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RESUMO

O uso de plantas medicinais é uma pratica muito antiga e utilizada pela maioria dos povos em
todo 0 mundo. Lupinus albus (L. albus), conhecido popularmente como tremoco branco, vem
sendo usado na medicina popular, em forma de sementes cruas, como regulador de niveis de
glicemia e colesterol. Embora descrito na literatura que suas proteinas e alcaloides isolados
tém potencial para isto, ndo se tem qualquer informacéo cientifica em relacdo a eficiéncia de
suas sementes cruas. O objetivo deste trabalho foi avaliar os possiveis efeitos, citotdxicos,
genotoxicos e antigenotdxicos, mutagénicos e antimutagénicos, carcinogénicos e
anticarcinogénicos e também o potencial imunomodulador do extrato aquoso de sementes
cruas de L. albus, por meio de ensaios de micronicleo em medula 6ssea, Focos de criptas
aberrantes em colon, contagem diferencial de leucdcitos, niveis de glicemia e colesterol do
soro de camundongos da espécie Mus musculus, bem como determinar e quantificar, por meio
de cromatografia gasosa, alcaloides e é&cidos graxos desse extrato. Foi avaliado nos
camundongos seus efeitos nas concentracfes equivalente a 3 sementes/dia (como utilizado na
medicina popular) e 9 sementes/dia. A analise fitoquimica do extrato revelou a presenca do
alcaloide lupanina, dos &cidos graxos oleico, linoleico, palmitico e estearico. Porém nao foi
possivel observar, por meio de ensaios bioquimicos, os efeitos hipoglicémicos de L. albus em
ambos os protocolos seguidos. Foi observado que os niveis de colesterol apresentaram
melhora, para o protocolo com administracdo da DMH. No ensaio de MN em medula dssea,
ndo foi observado efeito citotoxico, porém foi possivel observar efeito genotoxico e
mutagénico para o extrato testado na concentra¢do maior no tratamento sub-crénico. Foram
também observados efeitos antigenotoxico e antimutagénico, demonstrando uma acgéo
preventiva para as duas concentracdes testadas devido a promogéo de reducdo de danos para o
pré-tratado. Quando o extrato de L. albus foi administrado simultaneamente com DMH,
também foi observado reducdo de danos para as duas concentragdes, enquanto que no
tratamento continuo houve uma reducéo total do dano para a menor concentracdo. Quando o
extrato foi administrado, apds a exposi¢cdo ao DMH, houve uma reducdo de danos somente
para a concentracdo maior. No ensaio de FCA, o extrato de L. albus apresentou um potencial
anticarcinogénico, por reverter e/ou inibir a progressdo de leses pré-neoplasicas de célon dos
grupos pre-tratados (nas duas concentragdes), dos tratados simultaneamente (concentragédo
menor), dos pés-tratados e dos grupos tratados continuamente (menor concentracdo). Na
contagem diferencial de leucocitos, os extratos de L. albus foram capazes de promover uma
imunomodulacdo na resposta imunoldgica. Com base nesses resultados podemos concluir que
quando foi utilizado as o extrato, equivalente ao maior numero de sementes L. albus apresenta
potencial genotoxico e mutagénico devendo ser utilizado com cautela, além do que nao
apresentaram potencial hiperglicémico, o que deve ser melhor avaliado pelo fato da sementes
de L. albus serem utilizados principalmente por diabéticos com a finalidade de promover
hipoglicemia, j& para os niveis de colesterol, apesar das sementes de L. albus serem utilizadas
para esta finalidade também ndo apresentaram melhora, porém nao foi prejuducial para estes
parametros.

Palavras chave: Tremogo branco; Lupanina; Focos de Criptas aberrantes (FCA);
Micronucleo; Contagem diferencial de leucdcitos.
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ABSTRACT

The use of medicinal plants is a very old practice, used by most of the people around the
world. Lupinus albus (L. albus), popularly known as white lupine, has been used in popular
medicine in form of raw seeds, as a regulator of blood glucose and cholesterol. Although
literature describes that their isolated proteins have the this potential, there is no scientific
information regarding the efficiency of their raw seeds. The aim of this study was to evaluate
the possible genotoxic, antigenotoxic, mutagenic, antimutagenic, anticarcinogenic and
carcinogenic effects, and also the immune modulatory potential of aqueous extract of raw
seeds of L. albus, by means of bone marrow micronucleus, aberrant crypt foci in colon,
leukocyte counting, blood glucose and serum cholesterol levels of mice Mus musculus, as
well as to determine and quantify alkaloids and fatty acids of these extracts, by gas
chromatography. The effects of concentrations equivalent to 3 seeds/day (as used in popular
medicine) and 9 seeds/day were evaluated in mice. Chemical analysis of the extract showed
the presence of the alkaloid lupanine and oleic, linoleic, palmitic and stearic fatty acids.
However, according to biochemical assays, it was not possible to observe hypoglycemic
effects of L. albus in both followed protocols. It was observed that cholesterol levels showed
an improvement in the protocol using DMH. No cytotoxic effects were observed in the MN
assay in bone marrow, but genotoxic and mutagenic effects were recorded in highest
concentration of the tested extract. Antigenotoxic and antimutagenic effects were also
observed, demonstrating a preventive action for the two concentrations tested due to the
promotion of harm reduction for pre-extract treatment. When the extract of L. albus was
administered simultaneously with DMH, a reduction in damage was recorded to both
concentrations, while in the continuous treatment, a reduction in total damage to the lower
concentration was observed. When the extracts were administered after exposure to DMH,
there was only a reduction of damage in the highest concentration. Results on FCA assay,
showed an anticancer potential of L. albus, once there was a reversion and/or inhibition in the
progression of pre-neoplastic lesions of the colon in pretreated (both concentrations), treated
simultaneously (lower concentration), post-treated and treated continuously (lower
concentration) groups. In leukocyte counting, L. albus were able to promote an immune
response in immunomodulation.

Keywords: White lupine; Lupanine; Aberrant Crypt Foci (FCA), Micronucleus, Differential
leukocyte count; Alkaloids.
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1. INTRODUCAO GERAL E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Plantas medicinais
1.1.1. Historico

A OMS define planta medicinal como sendo todo e qualquer vegetal que possui, em
um ou mais de seus Orgaos, substancias que possam ser utilizadas para fins terapéuticos.
Pesquisas nesta area tém demonstrado que o homem preé-histérico aprendeu com 0s animais a
distinguir as plantas comestiveis e aquelas que podiam ajuda-lo em suas enfermidades
(CASTRO; CHENALLE, 1995; DIAS et al., 1995; BENDAZZOLI, 2000). Desta forma, a
utilizacdo de produtos naturais com fins medicinais nasceu com a humanidade, sendo uma das
praticas mais antigas utilizadas pelo homem para cura, prevencdo e tratamento de doencas
(ANDRADE et al., 2007).

No século XIX, o conhecimento cientifico de elementos quimicos foi suplantado pela
guimica experimental, que permitiu a sintese de novas substancias organicas. Esse foi um dos
fatores determinantes para a revolucédo industrial e tecnolégica, que desencadeou a producao
acelerada de novos medicamentos e, a medida que derivados mais puros e concentrados de
plantas se tornaram disponiveis, os médicos priorizaram os farmacos sintéticos e passaram a
desconsiderar o papel importante da fitoterapia (BRATMAN, 1998; SIMOES et al., 2001).

Mesmo com o uso de substancias sintéticas para fins terapéuticos, a utilizacdo de
plantas medicinais ultrapassou todas as barreiras durante o processo da evolugdo tecnoldgica,
estando ainda muito presente nos dias atuais. Esta pratica é amplamente utilizada por grande
parte da populacdo mundial, como fonte de recurso terapéutico disponivel e eficaz (SANTOS,
2005).

As plantas medicinais sdo utilizadas, na maioria das vezes, com base no
conhecimento popular, sem qualquer respaldo cientifico sobre as suas propriedades
farmacoldgicas e toxicoldgicas. Muitas vezes, as propriedades farmacoldgicas anunciadas nao
encontram validacdo cientifica, por ndo terem sido investigadas ou comprovadas em testes
pré-clinicos e clinicos. Além disso, verifica-se também um ténue conhecimento a respeito dos
constituintes responsaveis pela atividade farmacoldgica, ou de suas interacdes, que podem
envolver inumeras moléculas (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). Como 0s vegetais sao
organismos que apresentam grandes quantidades de principios ativos com acédo
farmacoldgica, eles merecem um destaque especial, principalmente se considerarmos aqueles

convencionalmente utilizados na alimentagdo humana, pelas propriedades nutricionais que
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apresentam, tais como os altos teores de vitaminas e sais minerais, elementos indispensaveis
para todos os organismos (WAGNER, 2003).

Tem havido um interesse cada vez maior em se desenvolver pesquisas que avaliem
as caracteristicas fitoquimicas das plantas medicinais, na intengdo de se identificar a presenca
dos compostos e grupos quimicos biologicamente ativos (FALKENBERG; SANTOS;
SIMOES, 1999). A avaliacéo fitoquimica é responsavel pelo estudo e anélise de compostos
secundarios e a descoberta das funcbes que estes compostos desempenham nas plantas e em
organismos eventualmente expostos a eles.

Estudos com plantas medicinais sdo responsaveis por inumeras e importantes
descobertas na terapéutica. O desenvolvimento crescente nessa area se deve a varios fatores,
destacando a participacdo, cada vez maior, de profissionais e de industrias que buscam
cooperacdo académica na investigacdo cientifica dos produtos de origem vegetal (CALIXTO,
2000; RATES, 2001). Entretanto, poucas plantas foram avaliadas cientificamente quanto as
suas atividades bioldgicas, sobretudo a respeito da sua seguranca e eficicia para uso
medicinal (WHO, 1999). Segundo, Ohlweiler (2007), das 274 mil espécies botanicas
conhecidas no mundo até a década de 90 do século passado, somente 1% foi estudada quanto
a sua composicdo quimica. Alguns dos compostos vegetais ja foram identificados como
mutagénicos e carcinogénicos, a exemplo de alguns flavonoides, hidrazinas, alcaloides e
quinonas (PEREIRA, 1992). Por outro lado, as plantas podem conter substancias
antimutagénicas, como os betacarotenos, o acido ascorbico (BOREK, 1996), flavonoides e
folatos. Além disso, algumas plantas possuem uma longa histdria de uso no tratamento de
cancer. Muitos compostos obtidos de vegetais podem agir como protetores de processos
carcinogénicos, em humanos, inibindo os estagios de iniciacdo, promogdo ou progressao
tumoral (EDENHARDER et al., 1993).

Nas ultimas décadas, houve um crescente interesse pelo uso de plantas medicinais e
de seus respectivos extratos na terapéutica, constituindo, em certas circunstancias, como um
cuidado primario a satde ou como um complemento terapéutico compativel com a medicina
convencional. Desta forma, o uso de plantas na medicina alternativa deve ocorrer somente
quando houver garantia de seguranca, em relacdo aos seus efeitos toxicos, e conhecimentos
suficientes sobre os efeitos secundarios, como as interacdes, contraindicaces,
mutagenicidade, dentre outros. Desta forma, antes da indicacdo de um fitoterapico novo,
devem ser realizados ensaios farmacoldgicos e de experimentacdo clinica que demonstrem a
eficacia do produto (ARAUJO et al., 2007).
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Com o desenvolvimento da fitoterapia, houve também o aumento do interesse em
aprofundar os conhecimentos sobre as propriedades das plantas (FOGLIO et al., 2006).
Estudos sobre a medicina popular vém merecendo uma atencdo especial, devido ao
contingente de informagdes e esclarecimentos que este tem oferecido a ciéncia. O
conhecimento de acdes fitoterapicas tem reintroduzido os medicamentos de origem vegetal de
maneira sistematica e crescente, na profilaxia e tratamento de doencas, ao lado da terapéutica
convencional (FRANGCA et al., 2008). Os estudos biotecnoldgicos e o melhoramento genético
dessas plantas podem oferecer vantagens, uma vez que torna possivel obter uniformidade e
qualidade, fundamentais para a sua eficacia e seguranga (CALIXTO, 2000). Mesmo assim, as
pesquisas cientificas que visam a validacdo do uso de plantas sdo recentes e as praticas
populares, relacionadas ao seu uso, sdo 0 que muitas comunidades tém como alternativas
viaveis para o tratamento de doencas (PINTO et al., 2006).

Inimeros estudos cientificos vém sendo realizados com a intengdo de validar as
informacdes populares referentes ao uso de plantas medicinais. Podemos mencionar o atual e
intenso interesse que tanto os cientistas como as industrias farmacéuticas tém em desenvolver
pesquisas com o objetivo de descobrir novos principios ativos e também descobrir novas
atividades farmacoldgicas de substéncias ja conhecidas e obtidas das plantas (GURIB-
FAKIM, 2006).

1.1.2. Fitoterapia

Segundo Eldin e Dunford (2001), a fitoterapia pode ser definida como o estudo e a
aplicacdo dos efeitos terapéuticos de substancias vegetais com finalidades farmacologicas e de
seus derivados. A Resolugdo da Diretdria Colegiada (RDC) n° 48/2004 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) descreve que fitoterapicos sdo medicamentos preparados
exclusivamente com plantas ou parte de plantas medicinais sejam elas raizes, cascas, folhas,
flores, frutos ou sementes, que possuem propriedades reconhecidas de cura, prevencao,
diagnostico ou tratamento sintomatico de doencas, validadas em estudos etnofarmacolégicos,
documentacBes tecnocientificas ou ensaios clinicos de fase 3 (avaliagdo da substancia
comparada com o padrao ja existente, testadas em voluntarios).

E sabido que de cada quatro produtos vendidos nas farmécias, um é fabricado a partir
de materiais extraidos de plantas ou de estruturas quimicas derivadas desses vegetais. Porém,
com a producdo de farmacos via sintese quimica e a auséncia de comprovacdo cientifica da
eficacia das substancias de origem vegetal, aliada as dificuldades de controle quimico, fisico-

quimico, farmacoldgico e toxicoldgico dos extratos vegetais até entdo utilizados,
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impulsionaram a substituicdo destes produtos de origem natural por farmacos sintéticos (DI
STASI, 1996; CALIXTO, 2000; OMS, 2000; RATES, 2001; TUROLLA; NASCIMENTO,
2006).

1.1.3. Toxicidade de plantas medicinais

A partir do seculo X1X, as plantas medicinais e os fitoterapicos vém sendo utilizados
como recursos terapéuticos suaves. Porém, como qualquer outro produto, por atuarem em
processos bioldgicos, podem apresentar potencial téxico, podendo assim apresentar
contraindicac@es e efeitos colaterais, fatos estes que desmistificam o preceito de que o que é
natural ndo traz grandes problemas a salide humana (SCHENKEL et al., 2000; ELDIN;
DUNFORD, 2001, NICOLETTI, 2007). A planta medicinal usada como medicamento deve
ter sua acdo comprovada e sua toxicidade avaliada cientificamente, como qualquer outro
medicamento. Os testes de toxicidade em geral devem estabelecer relagdo dose-efeito
satisfatorio e permitir a relagéo causa-efeito (SIMOES, 2001).

Como muitos materiais botanicos apresentam propriedades terapéuticas, muitas
plantas sdo vendidas com a falsa promessa de cura para diversos males (BENDAZZOLI,
2000), o que pode provocar riscos de intoxicacdo, piora da doencga, entre outros prejuizos ao
usuério (ARNOUS et al., 2005; CHUNG et al., 2005; MACIEL et al., 2005).

Um perigo ja evidenciado na populacdo humana € a automedicacdo, que inclue o uso
de plantas medicinais sem estudos, que pode gerar uma serie de riscos, e levar a uma
complicacao no diagnostico e, consequentemente, a satde do usuario (ARNOUS et al., 2005).
Diante da utilizacdo indiscriminada de produtos naturais, ficam evidentes os varios perigos
sobre efeitos adversos que estes compostos podem promover, quando associados a outros
farmacos, ou mesmo com outros fitoterapicos (BOTSARIS; MACHADO, 1999; ARNOUS et
al., 2005; CHUNG et al., 2005).

1.1.4. Compostos derivados do metabolismo das plantas

As substancias essenciais a vida de uma planta sdo produzidas pelo seu metabolismo
primario, tais como os carboidratos, lipideos, aminoacidos, vitaminas e &cidos nucleicos,
todos com func¢des bem definidas para a manutencédo das suas atividades vitais (YEOH et al.,
1979; SANTQOS, 1996). Porém, as plantas também possuem compostos que nao sdo essenciais
a sua sobrevivéncia, mas que lhes conferem algumas vantagens adaptativas (FUMEGALLI et
al., 2008) e consequentemente sua melhor sobrevivéncia (SANTOS, 1999). Os compostos

produzidos pelo metabolismo secundario apresentam um amplo valor nas interacdes entre a
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planta e seu ecossistema, exercendo varios papéis, tais como protecdo, defesa, atracdo de
polinizadores e de dispersores de suas sementes, dentre outros (SANT’ANA et al., 2002;
SIMOES et al., 2004). Existem trés grandes grupos de compostos secundarios: os alcaloides,
0s terpenos e 0s compostos fendlicos.

1.2. Lupinus albus

E conhecido popularmente como tremoco branco, é uma planta anual, herbacea,
adaptada a climas temperados e subtropicais, pertencente a familia Fabaceae e ao género
Lupinus sp. As espécies mais cultivadas sdo: L. albus, L. angustifolius, L. luteus, L. mutabilis
e L. polyphillus. (AGRO PASTO SEMEAR; LUP INGREDIENTS).

1.2.1. Constituintes das sementes de L. albus

A cultura de L. albus ¢ feita por 3 fatores principais: sdo utilizados na alimentacgéo de
ruminantes; usados como adubo verde; e usado na nutricdo humana pela sua alta quantidade
de proteina e conteudo oleico (HUYGHE, 1997; FALUY!I et al., 2000).

1.2.1.1. Proteina

L. albus € rico em proteinas, tendo um teor proteico de 30 a 40% do contetido
total das sementes (KAHATTAB et al., 2009), quantidade esta maior que a encontrada em
outras leguminosas (LAMPART-SZCZAPA, 2001). Suas proteinas apresentam propriedades
medicinais, onde se destaca segundo Orestano (1940), a atividade antiglicémica. Scarafoni et
al., (2007) observaram que a proteina y-conglutina representa 5% das proteinas totais das
sementes de L. albus. Embora esta proteina tenha sua funcdo desconhecida, devido a sua
semelhanca estrutural com a proteina Bg7S da soja, foi atribuida a ela a caracteristica de se
ligar a insulina (HANADA; HIRANO, 2004). Assim, a 7y-conglutina se tornou uma séria
candidata como hipoglicemiante e, por isso, mais investigada do ponto de vista molecular e
metabdlico. Os estudos in vitro da y-conglutina isolada revelaram seu poder de ligagdo com a
insulina e, em ensaios de atividade bioldgica realizados em ratos, foi demonstrado que ela
reduziu os niveis de glicemia, de modo semelhante ao farmaco metformina® (MAGNI et al.,
2004).

1.2.1.2. Acidos graxos
L. albus contém triglicerideos caracterizados por um teor elevado de &cido oleico

(cerca de 44%), acido linoleico (cerca de 36%). O alto teor de &cidos graxos poli-insaturados
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é um importante requisito para uma boa dieta alimentar. Entre os acidos saturados do L. albus,
0 mais importante é o &cido palmitico (cerca de 12%) (FELDHEIM 1991).

1.2.1.3. Fibras

A casca das sementes de L. albus, contem 95% de fibra, onde 77 % delas sé&o fibras
insoluveis (FELDHEIM; WISKER, 1986). As fibras sdo constituidas, principalmente, por
celulose, xilose e &cido urénico, tendo uma composi¢do muito parecida com a da casca da
soja (FELDHEIM, 1994). Segundo Feldheim (1999), as sementes sdo ricas em
oligossacarideos ndo digeriveis pelo nosso organismo que, como as fibras, irdo influenciar na
digestdo, atuando na reducdo da absorcao dos agucares e do colesterol e ajudando na reducédo
do peso corporal.

Os efeitos dos oligossacarideos e polissacarideos estdo relacionados com a reducéo
dos niveis de colesterol sanguineo e a diminui¢do do risco de desenvolvimento de céncer,
devido a de trés fatores: 1. Capacidade de retencdo de substancias tdxicas ingeridas ou
produzidas no trato gastrointestinal durante processos digestivos; 2. Reducdo do tempo do
transito intestinal, que promove uma rapida eliminacdo do bolo fecal; 3. Pouco contato do
tecido intestinal com substancias mutagénicas ou carcinogénicas, devido ao transito rapido
pelo intestino, levando a formacéo de substéncias protetoras pela fermentacdo bacteriana dos
compostos da alimentacdo (KAY, 1978). Dentre a prevencéo de canceres, podemos citar os de
mama (COHEN, 1999; WILLETT, 2001). Isso sugere que um aumento no consumo de fibras,
ou seja, frutas, vegetais e grdos integrais, podem reduzir o risco deste tipo de cancer
(PRENTICE, 2000).

Dentre 0s possiveis mecanismos de a¢do que vém sido sugeridos, o0 mais provavel é o
que envolve a reducdo de estrogénios bioativos no sangue. Dietas ricas em fibras estdo
associadas com a alteragdo da flora intestinal que atua na regulacdo da recirculagdo
enterohepéatica de estrogénios e levando a quantidade menor de estrogénio excretado
(COHEN, 1999).

1.2.1.4. Isoflavondides

As sementes de L. albus, acumulam vaérios isoflavonodides. Algumas isoflavonas
atuam como estrégenos, podendo ligar-se a receptores de estrogénio ou a outros receptores de
horménios sexuais (JURY et al., 2000). Como exemplo de isoflavona presente nas sementes
de L. albus esta a genisteina sendo ela capaz de mimetizar a estrutura do estradiol. Wink

(2005) testou diferentes extratos de sementes de Lupinus sp, quanto a sua capacidade de se
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ligar aos receptores de estrogeno, e observou que extratos etanodlicos de L. albus, devido ao
seu conteudo de isoflavonas, exibiam uma atividade estrogénica semelhante a do tamoxifeno.
O estudo revelou que a genisteina apresentou capacidade de inibir a tirosina, responsavel pela
ativacdo de genes responsaveis pela divisdo celular, associada a alguns tipos de tumores,

principalmente os linfomas.

1.2.1.5. Vitaminas e minerais

Quando comparado a outras leguminosas, o L. albus é pobre em vitaminas, embora
tenha uma boa fonte de vitaminas do complexo B. Para cada 100g de L. albus é encontrado 4
mg de niacina, 0.5 mg de tiamina, 0.4 mg de riboflavina, caratendides e tocoferdis
responsaveis pela coloracdo amarelada do 6leo.

A composicdo mineral de L. albus é praticamente igual a das outras leguminosas,
com excessdo o calcio que € mais baixo, e do manganés que é encontrando em quantidade
muito elevada, podendo atingir de 83.5 a 143 mg. Também € rica em ferro e zinco (TRUGO
etal., 2003).

1.2.1.6. Fatores antinutricionais

Alguns componentes encontrados em produtos naturais podem apresentar atividades
bioldgicas, derivadas de suas propriedades nutricionais. Porém, essas propriedades podem ser
indesejadas para nutricdo humana e animal. Quando isso ocorre, dizemos que o produto
natural apresenta propriedades antinutricionais. Destacamos abaixo algumas propriedades

antinutricionais.

1.2.1.7. Fitatos
L. albus, apresenta baixas quantidades de fitatos (aproximadamente 0.8 mg para cada

100 g) que poderia levar a uma diminuicdo na absorcdo de minerais (HILL, 1977).

1.2.1.8. Saponinas

As saponinas sdo substancia presente em diferentes classes de plantas, especialmente
nas leguminosas. Sua presenca nos alimentos foi considerada prejudicial quando consumida
com frequéncia, podendo promover retardo de crescimento e diminuicdo na absorcdo de
nutrientes. Porém hé estudos que relatam efeitos benéficos, como reducdo de colesterol e
atividade anticarcinogénica (HILL, 1977).
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1.2.1.9. Lectinas

Segundo Pusztai e Bardocz (1996), as lectinas sdo moléculas biologicamente ativas,
consideradas promissoras sob o ponto de vista farmacoldgico, apesar de também apresentar
efeitos negativos sobre os organismos. Experimentos realizados com animais expostos a estas
substancias mostraram que elas podem induzir hiperplasia no intestino delgado, alteracdes da
flora intestinal, atividade imunomoduladora, interferéncia em secre¢fes hormonais e acesso a
circulacdo sistémica, o que limita o seu uso direto na alimentagdo (PRYME et al., 1998).
1.2.1.10. Alcaloides

Um dos fatores limitantes para o consumo de L. albus é a presenca de alcaloides
toxicos presentes em varias espécies do género Lupinus (WINK, 2005). Estes compostos
conferem sabor amargo ao vegetal, restringindo o seu uso direto na alimentagédo. A eliminacéo
dos alcaloides das sementes de tremogo pode ser feita por lavagem em agua (demolhagem),

pois os alcaloides séo hidrossoltveis (HILL, 1977).

1.2.1.10.1. Alcaloides quinolizidinicos (QAS)

Os alcaloides quinolizidinicos que estdo presentes no L. albus em maior quantidade
sdo a lupanina e a esparteina (PAOLISSO et al., 1985; KORPER et al., 1998). Estes
alcaloides, assim como o alcaloide 13-hidroxilupanina e 17-oxilupanina, sdo responsaveis
pela reducéo dos niveis de glicose no sangue, promogao de inibicdo dos canais de K™ e Na* no
pancreas e aumento da secrecao de insulina, de modo semelhante ao farmaco glibenclamida®
(GARZIA-LOPEZ et al., 2004).

1.3. Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus (DM) é uma das doencas atuais de maior incidéncia no mundo,
com cerca de 150 milhGes de pessoas portadoras deste mal. Estima-se que em 2025 existam
cerca de aproximadamente 300 milhGes de pessoas diabéticas no mundo. O estilo de vida
sedentario, o consumo de dietas com alto valor energético, a obesidade e os fatores genéticos
tém contribuido para o crescente nimero de pessoas portadoras de diabetes (KING et al,
1998; PEPATO et al., 2001).

O DM pode ser definido como uma complexa desordem metabdlica crénica de
impacto significativo na saude, como na qualidade e expectativa de vida. Esta desordem
ocorre por uma deficiéncia total ou parcial na producdo de insulina das células B das ilhotas

de Langherans localizadas no pancreas.
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O grau de deficiéncia do hormdnio insulina é que define o tipo de diabetes. Dentre 0s
tipos de diabetes temos: 0 DM tipo 1, cujos portadores sdo dependentes de insulinoterapia; o
DM tipo 2, que pode ser, muitas vezes, controlado por uma alimentacdo balanceada, que é
também conhecido como o diabetes da maturidade, pois geralmente acomete individuos
acima de 40 anos, com instalacdo progressiva, e que também tem como agentes causadores 0s
fatores genéticos e ambientais (WAJCHENBERG, 1992; DEFRONZO, 2004).

O diabetes é uma doenca caracterizada pelo nivel elevado de glicose no sangue,
resultantes da deficiéncia da secrecdo e/ou acdo da insulina, o que leva a anormalidades no
metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas, com complicacdes que podem ser agudas
ou crbnicas, como a cetoacidose, macro e microangiopatias, retinopatia, nefropatia, infecgoes
recorrentes, Ulceras nas extremidades inferiores, que podem levar a amputacdes de membros e
a hiperglicemia, além de coma e morte. E marcada pela politria, perda de peso, polifagia e
visdo turva, cujas complicacdes geralmente séo as principais causas de morte em pacientes
diabéticos ndo tratados (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2008).

As Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2007) preconizam que 0
tratamento desta doenca € feita por medidas ndo-farmacoldgicas (principalmente o controle da
dieta) e farmacoldgicas, as quais incluem primeiramente o uso de hipoglicemiantes orais e,
nos casos mais graves, reposicdo com insulina exdgena. A concentracdo elevada de glicemia
promovem anormalidades metabdlicas, como excessiva lipogénese e hiperglicemia por
resisténcia a insulina e deficiéncia organica das células pancreaticas, levando, muitas vezes, a
uma elevacdo dos &cidos graxos livres no plasma, com aumento da secrecdo de VLDL
(lipoproteina de muito baixa densidade) pelo figado, envolvendo liberacdo extra na secrecdo
de triglicérides e colesterol, o que pode levar a um aumento dos niveis de colesterol

proporcionalmente a hiperglicemia (SKYLER, 2004).

1.4. Cancer

A carcinogénese é um processo complexo que, provavelmente, envolve uma série de
mudancas genéticas e epigenéticas que ocorre em niveis morfologicos, celulares e
moleculares. Ela pode ser sub-dividida em trés estagios principais: iniciacdo, promocao,
progressao. (PITOT, 2007; VICENTI; GATENBY, 2008).

A iniciacdo pode ser caracterizada por alteracdes na sequéncia de bases do DNA
celular, provocada pela exposi¢cdo a um agente carcindgeno quimico, fisico ou bioldgico. Esta
interacdo pode levar a mutacGes em genes controladores do ciclo celular, apoptose e

diferenciacdo, levando a um desequilibrio, onde as células sobreviventes ao estimulo
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mutagénico sdo denominadas de iniciadoras (PITOT, 2007; VICENTI; GATENBY, 2008).
Na etapa de promocéao, as células iniciadoras se multiplicam, formando lesdes pré-neoplasicas
sobre estimulos promotores. O agente carcin6geno promotor age de forma a selecionar as
células iniciadoras e, dessa forma, ocorre a expansdo clonal das mesmas, levando a um
acumulo de mutacGes e aumentando a instabilidade genética desta populacao celular (PITOT,
2007, VICENTI; GATENBY, 2008). Na etapa de progressédo, as células tém alto grau de
anaplasia, desequilibrio entre proliferagéo celular e apoptose e autossuficiéncia. Quando essas
células invadem vasos sanguineos e linfaticos, alcancam tecidos distantes do hospedeiro,
formando sitios de metéstases. Com as metéstases, as células malignas se espalham para
diversos 6érgdos do paciente, competindo por espaco e nutrientes com as células sadias, vindo
a comprimir vasos sanguineos, acarretando em faléncia desses 6rgdos e levando o paciente a
6bito (PITOT, 2001, 2007; VICENTI; GATENBY, 2008).

1.4.1. Céncer de célon

No Brasil, segundo as estimativas de 2012, havera aproximadamente, 518.510 casos
novos de canceres diagnosticados em 2013, sendo o cancer de colon um dos 5 tipos de maior
incidéncia. Esses indices também apontam que para o sexo masculino, a cada 100 mil novos
casos de cancer, 14 mil sejam de c6lon e reto e, para o sexo feminino a cada 100 mil novos
casos, sejam para este tipo de cancer 16 mil. No mundo, o cancer de c6lon € o terceiro tipo
mais comum entre 0s homens, com cerca de 663 mil casos novos em 2008, e o segundo entre
as mulheres, correspondendo para 0 mesmo ano 570 mil novos casos, sendo que 60% desses
novos casos ocorrem em paises desenvolvidos (INCA, 2012)

Aproximadamente 20% de todos os casos de cancer de célon sdo considerados
hereditarios, podendo ser divididos em tumores de origem na Polipose Adenomatosa Familiar
(FAP) e no Cancer Colorretal Hereditario Nao Poliposo (HNPCC). Os mais frequentes,
contudo, sdo os casos de cancer ndo hereditarios resultantes da exposi¢do a carcinégenos ou
fatores ambientais de risco (ROSSI, 1998; STRACHAN, 1999).

O intestino grosso é formado por segmentos de cdlon e reto, e tem funcdo de
absorver a d4gua que é ingerida junto com os alimentos e transformar a massa da substancia
ingerida, e ndo aproveitada pelo organismo, em fezes, para entdo ser eliminada. Esses dois
segmentos sdo semelhantes, por isso, 0s tumores que acometem estes locais sdo chamados de
canceres colorretais e tratados como uma mesma doenca (KUMAR et al., 2002). Sendo assim
o cancer colorretal pode iniciar-se tanto no célon quanto no reto, cujos locais sdo 0s mais

frequentes de neoplasias primarias, podendo ter carater benigno (adenomas) e malignos
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(carcinomas ou mais conhecido como adenocarcinoma) (CARLI, 2011). A transformacéo
neoplasica da mucosa colénica normal em um adenoma e, posteriormente, em um
adenocarcinoma, envolve uma série de alteragdes genéticas e eventos progressivos que ficou
conhecida como sequéncia adenoma-adenocarcinoma (FEARON; VOLGESTEIN, 1990). O
desequilibrio fisioldgico e ciclico da renovacéo epitelial (proliferacdo e morte celular) resulta
em doencas neoplasicas no epitélio intestinal, onde o aumento na proliferacdo celular é
considerado o evento celular mais precoce da carcinogénese de c6lon (CAMPLEJOHN et al.,
2003).

A maioria desses tumores tem sua iniciacdo nos pélipos, formacGes ndo cancerosas
que podem crescer na parede interna do intestino grosso. Porém, podem aparecer como
tumores carcindides do célon e do reto, tumores de estroma gastrointestinal e linfomas,
podendo atingir a mucosa através da parede muscular do intestino. O tumor pode sofrer
metéstase e ir para os linfonodos mais proximos, através da invasdo dos vasos linfaticos, e
para o figado, através da veia porta, além de poder apresentar metastase em outros 6rgédos

como pulmdes, cérebro e 0ssos (JUCA, et al., 2008).

1.5. Uso de animais experimentais

Os animais de laboratdrio sdo utilizados em pesquisas da area biomédica, sendo
imprescindiveis para o desenvolvimento de muitos estudos das ciéncias bioldgicas e das
ciéncias da salde, por responderem satisfatoriamente a efeitos de agentes com atividade
bioldgica, importante para avaliacdo na area médica (PAKES, 1984; DE LUCCA et al., 1996;
ANDRADE et al., 2002; MAJEROWICZ, 2005; SALGADO, 2010).

A aplicacdo de modelos animais é muito diversificada, pois depende do objetivo do
estudo e da propria area de investigagdo (SVENDESEN; HAU, 1994). Para a obtencdo de
resultados experimentais confidveis, deve-se primeiro procurar protocolos experimentais que
indiguem um modelo experimental adequado, o nimero de individuos necessarios para a
experimentacdo e 0s procedimentos experimentais adequados ao tipo de estudo a ser
realizados (MANN et al., 1991; BOTTING; MORRISON, 1997; GILIOLI, 2003; FERREIRA
et al., 2005). Russel e Burch (1959) salientam, como uma pratica de bons principios
humanitarios da experimentacdo animal, o uso do menor namero possivel de animais, a
substituicdo, sempre que possivel, do modelo animal por modelos alternativos e o
aprimoramento das técnicas de pesquisa, visando minimizar o sofrimento do animal
(ANDRADE et al., 2002; NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2008).
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As espécies de roedores, como ratos e camundongos, comecaram a Ser
consideravelmente utilizados em experimentacdo no século passado, devido a facilidade de
acompanhamento das diferentes fases do desenvolvimento do animal, e das caracteristicas
proprias de cada experimento (DE LUCCA et al., 1996; GILIOLI, 2003). Atualmente, 0
camundongo Mus musculus é o animal mais amplamente utilizado para fins de ensino e
pesquisa (ANDERSEN et al., 2004).

Eutanésia significa morte sem dor ou sofrimento. Para aplicacdo deste procedimento,
diversas técnicas podem ser utilizadas, com o objetivo de ndo causarem sofrimento ao animal
e ndo produzirem alteracbes que prejudiquem a interpretacdo de resultados (CARDOSO,
2002). Dentre os métodos utilizados para realizacdo da eutanasia, estdo os métodos fisicos e
quimicos. Os métodos quimicos sdo os mais indicados para este fim, sendo usado no
procedimento que usa gases inalantes ou agentes farmacoldgicos ndo inalantes (ANIMAL
WELFARE INSTITUTE, 1968). Os métodos fisicos, como deslocamento cervical, s6 devem
ser empregados quando outros métodos sdo considerados ndo adequados ao experimento, pela
possibilidade de invalidar uma determinada informacdo da pesquisa, principalmente aquelas
relacionadas com os processos bioguimicos do animal (OPS, 1968; CCAC, 1984; FIOCRUZ,
1993; DE LUCA et al., 1996).

1.6. Citotoxicidade

Um critério de avaliacdo da citotoxicidade seria analisar a relacdo entre 0s
Eritrocitos Policromaticos (PCEs) e Eritrocitos Normocromaticos (NCEs) podem fornecer
informagdes se uma determinada substancia pode levar a uma diminui¢do da producdo de
novos PCEs. Se isto acontecer, a substancia ou composto testado podera ser considerada
citotoxica (GALLAPUDI; MCFADDEN, 1995). Os PCEs, com o tempo perdem RNA e
acumulam hemoglobina, evoluindo para NCEs, que sdo os eritrdcitos maduros que chegam a
corrente sanguinea (KRISHNA; HAYASHI, 2000).

1.7. Genotoxicidade e Mutagenicidade

A genotoxicidade ou toxicidade genética é uma especialidade da ciéncia que estuda a
acdo de qualquer agente fisico, quimico ou biologico sobre o material genético dos
organismos. Os agentes genotdxicos sdo 0s que interagem com o DNA, promovendo
alteracdes na sua estrutura e funcéo.

Ensaios que detectam agentes genotdxicos permitem identificar substéncias que

apresentam um potencial de risco a integridade do DNA de um organismo (RIBEIRO et al.,
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2003; CHEN; WHITE 2004; OHE et al., 2004). E considerada genotoxico todo tipo de dano
ao DNA, incluindo quebra no DNA, sintese ndo programada de DNA, trocas de cromatides
irmas, entre outros (DEARFIELD et al., 2002).

A mutacdo é uma alteragdo na estrutura do material genético que pode ser herdavel
ou transmitida para as geracdes subsequentes que, como tal, constitui uma fonte de extrema
importancia para a variabilidade genética da populacdo (BURNS; BOTTINO, 1991).
Entretanto, em curto prazo, e do ponto de vista de um Unico organismo, a alteracdo genética é
quase sempre prejudicial, especialmente em organismos multicelulares, nos quais a alteracédo
genética estd mais inclinada a perturbar a homeostase do desenvolvimento e a fisiologia de
um organismo (ALBERTS, 2002). Existem poucos promotores que atuam por meio de
mecanismos citotoxicos ou mutagénicos, sendo que a maioria envolve processos de

inflamacéo, que € um importante evento associado a carcinogénese (BANNER et al., 1993).

1.8. Teste de Micronucleos em medula 6ssea de camundongos

Dentre os testes de avaliacdo toxicoldgica, aceitos pelas agéncias internacionais e
instituicbes governamentais, os testes de microndcleos realizados em ratos e camundongos
(teste in vivo) sdo amplamente recomendados para avaliagcdo e registro de novos produtos
quimicos e farmacéuticos que entram no mercado mundial. S&o testes extremamente
aplicados em estudos toxicoldgicos preliminares, para a liberacdo de novas substancias
(RIBEIRO et al., 2003; VASCONCELOS et al., 2007; RUIZ et al., 2008; TAGLIATI et al.,
2008; PAULO et al.,, 2009), uma vez que os resultados produzidos sdo considerados
amplamente correlacionados com possiveis efeitos em humanos (MORITA et al., 1997).

O teste de micronlcleo € um método utilizado para avaliar a capacidade de
substancias induzirem danos cromossémicos em células de diferentes estagios de divisdo na
medula 6ssea (FENECH, 1997), sendo sua frequéncia estipulada por meio da contagem de
Eritrocitos Policromaticos Micronucleados ou Eritrocitos Normocromaéticos Micronucleados
(MNPCEs ou MNNCES) e Eritrocitos Policromaticos (PCEs) ou Eritrocitos Normocromaticos
(NCEs).

1.9. Carcinogenicidade

Alguns pesquisadores citam a existéncia de uma correlacdo direta entre a
carcinogénese e a mutagénese promovida por agentes quimicos, uma vez que a maioria dos
carcindgenos quimicos interage com o material genético. Sendo assim, muitos estudos trazem

informacbes suficientes para sugerir que o cancer pode ser induzido por um evento
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mutacional (AMES et al., 1983; VOGEL, 1982), o qual, em geral, é responsavel pela ativacdo
de proto-oncogenes e inativacdo de genes supressores tumorais (McKELVEY-MARTIN et
al., 1998).

Os proto-oncogenes sdo genes funcionais ativos em células sadias, mas que sdo
equivalentes a oncogenes carreados por alguns retrovirus. Em certos casos, mutacfes ou
ativacdo aberrante dos mesmos, pode estar associada a formacgédo de tumores. A ativacdo de
um oncogene representa um evento em que um proto-oncogene celular é ativado
inapropriadamente (LEWIN, 2001).

Os genes supressores tumorais sdo genes que quando ativos, inibem ou controlam o
processo tumoral. Quando estes genes sdo inativados, induzem a tumorigénese. Uma mutacéo
em um supressor tumoral pode representar uma perda de funcdo em genes que normalmente
impdem alguns limites ao ciclo celular ou ao crescimento celular (LEWIN, 2001). Alguns
agentes quimicos podem alterar tanto os genes supressores de tumores como 0s proto-
oncogenes, alterando tanto o ciclo celular como o desenvolvimento do organismo. Porém,
alguns agentes capazes de atuar na célula podem auxiliar na prevencéo do cancer, pelo mesmo
fato de causarem mutacGes nos proto-oncogenes e ou nos supressores tumorais ja& mutados
(GRUTER et al., 1990; WATERS et al., 1990).

1.9.1. Inducéo de carcinogenicidade de colon

Os carcindgenos quimicos diretos possuem atividades eletrofilica intrinsica, e 0s
carcindgenos indiretos precisam sofrer modificacdes quimicas no organismo, antes de se
tornarem eletrofilicos ativos, sendo entdo denominados de protocarcindgenos (CARLI, 2011).

Os carcindgenos quimicos agem no DNA causando mutacfes e estimulando a
proliferacdo celular, podendo induzir tumores em 6rgaos especificos. O principal mecanismo
dos carcindgenos € a formacdo de compostos covalentes com o DNA, que aumentam a
probabilidade de ocorrerem erros durante a replicacdo celular, podendo inibir as atividades
das enzimas reparadoras (ROSEMBERG, et al., 2009; CARLI, 2011).

O cancer de colon pode ser induzido em roedores por diversos carcindgenos
quimicos diretos e indiretos (CARLI, 2011). A DMH (1,2-dimetilhidrazina) é um carcin6geno
quimico de acdo indireta que se liga ao DNA (NEWELL; HEDDLE, 2004, TANAKA, 2009).
A DMH é usada como agente carcinogénico completo, pois induz as etapas de iniciacdo e
promocao e possui alta especificidade para o colon de varias espécies de roedores (NEWELL;
HEDDLE, 2004, TANAKA, 2009; FEMIA, 2010). E um dos carcindgenos mais utilizados em

experimentacdo, devido a sua alta taxa de indugdo de tumores em um periodo curto de
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laténcia, o que pode ser conseguido com uma dose Unica ou com uma série de pequenas doses
semanais (KAMALEESWARI et al., 2006).

Sua ativacdo metabdlica ocorre no figado, via CYP 2E1, e seus metabdlitos sdo
transportados pelo sangue ou bile para o intestino grosso (principal alvo de sua ag&o)
(TANAKA, 2009). Os produtos de metabolismo da DMH induzem a formacdo de adutos de
grupos metil, que agem provocando mutacfes pontuais no DNA, separacdo aberrante de
cromatides irmés e inducdo de apoptose no colon, aumentando a proliferagdo de colondcitos
(NEWELL; HEDDLE, 2004). Existem muitas similaridades entre os tumores humanos e 0s
induzidos pela DMH, como, por exemplo, a cinética da proliferacdo celular (TANAKA,
2009). Além disso, 0 modelo de céncer de célon induzido pela DMH é considerado o mais
indicado para se avaliar o potencial de um agente quimiopreventivo (CORPET; PIERRE,
2005).

1.9.2. Focos de Criptas Aberrantes (FCA)

Os Focos de Criptas Aberrantes (FCA) sdo lesdes pré-neoplésicas consideradas
marcadores do cancer de colon e muito utilizados em estudos experimentais de
quimioprevencdo (CORPET; PIERRE, 2005, FEMIA, 2010). Essas lesdes sdo encontradas no
célon de roedores tratados com carcindgenos quimicos e também em seres humanos
acometidos pela polipose ou cancer de célon (PRETLOW, 1991; ALRAWI, 2006). As criptas
aberrantes foram primeiramente descritas por Bird (1987), para colon de roedores tratados
com carcinégenos quimicos. Elas podem ser identificadas na mucosa do célon, como sendo
criptas mais largas, espessas e mais escuras que as demais criptas intestinais, podendo ser
Unicas ou em forma de focos (TUDEK et al., 1989). Estas sdo observadas, com maior
frequéncia, no colon médio e distal, tanto em roedores como no homem, e sdo consideradas
precursoras da carcinogénese de colon (DI GREGORIO et al., 1997; RODRIGUES et al.,
2002).

1.10. Antimutagenicidade e anticarcinogenicidade

O termo antimutagénico foi usado, originalmente, para descrever agentes que
reduzem a frequéncia de mutacdes espontaneas ou induzidas, independentemente do
mecanismo de acdo envolvido (WATERS et al., 1990). Atualmente, o termo pode ser usado
para estudos e identificacdo de compostos naturais presentes na dieta humana, que podem
prevenir danos genéticos induzidos por mutagenos e ou carcindégenos (HEDDLE et al., 1999;
BOYLE et al., 2000; HANAUSEK et al., 2003; FERGUSON et al., 2004; HOENSCH,;
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KIRCH, 2005). Varios estudos tém demonstrado que substancias enddgenas advindas da
alimentacdo, ou sintetizadas pelas células, exibem algum tipo de atividade inibitoria para
agentes mutagénicos naturais e artificiais (ODIN, 1997).

Os mecanismos de acdo dos agentes antimutagénicos foram classificados em duas
categorias, denominadas de desmutagénese e de bioantimutagénese. Na desmutagénese, 0s
agentes protetores, ou antimutagénicos, atuam diretamente sobre os compostos que induzem
mutaces no DNA, inativando-os quimica ou enzimaticamente, inibindo a ativagdo
metabolica de pro-mutdgenos ou sequestrando moléculas reativas. Na bioantimutagénese, 0s
antimutagénicos atuam ou sobre 0 processo que leva a indugdo de mutagdes ou sobre o reparo
das lesdes do DNA (KADA et al., 1978).

O descobrimento de produtos que reduzem a taxa de mutagdes, poderia levar a
reducdo na incidéncia de cancer, pelo simples fato de aumentar o seu consumo na dieta
(HAYATSU et al., 1988). Muitos estudos tém identificado um grande nimero de compostos
com potencial antimutagénico e anticarcinogénico em alimentos, estando a maioria deles
presente em alimentos de origem vegetal (KOHLMEIER et al., 1995; DE MARINI, 1998).

Frente ao exposto, 0s compostos com atividade antimutagénica ou anticarcinogénica,
que sejam de facil obtencdo, sdo de grande relevancia para a salde publica, podendo se
caracterizar em uma alternativa adicional para a redugéo das taxas de neoplasias (SUAEYUN
et al., 1997). Dados da literatura mostram, por exemplo, que dietas ricas em vegetais podem
reduzir, significativamente, a incidéncia de cancer (STEINMETZ; POTTER, 1996). A
prevencdo do cancer e de outras doencgas relacionadas pode ser realizada tanto por
impedimento da exposicdo a mutagenos e carcindgenos reconhecidos, como pelo
favorecimento do consumo de fatores protetores ou por fortalecimento dos mecanismos de

defesa do organismo, tais como os bioquimicos e os fisiol6gicos (DE FLORA, 1998).

1.11. Quimioprevencao

A dieta desempenha um papel muito importante na prevencao do cancer. Dentre as
estratégias estudadas, temos a ingestio de fatores de protecdo, denominada de
quimioprevengdo (DE FLORA et al., 2001) A quimioprevencdo investiga a capacidade de
constituintes especificos, como vitaminas, minerais, fitoquimicos ou farmacos, em paralisar
ou suprimir a iniciacdo e progressdo da carcinogénese. Os alimentos comumente consumidos
pelos seres humanos, particularmente os de origem vegetal, s&o fontes de muitos
micronutrientes, que podem auxiliar na prevencgéo de doengas como o cancer (GREENWALD
etal., 2001).
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A quimioprevencdo de danos no DNA tem se mostrado uma alternativa promissora
na prevencdo de doencas relacionadas as mutacdes, uma vez que 0 uso de estratégias que
envolvem a reducgédo ou a eliminacdo da exposi¢cdo humana a alguns fatores de risco nem
sempre é possivel (RIBEIRO et al., 2006). O DNA sofre frequentemente, agressées por
substancias exogenas e endogenas, cujos efeitos sobre a celula podem ser reparados por
sistemas enzimaticos. Embora esses sistemas sejam eficientes, algumas lesdes, ou mesmo
erros espontaneos que ocorrem na replicagdo do DNA, podem ndo ser reparadas,
caracterizando-se assim em eventos mutacionais. Esse evento pode corresponder, por
exemplo, a etapa de iniciacdo do processo carcinogénico (TUCKER; PRESTON, 1996;
RAMEL, 1984).

1.12. O sangue

O sangue é um tecido conjuntivo fluido, produzido na medula éssea vermelha, cuja
funcdo é estabelecer contato entre as diversas partes do organismo, servindo como meio de
transporte de substancias essenciais a vida. Ele esta contido em um compartimento fechado, o
aparelho circulatério, que o mantétm em movimento regular e unidirecional, devido,
essencialmente, as contragdes ritmicas do coracdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

1.12.1. Coleta de Sangue

Muitos experimentos realizados com camundongos usam amostras de sangue para o
seu processamento. Atualmente, existe uma serie de metodologias eficazes disponiveis para a
realizacdo de coleta de sangue em camundongos (HOOF, 2000). O Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals (1993) preconiza que é extremamente importante que as coletas
de sangue sejam realizadas por pessoal qualificado, com habilidade na técnica de coleta a ser
empregada e que saiba minimizar o estresse do animal.

Varios critérios sdo avaliados para selecionar o melhor método da coleta, conforme a
analise a ser realizada, o volume total por amostra necesséria, a frequéncia de amostragem e
se 0 procedimento é terminal ou se o animal passara por recuperacdo. Em camundongos, esses
critérios tém maiores consequéncias, devido a certas limitagdes que incluem o seu pequeno
porte, o volume de sangue e a falta de vasos sanguineos de facil acesso (SCHNELL et al.,
2002). As suas caracteristicas hematoldgicas podem ser influenciadas por varios fatores, como
linhagem, idade, sexo, espécie, anestesia utilizada na coleta, método de contencdo e estresse
(THRALL, 2004).
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A hematologia basica envolve a analise da concentracdo, estrutura e fungdes dos
elementos que compdem o sangue e seus produtos. Dentre os trés maiores componentes do
sangue, estdo os globulos vermelhos (eritrocitos ou hemaécias), glébulos brancos (leucécitos) e
plaquetas (trombdcitos) (LEWIS et al., 2006). O sangue é uma das vias utilizadas pelo sistema

imune para defender o organismo de invasdes de diversos agentes (GOULART, 2006).

1.12.2. Sistema imune

O sistema imunolégico tem como funcdo proteger o organismo contra constantes
ataques de agentes infecciosos, como virus, bactérias, fungos e protozoarios. A divisao celular
em precursores linféides e mieldides consiste, primeiramente na diferenciacdo de células do
sistema imune. Os precursores linfoides originam os linfécitos T e B e as células Natural
killers (NK), enquanto que os precursores mieloides originam os eritrocitos, plaquetas,
mondcitos, macréfagos, células dendriticas, neutréfilos, baséfilos e os eosinéfilos
(WEISSMAN, 1994).

1.12.3. Diferenciacéo dos leucocitos

Os leucacitos participam dos processos imunes e inflamatdrios e sua quantificacéo,
em roedores, inclui a contagem total e diferencial. Os principais tipos de leucdcitos avaliados
durante a contagem diferencial sdo os linfocitos, neutréfilos, mondcitos, eosinofilos e
baséfilos (HEDRICH, 2004; WEISS; WARDROP, 2010).

As células linfoides auxiliam na resposta imune inata do organismo, mas a maioria
delas é responsavel por mediar a imunidade adaptativa (TURGEON, 2005). Em
camundongos, os linfocitos podem ser pequenos ou grandes, sendo que 0s primeiros possuem
pouco citoplasma e nucleo excéntrico com cromatina condensada, enquanto que 0s segundos
possuem citoplasma mais extenso. Os linfocitos compreendem de 70 a 80% da contagem
diferencial de leucécitos em camundongos, podendo apresentar contagens acima de 80% em
animais jovens (HEDRICH, 2004; WEISS; WARDROP, 2010).

Os neutréfilos apresentam a primeira linha de defesa contra a invasdo de
microrganismos, trauma nos tecidos ou algum sinal inflamatério como fagdcitos circulantes e
moduladores da resposta imune. Eles tém como mecanismo basico de acdo, a fagocitose, e
posterior destruicdo dos agentes estranhos, via mecanismos enzimaticos ou dependentes de
oxigénio (SOUZA et al., 2006). Juntamente com os macréfagos, atuam de forma eficaz na
ligacdo entre a resposta imune inata e adaptativa (SCOTT; KRAUSS, 2011). Em

camundongos, estas células possuem citoplasma palido com granulos corados de rosa mais
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fraco e nucleo tipicamente segmentado. Sua contagem em camundongos esta entre 20 e 30%
da contagem total dos leucocitos (HEDRICH, 2004; WEISS; WARDROP, 2010).

Os mondcitos, juntamente com os macréfagos livres e fixados nos tecidos e células
progenitoras na medula 6ssea, compdem os fagocitos mononucleares. Estas células s&o
responsaveis pela fagocitose e destruicdo de bactérias e protozoarios. A aderéncia dos
monocitos a superficie bacteriana € a primeira etapa da ativacdo dessas celulas e inicio da
resposta imunoldgica (BRANDT et al., 2003). Mondcitos de camundongos sdo similares aos
de outras espécies de mamiferos e possuem nucleo pleomorfico, podendo ser arredondado,
recortado ou lobular e citoplasma extenso, frequentemente contendo vacuolos. Nesta espécie
compreendem de 0 a 2% da contagem total dos leucécitos (HEDRICH, 2004; WEISS;
WARDROP, 2010).

Os eosindfilos sdo células mediadoras da patogénese de muitos processos
inflamatorios que, juntamente com os basofilos, estdo relacionados com a resposta imune de
infeccBes por helmintos e doencas alérgicas. Em resposta a estes diversos estimulos, o0s
eosinofilos sdo recrutados da circulacdo para o foco da inflamacdo, onde modulam as
respostas imunes por meio de uma série de mecanismos, sendo importantes na imunidade
inata e também adaptativa (ROTHENBERG, 2006). Em camundongos, essas células tém
citoplasma arredondado e, ocasionalmente, um ndcleo em formato de anel que é parcialmente
escondido pela presenca de granulos com tonalidade variando do laranja avermelhado a
vermelho. Os granulos sdo grandes, arredondados e de tamanho uniforme. Seu percentual em
camundongos é de 0 a 7% da contagem total dos leucécitos (HEDRICH, 2004; WEISS;
WARDROP, 2010).

Os basofilos sdo células idénticas aos mastécitos, com relagdo a composicdo mas
funcionam de forma independente e sdo imunofenotipicamente distintas umas das outras, bem
como de outras células hematopoiéticas. Sdo granuldcitos polimorfonucleados que produzem
citocinas em defesa contra parasitos e também sdo responsaveis pela inflamacédo alérgica
mediada pela imunoglobulina IgE (ABBAS et al., 2008). Apesar de serem bastante distintos,
raramente sdo observados em esfregacos de sangue periférico. Os basofilos de camundongos
possuem nucleo lobulado e citoplasma contendo granulos roxos, grandes e arredondados, que
podem ser numerosos ou ndo, chegando a obscurecer o ndcleo da célula. Sua contagem em
camundongos esta entre 0 e 1% do total dos leucécitos (HEDRICH, 2004; WEISS;
WARDROP, 2010).
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1.13. Consideracdes Pré - analiticas e analiticas

Os testes laboratoriais avaliam as condic@es fisiologicas e o estado de satde de um
determinado individuo. Quando os resultados encontrados estdo acima ou abaixo dos valores
de referéncia, eles sdo considerados anormais, levantando ou confirmando a possibilidade de
uma condicdo patoldgica. Muitas vezes, existem condi¢cGes em que os resultados dos testes
laboratoriais n&o se enquadram nos limites definidos como normais, embora o individuo néo
apresente uma condicdo patolégica (VIEIRA, 2009). Em andlises clinicas, 0 processamento
de uma amostra bioldgica, obtida adequadamente para fins laboratoriais, € feito em trés fases:
pré-analitica, analitica e pds-analitica. Em cada etapa existem varios fatores de interferéncia,
que podem provocar falsos resultados experimentais, de forma a comprometer a qualidade e a
confiabilidade dos mesmos (PICARELLI, 2004).

Neste contexto, em roedores de laboratdrio, muitos fatores pré-analiticos podem
afetar os parametros pesquisados, alterando, assim, a avaliacdo dos valores de referéncia
(WEISS; WARDROP, 2010). Tais fatores incluem as particularidades do animal, o processo
de coleta da amostra, bem como a sua manipulacdo. Na analise dos resultados, deve-se
considerar estes fatores, tanto no momento do diagndstico quanto no acompanhamento da
resposta ao tratamento de uma doenca. Dentre estes fatores, pode-se citar as variagoes
fisiologicas relativas a dieta, ritmos bioldgicos, estresse, além dos problemas relacionados a
coleta das amostras, como o tipo de material utilizado, as condi¢cbes de manuseio,
acondicionamento e as consequéncias na preservacdo fisica dos analitos (VIEIRA, 2009).
Embora os procedimentos pre-analiticos sejam de fundamental importancia para os resultados
dos testes, os analiticos, incluindo o método (equipamentos, reagentes, calibradores, tipo de
dados brutos e método do célculo), o controle de qualidade e o critério de confianca, também
devem ser avaliados. O mesmo método analitico deve ser utilizado para assegurar a
comparacdo entre os valores de referéncia e os valores observados (BURTIS et al, 2008).
Caracteristicas da metodologia, como precisdo, exatidao, sensibilidade analitica, linearidade,
reprodutibilidade e potenciais interferentes devem ser conhecidos e, na medida do possivel,
estar sob controle restrito (FERREIRA; ANDRIOLO, 2008).

1.14. Relevancia do tema

Contudo, ao contrario dos estudos ja realizados com isolados proteicos e isolados de
alcaloides os quais foram reportados efeitos benéficos para os organismos testados para o
controle dos niveis de glicemia e colesterol, nosso trabalho estudou as sementes do L. albus

como ¢ utilizado pela populacéo, tentando através da utilizacdo do extrato aquoso uma maior
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semelhanca com ao consumo no uso popular, onde é possivel observar a presenca nao apenas
dos contituintes benéficos, mas também dos componentes antinutricionais, que podem
conferir sérios riscos a salde de seus consumidores, além de um efeito sinergistico, ja que

seus constituintes podem interagir entre si e apresentar diferentes respostas.
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2. OBJETIVOS

Considerando que o tremoco branco (L. albus) € usado na medicina popular, por ser
indicado como regulador de niveis de glicemia e de colesterol; que suas sementes consumidas
cruas sdo toxicas por apresentar propriedades antinutricionais, devido a presenca de alcaloides
e de inibidores de tripsina; por ainda ndo se ter qualquer avaliagdo das suas possiveis
propriedades genotoxicas, mutagénicas, citotdxicas, carcinogénicas, antigenotoxicas,
antimutagénicas e/ou anticarcinogénicas, este projeto teve por objetivo investigar 0s
compostos fitoquimicos presentes nos extrato aquoso de sementes cruas do L. albus, através
da cromatografia gasosa e avaliar o possivel efeito sobre componentes celulares; avaliar seu
potencial antiglicémico e colesterolémico; assim como avaliar seus efeitos sobre células
sanguineas, por meio de bioensaios in vivo realizados com o organismo teste camundongos da
espécie Mus musculus, linhagem Swiss.

Objetivos especificos:
> Investigar os compostos fitoquimicos dos extratos de L. albus, por meio de
cromatografia gasosa;
> Avaliar o efeito dos extratos de L. albus em células sanguineas, utilizando para esta
avaliacdo o ensaio de contagem diferencial de leucdcitos;
> Avaliar os niveis de glicemia, colesterol total, LDL, HDL e triglicérideos do soro dos
animais tratados com o0s extratos de L. albus, por meio de analises realizadas com Kits
bioquimicos;
> Investigar os possiveis efeitos citotoxicos, genotdxicos e antigenotoxicos, mutagénicos
e antimutagénicos, por meio do teste de micronicleo em células de medula dssea de
camundongos, utilizando para esta avaliacdo a anélise de Eritrocitos Policrométicos (PCEs),
Eritrocitos Normocromaticos (NCES) e a frequéncia de micronucleos (MN);
> Investigar os possiveis efeitos carcinogénicos e anticarcinogénicos colorretal, de L.
albus, por meio do teste de focos de criptas aberrantes, utilizando para esta avaliacdo a analise
do co6lon dos animais tratados e andlise de reducdo de danos;
> Analisar macroscopicamente os 6érgdos dos animais tratados com os extratos de L.

albus para avaliar possiveis efeitos tumorigénicos.



Material e Meétodos 34

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material
3.1.1. Material vegetal
3.1.1.1. Obtencédo do Material Vegetal

As sementes da espécie L. albus (tremogo branco) foram adquiridas em comércio de
gréos destinados a alimentagdo humana. Apos a aquisicdo, as sementes foram devidamente
armazenadas no Laboratério de Mutagénese da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (UNESP) do Instituto de Biociéncias/Departamento de Biologia/Campus de

Rio Claro, até a sua utilizacdo nos experimentos.

3.1.2. Agentes Quimicos

O agente quimico utilizado para inducdo de micronicleo e de carcinogénese
colorretal dos grupos controle positivo e nos ensaios de antimutagenicidade e
anticarcinogenicidade foi a 1,2-dimetilhidrazina (DMH; Sigma® CAS: n° 306-37-6)
concentracdo de 20mg/kg, diluida em solucdo de EDTA (0,37mg/ml). A solucdo foi
administrada aos animais pela via intraperitoneal (i.p), na proporcdo de 0,1ml/10g de peso

corporeo (p.c).

3.1.3. Animais Experimentais

Foram utilizados, em cada tratamento 5 camundongos machos da espécie Mus
musculus, linhagem Swiss, com peso inicial aproximado de 30 gramas, provenientes da
empresa ANILAB®. Os animais permaneceram por todo periodo experimental no biotério da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP)- Campus de Rio Claro,
Instituto de Biociéncias. A temperatura do ambiente foi mantida a 22+2°C e umidade relativa
do ar a 55+5%, em ciclo claro e escuro de 12 horas. Os animais receberam agua mineral e
racdo Nuvital® ad libitum, por todo periodo experimental. Os procedimentos experimentais
foram realizados de acordo com os principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA) e com a aprovacdo do Comité de Etica em Uso animal (CEUA) do
IB/UNESP-Rio Claro, Protocolo 6916/2010.

3.1.3.1. Eutanésia dos animais
Ap6s o periodo experimental, os animais foram eutanasiados por deslocamento

cervical, sem a utilizacdo de meios analgésicos, devido ao fato da eutanésia quimica poder
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induzir alteracGes nas respostas imunologicas (EVRARD, et al.,1997; PECAUT, et al., 2000)

e, portanto, comprometer a fidelidade dos resultados obtidos nesta pesquisa.

3.2. METODOS
3.2.1. Preparo dos extratos aquosos de L. albus

As sementes de L. albus foram trituradas em liquidificador, até ficarem com aspecto
de farinha. Apds trituracdo, a farinha foi misturada em agua. Para o preparo da concentracao
de 0.5 mg/kg/dia, foi adicionado 0.075¢g da farinha de L. albus em 45 mL de agua e para a
concentracdo de 1.5 mg/kg/dia, foi adicionado 0.225g em 45 ml de 4gua. Essas soluces
foram submetidas a homogenizagdo em “mixer”, por 1 minuto, para obtencdo dos extratos
aquosos. A preparacdo das farinhas foi realizada semanalmente e estas foram usadas para a
preparacdo dos extratos no momento da administracdo dos mesmos para 0s camundongos.
Pelo fato desses extratos aquosos poderem ser susceptiveis a degradacdo e a contaminagédo
microbiana (SIMOES, et al., 2004). As diferentes concentragbes foram administradas aos
camundongos, pelo método de gavagem, na proporcao de 0,1ml/10g de peso corporeo (p.c).

Esses extratos foram preparados para uso no tratamento dos animais e para as

extracdes de alcaloides e acidos graxos, destinados para analise em cromatografia gasosa.

3.2.2. Extracdo dos alcaloides para cromatografia gasosa

A porcao lipidica dos extratos foram retirados em hexano, por duas vezes, e
alcalinizado com hidroxido de amonia, para seguir a extracao dos alcaloides em cloroférmio
(pH > 10), processo também repetido por duas vezes. Apos a extracdo, foi feita a lavagem do
material com agua, até que o pH atingisse a neutralidade. A seguir, o cloroférmio foi passado
em uma coluna preparada com sulfato de sddio anidro e 1 de vidro, para a retirada de
qualquer vestigio de agua decorrente da extracdo cloroférmica. Na sequéncia, 0s extratos

foram injetados no GCMS- tempo real.

3.2.3. Extracdo dos acidos graxos para cromatografia gasosa

Os &cidos graxos dos extratos foram extraidos em hexano, seguido de evaporacdo em
chapa aquecida a 50°C. Apds a evaporacao total do hexano, foram adicionados 2 ml de
metanol e 280 ul de &cido sulfurico diluido em 10 ml de metanol. Para a hidrdlise, foram
adicionados 500 ul de hidréxido de potéssio, sendo esta solucdo levada ao banho-maria a
60°C por 30 minutos. Para a esterificacdo, foi acrescentado 1 ml de &cido sulfurico,

permanecendo em banho-maria por mais 30 minutos, seguido de agitacdo com adicdo de 5 ml
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de hexano. Ap0s agitacao, a solucéo foi submetida a decantacéo, para a separacao das fases. O
sobrenadante foi utilizado nas analises realizadas com o CGMS- tempo real, porque os &cidos

graxos presos ao hexano ficam retidos nesta solucéo.

3.2.4. Identificacdo da presenca de flavonoides
Para a analise de flavonoides, foi utilizado 1 ml dos extratos obtidos, nas duas
concentragOes, onde foi adicionado 4 ml de alcool etilico e 100 ul de cloreto de aluminio

diluido em metanol 2%.

3.2.5. Identificacdo da presenca das saponinas
Para identificacdo da presenca de saponinas, foram preparados 0s extratos e

observada a presenca de espuma persistente.

3.2.6. Delineamento Experimental

Os experimentos foram realizados com duas diferentes concentragdes dos extratos
aquosos de L. albus (0,5 mg/kg/dia e 1,5 mg/kg/dia), que equivalem, para camundongos, a 3
sementes/dia e a 9 sementes/dia para uso humano. Os ensaios foram realizados
separadamente, para cada uma das concentracGes. Os animais foram subdivididos em oito
diferentes grupos experimentais: grupo controle negativo, controle positivo e grupos tratados
com extratos aquosos de L. albus. Os experimentos foram realizados pela exposi¢do de 5
animais para cada um dos diferentes ensaios e concentracGes, totalizando 70 animais. Os
animais foram submetidos ao tratamento por 12 semanas e 72 horas de recuperacdo, conforme

protocolo sugerido por Mauro et al. (2008), como descrito no item 3.2.6.4:

3.2.6.1. Grupos Controles
3.2.6.1.1. Grupo de Tratamento Controle Negativo

Neste grupo, 0s animais receberam, durante as primeiras quatro semanas de
experimentacdo, (via gavagem), 0,1ml/10g de peso corpéreo (p.c) de agua mineral. Apos
essas quatro semanas, 0s animais receberam quatro doses de solugdo de EDTA (0,37 mg/ml)
(via intraperitoneal- i.p), sendo 0,1ml/10g p.c por semana. Este procedimento foi adotado para
provocar 0 mesmo estresse dos animais que receberam o agente indutor de mutagenicidade e
carcinogenicidade (DMH), sendo uma dose por semana. Nas U(ltimas quatro semanas

receberam diariamente (via gavagem) &gua mineral.
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As coletas de sangue periférico, a serem usadas para contagem diferencial de
leucdcitos, ocorreram apos o periodo de 24, 48 e 72 horas de recuperagdo. Por todo o periodo
experimental, os animais foram tratados com agua mineral e ragdo Nuvital® ad libitum.

Apos as 12 semanas e 72 horas de experimentacéo, foi realizada a coleta de amostra
de sangue periférico, para a realizagdo da contagem diferencial e analise bioguimica da
glicemia, colesterol total, LDL, HDL e triglicérides. Na sequéncia, os animais foram
submetidos a eutanasia por deslocamento cervical e entdo realizada a coleta da medula dssea
do fémur, para a realizacdo do ensaio do micronucleo (MN) e coletado o intestino grosso, para
a realizacdo do ensaio de (FCA). Também foram coletados, apds a eutandsia, todos os 6rgaos
que foram devidamente, pesados e observados macroscopicamente, para a certificacdo da
coloracdo e se havia indicios de presenca de tumores. Estes 6rgdos foram devidamente

armazenados, para possiveis avaliac6es histologicas futuras.

3.2.6.1.2. Grupo de Tratamento Controle Positivo

Neste tratamento, 0s animais receberam, (via gavagem) durante as quatro primeiras
semanas, agua mineral. Nas quatro semanas seguintes, quatro doses de DMH, (via i.p), sendo
administrada uma dose por semana, na concentracdo de 20 mg/kg. Nos demais dias deste
periodo foi administrado, (via gavagem), &gua mineral, até completar 12 semanas de
tratamento. A alimentacdo, eutandsia e as coletas ocorreram conforme descrito no item
3.2.6.4.1.2.

3.2.6.2. Grupo de Avaliacdo do Potencial Citotéxico, Genotdxico e Mutagénico do L.
albus.
3.2.6.2.1. Grupo de Tratamento com L. albus.
3.2.6.2.1.1. Tratamento sub-crénico

No tratamento sub-crénico, os animais receberam (via gavagem) durante as quatro
primeiras semanas, agua mineral. Nas quatro semanas seguintes, receberam extratos de L.
albus e nas quatro Gltimas semanas agua mineral. Apds as 12 semanas e 72 horas, 0s animais
foram eutanasiados. As coletas de todo material de investigacdo foi feita como descrito no
item 3.2.6.4.2.1
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3.2.6.2.1.2. Tratamento cronico

Os animais deste tratamento receberam (via gavagem), os extratos de L. albus,
durante todo periodo experimental. Apds as 12 semanas e 72 horas, os animais foram
eutanasiados. As coletas ocorreram como descritas no item 3.2.6.4.2.2.

3.2.6.3. Grupo de Avaliagdo do Potencial Antigenotdxico, Antimutagénico e
Anticarcinogénico do L. albus.
3.2.6.3.1. Grupo de Pré- Tratamento

Neste tratamento, os animais receberam, (via gavagem), durante as quatro primeiras
semanas, extratos de L. albus. Nas quatro semanas seguintes, foram administradas (via i.p)
quatro doses de DMH, sendo uma dose por semana e diariamente dgua mineral. Nas Gltimas
guatro semanas, 0s animais receberam agua mineral. A alimentacdo, eutanasia e coletas

ocorreram conforme descrito no item 3.2.6.4.3.1.

3.2.6.3.2. Grupo de Tratamento Simultaneo

O tratamento simultaneo foi realizado com os animais recebendo (via gavagem) agua
mineral durante as quatro primeiras semanas. Nas quatro semanas seguintes, foram
administrados diariamente, os extratos de L. albus, juntamente com a administracdo de quatro
doses de DMH (via i.p) (uma dose por semana). Nas Ultimas quatro semanas, 0S animais
receberam agua mineral. Apos este periodo, houve a eutanasia e a coletas como descrito no
item 3.2.6.4.4.2.

3.2.6.3.3. Grupo de Pds-tratamento

Neste tratamento, 0s animais receberam (via gavagem) agua mineral, durante as
quatro primeiras semanas. Nas quatro semanas seguintes, foram administradas (via i.p) quatro
doses de DMH (uma dose por semana) e agua mineral diariamente. Nas Ultimas quatro
semanas, 0s animais receberam, diariamente, 0s extratos de L. albus. Apos este periodo,

houve a eutanasia e as coletas, conforme descrito no item 3.2.6.4.3.3.

3.2.6.3.4. Grupo de Tratamento Continuo

Neste tratamento, os animais receberam diariamente (via gavagem), durante as
quatro primeiras semanas, 0s extratos de L. albus. Nas quatro semanas seguintes, foram
também administrados diariamente os extratos de L. albus, juntamente com as quatro doses de

DMH i.p, sendo uma dose por semana. Apos este periodo, 0s animais permaneceram por mais
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guatro semanas na gaiola, recebendo diariamente, os extratos de L. albus. A eutanasia e as

coletas ocorreram como descritas no item 3.2.6.4.3.4.

3.2.6.4. Esquema do delineamento experimental
3.2.6.4.1. Grupos Controle
3.2.6.4.1.1. Grupo de Tratamento Controle Negativo

\Add 4
i ——— EE

4 semanas 4 semanas 4 semanas Rec.
H-0 H,0 + EDTA H>0

3.2.6.4.1.2. Grupo Tratamento Controle Positivo

i o 13V

4 semanas 4 semanas 4 semanas Rec.

H,O H.O + DMH H.0

3.2.6.4.2. Grupo de avaliacdo do potencial genotdxico, citotdxico e mutagénico de L.

albusem medula déssea de camundongos Mus musculus.

3.2.6.4.2.1. Grupo Tratamento Sub-crénico
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|

4 semanas 4 semanas 4 semanas RecC.

H20 L. albus+ EDTA H,0

3.2.6.4.2.2. Grupo Tratamento Cronico

A 4
A e ———— 113

4 semanas 4 semanas 4 semanas Rec.
L. albus L. albus+ EDTA L. albus
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3.2.6.43. Grupo de avaliacdo dos efeitos de L. albus na antigenotoxicidade,
antimutagénese, carcinogénese e anticarcinogénese de célon de camundongos Mus
musculus.

3.2.6.4.3.1. Grupo de Pré-Tratamento

v vV
e ——— EE

4 semanas 4 semanas 4 semanas Rec.
L. albus H-O + DMH H,O

3.2.6.4.3.2. Grupo de Tratamento Simultaneo

\ 4 \AAA 4
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H>O L. albus + DMH H>O

3.2.6.4.3.3. Grupo de Pds- Tratamento

\ 4 vwwvy
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4 semanas 4 semanas 4 semanas Rec.
H,O H,O + DMH L. albus

3.2.6.4.3.4. Grupo de Tratamento Continuo
' \A A4 '
m 193

4 semanas 4 semanas 4 semanas

L. albus L. albus + DMH L. albus

v Inicio do experimento
v Eutanésia
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v Coletas de sangue periférico para contagem diferencial nos periodos de recuperagéo e
para as analises bioquimicas antes da eutanésia

Tratamento com agua

Tratamento com L. albus

Tratamento com agua e EDTA

Tratamento com agua e DMH

Tratamento com L. albuse EDTA

Tratamento com L. albuse DMH

Periodo de recuperacdo, 24 horas

Periodo de recuperacao, 48 horas

ooo @00

Periodo de recuperacéo, 72 horas

3.2.7. Bioensaios e Analises bioquimicas
3.2.7.1. Dosagens de glicemia e colesterol

As dosagens bioquimicas de glicemia, e de colesterol total, LDL e HDL e de
triglicérides foram realizadas com os kits comerciais Laborclin®, utilizados de acordo com as
indicacdes do fabricante. A leitura das analises foi feita por espectrofotometria, utilizando o

leitor de placas ASYS- Expert Plus- Analitica.

3.2.7.2. Contagem diferencial de leucocitos

A coleta do sangue foi feita por puncdo caudal, retirando-se uma gota de sangue
periférico, com o auxilio de uma agulha de calibre de 30x7mm. Foram confeccionados
esfregacos sanguineos e estes foram corados por 4 minutos no corante Leishman, seguido de

adicdo de agua destilada. As laminas foram agitadas e deixadas para corar por mais 10
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minutos. Apos esse processo, as laminas foram deixadas em temperatura ambiente, até sua
completa secagem para serem montadas com laminula, com Entelan®. As laminas foram
observadas em microscépio de luz (objetiva de 100x), para andlise de 100 leucdécitos por
animal. A metodologia aplicada na realizacdo da contagem diferencial destas células permitiu
determinar o percentual e o nimero absoluto de linfocitos, neutréfilos, mondcitos, eosinofilos

e basofilos.

3.2.7.3. Ensaio de microndcleo em medula dssea e citotoxicidade

Apo6s a eutanasia dos animais, foram retirados, com o auxilio de uma tesoura, 0s
fémures dos mesmos. Para extracdo da medula 6ssea, foram realizadas seccdes nas epifises
dos 0ssos, para que o canal medular ficasse exposto. Com auxilio de uma seringa, a agulha foi
introduzida no canal medular, onde foi injetado 3 mL de soro bovino fetal, que passou pelo
canal medular por vérias vezes, até a total retirada da medula. O material foi acondicionado
em tubos falcon® e centrifugados por 5 minutos a 1000rpm. O sobrenadante foi descartado e a
suspensdo obtida foi homogeneizada, para entdo serem confeccionadas as extensdes
medulares. As laminas com as extens6es medulares foram fixadas em alcool 70% por 5
minutos, secas e coradas. A coloracdo seguiu as etapas: passagem pela solugéo de Wright por
3 minutos; por solugdes de Wright e tampdo fosfato pH 7,4 (1:1) por 1 minuto; e em uma
mistura de tampdo fosfato, 4gua destilada e corante Giemsa (10:10:1) por 10 minutos. Na
sequéncia, as laminas foram lavadas em agua corrente, para a retirada do excesso de corante,
e depois de secas por um periodo de minimo de 7 dias, montadas em Entelan®. Esta coloragdo
é indicada para a analise diferencial dos eritrocitos policrométicos (PCEs) e eritrécitos
normocromaticos (NCEs) (RIBEIRO et al., 2003). Foram confeccionadas, para cada animal
experimentado, 2 laminas, que foram observadas (teste-cego) em microscépio de luz
(objetiva de 100x). Foram contados 2000 PCEs por animal, anotando-se a frequéncia de
NCEs e MNs, tanto em MNPCEs quanto em MNNCEs. Para a analise de citoxicidade foi

observado a frequéncia de NCEs nas 2000 PCEs analisadas.

3.2.7.4. Ensaio de Focos de Criptas Aberrantes (FCA)

Para os ensaios de FCA, foi retirado o intestino grosso dos animais, e realizada, com
0 auxilio de um fio de algodéo, a ligadura entre o ceco e o reto. O intestino foi lavado com
solucdo fisiolégica 9% (injetado com seringa, para retirada das fezes), seccionados

longitudinalmente com o auxilio de uma tesoura, e suas extremidades presas com alfinetes
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emborrachados em placas de isopor®. Essa placa foi colocada em solucdo de formalina
tamponada a 10%, para fixacdo por, no minimo, 24 horas.

No momento da andlise, o intestino foi corado com Giemsa 10% por 10 minutos e
montado em uma lamina de vidro, com a mucosa voltada para cima. A andlise foi feita em
microscopia de luz, (objetiva de 10x), para avaliacéo, identificacdo e quantificacdo dos FCA,

de acordo com a técnica de Bird (1987).

3.2.8. ANALISES DOS RESULTADOS
3.2.8.1. Citotoxicidade
O caélculo de citotoxicidade do L. albus foi feita pela porcentagem de PCEs,
encontrada no ensaio de MN em medula 6ssea, segundo a formula:
% de PCEs = [PCEs/ (PCEs + NCEs)] X 100

3.2.8.2. Analise do MN
3.2.8.2.1. Mutagenicidade
3.2.8.2.1.1. Frequéncia de MNPCEs
Para o céalculo da frequéncia de micronlicleos em eritrécitos policromaticos
(MNPCEs), foi utilizada a seguinte formula:
Freq. de MNPCEs = (N° de MN / N° de PCEs) x 100
3.2.8.2.1.2. Frequéncia de MNNCEs
Para o célculo da frequéncia de micronicleos em eritrocitos normocromaticos
(MNNCEs), foi utilizada a seguinte formula:
Freg. de MNNCEs = (N° de MN / N° de NCEs) x 100

3.2.8.3. Antimutagenicidade
3.2.8.3.1. Reducdo de danos MN
A porcentagem de reducdo dos danos em eritrécitos, ocasionadas pelo efeito dos
extratos de L.albus, foi avaliada pelo teste de MN e foi calculada pela formula:
% RD =[(N° MN C+) - (N° MN grupo trat.)] / [(N° MN C+) - (N° MN C-)] x 100

3.2.8.3.2. Reducéo de danos FCA

A porcentagem de reducdo de danos de FCA no cdlon dos camundongos,
ocasionadas pelos extratos de L. albus, foi calculada pela férmula:
% RD =[(N° FCA C+) - (N° FCA grupo trat.)] / [(N° FCA C+) - (N° FCA C-)] x 100
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3.2.8.4. Analises estatisticas

As anélises estatisticas foram realizadas com o software BioEstat 5.0°. As variacdes
entre 0s grupos e as concentragdes foram realizadas por analise de varidncia ANOVA.
Quando houve diferenca estatistica, foi utilizado o teste de comparacdo multipla Tukey,

considerando valor de p<0.05. Os resultados foram expressos como média * desvio padréo.
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4. RESULTADOS
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Jaqueline Aparecida de Oliveira, Eliete Luciano, Clarice Sibuya, Marcela Paula Silva,

Sebastido Zanao Filho, Osmar Malaspina, Maria Aparecida Marin-Morales.

ARTIGO 2- Avaliacédo dos efeitos do extrato aquoso de sementes de L. albus
sobre a carcinogénese colorretal, niveis de glicemia e colesterol e resposta imunolégica
de camundongos Mus musculus.

Jaqueline Aparecida de Oliveira, Eliete Luciano, Clarice Sibuya, Maria Aparecida Marin-

Morales.
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RESUMO

Lupinus albus, conhecido popularmente como tremogo branco vém sendo avaliado sobre a
possibilidade de seus isolados proteicos e de alcaloides apresentarem potencial para controlar
os niveis de glicemia e colesterol. Porém, ndo se tem estudos quanto seu extrato bruto, como é
utilizado pela populagdo contendo tanto substancias nutricionais quanto antinutricionais. E
sabido que este material botanico contém alcaloides da familia dos quinolizidinicos que, se
consumido em excesso, podem ser altamente toxicos a salde humana. Como sementes cruas
deste material botanico vém sendo usadas na medicina popular, com a intengéo de reduzir 0s
niveis de glicemia e colesterol, o objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis de glicemia e
colesterol no soro de camundongos Mus musculus tratados com extrato aquoso de L. albus,
bem como determinar e quantificar os alcaloides e &cidos graxos presentes no extrato e
investigar a presenga de flavonoides e saponinas. Em nossos estudos foi possivel observar,
através de testes bioquimicos, que os extratos de L. albus, ao contrario do que acontece em
isolados proteicos, causaram uma hiperglicemia nos animais tratados, tanto no uso sub-
crbnico quanto no uso crénico. As avaliacbes realizadas sobre os niveis de colesterol
mostraram ndo haver alteracdo desses niveis, portanto, ndo acarretando em qualquer melhora
pelo seu uso. Para as analises fitoquimicas foi possivel determinar e quantificar o alcaloide
lupanina, os acidos graxos palmitico, linoleico, oleico e estearico no extrato deste material
botanico e identificar a presenca de saponinas.

Palavras-chave: Tremogo branco; Lupanina; Hiperglicemia; Fitoquimicos bioativos,
colesterolémia.
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ABSTRACT

Lupinus albus, popularly known as white lupine have been reported on the possibility of their
protein isolates and alkaloids have a potential to control blood glucose levels and cholesterol.
However, no studies have as their crude extract, as used by the population containing both
nutritional and anti-nutritional substances. It is known that this plant material contains
quinolizidine family of alkaloids that, if consumed in excess, can be highly toxic to human
health. As raw seeds of this plant material have been used in folk medicine, with the intention
of reducing the levels of blood glucose and cholesterol, the aim of this study was to evaluate
the levels of glucose and cholesterol in serum of mice Mus musculus treated with aqueous
extract of L. albus, as well as determine and quantify the alkaloids and fatty acids present in
the extract and investigate the presence of flavonoids and saponins. In our studies we
observed through biochemical tests, that of L. albus, unlike what happens in protein isolates,
caused hyperglycemia in treated animals, both in use and in the sub-chronic chronic. The
assessments of cholesterol levels showed no change in these levels, therefore not resulting in
any improvement for its use. For phytochemical analysis was able to determine and quantify
the alkaloid lupanine, fatty acids palmitic, linoleic, oleic and stearic acids in the extract of this
plant material and identify the presence of saponins.

Keywords: White lupine; Lupanine; Hyperglycemia; Bioactive phytochemicals,
Cholesterolemia.
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1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude estima que 80% da populacdo mundial depende da
medicina tradicional para suas necessidades basicas de salde, e que quase 85% da medicina
tradicional envolvem o uso de plantas medicinais, na forma de extratos vegetais ou pelo uso
de principios ativos presentes nesses organismos (IUCN, 1993).

No Brasil, hd um grande numero de plantas medicinais usadas popularmente para o
tratamento da Diabetes Mellitus (DM), muitas vezes associadas a medica¢do convencional
(alopatica), o que pode levar a sérios riscos a saude de seus usuarios. Do ponto de vista
cientifico, muitas dessas plantas possuem substancias potencialmente ativas e, por esta razao,
devem ser utilizadas com cautela, respeitando seus riscos toxicologicos. As plantas sintetizam
diferentes compostos, secundarios ao seu metabolismo que sdo utilizados na atracdo de
polinizadores e dispersores, ataque e defesa contra predadores (VIEGAS et al., 2005). As
substancias derivadas desses metabdlitos secundarios podem ser alcaloides, compostos
fendlicos, flavonoides, taninos, entre outros.

O género Lupinus, popularmente conhecido como tremocgo, pertence a familia
Fabaceae. Sdo plantas anuais, de habito herbaceo, adaptada a climas temperados e
subtropicais. As plantas deste género possuem muitas vantagens nutricionais, porém, alguns
cultivares apresentam contetudos elevados de alguns fatores antinutricionais, tais como
alcaloides e taninos, além de pequena gquantidade de inibidores de tripsina (RIBEIRO, 2006;
PUTNAM et al., 1989). No tremoco sdo encontrados os alcaloides lupanina, esparteina,
lupinina, isolupanina, angustifolina e L-17-hidroxilupanina, todos pertencentes ao grupo dos
alcaloides quinolizidinicos (QAS), sendo os dois primeiros deles considerados 0s mais tdxicos
e 0 Ultimo, aproximadamente, dez vezes menos toxico que os primeiros (SILVA et al., 1991;
SALDANA et al., 1998).

A lupanina é um alcaloide pouco explorado farmacologicamente, cuja agdo toxica é
menor que a da esparteina. Em dose elevada, a lupanina pode provocar parada cardiaca em
diastole e em dose baixa pode reduzir o fluxo coronariano, a amplitude de contracdo e a
frequéncia cardiaca (DUKE 1987; BRUNETON, 1993; POTHIER et al., 1998), além de
apresentar efeitos espasmadicos e relaxamento uterino (SCHMITT, 1980; POTHIER et al.,
1998).

A esparteina tem numerosas propriedades farmacologicas, tais como efeitos anti-
hipertensivos (FAUCON; OLLAGNIER 1978; SCHMITT, 1980; COHEN 1981; CARRAZ;
CARRAZ, 1985), relaxante uterino (LECHAT 1978; COHEN, 1981), diuréticos (SCHMITT,
1980; COHEN 1981), anestésicos (SCHMITT, 1980; COHEN 1981), além de efeitos sobre o
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sistema nervoso auténomo, incluindo o bloqueio ganglionar, efeitos anti-muscarinicos e
efeitos sobre o sistema nervoso central (LECHAT 1978; SCHMITT, 1980; COHEN, 1981).

Lupinus albus (L. albus), conhecido popularmente como tremoco branco, possui 36-
52% de proteinas, 5-20% de 6leo, com uma elevada concentracdo de acidos graxos poli-
insaturados (MUSQUIZ et al., 1989), principalmente do grupo oleico e linoleico,
compreendendo 86% do 6leo total encontrado (WILLIAMS; MCGIBBON, 1980). Possui
ainda 30-40% de fibras em suas sementes (GROSS et al., 1988; PETTERSON;
MACKINTOSH, 1994), que sdo responsaveis pelo armazenamento de acucares, além de
possuir muitas propriedades desejaveis como capacidade de retencdo elevada de agua (cerca
de 7,1 ml de &gua por grama de tremoco), baixo teor de sodio e célcio, em comparacao a
outras leguminosas (RAHMAN; GLADSTONES, 1987), altos niveis de carotenoides e
zeaxantina, responsaveis pela cor amarela brilhante dos cotilédones (ENTISAR; HUDSON,
1979). Cerca de 18% do peso da casca de suas sementes sdo compostas de polissacérideos
estruturais, tais como celulose, hemicelulose e lignina, além de um baixo teor de amido
(2,3%), enquanto que outras leguminosas podem conter até 50% destes polissacarideos
(BEROAD:; FILIATRE, 1976).

Ha varios estudos realizados com isolados proteicos de L. albus, dentre eles 0s
realizados por Magni et al., (2004), que mostraram que a proteina isolada y-conglutina,
guando testada em ratos, apresenta capacidade de reduzir os niveis de glicemia. Sirtori et al.,
(2004) mostraram um efeito benéfico sobre os niveis de LDL-colesterol, onde a administracéo
do isolado proteico foi capaz de melhorar os niveis desta lipoproteina no soro de ratos, fator
este muito importante pelo fato desta lipoproteina ser uma das principais envolvidas na
aterosclerose. Como as sementes de L. albus vém sendo utilizadas in natura na medicina
popular, como um adjuvante no tratamento de DM e colesterol, como existe apenas estudo
realizados com os isolados proteicos deste material, que s&o isentos dos componentes
antinutricionais da planta, e como ndo existe estudos mostrando os efeitos do conteddo total
das sementes de L. albus para o organismo humano, este trabalho teve por objetivo avaliar os
efeitos dos extratos aquosos das sementes de L. albus sobre os niveis de glicemia e colesterol
de soro dos camundongos tratados, bem como, determinar e quantificar os alcaloides e acidos
graxos presentes nos extratos administrados.

MATERIAL E MEDODOS

2.1. Material

2.1.2. Material vegetal

2.1.2.1. Obtencao do Material Vegetal
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Sementes de Lupinus albus (L. albus), adquiridas no comércio de graos destinados a
alimentacdo humana, foram trituradas para serem usadas na formulacdo dos extratos aquosos

das sementes.

2.1.3 Agentes Quimicos

O agente quimico utilizado nos testes realizados com o grupo controle positivo foi a
1,2-dimetilhidrazina (DMH; Sigma®, CAS: n° 306-37-6), concentracdo de 20 mg/kg, diluida
em solucdo de EDTA (0,37 mg/ml). A solucdo foi administrada aos animais pela via

intraperitoneal (i.p), na proporcdo de 0,1 ml/10g de peso corpéreo (p.c).

2.1.4. Animais Experimentais

Foram utilizados, em todos os ensaios realizados, camundongos machos (n=5) da
espécie Mus musculus, linhagem Swiss, com peso inicial aproximado de 30 gramas,
provenientes da empresa ANILAB®. Os animais permaneceram por todo periodo
experimental no biotério da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP)- Campus de Rio Claro, Instituto de Biociéncias. A temperatura do ambiente foi
mantida a 22+2°C, umidade relativa do ar a 55+5%, e ciclo claro e escuro de 12 horas. Os
animais receberam agua mineral e racdo Nuvital® ad libitum, por todo periodo experimental.
Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com os principios éticos do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e com a aprovacao do Comité de
Etica em Uso Animal (CEUA) do IB/UNESP-Rio Claro.

2.1.4.1. Eutanasia dos animais
Os animais utilizados nos experimentos foram eutanasiados por deslocamento
cervical, sem a utilizacdo de meios analgésicos, devido ao fato da eutanasia quimica poder

interferir na fidelidade dos resultados.

2.2. METODOS
2.2.1. Preparo do extrato aquoso de L. albus

As sementes de L. albus foram trituradas em liquidificador, até ficarem com aspecto
de farinha. Esta farinha foi entdo misturada com agua e a solucdo obtida foi submetida a
homogenizagdo em “mixer”, por 1 minuto, para o preparo do extrato aguoso, nas

concentracdes de 0,5 mg/kg e 1,5 mg/kg. A obtencdo da farinha foi realizada semanalmente,
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mas o0s extratos foram preparados diariamente, sempre no momento da administracdo para 0s
camundongos, para evitar a contaminacao microbiana ou a sua degradacéo, segundo indicacao
de Simdes et al. (2004). As diferentes concentragdes preparadas foram administradas, pelo
método de gavagem, na proporc¢éo de 0,1 ml/10g de peso corpdreo (p.c).

Esse extrato foi utilizados nos bioensaios e nas analises fitoquimicas, referentes a
determinacdo e quantificacdo de alcaloides, acidos graxos e para a identificagdo de

flavonoides e saponinas.

2.2.2. Extracdo dos alcaloides para cromatografia gasosa

A parte lipidica do extrato foi retirada em hexano, por duas vezes. ApGs 0
desengraxamento, foi feito a alcalinizacdo com hidrdxido de amdnia, para seguir a extracdo
dos alcaloides em cloroférmio (pH > 10), processo também repetido por duas vezes. Apés a
extracdo, foi feita a lavagem com &gua, até que o pH atingisse a neutralidade. A seguir, 0
cloroférmio foi passado em uma coluna preparada com sulfato de sodio anidro e 1 de vidro,
para a retirada de qualquer vestigio de agua decorrente da extracdo cloroférmica, para entdo

ser injetados no GCMS- tempo real.

2.2.3. Extracdo dos acidos graxos para cromatografia gasosa

Os &cidos graxos dos extratos foram extraidos em hexano, seguido de evaporacdo em
chapa aquecida & 50°C. Apds a evaporacdo total do hexano, foram adicionados 2 ml de
metanol e 280 ul de &cido sulfurico diluido em 10 ml de metanol. Para a hidrdlise, foram
adicionados 500 ul de hidroxido de potéssio e a solucdo resultante foi levada a um banho-
maria a 60° C por 30 minutos. Para a esterificacdo, foi acrescentado 1 ml de &cido sulfurico e
mantido em banho-maria por mais 30 minutos, seguido de agitagdo com adicdo de 5 ml de
hexano. Apo6s agitacdo, a solucdo foi submetida a decantacdo para a separacao das fases. O
sobrenadante foi utilizado nas andlises realizadas com CGMS- tempo real, pois os &cidos

graxos ficam retidos nesta solucao.

2.2.4. ldentificacdo da presenca de flavonoides
Em 1 ml do extrato, para as duas concentracdes, foi adicionado 4 ml de alcool etilico

e 100 ul de cloreto de aluminio diluido em metanol 2%.
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2.2.5. ldentificacdo das saponinas
Para identificacdo da presenca de saponinas, foi preparado o extrato e observado a

presenca de espuma persistente.

2.2.6. Delineamento Experimental

Os experimentos foram realizados com duas diferentes concentracdes do extrato
aquoso de L. albus (0,5 mg/kg/dia e 1,5 mg/kg/dia), que equivalem para camundongo, a 3
sementes/dia e a 9 sementes/dia para uso humano. Os ensaios foram realizados
separadamente, para cada uma das concentragcdes. Os animais foram subdivididos em 4
diferentes grupos experimentais: o grupo controle negativo, controle positivo e 0s grupos
tratados com extratos aquosos de L. albus, subdivididos em grupo de tratamento sub-crénico e
tratamento crénico. Os experimentos foram realizados pela exposicdo de 5 animais para cada
um dos diferentes ensaios e concentragcdes. Os animais foram submetidos ao tratamento por
12 semanas e por 72 horas de recuperacdo, conforme protocolo sugerido por Mauro (2008),

conforme descritono item 2.2.6.1.

2.2.6.1. Grupos Controles
2.2.6.1.1. Grupo de Tratamento Controle Negativo

Neste grupo, os animais receberam, pelo método de gavagem, durante as primeiras
quatro semanas de experimentacdo, 0,1 ml/10g de peso corpdreo (p.c) de dgua mineral. Apos
essas quatro semanas, 0s animais receberam quatro doses de solucdo de EDTA (0,37 mg/ml),
via intraperitoneal (i.p), sendo 0,1 ml/10g p.c por semana (para provocar 0 mesmo estresse
dos animais que receberam que o DMH utilizado no grupo controle positivo), sendo uma dose
por semana, e nas Ultimas quatro semanas receberam, diariamente por gavagem agua mineral.
Por todo o periodo experimental, os animais foram tratados com &gua mineral e racdo
Nuvital® ad libitum.

Completado as 12 semanas e 72 horas, foi coletado sangue periférico, através da
puncédo caudal, para a realizacdo da analise bioquimica de glicemia, de colesterol total, LDL,
HDL e de triglicérideos. Apds a realizacdo da eutanasia dos animais, por deslocamento

cervical, todos os 6rgdos também foram coletados, pesados e avaliados macroscopicamente.

2.2.6.1.2. Grupo de Tratamento Controle Positivo
Neste tratamento, os animais receberam, durante as quatro primeiras semanas, agua

mineral, por gavagem. Nas quatro semanas seguintes receberam quatro doses de DMH, via
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i.p, sendo administrada uma dose por semana, na concentracdo de 20 mg/kg. Nos demais dias
deste experimento foi administrado, por gavagem, dgua mineral, até completar 12 semanas de

tratamento. A alimentac&o, eutanésia e a coleta ocorreram conforme descritono item 2.2.6.1.1.

2.2.6.2. Grupo de Tratamento com L. albus.
2.2.6.2.1. Tratamento sub-cronico

Neste tratamento, 0s animais receberam, sempre por gavagem nas quatro primeiras
semanas, agua mineral, nas quatro semanas seguintes extrato de L. albus e nas quatro ultimas
semanas agua mineral. Ap6s 12 semanas e 72 horas, as coletas ocorreram como descritas

anteriormente e os animais foram eutanasiados.

2.2.6.2.1.2. Tratamento cronico
Os animais receberam diariamente por gavagem o extrato de L. albus, durante todo
periodo experimental. Apds 12 semanas e 72 horas, as coletas ocorreram como descritas

anteriormente e os animais foram eutanasiados.

2.2.7. Bioensaios e Analises bioquimicas
2.2.7.1. Dosagens de glicemia e colesterol

As dosagens bioquimicas de glicemia, de colesterol total, LDL, HDL e de
triglicérides foram feitas com os kits comerciais Laborclin®, de acordo com as indicacdes do
fabricante. A leitura foi feita por espectrofotometria em leitor de placas ASYS- Expert Plus-

Analitica

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Biometria

A tabela 1 apresenta relacdo do peso médio absoluto dos animais, expresso em
gramas * desvio padréo, no periodo inicial e final do experimento e o ganho de peso durante o
periodo experimental.

Quando os pesos iniciais e finais foram comparados entre si, em cada grupo
experimental, foi possivel observar que os pesos finais dos grupos CN (35.02+2.719);
tratamento sub-cronico, concentragdo de 0.5 mg/kg/dia (32.30+£2.489) e concentragdo de 1.5
mg/kg/dia (35.10£2.96Q), e tratamento cronico, concentra¢do de 0.5 mg/kg/dia (38.10+1.67Q)

e 1.5 mg/kg/dia (34.60+1.34Q), tiveram resultados estatisticamente significativos. J& quando
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foram comparados os ganhos de peso dos animais tratados em relacdo ao CN, ndo foram
observados resultados estatisticamente significativos. Os resultados mostraram que para todos
0s grupos houve um aumento de peso durante o periodo experimental, sendo que o grupo de
tratamento sub-crénico, na concentracdo de 0.5 mg/kg/dia (3.04+1.82g); o grupo de
tratamento cronico, na concentracdo de 1.5 mg/kg/dia (2.94+2.58Q); tiveram o menor ganho

de peso quando comparado ao grupo CN (4.34+2.00g).

Tabela 1: Peso corpéreo, inicial, final e ganho do peso, dos camundongos experimentados.
grupos tratados com extatos de L. albus e os respectivos controles (CN e CP)L

Grupos Peso Inicial (g) Peso Final (g) Ganho de peso (g)
Controle Negativo (CN) 30.68+1 82 35022717 4.34+2.00
Controle Positivo (CP) 29.52+2.12 33.75+£2.59 4.2320.79
Trat. Sub-Cronico-0.5mg'kg/dia 29 26:+1.25 32.30+2.48% 3.04+182
Trat. Sub-Cronico-1.5mg'kg/dia 30.44+1 82 35.10+2.96%  4.66+1.43
Trat. Cronico-0 5mg/kg/dia 32.66+0.99 38.10+£1.67°  5.44+27290
Trat. Cronico-1.5mg/kg/dia 31.66+1.43 34.60+1.34 2.94+2 58

* Estatisticamente significativo quando comparados peso inicial e final de cada grupo(ANOVA e tukey p <0.05)

3.1.2. Peso dos 6rgéos dos animais experimentados.

Na tabela 2 estdo representados os valores médios do peso absoluto dos Orgéos
coletados dos animais, expressos em gramas + desvio padrdo. A analise estatistica indicou
diferenga significativa para o peso médio absoluto do pancreas dos animais do tratamento
sub-cronico, concentracdes de 0.5 mg/kg/dia (0.249+0.074g) e 1.5 mg/kg/dia (0.230+0.053Q);
do tratamento crénico, concentracdo de 1.5 mg/kg/dia (0.205+0.025g), quando comparados ao
CN (0.161+0.016g). Os demais orgdos ndo apresentaram diferencas significativas, quando
comparadas ao CN.

Na tabela 3 estdo apresentados 0s pesos médios relativos aos érgdos dos animais
(gramas + desvio padrdo), os resultados mostram diferengas estatisticamente significativas
para 0 pancreas, para 0S mesmos grupos que apresentaram diferencas no peso absoluto, sendo
eles os grupos de tratamento sub-crénico, concentracdo de 0.5 mg/kg/dia (0.007+0.0017g); o
tratamento sub-crénico, concentracdo de 1.5 mg/kg/dia (0.006+0.0012g); o tratamento
crénico, concentracdo de 1.5 mg/kg/dia (0.005+£0.0006g), quando comparados ao CN.

No peso relativo, outros 6rgdos que ndo tiveram resultados significativos para o peso
absoluto também apresentaram resultados significativos, como, por exemplo, o baco, de
animais do tratamento sub-cronico, concentracdo de 1.5 mg/kg/dia (0.005+0.0020g),

indicando um aumento significativo, em relacdo ao CN (0.003+0.0006g), e os rins de animais
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do tratamento sub-crénico, concentracdo de 0.5 mg/kg/dia(0.02+0.002g), em relacdo ao CN
(0.01+0.0029).

Todos os Orgdos que apresentaram resultados estatisticamente significativos
apresentaram diferenca macroscopica, quando comparados aos animais do CN. Existem
estudos que relatam efeito nocivos dos inibidores de proteases em animais alimentados com
leguminosa crua, confirmando muitos estudos que citam efeitos deletérios para o0s
componentes deste vegetal, principalmente por desencadear alteracbes metabolicas do
pancreas, como aumento da secrecdo enzimatica, hipertrofia, hiperplasia e reducdo da taxa de
crescimento (AL-WESALI et al., 1995).

O aumento dos rins pode sugerir que o extrato, em tratamento sub-cronico,
concentracdo de 0.5 mg/kg/dia, levou a um processo inflamatorio, o que pode ter ocasionado
alguma lesdo neste Orgdo. Para o0 bagco, 0o aumento indica que o extrato sub-cronico,
concentracdo de 1.5 mg/kg/dia, ocasionou uma hipertrofia, que pode ser por resposta imune
dada pelo processo inflamatério ou por alguma neoplasia, uma vez que quando o baco
aumenta de tamanho, aumenta também a sua capacidade de reter e armazenar células

sanguineas, podendo reduzir o nimero de eritrdcitos, de leucocitos e de plaquetas circulantes.
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3.3. Determinacao e quantificacdo dos alcaloides do extrato de L. albus

A determinacdo e quantificacdo dos alcaloides presentes no extrato aquoso de L.
albus foi realizado pelo método de extracdo de alcaloides e posteriormente avaliacdo em
GCMS-QP 2010 Plus em tempo real. Por este método, foi encontrado apenas o alcaloide
lupanina. A presenca da lupanina corrobora com os resultados encontrados por Ganzera et al.,
(2010)

As figuras abaixo mostram os picos do padrdo dos alcaloides e do extrato de L.
albus. Através desses picos, dados pela sua absorbancia, foi possivel quantificar a massa da
lupanina presente no extrato, calculada pela comparacéo entre a massa encontrada e a massa
da biblioteca de dados do programa, bem como pelo pico anterior e posterior da lupanina. As

analises foram feitas em triplicata.

Figura 1: Representacdo do padréo dos alcaloides, presentes no extrato de L. albus, obtidos
por meio de cromatografia gasosa. A lupanina esta representada no pico 5, entre 0 C18 (pico
4) e C20 (pico 6).
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Figura 2: Cromatograma da primeira amostra, sendo o pico 2 o pico da lupanina.
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Figura 3: Cromatograma da segunda amostra, sendo o pico mais evidente o pico da lupanina.
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Figura 4. Cromatograma da terceira amostra, sendo o pico mais evidente o pico da lupanina.

No extrato de L. albus, a massa encontrada para a lupanina na concentracdo de 0.5
mg foi de 0.539 ug e para a concentracdo de 1.5 mg foi de 1.62 ug. Segundo Wink (2005), a
DL de lupanina para ratos tratados por via oral é de 410 mg/kg/dia. Assim, os resultados
encontrados nestas dosagens indicam que as quantidades de lupanina encontradas nos extratos

estdo dentro da normalidade para consumo dos camundongos.

3.4. Determinacao e quantificacéo de acidos graxos dos extratos de L. albus

Na tabela 4 estdo representadas as porcentagens e as massas dos acidos graxos
encontrados no extrato de L. albus, para as duas concentragfes experimentadas. Para a
concentracdo de 0.5 mg foi encontrado 0.31%, equivalente a 1.5 ug de acidos graxos totais.
Para a concentracdo de 1.5 mg foi encontrado 0.93%, equivalente a 4.5 ug de acidos graxos
totais. Dentre o total de acidos graxos encontrados no extrato de L. albus, estdo os acidos
graxos saturados: palmitico (0,07%), para a concentragdo de 0.5 mg e 0,21% para a
concentracdo de 1.5 mg; e esteérico (0.03%) para a concentracdo de 0.5 mg e 0.09% para a
concentracdo de 1.5 mg. Dentre os 4cidos graxos insaturados, estdo o &cido linoleico (0.03%

para a concentracdo de 0.5 mg) e 0.09% para o extrato na concentracdo de 1.5 mg) e o &cido
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oleico (0.18% para a concentracdo de 0.5 mg e 0.54% para o extrato na concentracdo de 1.5
mg.

Tabela 4: Relacio em porcentagem e a massa, do total de acidos
graxos encontrados nos extratos de L. albus

Ac. Graxos Padrio Concentracio 0.5mg Concentracio 1.5mg

Acido laurico - -

Miristico - -

Palmitico 0.07% 0.21%
Oleico 0.18% 0.54%
Linoleico 0.03% 0.09%
Estearico 0.03% 0.09%
Ericico - -

Total %o: 031% 0.93%
Total em massa: l5ug 45ug

Os é&cidos graxos sdo nomeados de acordo com suas estruturas quimicas e sdo
classificados como saturados ou insaturados, conforme o nimero de duplas ligagbes. Aqueles
gue apresentam uma Unica dupla ligacdo sdo denominados de acidos graxos monoinsaturados
e 0s que apresentam duas ou mais sdo denominados poli-insaturados (VISENTAINER;
FRANCO, 2006; TEIXEIRA, et al., 2010).

Os principais &cidos graxos saturados encontrados na natureza sdo 0s &cidos
butiricos, caprico, laurico, miristico, palmitico, estearico, araquidico (BOBBIO; BOBBIO,
1989; SOUZA et al.,1998). Ja os acidos graxos insaturados mais encontrados sdo 0s acidos
oleico (considerado um &cido graxo mono-insaturado), linoleico (considerado uma é&cido
graxo poli-insaturado), linolénico, araquidonico, e erdcico (VIANNI; BRAZ-FILHO, 1996).

Existem varios estudos mostrando que o consumo de dietas ricas em gorduras
monoinsaturadas, como por exemplo o acido oleico encontrado nos extratos de L. albus (cerca
de 0.18%) para a concentragdo de 0.5 mg e (cerca de 0.54%) para a concentracdo de 1.5
mg/kg/dia, exerce efeitos fisiologicos que levam a redugdo nos niveis de colesterol total, de
triglicerideos e de LDL, sem alterar a fracdio HDL do plasma (REBOLLO et al., 1998;
TURATTI et al.,, 2002; TANGO et al., 2004). Rebollo et al., (1998) observaram que o
consumo de dietas ricas em &cido oleico reduz niveis de fibrinogénio do plasma, que é um
composto reconhecidamente responsavel no desenvolvimento de lesGes das artérias e que
auxilia no progndstico de doencas coronarias.

Dentre os &cidos graxos encontrados no extrato de L. albus estd também o &cido

linoleico, cerca de 0.03% para a concentracdo de 0.5 mg e cerca de 0.09% para a
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concentracdo de 1.5 mg. Estudos com acido linoleico revelam que ele € um componente
importante a ser incorporado na dieta, por ser essencial para as atividades bioldgicas (BIRT et
al., 1999). Este acido é um acido graxo insaturado, que produz efeitos especificos sobre 0s
organismos vivos. Como ele ndo é sintetizado pelo organismo humano e é essencial & vida,
ele é denominado de acido graxo essencial, devendo entdo ser suprido pela alimentacao
(LEAF; WEBER, 1988; LEHNINGER et al.., 1995; SOUZA et al., 1998). A literatura propde
que sua atividade anticarcinogénica € evidente nas trés fases da carcinogénese: iniciacao,
promocdo e progressdo (VOORRIPS et al., 2002). Essa atividade anticarcinogénica do acido
linoleico vem sendo reportada na neoplasia mamaéria, sendo evidenciado inimeros estudos
experimentais (SHULTZ et al., 1992; IP et al., 1994; CUNNINGHAM et al., 1997,
VOORRIPS et al., 2002). Em experimentos in vitro, ¢ demonstrado que concentracdes
fisiolégicas deste &cido graxo inibem o crescimento de células neoplasicas de mama
(SHULTZ et al., 1992; CUNNINGHAM et al., 1997). Durgam e Fernandes (1997) sugerem
que o &cido linoleico tem esse efeito decorrente de sua acdo inibidora no crescimento de
células mamarias, denominadas receptoras de estrogénio positivas, ou seja, relacionada ao
sistema de resposta estrogénica. Os &cidos graxos essenciais, linoleico e linolénico,
apresentam efeitos em diversos processos fisioldgicos, sendo importantes, na prevencéo e
tratamento de doencas cardiovasculares, arteriosclerose, trombose, hipertrigliceridemia,
hipertensdo, diabetes, artrite, outros problemas inflamatdrios e cancer (SALEM, 1999).

Nas figuras 5 a 8 estdo os picos dos cromatogramas dos acidos graxos do extrato
aquoso de L. albus. Na figura 5, encontram-se os picos do padrdo e nas figuras 6, 7 e 8

encontram-se 0s picos dos acidos graxos presentes no extrato de L. albus.

Figura 5: Cromatograma dos acidos graxos do padrdo, representados por: pico 1- Acido
laurico, pico-2-Acido Miristico, pico-3 Acido Palmitico, pico-4 Acido Linoleico, pico-5

Acido Oleico, pico-6 Acido Esteérico, pico-7 Acido Eurico.
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Figura 6: Cromatograma dos &cidos graxos, picos da amostra 1, representados no pico 1-

acido palmitico, pico 2- &cido oleico, pico 3- &cido linoleico, pico 4- &cido estearico.
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Figura 7: Cromatograma dos &cidos graxos, picos da amostra 2.
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Figura 8: Cromatograma dos acidos graxos, picos da amostra 3.
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3.5. Identificacdo de flavonoides do extrato de L. albus

Com relacdo aos flavonoides ndo foram encontrados resultados positivos, ou seja,
pelo método de extracdo utilizado, ndo foi possivel extrair os flavonoides contidos nas
sementes de L. albus, talvez pelo fato dos flavonoides ndo serem hidrossolaveis.

3.6. Caracterizacdo de saponinas do extrato de L. albus
Foi possivel observar no extrato de L. albus, para as duas concentragdes, a presenca

de espuma persistente, 0 que indica a presenca de saponinas nesses extratos.

3.7. Avaliacéo dos efeitos do extrato de L. albus nos niveis glicémicos e colesterolémicos
no soro dos animais tratados
3.7.1. indice glicémico

Na tabela 5 estdo representados os resultados da analise bioquimica referente aos
indices glicémico. O grupo controle negativo apresentou uma média de 75.5+40.2 mg/dl. Os
grupos experimentais que apresentaram resultados estatisticamente significativos em relacao
ao controle, foram os grupos de tratamento sub-cronico, concentracdo de 1.5 mg/kg/dia
(142.4£51.2 mg/dl); o grupo de tratamento crénico nas duas concentragcbes sendo na
concentracdo de 0.5 mg/kg/dia (220.8£57.95 mg/dl) e na concentracdo de 1.5 mg/kg/dia
(183.4+34.2 mg/dl). Estes resultados podem nos indicar que compostos bioativos de L. albus
apresentam efeitos hiperglicémicos, resultados estes diferentes do esperado, pois na medicina
popular o L. albus é utilizado para reduzir os niveis de glicemia, evento este ndo ocorrido em

NOSSO experimento.

3.7.2. Indice colesterolémicos
3.7.2.1. Colesterol total

Pela analise dos niveis de colesterol total, apresentados na tabela 5, o grupo CN
apresentou resultado de 195+21.8 mg/dl. Quando comparados 0s grupos experimentais com o
CN, foi observado que ndo houve resultados estatisticamente significativos entre eles (grupo
experimental, variando de 171.9+17.6 &4 269+86.1 mg/dl). Porém, ocoreu diminuicdo nos
grupos de tratamento sub-crdnico, concentragdo de 0.5 mg/kg/dia (190.5+35.9 mg/dl),
tratamento crénico, concentracdo de 0.5 mg/kg/dia (194+30.6 mg/dl) e concentracdo de 1.5
mg/kg/dia (171.9£17.6 mg/dl).
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3.7.2.2. HDL-Colesterol

Para os niveis de HDL-colesterol, o grupo CN apresentou resultado de 39.7+10.9
mg/dl, enquanto que nos grupos experimentais os valores variam de 36+0.92 mg/dl &
41.6+3.23 mg/dl, sendo que o grupo de tratamento cronico, concentracdo de 1.5 mg/kg/dia,

foi o Unico grupo a apresentar um moderado aumento em comparagdo ao CN (41.6+3.23).

3.7.2.3. LDL-Colesterol

Para os niveis de LDL-colesterol, o grupo CN apresentou resultado de 75.7+55.6
mg/dl, que, quando comparados aos resultados dos grupos experimentais, ndo mostrou
diferencas estatisticamente significativas. Porém, os grupos de tratamento crénico, para as
duas concentrages, tiveram um resultado mais baixo que o grupo CN, o que pode indicar que
nesse periodo de exposicdo, para ambas as concentracdes, 0 extrato de L. albus foi mais eficaz
em reduzir os niveis de da lipoproteina LDL, sendo observado ainda que a concentracéo
menor de 0.5 mg/kg/dia apresentou um resultado mais baixo para esta lipoproteina (44.1+19.6
mg/dl)

3.7.2.4. Triglicérides

Para os niveis de triglicerideos, o grupo CN apresentou resultado de 90.6+30.9 mg/dl
gue, quando comparados aos resultados dos grupos experimentais (84.2+17.38 mg/dl a
184.9+107.3 mg/dl) ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre si.
Porém, o grupo de tratamento crénico, concentracdo de 1.5 mg/kg/dia, apresentou o Unico
valor abaixo do encontrado para o grupo CN (84.2+17.38).

De maneira geral, 0s grupos que se destacaram para 0s niveis séricos de colesterol
foram tratamento crénico na concentracdo de 1.5 mg/kg/dia, cujo resultado foi positivo para
todos os parametros de colesterol, estando o colesterol total abaixo do controle negativo,

HDL-colesterol acima do controle negativo, LDL-colesterol e triglicérides abaixo do CN.
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Tabela 5: Avaliacdo dos efeitos do L. albus sobre os niveis de glicemia, de colesterol total, HDL, LDL
e triglicérideos dos animais tratados.

Tratamentos
Parimetros C.Neg. C.Pos. Tratamento L. albus
Sub-Cronico Cronico

0.5mg'kg/dia 1.5mg/kg/dia 0.5mg/kg/dia 1.5mg/kg/dia
Glicemia T75.5£402 117£68.0 1209+46.4  142.4=51.2% 220 8£57.95% 183.4+342%
Colesterol Total 195+21.8 177.7£13.9 190.5£359 269+86.1 194.1£306  171.9+£17.6
HDL- Colesterol 39.7+£109 387455 3844189 37.7+6.02 36092 41.6+3.23
LDL- Colesterol 75 7+556 60£337  T98x£217 08 8+£319  441+196 60162

TRIGLICERIDES 00.6+£30.9 146.6+£81.3 184.9+107.3 16542906 138.7+676  84.2+1738
* significativo (p<0.05)

Segundo Souza et al. (1998), os &cidos graxos saturados tendem a elevar os niveis de
colesterol no sangue, enquanto os &cidos graxos poli-insaturados tendem a abaixar esses
niveis. Segundo estes autores, os acidos graxos saturados, especificamente o miristico e 0
palmitico, sdo os que mais agem no aumento do colesterol. O &cido palmitico encontrado nos
extratos de L. albus, como mostra o resultado da extracdo e quantificacdo dos acidos graxos,
corroboram os resultados encontrados nos niveis de colesterol total. Estudos realizados por
Fuentes (1998) mostram que os acidos graxos palmitico, miristico e estearico, também
encontrados nos extratos aqui estudados, quando aplicados em animais, diminuem os niveis
da lipoproteina LDL no sangue, o que realmente aconteceu no uso crénico, realizado neste
trabalho. Estudos realizados por Grundy e Bonanome (1987) mostram que dietas com baixa
proporc¢do entre acidos graxos poli-insaturados e saturados poderiam estar associadas a alta

incidéncia de doencas cardiovasculares.

4. CONCLUSAO

Pelos estudos realizados com o extrato de L. albus, foi possivel identificar e
quantificar o alcaloide lupanina e os acidos graxos, palmitico, linoleico, oleico e esteérico, por
meio de cromatografia gasosa, bem como caracterizar a presenca de saponinas, através do
teste de espuma persistente.

Os niveis de glicemia, infelizmente ndo corresponderam aos descritos para outros
testes com isolados proteicos deste vegetal, pois, ndo apresentaram um efeito hipoglicémico, e
sim hiperglicémico, quando os camundongos foram tratados com as duas diferentes
concentracdes de L. albus.

Os niveis de colesterol, registrados nesta pesquisa ndo indicaram um efeito
hipocolesterolémico como descrito na literatura, mas tampouco um efeito hiperlipidico.
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RESUMO

A cada dia aumenta o interesse de pesquisadores em descobrir em plantas medicinais
substancias que possam atuar como quimiopreventivas na carcninogénese. O Lupinus albus
(L. albus), conhecido popularmente como tremogo branco, vem sendo usado na medicina
popular, como regulador de niveis de glicemia e colesterol. Embora descrito na literatura que
suas proteinas e alcaloides isolados tém potencial para isto, estudos prévios realizados pelo
nosso grupo revelaram que o extrato aquoso de L. albus, como é utilizado na medicina
popular, apresentou hiperglicemia em animais tratados. Sendo assim, o objetivo deste trabalho
foi avaliar os possiveis efeitos, carcinogénicos e/ou anticarcinogénicos do extrato aquoso de
L. albus, por meio de ensaio de Focos de Criptas Aberrantes, bem como avaliar a resposta das
células sanguineas por meio da contagem diferencial de leucdcitos e intensificar a avaliacéo
sobre os efeitos glicémicos e colesterolémicos em camundongos da espécie Mus musculus.
Neste estudo os resultados revelaram que o extrato conseguiu reverter e/ou inibir a progressao
das lesbes pré-neoplasicas e consequentemente, prevenir o desenvolvimento do cancer
colorretal, induzidas pela DMH, induzir uma hiperglicemia e manter os niveis de colesterol
dentro da normalidade, ap6s a administracdo da DMH. Na contagem diferencial de leucdcitos,
foi possivel observar que o extrato de L. albus ocasionou uma imunomodulacdo das células
sanguineas.

Palavras-chave: Focos de Criptas Aberrantes; imunomodulagdo; quimioprevencéo;
Anticarcinogénese e plantas medicinais.
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ABSTRACT

Every day increases the interest of researchers in discovering in herbal substances that can act
as chemopreventive in carcninogénese. Lupinus albus (L. albus), popularly known as white
lupine, has been used in folk medicine as a regulator of blood glucose and cholesterol.
Although described in the literature and their proteins isolated alkaloids have the potential for
this, previous studies by our group showed that the aqueous extract of L. albus as used in folk
medicine in the treated animals had hyperglycemia. Thus, the aim of this study was to
evaluate the possible effects, carcinogenic and/or anticarcinogenic the aqueous extract of L.
albus, through testing Aberrant Crypt Foci and evaluate the response of blood cells by
leukocyte count and intensify the assessment of the effects on glucose and colesterolémicos
mice Mus musculus. In this study, the results revealed that the extract was able to reverse
and/or inhibit the progression of pre-neoplastic lesions and thus prevent the development of
colorectal cancer induced by DMH induce hyperglycaemia and maintain cholesterol levels
within the normal range after administration of DMH. In leukocyte count was observed that
the extract of L. albus immunomodulation caused a blood cells.

Keywords: Aberrant Crypt Foci; immunomodulation; chemoprevention; anticarcinogenesis
and medicinal plants.
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1. INTRODUCAO

Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem incentivado o estudo de plantas
tradicionalmente conhecidas como medicinais, com o objetivo de avaliar cientificamente os
beneficios da utilizacdo de medicamentos fitoterdpicos e de conhecer, a0 mesmo tempo, 0s
riscos de seu uso indevido. Muitos pesquisadores vém desenvolvendo estudos sobre as
propriedades farmacoldgicas das plantas medicinais, porém ainda faltam evidéncias sobre a
eficdcia e a seguranca de seu uso (LOGUERCIO et al., 2005). As plantas medicinais sao
mundialmente empregadas na medicina popular mas, apesar de serem usadas ha muito tempo
(PINTO et al., 2002), poucas delas apresentam suas constituicdes quimicas e atividades
biol6gicas bem definidas.

O Lupinus albus (L. albus), conhecido popularmente como tremoco branco, é uma
leguminosa com conteldo proteico proximo ao da soja. Esta espécie apresenta em suas
sementes um alto teor de acidos graxos poli-insaturados e &cidos saturados, sendo que 0s mais
importantes deles sdo o acido palmitico (cerca de 12%), acido oleico (cerca de 44%) e 0 &cido
linoleico (cerca de 36%) (FELDHEIM 1990). Segundo este mesmo autor suas sementes sdo
ricas em oligossacarideos ndo digeriveis pelo nosso organismo que, como as fibras,
influenciam na digestdo, atuando na redugdo da absorcdo dos aglcares e do colesterol. Os
efeitos dos oligossacarideos e polissacarideos ndo digeriveis estdo relacionados com a
diminuicdo do risco de desenvolvimento de cancer (KAY, 1978). Dentre 0s possiveis
mecanismos de acdo que vém sendo sugeridos, estdo a reducdo de estrogénios bioativos no
sangue, uma vez que dietas ricas em fibras estdo associadas com a alteracdo da flora coldnica,
atuando na regulacdo da recirculacdo enterohepatica de estrogénios, de tal forma que a
guantidade de estrogénio excretado é aumentada (COHEN, 1999). A casca das sementes de L
.albus, contém 95% de fibra, onde 77 % delas sao fibras insoliveis (FELDHEIM; WISKER,
1986). Também esta entre os constituintes das sementes o isoflavonoide genisteina que de
acordo com apresenta capacidade de inibir a tirosina, inibindo consequentemente o horménio
responsavel pela ativacdo da via sinalizadora intracelular que culmina na transcricdo dos
genes responsaveis pela divisdo celular que sdo associados a alguns tipos de tumores e
portanto a carcinogénese.

Carcinogénese € 0 processo que origina uma célula transformada que ndo possui as
caracteristicas de uma célula diferenciada de qualquer tipo sendo necessaria a exposicao
repetida aos carcindgenos para que haja o desenvolvimento de tumores malignos. O cancer €
um importante problema de salde publica mundial, sendo responsavel por mais de 6 milhGes

de dbitos a cada ano, representando cerca de 12% de todas as causas de morte no mundo
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(WHO, 2002). Estimativas de 2012 apontam a ocorréncia, de aproximadamente, 518.510
casos novos de canceres para 2013, sendo o cancer de célon um dos 5 tipos de maior
incidéncia (INCA, 2012).

Por outro lado a quimioprevencdo do cancer pode ser definida como a utilizagdo de
compostos quimicos especificos, naturais ou sintéticos, com finalidade de prevenir, retardar
ou reverter as etapas iniciais do processo de desenvolvimento de neoplasias
(WATTEMBERG, 1996; KELLOFF, 2000, NAMASIVAYAM, 2011, MOURA, 2012).

Na medicina popular, as sementes de L. albus vém sendo utilizada, como adjuvante
no tratamento do controle dos niveis de glicemia e colesterol, embora estudos prévios
realizados por nosso grupo, mostraram que extratos das sementes de L. albus, induziram
hiperglicemia. Todavia, ndo existem estudos sobre o potencial pr6 ou anticarcinogénico
dessas sementes. Como 0s animais tratados apresentaram um aumento na quantidade de fezes
produzidas, surgiu o interesse em avaliar os efeitos das sementes de L. albus no célon desses
animais e sobre a carcinogénese colorretal induzida pela 1,2-dimetilhidrazina (DMH), bem
como, avaliar os efeitos deste vegetal sobre os niveis da glicemia e de colesterol e investigar
as respostas das células sanguineas dos animais tratados, além de determinar e quantificar por
meio de cromatografia gasosa alcaloides e acidos graxos que podem atuar como carcinégeno

ou anticarcindgeno no célon.

2. MATERIAL E MEDODOS
2.1. Material
2.1.2. Material vegetal
2.1.2.1. Obtencgdo do Material Vegetal

Sementes da espécie L. albus (tremog¢o branco), adquiridas em comércio de gréos
destinados a alimentacdo humana, foram devidamente armazenadas no Laboratério de
Mutagénese da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) do
Instituto de Biociéncias/Departamento de Biologia/Campus de Rio Claro, até a sua

investigagdo nos ensaios geneéticos.

2.1.3. Agentes Quimicos

O agente quimico utilizado para inducdo de carcinogénese colorretal foi a 1,2-
dimetilhidrazina (DMH; Sigma®, CAS: n° 306-37-6), concentracdo de 20mg/kg, diluida em
solucdo de EDTA (0,37mg/ml). A solucdo foi administrada aos animais pela via

intraperitoneal (i.p), na proporgdo de 0,1ml/10g de peso corporeo (p.c).
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2.1.4. Animais Experimentais

Foram utilizados, para cada tratamento, camundongos machos (n=5) da espécie Mus
musculus, linhagem Swiss, com peso inicial aproximado de 30 gramas, provenientes da
empresa ANILAB®. Os animais permaneceram por todo periodo experimental no biotério da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP)- Campus de Rio Claro,
Instituto de Biociéncias. A temperatura do ambiente foi de 22+2°C e umidade relativa do ar
de 55+5%, em ciclo claro e escuro de 12 horas. Os animais receberam agua mineral e racao
Nuvital® ad libitum, por todo periodo experimental. Os procedimentos experimentais foram
realizados de acordo com os principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA) e com a aprovacdo do Comité de Etica em Uso animal (CEUA) do
IB/UNESP-Rio Claro.

2.1.4.1. Eutanéasia dos animais
Neste experimento, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical,
método de morte induzida mais indicado para o experimento por ndo comprometer a

fidelidade dos resultados da pesquisa.

2.2. METODOS
2.2.1. Preparo dos extratos aquosos de L. albus

As sementes de L. albus foram trituradas em liquidificador, até ficarem com aspecto
de farinha. Apds a trituracdo, a farinha foi misturada a agua e essa solucdo foi submetida a
homogenizagdo, em “mixer”, por 1 minuto, para o preparo do extrato aquoso, nas
concentragbes de 0,5 mg/kg e 1,5 mg/kg. A preparacdo das farinhas foi processada
semanalmente e os extratos diariamente, sempre no momento da administracdo para 0S
camundongos. Este procedimento foi adotado para ndo haver possiveis degradacbes do
extrato ou acdo microbiana comumente observadas em solucdes aquosas (SIMOES, et al.,
2004). As diferentes concentracdes foram administradas aos camundongos, pelo método de

gavagem, na proporcao de 0,1ml/10g de peso corporeo (p.c).

2.2.2. Delineamento Experimental
Os experimentos foram realizados, com duas diferentes concentracbes do extrato
aquoso de L. albus (0,5 mg/kg/dia e 1,5 mg/kg/dia), que equivalem, proporcionalmente, a 3

sementes/dia e a 9 sementes/dia para uso humano, devidamente adaptado para o peso dos
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camundongos. Os ensaios foram realizados separadamente, para cada concentracdo. Os
animais foram subdivididos em oito diferentes grupos experimentais: 0 grupo controle
negativo, controle positivo e os grupos tratados com extratos aquosos de L. albus. Para cada
um dos diferentes ensaios e concentragfes, foram expostos cinco animais. Os animais foram
submetidos ao tratamento por 12 semanas e por 72 horas de recuperagdo, conforme protocolo

sugerido por Mauro et al. (2008), conforme esquematizado no item 2.2.2.1.

2.2.2.1. Esquema do delineamento experimental
2.2.2.1.1. Grupos Controle
2.2.2.1.1.1. Grupo de Tratamento Controle Negativo

vV
v ———— FEE

4 semanas 4 semanas 4 semanas Rec.
H-O H-O + EDTA H-O

2.2.2.1.1.2. Grupo Tratamento Controle Positivo

v — oy

4 semanas 4 semanas 4 semanas Rec.
H,O H>,O + DMH H->0

2.2.2.1.2. Grupo de avaliagdo da Carcinogénicidade e Anticarcinogenicidade do
L. albus.
2.2.2.1.2.1. Grupo de Pré-Tratamento

\/ vw¥
[ —— EE

4 semanas 4 semanas 4 semanas Rec.
L. albus H-O + DMH H->O
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2.2.2.1.2.2. Grupo de Tratamento Simultaneo

v vy
—— 143

4 semanas 4 semanas 4 semanas

Rec.
H,O L. albus + DMH H,O

2.2.2.1.2.3. Grupo de Pds- Tratamento

Vi - Y

4 semanas 4 semanas 4 semanas Rec.
H.O H,O + DMH L. albus

2.2.2.1.2.4. Grupo de Tratamento Continuo

\4 vw¥
e —_— EE

4 semanas 4 semanas 4 semanas

L. albus L. albus + DMH L. albus

v Inicio do experimento
v Eutanésia

Coletas se sangue periférico para contagem diferencial de leucdcitos nos periodos de
recuperacdo e para analises bioquimicas

Tratamento com agua

Tratamento com L. albus

Tratamento com agua e EDTA

Tratamento com dgua e DMH

N g

Tratamento com L. albuse EDTA
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: Tratamento com L. albuse DMH
E Periodo de recuperagéo, 24 horas
E Periodo de recuperacéo, 48 horas
EI Periodo de recuperagéo, 72 horas

2.2.3. Bioensaios e Analises bioquimicas
2.2.3.1. Contagem diferencial de leucocitos

A coleta do sangue foi feita por meio de puncdo caudal, retirando-se uma gota de
sangue periférico dos animais com o auxilio de uma agulha (30x7). Com as amostras de
sangue, foram confeccionados os esfregacos sanguineos. A coloracdo das laminas foi feita por
4 minutos utilizando o corante Leishman, seguido de adi¢do de &gua destilada. A lamina foi
agitada e deixada nesta solugdo por mais 10 minutos. ApGs esse processo, as laminas foram
secas em temperatura ambiente e montadas com laminula, em resina sintética (Entelan®), para
serem analisadas (100 leucocitos por animal) em microscopio de luz (objetiva de 100x). A
metodologia aplicada na realizagdo da contagem diferencial destas células permitiu
determinar o percentual e o nimero absoluto de linfocitos, neutréfilos, mondcitos, eosinoéfilos

e basofilos.

2.2.3.2. Dosagens de glicemia e colesterol

As dosagens bioquimicas de glicemia, colesterol total, LDL, HDL e triglicérides
foram feitas com os kits comerciais Laborclin®, de acordo com as indicagdes do fabricante. A
leitura foi feita por espectrofotometria, utilizando o leitor de placas ASYS- Expert Plus-
Analitica.

2.2.3.3. Ensaio de Focos de Criptas Aberrantes (FCA)

Para os ensaios de FCA, foi retirado o intestino grosso dos animais e realizada, com
0 auxilio de um fio de algoddo, a ligadura entre o ceco e o reto. O intestino foi lavado com
solucdo fisioldgica 9% (injetado com seringa, para retirada das fezes), seccionados
longitudinalmente com uma tesoura e suas extremidades presas com alfinetes emborrachados

em placas de isopor®. Essa placa foi colocada em solucio de formalina tamponada a 10%,
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para fixacdo, por no minimo 24 horas onde depois foram corados com corante giemsa a 10% e

analisados em microscépio em objetiva de 10 x.

2.2.4. ANALISES DOS RESULTADOS
2.2.4.1. Analide da reducao de danos de FCA
A porcentagem de reducdo de danos de focos de criptas aberrantes no célon dos
camundongos, ocasionadas pelos extratos de L. albus, foi calculada pela seguinte formula:
% RD =[(N° FCA C+) - (N° FCA grupo trat.)] / [(N° FCA C+) - (N° FCA C-)] x 100

Onde: % RD = Porcentagem de Reduc¢éo de Danos
FCA C+ = Focos de Criptas Aberrantes do Grupo Controle Positivo
FCA C- = Focos de Criptas Aberrantes do Grupo Controle Negativo

FCA grupo trat. = Focos de Criptas Aberrantes dos Grupos tratados com L. albus

2.2.4.2. Analises estatisticas

As anélises estatisticas foram realizadas com o software BioEstat 5.0°. As variacdes
entre 0s grupos e as doses foram realizadas por analise de variancia ANOVA. Quando houve
diferenca estatistica, foi utilizado o teste de comparacdo multipla Tukey, considerando valor
de p<0.05. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Biometria

O peso corporal é um dos pardmetros mais empregados em avaliagdes toxicoldgicas,
pois pode indicar um efeito precoce de toxicidade de uma determinada substancia para
organismo exposto a ele (STEVENS; GALLO, 1989; MARUO, 2002). A tabela 1 mostra a
relacdo do peso médio absoluto dos animais, expresso em gramas * desvio padrao, no periodo
inicial e final do experimento e o ganho de peso para cada grupo experimentado neste
trabalho. N&o foram observadas diferengas estatisticamente significativas no peso inicial dos
animais tratados, quando estes foram comparados com o grupo controle negativo (CN). Os
pesos iniciais dos camundongos experimentados variaram de 27.96+4.86g a 32.96+1.68g.
Quando o peso final dos animais tratados foi comparado com o CN, houve uma diferenca
estatisticamente significativa apenas para o grupo de pré-tratamento, na concentracdo de 1.5
mg/kg/dia.
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Quando os pesos iniciais e finais, de cada grupo testado, foram comparados entre si,
foi observado que os grupos CN; as duas concentracbes do tratamento simultaneo; a
concentracdo de 0.5 mg/kg/dia do pds-tratamento e do tratamento continuo apresentaram
resultados estatisticamente significativos. Quando o ganho de peso dos animais tratados foi
comparado com o CN, ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os ensaios,
porém teve, para todos o0s grupos, um ganho de peso observado durante o periodo

experimental.

Tabela 1: Peso corpdreo, inicial e final e ganho de peso dos camundongos experimentados expostos aos
extratos de L. albus e aos respectivos controles (CN e CP)

Grupos Peso Inicial (g) Peso Final (g) Ganho de peso (g)
Controle Negattvo (CIN)} 30.68+1.82 35.02£2.71% 4344200
Controle Positivo (CDP) 29.52+2.12 33.75£259 4.23+0.79
Pré-Tratamento-0_Smg'kg/dia 30.74+2 48 34204615 346374
Pre-Tratamento-1_ Smg'kg/dia 27 96+4 86 33.50+£1.41°  5.5443.04

Tratamento Sinmltaneo-0 Smgkg/dia 29.70+£2.53 34.10£2.70*  4.40£1.73
Tratamento Sinmltaneo-1 3mghkg/dia 28 80+£2.26 33.84£2.24%  5.04£3.46

Pos-Tratamento-0 Smg/keg/dia 294441 03 33.70£3.11*  4.26+2.19
Pos-Tratamento-1.5mg/kg/dia 29.20+1.18 34.75+2.21 5.53£3.50
Tratamento Continuo-0_5mgkg'dia  32.96x1 .68 36.50£1.06°  3.54+1.23
Tratamento Continuo-1 Smgkg'dia 32462226 362 44 3.54+035

* Estatisticamente significativo quando comparados ao grupo controle negative (ANOVA e Tukey p<0.05)
* Estatisticamente significativo quando comparados peso inicial e final de cada grupo (ANOVA e Tukey p<0.05)

3.2. Peso dos 6rgaos

Na tabela 2, estdo representados os valores médios do peso absoluto, expressos em
gramas, dos orgéos coletados dos animais. A andlise estatistica indicou diferenga significativa
para 0 peso médio absoluto do pancreas dos animais do grupo de pré-tratamento e de pos-
tratamento submetidos a concentracdo de 0.5 mg/kg/dia, quando comparados ao grupo CN.
Os demais Orgaos ndo apresentaram diferencas significativas, quando comparadas com o

grupo CN.
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Na tabela 3, estdo representados 0s pesos, médio relativo, expressos em gramas dos
6rgdos dos animais. Foram observados resultados estatisticamente significativos para o
pancreas nos mesmos grupos que apresentaram diferencas para o peso absoluto destes 6rgaos,
(grupos de pré-tratamento e o0 grupo de pdés-tratamento concentracdo de 0.5 mg/kg/dia),
quando comparados ao grupo CN. Esses dados comprovam a existéncia de diferencas de peso
deste orgao.

Em estudo realizados por Grant et al. (1988), foram observados resultados similares
de hiperplasia de péncreas em ratos alimentados com proteina da soja. A hipertrofia
pancreatica é frequentemente reportada em experimentos com animais de laboratério, que
foram expostos a inibidores de protease, embora ndo haja evidéncias desses efeitos deletérios
para seres humanos (DESHPANDE; NIELSEN, 1987). Os resultados obtidos neste trabalho
corroboram os dados de Grant et al., (1988), pois L. albus contétm em suas sementes
inibidores de protease capazes de inibir a atividade da tripsina.
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3.3. Avaliacdo dos efeitos dos extratos de L. albus nos niveis de colesterol e glicemia do
soro dos camundongos experimentados
3.3.1. Avaliacéo dos efeitos Glicémicos

Na tabela 4 estdo representados os resultados da analise de indice glicémico. Os
grupos de tratamento simultaneo, nas duas concentracdes testadas (0.5 mg/kg/dia e 1.5
mg/kg/dia), de pos-tratamento e de tratamento continuo (concentracdo de 0.5mg/kg/dia),
apresentaram resultados estatisticamente significativos, em relagéo aos resultados observados

no grupo CN, apresentando um efeito hiperglicémico.

3.3.2. Avaliacéo dos efeitos Colesterolémicos
3.3.2.1. Colesterol total

Na analise dos niveis de colesterol total, o Unico grupo experimental que apresentou
resultado estatisticamente significativo, em relacdo ao controle, foi o grupo de pré-tratamento,
concentracdo 1.5 mg/kg/dia. Porém, observando os resultados obtidos nos grupos
experimentais, todos eles apresentaram resultados inferiores ao grupo CN, nos mostrando que
o0s extratos de L. albus tem potencial anticolesterolémico, podendo, assim, manter os niveis de
colesterol total dentro da normalidade, ou até promovendo uma diminuicdo destes niveis.
Pelos indicios anticolesterolémicos observados, seria interessante avaliar outras concentragdes
do extrato de sementes de L. albus, para estabelecer uma relagéo concentracdo/efeito para esta

planta.

3.3.2.2. HDL-Colesterol

Embora os niveis de HDL-colesterol dos tratamentos realizados com os extratos de
L. albus ndo foram estatisticamente diferentes do resultado do grupo CN, podemos considerar
que os extratos de L. albus, nestas condi¢bes experimentais, apresentaram resultados
positivos, pois conseguiu manter a lipoproteina LDL dentro da normalidade, sem sofrer

interferéncia da DMH.

3.3.2.3. LDL-Colesterol

Os niveis de LDL-colesterol ndo mostraram diferencas significativas entre o CN e 0s
demais tratamentos realizados neste trabalho. Porém, podemos observar que, com excecdo do
grupo de pré-tratamento, todos os demais grupos testados apresentam resultados abaixo dos
observados para o CN. Estes dados sdo importantes pois indica que o extratos L. albus

conseguiu manter a lipoproteina LDL dentro da normalidade.



Artigo 2 86

3.3.2.4. Triglicérides

As analises bioquimicas de triglicerideos mostraram que ndo foram observadas
diferencas significativas entre os resultados dos animais do grupo CN e dos grupos
submetidos aos diversos tratamentos utilizados com extratos das sementes de L. albus.
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Sirtori et al., (2004) mostraram que isolados proteicos de L. albus reduziram o0s
niveis de colesterol LDL e triglicerideos de ratos e de celulas HepG2, aumentando a atividade
do receptor LDL. Como 0s nossos dados também mostram uma diminuicdo dos niveis de
colesterol, induzida pelos extratos das sementes de L. albus, podemos inferir que esses
extratos podem atuar na prevencdo da hipercolesteromia, quando usado de forma cronica.
Observamos ainda que até quando o organismo € submetido & acdo do agente carcinogénico

(DMH) o extrato ainda pode ser capaz de melhorar os niveis de colesterol.

3.4. Avaliacéo do potencial carcinogénico dos extratos de L.albus, avaliados por meio de
FCA no célon dos camundongos experimentados.

Na tabela 5, estdo apresentados os dados brutos da analise de FCA. Pelos resultados
da analise do potencial carcinogénico de L. albus no c6lon de camundongos tratados,
representados em FCA menores ou igual a 3 focos e maiores que 3 focos (3 < FCA > 3),
podemos observar resultados significativos estatisticamente em relacdo ao CN, para o grupo
de tratamento continuo (concentracdo de 1.5 mg/kg/dia) que apresentou 45 FCA < 3, quando

comparados ao grupo CN.

Tabela 5: Avaliacdo do potencial carcinogénico do extrato de
L. albus sob o colon dos animais tratados

Grupos Totalde FCA =23 =3
Controle Negativo (CIN) 3 300
Controle Positivo (CP) 44 39" 5
Pré-Tratamento-0 Smg/kg/dia 28 27 1
Pré-Tratamento- 1 Smg/'kg/dia 6 6 0
Tratamento Simultaneo-0_Smg/lkg/dia 39 38 1
Tratamento Simultaneo-1.5mg'kg/dia 56 51 5
Pos-Tratamento-0 Smg/kg/dia 26 22 4
Pos-Tratamento-1 Smg/kg/dia 36 34 2
Tratamento Continuo-0_5mg'kg/dia 36 34 2
Tratamento Contitmo-1 Smg'kg/dia 47 457 2

Eesultados apresentados em total de FCA = 3 focos e =3 focos
¥ estatisticamente significativos (ANOVA e Tukey < 0.05)
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3.5. Avaliacdo do potencial anticarcinogénico e quimiopreventivo dos extratos de L.
albus avaliados por meio de FCA no colon dos camundongos experimentados

Na andlise do potencial anticarcinogénico e quimiopreventivo, representados em
total de FCA, e porcentagem de reducéo de danos (% RD), apresentamos na tabela 6, o grupo
de pre-tratamento, na concentracdo de 0.5 mg/kg/dia, apresentou percentual de 39% de RD e
na concentracdo de 1.5 mg/kg/dia apresentou 82% de RD. O grupo de tratamento simultaneo,
na concentracdo de 0.5 mg/kg/dia, apresentou taxa de RD de 12.2% e, na concentracdo de 1.5
mg/kg/dia, apresentou resultado de -29.2%. O grupo de pés-tratamento na concentracdo de
0.5 mg/kg/dia apresentou 44% de RD, na concentracdo 1.5 mg/kg/dia apresentou RD de
19.5%. O grupo de tratamento continuo na concentracdo de 0.5 mg/kg/dia apresentou RD de
20% e na concentracéo de 1.5 mg/kg/dia apresentou -7.31% de RD.

Diante dos resultados obtidos, pudemos observar que os grupos de pré-tratamento e
pos-tratamento, apresentaram reducdo de danos para ambas as concentracdes testadas, para o
pré-tratamento o extrato de L. albus foi mais eficaz em reduzir os danos causados pela DMH
na maior concentracdo (1.5 mg/kg/dia). J& o grupo de pos-tratamento foi mais eficaz na menor
concentracdo (0.5 mg/kg/dia). Por estes resultados podemos inferir que nestas condi¢des, 0s
extratos de L. albus parecem ser mais eficientes para a prevencdo de neoplasias colorretais
induzidas pela DMH na maior concentragdo, tendo grandes chances de ser um
quimiopreventivo e/ou anticarcinogénico de céancer de colon. Porém quando o dano é
ocasionado pela DMH, o extrato de L. albus, apresenta uma maior eficiéncia de reparo para a
menor concentracdo (0.5 mg/kg/dia), embora, L. albus promova uma reducdo de danos em
ambas as concentragdes, podendo entdo ser utilizado como adjuvante em tratamentos de
cancer, onde os pacientes recebam algum quimioterapico com potencial carcinogénico.

Nos grupos de tratamento simultineo e tratamento continuo a concentracéo de 0.5
mg/kg/dia apresentou resultados positivos para reducdo de danos, enquanto que a
concentracdo maior de 1.5 mg/kg/dia apresentou resultado negativo para este parametro, o
que pode significar que o extrato de L. albus para esta concentragdo ndo agiu como
quimiopreventivo e/ou anticarcinogénico, pois ele induziu FCA quando comparado ao grupo
CP, o que indica que o extrato de L. albus, na concentragcdo de 1.5 mg/kg/dia pode induzir

proliferacdo de FCA.



Artigo 2 90

Tabela 6: Avaliacdo do potencial anticarcinogénico do extrato
de L. albus nos colon de animais tratados

Grupos Total de FCA %RD
Controle Negativo (CIN) 3
Controle Positivo (CP) 44 -
Pré-Tratamento-0_ Smg/kg/dia 28 39%
Pré-Tratamento- 1 Smg/'kg/dia ) 82%
Tratamento Simultaneo-0 5mg'kg/dia 39 12.2%
Tratamento Simultaneo-1 3mg'kg/dia 56 -29.2%
Pos-Tratamento-0 Smg'kg/dia 26 44%
Pos-Tratamento-1_ Smg'kg/dia 36 19.5%
Tratamento Continuo-0_5mg'kg/dia 36 20%
Tratamento Contitmo-1 Smg'kg/dia 47 -7.31

Representado em porcentagem de reducéo de danos (“eRD)

Numa analise geral, os extratos de menor concentracdo (0.5mg/kg/dia) foram mais
eficientes para reduzir os danos induzidos pela DMH, e o de maior concentracdo
(1.5mg/kg/dia) foi mais eficaz na prevengdo dos danos induzidos pela DMH, como pode ser
visto pelo o ensaio de FCA. Sendo assim, podemos dizer que L. albus foi capaz de prevenir e
reduzir a carcinogénese de colon nas duas concentracfes testadas, com melhor resposta
(tirando o grupo de pré-tratamento) para a concentracdo menor. Essas respostas podem ter
sido desencadeadas pelos componentes quimicos de L. albus, que podem ter acdo na
prevencdo de lesGes no intestino dos camundongos, tanto por desmutagénese como por
bioantimutagénese. A prevencdo dos danos pelos extratos de L. albus, pode ser devido a
presenca de fibras que adsorvem os ions de carbono, impedindo assim sua acao deletéria, ou
porgue o extrato contém substancias capazes de modular as enzimas envolvidas no reparo dos
danos causados pela DMH.

Em roedores, a administragdo da DMH desencadeia uma reacdo inflamatoria leve e
um aumento da proliferacdo celular na mucosa do célon (KRUTOVSKIKH; TUROSOV,
1994). Sua aplicacdo sucessiva resulta na proliferacdo celular continua e consequentemente,
em um aumento do namero de células em fase de sintese de DNA (DESCHNER, 1978).
Desta forma, had uma hiperplasia progressiva das criptas e a hipertrofia da mucosa
(WIEBECKE et al., 1973; RICHADS, 1977), efeitos estes que podem culminar na formacéo
de lesBes pré-neoplésicas que poderiam evoluir para tumores de colon e reto. No entanto,
como os extratos de L. albus tem a propriedade de reduzir, indiretamente, esta atividade
inflamatoria apresentam entdo uma capacidade anticarcinogénica, diretamente relacionada a

inflamagéo na mucosa intestinal.
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Como citado acima, a ac¢do anticarcinogénica dos extratos de L. albus pode ser
devido a presenca das fibras insolUveis neste extrato, especificamente dos oligossacarideos,
como descrito por Feldheim (1994). Os componentes das fibras insollveis ndo séo absorvidos
pelo organismo, permanecendo no intestino grosso, onde servem como fonte de carboidrato
para as bactérias intestinais (PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002). Esses oligossacarideos
acabam tendo acao estimulatoria sobre as bifidobactérias, que sdo bactérias com capacidade
moduladora da expressdo da apoptose, evento este anticarcinogénico (REDDY, 1999). Assim,
as fibras podem propiciar uma competicdo benéfica na microflora residente no intestino,
devido a estimulacdo especifica dessas bifidobactérias, que, diferentemente das outras
bactérias intestinais, produzem pouca ou nenhuma enzima B-glicuronidase. Esta enzima atua
ativando metabdlitos gliconorideos de contaminantes alimentares e aminas heterociclicas
(POOL-ZOBEL et al., 2002; HAULY; MOSCATTO, 2002). Desta forma, a diminuicdo desta
enzima reduz a metabolizacdo destes compostos carcinogénicos, como € o caso da DMH
utilizada neste estudo.

No figado, a DMH, sofre metabolizacdo por hidrélise se transformando em
metilazoximetano, que é conjugado com o acido B-glicurénico e levado até a luz intestinal,
agindo sobre a B-glicuronidase bacteriana, que libera o azoximetano, um metabdlito ativo da
DMH (LAMONT; O’GORMAN, 1978). As bifidobactérias, como dito acima, produzem
pouca ou nenhuma enzima [-glicuronidase (POOL-ZOBEL et al.,, 2002; HAULY;
MOSCATTO, 2002). Assim, os oligossacarideos, por competi¢do, levam a diminuicdo da
metabolizacdo da droga indutora de danos e, consequentemente, a uma regressdo da
carcinogenicidade presente na mucosa colorretal. Outro mecanismo adjuvante, € que esta
competitividade da flora bacteriana faz com que as bactérias produtoras de outras enzimas
metabolizadoras de pro-carcindgenos tenham seu crescimento diminuido, reduzindo a
presenca destas enzimas na mucosa colorretal e, por conseguinte, a carcinogenicidade
(HAULY; MOSCATTO, 2002).

As propriedades antimutagénicas e anticarcinogénicas parecem estar associadas com
modificacfes benéficas sobre o sistema de biotransformacdo hepatica (CAVIN et al., 2002;
HUBER et al., 2003). A quimioprevencéo seria a capacidade de alguns agentes modularem a
mutagenicidade e/ou a carcinogénese. Quando estas agem interferindo sobre a mutagénese,
sdo considerados antimutagénicos e quando interferem nos processos da carcinogénese, de
anticarcinogénicos (DASHWOOD, 2002). As propriedades antimutagénicas e
anticarcinogénicas de uma substancia podem ser decorrentes da sua capacidade de bloguear o

inicio do processo neoplasico, deter ou reverter a progressdo das células iniciadas para
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fenotipos malignos, ou ocorrer por diferentes mecanismos que incluem reducdo da
intoxicacdo por metabolitos carcinogénicos e/ou aumento da desintoxicacdo (CHEN; KONG,
2004).

Atualmente, tem sido dada uma especial atencdo para a identificagdo do potencial
quimioprotetor de compostos naturais sobre danos induzidos no DNA. Knasmuller et al.
(2002) estimaram que nos ultimos 20 anos, aproximadamente, 25.000 artigos foram
publicados na area de anticarcinogénese e que mais de 80 % dos agentes estudados eram de
origem vegetal, utilizados na dieta ou com propdsitos medicinais. Assim, compostos com
atividade anticarcinogénica, presentes em produtos de origem natural e que sejam de féacil
obtencdo, sdo de grande relevancia para a saude publica e uma alternativa interessante para

ser usada com o intuito de reduzir as taxas de neoplasias (SUAEYUN et al., 1997).

3.6. Avaliacdo dos efeitos dos extratos de L. albus sobre células sanguineas dos
camundongos experimentados durante os periodos de recuperacao

Mesmo quando ocorre uma atividade anticarcinogénica, podem ser observadas les6es
gendmicas nos organismos. Uma possibilidade de protecdo do organismo para estes eventos,
seria a destruicdo das células, responsaveis por esse processo. A distingdo das células
malignas poderia ser feita, entdo por linfocitos, que séo células da linhagem branca do sangue,
responsaveis pelo sistema de defesa do organismo. Assim, em nosso estudo, foi dada uma
atencdo especial a contagem diferencial de leucdcitos, para avaliar a resposta dos extratos de
L. albus em células sanguineas nos periodos de recuperacdo dos tratamentos.

Pela andlise diferencial dos leucdcitos, realizada neste trabalho, podemos observar
que os extratos das sementes de L. albus ndo levaram a grandes alteragcdes na constitui¢cdo
sanguinea da série branca em relacdo ao CN. Porém, foi observado que, de acordo com o0s
valores de referéncia para linfécitos, houve alteragdo dos indices para 0s ensaios de
recuperacdo de 24 horas para 0 pOs-tratamento e tratamento continuo (concentragdes
maiores). A contagem de neutrofilos mostrou que houve discrepancia dos valores de
referéncia para todos os grupos da coleta de 24 horas. O tratamento de 48 horas mostrou que a
maioria dos ensaios apresentou valores inferiores aos de referéncia, com excecdo do pré-
tratamento, tratamento simultaneo, e tratamento continuo (concentracdo maior) e poés-
tratamento (cencentracdo menor). Para a analise de 72 horas, também registramos
porcentagens de neutrdfilos inferiores aos valores de referéncia, com excecdo para o
tratamento simultdneo e tratamento continuo (menor concentracdo) e pré-tratamento

(concentracdo maior). Para a contagem de monadcitos foi observada uma alteracao, para todos
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0s ensaios de 24, 48 e 72 horas inclusive para o0 CN. Assim, pela comparagdo dos valores em
relacdo ao controle houve diferenca apenas para o pos-tratamento (coleta de 24 horas-
concentracdo maior); pré-tratamento (48 horas- concentragdo menor) e para tratamento
continuo (48 horas- menor concentracdo). Para a contagem dos eosindfilos e basofilos ndo foi
observado valor fora do valor de referéncia, para nenhum dos individuos tratados com o0s
extratos de L. albus.

Os leucocitos desempenham um papel de defesa do organismo e cada subtipo é
responsavel por funcbes especificas que, em conjunto, estruturam o sistema imune. Os
linfocitos compreendem de 70 a 80% da contagem diferencial de leucécitos em camundongos
(HEDRICH, 2004; WEISS; WARDROP, 2010). Os mondcitos sdo responsaveis pela
fagocitose e destruicdo de agentes invasores, sendo, por exemplo, a aderéncia dos mondcitos a
superficie bacteriana a primeira etapa da ativacdo da resposta imunologica (BRANDT et al.,
2003). Os neutrdfilos sdo células responsaveis por fagocitar e destruir bactérias e fungos,
presentes como resposta a processo inflamatério agudo (VALDERS; FIBBE, 2005). Os
eosinofilos desempenham um papel importante na mediacdo de respostas inflamatorias
associadas a alergias, defesa contra parasitas e neoplasias. Essas células apresentam
propriedades toxicas em testes in vitro ttm a capacidade de destruir protozoarios e células
tumorais (SANDERSON, 1992). Os basofilos sdo celulas efetoras de reacbes a
hipersensibilidade imediata, como asma, rinite alérgica e urticaria (GALLI, 1993).
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Frente a essas consideracdes, verifica-se que o extrato de L. albus foi eficiente em
promover imunomodula¢do com consequente aumento dos parametros celulares que podem
estar, direta ou indiretamente, relacionadas a retirada de células com instabilidade genémica
do organismo dos camundongos. Sendo assim, pela presente avaliacdo hematoldgica,
podemos observar que houve um aumento significativo de mondcitos para 0s grupos tratados
com extratos de L. albus, bem como de eosindfilos para alguns grupos. Desta forma, podemos
considerar que ocorreu uma modificagdo na resposta imunologica, frente a proliferacdo de
células com possiveis lesbes no DNA causadas pela DMH. Pelos nossos resultados os
componentes dos extratos de L. albus podem favorecer o aumento da fagocitose e a
eliminacdo de células iniciadas do processo de instabilidade genética e, por consequente,
reduzir as possibilidades de progressdo do cancer. Podemos inferir ainda que L. albus pode se
caracterizar em um excelente quimiopreventivo de carcinogénese de colon, corroborando os

resultados encontrados no ensaio de anticarcinogenicidade de célon.

4. CONCLUSAO

No presente trabalho observamos que os extratos de L. albus ndo apresentaram
eficiéncia na redugdo dos niveis glicémicos, quando os animais foram submetidos também ao
agente carcinogénico DMH. Foi observado ainda em efeito contrario, onde os individuos que
receberam tratamento com extratos apresentaram uma hiperglicemia, com excecdo do pré-
tratamento (concentracdo de 0.5mg/kg/dia), que apresentou indices normais de glicose. Para
o0s niveis de colesterol, o extrato mostrou um melhor resultado para os grupos de tratamento
simultaneo (concentracdo de 1.5mg/kg/dia) e pré-tratamento (concentracdo de 0.5mg/kg/dia)
indicando que o extrato de L. albus, quando administrado juntamente com a DMH, apresenta
um efeito benéfico e é dose-dependente. Quando o extrato foi administrado apds a exposicdo
na concentracdo menor ele se mostrou mais eficiente em conseguir manter os niveis de
colesterol dentro da normalidade.

Na anélise das lesbes colorretais induzidas pelo carcinbgeno DMH, os resultados
obtidos demonstraram que o0 0s extratos contribuiram para a reorganizagdo morfolégica do
epitélio intestinal, reduzindo a formacdo de FCAs. Sendo assim, podemos dizer que o extrato
de L. albus agiu de maneira quimiopreventiva, pois conseguiu reverter e/ou inibir a
progressdao das lesbes pré-neoplasicas (FCA) e, consequentemente, prevenir 0
desenvolvimento do cancer colorretal. Nas andlises da resposta das células sanguineas, 0s
extratos de L. albus induziram um aumento de mondcitos, componente do sangue capazes de

proteger o organismo de agressdes ao DNA, eventos estes comuns na carcinogénese.
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RESUMO

O uso de plantas medicinais € uma pratica muito antiga e utilizada pela maioria dos povos de
todo o mundo. Lupinus albus, conhecido popularmente como tremogo branco, vem sendo
utilizado como fitoterapico pelo uso popular de suas sementes cruas. Embora descrito na
literatura que suas substancias isoladas tém potencial antiglicémico e controlador dos niveis
de colesterol, ndo se tem qualquer informacdo cientifica sobre efeitos toxicos, citotdxicos
genotoxicos e mutagénicos dos componentes quimicos de suas sementes. As plantas
medicinais podem representar sérios riscos a saude, principalmente quando ndo se conhecem
seus efeitos adversos, tampouco as suas propriedades quimicas e farmacoldgicas. Plantas com
atividades biologicas, embora continuem sendo utilizadas pela populacdo, precisam ser
melhores estudadas, pois podem apresentar propriedades antibioldgicas e, assim comprometer
a salde do usuario. A planta L. albus apresenta muitos compostos toxicos, como os alcaloides
quinolizidinicos e as lectinas que, se ingeridos em excesso, podem comprometer as atividades
celulares e consequentemente o organismo, como um todo. Em estudo anterior pudemos
evidenciar através de ensaios fitoquimicos por meio de cromatografia gasosa a presenca da
lupanina, um alcaloide conhecido pela sua acdo carcinogénica para rins, pulmdes e figado.
Também foi possivel evidenciar acidos graxos, além de na literatura encontrar descri¢cdes de
altas porcentagens de fibras insollveis. Por isso, esta planta deve ser melhor avaliada,
inclusive quanto ao seu potencial antimutagénico, para possivel uso em enfermidades ou para
auxiliar na prevencdo de doengas. Na medicina popular, sdo utilizadas, para fins terapéuticos,
3 sementes cruas ao dia, porém em nossos estudos testamos também uma quantidade de
sementes equivalente a 9 sementes ao dia, para simular uma super dosagem dos componentes
destas sementes. O objetivo deste trabalho foi avaliar, os possiveis efeitos toxicos, citotoxicos,
genotdxicos e antigenotdxicos, mutagénicos e antimutagénicos do L. albus, por meio de
ensaios de MN em medula 6ssea de camundongos da espécie Mus musculus. Foi possivel
observar efeito genotoxico e mutagénico no uso crénico, para a concentracdo equivalente a 9
sementes ao dia, no protocolo de antigenotoxicidade e antimutagenicidade foi possivel
observar efeitos benéficos para as duas concentracOes testadas. Porém, foi encontrado em
analise macroscopica dos 6rgdos, tumores no figado e nos rins do grupo tratado sub-cronico,
no pulmao do grupo pré-tratado, nos rins do grupo tratado simultaneamente e no figado do
grupo poés-tratado com L. albus.

Palavras-chave: Extrato vegetal; Tremoco branco; Microndcleo; Eritrdcitos policromaticos;
Eritrécitos normocromaticos; Tumorigénese.
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ABSTRACT

The use of medicinal plants is a very ancient practice and used by most people around the
world. Lupinus albus, white lupine popularly known as, has been used as herbal medicine for
the popular use of its raw seeds. Although described in the literature that its isolated
compounds have potential antiglicémico controller and cholesterol levels, do not have any
scientific information on toxic effects of cytotoxic genotoxic and mutagenic chemicals from
its seeds. Medicinal plants can pose serious health risks, especially when there are no known
adverse effects, nor their chemical and pharmacological properties. Plants with biological
activities, although still being used by the population, need to be better studied, because they
can have properties antibiologicas and thus compromise the health of the user. The plant L.
albus has many toxic compounds such as lectins and quinolizidine alkaloid, if ingested in
excess, can compromise cellular activities and hence the organism as a whole. In a previous
study we observed through testing phytochemicals by gas chromatography lupanine the
presence of an alkaloid known for its carcinogenic action for kidneys, lungs and liver. It was
also possible to demonstrate fatty acids, plus find descriptions in the literature of high
percentages of insoluble fiber. Therefore, this plant should be better evaluated, including
regarding their antimutagenic potential for possible use in diseases and to help prevent
disease. In folk medicine, are used for therapeutic purposes, three raw seeds per day, but our
studies also tested in a quantity of seed to seed equivalent to 9 days, to simulate an overdose
of the components of these seeds. The aim of this study was to evaluate the possible toxic
effects, genotoxic and antigenotoxic, mutagenic and antimutagenic L. albus by testing MN in
bone marrow of mice of the species Mus musculus. It was observed genotoxic and mutagenic
in chronic use, for the concentration equivalent to 9 seeds per day, the protocol
antigenotoxicity and antimutagenicity was observed beneficial effects for the two
concentrations tested. However, macroscopic examination was found in the organs, tumors in
the liver and kidneys from the group treated sub-chronic lung in the group pretreated group
kidney and liver simultaneously treated group post-treated with L. albus.

Keywords: plant extract, white lupine, micronucleus, polychromatic erythrocytes;
normochromatic erythrocytes; Tumorigenesis.
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INTRODUCAO

Apesar da ampla utilizacdo das plantas medicinais pela populacdo, devido a um
conceito ja estabelecido de inocuidade (FONSECA, 2008), sdo encontradas poucas
informacOes sobre os constituintes quimicos e riscos que certas plantas representam para a
saude humana (BJELDANES; CHANG, 1977; WEISBURGER, 1979; GOGGELMANN;
SCHIMMER, 1986). Muitas das plantas utilizadas na mdecina popular podem apresentar
substancias quimicas com potencial mutagénico e ou carcinogénico (AMES, 1983;
KONSTANTOPOULOU et al., 1992; TAVARES, 1996), efeitos estes suficiente para
restringir 0 seu uso na terapéutica. Muitas plantas utilizadas pela populagdo, além de
apresentar propriedades farmacoldgicas, podem, simultaneamente, causar alteracbes no DNA
(MARQUES et al., 2003).

Lupinus albus, conhecido como tremoco branco, é uma planta anual, herbécea,
adaptada a climas temperados e subtropicais, pertencente a familia Fabaceae (AGRO PASTO
SEMEAR; LUP INGREDIENTS). Dentre 0s muitos componentes nutricionais encontrados
nas sementes desta planta, estdo alcaloides quinolizidinicos (QAs), como a lupanina,
esparteina, lupinina, isolupanina, angustifolina e L-17-hidroxilupanina, sendo o0s dois
primeiros considerados 0s mais toxicos e o Gltimo, aproximadamente, dez vezes menos toxico
que os primeiros (SILVA et al., 1991; SALDANA et al., 1998).

Os estudos de genotoxicidade e mutagenicidade com plantas medicinais tém crescido
com o aumento do seu uso terapéutico e pelo o interesse em comprovar a eficacia de suas
propriedades farmacoldgicas (JIMENEZ et al., 2005).Um composto é definido como
genotdxico quando tem a habilidade de alterar a molécula de DNA e transmitir essa alteracéo
a descendéncia. Sendo assim, as alteracGes que perturbam o genoma, sejam elas mutagénicas
ou ndo, sdo consideradas genotdxicas (FAIRBAIRN et al., 1995). MutacGes em células
somaticas podem estar envolvidas na patogenicidade de algumas doencas cronicas
degenerativas, tais como as cardiovasculares, neurodegenerativas, além dos processos de
carcinogénese (DE FLORA et al., 1996; ANDREASSI et al., 2000; ARUOMA, 2003, ROSS;
MARGOLIS, 2005).

As propriedades de muitos principios ativos de plantas podem ter acdo sobre o
material genético de outros organismos. Assim, ha um interesse atual de se avaliar, além das
propriedades mutagénicas destes compostos, as suas propriedades antimutagénicas (BARRAI
et al., 1992; KAREKAR et al., 2000; SILVA, 2008). Alguns estudos tém demonstrado a

presenca de compostos naturais com potencial antimutagénico e ou anticarcinogénico
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(LOHMAN et al., 1991). O termo antimutagénese esta relacionado com a capacidade de
reducdo da frequéncia ou da taxa de mutacGes espontaneas ou induzidas, independentemente
dos mecanismos envolvidos (WATERS et al., 1996). Os mecanismos de acdo antimutagénica
sdo classificados em duas categorias: desmutagénese e bio-antimutagénese. Na
desmutagénese, 0s agentes protetores, ou antimutagénicos, sdo capazes de inativar um agente
mutagénico por acdo direta, seja ela quimica ou enzimatica, apds o processo de metabolismo
ou, até mesmo, pelo sequestro ou adsor¢do de agentes mutagénicos e radicais livres,
impedindo sua ligacdo ao DNA (KADA; SHIMOI, 1987; FERGUSON, 1994; DE FLORA,
1998). Na bio-antimutagénese, os antimutagénicos atuam como moduladores do reparo e da
replicacdo do DNA, agindo em nivel celular aumentando a fidelidade na replicacdo,
estimulando o reparo livre de erro ou ainda inibindo os sistemas de reparo sujeitos a erro
(HARTMAN; SHANKEL, 1990; DE FLORA, 1998; SIMIC et al., 1998; OLIVEIRA et al.,
2006).

H& um crescente interesse na descoberta de compostos com atividade
antimutagénica, uma vez esses que agentes antimutagénicos podem ser empregados para a
prevencdo da formacdo de metabdlitos mutagénicos, inativacdo de agentes mutagénicos, por
meio de enzimas ou componentes celulares dos tecidos, neutralizacdo de lesdes pré-
mutagénicas e modulacdo dos mecanismos que aumentam a inativagdo metabodlica de
compostos mutagénicos (CHEN; YEN, 1997; YANG et al., 2000). Considerando que o0s
agentes mutagénicos estdo intrinsecamente ligados a carcinogénese (BUTTERWORTH,
2006), e cada vez mais necessaria a identificacdo de agentes que possam inibir possiveis
mutagdes (SIMIC et al, 1998).

Como as sementes de L. albus sdo consumidas cruas pela populagdo, como adjuvante
dos niveis de colesterol e glicemia e, sabendo dos constituintes quimicos, como os alcaloides
quinolizidinicos (QAS) presentes na planta quando consumida crua, este trabalho teve por
objetivo avaliar os seus efeito genotdxicos e mutagénicos assim como seu possivel efeito

antigenotoxico e antimutagénico, sob medula 6ssea do camundongo Mus musculus.

2. MATERIAL E MEDODOS

2.1. Material

2.1.2. Material vegetal

2.1.2.1. Obtencédo do Material Vegetal
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Sementes da espécie L. albus (tremogo branco), adquiridas em comércio de graos
destinados a alimentacdo humana, foram utilizadas para a preparacdo de extratos aquosos, a

serem testados em ensaios realizados com o organismo teste camundongos Mus musculus.

2.1.3. Agentes Quimicos

O agente quimico utilizado para inducdo de microndcleo, nos grupos controle
positivo e nos ensaios de mutagenicidade e antimutagenicidade, foi a 1,2-dimetilhidrazina
(DMH; Sigma®, CAS: n° 306-37-6) na concentracdo de 20mg/kg, diluida em solugdo de
EDTA (0,37mg/ml). A solucéo foi administrada aos animais por via intraperitoneal (i.p), na

proporcdo de 0,1ml/10g de peso corpéreo (p.c).

2.1.4. Animais Experimentais

Foram utilizados, para cada tratamento, camundongos machos (n=5) da espécie Mus
musculus, linhagem Swiss, com peso inicial aproximado de 30 gramas, provenientes da
empresa ANILAB®. Os animais permaneceram por todo periodo experimental no biotério da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP)- Campus de Rio Claro,
Instituto de Biociéncias. A temperatura do ambiente foi mantida a 22+2°C e umidade relativa
do ar a 55+5%, em ciclo claro e escuro de 12 horas. Os animais receberam agua mineral e
racdo Nuvital® ad libitum, por todo periodo experimental. Os procedimentos experimentais
foram realizados de acordo com os principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA) e com a aprovagdo do Comité de Etica em Uso animal (CEUA) do
IB/JUNESP-Rio Claro.

2.1.4.1. Eutanésia dos animais

Neste experimento, 0s animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, sem a
utilizacdo de meios analgésicos, devido ao fato da eutanasia quimica poder interferir na
fidelidade dos resultados (EVRARD, 1997; PECAUT, 2000)

2.2. METODOS
2.2.1. Preparo dos extratos aquosos de L. albus

Sementes de L. albus foram trituradas em liquidificador, até ficarem com aspecto de
farinha. A farinha obtida foi misturada a 4gua e essa solugdo foi submetida a homogenizacéao
em “mixer”, por 1 minuto, para o preparo do extrato aquoso, nas concentracoes de 0,5 mg/kg

e 1,5 mg/kg. A preparacdo das farinhas foi realizada semanalmente e os extratos foram
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preparados sempre no momento da administracao para os camundongos. Uma vez que extrato
aquoso é suscetiveis a degradacdo e a contaminagdo microbiana, inerente a solucGes aquosas
(SIMOES, et al., 2004). As administragdes dos extratos aos camundongos foram feitas pelo

método de gavagem, na proporc¢éo de 0,1ml/10g de peso corporeo (p.c).

2.2.2. Delineamento Experimental

Os experimentos com 0s camundongos foram realizados com duas diferentes
concentragdes do extrato aquoso de L. albus (0,5 mg/kg/dia e 1,5 mg/kg/dia), que equivalem,
proporcionalmente, a 3 sementes/dia e a 9 sementes/dia para uso humano, devidamente
adaptado para o peso dos camundongos. Os ensaios foram realizados separadamente, para
cada uma das concentragdes. Os animais foram subdivididos em oito diferentes grupos
experimentais: um grupo controle negativo; um controle positivo e 0s seis diferentes grupos
tratados com extrato aquoso de L. albus (tratamento sub-crénico, tratamento crénico, pré-
tratamento, tratamento simultaneo, pos-tratamento e tratamento continuo). Para cada um dos
diferentes ensaios e concentra¢fes, foram expostos cinco animais. Os animais foram
submetidos ao tratamento por 12 semanas seguido de periodos de recuperacédo de até 72 horas,

conforme protocolo sugerido por Mauro et al. (2008), e descrito no item 2.2.2.1.

2.2.2.1. Grupos Controles
2.2.2.1.1. Grupo de Tratamento Controle Negativo

Neste grupo, 0s animais receberam, durante as primeiras quatro semanas de
experimentacdo, 0,1ml/10g de peso corpdreo (p.c) de &gua mineral. Apds essas quatro
semanas, oS animais receberam quatro doses de solugcdo de EDTA (0,37 mg/ml), sendo
0,1ml/10g p.c por semana (para provocar 0 mesmo estresse dos animais que receberam o
agente indutor de mutagenicidade - DMH), e nas ultimas quatro semanas receberam,
diariamente agua mineral. Por todo o periodo experimental, os animais foram tratados com
4gua mineral e racdo Nuvital® ad libitum. Completado as 12 semanas e as 72 horas de
recuperacdo, foi coletado o sangue periférico para analise bioquimica da glicemia e colesterol
total, LDL, HDL e triglicérides. Apos realizacdo da eutanasia por deslocamento cervical, foi
coletada a medula 6ssea do fémur dos animais, para a realizacdo do ensaio do microndcleo
(MN). Por meio deste teste, foram avaliados potenciais efeitos genotoxicos, citotoxicos,
mutagénicos, antigenotoxicos e antimutagénicos. Aléem da medula 6ssea do fémur, também

foram coletados e pesados todos os 6rgdos dos individuos experimentados que foram
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observados macroscopicamente, para avaliacdo de possiveis alteracbes da coloracdo e da

possivel presenca de tumores. Os 6rgdos foram devidamente armazenados.

2.2.2.1.2. Grupo de Tratamento Controle Positivo

Neste tratamento, os animais receberam, durante as quatro primeiras semanas,
apenas, agua mineral. Nas quatro semanas seguintes, receberam quatro doses de DMH, sendo
administrada uma dose por semana, na concentragdo de 20 mg/kg. Nos demais dias deste
periodo foi administrado d&gua mineral, até completar 12 semanas de tratamento e 72 horas de
recuperacdo. A alimentacdo, eutanasia e as coletas ocorreram conforme descrito no item
2.2.2.1.1.

2.2.2.2. Grupo de Avaliacao da Citotoxicidade, Genotoxicidade e Mutagenicidade
2.2.2.2.1. Tratamento sub-croénico

Neste tratamento, 0s animais receberam agua mineral nas quatro primeiras semanas,
extrato de L. albus + EDTA nas quatro semanas subsequentes e dgua mineral nas quatro
Gltimas semanas. Apds 12 semanas de tratamento e 72 horas de recuperacdo, 0s animais
foram eutanasiados. As coletas de todo material de investigacdo foi feita como descrito no
item 2.2.2.1.1.

2.2.2.2.2. Tratamento crénico

Os animais receberam os extratos de L. albus, diariamente, durante todo periodo
experimental, porém da 5° a 8° semanas receberam também EDTA. Apds as 12 semanas de
tratamento e 72 horas de recuperacdo, os animais foram eutanasiados. As coletas ocorreram

como descritas no item 2.2.2.1.1.

2.2.23. Grupo de avaliagio da antigenotoxicidade, antimutagenicidade e
anticarcinogenicidade do L. albus
2.2.2.3.1. Grupo de Pré- Tratamento

Neste tratamento, os animais receberam, durante as quatro primeiras semanas,
extrato de L. albus, nas quatro semanas seguintes, agua mais quatro doses de DMH, sendo
uma dose por semana e nas Ultimas quatro semanas agua mineral. A alimentacdo, eutanasia e

coletas ocorreram conforme descrito no item 2.2.2.1.1.
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2.2.2.3.2. Grupo de Tratamento Simultaneo

O tratamento simultaneo foi realizado com os animais recebendo, nas quatro rimeiras
semanas, agua mineral, nas quatro semanas seguintes o extratos de L. albus, juntamente com
quatro doses de DMH (uma dose por semana) e nas Ultimas quatro semanas agua mineral.

Ap0s este periodo, houve a eutanasia e a coletas como descrito no item 2.2.2.1.1.

2.2.2.3.3. Grupo de Pos-tratamento

Neste tratamento, os animais receberam agua mineral nas quatro primeiras semanas,
agua mineral e quatro doses de DMH nas quatro semanas seguintes, (uma dose por semana) e
extrato de L. albus nas quatro Ultimas semanas do experimento. Apds este periodo, houve a
eutanésia e as coletas, conforme descrito no item 2.2.2.1.1.
2.2.2.3.4. Grupo de Tratamento Continuo

Neste tratamento, 0s animais receberam, durante todo tempo extrato de L. albus. Da
5° a 8° semanas receberam também quatro doses de DMH, sendo uma dose por semana. A
eutanésia e as coletas ocorreram como descritas no item 2.2.2.1.1.

As administracdes do DMH e do EDTA foram feitas por via intraperitoneal (i.p). A
agua e as concentracOes dos extratos de L. albus foram administradas via gavagem. Todos 0s
grupos receberam agua e racdo ad libitum, durante todo periodo experimental.

2.2.3. Bioensaios

2.2.3.1. Avaliacdo da citotoxicidade, genotoxicidade, antigenotoxicidade,
mutagenicidade e antimutagenicidade pelo ensaio de microntucleo em medula
Ossea.

ApoOs a eutanasia dos animais, foram retirados, com o auxilio de uma tesoura, 0s
fémures de cada animal. Para extracdo da medula 6ssea foram realizadas sec¢des nas epifises
dos ossos, para que o canal medular ficasse exposto. Com auxilio de uma seringa, foi
introduzida uma agulha no canal medular, para ser injetado 3 mL de soro fetal bovino, sendo
repetida esta operacao até que toda medula fosse retirada. O soro com a medula 6ssea obtida
foram acondicionados em tubos falcon®. Para o procedimento do ensaio, os tubos foram
centrifugados por 5 minutos a 1000rpm. O sobrenadante foi descartado e a suspensao obtida
foi homogeneizada, para entdo serem confeccionadas as distensdes medulares. As laminas
com as extensdes medulares foram fixadas em alcool 70% por 5 minutos, secas e coradas,
sequencialmente pela solugdo de Wright por 3 minutos, solugédo de Wright e tampéo fosfato

pH 7,4 (1:1) por 1 minuto e em uma mistura de tampdo fosfato, agua destilada e corante
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Giemsa (10:10:1) por 10 minutos. Na sequéncia, as laminas foram lavadas em agua corrente,
para a retirada do excesso de corante, e depois secas por um periodo minimo de 7 dias, antes
de serem montadas em Entelan®. Esta coloracdo é indicada para a analise diferencial dos
Eritrocitos Policrométicos (PCEs) e Eritrocitos Normocromaticos (NCEs) (RIBEIRO et al.,
2003). Foram confeccionadas, para cada animal experimentado, 2 laminas, que foram
observadas (teste-cego) em microscopio de luz (objetiva de 100x). Foram contados 2000
PCEs por animal, anotando-se a frequéncia de NCEs e MNSs, tanto para PCEs quanto NCEs.

Para a analise de toxicidade, foram contados 2000 PCEs e observada a frequéncia de
NCEs.

2.2.4. ANALISES DOS RESULTADOS
2.2.4.1. Citotoxicidade
O célculo de citotoxicidade do L. albus, foi feita pela porcentagem de PCEs,
encontrada no ensaio de MN de medula éssea, segundo a formula:
% de PCEs = [PCEs/ (PCEs + NCEs)] X 100

2.2.4.2. Analise do MN
2.2.4.2.1. Mutagenicidade
Frequéncia de MNPCEs e de MNNCEs
Para o calculo da frequéncia de microndcleos em eritrocitos policromaticos
(MNPCEs), e em eritrocitos normocromaticos (MNNCEs) foram utilizadas as seguintes

férmulas:

Freq. de MNPCEs = (N° de MN / N° de PCEs) x 100

Freg. de MNNCEs = (N° de MN / N° de NCEs) x 100

2.2.4.3. Antimutagenicidade
2.2.4.3.1. Reducéo de danos MN
A porcentagem de reducdo dos danos em eritrdcitos, ocasionadas pelo efeito dos
extratos de L.albus, avaliada pelo teste de MN, foi calculada pela férmula:
% RD =[(N° MN C+) - (N° MN grupo trat.)] / [(N° MN C+) - (N° MN C-)] x 100
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2.2.4.4. Analises estatisticas

As analises estatisticas para analise de MN foram realizadas com o software BioEstat
5.0®. As variagbes entre os grupos e as doses foram realizadas por analise de variancia
ANOVA. Quando houve diferenca estatistica, foi utilizado o teste de comparacdo multipla de
Tukey, considerando valor de p<0.05. Os resultados foram expressos como média + desvio

padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Avaliacao do potencial genotdxico e mutagénico do extrato aquoso de L. albus em
camundongos Mus musculus

Como podem ser observados na tabela 1, os resultados referentes ao teste de
micronucleo em medula 6ssea estdo representados em nimero de PCEs, MNPCEs, NCEs e
MNNCEs e frequéncia de MN, que variam de 0.07% a 0.23% para 0s MNPCEs e de 0.05% a
0.27% para MNNCEs. Os resultados obtidos para anélise de genotoxicidade e
mutagenicidade, demonstram que houve inducdo estatisticamente significativa apenas de
MNPCEs, para o grupo de tratamento sub-cronico, na concentracdo de 1.5 mg/kg/dia. Sendo
assim, podemos inferir que o extrato aquoso de L.albus, nesta concentracdo e neste periodo de
exposicao, apresentou efeito genotdxico e mutagénico para 0s camundongos.

O teste de micronucleo é um teste in vivo que faz parte de uma bateria de testes
recomendado por agéncias fiscalizadoras de todo o mundo para avaliar a seguranca de
produtos quimicos e naturais. Os micronucleos sdo massas de cromatina que aparecem em
eritrocitos jovens, decorrentes de fragmentos acéntricos ou de cromossomos que foram
perdidos, durante o processo de segregacdo cromossdmica dos eventos de divisdo celular
(SALAMONE; HEDDLE, 1983; OUANES, et al., 2003).

O teste de MN, realizado com a medula 6ssea de mamiferos, € um método utilizado
para avaliar a capacidade de substancias quimicas induzirem danos cromossoémicos em células
de medula 6ssea que estdo em estagio de divisdo (FENECH, 2005). Desta forma, nossos
resultados demonstraram que a frequéncia de microndcleos de células de medula dssea de
camundongos expostos a acdo do agente genotoxico DMH, foi significativamente maior,
quando comparados ao grupo controle negativo. Porém, quando os grupos tratados com o L.
albus foram comparados com ao controle positivo, a frequéncia de micronucleos foi
semelhante, sendo estatisticamente significativo somente para o grupo de tratamento sub-
cronico, tratado com a concentragdo de 1.5 mg/kg/dia. Assim, podemos inferir que, para este
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tempo de exposicao e para esta concentracdo, o extrato L. albus foi capaz de causar alteracGes
no DNA, caracterizando-se como um agente potencialmente genotoxico.

Mesmo considerando que alguns extratos vegetais contenham metabdlitos
secundarios genotdxicos, 0s mecanismos envolvidos nesta acdo ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos (FAGUNDES et al., 2005).
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3.2. Avaliacédo do potencial citotdxico do extrato aquoso de L. albus em camundongos
Mus musculus

Na avaliacdo da citotoxicidade de L. albus, os valores de PCEs ndo apresentaram
resultados significativos, como pode ser observado na tabela 2. Segundo Ribeiro, et al.,
(2003), o percentual de PCEs normalmente varia de 50 a 60%, podendo ser considerado
citotoxico quando apresentarem uma diminui¢cdo numérica de PCEs em relagéo ao existido
pelo CN. Desta forma, pela analise do indice de citotoxicidade, observamos que a
administracdo do extrato de L. albus, nas concentracdes e no periodo testado, ndo induziu
efeito citotdxico, visto que a porcentagem de PCEs ndo foi significativa, quando comparados
aos valores encontrados para o grupo CN.

Tabela 2: Avaliacdo da citotoxicidade do L. albus em eritrocitos da medula ossea
de camundongos

Grupos Total de PCEs Total de NCEs %0 De PCEs
Controle Negativo (CN) 10.000 9.905 50%
Controle Positivo (CP) 8.000 6.427 55%
Trat Sub-Cronico-0. 5mg/kg/dia 10.000 8.328 55%
Trat. Sub-Cronico-1_5mg/kg/dia 10.000 10.001 50%
Trat. Cronico-0.5mg'kg/dia 10.000 9.203 52%
Trat. Cronico-1_Smg'kg/dia 10.000 7.139 58%

3.3. Avaliacdo do potencial antigenotoxico e antimutagénico do extrato aquoso de L.
albus em camundongos Mus musculus

O teste do micronucleo em medula dssea de roedores visa detectar e quantificar a
acdo mutagénica e/ou anti-mutagénica de agentes quimicos (CHOY, 2001). Esse ensaio
apresenta algumas vantagens em relagdo aos outros, dentre ela uma maior sensibilidade, um
menor custo e maior confiabilidade, além de aplicacdo praticamente em qualquer populacdo
de células que esteja em constante divisdo. A medula 6ssea de mamiferos se caracteriza em
um dos tecidos mais adequados para a aplicacdo deste teste, visto que suas células levam de
22 a 24 horas para completar um ciclo de divisdo (HEDDLE, 1973; LEITE et al., 2006).

Estdo representados na tabela 3 os resultados referentes ao teste de micronucleo em
medula déssea, usados para a avaliacdo do potencial antigenotdxico e antimutagénico. Onde

dados estdo representados em porcentagem de reducédo de danos.
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O grupo de pré-tratamento, concentragdo de 1.5 mg/kg/dia, apresentou uma
percentual de reducdo de danos de 87.5%, o tratamento simultdneo, na concentracdo de 0.5
mg/kg/dia de 112%, e o de tratamento continuo na concentracdo de 0.5 mg/kg/dia de 100%.
Para estes grupos, o resultado da taxa de reducdo de danos foi maior, porém os grupos de pré-
tratamento, concentracdo de 0.5 mg/kg/dia (37,5%), e os tratamento simultaneo (25%) e o
pos-tratamento (37.5%), ambos na concentracdo de 1.5 mg/kg/dia, também apresentaram
reducdo de danos, em taxas menores. Por estes resultados, podemos inferir que nestas
condicdes de exposicdo, os extratos de L. albus foram capazes de reduzir a frequéncia de
micronlcleos em medula 6ssea de camundongos. Ja o grupo de tratamento continuo,
concentracdo de 1.5 mg/kg/dia apresentou um percentual de reducdo igual a 0% e o grupo de
pos-tratamento, concentracdo de 0.5 mg/kg/dia, apresentou reducdo no percentual de danos
negativa (- 25%).

Existem vérios estudos que evidenciam relacdes entre substancias mutagénicas com
potencial carcinogénico. Essa correlacdo estd associada, na maioria das vezes de 50 a 90% as
caracteristicas quimicas do agente testado. Baseado nos resultados apresentados, sugerimos
que a acdo dos extratos de L. albus, nas condicGes testadas, consegue desempenhar uma acao
desmutagénica e bioantimutagénica, pois este extrato foi capaz de inativar os efeitos da DMH,
reduzindo drasticamente a taxa de inducdao de MN em eritrécitos da medula 6ssea.

Pelos nossos resultados podemos inferir que o efeito de L. albus, quando
administrados antes de alguma agressdo, como no pré-tratamento realizado neste trabalho, é
dose dependente, ou seja, para esta exposicdo, quanto maior a concentracdo testada, maior foi
seu efeito antimutagénico. Contudo, para os tratamentos simultaneo e continuo, ocorreu o
inverso, onde a concentracdo menor foi a mais efetiva.

Os resultados positivos para a reducdo de danos dos grupos de pré-tratamento e
tratamento simultaneo afirmam que os extratos de L. albus pode ter adsorvido a DMH, ainda
na luz intestinal ou no meio intracelular e, desta forma ter agido por meio da desmutagénese,
provavelmente devido a sua acdo moduladora sobre o sistema de reparo (DE FLORA, 1998;
OLIVEIRA et al. 2006). Para o grupo de tratamento continuo, o extrato de L. albus foi eficaz
em manter a fisiologia dos eritrocitos dentro da normalidade, protegendo o DNA de danos,
durante o tempo experimental. Pelo grupo de pds-tratamento, podemos inferir que o extrato
de L. albus conseguiu modular as enzimas celulares pelo processo de bioantimutagénese (DE
FLORA, 1998; OLIVEIRA et al. 2006).
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Tabela 3: Avaliacio da antigenotoxicidade e antimutagenicidade
representada em % de reducio de danos (%eRD)

Grupos N®DE MNPCEs % RD
Controle Negativo (CIN) 8 -
Controle Positivo (CP) 16 -
Pre-Tratamento-0.5mg/kg/dia 13 37.5%
Pré-Tratamento-1_Smg/kg/dia 9 87.5%
Tratamento Simultaneo-0 5mg/lkg/dia 7 112%
Tratamento Simultaneo-1.5mg/lg/dia 14 25%
Pos-Tratamento-0_Smg/kcg/dia 18 -25%
Pos-Tratamento-1 Smg'kg/dia 19 -37.5%
Tratamento Continuo-0_Smg/kg/dia B 100%
Tratamento Continuo-1 5mg'kg/dia 16 0%

3.4. Avaliacdo macroscépica dos érgaos dos animais experimentados

Na tabela 4 estdo representados os resultados das avaliagbes macroscopicas de
indugdo de tumorizacdo pelos extratos de L. albus sobre camundongos da espécie Mus
musculus. Foi observado que o tratamento sub-cronico, para ambas as concentracdes testadas,
induziu tumores no figado, a concentracdo maior deste mesmo tratamento também induziu
tumor nos rins dos camundongos, também foi possivel observar a formacdo de tumores no
pulméo do grupo de pré-tratamento, nos rins do grupo de tratamento simultaneo e no figado
do grupo de pos-tratamento.

Em estudo realizado previamente pelo nosso grupo, foi determinado e quantificado
nos extratos de L. albus o alcaloide lupanina, que é um alcaloide toxico e carcinogénico para
o figado e rins, 0 que pode explicar os resultados encontrados nesta avaliacdo. Porém, se
levarmos em conta que no grupo de tratamento continuo com L. albus os animais nédo
apresentaram qualquer inducdo tumorigénica, podemos sugerir que para estes tratamentos
pode ter ocorrido uma modulacdo de reparo de processos carcinogénicos, possivelmente por
acao continua dos extratos sob os animais. Ndo podemos ainda descartar o fato de L. albus ser
uma planta que apresenta compostos do metabolismo primario e secundario de varias familias
quimicas, que podem apresentar alguma toxicidade a sistemas biol6gicos e, assim, promover
um comprometimento, inclusive citotoxicos, genotdxicos, mutagénicos e carcinogénicos ao
organismo exposto, levando em conta que o0 extrato € bruto assim como utilizado pela
medicina popular e suas substancias podem interagir entre si, ocasionando um efeito

sinergistico.
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Os nossos resultados, para processo de tumorizacdo, talvez possam, talvez, ser
explicados pelo fato da DMH (eficiente carcindgeno de cdlon) ter sofrido metabolizacao pelo
figado, e seus metabdlitos passados para a corrente sanguinea, sendo entdo absorvidos no
intestino. A acdo sinergistica da DMH e lupanina, associados ainda a outros possiveis
compostos presentes no extrato de L. albus, podem ainda ter induzido a formacéo de tumores
nestes 0rgdos. Outra possibilidade da inducdo de tumor, pode ser devido a um possivel efeito
potencializador da DMH sobre a lupanina. Porém, esses efeitos s6 poderdo ser comprovados

com estudos adicionais, especificos para este tipo de analise.

Tabela 4: Relacio entre as concentracfes usadas nos tratamentos
realizados com L. albus e os orgios afetados por tumorigénese.

Grupos Tumores
Controle Negativo
Controle Positivo -
Trat. sub-cronico- 0. 3mg'kg/dia Figado
Trat. sub-cronico- 1.5mgkg/dia Figado/Rins

Trat. Cronico- 0.5mg/kg/dia

Trat. Cronico- 1.5mg/kg/dia -
Pre-Tratamento-0_5mg/kg/dia Pulméo
Pré-Tratamento-1 5mg/kg/dia -
Tratamento Simultaneo-0 Smg/lkg/dia -
Tratamento Simultaneo-1.5mglkg/dia Rins
Pos-Tratamento-0_Smg/kcg/dia Figado
Pos-Tratamento- 1 Smg'kg/dia -
Tratamento Continuo-0_5mg'kg/dia -
Tratamento Continuo-1_Smgkg/dia -

4. CONCLUSAO

Os resultados encontrados neste trabalho evidenciaram que o extrato de L. albus
demonstrou ser genotdxico e mutagénico, quando em uso crénico na concentracdo de 1.5
mg/kg/dia  (equivalente a 9 sementes ao dia/lhomem). Por estes resultados, podemos
considerar que sementes de L. albus devam ser consumidas com cautela, pois se ingeridas em
excesso, por um periodo de tempo prolongado, podem induzir efeitos genotdxicos e
mutagénicos, eventos estes que podem levar a processos carcinogénicos.

J& para a antigenotoxicidade e antimutagénicidade, os extratos de L. albus mostraram

um efeito benéfico, pois agiu protegendo o organismo contra as lesdes promovidas pela 1,2-
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dimetilhidrazina (DMH). Essa prevencao se deu pela diminuicao das lesdes (reducdo de 100%
0 danos induzidos), ocasionados pela DMH, quando o extrato for administrado

continuamente, na concentracdo de 0.5mg/kg/dia.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nos levam a concluir que sdo necessarios mais estudos para
podermos afirmar, seguramente, que o0s extratos de L. albus apresentam efeitos
antimutagénicos e anticarcinogénicos. Verificamos, pelas analises realizadas, que o0s
resultados pareciam promissores, quanto a acdo antimutagénica e anticarcinogénica deste
extrato vegetal. Porém, quando analisamos macroscépicamente os 6rgdos dos animais
expostos, notamos a presenca de tumores que poderiam, inclusive, restringir 0 seu uso na
medicina popular.

Os dados obtidos nestes trabalhos nos sugere uma pesquisa mais detalhada,
principalmente sobre todos os constituintes quimicos presentes nos extratos de sementes de L.
albus, uma vez que s6 foram realizadas técnicas para extracdo de alcaloides e acidos graxos,
sendo ainda essenciais pesquisas complementares para um detalhnamento de todos os
componentes com atividades bioldgicas que possam estar presentes nesses extratos. Também
devem ser testadas outras concentracGes dos extratos, além de isolados das suas mais
importantes substancias, para verificacdo da relacdo de cada uma com inducdo de tumores.

Alertamos que as sementes de tremogco devem ser consumidas com cautela, pois
quando consumidas em excesso podem provocar efeitos genotoxicos e mutagénicos.
Alertamos ainda que as substancias desta planta podem aumentar a predisposicdo de
tumorizacao, quando associadas a uma exposi¢ao do organismo a um agente mutagénico.

Porém, se conseguirmos identificar qual o agente causador desses efeitos adversos
indesejaveis, o L. albus pode ser um material vegetal promissor como quimiopreventivo de

cancer de co6lon, ou como adjuvante nos tratamentos desta enfermidade.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Pelos resultados obtidos nos ensaios realizados com as duas concentragdes de L.
albus, podemos concluir que:
Os extratos utilizados neste trabalho, baseados na concentracdo usual da medicina popular e
em analise cromatografica, apresentaram o alcaloide lupanina, e os acidos graxos palmitico,
linoleico, oleico e esteérico.
Quanto a analise dos niveis de glicemia, ao contrario dos resultados encontrados para isolados
proteicos desta planta, foi possivel observar inducdo de uma hiperglicemia, para todos os
grupos tratados.
Quanto aos niveis de colesterol, ndo foi possivel observar efeitos significativos do extrato de
L. albus sobre os organismos tratados.
O extrato de L. albus apresentou potencial genotdxico e mutagénico pra o tratamento sub-
cronico na concentracdo de 1.5 mg/kg/dia (que equivale ao consumo de 9
sementes/dia/homem).
Os extratos de L. albus conseguiram reverter e/ou inibir a progressdo das lesdes pre-
neoplasicas e, consequentemente, prevenir o desenvolvimento do cancer colorretal.
Na contagem diferencial de leucdcitos, foi possivel observar uma resposta imunomoduladora
das células sanguineas, pelo aumento do nivel de neutréfilos e mondcitos, células estas
responsaveis pela fagocitose envolvidas nos processos inflamatdrios e auxiliares no combate
dos processos tumorais.
Os extratos de L. albus levaram tambeém & processos de tumorizagdo no rim, no figado e no

pulméo. Fato este que pode ser justificado pela presenca do alcaloide lupanina.
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