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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Caracteristicas Gerais de Anacardium occidentale L.

De acordo com Sousa e Lorenzi, (2008) o caju, do qual é produzida a cajuina pertence
a mesma familia da manga, do caja, do umbu, da seriguela e da aroeira. Ele ja é usado na
culinaria regional ha bastante tempo em forma de doces, sucos e outras sobremesas.
Entretanto, o que poucos sabem é que ele possui também inimeros beneficios para a salde e
as receitas medicinais em que ele é utilizado tém se revelado muito eficazes. E uma espécie
frutifera de grande importancia econémica, principalmente para alguns Estados do Nordeste
brasileiro.

No Brasil, a exploragdo econdmica do cajueiro, tanto para producgéo de castanha como
para consumo in natura, concentra-se na regido Nordeste responsavel por 94% da producao,
principalmente nos Estados do Ceara, Piaui e Rio Grande do Norte, (RABBANI, et al., 2012).

O cajueiro ocupa lugar de destaque entre as frutiferas cultivadas em zonas tropicais,
devido a um sistema reprodutivo predominantemente alogamico, ha um alto nivel de
heterogeneidade nas populacdes de cajueiro afirma (BARROS, 1988). Na natureza ha dois
tipos de cajueiros da espécie Anacardium occidentale L., os quais sdo definidos de acordo
com suas caracteristicas de porte denominados de cajueiro comum e cajueiro-ando-precoce. O
porte e tamanho da copa dependem do gendtipo e das condicdes de clima e solo (LUCENA,
2006).

O pedunculo do cajueiro € consumido ndo sé pelas qualidades gustativas, mas,
sobretudo, pelo seu elevado teor de vitamina C. Este pode ser consumido in natura como
também a partir do mesmo pode-se obter bebidas (sucos, cajuinas, néctares, refrigerantes,
fermentados, doces e fibras). Por conseguinte, estima-se que mais de 90 % é desperdi¢ado. De
acordo com (Guanziroli, 2009) para cada 1 kg de castanha, 10 kg de peddnculo sdo gerados.

Na questdo nutricional o caju também tem muito a oferecer. Ele é rico em
carboidratos, fibras, minerais (como célcio, fésforo e ferro), vitamina C e complexo B. Para se
ter uma idéia, ele tem trés vezes mais vitamina C do que a laranja (JUNIOR, 1998). Enquanto
100 ml de suco desta ultima contém 60 mg dessa vitamina, a mesma quantidade de suco de
caju concentra de 200 a 250 mg.

Para Maia, Sousa e Lima (2007), a composi¢do quimica e fisico-quimica do pedunculo
do caju pode variar de acordo com a variedade, solo, safra, grau de maturidade e condicdes


http://www.remedio-caseiro.com/manga-tem-pouca-caloria-e-rica-em-benefcios/
http://www.remedio-caseiro.com/3-receitas-de-tratamentos-a-base-de-caju/
http://www.remedio-caseiro.com/conheca-as-propriedades-da-aroeira-e-como-ela-beneficia-a-saude/
http://www.remedio-caseiro.com/3-receitas-de-tratamentos-a-base-de-caju/
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climaticas. Devido a safra do caju ocorrer em média quatro meses durante o ano é importante
a utilizacdo de tecnologia para que 0 mesmo seja um produto permanente no mercado. Ha
variacGes genéticas da fruta, mas elas ndo indicam diferengas na composi¢do quimica e na
qualidade nutricional. O importante é selecionar aquelas com hastes de textura firme, de

tamanho grande e coloracao que vai do laranja ao vermelho.

1.2 Principais Nutrientes e importancia

Os alimentos ndo séo apenas para nutrir, mas para oferecerem também compostos ou
elementos biologicamente ativos, que proporcionam beneficios adicionais a saide (GOMES,
2007). Pesquisas envolvendo compostos antioxidantes oriundos de fontes naturais tém sido
desenvolvidas em diferentes centros de estudos devido a sua importancia na prevencdo do
desencadeamento das reagOes oxidativas, tanto nos alimentos como no organismo animal
(BROIZONI et al., 2007).

Nesse sentido Maia, (2007) afirma que as polpas de frutas tém sido altamente
recomendadas, pela riqueza em carboidratos, fibras, minerais, vitamina C, carotenoides,
substancias fendlicas, substancias sulfuradas, dentro outros, que pela acdo antioxidante,
“limpadoras” de radicais livres ¢ sequestrantes de carcinogenos e de seus metabolicos,
exercem acdo protetora contra a evolugcdo de processos degenerativos que conduzem as
doencas e ao envelhecimento precoce.

Atualmente, recomenda-se a participacdo de frutas e hortalicas na dieta, em
quantidades generosas, algo como cinco porc6es ao dia. Da mesma forma, sucos e néctares de
frutas naturais sdo altamente recomendados, como parte da dieta diaria, pela presenca das
substancias fisiologicamente ativa (MAIA, 2007).

Devido a grande énfase dada a atividade antioxidante encontrada nos alimentos como
modo de acdo contra doencas, a capacidade antioxidante desses alimentos tem sido
largamente determinada in vitro, por vezes, correlacionada as concentracfes das substancias
bioativas nos alimentos, de forma a predizer o seu efeito na saide humana. Os antioxidantes,
entretanto, possuem diversos modos de acdo, e os métodos que determinam a atividade
antioxidante medem diferentes agdes e sdo determinados sob diferentes condicOes
(RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008; CAVALCANTE et al., 2003).

Entre os compostos bioativos mais encontrados no suco do caju estdo os carotenoides,

gue além de serem corantes naturais dos alimentos, possuem também atividade bioldgica.
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Além da atividade pro-vitaminica A de alguns carotenoides, outros efeitos benéficos a saude
humana tém sido atribuidos a estes compostos, pro-vitaminicos ou ndo, tais como: aumento
da resposta imune e reducdo do risco de doengas degenerativas como o0 cancer, degeneracao
macular, catarata e doencas cardiovasculares (ASTROG, 1997; GESTER, 1997).

Os carotenoides sdo sintetizados somente pelas plantas e por microrganismos, sendo as
plantas as maiores fontes de carotenoides, os quais sdo responsaveis por conferir as cores
caracteristicas das frutas, como morango, laranja, maracuja e caju (BOBBIO E BOBBIO,
2001). Estes se acumulam em cloroplastos de todas as plantas verdes como uma mistura de o
e B carotenos, B-criptoxantina, luteina, zeaxantina, violaxantina e neoxantina, estando
complexadas ndo-covalentemente com proteinas. Os carotenoides também se encontram em
microrganismos, nos quais sdo sintetizados pela rota metabdlica dos isoprendides
(MALDONADO-ROBLEDO et al., 2003).

A vitamina C compde cerca de (0,2 a 0,3 %) do caju, os valores mais altos dessa
vitamina no caju sdo alcancados no final do amadurecimento, onde a elevacdo de acido
ascorbico se deve uma queda na atividade enzimatica (MOURA, 2004). A vitamina C
também apresenta diversas funcGes bioldgicas relacionadas ao sistema imunoldgico, sendo
responsavel pela formacdo de colageno, absorcdo de ferro, inibicdo da formacdo de nitro
amidas, como também em tratamentos de casos reumaticos, problemas de pele, agindo como
depurativo ténico além de facilitar o uso do célcio na construgdo dos 0ss0s € vasos sanguineos
segundo,(WATSOM E ASTROG, 1997).

Outras caracteristicas podem ser atribuidas ao suco do caju como ser rico em fibras, o
que ajuda no funcionamento do intestino e ajuda também a controlar a saciedade, que é de
extrema importancia para aqueles que necessitam perder peso. Se misturado o seu suco ao cha
de carqueja, estes irdo agir na limpeza do organismo e melhor digestdo. A sua castanha possuli
acido anacardiaceo que tem propriedades fortes contra germes e bactérias. Também
auxiliando na amenizacgdo de dores dentarias, Ulceras e lepra (HASSIMOTO, 2005).

Os compostos fendlicos, a vitamina C, os carotenoides e as antocianinas formam o

grupo de substancias que tém acdo antioxidante.

“Sdo elas que impedem a formagdo dos radicais livres, moléculas que
danificam as células e provocam uma série de doencas degenerativas,
problemas cardiacos e alguns tipos de cancer” afirma (WATSOM E
ASTROG, 1997).
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Nesse sentido afirma Sentani e Rodriguez-Maya, (2007) que a protecdo contra tais
doencas, e oferecida pelos carotenoides € associada especialmente a sua acdo antioxidante,
capacidade de reagir com radicais livres. Todavia, outros mecanismos sdo também
conhecidos: a modulacdo do metabolismo carcindgeno, inibicdo da proliferagdo celular,
incremento da diferenciacdo celular, estimulo da comunicacdo célula-célula e a filtragdo da
luz azul.

Os carotenoides sdo percebiveis por apresentar ampla distribuicdo na natureza,
estruturas quimicas diversas e funcOes variadas. Estes estdo entre os nutrientes alimenticios
mais importantes, sdo pigmentos responsaveis pelas cores amarelo a laranja ou vermelho de
muitas frutas, hortalicas, gema do ovo, crustaceos cozidos e alguns peixes. Por conseguinte
sdo consideradas também substancias bioativas, com efeitos, e beneficios a salde e alguns
deles apresentam atividade provitamina (AMAYA, 2007).

De acordo com Chitarrra; Chitarra,( 2005), os pigmentos carotenoides localizam-se
nos cloroplastos, associados com a clorofila. Com a degradacao da clorofila, os carotenoides
previamente presentes nos tecidos tornam-se visiveis ou podem também ser sintetizados com
0 avanco da maturacéo dos frutos. Quimicamente, os carotenoides s&o compostos terpendides
formados por oito unidades de isopreno divididos em dois subgrupos: 0s carotenos e seus
derivados oxigenados e as xantofilas que tém cor intensa, que varia do amarelo ao vermelho.

De acordo com Riedel, (2005) o principal problema de perda destes nutrientes no suco
do caju pode ser atribuido no armazenamento de frutos, fato que, esses alimentos continuam
no processo de respiragdo mesmo durante o ciclo vital e as partes do vegetal apds a colheita
sdo supridas com 0s nutrientes necessarios ao seu crescimento, maturacdo e amadurecimento.
Nestas etapas, desenvolve numerosos processos biossintéticos e degradativos de forma
concomitante ou sequencial, o que resulta em modificacBes sensiveis em suas caracteristicas,

notadamente na cor, na textura, no sabor, no aroma e no valor nutritivo.

1.3 Allium cepa como organismo-teste

Vegetais superiores constituem um importante material para teste de alteracdes
genéticas e sdo, atualmente, reconhecidos como excelentes indicadores de efeitos citotoxicos,
genotoxicos e mutagénicos de ambientes com presenca de substancias quimicas e fisicas além
de alguns trabalhos farmacoldgicos (GRANT, 1999).
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Muitos testes para identificacdo da presenca de quimicos potencialmente genotoxicos
e mutagénicos vem sendo realizados com este organismo, mostrando bons resultados para este
tipo de andlise. As células de meristemas radiculares de A. cepa apresentam caracteristicas
que as credenciam como um eficiente material para estudos citogenéticos, sendo indicadas
para ensaio de aberragdes cromossomicas e de micronucleos (FERNANDES et al., 2005;
LEME; MARIN-MORALES, 2008; CARITA; MARIN-MORALES, 2008).

O uso do A. cepa como organismo-teste de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade deve-se as caracteristicas que possui na sua cinética de proliferacdo, no
crescimento rapido de suas raizes, no grande nimero de células em divisdo, na sua alta
tolerancia a diferentes condic¢des de cultivo, na sua disponibilidade durante o ano todo, no seu
facil manuseio e por possuir cromossomos em numero reduzido (2n=16) e de grande tamanho
(FISKESJO, 1985; QUINZANI-JORDAO, 1987).

O A. cepa vem sendo usado para avaliar danos no DNA (aberracdes cromossdmicas e
distdrbios no ciclo mitético) para determinados tipos de bioensaios. O vegetal é usado para
este tipo de anélise desde a década de 40 até os dias atuais, avaliando agentes quimicos,
contribuindo para a sua aplicagéo crescente no monitoramento ambiental. Os testes com essa
espécie tém mostrado uma correlacdo de 82% deste teste com o de carcinogenicidade em
roedores devido a sua alta sensibilidade (LEME; MARIN-MORALES, 2007). Desde entdo,
inimeros trabalhos tem sido realizados com esse organismo-teste a fim de se obter uma
resposta confiavel e répida para a avaliagdo mutagénica (MATSUMOTO; MARIN-
MORALES; 2004; GRISOLIA et al., 2005; EGITO et al., 2007; FERNANDES et al., 2007;
CARITA; MARIN-MORALES, 2008).
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2 DESENVOLVIMENTO (Anexacao do Artigo)

ATIVIDADE ANTICITOTOXICA E ANTIMUTAGENICA DO SUCO DE CAJU E DA
CAJUINA EM MERISTEMAS DE RAIZES DE Allium cepa L.

Francisca Ires da Silva Santos'; lana Bantim Felicio Calou?, Ana Paula Peron®; Jodo Marcelo
de Castro e Sousa®

1. Graduanda do Curso de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Piaui, CSHNB. Picos-PlI, Brasil.

2. Professora do Departamento de Nutri¢do, Universidade Federal do Piaui, CSHNB. Picos-PlI, Brasil.

3. Professores do Departamento de Ciéncias Biolégicas, Universidade Federal do Piaui, CSHNB. Picos-PlI,
Brasil.

RESUMO: O caju (Anacardium occidentale) é uma espécie pertencente a familia
Anacardidcea. “A Plantagdo de caju esta entre as principais atividades agronomicas do
nordeste do Brasil.”. Isto ocorre em virtude da crescente comercializagdo dos seus varios
produtos, e também o liquido da casca da castanha de caju. Por conseguinte, 0 presente
trabalho teve como objetivo avaliacdo e verificagdo da capacidade anticitotdcica e
antioxidante do suco do caju e da cajuina testados em meristemas de raizes de allium cepa.
Para avaliacdo foi utilizado suco de caju e cajuina e o composto citotoxico (paracetamol),
onde em cada dose utilizou-se um grupo de cinco cebolas, que primeiro foram enraizadas em
agua destilada, e em seguida transferida para suas respectivas solu¢des. As radiculas foram
coletadas e fixadas em &cido acético (3:1) por 24 e 48 horas. As laminas foram preparadas
pela técnica de esmagamento e coradas com orceina acética a 2%. Analisaram-se células em
todo ciclo celular, totalizando 5.000 para cada controle e tempo de exposi¢do. Por consecutiva
0 suco de caju e Cajuina exibiu atividade antigenotdxica e antimutagénica, interferindo na
mutagénese in vitro induzida pelo paracetamol. Sendo os efeitos de protecdo atribuidos
principalmente & a¢do radical-limpeza livre do suco do caju e cajuina.

PALAVRAS-CHAVE: Anacardium occidentale. Vitamina C. Radicais livres. Alteracfes
cromossomicas.

ABSTRACT: The cashew (Anacardium occidentale) is a species belonging to the
Anacardiacea family. "The cashew plantation is among the major agronomic activities in
northeastern Brazil.". This occurs due to the increasing commercialization of its various
products, and also shell liquid cashew nuts. Therefore, this study aimed to evaluate and verify
the anticitotoxic and antioxidant capacity of the cashew juice and cajuina tested in Allium
cepa root meristems. For evaluation was used cajuina and cashew juice and the cytotoxic
compound (paracetamol), where in each dose was used a group of five onions, that were first
embedded in distilled water and then transferred to their solutions. The root tips were
collected and fixed in acetic acid (3:1) for 24 and 48 hours. The slides were prepared by
crushing and stained with 2% acetic orcein. Cells were analyzed throughout the cell cycle,
totaling 5,000 for each control and exposure time. Consecutively, the cashew juice and
Cajuina showed antigenotoxic and antimutagenic activity, interfering in the in vitro
mutagenesis induced by the paracetamol. Being the protective effects mainly attributed to
free-radical cleaning action of the cashew juice andcajuina.

KEY WORDS: Anacardium occidentale. Vitamin C. Free Radicals. Chromosomal
alterations.
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1 INTRODUCAO

O caju é uma das culturas de rendimento mais importantes no nordeste do Brasil,
cobrindo aproximadamente 700.000 hectares, dando emprego a mais de 100.000 pessoas, €
proporcionando um faturamento anual de US $ 200 milhdes EUA. Os produtos derivados da
fruta sdo acondicionados e exportados para os Estados Unidos, Europa e Japdo (FREIRE,
2010). O suco de caju e cajuina (suco processado) sdo as bebidas populares mais consumidas
no Nordeste do Brasil. Dado o crescente interesse pelo caju, processos industriais e
biotecnologicos foram desenvolvidos para aumentar sua importancia econdmica (PIRES,
2010).

Conforme a Sociedade Brasileira de Alimentos Funcionais (SBAF, 2007) o suco de
caju e cajuina podem ser considerado alimento funcional, j& que estes possuem funcées
nutricionais basicas, quando consumido como parte da dieta usual e também tém efeitos
metabolitos e/ou fisiologicos e/ou efeitos benéficos a salde, devendo ser seguro para o
consumo sem supervisdo médica, sendo que a eficacia e a seguranca desses alimentos devem
ser assegurados por estudos cientificos.

No gue tange o ponto de vista genético, Rabelo (2009) afirma que varios estudos in
vitro mostraram que tanto o suco de caju quanto a cajuina tém atividade antimutagénica, bem
como os produtos derivados também possuem efeitos antioxidantes. Do mesmo modo a
castanha de caju tem a capacidade de sequestrar radicais livres e elimina-los, isto pode ser
atribuida principalmente a presenca de polifendis. Esta é uma caracteristica de interesse no
contexto das industrias alimenticias e farmacéuticas, e que poderia ser possivel utilizar os
pseudofrutos como uma fonte barata de antioxidantes naturais (MELO CALVALCANTE,
2008).

De forma geral, Kamath (2007) faz averiguacdo sobre uma grande variedade de
plantas, e assegura que a associagdo entre uma dieta rica em frutas e vegetais atenua o risco de
doencas cardiovasculares, bem como de certos tipos de cancer. Esta associacdo € muitas vezes
atribuida a diferentes compostos antioxidantes, bem como a vitamina C, carotenoides,
polifenois, e outros compostos.

Assim, diante da qualidade e da importancia da adi¢do destes compostos na
alimentacéo, este trabalho torna-se essencial porque objetiva a realizagéo de estudos sobre
acomposicao destes, bem como a avaliacdo anticitotoxica e antimutagénica do suco do caju e

da cajuina em meristemas de raizes de Allium cepa.
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2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Nucleo de pesquisa em Biotecnologia Aplicada a
Saude e ao meio Ambiente (NUPBSAM) do Campus Senador Helvidio Nunes de Barros da
Universidade Federal do Piaui, Municipio de Picos-Pl, no periodo de outubro de 2013 a junho
de 2014.

2.1 Obtengdes dos respectivos sucos e cajuinas alimentares e definicdo das

concentracoes.

Os cajus e as garrafas de cajuinas para realizacdo desse estudo foram comprados na
cidade de Santo Antonio de Lisboa, cidade do interior do Piaui que se destaca produtivamente
e ecomicamente na producdo de caju e cajuina sendo conhecida como a Capital do Caju, na
qual apresenta grande concentracdo, a maior do Brasil, de area plantada com esse fruto por
metro quadrado. Em seguida, os cajus foram lavados e esterilizados por imerséo a fruta em
etanol 70%. A extracdo do suco foi feita por esmagamento dos pedunculos utilizando
equipamentos estéreis, tomando-se o cuidado de obter um suco com o menor teor de polpa
possivel. A cajuina utilizada nos experimentos seguiu 0 seguinte padrdo de producdo de
acordo com o fabricante: centrifugacdo dos frutos macerados, clarificagdo com
gelatina, filtracdo e tratamento térmico (1 hora a 100 ° C).

As raizes de Allium cepa distribuidas em cinco frascos foram expostas aos seguintes
grupos de tratamento: Grupo 01 - Controle Negativo com agua aerada; Grupo 02 - 10 ml de
suco de caju diluidas em 30 ml 4gua destilada, Grupo 03 - 10 ml de cajuina diluida em 30 ml
agua destilada; Grupo 04 — 10 ml de suco de caju misturada com 30 ml de controle positivo
(paracetamol na concentragdo de 400mg/L); Grupo 05 - 10 ml de cajuina misturada com 30
ml de controle positivo (paracetamol, 400mg/L); e grupo 06 — S6 o Controle positivo
(Paracetamol, 400mg/L). Os grupos 04 e 05 foram misturados ao controle positivo para medir
a capacidade que o suco de caju e a cajuina tém de inibir o processo mutagénico e citotoxico
do Paracetamol, sendo todas estas solucGes expostas por 24 e 48 horas, procedimento este
denominado de tempo de exposi¢édo de 24 horas (TE 24h) e 48 horas (TE 48h).

Na literatura, as principais pesquisas realizadas com caju em relacdo a estudos de

toxicologia s&o em camundongos, utilizando doses calculadas de acordo com o consumo de
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aproximadamente 1000 ml de suco por dia para uma pessoa com peso de 70 kg. Assim, para

Allium cepa utilizamos 40 ml em cada frasco.

2.2 Obtencdes de células meristematicas de raizes de A. cepa para a andlise citogenética.

Para a realizacdo deste trabalho foram adquiridas cebolas de uma fonte comercial e
colocadas para enraizar em copo descartavel de 50 ml com &gua destilada, & temperatura
ambiente (+ 25°C), aerada, até obtencdo de raizes com cerca de 1 a 1,5 cm de comprimento.

Para a andlise de cada tratamento foi utilizado cinco cebolas, estas foram adicionadas a
as solugdes de cada tratamento no copo descartavel sendo devidamente identificadas.

As raizes foram tratadas no periodo de 24 e 48 horas, coletadas e depois fixadas,
deixadas no periodo de 24 horas a temperatura de 10°C. Sendo que as cebolas eram
devolvidas a cada coleta aos seus referidos locais.

Nos frascos de cada bulbo foi colocado um volume total de 40 ml, ordenadas de
acordo com cada tratamento, tendo-se o cuidado de verificar se todas as raizes estavam em
contato adequado com a solucdo em estudo. A fixacdo das raizes se deu em Carnoy 3:1
(etanol: &cido acético), a temperatura ambiente, por 24 horas. Para cada coleta de raiz, retirou-
se, em média, trés raizes por bulbo. Os tempos de exposicdo de 24 e 48h foram escolhidos

com o intuito de se avaliar a acdo destas doses em mais de um ciclo celular.

2.3 Preparo e leitura das laminas, e anéalise dos dados

As laminas, em média 03 por bulbo, foram feitas seguindo o protocolo proposto por
Guerra & Souza (2002). Cada lamina foi corada com duas gotas de orceina acética a 2% e
analisada em microscopio éptico, em objetiva de 40X. Para cada bulbo analisou-se 1.000
celulas, totalizando 5.000 células para cada controle e tempo de exposicao.

Foram observadas células em interfase, préfase, metafase, anafase e teléfase. Foi
calculado o ndmero de celulas em intérfase e em divisdo de cada controle e tempo de
exposicao e determinando o indice mitético. Avaliou-se também a agcdo mutagénica das doses
por meio do numero de células micronucleadas, de metafases colchicinicas, pontes anafasicas
e telofasicas, amplificacGes génicas, células com aderéncias, brotos nucleares e anafases

multipolares.
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2.4 Analise estatistica

Os indices mitoticos calculados e as aberragfes cromossdmicas celulares observadas
foram submetidos a anélise estatistica. Para iniciar as analises estatisticas, foram realizados
testes de normalidade (Teste de Kolmokorov-Smirnov) e homocedasticidade (Teste de
Levene) para saber se seriam usados testes paramétricos ou nao parametricos para resolugédo
dos mesmos. Os dados se apresentaram com distribuicdo normal e homogénea, nesse caso,
foram utilizados ANOVA unifatorial e Pds-teste de Fisher LSD. Os testes foram realizados
com o programa estatistico Statistica 8.0. Todos os testes foram realizados com nivel de

significancia de 0,05.

2.5 Célculo da Porcentagem de Inibicéo

A capacidade do suco de caju e cajuina para reduzir os danos cromossémicos causados
pelo Paracetamol (Controle Positivo) foi calculada usando a seguinte férmula: %R = A - B=A
— C, no qual %R é a porcentagem de reducédo, A ¢ a frequéncia de alteragcdes cromossémicas
depois do tratamento com o Paracetamol, B é a frequéncia de alteragdes cromossdmicas

depois do co-tratamento e C € a frequéncia de alteracbes cromossdmicas no controle negativo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Tabelas 01 e 02, é apresentado o numero de células em intérfase, em diferentes
fases da divisdo celular e valores de indices mitéticos todos com média e desvio padrdo
observadas nos diferentes tratamentos com o tempo de exposicdo de 24hs e 48hs,
respectivamente. O controle positivo (paracetamol 400mg/L) reduziu de forma significante (p
< 0,001) o indice mitético quando comparado com o Controle negativo, mostrando seu poder
citotoxico para esse tipo de sistema teste. Os tratamentos com suco de caju e a cajuina
separadamente ndo foram capazes de alterar significantemente o IM das células vegetais, ndo
diferindo assim do tratamento com o Controle negativo. Ja os grupos de tratamento 04 e 05
respectivamente, Caju+CP e Cajuina+CP, diferiram estatisticamente (p < 0,01) do tratamento
com paracetamol, nesse caso, mostrando o poder anticitotoxico dos nutrientes do caju e

cajuina em reduzir o efeito citotoxico do CP utilizado (Figura 01). Particularmente, para o TE
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48hs, o tratamento com Cajuina + CP se mostrou estatisticamente menor (p < 0,05) em
relacdo aos tratamentos dos grupos 2 (caju), 3 (cajuina) e 4 (caju+CP), porém ainda com

capacidade de inibir significamente a atividade citotoxica do CP (Figura 02).

Tabela 01: Niumero Total de células em raizes de Allium cepa analisadas em diferentes tratamentos no tempo de
exposicao de 24hs. Foram analisadas 5.000 células para cada tratamento.

TR TE Células Células em
Indiferenciadas/ P M A T Divisdo IM (%)
Intérfase

CN 24hs 644 + 47 4 356+52,8 7+1,2 6+1,52 60,8 356 + 47,3 52,5+ 8"
Caju 24hs 652 + 38,5 335+48,3  8+1,76 8+2 7+1,2 348+385  56,1+74""
Cajuina 24hs 715+ 47,8 354+ 67,84 9+224  7+1.28 8+1 265+481  37,4+85""
Caju+CP  24hs 653 + 65,9 337+ 65 4+0,88 30,64 30,48 346 + 66,2 56 +17,6""

Cajuina+ CP  24hs 706 + 14,6 303+27 4%1,2 340,72 340,48 312 £27 41,4+3"
CP 24hs 875+ 10,48 97+7,84 1+0,64 1+0,64 1+0,48 101+8,1  11,48+1,1%"

= 5 cebolas analisadas por grupo. ANOVA unifatorial, com Pds-teste de Fisher LSD. a: Significante
comparado com CN, ***p < 0,001; b: Significante comparado com CP, **p < 0,01

Figura 01: atividade anticitotdxica dos compostos bioativos do caju e cajuina quando administrado juntamente
com um CP utilizado em sistemas testes vegetais com TE 24hs.
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Tabela 02: Numero Total de células em raizes de Allium cepa analisadas em diferentes tratamentos no tempo de
exposicao de 48hs. Foram analisadas 5.000 células para cada tratamento.

TR TE Células Células em
Indiferenciadas/ P M A T Divisao IM (%)
Intérfase
CN 48hs 686 + 54,3 307+27,04 3+0,48 3+0,72 3+0,64 315+54,3 47% + 11,27
Caju 48hs 644 + 45,3 415+39,2  5+0,72 40,72  4+0,88 358 +47 56,4% + 11,1°"
Cajuina 48hs 661 + 58,5 309+40,4 3+0,64  3+0,64 3+1,2  339+58,6 52,6% + 137"
Caju + CP 48hs 640 + 63,44 354+63,6 240,32 240,64  2+0,48 360+ 63,2 57,8% + 157"
Cajuina+ CP  48hs 753 + 34,64 24243528 240,64 140,48 240,72 246 + 34,72 32,9+6""
cP 48hs 875+ 10,4 63+7,68 1+0 140,32 1+0,4 101+ 8 11,4+11%

n = 5 cebolas analisadas por grupo. ANOVA unifatorial, com Pds-teste de Fisher LSD. a: Significante
comparado com CN, ***p < 0,001. b: Significante comparado com CP, **p < 0,01; c: Significante comparado
com Cajuina + CP, *p < 0,05.

Figura 02: Atividade anticitotdxica dos compostos bioativos do caju e cajuina quando administrado juntamente
com um CP utilizado em sistemas testes vegetais com TE 48hs.
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ANOVA unifatorial, com Poés-teste de Fisher LSD. a: Significante comparado com CN, ***p < 0,001; b:
Significante comparado com CP, **p < 0,01

Os estudos de Bessems et al. (1973) demonstraram que o medicamento utilizado
como Controle positivo, no caso, o paracetamol, € um potente composto citotoxico e
mutagénico. Trabalhos como os de Pinho et al., (2009) e Vieira et al., (2009); utilizam esse
farmaco na concentracdo de 400mg/L como CP nos seus testes toxicologicos utilizando
Allium cepa. Nesse caso, 0 presente estudo deve como objetivo avaliar e comprovar a
capacidade do suco caju e da cajuina a partir dos seus componentes bioativos de reduzir os
efeitos citotoxicos e mutagénicos ocasionados por esse farmaco em sistema-teste vegetal

reafirmando assim a importancia desse alimento na nossa dieta.
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O controle positivo teve a capacidade de induzir nas células vegetais parada no ciclo
celular, muito provavelmente pela capacidade de induzir mutacGes nessas células o que ficou
comprovado quando foram observados seus nimeros de IM (Indice mitético) e total de AC
(Alteracbes cromossdmicas), valores significantes quando comparados com o Controle
negativo. O paracetamol além de induzir muta¢es como quebras cromossémicas observadas
nesse estudo pela formagcdo de MN bem como duplicacbes de material genético (brotos
nucelares) (Figura 03), em estudos de Padua et al., 2009, mostrou a capacidade do mesmo em
elevar o numero de EROS (espécies reativas de oxigénio).

Figura 03 — Células Vegetais com as principais aberragdes cromossdmicas encontradas nos tratamentos
utilizando Paracetamol 400mg/I.

a. Duas amplificagfes Telofésicas. b. Célula com MN .c. Broto Nuclear. d.. Pontes Telofasicas com dois bragos
cromossdmicos. Fonte: Arquivo Pessoal.

Tanto o0 caju como a cajuina em co-tratamento com o paracetamol, em ambos 0s
tempos analisados (24 e 48hs), tiveram a capacidade de reduzir em valores significantes os
efeitos citotoxicos e mutagénicos do farmaco. Os efeitos protetores podem ser atribuidos
primariamente pela acdo de limpeza de radicais livres do suco de caju e da cajuina relata,
Melo- Cavalcante, (2005). Ambos os sucos contém varios compostos fitoquimicos que séo
protetores contra agentes mutagénicos. Estes incluem os carotendides, flavondides, vitaminas
e compostos fendlicos. Alguns desses compostos foram previamente quantificado, e o suco de
caju € considerado uma boa fonte de fendis (11,9 mg = 100 g), taninos (61,1 mg = 100 g),
acido ascérbico (120,80 mg = 100 g), e acido anacardico (17,9 mg = 100 g), mas ndo de uma
rica fonte de carotendides totais (0,32 mg = 100 g). Cajuina ndo é tdo rico quanto suco de caju
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nestes compostos quimicos, especialmente acido ascorbico (1,56 mg = 100 g) e é&cido
anacardico (0,41 mg =100 g),( MELO-CAVALCANTE, 2003).

Ainda conforme Melo-Cavalcante et al., (2003) usando Salmonella typhimurium
TA102 no teste de Ames, mostraram que o0 suco de caju e cajuina, quando co-incubados com
aflatoxina B1 (AFB1), tiveram atividades antimutagénicas. Estas atividades foram associadas
com o aumento da metabolizagédo de AFB1 em compostos ndo mutagénicos ou com a inibigéo
da ativacdo AFB1 pela unido de componentes quimicos com enzimas S9. Além disso, 0 suco
de caju e cajuina exibiu efeitos antimutagénicos contra a mutagénese oxidativa induzida por
peroxido de hidrogénio em TA102, que foram associados com excelente potencial
antioxidante dos sucos (Melo-cavalcante, 2003). Ambos os tipos de sucos tem propriedades
antimutagénicas contra mutagéenicos diretos como metilmethanosulfonato e 4-nitroquinolina-
N-6xido e contra mutagénicos indiretos como benzo [a] pireno, de acordo com o pré-
tratamento e co-tratamento, e 0s ensaios de pos-tratamento com S. typhimurium TA100,
TA102, e TA97. Este achado sugere que sucos de caju frescos ou transformados podem
proteger as células contra a mutagénese induzida por agentes mutagénicos diretos e indiretos
(Melo-cavalcante et al., 2008)

Nos resultados desse presente estudo, 0 suco de caju e cajuina ndo conduziram ao
aumento no dano do DNA, pelo contrario, quando 0s mesmos em co-tratamento com o
paracetamol (CP) tiveram a capacidade de reduzir significantemente as AC (alteragdes
cromossdmicas) em ambos os tempos analisados 24 e 48hs (Figura 03 e 04). No TE (Tempo
de Exposicdo) 24hs, o0 caju e a cajuina em co-tratamento tiveram a capacidade de reduzir os
AC em até 81,9% e 69,7%, repectivamente. Para o TE 48hs, essas reducdes foram
respectivamente de 90,2% e 86,4%. Se for observado 0 %R (porcentagem de reducéo de AC),
0 suco de caju se mostrou mais eficiente em relagdo aos efeitos antimutagénicos em
comparagdo ao suco de caju processado (cajuina) (Tabela 03 e 04). Isso, provavelmente, se
deve ao seguinte fato, sendo a cajuina um suco processado, a clarificacdo e as etapas de
tratamento térmico de sua producdo podem remover compostos quimicos ou alterar suas
propriedades. Em termos de componentes presentes nos sucos, as concentragdes de &cido
ascorbico e de acido anacardico sdo cerca de 77 vezes e 43 vezes menor, respectivamente, em

cajuina que no suco de caju (Melo-Cavalcante et al., 2009).
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Tabela 03: Efeitos antimutagénicos do Co-Tratamento com Paracetamol e Suco de caju ou Cajuina em células
meristematicas de Allium cepa.

TR TE  Total dg celulas Média + DP Frequéncia (%) %R
analisadas
CN 24hs 5000 0,6 + 0,55 0,06% -
Caju 24hs 5000 1417 0,1% -
Cajuina 24hs 5000 0,8+0,45" 0,08% -
Caju+CP  24hs 5000 54+114" 0,5% 81,9%
Cajuina+ CP  24hs 5000 76+114" 0,8% 69,7%
CP 24hs 5000 248+6,02% 2,5% -

ANOVA unifatorial, com Pos-teste de Fisher LSD. a: Significante comparado com CN, ***p < 0,001. b:
Significante comparado com CP, **p < 0,01;.

Figura 04: Atividade antimutagénica dos compostos bioativos do caju e cajuina quando administrado juntamente
com um CP utilizado em sistemas testes vegetais com TE 24hs.
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Tabela 04: Efeitos antimutagénicos do Co-Tratamento com Paracetamol e Suco de caju ou Cajuina em células
meristeméticas de Allium cepa.

TR TE  Total de células Média + DP Frequéncia (%) %R
analisadas B
CN 48hs 5000 0,4 + 055 0,04% -
Caju 48hs 5000 0,6+0,55""" 0,06% -
Cajuina 48hs 5000 0,8+0,84"" 0,08% -
Caju+CP  48hs 5000 3,4+0,54" 0,3% 90%
Cajuina+ CP  48hs 5000 4,2+0,84" 0,4% 86,4%
CP 48hs 5000 272+111% 2,7% -

ANOVA unifatorial, com Pos-teste de Fisher LSD. a: Significante comparado com CN, ***p < 0,001. b:

Significante comparado com CP, **p < 0,01
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Figura 05: Atividade antimutagénica dos compostos bioativos do caju e cajuina quando administrado
juntamente com um CP utilizado em sistemas testes vegetais com TE 48hs.
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ANOVA unifatorial, com Pos-teste de Fisher LSD. a: Significante comparado com CN, ***p < 0,001. b:
Significante comparado com CP, **p < 0,01.

Os efeitos anticitotdxicos / antimutagénicos induzidos pelos sucos pode resultados de
mais de um mecanismo. A atividade anticlastogénica de compostos fendlicos presentes nos
sucos em questdo pode ser relacionada com a sua capacidade de quelar metais, bem como
para a sua acdo como agentes de limpeza de radical livre ( Benavente-Garcia e Vijayalaxmi,
2007). Além disso, o Acido anacardico pode inibir impedir a geracdo de anion superéxido,
agindo também como um antioxidante. . (Kubo I, Trevisan e Kamath V 2008) Além do mais,
h& uma associacdo entre as atividades antioxidantes atribuidas ao suco de caju e cajuina e sua
acdo antimutagénica. Os componentes dos sucos (&cido anacérdico, acido ascorbico,
carotendides, e compostos fendlicos), provavelmente interagem com o0s metabolitos ativos do
Paracetamol. A. occidentale reduz a frequéncia de aberracdes cromossémicas induzidas pela
doxorrubicina durante fases especificas do ciclo celular (G1, S, e G2) em culturas de células (
BARCELOQS, et al.,2007).

Estudos tém mostrado que a utilizacdo de uma mistura complexa pode ser mais
vantajosa do que a utilizacdo de compostos isolados (Sarpeloni, 2008) A interacao e possiveis
efeitos sinérgicos podem facilitar os efeitos protetores observados. Todos estes compostos
podem atuar em conjunto, diminuindo a metabolizacdo do Paracetamol e aumentando a

eliminacdo de radicais livres produzidos por este agente mutagénico. Por conseguinte, 0S
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sucos analisados poderiam proteger o DNA genomico diminuindo assim as AlteracOes
genéticas observadas nos resultados acima.

Embora os mecanismos subjacentes a atividade anticitotoxica e antimutagénica de A.
occidentale ndo sdo completamente compreendidos, a sua atividade antioxidante ou a
interferéncia de uma ou mais das suas substancias ativas com vias metabolicas mutagénicas

pode explicar os seus efeitos sobre a mutagenicidade do Paracetamol.

4 CONCLUSAO

O aumento do IM (indice Mitético) e a redugdo do AC (Alteragbes Cromossdmicas)
observadas no Co-Tratamento em sistema teste vegetal neste estudo sugere que o suco de caju
e cajuina possui compostos bioativos que juntos ou separadamente possuem a capacidade de
impedir a formacéo de processos mutagénicos causados pelo paracetamol (controle positivo),

sendo, portanto, anticitotoxicos e antimutagénicos.
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