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Resumo

O resveratrol € um polifenol presente em uvas de variedade Vitis vinifera, americanas e hibridas
amplamente conhecido por seu valor terapéutico e cosmético, além de ser um antioxidante
natural. O presente trabalho propds confirmar, por meio de ensaio in vitro, a sua propriedade
anti-cancer, bem como a aplicacdo bioldgica do principio ativo. A atividade anti-mutagénica
foi testada por meio do ensaio de Allium cepa. Sementes de A.cepa foram expostas ao herbicida
trifluralina juntamente com diferentes concentrac6es do resveratrol. Os resultados confirmaram
a atividade anti-mutagénica do resveratrol, pela reversdo do efeito mutagénico da trifluralina,
que foi proporcional a concentracdo, até 1ppm, apods a qual ndo houve efeito adicional.
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Antimutagenic effect of resveratrol obtained from grape pomace
Abstract

Resveratrol is a polyphenol present in grapes of the Vitis vinifera, American and hybrid variety
widely known for its therapeutic and cosmetic value, as well as being a natural antioxidant. The
present work proposed to confirm, by means of in vitro test, its anti-cancer property, as well as
the biological application of the active principle. The anti-mutagenic activity was assayed by
the Allium cepa. A.cepa seeds were exposed to the herbicide trifluralin together with different
concentrations of resveratrol. The results confirmed the anti-mutagenic activity of resveratrol
by reversing the mutagenic effect of trifluralin, which was proportional to the concentration, up
to 1ppm, after which there was no additional effect.
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Muitos destes compostos quimicos sintéticos, como por exemplo, os herbicidas ou
praguicidas utilizados na agricultura, podem trazer transtornos a satide humana e animal, uma
vez que cresce 0 numero de evidéncias de alteracdes pela exposicao a estes agentes quimicos
(VARANDA, 2006) como a trifluralina (FERNANDES, 2005) e glifosato (CAVALCANTE,
2008). Estas substancias podem induzir mutagcdes no DNA e, consequentemente, podem
favorecer o desenvolvimento de tumores. Substancias anti-mutagénicas, como a curcuma,
Agaricus brasiliensis (cogumelo) (ANTUNES et al, 2000) (SOUZA, 2007), o propolis verde
(ROBERTO, 2009) e resveratrol (CARTER, 2014), podem reverter ou anular estes efeitos
(ANTUNES et al., 2000).

Os fatores que promovem a iniciacdo ou progressao da carcinogénese sdo chamados de
carcindgenos. Carcindgenos atuam em um ou mais dos trés estagios da carcinogénese (Spence
e Jonhston, 1996) Na iniciacdo produzem mutacfes genéticas, onde uma célula normal é
transformada em célula maligna (LOUREIRO et al., 2002; VARANDA, 2006).

Substancias endogenas advindas da alimentagdo ou sintetizadas pelas células, exibem
algum tipo de atividade inibitoria para agentes mutagénicos naturais e artificiais (ODIN, 1997).
Os estudos com agentes antimutagénicos iniciaram nos anos cinquenta, porém recentemente é
que os grupos de pesquisas tém se concentrado na identificacdo destes agentes, principalmente
de origem natural como, a circuma, Agaricus brasiliensis (cogumelo) (ANTUNES et al., 2000)
(SOUZA, 2007), o prépolis verde (ROBERTO, 2009) e o resveratrol (CARTER, 2014).

Os biomarcadores sdo Uteis e podem ser definidos como sistemas indicadores que
geralmente incluem um organismo completo, usado para identificacdo de um alvo especifico
(SILVA e PEG, 2003). Sistemas testes vegetais como o de Vicia faba, Zea mays, Tradescantia
sp e principalmente o de Allium cepa, tém sido amplamente utilizados para o estudo e detec¢édo
de genotoxicidade e mutagenicidade (FISKEJO,1985; GRANT, 1994; FERNANDES, 2005).

Esses sistemas também tém importancia no monitoramento da poluicdo ambiental e

avaliacdo do potencial mutagénico de muitos compostos quimicos puros (MA et al., 1995).

Fiskesjo (1985) ressaltou a importancia e a utilidade de sistemas testes vegetais na
avaliacdo de riscos de genotoxicidade e enfatizou que, apesar das diferencas entre os
metabolismos de plantas e animais, ha também similaridades, e que a ativacdo de pro

mutagénicos em plantas possui alta relevancia, pois seres humanos consomem plantas tratadas
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com agentes quimicos. O uso de vegetais superiores no diagnostico e no monitoramento da
poluicdo ambiental tem sido utilizado por diversos autores. O ensaio com Allium cepa (cebola)
tem sido utilizado na determinacdo dos efeitos citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos de
inimeras substancias (GRANT, 1994), bem como em amostras ambientais complexas (SOUZA
et al., 2007).

O método de avaliacdo de alteragcBes cromossdmicas em raizes de Allium cepa é
validado pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, OMS) e o Programa
Ambiental das Na¢des Unidas (UNEP) como um eficiente teste para anélise e monitoramento
in situ da genotoxicidade de substancias ambientais ou quimicos puros (CABRERA e
RODRIGUEZ, 1999).

Entre os vegetais superiores, justifica-se 0 emprego da planta Allium cepa como um
eficiente organismo-teste de genotoxicidade e mutagenicidade devido as suas determinadas
caracteristicas, como sua cinética de proliferagdo, crescimento rapido de suas raizes, grande
namero de células em divisdo, sua alta tolerancia a diferentes condi¢des de cultivo, sua
disponibilidade durante o ano todo, seu facil manuseio e por possuir cromossomos em numero
reduzido e de grande tamanho (FISKESJO, 1985; GRANT, 1994), além de seu baixo custo
(LEME e MARIN-MORALES, 2009). Esta espécie tem sido utilizada, com sucesso, na
avaliagdo de quimicos, sendo eles substancias puras ou misturas complexas (FISKESJO, 1985;
MA et al., 1995; MAZZEO et al., 2010 VENTURA-CAMARGO et al., 2011). A presenca de
aberracdes cromossémicas (AC) avaliadas na regido meristematica das raizes representam
efeitos genotdxicos decorrentes da exposicdo a compostos tOxicos ou amostras ambientais
complexas. A Figura 1 ilustra algumas das ACs que podem ser observadas nas raizes de Allium
cepa ap6s exposicdo a agentes fisicos ou quimicos (Leme e Marin-Moralles, 2009).

Figura 1. AC observadas em células meristematicas expostas a agentes quimicos; (A)
Metafase normal; (A1) Quebra cromossomica em metafase ; (A2) C-metafase; (A3) Metéfase
com quebra crmossémica; (A4) Célula binucleada em metafase; (A5) Metafase com aderéncia;
(B) Anafase normal: (B1) Anafase com ponte cromossomica; (B2) Anafase com quebras
crmossdmicas; (B3) Anafase com ponte e perda cromossémica: (B4) Anafase com perda

cromossdmica; (B5) Anafase multipolar ; (C) Tel6fase normal; (C1) Telofase com ponte
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crmossémica; (C2) Telofase com ponte e perda crmossémica; (C3) Teldfase com quebra
cromossdmica ; (C4) Teldfase Multipolar; (C5) Telofase Multipolar telophase com ponte

cromossémica. (Leme e Marin-Moralles, 2009)
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Fonte: Adaptado de LEME e MARIN-MORALLES (2009)

A anélise de micronucleos (MN) serve como teste de mutagenecidade e é um dos poucos
métodos diretos para mensurar danos em sistemas expostos a agentes mutagénicos potenciais e
o teste de Allium cepa tem sido amplamente empregado com esse propoésito (SILVA e PEG
2003). A figura 2 ilustra a presenca de MNs em diferentes fases e diferentes tamanhos naas

células meristematicas de A. cepa. O indice de germinacdo é usado como indicadore de
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proliferacdo adequada das celulas (GADANO, 2002) o que também pode ser medido através

deste bioensaio.

Figura 2. Células Meristematicas de A. cepa contendo MN. (A-C) MN de pequeno tamanho
em interfase; (D) MN de pequeno tamanho em profase; (E-F) MN de grande tamanho em

intérfase; (G—H) MN de grande tamanho em profase. (Leme e Marin-Moralles, 2009)

=

Fonte: Adaptado de LEME e MARIN-MORALLES (2009)

A avaliacdo da atividade anti-cancer atribuida ao resveratrol , por meio de ensaio in
vitro, contribuira para o conjunto de dados experimentais a cerca da atividade bioldgica deste

principio ativo.

2 METODOLOGIA

Bioensaio de Allium cepa

Os ensaios para avaliar o potencial anti-mutagénico do resveratrol, foram realizados de
acordo com o protocolo proposto por Leme e Marin-Moralles (2009), com adaptacodes.
Sementes de Allium cepa (2n = 16 cromossomos) de um mesmo lote e mesma variedade baia

periforme, foram utilizadas para avaliacdo dos efeitos antimutagénicos dos extratos de
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resveratrol. Placas de petri contendo 100 sementes de A.cepa, foram expostas, respectivamente,
a 2 mL de agua destilada, 0,84ppm de trifluralina (CAS N°1582-09-8); 0,84 ppm de trifluralina
+ 0,5 ppm de resveratrol; 0,84 ppm de trifluralina + 1,0 ppm de resveratrol e 0,84 ppm de
trifluralina + 2,0 ppm de resveratrol. O indice de germinacgdo das sementes de Allium cepa foi
calculado segundo a formula (1)(ROBERTO 2009):

n de raizes germinadads

IG = 100 (1)

n de raizes ndo germinadaas

Apos a determinagdo do IG, as raizes foram coletadas e colocadas em frascos contendo
o fixador Carnoy (3:1, &cido acético e alcool) por 24 horas. Apds este tempo foram separadas
das sementes e colocadas em Etanol 70% e mantidas em geladeira até a leitura das laminas.
Para preparo das raizes, as mesmas foram hidrolisadas com HCI 1N, por 10 minutos a 60°C.
Apos nova lavagem em éagua destilada, as raizes foram submetidas ao reativo de Schiff por,
aproximadamente, 2 horas, em auséncia de luz. Com os meristemas corados e lavados em agua
corrente, foram confeccionadas 5 laminas de cada tratamento, para a avaliacdo de possiveis
presencas de aberracdes cromossdmicas e micronudcleos, levando-se em conta a porcentagem
de ocorréncia de cada uma delas. A montagem das laminas utilizou um fragmento da porcéo
meristematica e outro da por¢do F1 das raizes, os quais foram macerados entre lamina e laminula
com uma gota de carmim acético. Em cada lamina foram analisadas, aproximadamente, 500
células da regido meristematica. Este mesmo procedimento foi utilizado para a analise das

células da geracdo Fi1. A observacéo foi feita em microscopia optica, sob o0 aumento de 400x.

Para a analise dos efeitos mutagénicos e antimutagénicos sobre as células
meristematicas, foram observadas e anotadas todas as ocorréncias de micronucleos e AC . Para
a geracdo F1, considerou-se apenas 0 nimero de microndcleos. Para os efeitos genotoxicos
foram observados e contabilizados todos os possiveis tipos de AC encontradas nas células
meristematicas. Todos estes tipos de aberragdes (brotos nucleares, células binucleadas, células
poliploides, aderéncias cromossdmicas, C-metafases, perda de cromossomos, pontes
cromossémicas, anafases multipolares e com ponte) foram computados num unico grupo, que
foi denominado Indice de Genotoxidade (1G) e o nimero de microntcleos na F1, correspondeu

ao Indice de Mutagenicidade (IM).
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Determinacéo do efeito antimutagénico

A atividade antimutagénica foi avaliada pela anélise da porcentagem de redugdo de
danos para cada um dos tratamentos com o0s extratos de resveratrol. Para determinar esta
porcentagem, foi utilizada a seguinte férmula (2) (ROBERTO 2009):

~ -b
Reducao(%) = %XlOO (2)
Onde: a = numero de células micronucleadas ou com quebra cromossémica presentes

no controle positivo;

b = Ndmero de células micronucleadas ou com quebra cromossdmica presentes nos
tratamentos;

¢ = numero de células micronucleadas ou com quebra cromossdmica presentes no
controle negativo.

Anélise Estatistica

Para as comparagOes entre 0s grupos de tratamento para atividade anti-mutagénica, foi
utilizado o teste Anova oneway, seguido do pds-teste de Bonferroni através do programa
GraphPad Prism versédo 5,0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).

3 RESULTADOS

A avaliacdo da acdo do resveratrol sobre a germinacdo das sementes mostrou um efeito
positivo e dependente de concentracdo, quando se comparou a exposi¢do das sementes a um
agente tdxico conhecido (trifluralina) e ao resveratrol. A Tabela 1 e a figura 3, mostram estes

resultados, observa-se uma atenuacdo do efeito inibitdrio da trifluralina.
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Tabela 1 - indice de germinagéo: efeito positivo do resveratrol sobre a inibicéo da
germinacdo pela trifluralina

Tratamentos indice de Germinacéo
0,5% Resveratrol + 0,84ppm

Trifluralina 43,6%

1,0% Resveratrol + 0,84ppm

Trifluralina 54,7%

2,0% Resveratrol + 0,84ppm

Trifluralina 59,3%
Resveratrol 71,3%

Fonte: Autoria propria.

Figura 3- Indice de Germinacéo
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Com relacdo aos efeitos sobre a acdo genotoxica e mutagénica da trifluralina, também
se observou uma atenuacao destes efeitos, tanto quando se mediu a genotoxicidade (Figura 4),
guanto quando se avaliou a mutagénese pelo indice de micronucleo (IMN) (Figura 5). Com
relacdo aos efeitos mutagénicos, obteve-se uma reducdo de 90,97% para o resveratrol a 0,5 ppm
e 95% para 1 ppm e 2,0 ppm. A reducéo foi proporcional a concentragéo até 1 ppm do composto,
a partir da qual ha uma estabilizagéo do efeito, isto é, ndo ha efeito benéfico adicional. O efeito
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sobre a genotoxidade e mutagenicidade induzidas pela Trifluralina estdo demostrados nas

Figuras 4 e 5, respectivamente.

Figura 4 - Atividade anti-genotoxidade do resveratrol sobre a trifluralina
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Fonte: Autoria propria.

Figura 5 - Atividade antimutagenicidade do resveratrol sobre a trifluralina
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4 DISCUSSAO

Fiskejo, (1985), Fiskesjo (1993) Gadano, et al., 2002, Silva, et al., 2002, Carita &
Marin-Morales MA. (2008), Ventura-Camargo, (2011), Cuchiara, et al., (2012), demostraram
a importancia do sistema de Allium cepa para a avaliacdo da genotoxidade e mutagenicidade de
compostos e misturas, podendo ser prospectado a outros organismos, como 0s mamiferos, por
possuir sistemas enzimaticos semelhantes. O Allium cepa se apresenta como um modelo eficaz,

com alta sensibilidade.

O presente trabalho demonstrou o potencial anti-genotoxico e anti-mutagénico do
resveratrol no modelo de Allium cepa, em relacdo a trifluralina, conhecido herbicida de acdo
clastogénica (FERNANDES, 2005). Apds o tempo de exposicdo de 96 a 120 horas, observou-
se significativa reducdo dos efeitos genotoxicos/mutagénicos da trifluralina (Figura 2 e 3) Os
efeitos do resveratrol sobre a agdo genotOxica e mutagénica da trifluralina podem ser

decorrentes de uma atividade antioxidante, principalmente devido a habilidade aceptora de
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radicais livres que danificam o DNA, como anteriormente demostrado em propolis verde
(ROBERTO 2009).

Os resultados obtidos pela avaliagdo do indice de germinacdo, demostraram que também
neste caso, houve efeito redutor do resveratrol sobre a acdo inibitdria da trifluralina e, este efeito
foi proporcional a dose testada. A reducéo foi proporcional a concentracao do resveratrol, até 1
ppm, apos a qual ndo houve efeito adicional. A concentracdo de 1 ppm foi o valor tomado como
referéncia a partir dos estudos in vitro de Carter (2014), que estudou o efeito sobre células
bacterianas.

O ensaio com Allium cepa, permitiu confirmar os efeitos bioldgicos descritos para o
resveratrol, quanto a sua atividade anti-mutgénica, corroborando com a vasta literatura existente
onde atribui-se propriedades protetoras ao resveratrol (FISKEJO, 1985; WATERS, 1990;
FERNANDES, 2005; MORENO, 2009; VENTURA-CAMARGO et al., 2011).

5 CONCLUSAO

Com relacdo a antimutagenicidade do resveratrol os resultados permitem concluir que
o resveratrol desempenha um importante papel como mediador das atividades antimutagénicas,
revertendo os efeitos toxicos da trifluralina, possivelmente por proteger as células da atividade
oxidante de radicais livres produzidos pela trifluralina (SARIGOL et al., 2018) Estes
conhecimentos vém corroborar com dados ja existentes na literatura, bem como contribuir
como subsidios a estudos complementares que contribuem com a indicacdo deste composto

como adjuvante em terapias alternativas ou complementares.
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