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RESUMO: O isotonico é uma bebida esportiva destinada a atletas. De modo geral apresenta corantes sintéticos
na sua composi¢do, e estes por sua vez podem trazer maleficios a saude e a0 meio ambiente, por isso tem se
discutido a substitui¢do de corantes sintéticos por corantes de fonte naturais. Este estudo teve como objetivo
investigar o efeito profilatico do isotonico produzido a partir da casca do fruto Oenocarpus bacaba sobre o estresse
oxidativo em camundongos induzidos pela ciclofosfamida (CYP), bem como avaliacio da atividade
antimutagénica. Os animais receberam 15 dias de tratamento com o isotonico (solugio 2%) e inje¢do
intraperitoneal de CYP (100 mg kg!) ou soro fisiolégico (0,9%) no 15° dia e eutanasia no 16° dia para retirada
do figado e da medula 6ssea para analises. O isotonico causou alteragdes positivas nos antioxidantes enzimatico
(superdxido dismutase, SOD) e ndo enzimatico (acido ascorbico, ASA), mas promoveu a redugao da glutationa
reduzida (GSH) e foi antimutagénico no teste do micronucleo. O estudo mostrou que o isotonico foi benéfico
contra eventos oxidativos e preveniu danos ao DNA.
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Prophylactic action of isotonic made from the peels of Oenocarpus bacaba Mart.
(Arecaceae) fruit against oxidative stress induced by cyclophosphamide in mice

ABSTRACT: Isotonic is a sports drink intended for athletes. In general, it has synthetic dyes in its composition,
and these, in turn, can harm health and the environment, so the replacement of synthetic dyes by natural source
dyes has been discussed. This study aimed to investigate the prophylactic effect of the isotonic produced from
the peel of the Oenocarpus bacaba fruit on oxidative stress in mice induced by cyclophosphamide (CYP), as well
as to evaluate the antimutagenic activity. The animals received 15 days of isotonic treatment (solution 2%) and
intraperitoneal injection of CYP (100 mg kg) or saline solution (0.9%) on the 15* day and euthanasia on the
16t day to remove the liver and bone marrow for analyses. The isotonic caused positive changes in enzymatic
(superoxide dismutase, SOD) and non-enzymatic (ascorbic acid, ASA) antioxidants, but promoted the
reduction of glutathione (GSH) and was antimutagenic in the micronucleus test. The study showed that isotonic
protects against oxidative events and prevents DNA damage.

Keywords: antimutagenic; antioxidant; anthocyanins; Amazonian fruit; nutraceuticals.
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1. INTRODUCAO

O isotonico é uma bebida esportiva muito consumida por
atletas e ¢ constituida por agua, sais minerais e carboidratos.
Sua funcgio ¢ repor eletrdlitos e reidratar praticantes de
exercicios fisicos mais intensos durante ou apés atividade
fisica. Os eletrolitos mais importantes para o organismo sao,
o Sédio (Na), Cloreto (Cl), Potassio (K), Calcio (Ca),
Magnésio (Mg) e o Fosforo (P). Além disso, o isotonico
possui substincias semelhantes a fluidos corporais e
osmolaridade similar a do tecido hematopoiético, o que
facilita sua absorcdo e restauracio hidrica (BRITO;
MARINS, 2005).

Os corantes sintéticos estdo presentes em boa parte dos
alimentos industrializados e em bebidas, como os isotonicos

e, estes sdo aplicados com intuito de modificar a cor natural
para que este seja melhor aceito pelo mercado consumidor.
Também se justifica o uso dos corantes artificiais por
apresentarem menores custos e maior estabilidade
(CONSTANT et al., 2002). Entretanto, ha uma preocupagio
quando se trata dos corantes sintéticos, pois sua funcio ¢é
apenas estética, nao tem valor nutritivo e estudos vem
demonstrando seu potencial alergénico, toxico, mutagénico
(HAMERSKY et al.,, 2013) e carcinogénico (POLONIO;
PERES, 2009). Além disso, podem levar a broncoconstri¢io
e hiperatividade em criancas (ANASTACIO et al., 2016).
Ainda, podendo causar danos ambientais através dos
efluentes gerados pela industria alimenticia, onde essas
substdncias sdo capazes de alterar o pH de cursos d’agua,
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deplecio do Oxigénio dissolvido e modificacio na vida
aquatica local (MARMITT et al., 2010).

Na perspectiva de substituir os corantes sintéticos
presentes nos isotonicos por uma alternativa mais saudavel,
ha um movimento “verde” para utilizar corantes naturais
presentes em uma grande variedade de espécies vegetais,
onde ¢é naturalmente produzido pelo vegetal e encontrado no
metabolismo secundario como as antocianinas (MARCO et
al., 2008).

As antocianinas vém sendo estudadas como uma fonte de
corante natural para uso em alimentos, sendo elas as
responsaveis pelos tons que vao desde a colorag¢io vermelha
ao azul (LOPES et al.,, 2007). Sua agdo vai muito além de
corante, pois a esses pigmentos também sio atribuidas
func¢oes farmacoldgicas, como ac¢do antidiabética, anticancer,
anti-inflamatéria, antimicrobiana, bem como na prevencio
de doencas cardiovasculares. Além disso, por ser um
antioxidante, pode atuar sobre o estresse oxidativo
eliminando os radicais livres, fornecendo protegio contra a
clivagem do DNA, dentre outras biomoléculas e a
diminui¢do da peroxidagio lipidica (KHOO et al., 2017).

A flora Amazoénica ainda é pouco explorada, quanto a
espécies frutiferas em que o grupo de antocianinas ¢ utilizado.
Os frutos amazonicos sio entdo uma proposta para substituir
os corantes sintéticos, tal como o Oenocarpus bacaba (O.
bacaba), conhecida popularmente por “bacaba”, inserida entre
as espécies do género Oenocarpus. O. bacaba é uma espécie de
palmeira que apresenta grande potencial econémico devido a
exploragio do palmito e dos seus frutos, além da sua
utilizacdo como corante natural. Seus frutos apresentam cor
putpura quando maduros e atualmente tém despertado
interesse por estudos com atividade antioxidante devido a
presenca de compostos fendlicos (CARVALHO et al., 2016;
CORREA et al., 2018).

Além disso, a industria de processamento de sucos de
frutas gera grande volume de residuos como cascas e
sementes, subprodutos que podem conter em seus extratos
quantidades consideraveis de compostos bioativos (GOOT
et al, 2016; BATAGLION et al, 2015) que podem ser
agregados a usos medicinais e garantir menores desperdicios,
aumentando seu valor para aqueles que buscam um melhor
desempenho, como os praticantes de esportes e atividades
fisicas intensas, e para uma dieta mais saudavel.

Pensando em suas propriedades como corante natural em
isotonicos e seu potencial antioxidante, a espécie O. bacaba foi
utilizada para o preparo de uma formulagao a partir de suas
cascas e posterior avaliacdao antioxidante, sendo administrada
em camundongos para investigar a quimioprotecdo sobre
ciclofosfamida. Vale ressaltar que, até o momento, nido ha
trabalhos usando esse fruto com acio antioxidante em testes
in vivo.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Produtos quimicos

Ciclofosfamida (CP) - Baxter, Triton X-100, albumina de
soro bovino, peréxido de hidrogénio (H2O»), glutationa
reduzida (GSH), acido 2-tiobarbitarico (TBA), 5,5'-ditiobis
(acido 2-nitrobenzoico) (DTNB), reagente de Bradford,
acido tricloroacético (TCA), fosfato de potassio monobisico,
fosfato de potassio dibésico, fosfato de sédio monobasico,
fosfato de sédio dibdsico, sal dissédico do 4cido
etilenodiaminatetracético (EDTA), trisaminometano (Ttis),
malondialdeido (MDA), dodecil sulfato de sédio (SDS), 2,4
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dinitrofenil-hidrazina (DNPH), todos adquiridos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, EUA). Os solventes utilizados para os
testes foram todos de grau P.A - ACS da Merck.

2.2. Matéria-prima e procedimentos iniciais

Uma amostra vegetal de O. bacaba foi coletada,
herborizada e identificada. A exsicata foi depositada no
Herbario Acervo Biolégico da Amazoénia Meridional
(ABAM), Campus de Sinop, Estado do Mato Grosso, Brasil,
sob o numero de registro Voucher 6673.

Os frutos foram coletados na zona rural do municipio de
Tabapord, Mato Grosso, Brasil, sob as coordenadas
geograficas (latitude: -11.2278, longitude: -56.8139) e foram
transportados para o Laboratério de Controle de Qualidade
da Universidade Federal de Mato Grosso, Campus de Sinop,
onde foram lavados, sanitizados e enxaguados. Apos o
processo de limpeza dos frutos, as cascas foram retiradas e
levadas a estufa com circulagio forcada de ar, a
aproximadamente 40 °C, por 36 h, com o objetivo de eliminar
a umidade. Apés esse periodo, as amostras foram trituradas
em moinho analitico e em seguida, foram armazenados a -20
°C.

2.3. Preparo do extrato da casca de O. bacaba

O extrato da casca de O. bacaba foi obtido de acordo com
Porfirio et al. (2019). A producio utilizou cerca de 5 g de
casca processada. Inicialmente, o material foi triturado em
processador para alimentos e adicionado solucdo
hidroetandlica 70% (v/v) (1:2 cascas/solventes), seguida de
acidificacio com solucdo aquosa de acido citrico 6% (m/v),
até pH 2,0. Essa suspensio foi mantida em repouso com
auséncia de luz e em refrigeragio (4 °C £ 1 °C) por 24 h. O
extrato foi entio filtrado em tecido de nylon e concentrado
até a eliminacdo total do solvente em estufa de circulagio de
ar forcado a 40 °C. Seu armazenamento foi feito em frasco
ambar, em temperatura de refrigeracdo (4 °C), até analises.

2.4. Formulagio e preparo da bebida isoténica

Para a elaboracio da bebida isotonica, foram realizados
testes preliminares, em laboratério, com varias misturas de
sais, extrato concentrado de casca de bacaba e aromatizantes,
de modo a obter uma bebida de concentracio osmotica
dentro dos padroes da legislacio de bebidas para atletas
(BRASIL, 2010).

O preparo da formulacio base da bebida isotonica
procedeu-se conforme Santos et al. (2013), no qual fez-se a
dissolucao dos ingredientes em agua deionizada, a saber: 0,3
g de cloreto de sédio, 40 g de sacarose, 0,2 g citrato de sédio,
22 g de maltodextrina sem sabor e 0,7 g de acido citrico para
cada litro da bebida.

2.5. Animais e protocolo experimental

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) - UFMT sob o numero de protocolo
23108.724839/2017-91. Foram utilizados camundongos
machos Swiss, peso médio 30 — 40 g. Durante o periodo de
aclimatacio (2 semanas) e todo o perfodo experimental, os
animais foram mantidos em caixas de polietileno e grades de
aco inoxidavel e permaneceram sob condi¢bes controladas
de temperatura (22 = 2 °C), umidade relativa (55 = 10%),
ciclo claro (12 horas claro/escuro), dieta com ragdo comercial
e agua filtrada ad /ibitum. Os animais receberam tratamento
via oral (agua ou isotonico - 300 uL) por 15 dias consecutivos
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e uma injecdo intraperitoneal de ciclofosfamida (CYP) ou
NaCl 0,9% no 15° dia. A droga usada para indu¢io de danos
20 DNA — a CYP, foi administrada na concentragiao de 100
mg kg! em dose unica (CASANOVA et al,, 2017). Quanto
a0 isotonico (ISO), foi administrado uma concentraciao de
2% da casca de O. Bacaba. Para os testes in vivo, foram
utilizados 4 grupos com 8 animais cada (Figura 1):

0 15 °Dia 16 ° Dia

l | |

Controle

T Agua ¥ NaCl(0.9%)

M Isotonico Y CYP(100mgkg b

n = 8 animais/grupo Eutanasia

Figura 1. Delineamento experimental para avaliagio de efeitos
antioxidantes e antimutagénicos.

Figure 1. Experimental design to evaluate antioxidant and
antimutagenic effects.

Ap6s 24 h ao tratamento com CYP ou NaCl 0,9%, os
animais foram anestesiados intraperitonealmente com
cetamina 50 mg kg, xilaxina 20 mg kg! e acepromazina 20
mg kg!, e entdo foram eutanasiados para retirada do fémur
(coleta de medula éssea para esfregaco) e figado, que foi
congelado a -80 °C para realizacdo das analises bioquimicas.

2.6. Teste de micronticleo
2.6.1. Preparo das amostras e liminas

Ap0s a eutanasia dos animais, foram retirados os fémures
para coleta de medula 6ssea e confeccdo de esfregagos,
conforme metodologia proposta por MacGregor et al.
(1987).

2.6.2. Anilise das liminas

Foi avaliada a frequéncia de eritrécitos policromaticos
micronucleados (PCEMN) para verificacdo de danos ao
DNA. Para isso, foram analisados 2.000 eritrécitos
polictomaticos por animal, com 1.000 células em cada lamina
(lidas em duplicata), conforme metodologia de MacGregor et
al. (1987). A observacio foi realizada sob teste cego usando
microscopio 6ptico com ampliagao de 1.000x.

Para verificar o percentual de reducio de danos, ou seja,
a diminui¢do da frequéncia média de células micronucleadas,
foi utilizada a férmula proposta por de Manoharan; Banerjee
(1985) e Waters et al. (1990), como mostrado abaixo
(Equacdo 1):

_ (freqem A — freq em B)

0 50— 01)
(%) redugio (reqem A freqemc) 100

em que: freq em= frequéncia de Micronicleos em: .4 = corresponde
ao grupo CYP (controle positivo); B = grupo de analise (grupo
recebendo o isoténico e CYP) e C = grupo controle negativo.

2.7. Analises bioquimicas
2.7.1. Atividade da superéxido dismustase (SOD)

A atividade da SOD nas amostras de homogeneizados de
figado foi determinada a 26 °C, fazendo uma curva de
substrato (enzima presente) contendo tampao glicina 50 mM
e bitartarato de adrenalina. A velocidade de formacgio de

adrenocromo foi monitorada espectofotometricamente a 480
nm, sendo o resultado expresso Ul SOD. mg proteina’l
(MISRA; FRIDOVICH, 1972).

2.7.2. Atividade da catalase (CAT)

Foi utilizado um meio reacional contendo 1,0 mL de
tampao fosfato de potassio (TFK) 50 mM (pH 7,0), 0,025 mL.
de homogeneizado de figado e 0,025 mL de H2O2 0,3 M. A
mudanga da absorbancia do H>O2 no tempo de 60 s foi
monitorada por espectrofotometria a 240 nm e a atividade da
CAT expressa em pumol H>O» consumido min-! mg proteina-
I INELSON; KIESOW, 1972).

2.7.3. Atividade da glutationa-S-transferase (GST)

A atividade da GST foi quantificada em homogeneizado
de figado por meio da formacdo de S-24-dinitrofenil
glutationa em espectrofotometro, lida em 340 nm e
monitorada em intervalos de 10 segundos durante 1 minuto,
¢ a atividade expressa em pmol GS-DNB min! mg proteina-
! (HABIG et al., 1974).

2.7.4. Concentragio de glutationa reduzida (GSH)

Para homogeneizacio do tecido hepatico usou-se sal
dissédico de EDTA e no preparo final das amostras
adicionou-se o acido tricloroacético (TCA) 50% (m/v). Para
a leitura das amostras uma aliquota foi acrescida de Tris 0,4
M (Trizma) pH 89 ¢ DTNB (icido 5,5 ditiobis-2-
nitrobenzoico). A formac¢do do anion tiolato de anilida foi
avaliada em 412 nm e comparada a uma curva padrio de
GSH. O resultado foi expresso em umol GSH mg proteina!
(SEDLACK; LINDSAY, 1968).

2.7.5. Quantificagio de substincias reativas do dcido
tiobarbitirico (TBARS)

Amostras de figado foram incubadas (30 min, 100 °C)
num meio reacional contendo TCA 10% (m/v) e TBA 0,67%
(m/v). A leitura foi realizada a 535 nm apés resfriamento e
centrifugacdo (10 min a 4000 rpm). Os resultados foram
comparados a uma curva de calibracio de MDA 0,03 mM e
a quantidade de peroxidagdo lipidica foi expressa em nmol
MDA mg proteina! BUEGE; AUST, 1978).

2.7.6. Determinagio de dcido ascorbico (ASA)

O meio reacional continha a amostra de figado, TCA e
DNPH em meio acido, que foram incubados em banho
maria a 37 °C por 3 horas. Ap6s, houve interrupcio da reagdo
pela adicio de HzSOs 65% (v/v) e a leitura
espectrofotométrica a 520 nm foi realizada e comparada com
uma curva de calibragio do padrio analitico de ASA. O
resultado foi exptresso em pmol ASA g tecido (ROE, 1954).

2.7.7. Concentragio de carboniladas
(Carbonil)

Os homogeneizados foram preparados em Ttis/HCI 10
mM (pH 7,4), no processo sao formados pellets que
posteriormente sio ressuspensos em tampao de desnaturagao
(SDS) para leitura em 370 nm. Os resultados foram expressos

em nmol de carbonil mg proteina! (YAN et al., 1995).

proteinas

2.7.8 Conteudo proteico
O conteddo proteico das analises foi determinado pelo
método de Bradford (1976) com leituras em 595 nm sendo o
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padrio analitico para constru¢io da curva de calibragio a
albumina bovina e os resultados expressos em mg proteinal.

2.8. Analise estatistica

Os resultados bioquimicos obtidos (média * desvio
padrio) foram analisados por analise de varidncia (ANOVA),
seguida do teste de Tukey para verificar as diferengas entre os
grupos experimentais. Em todos os casos, foi estabelecido
um nfvel de significancia para rejeigao da hipotese nula de 5%
(P < 0,05). Para o teste do microndcleo, foi utilizado o teste
do qui-quadrado de acordo com Pereira et al. (1991).

3. RESULTADOS
3.1. Parametros bioquimicos enzimaticos

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados das
atividades de trés enzimas antioxidantes analisadas no tecido
hepatico. Respectivamente, a SOD apresentou aumento
significativo (P < 0,05) nos grupos CYP, ISO+CYP e no
grupo ISO em relacgio ao controle. Neste ultimo grupo,
houve uma diminuicéo significativa (P < 0,05) da atividade
desta enzima quando comparado ao grupo ISO + CYP. Nas
analises da atividade da CAT houve apenas uma diminuicdo
significante (P < 0,05) de sua atividade no grupo CYP em
comparagdao com o controle. Quanto a atividade da enzima
GST ndo houve diferencas significativas entre os grupos.

Tabela 1. Efeito profilatico do ISO feito a partir de casca de O.
bacaba (solugiao 2%) no estresse oxidativo induzido por CYP (100
mg kgl) para avaliagio de antioxidantes enzimdticos no tecido
hepatico.

Table 1. Prophylactic effect of ISO made from O. bacaba bark (2%
solution) on CYP-induced oxidative stress (100 mg kg') for
evaluation of enzymatic antioxidants in liver tissue.

no grupo tratado somente com o isotonico (ISO) em relacdo
a0 grupo controle, mostrando um potencial mutagénico.

Tabela 2A. Efeito profilatico do ISO feito a partir de casca de O.
bacaba (solugao 2%) no estresse oxidativo induzido por CYP (100
mg kg!) para avaliagio de marcadores ndo enzimadticos no tecido
hepatico, GSH e ASA.

Table 2A. Prophylactic effect of ISO made from O. bacaba bark (2%
solution) on oxidative stress induced by CYP (100 mg kg1) for
evaluation of non-enzymatic markers in liver tissue, GSH and ASA.

Tratamentos GSH ) ASA

(umol. min'.mg proteina’) (umol ASA. g1 tecido)
Controle 52,22 % 945 0,32 % 0,03
CYP 36,11 + 6,54* 0,37 + 0,03
1SO + CYP 27,49 + 593% 0,43 + 0,06%#
I1SO 2332 + 4,89* 0,38 = 0,04

Anova seguida pelo teste de Tukey (n = 8). *P <0,05 comparado a0 controle.
# P <0,05 comparado a0 grupo CYP.

Tabela 2B. Efeito profilatico do ISO feito a partir de casca de O.
bacaba (solugao 2%) no estresse oxidativo induzido por CYP (100
mg kg') para avaliacio de marcadores de danos lipidico e proteico
no tecido hepatico, TBARS e Carbonil.

Table 2B. Prophylactic effect of ISO made from O. bacaba bark (2%
solution) on oxidative stress induced by CYP (100 mg kg'!) for the
evaluation of matkers of lipid and protein damage in liver tissue,
TBARS and Carbonil.

Tratamentos TBARS Carbonil
(nmol MDA myg proteina-!) (umol Carbonil g tecido
Controle 7,57 + 0,87 2,50 + 0,43
CYP 9,08 + 2,04 2,33 + 0,50
1SO + CYP 8,55+ 1,85 2,85+ 0,71
1SO 6,49 + 1,33 2,56 + 0,53

SOD CAT GST

Tratamentos (UI'SOD mg proteina) (umol F,O, (umol GS-DNB min't
consumido min-! P
mg proteina) mg proteina )
Controle 11,45 £ 1,50 3,49 + 0,52 0,66 + 0,14
CYP 15,20 + 1,87* 2,84 +0,23* 0,71 £ 0,13
1SO + CYP 15,85 + 1,29% 3,08 + 0,37 0,59 0,13
1SO 13,73 + 0,64%# 3,48 + 0,64 0,67 + 0,14

Anova seguida pelo teste de Tukey (n = 8). *P <0,05 comparado ao controle.
# P <0,05 comparado ao grupo ISO + CYP.
3.2. Parimetros bioquimicos nAo enzimaticos e
avaliagdo de danos oxidativos

Foram avaliados parametros n3o enzimaticos e
marcadores do estresse oxidativo, onde foi verificado um
decréscimo significante (P < 0,05) no conteddo da GSH nos
grupos CYP, ISO + CYP e ISO comparados com o grupo
controle (Tabela 2A). A vitamina C (ASA) teve aumento
significativo P < 0,05) no grupo ISO + CYP comparado com
grupo controle e com o grupo CYP (Tabela 2A). Ndo houve
diferencas significativas no marcador de proteinas
carboniladas e da peroxidagao lipidica (TBARS) (Tabela 2B).

3.3. Avaliagdo Antimutagénica

Na analise da medula 6ssea para verificar a frequéncia de
eritrécitos policromaticos micronucleados (PCEMN), foi
observado um aumento significativo na quantidade de
micronucleos (MN) no grupo CYP em relagio ao grupo
controle e uma diminuicdo significativa (P < 0,001) na
frequéncia de MN no grupo ISO + CYP comparando com
grupo CYP, sugerindo uma atividade antimutagénica. Por
outro lado, também foi observado um aumento significativo
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Anova seguida pelo teste de Tukey (n = 8). P >0,05.

Tabela 3. Frequéncia de eritrécitos policromaticos micronucleados
(PCEMN) em medula 6ssea de camundongos Swiss machos tratados
com isotonico elaborado a partir de casca de O. bacaba e
ciclofosfamida.

Table 3. Frequency of micronucleated polychromatic erythrocytes
(PCEMN) in bone matrow of male Swiss mice treated with isotonic
made from O. bacaba bark and cyclophosphamide.

Tratamentos  PCE analisados =~ PCEMN % De Redugio
Controle? 15.600 559
CYPP 15.500 1179
1ISO + CYP 15.800 979** 32,25
1SO 15.000 613*

a Controle negativo; P Controle positivo, 100 mgkg!. *P < 0,05; *P <
0,001. Teste do Qui-quadrado (n = 8).

4. DISCUSSAO

A geragao continua de radicais livres cumpre funcoes
bioldgicas relevantes. Vale ressaltar que seus beneficios
ocorrem quando estio em concentragcbes moderadas, sua
participagdo acontece em mecanismos de defesa durante
processo infeccioso, no relaxamento vascular, na sinaliza¢do
celular e na apoptose (BARBOSA et al.,, 2010; WU et al,,
2013). No metabolismo aetrébico é comum a formacio de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO e ERN), o
fato é que se verificou que muitas doengas estao associadas
a0 estresse oxidativo (EGEA et al, 2017). O estresse
oxidativo conduz a oxidacio de biomoléculas, e, em
consequéncia, favorece o desenvolvimento de algumas
doencas tais como, aterosclerose, diabetes, obesidade,
envelhecimento, doengas neurodegenerativas, doengas
cardiovasculares e até o cancer (FIRUZI et al., 2011). Para
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combater danos oxidativos, nosso organismo desenvolveu
um sistema de defesa antioxidante enzimatico e ndo
enzimatico que ajuda no equilibrio redox, no entanto uma
extensa produ¢do de espécies reativas pode sobrecarregar
esses mecanismos de defesa (BIRBEN et al., 2012).

No campo da medicina preventiva, tem-se pesquisado
novos meios para combater os danos causados pelas espécies
reativas e, nessa perspectiva, este trabalho avaliou o potencial
antioxidante e antimutagénico de um isoténico preparado
usando como corante natural as substancias obtidas das
cascas de O. bacaba para tratar camundongos submetidos a
estresse  oxidativo induzido pela droga mutagénica
ciclofosfamida.

No que tange os resultados obtidos, a CYP induziu a
diminuicdo significativa na dose de 100 mg kg! (P < 0,05) na
atividade da enzima da catalase no tecido hepatico, isso
porque o aumento das espécies reativas causados pela CYP
demanda muito das enzimas antioxidantes, podendo
acarretar na diminuicdo das mesmas (ANGIE et al., 2014).
Igualmente foi observada a diminui¢do significativa (P <
0,05) do conteddo da GSH no tecido hepatico, substancia
esta reconhecida como o antioxidante mais afetado pelos
metabolitos téxicos da ciclofosfamida, pois liga-se a acroleina
(metabélito gerado pela CYP) de forma irreversivel,
inativando-a (MOGHE et al, 2015). O dectréscimo da
catalase e da GSH esta de acordo com outros trabalhos,
como de Nafees et al. (2015), com ratos Wistar na dose de
150 mg kg! e Basu et al. (2015) que trataram camundongos
Swiss com CYP na dose de 25 mg kg! obtendo as mesmas
diminuicdes.

Contudo, a atividade da SOD teve aumento significativo
(P < 0,05) no grupo CYP, um efeito inesperado, pois diante
de situacGes de estresse oxidativo as enzimas primdrias, como
¢ caso da SOD, tendem a sofrer uma deplecao devido uma
sobrecarga no sistema redox (FAHMY et al, 2016). No
entanto, outro trabalho teve a mesma resposta no tecido
hepatico (CASANOVA et al, 2017) em camundongos
tratados utilizando a mesma dose de 100 mg kg'. E
importante destacar que neste mesmo trabalho, os valores
encontrados para as atividades da SOD em diferentes tecidos
tiveram diferentes desfechos. Como ¢é o caso das analises dos
eritrécitos em que houve uma diminui¢io da SOD, mas na
medula 6ssea houve um aumento desta atividade, isso mostra
que ¢ possivel diferentes tecidos reagirem de modo distinto,
podendo elevar a produc¢ao da SOD para combater os efeitos
nocivos das espécies reativas.

Em adicdo, o teste de micronucleo apontou um aumento
significativo (P < 0,05) do numero de micronicleos em
eritrocitos policromaticos no grupo CYP em comparagao ao
controle, resultado ja observado nos trabalhos de nosso
grupo de pesquisa (BARBOSA et al., 2018; GODOY et al.,
2019; DA CUNHA et al., 2022; LUIZ et al., 2020a, 2020b;
BRAGANTE et al,, 2022) em células da medula éssea de
camundongos nas doses variando de 25 a 100 mg kg!. Os
resultados mostram que ha dano no DNA induzido pela
CYP, isso porque ao ser metabolizada no figado pelas
enzimas do citocromo P450 e ap6s uma série de reacGes, sio
formadas a mostarda fosforamida e acroleina, ambos
metabolitos ativos que tem grande citotoxicidade, além da
mostarda  fosforamida causar reticulacio no DNA
MADONDO et al., 2016).

Neste trabalho, verificou-se que o isoténico provocou o
aumento significativo da atividade da SOD, teve uma

tendéncia a diminuir os niveis do TBARS e aumentou os
nfveis de ASA. Sendo que além desses beneficios atribuidos
a0 isotonico, ele também foi capaz de atenuar o contetdo da
GSH.

O aumento da atividade enzimatica da SOD no grupo
ISO + CYP e no grupo ISO, mostra que as antocianinas
presentes na bebida podem além de inibir a acdo oxidativa
das espécies reativas, proteger a enzima da deplecdo causada
pelo estresse oxidativo (KHOO et al., 2017). Nossos achados
frente a analise de TBARS demonstrou uma tendéncia a
queda neste marcador, mesmo em comparagio ao controle
sugerindo que mesmo havendo alguma produgao fisiolégica,
este isotonico, devido aos seus constituintes, poderia
proteger da lipoperoxidagio, mas que ndo foi
estatisticamente significativa em funcdo do tamanho
amostral. Ao que se refere a presenca das antocianinas, os
frutos podem se apresentar na cor purpura quando maduros
(CARVALHO et al., 2016), mas podendo variar os tons que
vao desde a coloragao vermelha até a coloragao azul (LOPES
et al., 2007). Ainda, no trabalho de Finco et al. (2012) fizeram
analises fitoquimicas na mesma espécie, a Oenocarpus bacaba
Mart, e foi encontrada uma grande quantidade de
antocianinas, flavonoides e compostos fenolicos em analises
do extrato do fruto dessa palmeira, o que a torna muito
promissora no combate ao estresse oxidativo.

Em adi¢@o, houve um aumento do 4cido ascérbico (ASA)
nos grupos ISO + CYP e uma tendéncia ao aumento no
grupo ISO, algo positivo ja que o ASA é um importante
antioxidante ndo enzimatico presente em muitos alimentos.
Este também é conhecido como vitamina C, é uma vitamina
hidrossolivel que apresenta atuacio como antioxidante,
eliminando os radicais livres, como o radical hidroxila e
oxigénio singlete que causam danos nos tecidos
(YIMCHAROEN et al., 2019). Além disso, desempenha um
papel em muitas reagcdes enzimaticas, incluindo aquelas que
levam a sintese de aminoacidos e colageno, ¢ utilizado como
cofator de enzimas, e entre outros papéis na estimulacio
imunolégica, (PEHLIVAN, 2017). A vitamina C ou acido
ascorbico é uma vitamina que estd naturalmente presente em
muitas frutas, como é caso da O. bacaba, tal como descrito na
literatura (SANTOS et al., 2015). Nao obstante, contribuiu
para o aumento deste importante antioxidante no organismo
dos animais teste.

Ademais o isotonico foi antimutagénico no teste de
micronucleo, pois limitou a agdo da CYP quando usado no
pré-tratamento dos camundongos, reforcando ainda mais o
fato de que a substituicdo de corantes sintéticos para corantes
de fonte natural, tem efeitos positivos sobre satde e a0 meio
ambiente, além de apresentar fun¢do terapéutica. Sugere-se
que uma maior concentragio deste fruto na formulacio tenha
maiores ganhos na prote¢do do organismo, em consequéncia,
uma maior biodisponibilidade de antocianinas, ji4 que a
presenca destes e de outros compostos ja ¢
comprovadamente eficaz em vérios aspectos da saude
humana (RAMIREZ-TORTOSA et al.,, 2001). Nio ha na
literatura, até o momento, trabalhos que envolvam esse fruto
ou alguma espécie do mesmo género que tenha sido feito
teste de mutagenicidade para efeito de comparacio. Porém,
ha um estudo que demonstra que a Vitamina C pode exercer
efeito antimutagénico por eliminagiao de radicais livres em
células humanas (fibroblastos) irradiadas com raio-X
(HARADA et al., 2008). Outra justificativa para essa linha de
raciocinio é o estudo realizado por Neri-Numa et al. (2013)
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com o fruto da planta Eugenia stipitata, conhecido por ser rico
em Vitamina C, terpenos, compostos volateis e fibras,
avaliando em seus resultados o efeito antimutagénico e
antioxidante do fruto em comparagdo a um grupo tratado
com Ciclofosfamida. Os autores avaliaram que a E. stipitata
ndo apresentou atividade mutagénica em nenhuma das
concentra¢oes testadas, mas todos os grupos tratados com o
extrato apresentaram atividade antimutagénica quando
comparadas ao controle positivo de CYP (P < 0,05). O que
nos faz sugerir que a presenca da Vitamina C pode ter
influéncia em parte nesse efeito antimutagénico do isotonico.

5. CONCLUSOES

O estudo mostrou que mesmo em baixo teor, os
antioxidantes naturais presentes no isotonico feito a partir de
cascas do fruto da O. bacaba, apresenta beneficios contra
eventos oxidativos tais como os desencadeados pela
Ciclofosfamida. Portanto, o uso deste corante natural
apresenta beneficios que vio muito além do estético, aroma
e sabor, podendo agir como alimento nutracéutico. Porém,
mais estudos sdo necessarios para compreender a atividade
antioxidante e antimutagénica deste vegetal e na formulagdo
proposta usando testes # vivo.
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