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RESUMO 

 
PINTO, Eduardo Júnior Serrão. Determinação da atividade antioxidante e avaliação 
do efeito genotóxico e/ou antigenotóxico do óleo fixo da Castanha do Brasil 
(Bertholletia excelsa) em eritrócitos de camundongos swiss. 2017. 97 F. Dissertação 
de Mestrado (Mestrado em Ciências da Saúde). Universidade Federal do Amapá – 
Ap. 

 
A Bertholletia excelsa pertence à família das Lecitidáceas, popularmente conhecida 
como Castanha do Brasil e Castanha do Pará. Sua área de distribuição geográfica 
estende-se pelos estados do Maranhão, Pará, Acre, Amapá, Roraima e Amazonas, e 
em países vizinhos como Bolívia, Peru e Guianas. Esta espécie tem sido aplicada no 
combate das espécies reativas de oxigênio, por sua atividade antioxidante. O presente 
trabalho teve como objetivo a determinação da atividade antioxidante e avaliação do 
efeito genotóxico e/ou antigenotóxico do óleo fixo da Castanha do Brasil (Bertholletia 
excelsa) em eritrócitos de camundongos swiss. O óleo fixo da B. excelsa foi obtido por 
prensagem hidráulica a frio. Para a determinação da atividade antioxidante foram 
utilizados o método β-caroteno/ácido linoleico, utilizando as concentrações de 10.000 
e 15.000 ppm, e o método de DPPH, sendo empregadas as concentrações de 50.000, 
70.000 e 100.000 ppm. Para as análises dos efeitos genotóxico e antigenotóxico foram 
utilizados camundongos swiss machos e saudáveis com 6-7 semanas de vida, 
provenientes do Biotério da Universidade Estadual de Campinas, sendo seis animais 
em cada grupo de tratamento. Os grupos do efeito genotóxico foram tratados com as 
diferentes concentrações de B. excelsa (500, 1.000 e 2.000 mg/kg p. c.), controle 
negativo (água) e solvente dimetilsulfóxido (DMSO 200 µL) em 0,5 mL por via oral. 
Para o efeito antigenotóxico os animais foram tratados com as concentrações pré-
estabelecidas, seguida de injeção intraperitoneal de doxorrubicina (DXR, 15 mg/kg 
p.c.) em 0,3 mL. As amostras de sangue periférico foram coletadas 24h e 48h após o 
tratamento. A frequência de eritrócitos policromáticos micronucleados (PCEMNs) foi 
obtida a partir da análise de 2.000 PCEMNs/animal e o Índice de Divisão Nuclear foi 
estabelecido pela contagem de 400 eritrócitos policromáticos PCEs/animal, sendo um 
total de 2.400 PCEs/grupo. No método β-caroteno/ácido linoleico, foram obtidos os 
resultados de 92 e 87%, nas concentrações de 10.000 e 15.000, e no método de 
DPPH, os resultados foram 14,53, 25,57 e 40,33% para as concentrações de 50.000, 
70.000 e 100.000. Na comparação entre os grupos tratados com as diferentes 
concentrações do óleo fixo da B. excelsa e os grupos controle negativo e DMSO, não 
foram observadas diferenças estatisticamente significativas na frequência de 
PCEMNs, demonstrando ausência de efeito genotóxico. Para análise do efeito 
antigenotóxico foram observadas diferenças estatisticamente significativas na 
frequência de PCEMNs, na comparação entre os grupos tratados com as diferentes 
concentrações do óleo fixo da B. excelsa + DXR com o grupo controle positivo, sendo 
as taxas de redução na frequência de PCEMNs de 52,08 a 67,36% em 24 horas e de 
76,78 a 87,89% em 48 horas. Com a análise dos dados, concluiu-se que o óleo fixo 
da B. excelsa não demonstrou efeito genotóxico, entretanto, apresentou efeito 
antigenotóxico, de acordo com os protocolos e tratamentos executados neste 
trabalho. 

Palavra-Chave: Ciências da saúde - Toxicologia genética; Mutagênese; Teste de 
micronúcleo. 



ABSTRACT 

 
PINTO, Eduardo Júnior Serrão. Determination of antioxidant activity and evaluation of 
the genotoxic and/or antigenotoxic effect of fixed oil of Brazil nut (Bertholletia excelsa) 
on erythrocytes of swiss mice. 2017. 97 F. Master's Dissertation (Master's Degree in 
Health Sciences). University Federal of Amapá – Ap. 
 
Bertholletia excelsa belongs to the Lecitidaceae family, popularly known as Brazil nut 
and Chestnut. Its geographic distribution extends to the states of Maranhão, Pará, 
Acre, Amapá, Roraima and Amazonas, and in countries Neighbors such as Bolivia, 
Peru and Guyana. This species has been applied in the fight against reactive oxygen 
species, due to its antioxidant activity. The present work had as objective the 
determination of the antioxidant activity and evaluation of the genotoxic and/or 
antigenotoxic effect of the fixed oil of Chestnut Brazil (Bertholletia excelsa) in 
erythrocytes of swiss mice. The fixed oil of B. excelsa was obtained by cold hydraulic 
pressing. For the determination of the antioxidant activity, the β-carotene/linoleic acid 
method was used, using the concentrations of 10,000 and 15,000 ppm, and the DPPH 
method, using concentrations of 50,000, 70,000 and 100,000 ppm. For the analysis of 
the genotoxic and antigenotoxic effects, healthy Swiss male mice with 6-7 weeks of 
life were used, from the State University of Campinas, being six animals in each 
treatment group. The genotoxic effect groups were treated with different 
concentrations of B. excelsa (500, 1,000 and 2,000 mg/kg bw), negative control (water) 
and dimethylsulfoxide solvent (DMSO 200 μL) in 0.5 ml orally. For the antigenotoxic 
effect the animals were treated with the pre-established concentrations, followed by 
intraperitoneal injection of doxorubicin (DXR, 15 mg/kg b.w.) in 0.3 ml. Peripheral blood 
samples were collected 24h and 48h after treatment. The frequency of micronucleated 
polychromatic erythrocytes (PCEMNs) was obtained from the analysis of 2000 
PCEMNs/animal and the Nuclear Division Index was established by counting 400 
polychromatic erythrocytes PCEs/animal, with a total of 2,400 PCEs/group. In the β-
carotene/linoleic acid method, the results of 87 and 92% were obtained, in 
concentrations of 15,000 and 10,000, and in the DPPH method, the results were 14.53, 
25.57 and 40.33% for the concentrations Of 50,000, 70,000 and 100,000. In the 
comparison between the groups treated with the different concentrations of the fixed 
oil of B. excelsa and the negative control and DMSO groups, no statistically significant 
differences were observed in the frequency of PCEMNs, demonstrating absence of 
genotoxic effect. In order to analyze the antigenotoxic effect, statistically significant 
differences were observed in the frequency of PCEMNs in the comparison between 
the groups treated with the different concentrations of the fixed oil of B. excelsa + DXR 
with the positive control group, being the rates of reduction in the frequency of 
PCEMNs from 52.08 to 67.36% in 24 hours and from 76.78 to 87.89% in 48 hours. 
With the analysis of the data, it was concluded that the fixed oil of B. excelsa did not 
show a genotoxic effect, however, it presented an antigenotoxic effect, according to 
the protocols and treatments performed in this work. 
 
Keywords: Health Sciences - Genetic Toxicology; Mutagenesis; Micronucleus test. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 PLANTAS MEDICINAIS 

 

 

O uso dos bioderivados iniciou há milhares de anos por populações de vários 

países com o intuito de tratar diversas patologias, sendo utilizadas pela população 

como forma alternativa ou complementar aos medicamentos sintéticos (CALIXTO, 

2005; VEIGA-JUNIOR e MELLO, 2008). 

O Brasil é considerado uma rica fonte de produtos terapêuticos, pois apresenta 

ampla diversidade em seus biomas (CALIXTO, 2000; RATES, 2001; VEIGA-JUNIOR, 

2008; GOMES e BANDEIRA, 2012). A medicina popular do país é considerada um 

reflexo das interações culturais entre índios, negros e portugueses com a natureza, 

essa relação permitiu a disseminação da sabedoria herdada quanto ao uso e cultivo 

de diversas espécies vegetais (LORENZI e MATOS, 2002; ALMASSY et al., 2005; 

LIPORACCI e SIMÃO, 2013). 

A riqueza da flora brasileira e a sua ampla utilização de Plantas Medicinais 

(PM’s) pela população acarreta em uma ascensão dos estudos científicos acerca do 

assunto (FERREIRA, 1998). Isto se deve ao desenvolvimento constante da fitoterapia, 

principalmente da fitoterapia racional, ou seja, a forma científica de utilização e 

emprego dos fitoterápicos por parte dos profissionais da área da saúde (CARVALHO, 

2005). 

A seleção de uma planta para estudo farmacológico é um passo muito 

importante. A escolha pode ser feita de várias maneiras através do uso tradicional, da 

composição química, da seleção randomizada ou da combinação de mais de um 

critério. A estratégia mais comum é o uso das fontes naturais na medicina popular, 

que é conhecida como etnofarmacologia (RATES, 2001; CARLINI, 2003; 

ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006). 

A busca da população por estas plantas incentivou os pesquisadores e a 

indústria farmacêutica a investirem mais nas pesquisas de novos fármacos. Buscando 

minimizar a falta de informações sobre plantas medicinais. Equipes multidisciplinares 

de pesquisadores, com o apoio da Organização Mundial da Saúde (OMS), investigam 
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melhores condições para manter a qualidade, a eficácia e a segurança desses 

medicamentos (CUNHA et al., 2003; SOARES et al., 2006), as principais ciências 

envolvidas são a botânica, química, farmacologia, antropologia, agronomia e a 

biotecnologia (RATES, 2001; CUNHA et al., 2003). 

O interesse por estes estudos surgiu principalmente devido às populações 

acreditarem que os fitoterápicos são isentos ou possuem poucos efeitos colaterais, e 

que são aparentemente eficazes nos casos onde a medicina tradicional não alcançou 

resultados esperados, o que nem sempre é confirmado pelas pesquisas científicas 

que avaliam a eficácia e a segurança (CALIXTO, 2000; CARVALHO et al., 2008). 

Entretanto, muitas plantas estudadas demonstraram que são capazes de atuar 

em áreas como o comportamento, humor, pensamento e sensações, mas, o 

entendimento de seus mecanismos de ação, segurança e eficácia são um desafio 

para os pesquisadores (CARLINI, 2003; CARLINI et al., 2006). Por esse motivo, o uso 

de plantas medicinais de forma indiscriminada ou negligenciada pode ser 

potencialmente agressivo, devendo-se ter cautela quanto aos riscos de toxidez 

(VEIGA JÚNIOR et al., 2005) o que torna tais estudos relevantes para dados 

científicos, além de servir como respaldo ao uso popular. 

Essas espécies vegetais podem ser utilizadas de diversas maneiras e com 

diferentes propósitos, seja in natura, com partes inteiras ou sob a forma para 

preparação de chás, pulverizada, extratos brutos, frações enriquecidas, extratos 

padronizados, tinturas, extratos fluidos, pós, comprimidos e cápsulas (RATES, 2001). 

 

 

1.2 Bertholletia excelsa 

 

 

Nos últimos anos, as sementes, nozes e castanhas comestíveis de plantas têm 

recebido atenção especial de pesquisadores uma vez que são fontes naturais de 

vitaminas, minerais, proteínas e ácidos graxos essenciais. O que vem sendo 

demonstrado pelo estudo de seus compostos bioativos, que podem trazer benefícios 

significativos à saúde humana através do seu consumo de forma regular (JIANG et 

al., 2006; ROS e MATAIX, 2006; JENKINS et al., 2008; ROS, 2009; COSTA et al., 

2010; FREITAS e NAVES, 2010; JOHN e SHAHIDI, 2010). 
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As principais sementes comestíveis nativas comercializadas no Brasil são a 

Castanha de Caju (Anarcadium occidentale L.) e a Castanha do Brasil (Bertholletia 

excelsa Bonpl.) (Chaves et al., 2004). Tendo esta última a seguinte classificação 

botânica: Classe: Equisetopsida C. Agardh; Subclasse: Magnoliidae Novák ex 

Takht.; Super-ordem: Asteranae Takht.; Ordem: Ericales Bercht. & J. Presl.; 

Familia: Lecythidaceae A. Rich.; Gênero: Bertholletia Bonpl.; Bertholletia 

excelsa Bonpl. (TROPICOS, 2016). 

O gênero Bertholletia é derivado do nome do químico Berthollet (1748-1822), 

sendo a espécie descrita por Bonpland, em 1807, que propuseram a denominação 

excelsa pelo fato da espécie destacar-se frondosamente acima do dossel (BRAGA, 

2007). 

A Bertholletia excelsa popularmente conhecida como Castanha do Brasil, 

Castanha da Amazônia e Castanha do Pará, é uma espécie arbórea de grande porte, 

podendo medir de 50 a 60 metros de altura (Figura 01) (CAVALCANTE, 1972) e é 

considerada uma espécie nativa da Amazônia (CAVALCANTE, 1991; MULLER, 

1995). 

 

 
       

 

 

É uma árvore de tronco escuro, liso com ramos apenas próximos da 

extremidade; as flores são brancas e grandes; o fruto é globoso (ouriço), chegando a 

Figura 01: Árvore da Castanha do Brasil 
(Bertholletia excelsa). Fonte: EMBRAPA, 

2017. 

 

http://www.tropicos.org/Name/43000109
http://www.tropicos.org/Name/43000013
http://www.tropicos.org/Name/43000013
http://www.tropicos.org/Name/100352415
http://www.tropicos.org/Name/43000048
http://www.tropicos.org/Name/42000105
http://www.tropicos.org/Name/40026936
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pesar 1,5Kg e abriga de 12 a 22 sementes, que são as castanhas (Figura 02) 

(CAVALCANTE, 1972). 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sua área de distribuição geográfica estende-se pelos Estados do Maranhão, 

Mato Grosso, Pará, Acre, Rondônia, Amapá, Roraima e Amazonas (ARAÚJO, 1986), 

e em países vizinhos como Venezuela, Bolívia, Peru, Colômbia e Guianas (BRASIL, 

2000; PACHECO e SCUSSEL, 2006, 2011; MANFIO et al., 2012a, 2012b). 

Em estudo realizado por Balbi et al., (2014) e Tabela Brasileira de Composição 

de Alimentos – Taco (2006), quanto a sua composição química, apresentaram o teor 

de proteínas de 14,28g ± 0,08 e 14,50% em 100 g de amostra. 

É possível que ocorra algumas variações na composição, decorrentes de 

diferenças climáticas, práticas agrícolas, características genéticas da planta e solo, 

onde pode haver predominância de um ou outro mineral que a planta pode absorver 

em maior ou menor quantidade (FREITAS e NAVES, 2010; SILVA et al., 2010). 

Além disso, deve ser levado em conta o fator oxidação que, embora essa 

reação em geral se inicie na fração lipídica, eventualmente outros componentes desse 

alimento sem casca podem ser afetados, como as vitaminas, pigmentos e proteínas. 

Estas últimas devido ao comprometimento de alguns aminoácidos, entre eles a lisina, 

considerado de grande reatividade (ARAÚJO, 2004). 

Destacando ainda a composição em ferro, cálcio, zinco e selênio, pela 

importância dos dois primeiros na prevenção de carências nutricionais de relevância 

Figura 02: A - Fruto (ouriço) e B – castanhas com casca 
da Bertholletia excelsa. Fonte: EMBRAPA, 2017. 

 

A 

B 

A 

B 
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em saúde coletiva, e pelas funções enzimáticas e reguladoras do zinco e do selênio, 

como parte do sistema de defesa antioxidante do organismo (FREITAS e NAVES, 

2010).  

Além desses minerais, é importante ressaltar o alto teor de potássio e a 

reduzida concentração de sódio, cuja composição pode favorecer o controle 

hidroeletrolítico e da pressão arterial, contribuindo assim para a manutenção da saúde 

(MANN, 2002). Dentre os minerais, o fósforo é o componente mais abundante em 

sementes da Castanha do Brasil, seguido pelo potássio, magnésio e cálcio (Tabela 

01) (SILVA et al., 2010).  

 

 

Tabela 01: Composição de Macronutrientes e micronutrientes da Castanha do Brasil 

(Bertholletia excelsa): Centesimal, minerais e vitaminas/100 gramas da parte 

comestível. 

 
 

COMPONENTES 
 

VALOR 

Macronutrientes (g) 

 
 

Lipídeos 63,50 

 
Carboidratos 15,10 

 
Proteínas 14,50 

 
Fibra Alimentar 

 
7,90 

Micronutrientes (mg) M
in

e
ra

is
 

 
 

Fósforo 853 
 

Potássio 651 
 

Magnésio 365 

Cálcio 
 

146 
 

Zinco 4,20 
 

Ferro 2,30 
 

Cobre 1,70 
 

Manganês 1,10 
 

Sódio 1,00 
 

Selênio 0,425 
 
 

Continua... 
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V
it
a

m
in

a
s
 

 
Tocoferol β + γ 14,10 

 
Ácido Ascórbico 

 
10,00 

 
Tocoferol α 

 
2,50 

Niacina 1,70 
 

Tocoferol δ 1,60  
 

Tiamina  1,09 
 

Piridoxina 0,44 
 

Riboflavina  0,12 
 

Retinol 
 

0,07 
 

Fonte: Lima & Gonçalves, 1997; IBGE, 1999; TACO, 2006; Balbi et al., 2014. 

 

 

Os efeitos do consumo regular das amêndoas de Castanha do Brasil para a 

saúde são sugeridos por sua constituição em macro e micronutrientes, com grande 

destaque para o selênio, apresentado na (Tabela 01), agregado ao alto nível de 

proteína rica em aminoácidos sulfurados, que têm grande afinidade com o selênio, 

formando um complexo de alta biodisponibilidade, o que favorece sua atuação 

funcional. Sua composição em ácidos graxos essenciais (Tabela 02), com ênfase aos 

ômegas (6 e 9), seus níveis de tocoferol, fitosterol, compostos fenólicos, dentre outros 

fatores, têm sido reportados como potencialmente benéficos à manutenção da saúde 

(YANG, 2009). 

 

 

Tabela 02: Composição dos ácidos graxos presentes na Castanha do Brasil 

(Bertholletia excelsa) por 100 gramas de parte comestível. 

                                              ÁCIDOS GRAXOS VALOR (g) 

Saturados 

 
Esteárico (18:0) 

 
6,14 

 
Araquídico (20:0) 

 
0,16 

 
Palmítico (16:0) 

 
0,04 

 
Mirístico (14:0) 

 
0,04 

 
Behênico (22:0) 

 
0,03 

 

Continua... 
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Monoinsaturados 

 
Oleico (18:1) 

 
27,14 

 
Palmitoléico (16:1) 

 
0,18 

 
Elaídico (20:1) 

 
0,04 

 

Poliinsaturados 

 
Linoleico (18:2n-6) 

 
20,97 

 
Alfa-linolênico (18:3 n-3) 

 
0,04 

Fonte: TACO, 2006. 

 

 

1.3 METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 

 

 

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substâncias orgânicas 

conhecidas. Dentre os diversos reinos, o reino vegetal é o que tem contribuído de 

forma mais significativa para o fornecimento de metabólitos secundários, muitos 

destes de grande valor agregado devido às suas aplicações como cosméticos, 

alimentos, agroquímicos, e também, para fins medicinais (NOVAIS, 2003; 

RODRIGUES et al., 2006). 

Plantas possuem suas próprias defesas que as protegem de outras plantas e 

de predadores de uma maneira geral. Estas defesas são de natureza química e, 

normalmente, envolvem substâncias do metabolismo secundário (CROTEAU et al., 

2000; PINTO et al., 2002). 

O metabolismo é definido como o conjunto total das transformações das 

moléculas orgânicas, catalisadas por enzimas, que ocorre nas células vivas, suprindo 

o organismo de energia, renovando suas moléculas e garantindo a continuidade do 

estado organizado (MARZZOCO e TORRES, 2007). 

Além disso, as plantas produzem uma larga e diversa ordem de componentes 

orgânicos divididos em metabólitos primários e secundários. Os metabólitos primários 

possuem função estrutural, plástica e de armazenamento de energia. Os metabólitos 

secundários, produtos secundários ou produtos naturais, estão intimamente 

associados ao processo de defesa das plantas (SIMÕES, 2001; TAIZ e ZEIGER, 

2006).  

Geralmente de estrutura complexa, baixo peso molecular, os metabólitos 

secundários possuem atividades biológicas marcantes e, diferentemente dos 
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metabólitos primários, apresentam-se em baixas concentrações em determinados 

grupos de plantas (BERG e LUBERT, 2008). 

Exercem várias ações, tais como atividade antioxidante (SOARES, 2002), 

modulação de enzimas de destoxificação, estimulação do sistema imunitário, 

atividade antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatória, hipocolesterolêmica e/ou 

anticarcinogênica (SAURA-CALIXTO e GOÑI, 2009). 

Assim, despertam grande interesse, não só pelas atividades biológicas 

exercidas pelas plantas em resposta aos estímulos do meio ambiente, pela imensa 

atividade farmacológica que possuem, além de atuaram na química medicinal 

(YUNES et al., 2001). Sendo boa parte de importância comercial não apenas na área 

farmacêutica, mas também nas áreas alimentar, agronômica, perfumaria e outras 

(SIMÕES et al., 2007).   

Os metabólitos secundários são divididos em três grupos distintos 

quimicamente: terpenos, compostos fenólicos (Quadro 01) e componentes contendo 

nitrogênio (SHAHIDI, 1997; CROTEAU et al., 2000; SHAHIDI e NACZK, 2003; 

SHAHIDI e HO, 2005; TAIZ e ZEIGER, 2006). 

 

 

Quadro 01: Metabólitos secundários presentes na Castanha do Brasil (Bertholletia 

excelsa). 

COMPOSTOS ATIVIDADE REFERÊNCIA 

Ácido Cítrico Antioxidante. Food Ingredients Brasil, 

2014. 

   

Ácido Gálico Anti-inflamatória; antimelanogênico; 

antitumoral; indução de apoptose; 

antimutagênica; interferência no ciclo 

celular; antioxidante. 

D’Archivio et al., 2007; Kim, 

2007; Martins et al., 2011. 

   

Derivado de Ácido Gálico Antimetastática; antimutagênico; 

antioxidantes; antiradicalar; inibição 

das enzimas do citocromo P-450; 

inibir a cadeira respiratória do T. cruzi; 

ação antimicrobiana. 

Boyd et al., 1981; Letelier et 

al., 1990; Apostolides et al., 

1997. 

   

Continua... 
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Ácido Protocatecuico Antioxidante; ação anti-inflamatória 

antibacteriana; antiviral; analgésica; 

anticancerígena; antidiabética. 

Lee et al., 2002; Shi et al., 

2006; Lin et al., 2009; 

Tanaka et al., 2011; Kakkar 

& Bais, 2014. 

   

Ácido Vanílico Utilizado em doenças respiratórias, 

tratamento de feridas, abscesso e 

irritação de pele; atividade anti-

edematogênica; ação antimicrobiana 

antinociceptiva; anti-inflamatória. 

Swiatek, 1973; Fontenele et 

al., 2003; Monteiro et al., 

2007; Leal et al., 2011; 

Morucci et al, 2012; Castor, 

2013. 

   

Ácido Elágico Antioxidante; Ação quimioprotetora. Losso et al., 2004; Adams et 

al., 2006; Heber, 2008. 

 

Catequina Antioxidante; anticarcinogênica; anti-

inflamatória; sequestro de radicais 

livres; inibidores de peroxidação; 

ação quimioprotetora. 

Nishida, 1994; Schmitz et 

al., 2005. 

   

Derivados da Catequina Antioxidante, sequestro de radicais 

livres; bloqueio da produção de óxido 

nítrico. 

Lin & Lin, 1997; Henning et 

al., 2004. 

   

Myricetina-3-O-rhamnósido Antioxidante; antimutagênica. Calomme et al., 1996; Yagi 

et al., 2002; Edenharder & 

Grunhage; 2003; Kilani et 

al., 2005 

   

Quercetina Efeito ansiolítico; prevenção contra 

doenças neurodegenerativas; stress 

oxidativo; anticarcinogênica; redução 

da pressão arterial; antioxidante. 

Weiss et al., 1988; 

Salgueiro et al., 1997; 

Goutman et al., 2003; Heo & 

Lee, 2004; Materska, 2008; 

Murakami et al., 2008; 

Perez-Vizcaino & Duarte, 

2010. 

   

Taxifolina Ação quimiopreventiva; antifúngica; 

anticolinesterásica; antiradicalar. 

Lee et al., 2007; Sendra et 

al., 2007; Junior et al., 2008. 
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1.3.1 Compostos fenólicos 

 

 

Os compostos fenólicos são definidos como substâncias que possuem um anel 

aromático contendo um ou mais grupos hidroxilas. Possuem estrutura variável e 

englobam desde moléculas simples até outras com alto grau de polimerização, e estão 

presentes em vegetais na forma livre ou complexadas a açúcares e proteínas 

(BRAVO, 1998; CROFT, 1998; ALMEIDA et al., 2006; PIANTINO, 2008). 

São considerados potentes antioxidantes, podendo agir como redutores de 

oxigênio singleto, atuando nas reações de oxidação lipídica, assim como na quelação 

de metais. Possuem característica de pigmento, que confere a aparência colorida aos 

alimentos, ou produtos do metabolismo secundário. São encontrados naturalmente 

em frutas, verduras, cerveja, vinho e soja (SATUÉ-GARCIA et al., 1997; HOPIA e 

HEINONEM, 1999; GONÇALVES, 2008; SILVA et al., 2010). 

Dentre os metabólitos secundários vegetais encontrados estão os compostos 

fenólicos, sendo sua maioria, pelo menos em parte, derivados da fenilalanina, um 

produto da rota do ácido chiquímico (NACZK e SHAHIDI, 2004). 

Os compostos fenólicos são originados no metabolismo secundário das 

plantas, sendo essenciais para várias funções como: propriedades sensoriais (cor, 

aroma, sabor e adstringência), crescimento, processos germinativos da semente, 

defesa contra pragas, além disso, se formam em condições de estresse, como: 

infecções, ferimentos, radiações UV, entre outras (BRAVO, 1998; DORMAN et al., 

2003; NACZK e SHAHIDI, 2004; TAYZ e ZEIGER, 2004; LIU e YAO, 2007). 

Existe uma grande variedade de compostos fenólicos, classificados em dois 

grandes grupos, flavanóides e ácidos fenólicos. Os flavanóides são formados por dois 

anéis aromáticos unidos por um heterociclo oxigenado, diferenciam-se em flavanóis, 

flavonas, flavonóis, flavanonas, antocianidinas e isoflavonóides. Pode-se observar a 

estrutura química de alguns flavanóides comumente em origem vegetal (KARAKAYA, 

2004). 

Os ácidos fenólicos são compostos benzenóicos e cinâmicos, conhecidos como 

ácidos fenólicos, contêm um anel aromático com pelo menos um grupo hidroxila e 

com diferentes grupos funcionais: aldeídos, álcoois ou ácidos (Figura 03) (MANACH 

et al., 2004). 
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COMPOSTOS FENÓLICOS 

Flavanóides 

Ácidos 

hidroxicinâmicos 

Ácidos 

hidroxibenzóicos 

Gálico 

Protocatecuico 

Vanílico 

Siríngico 

p-cumárico 

Caféico 

Ferúlico 

Sináptico 

Ácidos fenólicos 

Flavanóis 

Quercetina 

Kampferol 
Myricitina 

Glangina 

Apigenina 

Luteolina 

Crisina 

Flavonas 

Flavonóis 

Catequina 

Epicatequina 

Epigalocatequina 

Flavanonas 

Eriodictol 
Hesperidina 

Narigenina 

Antocianidinas 

Cianidina 

Pelargonidina 

Delfinidina 

Peonidina 

Malvidina 

Isoflavonóides 

Genisteína 

Daidzeína 

Gliciteína 

Figura 03: Exemplos compostos fenólicos presentes em alimentos de origem vegetal: Flavanóides 

e ácidos fenólicos. Fonte: Karakaya, 2004. 
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1.4 ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO (ERO) 

 

 

O oxigênio é essencial para a oxidação de compostos orgânicos e produção de 

energia para o metabolismo celular (COMHAIR e ERZURUM, 2002). Sendo que uma 

pequena quantidade do oxigênio consumido (2 a 5%) é reduzido, produzindo uma 

variedade de substâncias químicas altamente reativas, que são denominadas de 

espécies reativas do oxigênio (ERO) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; 

DAMASCENO et al., 2002).  

As ERO podem provocar danos teciduais (KINNULA et al., 1995) e, em altas 

concentrações, danificar organelas celulares, ácidos nucleicos, lipídeos e proteínas 

(VALKO et al., 2007). 

As ERO são átomos, íons ou moléculas que contêm oxigênio com um elétron 

não pareado em sua órbita externa, caracterizadas por grande instabilidade e por isso 

elevada reatividade, tendem a ligar o elétron não pareado com outros presentes em 

estruturas próximas de sua formação, comportando-se como receptores (oxidantes) 

ou como doadores (redutores) de elétrons (KOURI e DONANGELO, 2003). 

Vários estudos têm indicado o papel-chave dos radicais livres e outros 

oxidantes como grandes responsáveis pelo envelhecimento e pelas doenças 

degenerativas associadas ao envelhecimento, como câncer, doenças 

cardiovasculares, catarata, declínio do sistema imune, disfunções cerebrais e diabetes 

mellitus tipo I (ATOUI et al., 2005; SOUSA et al., 2007). 

Quando em excesso, podem gerar o estresse oxidativo (EO) quando ocorre um 

desequilíbrio entre sistemas pró oxidantes e antioxidantes, de maneira que os 

primeiros sejam predominantes (BIANCHI e ANTUNES, 1999; SCHNEIDER e 

OLIVEIRA, 2004), causando danos teciduais. A produção de radicais livres ocorre 

naturalmente durante ações catalíticas de enzimas, no metabolismo celular ou pela 

exposição à fatores exógenos (BIANCHI e ANTUNES, 1999; BARREIROS et al., 

2006). 

Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocôndrias ou na 

membrana e o seu alvo celular (proteínas, lipídeos, carboidratos e DNA) está 

relacionado com o seu sítio de formação (ANDERSON, 1996; YU e ANDERSON, 

1997).  
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Entre as principais formas reativas de oxigênio o O2
- apresenta uma baixa 

capacidade de oxidação, o OH• mostra uma pequena capacidade de difusão e é o 

mais reativo na indução de lesões nas moléculas celulares. O H2O2 não é considerado 

um radical livre verdadeiro, mas é capaz de atravessar a membrana nuclear e induzir 

danos na molécula de DNA por meio de reações enzimáticas (ANDERSON, 1996). 

A principal via de metabolismo do oxigênio no organismo envolve a sua 

completa redução em água, incorporando quatro elétrons ao final da cadeia de 

transporte de elétrons no interior da mitocôndria. Se houver, ao longo da cadeia 

respiratória, redução do oxigênio com número menor de elétrons, haverá produção de 

ERO, como o superóxido (O2 + e- → O2 -•), o peróxido de hidrogênio (O2 + e- + 2H+ → 

H2O2) e a hidroxila (H2O2 + e- → OH• + OH•) (DAMASCENO et al., 2002; ANDRADE 

JUNIOR et al., 2005). Entre todos os radicais livres gerados em organismos vivos, as 

ERO representam a classe mais importante (VALKO et al., 2007). 

O estresse oxidativo provoca uma alteração dos lipídeos conhecida como 

peroxidação lipídica, além de danos oxidativos no DNA e proteínas (grupos carbonilas 

e sulfidrilas) (GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2010), desempenhando um papel 

importante nos processos de mutagênese e carcinogênese (POULSEN et al., 1998). 

As espécies reativas do oxigênio inibem a enzima que edita e corrige o RNA 

transportador, para formar a sequência correta de aminoácidos da proteína, o que 

resultando em uma síntese de proteínas anômalas (LING e SÖLL, 2010). Além disso, 

os radicais livres oxidam os aminoácidos cisteína e metionina, provocando sérias 

alterações na estrutura e função das proteínas (ZHANG, 2010). 

Os danos ao DNA incluem a formação de adutos ou ligações cruzadas de DNA 

e suas proteínas, bem como modificações das bases nitrogenadas que provocam 

alterações nas hélices de DNA, o que pode mudar a expressão gênica e favorecer a 

patogenia de doenças crônicas (LEE et al., 2004). 

 

 

1.5 ANTIOXIDANTES 

 

 

O uso empírico de compostos naturais é muito antigo. Desde há muito tempo 

que as populações utilizam métodos caseiros para preservar da rancificação de carne, 
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pescado e outros alimentos ricos em gordura (HERNÁNDEZ-HERNÁNDEZ et al., 

2009). 

Antioxidantes são substâncias que retardam a velocidade da oxidação, através 

de um ou mais mecanismos, tais como inibição de radicais livres e complexação de 

metais (KRINSKY, 1994; PIETTA, 2000; HALLIWELL, 2001; LIMA et al., 2010).  

Eles podem ser sintéticos ou naturais e, para serem utilizados em alimentos, 

devem respaldo científico quanto a segurança para a saúde. Alguns dos antioxidantes 

sintéticos mais importantes são hidroxianisol de butila (BHA) e o hidroxitolueno de 

butila (BHT) e entre os naturais destacam-se ácido ascórbico, vitamina E e β-caroteno 

(RICE-EVANS et al., 1996; TAKEMOTO et al., 2009). 

Entre os antioxidantes naturais mais utilizados podem ser citados tocoferóis, 

ácidos fenólicos. O tocoferol, por ser um dos melhores antioxidantes naturais é 

amplamente aplicado como meio para inibir a oxidação dos óleos e gorduras 

comestíveis, prevenindo a oxidação dos ácidos graxos insaturados. A legislação 

brasileira permite a adição de 300 mg/kg de tocoferóis em óleos e gorduras, como 

aditivos intencionais, com função de antioxidante (RAMALHO e JORGE, 2006). 

O excesso desses radicais pode ser combatido por antioxidantes produzidos 

pelo corpo ou adquiridos de forma exógena. De acordo com Sousa et al. (2007), 

denominam-se antioxidantes, as substâncias que presentes em concentrações 

baixas, comparadas ao substrato oxidável, retardam significativamente ou inibem a 

oxidação do substrato (BARREIROS et al., 2006). 

 

 

1.5.1 Mecanismos de ação dos agentes antioxidantes 

 

 

Quanto ao mecanismo de proteção, os antioxidantes atuam em diferentes 

níveis de proteção no organismo. Os antioxidantes primários atuam impedindo a 

formação dos radicais livres, sendo capazes de interceptar os radicais livres gerados 

pelo metabolismo celular ou por fontes exógenas, impedindo ataque sobre lipídios, 

aminoácidos, a dupla ligação dos ácidos graxos poliinsaturados e as bases do DNA. 

Como exemplo destes antioxidantes: vitaminas C, E, A, os flavonóides e carotenóides 

(BRAVO, 1998; BIANCHI e ANTUNES, 1999; ABRAHÃO et al., 2010). 
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Os antioxidantes secundários atuam bloqueando a reação em cadeia, através 

da captura de intermediários reativos, como os radicais peroxila e alcoxila. Nesta 

classe estão os antioxidantes sintéticos e os compostos fenólicos (LIMA, 2008). 

O mecanismo antioxidante desenvolvido pelos seres humanos contra os 

radicais livres, inclui a produção endógena de antioxidante (produzido pelo corpo 

humano), tais como: as enzimas (glutationa peroxidase, glutationa redutase, catalase 

e a superóxido dismutase citoplasmática e mitocondrial) e outros antioxidantes 

provenientes da dieta, exógenos (ácido ascórbico, tocoferol, carotenóides ,compostos 

fenólicos e demais metabólitos secundários vegetais, zinco, cobre, selênio e 

magnésio) e os antioxidantes não enzimáticos (glutationa, ácido lipóico, albumina, 

ubiquinona, metalotioneínas, transferrina, ceruloplasmina), Juntos promovem 

reciclagem e reações de regeneração que otimizam a proteção contra os radicais 

livres (PIETTA, 2000; SHAHIDI e HO, 2007). 

 As reações de radicais livres com a timina do DNA produzem quebras 

unifilamentares do DNA, e tais danos estão implicados tanto na morte celular como 

na transformação maligna das células (carcinogênese). O DNA mitocondrial também 

pode ser afetado (OLSZEWER, 2008). 

Estudos indicam que os radicais livres agem acelerando o processo 

degenerativo e a perda da estabilidade celular, provocando situações adversas ao 

organismo e seus tecidos, favorecendo a perda da homeostasia do meio interno 

(OLSZEWER, 2005). 

Nos últimos anos, uma quantidade substancial de evidências tem indicado o 

papel chave dos radicais livres e outros oxidantes como grandes responsáveis pelo 

envelhecimento, pelas doenças autoimunes e doenças infecciosas e/ou inflamatórias 

e pelas doenças degenerativas. Os danos no DNA causados pelos radicais livres 

também desempenham um papel importante nos processos de mutagênese e 

carcinogênese (ATOUI et al., 2005; ABRAHÃO et al., 2010). 

Esse processo está relacionado com a remoção de danos da molécula de DNA 

e a reconstituição das membranas celulares danificadas. Em algumas situações pode 

ocorrer uma adaptação do organismo em resposta a geração desses radicais com o 

aumento da síntese de enzimas antioxidantes (LIMA et al., 2012). 

Tais antioxidantes exógenos são muito diversos, sendo comumente 

encontrados em vegetais, as vitaminas C e E, os carotenóides, os flavonóides e os 

compostos fenólicos (OU et al., 2002). 



INTRODUÇÃO 31 
 

Vegetais in natura, como frutos, legumes, folhosos em geral e condimentos, 

contêm numerosos fitoquímicos, destacando-se os compostos fenólicos, os 

compostos nitrogenados, os carotenóides, o ácido ascórbico e os tocoferóis. Muitos 

desses compostos apresentam significativa atividade antioxidante e estão associados 

à menor incidência e menor mortalidade por doenças crônicas não transmissíveis, 

sobretudo o câncer, em seres humanos (WORLD CANCER RESEARCH FUND, 

2007). 

 

 

1.5.2 Principais métodos para avaliação da atividade antioxidante “in vitro” 

 

 

1.5.2.1 Método de oxidação do β-caroteno/ácido linoleico 

 

 

O método de oxidação do beta caroteno/ácido linoleico avalia a atividade de 

inibição de radicais livres gerados durante a peroxidação do ácido linoleico. O método 

está baseado na descoloração (oxidação) do beta caroteno induzida por produtos de 

degradação oxidativa do ácido linoleico (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). 

 A descoloração ocorre em função das estruturas radicalares formadas pela 

oxidação do ácido linoleico, que atacam as duplas ligações do β-caroteno, perdendo 

seu cromóforo, resultando na descoloração do pigmento alaranjado, característico da 

solução. A presença de antioxidantes no sistema protege o ácido linoleico, prologando 

o período de formação dos radicais (HUANG e WANG, 2004). 

 

 

1.5.2.2 Método DPPH• (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) 

 

 

No método do DPPH, o antioxidante reage com o radical DPPH, convertendo-

o em sua forma reduzida. Inicialmente a solução metanólica de DPPH possui 

coloração violeta, tornando-se amarelada durante a reação, sendo o grau deste 

descoramento um indicador da habilidade deste antioxidante em sequestrar o radical 

livre (MELO et al., 2006). 
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Este ensaio se baseia na medida da capacidade antioxidante de uma 

determinada substância em sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o à hidrazina. 

Quando uma determinada substância que age como doador de átomos de hidrogênio 

é adicionada a uma solução de DPPH, a hidrazina é obtida com mudança simultânea 

na coloração de violeta a amarelo pálido (ALVES et al., 2010). 

 
  
 

 

Uma característica desse método e que ele não envolve condições drásticas 

de temperatura e oxigenação (SILVA et al., 1999). O DPPH pode reagir com 

compostos fenólicos, bem como com ácidos aromáticos contendo apenas um 

grupamento (SANTOS et al., 2007). 

Sendo utilizado para determinar a atividade antioxidante em extratos e 

substancias isoladas como: compostos fenólicos (SOUSA et al., 2007), 

fenilpropanoides, fenólicos totais, flavonóis (LEJA et al., 2007), cumarinas (VOGEL et 

al., 2005), quitosana com diferentes pesos moleculares (KIM e THOMAS, 2006), 

antocianinas, antocianidinas (DE LIMA et al., 2007; LEJA et al., 2007), carotenoides 

(AJILA et al., 2007), rutina, kampferol (SILVA et al., 2005). 

 

 

1.6 FATORES GENÉTICOS E AVALIAÇÃO DE AGENTES CITOGENÉTICOS 

 

 

1.6.1 Citotoxicidade 

 

As substâncias presentes no ambiente que sejam potencialmente danosas ao 

organismo humano caso sejam assimiladas, ou até mesmo as substâncias sintéticas 

farmacológicas antes de chegarem ao comércio, necessitam de investigação quanto 

Figura 04: Reação do radical DPPH com antioxidante. Fonte: Natural 
Solution, 2017. 
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ao nível de risco que possam apresentar. Ao longo dos anos, vários modelos de testes 

têm sido desenvolvidos como métodos de avaliação. Os ensaios usualmente 

utilizados detectam o potencial risco citotóxico/genotóxico no organismo. A 

citotoxicidade é basicamente medida pela taxa de crescimento celular (DE 

FIGUEREDO, 2014). 

A toxicidade é relacionada com a detecção, composição química e ação 

biológica de substâncias tóxicas, a toxicidade de uma substância pode ser 

considerada como a capacidade de ser prejudicial, causando danos graves ao 

organismo (BARROS e DAVINO, 2003).  

A via de administração, duração e frequência de exposição são os fatores mais 

importantes que influenciam a toxicidade ao organismo mesmo ele, sendo encontrado 

no interior das células, não está livre de sofrer constantes alterações e mutações 

(RABELLO-GAY, 1991). 

 

 

1.6.2 Mutagênicidade 

 

 

A mutação é definida como qualquer alteração no DNA, podendo ser súbita e 

herdável, uma vez ocorrida, é mantida e transmitida às moléculas-filhas na estrutura 

do material genético, e na maioria das vezes, pode desenvolver uma série de 

problemas maléficos, mas para a sobrevivência da espécie, a mutação também é uma 

fonte de variabilidade genética dos seres vivos, decorrente de modificações 

estruturais no material genético (ALMEIDA e XAVIER, 2005; SILVA et al., 2011). 

As mutações são divididas basicamente em duas grandes categorias: 

mutações gênicas e cromossômicas. As mutações gênicas são alterações que 

ocorrem na sequência de nucleotídeos do DNA do indivíduo e as cromossômicas, são 

as que produzem alterações no número ou na estrutura dos cromossomos e são 

detectadas por análises citogenéticas celulares, onde essas alterações 

cromossômicas podem ser reparadas pela própria célula, sem tantos danos maiores 

ao indivíduo (LUCIO NETO, 2011). 

Podem ser observadas através da formação de micronúcleos (Figura 05) que 

são pequenos corpos contendo DNA, localizados no citoplasma, se manifestam em 

células por divisão, formados a partir dos resultados de quebras cromossômicas, 
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formando fragmentos acêntricos, ou com sequências de cromossomos inteiros que 

não se prendem ao fuso mitótico e dessa forma, não chegam aos polos das células 

durante a mitose ou a meiose. (MILLER, 1973; FENECH, 1993; DA COSTA e MENK, 

2000; MENEGUETTI, 2011). 
 

 

 
 

 

 

1.6.3 Genotoxicidade 

 

 

O efeito mutagênico e carcinogênico de agentes genotóxico em populações 

humanas que estão expostos ocupacionalmente e acidentalmente ou por estilo de 

vida tem sido uma preocupação crescente (MALUF e ERDTMANN, 2000), o que pode 

causar danos. 

Se o sistema de reparo celular dos indivíduos expostos não detectar os danos 

causados pelos agentes genotóxicos (SINGH et al., 1988; TICE et al., 2000), este 

pode ser visualizado através da formação de micronúcleos. 

O teste de micronúcleos detecta mutagênese em organismos eucariotos do tipo 

clastogênese, aneugênese e danos no fuso mitótico. Os micronúcleos são 

identificados em qualquer tipo de célula, podendo os micronúcleos ser avaliados para 

diagnóstico de doenças hematológicas em células epiteliais da boca, do trato urinário 

e também monitorar ambientes através de teste com roedores e plantas (SILVA et al., 

2011). 

Para que o micronúcleo seja visualizado é necessária uma divisão celular após 

a ocorrência mutagênica, sendo, necessário fazer o cultivo celular, ou usar células 

que estão se multiplicando constantemente, como a medula óssea, que 

Figura 05: Formação de micronúcleo em células eucarióticas. Fonte: 

Silva et al., 2011. 
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posteriormente podem ser visualizadas em amostras de sangue periférico (VILLELA 

e LAU, 2003). 

 

 

1.6.3.1 Teste do micronúcleo 

 

 

O teste do micronúcleo foi relatado pela primeira vezem 1970 por Boller e 

Schmid e posteriormente foi usado por Heddle em 1977 (EVANS, 1997).  

O micronúcleo, um ou mais por células, é um núcleo adicional, separado do 

núcleo principal de uma célula durante a divisão celular e é composto por 

cromossomos inteiros ou fragmentos cromossômicos que sobram de outros 

cromossomos após a conclusão da mitose e/ou meiose. Os micronúcleos resultam de 

mudanças estruturais espontâneas ou experimentalmente induzidas no cromossomo, 

ou através de erros de fusão celular. São, portanto, excluídos dos novos núcleos que 

são reformados em telófase (YAMAMOTO e KIKUCHI, 1980; HAYASHI et al., 2000; 

RAMÍREZ e SALDANHA, 2002). 

 O teste de micronúcleo apresenta as seguintes características básicas: o efeito 

do agente químico é observado em eritrócitos policromáticos (Figura 06), que são 

células anucleadas; estes eritrócitos têm um tempo de vida relativamente curto, de 

modo que qualquer micronúcleo que ele apresente deve ter sido gerado como 

resultado de danos cromossomos induzidos recentemente; os micronúcleos são 

facilmente identificados e a sua distribuição é bem definida; e a frequência de 

micronúcleos induzidos em eritrócitos policromáticos é dependente do tempo de 

amostragem (HAYASHI et al., 1989). 
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Em 1999, na Conferência Internacional em Harmonização (International 

Conference in Harmonization, 1999) o teste de micronúcleo foi recomendado e suas 

diretrizes para análise genotóxica in vivo, foram estabelecidas. Não podendo ser 

descartada a necessidade do controle positivo como um componente importante na 

interpretação dos dados analisados em laboratório (HAYASHI et al., 1989). 

Figura 06: A - Eritrócito Policromático Micronucleado 
(PCEMN).  Fonte: Própria. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Determinação da atividade antioxidante e avaliação do efeito genotóxico e/ou 

antigenotóxico do óleo fixo da Castanha do Brasil (Bertholletia excelsa) em eritrócitos 

de camundongos swiss.  

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFIOS 

 

 

 - Determinação da ação antioxidante do óleo fixo da Bertholletia excelsa pelo 

método β-caroteno/ácido linoléico e DPPH•. 

 - Quantificação os ácidos graxos presentes no óleo fixo da Bertholletia excelsa 

por cromatografia gasosa. 

 - Verificação da frequência de micronúcleos por célula dos camundongos swiss 

tratados com as diferentes concentrações do óleo fixo da Bertholletia excelsa, 

comparando com os controles negativo, positivo e solvente, para avaliação do efeito 

genotóxica, e associadas com doxorrubicina, para avaliação do efeito antigenotóxica. 

- Determinação da citotoxicidade do óleo fixo da Bertholletia excelsa, através 

do Índice de Divisão Nuclear (IDN). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 



MATERIAL E MÉTODOS 38 
 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 OBTENÇÃO DO ÓLEO FIXO DA Bertholletia excelsa 

 

 

O óleo fixo da Bertholletia excelsa foi gentilmente cedido pelo Laboratório do 

Núcleo de Ciência e Tecnologia de Alimentos - NUCTECNAL, do Instituto de 

Pesquisas Científicas e Tecnológicas do Estado do Amapá - IEPA. 

As castanhas foram adquiridas na feira livre de Macapá, no período de maio de 

2015 e transportadas ao laboratório do NUCTECNAL do IEPA. Onde foram quebradas 

manualmente e suas amêndoas posteriormente desidratadas em estufa Quimis®, a 

temperatura de 50ºC por 10 horas para o processamento do óleo fixo. As amêndoas 

foram prensadas em prensa hidráulica Marconi® para obtenção do óleo fixo, que foi 

armazenado em frasco âmbar para análises subsequentes. 

 

 

3.2 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA Bertholletia excelsa 

 

 

3.2.1 Método β-caroteno/ácido linoleico 

 

 

A técnica utilizada foi adaptada por Rufino et al, (2007a).  

A partir do óleo fixo obtido, foram preparadas em tubos de ensaio, no mínimo 

três diluições diferentes. Misturou-se 0,4 mL de cada diluição do extrato com 5 mL da 

solução sistema. Como controle foi utilizado 0,4 mL da solução de Trolox com 5 mL 

da solução sistema β-caroteno/ácido linoleico, homogeneizou-se os tubos de ensaio 

em agitador e manteve-se em banho-maria a 40°C. Foi realizada a primeira leitura 

(470 nm) após 2 minutos de efetuada a mistura e depois em intervalos de 15 minutos 

até 120 minutos. Sendo o espectrofotômetro calibrado com água destilada. 
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Os resultados foram expressos em porcentagem de inibição da oxidação. A 

redução da absorbância do sistema sem antioxidante (Eq. 1) foi considerada como 

100% de oxidação. 

 

                                                                                    

        (Eq.1) 

 

O decréscimo da leitura da absorbância das amostras é correlacionado com o 

sistema e estabelece a percentagem de oxidação (Eq. 2), subtraindo-se a 

percentagem de oxidação de cada amostra de 100 (Eq. 3). Verificou-se a ação 

antioxidante da amostra (Castanha do Brasil), comparando-a com a atividade do 

antioxidante sintético (Trolox). 

 

           

               (Eq.2) 

 

 

        (Eq.3) 

 

3.2.2 Método DPPH• (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) 

 

 

Foi utilizada a técnica adaptada por Rufino et al, (2007b). 

A partir do óleo fixo obtido, preparou-se em tubos de ensaio no mínimo três 

diluições diferentes. Em ambiente escuro, foi transferida uma alíquota de 0,1 mL de 

cada diluição do extrato para tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH (0,06 mM) 

e homogeneizou-se em agitador de tubos. Utilizou-se 0,1 mL da solução controle 

(álcool metílico, acetona e água) com 3,9 mL do radical DPPH e homogeneizou-se. 

Foi utilizado álcool metílico, como branco, para calibrar o espectrofotômetro. As 

 

Redução da absorbância = Absinicial - Absfinal 

 

 

% Oxidação = 
[(Redução Abs)amostra x 100)] 

(Redução Abs)sistema 

 

 

% Proteção = 100 – (% Oxidação) 
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leituras (515 nm) foram monitoradas a cada minuto, onde foi observada a redução da 

absorbância até sua estabilização. A leitura da absorbância final para o cálculo do 

EC50 foi feita após a estabilização da absorbância (tempo EC50). 

Após a leitura, substituiu-se (Eq. 4) o valor correspondente a metade da 

absorbância inicial do controle pelo y da equação da curva do DPPH para encontrar o 

consumo em µM DPPH. 

 

Equivalência de controle e DPPH 

                                      (Eq. 4) 

Onde: 

Y = Absorbância inicial do controle / 2 (item determinação da atividade antioxidante 

total). 

x = resultado em µM DPPH. 

 

A partir das absorbâncias obtidas das diferentes diluições dos extratos, plotou-

se a absorbância no eixo Y e diluição (mg/L) no eixo X e determinou-se a equação da 

reta (Eq. 5). Para calcular a AAT foi substituído a absorbância equivalente a 50% da 

concentração do DPPH pelo y (Eq. 5) e encontra-se o resultado que corresponde à 

amostra necessária para reduzir em 50% a concentração inicial do radical DPPH 

(EC50). 

 

Cálculo do EC50  

 

                                    (Eq. 5) 

Onde: 

Y = Absorbância inicial do controle / 2 (item determinação da atividade antioxidante 

total). 

x = EC50 (mg/L). 

 

Y = ax - b 

 

Y = - ax + b 



MATERIAL E MÉTODOS 41 
 

3.3 QUANTIFICAÇÃO DOS ÁCIDOS GRAXOS 

 

 

 Os procedimentos para quantificação dos ácidos graxos foram realizados na 

Universidade Federal do Pará – UFPA. 

Obtiveram-se extratos da amostra in natura, triturada com celite e eluida com 

coluna, utilizando hexano como solvente extrator. A obtenção dos ésteres metílicos 

foi realizada com metóxido de sódio/metanol e em seguida trifluoreto de boro/metanol 

em banho-maria. 

A composição em ácidos graxos foi determinada através de análise 

cromatográfica dos ésteres metílicos através de cromatografia gasosa, em 

cromatógrafo da marca Sinc (MALCHER, 2011). 

 

 

3.4 AGENTE QUÍMICO INDUTOR DE DANOS NO DNA 

 

 

O quimioterápico doxorrubicina (Rubidox® Smartfarma Ltda., São Paulo, SP) 

foi utilizado como indutor de micronúcleos em células de sangue periférico (controle 

positivo). O indutor foi dissolvido em água destilada e administrado 

intraperitonealmente (0,3 mL/animal). A concentração de DXR (15 mg/kg peso 

corpóreo, p.c.) foi estabelecida de acordo com a literatura (FRANKE et al., 2005; 

VENKATESH et al., 2007). 

 

 

3.5 ANIMAIS E TRATAMENTOS 

 

 

Para realização dos experimentos, foram utilizados camundongos machos 

Swiss com 6-7 semanas de vida e aproximadamente 25 g de peso corpóreo (p.c.) 

(Figura 07), provenientes do Biotério do Centro Multidisciplinar para Investigação 

Biológica na Área da Ciência de Animais de Laboratório (CEMIB) da Universidade 

Estadual de Campinas (UNICAMP). A pesquisa foi conduzida de acordo com os 
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protocolos aceitos internacionalmente para o uso e cuidado de animais de laboratório. 

Os animais foram mantidos em caixas plásticas em uma sala experimental sob 

condições controladas de temperatura (22±2ºC), umidade (50±10%), 12 horas de ciclo 

claro-escuro, com acesso ad libitum à ração e água. Os protocolos de tratamentos 

realizados neste trabalho foram submetidos ao Comitê de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal do Amapá – UNIFAP, e aceitos sob o número de Protocolo n. 

020/2015. 

 

 

 

 

 

3.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

 

 Os animais foram divididos em dez grupos, contendo seis camundongos em 

cada grupo de tratamento, conforme a (Figura 08) e (Tabela 03). As concentrações 

utilizadas do óleo fixo da Bertholletia excelsa (BE) foram selecionadas de acordo com 

o Guia para a Condução de Estudos Não Clínicos de Toxicologia e Segurança 

Farmacológica Necessários ao Desenvolvimento de Medicamentos da ANVISA de 

2013, sendo as doses de 500, 1.000 e 2.000 mg/kg p.c. (Figura 09), administradas por 

gavage (0,5 mL) para observação do processo genotóxico.  

 Para a avaliação antigenotóxica, imediatamente após a administração do óleo 

fixo da BE, os animais foram tratados com uma injeção intraperitoneal (i.p.) de DXR 

(0,3 mL/25 g p.c.). 

  

Figura 07: Camundongo Swiss (macho) com 
6-7 semanas de vida.  Fonte: Própria. 
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 O grupo solvente foi tratado por gavage (0,5 mL/25 g p.c.) com 200 µl de 

demetilsulfóxido (DMSO), mesma concentração que os animais do grupo tratado com 

maior dose de óleo fixo 2.000 mgBE/kg p.c. receberam. As amostras de sangue 

periférico dos grupos tratados foram coletadas da veia caudal após 24 e 48 horas da 

injeção i.p. de DXR. 

 

 

 

 

 

Figura 08: A e B - Camundongos Swiss (06 machos), por grupo de tratamento.  
Fonte: Própria. 

A B 

Figura 09: Concentrações do óleo fixo da 

Bertholletia excelsa (Castanha do Brasil), 500, 1.000 

e 2.000 mg/kg p.c.  Fonte: Própria. 
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Tabela 03: Grupos experimentais e protocolos de tratamento com diferentes 

concentrações do óleo fixo da Bertholletia excelsa e/ou DXR em 24 e 48 horas. 

DMSO, dimetilsulfóxido; BE, Bertholletia excelsa; DXR, doxorrubicina. 
a Cada grupo de tratamento apresentou seis animais. 

 

 

3.7 TESTE DO MICRONÚCLEO 

 

 

 Para obtenção de PCEMNs em amostras de sangue periférico de 

camundongos Swiss, foi realizada o método descrito por MacGregor et al., (1980), 

com modificações, sendo consideradas as seguintes etapas: 

 - Cortou-se a ponta da cauda dos animais e gotejou-se o sangue diretamente 

sobre as lâminas secas, previamente limpas com metanol, com uma lamínula fez-se 

o esfregaço e o material foi seco a temperatura ambiente (Figura 10);  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamento Grupoa Dose 

Controle Negativo (Água) 

DMSO 

BE I 

BE II 

BE III 

DXR 

DMSO + DXR 

BE I + DXR 

BE II + DXR 

BE III + DXR 

1a 

2a 

3a 

4a 

5a 

6a 

7a 

8a 

9a 

10a 

- 

200 µL 

500 mg/kg p.c. 

1.000 mg/kg p.c. 

2.000 mg/kg p.c. 

15 mg/kg p.c. 

Como em (2) e (6) 

Como em (3) e (6) 

Como em (4) e (6) 

Como em (5) e (6) 

Figura 10: A – Confecção do esfregaço sanguíneo. B – 
Secagem do das lâminas com sangue periférico a temperatura 
ambiente.  Fonte: Própria. 

 

A B 
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 - Após a secagem do material a temperatura ambiente, este foi fixado em 

metanol por 5 minutos (Figura 11); 

 - Após a fixação, as lâminas foram secas em temperatura ambiente; 

 - No dia seguinte, as lâminas foram coradas com Giemsa (Figura 11) diluído de 

acordo com o Manual de Diagnóstico Laboratorial da Malária, do Ministério da Saúde 

de 2009, sendo 0,75 g (Giemsa em pó), 35 mL (Glicerol PA) e 65 mL (Álcool Metílico 

PA), utilizando a proporção de 1:10 (Giemsa/Água Tamponada), por 20 minutos; 

 - Após a coloração, as lâminas foram lavadas para retirada do excesso de 

corante (Figura 11); 

 - As lâminas foram secas a temperatura ambiente, e posteriormente lidas em 

microscópio óptico, na objetiva de imersão (100x). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

3.8 ANÁLISE DAS LÂMINAS 

 

 

As lâminas de todos os animais (grupos tratados, controle negativo e controle 

positivo) foram codificadas e analisadas dentro de um curto espaço de tempo, por 

teste cego, de modo a eliminar erros de análise. A análise foi feita por mais de um 

observador, e seguiu um sistema balanceado, isto é, o número igual de células foi 

analisado em lâminas diferentes, em cada animal do estudo, por cada observador. O 

principal resultado do teste é a frequência de PCE que contém pelo menos um 

micronúcleo (frequência de PCE micronucleados) (RIBEIRO, 2003). 

Figura 11: A – Fixação das amostras de sangue periférico utilizando metanol. B e C – 

Coloração das lâminas fixadas, com o corante Giemsa, lavagem para retirar o excesso 
de corante e secagem a temperatura ambiente.  Fonte: Própria. 

 

A B 

C 
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As lâminas foram, primeiramente, analisadas em aumento médio (20 a 40x) para 

encontrar campos com boa qualidade técnica, onde as células estejam bem 

espalhadas, não danificadas e coradas apropriadamente. Após localizar esse campo, 

o observador procedeu a análise das células para a presença do micronúcleo, usando 

um aumento de 100x (objetiva de imersão). 

 Para a determinação de frequência de PCEMNs, 2.000 PCEs por animal foram 

analisadas nas amostras de sangue periférico em 24 e 48 horas, em microscopia de 

luz sob imersão (Figura 12). Um total de 400 eritrócitos por animal foram analisados 

para calcular o IDN (PCE/PCE + NCE) em cada amostra de sangue periférico a fim 

de se determinar a citotoxicidade dos tratamentos (MERSCH-SUNDERMANN et al., 

2004). 

 

 

 

 

 

 

 

A porcentagem de redução na frequência de PCEMNs foi calculada de acordo 

com Waters et al., (1990), como descrito a seguir: 

 

 

      

   

 

 

onde A é o grupo tratado com DXR (controle positivo), B, o grupo tratado com o óleo 

fixo da BE + DXR, e o C, o grupo tratado com água (controle negativo). 

% Redução = 
A – B 

x 100 
A – C 

Figura 12: A – Eritrócito Normocromático Micronucleado 

(NCEMN). B – Eritrócito Normocromático (NCE). C – Eritrócito 
Policromático Micronucleado (PCEMN). D - Eritrócito 
Policromático.  Fonte: Própria. 

 

A 

B 

C 

D 
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3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Os dados foram analisados estatisticamente por análise de variância (One-way 

ANOVA) para experimentos inteiramente aleatórios, com o cálculo da estatística F e 

de seus respectivos “p-value”. Nos casos em que P < 0,05, as médias de tratamento 

foram comparadas pelo método de Tukey, com o cálculo da diferença mínima 

significativa para α = 0,05, foi utilizado o programa GraphPad Prism 6. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 β-CAROTENO/ÁCIDO LINOLEICO 

 

A pesquisa da atividade antioxidante do óleo fixo da Bertholletia excelsa 

realizada pelo método β-caroteno/ácido linoléico, foi realizada utilizando duas 

concentrações para o óleo fixo: 10.000 e 15.000 ppm, os resultados encontram-se na 

(Tabela 04). 

 

Tabela 04: Atividade antioxidante do óleo fixo da Bertholletia excelsa através do 

método β-caroteno/ácido linoléico. 

Concentração (PPM) Óleo fixo da BE (%) 

10.000 

15.000 

92,00 

87,00 

 

 

4.2 MÉTODO DPPH 

 

 

A tabela 05 e figura 13, referem-se aos valores obtidos pelo método de captura 

de radical livre DPPH para o óleo fixo da Bertholletia excelsa, foram estudadas 3 

concentrações para o óleo fixo: 50.000, 70.000 e 100.000 ppm. 

 

 

Tabela 05: Captura do radical livre do óleo fixo da Bertholletia excelsa pelo método 
DPPH. 
 

Concentração (PPM) Óleo fixo da BE (%) 

50.000 14,53 

70.000 25,57 

100.000 40,33 
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Figura 13: Absorbância DPPH nas concentrações 50.000, 70.000 e 100.000 ppm. 

 
 
 
 

4.3 QUANTIFICAÇÃO DOS ÁCIDOS GRAXOS 
 
 
 

A quantificação dos ácidos graxos do óleo fixo da Bertholletia excelsa 

demonstrou o valor de lipídios total igual a 32,50%, frente a este resultado a castanha 

é considerada um alimento com elevado valor de lipídios. Sendo observada uma 

variação entre 9,22 a 37,13% do valor de lipídeos total, onde os ácidos graxos mais 

representativos foram o linoléico e o oléico, respectivamente, apresentados na 

(Tabela 06), observa-se ainda, que na mesma há predominância de ácidos graxos 

insaturados. Sendo os cromatogramas da quantificação dos ácidos graxos do óleo 

fixo da BE demonstrados nas figuras 14 e 15. 

  

Tabela 06: Ácidos graxos presentes no óleo fixo da Bertholletia excelsa por 

cromatografia gasosa. 

Ácidos Graxos Nº de Carbono Porcentual (%) 

Ácido Linoléico (18:2n-6) 37,13 

Ácido Oléico (18:1) 36,92 

Ácido Palmítico (16:0) 16,73 

Ácido Esteárico (18:0) 9,22 

                                                                                                                    100 

 

y = -4E-06x + 0,9238
R² = 0,999

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0 20,000 40,000 60,000 80,000 100,000 120,000

Série1

Linear (Série1)
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Figura 14: Cromatograma dos ácidos graxos do óleo fixo da Bertholletia excelsa (Castanha do Brasil). 

 
 
 
 
 

 
 
Figura 15: Cromatograma dos ácidos graxos do óleo fixo da Bertholletia excelsa (Castanha do Brasil). 
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4.4 TESTE DO MICRONÚCLEO E ÍNDICE DE DIVISÃO NUCLEAR 

 

  

 Após análise das amostras de sangue periférico dos camundongos Swiss 

tratados com as três concentrações do óleo fixo da Bertholletia excelsa (BE I 500, BE 

II 1.000 e BE III 2.000 mg/kg p.c.), por via oral, em 24 e 48 horas, cada animal 

experimental foi codificado, minimizando assim, o risco de influência das dosagens 

dos grupos sobre os analisadores.  

 O método de Giemsa foi utilizado para coloração das lâminas, onde as células 

utilizadas foram os eritrócitos policromáticos, células jovens, que se coram de azul de 

metileno, diferenciando-se assim, das células mais maduras e antigas presentes na 

corrente sanguínea, os eritrócitos normocromáticos, conforme (Figura 16).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 As lâminas foram lidas por mais de um observador em um sistema balanceado, 

sendo confeccionadas duas lâminas por animal, onde foram lidos 1.000 PCEs/lâminas 

e verificou-se a presença de PCEMNs. O número de PCEMNs e PCEs/1000 em 24 e 

48 horas, estão dispostos na (Tabela 07) e (Tabela 08), respectivamente. 

 

 

 

Figura 16: A – Eritrócito Policromático (PCE). B - 
Eritrócito Policromático Micronucleado (PCEMN) C – 
Eritrócito Normocromático (NCE). Fonte: Própria. 

 

A 

B 

C 
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Tabela 07: Dados individuais das frequências de Eritrócitos Policromáticos 

Micronucleados (PCEMNs) em sangue periférico (24 horas) de animais submetidos 

ao tratamento com diferentes doses do óleo fixo da BE e/ou DXR, e seus respectivos 

controles. 

Tratamentos 
(mg/kg p.c.) 

Animais Nº PCEMNs/2.000 

Controle 

M1 06 0.30 

M2 07 0.35 
M3 06 0.30 

M4 06 0.30 
M5 08 0.40 

M6 07 0.35 
 

DMSO 

M1 09 0.45 
M2 10 0.50 

M3 10 0.50 
M4 10 0.50 

M5 09 0.45 
M6 09 0.45 

 

BE I 

M1 10 0.50 
M2 10 0.50 
M3 10 0.50 
M4 09 0.45 
M5 09 0.45 
M6 09 0.45 

 

BE II 

M1 07 0.35 
M2 11 0.55 
M3 09 0.45 
M4 11 0.55 
M5 09 0.45 
M6 08 0.40 

 

BE III 

M1 09 0.45 

M2 09 0.45 
M3 09 0.45 

M4 09 0.45 
M5 09 0.45 

M6 10 0.50 
 

DXR 

M1 30 1.50 
M2 30 1.50 

M3 30 1.50 
M4 30 1.50 

M5 33 1.65 
M6 31 1.55 

 

DMSO + DXR 

M1 25 1.25 

M2 25 1.25 
M3 26 1.30 

M4 28 1.40 
M5 25 1.25 

M6 26 1.30 
 

BE I + DXR M1 19 0.95 
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M2 19 0.95 
M3 18 0.90 

M4 19 0.95 
M5 17 0.85 

M6 17 0.85 
 

BE II + DXR 

M1 16 0.80 
M2 17 0.85 
M3 15 0.75 
M4 15 0.75 

M5 15 0.75 
M6 14 0.70 

 

BE III + DXR 

M1 15 0.75 

M2 15 0.75 
M3 14 0.70 
M4 14 0.70 
M5 15 0.75 
M6 14 0.70 

M, macho. Foram analisadas 2.000 células por animal. 

 

 

Tabela 08: Dados individuais das frequências de Eritrócitos Policromáticos 

Micronucleados (PCEMNs) em sangue periférico (48 horas) de animais submetidos 

ao tratamento com diferentes doses do óleo fixo da BE e/ou DXR, e seus respectivos 

controles. 

Tratamentos 
(mg/kg p.c.) 

Animais Nº PCEMNs/2.000 

Controle 

M1 08 0.40 
M2 07 0.35 
M3 06 0.30 
M4 06 0.30 
M5 07 0.35 
M6 06 0.30 

 

DMSO 

M1 07 0.35 
M2 08 0.40 
M3 08 0.40 
M4 09 0.45 
M5 08 0.40 
M6 08 0.40 

 

BE I 

M1 09 0.45 
M2 07 0.35 
M3 09 0.45 
M4 08 0.40 
M5 08 0.40 
M6 07 0.35 

 

BE II 

M1 08 0.40 
M2 07 0.35 
M3 08 0.40 
M4 07 0.35 
M5 08 0.40 
M6 09 0.45 
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BE III 

M1 07 0.35 
M2 07 0.35 
M3 08 0.40 
M4 08 0.40 
M5 09 0.45 
M6 07 0.35 

 

DXR 

M1 48 2.40 
M2 49 2.45 
M3 49 2.45 
M4 51 2.55 
M5 50 2.50 
M6 49 2.45 

 

DMSO + DXR 

M1 45 2.25 
M2 46 2.30 
M3 45 2.25 
M4 45 2.25 
M5 45 2.25 
M6 46 2.30 

 

BE I + DXR 

M1 18 0.90 
M2 16 0.80 
M3 18 0.90 
M4 16 0.80 
M5 17 0.85 
M6 17 0.85 

 

BE II + DXR 

M1 15 0.75 
M2 14 0.70 
M3 16 0.80 
M4 16 0.80 
M5 15 0.75 
M6 15 0.75 

 

BE III + DXR 

M1 12 0.60 
M2 11 0.55 
M3 13 0.65 
M4 12 0.60 
M5 12 0.60 
M6 11 0.55 

M, macho. Foram analisadas 2.000 células por animal. 

 

 

 Na verificação do índice de divisão nuclear (IDN), no tratamento de 24 horas, 

não foi observada diferença entre os grupos tratados com as concentrações do óleo 

fixo da BE, DMSO e seus respectivos controles, demonstrando ausência de 

citoxicidade. 

 A diferença de frequência de eritrócitos policromáticos micronucleados 

(PCEMNs), no tratamento de 24 horas, entre os grupos controle negativo e DMSO, 

não foram estatisticamente significativas, bem como, quando os dois grupos 
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anteriores foram comparados com os grupos que receberam as três concentrações 

do óleo fixo da BE (500, 1.000 e 2.000 mg/kg p.c.), demonstrando ausência de efeito 

genotóxico. 

 Nos grupos tratados para análise do efeito antigenotóxico em 24 horas (óleo 

fixo da BE e/ou DXR), houve uma redução significativa cerca de 52,08 a 67,36% na 

frequência de PCEMNs quando comparado com o grupo tratado somente com DXR 

(Tabela 09). 

 

 

Tabela 09:  Frequência de Eritrócitos Policromáticos Micronucleados (PCEMNs) e 

Índice de Divisão Nuclear (IDN) em sangue periférico de animais submetidos a 

tratamento com diferentes doses do óleo fixo da Bertholletia excelsa e/ou 

doxorrubicina e seus respectivos controles 24 horas pós tratamento. 

a Valores das médias ± DP. 400 eritrócitos foram analisados por animal, sendo um total de 2.400 células 
por grupo de tratamento. 
b 2.000 eritrócitos policromáticos foram analisados por animal, sendo 12.000 por grupo de tratamento. 
c Significativamente diferente do grupo controle (negativo) (P<0.05). 
d Significativamente diferente do grupo DXR (P<0.05). 

  

 

 Na análise do tratamento de 48 horas após administração das diferentes 

concentrações do óleo fixo da BE e/ou DXR, a diferença na frequência de eritrócitos 

policromáticos micronucleados (PCEMNs) e índice de divisão nuclear (IDN), entre os 

grupos controle negativo e DMSO, não foram estatisticamente significativas, bem 

como, quando os dois grupos anteriores foram comparados com os grupos que 

Tratamentos 

(mg/kg p.c.) 

IDN 

média±DPa 

PCEMNs 

média±DPb 

PCEMNs/ 

1.000 PCEsb 

Redução 

(%) 

Controle 0.09 ± 0.55 6.50 ± 0.55 3.25 - 

DMSO 0.09 ± 0.75 7.00 ± 0.63 3.50 - 

BE I 0.10 ± 0.75 7.17 ± 0.98 3.58 - 

BE II 0.09 ± 0.75 6.83 ± 0.41 3.42 - 

BE III 0.09 ± 0.55 6.83 ± 0.75 3.42 - 

DXR 0.09 ± 0.75 30.83 ± 1.17c 15.42 - 

DMSO + DXR 0.09 ± 0.82 26.67 ± 1.21c,d 13.33 - 

BE I + DXR 0.12 ± 0.75 18.00 ± 0.89c,d 9.00 52.08 

BE II + DXR 0.12 ± 0.84 14.67 ± 1.03c,d 7.33 63.88 

BE III + DXR 0.11 ± 0.75 14.50 ± 0.55c,d 7.25 67.36 
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receberam as três concentrações do óleo fixo da BE (500, 1.000 e 2.000 mg/kg p.c.), 

demonstrando ausência de efeito genotóxico. 

 Nos grupos tratados para análise do efeito antigenotóxico em 48 horas (óleo 

fixo da BR e/ou DXR), houve uma redução significativa cerca de 76,78 a 87,89% na 

frequência de PCEMNs quando comparado com o grupo tratado somente com DXR 

(15 mg/kg p.c.) (Tabela 10). 

 

 

Tabela 10: Frequência de Eritrócitos Plocromáticos Micronucleados (PCEMNs) e 

Índice de Divisão Nuclear (IDN) em sangue periférico de animais submetidos a 

tratamento com diferentes doses do óleo fixo da Bertholletia excelsa e/ou 

doxorrubicina e seus respectivos controles 48 horas pós tratamento. 

a Valores das médias ± DP. 400 eritrócitos foram analisados por animal, sendo um total de 2.400 células 
por grupo de tratamento. 
b 2.000 eritrócitos policromáticos foram analisados por animal, sendo 12.000 por grupo de tratamento. 
c Significativamente diferente do grupo controle (negativo) (P<0.05). 
d Significativamente diferente do grupo DXR (positivo) (P<0.05). 

 

 

 Os resultados obtidos através da análise do sangue periférico de camundongos 

Swiss tratados com as três concentrações do óleo fixo da BE em 24 (Figura 17) e 48 

horas (Figura 18), não demonstraram diferença estatisticamente significativa quando 

comparados com os grupos DMSO (200 µL) e controle negativo (água) demonstrando 

ausência de efeito genotóxico. 

 Porém, foi observada diferença estatisticamente significativa em relação aos 

grupos BE I, BE II e BE III com o grupo positivo (DXR, 15 mg/kg p.c.), demonstrando 

Tratamentos 

(mg kg−1 p.c.) 

IDN 

Média + DPa 

PCEMNs 

Média + DPb 

PCEMNs / 

1000 PCEsb 

Redução 

(%) 

Controle 0.09 ± 0.75 5.83 ± 1.17 2.92 - 

DMSO 0.10 ± 0.75 6.83 ± 0.41 3.42 - 

BE I 0.10 ± 0.84 6.50 ± 0.55 3.25 - 

BE II 0.09 ± 0.75 6.50 ± 0.55 3.25 - 

BE III 0.09 ± 0.55 6.00 ± 0.89 3.00 - 

DXR 0.10 ± 0.75 49.33 ± 1.03c 24.67 - 

DMSO + DXR 0.09 ± 0.82 45.33 ± 0.52c,d 22.67 - 

BE I + DXR 0.12 ± 0.75 16.00 ± 0.89c,d 8.00 76.78 

BE II + DXR 0.12 ± 0.84 14.50 ± 0.55c,d 7.25 80.46 

BE III + DXR 0.13 ± 0.75 11.67 ± 0.52c,d 5.83 87.89 
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assim, que as três concentrações do óleo fixo da BE associados a DXR, apresentaram 

potente efeito antigenotóxico, ficando entre 52.08 a 67.36 e 76.78 a 87.89% em 24 

(Figura 17) e 48 horas (Figura 18), respectivamente. 
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Figura 17: Comparação das frequências de eritrócitos policromáticos micronucleados (PCEMNs) entre 

as células do sangue periférico em 24 horas de camundongos Swiss tratados com as diferentes 

concentrações do óleo fixo da BE e/ou DXR, e seus respectivos controles. 
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Figura 18: Comparação das frequências de eritrócitos policromáticos micronucleados (PCEMNs) entre 

as células do sangue periférico em 48 horas de camundongos Swiss tratados com as diferentes 

concentrações do óleo fixo da BE e/ou DXR, e seus respectivos controles. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

 Estudos com produtos naturais, vem se destacando atualmente por possuírem 

composição química rica em substâncias biologicamente ativas, desempenhando 

excelente papel como produtos funcionais, além de serem eficazes no combate de 

patologias, e principalmente na prevenção de doenças crônico degenerativas, como 

por exemplo, o câncer. 

 Apesar do intenso consumo das espécies vegetais nas mais diversas formas 

de processos extrativos, seja como chás, garrafadas, óleos ou emplastros, pouco 

ainda se sabe sobre a toxicologia das espécies utilizadas (ALONSO, 2008; 

BELCAVELO et al., 2012), o que tem despertado a atenção para estudos toxicológicos 

de tais espécies, que visam assegurar seu uso e comprovar que não causam danos 

aos organismos expostos. 

 A medicina popular ainda tem sido o principal critério para seleção das plantas 

medicinais a serem estudadas, aliada com sua rica composição química em 

compostos fenólicos, que podem resultar na descoberta de novos fármacos, das mais 

diversas plantas, para as mais diversas doenças (ARGENTA, 2011). 

 Se referindo ao Brasil, em especial a região amazônica, a maioria das plantas 

medicinais não possuem estudos científicos completos. Algumas espécies possuem 

um ou dois estudos nas áreas de: botânica, fitoquímica, farmacológica ou toxicidade 

aguda (BOCHNER et al. 2012; BALBINOT et al. 2013). 

 Dados recentes demonstraram que cerca de 99% das plantas medicinais 

endêmicas do Brasil ainda não têm seus princípios ativos identificados (FÃO et al., 

2012), o que reforça a carência de estudos científicos sobre suas propriedades, 

ressaltando o território brasileiro, que é considerado como um dos mais ricos em sua 

flora, o que representa alto potencial farmacológico ainda não estudado.  

 A metodologia para extração dos bioderivados, deve ser selecionada, levando 

em consideração a composição química da espécie que será utilizada. Pois, os 

extratos obtidos de plantas são, normalmente, misturas complexas constituídas quase 

sempre por diversas classes de produtos naturais, contendo diferentes grupos 

funcionais (MIYAKE, 2016). 
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 Deste modo, a extração por prensagem hidráulica é um método que, por não 

utilizar solvente ou algum tipo de gás, o produto pode ser obtido com suas 

propriedades naturais preservadas. No entanto, normalmente é realizada em 

combinação com a extração por solvente, pela sua menor eficiência na retirada de 

óleo, a menos que seja aplicada alta pressão (MORETTO e FETT, 1998), metodologia 

esta aplicada neste estudo. 

Sobre a sua composição lipídica, a importância do conteúdo dos ácidos graxos 

presentes na BE foi constatada em De Souza Ferreira et al., (2006), que relataram no 

óleo bruto haver 85% insaturados, sendo destes 34% representado pelo ácido graxo 

poli-insaturado linoleico e 51% pelo ácido graxo monoinsaturado oléico; e 13% em 

ácidos graxos saturados representam 13% da composição do óleo. 

O complexo lipídico composto pela fração graxa do extrato da BE promove um 

sensorial agradável e suave por apresentar composição rica em ácidos graxos 

essenciais, tendo um amplo aproveitamento pelas indústrias de cosméticos 

(PASTORE et al., 2007). 

 A cromatografia gasosa tem como objetivo geral viabilizar a separação, 

identificação e quantificação rápida do maior número de constituintes em misturas 

complexas, usando equipamentos simples e robustos (DESTY, 1965), sendo esta 

metodologia empregada no presente estudo para a quantificação dos ácidos graxos 

do óleo fixo da BE. 

 Os três principais ácidos graxos presentes no reino vegetal são o palmítico, o 

oleico e o linoleico, acompanhados algumas vezes do ácido esteárico e linolênico 

(GUNSTONE, 2005), o que se assemelha com o presente estudo que apresentou 

37,13% (Ácido Linoleico), 36,92% (Ácido Oleico), 16,73% (Ácido Palmítico) e 9,22% 

(Ácido Esteárico). 

 O óleo fixo da BE apresenta uma rica composição em lipídeos, carboidratos, 

proteínas, vitaminas e minerais, como o selênio (Se), sendo este último encontrado 

em altos níveis e responsável por sua atividade antioxidante (KORNSTEINER et al., 

2006; VENKATACHALAM e SATHE, 2006; SANTOS, et al., 2010). 

O Se é considerado um dos mais importantes antioxidantes, atuando sobre as 

alterações fisiológicas e metabólicas, no retardo ou prevenção dos processos naturais 

de oxidação orgânica. Sendo o mesmo, essencial, e quando associado a vitamina E, 

figura entre os mais importantes antioxidantes orgânicos. Porém, ele não é um 
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antioxidante “puro”, mas sim um componente das enzimas antioxidantes, as 

selenioenzimas, como a glutationa peroxidase, selenoproteina P. e a tiredoxina 

redutase (BROOKS et al., 2001; CALVO et al., 2002; PATRICK, 2004). 

Sua atuação orgânica na manutenção da normalidade funcional do sistema 

imune e manutenção da glândula tireoide é reportada como fator importante na ação 

anti-carcinogenese nos mecanismos de quimioprevenção. Além dos processos 

patológicos preexistentes, podendo atuar na redução dos níveis de colesterol, 

Alzheimer, dentre outras afecções crônico-degenerativas. Estas funções têm sido 

atribuídas à sua atuação antioxidante, sobre a proliferação celular o que induz o 

processo de apoptose. Essas etapas podem facilitar a reestruturação do DNA pela 

ativação da proteína p53 e componentes das selenoenzimas (JIANG et al., 2001; SEO 

et al., 2002; VENKATESWARAN et al., 2004; YANG, 2009). 

Diversos benefícios deste micromineral são relatados, entre eles o retardo do 

envelhecimento, o combate a tensão pré-menstrual, a preservação da elasticidade 

dos tecidos e a prevenção de câncer, baseado em seus efeitos preventivos nos 

processos metabólicos degenerativos dos organismos (CHUNHIENG, 2004; 

SEIFRIED et al., 2007). Em homens, pode aumentar a potência e o interesse sexual 

e suprir a carência gerada quando o Se é perdido o sêmen (DE SOUZA et al., 2004; 

THOMSON et al., 2008). 

 Sendo o seu consumo em uma quantidade de 100μgSe por dia, durante três 

meses, eficiente tanto quanto a selenometionina na elevação plasmática do selênio e 

da glutationa, o que reforça o potencial antioxidante da Bertholletia excelsa 

(THOMSON et al., 2008). 

Desta forma, o Se exerce o papel de um importante centro redutor, 

principalmente na neutralização dos radicais livres, pois apresenta ações de proteção 

contra doenças cardiovasculares, proteção celular em relação ao câncer e 

potencialização do sistema imune por meio da manutenção da integridade das células 

imunocompetentes (DELILBASI et al., 2002; RAFFERTY et al., 2003). 

Além de ser considerada um alimento rico em ácidos graxos e selênio, a BE 

apresenta em sua composição química uma grande variedade de compostos 

fenólicos, que são encontrados em níveis expressivos, estes compostos 

desempenham um papel fundamental na proteção contra agentes oxidantes, como 

por exemplo, a poluição ambiental e substâncias químicas presentes nos alimentos. 

Atuam também como agentes terapêuticos em um elevado número de patologias. 
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Estes compostos não podem ser sintetizados pelo nosso organismo, sendo 

representativos da parte não energética da dieta humana (GONÇALVES, 2008). 

Estudos epidemiológicos têm demonstrado correlação entre o aumento do 

consumo de compostos fenólicos com ação antioxidante (JAVANMARDI et al., 2003) 

e a redução do risco de doenças cardiovasculares e de certos tipos de câncer (COOK 

e SAMMAN, 1996; RICE-EVANS et al., 1996). Os antioxidantes estão naturalmente 

presentes em frutas, sendo que em algumas apresentam altas concentrações de 

determinados grupos, os que são provenientes da dieta, como: vitaminas C e E, os 

compostos fenólicos, e os carotenóides, podem impedir a carcinogênese pela sua 

atividade antioxidante. (HARBORNE e WILLIAMS, 2000; DUARTE-ALMEIDA et al., 

2006). 

As propriedades biológicas dos compostos fenólicos estão relacionadas com a 

atividade antioxidante que cada fenol exerce sobre determinado meio, esta, por sua 

vez, depende de sua estrutura química, podendo ser determinada pela ação da 

molécula como agente redutor (RICE-EVANS et al., 1996). Alimentos que apresentam 

esta atividade, são considerados elementos importantes que não devem faltar na dieta 

diária, pois a geração de radicais livres constitui uma ação contínua e fisiológica, 

cumprindo funções biológicas essenciais, sendo formados em um cenário de reações 

de óxido-redução, provocando essas reações ou delas resultando. Podem ceder o 

elétron desemparelhado e serem oxidados ou podem receber outro elétron e serem 

reduzidos (OKEZIE, 1998). 

Essas reações ocorrem no citoplasma, nas mitocôndrias ou na membrana, e o 

seu alvo celular (proteínas, lipídeos, carboidratos e moléculas de DNA) sendo sua 

ação, relacionada com seu local de formação (MANACH et al., 2004). 

Dentre os radicais livres, as espécies reativas de oxigênio estão relacionadas 

à gênese de tumores em diferentes níveis, podendo promover o desenvolvimento do 

câncer por vários mecanismos: alteração na proliferação celular; diminuição da 

afinidade da enzima polimerase; inativação de enzimas responsáveis pela 

degradação de carcinógenos potentes; união de produtos finais da peroxidação 

lipídica à molécula de DNA, criando lesões mutagênicas; e ataque direto ao DNA 

(HALLIWELL, 1996; MIN e ELEBER, 2008). 

A observação de bases de DNA modificadas (como: hidroxitimidina e 

hidroxiguanina) depois da exposição de células a situações de estresse oxidativo, tem 
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sido evidenciada em estudos. Essa modificação nas bases do DNA pode ter como 

resultado mutações, deleções ou amplificações do material genético como primeiros 

passos para a formação do câncer (DIPLOCK et al., 1998; TIWARI, 2004; MIN e 

EBELER, 2008). Os antioxidantes têm a capacidade de sequestrar os radicais livres 

garantindo a integridade celular, protegendo suas micro e macromoléculas. Assim, 

substâncias capazes de atuarem como antioxidantes são importantes para ajudar a 

inibir o processo da carcinogênese (SUN et al., 2004). 

Além da atividade antioxidante direta, pesquisas têm destacado múltiplas 

funções e mecanismos importantes relacionados as habilidades dos compostos 

fenólicos de se ligarem a receptores celulares e a transportadores de membranas, de 

influenciarem a expressão gênica, a sinalização e a adesão celular (MANACH et al., 

2005). 

Atualmente o interesse no estudo dos compostos fenólicos tem aumentado 

muito, devido principalmente à habilidade antioxidante destas substâncias em 

sequestrar radicais livres (ALVES et al., 2007; NEVES et al., 2008). Diferentes autores 

vêm empregando o mesmo método para avaliação da capacidade antioxidante de 

espécies vegetais, tendo-se observado resultados semelhantes e significativos (LIMA 

et al., 2006; ROESLER et al., 2007; NUNES et al., 2008; AYRES e CHAVES, 2010). 

Para se avaliar a atividade antioxidante dos compostos fenólicos presentes nos 

vegetais Melo et al. (2006), avaliaram a capacidade antioxidante de quinze hortaliças 

comercializadas na cidade de Recife, utilizando o sistema β-caroteno/ácido linoleico 

e o sistema DPPH. Todas as hortaliças investigadas demonstraram capacidade 

antioxidante, sendo estas metodologias empregadas no presente estudo. 

 A metodologia utilizando o sistema β-caroteno/ácido linoleico, apesar dos 

inconvenientes como interferência de substâncias oxidantes ou redutoras no ensaio é 

amplamente usada, pois uma vez que não necessita de elevadas temperaturas 

durante sua execução, permite a determinação do poder antioxidante em produtos 

termossensíveis (SILVA, 2008). 

 As polpas e extratos de frutas que exibem capacidade de proteção (inibição de 

oxidação) acima de 70% são consideradas excelentes antioxidantes; de 50 a 70% 

possuem ação antioxidante moderada e abaixo de 50% possuem baixa capacidade 

de proteção (DE ALMEIDA-MELO et al., 2008), o presente estudo avaliou a atividade 
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de proteção/inibição de oxidação do óleo fixo da BE, sendo os resultados obtidos de 

92 e 87% paras as concentrações de 10.000 e 15.000 ppm, respectivamente, 

demonstrando excelente atividade antioxidante. 

 O efeito protetor do óleo fixo da BE observado no presente estudo, pode estar 

relacionado a concentração de selênio presente em sua composição química, este 

micromineral atua como antioxidante exógeno promovendo juntamente com o ácido 

ascórbico, tocoferol, carotenóides, compostos fenólicos, zinco, cobre e magnésio a 

reciclagem e reações de regeneração que otimizam a proteção contra radicais livres 

(SHAHIDI e HO, 2007). 

 As enzimas catalase, superóxido dismutase, glutationa peroxidase, glutationa 

redutase e glutationa S-transferase são as principais enzimas envolvidas nos sistemas 

de proteção endógena, chamados de reserva antioxidante do organismo (DRÖGE, 

2002). Essas enzimas desempenham um papel importante na proteção das células 

contra genotoxicidade e carcinogenicidade química por sequestrar ERO. Participando 

no processo de destoxificação de xenobióticos, sequestram radicais livres e 

peróxidos, protegendo, assim, as células e órgãos contra a ação de agentes 

genotóxicos e carcinógenos (ASHOKKUMAR e SUDHANDIRAN, 2008). 

 O método DPPH tem sido muito utilizado para avaliar a capacidade antioxidante 

de frutas. Pois este método apresenta vantagens quando os antioxidantes analisados 

são mais solúveis em solventes orgânicos, e por ser um radical livre estável está 

disponível comercialmente, o que evita sua geração por distintas formas, como ocorre 

com o método ABTS (ABTS - 2,20-azino-bis (ácido 3-ethylbenzthiazoline-6-sulfônico), 

além de facilitar seu uso (SÁNCHEZ-MORENO et al., 1998; LIMA, 2008). Sendo 

constatado que há uma correlação bastante positiva entre a capacidade antioxidante 

de uma fruta e sua quantidade de polifenol (DE ALMEIDA-MELO et al., 2008). 

 A determinação da atividade antioxidante total (AAT) pela captura do radical 

livre DPPH, os extratos do óleo fixo da BE foram acompanhados em três 

concentrações 50.000, 70.000, e 100.000 ppm, de forma que pudessem reagir com o 

radical livre (DPPH), os resultados obtidos foram de 14,53, 25,57 e 40,33% para 

sequestro de DPPH, respectivamente, nas condições do presente estudo. O que 

chegou próximo do indicado, que seria 50% da captura do radical livre DPPH, 

reforçando a necessidade de mais estudos com concentrações maiores. 
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 Além disso, a composição de extratos naturais inclui componentes químicos 

com atividades mutagênicas, teratogênicas e/ou carcinogênicas. Dessa forma, é muito 

importante a inclusão da abordagem genotóxica em avaliações toxicológicas dos 

compostos terapêuticos (FERREIRA et al, 2008). 

 Para estudos de genotoxicidade, existem guias de referências que padronizam 

os procedimentos, como: dosagem máxima, tempo de experimento, modelo animal, 

quantidade de animais por grupo testado, grupos de tratamento, vias de 

administração, coleta, análise das amostras obtidas, além da forma de eutanásia e 

descarte dos animais. Todas estas etapas são eticamente seguidas, tendo como 

órgão norteador o Conselho Nacional de Cuidados Éticos com Animais de 

Experimentação – CONCEA. 

 As autoridades reguladoras da Europa, EUA e Japão recomendam que estudos 

de genotoxicidade e carcinogenicidade sejam realizados previamente ao pedido de 

aprovação de comercialização de produtos farmacêuticos (BONASSI, 2007), para que 

se posse ter respaldo quanto à segurança, qualidade e eficácia dessas novas 

moléculas, frente a um organismo vivo. 

 A mutagenicidade é o efeito tóxico que danifica, especificamente, o material 

genético presente na célula, acarretando uma mudança no DNA ou no próprio 

cromossomo e essa mutagênicidade, se tratando de uma substancia química pode 

ser avaliada por diversos modos de ação, tais como reação direta com o DNA nuclear; 

incorporação do DNA durante a respiração celular; interferência da divisão celular 

mitótica ou meiótica, decorrendo em divisão incorreta, presença de anormalidades e 

micronúcleos nas células (MACHADO, 2013).  

 Sendo assim, ensaios de atividade biológica são de fundamental importância 

na triagem de estudo de um vegetal, dentre os ensaios, os toxicológicos 

complementam os ensaios biológicos (MACIEL et al., 2002), entre eles, estão os 

ensaios citogenéticos, como ensaio cometa e o teste do micronúcleo que são 

indispensáveis na avaliação de futuros fitoterápicos. 

O teste do micronúcleo tem sido utilizado como uma metodologia para testar a 

genotoxicidade de muitos produtos químicos, avaliando a capacidade de uma 

substância de quebrar cromossomos ou afetar a formação de placa metafásica e/ou 

fuso mitótico, ambos capazes de levar à distribuição desigual de cromossomos 
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durante a divisão celular. Os micronúcleos são facilmente visualizados em amostras 

de eritrócitos, sendo um forte indicativo de aberrações cromossômica (FLORES e 

YAMAGUCHI, 2008). 

 Este método é um ensaio citogenético que realiza a identificação de danos 

cromossômicos, visualizando a presença ou ausência de micronúcleos (NORPPA e 

FALCK, 2003). Podem ser utilizados vários tipos de células, quando o objetivo for a 

monitorização da população de dano genético, e o rastreio de produtos químicos com 

potencial genotóxico. Sendo este teste utilizado no referido estudo. 

Gerando resultados com forte apoio estatístico, por este motivo, é usado como 

uma ferramenta de triagem para determinar a segurança de substâncias e classificar 

os agentes como cancerígenos ou não cancerígenos. Sua facilidade de execução 

levou a sua adoção generalizada em todo o mundo como um teste padrão de 

genotoxicidade para monitorizar a segurança de agentes para uso na população 

humana. Sendo os testes de genotoxicidade importantes para avaliar a toxicidade 

celular e identificar potenciais agentes cancerígenos e mutagênicos (MACGREGOR 

et al., 1987). 

Em relação ao sistema-teste in vivo, ratos e camundongos têm sido 

amplamente utilizados como modelos animais para avaliação de genotoxicidade in 

vivo de produtos químicos (BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005). Atualmente o teste 

do micronúcleo em roedores é internacionalmente aceito como parte da bateria de 

testes genotóxicos recomendados para se estabelecer a avaliação e o registro de 

novos produtos químicos e farmacêuticos que entram anualmente no mercado 

(KRISHNA e HAYASHI, 2000; RIBEIRO, 2003; CAMMERER et al., 2007), por este 

motivo a espécie de camundongos Swiss foi selecionada como modelo animal na 

presente pesquisa. 

De acordo com MacGregor (1980) e Hayashi (2000), o recomendado é utilizar 

pelo menos quatro animais por grupo de tratamento para as análises. O presente 

estudo analisou seis animais por grupo de tratamento. Sendo que em estudos de 

toxicidade/genotoxicidade aguda, são utilizadas diferentes doses chegando a 2.000 

mg/Kg. A dose é administrada uma única vez, e o animal é observado por um período 

de 15 dias. Posteriormente é verificado se houve morte (VALADARES, 2007), sendo 

o método de eutanásia e descarte dos animais o passo seguinte. O que se assemelha 

com o presente estudo que observou os animais 15 dias antes do início dos testes e 
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15 dias após a finalização do estudo, e os procedimentos de eutanásia e descarte 

foram realizados de acordo com os protocolos do CONCEA. 

 É importante ressaltar que o potencial de muitos compostos naturais de 

modular os efeitos genotóxicos de xenobióticos tem sido identificado utilizando-se este 

teste como parâmetro de análise (AZEVEDO et al., 2003). Deste modo, o teste do 

micronúcleo em eritrócitos de sangue periférico é satisfatório para a detecção de 

agentes capazes de induzir ou evitar danos cromossômicos, podendo assim ser 

utilizado nos ensaios de genotoxicidade e antigenotoxicidade (GRAWE, 2005). 

 Para a avaliação dos efeitos genotóxico e antigenotóxico do óleo fixo da BE no 

presente ensaio, foram analisadas células de sangue periférico, dado a relevância 

desse tecido como alvo de agentes mutagênicos (CEMELI et al., 2009). 

As características básicas do teste do micronúcleo são: o efeito do agente 

químico é observado em PCEs que tem um tempo de vida relativamente curto, de 

modo que qualquer micronúcleo que ele tenha pode ter sido gerado como resultado 

de danos cromossômicos induzidos recentemente; os micronúcleos são facilmente 

identificáveis e a sua distribuição é bem definida; a s frequência de micronúcleo 

induzido em PCEs é dependente do tempo de amostragem (RIBEIRO, 2003). 

As vantagens do teste de micronúcleo em relação a outros testes usados para 

diagnosticar doenças e monitorar contaminantes ambientais incluem a análise 

simplista, alta sensibilidade de detecção e precisão das perdas cromossômicas e 

eventos de não disjunção, a capacidade de medir o comprimento e a progressão da 

divisão nuclear e a capacidade de detectar eventos de reparação e excisão 

(MACGREGOR et al., 1987). 

Neste teste, as doses e o período de amostragem têm papel importante. 

Geralmente, sendo pelo menos três doses testadas (SATO et al., 1995), no presente 

estudo as doses de 500, 1.000 e 2.000 mg/kg p.c., foram selecionadas de acordo com 

o Guideline da ANVISA (2013), para estudos de genotoxicidade, sendo estas doses 

utilizadas quando não se tem estudos para ensaios correspondentes na literatura. 

 A via de administração por gavage é indicada como a via normalmente utilizada 

para administração da substância-teste, sendo que as demais vias como injeções 

intraperitoneais e intravenosa, podem ser aceitas quando o seu uso for justificado 
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(HAYASHI et al., 2000). No presente trabalho, as diferentes concentrações do óleo 

fixo da BE foram administradas por gavage, por se tratar da via a qual o homem faz o 

consumo da mesma. Entretanto, os animais receberam o tratamento com a DXR pela 

via intraperitoneal, uma vez que esse modo de administração permite uma grande 

exposição das células do sangue periférico à substância (PRESTON et al., 1987). 

 A DXR é um antibiótico do tipo antraciclina usado como agente antitumoral 

contra leucemias, linfomas e vários tumores sólidos, tendo também uma ampla 

variedade de efeitos tóxicos, incluindo cardiotoxicidade, citotoxicidade e a indução de 

aberrações cromossômicas (JUNG e RESZKA, 2001), pois sua estrutura química 

pode se ligar ao ferro e assim formar complexos com o DNA, induzindo a quebra da 

dupla fita (ELLIOTT et al., 1984), podendo também sofrer redução de um a dois 

elétrons e produzir compostos reativos que danificam macromoléculas e membranas 

lipídicas (INJAC e STRUKELJ, 2008). 

 Sua toxicidade pode ser causada de maneiras diferentes: a sua porção 

agliconada planar pode inserir-se entre pares de bases adjacentes do DNA, que 

provoca rupturas em uma única ou na dupla fita de DNA, modificando a capacidade 

de helicases nucleares para dissociar a fita dupla de DNA e a enzima topoisomerase 

II, atuando como agressor para esta enzima (INJAC e STRUKELJ, 2008). 

Este antibiótico é capaz de produzir radicais livres, sendo este o seu principal 

mecanismo responsável pela sua toxicidade (QUILIS et al., 2002), o que resulta em 

um estresse oxidativo, causando danos no DNA, que podem se transformar em 

mutações e posterior processo carcinogênico (PAN et al., 2008). A redução da 

genotoxicidade da DXR observada no presente estudo quando associada as 

concentrações do óleo fixo da Bertholletia excelsa pode ser devida, em parte, a 

atividade do óleo fixo da BE em sequestrar radicais livres. 

 Minutos após a sua administração, a droga é removida do plasma e encontrada 

no núcleo celular, onde se coloca entre pares de bases dos ácidos nucléicos e exerce 

um efeito antimitótico. A DXR foi utilizada como indutor de MNs, sendo 

frequentemente empregada em testes de mutagenicidade como controle positivo 

(ANTUNES e TAKAHASHI, 1998; TAVARES et al., 1998). 

A citotoxicidade, de forma geral, é diretamente proporcional à concentração da 

amostra e ao tempo de exposição (KUMAR et al., 2009). Sendo a peroxidação lipídica 
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a principal responsável por alterações funcionais e estruturais da membrana 

plasmática, resultando, geralmente, em morte celular (PERCÁRIO, 2010), no presente 

estudo foram observados 400 PCEs por animal, tendo um total de 2.400 PCEs por 

grupo de tratamento, para a análise do IDN, após análise, não foram observadas 

alterações na proliferação celular, demonstrando ausência de efeito citotóxico nos 

protocolos de tratamento empregados no referido estudo. Um fator que pode ter 

contribuído para tal dado, foram os resultados obtidos quanto a proteção/inibição de 

oxidação do óleo fixo da BE, de 92 e 87%, nas concentrações 10.000 e 15.000 ppm, 

respectivamente. 

 Nos testes utilizando amostras de sangue periférico, comparando experimentos 

com 24, 48 e 72 horas após tratamento, o pico máximo é alcançado em 48 horas. 

Entretanto, para algumas substâncias e doses, o pico de resposta parece preceder o 

tempo de exposição de 48 horas (SATO et al., 1995). No presente ensaio, as 

frequências de PCEMNs, em todos os tratamentos com DXR, foram mais elevadas 

nas amostras de sangue periférico de 48 horas, do que nas de 24 horas. 

 Alguns modelos de estudos toxicológicos in vivo abordam ensaios de toxicidade 

aguda, toxicidade subcrônica, toxicidade crônica, onde este deve abordar 

mutagenicidade, embriofetotoxicidade, alterações de fertilidade, carcinogenicidade e 

indução de dependência (VILAS BOAS, 2006), o que enquadro o presente estudo. 

 Os resultados para verificação de efeito genotóxico em 24 e 48 horas 

constataram a ausência deste efeito, quando comparadas as três concentrações 

utilizadas BE I (500 mg), BE II (1.000 mg) e BE III (2.000 mg) e o grupo DMSO com o 

grupo controle negativo.  

 Porém, quando comparadas as três concentrações do óleo fixo da BE 

associadas com grupo DXR, somente com o grupo DXR, foi constatado um notável 

efeito antigenotóxico cerca de 52,08 a 67,36%, sendo observada diferença 

estatisticamente significativa entre as doses BE I e BE II, e BE I e BE III em 24 horas, 

demonstrando efeito dose-resposta. 

 Para os resultados de 48 horas, a taxa de redução variou entre 76,78 a 87,89%, 

sendo observada diferença estatisticamente significativa entre todas as doses 

administradas do óleo fixo da BE associadas com DXR, quando comparadas somente 
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com o grupo DXR, demonstrando efeito dose-resposta, de acordo com os protocolos 

executados no presente estudo. 

O efeito antigenotóxico observado através das taxas de redução na frequência 

de micronúcleos em células de sangue periférico utilizando o óleo fixo da BE 

associado a DXR em 24 e 48 horas, corrobora com estudo realizado por Li et al. (2004) 

com 586 casos de câncer de próstata e 577 controles, os resultados indicaram uma 

associação inversa estatisticamente significativa entre os níveis plasmáticos de 

selênio pré-diagnóstico e o risco de câncer de próstata avançado, concluindo que altos 

níveis de selênio no plasma foram associados com um risco reduzido para todos os 

tipos de câncer de próstata. 

Assim, o óleo fixo da Bertholletia excelsa, mostrou não ser genotóxico, nas 

concentrações utilizadas neste estudo no sistema-teste in vivo, porém, apresentou 

efeito antigenotóxico utilizando o mesmo sistema-teste e concentrações. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

As conclusões sobre a obtenção do óleo fixo da Bertholletia excelsa, 

determinação da atividade antioxidante e avaliação dos efeitos genotóxico e 

antigenotóxico, estão descritas a seguir: 

 

- Utilizando o método β-caroteno/ácido linoleico nas concentrações de 10.000 

e 15.000 ppm, os resultados obtidos foram de 92 e 87%, demonstrando excelente 

atividade antioxidante. 

- Para o método DPPH, nas concentrações utilizadas de 50.000, 70,000 e 

100.000 ppm, o óleo fixo apresentou os resultados 14,53, 25,57 e 40,33% de captura 

do radical livre, sugerindo assim, que mais estudos com concentrações acima de 

100.000 ppm devem ser realizados. 

 - Na quantificação dos ácidos graxos por cromatografia gasosa o presente 

estudo apresentou 37,13% (Ácido Linoleico), 36,92% (Ácido Oleico), 16,73% (Ácido 

Palmítico) e 9,22% (Ácido Esteárico). 

- Para a análise do teste do micronúcleo em células de sangue periférico, a 

frequência de PCEMNs dos grupos tratados com as diferentes concentrações do óleo 

fixo da BE em 24 e 48 horas quando comparados com os grupos controle negativo e 

DMSO, não foram observadas diferenças estatisticamente significativas, constatando 

ausência de efeito genotóxico. 

- Para a análise do efeito antigenotóxico, quando comparadas as diferentes 

concentrações do óleo fixo da BE + DXR, com o grupo controle positivo, foram 

observadas diferenças estatisticamente significativas, sendo as taxas de redução de 

52,08 a 67,36%, além de efeito dose-resposta entre as doses BE I e BE II, e BE I e 

BE III em 24 horas. Nas análises das amostras de sangue periférico de 48 horas, as 

taxas de redução foram de 76,78 a 87,89%, sendo observada diferença 

estatisticamente significativa entre todas as doses administradas do óleo fixo da BE + 

DXR, demonstrando efeito dose-resposta. 
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- Na análise de IDN, os resultados obtidos entre todos os grupos tratados, não 

foram observadas diferenças quanto proliferação celular, demonstrando ausência de 

efeito citotóxico. 
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