dose de Smg/kg foi mais efetiva na protegdo, complementando
os resultados obtidos com o teste do micronucleo em medula 6ssea e sangue periférico.

No rim, com os resultados opostos entre as duas doses associadas a doxorrubicina
(BCM 2,5mg+DXR ¢ BCM 5mg+DXR), a menor apresentando genotoxicidade e a maior
sendo antigenotdxica, pode-se sugerir que, como foi observado no teste do micronucleo,
devido ao microencapsulamento, o beta-caroteno apresentou agdo antigenotdxica apenas
quando foi utilizado em maior dose.

A diferenca de resposta entre as doses do beta-caroteno puro e microencapsulado,



Discussdo 78

quando associados a doxorrubicina, também pode estar relacionada a sua melhor absorgdo na
presenga de lipidios. Os carotendides sdo hidrofobicos e sua absor¢do depende, ndo s6 apenas
de como s@o liberados da matriz alimentar, mas também da subseqiiente solubilizagdo pelos
acidos biliares e enzimas digestivas, resultando na sua incorpora¢do pelas micelas. Por esta
razdo, a presenga de lipidios na dieta tem sido considerada um importante co-fator na
biodisponibilidade de carotendides (PARADA; AGUILERA, 2007). Com isso, a utilizagdo do
6leo de milho como solvente na administragdo do beta-caroteno puro poderia intensificar sua
absor¢do, 0 que ndo aconteceria com o beta-caroteno microencapsulado.

A diferenga de resposta entre as doses do beta-caroteno puro e o microencapsulado
evidencia a necessidade de se realizar a dosagem do carotendide no plasma dos animais. Com
isto, pode-se fazer uma compara¢do entre a biodisponibilidade do composto puro e o
microencapsulado. Esta dosagem esta em andamento no Laboratério de Quimica Orgénica do

Departamento de Fisica e Quimica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo

Preto-USP.
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CONCLUSOES

Foi realizada, neste estudo, a comparagdo da acdo mutagé€nica/antimutagénica entre

duas doses do beta-caroteno puro ou na forma microencapsulada em células da medula 6ssea,

rins, figado e reticuldcitos de ratos Wistar tratados com o antitumoral doxorrubicina.

Conforme os resultados obtidos com o teste do micronticleo, pode-se concluir que:

A dose de 2,5mg/kg do beta-caroteno puro ndo foi mutagénica, pois nido
induziu a formag&o de microntcleos;

A dose de 5Smg/kg do beta-caroteno puro foi mutagénica, pois induziu a
formagdo de micronucleos;

Quando associados a doxorrubicina, o beta-caroteno puro foi capaz de proteger
contra a mutagenicidade da doxorrubicina apenas na dose 2.5mg/kg:

As duas doses do beta-caroteno microencapsulado ndo foram mutagénicas nem

antimutagénicas;

Conforme os resultados obtidos com o ensaio do cometa, pode-se concluir que:

As duas doses, tanto do beta-caroteno puro quanto do microencapsulado. no
figado e nos rins, ndo foram genotdxicas;

No tratamento com o beta-caroteno puro, associado a doxorrubicina, houve
reducdo na formag¢do de micronicleos, no figado e nos rins, porém esta
prote¢do ndo pode ser atribuida exclusivamente ao beta-caroteno puro, pois a
reducdo dos danos foi semelhante ao tratamento com o Controle Solvente (6leo
de milho);

No tratamento com o0 beta-caroteno microencapsulado, associado a

doxorrubicina, as duas doses foram antigenotdxicas no figado, enquanto nos
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rins apenas a dose Smg/kg foi considerada antigenotoxica.

e Na comparag@o entre os resultados obtidos com o teste o micronucleo e ensaio
do cometa, foi possivel concluir que apesar dos danos observados no ensaio do
cometa serem passiveis de reparo, alguns danos podem ndo ser reparados,

dependendo do tratamento, levando a formagdo de microntcleos.

Em conclusdo, o beta-caroteno puro ndo deve ser utilizado em altas doses, pois
aumenta o dano ao DNA e quando microencapsulado ndo perde suas propriedades, porém

uma dose maior deve ser utilizada para que o carotendide tenha efeito antimutagénico.
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