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RESUMO

Os antioxidantes, principalmente os encontrados na dieta, sdo agentes
responsaveis pela inibicao e reducado dos danos oxidativos causados pelas espécies
reativas nas células. A cisplatina (cDDP), um potente agente antineoplasico utilizado
com frequéncia no tratamento de tumores soélidos, tem seu uso clinico limitado
devido aos efeitos adversos como nefrotoxicidade, genotoxicidade e supresséo da
medula 6ssea. Como a geragdo de espécies reativas pode resultar em danos ao
DNA pela acédo destas espécies ou indiretamente via produtos de degradacao da
peroxidacao lipidica, nosso estudo avaliou o possivel efeito protetor da adicdo da
polpa de maracuja amarelo na dieta de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e
Wistar normotensos, contra a nefrotoxicidade e genotoxicidade induzida pela cDDP.
Os resultados obtidos nas condi¢gbes experimentais estabelecidas neste trabalho
mostraram que a cDDP promoveu um aumento dos niveis das substancias reativas
aos acido tiobarbiturico, bem como decréscimo nos niveis de glutationa nos rins dos
animais SHR, reforcando a hip6tese que a peroxidagéo lipidica esta relacionada com
o mecanismo de nefrotoxicidade. O tratamento com doses multiplas da polpa de
maracuja amarelo nao alterou os outros paréametros da fungcédo renal no periodo
analisado. Embora o efeito protetor da polpa de maracuja contra os danos induzidos
ao DNA em células renais e hepaticas néo tenha sido evidente nos resultados
obtidos pelo Ensaio do Cometa, a polpa foi eficaz na redugdo de micronucleos
induzidos pela cDDP. Assim, umas das hipéteses para a redugao da pressao arterial
sistélica observada neste trabalho, poder ser atribuida a presengca de alguns
compostos fendlicos e outros ainda nao identificados na polpa. Visto que, a
interacdo entre os fitoquimicos presentes na polpa de maracuja demonstraram

eficacia na redugcédo da mutagenicidade e efeitos protetores antioxidantes.

Palavras-chave: Polpa de maracuja amarelo, Cisplatina, Nefrotoxicidade, Danos no

DNA, Ensaio do Cometa, Teste do Micronucleo.
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ABSTRACT

The antioxidants, particularly those found in the diet, are responsible for
inhibiting and reducing the damage caused by reactive species in the cells. Cisplatin
(cDDP), a potent anticancer agent often used in the treatment of solid tumors, has
limited clinical use due to adverse effects such as nephrotoxicity, genotoxicity and
myelosuppression. As the generation of reactive species can result in DNA damage
by direct action of this or indirectly by degradation products of the lipid peroxidation,
our study evaluated the potential protector of adding yellow passion fruit pulp to the
diet of spontaneously hypertensive rats (SHR) and normotensive wistar rats, against
the nephrotoxicity and genotoxicity induced by cDDP. The results showed that the
cDDP promoted an increase in the levels of thiobarbituric acid reactive substances
and a decrease in the levels of glutathione in the kidneys of the animals, reinforcing
the hypothesis that lipid peroxidation be related to the mechanism of nephrotoxicity.
The treatment with multiple doses of passion fruit pulp did not change the others
parameters of renal function in the schedule. Although the protective effect of
passion fruit pulp against the damage caused to the DNA of kidney and hepatic cells
has not been evident in the results obtained by Comet assay, the pulp was effective
in the reduction of micronuclei induced by cDDP. One of the hypotheses for the
reduction in systolic blood pressure observed in the present study attributed this
effect to the presence of some phenolic compounds and others not yet identified in
the passion fruit pulp. Furthermore, the interaction between the phytochemicals of the

pulp demonstrated effectiveness in reducing the mutagenic and antioxidant effects.

Key words: Yellow passion fruit pulp, Cisplatin, Nephrotoxicity, DNA damage, Comet

Assay, Micronucleus Test.
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Introducdo 1

1. INTRODUCAO

1.1- Dieta e Cancer: Estresse Oxidativo x Antioxidantes

Atualmente, existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes devido
as descobertas sobre o efeito das espécies reativas (ERs) no organismo. A oxidagéo
é parte fundamental da vida aerdbica e do metabolismo, assim, as espécies reativas
séo produzidos naturalmente ou por alguma disfungéo biolégica (CERUTTI, 1994).

Espécies reativas cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos
atomos de oxigénio ou nitrogénio sdo denominados EROs (Espécies Reativas de
Oxigénio) ou ERNs (Espécies Reativas de Nitrogénio). Estes termos sao
freqientemente utilizados para descrever radicais como: O,  (superéxido), OH’
(radical hidroxila), H,O, (peréxido de hidrogénio), 'O, (oxigénio singlete), ROO’
(peroxila), RO" (alcoxila), NO™ (6xido nitrico), ONOO™ (peroxinitrito), N.O3; (6xido
nitroso), HNO, (acido nitroso), NO™ (nitritos), NO3™ (nitratos), e eles s&o importantes
mediadores de danos oxidativos em diversos tecidos e 0Orgé&os, inclusive o rim
(ARUOMA, 1994; CERUTTI, 1994; HALLIWELL et al., 1995).

No organismo, as ERs encontram-se envolvidos na produgdo de energia,
fagocitose, regulagdo do crescimento celular, sinalizagdo intercelular e sintese de
substancias biologicas. No entanto, o excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais
como a peroxidacdo dos lipidios de membranas e agressdo as proteinas dos
tecidos, as enzimas, carboidratos e DNA (ARUOMA, 1994; CERUTTI, 1994,
HALLIWELL et al., 1995).

Essas espécies podem ser geradas durante o processo enddgeno fisioldgico

e patoldgico, e também podem ser geradas por fontes exdgenas como: substancias
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presentes nos alimentos, farmacos, luz ultravioleta, radiagao ionizante, poluigéo,
fumo, alcool, entre outras (HALLIWELL, 1994; ARUOMA, 1994).

Para minimizar os efeitos tdxicos das ERs, organismos aerdbios possuem
sistemas de defesa com antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos. Os sistemas
enzimaticos envolvem as enzimas do ciclo redox da glutationa, particularmente a
glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD) e os
nao-enzimaticos que envolvem a glutationa (GSH), peptideos de histidina e
proteinas ligadas ao ferro (ferritina e transferrina). Além destes antioxidantes, o
organismo utiliza aqueles provenientes da dieta como o «-tocoferol (vitamina E), o -
caroteno (pro-vitamina A), o acido ascérbico (vitamina C) e compostos fendlicos nos
quais se destacam os flavonéides (CHAN et al., 2006; FENECH, 2008).

O termo antioxidante refere-se a uma grande variedade de compostos com
mecanismos de acgdo distintos. Halliwell et al. (1995) define antioxidantes como
“qualquer substancia que, quando presente em baixas concentragbes, comparadas
as de um substrato oxidavel, retarda ou impede a oxidacado desse substrato”. Os
substratos oxidaveis da célula seriam as proteinas, lipidios, carboidratos e DNA.

O estresse oxidativo foi definido por este mesmo autor, como um balango néo
adequado entre a producado de espécies reativas de oxigénio e o mecanismo de
defesa dos antioxidantes. Uma das consequiéncias deste desequilibrio é a reacéo
dessas espécies com acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) presentes nas
membranas celulares e nas lipoproteinas, iniciando um processo em cadeia
conhecido como peroxidagao lipidica ou lipoperoxidacdo que pode ser avaliado e
utilizado como indicador do estresse oxidativo celular (HALLIWELL et al., 1995).

A membrana é o componente celular mais atingido pela peroxidacgéao,

acarretando alteragcbes em sua estrutura e permeabilidade e, além disso, poderéao
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ocorrer as seguintes situagbes: (a) perda de seletividade na troca ibnica, (b)
liberacdo do conteudo das organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas,
(c) formacédo de produtos citotoxicos, como o malondialdeido e (d) morte celular
(HALLIWELL, 1994; PIETTA, 2000).

O radical OH" é o mais deletério ao organismo, pois devido a sua meia-vida
muito curta dificilmente pode ser sequestrado in vivo. Estes radicais freqientemente
atacam moléculas por abstragdo de hidrogénio e por adigdo a insaturagdes, causam
danos ao DNA, ao RNA, as proteinas, aos lipidios € membranas celulares do nucleo

e mitocondria (Figura 1) (NORDBERG e ARNER, 2001).

Grv » H0+0;

Cu,Zn-SOD G%alase &%

0,” —)‘ H,0, P“‘
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eroxidacdo Lipidica y¥—=—

Dano ao DNA ou proteina D-—-_'

Figura 01. Esquema simplificado e adaptado dos sistemas oxidantes e antioxidantes
nas células (NORDBERG e ARNER, 2001).

No DNA, o radical OH" ataca tanto as bases nitrogenadas quanto a
desoxirribose. O ataque ao agucar pode ser realizado por abstracdo de um dos
atomos de hidrogénio e quase sempre leva a ruptura da cadeia de DNA. Nos
aminoacidos e proteinas, o OH" pode reagir na cadeia lateral, onde ataca
preferencialmente cisteina, histidina, triptofano, metionina e fenilalanina, acarretando

alteragcbes estruturais e funcionais das proteinas afetadas. Os ataques aos
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aminoacidos podem gerar danos como clivagens de ligagdes com ou sem geracgéo
de fragmentos e ligacbes cruzadas, podendo ter como conseqiiéncia perda de
atividade enzimatica, dificuldades no transporte ativo através das membranas
celulares, citélise e morte celular (NORDBERG e ARNER, 2001).

A dieta representa um dos fatores mais importantes na promogao e
progressao do cancer. Uma dieta equilibrada em micronutrientes pode contribuir
para a estabilidade gen6mica. Mas, por outro lado, a deficiéncia de vitaminas e
minerais pode gerar danos ao DNA devido as quebras e lesbes oxidativas, assim,
pequenas mutacdes sao elementos chaves no processo neoplasico (FENECH e
FERGUSON, 2001).

Esta preocupacdo com a identificacdo de fatores envolvidos na etiologia do
cancer também inclui o papel da dieta e dos compostos bioativos dos alimentos,
tanto como inibidores como ativadores da carcinogénese. Ja foi descrito e bem
documentado na literatura, que os compostos bioativos da dieta tém uma
contribuicdo decisiva na etiologia dos canceres humanos e varias abordagens séo
propostas para a identificacdo de compostos quimioprotetores, antimutagénicos e
anticarcinogénicos, encontrados em frutas e vegetais (KNASMULLER et al., 2002).

Os estudos sobre os antioxidantes tém ressaltado, principalmente, o uso de
nutrientes isolados no tratamento e prevengdo de doencgas. Entretanto, nos
alimentos é encontrada uma grande variedade de substancias que podem atuar em
sinergismo na protecdo das células e tecidos (SGARBIERI e PACHECO, 1999;
PIETTA, 2000).

No desenvolvimento de intervengdes dietéticas efetivas na prevengédo do
cancer, é relevante o uso de modelos experimentais em animais, tanto para avaliar e

confirmar os resultados in vitro, como para ampliar o potencial de uso dos testes,
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que resultam em estudos clinicos e epidemiolégicos. Portanto, os roedores
constituem um bom modelo de investigacbes de intervengbes ou modulagdes

dietéticas (HURSTING et al., 2005).

1.2- Maracuja (género Passiflora)

Maracuja (do tupi mara kuya), "fruto que se serve na cuia" ou "alimento na
cuia" é um fruto produzido pelas plantas do género Passiflora da familia
Passifloraceae. A maioria das 530 espécies € nativa da América Tropical, embora
seja encontrado desde a regido Amazonica até o Paraguai (PEREIRA et al., 2000).
O Brasil € um dos principais centros de diversidade genética dessa familia de
plantas, apresentando mais de 150 espécies nativas, cultivando cerca de 35.000
hectares e produzindo mais de 485 mil toneladas de frutos (PEREIRA et al., 2000;
DHAWAN et al., 2004).

As espécies mais cultivadas no Brasil e em toda a América Tropical, para a
obtencao de frutos para consumo in natura ou para fins de industrializagédo, sao: P.
edulis f. flavicarpa Deg., P.edulis f. edulis Sims, P. alata, P. quadrangularis, P.
macrocarpa, P. caerula e P. laurifolia. Mas a espécie P. edulis f. flavicarpa Deg.
(maracuja amarelo) destaca-se como a mais cultivada no Brasil e no Hawai
(PEREIRA et al., 2000).

O maracuja € consumido principalmente ao natural, possui aroma agradavel,
baixa acidez, elevados teores de solidos soluveis totais e alto valor nutricional, o que
o torna bem aceito pelos consumidores. Seu principal uso é na alimentagédo humana,
na forma de sucos, doces, geléias, sorvetes e licores. O suco do maracuja é

conhecido pelo seu valor nutricional, como também por seu sabor exético. Destaca-
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se que o0 maracuja-amarelo seja uma boa fonte de nutrientes, como vitamina C (18,2
mg/100g), vitamina A (2410 UI/100g), potassio (278 mg/100g), carotenoides (9,25
mg/L) e polifenois (435 mg/L). Dentre os carotendides majoritarios, encontram-se a-
caroteno (35 g/100g), p-caroteno (525 g/100g) e pB-criptoxantina (46 g/100Q)
(TALCOTT et al., 2003; ZIBADI et al., 2007).

Em relacédo a perspectiva de exploracdo do género, ressalta-se que diversas
classes de compostos quimicos ja foram isoladas de diferentes espécies, com
destaque para P. incarnata, P. alata e P. edulis. Entre esses compostos tém-se os
alcaldides, os flavondides, os glicosideos cianogénicos, as saponinas, fracdo de
esterdide, as gomas, os taninos, as resinas, os carotendides, o acido ascorbico, as
antocianinas, os aminoacidos e os minerais (DHAWAN et al., 2004, ZIBADI et al.,
2007).

Dentre os flavonoides, os encontrados sé&o do tipo C-glicosilados, sendo os
mais estudados: vitexina, isovitexina, orientina, isoorientina e apigenina; o género
também apresenta outros como a crisina, luteolina, kaempferol e quercetina,
caracterizados pelo grande potencial terapéutico, por atuarem como antioxidantes,
imunomoduladores e anticarcinogénicos (PETRY et al., 2001; DHAWAN et al.,
2004).

Quanto aos alcalbides, os encontrados sao do tipo indolico. Destes, muitos
tém valor na medicina como tranquilizantes e no tratamento de hipertensdo. P.
incarnata é a espécie mais estudada, sendo encontrados a harmina, harmol,
harmalina, harmalol e harmana (PEREIRA, et al., 2000; DHAWAN et al., 2004).
Alguns destes compostos, administrados isoladamente, demonstraram reduzir a
pressao arterial em camundongos, além de prevenirem o desenvolvimento de

faléncia cardiaca e insuficiéncia renal (ZIBADI, et al., 2004).
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Espécies de Passiflora sdo muito populares, ndo apenas pelos frutos, mas
também devido aos chas e extratos das suas folhas utilizados mundialmente como
sedativos, diuréticos, no tratamento da hipertensdo arterial e doencas da pele
(DHAWAN et al., 2004; ZIBADI et al., 2007).

Vinci et al. (1995) analisaram os teores de acido ascérbico de 11 frutas
tropicais (incluindo o maracuja) e compararam com os teores de duas frutas citricas
(limao e laranja). O maracuja apresentou 64,78 mg/100g de &cido ascérbico, sendo
que o limdo e laranja apresentaram 51,3 e 49,8 mg/100g respectivamente. No
entanto, Vasco et al. (2008) ao determinarem os teores de &cido ascorbico e
fendlicos totais de 17 frutas regionais do Equador, encontraram valores menores
para o maracuja. Sendo 30-40 mg/100g de acido ascoérbico e 61 + 32 mg de acido
galico/100 g para fendlicos totais. Vale ressaltar que, a composicéo e variedade da
fruta, geografia, maturidade e sazonalidade podem interferir nas determinagdes dos
referidos compostos.

Mercadante et al. (2002) identificaram 13 diferentes carotendides em frutos de
maracuja-amarelo, sendo que em todos os lotes da fruta in natura encontraram-se
0s seguintes carotenoides: B-caroteno, B-criptoxantina, prolicopeno, cis-6caroteno, 6-
caroteno, 13-cis-p-caroteno, no total de 15,36 a 27,14 mg/100g.

Kuskoski et al. (2005) determinaram o conteudo de compostos fendlicos totais
(FT), antocianinas e a capacidade antioxidante de algumas polpas de frutas
congeladas. Sendo que na polpa de maracuja amarelo encontrou-se 20 + 2,6
mg/100g (FT).

Os polifendis sdao uma classe de compostos presentes naturalmente em
frutas, vegetais e graos. Muitos deles apresentam propriedades antioxidantes,

antimutagénicas, anticarcinogénicas, antiinflamatorias e mantém a estabilidade
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genbmica; sendo, portanto, benéficas a saude. No entanto, dependendo da dose
utilizada, nem todos os polifendis exercem atividades benéficas, alguns podem atuar
como mutagénicos ou exercerem atividades como pro-oxidantes em sistemas
biologicos (FERGUSON, 2001).

O efeito sinérgico dos fitoquimicos das frutas e vegetais tem sido proposto
como responsavel pelo poder antioxidante e atividades anticarcinogénicas. Entre os
inumeros compostos bioativos presentes na polpa de maracuja, compostos
fendlicos, carotendides, antocianimas e minerais tém sido descritos como agentes
antimutagénicos quando administrados em modelos in vivo e in vitro (ZIBADI et al.,

2007).

1.3- Cisplatina

A cisplatina (cis-diaminodicloroplatina Il, cDDP) é membro de uma complexa
classe de potentes agentes antineoplasicos, os complexos coordenados de platina
(Figura 02). Foi sintetizada em 1845 e a estrutura determinada em 1893, sendo
formada por um complexo de metal pesado, platina (Pt) com dois atomos de cloro
(Cl) e duas moléculas de aménia (NHs3) na posicdo cis (GIACCONE, 2000;

KOSMIDER e OSIECK, 2004; ALI e MOUNDHRI , 2006).

Cl\n /NH 3
Cl/ \NH

Figura 02. Férmula estrutural da cisplatina.

A atividade biolégica dos compostos de platina foi inicialmente

observada por Rosenberg na década de 60, em estudos do efeito de campos
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elétricos sobre o crescimento bacteriano. Nesses estudos, as bactérias Escherichia
coli submetidas a um campo elétrico, proveniente de eletrodos de platina imersos no
meio de cultura, tinham sua diviséo celular inibida e apresentavam um crescimento
filamentoso. Esse efeito foi posteriormente atribuido a presenca de um produto da
eletrolise dos eletrodos de platina, identificado como sendo a cis-
diaminodicloroplatina. Alguns anos apés, foram testados complexos de platina em
modelos animais com tumor e os resultados foram promissores, o que levou ao
inicio de experimentos em humanos (ROSENBERG, 1985).

Aprovado em 1979 pelo American Food and Drug Administration (FDA), o uso
clinico da cDDP revolucionou o tratamento de certos tipos de tumores,
especialmente do trato genitourinario (NISHIKAWA et al., 2001). Desde entéo, a
cDDP é um dos agentes quimioterapicos mais utilizados no tratamento de muitas
neoplasias humanas e de animais, principalmente nos tumores de testiculo, de
ovario, nos melanomas malignos, tumores de cabega e pesco¢o e nos carcinomas
da bexiga e do pulmdo. No entanto, a sua utilidade clinica esta limitada, devido ao
surgimento de varios efeitos colaterais tais como: nauseas, vOmitos,
hipomagnesemia, mielosupressao, neurotoxicidade, ototoxicidade e principalmente
nefrotoxicidade (CONKLIN, 2004; CETIN et al., 2006).

Estas toxicidades sao dose-dependentes, limitando a terapia e a dose
maxima tolerada. Para a cDDP, a dose maxima tolerada esta entre 100 e 120 mg/m?
por ciclo e deve ser administrada com pré- e pés-hidratagédo adequada (HARTMANN
e LIPP, 2003)

A quimioterapia convencional para tratamento do cancer € baseada no uso de
agentes citostatico e/ou citotdxico agindo nos compostos e fungbes celulares que

controlam o crescimento e divisdo celular (POIRSON-BICHAT et al., 2000).
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A principio acreditava-se que a cDDP entraria nas células principalmente por
difusdo, porém estudos recentes relatam um transporte ativo pelo transportador de
cobre Ctr1. Uma vez na corrente sanguinea, a cisplatina encontra-se ligada as
proteinas plasmaticas numa proporcao de 80 a 88%. Seu principal metabdlico ativo,
monoaquo-platina, reage com proteinas de baixo peso molecular e grupos sulfidrila,
como a glutationa, cisteina e metionina e entdo com proteinas de elevado peso
molecular como albumina e gamaglobulinas, através de ligagbes covalentes. Sua
meia-vida plasmatica é longa, aproximadamente 10 dias, sendo que a platina
acumula-se progressivamente no plasma (ALl et al., 2008?).

A presenca de ions cloreto no plasma e nas células modula a reatividade da
cisplatina in vivo. Uma vez no interior da célula, os ions cloreto da molécula de cDDP
se dissociam da platina devido a baixa concentragao intracelular desses ions (0,1 M
no meio extracelular e 3 mM no meio intracelular) o que facilita esse processo. A
substituicdo do cloreto pela agua fornece uma molécula carregada positivamente,
capaz de ligar-se a nucledfilos celulares do DNA, RNA e proteinas (Figura 03)

(LIPPARD, 1987).

I c ) DNA cross link

NH; NH, NH; NH,
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O-2%)
Citoplasma Nicleo

Figura 03. Via de acdo da cisplatina na célula. A (meio extracelular), B (no citoplasma), C
(no nucleo) (Adaptado e modificado de GUMINSKI, HARNETT, DEFAZIO, 2002)
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O atomo de platina liga-se covalentemente a posigcéo N das purinas formando
ligacdes cruzadas 1,2 ou 1,3 intrafilamentares e ligacbes cruzadas interfilamentares.
Essas ligacbes ao DNA ocorrem em substituicdo aos ions cloreto da molécula
original de cDDP. Esses adutos DNA-cDDP causam varias repostas celulares tais
como: inibicdo da replicagéo, inibicdo da transcricdo, interrupgcdo do ciclo celular,

reparo do DNA ou apoptose (Figura 04) (WANG e LIPPARD, 2005).

Figura 04. Formacao e efeito dos adutos DNA-cDDP (adaptado e modificado de
WANG e LIPPARD, 2005).

A cDDP acumula-se no figado, bago e principalmente nos rins. O acumulo
renal deste farmaco provavelmente envolve a fungédo excretora, pois a maior parte
deste farmaco e/ou metabdlitos é eliminada pela urina, de forma que nenhuma
excrecao ocorre pelas fezes (ALl et al., 2006).

O conceito de nefrotoxicidade abrange alteragbes renais funcionais e
estruturais, decorrentes da acédo de substancias que exercem sua toxicidade no
parénquima renal, seja por atingirem alta concentragdo ou porque o tecido possui
caracteristicas fisioldgicas ou bioquimicas que os tornam mais susceptiveis ao
farmaco. Embora constituam apenas 0,5% de toda massa corporal, os rins recebem
cerca de 20-25% do fluxo sanguineo cardiaco e conseqientemente, qualquer

farmaco que atinja a circulagao sistémica atingira os rins em elevadas concentra¢des
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(SAFIRSTEIN et al.,, 1981; ALI et al, 2006; PABLA e DONG, 2008). Esta
nefrotoxicidade esta possivelmente relacionada com sua recaptagdo preferencial
pelas células do tubulo proximal, levando a concentragdes intracelulares cinco vezes
mais altas (SAFIRSTEIN et al., 1981).

A integridade funcional dos rins é vital para a homeostase corporal, uma vez
que esses 6Orgaos desempenham o papel principal na excrecdo de compostos
resultantes do metabolismo e de xenobidticos, bem como na regulagédo do volume
do fluido extracelular, composicao eletrolitica e equilibrio acido-base. Cerca de 60-
80% de todo o soluto e agua filtrados no glomérulo sédo reabsorvidos no tubulo
proximal. Agentes toxicos que provocam danos ao tubulo proximal, com interrupgao
na producéo de energia para os mecanismos ativos de transporte, ou alteragbes nas
funcdes de enzimas e transportadores de membrana, afetam profundamente a
funcao tubular proximal e consequentemente, o rim como um todo (HANIGAN et al.,
2003).

O mecanismo pelo qual os compostos de platina induzem danos nas ceélulas
renais ainda nédo estd completamente esclarecido. Entretanto, a produgcdo de ERs
nas células tubulares dos rins tem sido considerada um processo patoldgico
importante na nefrotoxicidade. O efeito antitumoral da cDDP e talvez sua
nefrotoxicidade estdo também relacionados aos metabdlicos produzidos por hidrélise
intracelular, capazes de alquilar bases de purina e pirimidina. Varios estudos
sugerem que a nefrotoxicidade esteja vinculada a sua capacidade de inibir a sintese
de DNA bem como func¢bes de transporte (KOSMIDER et al., 2004; CETIN et al.,
2006; ALl et al., 2008%).

O rim é um alvo freqiente da acdo de espécies reativas e intermediarios

altamente eletrofilicos gerados no metabolismo da maior parte dos farmacos
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antineoplasicos, dentre eles a cDDP. Os mecanismos de disfungao renal induzida
por quimioterapicos geralmente incluem danos renais vasculares ou estruturais.
Alguns estudos demonstram que o comprometimento da funcao renal em sua fase
inicial € marcado por graves modificagbes na hemodinamica do 6rgéo. Estas
mudancas podem ser devidas, em parte, a efeitos vasculares reversiveis, mas os
mais intrigantes aspectos da fase de iniciacdo sdo os danos celulares,
particularmente, das células epiteliais tubulares, com conseqlientes disturbios
metabdlicos que envolvem: deplecdo de ATP, acumulo intracelular de calcio,
geracao de espécies reativas de oxigénio, ativacdo da fosfolipase e alteragcées nos
lipidios de membranas (SAFIRSTEIN et al., 1981; SADZUKA et al., 1992)

A administracdo de antioxidantes n&o parece interferir no efeito antitumoral
dos antineoplasicos, pois estes farmacos eliminam as células cancerosas por meio
de outros mecanismos celulares que nao envolvem a agéo das espécies reativas de
oxigénio. Portanto, os antioxidantes da dieta poderiam atuar como quimioprotetores,
prevenindo contra os efeitos colaterais das EROs, que podem causar danos a
proteinas, lipidios e acidos nucléicos, e o desenvolvimento de canceres secundarios,
relacionados com as mutagdes induzidas pelo estresse oxidativo no DNA
(ELSENDOORN et al., 2001; ANTUNES et al., 2005).

A prevencédo da nefrotoxicidade € considerada de grande importancia clinica
na quimioterapia com a cDDP. Para minimizar a toxicidade renal e permitir um
escalonamento da dose, protocolos de hidratagdo e diurese s&o rotineiramente
empregados, possibilitando uma redugdo da exposi¢cdo renal ao farmaco, ndo so6
pela diluigdo do mesmo, mas também pela diminuicdo do tempo de transito pelos

tubulos renais (HANIGAN et al., 2003, PABLA e DONG, 2008).
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Além disso, muitos analogos de platina (carboplatina e oxaliplatina) tém sido
sintetizados, e testados como agentes antineoplasicos na tentativa de superar as
limitacgbes do uso do farmaco, por outro lado, muitos agentes citoprotetores
(sequestradores de espécies reativas) também tém sido desenvolvidos para proteger
as células saudaveis da acéao tdxica da quimioterapia (ALI et al., 2006).

Uma proposta de terapia complementar recomendada para pacientes
oncolégicos durante o tratamento neoplasico citoredutor é o uso de antioxidantes. E
aceito que os antioxidantes possam ser uteis na redugdo dos efeitos adversos da
quimioterapia e radioterapia, por amenizar a toxicidade gerada pelos antitumorais
(WEIJL et al., 1997; CONKLIN, 2004). Varios estudos tém sido realizados com o
objetivo de entender os efeitos da suplementacdo com micronutrientes na
modulagdo dos danos induzidos pelo quimioterapico em células saudaveis. Alguns
dos agentes antioxidantes relatados por prevenir ou atenuar a nefrotoxicidade da
cDDP incluem o selénio, a vitamina E, a N-acetilcisteina, o lupeol, o kaempferol, a
naringerina, a desferrioxamina, entre outros (ALl et al., 2006).

Segundo Souza et al. (2000) um agente citoprotetor ideal seria aquele capaz
de permitir a intensificacdo da dose do quimioterapico, proteger um amplo espectro
de 6rgéos e tecidos, conferir protecdo especifica aos tecidos normais, preservar o
efeito anti-tumoral e ter pequena e/ou controlavel toxicidade.

Evidéncias da literatura mostraram que a administragao oral de vitamina C, do
carotendide bixina, do aminoacido glutamina ou do flavonoide quercetina, inibiram
de forma significativa a peroxidacao lipidica e a deplegcéo de glutationa (GSH) renal
induzidas pela cDDP (ANTUNES, et al., 2000; SILVA et al., 2001; MORA, et al.,
2003). No entanto, a administracédo de curcumina e selenito de sddio ndo foram

eficazes na manutencédo das taxas de filtragdo glomerular, reducdo do peso
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corpéreo e aumento do volume urinario (ANTUNES et al., 2001; CAMARGO et al,
2001; FRANCESCATO et al., 2004).

Cetin et al. (2006) verificaram o efeito da suplementacdo com alimentos
naturais antioxidantes (uva preta adicionada na dieta e suco de tomate na agua de
beber) na nefrotoxicidade induzida pela cDDP em ratos. Os resultados
demonstraram que a uva preta, alimento rico no flavonoide resveratrol, foi mais
efetivo do que o suco de tomate, ao analisar os niveis das enzimas antioxidantes
(CAT - catalase, SOD - superéxido dismutase, GSH-Px — glutationa peroxidades e
XO — xantina oxidase), produtos da peroxidacéo lipidica (MDA - malondialdeido) e

danos histologicos.

1.4- Ratos Espontaneamente Hipertensos

O uso de modelos experimentais de hipertensao tem contribuido para o
entendimento dos mecanismos envolvidos na elevagéo da presséao arterial e também
no desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes. Neste contexto, o
modelo de ratos espontaneamente hipertensos (SHR — spontaneously hypertensive
rats) merece destaque (GOULDSBOROUGH et al., 2003).

Desenvolvido originalmente em 1963, a partir de endo-cruzamentos seletivos
de ratos da cepa Wistar em Kyoto no Japao, este modelo é talvez o mais estudado
na literatura (OKAMOTO e AOKI, 1963). A sua importancia tem sido atribuida a
similaridade da sua patogenia com a hipertenséo arterial sistémica (HAS) humana
(TRIPPODO e FROHLICH, 1981).

Nesta cepa, assim como em humanos, o aumento da pressao arterial se da

de forma progressiva, e a hipertenséo arterial se associa a outros fatores de risco,
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como a hipertrofia ventricular esquerda, resisténcia a insulina, hipertrigliceridemia e
intolerancia a glicose (LERMAN et al., 2005).

Uma das provaveis causas do desenvolvimento de hipertens&o arterial neste
modelo decorre da estimulacdo do sistema nervoso simpatico, ativado pela insulina
e leptina, porém ndo se descarta a hipotese da hipertensdo ser secundaria ao
aumento da producéo de endotelina, hiperatividade do sistema renina-angiotensina-
aldosterona, decréscimo da taxa de filtracdo glomerular, retencéo de agua e sédio,
diminuicao da sintese de 6xido nitrico ou aumento da produg¢ao de espécies reativas
de oxigénio (GOULDSBOROUGH et al., 2003). Além disso, estudos sugerem que as
ERs estejam envolvidas na patogénese da hipertensdo pela ativacdo do sistema
nervoso simpatico central e periférico (MISHIMA et al., 2006).

Ademais, a maior geracdo de ERs €& associada a uma disfuncdo dos
mecanismos antioxidantes endoégenos, além de afetar concomitantemente multiplos
orgaos e causar deplecéo de 6xido nitrico (NO). Nos vasos, a deplegao de NO causa
vasoconstricdo e disfuncdo endotelial e nos rins promovem reabsor¢cdo de sais,
diminuicdo do fluxo sanguineo e filtragcdo glomerular, eventos que levarao ao dano
tecidual (TOUYZ, 2004; LASSEGUE, 2004).

Cabe ressaltar que a maior atividade adrenérgica e a hiperinsulinemia, na
situacdo de resisténcia a insulina, tém papel sinérgico na retencdo hidrossalina e
aumento da resisténcia periférica total. A menor produgdo de NO e maior produgéo
de endotelina, secundarias a hiperinsulinemia, também contribuem para a
vasoconstricdo dos SHRs (VASDEV et al., 2004; FERREIRA et al., 2005).

Os SHRs iniciam o desenvolvimento de HAS com aproximadamente cinco
semanas de idade, apresentando niveis tensionais considerados hipertensivos entre

a 72 e a 152 semanas, atingindo um platd entre a 20? e a 282 semanas. A partir desta
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idade a hipertensdo se estabiliza até aproximadamente um a 1,5 anos de idade
quando os animais come¢am a desenvolver um quadro de insuficiéncia cardiaca
congestiva, a qual é associada com uma elevada taxa de mortalidade (YAMORI,
1984).

Outra caracteristica dos animais SHR € a hiperatividade do sistema renina
angiotensina, principalmente em nivel tecidual, a qual resulta em producéo
aumentada de angiotensina Il em varios leitos vasculares, o que seguramente
também contribui para a elevada resisténcia periférica total observada neste modelo
(MULLINS et al., 2006).

Dadas as caracteristicas deste modelo e a sua similaridade com a
hipertensdo humana, estratégias terapéuticas anti-hipertensivas sdo normalmente
estudadas nos SHR. Nos Uultimos anos, novas modalidades terapéuticas
principalmente baseadas em manipulacdo génica (terapia génica) e adigdo de
compostos da dieta, tém sido intensamente estudadas em inumeras doengas

cardiovasculares, incluindo a hipertensao arterial (PHILLIPS, 2001).

1.5 — Modelos de avaliagcédo da genotoxicidade

Os testes de genética toxicoldgica sdo componentes basicos da avaliagédo de
segurancga pré-clinica de novas substancias candidatas a farmacos, os quais tém o
propdsito de identificar compostos que possuem risco potencial de
carcinogenicidade e mutagenicidade. Os testes de genotoxicidade sdo comumente
conduzidos nos estagios iniciais do desenvolvimento de novos candidatos a

farmacos por serem comparativamente de menor duragéo, relativamente de baixo
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custo e fornecendo informagdes sobre substéncias potencialmente carcinogénicas
nos estagios iniciais do desenvolvimento dos novos farmacos (WITTE et al., 2007).

Como citado anteriormente, a cDDP tem efeitos genotdxicos e estes danos
sdo encontrados nos pacientes mesmo depois de muitos meses e anos do final da
quimioterapia (ELSENDOORN et al., 2001). O acumulo destas mutagdes podem
levar ao desenvolvimento de canceres secundarios e instabilidade genémica. Além
disso, algumas substancias presentes nos alimentos podem ter efeitos mutagénicos,
carcinogénicos ou antimutagénicos, isto €, podem induzir mutagcbes no DNA e/ou
podem favorecer o desenvolvimento de tumores, enquanto outras podem atenuar ou
anular estes efeitos (RABELLO-GAY; RODRIGUES; MONTELEONE-NETO, 1991).
Desta forma, tanto os quimioterapicos, quanto os possives antioxidantes ou
alimentos empregados na protecdo dos tecidos saudaveis, devem ser avaliados
quanto a capacidade de indugédo de mutagdes (ANTUNES et al., 2005).

Ribeiro (2003) define mutacdo como uma mudanga na seqiéncia do DNA,
que leva a uma alteragao herdavel da fungdo génica. Os agentes que mudam a
sequéncia do DNA s&o toxicos para o gene e sao chamados, portanto, de
genotoxicos.

Existem trés niveis de mutagdes: as mutacdes génicas, as aberragdes
cromossOmicas estruturais e as aberragcdes cromossémicas em numero, como as
aneuploidias, estas causadas por agentes aneugénicos e que surgem devido a
perdas cromossOmicas (numero anormal de cromossomos) e defeitos na citocinese
(RABELLO-GAY; RODRIGUES; MONTELEONE-NETO, 1991).

Ha uma clara relagao entre mutagénese, teratogénese e carcinogénese. Uma
mudanga no material genético (mutacdo) pode ocasionar graves mudancas

morfolégicas, portanto, tornando-se teratogénica; e a mutagdo pode também ser o
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evento desencadeador do processo que leva ao céncer, portanto, tornando-se
carcinogénica (SALZANO, 2002).

Agentes clastogénicos, que induzem quebras cromossdémicas, ou agentes
aneugénicos, que interferem na formagao do fuso mitético, alterando a distribuicéo
equitativa dos cromossomos durante a divisdo celular, podem ser detectados, em
uma primeira abordagem, pelo Teste do Micronucleo, realizado in vivo. As
substancias a serem testadas sao geralmente administradas a roedores e o efeito é
verificado em esfregacos da medula déssea. O ensaio serve como um primeiro passo
no estudo de compostos mutagénicos, tendo a vantagem de ser mais rapido que a
analise de aberra¢des cromossémicas (HEDDLE, 1973; SCHMID, 1976).

O ensaio in vivo do micronucleo (MN) em mamiferos é particularmente
relevante para a avaliacdo dos perigos mutagénicos, uma vez que permite a
avaliacao dos elementos metabdlicos, da farmacocinética e dos processos de reparo
do DNA in vivo, embora estes possam variar de espécie para espécie, de tecido para
tecido e em termos do alvo genético final (KAYANE e PARRY, 2008).

O micronucleo se expressa em células em divisdo, como um resultado de
quebras cromossémicas, formando um fragmento acéntrico, ou como conseqiéncia
de cromossomos inteiros que estdo atrasados e ndo se prenderam ao fuso de
divisdo, que dessa forma chegam aos polos das células durante a mitose ou a
meiose. Na telofase, estes fragmentos ou cromossomos inteiros séo encapsulados
em um pequeno nucleo separado, dai o termo micronucleo. Assim, 0 micronucleo
representa tanto uma alteragdo cromossdmica estrutural como uma alteragéo
numérica (KAYANE e PARRY, 2008).

Os micronucleos sao tipicamente arredondados, com diametro de 1/20 a 1/5

do diametro do eritrocito e correspondem ao que se denomina, em hematologia, de
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Corpusculo de Howell-Jolly. A taxa esponténea de eritrécitos policromaticos com
micronucleo é baixa e consiste em cerca de 3 por 1000 (FENECH et al., 1999).

Durante a maturacao das células da linhagem eritrocitaria na medula 6ssea, o
nucleo principal € expelido do eritrocito nucleado, enquanto os micronucleos ficam
retidos. Estes pequenos nucleos sao analisados principalmente em eritrocitos
policromaticos (PCEs, eritrocitos jovens). O Teste do Micronucleo em medula 6ssea
de roedores in vivo € bastante usado para a deteccédo de agentes clastogénicos, que
guebram cromossomos, e aneugénicos, que interferem nas fibras do fuso. O teste
caracteriza pela observacéo do efeito do agente testado em eritrocito policromaticos
anucleados, que tém vida curta, e qualquer micronucleo encontrado representa dano
cromossOmico recente. Por ser de facil identificagao e ter distribuicdo bem definida,
os resultados obtidos com o teste fornecem fortes evidéncias da mutagenicidade
sistémica do composto quimico avaliado sob condi¢cdes experimentais apropriadas
(FENECH et al., 1999).

A verséo alcalina do Ensaio do Cometa vem sendo proposta para estudos de
toxicogenética devido a suas peculiaridades e vantagens quando comparado a
outros testes para detecgdo de substancias genotoxicas. O teste € utilizado para
detectar lesbes genbmicas que, apds serem processadas, podem resultar em
mutagdes. Diferente das mutacbes, as lesbes detectadas por este teste sé&o
passiveis de reparo. Desta maneira, o teste pode também ser utilizado para estudos
de reparo do DNA, trazendo informagdes importantes sobre a cinética e o tipo de
lesdo reparada (GONTIJO e TICE, 2003).

Essa técnica foi introduzida em 1988 por Singh e colaboradores, que
modificaram outras técnicas de eletroforese em microgel. O Ensaio do Cometa

envolve a lise das células gerando os nuclebides compostos de DNA nuclear. Os
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nucledides sdo submetidos a uma eletroforese que causa a migracdo do DNA
danificado para fora do nucleo em direcdo ao anodo formando o cometa, que na
cabeca contém o DNA que néo foi danificado e cauda contendo a porcdo de DNA
que sofreu danos. Desse modo, as células com maior dano ao DNA apresentaram
maior quantidade de DNA na cauda (ALMEIDA et al., 2006).

Sob certas condi¢gdes o ensaio também pode detectar ligagbes cruzadas
DNA-DNA e DNA-proteina, que na auséncia de outros tipos de lesbes ao DNA
resultam em uma relativa diminuicdo na migracdo do DNA comparado com os
controles negativos, devido a capacidade das ligacdes cruzadas de estabilizar a
molécula de DNA (WITTE et al., 2007).

Considerando-se a importancia da cisplatina como farmaco antioneoplasico
efetivo e as limitagdes devidas a sua nefrotoxicidade e genotoxicidade e sabendo-se
que o acumulo intracelular de espécies reativas € um dos mecanismos envolvidos no
dano oxidativo no tecido renal, a polpa de maracuja amarelo com sua suposta
atividade antioxidante poderia proporcionar uma reducao destes efeitos. Além disso,
nao sao relatados estudos demonstrando um possivel efeito protetor deste fruto
sobre os danos nefrotoxicos imediatos, danos genotoxicos e sobre a modulacdo da
pressao arterial em modelo de ratos SHR, quando utilizados sdo muito uteis na

avaliacao de aspectos fisiopatogénicos, fisiopatoldgicos e terapéuticos.
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral

Verificar os efeitos genotoxicos e nefrotdxicos imediatos (24 horas) da
administracdo de cDDP (5mg/Kg p.c., dose unica) e o possivel efeito protetor de
doses diarias da polpa de maracuja amarelo em ratos espontaneamente hipertensos

(SHR) e Wistar normotensos.

2.2- Objetivos Especificos

Determinar os niveis de creatinina plasmatica e urinaria, proteinuria, volume
de urina e verificar sua relagdo com os efeitos nefrotdxicos imediatos provocados
pela cisplatina;

Avaliar o efeito da polpa de maracuja amarelo sob os niveis de peroxidacao
lipidica renal, através das determinacbes das substancias reativas ao &acido
tiobarbiturico (SRATB) e de glutationa, 24 horas apds a injegao intraperitoneal,

Verificar possiveis alteragbes na pressao arterial sistélica dos animais SHR,
apo6s a administragcdo da polpa de maracuj3;

Avaliar o efeito da mutagenicidade e genotoxicidade induzida pela cDDP pela
técnica do Micronucleo em células da medula 6ssea dos ratos e Ensaio do Cometa

in vivo.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Material

Polpa de maracuja amarelo

A polpa de maracuja amarelo congelada (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa
Deg.) foi gentilmente doada pela Industria e Comércio de Frutas Ricaeli Ltda.
(Cabreuva/SP). Todas as polpas doadas foram do mesmo lote e segundo o

fabricante apresentam a seguinte composi¢ao nutricional (Figura 05).

Figura 05. Informagéo nutricional da polpa de maracuja amarelo integral (Fonte
Industria Ricaeli).

A polpa de maracuja amarelo utilizada neste trabalho foi avaliada por HPLC-
PDA-MS/MS (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de diodo -
Anexo 02 e Anexo 03) na Faculdade de Engenharia de Alimentos-UNICAMP, pelo
grupo da Prof? Dr2. Adriana Zerlotti Mercadante, para caracterizagao e identificacéo
da quantidade de carotendides totais, fendlicos totais, flavonoides totais e acido
ascorbico, como parte dos objetivos do projeto tematico “Avaliacdo integrada da
estabilidade e propriedades funcionais de pigmentos naturais de alimentos”

(Processo FAPESP N°. 05/59552-6).
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3.1.1- Planejamento Experimental

O projeto de pesquisa, contendo informacgdes pertinentes aos objetivos e
métodos do trabalho, foi submetido a apreciagdo e aprovacédo (protocolo n°
06.1.994.53.4 — Anexo 04) pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (USP) e obedeceu aos
preceitos do Colégio Brasileiro de Experimentagcéo Animal (COBEA, 2003).

Os experimentos foram realizados no biotério dos Laboratérios de
Bromatologia e Nutricdo e Nutrigendmica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirao Preto (FCFRP) da USP. Foram utilizados 50 ratos machos da espécie
Ratus norvegicus da linhagem SHR, com peso médio entre 280-350 gramas, idade 2
16 semanas, provenientes do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto - USP, com a supervisdo do Prof Dr Eduardo Barbosa
Coelho. Os outros 14 ratos Wistar normotensos, com peso médio de 200 gramas,
foram provenientes do biotério Central da Prefeitura do Campus Administrativo de
Ribeirao Preto-USP.

Durante a pesquisa, os animais foram mantidos em caixas de polietileno, com
cama tipo maravalha-serragem de madeira; ambiente com controle de temperatura
(22 £ 4°C), com ciclo de 12 h, claro/escuro. Aos animais foram fornecidos agua e
racdo comercial (ad libitum). A agua em bebedouros e a ragdo padrdo para
roedores, em formato de peletes, Nuvital® (Anexo 01) da empresa Nuvilab CR1,
Curitiba/PR-Brasil, em comedouros localizados nas tampas.

Todos os ensaios foram conduzidos apdés um periodo de adaptacdo e os
animais mantidos em caixas de contencdo com numero maximo de 4, até 24 h antes
do sacrificio, quando foram transferidos para gaiolas metabdlicas individuais com a

finalidade de coletar a urina de 24 horas. Para obtengcdo da dose correta
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administrada relativo ao peso corpoéreo, cada animal foi pesado antes da gavagem
ou da injecao e o volume das solugdes ajustados adequadamente.

A afericao da presséao arterial sistélica (PAS) foi realizada no primeiro e no
quarto dia do experimento, no laboratério de Farmacologia do Departamento de
Fisico-Quimica da FCFRP-USP.

As trés doses da polpa de maracuja foram administradas por sondagem oro-
gastrica (gavagem), método escolhido por se assemelhar a via oral de consumo
humano e porque garante a administracao da dose (volume) desejada.

Os animais foram divididos em 10 grupos (n=6/7), sendo quatro grupos
controles e seis grupos tratados com a polpa, que receberam os seguintes

tratamentos durante os seis dias experimentais (Figura 06).

1o Dia* 2°Dia  3°Dia 4°Dia®  5°Dia 6°Dia
| | | | | |
E
Controle Wistar e SHR | | |
\V4 E
SHR - Polpal, Il e Il | [ | |
E
cDDP | | v| |
Wistar e SHR E
cDDP | T |
SHR - Polpal, ll e lll
|:| Agua — Gavagem (2mL) Vv NaCl 0,9% (i.p.)
Cisplatina
|:| Polpa de Maracuja (Gavagem) v (5 mg/Kg p.c. ip.)
POIpa 1-5 mg/Kg/dIa E Eutanasia
Polpa Il - 6 mg/Kg/dia %
Polpa Il — 8 mg/Kg/dia Afericdo da PAS

Figura 06. Esquema simplificado do planejamento experimental.
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Grupos Controle — SHR e Wistar (n=6/7): Administracdo de agua por
gavagem, seguida de uma injecéo intraperitoneal de solugao salina (NaCl 0,9 %).

Grupos SHR Polpa de Maracuja I, Il e Ill (n=6): Administracdo da polpa de
maracuja amarelo (5, 6 e 8 mg/Kg/dia respectivamente) por gavagem, seguida de
uma injecéo intraperitoneal de solugao salina (NaCl 0,9 %).

Grupos Cisplatina — SHR e Wistar (n=7): Administracdo de agua por
gavagem, seguida de uma injecéo i.p. de cisplatina (5 mg/Kg).

Grupos SHR Polpa de Maracuja I, Il e 1l + Cisplatina (n=6/7):
Administracdo da polpa de maracuja amarelo (5, 6 e 8 mg/Kg/dia respectivamente)
por gavagem, seguida de uma injecéo i.p. de cisplatina (5 mg/Kg).

As injegbes intraperitoneais foram em dose unica. Os tratamentos por
gavagem foram realizados em quatro doses (72, 48, 24 horas e 1 hora antes da
injecao).

Nos ensaios utilizou-se o farmaco Platinil® - solugdo injetavel (Cisplatina
Laboratério Quiral Quimica do Brasil, Juiz de Fora/MG CAS n° 15663-27-1) e os
demais reagentes foram de grau analitico.

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral (10%) e posteriormente
decapitados, a urina e sangue coletados, rins, figado e medula 6ssea foram

retirados para analises, conforme descrito a seguir:

Rins: Foram retirados, eliminando-se o excesso de liquido com papel
absorvente e pesado em balancga digital Micronal B 600. Posteriormente foram
utilizados para preparar o homogenato a 10 % em solucdo de cloreto de potassio
1,15% gelada, onde foram avaliados os niveis de peroxidacéo lipidica por
determinacao das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (SRATB) dentre elas,

o malondialdeido (MDA). Esse mesmo homogenato foi utilizado para a determinacao

Eliziani Mieko Konta



Materiais e Métodos 27

dos niveis de glutationa (GSH) e proteina tecidual. Parte do tecido renal (~0,4 g) foi
utilizada para realizagcédo do ensaio do cometa.

Figado: Foram retirados, eliminando-se o excesso de liquido com papel
absorvente e pesado em balanca digital Micronal B 600. Uma aliquota do érgéo
(~0,4 g) foi utilizada para realizagao do ensaio do cometa.

Urina: Coletada em provetas graduadas utilizando-se gaiolas metabdlicas
que permitiram a separagdo da urina e das fezes. Uma aliquota da amostra foi
utilizada para a determinacéo dos niveis de creatinina;

Plasma: Apoés a eutanasia, coletou-se o sangue em tubo com EDTA com
auxilio de funil. Logo em seguida, foi centrifugado e o plasma separado para
subsequente determinagéo dos niveis de creatinina plasmatica.

Medula 6ssea: Apds o periodo experimental, os animais foram decapitados e

as epifises distais dos fémures foram cortadas.

3.2- Métodos

3.2.2-Avaliacédo da funcéao renal
A funcgao renal foi avaliada nos animais ap6s 24 horas da administragdo do

antitumoral por meio dos seguintes parametros:

3.2.2.1- Determinagdo dos niveis de creatinina plasmética e urinaria

Utilizou-se o Kit Labtest® (Diagnéstica® S.A.), método colorimétrico que
consiste na reagédo da creatinina com o picrato alcalino em meio tamponado, com
prévia desproteinizagcdo em acido picrico, obtendo-se um cromdgeno cuja leitura foi

realizada em comprimento de onda de 510 nm em espectrofotdbmetro Micronal-digital

Eliziani Mieko Konta



Materiais e Métodos 28

modelo B342Il. Os resultados foram expressos em mg de creatinina a cada 100 ml

de plasma ou urina.

3.2.2.2- Determinacéao da proteinuria

A urina coletada nas ultimas 24 horas antes do sacrificio foi utilizada para
dosagem e proteina urinaria segundo o método descrito por BRADFORD (1976). Os

resultados foram expressos em mg de proteina/24 horas.

3.2.2.3- Determinacdao do volume urinario
O volume urinario dos animais foi calculado através do volume de urina
coletado em provetas graduadas, durante as 24 horas antes do sacrificio, sendo os

valores expressos em mililitro de urina por 24 horas (mL/24h).

3.2.2.4- Relacao peso rins e figado/peso corpo6reo
Para melhor avaliar o peso dos rins e figado, calculou-se a proporgéo entre o
peso dos orgaos em relagdo ao peso corpoéreo, sendo os resultados expressos em

porcentagem (%).

3.2.2.5- Determinagéo dos niveis de glutationa renal

Os niveis de GSH nos rins dos ratos foram determinados pelo método de
Sedlak e Lindsay (1968) no mesmo homogenato a 10 % em KCI, preparado para a
determinacdo das SRATB. Uma aliquota de 300 ul foi diluida em agua para 1,0 ml.
Fez-se a desproteinizacdo pela adigdo de 100 pl de uma solugdo de acido
tricloroacético (1,0mg/ml), e em seguida a centrifugagdo. O sobrenadante foi

utilizado para o teste. Em um tubo com 2,0 ml de tamp&o Tris 400 nmol —EDTA 20
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nmol — HCL pH 8,9 coloca-se 500 ul do sobrenadantes e 100 ul de 5,5 — ditiobis
(acido 2-nitrobenzoico) (DNTB), que é reduzido pelos grupos sulfidrila (SH) e forma 1
mol de 2-nitro-5-acido mercaptobenzoico por mol de SH. Este tem uma cor amarela
intensa e pode ser utilizado para medir grupos SH. Foi utilizado a L-cisteina como
padrdo e as determinagcbes foram realizadas em espectrofotdmetro, utilizando
comprimento de onda 412 nm. Os resultados foram expressos em nmol/mg de

proteina.

3.2.2.6- Determinagéo dos niveis de proteina tecidual

Os niveis de proteina tecidual foram determinados para poder expressar os
resultados dos niveis de GSH. Assim, 50 uL do homogenato a 10% foi diluido 1:25
em agua destilada. Em seguida, 200 pL desta solugéo diluida foram colocados em
um tubo contendo 800 pL de agua destilada e realizando a determinacao segundo o

método descrito por Hartree (1972). Para realizagdo da curva padréo, utilizou-se

albumina bovina 1 mg/ml.

3.2.2.7- Determinagdo do malondialdeido tecidual

O método para avaliagcdo de peroxidagao lipidica por determinacéo das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (SRATB) dentre elas, o malondialdeido
(MDA) foi o preconizado por Uchiyama e Mihara (1978). O rim direito foi extraido
(mantido em gelo picado), cortado em pedagos pequenos e pesado cuidadosamente
0,259, aos quais, eram, entédo adicionados 5,0 ml de solugao gelada de KCI 1,15%,
para obtencdo de um homogenato a 5%. Pipetados 0,5 ml do homogenato em 3,0 ml

de solucao de acido fosférico 1% e 1,0 ml de solugéo de acido tiobarbiturico (TBA)
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0,6%. O TBA reage com as SRATB e com o malondialdeido (MDA) (numa proporgao
de duas moléculas de TBA para cada MDA), resultando coloragédo rosa estavel. A
mistura foi aquecida por 45 minutos em banho de agua fervente e apés resfriamento
da solucéo, foram adicionados 4 ml de n-butanol e centrifugado. A solu¢des padréao
de 1,1',3,3'-tetrametoxipropano, foi utilizada nas concentragdes de 5,125; 10,250 e
20,500 nmol por ml. As medidas de absorbancia da fase orgéanica foram feitas em
dois comprimentos de onda (520 e 535 nm) utilizando-se um espectrofotémetro
digital modelo Genesis. A diferenca entre as absorbancias correspondia ao valor de
TBA livre. Os resultados das concentragbes de malondialdeido foram expressos em

nmol /g de tecido umido de rim.

3.2.3 —Afericdo da Presséo Arterial

A presséo arterial sistélica (PAS) foi aferida duas vezes durante o periodo
experimental (dia 1 e dia 4). Através de um sistema nao invasivo, a partir de
pletismografia da artéria da cauda, seguindo metodologia descrita por Vianna et al.

(1992).

3.2.4-Avaliacéo da toxicidade genética

3.2.4.1- Técnica do Microntcleo em células da medula 6ssea

A técnica utilizada para o estudo de micronucleos em células de medula
Ossea foi descrita por Ribeiro (2003), com algumas adaptagdes ao laboratério.

Coleta: Apo6s o periodo experimental, os animais foram decapitados e as
epifises distais dos fémures das patas traseiras foram cortadas. A medula 6ssea foi

retirada dos fémures, com o auxilio de uma seringa contendo 1 mL de soro bovino
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fetal (temperatura ambiente), e o material foi colocado dentro de um tubo de
centrifuga contendo mais 1 mL do soro. O material foi homogeneizado com o auxilio
de pipeta Pasteur e centrifugado por 10 minutos a 800 rpm e uma parte do
sobrenadante foi descartada. O “pellet” foi ressuspendido no restante do

sobrenadante (em torno de 0,3 mL).

Preparo das laminas: Uma gota de suspenséo da medula 6ssea foi colocada
em uma das extremidades de uma lamina de vidro limpa e seca fazendo-se um
esfregaco com o auxilio de uma laminula de vidro. Ap6s 24 horas as laminas foram
fixadas em metanol absoluto por 10 minutos. Ap6s 24 horas da fixagéo, as laminas
foram coradas com Giemsa diluido em tampao fosfato (Na, HPO4 0,06M e KH,PO,
0,06M — pH 6,8), na propor¢céo de 1 mL do corante para 20 mL da solugdo tampao,
por 10 minutos. As laminas foram lavadas em agua destilada, secas ao ar e em

seguida acondicionadas até a analise.

Analise citolégica das laminas: Para cada animal foram analisados 2000
eritrocitos policromaticos (PCEs). As laminas foram codificadas e analisadas em
teste cego, utilizando microscépio de luz, em objetiva de 40X (Figura 07). A analise
dos micronucleos (MN) foi feita seguindo os critérios descritos por Salamone (1980)
e Titenko-Holland et al. (1997):

a) micronucleos néo podem ser refringentes;
b) micronucleos devem estar no mesmo plano da célula;

c) micronucleos devem sempre apresentar forma arredondada.

Analise da relagcdo entre eritrocitos policroméaticos/normocromaticos
(PCE/NCE): Nesta avaliagao foram analisados 500 eritrocitos, sendo estabelecida a

relagdo entre o numero de PCE/NCE em 500 células. Esta analise pode fornecer
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indicios de que substéncia administrada esta diminuindo a produgdo de novos
eritrocitos (policromaticos). Se isto ocorrer, a droga podera ser considerada
citotoxica (GOLLAPUDI e MCFADDEN, 1995). Considera-se eritrécito policromatico,
um eritrocito imaturo, em um estagio intermediario de desenvolvimento, que ainda
contém ribossomos e, portanto pode ser distinguido do eritr6cito normocromatico

(eritrécito maduro) por coloragao seletiva para ribossomos (RIBEIRO et al., 2003).

Figura 07. Fotomicrografia de eritrcitos policromaticos e normocromatico de
medula 6ssea de ratos. Aumento original 1000x (imerséo), coloragdo Giemsa. Fonte:

Laboratério de Bromatologia e Nutricao e Nutrigenémica, USP — 2008.

(1) (a) Eritrécito policromatico (PCE)
(b) Eritrocito normocromatico (NCE)

(2) (c) Eritrécito policromatico micronucleado (PCEMN)
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3.2.4.2- Ensaio de eletroforese em gel de célula Unica in vivo (Ensaio do
Cometa)

Isolamento e Viabilidade Celular:

O Ensaio do Cometa foi realizado no rim e figado seguindo o método descrito
por Singh et al. (1988) e Tice et al. (2000). Durante o processamento das amostras,
estas foram mantidas em gelo, protegidas da luz direta e processadas
imediatamente a eutanasia. Células isoladas foram obtidas a partir do érgdo que
foram picotados em 1 mL de solu¢do de Hanks. Determinou-se a propor¢do de
células viaveis no homogenato pela técnica de exclusdo por azul de tripan 0,4%.
Este € um método para determinar a viabilidade em células isoladas sugerido por
Burlinson et al. (2007). As células foram analisadas somente quando a viabilidade

observada for superior a 70%.

Preparo das Laminas:

Apds o isolamento das células, adicionou-se solugdo de agarose de baixo
ponto de fusdo 0,5% (Gibco, Gaithersburg, MD, USA) na propor¢cédo de 14, e
transferiu 80puL da mistura para uma Iamina convencional pré-coberta com agarose
1,5%, cobrindo-a com uma laminula (24 x 60 mm). As laminas foram mantidas em
repouso por 10 minutos a 4° C para solidificacdo da agarose. Apds a retirada das
laminulas, as laminas foram imersas em solugdo de lise (NaCl 2,5M, EDTA 100mM,
Tris 10mM, DMSO 10%, Triton X-100 1%, pH 10) por 20-22h a 4°C. Em seguida,
transferiram-se as laminas por 20 minutos para tampao alcalino (NaOH 300 mM,
EDTA 1 mM, pH > 13, 4°C), para permitir o desenrolamento do DNA e a expressao
de quebras de fita simples e sitios alcali labeis. A eletroforese horizontal foi realizada
a 25V e 300 mA (0,74V/cm) durante 20 minutos, usando o tamp&o alcalino de

eletroforese (NaOH 300mM, EDTA 1mM, pH > 13, 4 °C). Todas estas etapas foram
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conduzidas sem a presenga de luz direta, para inibir a ocorréncia de quebras
adicionais ao DNA. Apds a eletroforese, neutralizou-se as Iaminas com solucao de
neutralizacao (Tris 0,4M, pH 7,5 a 4° C) por 5 minutos. As laminas foram secas a
temperatura ambiente, fixadas em etanol absoluto por 2 minutos, e apds estarem

secas, foram armazenadas a temperatura ambiente.

Coloracao e anélise:

A analise das laminas foi realizada imediatamente ap6s a coloragéo, da
seguinte maneira:

- Pingou-se 20ul de solugéo de brometo de etidio (20ug/mL) sobre a 1amina;

- Cobriu-se cuidadosamente com uma laminula 24 x 60mm;

- A analise das laminas foi realizada imediatamente apds a colorag¢ao, usando

microscopio de epifluorescéncia (filtro 516-560nm, barreira de filtro de 590nm,

objetiva de 40x). Marca ZEISS®, modelo Axiostar plus - HBO 50.

Foram analisados 100 nucledides por animal, sendo 50 por lamina, visto que
estas laminas foram codificadas e analisadas em teste cego. Recomendacgdes de
Guidelines Internacionais consideram que o escore visual € um método de analise
bem valido, na medida em que haja uma padronizagdo dos escores em cada
laboratério (TICE et al., 2000).

Para analise visual dos cometas (Figura 08), o comprimento da cauda em
relacdo ao didmetro da cabeca, foi utilizado para classificar os nucledides:

Classe 0 = sem cauda
Classe 1 = cauda com um comprimento menor que o didmetro da cabec¢a do cometa
Classe 2 = cauda com um comprimento entre 1 e 2 vezes o didmetro da cabeca do

cometa
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Classe 3 = cauda com um comprimento maior que 2 vezes o didmetro da cabega do
cometa
Classe 4 = cauda com extenso comprimento e cabega com pequeno diametro.
Cometas sem cabeca foram excluidos da analise, pois podem representar
células mortas, apesar do teste de viabilidade celular realizado previamente, antes
do procedimento do Ensaio do Cometa (Da SILVA et al., 2000).
O escore de dano no DNA foi obtido pela multiplicagcdo do numero de células

em cada classe pelo dano da classe, de acordo com a seguinte férmula:

Escore Total = (0 xnp) + (1 xnq) + (2xn2) + (3 xNn3)+ (4 XnNy)

Onde n representa o numero de células em cada classe (0, 1, 2, 3 e 4).

Portanto, o escore de dano no DNA pode variar de 0 a 400 (Da SILVA et al., 2000).
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Figura 08. Fotomicrografia de nucledides de células hepaticas, coradas com
brometo de etidio (20ug/mL) e observados em microscopio de epifluorescéncia (filtro
516-560nm, barreira de filtro de 590nm), (0) nucledide sem dano, (1), (2), (3) e (4)
nucledides apresentando varios niveis de danos. Aumento original 400x. Fonte:

Laboratério de Bromatologia e Nutricdo e Nutrigendmica, USP — 2008.
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3.3- Andlise Estatistica

Todos os dados foram expressos como média + desvio padrdo. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o Programa GraphPad Prism, versao 3.0
para Windows, GraphPad Software® (San Diego, Califérnia, USA), empregando o
teste de Analise Multiplas das Variancias (ANOVA) com pdés teste de Newman Keuls.

Foram consideradas significativas as diferengas com p < 0,05.
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4- RESULTADOS

O peso corporeo dos animais esta apresentado na Figura 09. Em relagao ao
peso inicial (dia 1) e no final do experimento (dia 6), nenhuma diferenca estatistica

foi observada entre os grupos experimentais (p>0,05).

mPeso Inicial (dia 1)
mPeso Final (dia 6)

Evolucdo do
Peso Corpéreo ()
®
o

Figura 09. Efeito do pré-tratamento com polpa de maracuja amarelo (5, 6 e 8
mg/Kg/dia, gavagem - doses multiplas) sobre a evolugao do peso corporeo (gramas)
em ratos sacrificados 24 horas apds receberem o tratamento intraperitoneal com
salina (NaCl 0,9%) ou cisplatina (cDDP) 5 mg/Kg. Cada valor corresponde a média +

desvio padréo (n = 6/7). ANOVA e pos-teste de Newman Keuls.
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Quando os sinais de nefrotoxicidade s&o avaliados pelo peso dos rins em
relagdo ao peso corpéreo do animal, visualiza-se na Tabela 01 que nao houve
diferenca estatistica nos grupos experimentais, o mesmo observado para a relagcéo
do peso do figado.

Ao analisar a fungéo renal (Tabela 01), € possivel observar que ndo houve
diferenca estatistica entre os valores de creatinina plasmatica e proteinuria, entre
todos os grupos experimentais. No entanto, observa-se que a administracdo do
farmaco apresentou uma tendéncia em diminuir a proteinuria dos ratos Wistar em
relagdo ao seu grupo controle negativo.

O volume urinario (mL/24h) do Grupo SHR + cDDP demonstrou ser maior
quando comparado ao grupo Controle SHR, no entanto, ndo apresentou diferenca
estatistica. Os grupos tratados com o antitumoral (SHR Polpa | + cDDP e SHR
Polpa Il + cDDP) apresentaram diferenga estatistica em relagdo ao grupo SHR +
cDDP . Salienta-se que os ratos SHR (controles negativos) apresentam maior
volume urinario quando comparados aos ratos Wistar, devido as caracteristicas da
linhagem dos animais.

Assim, foi possivel observar que o tratamento subagudo com a polpa de
maracuja amarelo ndo alterou a fungdo renal dos ratos tratados 24 horas apds a

administragao da cisplatina.
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Os valores de glutationa reduzida (GSH) renal estao representados na Figura 10.
Observou-se que os grupos Wistar (controle positivo e negativo) apresentam niveis de
GSH maiores quando comparados aos grupos SHR controles.

Ja os grupos SHR tratados com a polpa de maracuja amarelo (SHR Polpa Il e SHR
Polpa Ill) apresentam uma tendéncia no aumento dos niveis de glutationa, verificando que
a maior dose apresentou diferenca estatistica em relagdo ao Controle SHR.

Os grupos tratados com o antitumoral (WISTAR + cDDP, SHR + cDDP e SHR
Polpa | + cDDP) apresentaram uma redugdo quando comparados ao Controle WISTAR.
Ja os grupos SHR Polpa Il + cDDP e SHR Polpa Ill + cDDP apresentaram diferenca
estatistica em relacédo ao grupo Controle WISTAR e SHR, SHR + cDDP e WISTAR +
cDDP, demonstrando um possivel efeito protetor da polpa, ao promoverem aumento dos

niveis de glutationa renal.
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Figura 10. Efeito do pré-tratamento com polpa de maracuja amarelo (5, 6 e 8 mg/Kg/dia, gavagem
- doses multiplas) sobre niveis renais de glutationa (nmol/mg proteina) em ratos sacrificados
24horas ap0Os receberem o tratamento intraperitoneal com NaCl 0,9% ou cisplatina 5mg/Kg
(cDDP). Cada valor corresponde a média * desvio padrdo (n = 6/7). ANOVA e poés-teste de
Newman Keuls. @ p < 0,05 em relacdo ao Controle Wistar; ° p < 0,05 em relacdo ao Controle
SHR; ®p<0,05 em relagéo ao Wistar + cDDP ; ¢ p<0,05 em relacdo ao SHR + cDDP.

Eliziani Mieko Konta



Resultados 42

A peroxidacgdo lipidica foi estimada por meio da determinagdo das substancias
reativas ao acido tiobarbiturico, pela dosagem de malondialdeido (MDA) tecidual. Na
Figura 11 estdo apresentados os valores renais de MDA dos animais sacrificados apés 24
horas do tratamento intraperitoneal.

Nos grupos tratados com a polpa de maracuja amarelo (trés doses) ndo se
observou alteracao dos valores de MDA em relagéo aos grupos controles. Observa-se um
aumento dos valores do grupo SHR + cDDP e SHR Polpa | + cDDP em relagéo ao grupo
Controle Wistar e SHR. Mas, nas associacbes das maiores doses da polpa com o
antitumoral (SHR Polpa Il + cDDP e SHR Polpa Il + cDDP) verifica-se uma tendéncia de
reducao dos valores, quando comparados ao Controle SHR + cDDP.

4001
350+

300+
250+

200+ T

150940 T T T T
100+
50

a,b

~

MDA renal
(nmol/g tecido umido

Figura 11. Efeito do pré-tratamento com polpa de maracuja amarelo (5, 6 e 8 mg/Kg/dia
gavagem - doses multiplas) sobre niveis renais de MDA (nmol/g tecido) em ratos
sacrificados 24 horas ap6s receberem o tratamento intraperitoneal com NaCl 0,9% ou
cisplatina 5 mg/Kg (cDDP). Cada valor corresponde a média + desvio padrao (n = 6/7).
ANOVA e pos-teste de Newman Keuls. ? p < 0,05 em relagédo ao Controle Wistar; bp <
0,05 em relacao ao Controle SHR.
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A afericdo da presséo arterial sistolica, representada na Figura 12, foi realizada
antes (dia 1) e apos (dia 4) ao tratamento com as multiplas doses da polpa de maracuija.

No primeiro dia de afericdo todos os grupos SHR apresentaram diferenca
estatistica em relagcdo aos Grupos Controles Wistar (positivo e negativo), devido as
caracteristicas da linhagem dos ratos hipertensos.

No dia 4, observa-se que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos SHR
controle (positivo e negativo). Todas as associagbes com o antitumoral (SHR Polpa | +
cDDP, SHR Polpa Il + cDDP e SHR Polpa Ill + cDDP) foram capazes de reduzir a
pressao arterial em relagdo ao grupo SHR + cDDP. Sendo que, das trés doses
analisadas, a Polpa Il e Ill mostraram ser as mais eficientes na redugéo da presséo

arterial, quando comparadas aos controles SHR (p<0,05).

2 16 | cd

® 10 | m PAS Inicial (dia 1)
o 84 O PAS Final (dia 4)

Presséao Arterial Sistélica
(
N

Figura 12. Efeito do pré-tratamento com polpa de maracuja amarelo (5, 6 e 8 mg/Kg/dia
gavagem - doses multiplas) sobre a presséo arterial sistdlica, PAS (mmHg) em ratos
sacrificados 24 horas apds receberem o tratamento intraperitoneal com NaCl 0,9% ou
cisplatina (cDDP) 5mg/Kg. Cada valor corresponde a média + desvio padréo (n = 6/7).
ANOVA e pos-teste de Newman Keuls. ? p < 0,05 em relagdo ao Controle WISTAR; bp<
0,05 em relagdo ao Controle SHR; °p<0,05 em relagdo ao Wistar + cDDP ; d p<0,05 em
relagcédo ao SHR + cDDP.
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A cisplatina administrada intraperitonealmente como agente indutor de danos, na
concentracdo de 5mg/Kg p.c., acarretou um aumento no numero médio de PCE
micronucleados quando comparado aos grupos controles negativos (Controle WISTAR e
SHR). Salienta-se ainda que a mutagenicidade induzida pela cisplatina observada pela
freqiéncia média de MNs foi maior nos ratos SHR em relagdo aos ratos Wistar. Nota-se
também que os grupos que receberam as maiores doses da polpa (SHR Polpa Il e Ill)
apresentaram menor numero de PCE micronucleados quando comparados ao Controle
SHR (Tabela 02).

A Tabela 02 mostra que o numero de eritrocitos policromaticos, em relagdo aos
normocromaticos (PCE/NCE), a cada 500 células analisadas por animal, ndo apresentou
diferenca estatistica em relacdo ao controle negativo. Esses dados mostram que as
polpas, nas doses administradas ndo afetaram a multiplicagdo celular dos eritrécitos e,

portanto, ndo se mostraram citotdxicas quando administrado aos animais.

Tabela 02. FreqUéncia de micronucleos em eritrocitos policromaticos em 2000 células
analisadas por animal (n=6/7) em cada tratamento, para avaliar os efeitos de trés
diferentes doses de polpa de maracuja amarelo e respectivos controles sobre a
mutagenicidade induzida pela cisplatina

GRUPOS/RATOS NGmero de MNs em 2000 PCE T‘t’rt:t'a"r"n'\; por (Mpécd'ifa'\iNDSP) (MP;?; ’\icgp)
RL R2 R3 RA R5 R6 R7
Controle Wistar (n=7) 3 3 3 3 2 0 3 17 283:041  1,28%0,29
Controle SHR (n=6) 3 4 6 3 4 2 0 22 367137  1,38+0,22
SHR Polpa | (n=6) 3 3 5 3 4 3 0 21 350£084  1,28+0,17
SHR Polpa Il (n=6) 1 4 1 3 3 2 0 14 2,33 1,21 1,3+0,11

SHR Polpa Il (n=6) 1 2 3 4 3 2 0 15 25 £149  1,27+0,35
Controle Wistar + cDDP (n=7) 10 8 7 9 9 8 3 54 7.71+£229%° 1,24 £ 0,14
Controle SHR+cDDP (n=7) 13 10 12 8 9 5 10 67 957+264%°  1,25+0,29
SHRPolpal+cDDP(n=6) 10 14 10 8 9 5 0 56 933£204%°  1,15+0,21
SHRPolpall+cDDP(n=7) 11 7 9 5 8 6 7 53 757+£199°°  1,23+1,04
SHRPolpalll+cDDP(n=6) 3 7 8 6 6 10 0 40 6.67+234%  114£0,29

Cada valor corresponde a média + desvio padréo (n = 6/7). ANOVA e poés-teste de Newman
Keuls. ®p < 0,05 em relacdo ao Controle Wistar; ° p < 0,05 em relagdo ao Controle SHR.
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Os dados das tabelas 3 e 4 mostram os efeitos sobre a migracdo do DNA em
suspensdes celulares do figado e do rim dos animais, 24 h ap6s a injecéo intraperitoneal
de salina ou cisplatina.

Os dados mostram que as trés concentragdes da polpa de maracuja amarelo (SHR
Polpa I, Il e Ill) ndo induziram danos graves ao DNA em relacdo ao controle negativo.
Sendo que a maioria dos nucledides encontram-se nas classes 0, 1 e 2 (Figura 13).

A cDDP, utilizada como controle positivo, induziu um aumento mais evidente na
migracdo do DNA nas células renais, quando comparados as células hepaticas. Salienta-
se que em ambos os tecidos, houve predominancia de nucledides nas classes 0, 1 e 2.
Pois, a cisplatina ndo € um bom indutor de danos recomendado para o Ensaio do
Cometa, devido a producao de ligagdes cruzadas que interferem na migracdo do DNA
(Figura 13).

Ao comparar as diferentes linhagens de animais, controles Wistar e SHR (positivo e
negativo), observou-se diferencga estatistica, entre os grupos, fato este também observado
em outros parametros anteriormente analisados, como glutationa e pressao arterial,

devido as caracteristicas genéticas das diferentes linhagens de animais.
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Tabela 03. Efeito do pré-tratamento com polpa de maracuja amarelo (5, 6 e 8 mg/Kg/dia
gavagem - doses multiplas) sobre a deteccdo de danos ao DNA utilizando o Ensaio do
Cometa, em 100 células hepaticas por ratos (n=6/7), sacrificados 24 horas apos
receberem o tratamento intraperitoneal com NaCl 0,9% ou cisplatina (cDDP) 5mg/Kg

Classes do Cometa

TRATAMENTOS
Ratos 0 1 2 3 4 Total™ Escore
R1 60 30 6 4 0 40 54
R2 63 30 7 0 0 37 44
R3 42 36 15 4 3 58 20
Controle WISTAR R4 47 36 12 5 0 53 75
R5 54 35 18 3 0 56 80
R6 74 19 4 3 0 26 36
R7 73 16 10 1 0 27 39
Média 59,00 2886 1029 2,86 043 4243 59,71
+ DP 12,22 821 5,06 1,77 113 1343 21,73
R1 58 35 6 1 0 42 50
R2 65 26 7 1 0 34 43
R3 26 47 23 2 2 74 107
Controle SHR R4 6 7 26 53 8 94 250
R5 4 8 43 40 5 %6 234
R6 15 37 24 20 4 85 161
Média 2900 26,67 21,50 1950 317 70,83 140,832
+ DP 2644 1628 1372 2251 313 2672 8941
R1 40 25 29 5 1 60 102
R 2 9 13 26 49 3 91 224
R3 16 72 10 2 0 84 8
SHR + Polpa| R4 19 65 14 1 0 80 9%
R5 63 30 7 0 0 37 44
R6 38 48 11 3 0 62 79
Média 3083 4217 1617 10,00 0,67 69,00 107,17
+ DP 2003 2340 9,11 19,18 121 19,92 61,10
R1 29 52 19 0 0 71 90
R2 26 47 23 2 2 74 107
R3 27 25 29 17 2 73 142
SHR + Polpa li R 4 54 35 18 3 0 56 80
R5 25 25 46 3 0 74 126
R6 42 36 15 4 3 58 90
Média 3383 3667 2500 4,83 117 67,67 10583
+ DP 11,69 1111 1137 6,11 133 836 24,02
R1 18 34 46 2 0 82 132
R2 32 37 27 4 0 68 103
R3 26 15 51 6 2 74 143
SHR + Polpall R4 35 54 10 2 0 66 80
R5 87 13 0 0 0 13 13
R6 34 52 14 0 0 66 80
Média 38,67 3417 2467 2,33 033 6150 91,83
+ DP 2451 1752 2045 234 082 2454 46,59
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Tabela 03 (continuagéo)

Classes do Cometa

TRATAMENTOS
Ratos 0 1 2 3 4 Total Escore
R1 53 37 8 2 0 47 59
R2 61 25 11 3 0 39 56
R3 54 40 6 0 0 46 52
WISTAR + cDDP R4 70 24 5 1 0 30 37
R5 64 30 6 0 0 36 42
R6 52 45 3 0 0 48 51
R7 71 27 2 0 0 29 31
Média 60,71 32,57 5,86 0,86 0,00 39,29 46,86 b
+ DP 7,99 8,14 3,02 1,21 0,00 7,99 10,38
R1 29 28 32 1 0 71 125
R2 53 22 23 1 1 47 75
R3 35 31 27 7 0 65 106
SHR + cDDP R4 39 53 8 0 0 61 69
R5 38 33 20 6 3 62 103
R6 54 41 7 0 0 48 55
R7 37 22 38 2 1 63 108
Média 40,71 32,86 22,14 3,86 0,71 59,57 91,57¢
+ DP 9,32 11,07 11,60 4,22 1,11 8,87 25,32
R1 42 36 15 4 3 58 90
R2 34 52 14 0 0 66 80
R3 18 50 31 1 0 82 115
SHR Polpa | +¢DDP o 27 25 29 17 2 73 142
R5 26 47 23 2 2 74 107
R6 26 15 51 6 2 74 143
Média 28,83 37,50 27,17 5,00 1,50 71,17 112,83
+ DP 8,21 14,98 13,60 6,26 1,22 8,21 26,07
R1 18 35 46 1 0 82 130
R2 16 23 56 4 0 83 147
R3 18 50 31 1 0 82 115
SHR Polpa Il + cDDP R4 53 24 22 3 0 49 77
R5 25 42 26 6 1 75 116
R6 36 42 16 5 1 64 93
R7 54 38 7 1 0 46 55
Média 31,43 36,29 29,14 3,00 0,29 68,71 104,71
+ DP 16,51 9,88 16,99 2,08 0,49 15,93 31,72
R1 27 37 36 0 0 73 109
R2 16 10 58 18 1 87 184
R3 19 22 55 3 1 81 145
SHR Polpa lll + cDDP R4 40 38 21 1 0 60 83
R5 83 13 3 1 0 17 22
R6 25 63 10 1 1 75 90
Média 35,00 30,50 30,50 4,00 0,50 65,50 105,50
+ DP 24,94 19,77 23,04 6,93 0,55 25,42 55,59
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Cada valor corresponde a média + desvio padrdo (n = 6/7). ANOVA e pos-teste de

Newman Keuls.

?p < 0,05 em relagéo ao Controle WISTAR;

® b < 0,05 em relaco ao grupo SHR;

°p < 0,05 em relagéo ao grupo WISTAR + cDDP;

* Total de numeros de nucléoides com dano (classe 1+2+3+4)

Escore Total = (0 x ng) + (1 x nq) + (2 x np) + (3 X N3) + (4 X Ny)
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Tabela 04. Efeito do pré-tratamento com polpa de maracuja amarelo (5, 6 e 8 mg/Kg/dia
gavagem - doses multiplas) sobre a deteccdo de danos ao DNA utilizando o Ensaio do
Cometa, em 100 células renais por ratos (n=6/7), sacrificados 24 horas apds receberem o
tratamento intraperitoneal com NaCl 0,9% ou cisplatina 5mg/Kg

Classes do Cometa

TRATAMENTOS
Ratos 0 1 2 3 4 Total * Escore
R1 47 36 12 5 0 53 75
R2 19 65 14 2 0 81 99
R3 34 39 17 10 0 66 103
Controle WISTAR R4 39 53 8 0 0 61 69
R5 26 65 6 2 1 74 87
R6 29 61 8 2 0 71 83
R7 48 47 3 2 0 52 59
Média 3457 5229 971 3,29 014 6543 82,14
+ DP 10,81 12,04 486 3.30 038 1081 1583
R1 18 10 27 38 7 82 206
R2 25 53 21 1 0 75 98
R3 12 12 67 6 3 88 176
Controle SHR R 4 47 36 16 1 0 53 71
R5 35 48 28 0 0 76 104
R6 37 47 15 1 0 63 80
Média 2000 3433 2900  7.83 167 7283 122,502
+ DP 13,04 1892 1938 1493 283 1280 5520
R1 25 52 29 3 0 84 119
R2 18 50 31 1 0 82 115
R3 26 42 22 10 0 74 116
SHR + Polpal R4 28 39 33 0 0 72 105
R5 25 42 26 6 1 75 116
R6 11 15 40 29 5 89 202
Média 2217 40,00 3017 817 1,00 7933 12883
+ DP 643 1325 618 1083 200 668 3616
R1 32 40 28 0 0 68 96
R2 33 39 23 5 0 67 100
R3 23 37 30 8 2 77 129
SHR + Polpa li R 4 25 25 46 3 0 74 126
R5 32 37 27 4 0 68 103
R6 16 72 10 2 0 84 98
Média 26,83 41,67 2733 367 033 7300 108,67
+ DP 674 1582 1162 273 082 669 1480
R1 25 42 26 6 1 75 116
R2 40 38 21 1 0 60 83
R3 18 28 24 30 0 82 166
SHR + Polpa R 4 16 72 10 2 0 84 98
R5 25 63 10 1 1 75 90
R6 25 25 46 4 0 75 129
Média 2483 4467 2283 733 033 7517 113,67
+ DP 842 1897 1327 1127 052 842 3074
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Tabela 04 (continuagéo)

Classes do Cometa

TRATAMENTOS
Ratos 0 1 2 3 4 Total Escore
R1 38 33 20 6 3 62 103
R2 40 54 5 2 0 61 70
R3 55 39 5 1 0 45 52
WISTAR + cDDP R 4 35 47 15 3 0 65 86
R5 23 37 31 7 2 77 128
R6 49 45 5 1 0 51 58
R7 35 51 14 0 0 65 79
Média 3929 4371 1357 286 071 60,86 82,29
+ DP 1037 7,67 9,73 2,67 125 10,37 26,46
R1 14 45 25 16 0 86 143
R2 11 20 32 34 3 89 198
R3 27 17 46 7 3 73 142
SHR + cDDP R 4 27 43 23 5 2 73 112
R5 23 27 33 15 2 77 146
R6 18 41 34 6 1 82 131
R7 15 36 43 4 2 85 142
Média 1929 3271 3371 1243 186 80,71 144,86 ac
+ DP 6,45 11,38 848 10,66 107 645 26,19
R1 24 46 30 0 0 76 106
R2 15 25 19 0 0 44 63
R3 18 27 33 22 0 82 159
SHR Polpal+cDDP o , 25 52 21 2 0 75 100
R5 32 37 27 4 0 68 103
R6 19 33 30 18 0 81 147
Média 2217 36,67 2667  7.67 000 71,00 113,00
+ DP 6,11 10,63 554 9,75 000 14,14 34,90
R1 18 50 31 1 0 82 115
R2 32 60 28 0 0 88 116
R3 17 32 45 4 2 83 142
SHR Polpall +cDDP R 4 26 47 23 2 2 74 107
R5 9 10 27 4 0 41 76
R6 24 24 43 9 0 76 137
R7 26 50 19 7 0 76 109
Média 21,71 39,00 3086 3,86 057 7429 114,57
+ DP 759 17,62 9,77 3,24 098 1548 21,73
R1 26 47 23 2 2 74 107
R2 25 42 26 6 1 75 116
R3 16 31 47 4 2 84 145
SHR Polpa lll + cDDP < b 28 40 s 1 o 140
R5 35 31 27 7 0 65 106
R6 6 18 22 3 1 44 75
Média 20,50 3450 30,83 4,67 117 7117 114,83
+ DP 1021 1021 10,223 1,97 075 1520 2558
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Cada valor corresponde a média + desvio padrdo (n = 6/7). ANOVA e pos-teste de

Newman Keuls.

?p < 0,05 em relagéo ao Controle WISTAR;

® b < 0,05 em relaco ao grupo SHR;

°p < 0,05 em relagéo ao grupo WISTAR + cDDP;

* Total de numeros de nucléoides com dano (classe 1+2+3+4)

Escore Total = (0 x ng) + (1 x nq) + (2 x np) + (3 X N3) + (4 X Ny)
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5- DISCUSSAO

Este trabalho levantou a hipotese que a nefrotoxicidade e genotoxicidade
induzida pela cisplatina possa ser resultante, ao menos em parte, do estresse
oxidativo. Desta maneira, uma substancia antioxidante capaz de neutralizar a acéo
das espécies reativas de oxigénio formadas durante o tratamento quimioterapico,
resultaria na reducao da agao toxica da cisplatina sobre as células saudaveis.

Apesar do seu potencial nefrotoxico e citotoxico, a cisplatina ainda é
considerada um farmaco importante no tratamento de diversos tipos de tumores
malignos, incluindo cancer de ovario, testiculo, bexiga, cabeca e pescoco, pulméo,
colo de utero e endométrio (BAEK et al., 2003; PABLA e DONG, 2008). A
nefrotoxicidade € um efeito adverso comum de certos medicamentos antineoplasicos
e constitui a maior preocupacéo no tratamento com a cDDP, limitando a sua utilidade
no tratamento antitumoral (PABLA e DONG, 2008).

O rim ndo € somente o responsavel pela excrecao do farmaco, mas é também
o seu principal local de acumulo (ALI et al, 2008%). Assim, para verificar os danos
renais induzidos pela cisplatina, os animais foram tratados com dose uUnica deste
antitumoral (5mg/Kg p.c.) que nao provoca morte. Apesar de ser uma dose
frequentemente utilizada em roedores, de acordo com varios outros autores
(ANTUNES et al., 2000; FRANCESCATO et al, 2004; MORA et al., 2003; AMARAL
et al.,, 2008), ela é aproximadamente quatro a cinco vezes maior do que a
empregada em seres humanos (JACOBS et al., 1980). Salienta-se que, em geral,
animais de laboratoério sdo mais resistentes aos farmacos do que outras espécies. A

injecdo intraperitoneal € a via de administragdo mais utilizada em experimentos
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devida a sua simplicidade e também porque possibilita maximizar a exposicéo de
agentes (THIEL et al., 1976).

Na literatura ndo ha um consenso quanto a administracdo de polpa de
maracuja amarelo administrada em ratos. A escolha da dose foi baseada nos
estudos de Cetin et al. (2006), que avaliaram o potencial de sucos naturais (uva e
tomate) frente a nefrotoxicidade induzida pela cDDP e Rojas et al. (2006) que
administraram suco de Passiflora edulis liofiolizado (500 mg/Kg/dia, via oral) em
ensaio in vivo.

E conhecido que a nefrotoxicidade induzida pela cisplatina em ratos Wistar
resultam em: aumento do volume urinario, aumento relativo do peso dos rins,
aumento dos niveis de creatinina plasmatica e redugéo no “clearance” de creatinina
(ANTUNES et al., 2000, 2001; FRANCESCATO et al., 2004; SILVA et al., 2001, ALI
et al., 2008%).

O tempo estabelecido para realizagdo do experimento, 24 horas ap6s a
injegao intraperitoneal da cDDP, foi selecionado para avaliar os efeitos genotoxicos
(Técnica do Micronucleo e Ensaio do Cometa) e os efeitos nefrotoxicos imediatos.

Evidéncias da literatura indicam que os ratos SHR quando comparados aos
ratos Wistar normotensos (WISTAR), apresentam maior produgdo de substéncias
reativas ao acido tiobarbiturico, entre elas o MDA, acompanhados da redugao de
GSH tecidual e atividade reduzida das enzimas antioxidantes endogenas (SOD,
CAT, GSH-Px e GSH redutase); eventos observados principalmente no tecido renal.
Este dano tecidual resulta em maior excre¢cdo de proteinas, diminuicdo do fluxo
sanguineo e filtragao glomerular (ZUHAIR et al., 2000; LASSEGUE, 2004).

Khan et al. (2007) utilizando como modelo experimental ratos WKY e ratos

SHR apdés 7 dias da administragédo de cisplatina (5mg/Kg p.c.), observaram redugao
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do fluxo sanguineo renal, reducao do clearance de creatinina, aumento da excregao
de sédio e destruicdo dos tubulos renais. Estes danos renais agudos foram mais
evidentes nos ratos SHR, quando comparados aos WKY, indicando maiores danos
na estrutura tubular e aumento da resisténcia vascular renal. No entanto, n&o foi
observada diferenca estatistica na afericdo da presséo arterial ap6s a administragcéao
do farmaco, fato que também foi observado no presente estudo, indicando que o
farmaco nao influencia na afericdo da pressao arterial.

A cDDP tem os rins como o alvo principal dos seus efeitos toxicos e altera
completamente as suas fungdes normais, podendo estabelecer uma insuficiéncia
renal aguda, decorrente das lesdes provocadas nas células dos tubulos renais.
Essas lesbes sao responsaveis pela diminuicdo do taxa de filtragcdo glomerular,
fazendo com que haja acumulo no plasma dos produtos gerados no metabolismo de
nitrogénio, representado pelo aumento dos niveis de nitrogénio nao protéico
(nitrogénio uréico no sangue) e da creatinina, substancia enddgena resultante da
degradacgéao da creatina muscular. Assim, a concentragao plasmatica de creatinina é
bastante estavel, variando menos de 10% ao longo do dia em individuos normais.
Um aumento dos niveis de creatinina sérica reflete danos renais irreversiveis, esta
se encontra aumentada sempre que a razao de filtracdo glomerular estiver baixa,
devido & doenga renal ou & obstrugéo pos-renal (ALl et al., 2008").

Sabe-se que a creatinina plasmatica € um paradmetro convencional para
determinar a func¢ao renal (VERPLANKE et al., 1994). O pico maximo de elevagéo
ocorre ap6s quatro ou cinco dias do tratamento com cDDP (FATIMA et al., 2004).
Segundo BALDEW et al. (1991), o pico de creatinina para ratos ocorre 5 dias ap6s
uma dose unica de cisplatina (6mg/Kg). NISHIKAWA et al. (2001) também

evidenciam niveis de creatinina aumentados, com pico no 5° dia apdés a
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administracdo do farmaco, sugerindo a ocorréncia de dano renal. ALl et al. (2008?)
observaram em ratos, seis dias apos a injecao intraperitoneal do farmaco, aumento
da creatinina, uréia, concentracdo de proteina e atividade da N-acetil-p-D
glicosaminidase, seguida da diminuicdo da osmolalidade.

Fatos estes que justificam as alteragdes nao significativas dos parametros de
creatinina plasmatica do presente estudo, pois este parametro bioquimico foi
avaliado 24 horas apés a injecéo intraperitoneal do farmaco, com o propoésito de
detecgao de danos precoces nos rins dos animais.

A poliuria € uma caracteristica proeminente da toxicidade renal induzida pela
cisplatina, e ocorre em duas fases distintas. A primeira fase ocorre quando a taxa de
filtracdo glomerular ainda é normal (um a dois dias apos a dose unica) e pode ser
revertida pela administracdo de vasopressina, sugerindo uma liberagéo prejudicada
deste horménio pela glandula pituitaria (CLIFTON et al., 1982). A segunda ocorre
quando a taxa de filtracdo glomerular esta baixa (cinco a seis dias apds dose unica)
e € resistente a administracao de vasopressina (GORDON et al., 1982; SAFIRSTEIN
et al., 1981).

A cisplatina interfere com o metabolismo da agua, através da hipdfise,
dificultando a liberagdo do hormdnio antidiurético. Tal fato ocorre um dia apds o seu
uso. No entanto, no oitavo dia, existe uma diminuicdo da resposta a este horménio
nas células renais, tornando-as resistentes (LITTERST et al., 1985).

No presente estudo, observou-se que 0s animais que receberam a
administracdo de cisplatina apresentaram uma tendéncia no aumento no fluxo
urinario, e que o tratamento com a polpa de maracuja amarelo foi parcialmente
efetivo em atenuar este aumento. O aumento do volume urinario observado em ratos

tratados com cisplatina também foi observado em investigacdes anteriores
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(DAUGAARD, 1990; ANTUNES et al., 2000; FRANCESCATO et al, 2004; MORA et
al., 2003; AMARAL et al., 2008, ALI et al., 2008?), evidenciando uma faléncia renal
aguda provocada por este antitumoral.

Khan et al. (2008) verificaram que apdés 7 dias da administragédo
intraperitoneal de cisplatina (5mg/Kg p.c.), ratos SHR desenvolviam faléncia renal
aguda, visualizado pela diminuicao de 70% do “clearance” de creatinina e aumento
em 20% da excrecéo de sodio, quando comparados a ratos SHR controle negativo.

A reducdo no peso corpéreo dos animais pode estar relacionada a uma
toxicidade gastrintestinal da cisplatina, observada pela diarréia e/ ou menor ingestéao
de racdo. Ammer et al. (1993) observaram em ratos, uma relagao entre a diminuigéao
da atividade renal e a perda de peso apds a administracdo de cisplatina, e
consideraram que a reducdo do peso pode ser um indice simples para avaliar o
estado citotoxico dos pacientes em uso de cisplatina. A perda de peso tem sido
constantemente observada em animais tratados com o farmaco (ANTUNES et al.,
2001; FRANCESCATO et al., 2004; SILVA et al., 2001, ALl et al., 2008?%).

A reducgéo do peso corpoéreo apos o tratamento com o farmaco também pode
ser devido aos danos tubulares renais, e subseqientemente diminuicdo da
reabsor¢ao de agua pelas células tubulares, conduzindo a desidratagao, aumento do
volume urinario e, conseqiientemente a perda de peso (ALl et al., 2008%). No
entanto, no presente estudo n&o foram observadas alteragdes no peso corpéreo,
avaliados apos 24 horas da administragéo intraperitoneal da cDDP. Este parametro
também demonstra que as administragbes da polpa durante os quatro dias
(gavagem) nao induziram diarréia ou alteraram a ingestédo de ragao pelos animais.

Ao avaliar o peso dos rins em relagdo ao peso corporeo, pretende-se

observar um possivel edema do 6rgéo que pode estar relacionado a um processo
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inflamatério local. Geralmente é observado em ratos um aumento na relagdo do
peso dos rins/peso corporeo (SAAD; NAJJAR; ALASHARI, 2004). No entanto,
devido ao curto tempo de exposicdo (24 horas), ndo se observou diferenca
estatistica nesta relagéo, nos grupos tratados com o antitumoral.

Um dos mais importantes sistemas antioxidantes intracelular € o ciclo de
reducao da glutationa. A glutationa € um dos componentes essenciais para manter a
integridade celular devido a sua propriedade redutora e pela participacdo no
metabolismo celular (ATESSAHIN et al., 2005).

A glutationa possui papel central na biotransformacéo e eliminacdo de
xenobidticos e na defesa das células contra o estresse oxidativo. Muitas das reagdes
da GSH envolvem o grupo sulfidrila (SH), altamente polarizavel, tornando-o um bom
nucledfilo para reagdées com compostos quimicos eletrofilicos. Esta habilidade de
doar elétrons a outros compostos também faz da GSH um bom redutor (ATESSAHIN
et al., 2005).

Evidéncias na literatura (MATSUSHIMA et al., 1998; YILDIRIM et al., 2003;
SATOH et al., 2003; PABLA e DONG, 2008) indicam que as espécies reativas e as
estdo envolvidos no estresse oxidativo devido a depleg¢do da concentragao de GSH
e pelo decréscimo da atividade de enzimas antioxidantes nos rins. Estas
observacdes apdiam a hip6tese de que parte do mecanismo de nefrotoxicidade em
animais tratados com cisplatina esta relacionada com a deplegao de antioxidantes
enddgenos.

O presente trabalho reforga essa hipotese que a cisplatina causa deplecao na
concentragdo de GSH no tecido renal, e esta de acordo com os resultados de Singh
(1989) que realizou experimento em ratos e observou uma diminuicdo dos niveis de

glutationa renal, 24 horas apds a administracdo de dose unica (5mg/Kg p.c.) de
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cisplatina. Além disso, a polpa de maracuja amarelo nas duas doses (6 e 8 mg/Kg
p.c.), foram eficazes ao atenuarem o decréscimo de GSH tecidual, quando
associados ao farmaco.

Ali et al (2008%) também observaram que a cisplatina depleta as
concentragbes de glutationa reduzida e de superoxido dismutase no cértex renal de
animais tratados com dose uUnica (6mg/Kg p.c) do farmaco. Ao comparar ratos SHR
e Wistar em modelo experimental de diabetes, Biswas et al (2008) observaram que
os ratos SHR apresentavam naturalmente menores niveis de GSH e SOD no cértex
renal. Ademais, ao analisar parametros genotoxicos, os ratos SHR apresentaram
maiores danos ao DNA.

Vale ressaltar também que diferentes linhagens de animais e diferenga nas
idades também podem interferir nos parametros renais analisados. Ali et al (2008°)
utilizaram ratos Wistar em 4 fases de desenvolvimento (3, 7, 11 e 24 semanas) e
administraram cisplatina dose unica (6mg/Kg p.c) e apds 6 dias observaram que a
nefrotoxicidade induzida pelo farmaco resultou em diminuicdo do peso corpoéreo,
clearance de creatinina, osmolalidade urinaria, menor concentragdo de glutationa
reduzida e da enzima superoxido dismutase. Além do aumento do peso dos rins,
creatinina e uréia. Os autores concluiram que estes parametros foram mais
evidentes nos ratos de maior idade, e somente a concentracdo de glutationa
mostrou ser similar em todas as faixas de desenvolvimento. Estes fatos que podem
explicar os resultados de GSH deste presente estudo, o qual envolve modelo de
ratos SHR (=216 semanas) e analise da nefrotoxicidade ap6s 24 horas da injecéo
intraperitoneal.

A dosagem de MDA é utilizada como um indicador de peroxidacgéo lipidica

tecidual tanto no figado como nos rins. A maioria dos estudos mostra que a
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peroxidacao lipidica é relacionada com a nefrotoxicidade da cisplatina (ZHANG e
LINDUP, 1993).

A peroxidacgao lipidica € um mecanismo de morte celular bem estabelecido e
utilizado como indicador de estresse oxidativo. Os perdxidos de lipidios sao instaveis
e se decompdem formando uma complexa série de compostos incluindo compostos
carbonil reativos. O MDA e o 4-HNE (4-hidroxi-2(E)-nonenal) sao produtos
originarios da decomposicdo dos perdxidos de acidos graxos poliinsaturados da
membrana mitocondrial. Esses compostos eletrofilicos sdo capazes de se difundir
através das células causando danos aos componentes celulares e interferindo nas
funcdes basais. Os aldeidos sdo potentes inibidores enzimaticos, pois podem se
ligar aos grupos nucleofilicos dos aminoacidos (como tirosina, cisteina, serina, lisina
e histidina), componentes criticos dos sitios ativos enzimaticos ou necessarios para
a manutencao da estrutura terciaria das enzimas (ESTERBAUER et al., 1990). O
aumento do MDA, demonstrado no experimento, € apontado como marcador da
lipoperoxidagao, evento que ocorre ap6s a diminuicdo das defesas antioxidantes,
tais como glutationa reduzida.

Matsushima et al. (1998) interessados em estudar os efeitos dos espécies
reativas de oxigénio gerados pela cisplatina na faléncia renal aguda em ratos,
utilizaram a mesma dose do antitumoral (5mg/Kg p.c.) e analisaram os resultados 6
horas apdés a administracdo do quimioterapico, os resultados também mostraram
aumento nos valores de MDA.

Atasayar et al. (2008) avaliaram o efeito do glicocorticéide aminoguanidina
sobre os danos oxidativos induzidos pela dose unica (7,5 mg/Kg p.c.) de cDDP.

Apés trés dias da injeg&o intraperitoneal, observaram aumentos nos niveis de MDA
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no plasma, rim e figado, acompanhados da redugdo de GSH renal. Além disso,
também observaram aumento nos niveis de creatinina sérica e uréia.

No presente estudo, foi possivel observar uma elevagéo nos niveis de MDA
tecidual nos animais SHRs tratados com cisplatina. Além disso, dados da literatura
comprovam que ratos SHR apresentam niveis de MDA superiores aos ratos Wistar
normotensos (ZUHAIR et al., 2000). No entanto, nas associagdes com a polpa de
maracuja amarelo nao foi possivel visualizar diferenca estatistica entre os valores.
Verifica-se uma tendéncia que a Polpa Il e Ill foram mais eficientes do que a Polpa |
ao atenuarem a peroxidacéo lipidica.

N&o ha trabalhos na literatura sobre a atuagédo dos antioxidantes da polpa de
maracuja amarelo na modulagéo dos danos oxidativos e pressao arterial em modelo
animal. Considerando-se a importancia dos compostos bioativos, por atuarem como
antioxidantes, imunomoduladores e anticarcinogénicos, o presente trabalho também
realizou a identificacdo e quantificacdo dos compostos majoritarios presentes na
polpa de maracuja amarelo. A quantificacdo dos fendlicos, flavondides e
carotendides totais da polpa foi de 32,4 + 0,12 (mg de acido galico/100g), 14,2 +
0,24 (mg catequina/100g) e 3,17 = 0,03 (mg/100g) respectivamente, além da
presenca de acido ascorbico (6,96 + 0,25 mg/100g). Estes dados estdo coerentes
com os encontrados por outros trabalhos relatados na literatura (VINCI et al., 1995;
MERCADANTE et al., 2002; TALCOTT et al., 2003; KUSKOSKI et al., 2005; ZIBADI
et al., 2007; VASCO et al., 2008).

A administragdo dos extratos das folhas de maracuja tem conseguido, de
maneira eficaz, reduzir a hipertensédo arterial de ratos SHR. Dentre os inumeros
componentes bioativos encontrados no extrato de maracuja, com potencial

antihipertensivo, ressalta-se o flavondide quercetina e luteolina e o &cido &-
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aminobutirico (GABA) (PEREIRA et al, 2000; DHAWAN et al., 2004, ZIBADI et al.,
2007).

Zibadi et al. (2007) utilizaram o extrato da casca do maracuja (Passiflora
edulis Sims f. flavicarpa Deg.) em experimento in vitro € in vivo (animais e humanos).
In vitro, o extrato ndo reduziu as quebras de fitas do DNA, ao se analisar o ensaio do
cometa. In vivo, a dieta suplementada com 50mg/Kg p.c. do extrato minimizou o
aumento da pressao arterial em ratos SHR, acompanhados do aumento dos niveis
de o6xido nitrico (NO). Apbs quatros semanas de suplementagdo com o extrato, via
oral, pacientes com hipertensdo apresentaram reducao significativa da presséo
arterial sistélica e diastolica.

Rojas et al. (2006) compararam o efeito do extrato etandlico das folhas de
Passiflora edulis (2,5; 5,0; 7,5; 10; 12,5; 15; 17,5 mg/kg) e o suco de Passiflora
edulis liofiolizado (2,5; 5,0; 10; 15; 20 mg/kg) na presséo arterial sistélica e diastolica
de ratos. Ap6s quatro afericbes da pressdo, observaram que o extrato e o suco
reduziram a pressdo dos animais desde o primeiro dia de afericdo. Ademais,
nenhumas das doses estabelecidas no experimento demonstraram efeitos toxicos
aos ratos. Estes autores atribuiram que a presenca do flavondide quercetina,
kaempferol e luteolina poderia agir na modulagdo da presséo arterial. Podendo
também justificar a reducao da pressao arterial sist6lica dos ratos SHR observada no
presente estudo. Visto que, foram encontrados estes mesmos compostos na polpa
de maracuja amarelo, na concentracao de luteolina 3-glucoside (3,63 mg/100g),
quercetina (2,21 mg/100g) e kaempferol (1,78 mg/100g).

Os flavondides exercem um efeito vasodilatador por modularem a produgao
de o6xido nitrico (NO). O NO produzido pelas células endoteliais desempenha um

importante papel no controle cardiovascular, tanto no controle da resisténcia
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periférica vascular como na agregagdo plaquetaria. O NO é um potente
vasodilatador e assim seu papel no controle da pressao arterial é extremamente
importante (ICHIMURA et al., 2006; ZIBADI et al., 2007).

Embora alguns experimentos in vivo, utilizando a casca e/ou as folhas de
Passiflora edulis, tenham sido realizados a fim de avaliar a atividade bioldgica do
maracuja, ainda nao é possivel atribuir os efeitos somente a uma unica classe de
compostos, e sim a provavel acao conjunta de diversos compostos bioativos, que
podem atuar de forma sinérgica em sistemas bioldgicos. Assim, a utilizagdo da polpa
poderia conferir maior valor agregado ao fruto tropical, por possuir estes mesmos
compostos bioativos presentes na casca e nas folhas.

A cDDP é capaz de gerar EROs como o radical superdéxido e o radical
hidroxila. A indugdo do estresse oxidativo pela geracdo de EROs provoca um
desbalango pro-oxidante e antioxidante na célula podendo lesar o DNA e outras
macromoléculas e estruturas celulares (KOSMIDER e OSIECK, 2004; CEMELI et al.,
2008).

O estresse oxidativo pode induzir potenciais danos genotdxicos ao DNA pela
acao direta das espécies reativas de oxigénio no DNA ou indiretamente via produtos
de degradagao da peroxidacdo lipidica. Existem varios mecanismos antioxidantes
intracelulares de protecdo ao DNA, incluindo sequestradores de espécies reativas de
oxigénio ou inativacdo enzimatica de espécies reativas de oxigénio. Ativacdo e
transcricdo de enzimas antioxidantes e de reparo do DNA também possuem papel
fundamental na manutencdo de baixos niveis de danos ao DNA em condi¢des
intracelulares normais, em resposta a variagbes do estado de oxidacdo da célula

(SZETO; COLLINS; BENZIE, 2002; CEMELI et al. 2008).
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O teste de micronucleo em medula 6ssea de roedores in vivo € aceito pelas
agéncias internacionais e instituicdes governamentais, como parte da bateria de
testes utilizados para se avaliar novos produtos quimicos e farmacéuticos que
entram anualmente no mercado. Esses testes s&o capazes de detectar agentes
quimicos e fisicos indutores de mutacdo e, por isso, téxicos para o gene
(genotdxicos), ja que altera a seqiéncia do DNA, o que leva a uma alteragao
herdavel da fungdo génica. O conhecimento do potencial genotoxico das
substancias utilizadas pelo ser humano ¢é essencial, pois mutagbes sao
freqientemente associadas com o desenvolvimento de cancer e defeitos congénitos.
Portanto, ndo se pode deixar de avaliar os riscos para o ser humano quando se trata
de agentes quimicos ou fisicos ainda ndo estudados (RIBEIRO et al., 2003).

A toxicidade celular, em medula &éssea, € normalmente indicada pela
diminuicao da proporgédo PCEs/NCEs. De acordo com Gollapudi e Mcfadden, (1995),
o numero de PCEs nos grupos tratados (controle positivo) ndo deve ser inferior a
20% do controle negativo. No presente estudo, a relagdo PCEs/NCEs apresentou-se
reduzida nos animais SHR, quando comparados com os animais WKY. Acredita-se
que essa tendéncia esteja relacionada as caracteristicas genéticas da linhagem
desses animais, ou que seja causada pela hipertensdo que eles desenvolvem
naturalmente.

Segundo o procedimento original (HEDDLE, 1973; SCHMID, 1976), os
micronucleos (MNs) sdo contados nos eritrocitos jovens. Quando os eritroblastos
expelem seu nucleo, ao se transformarem em eritrécitos, os MNs permanecem no
citoplasma onde sado faciimente reconheciveis. Os eritrocitos jovens sé&o
policromaticos (acido ribonucléico -RNA - positivos), isto €, coram-se em azul e ndo

em salmao/laranja. Se os MNs forem contados apenas nesse tipo de célula, havera
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a segurancga de que eles se formaram na mitose anterior, na presenca do agente
mutagénico. Como o periodo entre a ultima divisdo e a formacado do eritrocito
policromatico (PCE) é de 8 a 12 horas, s6 serdo encontrados MNs induzidos pelo
agente cerca de 10 horas ap6és o tratamento. Além disso, o intervalo minimo no qual
os MNs podem ser detectados corresponde a duracao do estagio do PCE, entre 10
a 24 horas.

O antineoplasico administrado intraperitonealmente como controle positivo na
concentracdo S5mg/Kg, acarretou um aumento significativo no numero médio de
células com micronucleo. Observou-se ainda que a freqiéncia média de MNs foi
maior nos ratos SHR em relagcéo aos ratos Wistar em ambos os controles positivo e
negativo. Estes dados podem ser confirmados com o estudo de Almeida et al.
(2008), que analisaram a inducédo de aberragcbes cromossémicas em ratos SHR e
Wistar apds o tratamento com amiodarona, e observaram que a freqtiéncia basal de
aberracdes cromossdmicas e metafases anormais eram maiores nos ratos SHR do
que nos Wistar (controles negativos). E ao analisar a freqiéncia de danos
cromossOmicos nos controles positivos (ciclofosfamida), também se observou que os
ratos SHR foram mais sensiveis aos danos do que os ratos Wistar.

O Teste do Micronucleo aplicado neste trabalho ndo revelou aumento no
numero médio de eritrécitos policromaticos com micronucleo, nas trés doses da
polpa (SHR Polpa |, Il e lll), quando comparado com os controles negativos SHR e
Wistar. Esses resultados indicam que a polpa ndo apresentou efeito clastogénico
e/ou aneugénico quando administrado oralmente aos ratos.

Nas condi¢cdes experimentais deste estudo, os resultados obtidos no teste de

micronucleo mostraram uma tendéncia antimutagénica por parte da polpa de
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maracuja, pois houve uma redugéo de células micronucleadas nos animais tratados
com o farmaco, quando comparados ao grupo controle SHR negativo.

Nersesyan e Muradyan (2004) estudaram a capacidade antimutagénica do
suco de “Sea-Buckthorm” sobre os danos induzidos pela cDDP (1,2 e 2,4 mg/Kg
p.c.) em camundongos. Durante 5 ou 10 dias, os animais receberam 0,3 ml do suco
(gavagem) e apdés 24 horas da injegdo intraperitoneal, realizou-se o Teste do
Micronucleo em medula 6ssea. Os autores observaram que o suco diminuiu o efeito
mutagénico da cDDP somente na menor dose do farmaco (1,2 mg/Kg p.c.). Sendo
que o suco nao apresentou efeito citotoxico ao analisar-se a razdo entre os
eritrocitos policromaticos e normocromaticos em 500 células.

Embora tenha sido observada uma tendéncia protetora da polpa de maracuja
amarelo, nas trés doses testadas, inibindo a formagdo de MNs pela cDDP, esse
efeito ndo foi observado pelos parametros determinados no Ensaio do Cometa.
Neste ensaio, os grupos tratados com a polpa e cDDP resultaram em nucledides
com caudas menores do que as observadas no controle negativo, fato observado
principalmente nas células hepaticas. No entanto, nota-se nos grupos tratados com a
polpa de maracuja, uma redugao da extensdo dos nucledides quando comparados
ao grupo SHR controle negativo.

A aplicacdo do Ensaio do Cometa em células renais e hepaticas permitiu a
coleta de informagdes de danos ao material genético de diferentes tecidos
submetidos as diferentes doses da polpa e do antitumoral. Permitindo assim, a
avaliagédo da heterogeneidade destes danos em diferentes células.

Em geral, no Ensaio do Cometa a determinacdo dos danos ao DNA é
atribuida a um aumento na migragcdo na cauda dos nucledides, entretanto, estudos

tém sugerido que a migracdo do DNA nos nucledides é retardada por ligagdes
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cruzadas ao DNA intercadeia e facilitadas pelas ligagbes intracadeia (PANG et al.,
2007). A existéncia de ligagdes cruzadas ao DNA intercadeia leva a uma tendéncia
de diminuir a mobilidade eletroforética do DNA resultando em uma diminuicdo da
cauda dos nucledides, o que pode ser observado com uma redugdo em parametros
como “Tail moment” e o “Olive moment”, fatos que também foram observados na
analise visual (ALMEIDA et al., 2006).

Esta menor migragdo do DNA nos nucledides, também foi verificada por
Nesslany et al. (2007), que aplicaram o Ensaio do Cometa em células renais de
ratos; para o ensaio foram padronizadas duas doses de cisplatina (5mg/Kg e 10
mg/Kg), os resultados demonstraram diminuicdo da média do “Olive Tail Moment”
em ambos os grupos tratados com o farmaco. Sasaki et al. (2000) também n&o
observaram migracdo do DNA em células renais quando a cDDP foi administrada
oralmente a camundongos. Nota-se que estas observacdes ja foram relatadas na
literatura em experimentos in vitro ao analisar linfocitos humanos (PFUHER et al.,
1996) e cultura de células V79 (provenientes de fibroblastos de pulmédo de Hamster
Chinés), tratadas com a cisplatina (MERK et al., 1999).

Nesslany et al. (2007) demonstraram que as ligagbes cruzadas nao sao
detectados pelo Ensaio do Cometa nas condi¢des padrbes de eletroforese (0,7 V/cm
— 25V/300mA) por 20 minutos. E ao modificarem as condigdes experimentais, com o
aumento da duracéo da eletroforese para 40 minutos, observaram que poderia ser
uma alternativa para o estudo de agentes alquilantes que causam ligacdes
cruzadas.

A versao alcalina do Ensaio do Cometa é capaz de detectar quebras em uma
ou duas fitas do DNA, assim como sitios alcali-labeis, bem como liga¢cdes anémalas

entre DNA-DNA e DNA-proteinas. A vantagem deste ensaio é a sua sensibilidade

Eliziani Mieko Konta



Discussdo 68

em detectar baixos niveis de danos ao DNA (TICE et al., 2000). Por outro lado, os
micronucleos sao normalmente formados por fragmentos cromossdémicos devido a
quebras na dupla fita de DNA, e que ficam excluidos do nucleo das células filhas
durante a divisdo celular (SALAMONE et al., 1980). Esse tipo de dano
cromossémico também pode ser detectado pelo Ensaio do Cometa. Entretanto, os
MNs ainda podem ser formados se cromossomos inteiros ficarem excluidos do
nucleo (efeitos aneugénicos), e esse tipo de mutacao dificilmente € detectado pelo
ensaio do cometa. Esses detalhes entre as duas metodologias utilizadas no trabalho
nos permitem hipotetizar que a cisplatina possa ter apresentado um efeito
aneugénico nas células precursoras dos eritrocitos policromaticos analisados, o que
explicaria em parte, o aumento de MNs observado no Teste do Micronucleo e a néo
observacao de genotoxicidade no ensaio do cometa.

Embora, o Ensaio do Cometa possa ser considerado mais sensivel na
avaliacdo de danos ao DNA por agentes genotdxicos que o Teste do Micronucleo,
deve-se levar em consideracdo os diferentes mecanismos envolvidos quando
resultados positivos sdo observados. Essencialmente, o Teste do Micronucleo
detecta lesdes que sobreviveram pelo menos um ciclo celular, e o Ensaio do Cometa
lesbes ao DNA reparaveis ou sitios alcali-labeis (GOETHEM; LISON; KIRSCH-
VOLDERS, 1997).

Dependendo do estagio do ciclo celular, da capacidade de reparo, das
caracteristicas genéticas gerais da célula e do agente analisado, apenas uma fragao
dos danos induzidos ao DNA vao se transformar em mutagdes. Assim, é
interessante investigar a correlacdo entre a extensdao das quebras de DNA
quantificadas no Ensaio do Cometa e a freqiiéncia de MNs nas mesmas condi¢des

experimentais, possibilitando a estimativa da quantidade de quebras de DNA
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convertidas em mutagbes cromossdmicas, contribuindo para a compreensao da
genotoxicidade dos agentes testados (GOETHEM; LISON; KIRSCH-VOLDERS,
1997).

De acordo com o protocolo descrito por Tice et al. (2000), o decréscimo na
viabilidade celular para a realizagdo do Ensaio do Cometa nao deveria ser inferior a
30%, e os periodos sugeridos para a preparagdo das amostras seriam entre 3 e 6 h
nos tratamentos de curta duragéo e entre 22 e 26 h para os tratamentos cronicos. No
presente estudo, o tratamento ndo demonstrou alteragcdes na integridade das
membranas celulares, e a porcentagem de células viaveis (hepaticas e renais) foram
superiores a 70%.

Franke et al. (2005) interessados em avaliar o efeito de agentes alquilantes
(ciclofosfamida — 25 mg/Kg p.c, e metil metanosulfonato — 40 mg/Kg p.c) sobre os
danos induzidos ao DNA, administraram oralmente a camundongos suco de laranja
(0,1 ml/10 g p.c.). O teste do cometa aplicado em células de sangue periférico
demonstrou que o suco foi capaz de reduzir a extensdo dos danos causados por
ambos os agentes genotoxicos. Para cada animal foram analisadas 100 nucledides,
utilizando-se o escore visual. O efeito antigenotdxico do suco, em parte, foi atribuido
a capacidade de seus compostos biativos atuarem na modulacédo de enzimas da
fase | e Il; atuarem como sequestradores de espécies reativas e participarem do
mecanismo de reparo do DNA (BUB et al., 2003).

Brozovic et al. (2008) avaliaram o efeito genotoxico da combinagéo de uma
droga antineoplasica (cisplatina) e um anestésico (sevoflurano) em leucdcitos,
figado, rim e cérebro de camundongos. Os animais foram expostos durante trés dias
consecutivos a 2,4 vol% do anestésico durante duas horas, seguido de injecéo i.p.

de cDDP (5mg/Kg p.c.). Os resultados demonstraram que a combinagéo das drogas
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induziu maiores efeitos genotoxicos quando avaliados o “tail length” em todos os
tipos celulares estudados. No entanto, os grupos tratados somente com a cDDP a
migracdo da cauda dos nucledides foram menores do que o controle negativo,
conforme observado na presente investigacao.

Para a avaliacdo antigenotoxica/genotoxica dos extratos de espécies de
Miconia contra os danos induzidos pelo antitumoral ciclofosfamida Serpeloni et al.
(2008) aplicaram o Teste do Micronucleo e o Ensaio do Cometa em células de
sangue periférico de camundongos Swiss. Todos os extratos de Miconia
administrados oralmente (0,1 mL/10 p.c) apresentaram baixos niveis de danos
genotoxicos, com predominancia de nucledides de classe 1, sendo que nenhum
efeito mutagénico foi observado pelo Teste do Micronucleo. O estudo demonstrou
que o uso de extratos pode ser mais vantajoso do que o uso de compostos isolados,
visto que a interacdo entre taninos, acidos fendlicos e flavondides poderiam
potencializar o efeito antimutagéncio dos extratos.

Recentemente, o consumo de sucos de frutas tem sido objeto de estudo de
alguns trabalhos na area de toxicogenética, com o intuito de avaliar o potencial
antimutagénico frente a agentes indutores de danos ao DNA (BUB et al., 2003;
CEMELI, et al., 2008; HOELZL et al., 2008). Weisel et al. (2006) investigaram os
efeitos do consumo de 700 mil/dia de suco de frutas vermelhas (rico em
antocianinas) em individuos saudaveis. Os resultados demonstraram efeito protetor
quanto aos danos ao DNA, visualizado no Ensaio do Cometa e aumento dos niveis
de glutationa. No entanto, nenhum efeito foi observado nos niveis de malondialdeido
plasmatico.

Wilms et al. (2007) avaliaram em 168 individuos o efeito do consumo de suco

de macga + “pblueberry”, composto por 97 mg de quercetina e 16 mg de acido
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ascoérbico. Apds quatro semanas, realizou-se o Ensaio do Cometa em linfécitos. Os
resultados mostraram redugdo de 20% dos danos induzidos ao DNA. Ja os
resultados do trabalho de Riso et al. (2006), demonstraram que o0 consumo de suco
de tomate (250mL/dia — contendo 5,7 mg de licopeno, 3,7 mg de fitoeno, 2,7 mg de
fitoflueno, 1 mg de B-caroteno, e 1,8 mg de a-tocoferol) durante 26 dias, ndo alterou
os parametros de peroxidacéo lipidica e danos ao DNA (DNA% in tail).

A ingestdao de frutas ricas em vitamina C parece aumentar as defesas
antioxidantes do organismo. No entanto, ndo esta claro se este papel seria atribuido
somente a vitamina C. Assim Guarnieiri et al. (2007) estudaram o consumo de suco
de laranja (300 mL/dia, contendo 150 mg de vitamina C) ou vitamina C (composto
isolado) em individuos saudaveis. Apdés duas semanas da ingestdo do
suco/vitamina, amostras de sangue foram coletadas e realizou-se o Ensaio do
Cometa. Os resultados mostraram que o suco de laranja promoveu maior protegcéo
nos linfécitos humanos quando comparados ao grupo controle H,O», enquanto que a
dieta somente com a vitamina C ndo mostrou os mesmos niveis de protecéo. Assim,
o efeito protetor do suco nao seria atribuido somente a presenca de vitamina C, mas
pelos outros fitoquimicos presentes no alimento.

Dessa forma, os resultados do presente estudo indicam que a polpa de
maracuja amarelo pode ser considerada um alimento capaz de prevenir danos
mutagénicos induzidos pela cisplatina in vivo e também poderia ajudar na
modulacdo do estresse oxidativo encontrado na quimioterapia com este farmaco.
Entretanto, mais estudos devem ser realizados para melhor entender os

mecanismos envolvidos na atividade protetora deste fruto.
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6- CONCLUSAO

Tendo em vista os objetivos e hipoteses propostas e com base nos resultados
obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

1. O tratamento com doses multiplas da polpa de maracuja amarelo néo
alterou os parametros da funcédo renal analisados, entretanto, as maiores doses
(Polpa Il e lll) apresentaram tendéncia no aumento dos niveis renais de GSH nos
ratos SHR;

2. O tratamento com a cisplatina promoveu um aumento dos niveis das
SRATB (MDA), bem como decréscimo nos niveis de GSH nos rins dos animais,
reforcando a hip6tese que a peroxidacgao lipidica esta relacionada com o mecanismo
de nefrotoxicidade;

3. Umas das hipdteses para a reducdo da pressao arterial sistolica observada
neste trabalho, pode ser atribuida a presenca de alguns compostos (quercetina,
luteolina, kaempferol, acido cafeico) e outros ainda nao identificados na polpa de
maracuja amarelo;

4. A interacdo entre os fitoquimicos presentes na polpa de maracuja
demonstraram eficacia na redugdo da mutagenicidade e efeitos protetores
antioxidantes.

5. Embora no Ensaio do Cometa tenha sido observado um efeito protetor da
polpa contra danos genotdxicos induzidos pela cDDP, este efeito ndo pode ser
confirmado neste ensaio, pois a cisplatina ndo € um bom indutor de danos
recomendado para este método, devido a produgédo de ligagdes cruzadas que

interferem na migracdo do DNA.
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Anexo

Anexo 04. Comité de ética.
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