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RESUMO

OLIVEIRA, R. C. S. Avaliacdao da citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade da mandioca (Manihot esculenta Crantz) em célula tumoral
HepG2. 2012. 100f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — Universidade de S&ao Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

O fator alimentar pode ser considerado um promotor tumorigénico responsavel pela
etiologia do cancer gastrico no estado do Pard. A mandioca (Manihot esculenta
Crantz) € uma das muitas espécies da Amazénia consumida de modo indiscriminado
pelos habitantes da regido norte. O cianeto, seu principal componente téxico, pode
ser liberado durante o processamento da mandioca por meio da hidrolise do
glicosideo cianogénico linamarina. No organismo, o cianeto bloqueia a cadeia de
transporte de elétrons inibindo a respiragdo celular e, provocando, entre outras
coisas, a producao de radicais livres que podem agir no DNA, através da formacao
de adutos exociclicos. O objetivo deste trabalho foi a avaliacdo da atividade
citotdxica, genotoxica e mutagénica de folhas e tucupi, crus e cozidos, de mandioca
mansa e brava, usando os ensaios do MTT, cometa e citoma em células HepG2. Os
resultados obtidos demonstraram que a viabilidade celular decai a medida que a
concentracdo aumenta na maioria dos grupos de tratamento. No ensaio do cometa,
a analise visual demonstrou que o cianeto de potassio, usado como padrédo, foi
genotdoxico em todas as concentracdes testadas (5,0; 15,0 e 25,0 pug/mL). As
amostras de folhas de mandioca brava foram genotoxicas somente nas
concentracbes 15,0 e 25,0 ug/mL (cruas) e 5,0; 15,0 e 25,0 pg/mL (cozidas). As
amostras de mandioca mansa foram genotoxicas apenas quando cozidas (5,0 e 25,0
pug/mL). Ja as amostras de tucupi, tanto cruas quanto cozidas, demonstraram dano
ao DNA de células HepG2 em todas as concentracdes testadas (20,0; 40,0 e 60.0
png/mL). Utilizando andlise de fragmentacdo de DNA observamos que o cianeto de
potassio foi genotdxico apenas na avaliacdo da porcentagem de DNA na cauda. Ja
amostras de mandioca brava e mansa, de maneira geral, demonstraram valores de
porcentagem de DNA na cauda, tail moment e olive moment maiores em relacdo ao
grupo controle negativo, mas, somente as folhas de mandioca, em algumas
concentragdes, demonstraram valores estatisticamente significativos. Observando o
ensaio do citoma, as concentracdes de folhas e tucupi, crus e cozidos, tanto de
mandioca brava quanto de mandioca mansa mostraram um discreto aumento no
namero de microndcleos em células HepG2 binucleadas, estatisticamente nao
significativo, em relacdo ao grupo controle negativo. J& 0 numero de pontes
nucleoplasmaticas e brotos nucleares foi menor que no grupo controle. Os danos
aqui observados pelo ensaio do cometa podem estar transitoriamente presentes



como intermediarios formados durante o reparo de lesées no DNA. A auséncia de
brotos nucleares, pontes nucleoplasmaticas e resultados estatisticos significativos
em relagdo ao grupo controle negativo, ndo nos permitem afirmar presenca de
mutagenicidade em células HepG2 tratadas com mandioca tanto brava quanto
mansa. De maneira geral, o cozimento das amostras nao foi um fator determinante
na diminuigdo do dano observado em células HepG2. Nossos resultados confirmam
apenas citotoxicidade e genotoxicidade das variedades da mandioca nas
concentracbes e sistema celular utilizados. Os mecanismos moleculares que
envolvem a genotoxicidade da mandioca requerem estudos futuros. Para o consumo
da mandioca devem ser levados em consideracao tipo de processamento realizado
para extracdo de compostos cianogénicos, niveis de glicosideos cianogénicos nos
produtos consumidos, quantidade de mandioca consumida e estado nutricional do
consumidor.

Palavras-chave: Mandioca, Cianeto, Cozimento, Citotoxicidade, Genotoxicidade,
Mutagenicidade, Celulas HepG2.



ABSTRACT

OLIVEIRA, R. C. S. Assessment of Cytotoxicity, genotoxicity and mutagenicity
of cassava (Manihot esculenta Crantz) in HepG2 cells. 2012. 100f. Thesis
(Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade
de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

The food factor can be considered a tumor causing agent responsible for the etiology
of gastric cancer in the state of Para. Cassava (Manihot esculenta Crants) is one of
the many food species of the Amazon indiscriminately consumed by the inhabitants
of the northern region. Cyanide, its main toxic component, can be released during
cassava processing through the hydrolysis of the cyanogenic glycoside linamarin. In
the body, cyanide blocks the electron transport chain by inhibiting cell respiration
which brings about, among other things, the production of free radicals which can act
upon DNA through the formation of exocyclical adducts. The main goal of this study
was the assessment of the citotoxic, genotoxic and mutagenic role of the leaves and
tucupi juice of wild and sweet cassava, both raw and cooked, using the MTT, comet
and cytome assays in HepG2 cells. The results gathered have shown that cell
viability decreases as the concentration increases in most treatment groups. In the
comet assay, a visual analysis has shown that potassium cyanide, used as a
standard, was genotoxic in all concentrations tested (5.0, 15.0 and 25.0 pg/mL).
Samples of wild cassava leaves were genotoxic only in concentrations of 15.0 and
25.0 pg/mL for raw leaves, and 5.0, 15.0 and 25.0 ug/mL for cooked leaves. Samples
of sweet cassava leaves were genotoxic only when cooked (5.0 and 25.0 pg/mL).
Yet, samples of tucupi juice, both raw and cooked, have shown damage to DNA in
HepG2 cells at all concentrations tested (20.0, 40.0 and 60.0 pg/mL). In performing
DNA fragmentation analysis, it was observed that potassium cyanide was genotoxic
only in the assessment of percentage DNA in tail. Whereas the wild and sweet
cassava samples, in a general fashion, have shown greater values of percentage
DNA in tail, tail moment and olive moment than the negative control group, but only
the cassava leaves revealed statistically significant values, in some concentrations.
For the cytome assay, concentrations of leaves and of tucupi juice, raw and cooked,
of both wild and sweet cassava, have shown a slight increase in the number of
micronuclei in binucleated HepG2 cells, not statistically significant as compared to
the negative control group. On the other hand, the number of nucleoplasmic bridges
and nuclear buds in binucleated cells was lower than the value found in the negative
control group. The damages verified herein by the comet assay may be transiently
present as intermediates formed during repair of DNA lesions. The absence of



nucleoplasmic bridges, nuclear buds and of statistically significant results vis-a-vis
the negative control group do not warrant the assertion for the presence of
mutagenicity in HepG2 cells treated with either wild or sweet cassava. In general, the
cooking of the samples was not determining factor of the decrease in damage
observed in HepG2 cells. Our results only confirm cytotoxicity and genotoxicity of wild
and sweet cassava species in the concentrations and cell system used. The
molecular mechanisms involving genotoxicity of cassava require further studies. For
the consumption of cassava, the way of processing performed for extracting
cyanogen contents, the levels of cyanogenic glycosides in the products consumed,
amount of cassava consumed as well as the nutritional condition of the consumer
must be taken into account.

Keywords: Cassava, Cyanide, Cooking, Citotoxicity, Genotoxicity, Mutagenicity,
HepG2 cells.
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1. INTRODUCAO

1.1 O Cancer no Mundo, no Brasil e no Estado do Para

O cancer é diagnosticado em aproximadamente 11 milhdes de pessoas no
mundo, sendo responsavel por quase 8 milhdes de mortes todo ano (FRESCO et al.,
2006; GONZALEZ; RIBOLI, 2010). O cancer gastrico € o quarto tipo de cancer mais
comum no mundo e a segunda causa de obito por cancer (LADEIRA et al., 2005;
TEPES, 2009). A incidéncia ¢é alta na América do Sul (BRENNER;
ROTHENBACHER; ARNDT, 2009). No Brasil, as estimativas, para o ano de 2011
apontam para a ocorréncia de 489.270 novos casos de cancer e em particular, o
cancer gastrico ja é a quarta maior causa de morte por doenga (CASARETTO;
SOUSA; MARI, 2006; IARC, 2010; INCA, 2010) e esta relacionado principalmente
com a infeccao por Heliobacter pylori (COMPARE; ROCCO; NARDONE, 2010;
GUERRA et al., 2005). Habitos alimentares como o consumo de aditivos
alimentares, nitratos/nitritos, elevado teor de sal e baixa ingestédo de frutas e vegetais
estdo associados com o aumento do risco a esse tipo de céancer (COMPARE;
ROCCO; NARDONE, 2010; EICHHOLZER, 2000; GAROFOLO et al.,, 2004;
SCHATZKIN et al., 2009).

No Para, o céancer gastrico ainda constitui importante problema de saude
publica, onde as taxas de mortalidade apresentam valores acentuados (MOUTINHO,
1986). O carcinoma gastrico nessa regidao do Pais possui sua génese,
principalmente, em carcindbgenos genotoxicos provenientes da dieta regional
(RESENDE; MATTOS; KOIFMAN, 2006). A maioria dos carcindbgenos genotoxicos
se comporta como um composto estavel que, por acdo de enzimas, sao
biotransformados em produtos eletrofilicos que poderao reagir com a molécula do
DNA, formando adutos. Esses ultimos tendem a ser reparados por enzimas de
reparo, mas caso isso ndo ocorra, podem surgir alteragdes permanentes no DNA.
Para o surgimento do tumor, estas alteragdbes podem envolver genes que

normalmente atuam no controle do ciclo celular (SUTANDYO, 2010).
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1.2 Vegetais da Amazobnia: A Mandioca (Manihot esculenta Crantz)

O Brasil é rico em vegetais que sao utilizados como alimentos, pois emanam
fragrancias das suas folhas, caules, sementes, raizes ou flores, que podem ser mais
ou menos intensas, sendo utilizados para compor pratos tradicionais de uma
determinada regido. Essas plantas também possuem grande importancia nutricional,
sendo fonte de inumeras vitaminas e aminoacidos essenciais, indispensaveis as
fungdes vitais do organismo, possuindo em sua composicdo compostos ou
moléculas que podem servir como fatores de protegdo para o organismo (CEMELI,
BAUMGARTNER; ANDERSON, 2009; FERGUSON; PHILPOTT; KARUNASINGHE,
2004; HOELZL et al., 2009; UTTARA et al., 2009). Por outro lado, alimentos de
origem vegetal podem conter quantidades significativas de compostos quimicos
capazes de provocar mutagdes e cancer (COLLINS, 1998; GAROFOLO et al.,
2004).

A mandioca é uma planta dicotiledénea da familia Euphorbiaceae e género
Manihot. Este género apresenta pelo menos 5000 variedades de cassava
principalmente na América do Sul, Africa, Asia e México (BAYOUMI et al., 2010; EL-
SHARKAWY, 2004; NASSAR; HASHIMOTO; FERNANDES, 2008; NASSAR; ORTIZ,
2010), sendo que a unica cultivada para fins alimenticios € a Manihot esculenta
Crantz, podendo ser de variedade (cultivar) amarga (também chamada de brava) ou
doce (também chamada de mansa), dependendo da quantidade do componente
toxico cianeto presente na planta (LI et al., 2010; MANZANO; SOUZA; GORNIAK,
2006; SORNYOTHA; KYU; RATANAKHANOKCHAI, 2010). A variedade brava de
mandioca possui altas concentragbes de glicosideos cianogénicos (320-1120 pg
CN/g) em relagdo a variedade mansa (27-77 ug CN/g) (LOPES, 2001), o que faz a
variedade brava ser bem mais processada por cozimento antes de ser consumida
(ARIAS et al., 2001; DOREA, 2004; SOLER-MARTIN et al., 2010).

O conteudo cianogénico também esta relacionado a idade do vegetal, folhas
jovens contém altos niveis de glicosideos cianogénicos, ja folnas maduras e velhas,
50% e 70% menos, respectivamente, enquanto que folhas senescentes contém
quantidades quase que negligenciaveis desses cianocompostos. Por outro lado,

partes do vegetal como folhas, caule e coértex (casca) das raizes contém maior

Rita de Cassia Silva de Oliveira



Introducdo 4

concentracdo do glicosideo cianogénico linamarina ( > 400mg/kg HCN eq.) em

relacdo ao parénquima das raizes ( < 100 mg/kg) (NAMBISAN, 2011).

Como alimento, a mandioca é considerada a 32 fonte mais eficiente de
calorias na dieta humana em regides tropicais, depois do arroz e milho, tendo alta
digestibilidade (SORNYOTHA; KYU; RATANAKHANOKCHAI, 2010), elevada
quantidade de amido, e pequenas quantidades de aminoacidos essenciais,
vitaminas e ferro (DOREA, 2004; NASSAR; ORTIZ, 2010), sendo usada no combate
a fome em muitos paises (IDIBIE; DAVIDS; IYUKE, 2007; DAVIDS; IYUKE, 2007;
WOBETO et al., 2007) e consumida em uma grande variedade de formas. Em todo o
Brasil, a raiz é transformada em farinha (mandioca brava) ou pedagos cozidos e
fritos (mandioca mansa) (CHISTE; COHEN, 2008; CHISTE; COHEN; OLIVEIRA,
2010). Ha também o preparo da goma e de tucupi, definido como molho
parcialmente fermentado, obtido de agua prensada (manipueira) da massa triturada
ou ralada de mandiocas de polpa amarela, reconhecidamente brava (dosagem
acima de 100 mg de HCN/kg de raiz fresca sem casca), apresentando alto teor de
linamarina (CHISTE; COHEN, 2006; CHISTE; COHEN; OLIVEIRA, 2007). As folhas
sdo moidas e cozidas com agua acrescida de varios condimentos por alguns dias
para preparagao de um prato, de influéncia africana e indigena, tipico da regiao

Norte, a manigoba.

O consumo de cassava constitui 80% da dieta dos amazénidas e a farinha
representa um dos principais componentes da dieta alimentar da populacéo nortista,
cuja média de consumo pode ser de 34 kg por ano (IBGE, 2010). Com o cozimento
ha perda de nutrientes, como vitaminas antioxidantes A e C, porém é essencial para
reducdo da toxicidade (ARIAS et al., 2001; DOREA, 2004; RESENDE; MATTOS;
KOIFMAN, 2006). Se considerarmos o molho de tucupi como uma bebida nao
alcodlica, na preparacao tacaca, por exemplo, seu consumo anual per capita em
Belém, capital do Para é de 33,222 kg (IBGE, 2010). Ja como condimento, na
preparacao pato no tucupi, por exemplo, seu consumo anual per capita em Belém é
de 0, 523 kg (IBGE, 2010). A ingestao, tanto das folhas cozidas quanto do tucupi
tem sido restrito pela presenca de substancias antinutricionais (PADMAJA, 1995;
WOBETO et al., 2007).
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O potencial téxico da mandioca deve-se a presenca de glicosideos
cianogénicos, como a lotaustralina (menos de 10%) e linamarina (mais de 90%)
(FORSLUND et al., 2004; IDIBIE; DAVIDS; IYUKE, 2007; DAVIDS; IYUKE, 2007).
Os precursores para a biosintese de linamarina e lotaustralina sdo os aminoacidos
valina e isoleucina (NAMBISAN, 2011). A linamarina (2-hidroxi isobutironitrila-g-D-
glicopiranosil) esta presente em vacuolos por toda a planta, principalmente na casca
da raiz e nas folhas, ndo sendo, por si soO, toxico até sofrer hidrdlise por agao da
enzima linamarase, uma B-glicosidase, encontrada em apoplastos da parede celular
vegetal, resultando na produgao de glicose e acetocianidrina, que posteriormente é
decomposta, por agao de outra enzima, uma a-hidroxinitriloliase, em acetona e um
componente altamente toxico, o ion cianeto (Figura 1) (IDIBIE; DAVIDS; IYUKE,
2007; DAVIDS; IYUKE, 2007; KOLIND-HANSEN; BRIMER, 2010; VETTER, 2000).
Esta reagao pode ocorrer espontaneamente em pH > 6,0 ou quando o tecido vegetal
e triturado, como no processamento ou na ingestdo, permitindo o contato do
substrato com a enzima mediadora de sua hidrolise (SOUZA; MENEZES, 2004,
NAMBISAN, 2011).

A cianogénese é, primariamente, um mecanismo de protegdo para a planta
contra agentes herbivoros (LI et al., 2010; SIRITUNGA; SAYRE, 2004). Porém, a
exposicdo humana prolongada ao cianeto, em baixas concentragdes, provoca
toxicidade crénica, como reducgéo de peso, hipotireoidismo e disturbios neuroloégicos
(CAROD-ARTAL; VARGAS; DEL NEGRO, 1999; SOTO-BLANCO; GORNIAK,
2010). O limite de 50 mg a 100 mg/kg do acido cianidrico (HCN) quando consumido
produz alta toxicidade (HELBIG et al., 2008; KOLIND-HANSEN; BRIMER, 2010;
LOPES, 2001). Segundo o Codex Alimentarius Commission da FAO/WHO (1988), a
margem de seguranga estabelecida para o HCN em produtos de mandioca € abaixo
de 10 mg HCN/kg de matéria fresca ou 300 mg/kg matéria seca, o que equivaleria a
uma ingestdo de 5 mg por 24 horas. Esses dados se referem a uma dieta basica de
1500 Kcal (HELBIG, 2008; LOPES, 2001).
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FIGURA 1: Formagao do ion cianeto e acido cianidrico a partir da degradacao do
glicosideo cianogénico linamarina por acéo enzimatica. Adaptado de Vetter, 2000.

Varios tipos de doencas como ataxia polineuropatica em populagbes do
sudeste da Nigéria (KAMALO, 1995; OLUWOLE et al., 2002, 2003), hemorragias
(KAMALO, 1993; VETTER, 2000), retardo no crescimento de criangas da Republica
Democratica do Congo (BAENA-MATAMBY et al., 2000), hipotireoidismo, neuropatia
optica de Leber (MANZANO; SOUZA; GORNIAK, 2006), dores no estdbmago,
diarréia, dor de cabeca, vOmito, mal-estar geral (SORNYOTHA; KYU;
RATANAKHANOKCHAI, 2010) convulsdes e konzo, uma doenga neurotdoxica que
causa paralisia permanente dos membros inferiores, principalmente em mulheres e
criancas de areas rurais da Africa, sdo provocadas pelo mau processamento
principalmente da variedade amarga de mandioca (SOLER-MARTIN et al., 2010).

O cianeto, quando absorvido, se difunde livremente através das membranas
celulares. Sua agao bioquimica primaria consiste na interferéncia na cadeia de
transporte de elétrons na mitocondria eucaridtica, por possuir alta afinidade pela
forma heme-férrica da enzima citocromo oxidase, participante do complexo IV da
cadeia, inibindo a etapa citocromo-a-citocromo-a3, desfavorecendo a fosforilagao
oxidativa e, consequentemente a formacdo de adenosina trifosfato (ATP)
(HARIHARAKRISHNAN et al., 2009; MILLS et al, 1996; SHANG et al., 2008; ZHU et
al., 2007).
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A mudanca no complexo |V da cadeia de transporte de elétrons pelo cianeto
induz escape de elétrons, principalmente pelos complexos | e lll, os quais reagem
com moléculas de oxigénio produzindo espécies reativas de oxigénio, principalmente
radicais superoxidos e perdxido de hidrogénio. Esses radicais livres podem oxidar
diretamente as bases do DNA, ou provocar peroxidagao de lipidios e formagao de
hidroperéxidos como produtos primarios, podendo levar a célula a um estresse
oxidativo (GARCIA-ESCUDERO; GARDINI; IZQUIERDO, 2008; HARANGI et al.,
2002, 2004; HARIHARAKRISHNAN et al., 2009; ZHU et al., 2007). A subsequente
decomposicdo de produtos primarios resulta na formagao de aldeidos reativos, os
quais modificam covalentemente as bases do DNA (BOBY; INDIRA, 2003; SHANG
et al., 2008; SPITELLER et al., 2001; TUDEK et al., 2010), produzindo adutos
exociclicos (SUTANDYO, 2010; WINTER; SEGALL; HADDON, 1986), podendo
alterar a capacidade de reparo do DNA, levando a mutagdes nos proto-oncogenes e
genes supressores tumorais e, consequentemente, a transformacédo neoplasica e
carcinogénese (COLLINS, 1998; KUMARAGURUPARAN et al., 2002).

O organismo consegue detoxificar o cianeto através da ligagdo deste com a
enzima, acetilsulfotransferase ou rodanase, catalisando a transferéncia de um atomo
de enxofre de um doador, como tiossulfato ou aminoacidos sulfurados da dieta, para
o cianeto, formando o tiocianato, irreversivelmente (BHATTACHARYA; RAO;
VIJAYARAGHAVAN, 2002; MANZANO; SOUZA; GORNIAK, 2006). Este ultimo
composto produzido n&do consegue ligar-se a citocromo ¢ oxidase, porém é
bociogénico, competindo com o iodo em sua captagao pela glandula tiredide. Doutra
forma, o tiocianato é excretado, principalmente pela urina. A intoxicagdo aguda sé
ocorrera se a capacidade de detoxificacdo pelo organismo for excedida (GARCIA-
ESCUDERO; GARDINI; IZQUIERDO, 2008; LI et al., 2010).

1.3 Avaliagao da Citotoxicidade, Genotoxicidade e Mutagenicidade em Cultura

Celular

Ensaios in vitro podem ser realizados com diversas linhagens celulares, como
por exemplo, a linhagem obtida de hepatoblastoma humano de um menino argentino
de 11 anos, conhecida como linhagem celular HepG2 (MOORE; YEDJOU,;
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TCHOUNWOU, 2010; TSUBQY, 2007; UHL; HELMA; KNASMULLER,1999, 2000;
VALENTIN-SEVERIN et al., 2003). Essas células possuem a capacidade de
metabolismo pelas enzimas de Fases | e Il igualmente aos hepatdcitos de células
normais funcionais e desempenham papel chave na ativagdo e detoxificacdo de
carcindégenos reativos (CHEQUER et al., 2009; HRELJAC et al., 2008; JIN et al.,
2009; KNASMULLE et al., 2004; UHL; HELMA; KNASMULLER, 2000; RAO et al.,
2009), sendo ideais para estudos de mutagenicidade (JIANG et al., 2007; MAJER et
al., 2004; MERSCH-SUNDERMANN et al., 2004). Células HepG2 possuem a
capacidade de reter muitas funcbes especializadas, as quais normalmente sao
perdidas em cultura primaria de hepatdcitos, pois conservam proteinas essenciais
para o metabolismo hepatico, enzimas e componentes de fase |, como citocromo
P450 (CYP) 1A1, 1A2, 2B, 2C, 3A e 2E1, hidroxilases, citocromo c, redutase, N-
demetilase, catalases, peroxidades, NADPH e enzimas de fase Il como, epdxido
hidrolase, sulfotransferase, glutationa S-transferase, uridina glucoronosil transferase
e N-acetil transferase (MERSCH-SUNDERMANN et al., 2004).

Toxicidade celular, em geral, significa prejuizo celular induzido por algum
agente citotoxico. O parametro mais utilizado para avaliar a toxicidade celular é
viabilidade celular, que pode ser evidenciada com auxilio de corantes vitais, desta
forma, o uso de ensaios que determinem a viabilidade celular é crucial em estudos
toxicolégicos (ROGERO et al.,, 2003). Estes ensaios podem ser realizados em
sistema celulares in vitro, sendo relativamente faceis de execugdao (DONATO et al.,
2008).

A citotoxicidade em cultura de células pode ser avaliada utilizando ensaios
colorimétricos, como aquele que utiliza um sal tetrazolina amarelo 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil brometo tetrazolina, conhecido como ensaio MTT. E um
ensaio colorimétrico quantitativo avaliando a viabilidade de células expostas a
determinadas concentragdes de compostos citotoxicos (BOPP; LETTIERI, 2008;
MOORE; YEDJOU; TCHOUNWOU, 2010; PERES et al., 2008), como a mandioca,
por exemplo. O MTT quando encubado com células vivas, tem seu substrato
quebrado por enzimas mitocondriais funcionais. O composto amarelo do sal de MTT
transforma-se em um composto azul escuro, denominado formazan. A producao de
formazan reflete o estado funcional da cadeia respiratéria (PERES et al., 2008). A
medida por colorimetria de formazan reflete diretamente o nimero de células viaveis.
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Genotoxicidade é a capacidade que algumas substancias tém de induzir
alteragbes no material genético de organismos a elas exposto. Ja mutagenicidade,
diz respeito a inducéo de alteragdes transmissiveis permanentes da quantidade ou
da estrutura do material genético. Os testes de genotoxicidade visam detectar
mutagenos e carcindgenos, estudar os mecanismos de mutagénese e
carcinogénese quimica, e avaliar os perigos de compostos quimicos mutagénicos e
carcinogénicos para os seres humanos (SASAKI et al., 2000; WASSON,;
MCKELVEY-MARTIN; DOWNES, 2008). Desta forma, o potencial genotoxico de um
composto pode ser avaliado por meio de ensaios que investiguem o dano genémico
como o ensaio de eletroforese em gel de célula unica, conhecido como ensaio do
cometa, por exemplo. E um ensaio simples, rapido, sensivel e eficiente, usado para
quantificar as lesdes e detectar os efeitos do reparo no DNA em células
individualizadas de mamiferos. Este ensaio é baseado na medida de fragmentos de
DNA que migram em um campo elétrico (CASTANEDA et al., 2005; JIANG et al.,
MUGHAL et al., 2010; PITOZZI et al., 2006; 2007).

De maneira geral, células englobadas em gel e espalhadas sobre uma lamina,
sdo submetidas a uma corrente elétrica que age como uma forga proporcionando a
migracao dos segmentos de DNA livres, resultantes de quebras, para fora do nucleo.
Essas quebras nas moléculas de DNA podem ser de fita simples, duplas fitas,
crosslinks, sitios de reparo por excisdo e/ou lesdes alcali-labeis, induzidas por
agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes (CEMELI;, BAUMGARTNER,;
ANDERSON, 2009; FORCHHAMMER et al.,, 2010; TSUBOY et al. 2007;
VALVERDE; ROJAS, 2009). Apos a eletroforese, as células que apresentam um
nucleo integro sdo identificadas como normais, sem dano detectavel no DNA. Por
outro lado, as células lesadas sdo identificadas visualmente por uma espécie de
cauda, similar a um cometa, formada pelos fragmentos de DNA. Estes fragmentos
podem se apresentar em diferentes tamanhos, sendo a extensdo da migragao
proporcional ao numero de quebras sofridas pelo DNA. Desta forma, a aparéncia do
DNA danificado se torna similar a de um cometa (AZQUETA; LORENZO; COLLINS,
2009; JIANG et al., 2007). Utilizando microscopia, descricbes quantitativas do dano
provocado pelo agente agressor podem ser determinadas. Existe uma escala visual
de dano de acordo com a intensidade ou tamanho da cauda que vai de 0 (nenhum
dano) até 4 (maximo de dano) (COLLINS, 2004).
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A potencialidade mutagénica, por sua vez, pode ser avaliada utilizando um
ensaio in vitro, essencial no estudo da mutagénese, denominado ensaio do
micronucleo (MN), um bioindicador de efeito clastogénico ou aneugénico, revelando
a instabilidade gendémica (IARMARCOVAI et al., 2009; LINDBERG et al., 2007; 2009;
MUGHAL et al., 2010; TERRADAS, et al., 2010; THIERENS; VRAL, 2009). O ensaio
do MN é utilizado em cultura de células de forma bem simples, onde, apds a
exposicao celular a agentes mutagénicos, micronucleos sdo formados a partir de
pequenos fragmentos de cromossomos acéntricos que n&o foram incorporados no
nucleo ou por cromossomos inteiros que atrasaram na anafase durante a diviséo
celular. Esses fragmentos, ou cromossomos atrasados, sado envolvidos por
membrana nuclear, durante a teléfase, e aparecem como pequenos nucleos no
citoplasma, além do nucleo principal (CEPPI et al., 2010; IARMARCOVAI et al.,
2008; THIERENS; VRAL, 2009), apresentando perda de cromatina em consequéncia
de dano cromossémico estrutural ou dano no aparelho mitético ndo reparado
previamente. Os danos causados no DNA sdo expressos em micronucleos apos um
ciclo de divisdo celular (BONASSI et al., 2007; FENECH, 2000; VALENTIN-
SEVERIN et al. 2003).

Um adjuvante no ensaio do MN, a fim de tornar os resultados deste ultimo
fidedignos, € o ensaio do citoma. A partir da adicdo de citocalasina B (citB), um
inibidor da polimerizagao da actina e esta ultima, indispensavel para a formagao do
anel de microfilamentos que levam a contragéo do citoplasma e clivagem da célula
em duas células filhas, ocorre o bloqueio da citocinese, mas nao da divisao nuclear,
em consequéncia disso, um acumulo de células binucleadas a partir de células que
passaram por apenas um ciclo de divisdo € observado (THIERENS; VRAL, 2009).
Ocasionalmente, pontes nucleoplasmaticas (NPBs - “Nucleoplasmic Bridges”) entre
nucleos de células binucleadas podem ser visualizadas em microscopia. Isto é
devido aos cromossomos dicéntricos, nos quais os dois centrdbmeros sdo puxados
para lados opostos da célula na anafase, resultando em uma ponte
nucleoplasmatica. Desta forma, a formacgao de pontes nucleoplasmaticas fornece um
parametro de analise de dano cromossdmico adicional (DUAN et al., 2009;
FENECH, 2000; 2006). Micronucleos também podem ser formados através de
brotamento nuclear na interfase, quando este processo € incompleto dara origem a

brotos nucleares (NBUDs - “Nuclear Buds”), os quais permanecem presos ao nucleo
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por uma fina ponte nucleoplasmatica (FENECH, 2006; LINDBERG et al., 2007). Por
outro lado, brotos nucleares podem ser formados durante a fase S da mitose por
DNA amplificado localizado em sitios especificos na periferia do nucleo em células
tumorais humanas (EL-ZEIN et al., 2008; FENECH, 2006). Pontes
nucleoplasmaticas e brotos nucleares sado indicadores promissores no

monitoramento de dano genético (DUAN et al., 2009).

Dentro deste contexto, € clara a importancia do estudo do potencial
cianotoxico da mandioca proveniente da dieta paraense, em sistema in vitro,
utilizando linhagens celulares com boa capacidade de metabolismo de carcindégenos
reativos (KNASMULLER et al., 2004; UHL; HELMA; KNASMULLER, 2000), bem
como, ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade que elucidem a
influéncia da mandioca como um dos fatores ambientais contribuintes para a elevada

frequéncia de cancer gastrico no Estado do Para.
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2. OBJETIVOS

Utilizando amostras de folhas e tucupi, crus e cozidos, provenientes das
variedades brava e mansa de mandioca (Manihot esculenta Crantz), este estudo

teve como objetivos:

- Determinar a quantidade de cianeto total e livre presentes nas amostras de

mandioca;

- Verificar se o cozimento empregado foi suficiente na extragdo os compostos

cianogénicos das amostras;

- Determinar a viabilidade celular, utilizando o ensaio do MTT em cultura de
célula tumoral HepG2, tanto de cianeto de potassio (KCN) quanto das amostras de

mandioca;

- Utilizar o ensaio de eletroforese em gel de célula unica (cometa) para
determinar a possivel genotoxicidade, em cultura de célula tumoral HepG2, do KCN

e de amostras de mandioca em diferentes concentragoes;

- Utilizar o ensaio do citoma para determinar a possivel genotoxicidade e
mutagenicidade, em cultura de célula tumoral HepG2, das amostras de mandioca

em diferentes concentragdes;

- Analisar os resultados obtidos nos ensaios realizados com células HepG2 a
fim de determinar se o cozimento das amostras de mandioca interferiu nos
resultados, possivelmente encontrados, de citotoxicidade, genotoxicidade e

mutagenicidade.

Rita de Cassia Silva de Oliveira



MATERIAL E
METODOS



Material e Métodos 15

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das Variedades de Mandioca e Quantificacdo do Cianeto Total e Livre

A mandioca utilizada nesse estudo pertence a ordem Malpighiales, familia
Euphorbiaceae, género Manihot e espécie Manihot esculenta Crantz. As variedades,
brava e mansa, de mandioca foram colhidas no més de julho do herbario IAN
(Instituto Agronémico do Norte) da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) Amazoénia Oriental-PA. A EMBRAPA obteve as mudas para o plantio e
composi¢cao do banco aditivo de germoplasma (BAG) das regides de Santarém,
Braganca e Viseu. A idade das plantas para os testes de teor de CN total e livre
variou entre 10 e 12 meses, observada a partir do BAG de mandioca e o numero do
Voucher das variedades estudas, de acordo com o BAG, foi CPATU 148, para a
variedade mansa e CPATU 305, para variedade brava. Os ensaios para
quantificacdo de CN total e livre foram baseados na metodologia descrita por Chisté,
Cohen e Oliveira (2007; 2010) e as analises da quantificagdo do cianeto foram

realizadas no Laboratério de Agroindustria da propria Empresa.

Depois de colhidas, as variedades de mandioca foram higienizadas, com
agua corrente tratada, para a retirada de residuos de terra. As raizes foram
separadas das folhas e descascadas cuidadosamente com auxilio de faca de ago
inox, para que a pelicula externa fosse removida. As raizes descascadas foram
trituradas em multiprocessador e prensadas em tipiti para retirada de um liquido
chamado manipueira, o qual ficou em repouso por 24 horas em temperatura
ambiente para sedimentagcdo de impurezas e decantagdo do amido, o qual foi
removido. Posteriormente a sedimentacdo, uma parte do liquido obtido,
cognominado tucupi, foi reservada e pesada dentro de um becker de 500 mL em
balangca analitica, sendo posteriormente processada juntamente com 6,8 mL de
acido ortofosforico, 250 mL de alcool etilico e agua destilada q.s.p. 1000 mL, solugéo
chamada de extratora. O conteudo processado foi filtrado a vacuo em funil de
Buchner com filtro de papel qualitativo 110 g/m?. O filtrado foi armazenado em
recipiente, onde foi medido seu volume final em proveta para quantificacado de CN”

total e livre (amostra sem cozimento). Outra parcela do tucupi foi fervida em fogéo
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industrial por 1 hora aproximadamente 90 °C. Apds esse periodo, a amostra foi
pesada dentro de um becker de 500 mL em balanga analitica e igualmente
processada com solugao extratora e o conteudo foi filtrado a vacuo e armazenado
em recipiente, onde foi medido seu volume final em proveta para quantificacdo de

CN' total e livre (amostra com cozimento).

As folhas frescas foram trituradas em liquidificador (5 mim 1500 rpm) e a uma
parte foi adicionada solugao extratora, sendo o conteudo processado filtrado a vacuo
e armazenado em recipiente, onde foi medido seu volume final em proveta para
quantificagdo de CN' total e livre (amostra sem cozimento). Outra parcela do material
folhoso foi fervida com agua por periodo minimo de 24 horas a 90°C e apds esse
tempo, solucdo extratora foi adicionada a amostra e o material obtido igualmente
processado e filtrado para quantificagdo de CN° total e livre (amostra com

cozimento).

A quantificacdo de CN™ das amostras é feita a partir da reagcao de oxidacéo do
ion cianeto a haleto de cianogénio cloroamina T ou N-clorosuccinimida. Este
composto reage com acido isonicotinico para produzir um dialdeido que acopla com
aminas ou compostos com o grupamento metileno, como acido dimetilbarbiturico
para formar um complexo colorido, o qual é lido em espectrofotdbmetro a 605 nm
(AMORIM; MEDEIROS; RIET-CORREA, 2006; CHISTE; COHEN, 2008; CHISTE;
COHEN; OLIVEIRA, 2010). As leituras obtidas, foi aplicada a equacdo proveniente
de uma curva padrao de KCN. A concentragao estoque de KCN usada foi de 326 ug
de KCN/mL. A curva padrao foi efetuada adicionando-se volumes crescentes da
solugéo estoque, que variaram de 0,20 a 1,40 pg de HCN em um litro de solugao de
NaOH 0,2 M.

Parte das amostras de mandioca (folha e tucupi), a qual nao foi misturada a
solucao extratora, mas somente agua, foi armazenada em recipiente plastico estéril
sob temperatura entre - 10 a - 15 °C e transportada congelada via aérea até o
laboratério de Bromatologia e Nutrigdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas em
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FCFRP-USP), onde os ensaios de

citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade foram realizados.
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3.2 Obtencéo das Células e Manutencé&o da Linhagem Celular

As células de hepatoblastoma humano (HepG2), obtidas da ATCC (American
Type Culture Collection), foram gentiimente cedidas pela Profa. Dra. Danielle Palma
de Oliveira do Laboratério de Toxicologia Ambiental da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP. Essas células foram mantidas a —195°C
(nitrogénio liquido) em aliquotas de 10° células/mL em uma solugdo de
congelamento composta de 50% de meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle
Médium (DMEM) (Gibco Co.), 40% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco Co.) e 10% de
dimetilsulféxido (DMSO — CAS 67-68-5) (Merck, SA). O meio utilizado no cultivo das
células foi o DMEM suplementado com 10% de SBF; 2,38 mg/mL de tampao Hepes
(Sigma-Aldrich Co.), 1,2 mg/mL de bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich Co.), e
antibidtico: estreptomicina/penicilina (0,1mg/mL) (Invitrogen Ltda.). O meio DMEM

suplementado com SBF foi denominado meio completo.

3.3 Tratamento das Células HepG2 para Avaliacdo da Viabilidade Celular

Neste estudo foi utilizado o teste com solugdo do sal MTT, originalmente
descrito por Mossman (1983), mas baseado na metodologia de Peres et al. (2008). A
partir da terceira passagem celular, as células HepG2 foram semeadas em placas de
cultura de ELISA com 96 pocgos (placa TPP 92096) a um volume de 100 uL, com
densidade de 5 x 10* células/mL de meio DMEM completo e incubadas por 24 horas
em 5% de CO; a 37 °C em estufa (Thermo Electron Co.). Apos esse periodo, as
células foram tratadas (100 uL/pog¢o) com KCN diluido em meio completo (5,0; 10,0;
20,0; 25,0; 40,0; 60,0; 1,7 x 10% e 17,0 x 10° ug/mL) ou folhas moidas (solugdo), de
mandioca brava ou mansa (5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25,0 ug/mL) ou tucupi proveniente
de mandioca brava (5,0; 10,0; 20,0; 40,0 e 60,0 pg/mL) ou tucupi de mandioca
mansa (5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25,0 ug/mL) ou doxorrubicina (DXR) (CAS 23214-92-
8), obtida na sua formulagédo comercial Rubidox®, do laboratério Bergamo - Brasil,
nas concentragdes 0,05; 0,3; 0,6; 1,2; 2,3; 4,6; 9,3 e 18,6 ug/mL) e incubadas por

mais 24 horas em 5% de CO, a 37 °C em estufa.

As concentragcdes de KCN foram determinadas de acordo com os valores de

CN" total presente nas amostras de mandioca brava e mansa, quantificado
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previamente. O controle positivo do ensaio foi a substancia citotoxica DXR, cujas
concentragcdes escolhidas para esse ensaio foram embasadas na literatura (LEE;
LAU; NG, 2002; YE et al., 2007). A placa tratada foi encubada por 24 horas em 5%
de CO;, a 37 °C em estufa. Apds esse periodo, foi acrescentado 10 uL de solucéo de
MTT (5 mg/mL) dissolvido em tampao fosfato salino pH 7.4 (Buffer Phosphate Saline
— PBS) (0,2 g de cloreto de potassio, 0,2 g de fosfato monobasico de potassio, 8,0 g
de cloreto de sodio, 1,15 g de fosfato dibasico de sodio anidro em agua deionizada
g.s.p. 1000 mL) e nova incubagdo em 5% de CO; a 37 °C em estufa por + 2,5 horas

a fim de ter o substrato MTT quebrado por enzimas mitocondriais viaveis.

O controle negativo para este ensaio foram células HepG2 em meio completo,
que nao receberam solugao de KCN, nem solucao de folha de mandioca, nem tucupi
ou DXR, somente o sal MTT e, desta forma, consideradas 100% viaveis. O branco
do teste foram os pocos tratados somente com 100 uL de meio e 10 uL de MTT. Ao
término do tempo de + 2,5 horas de encubagao, a placa foi centrifugada (Eppendorf
Centrifuge 5810R) por 5 min a 3000 rpm em temperatura ambiente. O sobrenadante
foi desprezado por inversdo da placa em bancada forrada com papel absorvente.
Em seguida, adicionado 100 yL de DMSO puro e agitagao da placa em agitador por
20 minutos protegida da luz. Foi realizada a leitura em espectrofotdbmetro Micronal
B242 1l em comprimento de onda 570 nm, sendo este ensaio realizado pelo menos

cinco vezes.

3.4 Tratamento das Células HepG2 para o Ensaio do Single-Cell Gel
Electrophoresis (Ensaio do cometa) e Analise das Laminas

Os ensaios do cometa deste estudo sdo baseados nos protocolos de Singh et
al. (1988) com adaptagdes técnicas a partir dos protocolos de Roberto (2009) e
Tsuboy et al. (2007).

Células HepG2 em 5 x 10° células/mL foram semeadas e incubadas em 5 mL
de meio completo, em frascos descartaveis de 25 cm? de area (Corning), em uma
atmosfera de CO, de 5%, a 37 °C em estufa. Apdés 24 horas de incubacgéao, a
monocamada celular de HepG2 foi tratada com KCN diluido em meio completo (5,0;

15,0 e 25,0 yg/mL) ou folha (solugdo em meio completo) 5,0; 15,0 e 25,0 uyg/mL ou
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tucupi (solugdo em meio completo) 20,0; 40,0 e 60,0 uyg/mL ou DXR (0,05 pg/mL),
que foi escolhido como controle positivo a partir de ensaios prévios. O controle
negativo foram células HepG2 em meio completo. Apos o tratamento, as células
foram novamente encubadas em uma atmosfera de CO, de 5%, a 37 °C em estufa
por = 3,5 horas. Passado este tempo, o meio de cada frasco foi reservado em tubos
de centrifuga e a monocamada celular de cada frasco lavada duas vezes com PBS
pH 7,4. Adicionou-se £ 1 mL de solucdo de uma enzima proteolitica, tripsina/EDTA
(Cultilab — Brasil) em cada frasco, e os mesmos recolocados em atmosfera de CO,
de 5%, a 37 °C por 5 minutos para desprendimento da monocamada celular da
superficie interna do frasco pela degradagao da matriz glicoproteica extracelular. Em

seguida, a tripsina foi inativada pela adigdo de SBF em meio completo.

O conteudo celular obtido foi centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos. Apds
centrifugacéo, o sobrenadante foi desprezado, restando + 0,5 mL de meio, no qual o
“‘pellet” foi ressuspenso. Aproximadamente 5 pL de suspensdo celular foram
homogeneizados em 5 pL de azul de tripano 0,25% (CAS 72-57-1 Sigma-Aldrich
Co.). A solugéo resultante preencheu uma camara de Newbauer para verificagdo da
viabilidade celular em 100 células contadas. A incorporacédo do corante pelas células
inviaveis, que ndo possuem membrana celular integra, torna as mesmas azuis ao
microscopio de luz comum. Doutra forma, células viaveis, cujas membranas estao
intactas, bloqueiam a penetracdo do corante, tornando-se transparentes na
microscopia de luz. Pelo menos 70% de células devem ser viaveis para

prosseguimento do ensaio do cometa.

ApOs a verificagdo da viabilidade celular utilizando azul de tripano, 20 yL da
suspensao celular foram homogeneizados em 100 yL de solugdo de agarose
(Sigma-Aldrich Co.) baixo ponto de fusdo (LMP - “Low Melting fusion Point”) (0,5%)
dissolvida em PBS, usada como uma matriz de gel quando a recuperacao de
fragmentos de DNA apos a eletroforese € desejada. Laminas, previamente cobertas
com agarose de ponto de fusdo normal (1,5%) e identificadas por cédigos, foram
montadas com + 100 uL de suspenséo celular em agarose LMP, sendo feito um total
de duas laminas para cada tratamento. Estas foram cobertas com laminulas e
levadas a geladeira (10°C) por 20 minutos. Decorrido este tempo, as laminulas
foram retiradas e as laminas mantidas em cubetas (protegidas da luz) contendo

solugéo de lise (1 mL de triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL de solucdo de lise
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estoque, pH 10,0 — solucéo estoque: 2,5 M de NaCl, 100 mM de EDTA, 10 mM de
Tris, ~ 8,0 g de NaOH sdlido) gelada, e mantidas em geladeira 10°C por 24 horas.

Ap6s a lise, as laminas foram dispostas em uma cuba horizontal de
eletroforese e cobertas com solugéo tampao (300 mM de NaOH, 1 mM de EDTA, pH
> 13) gelada 10°C e recém-preparada, por 20 minutos, para desnaturacdo do DNA.
Apos esse periodo, foi iniciada a corrida de eletroforese em corrente de 25 V/cm e
300 mA, por 20 minutos (corrente controlada com o volume de tampao). As laminas
foram, entdo, neutralizadas com 5 mL de solugdo tampao neutralizadora (0,4 M de
Tris-HCI, pH 7,5), £ 10 minutos, secas na horizontal £ 1 hora e fixadas com etanol
100% £ 5 minutos. As laminas foram deixadas a temperatura ambiente para secar *
1 hora. Para analise dos nucledides, as laminas foram coradas com solugdo de
brometo de etidio a 2 pg/mL, preparada a partir de uma solugdo estoque (200

Mg/mL), cobertas com laminula e analisadas imediatamente a sua coloragéo.

Foram feitos trés ensaios independentes e analisadas seis laminas por
tratamento, utilizando teste cego, ou seja, ldminas codificadas aleatoriamente e
desta forma, 50 nucledides por lamina em um total de 300 nucledides por
tratamento, através da microscopia de fluorescéncia (Zeiss, Axiostarplus®) com filtro
de excitacdo de 515-560 nm e filtro de barreira de 590 nm, em aumento de 400x.
Duas analises foram feitas: visual e pelo software. Os nucledides foram analisados e
classificados visualmente, por uma Unica pessoa a fim de evitar diferencas bruscas

nos resultados observados.

Os cometas foram classificados, de acordo com a migragcao dos fragmentos
de DNA, em 5 classes: classe 0 (sem dano), classe 1 (pouco dano), classe 2 (médio
dano), classe 3 (muito dano) e classe 4 (maximo de dano). Células com o nucleo
completamente fragmentado, ou seja, em processo de morte celular, ndo foram
contabilizadas. O indice de dano (ID) foi calculado segundo Collins (2004), usando a
formula DI = (0xn0) + (1xn1) + (2xn2) + (3xn3) + (4xn4), onde nO - n4 representa o
numero de células com nivel de dano de 0 — 4 (Figura 2). A observagao dos danos
nesse ensaio foi feita utilizando um software de dominio publico de analises de
imagens (CometScore, software; TriTek, Smerduck, VA, USA). O dano ao DNA foi
quantificado pela porcentagem de DNA na cauda (% DNA in Tail), o comprimento da
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cauda x intensidade da cauda (Tail moment) e tamanho da cauda x fracdo de DNA
total na cauda (Olive moment) (BOWDEN et al., 2003; TICE et al., 2000).

Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4

FIGURA 2: Fotomicrografia do dano celular em células HepG2. Os valores 0 a 4
foram determinados a partir da migracédo de fragmentos de DNA sob eletroforese
para analise visual. Aumento original 400x, coloragao Brometo de etidio 2 ug/mL.

3.5 Tratamento das Células HepG2 para o Ensaio do Citoma e Analise das

Laminas

O ensaio do citoma realizado nesse estudo foi baseado no protocolo de
Fenech (2007) com adaptagdes técnicas dos protocolos a Chequer (2009), Tsuboy
et al. (2007) e Valentin-Severin et al. (2003) que utilizaram células HepG2 em

ensaios de mutagenicidade.

Apds as 24 horas de cultivo celular de 5 x 10° células em 3 mL de meio
completo em frascos descartaveis de 25 cm? de area (Corning) em estufa a 37 °C
com 5% de CO,, a monocamada celular de HepG2 foi tratada com folha (solug&o em
meio completo) 5,0; 15,0 e 25,0 ug/mL ou tucupi (solugdo em meio completo) 20,0;
40,0 e 60,0 uyg/mL de mandioca brava ou mansa sem ou com cozimento. O controle
positivo usado foi DXR (0,05 ug/mL) e o controle negativo foram células HepG2 em
meio completo. Apds o tratamento as células foram novamente encubadas em uma
atmosfera de CO, de 5%, a 37 °C em estufa por 20 horas. Apds esse periodo, 60 pL
da solugdo de citocalasina B de uso (CAS 14930-96-2 Sigma-Aldrich Co.)
(concentracgao final no meio foi de 3,0 pg/mL) foram adicionados em cada frasco, a
fim de bloquear a citocinese e as culturas novamente mantidas, por mais 28 horas,
em estufa a 37 °C em uma atmosfera de CO, de 5% até a colheita, com tempo total

de cultura de 72 horas.
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As células foram lavadas duas vezes com 5 mL de PBS pH 7,4 e, apos
lavagem, solucao de tripsina/EDTA em cada frasco foi adicionada. Os frascos foram
levados para estufa por 5 minutos a 37° C em uma atmosfera rica m 5% de CO,. Em
seguida, a tripsina foi inativada pela adigdo do meio completo ocorrendo uma
centrifugagdo em 1500 rpm por 5 minutos. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado, restando * 0,5 mL de meio, no qual “pellet” foi homogeneizado. Foram
adicionados 5 mL de solucdo hipoténica de citrato de sodio (1%) gelada em cada
frasco homogeneizando-os intensamente e a seguir 25 L de formol,
homogeneizando-os novamente. As células foram centrifugadas em 1500 rpm por 5
minutos, em seguida, o sobrenadante desprezado e, ao “pellet” acrescentado 5 mL
de fixador (metanol/acido acético 3:1), homogeneizando imediatamente. Apds nova
centrifugacgéo (1500 rpm por 5 minutos), o sobrenadante foi retirado cuidadosamente
utilizando-se uma pipeta Pasteur, deixando somente uma quantidade + 0,5 mL. Em
lamina gelada, com filme d’agua formado e mantida levemente inclinada, + 50 uL da

suspensao de células foram gotejados, espalhando o material uniformemente.

Foram realizados trés ensaios independentes (n=3) e para cada tratamento
foram confeccionadas duas laminas. As Iaminas foram codificadas aleatoriamente e
acondicionadas em estantes proprias para secagem e apos este periodo guardadas
para analise. Na coloragao das laminas foi utilizado o corante laranja de acridina 40
Mg/mL, imediatamente anterior a leitura da lamina. As Iaminas foram analisadas em
teste cego, utilizando microscépio de fluorescéncia, em aumento de 400X. Para cada
grupo experimental foram analisadas 500 células HepG2 classificadas como mono-,
bi-, tri e tetranucleadas. Ainda, foram analisadas 1000 células binucleadas (BN) por
ensaio, totalizando 3000 células BN por tratamento, quanto a presenca dos
biomarcadores de danos ao DNA (micronucleos, pontes nucleoplasmaticas e brotos
nucleares) (FIGURA 3). O indice de Divisdo Nuclear (NDI “Nuclear Division Index”)
foi calculado de acordo com a formula NDI = [M1 +2(M2) + 3(M3) + 4(M4)] / N, onde
M1 — M4, representam os numeros de células com 1, 2, 3 e 4 nucleos,

respectivamente e N o numero total de células contadas.
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c

FIGURA 3: Fotomicrografia de células HepG2 para analise de micronucleo (MN),
ponte nucleoplasmatica (NPB) e broto nuclear (NBUD). (a) Célula mononucleada,
Célula binucleada, Célula trinucleada e Célula tetranucleada; (b) Célula binucleada
com um MN e Célula binucleada com dois micronucleos (MNs); (c) Célula
binucleada com uma NPB, Célula binucleada com um NBUD. Aumento original 400x,
coloracéo laranja de acridina 40 pg/mL.

3.6 Analises Estatisticas

Os ensaios foram feitos em ftriplicata e os resultados médios (média + desvio
padrdo) obtidos nesse estudo foram analisados com o auxilio do programa
GraphPad Prism5® versdo 5.0, por meio de estatistica descritiva e analise de
variancia (ANOVA) paramétrica de normalidade, com pos-teste de comparagdes
multiplas de Tukey e, ainda nos ensaios do MTT, cometa e citoma, foram realizadas
comparagdes entre as concentragdes testadas e o controle negativo pelo teste de
Dunett. Em todas as analises foi adotado nivel de significAncia p < 0,05

estatisticamente significativo.
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4. RESULTADOS

4.1 Determinag&o das Concentragcdes de Cianeto Total e Livre nas Amostras de

Mandioca

Nesse estudo, a quantificacdo do CN™ nas folhas moidas e raizes prensadas
(tucupi) de duas variedades de mandioca (brava e mansa) realizada, tanto em
amostras sem cozimento quanto com cozimento, demonstram valores em mg/kg de
CN" total (Figuras 4 e 6) ou CN livre (Figuras 5 e 7). As dosagens de CN" total
incluiram a linamarina + acetonacianidrina + HCN e as de CN’ livre incluiram

somente o HCN.

4.1.1 Determinacao de Cianeto Total nas Folhas de Mandioca Brava e Mansa

As folhas cruas de mandioca da variedade brava apresentaram as menores
concentragcdes de CN total (221,08 mg/kg de folha) em relagcédo as folhas cruas de

mandioca da variedade mansa (270,9 mg/kg de folha) (p < 0,01) (Figura 4).

As folhas de mandioca da variedade brava quando cozidas, apresentaram
concentragdo de CN total maior (306,25 mg/kg de folha) em relagdo a mesma
variedade quando crua (221,08 mg/kg de folha) e em relagao as folhas cozidas de
mandioca da variedade mansa (293,73 mg/kg de folha), porém com valores nao

estatisticamente significativos (Figura 4).

As folhas cozidas de mandioca da variedade mansa apresentaram
concentracdo de CN° total maior (293,73 mg/kg de folha) em relagcdo a mesma
variedade quando crua (270,9 mg/kg de folha), porém n&o estatisticamente

significativo (Figura 4).
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FIGURA 4: Quantidade de cianeto (CN") total (mg/kg de folha) em mandioca das
variedades brava e mansa, cruas e cozidas. Resultados obtidos de trés ensaios,
sendo utilizado o teste de Tukey, onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo, * = p < 0,01 (comparagado entre as variedades brava e mansa de
mandioca crua) e ¢ = p < 0,001(comparagdo entre os grupos cru e cozido na
variedade brava de mandioca).

4.1.2 Determinacao de Cianeto Livre nas Folhas de Mandioca Brava e Mansa

A concentracdo de CN' livre € menor que a concentracdo de CN’ total em
ambas as variedades de mandioca. Porém foi superior nas folhas cruas de mandioca
da variedade mansa (130,30 mg/kg de folha) em relacdo as folhas cruas de
mandioca da variedade brava (56,64 mg/kg de folha), com valores estatisticamente

significativos (p < 0,001) (Figura 5).

Apo6s o cozimento, a concentracdo de CN- livre foi extremamente inferior,
tanto nas folhas de mandioca da variedade brava (1,20 mg/kg de folha) quanto nas
folhas de mandioca da variedade mansa (3,71 mg/kg de folha) com valores

estatisticamente significativos (p < 0,001)(Figura 5).
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FIGURA 5: Quantidade de cianeto (CN") livre (mg/kg de folha) em mandioca das
variedades brava e mansa, cruas e cozidas. Resultados obtidos de trés ensaios,
sendo utilizado o teste de Tukey, onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo,*** = p < 0,001 (comparagdo entre as variedades brava e mansa de
mandioca crua) e ¢ = p < 0,001(comparacgao entre os grupos cru e cozido na mesma
variedade de mandioca).

4.1.3 Determinacgéo de Cianeto Total no Tucupi de Mandioca Brava e Mansa

A concentragado de CN' total foi extremante alta no tucupi cru de mandioca da
variedade brava (1.789,10 mg/kg de tucupi) com valor estatisticamente significativo
(p < 0,001) quando comparado ao tucupi cru de mandioca da variedade mansa
(250,22 mg/kg de tucupi) (Figura 6).

Apo6s o cozimento, a concentragdo de CN” total no tucupi de mandioca da
variedade brava diminuiu (587,12 mg/kg de tucupi) em relagdo a mesma variedade
(1.789,10 mg/kg de tucupi) e também em relagao ao tucupi cozido de mandioca da
variedade mansa (25,72 mg/kg de tucupi), com valores estatisticamente

significativos (p < 0,001) (Figura 6).
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FIGURA 6: Quantidade de cianeto (CN") total (mg/kg de tucupi) em mandioca das
variedades brava e mansa, cruas e cozidas. Resultados obtidos de trés ensaios,
sendo utilizado o teste de Tukey, onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo, *** = p < 0,001(comparagao entre as variedades brava e mansa de
mandioca) e ¢ = p < 0,001 (comparagédo entre os grupos cru e cozido na mesma
variedade de mandioca).

4.1.4 Determinacao de Cianeto Livre no Tucupi de Mandioca Brava e Mansa

A concentracado de CN’ livre também € menor que a concentracao de CN" total
em ambas as variedades. Porém, foi superior no tucupi cru de mandioca da
variedade brava (313,83 mg/kg de tucupi) em relagdo ao tucupi cru de mandioca da
variedade mansa (27,06 mg/kg de tucupi) com valor estatisticamente significativo (p
< 0,001) (Figura 7).

Apos o cozimento, a concentragdo de CN° livre diminuiu em ambas as
variedades de mandioca, mas o tucupi de mandioca da variedade brava ainda
apresentou valores superiores de CN livre (40,01 mg/kg de tucupi) em relagdo ao
tucupi cozido de mandioca da variedade mansa (2,70 mg/kg de tucupi) com valor

estatisticamente significativo ( p < 0,01) (Figura 7).
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FIGURA 7: Quantidade de cianeto (CN) livre (mg/kg de tucupi) em mandioca das
variedades brava e mansa, cruas e cozidas. Resultados obtidos de trés ensaios,
sendo utilizado o teste de Tukey, onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo, *** = p < 0,001 (comparagao entre as variedades brava e mansa de
mandioca) e ¢ = p < 0,001(comparacgao entre os grupos cru e cozido na variedade
brava de mandioca).

4.2 Ensaios de Viabilidade Celular Em Células HepG2

4.2.1 Ensaios de Viabilidade Celular para Determinacdo da Concentracdo do

Controle Positivo Doxorrubicina

A partir de dados da literatura, concentragbes que variaram de 0,05 a 18,6
pg/mL foram testadas no ensaio do MTT para determinar o efeito inibitério de DXR
em células HepG2, em um tempo de 24 horas. As concentracbes de DXR que
obtiveram porcentagem de viabilidade celular em torno da ICsy foram de
aproximadamente 0,6 ug/mL (Figura 8). A concentragcado escolhida para os ensaios
seguintes de genotoxicidade e mutagenicidade foi de 0,05 pg/mL, uma vez que
valores em torno de 0,6 pg/mL ndo permitiram uma visualizagdo microscopica clara

dos danos celulares.
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FIGURA 8: Citotoxicidade de Doxorrubicina (DXR) em células HepG2 tratadas por
24 horas com concentracbes de DXR que variaram de 0,05 a 18,6 pg/mL pelo
ensaio do MTT. Resultados obtidos de trés ensaios independentes, sendo utilizado o
teste de Dunett, comparacéao feita entre cada concentracdo de DXR com o grupo
controle (C), onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. ** = p <
0,01 e *™* =p < 0,001.

4.2.2 Ensaios de Viabilidade Celular Para KCN

A viabilidade celular foi avaliada, utilizando o ensaio do MTT, em células
HepG2 tratadas com KCN em concentragdes que variaram de 5,0 yg/mL a 17

mg/mL (Figura 9).

Nesse estudo, 73% de células viaveis foram observadas quando a
concentracdo de 60,0 ug/mL de KCN foi utlizada. Ja 1,7 mg/mL de KCN
proporcionam aproximadamente 40% de células viaveis e com 17,0 mg/mL essa
viabilidade n&o chegou a 15% (Figura 9). Concentra¢gbes acima de 17 mg/mL
proporcionaram 100% de morte celular. Desta forma, os resultados obtidos no
ensaio do MTT para o KCN revelaram que quanto maior a concentracao utilizada

menor a proporg¢ao de células viaveis.
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FIGURA 9: Citotoxicidade de KCN em células HepG2 tratadas por 24 horas com
diferentes concentragdes do agente pelo ensaio do MTT. Resultados obtidos de trés
ensaios independentes, sendo utilizados os testes de Dunett, comparacéo feita entre
cada concentragdo de KCN com o grupo controle (C), onde p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. * = p < 0,05; ** =p < 0,01 e *** = p < 0,001.

Os resultados de viabilidade celular obtidos para o KCN, depois de 24 horas
de tratamento, foram comparados aos resultados de viabilidade celular obtidos pelo
tratamento, também 24 horas, de células HepG2 com amostras de mandioca, tanto
cruas quanto cozidas (Figura 10, 11, 12 e 13). A partir das comparagdes acima,
concentracbes ideais de KCN foram estabelecidas para os ensaios de

genotoxicidade posteriores.

4.2.3 Ensaios de Viabilidade Celular Para as Amostras de Mandioca

4.2.3.1 Ensaio de Viabilidade Celular Para as Folhas de Mandioca Brava

Estudando o grafico da figura 10 de viabilidade celular de KCN e de folhas
cruas e cozidas de mandioca brava nas concentragdes testadas (5,0; 10,0; 15,0;

20,0 e 25,0 pg/mL), bem como, os dados estatisticos, percebe-se que o aumento na
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concentracdo produziu uma diminuicdo na porcentagem de células vivas, mas
somente 20,0 e 25,0 uyg/mL, em amostras cruas, comparadas ao grupo controle,

obtiveram resultados estatisticamente significativos.

Apo6s o cozimento das folhas de mandioca da variedade brava, concentragdes
de 5,0 e 10,0 pg/mL, produziram um aumento na porcentagem de células vivas. Por
outro lado, as concentragbes de 15,0; 20,0 e 25,0 ug/mL demonstraram valores de
viabilidade celular menores que o grupo cru e estatisticamente significativos em
relacdo ao grupo controle (Figura 10). Em relagdo ao KCN, apenas a concentragao
de 20 pg/mL apresentou resultado estatisticamente significativo. Quando se
compara concentragcdes iguais entre os grupos cru e cozido, ndo ha diferenca

estatisticamente significativa (Figura 10).
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FIGURA 10: Viabilidade celular, determinada pelo ensaio do MTT, em células
HepG2 tratadas por 24 horas com cinco concentragcdes KCN ou folhas de mandioca
da variedade brava, cruas ou cozidas. Resultados obtidos de trés ensaios
independentes, onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. * = p <
0,05 e *™ = p < 0,01 (comparagao entre tratado e controle negativo (C) pelo teste de
Dunett). @ = p < 0,05 (Comparagéo entre mesmas concentragées de grupos tratado
e KCN pelo teste de Tukey).
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4.2.3.2 Ensaio de Viabilidade Celular Para as Folhas de Mandioca Mansa

De acordo com a figura 11, que reflete os valores de viabilidade celular de
KCN e folhas da variedade de mandioca mansa, cruas e cozidas em cinco
concentragdes (5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25,0 pg/mL) testadas no ensaio do MTT, o
aumento da concentracdo para as amostras cruas induziu a diminuicdo na
viabilidade celular, sendo que 15,0; 20,0 e 25,0 yg/mL demonstraram reducao
estatisticamente significativa na porcentagem de células viaveis, quando

comparadas ao grupo controle (Figura 11).

Quando as folhas dessa variedade foram submetidas ao cozimento houve um
pequeno aumento na porcentagem de células vivas, mas n&o estatisticamente
significativo, tanto em relagdo ao grupo controle, quanto em relagdo ao grupo cru.
Somente a concentragdo de 25 ug/mL apresentou diferenga estatistica significativa em
relacao ao grupo controle (Figura 11). Nenhuma concentragao, tanto do grupo cru quanto

do grupo cozido, apresentou diferencga estatisticamente significativa em relagédo ao KCN.
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FIGURA 11: Viabilidade celular, determinada pelo ensaio do MTT, em células
HepG2 tratadas por 24 horas com de cinco concentragcbes KCN ou folhas de
mandioca da variedade mansa, cruas ou cozidas. Resultados obtidos de trés
ensaios independentes, onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
* =p < 0,05 (comparacgao entre tratado e controle negativo (C) pelo teste de Dunett).
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4.2.3.3 Ensaio de Viabilidade Celular Para o Tucupi de Mandioca Brava

Em relacdo a figura 12, que reflete os dados de viabilidade -celular
pertencentes ao KCN e as amostras de tucupi cru e cozido da variedade brava de
mandioca nas concentrag¢des 5,0; 10,0; 20,0; 40,0 e 60,0 pg/mL em ensaio de MTT,
somente as concentragdes de 60,0 pg/mL indicaram uma diminuigéo
estatisticamente significativa em comparagdo ao grupo controle. Nenhuma
concentracdo de tucupi, cru ou cozido, mostrou valores estatisticamente

significativos em relacdo ao KCN (Figura 12).
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FIGURA 12: Viabilidade celular, determinada pelo ensaio do MTT, em células
HepG2 tratadas por 24 horas com de cinco concentracbes KCN ou tucupi de
mandioca da variedade brava, cru ou cozido. Resultados obtidos de trés ensaios
independentes, onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. * = p <
0,05 e *™ = p < 0,01 (comparagao entre tratado e controle negativo (C) pelo teste de
Dunett).
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4.2.3.4 Ensaio de Viabilidade Celular Para Tucupi de Mandioca Mansa

A figura 13 reflete os dados de viabilidade celular do KCN e tucupi, cru e
cozido, da variedade mansa (5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25,0 ug/mL). Valores reduzidos
de CN total no tucupi dessa variedade de mandioca ndo permitiram ensaios de
viabilidade com concentragdes maiores que 25,0 pg/mL. O aumento da
concentragao produziu queda na porcentagem de células vivas somente para as
amostras cruas, porém apenas a concentragdao de 25,0 pg/mL obteve valores

estatisticamente significativos em relacéo ao grupo controle (Figura 13).

Apbs o cozimento das folhas dessa variedade, todas as concentracdes
aumentaram a porcentagem de células viaveis, mas nao houve diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle ou quando os grupos, cru
e cozido, na mesma concentracdo sdo comparados entre si ou ainda, quando

comparados ao KCN (Figura 13).
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FIGURA 13: Viabilidade celular, determinada pelo ensaio do MTT, em células
HepG2 tratadas por 24 horas com de cinco concentracbes KCN ou tucupi de
mandioca da variedade mansa, cru ou cozido. Resultados obtidos de trés ensaios
independentes, onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. * = p <
0,05 (comparacao entre tratado e controle negativo (C) pelo teste de Dunett).
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4.3 Ensaios de Genotoxicidade Utilizando o Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa foi realizado com KCN, folhas das variedades brava e mansa
de mandioca, e tucupi da variedade brava, crus e cozidos, na determinacdo de uma
possivel genotoxicidade dessas variedades em células tumorais HepG2. Os valores
reduzidos de CN total e livre em tucupi da variedade mansa nao permitiram a utilizagao
deste nos ensaios de genotoxicidade. A analise visual obedeceu a uma escala que variou
de 0 a 4 de acordo com a intensidade da cauda (Figura 2), e com auxilio de um software
foram feitas analises dos danos. As concentracbes das amostras testadas tanto para o
KCN quanto para as folhas foram 5,0; 15,0 e 25,0 ug/mL, ja para o tucupi de mandioca da
variedade brava foram 20,0; 40,0 e 60,0 ug/mL, embasadas nos testes de viabilidade
celular. Os valores da analise visual sao expressos nas tabelas 1, 2, 3 e 4.

De acordo com a analise visual, células HepG2 tratadas com KCN nas trés
concentracbes testadas apresentaram frequéncia de dano estatisticamente
significativa quando comparadas ao grupo controle negativo (p < 0,01), chegando a
100% na concentracédo de 25,0 ug/mL, valor semelhante ao encontrado no controle
positivo DXR. Quando os grupos tratados sdo comparados entre si, ndo ha diferencga
estatisticamente significativa. Os valores de indice de dano foram altos para todas as
concentragcbes de KCN testadas e os danos observados estdao distribuidos
principalmente nas classes 1 e 2 (Tabela 1).

TABELA 1: indice de dano, frequéncia de dano e distribuicdo das classes de cometa
obtidos pela analise visual de células HepG2 tratadas com diferentes concentracdes
de KCN?

Tratamentos Classes indice de dano + DP  Frequéncia
(Mg/mL) 0 1 2 3 4 de dano (%)
Controle Negativo 62 23 10 5 0 59,3 + 11,08 38
DXR 0,05 0 7 12 28 53 327,0 £ 38,79 100**
KCN 5,0 2 55 22 14 7 167,3 £ 49,42 o7**
KCN 15,0 1 44 47 6 2 163,0 + 24,85 99**
KCN 25,0 0 20 58 19 3 205,0 £ 10,7 100**

DP = Desvio Padrao.

** = p < 0,01. Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle pelo teste de Dunett (p < 0,05,
considerado estatisticamente significativo).

@ 300 nucledides foram analisados por tratamento. Para cada tratamento, 3 experimentos foram
realizados. Valores apresentados em média.
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HepG2 tratadas com folhas cruas ou cozidas de mandioca da variedade brava
também apresentaram, independente do cozimento, mais de 70% de frequéncia de
dano (Tabela 2). Quando comparadas ao grupo controle negativo, diferenca
estatisticamente significativa € encontrada diante das concentracdes de 15,0 e 25,0
Mg/mL de mandioca crua. Apds o cozimento, a concentragao de 15,0 yg/mL obteve
uma frequéncia de dano de 99%, chegando bem préximo ao valor encontrado no
grupo DXR (100%) e as diferengas estatisticamente significativas em relagdo ao
grupo controle negativo ocorrem em todas as concentragdes (p < 0,05). Quando os
grupos, cru e cozido, sdo comparados entre si, ndo observamos diferenca
estatisticamente significativa (p > 0,05) (Tabela 2). Os valores de indice de dano

foram bem maiores nos grupos tratados que no grupo controle negativo (Tabela2).

TABELA 2: indice de dano, frequéncia de dano e distribuicdo das classes de cometa
obtidos pela analise visual de células HepG2 tratadas com diferentes concentracdes
de folhas cruas e cozidas de mandioca da variedade brava®

Tratamentos Classes Indice de dano + DP  Frequéncia
(ug/mL) de dano (%)
0 1 2 3 4
Controle Negativo 62 23 10 5 0 59,3 + 11,08 38
DXR 0,05 0 7 12 28 53 327,0 + 38,79 100**
Crua 5,0 29 20 25 17 10 159,0 + 94 71
Cozida 5,0 13 25 M 10 11 180, 3 + 11 87*
Crua 15,0 12 27 25 16 20 204,7 £ 69 88*
Cozida 15,0 1 16 34 14 35 265,3 £ 90 99**
Crua 25,0 12 32 38 14 04 164,3 + 36 88*
Cozida 25,0 18 29 25 17 10 171,078 82*

DP = Desvio Padréo.

*=p < 0,05 * = p < 0,01. Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle pelo teste de

Dunett (p < 0,05, considerado estatisticamente significativo).
@ 300 nucleoides foram analisados por tratamento. Para cada tratamento, 3 experimentos foram
realizados. Valores apresentados em média.
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Na variedade mansa, a frequéncia de dano foi maior que 65% em todas as
concentragcbes testadas, porém os tratamentos com folhas cruas ndo foram
estatisticamente significativos em relagdo ao grupo controle negativo (p > 0,05). O
cozimento provocou um aumento na frequéncia de dano em todas as trés
concentragdes testadas, sendo estatisticamente significativas em relacédo ao grupo
controle negativo somente as concentragdes de 5,0 e 25,0 ug/mL de amostras de
folhas cozidas (p < 0,05). Entre os grupos, cru e cozido, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa. Os valores de indice de dano também foram maiores

para os grupos tratados e DXR do que no grupo controle negativo (Tabela 3).

TABELA 3: indice de dano, frequéncia de dano e distribuicdo das classes de cometa
obtidos pela analise visual de células HepG2 tratadas com diferentes concentracoes
de folhas cruas e cozidas de mandioca da variedade mansa®

Tratamentos Classes indice de dano + DP  Frequéncia
(ug/mL) 0o 1 2 3 4 de dano (%)
Controle Negativo 62 23 10 5 0 59,3+ 11,08 38
DXR 0,05 0 7 12 28 53 327,0 + 38,79 100**
Crua 5,0 32 1" 19 24 13 176,66 + 83,22 68
Cozida 5,0 7 12 27 21 32 258,00 + 60,40 93*
Crua 15,0 28 16 18 17 22 187,66 + 88,26 72
Cozida 15,0 21 20 29 13 17 185,00 + 77,68 79
Crua 25,0 25 33 26 M1 5 138,00 + 58,44 75
Cozida 25,0 14 21 26 20 18 206,66 + 36,44 86*

DP = Desvio Padrao.

* = p < 0,05. Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle pelo teste de Dunett (p < 0,05,
considerado estatisticamente significativo).

@ 300 nucleodides foram analisados por tratamento. Para cada tratamento, 3 experimentos foram
realizados. Valores apresentados em média.
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Nas amostras de tucupi da variedade brava de mandioca, a frequéncia de
dano aumentou de modo estatisticamente significativo em relagdo ao grupo controle
negativo nas trés concentracgdes testadas (p < 0,05) e (p < 0,001). O cozimento do
tucupi dessa variedade nao foi eficaz na reducédo da frequéncia de dano, permitindo
ainda valores estatisticamente significativos em relagdo ao grupo controle negativo
(p < 0,05) e (p < 0,001). O indice de dano nas trés concentragdes testadas,
independente do cozimento também foi alto, todavia, o grupo DXR apresentou o
maior indice de dano (327,0) (Tabela 4).

TABELA 4: indice de dano, frequéncia de dano e distribuicdo das classes de cometa
obtidos pela analise visual de células HepG2 tratadas com diferentes concentracoes
de tucupi cru e cozido de mandioca da variedade brava®

Tratamentos Classes indice de dano + DP  Frequéncia
(ug/mL) 0 1 2 3 4 de dano (%)
Controle Negativo 62 23 10 5 0 59,3+ 11,08 38
DXR 0,05 0 7 12 28 53 327,0 £ 38,79 100**
Cru 20,0 8 30 30 14 19 206,33 + 37,93 92.3**
Cozido 20,0 4 27 43 22 4 196,00 + 31,87 96**
Cru 40,0 18 20 28 17 16 193,66 + 78,80 82*
Cozido 40,0 14 31 44 8 3 156,33 + 24,72 86*

Cru 60,0 2 26 40 22 10 210,66 + 45,05 98**
Cozido 60,0 9 44 29 10 8 164,33 + 27,81 91**

DP = Desvio Padrao.

*=p < 0,05 * =p < 0,01. Diferenca significativa em relagao ao grupo controle pelo teste de
Dunett (p < 0,05, considerado estatisticamente significativo).

@ 300 nucleoides foram analisados por tratamento. Para cada tratamento, 3 experimentos foram
realizados. Valores apresentados em média.

Rita de Cassia Silva de Oliveira



Resultados 40

As anadlises das amostras de mandioca pelo software cometscore
apresentaram dados nao tao similares aos observados na analise visual, como
mostrados nas figuras 14, 15, 16 para porcentagem de DNA na cauda (% DNA in
Tail), 17, 18, 19 para o comprimento da cauda x intensidade da cauda (Tail moment)
e 20, 21 e 22 para tamanho da cauda x fragdo de DNA total na cauda (Olive
moment). Os resultados de % DNA in Tail, Tail moment e Olive moment para as

amostras de KCN sdo apresentados na tabela 5.

TABELA 5: Porcentagem de DNA na cauda, Olive moment e Tail moment obtidas
por analise de software em células HepG2 tratadas com diferentes concentragdes de
KCN?

Tratamentos % DNA £ DP Tail moment + DP Olive moment + DP
(Mg/mL)
Controle Negativo 3,93+ 0,38 4,16 £ 0,09 3,77 £ 0,40
DXR 0,05 9,74 + 0,53** 10,25 + 1,94* 436 +0,14
KCN 5,0 12,53 + 1,04*** 3,36 £+ 0,95 497 +0,55
KCN 15,0 13,14 + 1,22*** 3,82 +0,61 477 +0,83
KCN 25,0 12,74 + 2 95*** 6,28 + 2,09 4,89 + 0,95

DP = Desvio Padrao.

*=p <005 *=p<0,01; ™ =p < 0,001. Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle
pelo teste de Dunett (p < 0,05, considerado estatisticamente significativo).

@ 300 nucleoides foram analisados por tratamento. Para cada tratamento, 3 experimentos foram
realizados. Valores apresentados em média.

Analisando a tabela 5, a porcentagem de DNA na cauda (% DNA in Tail) das
amostras de KCN em células HepG2, observa-se que todas as concentracoes
testadas aumentaram essa porcentagem apresentando resultados estatisticamente
significativos em relagdo ao grupo controle (p < 0,001). Por outro lado, os valores
médios obtidos das analises de Tail moment e Olive moment revelaram valores
estatisticamente nao significativos em relagado ao grupo controle (p > 0,05). Em todos
os trés parametros estudados, as trés concentragdes, quando comparadas entre si,

nao revelaram resultados estatisticamente significativos (p > 0,05).
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Na observacdo da figura 14, de folhas da variedade brava, todas as
concentragdes testadas das amostras cruas aumentaram a porcentagem de DNA na
cauda, mas apenas a concentragao de 5,0 ug/mL da amostra crua obteve resultados
estatisticamente significativos em comparacao ao grupo controle negativo (p < 0,05). O
aquecimento proporcionou a diminuigdo dos valores de porcentagem de DNA na cauda
em todas as concentracoes testadas, mas nao estatisticamente significativo em relagéao
ao grupo controle negativo (p > 0,05). Por outro lado, diferenca estatisticamente
significativa foi vista entre as amostras cozidas e o KCN em todas as concentragdes (p
< 0,05 e p < 0,01). O controle positivo DXR apresentou diferenca estatisticamente

significativa em relacédo ao grupo controle negativo (p < 0,01) (Figura 14).
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FIGURA 14: Porcentagem de DNA na cauda (% DNA in Tail) pelo ensaio do cometa
realizado em células HepG2 tratadas com trés concentracées de KCN ou folha cruas
ou cozidas de mandioca da variedade brava. Resultados obtidos de trés ensaios
independentes, com analise de 100 nucledides por experimento, onde p < 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. * = p < 0,05 (comparagéao entre tratado e
controle negativo (C) pelo teste de Dunett). ** = p < 0,01 (comparacgao entre DXR e
C pelo teste de Dunett). *** = p < 0,001 (comparagao entre KCN e C pelo teste de
Dunett). ® = p < 0,05 (comparagéo entre tratado e KCN na mesma concentragdo pelo
teste de Tukey). ° = p < 0,01(comparagdo entre tratado e KCN na mesma
concentracgao pelo teste de Tukey).
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Observando as andlises da porcentagem de DNA na cauda (% DNA in Tail)
para as amostras de folhas da variedade mansa de mandioca (Figura 15), todas as
concentragdes das amostras cruas elevaram essa porcentagem, mas somente 15,0
Mg/mL da amostra crua apresentaram resultado estatisticamente significativo em
relacdo ao grupo controle negativo (p < 0,05). Quando submetidas ao cozimento,
houve reducdo dos valores de porcentagem de DNA na cauda somente para a
concentragdo de 15 ug/mL, e nenhuma concentragdo foi diferente do controle
negativo de modo estatisticamente significativo (p > 0,05). Comparando mesmas
concentragdes dos grupos tratados com KCN, apenas 5 ug/mL de amostra crua e 15
Mg/mL de amostra cozida obtiveram valores estatisticamente significativos (p < 0,05).
O grupo controle DXR apresentou diferencga estatisticamente significativa em relagao

ao grupo controle negativo (p < 0,01) (Figura 15).
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FIGURA 15: Porcentagem de DNA na cauda (% DNA in Tail) pelo ensaio do cometa
realizado em células HepG2 tratadas com trés concentracdes de KCN ou folha cruas ou
cozidas de mandioca da variedade mansa. Resultados obtidos de trés ensaios
independentes, com analise de 100 nucledides por experimento, onde p < 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. * = p < 0,05 (comparagdo entre tratado e
controle negativo (C) pelo teste de Dunett). ** = p < 0,01 (comparagao entre DXR e C pelo
teste de Dunett). *** = p < 0,001 (comparagédo entre KCN e C pelo teste de Dunett). * = p
< 0,05 (comparacgao entre tratado e KCN na mesma concentragao pelo teste de Tukey).
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Observando a figura 16 que reflete a porcentagem de DNA na cauda (% DNA
in Tail) para as amostras de tucupi da variedade brava de mandioca, todas as
concentragbes das amostras, tanto cruas quanto cozidas, aumentaram a
porcentagem de DNA na cauda, mas nenhum valor foi estatisticamente significativo
em relagéo ao grupo controle negativo (p > 0,05). Com o cozimento, a porcentagem
de DNA na cauda aumentou discretamente somente na concentragcdo de 40,0
pMg/mL, porém nao estatisticamente significativo em relagdo ao grupo controle
negativo (p > 0,05). Os resultados para o grupo DXR foram estatisticamente

significativos em relagao ao controle negativo (p < 0,01) (Figura 16).
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FIGURA 16: Porcentagem de DNA na cauda (% DNA in Tail) pelo ensaio do cometa
realizado em células HepG2 tratadas com trés concentragdes de KCN ou tucupi cru
ou cozido de mandioca da variedade brava. Resultados obtidos de trés ensaios
independentes, com analise de 100 nucledides por experimento, onde p < 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. ** = p < 0,01 (comparacédo entre DXR e
controle negativo (C) pelo teste de Dunett).

Na anadlise de Tail moment das folhas da variedade brava de mandioca
(Figura 17), todas as concentragbes das amostras, cruas ou cozidas, aumentaram
os valores de Tail moment. Diferenga estatisticamente significativa em relacdo ao
grupo controle negativo foram vistas em todas as concentragdes da amostra crua (p
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< 0,05; p < 0,01 e p<0,001) e somente na concentragao de 5,0 ug/mL da amostra
cozida (p < 0,01). Na comparagcdao com o KCN, somente a concentracdo de 5,0
pMg/mL de amostra, tanto crua quanto cozida, apresentou resultado estatisticamente
significativo em relagdo ao controle negativo (p < 0,05). Os valores de DXR foram

estatisticamente significativos em relagdo ao controle negativo (p < 0,05) (Figura 17).
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FIGURA 17: Produto do comprimento da cauda versus intensidade relativa da cauda
(Tail moment) pelo ensaio do cometa realizado em células HepG2 tratadas com trés
concentragcdes de KCN ou folhas cruas ou cozidas de mandioca da variedade brava.
Resultados obtidos de trés ensaios independentes, com analise de 100 nucledides
por experimento, onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. * = p <
0,05 (comparacdo entre DXR e controle negativo (C) pelo teste de Dunett) ~ = p <
0,01 e ~ = p < 0,001(comparacdo entre tratado e C pelo teste de Dunett). = p <
0,05 (comparacdo entre tratado e KCN na mesma concentragdo pelo teste de
Tukey).

Nas analises de Tail moment das folhas da variedade mansa de mandioca,
somente 15,0 ug/mL da amostra crua aumentaram os valores de Tail moment com
diferenca estatistica significante em relagdo ao controle negativo (p < 0,05) e em
relacéo ao grupo KCN na mesma concentracéo (p < 0,05). As demais concentragdes

obtiveram valores proximos aos observados no grupo controle negativo. O grupo
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DXR obteve valores estatisticamente significativos em relagdo ao grupo controle
negativo (p < 0,05) (Figura 18).
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FIGURA 18: Produto do comprimento da cauda versus intensidade relativa da cauda
(Tail moment) pelo ensaio do cometa realizado em células HepG2 tratadas com trés
concentracbes de KCN ou folhas cruas ou cozidas de mandioca da variedade
mansa. Resultados obtidos de trés ensaios independentes, com analise de 100
nucledides por experimento, onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. = p < 0,05 (comparacao entre tratado ou DXR e controle negativo (C)
pelo teste de Dunett). ® = p< 0,05 (comparagdo entre tratado e KCN na mesma
concentracao pelo teste de Tukey).

Ja as analises de Tail moment de tucupi da variedade brava de mandioca
mostram que todas as concentragdes de tucupi testadas, tanto cru quanto cozido,
nao apresentaram resultados estatisticamente significativos em relagdo ao grupo
controle negativo (p > 0,05). Por outro lado, o controle DXR apresentou valores de
Tail moment estatisticamente significativos em relagdo ao grupo controle negativo (p
< 0,05) (Figura 19).
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FIGURA 19: Produto do comprimento da cauda versus intensidade relativa da cauda
(Tail moment) pelo ensaio do cometa realizado em células HepG2 tratadas com trés
concentragcdes de tucupi cru ou cozido de mandioca da variedade brava. Resultados
obtidos de trés ensaios independentes, com analise de 100 nucledides por
experimento, onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Ja nas analises de Olive moment para folhas de mandioca da variedade brava
(Figura 20), todas as concentragbes das amostras cruas aumentaram os valores de
Olive moment. O cozimento produziu diminuigdo nesses valores, os quais foram
menores que valores encontrados no grupo controle negativo, mas nenhum
resultado foi estatisticamente significativo em relagdo ao grupo controle negativo ou
ao KCN (p > 0,05). Quando comparados entre si, os grupos cru e cozido nas
mesmas concentragdes, ndo revelaram resultados estatisticamente significativos (p
> 0,05). Da mesma forma, o grupo DXR também nao apresentou resultados de Olive
moment estatisticamente significativos em relagdo ao grupo controle negativo (p >
0,05) (Figura 20).
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FIGURA 20: Produto do comprimento da cauda versus fracdo de DNA na cauda
(Olive moment) pelo ensaio do cometa realizado em células HepG2 tratadas com
trés concentragées de KCN ou folhas cruas ou cozidas de mandioca da variedade
brava. Resultados obtidos de trés ensaios independentes, com analise de 100
nucledides por experimento, onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo.

Ja nas analises de Olive moment para as folhas de mandioca da variedade
mansa (Figura 21) as concentracbes de 50 e 15,0 pg/mL da amostra crua
aumentaram os valores de Olive moment, porém com valores estatisticamente nao
significativos em relagdo ao grupo controle negativo (p > 0,05). Quando submetidas
ao cozimento, essas mesmas concentragdes diminuiram os valores de Olive
moment, porém nao estatisticamente significativo em relagcdo ao grupo controle
negativo (p > 0,05). Ja a concentracédo de 25,0 ug/mL da amostra cozida aumentou
os valores de Olive moment em relagdo ao grupo controle negativo, mas também
com valores estatisticamente n&o significativos (p > 0,05). Nenhuma concentragéo
mostrou resultados diferentes estatisticamente do grupo KCN (p > 0,05). Quando
comparados entre si, 0os grupos, cru e cozido, nas mesmas concentragdes, nao

revelaram resultados estatisticamente significativos (p > 0,05). O grupo DXR
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também nao mostrou resultados de Olive moment estatisticamente significativos em

relacdo ao grupo controle negativo (p > 0,05) (Figura 21).
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FIGURA 21: Produto do comprimento da cauda versus fragcdo de DNA na cauda
(Olive moment) pelo ensaio do cometa realizado em células HepG2 tratadas com
trés concentracdes de KCN ou folhas cruas ou cozidas de mandioca da variedade
mansa. Resultados obtidos de trés ensaios independentes, com analise de 100
nucledides por experimento, onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo.

Os valores de Olive moment para as amostras de tucupi de mandioca da
variedade brava (Figura 22) foram proximos aos observados no grupo controle
negativo e, desta forma, ndo diferentes estatisticamente (p > 0,05). Quando sao
comparadas mesmas concentragdes dos grupos cru e cozidos, valores também
estatisticamente nao significativos foram observados (p > 0,05). Os valores de Olive
moment para o grupo DXR também nado foram estatisticamente significativos em

relacdo ao grupo controle negativo (p > 0,05) (Figura 22).
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FIGURA 22: Produto do comprimento da cauda versus fracdo de DNA na cauda
(Olive moment) pelo ensaio do cometa realizado em células HepG2 tratadas com
trés concentragdes de tucupi cru ou cozido de mandioca da variedade brava.
Resultados obtidos de trés ensaios independentes, com analise de 100 nucledides
por experimento, onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

4.4 Ensaios de Mutagenicidade Utilizando o Ensaio do Citoma

O ensaio do citoma foi realizado com folhas das variedades brava e mansa de
mandioca, e tucupi da variedade brava, crus e cozidos, na determinacdo de uma
possivel mutagenicidade dessas variedades em células tumorais HepG2. Os
valores reduzidos de CN' total e livre em tucupi da variedade mansa n&o permitiram

sua utilizagao neste ensaio.

As Tabelas 6, 7 e 8 apresentam os dados de distribuicdo de células de acordo
com o numero de nucleos, a porcentagem de células binucleadas e o indice de
Divisdo nuclear (NDI “Nuclear Division Index”) em células HepG2 tratadas com
folhas de mandioca da variedade brava, folhas de mandioca da variedade mansa e
tucupi de mandioca da variedade brava, respectivamente. As concentragdes das
amostras testadas foram 0,1; 0,5; 1,0 e 5,0 yg/mL, sendo que todas obtiveram um

numero suficiente de células binucleadas para a analise da frequéncia de
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biomarcadores de danos ao DNA. O controle positivo utilizado nesse ensaio foi DXR
na concentracdo de 0,05 pg/mL, uma vez que concentracbes maiores de DXR
inviabilizaram a contagem do numero de células binucleadas. Os resultados da
analise do NDI mostraram que os grupos tratados nao resultaram em diferengas

estatisticas significativas quando comparados ao grupo controle negativo (p > 0,05).

TABELA 6: Distribuicdo de células de acordo com o numero de nucleos,
Porcentagem (%) de células binucleadas e indice de Divisdo Nuclear (NDI) em
culturas de células HepG2 tratadas com folhas cruas ou cozidas de mandioca da
variedade brava®

Tratamentos Distribuicéo de células de % Células NDI
(Mg/mL) acordo com o numero de binucleadas
nucleos
1 2 3 4

Controle Negativo 763 702 27 8 46,8 1,52
DXR 0,05 634 816 35 15 54,4 1,62
Crua 0,1 806 659 29 6 43,9 1,49
Cozida 0,1 836 630 23 11 42,0 1,47
Crua 0,5 847 607 37 9 40,6 1,47
Cozida 0,5 812 665 18 5 44,3 1,47
Crua 1,0 767 703 23 7 46,9 1,51
Cozida 1,0 893 584 18 5 38,9 1,42
Crua 5,0 902 575 17 6 38,3 1,42
Cozida 5,0 928 551 19 2 36,7 1,39

 Para cada experimento (n=3) foi analisada 1 lamina (500 células por lamina) totalizando 1500
células analisadas. p < 0,05, considerado estatisticamente significativo (Comparacado entre
tratados e controle negativo pelo teste de Dunett). NDI = indice de divisédo nuclear ([M1 + 2(M2)
+ 3(M3) + 4(M4)] / N), M1-M4 sao numero de células com 1, 2, 3 ou 4 nucleos € N o niumero
total de células analisadas.
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TABELA 7: Distribuicdo de células de acordo com o numero de nucleos,
Porcentagem (%) de células binucleadas e indice de Divisdo Nuclear (NDI) em
culturas de células HepG2 tratadas com tratadas com folhas cruas e cozidas de
mandioca mansa®

Tratamentos Distribuicdo de células de % Células NDI
(Mg/mL) acordo com o numero de binucleadas
nucleos
1 2 3 2

Controle Negativo ~ 763 702 27 8 46,8 1,52
DXR 0,05 634 816 35 15 54,4 162
Crua 0,1 788 681 23 8 45,4 1,50
Cozida 0,1 801 670 24 5 a4.1 149
Crua 0,5 837 637 18 8 42,5 146
Cozida 0,5 817 667 12 4 44.5 147
Crua 1,0 888 593 15 4 39,5 142
Cozida 1,0 792 684 19 5 45,6 149
Crua 5,0 870 611 11 8 40,7 144
Cozida 5,0 925 560 12 3 37,3 1,40

@ Para cada experimento (n=3) foi analisada 1 lamina (500 células por lamina) totalizando 1500
células analisadas. p < 0,05, considerado estatisticamente significativo (Comparacado entre
tratados e controle negativo pelo teste de Dunett). NDI = indice de divisédo nuclear ([M1 + 2(M2)
+ 3(M3) + 4(M4)] / N), M1-M4 sao numero de células com 1, 2, 3 ou 4 nucleos € N o niumero
total de células analisadas.
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TABELA 8: Distribuicdo de células de aqordo com o numero de nucleos,
porcentagem (%) de células binucleadas e Indice de divisdo Nuclear (NDI) em
culturas de células HepG2 tratadas com tucupi cru e cozido de mandioca brava®

Tratamentos Distribuicéo de células de % Células NDI
(ng/mL) acordo com o numero de binucleadas
nucleos
1 2 3 4

Controle Negativo 736 719 35 10 47,9 1,55
DXR 0,05 532 925 35 8 61,7 1,67
Crua 0,1 873 599 19 9 39,9 1,44
Cozida 0,1 897 581 19 3 38,7 1,42
Crua 0,5 838 645 11 6 43,0 1,46
Cozida 0,5 876 602 14 8 40,1 1,44
Crua 1,0 886 578 29 7 38,5 1,43
Cozida 1,0 900 582 13 5 38,8 1,42
Crua 5,0 897 577 20 6 38,5 1,42
Cozida 5,0 831 635 20 14 42,3 1,48

@ Para cada experimento (n=3) foi analisada 1 lamina (500 células por lamina) totalizando 1500
células analisadas. p < 0,05, considerado estatisticamente significativo (Comparagdo entre
tratados e controle negativo pelo teste de Dunett). NDI = indice de divis&o nuclear (M1 + 2(M2) +
3(M3) + 4(M4)] / N), M1-M4 sdo numero de células com 1, 2, 3 ou 4 nucleos e N o niumero total de
células analisadas.

A Tabela 9 mostra a distribuicdo do numero de micronucleos (MNSs)
encontrados em células HepG2 binucleadas tratadas com folhas de mandioca da
variedade brava nas concentragdes 0,1; 0,5; 1,0 e 5,0 yg/mL. Os grupos tratados em
todas as concentragdes testadas, bem como o grupo controle negativo, revelaram
uma distribuicdo do numero de MNs entre zero e um, ndo sendo frequentes as
células binucleadas com mais de um MN. Por outro lado, o grupo controle positivo
(DXR 0,05 pg/mL) revelou um numero de MNs entre um e dois. Esse mesmo grupo
mostrou um total de células binucleadas com MN, bem como um total de MNs em
células binucleadas superior ao grupo controle negativo, com diferengas

estatisticamente significativas (p < 0,01) (Tabela 9).
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Em relagcdo aos grupos tratados, todas as concentracdes testadas, cruas e
cozidas, apresentaram um numero de MNs em células binucleadas maior do que o
observado no grupo controle negativo, apesar desses valores ndo serem
estatisticamente significativos (p > 0,05). Apds o cozimento, as concentragdes de
0,5; 1,0 e 5,0 ug/mL diminuiram o numero de MNs em relagdo as amostras cruas e
somente a concentragdo de 0,1ug/mL demonstrou aumento no numero de MNs
quando comparado a amostra crua. Porém, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos cru e cozido das amostras na mesma

concentracgao (p > 0,05) (Tabela 9).

TABELA 9: Distribuicdo de MNs em células binucleadas, total de células binucleadas
com MN e total de MNs em células binucleadas em culturas de células HepG2
tratadas com diferentes concentragdes de folhas de mandioca da variedade brava®

Tratamentos Distribuicdo de MNs em Total de células Total de
(Mg/mL) células binucleadas binucleadas com MNs em
0 1 2 3 4 MN células
binucleadas
Controle Negativo 2960 35 5 0 0 40 45
DXR 0,05 2804 150 38 6 2 196** 252**
Crua 0,1 2956 33 10 1 0 44 56
Cozida 0,1 2939 52 6 2 0 60 70
Crua 0,5 2952 39 7 2 0 48 59
Cozida 0,5 2956 40 3 1 1 45 53
Crua 1,0 2951 38 9 2 0 49 62
Cozida 1,0 2949 50 1 0 0 51 52
Crua 5,0 2941 50 7 2 0 59 56
Cozida 5,0 2957 39 4 0 0 43 47

@ Para cada experimento (n=3) foi analisada 1 lamina (1000 células BN por ldmina) totalizando
3000 células BN analisadas por tratamento. p < 0,05, considerado estatisticamente significativo
(Comparacéao entre tratados e controle negativo pelo teste de Dunett). 0 = niumero de células
binucleadas com 0 MN; 1 = numero de células binucleadas com 1 MN; 2 = niumero de células
binucleadas com 2 MN; 3 = numero de células binucleadas com 3 MN; 4 = nimero de células
binucleadas com 4 MN. ** = p < 0,01 (comparacédo feita entre controle positivo DXR e grupo
controle negativo pelo teste de Dunett).
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A Tabela 10 mostra a distribuicdo do numero de MNs encontrados em células
HepG2 binucleadas tratadas com folhas de mandioca da variedade mansa nas
concentragbes 0,1; 0,5; 1,0 e 5,0 pg/mL. Todos os grupos, em todas as
concentragdes testadas, revelaram uma distribuicdo do numero de MNs entre zero e
um, ndo sendo frequentes as células binucleadas com mais de um MN, somente o
grupo controle positivo (DXR 0,05 ug/mL) revelou um namero de MNs entre um e
dois. O grupo DXR também mostrou um total de células binucleadas com MN e um
total de MNs em células binucleadas superior ao grupo controle negativo, com

diferencgas estatisticamente significativas (p < 0,01) (Tabela 10).

Sobre os valores de MNs em células binucleadas de HepG2 tratadas com a
variedade mansa de mandioca, a concentragao de 0,5 pyg/mL da amostra cozida foi
a unica que apresentou numero de MNs igual ao grupo controle negativo, as demais
concentragcdes, tanto cruas quanto cozidas, revelaram aumento na totalidade de
MNs encontrados em células binucleadas. Nenhum valor foi estatisticamente
diferente em relagdo ao grupo controle negativo (p > 0,05). O cozimento n&o
diminuiu efetivamente o numero de MN em células HepG2 e ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na relagdo dos grupos cru e cozido das amostras na

mesma concentragao (p > 0,05) (Tabela 10).
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TABELA 10: Distribuicao de MNs em células binucleadas, total de células binucleadas
com MN e total de MNs em células binucleadas em culturas de células HepG2 tratadas
com diferentes concentragdes de folhas de mandioca da variedade mansa®

Tratamentos Distribuicdo de MNs em Total de células Total de
(Mg/mL) células binucleadas binucleadas com MNs em
0 1 2 3 4 MN células
binucleadas
Controle negativo 2960 35 5 0 0 40 45
DXR 0,05 2804 150 38 6 2 196** 252**
Crua 0,1 2957 36 6 1 0 43 51
Cozida 0,1 2954 39 6 0 1 46 55
Crua 0,5 2940 53 6 1 0 60 68
Cozida 0,5 2961 34 4 1 0 39 45
Crua 1,0 2950 44 6 0 0 50 56
Cozida 1,0 2954 38 7 1 0 46 55
Crua 5,0 2955 39 6 0 0 45 51
Cozida 5,0 2953 42 3 2 0 47 54

@ Para cada experimento (n=3) foi analisada 1 |amina (1000 células BN por lamina) totalizando
3000 células BN analisadas por tratamento. p < 0,05, considerado estatisticamente significativo
(Comparacéao entre tratados e controle negativo pelo teste de Dunett). 0 = nimero de células
binucleadas com 0 MN; 1 = nimero de células binucleadas com 1 MN; 2 = nimero de células
binucleadas com 2 MN; 3 = numero de células binucleadas com 3 MN; 4 = niumero de células
binucleadas com 4 MN. ** = p < 0,01 (comparacao feita entre controle positivo DXR e grupo
controle negativo pelo teste de Dunett).

A Tabela 11 mostra a distribuicdo do numero de MNs encontrados em células
HepG2 binucleadas tratadas com tucupi de mandioca da variedade brava nas
concentragdes 0,1; 0,5; 1,0 e 5,0 yg/mL. Os grupos, em todas as concentragdes
testadas, revelaram uma distribuicdo do numero de MNs entre zero e um. O grupo
DXR mostrou um total de células binucleadas com MN e um total de MNs em células
binucleadas superior ao grupo controle negativo, com diferengas estatisticamente
significativas (p < 0,05) (Tabela 10).

Em relacdo as amostras de tucupi, cru e cozido, da variedade brava de

mandioca, as concentragdes de 5,0 uyg/mL de amostra crua e 0,5 e 1,0 uyg/mL de
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amostras cozidas apresentaram valores menores de MN em células binucleadas em
relagdo ao grupo controle negativo, porém nao estatisticamente significativo (p > 0,05),
o restante das concentragbes das amostras, cruas e cozidas, demonstraram um
aumento no numero de MNs em células binucleadas, porém nao estatisticamente
significativo em relagao ao controle negativo (p > 0,05). O cozimento diminuiu 0 numero
de MNs em células binucleadas em trés concentragdes testadas (0,1; 0,5 e 1,0 ug/mL)
e aumentou o numero de MNs somente na concentragdo de 5,0 pg/mL, porém,
comparando mesma concentragdo dos grupos cru e cozido das amostras, ndo houve

diferenga estatisticamente significativa (p > 0,05) (Tabela 11).

TABELA 11: Distribuicao de MNs em células binucleadas, total de células binucleadas
com MN e total de MNs em células binucleadas em culturas de células HepG2 tratadas
com diferentes concentragdes de tucupi de mandioca da variedade brava®

Tratamentos Distribuicdo de MNs em Total de células Total de
(Mg/mL) células binucleadas binucleadas com MNs em
0 1 2 3 4 MN células
binucleadas
Controle Negativo 2960 37 2 1 0 40 44
DXR 0,05 2864 111 14 8 3 136* 175*
Cru 0,1 2941 53 5 1 0 59 66
Cozido 0,1 2959 35 4 2 0 41 49
Cru0,5 2953 44 2 1 0 47 51
Cozido 0,5 2972 23 5 0 0 28 33
Cru1,0 2959 33 8 0 0 41 49
Cozido 1,0 2965 30 4 1 0 35 41
Cru 5,0 2961 37 1 1 0 39 42
Cozido 5,0 2953 39 5 2 1 47 59

@ Para cada experimento (n=3) foi analisada 1 lamina (1000 células BN por lamina) totalizando
3000 células BN analisadas por tratamento. p < 0,05, considerado estatisticamente significativo
(Comparacao entre tratados e controle negativo pelo teste de Dunett). 0 = nimero de células
binucleadas com 0 MN; 1 = nimero de células binucleadas com 1 MN; 2 = nimero de células
binucleadas com 2 MN; 3 = numero de células binucleadas com 3 MN; 4 = niumero de células
binucleadas com 4 MN. * = p < 0,05 (comparagéao feita entre controle positivo DXR e grupo
controle negativo pelo teste de Dunett).
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A Figura 23 mostra a meédia dos valores obtidos do numero de MNs em 1000
células HepG2 binucleadas observadas para os tratamentos com folha de mandioca
brava e DXR. Todas as concentragdes de mandioca testadas, independente do
cozimento, demonstraram um leve aumento no numero de MNs em relagéo ao grupo
controle negativo, ndo havendo diferenga estatisticamente significativa (p > 0,05). O
cozimento diminuiu o numero de MNs em células binucleadas nas concentragées de
0,5; 1,0 e 5,0 yg/mL e aumentou o numero de MNs em células binucleadas na
concentracédo de 0,1 pg/mL, porém estatisticamente n&o significativos (p > 0,05). O
grupo DXR apresentou numero de MNs em células binucleadas superior aos do
grupo controle negativo com diferenca estatisticamente significativa (p < 0,01)
(Figura 23).
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FIGURA 23: Média de micronucleos (MNs) em 1000 células HepG2 tratadas com
folha de mandioca variedade brava. Foram realizados trés ensaios
independentes, sendo analisadas 3000 células HepG2 binucleadas por
tratamento com analise ANOVA pelos métodos de Dunett, comparagao entre
cada concentragao utilizada e o grupo controle negativo (C) e Tukey, comparagéao
entre os grupos cru e cozido na mesma concentragcdo, onde p < 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.
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A Figura 24 mostra a meédia dos valores obtidos do numero de MNs em 1000
células HepG2 binucleadas observadas para os tratamentos com folha de mandioca
mansa e DXR. Para os grupos da mandioca, 0,5 pg/mL da amostra cozida
apresentou o mesmo valor de MN em células binucleadas em relagdo ao grupo
controle negativo. As demais concentragbes, independente do cozimento,
apresentaram valores de MN em células binucleadas um pouco maiores, porém bem
proximos ao observado no grupo controle negativo, ndo havendo diferenga
estatisticamente significativa (p > 0,05). O cozimento diminuiu 0 numero de MNs em
células binucleadas somente nas concentragdes de 0,5 e 1,0 pyg/mL, mas néo
estatisticamente significativo em relagdo ao grupo controle negativo (p > 0,05).
Comparando mesma concentragdo, dos grupos cru e cozido, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa (p > 0,05). O grupo DXR apresentou numero de MNs
superior ao grupo controle negativo com diferenga estatisticamente significativa (p <
0,01) (Figura 24).
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FIGURA 24: Média de micronucleos (MNs) em 1000 células HepG2 tratadas com
folhna de mandioca variedade mansa. Foram realizados trés ensaios independentes,
sendo analisadas 3000 células HepG2 binucleadas por tratamento com analise
ANOVA pelos métodos de Dunett, comparagao entre cada concentragao utilizada e
0 grupo controle negativo (C) e Tukey, comparagao entre os grupos cru e cozido na
mesma concentragao, onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Rita de Cassia Silva de Oliveira



Resultados 59

A Figura 25 mostra a meédia dos valores obtidos do numero de MNs em 1000
células HepG2 binucleadas observadas para os tratamentos com tucupi de
mandioca brava e DXR. Para os grupos da mandioca, a concentragdo de amostra
crua 5,0 yg/mL e as concentragées de amostra cozida 0,5 e 1,0 yg/mL apresentaram
numero de MNs em células binucleadas menor do que o grupo controle negativo,
mas nao estatisticamente significativo (p > 0,05). Apdés o cozimento, as
concentragbes 0,1; 0,5 e 1,0 yg/mL diminuiram o numero de MNs em células
binucleadas em relacdo a amostra crua, porém com valores estatisticamente nao
significativos em relagdo ao grupo controle negativo (p > 0,05). Comparando a
mesma concentragcdo entre os grupos cru e cozido das amostras de mandioca, nao
houve diferenga estatisticamente significativa (p > 0,05). O grupo DXR apresentou
numero de MNs superior ao grupo controle negativo com diferenga estatisticamente

significativa (p < 0,05) (Figura 25).
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FIGURA 25: Média de micronucleos (MNs) em 1000 células HepG2 tratadas com
tucupi de mandioca variedade brava. Foram realizados trés ensaios independentes,
sendo analisadas 3000 células HepG2 binucleadas por tratamento com analise
ANOVA pelos métodos de Dunett, comparacao entre cada concentracao utilizada e
0 grupo controle negativo (C) e Tukey, comparagao entre os grupos cru e cozido na
mesma concentragao, onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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A Figura 26 mostra a média do numero de brotos nucleares (NBUDs) em
1000 células binucleadas observadas para os tratamentos com folhas de mandioca
brava e DXR. O numero de NBUDs encontrado nos tratamentos com a mandioca foi
menor, mas proximo ao valor encontrado no grupo controle negativo, nao
apresentando diferenga estatistica significativa (p > 0,05). O cozimento diminuiu o
numero de NBUDs encontrado em células binucleadas, mas néo estatisticamente
significativo em relacdo ao grupo controle negativo (p > 0,05). Diferengas
estatisticamente significativas ndo foram observadas na comparagao dos grupos cru
e cozido dessa variedade de mandioca na mesma concentragao (p > 0,05). O grupo
DXR apresentou numero de NBUDs superior ao grupo controle negativo, porém

estatisticamente n&o significativo (p > 0,05) (Figura 26).
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FIGURA 26: Média de Brotos nucleares (NBUDs) em células 1000 células HepG2
tratadas com folha de mandioca variedade brava. Foram realizados trés ensaios
independentes, sendo analisadas 3000 células HepG2 binucleadas por tratamento
com analise ANOVA pelos métodos de Dunett, comparagcdo entre cada
concentragdo utilizada e o grupo controle negativo (C) e Tukey, comparagao entre os
grupos cru e cozido na mesma concentragao, onde p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.
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A Figura 27 mostra a média do numero de brotos nucleares (NBUDs) em 1000
células binucleadas observadas para os tratamentos com folhas de mandioca mansa
e DXR. O numero de NBUDs encontrado nos tratamentos com a mandioca foi menor
do que o valor encontrado no grupo controle negativo, ndo apresentando diferencga
estatistica significativa (p > 0,05). O cozimento diminuiu 0 numero de NBUDs
encontrado em células binucleadas somente nas concentracées de 0,5 e 5,0 ug/mL,
mas nao estatisticamente significativo em relagdo ao grupo controle negativo (p >
0,05). Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas na comparagéo
dos grupos cru e cozido dessa variedade de mandioca na mesma concentragao (p >
0,05). O grupo DXR apresentou numero de NBUDs superior ao grupo controle

negativo, porém estatisticamente nao significativo (p > 0,05) (Figura 27).
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FIGURA 27: Média de Brotos nucleares (NBUDs) em células 1000 células HepG2
tratadas com folha de mandioca variedade mansa. Foram realizados trés ensaios
independentes, sendo analisadas 3000 células HepG2 binucleadas por tratamento
com anadlise ANOVA pelos métodos de Dunett, comparagcdao entre cada
concentragéao utilizada e o grupo controle negativo (C) e Tukey, comparagao entre os
grupos cru e cozido na mesma concentragcdo, onde p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.
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A Figura 28 mostra a média do numero de brotos nucleares (NBUDs) em
1000 células binucleadas observadas para os tratamentos com tucupi de
mandioca brava e DXR. O numero de NBUDs encontrado nos tratamentos com a
mandioca foi menor do que o valor encontrado no grupo controle negativo, néo
apresentando diferenca estatistica significativa (p > 0,05). O cozimento diminuiu o
numero de NBUDs encontrado em células binucleadas nas concentragdes de 0,5;
1,0 e 5,0 yg/mL, mas néo estatisticamente diferente em relagdo ao grupo controle
negativo (p > 0,05). Comparando os grupos cru e cozido dessa variedade de
mandioca na mesma concentracdo, nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas (p > 0,05). O grupo DXR apresentou numero de
NBUDs superior ao grupo controle negativo, porém estatisticamente n&o

significativo (p > 0,05) (Figura 28).
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FIGURA 28: Média de Brotos nucleares (NBUDs) em células 1000 células HepG2
tratadas com tucupi de mandioca variedade brava. Foram realizados trés ensaios
independentes, sendo analisadas 3000 células HepG2 binucleadas por tratamento
com analise ANOVA pelos métodos de Dunett, comparagdo entre cada
concentragao utilizada e o grupo controle negativo (C) e Tukey, comparagao entre os
grupos cru e cozido na mesma concentragdao, onde p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.

Rita de Cassia Silva de Oliveira



Resultados 63

A Figura 29 mostra a média do niumero de pontes nucleoplasmaticas (NPBs)
em 1000 células HepG2 binucleadas observadas para os tratamentos com folhas de
mandioca brava. Os valores de NPBs encontrados nos tratamentos com a mandioca
foram préximos ao valor encontrado no grupo controle, ndo apresentando diferencga
estatistica significativa (p > 0,05). O cozimento diminuiu 0 numero de NPBs em
células binucleadas nas concentragdes de 0,1 e 5,0 yg/mL. Comparando os grupos
cru e cozido dessa variedade de mandioca na mesma concentragao, diferencas
estatisticas significativas ndo foram observadas (p > 0,05). O grupo DXR apresentou
valor de NPBs superior ao grupo controle negativo, porém nao estatisticamente

significativo (p > 0,05) (Figura 29).

FOLHA VARIEDADE BRAVA

5-
® @@ Controle (C)
3 @@ Controle DXR
io’ 4+ Bl Crua
= T 3 Cozida
m 3-
8
E)
S 2
o
8
— -
3t I
0
Z

0 ) ) ) ) ) ) ) ) ) )

CDXR 01 0,5 1 5
pug/mL

FIGURA 29: Média de pontes nucleoplasmaticas (NPBs) em 1000 células HepG2
tratadas com folha de mandioca variedade brava. Foram realizados trés ensaios
independentes, sendo analisadas 3000 células HepG2 binucleadas por tratamento
com analise ANOVA pelos métodos de Dunett, comparagcdao entre cada
concentragdo utilizada e o grupo controle negativo (C) e Tukey, comparagao entre os
grupos cru e cozido na mesma concentragao, onde p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.
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A Figura 30 mostra a média do niumero de pontes nucleoplasmaticas (NPBs)
em 1000 células HepG2 binucleadas observadas para os tratamentos com folhas de
mandioca mansa. Os valores de NPBs encontrados nos tratamentos com a
mandioca foram préximos ao valor encontrado no grupo controle, ndo apresentando
diferenca estatistica significativa (p > 0,05). O cozimento diminuiu 0 numero de
NPBs em células binucleadas nas concentragdes de 0,5; 1,0 e 5,0 yg/mL, mas nao
estatisticamente significativo em relacdo ao grupo controle negativo (p > 0,05).
Quando s&o comparados 0s grupos cru e cozido na mesma concentragcao dessa
variedade de mandioca, ndo foram observadas diferengas estatisticas significativas
(p > 0,05). O grupo DXR apresentou valor de NPBs superior ao grupo controle

negativo, porém né&o estatisticamente significativo (p > 0,05) (Figura 30).
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FIGURA 30: Média de pontes nucleoplasmaticas (NPBs) em 1000 células HepG2
tratadas com folha de mandioca variedade mansa. Foram realizados trés ensaios
independentes, sendo analisadas 3000 células HepG2 binucleadas por tratamento
com anadlise ANOVA pelos métodos de Dunett, comparagcdo entre cada
concentragao utilizada e o grupo controle negativo (C) e Tukey, comparagao entre os
grupos cru e cozido na mesma concentracdo, onde p < 0,05 considerado
estatisticamente significativo.
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A Figura 31 mostra a média do niumero de pontes nucleoplasmaticas (NPBs)
em 1000 células HepG2 binucleadas observadas para os tratamentos com tucupi de
mandioca brava. Os valores de NPBs encontrados nos tratamentos com a mandioca
foram proximos ao valor encontrado no grupo controle negativo, ndo apresentando
diferenca estatistica significativa (p > 0,05). O cozimento diminuiu 0 numero de
NPBs em células binucleadas na concentracdo de 0,1 pg/mL, porém
estatisticamente néo significativo em relagdo o grupo controle negativo (p > 0,05).
Nao foram observadas, para a mesma concentracao utilizada, diferencas estatisticas
significativas entre os grupos cru e cozido dessa variedade de mandioca (p > 0,05).
O grupo DXR apresentou valor de NPBs inferior ao grupo controle negativo, porém

néo estatisticamente significativo (p > 0,05) (Figura 31).
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FIGURA 31: Média de pontes nucleoplasmaticas (NPBs) em 1000 células HepG2
tratadas com tucupi de mandioca variedade brava. Foram realizados trés ensaios
independentes, sendo analisadas 3000 células HepG2 binucleadas por tratamento
com anadlise ANOVA pelos métodos de Dunett, comparagcdo entre cada
concentragao utilizada e o grupo controle negativo (C) e Tukey, comparagao entre os
grupos cru e cozido na mesma concentracdo, onde p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.
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5. DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo dos Compostos Cianogénicos das Amostras de Mandioca Apés

Cozimento

A acdo mecanica, quimica ou qualquer processo sofrido pela mandioca que
rompa a integridade das células trara as enzimas para o contato com os glicosideos da
planta (PADMAJA, 1995). O glicosideo cianogénico linamarina, uma vez quebrado, por
meio da agdo da enzima [(-glicosidase (linamarase) produz acetocianonidrina, esse
ultimo composto sofre agcao de outra enzima a-hidroxinitriloliase, liberando o cianeto que
fica livre e soluvel na planta (Figura 1) (FORSLUND et al., 2004).

Assim, cianeto livre é definido como a forma de cianeto molecular ou idnica
liberada em solucdo aquosa pela diluicdo ou dissociacdo de compostos ou
complexos de cianeto. O termo cianeto livre compreende duas espécies: a ibnica
(CN’) e a molecular (HCN), também chamada de cianeto de hidrogénio ou acido
hidrocianico (HCN), que é um acido fraco e incolor (LEMOS, 2008; VETTER, 2000).
Desta forma, a toxicidade da mandioca depende da quantidade de ion CN" livre
presente, que quando na forma ibnica e em solugcdo aquosa, pode unir-se a varios
compostos como Na, Ca, Hg, Cu, Zn, Ni, Ag ou se ligar mais facilmente com prétons

H* formando o &cido cianidrico altamente toxico (CN™ + H* — HCN).

Nas folhas, a alta atividade da linamarase e a-hidroxinitriloliase, espontanea
em pH a partir de 5,5 e estimulada por agao mecanica ou quimica, permite a rapida
conversao de linamarina em cianeto livre, o qual pode ser eliminado facilmente por
ser volatil. Ja nas raizes, os baixos niveis da enzima linamarase somado a atividade
negligenciavel da enzima a-hidroxinitriloliase resulta em baixa eliminacdo de
linamarina e acumulo de acetocianonitrina (NAMBISAN, 2011). O limite de 50 mg a
100 mg/kg do acido cianidrico (HCN) quando consumido produz extrema toxicidade
(LOPES, 2001; HELBIG, 2008). Assim, o cozimento adequado & extremamente

importante para a liberagdo de CN' livre das amostras.

Compostos cianogénicos sdo capazes de agir celularmente, provocando

formagdo de radicais livres, estes, por sua vez, podem oxidar biomoléculas
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resultando em substratos como aldeidos, cetonas e hidroperdxidos, os quais podem
interagir com o DNA e promover dano (HARANGI et al.,, 2002; LI et al., 2010).
Grande liberagdo de compostos cianogénicos é feita a partir de intenso aquecimento
(LEMOS, 2008; NAMBISAN, 2011).

O cozimento, a 90°C, de 24 horas e 1 hora foi estabelecido para que uma
grande parte do CN' livre pudesse ser extraida das folhas e tucupi, respectivamente.
Por outro lado, vale ressaltar que as enzimas que degradam glicosideos
cianogénicos agem em pH em torno de 5,5 e temperaturas de 40 a 45°C. Redugéo
significativa na atividade das enzimas €& observada em pH abaixo de 4,0 e
temperaturas superiores a 50°C e total inatividade enzimatica em temperaturas
superiores a 70°C (ARIAS et al.,, 2001, NAMBISAN, 2011). Desta forma, o
aquecimento favoreceu a retirada de CN' livre que € volatil, mas ndo de CN" ligado a
carboidratos ou a outros compostos cianogénicos (acetocianonidrina) que podem
nao ter sido biodegradados, uma vez que as enzimas foram inativadas no processo

de cozimento das amostras.

O CN esta presente em todas as partes da planta, mas principalmente nas
folhas (200 — 1.300 mg/ Kg de peso seco) e, em menor propor¢ao, nas raizes (10 —
500 mg/kg de peso seco) (NGUDI; KUO; LAMBEIN, 2003; SIRITUNGA; SAYRE,
2004). Contudo, os valores de CN total encontrados nesse trabalho foram bem
maiores no tucupi proveniente das raizes de mandioca brava cruas (1.789,10 mg/kg)
(Figura 6) do que nas folhas da mesma mandioca também cruas (221,08 mg/kg)
(Figura 4). Este dado pode estar relacionado ao fato de que raizes de mandioca
possuem atividade da enzima linamarase muito menor do que nas folhas e nenhuma
atividade da enzima a-hidroxinitriloliase, desta forma, apds a trituragao, as raizes da
mandioca brava presumivelmente acumularam niveis potencialmente toxicos de
linamarina e acetocianonidrina (SANT 'ANA; DOMENE, 2008; SIRITUNGA; SAYRE
2004).

A partir da leitura dos valores, referentes as folhas de mandioca,
representados no grafico da figura 4, podemos observar que houve aumento na
concentracdo de CN' total apds cozimento de 24 horas, tanto na variedade brava
quanto mansa, o que pode estar associado a um aumento de compostos

cianogénicos produzidos durante o0 aquecimento das amostras e prévia
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desnaturagao enzimatica. Todavia, observando o grafico da figura 5, houve reducéao
significativa de CN' livre apds o cozimento dessas folhas, uma vez que o CN' livre é
de facil remogao pelo aquecimento. Esses achados podem estar relacionados ao
fato de que altas temperaturas ao mesmo tempo em que liberam CN livre também
inativam as enzimas responsaveis pela detoxificagcdo de glicosideos cianogénicos
nas folhas (ARIAS et al., 2001).

Esses resultados estdo de acordo com os de Maduagwu e Umoh (1982) que
observaram redugdo muito maior na quantidade de CN" livre do que CN" ligado apds
aquecimento de 20, 40, 60 e 80 minutos de folhas de mandioca. Ainda, Carlsson e
colaboradores (1999) estudando os efeitos da linamarina em preparacdes dietéticas,
a partir do cozimento da mandioca, observaram que cianonidrina resiste ao
cozimento em pequeno intervalo de tempo e linamarina é estavel a altas
temperaturas. Desta forma, esses glicosideos ndo degradados tornam o vegetal

potencialmente toxico n&do limitando sua atividade biologica.

Ainda na analise das folhas de mandioca, foi observado que, quando cruas, a
variedade mansa apresentou quantidades superiores de CN" total (270,90 mg/kg de
folha) (Figura 4) e livre (130,30 mg/kg de folha) (Figura 5) em relagdo a variedade
brava, 221,08 mg/kg de folha (CN" total) e 56,64 mg/kg de folha (CN" livre). Esse
dado sugere deficiéncia na separacao dos cultivares durante o plantio, uma vez que
a base do BAG da EMBRAPA é composta por materiais coletados em propriedades
de agricultores familiares de varias regides do estado (GIRENA et al., 2010). E valido
ressaltar que populagdes ribeirinhas utilizam ambas as variedades de mandioca sem
tomarem o devido cuidado com a seguranga alimentar durante o plantio,
demonstrando fragilidade na produgdo agricola doméstica no que se refere ao
cultivo da mandioca (ADAMS; MURRIETA; SANCHES, 2005; MURRIETA et al.,
2008).

Observando os resultados das amostras de tucupi, tanto a variedade brava
quanto a variedade mansa, apresentaram reducao significativa de CN" total e livre
ap6s acozimento de 24 horas (Figuras 6 e 7, respectivamente). A redugéo
significativa da quantidade de CN° nessas amostras indica a importancia do

processamento térmico da mandioca, porém grande quantidade de CN" total (em
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torno de 34%) ainda é observada apds esse cozimento na variedade brava (587,12

mg/kg de tucupi) (Figuras 6).

Os valores encontrados nesse trabalho extrapolam os indices de toxicidade
preconizados pelo Codex Alimentarius Commission da FAO/WHO (1988) de 10 mg
HCN/Kg de matéria fresca (AGOSTINI, 2006; HELBIG et al., 2008; LOPES, 2001;
SANT ANA; DOMENE, 2008). Sabendo que a quantidade de tucupi existente em
uma cuia de tacaca, preparagao culinaria com goma de tapioca, tucupi, camarao e
jambu, servida quente, esta em torno de 250 mL, o paraense estara introduzindo em
seu organismo aproximadamente 146,78 mg de HCN dessa variedade de mandioca.
Desta forma, o aquecimento desse tucupi em torno de 1 hora seria insuficiente para
garantir seu consumo de forma segura, uma vez que pode ter ocorrido um aumento
nos niveis potencialmente téxicos de linamarina, que se torna estavel em altas
temperaturas, e acetocianonidrina, apds a trituracido das raizes para retirada do
tucupi, associada a baixa atividade da enzima linamarase, nenhuma atividade da
enzima hidroxinitriloliaze nas raizes e processamento térmico inadequado
(NAMBISAN, 2011; SANT'ANA; DOMENE, 2008; SIRITUNGA; SAYRE, 2004).

Por outro lado, concentracdo de CN° total no tucupi da variedade mansa
reduziu significativamente apds o cozimento, de 250,22 mg/kg para 25,72 mg/kg de
tucupi (Figura 6), fazendo dessa variedade uma possivel opgdo de escolha para o
consumo, uma vez que em 250 mL de tucupi conteriam aproximadamente 6,43 mg
de HCN, abaixo do limite de toxicidade (10 mg de HCN/Kg de matéria fresca). O
processamento térmico foi importante para liberacdo de CN' livre das amostras de
mandioca brava e mansa, porém insuficiente para garantir a extragdo da quantidade

de CN' total presente nas amostras de tucupi da variedade brava.

Os efeitos toxicos da mandioca dependem da dose e duragado da exposicao.
Valores de CN liberado a partir da manipulagdo da mandioca variam entre
populagdes dependendo do cultivar e método de processo (OZOLUA, et al., 2007).
O melhor método de processamento para o consumo de mandioca como alimento
humano é a moagem das folhas e a retirada da pelicula de revestimento da raiz e
longo processo de cozimento em agua, tanto das raizes quanto das folhas, porém
esse processo nao permite a total eliminacdo dos compostos cianogénicos da
amostra quando mal realizado (CEREDA; MATTOS, 1996; PADJAMA, 1995).
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5.2 Avaliacdo dos Ensaios de Citotoxicidade, Genotoxicidade e Mutagenicidade

Citotoxicidade pode ser definida como a capacidade de um composto quimico
induzir morte celular. Genotoxicidade € a capacidade que algumas substancias tém
de induzir alteragcbes no material genético de organismos a elas exposto.
Mutagenicidade diz respeito a indugdo de alteragdes (mutagdes) permanentes e
transmissiveis na quantidade ou na estrutura do material genético (GUILLOUSO,
1998). Compostos quimicos podem ser mutagénicos ao organismo a medida que
afetam a estrutura espacial da molécula do DNA, mudando a identidade quimica de
seus componentes. Mutacdes no DNA podem ter consequéncias importantes sobre
o funcionamento das células, diminuindo a capacidade das mesmas em produzir
enzimas necessarias para seu funcionamento ou aumentando a capacidade celular
em sintetizar enzimas, que prejudicam o préprio metabolismo celular (CASALEGNO;
BENFENATI; SELLO, 2011).

Para determinar a citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de
compostos quimicos podem ser utilizados tanto ensaios in vivo quanto ensaios in
vitro. Ensaios in vivo apresentam algumas desvantagens quanto ao estudo dos
efeitos tdxicos de um determinado agente quimico, pois estdo condicionados a todos
0os parametros cinéticos do organismo onde a agressao foi induzida. Além disso,
estudos in vivo requerem aprovagao pelos comités de ética na pesquisa com
animais e sdo mais dispendiosos. Por outro lado, estudos in vitro vém se
intensificando e ganhando melhor abordagem na investigacdo de mecanismos pelos
quais agentes quimicos induzem lesdes celulares. A correlagao entre a toxicidade in
vitro e toxicidade sistémica aguda tem sido largamente realizada e varios modelos in
vitro sdo utilizados para prever a toxicidade sistémica basal ou toxicidade em 6rgaos
especificos (HARIHARAKRISHNAN et al., 2009).

Dentre os sistemas celulares in vitro empregados em ensaios de citoxicidade,
o isolamento de hepatdcitos ganha destaque. Esse sistema possui a capacidade de
fornecer informacdes sobre como os compostos quimicos podem ser metabolizados
e como a célula pode ser afetada por um determinado composto quimico.
Preparacgdes in vitro a partir do figado sdo metabolicamente competentes e capazes
de produzir compostos similarmente ao sistema in vivo (GUILLOUSO, 1998; RAO;
SCREEDEVI; RAO, 2009).
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A linhagem particular de células hepaticas que vem se destacando em
estudos de toxicidade de xenobidticos € a derivada de hepatoblastoma humano,
HepG2. Sao células mais uniformes, pequenas, as quais mantém varias
caracteristicas metabdlicas hepato-especificas em resposta aos diferentes tipos de
agentes, enzimas de Fase | e Fase Il, um bom funcionamento do sistema citocromo
P450, glutationa e sulfotransferase que sao cruciais para a ativagdo e/ou
desintoxicacdo de genotdxicos pro-cancerigenos e por ser uma linhagem
diferenciada, permite a investigagédo do efeito tumoral diante da agressao produzida
por determinado agente quimico (JAVITT, 1990; MAIER et al., 2010; SEVERIN et al.,
2010; VALENTIN-SEVERIN et al., 2003).

Uma vasta gama de marcadores das caracteristicas morfolégicas e
bioquimicas pode ser utilizada para a obtencdo de informacdes a nivel celular e
molecular a fim de detectar e medir perturbacdes quimicas induzidas. Varios
parametros de analise podem ser propostos, os quais podem estimar a integridade
da membrana plasmatica ou efeitos subcelulares, avaliar a citotoxicidade irreversivel
(morte celular) ou refletir alteragdes reversiveis e/ou inespecificas (GUILLOUSO,
1998). Entre os ensaios de curto prazo para avaliagdo em células HepG2 da
genotoxicidade e mutagenicidade de compostos, os ensaios do cometa e

micronucleo s&o os mais promissores devido a sensibilidade e facil execucéo.

Como controle positivo para os ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade das amostras de mandioca foi escolhido o farmaco DXR, o qual vem
sendo amplamente usado no tratamento de carcinoma hepatocelular (LEE; LAU;
NG, 2002; RANG et al, 2008). A DXR é farmaco citotoxico da classe das
antraciclinas, isolado a partir da cultura de Streptomyces peucetis, se intercala no
DNA estabilizando o complexo DNA-topoisomerase |, interrompendo a forquilha de
replicacdo (RANG et al., 2008).

Testes de viabilidade celular sdo extremamente importantes para determinar
se 50% de células tratadas com algum agente permanece viavel, o que
denominamos de ICsp. A fim de selecionar concentragdes adequadas, evitando
falsos negativos ou positivos, foram realizados ensaios prévios de citotoxicidade a

partir do teste com MTT. Neste estudo, o ensaio do MTT foi utilizado para determinar
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a citotoxicidade geral do cianeto de potassio e de mandioca (folhas e tucupi) em

cultura de células HepG2.

O cianeto de potassio ou cianureto de potassio € um composto quimico
altamente téxico, pois contém o ion CN™ que causa intoxicagéo, reagindo com a
hemoglobina e impedindo o transporte de oxigénio aos tecidos, acarretanto morte
rapida. Ao entrar em contato com qualquer composto doador de protons H*, o KCN
pode ser convertido em HCN, potencialmente hematotdxico (LOPES, 2001). Aguns
estudos t&ém demonstrado que KCN forma um complexo com o ion férrico (Fe**), da
enzima mitocondrial citocromo oxidase, impedindo sua redug¢do para ion ferroso
(Fe™) (GORNIAK, 2010; OZOLUA et al., 2007; SHANG et al., 2008; SOTO-
BLANCO; ZHU et al., 2007). O KCN pode interromper a respiragdo aerobica por
impedimento da transferéncia de elétrons na cadeia respiratoria, forcando as células

a desempenharem o metabolismo anaerobio (LESTARI et al., 2005).

Ha evidéncias mostrando que MTT &€ um bom marcador para os efeitos
citotoxicos de substancias desconhecidas (SHANG et al, 2008), pois, mitocéndrias
ativas de células vivas podem decompor o sal de MTT para produzir formazan, cujo
montante reflete diretamente o numero de células viaveis bioquimicamente. No
presente estudo, os resultados obtidos no ensaio do MTT revelaram que em
algumas amostras cruas o aumento na concentracdo dos compostos testados
produz uma diminui¢do na porcentagem de células vivas e quando essas amostras
sao submetidas ao cozimento, apesar dos valores ndo serem estatisticamente

significativos, ocorre um aumento na proporg¢ao de células viaveis por esse ensaio.

Segundo Henderson e colaboradores (1998), a genotoxicidade de
compostos de risco desconhecido somente pode ser avaliada quando a viabilidade
celular obtiver valores acima de 70% podendo estar relacionada a dose. Zhu e
colaboradores (2007) testaram KCN nas concentragdes que variaram de 0,01 a
0,1mM em células neuronais e observaram que altas cencentragbes produziram
citotoxicidade acentuada e baixa viabilidade celular, somente 0,05 mM apresentaram

70,93% de viabilidade, sendo escolhida para os demais ensaios de dano celular.

Vock e colaboradores (1998) estudaram a indugao, pelo KCN, de quebras de

fita dupla de DNA, utilizando concentragdes previamente determinadas, em ensaios
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de citotoxicidade e observaram que os danos produzidos no DNA foram vistos
apenas apos a reducéo da viabilidade celular para menos de 60%. Esses mesmos
pesquisadores observaram que rupturas de filamentos duplos de DNA foram
consequéncia de danos extragenémicos, sendo um efeito secundario dependente da
alta citotoxicidade em combinacdo com a letalidade celular e que podem ter sido
resultado ou da liberacdo de endonucleases, como consequéncia do dano a
membrana, ou por espécies reativas do oxigénio geradas a partir da ativagdo de
NADPH citocromo P450 redutase devido as altas concentragcoes de KCN testadas.
Desta forma, altas concentracbes de KCN ocasionam morte celular e baixas
concentragdes podem ou nao induzir genotoxicidade. Neste estudo, concentracdes
maiores que 60,0 ug/mL de KCN obtiveram redugdo significativa na viabilidade

celular (Figura 9) e se mostram inviaveis nos ensaios de genotoxicidade.

Em varios ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade in vitro o KCN tem se
mostrado nao mutagénico, porém citotoxico e genotoxico dependente da
concentragdo (ECETOC, 2007; HARIHARAKRISHNAN et al., 2009; NTP, 1993;
WHO, 2004). Em estudos produzidos por Bhattacharya e colaboradores (2002),
5mM de KCN produziu citotoxicidade e fragmentagdo do DNA em timaécitos de ratos
in vitro. Em células renais de bebé hamster (BHK-21), KCN também foi citotdxico e
induziu danos ao DNA, mas este ultimo, foi menos significativo quando comparado
aos danos produzidos em timécitos de ratos (BHATTACHARYA; RAO, 1997, 1999).
Ensaios de mutagenicidade com Drosophila indicaram que a falha metabdlica,
observada em concentragdes altamente citotdxicas, também pode ter afetado
replicacdo do DNA e separacdo de cromatides. Porém, este foi considerado um
efeito secundario de toxicidade pois nao foi observado quando se utilizou
concentragdes de cianeto que nao inibiram o metabolismo dependente de oxigénio
(ECETOC, 2007).

Neste estudo, tanto pela analise visual (frequéncia de dano) (Tabela 1) quanto
pela analise a partir do software (porcentagem de DNA na cauda)(Tabela 5), as trés
concentragdes de KCN utilizadas (5,0; 15 e 25,0 ug/mL) induziram significativamente
danos ao DNA quando comparadas ao grupo controle negativo (p < 0,001). Por
outro lado, quando observamos os dados do tail moment, que reflete o tamanho da
cauda x intensidade da cauda, e olive moment, que representa o tamanho da cauda
x fracdo de DNA na cauda, nenhuma das concentracbes de KCN testadas
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apresentou resultados significativos quando comparados ao grupo controle negativo
(Tabela 5). Esses resultados sugerem que a formagao de cometas reflete danos
indiretos ao DNA como consequéncia secundaria dos danos bioquimicos as
membranas celulares, o que é revelado pela frequéncia de dano e porcentagem de

DNA na cauda observados.

Quando se utilizou amostras de mandioca, tanto cruas quanto cozidas, os
resultados citotdxicos revelaram que o aumento da concentracdo produziu a
diminui¢cdo na viabilidade celular e que, quando as amostras sao submetidas ao
cozimento, essa viabilidade permanece inversamente proporcional a concentracio
utilizada, porém os valores observados para viabilidade celular de amostras
submetidas ao aquecimento ficam mais proximos dos valores do grupo controle

negativo.

Quando se avalia a frequéncia de dano produzida pelas amostras de folhas e
tucupi de mandioca em diferentes concentracdes (Tabelas 2, 3 e 4), percebe-se que
o cozimento ndo reduziu o dano ao DNA de células HepG2 e que, em alguns casos
os valores de frequéncia de dano estavam maiores do que os observados no
tratamento das células pelas amostras cruas. Esse resultado esta de acordo com os
valores maiores de CN’ total encontrados nas amostras das folhas de mandioca,
tanto brava quanto mansa, mesmo depois de cozidas (Figura 4). Os valores maiores
na porcentagem de DNA na cauda (Figuras 14, 15 e 16), Tail moment (Figuras 17,
18 e 19) e Olive moment (Figuras 20, 21 e 22) em relagdo ao grupo controle
negativo, ndo foram significativos, de maneira geral, e ndo podem confirmar o dano
ao DNA de células HepG2 produzido pelas amostras de mandioca, mesmo depois
de cozidas. Desta forma, o cozimento nao representou um método de importancia na
detoxificacdo de compostos potencialmente téxicos, mas ndo exclui a possibilidade
de citotoxicidade e genotoxicidade produzida pelos mesmos. Estudos conduzidos
por Maduagwu e Umoh (1982) mostraram que folhas de mandioca cozidas a altas
temperaturas permitem a perda de 57% dos glicosideos cianogénicos presentes nas
amostras, como resultado da degradagéao desses compostos e produgédo de CN' livre
que volatiliza facilmente. Por outro lado, eles também observaram a formacao de

subprodutos cianogénicos, os quais ficaram retidos nas amostras.
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A frequéncia de dano ao DNA de células HepG2 produzida pelas folhas
mandioca brava e mansa pode estar relacionada ao fato de que o cozimento de 24
horas pouco alterou a concentracdo de CN" total nessas variedades de mandioca,
ratificando a alta frequéncia de dano observada e o numero de nucledides vistos
pertencentes a classe 4 (Tabela 3). Ainda, as amostras ndo possuem somente CN’
livre em sua composicdo, mas sado ricas em outros compostos previamente
existentes ou subprodutos produzidos a partir de reagdes formadas pelo
aquecimento (AMORIM; MEDEIROS; RIET-CORREA, 2006), os quais também
podem provocar dano ao DNA. Assim, o cozimento de 24 horas foi insuficiente para
extrair todo o cianeto da amostra, porém suficiente para estimular a producéao de
compostos cianogénicos, os quais podem estar envolvidos na geragéo de danos ao

DNA em células HepG2 aqui testadas.

A frequéncia de dano ao DNA de células HepG2 produzida pelo tucupi pode
estar ligado ao fato de que, apesar da redugao na concentracdo de CN' total dessa
amostra de tucupi pelo cozimento, quantidades relevantes de acetocianonidrina e
linamarina n&o degradada, além de outros compostos presentes na amostra foram
capazes de induzir dano ao DNA de células HepG2 nas concentragdes testadas,
indicando que o cozimento de 1 hora foi insuficiente na detoxificagdo de todos os

compostos cianogénicos no tucupi da variedade brava de mandioca.

Por meio de uma série de estudos bioquimicos, morfoldgicos e fisioldgicos, o
cianeto tem demonstrado sua poténcia como agente téxico (MILLS et al., 1996).
Exposicao ao cianeto leva a inumeras condi¢gdes bioquimicas, incluindo inibigcdo da
atividade de muitas enzimas, como succinato desidrogenase e enzimas
antioxidantes (glutationa peroxidase, glutationa redutase, superoxido desmutase e
catalase), além da citocromo oxidase, gerando também aumento de espécies
reativas do oxigénio (JONES et al., 2000; SHANG et al, 2008). Baixas concentracbes
de cianeto em culturas primarias de neurdnios corticais induziram extensa morte
celular por apoptose (SHOU at al., 2000). Exposigéao de célula de feocromocitoma de
ratos (PC12) a KCN iniciou um processo de autodestruicdo devido a liberagcdo de
especies reativas de oxigénio e seus intermediarios que desempenham um papel
importante na ativagdo da apoptose (MILLS et al., 1996). Shang e colaboradores
(2008), também trabalhando com essa linhagem diferenciada em células pré-
neuronais, perceberam que a sobrevivéncia dessas células foi marcadamente
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diminuida apdés a exposicdo a 200 umol de KCN por 30 minutos e que sua
citotoxicidade foi acompanhada pela alteragéo nos radicais livres e atividade NA*-K"-
ATPase. Shou e colaboradores (2000) demonstraram que, em célula granular
cerebelar in vitro, espécies reativas de oxigénio sdo geradas apds o tratamento com
cianeto e que um bloqueio na sintese dessas espécies atenua a morte celular
induzida por esse agente. Estudos conduzidos por Li e colaboradores (2002)
demonstraram indugdo de morte celular a partir da geracdo de mediadores
inflamatorios pela atuacdo da enzima ciclooxigenase tipo 2 (COX-2) tempo-

dependente e radicais livres em células neuronais tratadas com 300 yM de KCN.

Segundo esses autores, 0 mecanismo basico que leva a destruicao de células
nervosas pelo cianeto seria, a ativagdo de receptores NMDA (N-metil-d-aspartato) e
com isso mobilizagdo e acumulo de caélcio intracelular, o qual mediaria uma série de
eventos bioquimicos que, a partir da inibicdo do sistema enzimatico produtor de ATP
e sistema antioxidante levaria a deplecdo rapida dos niveis de ATP, produgao
intensa de raicais livres e 6xido nitrico, permitindo extensa peroxidacéao lipidica de
células de membrana, proteinas e DNA, promovendo perda da homeostase ibnica,
excitotoxicidade, andéxia e morte neuronal por apoptose (HARIHARAKRISHNAN et
al., 2009; SHANG et al., 2008; ZHU et al., 2007).

O mecanismo de destruicdo pelo cianeto comprometendo o sistema
antioxidante parece também estar presente em outras células do organismo além
dos neurdnios. Em células de rim de macaco (LLC-MK2), concentragdes de 2,5 mM
de KCN causaram citotoxicidade e 0,31 mM de KCN levaram a diminuigao dos niveis
de ATP, evidente em poucos minutos apos a exposi¢ao. Ja 1,25 mM KCN elevaram
0s niveis das espécies reativas de oxigénio e peroxidagado lipidica
(HARIHARAKRISHNAN et al., 2009). Citotoxicidade e dano ao DNA de células
renais foram induzidos por KCN, mediados pela alteragao no status antioxidante com
elevacdo de radicais livres levando a morte celular por apoptose
(HARIHARAKRISHNAN et al., 2009).

Em estudos feitos por Bhattacharya e Rao (1999), os niveis de glutationa sao
reduzidos e isso leva ao dano no DNA de células BHK-21 na presenga de doses
menores de KCN, quando comparadas a dose altamente citotoxica. No organismo, a

detoxificacdo do cianeto, mediada pela conversao enzimatica da molécula em um
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produto nao toxico, tiocianato, € um processo relativamente baixo, pois essa
capacidade enzimatica de detoxificacdo esta concentrada principalmente no figado,
sendo limitada no espago extracelular. Ainda, esse processo é influenciado pela
concentragdo de grupos doadores de enxofre, os quais podem ser insuficientes
quando se trata de uma dieta pobre em proteinas, limitando, dessa forma, a
detoxificacdo do cianeto diante de uma intoxicagao cronica (BASKIN et al., 1999;
BHATTACHARYA; RAO; VIUAYARAGHAVAN, 2002).

Consequéncias do excesso de espécies reativas de oxigénio levariam a
danos oxidativos a proteina, lipidios e DNA (SHANG et al., 2008). A producao de
energia mitocondrial prejudicada pelo cianeto € acompanhada pela acidose latica,
elevados niveis de calcio intracelular, diminuicado dos niveis de ATP e peroxidagcao
lipidica, o que levaria a ativagao de proteases, lipases e xantina oxidase, culminando
com a morte celular. Essas possiveis implicacbes da toxicidade do cianeto em
células ndao neuronais levam a exarcebacgao da toxicidade, podendo causar extenso
dano ao DNA qualitativamente e quantitativamente (HARIHARAKRISHNAN et al.,
2009).

Estudos in vitro tém sido conduzidos utilizando o ensaio do citoma na
avaliacao dos efeitos de compostos da dieta na estabilidade genédmica (BULL et al.,
2011; FENECH, 2006; KIRSCH-VOLDERS et al., 2011). Nesses ensaios de
mutagenicidade, utilizando linhagens celulares, € importante levar em consideragao
a origem da linhagem estudada, seu status genético relacionado ao controle da
inducéo de apoptose, bem como a concentragao do agente na cultura, uma vez que
esses fatores podem interferir na resposta ao estresse mutagénico produzido
(KIRSCH-VOLDERS et al., 2011).

Neste trabalho, o ensaio do citoma foi realizado com o intuito de observar a
capacidade de inducado de danos ao DNA de células HepG2 tratadas com amostras
provenientes de duas variedades de mandioca, tanto cruas quanto cozidas. Além
dos micronucleos, outros biomarcadores como brotos nucleares e pontes
nucleoplasmaticas sdo observados. As analises foram feitas a partir dos valores de
porcentagem de células binucleadas e do indice de Divisdo Nuclear (NDI “nuclear

division index”).
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Micronucleos podem resultar de mecanismos, tanto genéticos quanto
epigenéticos, da exposi¢cdo a agentes clastogénicos ou aneugénicos (KIRSCH-
VOLDERS et al., 2011). Células HepG2 apresentam naturalmente uma instabilidade
genbmica com tendéncia a formagao de micronucleos, visto serem provenientes de
hepatoblastoma (MAIER et al., 2010; MAJER et al., 2004). Nesse trabalho, o grupo
controle negativo mostrou, em 1000 células binucleadas, valor em média de
micronucleos em torno de 15 (Figuras 23, 24 e 25). Este valor esta de acordo com
os trabalhos de Chequer (2008), bem como, Tsuboy e colaboradores (2007) que
observaram, em 1000 células HepG2 binucleadas, um namero de micronucleos no

grupo controle variando de 14 a 20.

Nos grupos tratados, com amostras de mandioca (0,1; 0,5; 1,0 e 5,0 pg/mL),
tanto brava quanto mansa, independente do cozimento, o numero de micronucleos
em relagao ao grupo controle negativo foi um pouco maior, mas estatisticamente néo
significativo (Figuras 23, 24 e 25), o que pode ser indicativo de interferéncia
mutagénica no DNA dessas células. O cozimento ndo reduziu o numero de
micronucleos, mostrando que compostos existentes nas amostras apdés o
aquecimento também podem gerar danos ao DNA celular. Por outro lado, em todos
os grupos de tratamento, os numeros de brotos nucleares (Figuras 26, 27 e 28) e
pontes nucleoplasmaticas (Figuras 29, 30 e 31) encontrado foram menores que no
grupo controle, mas estatisticamente nao significativo, desta forma, ndo se confirma
a presencga de efeito clastogénico ou aneugénico nessas células quando submetidas
ao tratamento com amostras de folhas e tucupi de mandioca nas diferentes

concentragoes.

A mutagenicidade dos produtos quimicos da familia de cianeto tem sido
investigada, em ensaios de mutagenicidade in vitro, na indugdo de mutagédo em
bactérias e em linhagem de células de mamiferos, utilizando uma variedade de
métodos com ou sem indugdo metabdlica. Esses ensaios foram conduzidos a partir

dos ensaios de citotoxicidade, utilizando as maiores concentragdes citotoxicas.

Assim, em ensaios com linhagem TA100 de Salmonella typhimurium, um
resultado brevemente positivo de mutagenicidade com cianeto, na forma de KCN, foi
obtido por Kushi e colaboradores (1983), o qual ndo foi reproduzido em testes

posteriores. Estudos realizados por Kubo e colaboradores (2002) também em
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linhagens de S. typhimurium, cianeto nas concentragdes de 0,01 ou 1,0 mM, na
forma de KCN, nao induziu mutagdes reversas nas linhagens TA98 ou TA100, com

ou sem ativagado metabdlica.

Ainda, cianeto, na forma de NaCN, nas linhagens TA97a, TA98, TA100,
TA1535, com e sem ativacdo metabdlica, também nao apresentou resposta
mutagénica (NTP, 1993). O teste de Ames em linhagens TA1535, TA1537, TA1538,
TA98 e TA1535 de S. typhimurium para deteccdo de mutagdes, com ou sem
ativagdo metabdlica, n&o indicou atividade mutagénica para o HCN testado por esse
ensaio (ECETOC, 2007). Ensaios de mutagdao genética, em células de hamster
chinés V79 in vitro, também foram realizados com cianeto na forma de KCN, cujas
concentracdes foram pré determinadas em ensaios de citotoxicidade, e revelaram
que quando expostas por 2 horas e 24 horas, sem ativacdo metabdlica, nenhuma

resposta mutagénica foi observada nessas células (ECEOTEC, 2007).

Os resultados obtidos nos trabalhos supracitados, de acordo com os
resultados encontrados nesse trabalho, concordam que o cianeto, ndo apresentou,
em diferentes concentragbes testadas, potencial para induzir mutagbes genéticas,
mas apresenta potencial genotéxico. Medidas das rupturas dos filamentos de DNA
dao informagdes limitadas sobre a genotoxicidade e quebras na fita do DNA podem
representar efeito direto do agente nocivo, mas elas podem ser rapidamente

corrigidas, ndo sendo mutagénicas (COLLINS, 2004).

Danos produzidos pela mandioca, nas duas variedades estudadas
independente do cozimento, ao DNA de células HepG2 foram observados pelo
ensaio do cometa, bem como a presenca de micronucleos em células HepG2,
também tratadas com essas amostras de mandioca em diferentes concentracoes,
indicam dano ao DNA dessas células, porém, a auséncia de brotos nucleares,
pontes nucleoplasmaticas, numero significativo de MN e resultados estatisticos
significativos em relagdo ao grupo controle negativo, ndo nos permitem afirmar

presenga de mutagenicidade.

O consumo de mandioca processada inadequadamente pode levar a
exposi¢cao de cianeto. A toxicidade produzida pele dieta a base de mandioca

depende do tipo de processamento realizado para extracdo de compostos
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cianogénicos, dos niveis de glicosideos cianogénicos nos produtos consumidos, do
tipo de glicosideos cianogénicos presentes, quantidade de mandioca consumida,
estado nutricional do consumidor, quantidade de proteina consumida, quantidade de
produtos detoxificados formados no corpo (CAROD-ARTAL et al, 1999; NAMBISAN,
2011).

Os danos aqui observados pelo ensaio do cometa, em uma primeira analise,
podem estar transitoriamente presentes como intermediarios formados durante o
reparo de lesbes no DNA (ZEGURA; SEDMAK; FILIPC, 2003). Por outro lado, a
detecgao de dano observada pelo aumento do numero de micronucleos € um indicio
de mutagenicidade, uma vez que compostos cianogénicos podem interferir no DNA
a partir da producédo de adutos exociclicos, principalmente quando a capacidade de
detoxificacdo for excedida (GARCIA-ESCUDERO; GARDINI; IZQUIERDO, 2008;
RICORDY et al., 2002; WINTER; SEGALL; HADDON, 1986), porém, os mecanismos
moleculares desses compostos induzindo toxicidade em células HepG2 ainda nao

sao elucidados, requerendo estudos futuros.
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6. CONCLUSOES

No presente trabalho, foi investigado o potencial citotoxico, genotoxico e
mutagénico de diferentes concentragdes de folhas e tucupi extraidos de duas

variedades de mandioca, cruas e cozidas, em cultura de células HepG2.
Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

- As folhas das variedades de mandioca continham apds o cozimento

quantidades maiores de cianeto total;

- As folhas de ambas as variedades de mandioca continham apds o

cozimento quantidades menores de cianeto livre;

- O tucupi de ambas as variedades de mandioca continha apds o cozimento

quantidades menores de cianeto total e livre;

- A quantidade de cianeto total presente nas amostras de tucupi cruas da
variedade brava foi superior a quantidade encontrada nas folhas da mesma

variedade;

- O cozimento ndo foi suficiente para extrair todo o conteudo cianogénico das

amostras de mandioca;

- Os resultados de viabilidade celular mostraram que, de maneira geral, a

viabilidade de células HepG2 é inversamente proporcional a concentracéo utilizada;

- O cozimento das amostras de mandioca, de maneira geral, aumentou a

viabilidade de células HepG2;
- O KCN nas concentragodes utilizadas foi genotéxico em células HepG2;

- As amostras de mandioca brava nas concentracdes utilizadas foram

genotodxicas em células HepG2;

- As amostras de mandioca mansa cozidas em duas concentracdes utilizadas

foram genotdxicas em células HepG2;
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- As amostras de mandioca nas concentragdes utilizadas foram menos

genotodxicas do que KCN, nas mesmas concentracdes, em células HepG2;

- As amostras de mandioca nas concentragbes utilizadas n&o foram

mutagénicas em células HepG2;

- O cozimento das amostras de mandioca ndo diminuiu os danos observados

nos ensaios do cometa em células HepG2;

- As amostras de mandioca, independente do cozimento, ndo induziram

mutagenicidade em células HepG2;

- Ha necessidade de mais estudos genotdxicos e mutagénicos que possam

avaliar amplamente o potencial toxico da mandioca.
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