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RESUMO 

 

 

SCHNEIDER, Beatriz Ursinos Catelan. Avaliação toxicológica do cardanol saturado, 

in vivo, como possível facilitador em alvos terapêuticos nas terapias antineoplásicas. 

2014. 60p.Dissertação(Mestrado Saúde e Desenvolvimento na Região Centro 

Oeste) – Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, MS. 

 

 

Em função da provável atividade antioxidante do cardanol o mesmo possui indicativo 

para testes na área de genética toxicológica e carcinogênese. Por isso avaliou-se a 

genotoxicidade, a mutagenicidade, o potencial imunomodulatório, quimiopreventivo e 

apoptótico do cardanol de cadeia lateral saturada (2,5, 5 e 10mg/Kg), isolado e em 

associação com a ciclofosfamida (100mg/Kg), em camundongos Swiss. Os 

resultados indicaram que o cardanol é genotóxico e mutagênico para a menor e a 

maior doses testadas, respectivamente; e não estimula fagocitose esplênica e nem 

apoptose. Já quando associado com a ciclofosfamida apresenta atividade 

antigenotóxica, antimutagênica, sendo essa mais expressiva, e antiapoptótica. 

Destaca-se ainda que o cardanol associado e/ou isolado possui baixa atividade 

imunomodulatória. Assim, considera-se que o cardanol não deve ser usado em 

associação com o quimioterápico ciclofosfamida e em especial como um 

coadjuvante quimioterápico. No entanto, pela sua baixa toxicidade, a relação 

risco/benefício, sugere o seu uso como quimiopreventivo o que demonstram 

potencial terapêutico. 

 

 

Palavras–chave: lipídeo fenólico, quimioterapia, micronúcleo, ensaio do 

cometa, apoptose 
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ABSTRACT 

 

 

According to the possible antioxidant activity of cardanol about  same indication for 

testing in the field of genetic toxicology and carcinogenesis. Therefore we evaluated 

the genotoxicity, mutagenicity, the immunomodulatory potential chemopreventive and 

apoptotic saturated cardanol side chain (2,5, 5 and 10mg/kg), alone and in 

combination with cyclophosphamide (100mg/kg) in Swiss mice. The results indicated 

that the cardanol is genotoxic and mutagenic for the lowest and the highest doses 

tested respectively; and does not stimulate phagocytosis and splenic or apoptosis. 

However, when associated with cyclophosphamide has antigenotoxic activity, 

antimutagenic, this being more expressive, and antiapoptotic. Note also that the 

cardanol associated and / or has low immunomodulatory activity isolated. Thus, it is 

considered that the cardanol should not be used in association with chemotherapy 

cyclophosphamide and in particular as a chemotherapeutic adjuvant. However, its 

low toxicity, suggests its use as a chemopreventive, risk / benefit ratio, demonstrating 

the therapeutic potential. 

 

 

Palavras-chave em inglês: phenolic lipids, chemotherapy, micronucleus, comet 

assay, apoptosis. 
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 1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Considerações iniciais a respeito do câncer 

O Câncer é o conjunto de doenças caracterizadas pela propagação 

descontrolada de células anormais. Esta enfermidade é uma das principais causas 

de morbidade e mortalidade no mundo (BRASIL, 2011; INCA, 2014). A organização 

mundial da Saúde (OMS) estima que em 2030 haja 21,4 milhões de casos 

incidentes de câncer, 13,2 milhões de mortes pela doença e 75 milhões de pessoas 

vivas portadoras de alguma neoplasia maligna. Assim como dados do Instituto 

Nacional do Câncer (2014) já estimam que para o ano de 2014 e 2015 haverá a 

ocorrência de cerca de 580 mil novos casos de câncer no país. O câncer é uma 

doença multifatorial causada por tanto por mecanismos exógenos, quanto 

endógenos. Entre as causas exógenas destacam-se os hábitos próprios de cada 

indivíduo e o ambiente sócio-cultural em que vivem.  Já as endógenas, podem ser 

determinadas por causas genéticas pré-determinadas, como é o caso de defeitos 

em genes supressores tumorais ou ativação de oncogenes (WUNSCH-FILHO & 

ZAGO, 2005).  

 Diante deste fato, muitos estudos têm sido desenvolvidos no sentido da pre-

venção, em especial sobre o impacto ocasionado no material genético e consequen-

temente a relação com doenças, como é o caso das neoplasias (REIFFERSCHEID 

E HEIL, 1996; DE FLORA E FERGUSON, 2005), tendo como foco principal a quimi-

oprevenção. Sendo a quimioprevenção definida como o uso de agentes químicos 

naturais ou sintéticos visando reverter, suprimir ou prevenir a progressão carcinogê-

nica (BRETANI; COELHO; KOWALSKI, 2003). O que por sua vez, pode ocorrer a-

través da ação de substancias com atividade protetora do DNA (FERGUSON, 1994). 

 

1.2 Mutagenicidade X Antimutagenicidade 

 As elevadas taxas de tumores desenvolvidos nas populações devido 

exposição a agentes mutagênicos, efetivos em causar danos ao material genético, é 

uma grande preocupação no mundo inteiro (BRASIL, 2014). Assim como 

substâncias que promovam proteção do material genético (OLIVEIRA et al., 2006). 

Por isso a constante pesquisa por agentes que possam reduzir a frequência de 

mutações no DNA é promissora, através de estudos que demonstrem a 
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possibilidade de redução de danos genéticos e a minimização da toxicidade dos 

agentes antineoplásicos utilizados em protocolos clínicos. 

 As populações expostas a agentes genotóxicos conhecidos demonstram que 

há diferenças interindividuais em relação ao dano ocasionado ao DNA. A possível 

explicação para tal fato se dá pela existência de polimorfismos em genes envolvidos 

nos processos de reparo de dano de DNA, cujas proteínas codificadas têm a função 

de reparar mutações e proteger contra o aumento da instabilidade cromossômica 

(BUTKIEWICZ et al., 2001). Tais agentes estão relacionados com o desenvolvimento 

de câncer como resultados de alterações em genes que controlam a proliferação e a 

diferenciação celular (protooncogenes e genes supressores de tumor), ou de 

alterações em genes comprometidos com os mecanismos de reparo do DNA 

(FEARON; HABER, 1998; BALMAIN; GRAY AND PONDER, 2003). 

 A formação de neoplasias ocorre devido ao desequilíbrio da proliferação 

celular (ciclo celular) e a apoptose, pois são eventos controlados por vários genes, 

que ao sofrerem mutações, poderão levar a expressaão produtos anormais, que 

podem iniciar a formação de um tumor (COOPER; HAUSMAN, 2009). A iniciação, 

promoção, progressão e manifestação, são etapas responsáveis pelo processo de 

carcinogênese (PITOT, 1989). A iniciação é causada por uma alteração irreversível 

do DNA, como a reação dessa molécula com substâncias carcinogênicas. Esta fase 

pode ser provocada através da ação direta do carcinógeno ou dependente da ação 

do mesmo, com a consequente formação de metabólitos ativos que interagem com o 

DNA, levando à sua mutação (MILLER & MILLER, 1981; CLAYSON, 1985; PARKE, 

1987). A promoção é caracterizada pela formação de lesões benignas, com 

alterações fenotípicas. Em geral, os agentes promotores não reagem diretamente 

com o material genético da célula (PITOT & DRAGAN, 1991; PITOT, 1993). As 

etapas a seguir são caracterizadas primeiramente pela instabilidade cariotípica 

através de alterações no genoma, chamada então de progressão, revelando a 

manifestação histológica do genoma (PITOT, 1993). A última etapa, a de 

manifestação, intimamente relacionada às anteriores, é caracterizada pelo poder de 

invasão as células visinhas assim como variadas alterações bioquímicas (PITOT, 

1989). 

 O Potencial antimutagênico de uma substância é caracterizado pela 

capacidade da mesma ocasionar a redução na frequência de mutações, 

espontâneas ou induzidas (JOHNSON AND HUFF, 2002). Os mecanismos de ação 
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de agentes antimutagênicos foram classificados em dois processos: Desmutagênese 

e Bioantimutagênese (GRUTER et al., 1990; WATERS et al., 1990). 

 A desmutagênese é caracterizada pela capacidade de um composto inativar 

um agente mutagênico, diretamente, ou seus precursores, enzimática e quimica-

mente (KADA E SHIMOI,1990; FERGUSON, 1994). Enquanto que na bioantimuta-

genêse, as substâncias atuam como modeladoras no reparo e replicação do DNA. 

Atuam a nível celular aumentando com fidelidade a replicação, estimulando o reparo 

livre de erros, ou inibindo os mecanismos de reparo sujeitos a erros (HARTMAN E 

SHANKEL, 1990; DE FLORA, 1998; SIMIC et al., 1998). 

 A utilização de compostos antimutagênicos/ anticarcinogênicos pode ser uma 

forma de prevenção na formação de tumores e algumas doenças genéticas, a este 

processo dá-se o nome de quimioprevenção (GOMES et al., 1996). A quimiopreven-

ção é testada quando se utiliza um composto com potencial mutagênico em confron-

to com agentes químicos naturais ou sintéticos, com possível ação antimutagênica, 

e este deve ocasionar redução de danos no DNA, ou seja, ação protetora contra a 

carcinogênese através da transformação de lesões pré-malignas em malignas 

(SPORN, 1976). 

  

1.3 Aspectos da Atividade antioxidante 

 Agentes antioxidantes são substancias capazes de proteger as células contra 

os efeitos produzidos pelos radicais livres e estão associados com a redução do 

risco de câncer, e por isso são considerados inibidores da carcinogênese (SIES, 

1993; KELLOFF, 1999). O oxigênio é vital para a vida, porém esta molécula pode 

ser parcialmente reduzida, através de diversos processos físicos e químicos, 

culminando na formação de diversos agentes reativos tais como radicais livres e 

espécies reativas de oxigênio (EROS) (OGA, 2003). As EROS incluem radicais livres 

como o radical superóxido (o-2), radicais hidroxilas (OH-) e hidroperoxila (ROO-) e 

também espécies de não radicais livres, como o peróxido de hidrogênio (H2O2) 

(ARUOMA, 1999; HALLIWEEL E GUTTERIDGE, 2000). Estes radicais livres, 

quando produzidos, podem ser prejudiciais ao DNA e RNA, oxidar lipídeos e 

proteínas; assim como as EROS também podem atacar as cadeias de ácidos graxos 

poliinsaturados dos fosfolipídeos e colesterol, retirando um hidrogênio do grupo 
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metileno bis-alílico, e desta forma iniciando o processo de peroxidação lipídica nas 

membranas celulares (WOLFF et al., 1986; STORZ et al., 1987; VALKO et al., 2004). 

 O estresse oxidativo ocasiona danos em sistemas biológicos acarretando na 

formação de várias doenças neurológicas, cardíacas, do envelhecimento precoce e 

o câncer (SMITH et al., 1996; TABATA et al., 2008); este apresenta mecanismos 

envolvidos no desenvolvimento da carcinogênese , entre eles o epigenético, com 

modulação de genes responsáveis por sinais de crescimento e proliferação 

celular(VALCO et al., 2004) ); e ou outro, através de alterações genéticas induzidas 

pelos radicais livres, ou seja, em mutações e rearranjos cromossômicos, que podem 

desempenhar importante papel na etapa de iniciação da carcinogênese (GUYTON; 

KENSLER, 1993). 

 As substâncias antioxidantes, mesmo em baixas concentrações, são capazes 

de inibir as taxas de oxidação (MAXWELL, 1995; SIES, 1999). Os substratos 

formados a partir de antioxidantes não são reativos na propagação da reação em 

cadeia, por isso são neutralizados pela reação com outro radical, formando produtos 

estáveis ou que possam ser reciclados por outros antioxidantes (ATOUI et al., 2005) 

.Estas substâncias ou substratos,  podem atuar através de 3 maneiras : (I) 

Prevenção, caracterizada pela prevenção  da geração de radicais livres; (II) 

interceptação de radicais livres; (MAXWELL, 1995; SIES,1999; KONG E LILLEHEI, 

1998; SANTOS & CRUZ, 2001) e (III) na detoxificação de sub produtos advindos da 

oxidação ,pela ação de enzimas de reparo de DNA (PETERMAN et al., 2009). 

 

 1.4 Líquido das cascas da castanha de caju (LCC) e seus componentes 

  O cajueiro, espécie Annacardium occidentale L., faz parte da família Anacar-

deae, é uma planta abundante com ramificação baixa e possui porte médio (LO-

RENZI, 1992). Está presente em todos os estados, porém a região Nordeste é que 

melhor se adapta (ARAÚJO E SILVA, 1995). As partes desta planta, tais como o 

tronco, as folhas, o pseudofruto, a castanha e o líquido das cascas da castanha de 

caju (LCC), são amplamente aplicados na indústria alimentícia, metalúrgica, setor 

industrial, bem como na etnofarmacologia (MITCHELL, 1987; FERRÃO, 2005). O 

fruto, na verdade é denominado pseudofruto, pois o verdadeiro fruto é a castanha 

que fica afixada ao pedúnculo o qual é consumido in natura, enquanto que a casta-

nha para ser consumida, deve ser torrada, devido a presença de ácido; das cascas 
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da castanha, é extraído um óleo resinoso e caústico ( LCC) de colocração escu-

ra(LORENZI, 1992). 

 O LCC, conhecido internacionalmente por CNSL (cashew nutshell liquid) 

(MOTHÉ & MILFONT JR, 1994), é um líquido castanho escuro, viscoso, acre e cús-

tico, constitui uma fonte natural de compostos fenólicos já conhecidos: anacárdicos, 

cardóis, cardanóis e 2-metilcardóis (figura 01), os quais apresentam uma cadeia la-

teral alifática longa, com até quinze carbonos na posição meta em relação à hidroxi-

la, contendo de zero a três insaturações localizadas em C-8’ (monoeno), C-8’ e C-

11’ (dieno) e C-8’, C-11’ e C-14’ (trieno) (TYMAN et al., 1989; KUBO et al., 1986; 

SHOBBA et al., 1992).  A composição do LCC pode variar de acordo com a origem e 

com o processo de extração (GEDAM & SAMPATHKUMARAN, 1986). Quando a 

extração é realizada em temperaturas entre 180-200 °C, de forma industrial, resulta 

na descarboxilação do ácido anacárdico, originando o cardanol (TYCHOPOULOS & 

TYMAN, 1990). 

 

 

Figura 01. Estrutura química dos lipídios fenólicos obtidos do LCC (Líquido das 
Cascas da Castanha de caju) 

Estruturas que compõem o LCC estão indicadas por I, II, III e VI. 

    

1.5 Lipídeos Fenólicos e principais atividades  

Os compostos químicos derivados do fenol formados por longas cadeias de 

carbono são chamados de lipídeos fenólicos não isoprenóides, devido a presença de 

porções lipofílicas e porções hidrofílicas (KOZUBEK e TYMAN, 1999; HERTWECK, 

2009). Estas são responsáveis pelas atividades biológicas apresentadas em 

processos celulares, como mutagênese e citotoxicidade, mediante interações com 

ácidos nucléicos, proteínas e enzimas. Assim como distúrbios em microrganismos, 
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pela interação com algumas moléculas importantes em nível de membrana celular 

(KOZUBEK e TYMAN, 1999; STASIUK e KOZUBEK, 2010).  

Os fenóis naturais e seus derivados podem ser encontrados em plantas e 

organismos marinhos e são amplamente difundidos na terra e tem sido isolados e 

caracterizados. Nesta classe de compostos inclem os flavonoides, as lignanas e os 

cardanóis (TYMAN, 1996). Os componentes do LCC são reconhecidos por 

apresentarem atividades antibacterianas (MORAIS et al., 1990; HIMEJIMA; KUBO et 

al., 1993); antifúngicas (ADAWADKAR AND SOHLY, 1982); antioxidantes 

(AMORATI et al., 2001), antitumorais (ITAKOWA, et al., 1989; CHEN et al., 1998).  

O ácido anacárdico (AA), principal componente do LCC, foi estudado por 

diversos autores, os quais constataram ação antibacteriana, através de testes com 

H.pylori em bactérias gram negativas, com S.aureus comparando a estrutura ativa 

do A.A na bactéria e o consequente sinergismo entre ambos (KUBO; LEE E KUBO., 

1999; KUBO; NIHEI E TSUJIMOTO., 2003; MUROI et al., 2004 A sua atividade 

antioxidante foi relatada por Negabhushana et al (2002) através da quelação dos 

íons Fe+2 e Cu+2. O AA apresentou citotoxicidade moderada em experimento in vitro 

(KUBO; NIHEI E TSUJIMOTO, 2003), assim como citototoxicidade e genotoxicidade 

in vivo (ACEZEDO et al., 2006), mas não atividade mutagênica quando administrado 

oralmente em camundongos (CARVALHO et al., 2011).  

 Além disso, Kubo et al., (2011) relataram que o cardol isolado a partir 

de Anacardium occidentale foi moderadamente citotóxico em  células de melanoma. 

Lee et al, (1998), relataram  que o cardanol isolado a partir do Ginko biloba exibiu 

efeitos inibitórios contra a PI-PLCg1 e foi citotóxico perante células oncológicas in 

vitro, com excessão das normais de colón; já Teerasripreecha et al (2012), 

demonstrou em experimento in vitro com linhagens celulares oncológicas, que os 

compostos cardol e cardanol apresentaram atividade antiproliferativa e citotóxica. 

Assim, neste trabalho foi realizado estudo do cardanol isolado a patir do LCC 

técnico, no intuito de avaliar a forma de ação deste lipídeo fenólico frente ao 

quimioterápico ciclofosfamida, em camundongos swiss. 

1.6 Ensaios Biológicos 

1.6.1 Ensaio do cometa 

O ensaio do cometa é um teste utilizado para identificar a ocorrência de 

danos genotóxicos quando um sistema, in vivo ou in vitro, é exposto a um agente 
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tóxico (SAVVA, 2000). Esta metodologia visa evidenciar a migração de fragmentos 

de DNA, em relação ao nucleóide principal, quando este é submetido a uma corrente 

eletroforética. As células com danos formam figuras semelhantes a cometas. 

Ryndenberg & Johanson (1978) foram os primeiros pesquisadores a utilizar a 

quantificação direta do DNA em células individuais; Östling & Johajnson (1984), 

incluíram neste teste a eletroforese em pH semineutro (pH 9,5), proporcionando 

maior sensibilidade do teste (TICE, 1995).  

Singh et al. (1988), introduziu a eletroforese em pH alcalino (pH > 13)  e 

transformou o ensaio do cometa em uma técnica de grande importância na detecção 

de quebras no DNA e de danos em sítios álcali-lábies, in vivo e in vitro.  Por isso, 

esta técnica é descrita como um método rápido, simples e sensível, muito utilizado 

para quantificar danos genéticos em um pequeno número de células. A técnica é 

importante, principalmente na detecção de diferenças intercelulares, quanto aos 

danos ao DNA e no reparo, em praticamente qualquer célula eucariótica onde seja 

possível obter uma suspensão celular, mesmo em uma amostragem pequena. Além 

disso, os resultados podem ser obtidos em um dia e o custo para realiza-la é 

reduzido. A sensibilidade do ensaio cometa em detectar danos em células 

individuais pode se equiparar a outros métodos que avaliam danos em uma 

população de células (OLIVE et al., 1992; FAIRBAIRN et al., 1995; RIBAS, 1995; 

ROSS et al., 1995; TICE, 1995; KLAUDE et al., 1996; ANDERSON et al., 1998; TICE 

et al., 2000; FRIEAUFF et al., 2001). 

O ensaio é realizado por meio da deposição de células em lâminas pré-

recobertas com agarose, seguida de lise, desnaturação do DNA e eletroforese em 

pH alcalino (pH > 13). Após, as lâminas são neutralizadas, fixadas e coradas com 

um agente intercalante para posterior análise dos cometas a partir do DNA 

fragmentado em microscopia de fluorescência. Por se tratar de um teste muito 

aplicado, as técnicas de isolamento celular e as condições do experimento podem 

sofrer variações, e por isso a sensibilidade do teste pode ser reduzida, tais 

condições como a natureza química e o mecanismo de ação do agente mutagênico, 

a concentração e quantidade de agarose de baixo ponto de fusão, composição da 

solução de lise, tempo de lise, tempo de desnaturação alcalina do DNA, composição 

e temperatura do tampão de eletroforese, as condições de corrida, a coloração do 

DNA entre outros (OLIVE et al., 1992; SPEIT e HARTMANN, 1999). 
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Os cometas gerados por esta técnica podem ser analisados em microscópio 

de fluorescência, utilizando-se agentes intercalantes de DNA tal como o brometo de 

etídio, DAPI, SYBR green (KOBAYASHI, 1995). Eles são classificados por analise 

visual em: classe 0 – nucleóides sem danos e que não apresentam cauda; classe 1 

– nucleóides com cauda menor que o diâmetro do nucleóide; classe 2 – nucleóides 

com cauda de tamanho ente 1 a 2 vezes o diâmetro do nucleóide; classe 3 – 

nucleóides com cauda 2 vezes maior que o diâmetro do nucleóide. Nucleóides de 

células apoptóticas, que se apresentam totalmente fragmentados geralmente não 

são contabilizados (SPEIT et al., 1996). 

 

1.6.2 Ensaio do micronúcleo em sangue periférico 

 Hayashi et al., (1990) descreveram a técnica de micronúcleo em sangue 

periférico utilizando a coloração com Laranja de Acridina,  corante que  intercala-se 

com moléculas de DNA e que após sofrer exposição à radiação ultravioleta emite 

uma fluorescência de cor amarela. Entretanto, quando o mesmo se liga ao RNA, 

sem a capacidade de se intercalar, a fluorescência emitida é vermelha. Tais 

propriedades permitem a identificação dos reticulócitos, eritrócitos jovens ricos em 

RNA em nível citoplasmático, que se coram em vermelho devido presença desse 

ácido nucléico. Já os micronúcleos que possuem DNA em sua constituição coram-se 

em amarelo e podem ser localizados no meio ou nas bordas das regiões coradas em 

vermelho.  

Os Micronúcleos, de acordo com Tucker & Preston (1996), são utilizados 

para quantificar a exposição a agentes químicos ou físicos; e por se tratar de um 

procedimento importante é amplamente utilizado em pesquisas toxicogenéticas para 

avaliação da capacidade cancerígena de um composto (KRISHNA e HAYASHI, 

2000).  

Kishi et al., (1992) demonstram em estudos comparativos entre a técnica 

convencional, em medula óssea, corada por Giemsa, e a técnica que utiliza pré-

coloração com Laranja de Acridina , uma boa correlação, reforçando que todas as 

técnicas mostram-se adequadas para este tipo de avaliação. Porém, a técnica de 

sangue periférico apresenta a vantagem de que um mesmo animal poderá fornecer 

várias amostras de material, sem a necessidade de eutanásia do mesmo (CSGMT, 

1992). Isto permite avaliar o perfil da frequência de micronúcleos em um mesmo 



21 

 

 

animal ao longo de um tratamento agudo, subcrônico e crônico; possibilitando assim, 

o estudo da recuperação deste mesmo indivíduo, após a suspensão das 

administrações das drogas-teste (OLIVEIRA, 2009). 

  

1.6.3 Ensaio de Fagocitose Esplênica  

O baço, segundo Groom, Schmidt e Macdonald (1991) é um órgão dividido 

em compartimentos compostos por trabéculas de tecido conjuntivo, a partir da 

cápsula. A região medular do parênquima apresenta três áreas: polpa vermelha, 

polpa branca e zona marginal. A polpa vermelha é formada pelos seios esplênicos 

(sinusóides) entre os quais se situam os cordões de Billroth e dos plexos 

sanguíneos. Nesta região encontram-se predominantemente macrófagos, hemácias 

e plaquetas. A polpa branca é formada por nódulos linfáticos; enquanto que as 

bainhas em torno das arteríolas, se apresentam como zonas branco-acinzentadas 

difusas na polpa vermelha, onde são encontrados predominantemente linfócitos. A 

zona marginal situa-se na periferia da zona branca e contém as artérias marginais  

O baço é um órgão responsável pela fagocitose; da qual sua ocorrência ou 

não depende de três processos seletivos: (I) superfície dos tecidos, quanto maior 

rugosidade maior probabilidade de fagocitose; (II) da presença ou não de proteínas 

protetoras, que repelem os fagócitos, no caso dos tecidos necrosados e partículas 

estranhas não há esta proteção; e (III) da ativação do sistema imunológico (cascata 

do complemento), em que o C3 liga-se na membrana do fagócito, iniciando assim a 

fagocitose (GUYTON e HALL, 2000). Acredita-se que as células ao entrarem em 

fagocitose por um destes meios citados, bem como após sofrerem lise celular, fazem 

com que a fagocitose esplênica também seja efetiva na retirada de células 

anucleadas e/ou micronucleadas bem como àquelas que tiveram lesão de 

membranas (BOATRIGHT e SALVASEN, 2003). 

Cerca de 1,2% de todas as hemácias do organismo são removidas 

diariamente pelos fagócitos, sendo 50% dessa remoção feita pelo baço. Este órgão 

também é considerado um dos principais órgãos do sistema imunológico, pois as 

células esplênicas capturam antígenos e os apresentam aos linfócitos T e B, que 

irão interagir e estimular a geração de plasmócitos secretores de anticorpos; assim 

como uma importante fonte de células hematopoiéticas, especialmente em casos de 

anemia grave. Além de ser responsável pelo seqüestro de elementos do sangue, em 
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humanos, o baço contém de 30 a 40% das plaquetas do corpo; 80 a 90% da massa 

total das plaquetas, as quais quando isoladas nos interstícios da polpa vermelha do 

baço, podem ocasionar plaquetopenia. Da mesma maneira que o baço pode 

seqüestrar leucócitos apresentando quadro de leucopenia (MEBIUS e KRAAL, 

2005). 

  

1.6.4 Ensaio de apoptose  

O processo natural de morte celular programada foi descrito pela primeira 

vez por Walther Flemming (1885); e este foi denominado de apoptose por Kerr 

(1972). Raff (1992) descreveu morfologicamente a diferença entre morte celular e 

necrose; assim este foi caracterizado pela clivagem da cromatina e colapso nuclear, 

pela condensação do citoplasma e pelas mudanças na membrana plasmática e 

ausência de inflamação. 

A morte celular programada é uma forma fisiológica responsável pelo 

balanceamento da proliferação celular e manutenção das células que sofrem 

constantemente renovação celular, funciona também como um mecanismo de 

defesa por meio do qual células lesadas ou potencialmente perigosas podem ser 

eliminadas para o bem do organismo como um todo.  

A utilização de métodos confiáveis e reprodutíveis para identificar e 

quantificar a apoptose é uma condição essencial na diferenciação da apoptose em 

grupos sinalizados (MAURO, 2011). Assim, a técnica de Rovozzo (1973), adaptada 

por Mauro et al. (2011), foi novamente readaptada por Navarro et al., (2014) para 

utilização em experimentos in vivo a fim de identificar células apoptóticas por meio 

de análise do padrão de fragmentação do DNA nuclear, a partir de coloração com 

Alaranjado de Acridina, foi utilizada neste ensaio.  

 

1.6.5 Contagem diferencial de células do sangue 

 O sistema hematopoiético é um processo pelo qual novas células mieloides e 

linfoides, as quais serão formadas de forma dinâmica através de um sistema 

complexo (MORRISON, UCHIDA e WEISSMAN, 1995), em presença de citocinas 

(AKASHI et al., 2000). A diferenciação das células- tronco hematopoiéticas por um 

dos dois caminhos, linfóide e mielóide, dá origem a células T, B e NK ou monócitos, 

granulócitos, eritrócitos e plaquetas (ABKOWITZ et al., 2000; AKASHI, 2005). Os 
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leucócitos, células brancas, desempenham importante função na defesa do 

organismo, pois cada subtipo possui funções específicas; tais como os neutrófilos, 

granulócitos que participam da fagocitose, destruição de bactérias e fungos, assim 

como da reação inflamatória aguda (VELDERS e FIBBE, 2005); os eosinófilos, os 

quais realizam a mediação de processos inflamatórios associados à alergia, defesa 

contra verminoses e alguns distúrbios cutâneos e neoplásicos (SANDERSON, 

1992). Os basófilos são células efetoras das reações de hipersensibilidade imediata 

(GALLI, 1993); enquanto que os monócitos atuam nos tecidos e participam da 

fagocitose de células senescentes ou mortas e de corpos estranhos (SUZUKI et al., 

2004).  

Os leucócitos são responsáveis pela resposta imunológica de organismos; a 

 imunidade humoral ligada à produção de anticorpos (linfócitos B) e a imunidade 

celular ligada à proliferação de células efetoras. A participação dessas células em 

processos imunes e inflamatórios ocorre através do reconhecimento e destruição de 

células anormais. (ABBAS e LICHTMAN, 2005). Em animais roedores, a 

quantificação dos leucócitos inclui a contagem total e diferencial em torno de 2 e 

10x103/mm3. Estes parâmetros podem ser utilizados em diagnósticos como 

biomarcadores, uma vez que podem sugerir lesões em outros órgãos ou tecidos, 

dado que as alterações neste perfil podem indicar infestações e infecções ou até 

mesmo mudanças ambientais (SHAHSAVANI et al., 2010).  

A contagem diferencial de células do sangue é um importante teste, e é 

muito utilizado para a avaliação imunológica. Esta técnica de contagem, pode 

também auxiliar na compreensão do processo hematopoiético, identificando 

possíveis doenças hematológicas ou não hematológicas, assim como o tratamento 

das mesmas (EVANS, 1997). No presente estudo, foi utilizado o Kit panótico para 

realização deste teste, para auxiliar os dados coletados dos ensaios biológicos 

anteriormente citados. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a genotoxicidade, a mutagenicidade, o potencial imunomodulatório, 

quimiopreventivo e apoptótico do cardanol in vivo. 

 

2. 2 Objetivos específicos 

 

Avaliar os efeitos genotóxicos do cardanol, por meio do ensaio do cometa; 

Avaliar a mutagenicidade do cardanol, por meio do ensaio do micronúcleo 

em sangue periférico. 

Avaliar a atividade imunoestimulatória do cardanol, por meio dos ensaios de 

fagocitose esplênica e contagem diferencial de células do sangue; 

Avaliar a atividade apoptótica do cardanol, por meio do ensaio de apoptose.  

Avaliar os parâmetros biométricos dos animais submetidos aos diferentes 

tratamentos com cardanol e ciclofosfamida, através dos pesos relativos dos órgãos 

e/ ou variação de peso. 

Avaliar a genotoxicidade, a mutagenicidade, o potencial imunomodulatório, 

quimiopreventivoe apoptótico do cardanol de cadeia lateral saturada frente ao 

quimioterápico cilcofosfamida in vivo. 
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Resumo 

Em função da provável atividade antioxidante do cardanol o mesmo possui 

indicativo para testes na área de genética toxicológica e carcinogênese. Por isso 

avaliou-se a genotoxicidade, a mutagenicidade, o potencial imunomodulatório, 

quimiopreventivo e apoptótico do cardanol de cadeia lateral saturada (2,5, 5 e 

10mg/Kg), isolado e em associação com a ciclofosfamida (100mg/Kg), em 

camundongos Swiss. Os resultados indicaram que o cardanol é genotóxico e 

mutagênico para a menor e a maior doses testadas, respectivamente, e não 

estimula fagocitose esplênica e nem apoptose. Quando associado a ciclofosfamida 

apresenta atividade antigenotóxica, antimutagênica, sendo essa mais expressiva, e 

antiapoptótica. Destaca-se ainda que o cardanol associado e/ou isolado possui baixa 

atividade imunomodulatória. Assim, considera-se que o cardanol não deve ser usado 

em associação com o agente antitumoral ciclofosfamida e em especial como um 

coadjuvante quimioterápico. No entanto, pela sua baixa toxicidade, a relação 

risco/benefício, sugere o seu uso como quimiopreventivo o que demonstram 

potencial terapêutico. 

 

Palavras–chave: lipídeo fenólico, quimioterapia, micronúcleo, ensaio do 

cometa, apoptose 
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Abstract 

 

According to the possible antioxidant activity of cardanol about same indication for 

testing in the field of genetic toxicology and carcinogenesis. Therefore we evaluated 

the genotoxicity, mutagenicity, the immunomodulatory potential chemopreventive and 

apoptotic saturated cardanol side chain (2.5, 5 and 10mg/kg), alone and in 

combination with cyclophosphamide (100mg/kg) in Swiss mice. The results indicated 

that the cardanol is genotoxic and mutagenic for the lowest and the highest doses 

tested respectively; and does not stimulate phagocytosis and splenic or apoptosis. 

However, when associated with cyclophosphamide has antigenotoxic activity, 

antimutagenic, this being more expressive, and antiapoptotic. Note also that the 

cardanol associated and / or has low immunomodulatory activity isolated . Thus, it is 

considered that the cardanol should not be used in association with chemotherapy 

cyclophosphamide and in particular as a chemotherapeutic adjuvant. However, its 

low toxicity, suggests its use as a chemopreventive ,  risk / benefit ratio, 

demonstrating the therapeutic potential. 

 

 

Palavras-chave em inglês: phenolic lipids, chemotherapy, micronucleus, comet 

assay, apoptosis. 
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1. Introdução 

  

 O câncer é uma doença crônico-degenerativa de alta prevalência global 

(FERREIRA; OLIVEIRA, 2006; FLORIANI; SCHARMM, 2006). É reconhecida como 

uma importante questão de saúde pública (INCA, 2014) e segundo a Organização 

Mundial de Saúde foi responsável pela morte de 8,2 milhões de indivíduos no ano de 

2012. Essas mesmas instituições estimam que em 2030 cerca de 75 milhões 

pessoas terão câncer e 17 milhões de mortes ocorrerão por causa dessa doença no 

mundo (FERLEY, 2012; IARC, 2014 OMS, 2014). 

  Diante deste cenário, estudos que busquem compostos naturais com 

capacidade de proteger o DNA, bem como elucidem possíveis mecanismos 

quimiopreventivos ou quimioterápicos são cada vez mais necessários. A 

quimioprevenção, segundo SPORN (1976) é definida como o uso sistêmico de 

agentes químicos naturais ou sintéticos, para reverter ou suprimir a transformação 

de lesões pré-malignas em malignas. Dentre essas substâncias destacam-se 

aquelas com atividades antioxidantes (MIGUEL et al., 2010), antigenotóxicas 

(SKANDRANI et al., 2010), antimutagênicas (MALINI et al., 2010) e capazes de 

ativar vias de reparo de DNA (DUARTE et al., 2009). 

 Um forte candidato a apresentar essas atividades é o líquido das cascas da 

castanha de caju. Estudos demonstraram que os lipídeos fenólicos obtidos do 

líquido das cascas da castanha de caju (Figura 1) possuem atividade antibacteriana 

(BOUTTIER et al., 2002; KUBO; NIHEI AND TSIMOTO, 2003 e KUBO et al., 2006), 

antioxidante e antimutagênica (MELO CAVALCANTE et al, 2003; TREVISAN et al, 

2006; RODRIGUES et al, 2006; DE LIMA et al, 2008). Dentre os lipídeos fenólicos, o 

cardanol foi selecionado para estudo, o qual é um lipídio com longa cadeia alifática 

ligada ao um anel fenólico (BRADY et al., 2000 e BAERSON et al., 2010; STASIUK; 

KOZUBEK, 2010). Para este composto já foram descritas as ações antibacteriana 

(BEGUM et al., 2002), larvicida ( LAMONACO et al., 2009) e antioxidante 

(TREVISAN et AL., 2006). Considerando estas promissoras atividades biológicas, a 

presente pesquisa teve por objetivo avaliar a genotoxicidade, a mutagenicidade, o 

potencial imunomodulatório, quimiopreventivo e apoptótico do cardanol de cadeia 

lateral saturada em camundongos Swiss. 
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Figura 01. Estrutura química dos lipídios fenólicos obtidos do LCC (Líquido das 
Cascas da Castanha de caju). 

Estruturas que compõem o LCC estão indicadas por I, II, III e VI. 

 

2. Material e métodos 

2.1 Obtenção do Cardanol 

 

 O cardanol foi obtido de acordo com a técnica descrita por SRINAVASA RAO 

et al. (2002) com modificações. Primeiramente, 5 g de do líquido das cascas da 

castanha de cajú técnico (Cascaju Agroindustrial S/A; Lote 2001) foram solubilizadas 

em 30 mL de metanol e 20 mL de hidróxido de amônio. A solução foi misturada em 

agitador magnético por 10 minutos. O cardanol foi extraído com hexano (3 x 20 mL), 

e as fases hexânicas foram reunidas e neutralizadas com HCl 0,1M (2 x 20 mL), 

sendo o solvente a seguir evaporado. Procedeu-se uma cromatografia em camada 

delgada e as cromatofolhas, reveladas por ultravioleta, demonstram a presença de 

cardanóis e outros lipídios fenólicos. Para a separação de tais compostos, fez-se 

uma cromatografia líquida em coluna, sílica-gel tipo flash, sendo o eluente composto 

de 10/1 de hexano/acetato de etila (v/v). Obteve-se aproximadamente 1,3 g de 

cardanóis de cadeia insaturada deste processo. A mistura de cardanóis de cadeia 

insaturada foi submetida a uma hidrogenação catalítica em hidrogenador 

Parr3911EG® para a conversão dos compostos de cadeia insaturada em cardanol 

de cadeia saturada (Figura 2). Uma amostra de 1.8 g de cardanóis foi solubilizada 

em 50 mL de etanol, juntamente com 0,1 g de (Pd-C) Paládio em carvão ativo 

(10%). A solução foi hidrogenada em agitação por sete horas a pressão de 50 psi, 

sendo a seguir filtrada com celite. O produto foi previamente purificado por 

cromatografia líquida em coluna, com o mesmo eluente anteriormente empregado, 
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sendo o produto, 3-pentadecilfenol, recristalizado em etanol a 90%. O sólido 

cristalino branco (1.1 g) foi posteriormente analisado por Ressonância Magnética 

Nuclear (RMN de 1H), confirmando a pureza do composto (Figura 2). 

 

 

Figura 02. Hidrogenação catalítica da mistura de cardanóis. 

As estruturas I,II,III e IV : representação da mistura de cardanóis com cadeia lateral não saturada 

A estrutura V: representação do cardanol com cadeia lateral saturada, após hidrogenação catalítica 

2.2 Delineamento experimental 

 

O cardanol foi primeiramente diluído em Tween 80 (4%) (WENT, 1977) e 

posteriormente em etanol (1%). O composto foi administrado nas doses de 2,5; 5,0 e 

10,0mg/kg p.c., i.p. A dose 2,5 mg\kg foi baseada em experimento realizado por Wu 

et al., 2011 na dose 2mg/kg, as maiores doses foram propostas por nosso grupo. 

Como controle positivo foi utilizado o agente quimioterápico ciclofosfamida 

(Fosfazeron®, laboratório Ítaca, REG. M.S. Número 1.26030056002-1; Batch 

063020, Brasil) na dose de 100mg\kg de peso corpóreo (p.c.) administrado via 

intraperitoneal (i.p.) em dose única (Navarro et al., 2014). 

 Foram utilizados 40 camundongos da linhagem Swiss (Mus musculus), 

machos e sexualmente maduros, provenientes do Biotério Central do Centro de 

Ciências Biológicas e Saúde da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul 

(CCBS/UFMS). Os animais foram divididos em 8 grupos experimentais (n = 5). 

Durante todo o experimento os camundongos foram mantidos em caixas de 

propileno recobertas por sepilho e alimentados com ração comercial (Nutival®) e 

água filtrada ad libitum. A luminosidade e temperatura foram controladas utilizando-

se de fotoperíodo de doze horas (12 horas no escuro + 12 horas no claro), com 
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temperatura de 22º±2°C e umidade de 55%±10%, em estante ventilada (ALESCO®). 

O experimento foi realizado segundo as diretrizes da Declaração Universal dos 

Direitos dos Animais e com e aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais da 

UFMS (Protocolo Número 399/2011 e 523\2013). 

Para fins comparativos, todos os tratamentos, que incluem o cardanol, foram 

realizados com o veículo Tween 4% e etanol 1%. Já aqueles que incluem a ciclofos-

famida utilizou-se o veículo solução fiológica 0,9%. Os grupos experimentais e a do-

sagem dos compostos são apresentados na tabela 1. As aplicações ocorreram si-

multaneamente. Após 24, 48 e 72h da administração do cardanol, foram coletadas 

amostras de 20µL de sangue periférico para o ensaio do micronúcleo. Após 24h co-

letou-se 20µL de sangue periférico, para realização do ensaio do cometa. Outra alí-

quota de 20µL foi coletada em 72h para a contagem diferencial de células do san-

gue. Após 72h de experimentação os animais foram submetidos à eutanásia para 

coleta de órgãos para os ensaios de fagocitose esplênica e de apoptose. 

 

 Cardanol Ciclofosfamida 

C- - - 
CP - 100mg/kg 
Car-2,5 2,5mg/kg - 
Car-5 5µm/kg - 
Car-10 10mg/kg - 
CP+Car-2,5 2,5mg/kg 100mg/kg 
CP+Car-5 5mg/kg 100mg/kg 
CP+Car-10 10mg/kg 100mg/kg 

Tabela 01. Grupos experimentais e dosagem dos compostos 

  

2.3 Ensaios Biológicos 

2.3.1. Ensaio do Cometa 

O ensaio do cometa foi realizado segundo as descrições de SINGH et al. O 

material foi analisado em microscópio de epifluorescência (Bioval®, Modelo L 

2000A) em aumento de 40x, com filtro de excitação 420-490nm e filtro de barreira 

520nm como descrito por KOBAYASHI et al, (1995). Foram analisadas visualmente 

100 células por tratamento. O escore total foi calculado pela somatória dos valores 

resultantes da multiplicação do total de células com danos observadas em cada 

classe de lesão as quais pertenciam pelo valor da classe.  
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2.3.2 Ensaio do Micronúcleo em Sangue Periférico 

O ensaio do micronúcleo em sangue periférico foi realizado segundo 

HAYASHI et al. (1990) com modificações de OLIVEIRA et al. (2009). Uma alíquota 

de 20µL de sangue periférico foi colocada sobre uma lâmina previamente recoberta 

por 20μL de Alaranjado de Acridina (1,0mg/mL). Em seguida depositou-se uma 

lamínula sobre o material biológico e a lâmina permaneceu em freezer (-20°C) por 

um período mínimo de sete dias. Analisou-se 1.000 células (reticulócitos) por animal 

em microscópio de epifluorescência (Bioval®, Modelo L 2000A), na objetiva de 40x, 

com filtro de excitação 420-490nm e filtro de barreira 520nm. 

 

2.3.3 Ensaio de Fagocitose Esplênica 

 

Um fragmento do baço, aproxidamente 1/3 do tamanho do órgão, foi 

macerado em solução fisiológica 0,9%. 100µL da suspensão celular foram colocadas 

em uma lâmina previamente corada com 20µL de Alaranjado de Acridina (1,0mg/mL) 

e recoberta por uma lamínula. As lâminas foram estocadas em freezer até o 

momento da análise. A análise foi feita em microscópio de fluorescência (Bioval®, 

Modelo L 2000A) em um aumento de 40x com filtro de 420-490nm e filtro de barreira 

de 520nm. Foram analisadas 200 células por animal. A ausência ou presença de 

fagocitose foi baseada na descrição de HAYASHI et al. (1990) e ISHII et al. (2011). 

 

2.3.4 Ensaio de apoptose 

 

100µL de uma solução de macerado de baço, fígado ou rim foram utilizados 

para confecção de um esfregaço. Após este procedimento, fixou-se a lâmina em 

Carnoy por 5 minutos e em seguida a mesma foi submetida a uma bateria de 

concentrações decrescentes de etanol (95%, 75%, 55% e 25%), seguida de 

lavagem com Tampão McIlvaine por 5 minutos, coloração com alaranjado de 

acridina (0,01%, 5 minutos) e nova lavagem com o tampão. A identificação das 

células em apoptose (100 células/animal) se deu por meio da análise de padrões de 

fragmentação do DNA segundo ROVOZZO (1973) e NAVARRO et al. (2014). Os 
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procedimentos foram realizados em microscópio de epifluorescência (Bioval®, 

Modelo L 2000A) em aumento de 40x, com filtro de excitação 420-490nm e filtro de 

barreira 520nm. 

 

2.3.5 Contagem Diferencial de Células do Sangue 

 

20µL de sangue periférico foram utilizados para fazer um esfregaço em 

lâmina histológica. Essas foram secas ao ar livre e coradas com Giemsa (10%) por 

10 minutos. A leitura das lâminas foi feita por microscopia de campo claro (Motic®, 

modelo BA 310) em aumento de 1.000x. Foram analisadas um total de 100 

células/animal e diferenciadas em linfócitos, neutrófilos, monócitos, eosinófilos e 

basófilos. 

 

2.3.6 Cálculo da porcentagem de redução de danos (RD%) e análise estatística 

 

A porcentagem de redução de danos foi calculada de acordo com a fórmula 

proposta por MANOHARAN & BENERIEE (1985) e WATERS et al. (1990). Esse 

resultado permite inferir a capacidade quimiopreventiva de uma substância quando 

essa é associada a uma substância sabidamente mutagênica. Os valores foram 

expressos em média ± SEM e os dados foram analisados por ANOVA/Tukey pelo 

software GraphPad Prism (version 3.02; Graph-Pad Software Inc., San Diego, CA, 

USA) . O nível de significância adotado foi de p<0,05. 

 

 

          RD% =      Média do controle positivo – Média do grupo associado 
                            Média do controle positivo – Média do controle negativo 
     

 

 

3. Resultados 

3.1 Obtenção do cardanol 

 

X 100 
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 A extração do cardanol de cadeia saturada do líquido das cascas da castanha 

de caju seguiu o protocolo descrito anteriormente, descrito por SRINAVASA et al. 

(2002). No entanto, o grau de pureza necessário não foi alcançado. Esse fato 

determinou a realização de uma cromatografia líquida em coluna para a obtenção da 

pureza da mistura de cardanóis, o que culminou num rendimento de 26% em massa. 

Finalmente, por hidrogenação catalítica dos cardanóis pode obter o rendimento de 

61% em massa. O cardanol, 3-pentadecilfenol, foi então purificado por cromatografia 

líquida em coluna, tendo a pureza do composto para os ensaios de atividade 

biológica reforçada por um processo extra de recristalização em etanol a 90%. A 

pureza foi confirmada por espectroscopia de RMN de 1H a frequência de 300 MHz 

em CDCl3. Os dados espectroscópicos foram comparados com os mesmos já 

descritos na literatura confirmando a pureza do produto. 

 

3.2 Ensaios Biológicos 

 

3.2.1.  Parâmetros Biométricos dos animais:  

 

Os pesos inicial e final e o ganho/redução de peso dos animais durante o 

período experimental não apresentaram diferenças estatisticamente significativas 

(Tabela 2). O peso relativo dos rins e coração coletados dos animais não 

apresentaram diferenças estatisticamente significativas. O peso relativo do fígado 

apresentou redução (p<0,05) no grupo tratado com ciclofosfamida e cardanol na 

menor dose e uma tendência à redução nas duas outras associações, o mesmo 

aconteceu com o peso do baço. O peso relativo do pulmão apresentou redução 

(p<0,05) somente no grupo tratado com ciclofosfamida associada ao cardanol na 

menor dose (Tabela 3). 

 

3.2.2. Ensaios do cometa e micronúcleo: 

 

 Os resultados observados para o ensaio do cometa mostram que a menor 

dose do cardanol testata demonstrou atividade genotóxica (p<0,05) e as outras duas 

doses testadas apresentaram uma tendência ao aumento de danos genômicos. A 
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administração do cardanol determinou aumento de 2,03, 1,74 e 1,67x se comparado 

à ocorrência de danos no grupo controle. A avaliação da antigenotoxicidade 

demonstrou-se significativa para a maior dose de cardanol e uma tendênica para as 

outras doses testadas. As %RD foram de 31,76; 18,90 e 18,90% para as doses de 

2,5; 5,0 e 10µg/kg, respectivamente (Tabela 4).  

Já para o ensaio do micronúcleo, a avaliação após 24h de tratamento 

demonstrou que a menor dose do cardanol não foi mutagênica. No entanto, a maior 

dose apresentou aumento (p<0,05) da ordem de 1,63x. Os resultados demonstraram 

relação dose-resposta. Após 48h, a mutagenicidade da maior dose não se manteve, 

porém foi observada uma tendência de aumento dose dependente. Já na avaliação 

após 72h, a mutagenicidade voltou a ser observada para a maior dose e para as 

outras duas observou-se somente uma tendência ao aumento de danos no DNA 

(Tabela 4). 

Em relação à avaliação da antimutagenicidade observou que há uma relação 

inversamente proporcional, ou seja, quanto maior a dose de cardanol menor a 

atividade quimiopreventiva para todos os momentos avaliados. A redução de danos 

no DNA foi significativa para todas as doses testadas e em todos os momentos, e as 

%RD foram de 65, 57 e 45% após 24h, 88, 86 e 63% após 48h e 97, 92 e 77% após 

72h de tratamento para as doses de 2,5, 5 e 10µg/kg, respectivamente (Tabela 5). 

 

3.2.3.  Ensaio de Fagocitose Esplênica:  

 

Observa-se no ensaio de fagocitose esplênica que a administração do 

cardanol isoladamente não altera os índices de fagocitose esplênica. A 

ciclofosfamida, por sua vez, aumenta (p<0,05) a frequência de fagocitose e quando 

associada ao cardanol, este não determina alterações nos índices de atividade do 

baço, quando comparado ao quimioterápico (Tabela 6).  

 

3.2.4. O Ensaio de Apoptose: 

  

Ao analisar a apoptose, nota-se que a ciclofosfamida administrada aumenta 

(p<0,05) a frequência de apoptose em células hepáticas, renais e esplênicas na 
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ordem de 10, 12,9 e 7,4x, respectivamente. A administração do cardanol 

isoladamente não causa aumento dos índices de apoptose e quando associado à 

ciclofosfamida reduz (p<0,05) os efeitos apoptóticos causados por esse 

quimioterápico (Tabela 7). Observa-se também que a redução dos efeitos 

apoptóticos da ciclofosfamida é da ordem de 6, 5,6 e 6,4x para o fígado; 5,6, 4,3 e 

2,3x para os rins e 6,8, 5,3e2,8x para o baço para as doses de 2,5, 5,0 e 10,0mg/kg, 

respectivamente. 

 

3.2.5. Contagem Diferencial de Células do Sangue:  

 

A análise estatística da contagem diferencial de células sanguíneas dos 

animais demonstrou que não há diferenças significativas para a freqüência de 

monócitos, eosinófilos e basófilos entre os diferentes grupos experimentais. No 

entanto, todos os grupos apresentam uma discreta basofilia e os grupos tratados 

com as duas menores doses de cardanol e a maior dose associada à ciclofosfamida 

uma discreta eosinofilia. Somente o grupo tratado com a maior dose de cardanol 

apresentou monocitose (Tabela 8).  

Em relação aos linfócitos e neutrófilos pode-se perceber uma redução e um 

aumento (p<0,05), respectivamente para o grupo tratado com a ciclofosfamida 

associada à menor dose do cardanol. Esse mesmo grupo foi o único que apresentou 

valores fora dos padrões de referência. 

4. Discussão 

 

Dentre os diferentes compostos com possível atividade antioxidante, optou-se 

pela avaliação do cardanol que se mostrou capaz tanto de causar quanto prevenir 

danos genotóxicos. Quando administrado isoladamente observou-se correlação 

inversamente proporcional quando avaliada a dose e a frequência de lesões no 

DNA, ou seja, quanto menor a dose maior a quantidade de células com danos no 

DNA. No entanto, as diferenças entre as doses não são significativas (p>0,05). Fato 

ainda a ser considerado é que a dose mais genotóxica (menor dose) também se 

mostrou a mais antigenotóxica e a porcentagem de redução de danos foi 1,68x 

maior que as outras duas doses testadas. Esse fato também foi observado por 

OLIVEIRA et al. (2013) que avaliou a β-glucana e observou que o mesmo composto 
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pode se comportar hora como genotóxico e hora como antigenotóxico. O mesmo foi 

observado por MIYAJIET et al (2004) em ensaio realizado com Lentinula edodes 

(Berkeley) Pegler e por OLIVEIRA et al (2009) em extratos de Caesaria sylvestris.  

Quando avaliado o ensaio do micronúcleo, a dose hora genotóxica, e também 

com o melhor efeito antigenotóxico, não apresentou atividade mutagênica. Manteve-

se ainda como aquela capaz de melhor proteger o DNA de mutações o que foi 

traduzido pelas maiores porcentagens de redução de danos nos três tempos de 

análise. Esses resultados permitem inferir que as lesões genotóxicas não foram 

fixadas no DNA na forma de mutações. Isto ocorre, pois as lesões detectadas pela 

versão alcalina do cometa pH>13, tais como danos diretos do tipo quebras de fita 

simples e duplas, sítios álcali-lábeis, crosslinks e sítios de reparo por excisão, e 

danos indiretos como lesões por metilação e adutos, que sendo álcali-lábeis, se 

expressam como quebras de fita simples frente ao tratamento alcalino (SINGH et al., 

2000; TICE et al., 2000; HERMETO et al., 2014), podem ser reparadas e não se 

tornar mutações (OLIVEIRA et al., 2007). A antimutagênese pode ser mediada por 

dois mecanismos: a bioantimutagênese e a desmutagênese. Na bioantimutagênese, 

o antioxidante modularia o reparo e a replicação do DNA por meio de enzimas. No 

entanto, como o tratamento foi administrado de forma simultânea, ou seja, o agente 

quimioterápico e o agente antioxidante foram aplicados em seqüência, pode também 

ter ocorrido a ação desmutagênica. O modo de ação desmutagênico baseia-se 

principalmente na capacidade de um composto adsorver outro impedindo assim a 

sua ação (KADA et al., 1982; KADA AND SHIMOI, 1987; DE FLORA, 1998; 

DUARTE et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2006, 2007, 2009, 2013, 2014).  

Quando relacionada a frequência de micronúcleo após 72h de tratamento e 

a porcentagem de fagocitose esplênica pode-se observar que as menores 

frequências de micronúcleo estão relacionadas às maiores frequências de fagocitose 

esplênica. Este fato sugere que esteja ocorrendo a imunoestimulação causada pela 

ciclofosfamida, visto que o baço é responsável pela retirada de células 

micronucleadas da circulação sistêmica (ZU-WEI et al., 1992; BAZO et al., 2002) e 

esse quimioterápico, quando administrado isoladamente ou em associação com o 

cardanol, seria uma fonte de danos genéticos o que induziria o aumento da atividade 

fagocítica. No entanto, o cardanol neste contexto demonstrou que essa 

imunoestimulação não foi um mecanismo que favoreceu a ação antimutagênica, já 
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que mesmo em alta porcentagem de redução de danos mutagênicos, de até 97%, a 

frequência de fagocitose não aumentou em relação ao grupo ciclofosfamida. 

Apesar dos indícios de imunomodulação inferidos pelo aumento da atividade 

fagocítica do baço a análise da contagem diferencial de células do sangue não 

demonstrou variações com relevâncias biológicas, sendo, portanto, contrários ao 

que foi descrito por Abbas e Lichtman (2005); Lorenzi (2006) e SNUSTAD 

;SIMMONS (2008) , os quais referem presença de leucócitos como elementos 

efetores da resposta imune humoral  e celular, no processo fagocitário, através do 

reconhecimento e morte de  células infectadas, anormais e tumorais. 

O ensaio de apoptose corrobora os dados do micronúcleo, ou seja, quanto 

maior a dose de cardanol associado à ciclofosfamida, menor a porcentagem de 

redução de danos e à medida que a porcentagem de redução de danos diminui há o 

aumento dos níveis de apoptose induzidos pelos danos mutagênicos causados pelo 

quimioterápico. Essa interpretação é válida para fígado, rins e baço. Destaca-se 

ainda que o cardanol é capaz de reduzir os níveis de apoptose causados pelo 

antineoplásico ciclofosfamida. O efeito antineoplásico desse fármaco é devido à sua 

capacidade de causar alterações genéticas que levam as células tumorais à morte 

celular por apoptose. 

O mais comum é que a apoptose atue na eliminação de células 

micronucleadas, ou seja, com danos clastogênicos (FENECH et al., 1999). Porém, 

VUKICEVIC et al. (2004) considera que uma alta frequência de apoptose pode 

correlacionar-se a danos genéticos que não resultariam no aumento visível de 

micronúcleos e que também é possível que o aumento de micronúcleos mesmo 

quando os índices de apoptose apresentam-se normais. A provável explicação para 

tal fato seria uma possível supressão apoptótica nas células micronucleadas, 

tornando-se estas necróticas antes mesmo de passarem pela mitose.  

Diante do exposto, os resultados indicam que o cardanol é um lipídeo fenólico 

que não deve ser usado em associação com o quimioterápico ciclofosfamida e em 

especial como um coadjuvante quimioterápico devido à sua atividade antigenotóxica, 

antimutagênica e antiapoptótica. No entanto, pela sua baixa toxicidade observada, a 

relação risco/benefício, sugere novos estudos que possam melhor avaliar e indicar 

esse composto como quimiopreventivo para lesões no DNA induzida por agentes 

alquilantes e/ou geradores de radicais livres. Esses fatos demonstram potencial 

terapêutico. 
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4. ANEXOS 

 

 

 

 

 

 Tabela 02 - Dados biométricos dos grupos experimentais expostos ao cardanol: 

 

Grupos 
Experimentais 

Peso inicial (g) Peso final (g) Ganho de peso (g) 

C- 36,4±1,16
a 

36,2±0,80
a 

-0,2±0,38ª
 

CP 34,4±1,03
a 

34,0±0,90
a 

-0,4±0,51
a 

Car-2,5 35,6±1,96
a
 36,0±2,07

a
 0,4±0,40ª 

Car-5 34,4±0,24
a 

34,8±0,20
a 

0,4±0,24ª 

Car-10 36,8±0,49
a
 37,4±0,68

a 

 

37,4±0,68
a
 

0,6±0,51ª 

CP+Car-2,5 33,4±1,03
a
 33,4±1,43

a
 0,0±0,45ª 

CP+Car-5 34,6±1,03
a
 34,0±1,37

a
 -0,6±0,51ª 

CP+Car-10 33,8±0,86
a
 34,2±1,11

a
 0,4±0,51ª 

Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05; ANOVA/Tukey). 
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Tabela 03 - Peso relativo dos órgãos após período de experimentação: 

 

Grupos 
Experimentais 

Fígado Rins Baço Pulmão Coração 

Peso Relativo (g) 

C- 0,0574±0,0046
b 

0,0138±0,0008ª 0,0046±0,0005ª
,b 

0,0069±0,0002
b,c 

0,0054±0,0005ª
 

CP 0,0553±0,0020
b 

0,0144±0,0009ª 0,0072±0,0021
b 

0,0078±0,0003
b,c 

0,0050±0,0003ª
 

Car-2,5 0,0562±0,0029
b 

0,0135±0,0009ª 0,0041±0,0002ª
,b 

0,0088±0,0002
c 

0,0060±0,0003ª
 

Car-5 0,0518±0,0011
b 

0,0125±0,0002ª 0,0042±0,0001ª
,b 

0,0080±0,0003
b,c 

0,0047±0,0002ª
 

Car-10 0,0506±0,0000
a,b 

0,0134±0,0006ª 0,0040±0,0004
a,b 

0,0075±0,0005
b.c 

0,0049±0,0003ª
 

CP+Car-2,5 0,0428±0,0014
a 

0,0121±0,0007ª 0,0026±0,0001ª
 

0,0060±0,0006
a
 0,0049±0,0003ª

 

CP+Car-5 0,0524±0,0026
a,b 

0,0121±0,0007ª 0,0032±0,0002ª 0,0078±0,0005 
b,c 

0,0045±0,0003
a 

CP+Car-10 0,0509±0,0003
a,b 

0,0133±0,0003ª 0,0033±0,0004ª 0,0073±0,0003
a,b,c 

0,0153±0,0106ª
 

Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05; ANOVA/Tukey). 
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Tabela 04- Freqüência de células com danos no DNA, distribuição entre as classes 
de danos e escore referentes aos testes de (anti) genotoxicidade do Cardanol no 

ensaio do cometa em sangue periférico de camundongos: 

 

Grupos 
Experimentais 

Células 
com 

danos no 
DNA 

Classes de danos 

Escore 
Porcentagem 
de redução de 

danos (%) 0 1 2 3 

C- 15,2±2,26
a 

84,8±2,26 9,8±2,15 3,8±0,66 1.6±0.81 22,2±3,2
a 

- 

CP 91,4±1,86
d 

8,6±1,86 26,4±1,28 39,6±3,66 25.4±2.67 181,2±4,7
d 

- 

Car-2,5 30,8±1,43
b 

69,2±1,43 23,8±1,11 5,2±0,58 1,8±0,37 39,6±2,6
a 

- 

Car-5 
 
 
  

26,4±2,04
a,b 

73,6±2,04 17,4±1,21 6,8±2,71 2,2±0,73 37,6±5,7
a 

- 

Car-10 25,4±1,72
a,b 

74,6±1,72 20,6±2,54 3,0±0,83 1,8±0,73 32,0±1,4
a 

- 

CP+Car-2,5 67,2±6,91
c,d 

32,8±6,91 63,4±7,06 1,4±0,51 2,4±0,40 73,4±7,0
b 

31,76% 

CP+Car-5 77,0±3,62
c,d 

23,0±3,62 66,0±3,70 3,6±1,03 7,4±1,03 95,4±4,0
b 

18,90% 

CP+Car-10 77,0±2,77
c 23,0±2,77 57,4±2,65 7,8±1,06 11,8±1,59 108,4±5,7

c 
18,90% 

Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05; ANOVA/Tukey). 
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Tabela 05 - Freqüência de micronúcleo em sangue periférico de camundongos: 

 

Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05; ANOVA/Tukey). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupos 
Experimentais 

Média ± EPM Porcentagem de redução de danos % 

24h 48h 72h 24h 48h 72h 

Controles 

C- 15,0±0,94
a
 12,4±0.92

a
  12,4±0,92

a
  - - - 

CP 66,2±2,90
e
 40,8 ±3.52

e
 40,8 ±3,52

e
 - - - 

Car-2,5 15,0±0,77
a 

13,2±0.80
a,b 

13,2±0,80
a,b 

- - - 
Car-5 17,8±1,39

a,b 
14,0±0,90

a,b,c 
14,0±0,90

a,b,c 
- - - 

Car-10 24,4±1,63
b 

16,8±1,70
a,b,c 

16,8±1,70
a,b,c 

- - - 
CP+Car-2,5 32,8±0,86

c 
20,8±1,93

b,c 
20,8±1,93

b,c 
65% 88% 97% 

CP+Car-5 37,0±2,55
c,d 

22,0±1,26
c 

22,0±1,26
c 

57% 86% 92% 
CP+Car-10 42,4±0,97

d 
33,8±1,80

d,e 
33,8±1,80

d,e 
45% 63% 77% 
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Tabela 06- Número total, freqüência média ± erro padrão da média (EPM) e 
porcentagem de células com ou sem evidência de fagocitose esplênica em 

camundongos: 

 

Grupos 
Experimentais 

 Células com evidência de fagocitose 

  Média±EPM Porcentagem(%) 

C-   83,0±2,84
a 

41,5% 

CP   154,8±2,67
b 

77,4% 

Car-2,5   88,8±2,88
a 

44,4% 

Car-5   92,2±1,77
a 

46,1% 

Car-10   104,8±1,77
a 

52,4% 

CP+Car-2,5   131,6±3,20
b 

75,8% 

CP+Car-5   149,4±11,15
b 

74,7% 

CP+Car-10   159,4±5,45
b 

79,7% 
Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05; ANOVA/Tukey). 
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Tabela 07- Avaliação da apoptose em fígado, rins e baço de camundongos: 

Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05; ANOVA/Tukey). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupos 
Experimentais 

Fígado                                              Rim Baço 

 Média±EPM  Média±EPM  Média±EPM 

C-  1,8±0,37
a 

 1,4±0,24
a 

 2,6±0,24
a 

CP  18,0±0,70
d
   18,0±0,63

c
   19,2±1,02

c
  

Car-2,5  1,8±0,37
a 

 1,6±0,24
a 

 1,0±0,31
a 

Car-5  1,8±0,20
a 

 2,0±0,31
a 

 1,0±0,44
a 

Car-10  2,0±0,51
a 

 2,0±0,00
a 

 1,6±0,51
a 

CP+Car-2,5  3,0±0,31
a,b 

 3,2±0,37
a 

 2,8±0,24
a 

CP+Car-5  3,2±0,37
b 

 4,2±0,37
a 

 3,6±0,51
a 

CP+Car-10  6,4±0,67
c 

 7,8±0,58
b 

 6,8±0,73
b 
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Tabela 08 – Contagem diferencial de células do sangue periférico em camundongos: 

Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05; ANOVA/Tukey). 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tipos 
celulares 

Valores 
de 

referência 

Grupos Experimentais 

C- CP Car-2,5 Car-5 Car-10 

 
 

CP+Car-
2,5 

CP+Car-5 CP+Car-10 

Linfócitos 55-95%
 

73,2±1,98
b 

66,6±4,92
a,b 

73,8±4,75
b 

66,4±3,80
a,b 

66,6±4,36
a,b 

47,8±7,10
a 

63,6±2,73
a,b 

65,8±6,36
a,b 

Neutrófilos 10-40% 23,2±2,03
a 

31,6±4,67
a,b 

22,4±3,44
a 

26,2±2,87
a 

30,0±3,75
a,b 

48,0±7,09
b 

31,8±1,28
a,b 

28,6±5,57
a,b 

Monócitos 0,1-3,5% 1,20±0,49
a 

0,40±0.24
a 

2,60±0,74
a 

5,20±1,85
a 

2,60±1,21
a 

3,20±0,80ª
 

3,20±0,97ª
 

4,20±1,35ª 

Eosinófilos 0-0,4% 0,40±0,24
a 

0,20±0,20
a 

0,80±0,80
a 

0,60±0,40
a 

0,40±0,24
a 

0,20±0,20
a 

0,00±0,00
a 

0,60±0,60ª
 

Basófilos 0-0,3% 0,40±0,24
a 

0,40±0,24
a 

0,40±0,24
a 

2,00±1,76
a 

1,00±1,00
a 

1,00±0,54ª
 

1,40±1,40ª
 

0,80±0,58ª
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