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RESUMO

Introducéo: Os carotendides representam um dos compostos bioativos
mais estudados na atualidade, e se classificam em carotenos e xantofilas,
que sdo representados principalmente por beta-caroteno e luteina,
respectivamente. Estudos recentes tém associado as funcdes alegadas a
esses carotendides na sua forma sintética com protecdo a danos causados
ao DNA. Dessa forma o presente estudo teve por objetivo verificar o
efeito em nivel de dano em DNA de sucos de fontes alimentares desses
carotendides (couve e suco verde comercial), bem como da luteina
isolada e beta-caroteno isolado. Além disso, foram analisados nestes
sucos, através da Cromatografia Liquida de Alta Performance, a
presenca e a quantidade destes carotenoides, além de determinar a
capacidade dos itens testados em modular a acdo do metil
metanosulfonato (MMS) e da ciclofosfamida (CP), agentes sabidamente
genotoxicos, in vivo em células de camundongos através do Ensaio
Cometa. Materiais e métodos: Foram utilizados camundongos albinos
Swiss machos adultos, obtidos do biotério da Universidade do Extremo
Sul Catarinense. Foram divididos em 23 grupos, com 6 camundongos
por grupo. Apds os tratamentos foram coletadas amostras de sangue de
todos os animais através de incisdo na extremidade da caudapara a
realizacdo do Ensaio Cometa nos tempos 24h e 48h. Resultados: Os
grupos que receberam 0s sucos no pré-tratamento apresentaram reducdo
de dano maior que 50%, e 0s que receberam 0s compostos sintéticos
isolados apresentaram uma reducédo de aproximadamente 20%. No pés-
tratamento o reparo de dano se manteve semelhante ao pré-tratamento.
Conclusdo: Os sucos utilizados no estudo, assim como 0s carotendides
sintéticos ndo apresentaram acdo genotoxica. Além disso, apresentaram
acao protetora e de reparo no pré e pds-tratamento, respectivamente. Foi
observado efeito benéfico mais acentuado nos grupos que receberam os
sucos, mostrando que o sinergismo dos compostos presentes no
alimento foi mais eficaz comparado aos compostos sintéticos isolados.

Palavras-chave: Luteina, Beta-caroteno, Sucos couve, suco verde,
Getonoxicidade, Ensaio Cometa






ABSTRACT

Background: Carotenoids represent one of the most studied bioactive
compounds, and are classified into carotenes and xanthophylls, which
are mainly represented by beta-carotene and lutein, respectively. Recent
studies related roles of these carotenoids in its synthetic form of
protection with DNA damage. Objective: The aim of present study was
to verify the effect of juices source of these carotenoids (kale juice and
green juice) in level of DNA damage, as well as lutein and beta-carotene
isolated. Moreover, analyze the presence and amount of these
carotenoids in juices and to determine the ability of items tested in
modulating the action of methyl methanesulfonate (MMS) and
cyclophosphamide (CP), in vivo. Design: Albinos swiss male mice were
divided into 23 groups with 6 mice per group. After the treatments were
collected blood samples from animals through an incision at the tail end
for performing of Comet Assay in time 24h and 48h. The carotenoids
were quantified in the juices with the High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). Results: The groups that received the juices
in pre-treatment showed damage reduction greater than 50%, and those
received the compounds isolated showed a reduction of approximately
20%. Similar results to post- treatment. Conclusions: The juices and
carotenoids showed a protective action and repair in pre and post-
treatment, respectively. It was observed beneficial effect more
pronounced in the groups that received juices, showing the synergism of
the compounds present in the food matrix was more effective compared
with single compounds.

Keywords: Lutein, Beta-carotene, Kale juice, Green juice, Genotoxicity
Comet Assay
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1. INTRODUCAO
1.1 ALIMENTOS COMO FONTES DE COMPOSTOS BIOATIVOS

A alimentacdo representa a manifestacdo da organizagéo social e
pode ser considerada a chave simbdlica dos costumes em qualquer que
seja a sociedade, além de ser um dos fatores comportamentais que mais
influencia a qualidade de vida das pessoas (Assis e Nahas, 1999).
Estudos sobre os habitos alimentares do mediterraneo e da populagdo
asiatica constataram um consumo elevado de alimentos de fonte vegetal,
e uma baixa incidéncia de doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT),
como doencas cardiovasculares, disfungdes metabolicas e cancer.
Afirmacdo que impulsionou o estudo sobre a presenca ndo sé de
nutrientes na alimentacdo diéria, mas também de outros compostos ndo
nutrientes que atuam diretamente em alvos fisiologicos especificos,
interferindo no processo patogénico dessas doencas (Sabaté, 2003;
Minich, 2008).

A partir dai concluiu-se que os alimentos de origem vegetal sdo
fontes de macro nutrientes, vitaminas, minerais, e também de compostos
bioativos. E, além disso, estudos epidemioldgicos passaram a afirmar
gue a ingestdo insuficiente de compostos bioativos provenientes de
vegetais é fator de risco para DCNT, assim como 0 cOnsumo excessivo
de energia e de gorduras totais e saturadas na dieta, contribuindo na
mesma magnitude (Sabaté, 2003; Bastos et al., 2009; Sofi et al., 2010).
O estudo destes compostos nos alimentos inspirou o conceito de
alimentos funcionais, que sdo aqueles que além de exercer funcgdes
nutricionais béasicas produzem efeitos metabdlicos e/fou fisioldgicos
benéficos a salde (ANVISA, 1999).

Os compostos bioativos sdo metabdlitos secundarios do sistema
de defesa quimico das plantas contra radiagdo ultravioleta, insetos ou
patdgenos. Ocorrem em pequenas quantidades nos alimentos, e na dieta
habitual alguns gramas por dia sdo ingeridos. No entanto, as
concentracBes desses compostos no organismo humano sdo muito
baixas, 0 que estd relacionado & sua limitada absor¢do e
biodisponibilidade (Manach et al, 2007).

Biodisponibilidade refere-se a concentragdo de um determinado
composto ou de seus metabolitos na circulagdo, 6rgéos e/ou tecidos em
relacdo ao total ingerido do mesmo. A baixa biodisponibilidade destes
compostos bioativos justifica-se pelo fato de alguns destes serem
reconhecidos pelo organismo humano como Xxenobidticos e, além disso,
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sua determinacdo mais precisa ser dificultada pela necessidade de
avaliagdo de 6rgdos humanos in vivo (Jacobs e Tapsell, 2007).

Esses compostos variam extensamente em estrutura quimica e,
consequentemente, na funcdo biol6dgica e mecanismos de a¢do. Sua agdo
antioxidante, por exemplo, deve-se ao potencial de éxido-reducdo de
algumas moléculas, a capacidade de competir por sitios ativos e
receptores nas estruturas celulares, e a modulacdo da expressao génica.
Além disso, atuam na modulacdo de enzimas de detoxificacdo,
estimulagdo do sistema imune, modulagcdo do metabolismo hormonal,
reducdo da pressdo sanguinea, entre outras funcGes. Porém, por outro
lado, ndo sdo sintetizados pelo organismo humano e nem considerados
essenciais ao seu crescimento e as fungBes vitais, por isso ndo sdo
denominados nutrientes (Manach et al., 2007; Bastos et al., 2009).

Perante o grande nimero de compostos bioativos existentes na
natureza, eles podem ser subdivididos em grupos com milhares de
compostos distintos. Entre eles os polifendis, como a isoflavona
presente na soja, 0 subgrupo dos glicosinolatos, como o sulforafano e
indol-3-carbinol, presente nas brassicas. E por fim, os carotendides, que
serdo enfocados a seguir (Cozzolino, 2009).

1.2 CAROTENOIDES

Os carotendides representam uma familia de compostos que
compreendem mais de 750 pigmentos encontrados na natureza.
Promovem coloragdes que variam do amarelo, passando pelo verde e
laranja, até o vermelho intenso nos vegetais, plantas, algas e alguns
microorganismos onde sdo sintetizados. Aproximadamente 40 destes
sdo encontrados na dieta, sendo que a-caroteno, p-caroteno, pB-
criptoxantina, luteina, zeaxantina e licopeno sdo responsaveis por
aproximadamente 90% das concentragdes plasmaticas de carotendides, e
alguns destes sdo precursores de vitamina A (Zhao et al., 2006;
Cozzolino, 2009).

Independente da capacidade precursora de vitamina A, 0s
carotendides desempenham um importante papel antioxidante, por
possuirem uma grande capacidade sequestrante do oxigénio singlete.
Sua caracteristica estrutural influencia diretamente em suas
caracteristicas quimicas. Estruturalmente sdo formados por uma longa
cadeia de duplas ligages conjugadas, geralmente contendo 40 atomos
de carbono (tetraterpenos), com uma ou duas estruturas ciclicas (anel [3-
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ionona) que terminam em ligacfes conjugadas, 0 que garante sua
capacidade de captacdo de radicais livres (Mascio et al., 1991).

Esta capacidade antioxidante esta diretamente ligada a sua funcédo
protetora contra o céncer, assim como a modulacdo do metabolismo do
carcinoma, inibicdo da proliferacdo celular, aumento da diferenciagdo
celular via retindides, estimulacdo da comunicacdo entre as células e
aumento da resposta imune (Paiva e Russell, 1999; Tanakaet al., 2012).

Podem ser formados a partir de duas vias biossintéticas: a via
classica, conhecida como via do mevalonato e a via alternativa, também
chamada de via do metileritritol fosfato. Em ambas as vias hd a
formagdo de substrato precursor do primeiro carotentide de 40
carbonos, o fitoeno. Apds processos de dessaturacdo, o fitoeno €
transformado em licopeno, que é substrato para reacfes de ciclizagao.
Ap0s esse processo, 0s carotendides podem ser divididos em carotenos e
xantofilas, que sdo formados através da oxigenacdo dos carotenos, pela
adicdo de grupamento hidroxila, carbonila, éter, acetato e epoxido. Beta-
caroteno e licopeno sdo exemplos de carotenos, enquanto luteina,
zeaxantina sdo exemplos de xantofilas. A figura 1 mostra o esquema de
biossintese dos carotendides (Bramley, 2002; Ambrdsio et al., 2006).

Figura 1: Cicliza¢do do licopeno a a ¢ B- caroteno e formacdo das
xantofilas a partir do a e B-caroteno

Licopeno

a-caroteno B-caroteno

& € & 1]

p < B
Zeinoxantina a-criptoxantina PH B-criptoxantina
W W E.m ], ]g
v
HO"
l l HO

Luteina OH Zeaxantina OH
ﬁ"‘ "&
HO HO

Fonte: (adaptado de Quinlan et al. 2012).

Para que ocorra sua correta digestdo e absorcdo € necessario seu
desprendimento do alimento de origem, e isso ocorre durante a cocgéo, a
mastigacdo, a degluticdo e também no estdbmago. Em grande parte sdo
moléculas hidrofébicas, e por consequéncia desta caracteristica, seu
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processo de absorcdo e transporte torna-se semelhante ao dos lipideos.
Dessa forma, sua biodisponibilidade estd diretamente relacionada a
presenca de lipideos na dieta, a correta producdo de bile e adequada
presenca de fibras na alimentacdo (Furr e Clark, 1997; Rodriguez-
Amaya, 1999).

Ap0s a absorcdo, os carotendides sdo transportados via linfa, e
pela circulacdo portal até o figado. Nessa etapa sdo incorporados as
lipoproteinas, e a distribui¢do entre as classes destas é determinada por
caracteristicas fisicas individuais dos carotendides e pela composi¢do
lipidica das lipoproteinas. A partir dai, podem exercer seu papel em
nivel molecular (Parker, 1996).

1.3 LUTEINA E BETA-CAROTENO: SEUS EFEITOS ISOLADOS E
NA MATRIZ ALIMENTAR

A luteina é o segundo carotendide mais prevalente no plasma
humano, e por estar presente principalmente na méacula litea, além de
exercer atividade antioxidante, também tem importante fungéo protetora
contra degeneracdo macular relacionada a idade e protecdo contra a
radiacdo ultravioleta (Khachik et al., 1997; Ma et al., 2011; Azqueta e
Collins, 2012).

Estudos recentes tém associado as fungfes atribuidas a luteina
sintética com protecdo a danos causados ao DNA, isolada ou em
associagdo com outros carotendides, principalmente zeaxantina, que
também é predominante na macula lGtea. Serpeloni et al.(2012)
avaliaram os efeitos de protecdo da luteina perante estresse oxidativo e
dano em DNA causado pela cisplatina em uma linhagem de células
humanas derivadas do figado. Eles concluiram que a luteina ndo
apresenta atividade genotoxica, além de exercer acdo antioxidante e
protetora ao DNA.

Com o intuito de avaliar o efeito da luteina na protecédo de dano a
retina, Sasaki et al.(2012) analisaram a retina de camundongos expostos
a luz que receberam luteina e dieta normal. Obtiveram resultados
positivos ao mensurar a fungdo visual dos animais e observar mudangas
histolégicas, ou seja, a suplementagdo do carotendide atenuou o
comprometimento visual induzido pela luz por proteger o DNA das
células fotorreceptoras.

O Beta-caroteno situa-se como o carotendide mais abundante na
alimentacdo humana, e umas das suas principais atividades é a de
precursor de vitamina A. Exerce fungdo antioxidante e protetora ao
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DNA, e por se depositar em maior quantidade na pele humana,
desempenha importante funcdo fotoprotetora.

Ao associar, in vitro, a atividade toxica da aflatoxina com
carotendides como o licopeno e/ou beta-caroteno, Reddyet al.(2006)
chegaram a resultados que demonstraram que as células pré-tratadas
com os carotenoides foram protegidas dos efeitos toxicos da aflatoxina,
tanto em nivel celular, como também em nivel molecular.Em
contrapartida, Yurtcu et al. (2011) avaliaram os efeitos protetores do
beta-caroteno em uma linhagem de células de carcinoma hepatocelular
humano. Para isso utilizaram das técnicas de ensaio cometa para avaliar
o0 dano em DNA e TBARS para a avaliacdo da peroxidacéo lipidica. Os
resultados obtidos neste estudo mostraram um aumento da ocorréncia de
dano em DNA nas células tratadas com o carotendide, além de um
aumento na peroxidagdo lipidica.

Com o intuito de esclarecer o mecanismo de agdo do beta-
caroteno na indugdo de danos oxidativos, van Helden et al.(2009)
avaliaram os efeitos do beta-caroteno e de seus metabdlitos na
genotoxicidade induzida por neutrofilos, uma vez que ha influxo de
neutréfilosnas vias aéreas de organismos expostos ao cigarro e ao
amianto, e conseqiiente aumento das espécies reativas de oxigénio e
aumento das lesGes pro-mutagénicas no DNA. Seus resultados
mostraram que o0s metabdlitos do beta-caroteno apresentaram
capacidade de inibir a enzima mieloperoxidase em combinagcdo com o
aumento da formacdo de radical hidroxila por induzir a reagdo de
Fenton.

Os trabalhos citados acima nos mostram que estas substancias
ndo exercem somente efeitos benéficos a salde humana, e nos faz
ressaltar sua oferta no alimento. Nesse contexto, muitos trabalhos
investigam o desempenho destes carotendides na matriz alimentar. Horst
et al.(2010) estudaram o comportamento do extrato aquoso de couve e
repolho em ratos que foram submetidos a um modelo animal de
hepatocarcionoma. Para isso, analisaram o figado dos animais tratados,
e encontraram uma reducdo de dano em DNA dos animais que
receberam os extratos dos vegetais, e uma maior concentragdo de luteina
no figado destes animais.

Em humanos, Pool-Zaobel et al.(1997) encontrou uma reducéo dos
niveis de dano em DNA end6genos apds administrar produtos derivados
do tomate, espinafre e cenoura, alimentos fontes de carotenoides, em
homens adultos, saudaveis e ndo fumantes. Além disso, obtiveram uma
significativa reducéo de danos oxidativos basais ap6s a administracdo de
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suco de cenoura. Resultados que suportam a hipGtese que o0s
carotendides presentes nos vegetais utilizados no estudo exercem um
efeito protetor ao cancer por diminuir o dano oxidativo no DNA em
humanos.

Adicionalmente, Briviba et al.(2008) ao avaliar os efeitos da
administracdo de diferentes porcGes de vegetais e frutas (2, 4 ou 8
porcdes/dia) em homens ndo fumantes durante 4 semanas, encontraram
altas concentragdes de luteina, zeaxantina, alfa e beta-caroteno no
plasma dos individuos que receberam 8 porcGes/ dia de vegetais e frutas
significativamente maiores que naqueles que receberam 2 porg¢des/ dia.
Porém, esse aumento nas concentragdes plasmaticas ndo promoveu uma
diferenca nos niveis de dano endégeno no DNA, peroxidacao lipidica e
marcadores de capacidade antioxidante nos individuos avaliados.

1.4 BRASSICA OLERACEA L. VAR.ACEPHALA D.C.

Pertencente & familia das Brassicaceae, a Brassica oleracea L.
var.acephala D.C. é popularmente conhecida no Brasil como couve
manteiga ou couve de folhas. Apresenta um cultivo tipico de outono e
inverno, mas com tolerancia ao calor, por isso pode ser plantada durante
0 ano todo em diferentes regides do Brasil. E extensamente utilizada na
medicina tradicional brasileira, principalmente exercendo funcbes de
alivio aos sintomas de Ulcera gastrica (Catalogo Brasileiro de Hortalicas,
2011).

Lemos et al.(2011) utilizou dois modelos animais de ulcera
géstrica (etanol/HCI e antiinflamatérios ndo-esteroidais) para avaliar o
efeito reparador do extrato hidroalcodlico da Brassica oleracea L. var.
acephala D.C.. Em ambos os modelos foi observado uma atividade
antitlcera do extrato, sugerindo que este efeito seja relacionado a
habilidade do extrato em estimular a sintese de muco, aumentando o pH
e diminuindo os fons H* no estomago.

Por ser um vegetal folhoso verde escuro, apresenta-se como uma
otima fonte de carotendides, e outros flavonodides na alimentagdo
humana, dessa forma comporta-se como uma fonte de antioxidantes.
Gongalves et al.(2012) avaliaram o potencial genotdxico e/ou
antigenotoxico do extrato hidroalcodlico da Brassica oleracea L. var.
acephala D.C. em diferentes células de camundongos. Os resultados
obtidos neste estudo mostraram que nenhuma das concentragdes
utilizadas (500, 1000 e 2000mg/kg) do extrato hidroalcodlico de
Brassica oleracea L. var.acephala D.C. mostrou efeito genotdxico pelo



31

ensaio cometa, ou clastogénico pelo teste de micronucleo. Além disso, a
couve foi capaz de promover uma inibicdo de dano em DNA induzido
pela doxorrubicina, efeito este que poderia ser justificado pela presenca
de antioxidantes no extrato administrado.

Ha indameros relatos na literatura sobre o beneficio de sucos
verdes comerciais, contendo Brassica oleracea L. var.acephala D.C.,
assim como outros vegetais folhosos verdes escuros em associagao. Por
exemplo, Kang et al.(2004)mostraram resultados referentes & umaagédo
protetora do suco verde comercial de vegetais contra o cancer. Eles
observaramuma diminuicdo de dano oxidativo ao DNA humano ap6s
avaliar vinte individuos fumantes tratados com suco verde durante oito
semanas. Além deste, Bradi et al.(2005)demonstraram uma acédo
quimiopreventiva do suco verde em linhagens celulares de céncer de
mama humano, observando uma supresséo da proliferacdo celular.

1.5 GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE

A genotoxicidade é o setor da genética que estuda 0s processos
que alteram a base genética da vida, quer seja em sua estrutura fisica-
quimica, o DNA (Acido desoxirribonucléico), processo esse classificado
como mutagénese; quer seja na alteragdo do determinismo genético em
nivel celular ou orgénico, identificados respectivamente como
carcinogénese e teratogénese (Erdtmann, 2003).

A mutacéo é definida como sendo qualquer alteragdo do DNA, ou
seja, 0 sistema mutacional é desagregador em principio, mas também &
provedor de variabilidade para a sele¢do. As mutagBes propriamente
ditas sdo classificadas em génicas e cromossémicas. As génicas referem-
se a mudancas de uma ou poucas sub-unidades, os quatro nucleotideos
do polimero de DNA, por substituicdo, perda ou ganho destas sub-
unidades; alterando geralmente apenas o funcionamento de um gene.
Nas mutag¢Oes cromossémicas ndo haveria uma alteragcdo na composicao
dos nucleotideos, mas uma reorganizacdo na estrutura dos polimeros de
DNA — os cromossomos, por translocagdo, inversdo ou mesmo ganho ou
perda de partes maiores destes cromossomos. Podemos notar, que
eventualmente a mutacdo génica e cromossdémica podem se sobrepor,
como por exemplo, uma translocacdo pode destruir a estrutura de um
gene. Pode também alterar a regulagdo de genes sem alterar a
composi¢cdo das sub-unidades do DNA, por efeito de posi¢do. Das
mutacOes pode decorrer uma série de problemas, na grande maioria das
vezes 0s resultados das mutagdes sdo maléficos, incluem malformacgdes,
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cancer, envelhecimento e morte. Mas também das mutages decorre a
maravilhosa variabilidade dos seres em todas as suas expressdes
(Erdtmann, 2003).

O DNA para exercer sua funcdo, necessita interagir com outras
moléculas, essencialmente proteinas para poder ser transcrito e
duplicado. Cada etapa representa um risco de erro, sendo que tais erros
podem ocorrer naturalmente. O DNA € um arquivo de informacdes,
enquanto 0 RNA (4cido ribonucléico) transfere tais informagfes para
que ocorra a traducdo de proteinas a partir de aminoacidos. Se ocorrer
uma alteracdo na molécula de DNA pode haver uma mudanga nos
aminoacidos, o que transformaria a receita da proteina pré-determinada
pelo material genético, deixando-a menos eficaz ou totalmente ineficaz
(Erdtmann, 2003).

Todos os organismos tém a capacidade de detectar e corrigir
mutacBes que ocorrem no seu material genético. Para controlar os erros
estdo de prontiddo sistemas de reparo do DNA. Ja se tem relatos, hoje
em dia, de produtos e quimicos que reduzem ou previnem as mutagdes,
sendo chamados de agentes antimutagénicos ou antigenotoxicos (Saffi e
Henriques, 2003).

O termo “antimutagénico” foi usado originalmente por Novick e
Szilard em 1952 para descrever os agentes que reduzem a freqiiéncia de
mutacdo espontdnea ou induzida, independente do mecanismo
envolvido (Liviero e VVon Borstel, 1996). Os agentes que previnem o
cancer podem ser incluidos em duas categorias principais: 0s que
previnem a iniciacdo do processo carcinogénico, por meio de blogueio
das mutacBes (agentes antimutagénicos ou blogueadores) e os que
interferem sobre a promocdo ou a progressdo das lesdes que foram
previamente fixadas (agentes supressores ou anticarcinogénicos).
Entretanto a quimioprevencdo no controle do céancer depende da
obtencdo de agentes que ndo atuem apenas como antimutagénicos, mas
que tenham a capacidade adicional de alterar os padrfes de expressdo
génica.

Kada et al. (1978) classificaram os mecanismos de acdo dos
agentes antimutagénicos em dois processos, denominados de
desmutagénese e bioantimutagénese. Na desmutagénese, 0s agentes
antimutagénicos, atuam diretamente sobre os compostos que induzem
mutacBes no DNA, inativando-os quimica ou enzimaticamente, inibindo
a ativacdo metabdlica de pré-mutagénicos ou seqiiestrando moléculas
reativas. Na bio-antimutagénese, 0s agentes antimutagénicos atuam
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sobre 0 processo de fixacdo das mutagOes, ou no reparo das lesdes
causadas no DNA.

De Flora (1998), propdsuma classificagdo dos inibidores de
mutagénese e carcinogénese em trés niveis de prevencdo, considerando
0 modo de agdo dos antimutagénicos e/ou anticarcinogénicos, assim
como o ambiente de acdo, extra ou intracelular. A preven¢do priméria
inibe a mutacdo e a iniciacdo do cancer, tanto pelo ambiente externo
quanto interno da célula. A prevencdo secundaria considera 0s varios
mecanismos que inibam a progressdo do tumor a condicdo de
malignidade. A prevencéo terciaria refere-se a inibicdo das metéstases.

Os mecanismos extracelulares envolvidos na prevengdo de
mutagenos e/ou carcinégenos sao: inibicdo da penetracdo ou remogao do
agente do organismo; inibicdo da formacdo enddégena de mutagenos;
formagdo de complexo inativo, diluicdo efou desativagdo do
mutageno/carcindgeno; favorecimento da absorcdo de agentes
protetores. Entre as vias envolvidas na inibicdo de mutacdo e iniciagdo
do céncer por mecanismos celulares, podemos citar: desintoxicacdo
celular; modificacdo no transporte trans-membrana; modulacdo do
metabolismo celular; inibicdo da replicacdo celular; modulacdo no
sistema de reparo do DNA; controle da expressdo génica (De Flora,
1998). A modulagdo de apoptose também é um importante mecanismo
de acdo dos agentes quimiopreventivos (Fergunson, 1994).

O potencial antimutagénico de uma substancia pode ser avaliado
em sistemas bioldgicos diversos (in vivo e/ou in vitro), incluindo os
mesmos empregados para o estudo e identificagdo dos agentes
mutagénicos. Outros mecanismos, como bactérias e fungos, também séo
usados na avaliagdo do potencial antimutagénico (Antunes e Aradjo,
2000).

1.6 ENSAIO COMETA

O Teste cometa ou SCGE (Single Cell Gel Eletrophoresis Assay)
é um teste de genotoxicidade capaz de detectar danos ao DNA induzidos
por agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes. Este pode ser
realizado tanto em animais como em plantas, demonstrando grande
sensibilidade e rapidez de resultados em estudos de genotoxicidade
(Silva et al., 2003). Apresenta algumas vantagens sobre os testes
bioguimicos e citogenéticos, como: (a) versatilidade em relagdo ao tipo
de célula a ser analisada, sendo que o método ja foi adaptado a qualquer
tipo de célula, além de ser aplicado a diversos organismos; (b)
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necessidade de somente um pequeno namero de células; (c) ndo ser
necessario células em diviséo. Pode ser usado em testes in vitro e in vivo
de inducdo de danos ao DNA (Collins et al., 1997; Tice et al., 2000;
Sekihashi et al., 2002; Valverde et al., 2002; Juchimiuk et al., 2006). A
elevada praticidade e o baixo custo deste teste em relacdo a outros
determinam a ampla aplicabilidade como um teste de avaliacdo da
genotoxicidade (Cotelle & Férard, 1999; Garcia et al., 2004).

O Ensaio Cometa néo é utilizado para detectar muta¢fes, mas sim
lesbes genbmicas que, apOs serem processadas, podem resultar em
mutacdo. Diferente das mutacdes, as lesGes detectadas pelo Ensaio
Cometa sdo passiveis de corre¢do. Assim sendo, o Ensaio Cometa pode
ser também utilizado para estudos de reparo do DNA, trazendo
informacfes importantes sobre a cinética e o tipo de lesdo reparada,
embora ndo possibilite inferir a fidedignidade do processo de reparo
(Albertini et al., 2000).

A técnica do Ensaio Cometa consiste em obter, a partir de células
individualizadas, colocadas em agarose, lisadas, submetidas a
eletroforese e coradas, uma matriz com um halo fluorescente, formado
por DNA ndo danificado e que ndo migrou. Células com DNA
danificado formam um cometa, consistindo de uma cabega (matriz
nuclear) e uma cauda (DNA quebrado). A extensdo do DNA que migrou
esta correlacionado com o dano ocorrido (Tice et al., 2000).

Sdo vérias as maneiras de se analisar os padrfes dos cometas as
quais podem ser visuais: Com ou seu cauda (%); Comprimento do
cometa ou da cauda; Razdo do comprimento do cometa pelo didmetro
perpendicular da cabeca do cometa; Classificacdo em categorias de
migracéo e obtencdo de escore Esta Ultima leva a uma classificagcdo em5
diferentes classes (de O a 4), onde O representa células sem danos
enquanto as classes de 1 a 4 representam niveis de danos crescentes
(Figura 2). Desta forma obtém-se um valor arbitrério, definido como
indice de danos (ID), que expressa a genotoxicidade geral da populagdo
de células. O indice de dano é calculado somando-se 0o ndmero de
células em cada classe multiplicado pelo valor atribuido de cada classe
(0 a 4) na qual foram incluidas. Assim este indice pode variar de 0 ( sem
dano, 100 células x 0) a 400 (dano maximo, 100 células x 4) (Collins et
al., 1997; Tice et al., 2000).0s nucleos intactos aparecem redondo,
enquanto que nas células lesadas, o DNA livre migra do nucleo em
dire¢do ao d4nodo, mostrando uma “cauda” de fragmentos semelhantes a
um cometa.
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Além da analise visual, também existe a possibilidade de analise
por analisador de imagem: Comprimento do cometa ou da cauda;
Porcentagem de DNA na cauda; Momento da cauda (tail moment) e
Avrea do cometa.

Figura 2: Visualizacdo no microscopio de leucdcitos com varios tipos de
dano, onde a “cabeca” representa o nucleo original e a “cauda” os
fragmentos de DNA

Fonte: Do autor

Existem basicamente dois tipos de protocolos para este
teste: (a) tratamento neutro, que detecta quebra dupla no DNA; e (b)
tratamento alcalino, que detecta quebras simples e duplas de cadeia,
diretas ou induzidas por lesdes nas bases do DNA (como oxidacéo,
metilacdo ou outros adutos), cujo procedimento transforma essas
anomalias em les@es alcali-labeis (Fairbairn et al., 1995).

Sabendo que os estudos recentes que avaliaram as fungdes protetoras
da luteina e do beta-caroteno fizeram uso de suas formas isoladas em
sua maioria em concentragdes superiores ao encontrado nos alimentos
fontes destes carotenoides, e considerando a importancia das interacfes
entre os diversos compostos quimicos da dieta e do proprio alimento
fonte para maximizar a biodisponibilidade do composto bioativo, o
presente estudo teve por objetivo verificar o comportamento em nivel de
dano em DNA, do suco natural de couve, de uma opcdo comercial de
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suco de vegetais verdes, bem como da luteina e do beta-caroteno
isolados. Além disso, analisamos nestes sucos a presenca € a quantidade
destes carotendides. Adicionalmente buscamos avaliar a capacidade dos
itens testados em modular a acdo de agentes sabidamente genotdxicos
como a ciclofosfamida (CP) e o metil metanosulfonato (MMS) in vivo
em células de camundongos, através do Ensaio Cometa.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vivo o efeito do suco de couve, e do suco verde
comercial, além da luteina isolada e do beta-caroteno isolado, sobre a
genotoxicidade  induzida pelos agentes alquilantes  metil
metanosulfonato (MMS) e ciclofosfamida (CP), utilizando o Ensaio
Cometa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Investigar a capacidade antigenotoxica dos sucos natural de
couve e do suco verde comercial, bem como de uma
dosebiologicamente ativa de luteina e de beta-caroteno
isolados;

2. Detectar a presenca de compostos bioativos nos sucos natural
de couve e no suco verde comercial,

3. Avaliar os resultados obtidos das diferentes fontes de luteina e
beta-caroteno utilizadas, bem como a acéo dos carotendides em
sua forma isolada, de forma a fornecer maior seguranca quanto
a indicacdo terapéutica destes carotendides.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS E COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Camundongos albinos Swiss machos adultos foram obtidos do
biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense. Eles foram
divididos em 23 grupos, com 6 camundongos por grupo, totalizando 138
animais, que foram alojados em caixas de polietileno, com livre acesso a
comida e 4gua e mantidos em um ciclo de 12 horas luz-escuro (a luz é
ligada as 7h da manhd), com temperatura controlada de 22+1°C. Este
estudo foi aprovadopela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UNESC, constando no protocolo nimero 109/2011, e os experimentos
foram conduzidos de acordo com os principios éticos do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA.

3.1.1 Critérios de inclusdo/ suspensdo e encerramento da pesquisa

Foram incluidos no experimento camundongos machos de 30 a
45g, saudaveis, sendo excluidos da pesquisa aqueles que morreram
durante o experimento ou que apresentaram alguma reacdo adversa ao
tratamento durante o mesmo. Todos 0s equipamentos, reagentes e
drogas necessarias para a realizacdo deste projeto estiveram disponiveis
ao proponente, corroborando com isto, ndo houve riscos de vida para 0s
animais, com isso, ndo houve critérios aparentes para suspensdo ou
encerramento da pesquisa.

3.1.2 Local de realizacao da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Biologia Celular e
Molecular (LABIM), localizado no Bloco S da Universidade do
Extremo Sul Catarinense (UNESC) e que é um dos laboratdrios do
Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias da Salde. Dispde de
infraestrutura e de equipamentos necessarios para as atividades de
cultivo celular, biologia molecular e analises toxicogenéticas.

3.1.3 Destino dos animais apds o experimento
Ao término do experimento, os animais foram descartados em

saco branco leitoso com identificacdo de contaminado, transportados ao
biotério onde foram armazenados em freezer até que empresa
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terceirizada deu o destino final correto. Os residuos foram tratados
fisicamente e posteriormente encaminhados para disposi¢do final em
aterro sanitario. Todos os procedimentos sdo conforme RDC n°
306/2004 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria).

3.1.4 Calculo de dose e preparo da amostra

Os carotendides (luteina/X6250 e beta-caroteno/C4582) isolados
foram obtidos da Sigma. A couve foi fornecida por um produtor
orgénico certificado e o suco desta hortalica foi obtido através do uso de
um processador de alimentos. O suco verde comercial foi adquirido da
empresa Vale do Thitama, e para todos os sucos foi utilizado o volume
de administracdo de 0,1mL/10g de peso corporal. A dose de luteina
utilizada no estudo foi de 0,2mg/kg de peso corporal como descrito
previamente por Serpeloni et al. (2010), e de beta-caroteno foi utilizada
2,5mg/kg de peso corporal, como descrito previamente por Aissa et al.
(2012).

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado através da administragéo de luteina,
beta-caroteno, dgua e dos sucos vegetais por meio de gavagem (volume
de 0,ImL/10g de peso corporal) e dos agentes alquilantes MMS
(40mg/kg de peso corporal) e CP (25mg/kg de peso corporal) por via
intraperitoneal. O desenho experimental esta ilustrado na tabelal abaixo:
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Tabela 1: Desenho Experimental: horario de administracdo dos compostos, coleta de sangue e morte dos

animais.
Procedimentos Tempo de exposi¢ao/ administracao
Oh 24h 48h
Controle Tratamento:
1.Agua 1% coleta de sangue 2%coleta de sangue

2.Luteina isolada (LT)

3.B-caroteno isoldado (BC)

4.Suco de Couve (SCV)

5.Suco Verde Comercial (SVC)
Pré-tratamento 6.Luteina isolada (LT)

7.Luteina isolada (LT)

8.B-caroteno isoldado (BC)

2*administracdo de agua

1% coleta de sangue
2%administracdo de LT

1% coleta de sangue
2% administracéo de BC

1% coleta de sangue
2%administracio de SCV

1%coleta de sangue
2%administracéo de SVC

1% coleta de sangue
Administracdo de MMS

1% coleta de sangue
Administracdo de CP

1% coleta de sangue
Administracdo de MMS

Morte

2%coleta de sangue
Morte

2%coleta de sangue
Morte

2%coleta de sangue
Morte

2%coleta de sangue
Morte

2%coleta de sangue
Morte

2%coleta de sangue
Morte

2%coleta de sangue
Morte



Pés-tratamento

9.B-caroteno isoldado (BC)

10.Suco de Couve (SCV)

11.Suco de Couve (SCV)

12.Suco Verde Comercial (SVC)

13.Suco Verde Comercial (SVC)

14.MMS

15.MMS

16.MMS

17.MMS

18.CP

1% coleta de sangue
Administracdo de CP

1% coleta de sangue
Administracédo de MMS

1% coleta de sangue
Administracdo de CP

1% coleta de sangue
Administracdo de MMS

1% coleta de sangue
Administracdo de CP

1%coleta de sangue
2%administracdo de LT

1% coleta de sangue
2% administracéo de BC

1% coleta de sangue
2% administracio de SCV

1% coleta de sangue
2% administracéo de SVC

1% coleta de sangue
2%administracdo de LT

2%coleta de sangue
Morte

2%coleta de sangue
Morte

2%coleta de sangue
Morte

2%coleta de sangue
Morte

2%coleta de sangue
Morte

2%coleta de sangue
Morte

2%coleta de sangue
Morte

2%coleta de sangue
Morte

2%coleta de sangue
Morte

2%coleta de sangue
Morte

41
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Agentes Alquilantes

19.CP

20.CP

21.CP

22.Metil Metanosulfonato (MMS)
23.Ciclofosfamida (CP)

1% coleta de sangue
2% administracio de BC

1%coleta de sangue
2%administracio de SCV

1% coleta de sangue
2%administracdo de SVC

2%coleta de sangue
Morte

2%coleta de sangue
Morte

2%coleta de sangue
Morte

Morte
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3.3 COLETA DO MATERIAL E CUIDADO COM OS ANIMAIS

Apos os tratamentos foram coletadas amostras de sangue de todos
0s animais através de incisdo na extremidade da cauda, retirando-se
sangue da veia caudal com auxilio de uma micropipeta (10uL) para a
realizacdo do Ensaio Cometa nos tempos 24h e 48h.

Posteriormente a cada coleta de sangue, foi administrado
analgésico em gotas na agua (Dipirona Sédica 30 gotas em 300mL),
com o objetivo de alivio da dor que eventualmente possa ter sido
causada pelo experimento. Também a fim de evitar sangramento e dor,
foi aplicado spray antisséptico e analgésico na cauda dos animais apés o
corte.

3.4. ENSAIO COMETA IN VIVO

O emprego do Ensaio Cometa neste estudo seguiu os protocolos
internacionais ja estabelecidos para a sua realizagéo (Tice et al, 2000). O
preparo das laminas foi realizado a partir da mistura de 5uL de sangue
com 90uL de agarose Low Melting Point (0,75%). Colocou-se entdo, tal
mistura (células/agarose) em lamina de microscépio pré-revestida com
300uL de agarose normal (1,5%), cobrindo posteriormente com uma
laminula e levando, entdo, a geladeira por aproximadamente 5 minutos
para solidificacdo. Logo ap6s, as laminulas foram cuidadosamente
retiradas e as ldminas imersas em tampéo de lise (2,5M NaCl, 100mM
EDTA e 10mM Tris, pH 10,0-10,5, com adicdo na hora do uso de 1% de
Triton X — 100 e 10% de DMSO) a 4°C por um periodo minimo de 1
hora e maximo de 2 semanas. Apds este periodo, as laminas foram
incubadas em tampéo alcalino (300mM NaOH e 1mM EDTA, pH>13)
por 20 minutos para que ocorra o desenovelamento do DNA. Realizou-
se a corrida eletroforética a 25v e 300mA por 15 minutos. Todas as
etapas ocorreram sob luz amarela indireta. Posteriormente as laminas
foram neutralizadas com 0,4M Tris (pH 7,5) e, ao final, o DNA foi
corado com brometo de etidio (20pg/mL) para analise em microscopio
de fluorescéncia com aumento de 400x.

Foi realizada avaliacdo de 100 células por individuo (50 células
em cada lamina duplicada). Tais células foram avaliadas visualmente,
sendo classificadas em cinco classes, de acordo com o tamanho da
cauda, sendo a classificacdo para auséncia de cauda, até 4 para o
comprimento mé&ximo (Collins et al 1997). Desta forma, tem-se um
indice de Danos (ID) para cada grupo variando de zero (100 X 0 = 0;



44

100 células observadas completamente sem danos) a 400 (100 X 4 =
400; 100 células observadas com dano maximo). Calcula-se a freqliéncia
de danos (FD em %) em cada amostra com base no nimero de células
com cauda versus o nimero de células sem cauda. S&o utilizados
controles negativos e positivos para cada teste de eletroforese a fim de
assegurar a confiabilidade do procedimento.

3.5 CLAE (CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA)
3.5.1 Extracgdo e quantificacéo de carotendides

As amostras foram preparadas segundo Aman et al. (2005), com
modifica¢cBes. As amostras (5 mL) foram misturadas em 5 mL de
solucdo hexano:acetona (50:50, v/v), contendo 100mg.L™" de BHT
(butil-hidroxi-tolueno). Foram mantidas em repouso (1 hora) em cdmara
escura, centifugadas (3000 rpm, Centribio) e o solvente evaporado sob
fluxo de N, gasoso. O extrato recuperado foi ressuspenso em 5mL de
hexano e submetidas a saponificacao.

3.5.2 Saponificacdo

A saponificacdo foi realizada através da adi¢do de 100 pL da
solugdo metandlica de hidréxido de potéassio 10% a 1 mL de extrato,
durante trés horas, a temperatura ambiente e em local protegido da luz.
Apos este periodo, as amostras foram lavadas em funil de separacéo (por
quatro vezes com agua ultrapura). A fracdo remanescente foi transferida
para frasco ambar, seguido da remocdo do solvente sob fluxo de N,
gasoso e ressuspensdao em 10uL de hexano para ser analisada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

3.5.3 Deteccao de carotendides por CLAE

Aliquotas de 10 pL de cada amostra foram analisadas em
cromatégrafo liquido (Shimzadu LC — 10A), equipado com coluna de
fase reversa Cig (Vydac 201TP54, 25 cm x 4,6 mm{ interno) e pré-
coluna (Vydac 218GK54, 5 um) e detector espectrofotométrico UV-Vis
operando em 450 nm. A eluicdo utilizou metanol: acetonitrila (90:10,
vlv) como fase mével, fluxo de 1 mL.min®. A identificacdo dos
compostos de interesse foi realizada através de comparacdo com 0s
tempos de retengdo dos compostos padroes (luteina, zeaxantina, P-
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caroteno, Sigma), sob as mesmas condi¢des experimentais. A
quantificacdo dos carotentides foi feita utilizando-se curva padréo
externa de luteina (2,5 a 50 ug.mL™ - r> = 0,9952; y = 7044x) ¢ B-
caroteno (0,01 a 5 ug.mL™- r?= 0,9947; y = 1019x) e considerou a &rea
dos picos de interesse para efeito dos calculos de concentracdo, sendo
que os valores apresentados correspondem a média de 3 injecbes por
amostra. A concentracdo de carotenoides foi expressa em pg por mL de
suco.

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

A normalidade das varidveis foi avaliada pelo teste Kolmogorov-
Smirnov. As anélises estatisticas para indice de Dano e Frequéncia de
Dano foram feitas através de analise de variancia de uma via (ANOVA)
e quando o teste apresentou diferenga entre os grupos foi aplicado o
teste post-hoc de Tukey para as avaliacGes de genotoxicidade. Em caso
de dados ndo-paramétricos foi utilizado o teste Kruskal-Wallis usando o
teste Dunn como post hoc. O teste t-Student foi utilizado para se fazer a
comparacdo dos pardmetros com distribuicdo normal em relagdo as
comparagcdes de pré e pds-tratamento. No caso de dados ndo-
paramétricos foi utilizado o teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney. Uma
diferenca de P < 0,05 foi considerada estatisticamente significante. O
pacote estatistico utilizado foi o BioEstat 5.0.
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4 RESULTADOS

41 ANALISE ~ QUANTITATIVA E  QUALITATIVA DE
CAROTENOIDES POR CLAE

A analise cromatogréafica visando a identificacdo e quantificacdo
dos carotenodides revelou ser o isémero trans do [-caroteno
predominante nos sucos analisados, sendo possivel também a detec¢do
do isémero cis do PB-caroteno e das xantofilas luteina e zeaxantina
(Figura 3).

Figura 3: Perfil cromatogréfico de carotendides (CLAE, 450 nm) do
extrato organossolvente (hexano:acetona:BHT) de: A - suco de couve
(02/2012);B - suco verde comercial (02/2012). Picos: 1 - luteina; 2 -
zeaxantina livre; 3 -trans-f-caroteno; 4 - cis-p-caroteno.

A Data:COUVEB.DO1 Method:COUVEB.MO01 Ch=1
mAha Chrom:COUVES.CO1 Atten:B

Absorbancia (450 nm)

Tempo (min.)
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B Data:INDUSTRC.DO1 Method:INDUSTRC.M01 Ch=1
mAba  Chrom: INDUSTRC.COl Rtten:&

Absorbancia (450 nm)

Tempo (min.)

Fonte: Do autor

Apobs andlise dos cromatogramas constatou-se que ndo houve
diferenca de concentragdes dos carotendides entre os sucos analisados,
como pode ser observado na tabela I1.
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Tabela 2: Concentragdo dos carotendides (ug/mL - massa seca)
determinada por CLAE para 0 extrato organossolvente
(hexano:acetona:BHT) de suco de couve e suco comercial. Os valores
apresentados correspondem a média de trés inje¢des (10 pL) £ desvio
padréo.

Concentragdo (ug/mL)

Carotenoides Suco de Couve Suco
Come
rcial

Luteina 61,22 + 14,44 67,99

14,04

Zeaxantina 21,36 £ 3,41 16,30

+1,43

trans-p-caroteno 566,77 + 86,25 727,1
2+

51,00

cis-p-caroteno 262,24 + 44,61 153,0
5+

14,18

Fonte: Do autor

4.2 ANALISE DA GENOTOXICIDADE DO SUCO NATURAL DE
COUVE, SUCO VERDE COMERCIAL, LUTEINA E BETA-
CAROTENO ATRAVES DO ENSAIO COMETA

Neste trabalho foram avaliados danos causados em DNA nas
células sanguineas de camundongos expostosaagentes mutagénicos (CP
e MMS), suco natural de couve, suco verde comercial, luteina na dose
de 0,2mg/kg de peso corporal, beta-caroteno na dose de 2,5mg/kg de
peso corporal, e 4gua. A figura 4 mostra os resultados obtidos em 24h de
tratamento com todas as substancias testadas no experimento.
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Figura 4: indice de dano em DNA induzido por &gua, suco natural de
couve, suco verde comercial, luteina na dose de 0,2mg/kg de peso
corporal, B-caroteno na dose de 2,5mg/kg de peso corporal e pelos
agentes alquilantes metil metanosulfonato (MMS) e ciclofosfamida(CP),
avaliados através do Ensaio Cometa em leucdcitos de sangue periférico.
*Valores significantes em relacdo a todos os outros grupos tratados (P <
0,01, ANOVA, Tukey).

: T
"g’ 100-. §
: .
E 50- §
. \
B3 Agua24h B-Caroteno 24h

&3 Suco Couve 24h MMS 24h
& Suco Comercial 24h CP 24h
D Luteina 24h

Fonte: Do autor

A avaliacdo dos danos de DNA nas células sanguineas de
camundongos demonstrou baixos valores de indice de dano (ID) nos
animais tratados com agua, suco natural de couve, suco verde comercial,
luteina e beta-caroteno, e danos significativamente elevados nos
controles positivos (MMS e CP) ap6s 24 horas de exposicdo (P<0,01,
ANOVA, Tukey). A média dos valores de ID noDNA do grupo que
recebeu agua foi de 13, do grupo que recebeu suco de couve foi 8,5, do
grupo que recebeu suco verde comercial foi de 7,6, do grupo que
recebeu luteina foi de 8,1 e do grupo que recebeu beta-caroteno foi de
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13,5. Para os agentes alquilantes MMS e CP as medias foram de 105,3 e
114,8 respectivamente.

Quando avaliados os valores de frequéncia de dano (FD), um
outro pardmetro de andlise do Ensaio Cometa que considera somente a
porcentagem de células danificadas, pode-se observar resultados
semelhantes aos encontrados para ID, com comparagdo significativa
entre 0s grupos controle positivo e 0s grupos tratados com os compostos
testados no estudo (P<0,01, ANOVA, Tukey). A média de FD noDNA
do grupo que recebeu agua foi de 9,66, do grupo que recebeu suco de
couve foi 5,55, do grupo que recebeu suco verde comercial foi de 5,05,
do grupo que recebeu luteina foi de 5,27 e do grupo que recebeu beta-
caroteno foi de 7,94. Para os agentes alquilantes MMS e CP as médias
foram de 40,83 e 43,56 respectivamente.

43 ANALISES DA ANTIGENOTOXICIDADE DO SUCO
NATURAL DE COUVE, SUCO VERDE COMERCIAL,
LUTEINA E BETA-CAROTENO ATRAVES DO ENSAIO
COMETA

Ap6s administrar nos camundongos agua, suco de couve, suco
verde comercial, luteina e beta-caroteno como pré-tratamentoe pds-
tratamentoaos agentes alquilantes, comparados respectivamente em 24h
e 48h, foram obtidos os resultados descritos a seguir.

O grupo que recebeu luteina como pré-tratamento ao agente
alquilante MMS apresentou uma reducdo de 18,5% no ID (P<0,01/
Teste U) e de 5,2% na FD (P<0,2/ Teste U) em 24h (Tabela 111/ Figura
5A). Para aqueles animais que receberam CP em 24h houve uma
reducdo de 23,7% (P<0,0001/ Teste U) no ID, e 19,27% (P<0,0002/
Teste U) na FD (Tabela 111/ Figura 6A). Quando o mesmo carotenoide
foi administrado como pdés-tratamento aos agentes alquilantes, este
proporcionou uma reducdo de 28% no ID (P<0,0001/ Teste t) e de
22,1% na FD (P<0,0001/ Teste t) em relacdo ao grupo MMS (Tabela 11/
Figura 5A), e de 34% no ID (P<0,0001/ Teste t) e de 23,23% na FD
(P<0,0001/ Teste t) em relagdo a CP (Tabela 111/ Figura 6A).

O pré-tratamento com beta-caroteno mostrou uma reducdo de
24,6% (P<0,001/ Teste U) no ID e de 8,1% (P<0,1/ Teste U) na FD no
grupo que recebeu MMS (Tabela IV/ Figura 5B), diferenca que mostrou
reducdo, mas que ndo foi significativa. Em contrapartida, o grupo que
recebeu CP como pré-tratamento apresentou 32% (P<0,0001/ Teste U)
de redugdo no ID e de 19,2% (P<0,0001/ Teste U) na FD (Tabela IV/
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Figura 6B). J4 nos grupos pos-tratados com beta-caroteno a redugdo no
ID foi de 27% (P<0,01/ Teste t), e na FD foi de 16,58% (P<0,0002/
Teste t) no grupo que recebeu MMS (Tabela IV/ Figura 5B), e no grupo
que recebeu CP observou-se uma reducdo de 34% (P<0,0001/ Teste t)
no ID e de 24,13% (P<0,0001/ Teste t) na FD (Tabela IV/ Figura 6B).

Quando o nivel de danos no DNA nas células dos camundongos
tratados com MMS e CP e amostrados em 24 horas foi comparado com
0 grupo pré-tratado com suco natural de couve, observou-se que este foi
capaz de reduziro ID em 50,55% (P<0,001/ Teste U) e em 32,6% na FD
(P<0,0001/ Teste U) no grupo exposto ao MMS (Tabela V/ Figura 5C).
J& no grupo exposto a CP houve uma reducdo de 54,52% no ID (P<
0,001/ Teste U) e de 40,71% na FD (P<0,0001/ Teste U) (Tabela V/
Figura 6C). O pos-tratamento com o suco natural de couve induziu uma
diferenca significativa nos danos ao DNA de células sanguineas de
camundongos para ambos 0s agentes alquilantes tanto para ID quanto
para FD, mostrando uma reducdo de 44% no ID (P<0,0001/ Teste t) e de
34,55% na FD (P<0,0001/ Teste t) no grupo que recebeu MMS (Tabela
V/ Figura 5C). Ja no grupo que recebeu CP as porcentagens de reducéao
de dano foram: 43,4 para ID (P<0,0001, Teste t) e 38,15 para FD
(P<0,0001/ Teste t) (Tabela V/ Figura 6C).

Adicionalmente, o pré-tratamento com o suco verde comercial
mostrou nos animaisque receberam MMS uma reducéo no ID de 54,9%
(P<0,0001/ Teste U) e na FD de 40,8% (P<0,0002/ Teste U)(Tabela VI/
Figura 5D), e aqueles que receberam CP apresentaram uma reducéo de
ID de 50,9% (P<0,0001/ Teste U), e de FD de 38,78% (P<0,0001/ Teste
U)(Tabela VI/ Figura 6C). Janos grupos que foram pds-tratados com
suco verde comercial o0s resultados positivos de modulacdo de
danoforam demonstrados com uma redugéo de 43,8% no ID (P<0,0001/
Teste t) e de 34,11% na FD no grupo que recebeu MMS (Tabela VI/
Figura 5D), e de 39,1% no ID (P<0,0001/ Teste t) e de 32,8% na FD
(P<0,0001/ Teste t) no grupo que recebeu CP Tabela VI/ Figura 6D).
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Figura 5: indice de Dano avaliado pelo Ensaio Cometa em leucdcitos de
sangue periférico de camundongos tratados com metil metanosulfonato
(MMS) e pré ou pos-tratados com luteina (LT) (A), beta-caroteno (BC)
(B), suco de couve (SCV) (C), suco verde comercial (SVC) (D). ?
Valores estisticamente significativos com P<0,01 (teste UYB® P<0,0001
(testeU), © P<0,001 (teste U).

MMS Pré e Pés-Tratamento

MMS/ Luteina (LT) MMS/ Beta Caroteno (BC)
c

) |||

Controle MMS 24h B2 PréTrat BC
B3 Controle MMS 48h ™ =" Trat BC

MMS/ Suco Verde Comercial (SVC)
150 b

150

-
=1
=3

indice de Dano (0- 400)
o
o

indice de Dano (0- 400)

100

50

indice de Dano (0- 400)
indice de Dano (0- 400)

0 0
Controle MMS 24h E2 PréTrat SCV Controle MMS 24h E2 PréTrat SVC
B8 Controle MMS 48h @ PosTrat SCV EE8 Controle MMS 48h @ PosTrat SVC
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Figura 6: indice de Dano avaliado pelo Ensaio Cometa em leucdcitos de
sangue periférico de camundongos tratados com ciclofosfamida (CP) e
pré ou pds-tratados com luteina (LT) (A), beta-caroteno (BC) (B), suco
de couve (SCV) (C), suco verde comercial (SVC) (D). # Valores
estatisticamente significativos com P<0,0001 (teste U), ° P<0,0001
(teste t), © P<0,001 (teste U).

CP Pré e Pés-Tratamento

B
A CP/ Luteina (LT) CP/ Beta-Caroteno (BC)
__ 150 I+
o
3 I —
e 2
o - a
3 50 £
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L2 =
o
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E@ Controle CP 24h E2 PréTrat LT E@ Controle CP 24h E3 PréTrat BC
EZ8 Controle CP 48h M PésTrat LT EZ8 Controle CP 48h @D PosTrat BC
D .
C  cP/ Suco Couve (SCV) CP/ Suco Verde Comercial (SVC)
150 150 a
g g
S o d
:
a a
(1] @
T 50 ©
k- 3
k- 2

Controle CP 24h E23 PréTrat SVC
Controle CP 48h @D PésTrat SVC

Controle CP 24h EE3 PréTrat SCV
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BB}
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Tabela 3: Deteccdo de dano em DNA por Ensaio Cometa (FD e ID) em células sanguineas de camundongos expostos
a agua, Luteina (LT), e/ou ciclofosfamida (CP) ou metil metanosulfonato (MMS) e amostrados em 24h (com e sem
pré-tratamento com LT) ou 48h (com ou sem pés-tratamento com LT

Substancias Doses Horario®e parametros do ensaio cometa
(mg/Kg)
24 h 48h Pré- Pds-tratamento
tratamento comLT®
com LT"

indice de Dano
(ID)

ID + DP n ID £ DP N ID £ DP ID £ DP n
Agua - 13,00 + 4,6 6 6,00+ 4,7 - - - -
LT - 8,17+ 7,6 18 9,50+7,8 - - - -
MMS 40,00 105,30+ 22,7° 30 92,33+7,3 88,16 +538" 63,00 £2,7°
CP 25,00 114,80+ 13,7° 30 9533+41 6 8750+85" 60,66 + 6,0° 6
Frequéncia de
Dano (FD)

FD + DP FD + DP FD + DP FD + DP
Agua - 9,66 + 2,5 6 4,80+ 2,7 - - - -
LT - 527+48 18 5,66+ 4,5 - - - -
MMS 40,00 40,83 + 6,0° 30 3616+25 6  3866+24 28,16 +1,4° 6
CpP 25,00 43,56 +5,0° 30 3800+26 6 3516+33" 29,16+ 2,7° 6

ID = indice de Dano; FD = Frequéncia de Dano; DP = Desvio Padro.

%Para mais detalhes ver Tabela .



®Grupos amostrados 24 h depois do tratamento com o agente alquilante.
¢ Grupos amostrados 48h depois do tratamento com o agente alquilante.

%n, Ntimero de individuos obtidos pela soma dos experimentos independentes.

®*Dados significantes em relagdo a gua e luteina com P < 0,0001
"Dados significantes em relagéo a ao grupo 24h com *P < 0,002 **P < 0,0002
9Dados significantes em relagéo a ao grupo com P < 0,0001
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Tabela 4: Deteccdo de dano em DNA por Ensaio Cometa (FD e ID) em células sanguineas de camundongos expostos
a agua, Beta-caroteno (BC), e/ou ciclofosfamida (CP) ou metil metanosulfonato (MMS) e amostrados em 24h (com e

sem pré-tratamento com BC) ou 48h (com ou sem pés-tratamento com BC)

Substéancias Doses Horario® pardmetros do ensaio cometa
(mg/Kag)
24h 48h Pré- Pés-tratamento
tratamento com BC®
com BCP

indice de Dano
(D)

ID + DP n¢ ID + DP N ID + DP n ID + DP n
Agua - 13,00 + 4,6 6 6,00 +4,7 - - - -
BC - 13,56 + 10,7 18 15,67+12,7 - - - -
MMS 40,00 105,30 + 22,7° 30 92,33+7,3 6 81,50+6,83" 6 64,33 +1,8% 6
CP 25,00 114,80 + 13,7° 30 9533+41 6 7800+2™ 6 6066+89" 6
Frequéncia de
Dano (FD)

FD + DP FD + DP FD + DP FD + DP
Agua - 9,66 +2,5 6 480+2,7 - - - -
BC - 7,94 +6,6 18 9,16 +7,7 - - - -
MMS 40,00 40,83 + 6° 30 36,16 +2,5 6 3750+4,1 6 30,16 + 1,3 6
CP 25,00 43,56 + 5° 30 3800+26 6 3516+18" 6 2883+34Y" 6

ID = indice de Dano; FD = Frequéncia de Dano; DP = Desvio Padrio.

%Para mais detalhes ver Tabela I.

®Grupos amostrados 24 h depois do tratamento com o agente alquilante.



¢ Grupos amostrados 48h depois do tratamento com o agente alquilante.

dn, Ntmero de individuos obtidos pela soma dos experimentos independentes.

®Dados significantes em relacdo a 4gua e beta-caroteno com P < 0,0001
"Dados significantes em relagdo a ao grupo 24h com *P < 0,001 **P < 0,0001
9Dados significantes em relagéo a ao grupo com *P < 0,0005 **P < 0,0001
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Tabela 5: Detec¢do de dano em DNA por Ensaio Cometa (FD e ID) em células sanguineas de camundongos expostos
a agua, Suco Natural de Couve (SNC), e/ou ciclofosfamida (CP) ou metil metanosulfonato (MMS) e amostrados em
24h (com e sem pré-tratamento com SNC) ou 48h (com ou se p6s-tratamento com SNC)

Horério® e pardmetros do ensaio cometa

A Doses 24 h 48h Pré- Pds-tratamento
Substancias (mg/Kg) tratamento com SNC°
com SNC°
Indice de Dano
(D)
) ID £+ DP n ID £+ DP N ID £ DP n ID + DP n
Agua - 13,00 + 4,6° 6 6,00 £ 4,7 - - - - -
SNC - 8,50 £ 4,7 18 10,6755 - - - - -
MMS 40.00 105,30 + 22,7° 30 92,33+7,3 6 5350+52" 6 49,50 * 4,6° 6
CP 25.00 114,80 +13,7° 30 9533+41 6 5216+26" 6 52,00 + 4,9° 6
Frequéncia de
Dano (FD)
i FD £ DP FD £ DP FD £ DP FD £ DP
Agua - 9,66+25 6 4,80 £2,7 - - - - -
SNC - 5,55+ 3,0 18 516+2,9 - - - - -
MMS 40.00 40,83 + 6,0° 30 3616+25 6 27,5f9 + 6 23,66 +1,6° 6
36"

CP 25.00 43,56 + 5,0° 30 38,00+26 6 25,83 + 6 23,50 +2,3° 6




ID = indice de Dano; FD = Frequéncia de Dano; DP = Desvio Padro.

®Para mais detalhes ver Tabela I.

®Grupos amostrados 24 h depois do tratamento com o agente alquilante.

‘Grupos amostrados 48h depois do tratamento com o agente alquilante.

dn, Ntmero de individuos obtidos pela soma dos experimentos independentes.

®Dados significantes em relagdo a 4gua e suco natural de couve com P < 0,0001

"Dados significantes em relagdo a ao grupo 24h com*P < 0,001 **P < 0,0002 ***P < 0,0001
Dados significantes em relagdo a ao grupo comP < 0,0001
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Tabela 6: Deteccdo de dano em DNA por Ensaio Cometa (FD e ID) em células sanguineas de camundongos expostos
a agua, Suco Verde Comercial (SVC), e/ou ciclofosfamida (CP) ou metil metanosulfonato (MMS) e amostrados em
24h (com e sem pré-tratamento com SVC) ou 48h (com ou sem p6s-tratamento com SVC).

Substéancias Doses Horario® e pardmetros do ensaio cometa
(mg/Kag)

24 h 48h Pré- Pos-tratamento
tratamento com SNC°
com SNC?

indice de Dano
(D)

ID + DP n ID £ DP N ID £ DP ID £ DP
Agua - 13,00 + 4,6 6 6,00 +4,7 - - -
SvC - 7,6145,1 18 8,33+6,8 - - -
MMS 40,00 105,30 + 22,7° 30 9233+73% 6 48,6(2*;& 49,83 +4,1

11,0

CP 25,00 114,80 + 13,7° 30 9533+41° 6 5633z 3,9f** 55,66 + 3,0
Frequéncia de
Dano (FD)

FD + DP FD = DP FD + DP FD + DP
Agua - 9,66 + 2,5 6 480+27 - - -
SvC - 5,00+ 3,4 18 550+4,5 - - -
MMS 40,00 40,83 +6,0° 30 36,16 +2,5 6 24,16+ 8,1f* 23,83+ 2,7°
CP 25,00 43,56 + 5,0° 30 3800+26 6 2666+23" 25,50+ 1,8°

ID = indice de Dano; FD = Frequéncia de Dano; DP = Desvio Padrio.



#Para mais detalhes ver Tabela I.

®Grupos amostrados 24 h depois do tratamento com o agente alquilante.
‘Grupos amostrados 48h depois do tratamento com o agente alquilante.

%n, Numero de individuos obtidos pela soma dos experimentos independentes.
®Dados significantes em relagdo a dgua e suco verde comercial com P < 0,0001
"Dados significantes em relagdo a ao grupo 24h com*P < 0,00021 **P < 0,0001
9Dados significantes em relagéo a ao grupo comP < 0,0001
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5. DISCUSSAO

Apos a descoberta da presenca ndo sé de macro e micronutrientes
na alimentacdo humana, como também de compostos bioativos, 0s
estudos epidemioldgicos passaram a relacionar a ingestdo destes
compostos com a reducdo dos riscos do surgimento de doencas cronicas
ndo transmissiveis, como doencas cardiovasculares, disfuncdes
metabdlicas e cancer (Minich, 2008; Sofi et al., 2010).

S0 crescentes as evidéncias na literatura sobre os efeitos
benéficos do uso destes compostos, em especial 0s carotendides. Estes
compostos ndo sdo essenciais a vida humana, mas sua deficiéncia gera
uma diminuicdo da protecdo antioxidante, e consequente desequilibrio
organico. Dessa forma, a dietoterapia deve visar minimizar estas
deficiéncias, preconizando a introdugdo de vitaminas, minerais e
compostos bioativos na matriz alimentar, pois estes tém comprovada
acdo benéfica a salde humana, e o suco de couve surge como
componente chave para suprir essa demanda. No entanto, ha relatos que
apontam estes micronutrientes e 0s compostos bioativos como
genotdxicos ou mutagénicos, principalmente quando utilizados em
excesso ou fora do contexto do alimento (Manach et al., 2007;Bastos et
al., 2009; Cozzolino, 2009;Horst et al., 2010;Yurtcut et al.,
2011;Goncalveset al., 2012).

Com base no contetdo encontrado na literatura, que afirma um
potencial antioxidante dos carotendides, mas também os julga pro-
oxidantes e genotdxicos, utilizamos 0s sucos de couve in natura e suco
verde comercial para: 1) avaliar se 0s sucos e os carotendides utilizados
na pesquisa poderiam ser genotoxicos; 2) avaliar se 0s sucos e/ou 0s
carotendides poderiam modular a genotoxicidade induzida pelos agentes
alquilantes, e demonstrarem efeitos diferentes entre 0s grupos tratados
com os carotendides e 0s grupos tratados com 0s sucos.

Para a avaliacdo da capacidade genotoxica/antigenotoxica dos
carotendides e dos sucos testados neste estudo, utilizamos o ensaio
cometa em leucocitos de sangue periférico de camundongos. Esta
técnica é amplamente usada para a deteccdo de efeitos genotoxicos/
antigenotoxicos de substancias, e comumente encontrada na literatura. A
técnica do ensaio cometa alcalino (pH<13) que utilizamos, pode ser
aplicada para a detec¢do de quebras de fita simples e dupla, sitio alcali-
labeis e ligacdes cruzadas entre DNA-DNA e DNA-proteina (Fairbairn
etal., 1995).
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Nos experimentos executados neste estudo para a anélise da
genotoxicidade pelo ensaio cometa, tanto os carotendides isolados,
como os sucos administrados causaram baixos indices de danos nas
células sanguineas dos animais tratados. Os valores foram semelhantes
ao grupo controle negativo e bem abaixo dos valores encontrados nos
grupos controle positivos. Esses resultados demonstram que o0s
carotentides administrados, o suco de couve in natura e o suco verde
comercial ndo exerceram atividade genotdxica, além de comprovar a
eficiéncia da técnica.

Resultados semelhantes foram citados por Gongalves et al.
(2012), que ao avaliar o potencial genotoxico e/ou antigenotdxico do
extrato hidroalcodlico da Brassica oleracea L. var. acephala D.C. em
diferentes células de camundongos, mostraram que nenhuma das
concentragdes utilizadas (500, 1000 e 2000mg/kg)teve efeito genotdxico
avaliado pelo ensaio cometa, ou clastogénico avaliado pelo teste de
micronucleo.

Para a avaliagdo do potencial antigenotoxico dos compostos
testados neste estudo, foram utilizados dois agentes alquilantes, MMS e
CP. O metil metanosulfonato (MMS) é um agente mutagénico de agdo
direta que metila regides nucleofilicas do DNA. A genotoxicidade deste
agente é mediada por modificacdes de base, as quais enfraquecem as
ligacGes N-glicosidicas, levando a depurinagdo/depirimidinacao das fitas
de DNA e favorecendo o surgimento de sitios lcali-labeis (sitios AP).
A remocdo destes sitios AP pelas AP endonucleases cliva o DNA
adjacente a esses sitios e gera quebras na molécula de DNA. Em
contrapartida, a ciclofosfamida (CP) é um agente alquilante bifuncional
de acdo indireta, dessa forma, sua genotoxicidade ¢ mediada por seus
metabdlitos. Uma vez ativada, pode induzir a formacdo de ligagdes
(crosslinks) DNA-DNA e DNA-proteina, bem como adutos de DNA e
alquilagbes em N7G. Este agente tem ainda a habilidade de gerar
radicais livres que causam danos celulares endoteliais e epiteliais
(Horvéthova et al., 1998; Boiteux e Guillet, 2004).

Os resultadosdo presente trabalho para as avaliagbes de
antigenotoxicidade mostraram uma reducdo nos indices e frequéncias de
danos induzidos por ambos os agentes alquilantes por ambos os sucos e
compostos ativos isolados. No que se refere ao pré-tratamento com a
luteina e o beta-caroteno, observou-se uma reducdo de danos ao DNA
nos grupos tratados com MMS de 18,5% e 24,6%, respectivamente.
Protecdo esta que foi mais acentuada, mesmo sem diferenca estatistica,
nos grupos tratados com os carotendides em relagdo AaCP,
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ondeobservou-se 23,7% de diminuicdo de dano no grupo pré-tratado
com luteina, e 32% no grupo pré-tratado com beta-caroteno. Também se
pode observar uma maior prote¢do e efeito moderador de danos nos
grupos tratados com beta-caroteno.

Quanto a modulacdo de dano propiciado pelos carotendides,
observamos uma reducdo de 28% no grupo que recebeu luteina, e 27%
no grupo que recebeu beta-caroteno, ambos tratados com MMS. Nos
grupos tratados com CP, a redugdo de dano foi de 34% para os dois
carotendides. Estes resultados mostram que os carotendides utilizados
neste estudo possuem um efeito protetor e modulatériosobre as células
dos animais, podendo ser considerados possiveis agentes
antigenotoxicos. Estes achados se assemelham aos resultados de
Seperloni et al.(2010), que obteve efeito antigenotdxico, e além disso,
observou niveis aumentados de glutationa nos animais tratados com
luteina, o que afirma o potencial antioxidante deste carotendide.

Quando avaliamos os achados da literatura sobre o beta-caroteno,
encontramos resultados semelhantes aos nossos, como os citados por
Reddy et al.(2006) e Salvadori et al. (1992), mas também que
contradizem os nosso achados, como os citados por Yurtcuet al.(2011),
que ao avaliaros efeitos protetores do beta-caroteno em uma linhagem
de células de carcinoma hepatocelular humano, observaram um aumento
da ocorréncia de dano em DNA nas células tratadas com o carotendide,
além de um aumento na peroxidacéo lipidica.

Do mesmo modo, van Helden et al.(2009) avaliaram os efeitos do
beta-caroteno e de seus metabdlitos na genotoxicidade induzida por
neutréfilos, e observaram que os metabolitos do beta-caroteno
apresentaram capacidade de inibir a enzima mieloperoxidase em
combinagdo com o aumento da formac&o de radical hidroxila por induzir
a reacdo de Fenton. E importante ressaltar sobre os resultados
controversos relacionados a agéo do beta-caroteno, onde acredita-se que
in vivoeste carotendide provavelmente atue em conjunto com outros
carotendides e outros constituintes alimentares. Afirmacdo esta que
ressalta o beneficio da ingestdo deste composto bioativo no alimento
fonte ao invés de suplementos com os carotendides isolados (Rios et al.,
2009).

As porcentagens de reducdo de dano de DNA obtidas no nosso
trabalho a partir do tratamento com os carotendides foram inferiores aos
achados nos grupos tratados com o0s sucos. Ao avaliarmos a capacidade
de protecdo dos sucos perante o agente alquilante MMS, o grupo tratado
com o suco de couve apresentou uma reducdo de 50,55% de dano, e 0
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grupo que recebeu suco verde comercial apresentou uma reducdo de
54,99%, nos mostrando uma maior eficacia de protecdo dos sucos,
guando comparados aos carotendides isolados, porém néo significativa.
Essa tendéncia se repetiu nos grupos tratados com CP, ja que a reducdo
de dano no grupo que recebeu suco de couve foi de 54,52%, e no grupo
que recebeu suco verde comercial foi de 50,9%,resultados que se
assemelham aos de Gongalves et al. (2012), que obteve efetiva acdo
antigenotoxica do extrato hidroalco6lico da couve, no pré-tratamento a
doxorubicina.

Quando avaliamos a capacidade de modulagdo dos danos no p6s-
tratamento com os sucos de couve e verde comercial,observamos
novamente uma maior eficacia na reducdo de danos, quando comparado
com os carotendides testados. O grupo que recebeu suco de couve como
pos-tratamento a0 MMS apresentou uma reducédo de dano de 44%, valor
que se assemelhou ao grupo pds-tratado com suco verde comercial, que
foi de 43,8%. Ao utilizarmos o agente alquilante CP, obtivemos
reducdes de dano de 43,4% e 39% para 0S grupos que receberam suco
de couve e suco verde comercial, respectivamente. Outros autores ja
afirmaram a capacidade de reducdo de dano em DNA da couve
(B.oleracea. var.acephala), como Horst et al.(2010), que ao estudar o
efeito do extrato aquoso de couve e repolho em ratos que foram
submetidos a um modelo animal de hepatocarcinoma, encontraram uma
reducdo de dano em DNA no figado destes animais, além de uma maior
concentracdo de luteina neste 6rgdo. Do mesmo modo, Gongalves et al.
(2012) observaram atividade antigenotdxica nas  diferentes
concentragbes de extrato hidroalcodlico de couve utilizado em seu
estudo.

Ha dois processos maiores que classificam os mecanismos de
acao dos agentes antimutagénicos: desmutagénese e bio-antimutagénese.
A desmutagénese ocorre quando o0s agentes protetores, ou
antimutagénicos, atuam diretamente sobre os compostos que induzem
mutacdes no DNA, proporcionando uma inativacdo quimica ou
enzimatica, associado a inibicdo da ativacdo metabolica de pro-
mutagénicos ou sequestrando moléculas reativas. J& na bio-
antimutagénese, ha a atuacdo dos antimutagénicos sobre 0 processo que
leva a inducdo de mutacdes, ou no reparo de lesGes causadas ao DNA.
Independente do sistema-teste, 0s agentes antimutagénicos usados como
pré-tratamento podem atuar como desmutagénicos, e sugere-se que 0S
agentes antimutagénicos no pos-tratamento atuem pelo mecanismo de
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bio-antimutagenese, estando este relacionado ao processo de reparo das
mutagdes (Kada et al., 1978).

Baseado nos trabalhos de Miyaji (2001) e Kuroda et al (1992),
nossa hipotese € de que os sucos de couve possam ter induzido algumas
enzimas, as quais atuaram como inativadoras metabolicas dos agentes
mutagénicos, tendo possivelmente ocorrido 0 mecanismo de
bioantimutagénese. Outra hipdtese é de que os componentes celulares
dos sucos possam ter capturado os agentes alquilantes ou mesmo, o
préprio extrato té-los inativados, neste caso, ocorrendo 0 mecanismo de
desmutagénese.

Ao compararmos os tratamentos aplicados, observamos uma
maior eficacia noefeito modulatério de danosao DNA induzida pelos
agentes alquilantesdos sucos de couve e suco verde comercial, 0 que
sugere a importancia de outras substancias presentes nos sucos, tais
como vitaminas, flavonoides e minerais.Por exemplo, Serpeloni et al.
(2011) avaliaram os efeitos protetores da clorofila, substancia presente
nos sucos de folhas verdes, em associagdo com outros carotendides, e
obtiveram um aumento da prote¢do antioxidante. Achados que ressaltam
a importancia da associacdo destes compostos isolados para a obtencédo
de um melhor efeito biolégico, condicdo encontrada no suco de couve
eno suco verde comercial.

A CLAE foi utilizada como ferramenta para detectar, quantificar
e principalmente observar a variacdo de carotendides entre 0s sucos de
couve e verde comercial utilizados neste estudo, onde foi observada a
presenca predominante de luteina e beta-caroteno nos sucos utilizados
neste estudo. A atuacdo protetora dos carotendides &€ amplamente
relacionada a sua capacidade antioxidante, pois devido a sua
caracteristica estrutural podem atuar desativando espécies reativas de
oxigénio e sequestrando radicais livres. Essa desativacao pode ser fisica,
ocorrendo através da transferéncia de energia de excitacdo do oxigénio
singlete para o carotendide, resultando em formacao de oxigénio no seu
estado fundamental e estado triplete excitado do carotendide.
Consequentemente, a energia doestado triplete excitado do carotentide
dissipada através de interagcBes rotacionais e vibracionais entre o
carotendide e o solvente, para recuperar o estado fundamental do
mesmo, sem ocorrer degradacdo.A desativacdo quimica ocorre, por
exemplo, quando o &nion superdxido e reduzido pelo beta-caroteno
devido a capacidade do carotendide em doar elétrons para espécies
reativas de oxigénio(Edger et al., 1997; Krinsky, 2001; Young e Lowe,
2001).
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Observando os resultados obtidos neste estudo, podemos concluir
que os carotendides utilizadosapresentaram efeito protetor e modulatério
aos danos genotdxicos causados pelos agentes alquilantes. Porém, a
reducdo nos danos em DNA proporcionada pelo pré e pos-tratamento
com 0s sucos de couve e verde comercial foi expressivamente maior que
a obtida com os carotendides isolados, demonstrando que o efeito
protetivo é obtido devido a mistura complexa de compostos bioativos,
fibras, e outros nutrientes encontrados nos sucos. Ao avaliarmos 0s
resultados contraditérios encontrados na literatura sobre o uso dos
carotendides isolados, nos questionamos sobre a seguranca da aplicacdo
dessas substancias como tratamento, e consequentemente, nos
certificamos da maior seguranca e eficacia dessas substancias na matriz
alimentar, neste caso, nos sucos de couve e verde comercial, e
confirmamos a importancia do consumo de vegetais diariamente na
dieta humana.
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