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RESUMO

Avaliacdo da genotoxidade do capsiate (Capsicum annum) e resveratrol
suplementados em ratos wistar através do teste de micronucleo

Este estudo teve como objetivo avaliar os possiveis efeitos genotoxicos da
suplementacdo com o capsiate, extraido da pimenta Capsicum annuum (pimenta
doce), e do composto fendlico resveratrol, extraido de uvas, em ratos Wistar
através do teste de micronicleo em medula O0ssea. Sessenta e quatro ratos
machos, adultos de linhagem Wistar, foram distribuidos em quatro grupos (n=16)
e suplementados com: grupo controle negativo (GCN)- 0,5ml de solugcdo de
cloreto de sédio 0,9%; grupo controle positivo (GCP)- 50mg/kg de ciclofosfamida;
grupo capsiate (GC)- 10mg/kg de capsiate diluido em 0,5 mL de solucédo de
cloreto de sddio 0,9%; grupo resveratrol (GR)- 30mg/kg de resveratrol diluido em
0,5 mL de solucdo de cloreto de sodio 0,9%. Somente o GCP recebeu a
administracao por via intraperitoneal. Os demais grupos foram suplementados por
gavagem uma vez ao dia, durante seis semanas. Ao final das seis semanas 0s
animais foram anestesiados, sacrificados e realizado o teste de micronucleo em
medula 6ssea. A frequéncia de micronucleos em eritrocitos policromaticos do
GCN, GCP, GC e GR foram, respectivamente, 2,5+0,53, 5,7£1,03, 2,5+0,73 e
210,73 em mil células. Na comparacdo entre 0os grupos observou-se diferenca
estatistica significativa somente do GCP em relacdo aos demais grupos. Conclui-
se que a suplementacdo de capsiate na dose de 10mg/Kg e resveratrol na dose
de 30mg/Kg, em frequéncia diaria, durante 06 semana, nao produziu
genotoxicidade em ratos Wistar.

Palavras-Chave: Capsiate. Resveratrol. Micronucleo. Genotéxico.



ABSTRACT

Evaluation of the genotoxicity capsiate (Capsicum annum) and
supplemented resveratrol in Wistar rats by the micronucleus test

This study aimed to evaluate the possible genotoxic effects of supplementation
with capsiate extracted Pepper Capsicum annuum (sweet pepper), and the
phenolic compound resveratrol extracted from grapes in Wistar rats by the
micronucleus test in bone marrow. Sixty-four male rats, adult Wistar were divided
into four groups (n = 16) and supplemented with: negative control group (GCN) -
0.5 ml of sodium chloride 0.9%; positive control group (GCP) - 50mg/kg
cyclophosphamide; capsiate group (CG) - capsiate 10mg/kg diluted in 0.5 mL of
0.9% sodium chloride; resveratrol group (GR) - resveratrol 30mg/kg diluted in 0.5
mL of 0.9% sodium chloride. Only the PCM received intraperitoneal administration.
The other groups were supplemented by gavage once a day for six weeks. At the
end of six weeks the animals were anesthetized, sacrificed and the micronucleus
test performed in bone marrow. The frequency of micronuclei in polychromatic
erythrocytes of the BCM, PCM, GC and GR were 2.5, respectively, + 0.53, 5.7 =
1.03, 2.5 £+ 0.73 and 2 + 0.73 in a thousand cells. When comparing both groups
there was statistically significant difference only GCP compared to other groups. It
is concluded that supplementation at a dose of 10mg/kg capsiate and resveratrol
at a dose of 30mg/Kg in daily frequency for 06 weeks did not produce genotoxicity
in Wistar rats.

Keyword: Capsiate. Resveratrol. Micronucleus. Genotoxic.
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1 INTRODUCAO

A populacdo mundial vem demonstrando crescente preocupacao
com a alimentacao e seus constituintes, 0 que incentiva a industria de alimentos a
investir em produtos saudaveis e alimentos funcionais (SOUZA; SOUZA NETO;
MAIA, 2003; MARQUES et al., 2011). O crescente mercado dos produtos
naturais, aliado ao interesse dos consumidores na prevencdo de doencas, tem
pressionado a industria alimenticia na busca por produtos mais saudaveis,
direcionando assim pesquisas neste seguimento. Neste contexto, os alimentos e
suplementos funcionais ganharam prestigio pelos efeitos benéficos que
promovem a saude e, entre esses, destacam-se 0s capsinodides, provenientes das
pimentas (DUTRA, et al., 2010), e o resveratrol proveniente das uvas (BACHUR
et al., 2009).

Sabe-se que as pimentas e seus principios, tais como o0 capsiate,
proveniente das pimentas doces, sdo capazes de prevenir doengcas como 0O
cancer (LUO; PENG; YUAN-JIAN, 2011), apresentam propriedades cicatrizante,
antioxidantes, bactericida, antitrombotica, antiateroscleraotica,
hipocolesterolemiante, anti-hemorragica, mucolitica, expectorante e
descongestionante, influenciam na liberagdo de endorfinas, funcionando como
analgésico natural, além de serem indutoras da termogénese, aumentando o
gasto caldrico (LOPES; OKURA, 2008; BONTEMPO, 2007; DUTRA et al., 2010).

A suplementacédo dietética com resveratrol exerce efeitos protetores
contra as doencas cardiovasculares, onde foram descritos resultados de
prevencdo dos danos causados pelo estresse oxidativo, diminui os lipideos
plasmaticos com inibicdo da formacdo de placas de ateroma, tem efeito de
protecdo do endotélio vascular por aumento na liberagdo de 6xido nitrico e diminui
a producéo de radicais livres (BACHUR et al., 2009).

Entretanto, apesar dos beneficios relatados de certos alimentos e
seus derivados, existe grande preocupacdo no que diz respeito ao potencial
mutagénico e genotdxico dos mesmos. Esta preocupacdo tem origem no fato
destas substancias originarem metabdlitos com capacidade de alquilar material
genético e induzir alguns tipos de cancer (MONSEREENUSORN, 1983; OLAJOS;
SALEM, 2001; ROCHA et al., 2009).
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Em vista ao crescente uso destas substédncias com diferentes
propriedades terapéuticas, na tentativa de promover a saude através dos seus
beneficios, testes de toxicidade pré-clinica sdo imprescindiveis.

Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar os possiveis
efeitos genotoxicos da suplementacdo com o capsiate, extraido da pimenta
Capsicum annuum (pimenta doce), e do composto fendlico resveratrol, extraido

de uvas, em ratos Wistar.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alimentos funcionais

Nos ultimos anos 0 numero de alimentos que possuem beneficios
potenciais para a saude tem apresentado elevado crescimento. Pesquisas
recentes confirmam a presenca de ingredientes especificos nos alimentos que
apresentam importantes atividades biolégicas no organismo, além do aspecto
nutricional, esses alimentos sdo chamados de funcionais (BLENFORD, 1994).

Alimentos funcionais sédo definidos pelo International Food
Information Council (IFIC) como alimentos que provém beneficios adicionais a
salde, atribuidos aos nutrientes que contém (LAMARAO: FIALHO, 2009). Sdo
alimentos que, além de fornecerem os nutrientes basicos (carboidratos, proteinas,
lipidios, vitaminas, minerais, fibras e agua) e cumprirem suas funcdes nutricionais,
promovem a saude por possuirem determinadas substancias capazes, através de
mecanismos nao previstos pela nutricdo convencional, de promover a saude, no
entanto seu papel potencialmente benéfico para a prevencédo e tratamento de
doencas deve ser investigado por dois aspectos, primeiramente como uma
pesquisa de farmacos com potencial terapéutico, e em segundo como medida de
seguranca para uso popular (BASHO; BIN, 2010).

As substancias dos alimentos funcionais atuam modulando a
fisiologia do organismo e ativando os processos metabdlicos, melhorando,
garantindo e mantendo as condicbes de salde do organismo. E capaz de
promover efeito hipocolesterolemiante, hipotensivo, reduzindo os riscos de
aterosclerose, efeitos anticancerigenos, hipoglicémicos, entre outros, pelo
aumento e estimulacdo da efetividade do sistema imune, promovendo o bem-
estar das pessoas e prevenindo o0 aparecimento precoce de doencas
degenerativas, que levam a uma diminuigdo da longevidade (THAMER; PENNA,
2006).

A procura por esses alimentos tem estimulado a descoberta de
novos componentes naturais, bem como a fabricagdo de novos produtos que

contém compostos funcionais bioativos; incluindo fibra dietética, oligossacarideos,
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acucares alcoois, peptideos e proteinas, prebioticos e probidticos, fitoquimicos,
antioxidantes, acidos graxos poliinsaturados, minerais e outras substancias que
referem propriedades funcionais ou efeitos benéficos de prevencdo a saude do
homem (SGARBIERI, 2000; BURITI, 2005; THAMER; PENNA, 2006; KOMATSU,;
BURITI; SAAD, 2008).

Dentre os alimentos funcionais provenientes de fonte vegetal que
reduz o risco de doencas cronicas, particularmente o cancer e que provem a
saude do individuo, destacam-se o alho, tomate, cebola, repolho, couve-flor,
brocolis, cha verde ou preto, soja, aveia, frutas citricas e sementes de linhaca
(SGARBIERI, 2002). Os ingredientes responsaveis pela funcionalidade desses
produtos sao liderados pelas fibras dietéticas, 6leos de peixe, esterois de plantas,
minerais, vitaminas, prebidticos e probidticos (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008).

Recentemente foi descoberto que as pimentas, além dos seus
nutrientes, possuem componentes que promovem e preservam a saude
(ZANCANARO, 2008) e o resveratrol tem demonstrado beneficios
cardiovasculares, uma vez que apresentam propriedades hipolipemiantes
reduzindo a producédo de radicais livres e consequentemente o estresse oxidativo
(BACHUR et al., 2009).

Na produgé@o de um novo farmaco, os resultados de testes toxicos
apresentam consideravel peso, uma vez que as industrias farmacéuticas liberam
0 processamento de um novo agente terapéutico com base nos resultados de

testes de genotoxicidade in vivo e in vitro (PUERVES et al., 1995).

2.2 Capsiate

O nome pimenta vem do latim pigmentum, (“matéria corante”) que
no espanhol virou “pimienta” (ZANCANARO, 2008). As pimentas pertencem a
familia Solanaceae e ao género Capsicum e séo representadas pelas pimentas e
pimentdes, onde a origem do nome Capsicum parece estar ligada a derivacdo da
palavra grega kapto, cujo significado € “picar’ e kapsakes que significa “capsula’
(NUEZ, 1995). As pimentas (Capsicum spp.) compdem uma importante parte do
mercado de hortalicas frescas do Brasil, e também do segmento de condimentos,

temperos e conservas (DUTRA et al., 2010).
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Atualmente constam mais de 150 variedades de Capsicum
catalogadas no mundo (ZANCANARO, 2008), divididas em cerca de 20 a 25
espécies, todas derivadas de 5 espécies cultivadas: Capsicum annuum,
Capsicum baccatum, Capsicum chinese, Capsicum frutescens e Capsicum
pubescens (BONTEMPO, 2007; DUTRA et al, 2010).

O estudo das pimentas do género Capsicum vem de longa data, e
nao se limitaram a agronomia, pois as pimentas devem ser encaradas como
alimentos especiais, e hdo somente como temperos de uso culinario ou como
elemento botéanico (STARK, 2008).

As pimentas vermelhas séo a principal fonte de capsaicinéides, que
consistem de capsaicina, dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina,
homocapsaicina, entre outros (LUO; PENG; YUAN-JIAN, 2011). A capsaicina,
acumulada pelas plantas é liberada pelo dano fisico as células quando se extraem
sementes ou corta-se o fruto para qualquer fim, € o componente ativo das
pimentas vermelha tipo chilli, conferindo a estas o sabor picante ou principio
pungente (TSI et al, 2003; DUTRA et al., 2010).

A capsaicina dé a sensacéo de calor devido aos seus componentes
quimicos, capazes de estimular as papilas gustativas da boca (ZANCANARO,
2008), fazendo com que as pimentas sejam consideradas estimulantes do apetite
e auxiliares da digestdo, pois o consumo desse aditivo aumenta a salivacao,
estimula a secrecao gastrica e a motilidade gastrointestinal, proporcionando uma
sensacao de bem-estar (CARDOSO et al., 2010).

Os capsaicindides podem exercer multiplos efeitos farmacoldgicos e
fisiolégicos, incluindo atividade analgésica (liberacdo de endorfinas), anti-
inflamatoria, antioxidante, apresenta valor potencial para alivio da dor, prevencéao
do cancer e perda de peso (induz a termogénese aumentando o gasto calorico),
propriedades cicatrizantes, bactericida, previne a arteriosclerose, controla o
colesterol, evita hemorragias, faz dissolucdo de muco dos pulmbes é
expectorante e descongestionante (LOPES; OKURA, 2008; BONTEMPO, 2007;
DUTRA et al., 2010; LUO; PENG; YUAN-JIAN, 2011).

A ingestdo concomitante de pimenta e cafeina produziu diminui¢do
de apetite, e consumo de lipidios em mulheres, e em homens diminuicdo no

consumo caldrico acompanhada de aumento do gasto calérico, indicando uma
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mudanca consideravel no balanco energético (YOSHIOKA et al., 1995; STARK,
2008). Estudos em animais demonstraram que a capsaicina estimula a atividade
do sistema nervoso simpatico promovendo aumento na mobilizacao de lipidios e
diminuicao de tecido adiposo (KAWADA et al, 1986). “Em ratos alimentados com
dieta hiperlipidica e com pequenas quantidades de pimenta vermelha (Capsicum
annuum) observou-se efeito hipocolesterolémico e hipotrigliceridémico, reduzindo
o risco de desenvolvimento de aterosclerose (STARK, 2008).

A capsaicina tem demonstrado que afeta o metabolismo lipidico,
porém, de momento ndo é conhecido se a capsaicina diminuiria a absorcao
intestinal de colesterol. Em ratos infundidos com emulsdo lipidica e
posteriormente infundidos ou ndo com capsaicina, verificou-se absorcao linfatica
de colesterol reduzida naqueles tratados com capsaicina (SEO; KIM; NOH, 2009).

Entretanto, o uso da capsaicina a longo prazo pode ser limitado
devido a sua elevada pungéncia, sendo alternativa o uso da pimenta doce, um
cultivar ndo pungente da pimenta vermelha extraidos da Capsicum annum L-CH-
19 Sweet, onde apresentam estrutura semelhante a dos capsaicindides chamado
também de capsiate, composto analogo a capsaicina (OHNUKI et al., 2001; LUO;
PENG; YUAN-JIAN, 2011).

2.3 Resveratrol

O resveratrol € uma fitoalexina produzido por diversas plantas como
Kojo-kon (Polygunum cuspidatum), Kashuwu (Polygunum multiflorum), eucalipto,
amendoim, amora, frutos do bosque e também estad presente em uvas (Vitis
vinifera e Vitis labrusca) (KING; BOMSER; MIN, 2006; WU et al.,, 2001;). E
sintetizado naturalmente na planta e apresentado quimicamente sob duas formas
isdbmeras: transresveratrol (trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno) e cisresveratrol (cis-
3,5,4'-trihidroxiestilbeno). O isbmero transresveratrol ¢é convertido para
cisresveratrol em presenca da luz, pois esta forma é mais estavel (LIMA et al.,
1999; KING; BOMSER; MIN, 2006). A estrutura molecular do resveratrol é similar
ao dietilestibestrol, que é o estrogénio sintético. Assim sendo, tem propriedades
farmacoldgicas similares as do estradiol, principal estrogénio natural humano
(BRADAMANTE; BARRENGHI; VILLA, 2004; RATNA; SIMONELLI, 2002).
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O resveratrol € um composto polifendlico encontrado principalmente
em uvas frescas, suco de uva e vinho (WU et al., 2001). O resveratrol € produzido
pela pele das uvas em resposta a exposicao fungica. Na uva esta fitoalexina &
sintetizada na casca como resposta ao stress causado por ataque fungico
(Botrytis cinerea, Plasmopora vitcula), dano mecéanico ou por irradiacdo de luz
ultravioleta. Por existir na casca da uva, o resveratrol é extraido para o vinho
durante a maceracao necessaria a sua producao. Assim, ele tem sido detectado
em diversos tipos de vinhos, oriundos de varias regides do mundo (LIMA et al.,
1999). Segundo Turner (1999), o resveratrol tem sido usado em muitos estudos,
como um mediador da prote¢do cardiovascular independente de &lcool que seria
conferida pela ingestdo de vinho tinto. Segundo Athar et al. (2007) o resveratrol
parece nao apresentar toxicidade nas doses testadas entre 50 mg/Kg a 1000
mg/kg.

O resveratrol protege o sistema cardiovascular por uma série de
mecanismos, incluindo: a inibicdo da oxidacdo de baixa densidade da lipoproteina
mediada pelo resveratrol; a inibicdo da agregacdo plaquetaria; a sintese de proé-
aterogénicos; a inibicdo da proliferacdo celular, inibindo também a sintese de
tromboxinas, portanto atuando como anticoagulante (PENDURTHI; RAO, 2002,
PACE-ASCIAK et al., 1995).

Diversos estudos atribuem ainda ao resveratrol propriedades
antiinflamatorias, devido a reducdo da producdo de moléculas de adeséo e
citocinas (CSISZAR et al., 2006), bem como inibicdo da producdo de varias
citocinas pro-inflamatdrias pelos macréfagos, nomeadamente IL-2, TNF-a e IL-12
(SUBBARAMAIAH et al., 1998; BOSCOLO et al., 2003).

O resveratrol apresenta ainda atividade antioxidante direta, que se
deve essencialmente a sua capacidade em quelar o cobre e atividade captadora
de radicais livres (FREMONT; BELGUENDOUZ; DELPAL, 1999). Adicionalmente,
apresenta acao antioxidante indireta, devido aos seus efeitos em diferentes
sistemas enzimaticos e antioxidantes celulares, que no seu conjunto melhoram o
estado redox da célula (CAVALLARO et al., 2003; CAO; LI, 2004).

Estudos em animais demonstraram que o resveratrol afeta o
metabolismo lipidico, diminui a concentracao intracelular de ésteres de colesterol

assim como a capacidade de secrecao de triacilglicerois, apesar dos seus niveis
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intracelulares se manterem inalterados (ARICHI et al., 1982; PAL et al., 2003).
Desta forma, teria a capacidade de diminuir a produgcdo de colesterol VLDL e
consequentemente aumentar o colesterol LDL. No entanto, os resultados obtidos
em modelos animais sdo contraditorios. O resveratrol ndo reduziu o colesterol
plasmatico com dietas enriquecidas em colesterol, assim como nao alterou a
proporcao de colesterol associado a concentracédo de lipoproteinas de alta e baixa
densidade em ratas (TURRENS; LARICCIA; NAIR, 1997). Por outro lado, outro
estudo relata que o resveratrol diminui os niveis seéricos de triacilglicerdis e
colesterol VLDL (MIURA; MIURA; YAGASAKI, 2003; GIEHL et al., 2007).

O resveratrol atua também sobre o céncer de diversas maneiras,
nos trés estagios distintos de carcinogénese (iniciagdo, promocao e progressao)
por vias de transducdo de sinal de modulacdo que controlam a divisdo celular e
crescimento, apoptose, inflamacdo, angiogénese e metastase. Uma destas € a
inibicdo da cascata do acido araquidbnico, esta rota metabdlica pode induzir a
génese de tumores, outra é pela inibicdo da proteina Cquinase, um mediador
chave na promocédo dos tumores (STEWART; CHRISTMAN; O'BRIAN, 2000).
Estudos indicam que o resveratrol pode induzir a morte programada de células,
ou seja, a apoptose, atuando em alguns tipos de tumores como um agente
antiproliferativo (SCHNEIDER et al., 2000; ATHAR et al., 2007).

Jang et al. (1997) demonstraram que o0 uso de resveratrol no cancer
de pele induzido em ratos alopécicos inibiu significativamente o tumor. Ja com a
aplicacéo topica de resveratrol, Soleas et. al.(2002), encontraram reducao de 60%
em papilomas, a qual os autores pensaram estar relacionados com a sua

citotoxidade e o seu potencial antioxidante.
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2.4 Genotoxicidade

O aparecimento de mutacdes ocorre em todos os seres vivos, sendo
um processo fundamental para a evolucdo e diversidade das espécies.
Entretanto, podem trazer uma série de problemas, resultando na maioria das
vezes, em alteragBes maléficas, tais como malformagéo, cancer, envelhecimento
e morte (SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003).

Os organismos vivos estéo frequientemente expostos a substancias
mutagénicas que podem causar danos celulares. Os danos podem ser induzidos
por agentes quimicos, fisicos ou biolégicos que afetam processos vitais como a
duplicacdo e a transcricdo génica, bem como alteragcdes cromossdmicas, levando
a processos cancerosos e morte celular. Estas substancias sdo conhecidas como
genotoxicas por causarem lesfes do material genético (BAGATINI; SILVA;
TEDESCO, 2007).

A genotoxicidade € uma area da genética que estuda 0Ss processos
que alteram a base da vida, em sua estrutura fisico-quimica, o DNA, processo
classificado como mutagénese. Os agentes que mudam a sequéncia do DNA séo
“téxicos” para o gene e sao, entdo, chamados de genotoxicos. A palavra mutacéo
pode ser definida como sendo qualquer alteragédo permanente no DNA, que leva a
uma alteracdo herdavel da funcdo génica (SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES,
2003).

Assim, as mutacdes sdo mudancas na sequéncia dos nucleotideos
do material genético de um organismo, podem ser causadas por erros de cépia do
material durante a divisdo celular, por exposicdo a radiacdo ultravioleta ou
ionizante, agentes quimicos ou virus (DEARFIELD et al., 2002; LOPES; OKURA,
2008).

A mutagdo e a cancerizagdo estdo estreitamente associadas, uma
vez que ambas representam alteragcdes abruptas em uma Unica célula, sao
permanentes e herdadas pela células filhas (RABELLO-GAY; RODRIGUES;
MONTELEONE NETO, 1991). O cancer pode ser resultante de uma alteracao na
sequéncia do DNA da célula ou mudanca no padrdo da expressdo génica. Ele

nao é resultado de uma Unica mutacdo em uma célula mais sim da ocorréncia de
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varios eventos independentes com efeitos cumulativos (FENECH, 1997; FENECH
et al., 1999).

Substancias mutagénicas tém sido utilizadas em testes de
genotoxicidade como controles positivos. Alguns exemplos de controle positivos
recomendados e suas respectivas doses séao o etil-metanosulfonato 200 mg/Kg,
N-etil-n-nitrosourea 50 m/kg, ciclofosfamida 50 mg/kg e mitomicina C 1 mg/kg
(RIBEIRO, 2003).

Pela freqiéncia com que 0s agentes carcinogénicos fazem parte do
nosso dia a dia e por seus efeitos prejudiciais em nosso material genético, novas
pesquisas sobre genotoxicidade e antigenotoxicidade poderiam vir a corroborar
na avaliacdo da efetividade de algumas substancias anticarcinogénicas, incluindo
a grande variedade encontrada em plantas usadas na medicina popular. Contudo,
0s mecanismos especificos propriamente ditos da acdo de anticarcinébgenos ainda
encontram-se obscuros (PAOLINE; NESTLE, 2003).

2.4.1 Testes para deteccédo de mutagénese

Os testes atuam em um sistema experimental, divididos em quatro
niveis onde o primeiro nivel engloba ensaios moleculares em bactéria (avaliacdo
de mutacdo em gene bacteriano); segundo nivel consiste em provas in vitro em
células de cultivo (avaliagdo de aberracbes cromossémicas); o terceiro nivel
compreende em andlises in vivo (avaliacdo de mutacdes génicas em células de
mamiferos) o quarto e udltimo nivel corresponde ao estudo em populacbes
expostos a materiais genotoxicos (CRUZ; FREITAS, 2010).

Varias técnicas podem ser utilizadas para o teste, tais como:

1. Teste do Cometa: também chamado Single Cell Gel
Electrophoresis (SCGE), consiste em uma técnica simples e sensivel para a
deteccdo de danos primarios no DNA que tem sido amplamente utilizada na
genética toxicoldgica por ser um 6timo método capaz de detectar um amplo
espectro de danos no DNA, ser adaptavel a diversas espécies, sensivel, rapido e
de baixo custo (TICE et al., 2000). A técnica do cometa avalia os danos no DNA
de células individuais causados pela substancia testada. Nesse teste, é verificada

a corrida de fragmentos de DNA em relagdo ao ndcleo principal, quando este é
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submetido a uma corrente em eletroforese, produzindo aspecto semelhante a um
cometa (TICE et al., 2000).

2. Teste de Ames: (teste de mutagenicidade com Salmonella
typhimurm), este teste permite a monitorizacdo da acéo direta sobre o material
genético e a verificacdo da atividade positiva e ou negativa de metabdlitos apos
biotransformacé&o. A frequéncia de mutagéo é facilmente mediada pelo numero de
colénias que crescem (CRUZ; FREITAS, 2010).

3. Teste do microndcleo (MN): tem sido aplicado em varios tipos de
células e amplamente utilizado para avaliar o potencial mutagénico e genotdxico
de diferentes produtos quimicos e naturais e monitorar anomalias genéticas na
populacdo (FENECH, 2000). Neste teste, o efeito do agente quimico é observado
em eritrécitos policromaticos anucleados, que tem um tempo de vida
relativamente curto, de modo que qualquer microndcleo que ele contenha deve ter
sido gerado como resultado de danos cromossdmicos induzidos recentemente
(RIBEIRO, 2003).

2.4.2 Teste do Micronucleo

Dentre os métodos utilizados para avaliar a mutagenicidade de
compostos in vivo, o teste do microndcleo em células da medula éssea e sangue
periférico de camundongos tém sido amplamente utilizado e aceito pelas agéncias
reguladoras e comunidade cientifica para avaliacdo e o registros de novos
produtos quimicos e farmacéuticos que entram anualmente no mercado mundial
(STOPPER; MULLER, 1997; CHOY, 2001; MAUTECA et al., 2006).

Segundo Fenech (2000), o teste de micronucleo em células da
medula éssea e sangue periférico € um dos mais bem estabelecidos testes,
citogenéticos na area da genética toxicologica. Ambos detectam alteracdes
gendmicas e/ou danos no aparato mitético, sendo os micronucleos originados,
indicativos de perdas irreversiveis de material genético (VALADARES; CASTRO;
CUNHA, 2006).

O Teste do Micronucleo foi desenvolvido por Schmid (1975), tendo
sido melhorado alguns anos depois (SCHMID, 1975). O ensaio foi desenvolvido
primeiramente em sistema-teste in vivo, em células de medula Ossea de

camundongos, e posteriormente teve a versao in vitro.
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O Teste do Micronucleo detecta substancias mutagénicas que
guebram os cromossomos (substancias clastogénicas) ou que interferem na
formacdo do fuso mitotico, alterando a distribuicdo equitativa dos cromossomos
durante a divisdo celular (FENECH, 2000; ARDEMA; KIRSCH-VOLDERS, 2001;
RIBEIRO, 2003).

Os micronucleos sao formados de fragmentos cromossdmicos ou
cromatidicos acéntricos e de cromossomos que se atrasam, em relacdo aos
demais, em sua migracdo para os polos do fuso na anafase, neste caso, sdo
excluidos do novo nucleo formado na teléfase. Estes micronucleos séo
corpusculos contendo DNA, sem qualquer conexdo estrutural com o nucleo
principal, podendo haver um ou mais por célula. E uma estrutura circular,
menores de um terco do diametro do nucleo associado, semelhante na
intensidade de coloracdo e microscopia no mesmo plano focal no nucleo
associado (Figura 1) (FLORES; YAMAGUCHI, 2008). Sua frequéncia aparece
aumentada em tecidos expostos a agentes carcinogénicos bem antes de qualquer
sintoma clinico (RIBEIRO, 2003).
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Figura 1 — Diagrama ilustrado a origem do micronucleo a partir de um fragmento
cromossOmico acéntrico ou de um cromossomo inteiro (a); em (b), a formacgéo de
uma ponte citoplasmatica e de um micronlicleo a partir de um fragmento

cromossdmico acéntrico
Fonte: (RIBEIRO, 2003).
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O teste baseia-se num aumento da frequéncia de eritrocitos
policromaticos micronucleados, utilizando para isso, preferencialmente, células de
mamiferos, medula 6ssea ou sangue periférico, de animais devidamente tratados
(FLORES; YAMAGUCHI, 2008).

Ribeiro (2003) relatam que na medula éssea, a célula tronco
hematopoiética da origem a eritroblastos, esses sofrem uma duplicacéo final dos
cromossomos, se dividem (ocorre a expulsdo do nucleo) e se diferenciam em
eritrocitos policromaticos, sendo que esse processo todo perdura de 10 a 12
horas. Na corrente sanguinea, os eritrocitos policromaticos se diferenciam em
eritrocitos nomocromaticos e, posteriormente, em eritrocitos, perdurando esse
processo em 24 horas.

Ribeiro (2003) relatam que para os eritrocitos normocromaticos
(NCEs) a frequéncia de células micronucleadas ndo aumenta da mesma forma
gue nos eritrdcitos policromatiocos (PCEs), e portanto ndo se faz necessario a
sua analise. Considera-se uma frequéncia normal, 3 micronucleos para 1000
PCEs (RABELLO-GAY; RODRIGUES; MONTELEONE NETO, 1991).

O teste de micronucleo possui como vantagens a andlise mais
simples quando comparadas a outros testes, considerado um procedimento
rapido, barato, que pode ser repetido varias vezes, para a prevencao e
monitoramento de individuos sob risco carcinogénico, ndo necessitando, em
alguns protocolos, do sacrificio do animal (HAYASHI et al., 1990), serve para
diagnoéstico de doengas e monitoramento ambiental tem alta sensibilidade e
precisao (RIBEIRO, 2003; VILLELA et al., 2003).
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RESUMO

OBJETIVO: avaliar os possiveis efeitos genotoxicos da suplementacdo com o capsiate,
extraido da pimenta Capsicum annuum (pimenta doce), e do composto fendlico resveratrol,
extraido de uvas, em ratos Wistar atraves do teste de micronucleo em medula éssea.
METODOS: sessenta e quatro ratos machos, adultos de linhagem Wistar, foram
distribuidos em quatro grupos (n=16) e suplementados com: grupo controle negativo
(GCN)- 0,5ml de solucdo de cloreto de soédio 0,9%; grupo controle positivo (GCP)-
50mg/kg de ciclofosfamida; grupo capsiate (GC)- 10mg/kg de capsiate diluido em 0,5 mL
de solucdo de cloreto de sodio 0,9%; grupo resveratrol (GR)- 30mg/kg de resveratrol
diluido em 0,5 mL de solucdo de cloreto de sodio 0,9%. Somente o GCP recebeu a
administracdo por via intraperitoneal. Os demais grupos foram suplementados por
gavagem sempre uma vez ao dia durante seis semanas. Ao final das seis semanas 0s
animais foram anestesiados, sacrificados e realizado o teste de micronucleo em medula
Ossea.

RESULTADOS: a frequéncia de micronucleos em eritrocitos policrométicos do GCN,
GCP, GC e GR foram, respectivamente, 2,5+0,53, 5,7+1,03, 2,5+0,73 e 2+0,73 em mil
células. Na comparacdo entre os grupos observou-se diferenca estatistica significativa
somente do GCP em relagdo aos demais grupos.

CONCLUSOES: ao suplementar ratos Wistar com capsiate na dose de 10mg/Kg e
resveratrol na dose de 30mg/Kg uma vez ao dia por seis semanas, conclui-se que ambos
ndo causam genotoxicidade pois o teste de micronucleo em medula Gssea mostrou
quantidades consideradas normais de micronucleos em eritrocitos policromaticos.
Descritores: capsiate; resveratrol; micronucleo; genotoxico

ABSTRACT

PURPOSE: evaluate the possible genotoxic effects of supplementation with capsiate
extracted Pepper Capsicum annuum (sweet pepper), and the phenolic compound
resveratrol extracted from grapes in Wistar rats by the micronucleus test in bone marrow.
METHODS: Sixty-four male Wistar rats, adult were divided into four groups (n = 16) and
supplemented with: negative control group (GCN) - 0.5 ml of sodium chloride 0.9%,
positive control group (GCP) - 50mg/kg cyclophosphamide; capsiate group (CG) -
10mg/kg capsiate diluted in 0.5 mL of sodium chloride 0.9%; resveratrol group (RG) -
30mg/kg resveratrol diluted in 0.5 mL of 0.9% sodium chloride. Only the GCP received
intraperitoneal administration. The other groups were supplemented by gavage once
always a day for six weeks. At the end of six weeks the animals were anesthetized,
sacrificed and the micronuclei test performed in bone marrow.

RESULTS: the frequency of micronuclei in polychromatic erythrocytes of the GCN, GCP,
GC and GR were 2.5+ 0.53, 5.7 £ 1.03, 2.5 £ 0.73 and 2 + 0.73 in a thousand cells,
respectively. When comparing both groups there was statistically significant difference
only GCP compared to other groups.

CONCLUSIONS: the supplementary Wistar rats with a dose of 10mg/kg capsiate and
resveratrol in a dose of 30mg/Kg once a day for six weeks, it was concluded that both do
not cause genotoxicity as the micronuclei test in bone marrow showed normal amounts
considered micronuclei in polychromatic erythrocyte.

Key Words: capsiate; resveratrol; micronuclei; genotoxic; rat
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INTRODUCAO
Atualmente é crescente a preocupacdo com a alimentacdo e seus constituintes, o que

incentiva a indUstria de alimentos a investir em produtos saudaveis e funcionais®. Este
mercado, aliado ao interesse dos consumidores na prevencao de doengas, tem pressionado
a industria alimenticia na busca de novos produtos, direcionando assim pesquisas neste
seguimento. Neste contexto, os capsindides, provenientes das pimentas?, e o resveratrol,
proveniente das uvas ganharam prestigio®.

As pimentas vermelhas sdo a principal fonte de capsaicindides, que consistem de
capsaicina, dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina, homocapsaicina, entre outros®. A
capsaicina da a sensacdo de calor devido aos seus componentes quimicos, capazes de
estimular as papilas gustativas da boca®, fazendo com que as pimentas sejam consideradas
estimulantes do apetite e auxiliares da digestdo, pois o consumo desse aditivo aumenta a
salivacdo, estimula a secre¢do gastrica e a motilidade gastrointestinal, proporcionando uma
sensacéo de bem-estar®.

Entretanto, o uso da capsaicina a longo prazo pode ser limitado devido a sua elevada
pungéncia, sendo alternativa o uso do capsiate ( pimenta doce), um cultivar ndo pungente
extraidos da Capsicum annum, onde apresentam estrutura semelhante a dos capsaicindides
e analogo a capsaicina’.

O resveratrol € um composto polifendlico encontrado principalmente em uvas frescas, suco
de uva e vinho®. E produzido pela pele das uvas em resposta & exposicdo fungica. Na uva
esta fitoalexina é sintetizada na casca como resposta ao stress causado por ataque
fangico (Botrytis cinerea, Plasmopora vitcula), dano mecénico ou por irradiacdo de luz
ultravioleta. Por existir na casca da uva, o resveratrol é extraido para o vinho durante a
maceracao necesséaria a sua producdo’. Segundo Turner'® (1999) o resveratrol tem sido
usado em muitos estudos, como um mediador da protecdo cardiovascular independente de
alcool que seria conferida pela ingestdo de vinho tinto. Protege o sistema cardiovascular
por uma série de mecanismos incluindo: a inibicdo da oxidacdo de baixa densidade da
lipoproteina mediada pelo resveratrol; a inibicdo da agregacdo plaquetaria; a sintese de
pré-aterogénicos; a inibicdo da proliferacdo celular, inibindo também a sintese de
tromboxinas, portanto atuando como anticoagulante®* *2,

A propriedade anti-cancerigena do resveratrol foi apoiada pela sua capacidade de inibir a
proliferacdo de uma grande variedade de células tumorais humanas in vitro®. Segundo

14
l.

Subbaramaiah et al.™, a atividade antiinflamatoria do resveratrol é explicada pela inibigdo

da transcricéo e atividade da ciclooxigenase (COX-1 e COX-2).
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Embora alimentos funcionais e nutracéuticos, como capsiate e resveratrol, estejam
associados a efeitos benéficos a salde, estudos que avaliam o potencial toxico e
genotoxicidade de plantas e nutracéuticos tém crescido com o aumento do uso terapéutico
e com o interesse na comprovacdo da eficacia dos mesmos com as mais diversas
finalidades farmacoldgicas.

Deste modo, o presente estudo objetivou avaliar se a suplementagdo com capsiate
(Capsicum annum) na dose de 10mg/Kg ou resveratrol na dose de 30mg/Kg é capaz de
produzir efeitos genotdxicos em ratos Wistar através do teste de microndcleo em medula

0ssea.

METODOS

Este estudo foi protocolado (n° 1002) e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais Foram utilizados 64 ratos machos, adultos da linhagem Wistar, com média de 200
gramas de peso vivo, provenientes do Biotério Central da instituicao.

Os animais permaneceram alojados em ambiente controlado, temperatura de 22°C+2 e
fotoperiodo 12 horas claro/escuro, com racdo (Labina®) e 4gua & vontade.

Os ratos foram distribuidos em quatro grupos (n=16) e suplementados da seguinte forma:
Grupo controle negativo (GCN): 0,5ml de solucéo de cloreto de sédio 0,9% por gavagem
uma vez ao dia durante seis semanas;

Grupo controle positivo (GCP): dose unica de ciclofosfamida 50mg/kg via intraperitonial
(IP);

Grupo capsiate (GC): 10mg/kg diluido em 0,5 mL de solucdo de cloreto de sédio 0,9% por
gavagem uma vez ao dia durante seis semanas;

Grupo resveratrol (GR n=16): 30mg/kg diluido em 0,5 mL de solucéo de cloreto de sédio
0,9% por gavagem uma vez ao dia durante seis semanas.

Ao final das seis semanas, foi realizada anestesia geral, com tiopental sodico (30 mg/Kg)
associado ao zoletil (10 mg/Kg), nos animais do GCN, GC e GR. Apds anestesia geral 0s
animais foram submetidos a puncéo cardiaca e sacrificados por exsanguinacdo. O GCP foi
anestesiado e sacrificado da mesma forma que os demais grupos 24 horas ap0s a
administracao da ciclofosfamida.

Em seguida para a realizacdo do teste do micronucleo, foi removido o fémur e sua epifise

proximal foi cortada com o auxilio de uma tesoura e introduzido 1ml de soro fetal bovino
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que em seguida foi aspirado. Essa suspensé@o sofreu homogeneizacdo e foi centrifugada a
1500rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o botdo de celulas
homogeneizado. Uma gota da suspensdo celular foi transferida para uma lamina
previamente limpa para a realizacdo do esfregago. As laminas foram transferidas para uma
estufa & 37°C por 1 hora e 30 minutos para ocorrer a secagem e fixacdo do material.

A coloragéo foi feita com a utilizagdo de azul de metileno/Giemsa na forma concentrada
por trés minutos; e diluido em tampao fosfato (1:10) durante um minuto.

As laminas foram analisadas em teste cego como recomenda Ribeiro et al.® em
microscépio binocular (YS2 NIKON®) em aumento de 100x e contado o nimero de
microntcleos (MNs) em eritrécitos policromaticos (PCEs) segundo Schimid®®. Foram
analisados 1.000 eritrdcitos por lamina, em triplicata.

Previamente a analise, todos os grupos de dados foram submetidos ao teste de Shapiro-
Wilk para comprovar normalidade, pelo qual se constatou que as variaveis estudadas
apresentaram distribuicdo ndo paramétrica (p<0,05). Para verificar se as contagens de
micronucleos deferiram entre grupos recorreu-se ao teste de Kruskall-Wallis com
contrastes pelo método de Dunn. Todas as analises foram conduzidas com auxilio do

Software Biostat 5.0, e foi adotando-se nivel de significancia de 5%

RESULTADOS

Observou-se que os animais do GCN tratados com solucdo de cloreto de sodio 0,9%
obtiveram média de 2,5 microndcleos e 0 GCP onde foi usado a ciclofosfamida na dose de
50mg/Kg observou-se média de 5,7 micronucleos, superiores aos da normalidade,
diferindo significativamente (p<0,05) da média do GCN, GC (2,5MN) e GR (2MN) em
1000 PCEs (Tabela 1).

Os animais suplementados com capsiate com dose diéria de 10mg/Kg apresentaram uma
média de 2,5 microndcleos em 1000 PCEs e os animais suplementados com uma dose
diaria de 30mg/Kg de resveratrol apresentaram uma média de 2 micronucleos em 1000
PCEs.

Na comparacdo entre GCN, GC e o GR ndo houve diferenca estatistica significativa
(p>0,05) (Tabela 1).
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TABELAL - Valores em médias e desvios-padrdo do total de micronucleos em eritrdcitos
policromaticos observados em células de medula 6ssea de ratos Wistar dos grupos controle
negativo (GCN), grupo controle positivo (GCP) e dos grupos suplementados com capisate
(GC) e resveratrol (GR).

Grupos MeéediatDesvio Padrédo (MN/1000células)
GCN 2,5+0,53
GCP 57+1,03
GC 2,5+0,73
GR 2,0+0,73

"p<0,05 x GCN, GC, GR

DISCUSSAO

O teste de micronucleo baseia-se num aumento da freqiiéncia de eritrocitos policromaticos
micronucleados, utilizando para isso, preferencialmente, células de mamiferos, medula
6ssea ou sangue periférico, de animais devidamente tratados™.

|'15

Ribeiro et al.™ relatam que para os eritrocitos normocromaticos (NCEs) a frequéncia de

células micronucleadas ndo aumenta da mesma forma que nos eritrocitos policromaticos

1.° consideram

(PCEs), e portanto ndo se faz necessaria a sua analise. Rabello-Gay et a
como frequéncia normal, 3 microntcleos para 1000 PCEs, desta forma, observou-se que 0s
animais do GCN tratados com placebo apresentaram média abaixo da freqiéncia
considerada normal com auséncia de atividade mutagénica, podendo ser considerado como
base controle para o presente estudo.

No GCP onde foi utilizada a ciclofosfamida a genotoxicidade foi positiva, devido a média
de micronucleos estar alterada e bem acima dos valores normais, concluindo a presenca de
atividade mutagénica e concordando com outros autores que utilizaram o mesmo farmaco

2021 gy doses diferentes mas também consideradas mutagénica como

na mesma dose
2,0mg/Kg?, 40mg/Kg®® e 200mg/Kg®*. A ciclofosfamida teve acdo sobre o material
genético dos animais do grupo positivo, levando a danos no cromossomo, com quebra e
desvio do seu ciclo normal, formando assim o micronucleo. A ciclofosfamida é um
antineoplasico com inimeros relatos na literatura que apontam seu potencial carcinogénico

e tem sido muito utilizada em roedores como grupo controle.
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A gquantidade de micronucleos em eritrocitos policromaticos para o grupo capsiate ficou

1.1° caracterizando

abaixo dos valores de normalidade proposto por Rabello-Gay et a
auséncia de atividade mutagénica nesta dose. Estes resultados concordam com estudos de
Bernard®, onde relata teste in vitro e in vivo, que a dose de 500, 1000, 2000 mg/kg n&o
tem efeito mutagénico, devido a freqiiéncia normal de microntcleos e Watanabe et al.,?
gue também relatam em estudo in vivo usando dose Unica de 5000 mg/kg, ndo aumentou a
incidéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados, no entanto, alguns sinais clinicos
de toxicidade, incluindo andar cambaleante, diminuicdo no movimento espontaneo, tremor,
respiracdo ofegante e urina vermelho-acastanhada foram observados.

Os resultados deste estudo mostram que a dose de 30mg/Kg de resveratrol uma vez a dia
durante 6 semanas ndo é genotoxica para ratos wistar e na literatura séo encontrados dados
semelhantes com doses de 50mg/Kg a 1000mg/Kg™® e estudos com o trans-resveratrol
(composto de polifendis encontrados em diversos alimentos) nas doses de 50, 150,
500mg/Kg por 28 dias e doses de 700mg/Kg por 90 dias também nao foram genotdxicos?".
O resveratrol € um polifenol natural e estudos relatam que além de ndo causar danos ao
DNA pode ter efeito protetor e antigenotoxico.Pesquisas relacionadas a diversos tipos de
cancer mostram que o resveratrol pode atuar nos trés estagios distintos da carcinogénese:
iniciacdo, promocdo e progressdo por via de transducdo de sinal de modulacdo que
controlam a divisdo celular e crescimento, angiogénese, inflamagdo, apoptose, e
metastase™.

Um estudo recente realizado in vivo em ratos em canceres de mama, colo-retal, figado,
pancreas e prostata demonstram resultados positivos, neutros, bem como negativos,
dependendo da via de administragcdo do resveratrol, dosagem, modelo de tumor e outros
fatores como idade, sexo, tempo e método de suplementacdo®.

Ja com a aplicagéo topica de resveratrol, Soleas et al.?

, encontraram reducdo de 60% em
papilomas, a qual os autores propuseram estar relacionados com a sua citotoxidade e o seu

potencial antioxidante.
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CONCLUSOES
Conclui-se que o capsiate e 0 resveratrol ndo sdo genotoxicos e podem ser considerados
como suplementos alimentares seguros, nas doses de 10mg/Kg e 30mg/Kg

respectivamente.
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Journals: Ethical Considerations in the Conduct and
Reporting of Research: Authorship and Contributorship
disponivel em www.icmje.org

A Revista Acta Cirudrgica Brasileira considera todos os
participantes do artigo como autores. Autores sao
considerados aqueles que tém efetiva contribuicao
intelectual e cientifica na realizacdo do trabalho.

Identificar o autor principal. O autor principal é o
responsavel pela integridade do artigo, como um todo, nédo
necessariamente ser o primeiro autor. A correspondéncia
deve ser no nome dele. O autor principal assume a
responsabilidade pela participacdo efetiva de cada autor e
que todos os autores concordaram com o conteudo do
artigo. Encaminhar lista com a assinatura de cada autor.

A Revista ndo aceita alunos de graduacédo e pés-graduacéo
como autores principais. O autor principal serd sempre o
Tutor/Professor Orientador e responsavel pelo contetdo
intelectual e cientifico do artigo.

Deve informar a contribuicdo de cada autor nominado no
artigo submetido a publicacdo

1. Concepcgédo, delineamento do estudo;
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Aquisicdo dos dados;

Interpretacdo dos dados;

Procedimentos técnicos;

Exames macroscopicos e histopatolégicos;
Analise estatistica

Redacdo do manuscrito;

Revisao critica;

ONOOAWN

Pessoas que nao cumprem estes requisitos e que tiveram
participagcdo puramente técnica (ato operatdrio, reviséo
bibliografica, chefes de departamento, servigcos ou
financiados) devem ser listados nos agradecimentos.
Mencionar o responsavel pela versado para o idioma inglés.

Alunos envolvidos formalmente em projetos [iniciacdo
cientifica, em nivel de Mestrado e Doutorado] podem ser
considerados como primeiro autor e o professor
responsavel, como ultimo autor.

N&o é papel do editor arbitrar conflitos relacionados a
autoria.Segue as normas recomendadas por alguns Comités
de Etica e politicas de bases de dados internacionais
conforme os links a seguir: Procedimentos da SciELO,
Cddigo de conduta do COPE (Commitee on Publication
Ethics),International Committee of Medical Journal Editors,
PUBMED/MEDLINE

Acta Cirdrgica Brasileira tem os artigos avaliados pelos
pares (peer-review). Os artigos sédo analisados por
especialistas que nao integram o Corpo Editorial. O Editor
Cientifico verifica os conflitos existentes entre pareceristas e
encaminha para novo revisor. A Revista possui Conselho
Consultivo Nacional e Internacional. Cada manuscrito é
apreciado pelo Editor ou um dos Editores Associados. O
Editor Chefe tem plena autoridade sobre o conteudo
editorial da revista.

Os Suplementos da revista podem ter objetivos Uteis para
cooperacdo entre Instituicbes Académicas. O Editor Chefe
ter4 a autoridade de enviar os suplementos para apreciacao
de pareceristas que poderao rejeitar artigos. E fundamental
distinguir nas referéncias os artigos de suplementos e os da
publicacdo regular.

A Revista néo aceita relato de caso ou de casos/trabalhos
retrospectivos e revisdo ndo solicitada pelo Corpo Editorial.

Devem ser enviados artigos de pesquisa, preferencialmente
de cirurgia experimental.

Revisdes sistematicas e metanalises enfocando temas
cirargicos de interesse atual serdo consideradas para
publicacdo. Todas as metandlises de ensaios randomizados
deverao atender os principios do QUORUM (Lancet.
1999;354:1896-1900) e o manuscrito submetido devera
conter o fluxograma detalhado da revisao sistematica.



Preparacdo dos manuscritos

Os artigos devem ser enviados por e-mail para o Editor
Chefe (sgolden@terra.com.br) e redigidos no idioma inglés.
O texto e o abstract devem ser revistos por especialistas da
area médica, habituados com a redacéo cientifica do
idioma.

Pagina inicial

O titulo do artigo deve ser conciso, mas informativo. Inserir
0 numero um (algarismo arabico), sobrescrito, indicando
apos as referéncias o local da realizacdo da pesquisa
(laboratério, centro de pesquisa, disciplina, departamento e
instituicdo). N&o incluir siglas.

O nome completo de todos os autores com os ndmeros
subsequentes sobrescritos (algarismo romano) que
indicardo a categoria académica (cargo universitario)
mais elevada de cada um, com o nome da
disciplina/departamento e da instituicdo. Informar se
tem bolsa de pesquisador do CNPq e respectivo nivel.

Observar os titulos académicos no idioma inglés. Consultar
Acta Cir Bras. 2006;21(2):60 Mar-Abr. Academic degrees
examples

Académicos sdo bem-vindos. E desejavel que tenham Bolsa
de Iniciagéo Cientifica do CNPq (PIBIC) e especificada a
contribuicao intelectual e cientifica de acordo com seu nivel.
Alunos em nivel de Mestrado e Doutorado devem referir o
nome do Programa conforme a CAPES. Podem ser
considerados como primeiro autor e o Professor Orientador
como udltimo autor e autor correspondente.

ABSTRACT

O abstract ndo deve exceder 200 palavras e deve ser
apresentado de forma estruturada:

Purpose (claro, preciso e conciso, sem comentarios).
Methods (amostra e procedimentos).

Results (Principais achados e fornecendo dados especificos
e significAncia estatistica).

Conclusion (clara, precisa e concisa, respondendo o
objetivo, sem comentarios).

Os key words devem constar no DeCS/MeSH.
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Acessar http://decs.bvs.br. Termos que ndo fazem parte do
DeCS impedem a localizag¢do do artigo.

Estrutura do manuscrito
Introducéao

Deve apresentar o estado atual do tema e oferecer somente
citacdes pertinentes, sem fazer revisdo extensa do assunto.
Autores devem ser apresentados em letras mindsculas ou
simplesmente citados por nimeros sobrescritos, sem o0 ano
do artigo. O objetivo da pesquisa deve ser claro, preciso e
conciso.

Métodos

Deve apresentar a amostragem (quantidade e qualidade) e
os procedimentos em pormenores suficientes que permitam
a outros pesquisadores reproduzirem os resultados.
Identificar, precisamente, todas as drogas, substancias
quimicas e produtos utilizados, incluindo os nomes
genéricos, dosagens e formas de administracdo. Nao referir
nomes de pacientes, iniciais ou niumero do protocolo
hospitalar. Descrever os métodos estatisticos com
pormenor e fornecer referéncias para os procedimentos
consagrados.

Etica

A investigacdo em seres humanos deve ser submetida ao
Comité de Etica da Instituicdo (enviar declaracédo assinada
que aprova a pesquisa), cumprindo a Declaracdo de Helsinki
de 1975, revisada em 2008 (World Medical

Association www.wma.net/e/policy/b3.htm) e a Resolucdo
196/96 do Conselho Nacional de Saude
(http://conselho.saude.gov.br/resolucoes/reso_96.htm).

A investigacdo em animais deve ser submetida a Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA). Enviar declaracéo
assinada de aprovacéo da pesquisa, cumprindo a Lei
Federal n® 11.794, de 8 de outubro de

2008, http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2007-
2010/2008/Lei/L11794.htm e o Decreto n° 6.689, de 15 de
julho de 2009 que regulamentada a Lei no 11.794,
disponivel

em:http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/ Ato2007-
2010/2009/Decreto/D6899.htm.

Artigos de autores estrangeiros devem seguir o Council for
International Organization of Medical Sciences (CIOMS)
ethical code for animal experimentation (WHO Chronicle.
1985;39(2):51-6)

O Corpo Editorial da Revista podera recusar artigos que nao
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cumpram rigorosamente os preceitos éticos da pesquisa.
Resultados

No texto enfatizar as observacdes importantes. Incluir os
dados de significAncia estatistica. Apresentar em sequéncia
I6gica no texto, usando:

Tabelas: sdo abertas e numeradas consecutivamente
(algarismos arabicos) e apresentar um titulo

breve, colocado acima. Utilizar abreviaturas aprovadas e
padronizadas. As abreviaturas ndo padronizadas devem ser
explicadas em notas de rodapé da tabela.

Quadros: sdo fechados, com dados descritivos e
apresentar um titulo breve, colocado acima.

Figuras [llustracOes, fotografias e graficos]: devem
ser de boa qualidade. Nao repetir no texto todos os dados
constantes das tabelas e/ou figuras. As figuras também
devem ser numeradas sequencialmente em algarismos
arabicos. As legendas devem aparecer abaixo da figura.

Discussao

Enfatizar os aspectos novos e relevantes do estudo.
Comparar os métodos e resultados com o0s anteriormente
publicados. Cotejo entre as observagdes proprias com a de
outros autores. Enfatizar novos e importantes aspectos do
estudo. NAO REPETIR RESULTADOS.

Conclusao

Deve ser clara e concisa e responder aos objetivos do
estudo. Evitar comentarios e repeticado de dados.

Referéncias
Siga modelo de artigos publicados

A Revista cumpre as normas de Vancouver: Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals do International Committee of Medical Journal
Editors (www.icmje.org). O Editor leva em consideracao
a seriedade e ao apuro nas referéncias. Sao
importantes como a propria pesquisa. Deve ter
revisdo rigorosa e acurada.

O autor principal deve realizar a revisdo acurada das
referéncias conforme MEDLINE/PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) Os titulos dos
periédicos devem ser abreviados de acordo com o estilo
usado na lista de revistas indexadas no MEDLINE/PubMed.
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Deve-se referir artigo pertinente ao tema

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente na
ordem em que foram mencionadas a primeira vez no texto,
com respectivo niumero sobrescrito.

Os nomes de todos os autores devem ser citados nas
referéncias (et al ndo é aceito).

As referéncias devem ser atualizadas, selecionadas e
utilizadas as mais importantes, pertinentes a pesquisa,
publicados em periddico indexado. Evitar o niUmero
excessivo de referéncias.

Nao sao aceitas referéncias a resumos, comunicacéo
pessoal ou qualquer outra fonte ndo indexada (livros texto
e teses).

N&o se repete a dezena, centena, milhar da pagina
final do artigo.

Exemplos de referéncias
Artigo de revista

Diethelm AG. Surgical management of complications of
steroid therapy. Ann Surg. 1977;185(3):251-63.

Park HK, Fernandez I, Dujovny M, Diaz FG. Experimental
animal models of traumatic brain injury: medical and
biomechanical mechanism. Crit Rev Neurosurg. 1999;9:44-
52.

Agradecimentos

Reconhecer aqueles que contribuiram para o trabalho, mas
sem possuirem as caracteristicas de autores.

Correspondéncia: Nome completo do autor principal, e-
mail, endereco e telefones.

Declarar: Conflito de interesse e fonte de financiamento.

No final do manuscrito: mencionar o local da
realizacdo da pesquisa: laboratério/centro de
pesquisa/disciplina/departamento/instituicao.

Se aluno de Programa de Pds-graduacdo, informar se o
artigo é parte de tese, nivel mestrado, doutorado ou pés-
doutorado e nome do Professor Orientador/Tutor.

Exemplo: 'Research performed at Laboratory ........ ,
Department......... , Institution.............. , City,. Brazil. Part of
Master or PhD degree thesis, Postgraduate Program [name



according to CAPES] University......... Tutor: Name..
Fluxograma do manuscrito

1. O manuscrito serd avaliado quanto a forma e o estilo
da revista, conforme as instrucdes aos autores. O
artigo sera devolvido se ndo cumprir as
normas.

2. O manuscrito sera submetido aos pareceristas para
apreciacao e aprovacao.

3. Apoés aprovacado o artigo sera publicado de acordo
com a data da submissdo. O editor tem o direito de
realizar adaptacfes do texto conforme norma e
estilo da revista.

Consultar fasciculos recentes da Revista disponiveis
em www.scielo.br/acb.

Documentos a serem enviados pelo correio ou e-mail:
Transferéncia dos Direitos de Reproducéao, Certificado da
Comisséo de Etica (CEUA ou CEP) da Instituicdo e
Declaracédo do conflito de interesses.

Os autores cujos trabalhos forem aceitos para publicacéo
pela revista transferem todos os direitos de reproducao
(copyright) a Acta Cirdrgica Brasileira, de acordo com o
Ato de Direitos Autorais de 1976. Uma carta contendo essa
declaracao deve ser encaminhada junto com o artigo,
assinada por todos os autores.

Modelo

"Os autores abaixo assinados transferem todos os direitos
autorais do artigo intitulado " "
a Acta Cirdrgica Brasileira. Garantem que o artigo é
original, ndo infringe qualquer direito autoral ou direito a
propriedade de terceiros, ndo esta em avaliacdo por outro
periddico e néo foi previamente publicado. O trabalho foi
lido e cada um dos autores confirma sua contribuicdo"

Nome legivel e assinatura

Declaracédo do conflito de interesse, a fim de cumprir a
Resolucao do Conselho Federal de Medicina n.1595/2000,
que veda artigos, mensagens e materiais promocionais de
produtos ou equipamentos de uso na area médica.
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