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RESUMO

A Chia (Salvia hispanica) ¢ uma planta mexicana pertencente a familia das Labiadas,
representava uma das quatro principais sementes cultivadas pelos povos preé-colombianos,
principalmente os Astecas que a utilizavam como remédio e componente nutricional.
Atualmente foi redescoberta, pois suas sementes sdo ricas em acidos graxos poli-insaturados,
com atividade antioxidante e compostos essenciais para a manutencdo do organismo. S&o
atribuidos a esta planta varios beneficios ao organismo, dentre eles a reducdo de problemas
cardiovasculares, psoriase, depressdo, Alzheimer, diabetes, artrite e cancer. Considerando a
ampla utilizacdo do 6leo de Chia na atual sociedade, este trabalho teve por objetivo investigar
o efeito modulador deste 6leo quando associado ao benzo(a)pireno e ao cloridrato de
doxorrubicina, utilizando o ensaio SMART (SomaticMutationandRecombination Test), um
teste capaz de detectar atividades de mutacdo e recombinacdo somética, com a perda de
heterozigose,que pode ser observada nas formas de diferentes tricomas (mwh, flr®) presentes
nas asas de Drosophila melanogaster. Os resultados obtidos com o protocolo de
genotoxicidade indicam que o 6leo de Chia ndo é genotdxico, no entanto, ao associar este
6leo a compostos com capacidade mutagénica ja comprovada (doxorrubicina e benzoapireno),
ficou clara sua atividade protetora podendo-se verificar em alguns tratamentos uma reducgéo
de até 97% na frequéncia de formacédo de clone induzida pela Doxorrubicina. Os resultados
também apontaram que o 6leo de chia oferece protecdo contra o estresse oxidativo mesmo em
pequenas concentracdes (0,5%), contudo verificou-se uma maior redu¢do no numero de
manchas induzidas pela doxorrubicina na concentra¢do mais elevada (2%). O 6leo de Chia na
concentracdo de 1% quando associado ao BaP, reduziu em 87% os danos ocasionados pelo
BaP, somente nos descendentes HB, provavelmente por neutralizar os radicais livres
produzidos. Sendo assim, os dados obtidos estdo de acordo com a literatura que descreve este
6leo com capacidade de prevenir o estresse oxidativo.

Palavras-chave: SMART. Antioxidante. Fitoterpico.
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1. INTRODUCAO

Células somaticas estdo sujeitas a mecanismos de mutagdo, perda de heterozigose e
rearranjo de seu material genético, o acimulo destas alteracGes pode levar a formacéo de
células modificadas (cancerosas) que podem ndo mais responder aos mecanismos de controle
de proliferacdo, morte e diferenciacdo celular (BRAGA et al., 2004).

Segundo Bergerot (2006) o cancer pode ser resultado de fatores de ordem genética,
intrinsecos do hospedeiro ou ambiental, sendo este ultimo o responsavel pela maioria dos
carcinomas atuais.Verifica-se que “entre as mortes por cancer atribuidas a fatores ambientais,
a dieta contribui com cerca de 35%, seguida pelo tabaco (30%) e outros, como condigdes e
tipo de trabalho, &lcool, poluicdo e aditivos alimentares, os quais contribuem com menos de
5%” (GAROFOLO et al., 2004, p.496).

Os alimentos podem fornecer componentes bioativos benéficos e/ou nocivos a sadde,
por isso, é necessario cuidados, pois algumas destas substancias podem ter efeitos
mutagénicos ef/ou carcinogénicos (ANTUNES; ARAUJO, 2000). Além disso, uma
alimentacdo saudavel e balanceada € essencial, uma vez que esta fornece todos os nutrientes e
compostos necessarios ao bom funcionamento do organismo e prevencao de doencas.

A busca pela alimentacéo ideal tem impulsionado o desenvolvimento de Véarios
estudos que relacionam o consumo de alimentos a prevengdo de doengas (SCHUH et al.,
2010). Como consequéncia desta busca, alguns alimentos estdo se destacando no mercado
pela sua composicdo nutricional, como o caso da Chia (Salvia hispanica) que ficou famosa
devido a presenca de compostos essenciais a manutencdo do organismo. Esta é uma planta
mexicana pertencente a familia das Labiadas (Lamiaceae), representava uma das quatro
principais sementes cultivadas pelos povos pré-colombianos, principalmente os Astecas que a
utilizavam como remédio e componente nutricional, sendo uma importante fonte energética
durante guerras e longas jornadas (AYERZA; COATES, 2005).

Esquecida por algum tempo foi recentemente redescoberta, pois esta é a fonte mais
rica em acidos graxos importantes e antioxidantes naturais disponiveis no mercado, o que
resultou nos Gltimos tempos em uma elevada procura por este produto (AYERZA; COATES,
2005).

Entre os acidos graxos presentes no 6leo de Chia o dmega-3 merece destaque, visto
que se trata de um acido graxo poli-insaturado essencial o qual ndo é produzido pelo

organismo, necessitando ser ingerido diariamente através da dieta, pois este traz varios



beneficios ao organismo, dentre eles a reducdo de problemas cardiovasculares, psoriase,
depressdo, Alzheimer, diabetes, artrite e cancer (SILVA, 2011).

De fato € possivel encontrar uma grande quantidade de informacdes sobre & Chia na
sociedade atual, muitos livros a tratam exclusivamente, assim como as midias digitais que
fazem uma verdadeira apologia a seu uso na prevencao e tratamento de diversos males. Com
isso sua utilizacdo aumentou em muito, andlogo ao que aconteceu no passado com alguns
vegetais utilizados como fitoterapicos, que devido a falta de eficacia acabaram sendo
desacreditados e sua utilizacdo passou a ndo ser mais aconselhada (LEMOS JUNIOR;
LEMOS, 2012).

Diferente do 6leo de Chia que Ayerza e Coates (2005) descrevem com propriedades
antioxidantes, alguns compostos possuem atividade oxidante reconhecida, como o caso da
doxorrubicina (QUILES et al., 2002) e do benzo(a)pireno (ALMEIDA et al., 2005).

Segundo Quiles et al. (2002) a doxorrubicina(DXR) é um antibi6tico antineoplasico
da classe das antraciclinas que possui dois mecanismos fundamentais de agdo no organismo:
inducdo de danos ao DNA e a producdo de radicais livres. Quanto a inducdo de danos ao
DNA, a DXR pode ser classificada como um agente intercalante, que tem a capacidade de
interagir com as bases nitrogenadas CG (citosina e guanina), levando a formacdo de aductos
no DNA, podendo acarretar troca de cromatides-irmds e aberragbes cromossOmicas
(ALMEIDA et al., 2005), também interage com a enzima topoisomerase Il, impedindo a re-
ligacdo das duplas fitas, causando lesdo permanente a molécula do DNA (FILYAK et al.,
2007). Almeida et al. (2005) destaca algumas aplica¢des farmacol6gicas da DXR que incluem
0 uso clinico no tratamento dos mais variados tipos de cancer.

Ja o benzoapireno (BaP) é um hidrocarboneto aromatico policiclico, pode ser
proveniente de varias fontes antropogénicas como queima de carvéo, escapamento de veiculo,
fumaca de cigarro, dentre outras, também pode ser proveniente de fontes ambientais como
erupgdes vulcanicas e queimadas ou ainda estar presente em diversas matrizes, como solo,
agua, ar e alimentos (CARUSO; ALABURDA, 2008).

Apresentando propriedades pré-carcinogénicas e/ou mutagénicas para homens e
animais, o BaP somente é considerado carcinogénico apos sofrer oxidacdo no organismo,
podendo entdo ligar-se covalentemente ao DNA rompendo a ligacdo entre as bases G-C
causando alterac6es no codigo genético (SMITH et al., 2008).

Ao associar o 6leo de Chia ao DXR e BaP espera-se que este diminua a capacidade
mutagénica destes compostos, pois entre 0s componentes nutricionais do 6leo alguns

merecem destaque, como 0 caso dos acidos graxos poli-insaturados (acido alfa-linolénico e



O0mega-3) que sdo moduladores do sistema de defesa antioxidante celular. Os antioxidantes,
segundo Pereira et al. (2009) possuem reconhecida agdo contra o estresse oxidativo,
auxiliando assim na prevencdo de carcinomas e outros males que podem acometer seres
humanos. Contudo Bianchi e Antunes (1999) destacam que compostos antioxidantes devem
estar presentes em concentracdes ideais, pois em excesso tornam-se toxicos podendo interferir
na atividade enzimatica e estrutural de uma célula.

Os autores Lemos-Junior e Lemos (2012) realizaram uma pesquisa analisando varios
estudos feitos até o0 momento e concluiram que a Chia ainda ndo pode ser considerada um
fitoterapico, sendo necessarios estudos adicionais para subsidiar sua eficacia.

Considerando estas informacdes e a ampla utilizacdo do 6leo de Chia na atual
sociedade, este trabalho teve por objetivo investigar o efeito modulador deste 6leo quando
associado ao benzo(a)pireno ou cloridrato de doxorrubicina que sdo compostos com
capacidade mutagénica ja& comprovada por estudos, utilizando para isto o ensaio SMART
(Somatic Mutation and Recombination Test) em asas de Drosophila melanogaster.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. OLEO DE CHIA

Com o nome comercial de Essenchia, o Oleo de Chia (OC) utilizado neste
experimento foi comprado no varejo sendo produzido pelo laboratorio farmacéutico
Herbarium considerado referéncia em Fitomedicina. Na breve descricdo do produto
disponivel, esta empresa especifica que este 6leo foi extraido das sementes por meio de
prensagem a frio, este método segundo Migliavacca et al. (2014) é o mais utilizado na
extracdo do Oleo das sementes de Chia e consiste basicamente na compressao mecéanica das

sementes.

2.2. SMART TEST

Graf et al.(1984) descreveu o Somatic Mutation and Recombination Test (SMART),
capaz de detectar atividades de mutacdo e recombinacdo somatica em tricomas presentes nas
asas de Drosophila melanogaster. Neste teste ocorre a exposicdo de um grande numero de
células em divisdao mitdtica localizadas no disco imaginal que ira formar as asas, ao agente
quimico que se deseja verificar a genotoxicidade e/ou antigenotoxicidade. Durante esta
exposicdo podem ocorrer alteragdes genéticas que podem ser identificadas atraves de tricomas

diferenciados nas asas de D. melanogaster (GRAF et al.,1984).



A manifestagdo fenotipica destes tricomas é resultante de marcadores genéticos
presentes no cromossomo 3, sendo possivel distinguir trés tipos distintos, através da
caracterizacdo dos pelos da asa, 0 mwh (multiple wing hairs) que resulta em mdaltiplos pelos
por célula da asa, ORR/fIr* (ORR/flare®) que apresenta pelos simples e o flr® (flare®) que

resulta em pelos modificados ou mal formados em forma de chama (GRAF et al.,1984).

2.3. CRUZAMENTOS

O SMART foi realizado por meio de cruzamentos experimentais entre linhagens:
(mwh, flr®e ORR) de D. melanogaster. Com essas linhagens foram realizados dois diferentes
cruzamentos: 1] cruzamento padrdo (ST- standard cross) entre machos “mwh” e fémeas
virgens flr3 e 2] cruzamento de alta bioativacdo (HB- high bioactivation cross) entre machos
“mwh” e fémeas virgens ORR/Ir™.

Para a coleta de ovos, os casais dos cruzamentos ST e HB, foram transferidos para
frascos contendo base 4&gar-agar, coberta com uma camada de fermento biol6gico
suplementado com sacarose, onde permaneceram por um periodo de 8 horas. Posteriormente
as larvas de terceiro estagio de desenvolvimento 72+ 4 h foram lavadas e coletadas com agua
corrente com auxilio de peneira de malha fina e tratadas seguindo dois protocolos
(genotoxicidade e antigenotoxicidade). No protocolo de genotoxicidade as larvas foram
transferidas para frascos de vidro contendo 1,5 g de meio de cultura alternativo (puré de
batata instantaneo Yoki® - Yoki Alimentos S.A.) rehidratado com solucGes contendo
diferentes concentragcdes (0,5%; 1% e 2%.) de Oleo de Chia. Para a avaliacdo da
antigenotoxicidade, as larvas foram transferidas para frascos contendo meio de cultura
alternativo rehidratado com solugdes contendo diferentes concentracdes (0,25%; 0,5% e 1%)
de 6leo de Chia, associados com cloridrato de doxorrubicina (DXR) 0,2 mM, ou associados a
2mM de BaP. Em ambos os protocolos foram utilizados, como controle positivo DXR
(0,2mM) e BaP (2mM) e como controle negativo o solvente (agua Milli-Q,1% de Tween-80 e
3% etanol).

Adultos emergentes portadores dos dois tipos de genotipos: mwh + / + flr3 (trans-
heterozigoto marcado - MH) e mwh + / + TM3, Bd® (heterozigoto balanceado — BH) foram
coletados e fixados em etanol 70%. As asas foram destacadas e montadas entre laminas e
laminulas com solucéo de Faure (30 g goma arébica, 50 g de hidrato de cloral, 100 mL de

agua e 20 mL de glicerol).



2.4. ANALISE DOS RESULTADOS

A anélise das laminas preparadas foi feita em microscopio 6ptico com magnificacdo
de 400 X, quando encontradas manchas mutantes foram registradas para posterior analise dos
dados. A analise estatistica dos resultados foi feita segundo Frei e Wirgler (1988) para os
protocolos de genotoxicidade/antigenotoxicidade e Abrahan (1994) na determinacédo
porcentagem de inibi¢&o ou reducéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta os resultados obtidos no protocolo de genotoxicidade, dos
descendentes dos cruzamentos ST e HB tratados com 0,5%; 1% e 2% de 6leo de Chia.

Na linhagem ST as frequéncias de mutagdes observadas em todas as concentracfes
avaliadas foram de aproximadamente 03 manchas simples pequenas; 03 manchas simples
grandes, sendo observada somente uma mancha gémea em todas as concentracBes. A
frequéncia de mutacdes observadas na linhagem HB foi ligeiramente superior a ST, variando
entre 07 e 09 manchas simples pequenas para todas as concentragdes de OC avaliadas, quanto
a manchas gémeas foram observadas 02 manchas nas concentracdes de 0,5% e 2% de OC. O
numero de manchas observadas nos controles negativos ST e HB foi respectivamente de 03 e
10.

A frequéncia de formagéo de clone observada na linhagem ST variou entre 0,40 e
0,51 x 107 células por divisdo enquanto que na linhagem HB este n(imero variou entre 0,81 e
1,12 x 10™. Comparando-se a frequéncia de formacéo de clones por divisao celular, entre os
grupos tratados com o 6leo de Chia, com o respectivo controle negativo, verifica-se que ndo
ha diferengas estatisticas significativas, em ambos os cruzamentos ST e HB. Estes resultados
indicam que nas concentracdes avaliadas o 6leo de Chia ndo possui atividade genotdxica.

Os resultados obtidos com o 6leo de Chia, sdo semelhantes aos encontrados por
Anter et al. (2010) com o 6leo de oliva em ensaio SMART, nas concentracfes 1,25 a 12,5%,
nos descendentes dos cruzamentos ST e HB, isto é, ambos 0s 6leos ndo apresentam atividade

genotdxica.
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Tabela 1 — Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes de D. melanogaster dos cruzamentos padréo (ST) e de alta bioativacéo

(HB)tratados com 6leo de Chia.

N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total Frequéncia de formacao de
= clone /10 células por
é Tratamento e concentragio Indiv. MSpP® MSG* MG' ™Y manchas divis&o
©
g (N) (1-2 céls)® (>2 céls)° mwh® bervage | CONtrOle

m=2 m=5 m=5 m=2 (n) corrigido
CN 20 0,10 (02) 0,05 (01) 0,00 (00) 0,15 (03) 3 0,30 -
_ 0C 0,5% 20 0,15 (03) i 0,10 (02) i 0,00 (00) i 0,25 (05) i 5 0,51 0,21
2 0C 1% 20 0,15 (03) i 0,05 (01) i 0,05 (01) i 0,25 (05) i 5 0,51 0,21
0C 2% 20 0,15 (03) i 0,05 (01) i 0,00 (00) i 0,20 (04) i 4 0,40 0,10
CN 20 0,40(08) 0,10 (02) 0,00 (00) 0,50 (10) 10 1,02 -
- 0C 0,5% 20 0,35(07)i 0,00 (00) i 0,10 (02) i 0,45 (09) i 9 0,92 0,1
= 0C 1% 20 0,40(08) i 0,00 (00) i 0,00 (00) i 0,40 (08) - 8 0,81 -0,21
OC 2% 20 0,45(09)i 0,00 (00) i 0,10 (02) i 0,55 (11) i 11 1,12 0,1

“Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacdo para a avaliacdo de resultados
significativamente negativos. Niveis de significancia a = b = 0,05; ° Incluindo manchas simples flr® raras; © Considerando os clones mwh para as manchas
simples mwh e para as manchas gémeas; ¢ Manchas simples pequenas; ° Manchas simples grandes; " Manchas gémeas; “Somativa de todas as manchas

mutantes observadas; (CN): Controle Negativo, (OC):Oleo de Chia.
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A tabela 2 apresenta os resultados obtidos no protocolo de antigenotoxicidade, dos
descendentes dos cruzamentos ST e HB tratados com o 6leo de Chia nas concentracGes de
0,5%; 1% e 2% associados a 0,2mM de DXR. Nos descendentes do cruzamento ST, verifica-
se que os individuos tratados com DXR apresentaram uma frequéncia de formacéo de clones
de 14,65 x 10, enquanto que os co-tratados com 0,25%; 0,5% e 1% de 6leo de Chia e DXR,
apresentaram frequéncia de formac&o de clones, respectivamente de 0,30; 0,41 e 0,82 x 10°.

O 6leo de Chia apresentou efeito protetor contra os danos genotoxicos da DXR,
reduzindo drasticamente o numero de manchas observadas nos grupos tratados, quando
comparados com o controle positivo DXR, verifica-se uma reducdo de 97% nas
concentragdes (0,25% e 0,5 %) e redugéo de 94% na concentracdo de 1% de OC. Resultado
similar foi observado nos descendentes do cruzamento HB, cujas reduc¢des variaram de 77% a
97% (tabela 2).

Resultado semelhante foi obtido por Anter et al. (2010) quando avaliou o 6leo de
oliva associado com perdxido de hidrogénio no ensaio SMART. De acordo com Fragiorge et
al. (2007) o &cido ascoérbico reduziu os efeitos da DXR no ensaio SMART, por sequestrar 0s
radicais livres gerados pela DXR. Também, Valadares et al. (2008), utilizando o ensaio
SMART, verificou que extratos aquosos de propolis, reduziram os efeitos genotdxicos
causados pela DXR, por neutralizar os radicais livres gerados. Portanto o 6leo de Chia
apresenta atividades antigenotoxicas, provavelmente por neutralizar os radicais livres gerados
pela DXR.
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Tabela 2 - Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas deD. melanogasterdescendentes dos cruzamentos padréo (ST) e de alta bioativacdo (HB)
tratados com Gleo de Chia associado a cloridrato de doxorrubicina.

. N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total Frequéncia de formagéo de clone 10
§ Igﬁzzrﬂig;g Indiv. MSP* MSG* MG' T™® manchas células por divisdo
©
g (N) (1-2 céls)” (>2 céls)” mwh® bearvage | Controle Inibicdo ou
m=2 m=5 m=5 m=2 (n) corrigido reducao
CN 20 0,10 (02) 0,05 (01) 0,00 (00) 0,15 (03) 3 0,30 - -
DXR 20 2,95 (59) + 2,25 (45)+ 2,10 (42)+ 7,30 (146)+ 138 14,95 14,65 -
by 0OC 0,5% +DXR 20 0,25 (05) + 0,05 (01)+ 0,00 (00)+ 0,30 (06)+ 6 0,61 0,30 97%
OC 1% + DXR 20 0,20 (04) + 0,10 (02)+ 0,05 (01)+ 0,35 (07)+ 7 0,71 0,41 97%
OC 2% +DXR 20 0,45 (09) + 0,05 (01)+ 0,05 (01)+ 0,55 (11)+ 11 1,12 0,82 94%
CN 20 0,40(08) 0,10 (02) 0,00 (00) 0,50 (10) 10 1,02 - -
DXR 20 2,95 (59) + 4,05 (81) + 1,05 (21) + 8,05 (161) + 158 16,49 15,47 -
g OC 0,5% +DXR 20 0,85 (17) + 0,85 (17) + 0,50 (10) + 2,20 (44) + 44 45 3,48 7%
OC 1% + DXR 20 1,10(22) + 0,80 (16) + 0,30 (06) + 2,20 (44) + 44 45 3,48 7%
OC 2% +DXR 20 0,30(06) + 0,15 (03) + 0,20 (04) + 0,65 (13) + 13 1,33 0,31 97%

“Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacéo para a avaliagdo de resultados
significativamente negativos. Niveis de significancia a = b = 0,05; ” Incluindo manchas simples flr® raras; © Considerando os clones mwh para as manchas
simples mwh e para as manchas gémeas; ¢ Manchas simples pequenas; ° Manchas simples grandes; " Manchas gémeas; “Somativa de todas as manchas
mutantes observadas; (DXR): Doxorrubicina 0,2mM, (CN): Controle Negativo, (OC):Oleo de Chia.
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A tabela 3 apresenta os resultados obtidos com os descendentes dos cruzamentos ST
e HB, co-tratados com o 6leo de Chia nas concentragbes de 0,25%; 0,5%; 1% associado a
2mM de benzo(a)pireno. Verifica-se que os descentes do cruzamento ST, tratados com o
controle negativo e BaP, apresentam frequéncias de mutacdo respectivamente de 0,30 a 0,31 x
107, entretanto, comparando-se com os dados obtidos no cruzamento HB, verifica-se que a
frequéncia de mutacdo foi de 1,64 x 10™ para o BaP, estes resultados indicam que o BaP é
uma substancia pro-genotdxica, ou seja, um mutageno de acdo indireta que precisa sofrer
metabolizacdo, oxidacdo, para se ligar covalentemente ao nitrogénio 7 da guanina e gerar um
aducto no DNA (SMITH et al., 2007), como a linhagem ST apresenta niveis basais da enzima
citocromo P-450, o BaP ndo foi metabolizado e portanto ndo causou danos ao DNA.

Os resultados obtidos com os descendentes do cruzamento HB, tratados com o BaP,
estdo de acordo com a literatura, pois este composto precisa ser metabolizado para se tornar
genotdxico. A biotransformacdo dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAS), entre
eles o BaP, envolve uma série de enzimas que catalisam reacfes de oxidacdo, reducdo e
hidrolise (oxigenases de funcédo mista, citocromo P-450, NADPH- citocromo-c-redutase) e de
enzimas que catalisam reacGes de conjugacao (sulfotransferase, epdxido hidrolase, glutatione-
S-transferase e UDP-glicotransferase) (NETTO et al., 2000).

De acordo com Naspinski et al. (2008) a metabolizacdo do BaP pelo citocromo
CYP1A, também pode gerar espécies reativas de oxigénio, produzindo metabolitos toxicos
como epoxidos de BaP no ambiente celular, os quais podem atacar diretamente 0 DNA. Os
aductos gerados pelo BaP no DNA s&o responsaveis por danos cromossdomicos que levam a
formagc&o de microntcleos (MN) (VIENNEAU et al., 1995; SANCHEZ et al., 2000).

O 6leo de Chia na concentracdo de 1% quando associado ao BaP, reduziu em 87% 0s
danos ocasionados pelo BaP (tabela 3), provavelmente por neutralizar os radicais livres
produzidos.

Com resultados semelhantes aos obtidos com 6leo de chia Kelkel et al. (2010)
atribuiu as propriedades anticarcinogénicas da cdrcuma e o resveratrol as suas atividades
antioxidantes que inibem os radicais livres de ocasionar a peroxidacdo dos lipideos de
membranas celulares ou de causarem danos oxidativos ao DNA, pois ambos 0s processos sao

importantes iniciadores do desenvolvimento de cancer.
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Tabela 3 - Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de D. melanogaster descendentes dos cruzamentos padréo (ST) e de alta bioativagédo (HB)
tratados com 6leo de Chia associado ao benzo(a)pireno (BaP).

. N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total Frequéncia de formagéo de clone /10°
g -(I:—c:ﬁ(t:inmtergf;c;g Indiv. MSP? MSG* MG' T™? manchas células por diviséo
©
g (N) (1-2 céls)® (>2 céls)” mwh® Sbeervado|  Controle Inibiao ou
m=2 m=5 m=5 m=2 (n) corrigido reducéo
CN 20 0,10 (02) 0,05 (01) 0,00 (00) 0,15 (03) 3 0,30 - -
BaP 20 0,20 (04) i 0,00 (00) i 0,10 (02) i 0,30 (06) i 6 0,61 0,31 -
5| 0CO0,25% + BaP 20 0,30 (06) i 0,20 (04) i 0,05 (01) i 0,55 (11) i 11 1,12 0,82 -
OC 0,5% + BaP 20 0,30 (06) i 0,00 (00) i 0,00 (00) i 0,30 (06) i 6 0,61 0,31 -
OC 1% +BaP 20 0,35 (07) i 0,05 (01) i 0,00 (00) i 0,40 (08) i 8 0,81 0,51 -
CN 20 0,40 (08) 0,10 (02) 0,00 (00) 0,50 (10) 10 1,02 - -
BaP 20 1,05 (21) + 0,05 (01) i 0,20 (04) i 1,30 (26) + 26 2,66 1,64 -
2| 0C0,25% + BaP 20 0,95 (19) i 0,05 (01) i 0,25 (05) i 1,25 (25) i 25 2,56 1,54 -
OC 0,5% + BaP 20 0,65 (13) i 0,10 (02) i 0,10 (02) i 0,85 (17) i 17 1,74 0,72 -
OC 1% +BaP 20 0,60 (12) i 0,00 (00) i 0,00 (00) i 0,60 (12) + 12 1,22 0,2 87%

“Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicagdo para a avaliacdo de resultados
significativamente negativos. Niveis de significancia a = b = 0,05; ” Incluindo manchas simples flr® raras; © Considerando os clones mwh para as manchas
simples mwh e para as manchas gémeas; ° Manchas simples pequenas; ¢ Manchas simples grandes; " Manchas gémeas; “Somativa de todas as manchas
mutantes observadas; (BaP): Benzo(a)pireno 2mM, (CN): Controle Negativo, (OC):Oleo de Chia.
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Ao analisar os resultados, verifica-se que o 6leo de Chia oferece protecdo contra 0s
efeitos nocivos causados por compostos mutagénicos como a DXR e o BaP, assim como é
possivel verificar na figura 02 houve reducéo significativa no numero de manchas observadas
nos tratados com OC.

N&o necessariamente as concentracdes de OC mais elevadas apresentaram maior
reducdo no nimero de manchas induzidas pela DXR, ficando claro que mesmo em pequenas
concentracdes o 6leo de Chia oferece grande protecdo contra o estresse oxidativo e outros
mecanismos que podem levar a mutacdo e posteriormente a formacéo de células cancerosas.
Contudo é visivel uma tendéncia de diminuicdo no nimero de manchas observadas ao
aumentar-se a concentracao de OC.

A diferenca observada na frequéncia de manchas entre as linhagens ST e HB,
tratados com BaP se deve provavelmente a maior capacidade metabdlica da linhagem HB,
pois Smith et al. (2008) destaca a necessidade do BaP ser metabolizado no organismo para ser
considerado um composto mutagénico.

Segundo Graf e Van Schaik (1992) a maior sensibilidade da linhagem HB a detec¢éo
de pro-mutagenos e pro-carcinogénicos se deve aos altos niveis de citocromo P450 que sdo
enzimas de metabolizacdo de xenobi6ticos, presentes na linhagem ORR/flr®. Sendo assim a
maior frequéncia de manchas mutantes observadas na linhagem HB se encontra dentro do
descrito na literatura, ndo representando desvios.

Os resultados obtidos confirmam a capacidade antimutagénica do 6leo de Chia
apresentada na literatura e indicam a presenca de substancias antimutagénicas. De acordo com
Ayerza e Coates (2005) o principal composto encontrado no 6leo de Chia é o 6mega-3, que
Silva (2011) descreve como um agente com grande capacidade protetora contra o estresse
oxidativo.

Sargi et al. (2013) analisou a capacidade antioxidante e a composi¢do quimica das
sementes de Chia e concluiu que a Chia representa uma excelente fonte de acidos graxos com
atividade antioxidante e compostos importantes para o metabolismo humano, como o acido
alfa-linolénico.

Assim como o observado no 6leo de Chia, Pinto (2012) destaca que varias espécies
do género Salvia possuem propriedades protetoras contra o cancer, de acordo, Mathew e
Thoppil (2012) encontraram resultados semelhantes aos deste trabalho ao analisar os estratos
de trés espécies do género Salvia (Salvia farinacea; Salvia microphylla; Salvia splenden),

concluindo em sua pesquisa que 0s extratos destas plantas possuem efeito antimutagénico.
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Figura 2 — Frequéncia de manchas mutantes observadas (TM) nos tratamentos. (DXR): Doxorrubicina 0,2mM, (BaP): Benzo(a)pireno 2mM, (CN):Controle

Negativo, (OC):Oleo de Chia.
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4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos com o protocolo de genotoxicidade indicam que o 6leo de
Chia, nas concentracdes avaliadas, ndo € genotdxico, no entanto, ao associar este 0leo a
compostos com capacidade mutagénica ja comprovada (DXR e BaP) ficou evidente sua
atividade protetora. Também foi possivel verificar que o éleo de chia oferece protecdo contra
os efeitos da nocivos da doxorrubicina mesmo em pequenas concentracoes (0,5%).

Em alguns tratamentos o 6leo de Chia foi capaz de reduzir em 97% a frequéncia de
formacéo de clone induzida pela doxorrubicina, na concentracdo de 1% reduziu em 87% o0s
danos ocasionados pelo BaP, provavelmente por neutralizar os radicais livres produzidos,
sendo assim, os dados obtidos estdo de acordo com a literatura que descreve este 6leo com

capacidade de prevenir o estresse oxidativo.
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