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FERREIRA.M.M, Projeto Avaliação da genotoxicidade e antigenotoxicidade da 

astaxantina através do ensaio Cometa em células de mamífero in vitro 2013. 75 p. 

Dissertação (Mestrado em Ciências de Alimentos). Instituto Tecnologia, Universidade Federal 

Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2013 

 

 

A cor e a aparência dos alimentos são os primeiros atributos fundamentais, se não os 

mais importantes, a serem avaliados pelos consumidores no momento da sua aquisição. Os 

alimentos podem ser mais nutritivos, seguros e mais econômicos, no entanto, se não forem 

atraentes, sua aquisição não ocorrerá. O salmão é basicamente um peixe branco que torna-se 

rosado pela ingestão do camarão. O pigmento vermelho armazenado presente no músculo ou 

na casca  do camarão e que se acumula no tecido adiposo é adquirido através da ingestão das 

algas e dos organismos unicelulares  pelos camarões do mar. Os carotenóides utilizados nas 

indústrias alimentícia, farmacêutica, de cosméticos e de ração são corantes naturais 

responsáveis pelas cores amarelas, laranja e vermelha. O salmão criado em aquicultura não 

tem acesso aos organismos citados acima, entretanto é adicionado à sua ração a astaxantina 

(ATX), substância que confere uma cor rosada à sua carne. A ATX (3,3'-dihidroxi-beta,beta-

caroteno-4,4'-diona) é um pigmento carotenóide oxigenado, que confere a característica de 

coloração rosa-avermelhada de alguns peixes, crustáceos, aves e microrganismos. A ATX 

apresenta potente  atividade na eliminação de radicais livres e na proteção  quanto à 

peroxidação de lipídios e  quanto aos danos causados pela oxidação das membranas celulares 

e de tecidos. Neste trabalho investigamos em células sanguíneas humanas  in vitro, a 

genotoxicidade e o efeito protetor ou antigenotoxicidade de ATX na indução de dano 

oxidativo ao DNA causado pelo peróxido de hidrogênio (H2O2). A  ATX (0,1 a 5 µM)  não 

foi citotóxica em células sanguíneas humanas  sendo citotóxica na faixa de 10 a 1000 µM 

induzindo de 1 a 10% de letalidade celular quando comparado ao controle-solvente 

dimetilsulfóxido (DMSO 5%). A ATX nos ensaios Cometa realizados não induziu dano ao 

ADN (p>0,1) em células sanguíneas humanas  na faixa testada de  0,1 a 500 µM quando 

comparado ao DMSO 5%.. O H2O2 (12,5 a 2000 µM) não foi citotóxico não causando 

letalidade celular em células sanguíneas humanas, porém foi genotóxico (p<0,05) causando 

dano ao ADN. Em dois ensaios independentemente realizados, o pré-tratamento in vitro das 

células sanguíneas humanas  durante 2h pela ATX  (25, 50, 100, 250 e 500 µM) causou 

redução altamente significativa (p<0,01) do efeito genotóxico causado por 200 e 2000  µM do 

H2O2 durante 10 min. Através desse estudo demonstramos o efeito protetor da ATX quanto à 

indução de dano oxidativo ao ADN causado pelo . H2O2 em células sanguíneas humanas in 

vitro. 

 

Palavras chaves: Carotenóides, genotoxicidade, ensaio cometa 
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Abstract 

FERREIRA.MM, Project: Evaluation of genotoxicity and antigenotoxicity of astaxanthin 

by the Comet assay in mammalian cells in vitro 2013. P. 75. Thesis (Master of Science in 

Food). Technology Institute, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 

2013 

The color and appearance of food are the first fundamental attributes, if not more 

important, to be evaluated by consumers at the time of its acquisition. The food can be more 

nutritious, safer and more economical, however, if not attractive, its acquisition will not 

occur. The salmon is basically a white fish that becomes pink by eating shrimp. The stored 

red pigment present in muscle or shrimp in the shell and accumulates in adipose tissue is 

acquired through ingestion algae and unicellular organisms by the shrimps from the sea. 

Carotenoids used in food, pharmaceutical, cosmetics and food are natural colorants 

responsible for yellow, orange and red. The raised salmon aquaculture has no access to the 

bodies mentioned above, however, it is added to their feed astaxanthin (ATX), a substance 

that gives a pinkish color to your meat. ATX (3,3 '-dihydroxy-beta, beta-carotene-4, 4'-dione) 

is a oxygenated carotenoid pigment that confers the characteristic reddish-pink coloration of 

certain fish, crustaceans, birds and microorganisms. The ATX has potent activity in 

scavenging free radicals and protecting against lipid peroxidation and the damage caused by 

oxidation of cell membranes and tissues. In this study we investigated in human blood cells in 

vitro genotoxicity and protective effect or antigenotoxicity ATX induction of oxidative DNA 

damage caused by hydrogen peroxide (H2O2). ATX (0.1 to 5 µM) was not cytotoxic in human 

blood cells are cytotoxic in the range 10-1000 µM inducing 1 to 10% mortality when 

compared to control cell-solvent dimethylsulfoxide (DMSO 5%). The ATX Comet assays 

performed did not induce DNA damage (p> 0.1) on human blood cells tested in the range 0.1 

to 500 µM compared to the 5% DMSO. H2O2 (12.5 to 2000 µM) was not cytotoxic and did 

not cause cell lethality in human blood cells but was genotoxic (p <0.05), causing damage to 

DNA. In two experiments independently performed, the pre-treatment of cells in vitro human 

blood for 2h the ATX (25, 50, 100, 250 and 500 µM) caused a highly significant reduction (p 

<0.01) caused by genotoxic 200 and 2000 µM H2O2 for 10 min. Through this study we 

demonstrated the protective effect of ATX on the induction of oxidative damage to DNA 

caused by. H2O2 in human blood cells in vitro. 

 

Key Word: Carotenoids, genotoxicity, comet assays 
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LISTA DE ABREVIAÇÕES E SÍMBOLOS 

 

ATX            Astaxantina 

°C               Grau Celsius 

µg.kg¹          Unidade de medida micro gramas por kilogramas 

µL               Unidade de medidaMicro Litro 

µM              Micro Molar 

3R               Refinement, Reduction e Replacement 

AND            Acido desoxirribonucleico 

BPF             Ponto Baixo de Fusão 

C40             Quarenta carbonos 

CAT            Catalase 

CK              Celulas Killer 

CLAE          CromatografiaLiquida Alta Eficiência 

CP               Ciclosfosfamida 

DMSO         Dimetilsulfóxido 

EDTA          Sal dissódico do ácido tetra-acéticoetilenodiamino 

g.L¹             Unidade de medida grama por litro 

GSH-Px      Glutationa peroxidade 

h                 Unidade de tempo horas (h) 

H2O2              Peróxido de hidrogênio 

IgG             Imunoglobulina G 

IgM             Imunoglobulina M 

INCQS        Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde 

Ip                Intraperitoniamente  

v.o.             Via oral 

mA              Miliampère 

mg.kg¹         Unidade de medida miligrama por kilograma 

mim             Unidade de tempo minuto (mim) 

mL              Mililitros 

MMS           Solução de sulfonato de metil metano 

NMDA        Glutamato N-metil-D-aspartato 

NO2
- 
/NO3

-    
Degradação do Oxido nítrico/ Oxido Nitroso 

PBS             Solução salina tamponada de fosfato sem cálcio e magnésio 

POP            Procedimento Operacional Padrão 

SCG            Single Cell Gel 

SK-N-SH     Células de neuroblastoma humano 

SOD            Superóxido dismutase 

UI/mL         Unidade internacional por mililitros 

US$             Unidade Monetária Americana (Dólar) 

UV              Luz ultravioleta 

UVA            Luz ultravioleta A 

Volts            Unidade de medida de potencial elétrico 
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1- INTRODUÇÃO 
 

A cor é a primeira informação que temos de um alimento. A partir da cor bem como 

da textura podemos classificar qualquer alimento inicialmente, por exemplo, em 

agradável/aceitável ou mesmo repugnante. Geralmente são fatores facilmente perceptíveis e 

avaliados pelos consumidores. que podem ser altamente nutritivos e conferir ganhos a saúde. 

A aceitação do alimento está pois, diretamente e principalmente relacionada à  sua aparência. 

 A aparência de um alimento também pode contribuir de forma inversa quanto à 

avaliação pelo consumidor, pois, um alimento com poucos nutrientes pode ter sua 

apresentação melhorada para que seja mais requisitada, pelo menos em um primeiro instante. 

A cor acompanhada pela primeira impressão da textura faz parte do apelo sensorial do 

produto.  

Com a intenção de solucionar este problema, várias pesquisas têm sido conduzidas 

com o objetivo de buscar fontes alternativas de pigmentos carotenóides a serem adicionadas à 

ração de galinhas poedeiras para melhorar a coloração das gemas e a ração de peixes para 

conferir cor a musculatura do pescado. Devido à tendência atual para o uso de produtos 

naturais, muitas algas, leveduras, vegetais e microrganismos estão sendo estudados e 

recomendados para utilização como suplemento pigmentante  

O objetivo do estudo  foi inicialmente a avaliação de dano ao ácido 

desoxirribonucléico (ADN) ou genotoxicidade induzido pela astaxantina (ATX) em células 

sanguíneas humanas in vitro empregando o ensaio SCG (Single Cell Gel) ou ensaio Cometa 

em condições alcalinas.  Uma vez comprovada a não genotoxicidade de ATX estudamos o 

efeito protetor ou antigenotoxicidade de ATX na indução de dano oxidativo ao ADN causado 

pelo peróxido de hidrogênio através do mesmo ensaio. 

 

2.  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Corantes carotenóides 

 

Os carotenóides são corantes naturais responsáveis pelas cores amarela, laranja e 

vermelha, utilizados nas indústrias alimentícia, farmacêutica, de cosméticos e ração. A 

produção biotecnológica de carotenóides vem se destacando devido a fatores tais como 

possibilidade de utilização de substratos de baixo custo para a bioprodução; denominação de 

substâncias naturais; pequeno espaço para produção, e controle das condições de cultivo. 

Muitos microrganismos produzem carotenóides, porém nem todos são industrialmente 

interessantes (VALDUGA,2009). Em animais aquáticos, possui muitas funções, tais como 

proteção de ácidos graxos poliinsaturados contra oxidação, proteção contra radiação 

ultravioleta, entre outros (HIGUERA-CIAPARA et al., 2006) 
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2.1.1 ATX astaxantina 

 

A astaxantina (3,3'-dihidroxi-beta,beta-caroteno-4,4'-diona) é um pigmento 

carotenóide oxigenado, que confere a característica de coloração rosa-avermelhada de alguns 

peixes, crustáceos, aves e microrganismos, apresentando forte atividade de eliminar radicais 

livres e proteger contra peroxidação de lipídios e danos causados pela oxidação das 

membranas celulares e tecidos. Como os carotenóides não são sintetizados pelos animais, 

atualmente é crescente o seu uso como alimento funcional e suplemento farmacêutico. Sua 

adição é utilizada como suplemento alimentar nas dietas de peixes e crustáceos em 

aquicultura, fornecendo características de pigmentação destes animais, e na criação de aves 

domésticas visa aumentar a cor da gema do ovo, incrementando sua qualidade e aceitação no 

mercado consumidor (FONSECA et al., 2006). 

No Brasil a aplicação de corantes diretamente na carne do pescado é proibida, 

inclusive pelo Codex Alimentarius. Entretanto conforme a Resolução nº 1, de 7 de março de 

2008 do Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento, trata sobre o utilização de 

corantes e seu uso na ração para  promoção de cor na musculatura, é permitido. Como não 

temos leis brasileiras sobre o assunto, são utilizadas legislações internacionais para nos 

basearmos na segurança. Os limites que impomos a outros países quando da exportação de 

pescado colorido artificialmente por ração segue, principalmente, a União Européia. O Art. 1º 

da resolução tem a seguinte redação: 

 

Adotar a expressão "Peixe de cultivo: coloração resultante do 

corante utilizado na ração" em todos os rótulos aplicáveis aos 

produtos que contenham peixes provenientes da aquicultura cuja 

coloração da musculatura tenha sido obtida por meio da 

alimentação com rações adicionadas de corantes. 

 

A ATX éo principal pigmentocarotenóide encontradoem animais aquáticos. Eletem 

sido utilizado comouma fonte de pigmentação para peixes marinhos na aquicultura etambém 

está sendo investigado para alimentos, cosméticos e aplicação médica, devido à sua alta 

atividade antioxidante. Os microrganismos, alga do gênero Haematococcus, a levedura 

vermelha Phaffiarhodozyma, e o invertebrado Euphausia superba (krill), etc, são fontes de 

ATX. A ATX sintética (Figura 2) é produzida por algumas empresas por meio de complexas 

reações químicas e seu mercado foi estimado em 100 milhões de dólares por ano no início dos 

anos 90.No entanto, não é, na mesma forma como encontradana natureza, esua estabilidadee 

atividadesão mais baixasdo que o produto natural.A astaxantina foi primeiro isolada e 

identificada a partir de lagostas, em 1938,e muitos estudos foram realizados para extrair 

astaxantina a partir de várias fontes, por solventes orgânicos (LIM et al.,2002). 

Os carotenóides são um grupo de mais de 700 pigmentos naturais lipossolúveis, que 

são principalmente produzidos por algas do fito plâncton e plantas. Estes pigmentos são 

responsáveis pela grande variedade de cores vistas na natureza, os mais visíveis são o amarelo 

brilhante, as cores laranja e vermelha das frutas, folhas e animais aquáticos. Entre as 

numerosas classes de pigmentos, os carotenóides são os mais difundidos e quimicamente e 

estruturalmente diversos. Apenas as plantas, algas, alguns fungos e algumas espécies de 

bactérias sintetizam carotenóides, portanto, devem ser fornecidos na dieta animal. Os 

carotenóides são absorvidos através da dieta de animais, por vezes convertidos em outros 

carotenóides e são incorporados aos vários tecidos. Algumas espécies de peixes, e vários 
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crustáceos (Penaeus japonicus e Penaeus monodon), têm os mecanismos enzimáticos 

necessários para converter os carotenóides em outras formas, tais como ATX(LORENZ & 

CYSEWSKI, 2000).  

Os carotenóides ingeridos pelos animais em sua alimentação são absorvidos pelo 

intestino delgado, principalmente na área do jejuno-íleo e uma pequena porção no duodeno, 

junto com outros lipídeos (EL BOUSHY; RATERINK, 1992; LATSCHA, 1990; NYS, 2000; 

PEREZVENDRELL et al., 2001). 

Nos últimos anos, muito interesse tem sido focado no potencial biotecnológico das 

microalgas, principalmente devido à identificação de diversas substâncias sintetizadas por 

estes organismos. A imensa biodiversidade e conseqüente variabilidade na composição 

bioquímica da biomassa obtida das culturas microalgais, aliadas ao emprego de melhoramento 

genético e ao estabelecimento de tecnologia de cultivo em grande escala, vêm permitindo que 

determinadas espécies sejam comercialmente utilizadas. Nesse sentido, cultivos de microalgas 

têm sido realizados visando à produção de biomassa, tanto, para uso na elaboração de 

alimentos, quanto, para a obtenção de compostos naturais com alto valor no mercado mundial. 

Dentre os inúmeros compostos extraídos, ou com potencial de exploração comercial, podem 

ser relacionados ácidos graxos poliinsaturados, carotenóides, ficobilinas, polissacarídeos, 

vitaminas, esteróis e diversos compostos bioativos naturais (antioxidantes, redutores do 

colesterol etc.), os quais podem ser empregados especialmente no desenvolvimento de 

alimentos funcionais, por suas propriedades nutricionais e farmacêuticas (DERNER et 

al.,2006) 

A deposição de ATX em trutas e salmões é muito mais eficiente, comparativamente a 

outros carotenóides, sendo que a maioria dos criadores utiliza ATX sintética. Contudo, o 

custo deste insumo é elevado, aliado ao fato de que suas formulações podem conter 

configurações químicas indesejadas de ATX e seus derivados, diminuindo sua eficiência na 

pigmentação (LATSCHA, 1990 e TORRISEN, 1995). Adicionalmente, observa-se uma 

tendência mundial à utilização de fontes naturais de nutrientes e à exclusão de componentes 

sintéticos da cadeia alimentar. Tais fatores têm aumentado o interesse em fontes naturais de 

ATX, sendo que diversas empresas têm investido na obtenção deste pigmento, a partir de 

fontes naturais (MCCOY, 1999). Atualmente, as fontes naturais mais promissoras de ATX 

são a microalga Haematococcus pluvialis (GOUVEIA et al., 1996) e a levedura Phaffia 

rhodozyma (MORIEL, 2005). Neste contexto, a necessidade de obtenção de ATX a partir de 

fontes naturais com elevada produtividade, sustentabilidade e baixo custo, aliado ao uso de 

processos eficientes de extração e quantificação daquele carotenóide, vem direcionando 

pesquisas nesta área, buscando incrementos de qualidade e redução do custo do pescado 

produzido em cativeiro. 

A aplicação mais comum tem sido na aquicultura, para a alimentação direta ou indireta 

de algumas espécies de peixes, moluscos, crustáceos e de diversos organismos forrageiros de 

interesse econômico. São empregadas espécies da família Bacillariophyceae (Chaetoceros 

spp. Ehrenberg, Thalassiosira spp. Cleve, Phaeodactylum tricornutum Bohlin e Skeletonema 

costatum Greville), da família Haptophyceae (Isochrysis spp. Parke), Cryptophyceae 

(Rhodomonas spp. Karsten), Chrysophyceae (Monochrysis spp. Skuja), Prasinophyceae 

(Tetraselmis spp. Stein), Cyanophyceae (Arthrospira spp. e Spirulina spp.) e Chlorophyceae 

(Chlorella spp.,Dunaliella spp. e Scenedesmus spp. Bourrely), dentre outras classes e diversas 

espécies (MULLER-FEUGA, 2004). 
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2.1.2 Estrutura Química e Propriedades Biológicas da ATX 
 

A ATX (Figura 1) é um pigmento encontrado em animais aquáticos, tais como lagosta, 

siri e camarão. Este pigmento protege contra radicais livres, peroxidação lipídica, danos 

oxidativos ao colesterol lipoproteína de baixa densidade, oxidação dos ácidos graxos poli-

insaturados essenciais e proteção contra os efeitos da luz ultravioleta (UV), membranas 

celulares, células e tecidos (HU et.al, 2006). 

Devido à alta taxa de instauração, fatores tais como calor, luz e ácidos ocasionam 

isomerização dos carotenóides trans, que é a forma mais estável na natureza, para a forma cis 

(Figura 2) promovendo ligeira perda de cor e atividade pró-vitamínica. Os carotenóides são 

também susceptíveis às oxidações enzimáticas ou não enzimáticas, que dependem da estrutura 

do carotenóide, disponibilidade de oxigênio, presença de enzimas, metais, pró-oxidantes e 

antioxidantes, alta temperatura e exposição à luz (JOHNSON & SCHROEDER, 1995). 

Os pigmentos podem absorver luz especificamente UV e visível do espectro, o 

restante é transmitido ou refletido, e apresentam cor. A estrutura responsável pela absorção da 

luz é o grupamento cromóforo, que nos carotenóides se caracteriza pelas duplas ligações 

conjugadas. Cada carotenóide é caracterizado por um espectro de absorção eletrônica. Assim, 

a espectroscopia de absorção é uma importante técnica na análise de carotenóides (GROSS, 

1991). 

A maioria dos carotenóides são tetraterpenoides com quarenta carbonos (C40) e 8 

unidades isoprenoides, ligados de tal forma que a molécula é linear e simétrica, com a ordem 

invertida no centro. A estrutura básica acíclica C40 pode ser modificada por hidrogenação, 

desidrogenação, ciclização ou oxidação. A característica de absorção de luz destes pigmentos 

dá-se devido à cadeia de duplas ligações conjugadas que atua como cromóforo, sendo 

necessário, aproximadamente, sete ligações duplas conjugadas para que o carotenóide 

apresente coloração. O sistema de duplas ligações conjugadas também confere a estes 

pigmentos alta reatividade química, podendo ser facilmente isomerizados e oxidados, 

principalmente quando submetidos a condições não controladas de processamento e/ou 

estocagem, mais especificamente em produtos naturais (frutas). Além disso, o calor, a luz, o 

oxigênio e enzimas como lipoxigenase e/ou ácidos presentes em frutas levam a alterações ou 

parcial destruição dos pigmentos. A exposição destes pigmentos a tais agentes resulta na 

formação de isômeros cis, epóxidos, diminuição da cor, perda da atividade pró-vitamínica A e 

quebra da cadeia. (VALDUGA, 2009) 

 
Figura 1 – Estrutura da ATX all Trans. 
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Figura 2 – Estrutura da ATX Cis. 

 

Após ingestão, devido a sua liposolubilidade, a ATX é incorporada em micelas no 

intestino delgado, se difundindo passivamente na luz intestinal junto com os ácidos graxos. A 

ATX é incorporada em quilomícrons e estes apos perder sua fração lipídica, torna-se 

suficientemente pequenos para passar através dos capilares sanguíneos, chegando ao fígado, 

principal órgão para metabolismo e excreção de carotenóides. Neste órgão, a ATX é 

biotrasformada até seus metabólitos. O mecanismo exato pelo qual a ATX é metabolizada no 

fígado é desconhecido, mas sabe-se que a porção deste carotenóide não metabolizada é 

incorporada as lipoproteínas de muito baixa densidade antes de chegar a corrente sanguínea 

novamente (RAJASINGH  et al., 2006)  

 Apesar da ausência da atividade pró-vitamina A, a ATX possui inúmeras propriedades 

farmacológicas incluindo atividades antioxidante, antiinflamatória (KURASHIGE et al., 

1990), imunomoduladora, anticâncer (CHEW et al., 1990) e antidiabetes (UCHIYAMA et al., 

2002). Entre tais propriedades, sua atividade antioxidante parece ser responsável pelas 

demais. A ATX apresentou potencial antioxidante superior a outros carotenóides como 

zeaxantina, luteína, cantaxantina, e  β-caroteno e 100 vezes maior que o α-tocoferol 

(NAGUIB, 2000). Essa superioridade estaria relacionada à estrutura química, onde os anéis 

polares da ATX removeriam espécies reativas de oxigênio na superfície, enquanto a cadeia 

carbonada agiria no interior da membrana (GOTO et al., 2001). No anel polar da ATX, o 

grupo hidroxila no átomo de carbono três é apontado como principal sítio de remoção de 

radicais livres. 

 Alguns autores têm descrito o efeito protetor da ATX contra danos oxidativos 

induzidos por radicais hidroxilas e oxigênio singlete (WU et al., 2006). Além disso, tem sido 

demonstrado que peróxido de hidrogênio, oxigênio singlete e radical superóxido estimulam a 

biossíntese da ATX em fungos, provavelmente como uma resposta de defesa antioxidante 

(SCHROEDER & JOHNSON, 1993; SCHROEDER & JOHNSON, 1995; LIU & WU, 2006). 

 

2.1.3 Fontes da extração de ATX 
 

Nos últimos anos, muito interesse tem sido focado no potencial biotecnológico das 

microalgas, principalmente devido à identificação de diversas substâncias sintetizadas por 

estes organismos. A imensa biodiversidade e conseqüente variabilidade na composição 

bioquímica da biomassa obtida das culturas microalgas, aliadas ao emprego de melhoramento 

genético e ao estabelecimento de tecnologia de cultivo em grande escala, vêm permitindo que 

determinadas espécies sejam comercialmente utilizadas.  
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Alguns procedimentos são necessários para a extração dos pigmentos, para que eles 

possam ser usados nos produtos industriais e dessa forma, assimilados pelo consumidor. A 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) é usada para a análise do carotenóide, mas 

para se chegar neste estágio o carotenóide precisa ser extraído do microrganismo. Partindo 

desse princípio, seguem alguns métodos. Segundo Squina e Mercadante (2003), atualmente a 

CLAE tem se mostrado o método de escolha para separação e quantificação de carotenóides. 

No entanto, quando esta concentração da fonte de carbono é aumentada, diminui-se 

drasticamente a produção da ATX (BONFIM, 1999). Isto é explicado pelo fato de que a 

levedura Phaffia rhodozyma apresenta o efeito “Crabtree”, em que o crescimento celular e a 

produção de ATX ficam comprometidos pelo aumento residual de glicose (REYNDERS, 

RAWLINGS, HARRISON, 1997). 

 

2.1.4  Emprego da ATX na alimentação 
 

Os carotenóidessó podeser sintetizado porplantas e microrganismos, os animais nãosão 

capazes de fazeressa síntese, mas pode absorvê-loporseu alimento.Aabsorçãoe o 

metabolismodos carotenóidessão determinadospela estrutura. 

A retençãode carotenóides emanimaisdepende da eficiência de absorção do transporte 

do aparelho digestório, dos mecanismos de deposição em diversos tecidos, metabolismo etaxa 

de excreção. Taxas de retenção na dieta de carotenóides em Salmonídeos variam de acordo 

com fatores tais como: sexo, tamanho, espécie e composição da dieta, mas são geralmente na 

faixa de 1-18%. Os níveis de carotenóides em Salmonídeos cultivados mostram grandes 

variações entre indivíduos da mesma espécie, e os valores reportados para Salmonídeos 

selvagens podem representaras diferenças comparativos na capacidadede depositar 

carotenóides. Fatores que podem também contribuir para observação são as diferentes fontes 

de pigmento na dieta, o tamanho do peixe, as diferentes fases de maturação, egenética 

(TOLASA, 2005). 

Neste estudo serão abordados a situação na qual é submetido a criação do salmão que 

é um grande peixe da famíliaSalmonidae, que também inclui as trutas. Peculiar aos mares e 

rioseuropeus, é muito procurado pela sua apreciadíssima carne rosada, muito saborosa, e 

criado em aquicultura, especialmente a espécie Salmo salar. O salmão do oceano Atlântico 

volta do mar à água doce para se reproduzir, quase sempre ao mesmo rio em que nasceu. À 

medida que se aproxima a época da procriação, a cabeça do macho muda de forma, alongando 

e curvando a mandíbula inferior em forma de gancho e a carne ganha uma coloração 

esbranquiçada. Enquanto o salmão do oceano Pacífico morre após a reprodução, o do 

Atlântico se reproduz mais de uma vez.  

O salmão é basicamente um peixe branco. O pigmento vermelho é feito através das 

algas e dos organismos unicelulares, que são ingeridos pelos camarões do mar; o pigmento é 

armazenado no músculo do camarão ou na casca. Quando os camarões são comidos pelo 

salmão, estes também acumulam o pigmento nos seus tecidos adiposos. Como a dieta do 

salmão é muito variada, o salmão natural adiquire uma enorme variedade de cores, desde 

branco ou um cor-de-rosa suave a um vermelho vivo. Permanece na água doce nos dois ou 

três primeiros anos de vida antes de ir para o mar. Suporta temperaturas baixas em água doce 

ou salgada. O salmão adulto é alimento de focas, ursos, tubarões, baleias e seres humanos. 

O Chile vem como o segundo produtor mundial desse pescado, atraves dos anos sua 

industria se desenvolveu e hoje é responsável por um abastecimento mundial consideravel. 

FRENCH-DAVIS (2002b) destaca a importância da “Fundación” Chile, instituição semi 

pública voltada para assistência técnica a alguns projetos. A idéia era determinar quais 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Peixe
http://pt.wikipedia.org/wiki/Salmonidae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Truta
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mar
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rosa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Aquacultura
http://pt.wikipedia.org/wiki/Salmo_salar
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oceano_Atl%C3%A2ntico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Reprodu%C3%A7%C3%A3o
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http://pt.wikipedia.org/wiki/Macho
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mand%C3%ADbula
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http://pt.wikipedia.org/wiki/Urso
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atividades poderiam se beneficiar de novas tecnologias. Como qualquer empreendimento de 

capital de risco, esta Fundação registrou muitos fracassos, mas também muitos casos de 

sucesso, como o cultivo de salmões (AGOSIN, 1999). A partir de um projeto piloto de 1981 

para o cultivo de salmões em jaulas, em água doce (tecnologia desenvolvida na Noruega e 

Suécia), houve a primeira produção comercial em 1986-1987, duplicando no período 

seguinte. No ano de 1988 o ciclo se completou, quando o projeto começou a gerar lucros e a 

Fundação vendeu o projeto a uma companhia japonesa de pescados e mariscos comestíveis. 

Nos anos 1990 a exportação de salmão se tornou uma das mais importantes (CEPAL, 1998). 

O Chile exportou para o Brasil US$ 192 milhões, em 2009, sendo que 81% desse 

valor, num total de US$ 156 milhões, foi da categoria salmão. Em volume, o produto também 

representou 81% do total importado do país, com 36 mil toneladas de um total de 44 mil 

toneladas importadas pelo país. Nota-se que quase 100% dos salmões importados têm sua 

origem no Chile (Tabela 1). 

É interessante observar que houve um direcionamento das vendas de salmão e trutas 

ao mercado brasileiro quando ocorreu a crise internacional a partir de 2008. Segundo dados 

do Banco Central do Chile, o país exportou estes dois produtos para o mundo num total de 

US$ 2.327.500.000 em 2008. Em 2009, houve um recuo para US$ 2.029.400.000, 

representando um decréscimo de 13%. Paralelamente, o Brasil passou a importar mais deste 

país, chegando a 21%. Ou seja, a participação relativa brasileira nas compras do Chile foi 

aumentada em plena crise econômica internacional. Sem desconsiderar que houve um 

aumento de 10% no preço médio do pescado importado do Chile entre 2008 e 2009. Portanto, 

devido à estabilidade econômica brasileira, ao crescimento da renda média nacional e ao 

esforço exportador das empresas chilenas, o país apresentou um comportamento destoante dos 

demais compradores mundiais.  

O consumo nacional de salmão em quilogramas teve aumento total de 16% em relação 

a 2008. Neste período apenas os salmões congelados, cuja participação relativa é a segunda 

em importância, tiveram suas compras aumentadas em 76%. Os salmões frescos, maior item 

da categoria, apresentaram redução de 2% na comparação com 2008. Os salmões defumados 

tiveram uma queda de 4% entre 2008 e 2009 (Tabela 1). 

Nota-se que os salmões congelados tiveram aumento no volume e valor importados. 

Houve pequeno aumento de preço em comparação ao ano anterior, 7%. (BRASIL, 2009) 

 

Tabela 1: Importações brasileiras de salmões nos anos 2008 e 2009.  

 

 Tabela 1: Importações brasileiras de salmões nos anos 2008 e 2009. Fonte: Ministério da 

Pesca e Aquicultura - Boletim estatístico da pesca e aqüicultura, 2008-2009 

 

O Chile foi o principal fornecedor de pescado para o mercado brasileiro com  261 

milhões de dólares em 2010. De acordo com dados do governo chileno, o Brasil foi o  terceiro 
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destino das exportações chilenas de pescado com US$ 247 milhões, cerca de 12% do total 

exportado em valores monetários. (BRASIL, 2010) 

 

 
Tabela 2: Principais Origens das Importações Brasileiras – 2009 e 2010  Fonte: Ministério da 

Pesca e Aquicultura - Boletim estatístico da pesca e aqüicultura, 2010 

 

O principal item de pescado importado pelo Brasil em 2010 foi o bacalhau (gênero 

Gadus), originário principalmente da Noruega, especialmente nas espécies Gadus morhua e 

G. macrocephalus (ambos em maior quantidade na forma salgado-seco), conforme. O 

segundo maior fornecedor de bacalhau para o Brasil é Portugal. O salmão cultivado segue 

como o segundo produto mais importado, sendo o Chile seu maior fornecedor. Esse país 

exporta também grandes quantidades de truta para o mercado brasileiro, além de outros 

pescados. (BRASIL, 2010) 

 

 
Tabela 3: Importação de Salmão pelo Brasil - 2009 e 2010. Fonte: Ministério da Pesca e 

Aquicultura - Boletim estatístico da pesca e aqüicultura, 2010 

 

Porém como o habitat natural do salmão são as águas européias onde está presente sua 

alimentação em abundância em uma criação é preciso que se adicione um complemento à 

alimentação desse pescado, sendo assim uma alternativa usada para se chegar a uma 

coloração típica da carne é o uso da ATX, que já esta presente de forma natural na 

alimentação dos peixes europeus.  

No cultivo de peixes como a tilápia vermelha e de crustáceos, a ATX é comumente 

adicionada à ração animal para compensar a falta da ocorrência natural deste pigmento. Além 

de promover a pigmentação, o crescimento e a sobrevivência dos animais cultivados, este 

pigmento também estimula o sistema imunológico de trutas. No entanto, o estímulo não é 

suficiente para que a ATX seja incluída como um agente imuno-estimulante nas formulações 

alimentares (OGAWA et al, 2007). 

Os ovos de galinha são uma rica fonte de nutrientes vitais e, por isso, sãoL comumente 

usados na alimentação humana. O grau de pigmentação das gemas de ovos depende 

basicamente do desejo do consumidor e varia com a área geográfica, tradição e cultura. Em 

muitas áreas de mercado ao redor do mundo, consumidores e indústrias que produzem 

alimentos contendo ovos em sua formulação (maionese, misturas para bolos, produtos de 
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confeitaria, massas, e outros) preferem gemas de ovos fortemente coloridas, sendo difícil 

resistir ou ignorar essa tendência cultural e comercial (AKIBA et al., 2001; BAUERNFEIND, 

1972; EL BOUSHY & RATERINK, 1992; MARUSICH; BAUERNFEIND,1981; 

PONSANO et al., 2002; WILLIAMS, 1992). 

Em geral, o uso de rações ricas em carotenóides, ou de suplementos carotenóides na 

ração, efetivamente mantém ou aumenta a coloração onde carotenóides são limitantes. Estas 

práticas têm se tornado o principal meio de conseguir a coloração desejada em vários 

produtos de origem animal, incluindo gemas de ovos (HUDON, 1994). 

AKIBA e colaboradores (2001) conduziram dois experimentos para avaliar o potencial 

pigmentante da gema de ovos com Phaffia rhodozyma, uma levedura contendo altos teores de 

oxicarotenóides em comparação com a páprica, uma fonte pigmentante de ocorrência natural, 

e os resultados mostraram que a levedura pode ser uma fonte útil para o propósito almejado. 

ATX natural derivada de Haematococcus tem sido usado com sucesso como pigmento 

paragemas de ovos.  Galinhas White Leghorn foram alimentadas com uma dieta basal durante 

duas semanas para esgotar seus níveis de carotenóides; no momento do iníciodo experimento, 

obtendo ovos com uma média de pontuaçãode 4 cores no indicador ou tabela decores Roche. 

Novas dietasforam então preparadas que foram suplementadas com 0,5;1,0, 1,5, 2,0e3,0 

mg.kg
-1

 de ATX a partir de homogeneizado de Haematococcus, que foram fornecidas aos 

animais por um período de quatro semanas. Após cerca de sete dias, os pigmentos de gema de 

ovo atingiram pontuações estáveis de 5,8; 7,9; 9,4; 10,1e 11,8 na escala de cores, obtidas de 

galinhas alimentadas com rações suplementadas com 0,5;1,0, 1,5, 2,0e3,0 mg.kg
-1

 de ATX, 

respectivamente. As pontuações de cor foram correlacionadas comum aumento de 

concentrações de ATX,zeaxantina eluteínanagemas(LORENZ & CYSEWSKI, 2000).  

All Trans-ATX foi detectadanos músculos(0,1 a 0,3μg.g 
-1

)e fígado (0,3-1,1 mg.g 
-1

)de 

frangos alimentados pela levedura, Phaffia rhodozyma, mas não em frangos de controle, a 

concentração de all trans-ATX subiu parcialmentena proporção da concentração da ATX na 

dieta.O valor da cor da carne do peito foi intensificada com o aumento da ATX na dieta, 

embora este resultado não fosse estatisticamente significativo.Enquanto a ATX é parcialmente 

metabolizada para idoxantina e  crustaxantina, no fígado de galinha, é provável que a 

pigmentação da carne é principalmente devido a ATX, que é diretamente incorporada na 

carne. A função biológica de carotenóides tem recebido uma atenção significativa nos últimos 

anos.  A ATX mostra uma maior atividade antioxidante e propriedades imuno-moduladoras 

em tecidos animais. ATX depositada(0,1 a1,1 μg.g 
-1

)em tecidos pode ser de interesse em 

termos da prevençãoda peroxidação do tecido em carne de galinha e, desse modo, poderia ser 

uma fonte de alimentação para consumo humano, que também tenha uma função adicional 

biológica (AKIBA et al., 2001). 

Há uma quantidade crescente de evidências que suger em que a ATX supera os 

benefícios antioxidantes do β-caroteno, zeaxantina, cantaxantina, vitamina Cevitamina 

Também têm demonstrado que a ATX pode proteger a pele dos efeitos nocivos da radiação 

ultravioleta, relacionada com a idade e degeneração macular, proteger contra cânceres 

induzidos quimicamente, aumentar lipoproteínas de alta densidade e melhorar o sistema 

imunitário. Estudos epidemiológicos têm demonstrado uma correlação entre o aumento de 

ingestão de carotenóides e redução da incidência de doença cardíaca coronária e certos tipos 

de câncer, degeneração macular e aumento de resistência a infecções virais, bacterianas, 

fúngicas e parasitárias. Estudos indicam que o mecanismo para esta proteção é um atributo, 

em parte, devido ao aumento direto a resposta imune pelos carotenóides. Efeitos anti 

carcinogênicos dos carotenóides são susceptíveis de serem atribuíveis ao seu efeito 
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antioxidante, de modo como os radicais livres de oxigênio estão relacionados com o processo 

de iniciação e propagação de cancer(LORENZ & CYSEWSKI, 2000). 

 

2.2 Avaliação toxicológica da ATX 

 

          A toxicologia de alimentos pode ser definida como “Ciência que estuda a natureza, 

fontes e formação de substâncias tóxicas em alimentos, incluindo a verificação de efeitos 

nocivos eo estabelecimento de limites de segurança para ingestão de determinados 

componetes”. (Torres, 2001) 

 Vários alimentos, regularmente consumidos, contêm substâncias químicas diversas 

que são consideradas tóxicas. Algumas podem ser letais, outras interferem na digestibilidade, 

absorção ou utilização de nutrientes, afetando q qualidade do alimentos. Há ainda, aquelas 

substâncias adicionadas aos alimentos, conhecidas por “aditivos alimentares”, entre eles, 

corantes, conservantes, antioxidantes, adulcorantes, que são todas substâncias ou misturas de 

sibstâncias dotadas ou não de valor nutritivo, adicionadas ao alimento com a finalidade de 

impedir alterações, manter, conferir ou intensificar seu aroma, cor e sabor, nmodificar ou 

manter seu estado físico geral ou exercer ação qualquer exigida para uma boa tecnologia de 

fabricação. (MIDIO & MARTINS, 2000) 

O ponto principal para a segurança alimentar é a realização de testes de qualidade com 

rigor científico para apontar os limites mínimos e máximos de ingestão segura, de uma 

determinada substância química. Uma substância é considerada tóxica quando introduzida no 

organismo e absorvida, causa efeitos considerados nocivos ao sistema biológico; é 

considerada mutagênica quando induz alterações no material genético nuclear ou extra-

nuclear de células germinativas e somáticas. 

Os agentes genotóxicos são caracterizados por possuírem atividade biológica direta ou 

indireta, a partir de seus metabólitos, capazes de alterar informações codificadas no ADN. A 

genotoxicidade ocorre quando a exposição a um agente tóxico leva a alteração da estrutura ou 

do número de cromossomos (clatogenicidade/aneugenicidade) ou da sequência de pares de 

bases do ADN (mutagenicidade) (MCGREGOR, 2000). 

O efeito protetor da ATX também pode ser mostrado no estudo que avaliou a relação 

de toxicidade induzida pela ciclofosfamida, em células geminais de camundongos machos, 

foram avaliados o peso corporal, peso dos testículos e epidídimo, a contagem de 

espermatozóide, morfologia da cabeça do espermatozóide, ensaio cometa do espermatózoide, 

histologia dos testículos e ensaio TUNEL. O tratamento com ATX . O tratamento com ATX 

na dose de 25 mg/Kg, por via oral, por cinco dias consecutivos, durante cinco semanas, e a CP 

foi administrada intraperitoniamente(ip) atravez de doses em uma faixa de 50 a 200 mg/ kg de 

peso, uma vez por semana, por cinco semanas. A ATX melhorou significativamente o peso 

dos testículos, a contagem de espermatozóides e morfologia espermática da cabeça em 

comparação com apenas ciclofosfamida nos animais tratados. O resultado do ensaio cometa 

mostrou que o tratamento com ATX significativamente restaurou o dano ao ADN do esperma 

induzido pela ciclofosfamida. Além disso, o tratamento com ATX mostrou proteção em 

relação a toxicidade testicular induzida pela ciclofosfamida, como é evidente a partir de testes 

histologicos e ensaio de TUNEL. Os presentes resultados indicam que a ATX monstrou um 

efeito potencial na quimioprevenção em relação a citotoxicidade e genotoxicidade da 

ciclofosfamida em células germinativas de camundongos (TRIPATHI & JENA, 2008). 
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2.2  Ensaio Cometa 
 

Para a seleção da faixa de concentrações  da substância a ser testada no ensaio Cometa 

deve ser realizado inicialmente,  o ensaio para a avaliação de viabilidade celular   mediado 

pelo diacetato de fluoresceina e brometo de etídio. Deve-se evita no ensaio Cometa 

concentrações da substância que determinem valores superiores a 30% de decréscimo de 

viabilidade celular quando comparadas às culturas controle. (SPEIT & HARTMANN SPEIT, 

1997) 

O Ensaio  de genotoxicicdade SCG ou Cometa é um teste sensível, que detecta 

quebras de fita de ADN em células individuais. Possui custo relativamente baixo, rapidez, 

precisão e reprodutibilidade. Qualquer tipo celular pode ser avaliado, e uma das 

caracteristicas importantes do ensaio é o emprego de pequena quantidade de células. O 

desenvolvimento da técnica se deve principalmente pela metodologia de eletroforese do ADN 

em micro-gel; e de Singh e colaboradores (1988), que lhe atribuíram maior sensibilidade 

atraves do uso de solução alcalina. 

O  ensaio Cometa se baseia em uma técnica eletroforética em microgel. As células são 

embebidas em gel de agarose em lâminas para microscopia que posteriormente são lisadas, 

submetidas à eletroforese em condições alcalinas e coradas com um corante fluorescente que 

se liga ao ADN. As células que apresentam danos crescentes no ADN mostram migração 

aumentada de ADN cromossômico do núcleo em direção ao anodo, que se assemelha à forma 

de um cometa. A extensão de migração do ADN indica a quantidade de quebras de ADN na 

célula. (POP N° 65.3330.011, 2012). 

O teste do cometa é utilizado para detectar lesões genômicas, que após serem 

processadas, podem resultar em mutação. Diferente das mutações, as lesões detectadas pelo 

teste do cometa são passíveis de correção. Uma vez que danos no ADN são freqüentemente 

célula e tecido específicos, uma metodologia como o teste do cometa que permite a detecção 

de danos e seu reparo em uma única célula, e conseqüentemente, em determinada 

subpopulação celular, é de extrema relevância para a avaliação de substâncias genotóxicas 

(TICE, 1995).  

As etapas envolvidas na realização do teste Cometa consistem na lise celular, 

relaxamento  e eletroforese do ADN. Os fragmentos provenientes das quebras das fitas de 

ADN causadas pelo agente xenobiótico ao serem submetidos à eletroforese  “migram” 

formando uma cauda  semelhante a de um cometa. Após coloração com o brometo de etídio, o 

dano ao ADN é avaliado de acordo com o tamanho da cauda dos cometas em 4 diferentes 

classes (0a 3): classe 0 (ausência de cauda), classe 1 (pequena cauda); classe 2 (grande 

cauda); classe 3 (ADN totalmente danificado com a cabeça do cometa muito pequena com 

praticamente todo o ADN na cauda. Deve-se ter em mente que não existe célula sem dano no 

ADN, visto que o próprio metabolismo celular pode gerar em torno de 1000 lesões diárias no 

ADN/célula. O que se faz, rotineiramente é modular as condições técnicas (tempo de 

relaxamento e eletroforese) para que um mínimo de ADN migre da cabeça para a cauda do 

cometa nos controles negativos (TICE, 1995). 
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3. OBJETIVO 
 

3.1 Objetivo Geral 

 

- Avaliar a genotoxicidade e a antigenotoxicidade da ATX 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

- Realizar o ensaio Cometa da ATX em células sanguíneas humanas in vitro  

- Realizar o ensaio Cometa do peróxido de hidrogênio em células sanguíneas humanas in vitro 

- Realizar o ensaio Cometa da ATX na presença de um agente genotóxico oxidante (peróxido 

de hidrogênio) em células sanguíneas humanas in vitro. 

 

4. JUSTIFICATIVA 
 

Segundo a legislação brasileira (BRASIL, 1999), a comprovação da segurança de 

alimentos e de ingredientes é realizada a partir da avaliação das informações encaminhadas 

pelas empresas a respeito da finalidade e das condições de uso do alimento ou ingrediente e 

sua respectiva avaliação de risco.  A avaliação de risco, que deve seguir critérios científicos, é 

um processo estruturado e sistemático composto por quatro fases: identificação do perigo, 

caracterização do perigo, avaliação da exposição e caracterização do risco (ORGANIZAÇÃO 

PAN-AMERICANA DE SAÚDE, 2008) 

Sendo assim como a ATX é um aditivo muito empregado na alimentação de salmão 

criado em cativeiro, no Chile e, sabendo que o Brasil não possui clima apropriado para esse 

cultivo, mas é um consumidor dessa produção, precisamos saber até que ponto esse aditivo 

interfere de modo positivo ou negativo na nossa alimentação. Já que se ele se incorpora ao 

músculo do pescado e nós o consumimos, precisamos pesquisar se em níveis elevados repassa 

algum efeito benéfico ou deletério para nossas células e assim sendo passa estar trazendo 

conseqüências para nossa saúde como um todo. 

Em relação à experimentação animal, pode-se afirmar que um movimento de controle 

sobre o uso de animais tem sido crescente, paralelo e comparável aquele das pesquisas 

envolvendo seres humanos. O debate ético sobre o uso de animais tem atraído a atenção da 

sociedade, com diferentes visões sobre o assunto, embora não seja propriamente um debate 

novo. Após os anos 70 para harmonizar os ensaios biológicos in vivo  foi estabelecida  a partir 

da  regra dos 3Rs da experimentação animal, tal como se tornaram amplamente conhecidos os 

princípios propostos por Russel e Burch em 1959. O princípio dos 3Rs – Refinement, 

Reduction e Replacement – recomendam desde o refinamento  das metodologias para torná-

las menos lesivas  aos animais  de experimentação,  também uma redução do número de 

animais nos experimentos, ou até mesmo a substituição de ensaios in vivo pelos  in vitros. 

Estas recomendações se  tornaram diretrizes para o controle da experimentação animal em 

diversos países. (SCHATZMAYR; MÜLLER, 2008).   

Estudos toxicológicos são especialmente relevantes para auxiliar na comprovação da 

segurança de alimentos e ingredientes, pois contribuem para (1).a identificação de efeitos 

adversos potenciais, (2) definição das condições de exposição necessárias para produzir tais 

efeitos, (3) avaliação da relação dose-resposta para os efeitos adversos, incluindo a definição 

das doses que não produzem tais efeitos, (4) interpretação dos dados experimentais para fins 

de avaliação de risco, tais como, as informações sobre o modo de ação e sua relevância para 
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humanos e dados sobre metabolismo e toxicocinética, com a extrapolação dos resultados de 

animais para os homens. De maneira geral, os estudos toxicológicos são necessários para a 

caracterização do perigo de substâncias químicas, ou quando a informação disponível, a partir 

de outras evidências, é insuficiente para garantir a segurança de uso do produto. 

A avaliação toxicológica deverá contemplar dados de estudos de genotoxicidade in 

vitro e in vivo e de estudos de toxicidade subcrônica. Estudos toxicológicos adicionais podem 

ser necessários em função dos resultados dos estudos iniciais e de outras informações 

específicas.  Se houver indício de possíveis efeitos em longo prazo, devem ser realizados 

estudos complementares referentes à toxicidade crônica, carcinogenicidade, toxicidade sobre 

a reprodução e desenvolvimento e, eventualmente, neurotoxicidade, imunotoxicidade e 

alergenicidade.  Os estudos toxicológicos devem ser realizados de acordo com as diretrizes 

publicadas em referências internacionais existentes. 

O trabalho se enquadra perfeitamente na regra dos 3Rs, pois estudamos a 

citotoxicidade, a genotoxicidade da ATX, bem como a antigenotoxicidade de ATX  na 

indução de dano oxidativo ao ADN pelo H2O2 em células sanguíneas humanas in vitro.  

A principal discussão sobre o emprego de aditivos na produção de alimentos resulta da 

controvérsia entre a necessidade e a segurança de seu uso. Embora sob o ponto de vista 

tecnológico haja benefícios alcançados com a utilização de aditivos alimentares, existe a 

preocupação constante quanto aos riscos toxicológicos potenciais decorrentes da ingestão 

diária dessas substâncias químicas. 

 

5. MATERIAL E MÉTODOS  
 

O ensaio Cometa em condições alcalinas, introduzido por Singh e colaboradores em 1988, 

é uma técnica eletroforética sensível, reprodutível, simples e rápida para a detecção da 

presença de quebras de fita única de ADN e de lesões em sítios álcali-sensíveis em células de 

mamífero. Através deste ensaio é possível a avaliação de dano ao ADN em células de 

mamífero proliferantes e não proliferantes a nível individual, a detecção de diferenças 

intercelulares e o emprego de amostras celulares extremamente pequenas (TICE et al, 2000). 

Tem amplas aplicações em toxicologia genética em testes de genotoxicidade in vitro (WITTE 

et al, 2007), in vivo (S.BRENDLER-SCHWAAB et al, 2005), no biomonitoramento 

ambiental e monitoramento populacional humano (DUSINKA; COLLINS, 2008). O ensaio 

tem sido empregado no estudo de células sanguíneas humanas quanto à suscetibilidade à 

radiação e a substâncias químicas mutagênicas (GEDIK et al., 1992; VIJAYALAXMI et al., 

1992). 
 

5.1 Padrões Analíticos e Reagentes 

 ATX - (3,3'-dihidroxi-beta,beta-caroteno-4,4'-diona) pureza mínima 98% Santa Cruz  

 Peróxido de Hidrogênio – 30 % - 32 % -  Vetec 
 

5.2 Insumos e soluções do Ensaio Cometa 

 Células sanguínea humanas  heparinizadas  obtidas por punção venosa; 
 Hidróxido de sódio procedência: Merck; 

 Sal dissódico do ácido tetra-acéticoetilenodiamino(EDTA) dissódico procedência: 

Isofar ( PM: 372,24); 

 Tris base – Tris(hidroximetil)-aminometano- procedência: Merck; 
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 Triton X-100 - (t-octilfenoxipolietoxi etano) – precedência: Merck; 

 Dimetilsulfóxido – 99,5% (DMSO): procedência: Sigma; 

 Etanol Absoluto (99,2 a 99,5%) – procedência: Merck; 

 Agarose de baixo ponto de fusão – procedência: Sigma; 

 Agarose de ponto de fusão normal - Agarose MEEO – Roth;  

 Sarcosinato de lauroilo sódico – Sigma – ; PM:293,4; 

 Solução de heparina sódica 5000 UI/mL - Liquemine®; 

 Solução salina tamponada de fosfato sem cálcio e magnésio(PBS) (Anexo A)  

 Solução tampão alcalina para eletroforese (NaOH 300 mM /EDTA 1 mM) (Anexo A); 

 Solução de lise (Anexo A); 

 Solução tampão para neutralização TRIS 0,4 M (Anexo A); 

 Solução corante de brometo de etídio (200 µg.mL
-1

)(brometo de 3,8-diamino-5-etil-6-

fenilfenantridínio), procedência: Sigma (Anexo A); 

 Solução corante de diacetato de fluoresceína (concentração de 5mg.mL
-1

)– Sigma 

(Anexo A) 

 Solução de Metil Metano Sulfonado (MMS) – na concentração de 800 µM), 

procedência: Aldrich. (Anexo A). 

 

5.3 Equipamentos e Outros itens 

 Balança analítica; 

 Banho-maria (37 ± 1ºC) e (60 ± 1ºC); 

 Microondas; 

 Capela química 

 Estufa de cultura; 

 Fluxo laminar vertical; 

 Tubos de microcentífuga tipo Eppendof de 1,5 mL 

 Cuba horizontal de eletroforese e fonte para a eletroforese (Bio-Rad DNA Sub Cell); 

 Microscópio de fluorescência (Nikon);  

 Lâminas para microscopia com uma das extremidades fosca e lamínulas (24 x 60    

mm). 
 

5.4 Ensaio Cometa da ATX: 

 

5.4.1 – Citotoxicidade da ATX 
 

Em cada ensaio foi empregado um grupo controle (sem tratamento), controle solvente 

(DMSO 5%), e o controle positivo MMS 160 µM além das concentrações da ATX. 

Em tubo de microcentrífuga 285L de sangue total foram tratados com 15 L de 

DMSO ou com 15 L das 10 diferentes soluções de ATX em DMSO nas seguintes 

concentrações: 2 M, 20 M, 100 M, 200 M, 500 M, 1000 M, 2000 M, 5000 M, 

10000, 20000 M resultando nas concentrações finais de:  5% de DMSO de 0,1 M, 1 M, 5 

M, 10 M,12,5 M, 25 M, 50 M, 100 M, 200 M, 250 M, 400 M, 500 M e 1.000 

M de ATX. Para o controle positivo 200 L de sangue total foram tratados com 50 L de 
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solução de MMS 800 M resultando na concentração final de MMS 160 M,. As células 

foram tratadas e incubadas em estufa a 37ºC durante2 h. Após o período de tratamento 

realizou-se o ensaio de viabilidade celular adicionando-se 50 L de suspensão celular de cada 

cultura controle ou de cada cultura tratada pela ATX a 50 L da solução de corante, diacetato 

de fluoresceína (30 g/mL) e brometo de etídio (8 g/mL) de acordo com o descrito por 

Hatmann & Speit, (1997). Foram analisadas em microscópio de fluorescência 200 células por 

lâmina e por concentração a um aumento de 400 X. As células viáveis mostram fluorescência 

verde enquanto núcleos corados em laranja indicam células mortas. O resultado foi expresso 

como percentual de citotoxicidade ou percentual de células mortas. 

A partir dos resultados deste ensaio escolhemos as concentrações de ATX que foram 

usadas no ensaio Cometa, pois segundo Anderson e colaboradores (1999), devemos evitar no 

ensaio Cometa concentrações da substância-teste que cause valores de decréscimo da 

viabilidade celular superiores a 30% quando comparado à cultura controle solvente. 
 

5.4.2 Ensaio Cometa da ATX 
 

O ensaio Cometa em células sanguíneas humanas foi realizado de acordo com o 

Procedimento Operacional Padronizado (POP) nº 65.3330.011 referente ao ensaio Cometa do 

INCQS (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAÚDE, 2012). 

O POP foi baseado em diretrizes estabelecidas por Speit e Hartmann, (2006) e Tice e 

colaboradores (2000) a partir do trabalho original de Singh e colaboradores (1988) e das 

modificações introduzidas por Olive (1989) e Klaude e colaboradores em 1996. Dois ensaios 

Cometa independentes foram realizados para a ATX. Na Figura 3 abaixo, as etapas de 

realização do ensaio Cometa. 
 

 

Figura 3: Esquema  das etapas do ensaio Fonte: SPEIT & HARTMANN, 1997 
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5.4.2.1 Preparação das agaroses de baixo ponto de fusão e de ponto de fusão normal 

a) Preparação da agarose de baixo ponto de fusão (agarose BPF) 

 

- Preparou-se a agarose BPF na concentração de 0,5% m/v. Dissolveu-se 0,1g de agarose em 

20 mL de PBS pelo aquecimento com bico de Bunsen a uma temperatura próxima a da 

ebulição até a completa solubilização da agarose. Em seguida a agarose BPF foi distribuída 

em volumes de 5 mL em erlenmeyer de 25 mL e guardados na geladeira até o momento do 

uso; No momento do uso, aqueceu-se rapidamente a agarose até a sua completa dissolução. A 

agarose BPF foi resfriada colocando-a em banho-maria a 37ºC até o momento do uso. 

b) Preparação da agarose de ponto de fusão normal (agarose PFN) 

- A solução de agarose PFN 1,5 % m/v  foi preparada em solução PBS. Para 200 lâminas, 

adicionou-se  6 g de agarose a 400 mL de solução PBS e aqueceu-se com o auxílio de bico de 

Bunsen a uma temperatura próxima à ebulição até a sua dissolução. A agarose PFN foi 

fervida três vezes antes do uso no experimento. 

5.4.2.2 Preparação das lâminas 
 

a) Preparação da camada inferior de agarose 

a) Limpou-se as lâminas de microscopia com lenço de papel embebido em etanol absoluto; 

b) As lâminas limpas foram  mergulhadas verticalmente, por pouco tempo, na agarose de 

PFN quente, mantida em banho-maria a uma temperatura de 60ºC. A agarose deve 

alcançar até a metade da parte fosca da lâmina para assegurar que a mesma fique aderida 

adequadamente à lâmina; 

c) Enxugou-se o lado posterior da lâmina e colocou-a  rapidamente sobre a estante na 

posição horizontal. Essa etapa deve ser realizada rapidamente para que se possa garantir 

uma boa distribuição da agarose; 

d) Deixou-se as lâminas secarem à temperatura ambiente durante a noite; 

e) Armazenou-se as lâminas em caixas à temperatura ambiente por tempos prolongados (um 

ano) até o dia do uso. 

 

5.4.2.3 Preparação e tratamento das células (sangue total humano) 

a) Cinco mL de sangue foram obtidos por punção venosa empregando-se seringa de 5 mL 

com 400 µL de solução de heparina 5.000 UI/m; 

b) As concentrações finais de ATX foram  de 0,1 M, 1 M, 5 M, 10 M,12,5 M, 25 

M, 50 M, 100 M, 200 M, 250 M, 400 M, 500 M e 1.000 M  o tratamento das 

células foi feito durante 2h a 37°C em estufa; 

c) Após o período de tratamento, em tubo de microcentrífuga, misturar 5 µL de sangue total 

tratado com 120 µL de agarose de baixo ponto de fusão (agarose BPF) mantida a 37ºC no 

banho-maria. Feita a homogeneização foi adicionada 120 µL a cada lâmina. 
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5.4.2.4 Preparação da segunda camada de agarose e lise celular 

a) Após o período de tratamento, em tubo de microcentrífuga foi misturado 5 µL de sangue 

total tratado com 120 µL de agarose BPF mantida a 37ºC no banho-maria; 

b) Em seguida é feita a homogeneização para uma completa distribuição das células em 

agarose BPF; 

c) Foi adicionado 120 µL da mistura sobre a lâmina previamente revestida pela agarose PFN; 

d) Imediatamente após, colocou-se lamínula sobre a lâmina, com cuidado para evitar a 

formação de bolhas de ar; 

e) Colocou-se na geladeira (4ºC a 10°C) as lâminas em estantes por aproximadamente cinco 

minutos, até que a camada de agarose endurecesse; 

f) Removeu-se a lamínula, deslizando-a delicadamente sobre a camada de agarose e logo em 

seguida, mergulhou-se lentamente a lâmina em recipiente contendo solução para lise 

celular gelada, recentemente preparada e protegida da luz; 

g) As lâminas  foram mantidas em geladeira (4ºC a 10°C) durante pelo menos 1h; 

h) Preparou-se 2 lâminas para cada grupo experimental. 

 

Notas: 

1. Realizou-se as etapas descritas nos itens 5.4.2.2 e 5.4.2.3 com a luz do laboratório 

apagada para evitar danos adicionais ao ADN; 

2. Empregou volume de suspensão celular de 5 µL; não se deve usar volume superior a 10 

µL; 

3. Ao se empregar suspensão celular com 10.000 células em 5 µL a 10 µL teremos 1 célula 

por campo microscópio no aumento de 250 x; 

4. Cobriu-se a tampa e o recipiente contendo a solução de lise com folha de papel de 

alumínio para proteger as lâminas da exposição à luz; 

5. As lâminas podem ser mantidas em solução de lise gelada por períodos de tempo longos, 

porém não superiores a quatro semanas; 

6. Enxaguou-se as lâminas cuidadosamente com água destilada antes da eletroforese, 

quando for observada precipitação da solução de lise. 

 

5.4.2. 5  Desenrolamento e Eletroforese do ADN. 

a) A cuba de eletroforese horizontal foi colocada em recipiente plástico com 4,6 L de água 

previamente resfriada em geladeira durante aproximadamente 4 h. Colocou-se também 
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junto à cuba, quatro bolsas plásticas de gelo reciclável do tipo termogel que foram 

mantidas no congelador durante cerca de 12 h para solidificação; 

b) Depois de aproximadamente uma hora em geladeira (4°C a 10°C), removeu-se 

delicadamente as lâminas da solução de lise; 

c) Em seguida, a fonte foi ligada e ajustada em 25 volts e à corrente de 300 mA; 

d) Retirou-se o excesso de solução de lise das bordas e da parte de trás das lâminas; 

e) Colocou-se as lâminas no suporte da cuba de eletroforese  próxima ao polo positivo 

(anodo), o mais próximo possível umas das outras e completou-se os espaços vagos com 

lâminas de vidro sem agarose; 

f) Distribuiu-se aleatoriamente as duas lâminas do mesmo grupo experimental; 

g) Encheu-se lentamente a cuba com 1320 mL de tampão alcalino fresco para eletroforese, 

previamente resfriado em geladeira durante pelo menos 2 h, até que o nível do líquido 

cubra completamente as lâminas e evitando-se a formação de bolhas sobre a agarose; 

h) As lâminas foram mantidas em tampão alcalino por 20 min, para permitir o 

desenrolamento do ADN e a expressão das diferentes classes de dano ao ADN sensíveis 

ao tratamento alcalino; 

i) Em seguida, após a conexão dos cabos da cuba com a fonte  ajustou-se a corrente na faixa 

de 289 a 295 mA aumentando ou diminuindo-se lentamente o nível do tampão, realizando-

se a corrida eletroforética  durante  20 min; 

j) ao final da corrida eletroforética,  desligou-se  a  fonte. 

Notas: 

1. Realizou-se todas as etapas do item 5.4.2.4 com a luz do laboratório apagada; 

2. No ajuste final da corrente pela adição ou retirada de tampão da cuba, é essencial o ajuste 

da corrente a 25 V e satisfatório a geração de uma corrente de 289 mA a 295 mA, pois 

durante a eletroforese há uma tendência para o aumento a 300 mA. 

 

5.4.2.6  Neutralização e coloração das lâminas 

a) Ao término da corrida eletroforética, retirou-se cuidadosamente as lâminas do tampão 

alcalino colocando-as sobre o suporte para coloração; 

b) Gota a gota cobriu-se totalmente as lâminas com tampão para neutralização e esperou-se 

pelo menos 5 minutos, fazendo isso por mais duas vezes; 

c) A fixação foi  realizada  com o uso do etanol absoluto (99,2% a 99,5%) por 10 min, e em 

seguida deixou-se as lâminas secarem na posição horizontal à temperatura ambiente de um 

dia para o outro. As lâminas foram mantidas em geladeira e coradas no momento desejado 

seguindo a técnica usual 
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d) Para corar, adicionou-se 30 µL de solução de brometo de etídio (20 µg/mL) à lâmina  e 

cobriu-se com uma lamínula. 

Notas: 

1. As lâminas coradas (uma a uma) devem ser avaliadas imediatamente; 

2. Lâminas coradas já analisadas podem ser lavadas ligeiramente com água destilada 

para remoção da lamínula, em seguida deixar que se sequem e corá-las posteriormente 

para reavaliação. 

 

5.4.2.7 Avaliação microscópica 

a) Analisou-se as lâminas, com ADN corado pelo brometo de etídio, em microscópio de 

fluorescência a um aumento de 400 X; 

b) Selecionou-se ao acaso 50 células por lâmina para análise; 

c) Avaliou-se a extensão de migração do ADN em 100 células (2 lâminas) de acordo com a 

intensidade da cauda dos cometas em 4 diferentes classes (0 a 3), da seguinte forma: 

 classe 0: ausência de cauda; 

 classe 1: pequena cauda; 

 classe 2: grande cauda; 

 classe 3: totalmente danificado (cabeça do cometa muito pequena, com 

praticamente todo o ADN na cauda). 

d) Utilizou-se o formulário apropriado durante a análise microscópica; 

e) Expressou-se o dano ao ADN em percentagem de células nas quatro diferentes classes 

conforme Figura 4,  e em unidades arbitrárias (UA) em formulário adequado. 
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Figura 4: Classe 0: sem dano ao ADN/sem migração – cauda do cometa ausente; Classe 1: 

pequeno dano ao ADN/discreta migração – formação de uma pequena cauda do cometa; 

Classe 2:médio dano ao ADN/Moderada migração – formação de uma grande cauda do 

cometa; Classe 3: alto dano ao ADN/elevada migração – formação da cauda do cometa 

totalmente formado e a definição da cabeça do cometa  

 

5.5 - Ensaio Cometa do peróxido de hidrogênio 

 
5.5.1 – Citotoxicidade do peróxido de hidrogênio 

Em cada ensaio foram empregados um grupo controle (sem tratamento), controle 

solvente (PBS), e o controle positivo MMS 160 M além das concentrações do peróxido de 

hidrogênio (H2O2). 

Em tubo de microcentrífuga foram tratados 200 L de sangue total com 50 L das 

diferentes soluções de H2O2 nas seguintes concentrações: 62,5 M, 125 M, 250  M, 500 

M, 1000 M, 2000 M, 5000 M e 10000 M resultando nas concentrações finais de 12,5 

M, 25 M, 50 M, 100 M, 200 M, 400 M, 1000 M e 2000 M de H2O2. 

As células foram tratadas com PBS e H2O2 e incubadas em banho de gelo, durante o 

período de 10 min. Após o período de tratamento realizou-se o ensaio de viabilidade celular 

adicionando-se  50 L da suspensão celular de cada cultura controle-solvente ou tratada com 

H2O2  a 50 L da solução de corante, Diacetato de Fluoresceína (30 g/mL) e brometo de 

etídio  (8 g/mL)  como já descrito no ensaio de citotoxicidade da ATX.  

A partir dos resultados deste ensaio de citotoxicidade, escolhemos as concentrações de 

H2O2 que foram usadas no ensaio Cometa, pois segundo Anderson e colaboradores (1999) e 

Henderson e colaboradores (1998), devemos evitar no ensaio Cometa concentrações da 

substância-teste que causem valores de decréscimo da viabilidade celular superiores a 30%  

quando comparado à cultura controle solvente. 
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5.5.2 Ensaio Cometa do peróxido de hidrogênio. 

 
Dois ensaios Cometa do H2O2  independentes foram realizados.  

 

5.5.2.1 Preparação das agaroses  de PFN e de BPF 

Realizada conforme 5.4.2.1 

 

5.5.2.2  – Preparação das lâminas 

Realizada conforme 5.4.2.2 

 

5.5.2.3 Preparação e tratamento das células (sangue total humano) 

a) 5 mL de sangue foi obtido por punção venosa empregando seringa de 5 mL com 400 L 

de solução de  heparina 5.000 UI/mL; 

b) As concentrações finais de H2O2 foram 12,5 M, 25 M , 50 M, 100 M, 200 M, 400 

M 1000 M e 2000 M. O  tratamento das células com o H2O2 foi realizado em banho 

de gelo durante 10 min No caso do controle positivo, o tratamento com MMS 160 M 

ocorreu durante 2h a 37°C. 

 

5.5.2.4 Preparação da segunda camada de agarose e lise celular 

Realizada conforme 5.4.2.4 

 

5.5.2.5 Desenrolamento e eletroforese do ADN 

Realizado conforme 5.4. 2.5 

 

5.5.2.6 Neutralização e coloração das lâminas 

Realizada conforme 5.4.2.6 

 

5.5.2.7 Avaliação microscópica 

Realizada conforme 5.4.2.7 

 

5.6 - Ensaio Cometa da combinação da ATX com peróxido de hidrogênio 
 

5.6.1 – Citotoxicidade da combinação 
 

Em cada ensaio foram empregados um grupo controle sem tratamento prévio pela 

ATX, tratado somente com H2O2 200 M e 2000 M, um controle-solvente (tratamento 

prévio com DMSO 5% + H2O2 200 M e 2000 M) e tratamento prévio com 5 diferentes 

concentrações de ATX, 25 M, 50 M, 100 M, 250 M e 500 M combinados com H2O2 

200 M ou 2000 M.   

Em tubo de microcentrífuga foram tratados durante 2h a 37°C, 285 L de sangue total, 

com 15 L das soluções  de ATX nas seguintes concentrações: 500 M, 1000 M, 2000 M, 

5000 M e 10000 M resultando nas concentrações finais de ATX de 25 M, 50 M, 100 

M, 250 M e 500 M. Imediatamente após o tratamento com ATX, adicionou-se ao volume 

de 300 L do sangue pré-tratado, 75 L das duas diferentes soluções de H2O2 1000 M ou  
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10000 M resultando nas concentrações finais de 200 M ou 2000 M de H2O2 que foram 

mantidos em banho de gelo por 10 min. 

Imediatamente após o tratamento, realizou-se o ensaio de viabilidade celular mediado 

pelo diacetato de fluoresceína e brometo de etídio de acordo com o descrito para o ensaio de 

citotoxicidade da ATX  

A partir dos resultados deste ensaio de citotoxicidade, definimos as combinações de 

ATX e de H2O2 a serem usadas no ensaio Cometa, pois segundo Anderson e colaboradores 

(1999) e Henderson e colaboradores (1998), devemos evitar no ensaio Cometa concentrações 

da combinação que causem valores de decréscimo da viabilidade celular superiores a 30%  

quando comparado à cultura controle solvente. 

 

5.6.2 Ensaio Cometa da combinação da ATX com peróxido de hidrogênio 

5.6.2.1 Preparação das agaroses de PFN e de BPF 

Realizada conforme 5.4.2.1 

5.6.2.2  – Preparação das lâminas 

Realizada conforme 5.4.2.2 

5.6.2.3 Preparação e tratamento das células (sangue total humano) 

a) 5 mL de sangue foi obtido por punção venosa empregando seringa de 5 mL com 400 

L de solução de heparina 5.000 UI/mL; 

b) Em tubo de microcentrífuga foram tratados durante 2h a 37°C, 285 L de sangue total 

com  15  L de DMSO (controle-solvente) ou com as 5 diferentes concentrações da 

ATX . Imediatamente após o tratamento com o DMSO ou com ATX realizou-se o 

tratamento com H2O2  200 M ou com 2000 M durante 10 min  em banho de gelo 

conforme explicitado no ensaio de citotoxicidade da combinação em 5.6.1. 

5.4.2.4 Preparação da segunda camada de agarose e lise celular 

Realizada conforme 5.4.2.4 

5.6.2.5  Desenrolamento e eletroforese do ADN 

Realizado conforme 5.4.2.5 

5.4.2.6 Neutralização e coloração das lâminas 

Realizada conforme 5.4.2.6 

5.4.2.7 Avaliação microscópica 

Realizada conforme 5.4.2.7 

 

6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1. Ensaios de citotoxicidade e Cometa da ATX 

 

6.1.1 Ensaio de viabilidade celular mediada pelo diacetato de fluoresceína e brometo 

de etídio da ATX 
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A ATX, nas concentrações de 0,1 a 5 µM em DMSO 5%, após período de tratamento 

de 2h a 37 °C, não foi citotóxica em células sanguíneas humanas quando comparada ao 

DMSO 5%, sendo citotóxica na faixa de 10 a 1000 µM induzindo decréscimo de viabilidade 

celular de 1 a 10% quando comparado ao controle DMSO 5% (Tabela 4). As dez 

concentrações de ATX na faixa de 0,1 a 1000 µMinduziram, pois, níveis aceitáveis de 

citotoxicidade para serem empregadas no ensaio Cometa,  ou seja, níveis abaixo de 30% 

quando comparados à  cultura controle (DMSO 5%)  

Desta forma, todas as concentrações de ATX foram empregadas no ensaio Cometa em 

células sanguíneas humanas, com exceção da concentração de 1000 µM devido a sua não 

completa solubilização em DMSO. 

 

Tabela 4: Ensaio de citotoxicidade da astaxantina em células sanguíneas humanas 

in vitro. Tratamento: 2 h 

Grupos Percentual de decréscimo de 

viabilidade celular 

Controle
 

0 

Controle-solvente (DMSO 5%)
 

6 

Astaxantina (µM)  

0,1 4 

1
 

5 

5
 

6 

10
 

8 

25
 

16 

50
 

12 

100
 

16 

250
 

16 

500 12 

 

6.1.2. Ensaios Cometa da ATX 
 

As Tabelas 5 e 6 mostram os resultados individuais dos dois ensaios Cometa 

realizados com ATX em DMSO 5% empregando-se nove concentrações na faixa de 0,1 a 500 

µM. O controle positivo, MMS, mutágeno de ação direta, na concentração de 160µM, 

induziu efeito genotóxico bem evidente extremamente significativo em relação ao controle 

(p< 0,0001) nos dois ensaios realizados. Os resultados de dano ao ADN expressos em UAT 

são mostrados na Tabela 5 e Figura 5 para o primeiro ensaio e na Tabela 6 e Figura 7 para o 

segundo ensaio. Adicionalmente, as Figuras 6 e 8 mostram para cada ensaio, a distribuição de 

dano ao ADN entre as células nas 4 diferentes classes para cada concentração de  ATX, bem 

como, para os controles, DMSO 5% e MMS 160 µM.  

No primeiro e segundo ensaios, o tratamento pela ATX não induziu aumento 

significativo (p>0,1) na migração de ADN em todas as concentrações testadas, quando 

comparado ao DMSO 5%, com exceção da concentração de 1 µM de ATX no primeiro 

ensaio  com p>0,05 (Tabela 5, Figura 5; Tabela 6 e  Figura 7) 
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Tabela 5: Efeito de astaxantina em células saguíneas humanas 

                                       Primeiro ensaio 

EC- ATX 01 Classes de Dano no ADN (%) U.A.T
.1
 

 
0 1 2 3   

Controle  87,5 9,0 3,0 0,5 33 

Controle-solvente 

(DMSO 5%) 
94,0 5,0 0,0 1,0 16 

Astaxantina (µM) 
     

0,1  96,0 3,5 0,0 0,5 10 

1  98,5 1,5 0,0 0,0 3 

5  92,0 8,0 0,0 0,0 16 

10  93,0 3,0 1,0 3,0 28 

25  94,0 3,0 0,5 2,5 23 

50  93,5 6,0 0,0 0,5 15 

100  92,5 6,5 0,5 0,5 18 

250  90,0 9,5 0,5 0,0 21 

500  88,0 10,5 1,5 0,0 27 

Positivo MMS² 

160 µM 
0,0 1,5 13,5 85,0 567*** 

1
Unidades arbitárias totais. 

2
Sulfonato de metil metano. 

***Diferença extremamente significativa (p<0,0001) em relação ao 

controle pelo teste t de Student. 

 

 

Figura 5: Efeito da astaxantina (ATX) em células sanguíneas humanas in vitro 

Primeiro ensaio Cometa (tratamento: 2h a 37°C) 
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Figura 6: Efeito da astaxantina (ATX) 0,1-500 µM em células sanguíneas humanas in vitro. 

Distribuição intercelular de dano ao ADN. Primeiro ensaio Cometa  (tratamento:2h a 37°C) 

Tabela 6:  Efeito de astaxantina em células sanguíneas humanas 

Segundo ensaio 

EC-ATX 02 Classes de Dano no DNA (%) U.A.T
.1
 

 
0 1 2 3   

Controle  94,5 5,0 0,5 0,0 12 

Controle-solvente 

(DMSO 5%) 
90,5 8,0 0,5 1,0 24 

Astaxantina (µM) 
     

0,1  93,0 5,5 1,0 0,5 18 

1  91,5 7,0 1,0 0,5 21 

5  88,5 9,0 1,0 1,5 31 

10  92,0 6,5 0,5 1,0 21 

25  91,5 7,0 1,0 0,5 21 

50  90,5 8,0 0,5 1,0 24 

100  90,0 9,0 0,5 0,5 23 

250  91,5 7,0 0,0 1,5 23 

500  93,0 5,0 1,5 0,5 19 

Positivo MMS² 

160 µM 
0,0 1,5 8,5 90,0 577*** 

1
Unidades arbitárias totais. 

2
Sulfonato de metil metano. ***Diferença 

extremamente significativa (p<0,0001) em relação ao controle pelo 

teste t de Student. 
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Figura 7 : Efeito da astaxantina (ATX) em células sanguíneas humanas in vitro 

Segundo ensaio Cometa (tratamento: 2h a 37°C) 

 

 

Figura 8: Efeito da astaxantina (ATX) 0,1-500 µM em células sanguíneas humanas in vitro. 

Distribuição intercelular de dano ao ADN. Segundo ensaio Cometa  (tratamento: 2 h a 37°C) 
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6.1.3. Combinação dos ensaios Cometa da ATX 
 

A Tabela 7 (continua) e a Figura 9 mostram o dano ao ADN, expresso como valor 

médio de Unidades Arbitrárias Totais (UAT) e erro padrão da média (EPM) nos dois ensaios 

para as nove concentrações de ATX em DMSO 5% e para o MMS 160 M. Ao se combinar 

os dois ensaios (Ensaio Cometa 1(EC1) e Ensaio cometa 2 (EC2))independentes realizados, 

verificamos que o tratamento pelo ATX  na faixa de concentrações de 0,1 a 500 µM  não 

induziu dano significativo ao ADN  (p> 0,1) em relação ao DMSO 5% . O controle positivo, 

MMS 160 M induziu efeito genotóxico extremamente significativo (p< 0,001) em relação 

ao controle. 

 

Tabela 7 (Continuação) : Efeito de astaxantina  em células 

sanguíneas humanas in vitro. Valores médios de U.A.T.  erro padrão 

da média(Combinação de dois ensaios) 

EC-ATX 01 /  

EC- ATX 02 

Dano ao ADN  

(Unidades arbitrárias totais ) 

 
Média Erro padrão da média (EPM) 

Controle 22,50 10,50 

Controle-solvente 

DMSO 5% 20,00 4,00 

Astaxantina (µM)   

0,1  14,00 4,00 

1  12,00 9,00 

5  23,50 7,50 

10  24,50 3,50 

25  22,00 1,00 

50  19,50 4,50 

100  20,50 2,50 

250  22,00 1,00 

500  23,00 4,00 

Controle positivo 

MMS
1
 160µM *** 572,00 5,00 

1
Sulfonato de metil metano. ***Diferença extremamente significativa 

(p<0,001) em relação ao controle pelo teste t de Student. 
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Figura 9: Efeito de astaxantina (ATX) em células sanguíneas humanas in vitro 

Combinação de 2 ensaios Cometa 

 

 

A combinação dos resultados dos dois ensaios Cometa realizados com  ATX indicam 

que a ATX não foi genotóxica em células sanguíneas humanas in vitro nas concentraçõesde  

0,1 a 500 µM após período de tratamento de 2h a 37°C. Adicionalmente, repetibilidade de 

resultados negativos com a ATX foi observada nos dois ensaios independentes realizados.  

Resultados negativos quanto à mutagenicidade em células bacterianas de Salmonella 

typhimurium no teste de Ames  foram também detectados para o  extrato da alga H.pluvialis, 

fonte natural de ATX  como mostrado por Takahashi e colaboradores (2004). 

 

6.2 Ensaios de citotoxicidade e Cometa do peróxido de hidrogênio 

 
6.2.1 Ensaio de viabilidade celular mediada pelo diacetato de fluoresceína e brometo de etídio 

do peróxido de hidrogênio. 

Após período de tratamento in vitro de 10 min em banho de gelo, o H2O2 nas 

concentrações de 12,5 a 2000 µM, não foi citotóxico, não causando letalidade celular em 

células sanguíneas humanas (Tabela 8). Todas as concentrações de H2O2 foram empregadas 

no ensaio Cometa subsequente.  
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Tabela 8: Ensaio de citotoxicidade do Peróxido de Hidrogênio em células 

sanguíneas humanas in vitro. Tratamento: 10 min em gelo 

Grupos Percentual de decréscimo de 

viabilidade celular 

Controle
 

0 

Controle-solvente (PBS)
 

0 

Peróxido de Hidrogênio (µM)  

12,5 0 

25
 

0 

50
 

0 

100
 

0 

200
 

0 

400
 

0 

1000
 

0 

2000
 

0 

 

6.2.2 Ensaios Cometa do peróxido de hidrogênio .(H2O2) 
 

As Tabelas 9 e 10 mostram os resultados individuais dos dois ensaios Cometa 

realizados com H2O2 em PBS empregando-se oito concentrações na faixa de 12,5 a 2000 µM. 

O controle positivo, MMS, mutágeno de ação direta, na concentração de 160µM, induziu 

efeito genotóxico altamente significativo (p< 0,01) e evidente em relação ao controle-

solvente PBS nos dois ensaios realizados. Os resultados de dano ao ADN expressos em UAT 

são mostrados na Tabela 9 e Figura 10 para o primeiro ensaio e na Tabela 10 e Figura 12 para 

o segundo ensaio. Adicionalmente, as Figuras 11 e 13 mostram para cada ensaio, a 

distribuição de dano ao ADN entre as células nas 4 diferentes classes para cada concentração 

de  ATX, bem como, para os controles, PBS e MMS 160 µM.  

 No primeiro e segundo ensaios, o tratamento das células sanguíneas pelo H2O2 

induziu aumento altamente significativo (p< 0,01) na migração de ADN em relação ao 

controle PBS na faixa de 12,5 µM a 100 µM  e nas concentrações de 1000 e 2000 µM. O 

H2O2 nas concentrações de 200 e 400 µM causou aumento extremamente significativo (p< 

0,001) na migração de ADN no primeiro ensaio e significativo (p< 0,05), no segundo ensaio 

Cometa. 
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Tabela 9: Efeito do peróxido de hidrogênio em células sanguíneas 

humanas in vitro. Primeiro ensaio Cometa  (tratamento:10 min em gelo) 

EC - H2O2 01 

Percentual de células nas 4 

diferentes classes de dano ao ADN  U.A.T
.1
 

 
0 1 2 3   

Controle 92,5 7,5 0,0 0,0 15 

Controle-solvente (PBS) 97,0 2,5 0,0 0,5 8 

Peróxido de hidrogênio (µM) 6.      

12,5  44,0 55,0 1,0 0,0 114** 

25  44,5 55,0 0,5 0,0 112** 

50  39,0 60,0 1,0 0,0 124** 

100  34,5 65,5 0,0 0,0 131** 

200  24,0 75,5 0,5 0,0  153*** 

400  19,5 80,5 0,0 0,0 161*** 

1000  12,0 87,5 0,5 0,0 177** 

2000  13,5 86,0 0,5 0,0 174** 

Controle positivo MMS
2
 

160µM 
0,5 3,0 20,0 76,5 545** 

1
Unidades arbitárias totais. 

2
Sulfonato de metil metano. **Diferença 

altamente significativa (p< 0,01), *** diferença extremamente significativa 

(p< 0,001) em relação ao controle PBS pelo teste t de Student. 

 

 

 
Figura 10: Efeito do H2O2 em células sanguíneas humanas in vitro. Distribuição intercelular 

de dano ao ADN. Primeiro ensaio (Tratamento de 10 mim em banho de gelo). 
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Figura 11: Efeito do H2O2 12,5 - 2000 µM em células sanguíneas humanas in vitro. 

Distribuição intercelular de dano ao ADN. Primeiro ensaio Cometa  (tratamento: 10 min. em 

banho de gelo) 

Tabela 10: Efeito do peróxido de hidrogênio em células sanguíneas 

humanas in vitro. Segundo ensaio Cometa  (tratamento:10 min em gelo) 

EC - H2O2 02 

Percentual de células nas 4 

diferentes classes de dano ao ADN U.A.T.
1 

 0 1 2 3   

Controle 83,0 17,0 0,0 0,0 34 

Controle-solvente  (PBS) 89,5 10,0 0,0 0,5 23 

Peróxido de hidrogênio (µM) 
     

12,5 29,5 70,0 0,5 0,0 142** 

25 26,0 74,0 0,0 0,0 148** 

50 23,0 76,0 0,5 0,5 157** 

100 16,5 83,5 0,0 0,0 167** 

200 25,0 73,5 0,5 1,0 155* 

400 25,0 73,5 0,0 1,5 156* 

1000 27,0 67,5 1,0 4,5 166** 

2000 29,5 70,0 0,0 0,5 143** 

Controle positivo MMS
2
 

160µM 
0,0 0,0 0,0 100,0 600 

1
Unidades arbitárias totais. 

2
Sulfonato de metil metano. *Diferença 

significativa (p< 0,05), **diferença altamente significativa (p< 0,01) em 

relação ao controle PBS pelo teste t de Student. 
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Figura 12: Efeito do H2O2 em células sanguíneas humanas in vitro. Distribuição intercelular 

de dano ao ADN. Segundo ensaio (tratamento de 10 mim em banho de gelo) 

 

 

Figura 13: Efeito do peróxido de hidrogênio (H2O2) 12,5 - 2000 µM em células sanguíneas 

humanas in vitro. Distribuição intercelular de dano ao ADN. Segundo ensaio Cometa 

(tratamento: 10 mim em banho de gelo). 
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6.2..3. Combinação dos ensaios Cometa do H2O2 

 

A Tabela 11 e a Figura 14 mostram o dano ao ADN, expresso como valor médio de 

Unidades Arbitrárias Totais (UAT) e erro padrão da média (EPM) nos dois ensaios para as 

oito concentrações de H2O2 em PBS e para o MMS 160 M. Ao se combinar os dois ensaios 

(EC1 e EC2) independentes realizados, verificamos que o tratamento das células sanguíneas 

pelo H2O2 durante 10 min em banho de gelo, na faixa de concentrações de 12,5 a 100 µM 

induziu dano significativo (p< 0,05) e altamente significativo (p< 0,01) ao ADN nas 

concentrações de H2O2de 200 a 2000 µM em relação ao PBS. O controle positivo, MMS 160 

M induziu efeito genotóxico bem evidente e altamente significativo (p< 0,01) em relação ao 

controle. 

 

Tabela 11: Efeito do H2O2 em células sanguíneas humanas in vitro. 

Valores médios de U.A.T.  erro padrão da média(Combinação de 

dois ensaios Cometa) 

EC- H2O2 01 /  

EC- H2O2 02 

Dano ao ADN 

(Unidades arbitárias totais) 

7.  Média Erro padrão da média 

Controle 24,50 9,50 

Controle-solvente (PBS) 15,50 7,50 

Peróxido de hidrogênio 

(µM) 8.  9.  

12,5* 128,00 14,00 

25*  130,00 18,00 

50* 140,50 16,50 

100* 149,00 18,00 

200** 154,00 1,00 

400**  158,50 2,50 

1000**  171,50 5,50 

2000** 158,50 15,50 

Controle positivo MMS
1
 

160µM** 572,50 27,50 
1
Sulfonato de metil metano. *Diferença significativa (p< 0,05), **diferença altamente 

significativa (p< 0,01) em relação ao controle PBS pelo teste t de Student. 
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Figura 14: Efeito do H2O2em células sanguíneas humanas in vitro Combinação de 2 ensaios 

Cometa. 

A combinação dos resultados dos dois ensaios Cometa realizados com o  H2O2 

indicam que H2O2 foi genotóxico em células sanguíneas humanas in vitro nas 

concentraçõesde 12,5 a 2000 µM após período de tratamento de 10 min em banho de gelo. 

Adicionalmente, repetibilidade de resultados positivos com o  H2O2  foi observada nos dois 

ensaios independentes realizados.  

 

 

6.3 Efeito da ATX na citotoxicidade e genotoxicidade induzida pelo peróxido de 

hidrogênio (H2O2) em células sanguíneas humanas in vitro através do ensaio Cometa. 
 

6.3.1 Ensaios  de viabilidade celular mediada pelo diacetato de fluoresceína e brometo 

de etídio do H2O2  na presença de ATX 

 
6.3.1.1 Ensaios de viabilidade celular mediada pelo diacetato de fluoresceína e brometo 

de etídio do H2O2  200 µM e  2000 µM na presença de ATX 

 
O pré-tratamento in vitro das células sanguíneas humanas durante 2 h pela ATX (25, 

100 e 250 µM)  e ATX (25, 50 e  500 µM) não causou letalidade celular em células que foram 

posteriormente tratadas  durante 10 min em banho de gelo , respectivamente pelo H2O2 200 

µM e H2O2 2000 µM.  O reduzido nível de letalidade celular de 1% foi  somente encontrado 

nos pré-tratamentos com as concentrações de 50 e 500 µM  de ATX posteriormente tratadas 

pelo H2O2 200 µM. Semelhante comportamento foi observado nos pré-tratamentos com a 

ATX 100 µM e 250 µM em células posteriormente tratadas com 2000 µM com letalidade 

celular, respectivamente de 2% e 1% (Tabela 12). Todos os grupos experimentais foram 

empregados no ensaio Cometa 
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Tabela 12: Ensaio de citotoxicidade do peróxido de hidrogênio (H2O2) 200 e 2000 

µM na presença de  astaxantina (ATX)  em células sanguíneas humanas in vitro. 

Grupos Percentual de decréscimo de 

viabilidade celular (%) 

H2O2 200  µM
 

0 

DMSO 5%  +  H2O2 200  µM 0 

Combinação ATX e H2O2  

ATX 25 µM +  H2O2 200 µM 0 

ATX 50 µM +  H2O2 200 µM 1 

ATX 100 µM +  H2O2 200 µM 0 

ATX 250 µM +  H2O2 200 µM 0 

ATX 500 µM +  H2O2 200 µM 1 

  

H2O2 2000  µM 0 

DMSO 5%  +  H2O2 2000  µM 0 

Combinação ATX e H2O2 2 

ATX 25 µM +  H2O2 2000 µM 0 

ATX 50 µM +  H2O2 2000 µM 0 

ATX 100 µM +  H2O2 2000 µM 2 

ATX 250 µM +  H2O2 2000 µM 1 

ATX 500 µM +  H2O2 2000 µM 0 

 

6.3.1.2 Ensaios Cometa do H2O2 200 µM na presença de ATX 

As Tabelas 13 e 14 mostram os resultados individuais dos dois ensaios Cometa 

realizados com a concentração H2O2 de 200 µM na presença daATX em DMSO 5% 

empregando-se cinco concentrações de ATX na faixa de 25 a 500 µM. O controle positivo 

MMS 160 µM mostrou efeito genotóxico bem evidente e altamente significativo (p< 0,01) 

nos dois ensaios realizados.  

Os resultados de dano ao ADN expressos em UAT são mostrados na Tabela 13 e 

Figura 15 para o primeiro ensaio e na Tabela 14 e Figura 17 para o segundo ensaio Cometa. 

Adicionalmente, as Figuras 16 e 18 mostram para cada ensaio, a distribuição de dano ao 

ADN entre as células nas 4 diferentes classes para cada concentração de H2O2 de 200 µM na 

presença daATX, bem como, para os controles,DMSO 5% + H2O2 de 200 µM e controle 

(H2O2 200 µM) 

No primeiro ensaio, o pré-tratamento pela ATX na faixa de concentrações de 25 a250 

µM induziu redução da migração de ADN extremamente significativa (p<0,001) e altamente 

significativa (p< 0,01) na concentração de 500 µM quando comparado ao controle DMSO 

5% + H2O2 de 200 µM. No segundo ensaio, o pré-tratamento pela ATX em todas as 

concentrações testadas também causou redução altamente significativa (p< 0,01) na 

genotoxicidade do H2O2 200 µM quando comparado ao controle DMSO 5% + H2O2 de 200 

µM com exceção da concentração de 50 µM de ATX com redução significativa (p< 0,05). 
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Tabela 13: Efeito da astaxantina (ATX) na genotoxicidade do H2O2 200 µM em 

células sanguíneas humanas in vitro. Tratamento: ATX (2h a 37°C) + H2O2 (10 min 

em gelo). Primeiro ensaio Cometa 

EC- ATX + H2O2 200 µM  (01) 

Percentual de células nas 4 

diferentes classes de dano ao ADN 

(%) UAT
1 

 
0 1 2 3   

H2O2 200 µM 31,0 69,0 0,0 0,0 138 

DMSO 5% + H2O2 200 µM 28,5 71,5 0,0 0,0 143 

Combinação ATX e H2O2      

ATX 25µM+ H2O2200 µM 92,5 7,5 0,0 0,0 15*** 

ATX 50µM+ H2O2200 µM 93,0 7,0 0,0 0,0 14*** 

ATX100µM+ H2O2200 µM 89,5 10,5 0,0 0,0 21*** 

ATX250µM+ H2O2200 µM 81,5 18,5 0,0 0,0 37*** 

ATX500µM+ H2O2200 µM 76,5 23,0 0,0 0,5 49** 

Controle positivo MMS 160µM 0,0 0,0 0,0 100,0 600 
1
Unidades arbitárias totais. 

2
Sulfonato de metil metano. **Diferença altamente significativa     

(p< 0,01), ***diferença extremamente significativa (p< 0,001) em relação ao controle DMSO 

5% + H2O2200µM  pelo teste t de Student. 

 

 

Figura15: Efeito da astaxantina na genotoxicidade do H2O2 200 µM em células sanguíneas 

humanas in vitro. Primeiro ensaio Cometa. 
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Figura 16: Efeito da astaxantina na genotoxicidade do H2O2 200 µM em células sanguíneas 

humanas in vitro. Distribuição intercelular de dano ao DNA Primeiro ensaio Cometa 
 

 

Tabela 14: Efeito da astaxantina (ATX) na genotoxicidade do H2O2 200 µM em 

células sanguíneas humanas in vitro. Tratamento: ATX (2h a 37°C) + H2O2 (10 min 

em gelo). Segundo ensaio Cometa 

EC- ATX + H2O2 200 µM (02) 

Percentual de células nas 4 

diferentes classes de dano ao ADN 

(%) UAT
1 

 
0 1 2 3   

H2O2 200 µM 26,5 73,5 0,0 0,0 147 

DMSO 5% + H2O2 200 µM 16,0 83,5 0,5 0,0 169 

Combinação ATX e H2O2      

ATX 25µM+ H2O2200 µM 74,5 25,5 0,0 0,0 51*** 

ATX 50µM+ H2O2200 µM 80,0 20,0 0,0 0,0 40** 

ATX100µM+ H2O2200 µM 80,0 20,0 0,0 0,0 40*** 

ATX250µM+ H2O2200 µM 80,0 19,5 0,0 0,5 42** 

ATX500µM+ H2O2200 µM 89,0 11,0 0,0 0,0 22*** 

Controle positivo MMS 160µM 0,0 0,0 0,0 100,0 600 
1
Unidades arbitárias totais. 

2
Sulfonato de metil metano. **Diferença altamente significativa     

(p< 0,01), ***diferença extremamente significativa (p< 0,001) em relação ao controle DMSO 

5% + H2O2200µM  pelo teste t de Student. 
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Figura 17: Efeito da astaxantina na genotoxicidade do H2O2 200 µM em células sanguíneas 

humanas in vitro. Segundo ensaio Cometa. 
 

 

Figura 18: Efeito da astaxantina na genotoxicidade do H2O2 200 µM em células sanguíneas 

humanas in vitro. Distribuição intercelular de dano ao DNA Segundo ensaio Cometa.. 
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6.3.1.3. Combinação dos ensaios Cometa do H2O2 200 µM  na presença de ATX 
 

A Tabela 15 e a Figura 19 mostram o dano ao ADN, expresso como valor médio de 

Unidades Arbitrárias Totais (UAT.) e erro padrão da média nos dois ensaios  de H2O2 200 µM 

na  ausência de ATX (DMSO 5%+ H2O2 200 µM)  e na presença de  5 concentrações de ATX 

(25 a 500 µM)em  DMSO 5% e para o MMS 160 M. Ao se combinar os dois ensaios (EC1 e 

EC2) independentes realizados verificamos que o pré-tratamento in vitro  das células 

sanguíneas durante 2 h  pela ATX  em todas as concentrações na faixa de 25 a 500 µM  de 

ATX induziu redução da migração de ADN altamente  significativa (p<0,01)  em relação ao 

controle DMSO 5% + H2O2 de 200 µM com exceção de 50 µM  de ATX que reduziu 

significativamente (p< 0,05) a genotoxicidade causada pelo tratamento durante 10 min pelo  

H2O2 200 µM. O MMS 160 µM, controle positivo mostrou na combinação dos dois ensaios 

realizados efeito genotóxico extremamente significativo (p< 0,001). 

 

 

 

Tabela 15 : Efeito da astaxantina (ATX) na genotoxicidade do H2O2  200 

µM em células sanguíneas humanas in vitro. Tratamento: ATX (2h a 37°C) 

+ H2O2 (10 min em gelo). (Combinação de dois ensaios) 

EC- ATX + H2O2 200 µM (01)/  

EC- ATX + H2O2 200 µM (02) 

Dano ao ADN 

(Unidades arbitárias totais) 

 
Média Erro padrão da média 

H2O2 200 µM 142,50 4,50 

DMSO 5%  +  H2O2 2000  µM 156,00 13,00 

 
  Combinação ATX e H2O2 

  ATX 25µM+ H2O2200 µM** 18,50 3,50 

ATX 50µM+ H2O2200 µM* 28,00 14,00 

ATX100µM+ H2O2200 µM** 30,50 9,50 

ATX250µM+ H2O2200 µM** 38,50 1,50 

ATX500µM+ H2O2200 µM** 50,00 1,00 

Controle positivo MMS
1
 

160µM*** 
581,50 18,50 

1
Unidades arbitárias totais. 

2
Sulfonato de metil metano. *Diferença significativa      (p< 

0,05) **Diferença altamente significativa     (p< 0,01), ***diferença extremamente 

significativa (p< 0,001) em relação ao controle DMSO 5% + H2O2200µM  pelo teste t 

de Student. 
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Figura 19: Efeito da astaxantina na genotoxicidade do H2O2 200 µM em células sanguíneas 

humanas in vitro. Combinação de dois ensaios Cometa. 

Demonstramos, desta forma, o efeito protetor da ATX na faixa de concentrações de 

25 a 500 µM na indução de dano oxidativo ao ADN causado pelo peróxido de hidrogênio 200 

µM em células sanguíneas humanas in vitro. Adicionalmente, repetibilidade destes resultados 

foi observada nos dois ensaios independentes realizados. 

 

6.3.2.1 Ensaios Cometa do H2O2 2000 µM na presença de ATX 

As Tabelas 16 e 17 mostram os resultados individuais dos dois ensaios Cometa 

realizados com o H2O2 2000 µM na presença daATX em DMSO 5% empregando-se cinco 

concentrações de ATX na faixa de 25 a 500 µM. O controle positivo MMS 160 µM mostrou 

efeito genotóxico bem evidente nos dois ensaios realizados.  

Os resultados de dano ao ADN expressos em UAT são mostrados na Tabela 16 e 

Figura 20 para o primeiro ensaio e na Tabela 17 e Figura 22 para o segundo ensaio Cometa. 

Adicionalmente, as Figuras 21 e 23 mostram para cada ensaio, a distribuição de dano ao 

ADN entre as células nas 4 diferentes classes para cada concentração de H2O2 de 2000 µM na 

presença daATX, bem como, para os controles,DMSO 5% + H2O2 de 2000 µM e controle 

(H2O2 2000 µM) 

 No primeiro ensaio Cometa, o pré-tratamento pela ATX na faixa de concentrações de 

25 a250 µM induziu redução da migração de ADN altamente significativa (p<0,01) e 

extremamente significativa (p< 0,001) na concentração de 500 µM quando comparado ao 

controle DMSO 5% + H2O2 de 2000 µM. No segundo ensaio, o pré-tratamento pela ATX em 

todas as concentrações testadas também causou redução altamente significativa (p< 0,01) 

quando comparado à genotoxicidade do H2O2 2000 µM com exceção da concentração de 25 

µM de ATX que induziu redução altamente significativa (p< 0,001). 
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Tabela 16: Efeito da astaxantina (ATX) na genotoxicidade do H2O2 2000 µM em 

células sanguíneas humanas in vitro. Tratamento: ATX (2h a 37°C) + H2O2 (10 min 

em gelo). Primeiro ensaio Cometa 

EC- ATX + H2O2 2000 µM (01) 

Percentual de células nas 4 

diferentes classes de dano ao ADN 

(%) UAT
1 

 
0 1 2 3   

H2O2 2000 µM 21,5 76,5 1,0 1,0 163 

DMSO 5% + H2O2 2000 µM 22,5 73,0 1,0 3,5 171 

Combinação ATX e H2O2      

ATX 25µM+ H2O22000 µM 80,5 19,0 0,0 0,5 41** 

ATX 50µM+ H2O22000 µM 75,5 24,5 0,0 0,0 49** 

ATX100µM+ H2O22000 µM 79,5 18,5 0,5 1,5 48** 

ATX250µM+ H2O22000 µM 86,0 13,5 0,5 0,0 29** 

ATX500µM+ H2O22000 µM 76,0 22,5 0,5 1,0 53*** 

Controle positivo MMS 160µM 0,0 0,0 0,0 100,0 600 
1
Unidades arbitárias totais. 

2
Sulfonato de metil metano. **Diferença altamente significativa     

(p< 0,01), ***diferença extremamente significativa (p< 0,001) em relação ao controle DMSO 

5% + H2O2200µM  pelo teste t de Student. 

 

 

 

 

Figura 20:Efeito da astaxantina (ATX) na genotoxicidade do H2O2 2000 µM em células 

sanguíneas humanas in vitro. Primeiro ensaio Cometa. 
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Figura 21: Efeito da astaxantina (ATX)  na genotoxicidade do H2O2 2000 µM em células 

sanguíneas humanas in vitro. Distribuição intercelular de dano ao DNA. Primeiro ensaio 

Cometa. 
 

Tabela 17: Efeito da astaxantina (ATX) na genotoxicidade do H2O2 2000 µM em 

células sanguíneas humanas in vitro. Tratamento: ATX (2h a 37°C) + H2O2 (10 min 

em gelo). Segundo ensaio Cometa. 

EC- ATX + H2O2 2000 µM (02) 

Percentual de células nas 4 

diferentes classes de dano ao ADN 

(%) UAT
1 

 
0 1 2 3   

H2O2 2000 µM 37,0 62,0 0,5 0,5 129 

DMSO 5% + H2O2 2000 µM 52,0 46,0 0,0 2,0 104 

Combinação ATX e H2O2      

ATX 25µM+ H2O22000 µM 82,5 17,5 0,0 0,0 35*** 

ATX 50µM+ H2O22000 µM 84,0 14,5 0,0 1,5 38** 

ATX100µM+ H2O22000 µM 85,0 14,0 0,5 0,5 33** 

ATX250µM+ H2O22000 µM 93,5 6,5 0,0 0,0 13** 

ATX500µM+ H2O22000 µM 90,5 9,0 0,0 0,5 21** 

Controle positivo MMS 160µM 0,0 0,0 0,0 100,0 600 
1
Unidades arbitárias totais. 

2
Sulfonato de metil metano. **Diferença altamente significativa     

(p< 0,01), ***diferença extremamente significativa (p< 0,001) em relação ao controle DMSO 

5% + H2O22000µM  pelo teste t de Student. 
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Figura 22:Efeito da astaxantina na genotoxicidade do H2O2 2000 µM em células sanguíneas 

humanas in vitro. Segundo ensaio Cometa. 

 

 

Figura 23: Efeito da astaxantina (ATX)  na genotoxicidade do H2O2 2000 µM em células 

sanguíneas humanas in vitro. Distribuição intercelular de dano ao DNA. Segundo ensaio 

Cometa. 
 

6.3.2.2 Combinação dos ensaios Cometa do H2O2 2000 µM na presença de ATX 

 

A Tabela 18 e a Figura 24 mostram o dano ao ADN, expresso como valor médio de 

Unidades Arbitrárias Totais (UAT.) e erro padrão da média (EPM) nos dois ensaios de H2O2 

2000 µM na ausência de ATX (DMSO 5%+ H2O2 2000 µM) e na presença de  5 

concentrações de ATX (25 a 500 µM)em  DMSO 5% e para o MMS 160 M. Ao se 
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combinar os dois ensaios Cometa (EC1 e EC2) independentes realizados verificamos que o 

pré-tratamento in vitro  das células sanguíneas durante 2 h  pela ATX  em todas as 

concentrações, na faixa de 25 a 500 µM  de ATX induziu redução significativa (p< 0,05)  da 

genotoxicidade causada pelo tratamento durante 10 min pelo  H2O2 2000 µM. O MMS 160 

µM, controle positivo mostrou na combinação dos dois ensaios realizados efeito genotóxico 

bem evidente. Adicionalmente, repetibilidade destes resultados foi observada nos dois 

ensaios independentes realizados. 

 

Tabela18 : Efeito da astaxantina (ATX) na genotoxicidade do H2O2  2000 

µM em células sanguíneas humanas in vitro. Tratamento: ATX (2h a 37°C) 

+ H2O2 (10 min em gelo). (Combinação de dois ensaios Cometa) 

EC- ATX + H2O2 2000µM (01)/  

EC- ATX + H2O2 2000 µM (02) 

Dano ao ADN 

(Unidades arbitárias totais) 

 
Média Erro padrão da média 

H2O2 200 µM 146,00 17,00 

DMSO 5%  +  H2O2 2000  µM 137,50 33,50 

 
  Combinação ATX e H2O2 

  ATX 25µM+ H2O22000 µM 38,00 3,00* 

ATX 50µM+ H2O22000 µM 43,50 5,50* 

ATX100µM+ H2O22000 µM 40,50 7,50* 

ATX250µM+ H2O22000 µM 37,00 16,00* 

ATX500µM+ H2O22000 µM 21,00 8,00* 

Controle positivo MMS
1
 160µM 600 0 

1
Unidades arbitárias totais. 

2
Sulfonato de metil metano. *Diferença significativa      (p< 

0,05) **Diferença altamente significativa     (p< 0,01), ***diferença extremamente 

significativa (p< 0,001) em relação ao controle DMSO 5% + H2O2200µM pelo teste t 

de Student. 

 

 

 
Figura 24: Efeito da astaxantina na genotoxicidade do H2O2 2000 µM em células sanguíneas 

humanas in vitro. Combinação de dois ensaios Cometa. 
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Demonstramos o efeito protetor da ATX na faixa de concentrações de 25 a 500 µM na 

indução de dano oxidativo ao ADN causado pelo peróxido de hidrogênio 200 µM e em 

concentração dez vezes superior de 2000 µM em células sanguíneas humanas in vitro.  

Os efeitos relacionados à propriedade antioxidante da ATX também têm sido 

demonstrados e descritos por Hussein e colaboradores (2005) contra radicais induzidos pelo 

processo isquêmico. Li e colaboradores (2004) apontaram que a ATX apresenta atividade 

antiapoptótica. Hussein e colaboradores (2006), em outro estudo demonstraram que a ATX 

reduziu os níveis plasmáticos de NO2
- 
/NO3

- 
em ratos hipertensos, o que evitaria a formação 

de espécies reativas de nitrogênio. Em outros estudos de Hussein (2005, 2006) descreveram o 

efeito antihipertensivo da ATX, ligado a sua atividade, principalmente contra o radical 

superóxido, prevenindo a degradação do óxido nítrico mediada por essa espécie, resultando 

em relaxamento vascular. A ATX apresentou melhor potencial protetor que a glutationa 

contra a degradação protéica induzida por cálcio em cristalino de suíno e o possível 

mecanismo para esse efeito antiproteolítico parece ser a capacidade da ATX de formar 

complexos com o cálcio, diminuindo a disponibilidade desde mineral para as reações de 

proteólise (WU et al ., 2006). 

A atividade antioxidante de três substâncias, luteína, zeatina e ATX foi medida pelo 

ensaio Cometa utilizando como sistema biológico, as células de neuroblastoma humano, SK-

N-SH, in vitro, através da indução de danos ao ADN por fotoreceptores estimulados  pela  

radiação utravioleta.  Esses dados forneceram informações sobre a cinética de reparação do 

dano ao ADN causado por estas substâncias em células SK.N.SH em pequenos espaços de 

tempo agindo de forma a diminuir o efeito do dano, e demonstrando que a exposição a essas 

substâncias por tempo mais prolongado  não esta relacionado a um efeito constante de 

proteção, porém não apresentaram efeito genotóxico  (SANTOCONO et al., 2006).  

Nosso estudo também mostrou que a ATX não foi genotóxica em células sanguíneas 

humanas in vitro nas concentraçõesde  0,1 a 500 µM após período de tratamento de 2 h a 

37°C. Nas mesmas condições de tratamento, a ATX (0,1 a 5 µM), não foi citotóxica não 

causando letalidade de células sanguíneas humanas in vitro sendo, porém, levemente 

citotóxica na faixa de 10 a 1000 µM induzindo de 1 a 10% de letalidade celular quando 

comparado ao controle. 

Tripathi e colaboradores (2008) conduziram um estudo que demonstraram os efeitos 

citotóxicos e genotóxicos da ciclosfosfamida (CP) em células germinativas de camundongos e 

o efeito protetor significativo da ATX sobre os parâmetros  analisados no estudo, tais como o 

peso dos testículos, a contagem de espermatozóides e a morfologia dos espermatozóides.  

Por estar a CP relacionada ao estresse oxidativo em ratos, estudos com a ATX foram 

realizados empregando-se os ensaios Cometa, de micronúcleo e de aberrações cromossômicas 

a partir de sangue periférico e de medula óssea de ratos. O pré-tratamento com a ATX 

(colocar a dose) causou redução de danos ao ADN e de estresse oxidativo induzidos pela CP 

em ratos, indicando-se a ATX no estudo como um agente quimiopreventivo contra a 

toxicidade da droga antineoplásica CP (TRIPATHI et al, 2009).  

Os efeitos do pré e pós-tratamentos com a ATX foram avaliados, posteriormente, em 

estudo, onde foi avaliada sua atividade na redução do estresse oxidativo induzido pela 

ciclofosfamida (CP) ao ADN de células hepatocarcinogênicas iniciadas, avaliando-se as 

respostas de células indicadoras. De modo geral a ATX diminuiu os efeitos do estresse 

oxidativo e dos danos ao ADN de células do fígado ocorrendo uma diminuição significativa 

no pós-tratamento. Esse estudo pode confirmar que a ATX é um potente antioxidante e atenua 
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o estresse oxidativo, danos ao ADN, à morte celular, bem como a indução inicial de 

hepatocarcinogênese pela CP em ratos (THIPATHI et al, 2010).  

Por sua vez, Kajima et. al, 2008, concluiram que por via ocular, a ATX quando 

administrada  na dose de 100 mg/kg, quatro vezes em um intervalo de 24 horas, ou seja de 6 

em 6 horas,  a ATX  inibiu a neurotoxicidade induzida por H2O2 ou privação de soro, e 

reduziu a oxidação intracelular induzida por várias espécies reativas de oxigênio, induzidas 

por injeções intravítreas do aminoácido excitatório agonista do neurotransmissor glutamato 

N-metil-D-aspartato (NMDA). 

Estudo anterior tem mostrado que a ATX protege as mitocôndrias de ratos deficientes 

em vitamina E de danos causados por peroxidação lipídica catalisada pelo Fe
+2

, tanto in vivo 

quanto in vitro. O efeito inibitório de ATX sobre a peroxidação lipídica mitocondrial é mais 

potente do que a de α-tocoferol (KURASHIGE et al, 1990). 

 Desta forma a ATX tem sido apontada como sendo mais efetiva que a luteína e β- 

caroteno em restaurar as atividades de SOD eCAT alteradas por radiação UVA e peroxidação 

lipídica em fibroblastos de ratos (O’Connor; O’Brien, 1998). Em outro estudo foi 

demonstrado que a ATX restaurou as atividades da SOD, CAT e GSH-Px alteradas pela 

exposição de fibroblastos de frangos ao paraquat (LAWLOR; O’BRIEN, 1995), além de 

prevenir peroxidação lipídica em microssomas hepáticos de ratos (PALOZZA; KRINSKY, 

1992).  

A ATX foi o único carotenóide capaz de inibir a propagação da peroxidaçãolipídica 

causada por H2O2 em lipossomas contendo Fe
+2

, provavelmente devido a duas propriedades 

combinadas: o efeito impermeabilizante da membrana, responsável por limitar a entrada de 

agentes que promovam a lipoperoxidação no interior da membrana além da ação antioxidante 

do carotenóide, conforme Barros e colaboradores (2001). De acordo com Goto e 

colaboradores (2001), a ATX protegeu tanto o interior quanto a superfície de membranas 

fosfolipídicas contra a peroxidação de lipídios in vitro. 

 Adicionalmente, a ATX reduziu as expressões da proteína indicadora da peroxidação 

lípidica, 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE)-modificada e de 8-hidroxi-desoxiguanosina (8-OhdG: 

indicador de danos oxidativos ao ADN). Logo, a ATX mostrou efeitos neuroprotetores contra 

os danos na retina in vivo e in vitro, e que seus efeitos protetores podem ter sido parcialmente 

mediados via seu efeito antioxidante. (KAJIMA et. al, 2008). 

Em um estudo envolvendo mulheres jovens a ATX foi oferecida por 8 semanas em 

experimento radomizado, duplo cego e placebo controlado, com o objetivo de estudar os 

efeitos da ação da ATX na dieta e na modulação da resposta imune desse grupo. A ATX  

mostrou uma diminuição do efeito de um biomarcador importante em danos relativos ao 

ADN, assim como  de proteínas de fase aguda, resultando  em uma melhor resposta 

imunológica atribuida ao seu consumo (PARK et al., 2010). 

Chew e colaboradores (2011), investigaram a resposta imune em cães fêmeas da raça 

Beagle, que foram alimentados com diferentes doses de ATX  em períodos de tempo 

determinados. Foram colhidas amostras de sangue, onde foram avaliadas a proliferação de 

linfócitos,  de leucócitos, a citotoxicidade de células killer(CK), assim como IgG, IgM, 

proteínas no sangue e determinadas as concentrações de ATX nas amostras. A concentração 

sanguínea da ATX se mostrou dose dependente, assim como ocorreu um aumento nos níveis  

de IgG o que não ocorreu com o IgM que ficou estável. Por outro lado, houve aumento das 

CK, no decorrer do estudo e ocorreu leve diminuição do nível de proteínas C reativas, 

Concluiu-se que, a ATX na dieta aumenta a resposta imune reduzindo os danos ao ADN e a 

resposta inflamatória em cães 
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7. CONCLUSÕES 

 
 
 A ATX (0,1 a 5 µM), após período de tratamento de 2h a 37 °C,  não foi citotóxica em 

células sanguíneas humanas in vitro  sendo citotóxica na faixa de 10 a 1000  µM 

induzindo de 1 a 10% de letalidade celular quando comparado ao controle-solvente 

(DMSO 5%).  

 A ATX não induziu dano ao ADN (p>0,1) em células sanguíneas humanas  na faixa 

testada de  0,1 a 500 µM quando comparado ao controle. 

  O H2O2 (12,5 a 2000 µM), após período de tratamento de 10 min não foi citotóxico 

não causando letalidade celular em células sanguíneas humanas in vitro. 

 O H2O2 após período de tratamento de 10 min foi genotóxico (p<0,05) em células 

sanguíneas humanas in vitro causando dano ao ADN na faixa de concentrações de 

12,5 a 2000 µM.  

 O  pré-tratamento in vitro das células sanguíneas humanas durante 2h pela ATX (25, 

50, 100, 250 e 500 µM) causou redução altamente significativa (p< 0,01) do efeito 

genotóxico causado por 200 e 2000 µM de  H2O2 durante 10 min. 

 Demonstramos o efeito protetor da ATX  na faixa de concentrações de 25 a 500 µM 

na indução de dano oxidativo ao ADN causado pelo H2O2 200 e 2000 µM  em células 

sanguíneas  humanas in vitro.  
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Anexo 1 

 Solução salina tamponada de fosfato sem cálcio e magnésio (PBS); 

Cloreto de sódio PM 58,44 32,0g 

Cloreto de potássio PM 74,55 0,8 g 

Fosfato de sódio dibásico PM 141,96 4,6g 

Fosfato de potássio monobásico PM 136,09 0,8g 

Agua desionizada Qsq 4,0L 

 

- Dissolver com agitação magnética; 

-Ajustando o pH a aproximadamente 7,4 com ácido clorídrico 1N ou hidróxido de sódio 

1N; 

-Esterilizar por autoclavação durante 30min. Pode-se também esterilizar por filtração a 

vácuo (membrana de 0,22m) 

 

 Solução tampão alcalina para eletroforese (NaOH 300mM /EDTA 1mM); 

a) Solução de hidróxido de sódio (10N): 

Hidróxido de sódio PM 40 40g 

Água desionizada 9.  100mL 

- em capela química, adicionar lentamente a água ao pó em béquer; 

- após cada adição, resfriar o béquer em banho de gelo; 

- usar a solução no prazo máximo de 2 semanas após a sua preparação; 

- manter à temperatura ambiente 

 

b)Solução de EDTA 200mM: 

EDTA dissódico PM 372,24 14,89g 

Água desionizada 10.  200mL 

- Dissolver com agitação magnética; 

- Ajustar o pH da solução a aproximadamente 10 usando NaOH 10N; 

- Manter a temperatura ambiente 
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c) Solução tampão: 

Hidróxido de sódio 10N 11.  45mL 

EDTA dissodico 200mM 12.  7,5mL 

Água desionizada Qsq 1500mL 

- misturar até completa dissolução; 

- o volume de 1500mL corresponde ao volume total a se preparado para uma corrida 

eletroforética; 

- preparar no dia do experimento em manter em geladeira pelo menos 2h antes d o seu 

uso ou preparar a solução com  água previamente resfriada em geladeira por pelo 

menos 2h 

 

 Solução de lise 

 a) Solução de lise 1: 

Cloreto de sódio 2,5 M PM 58,44 146,1g 

EDTA dissodico 100mM PM 372,24 37,2g 

Tris 10 mM PM 121,14 1,2g 

Água desionizada Qsq 1000 mL 

- dissolver com agitação magnética em torno de 850 mL de água; 

- antes da solubilização completa, adicionar 8 a 9 g de hidróxido de sódio sólido para 

ajustar pH em torno de 10; 

- dissolver com agitação magnética; 

- caso o pH esteja acima de 10 adicionar ácido clorídrico 10N; 

- se for necessário, adicionar solução de hidróxido de sódio 1N para o ajuste do pH em 

torno de 10; 

- adicionar com agitação magnética 10g de sarcosinato de lauroilo sódico (Sigma L-

5125;PM 293,4) para obter a concentração final de 1% m/v; 

- completar o volume final a 1000 mL com água desionizada; 

- manter a solução a temperatura ambiente. 
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b)Solução de lise 2(final): 

Triton –X 100 PM 646,87 1mL 

DMSO PM 78,13 10mL 

Solução de lise 1 Qsq 100mL 

- preparar a solução no dia do experimento; 

- manter na geladeira (4 a 10ºC) por pelo menos 60 min antes do uso 

 

 Solução tampão para neutralização: 

Tris 0,4M PM 121,14 48,5g 

Água desionizada Qsq 1000mL 

- dissolver com agitação magnética; 

- ajustar o pH para cerca de 7,5 com ácido clorídrico concentrado; 

- manter a temperatura ambiente 

 

 Solução corante de brometo de etídio 200 µg /ml – (10X concentrada);  

a)  

Brometo de etídio PM 394,3 0,005g 

Água desionizada 13.  25mL 

- dissolver até completa dissolução; 

- manter á temperatura ambiente 

- b) página 12....POP 

 

 Solução corante de diacetato de fluosceína(FDA) e brometo de etídio: 

a) Solução A – FDA (sigma F-7378) 5mg/mL 

FDA PM 416,4 0,025g 

Acetona 14.  5mL 

- dissolver até completa dissolução; 

-  manter à temperatura 

b) Solução B – Brometo de etídio (Sigma - 8751) 200g/mL 
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Brometo de Etidio PM 394,3 0,005g 

Solução PBS 15.  25mL 

- dissolver até completa dissolução; 

- manter à temperatura ambiente 

c) Solução de FDA 30g/mL e de Brometo de etídio 8g/mL 

Solução A 30L 

Solução B 200L 

Solução PBS 4,8L 

- preparar no dia do teste para determinação da viabilidade celular; 

- adicionar 100L da solução corante a 100L de suspensão celular; 

- adicionar 50L à lamínula microscópica e cobrir com lamínula; 

- analisar pelo menos 200 células por concentração ou dose testada em microscópio de 

fluorescência a um aumento de 200X ou 400X 

- as células viáveis mostram fluorescência verde enquanto núcleos corados em laranja 

indicam células mortas; 

- células perdendo a viabilidade contêm grânulos citoplasmáticos verdes e um núcleo 

laranja; 

- expressar o resultado como percentual de citotoxicidade ou percentual de células 

mortas;  

 

 Solução de  Metil metano sulfonado (MMS – 800 µM): 

MMS Aldrich 12,992-5 PM 110,13 d = 1,300 

 

a) Solução A MMS - 8 x 10
-2 

M (80mM) 

MMS 20L 

PBS  3mL 

- adicionar 20L de MMS com micropipeta a um tubo contendo 3mL de PBS 

- dissolver o MMS o homogenizar a solução com micropipeta de 1mL com ponteira 

azul 

     b) Solução B MMS - 8 x 10
-4 

M (0,8mM) 

Solução A 10L 
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PBS 990L 

- Empregar tubo de microcentífuga de 1,5mL para a dissolução 

Notas: 

- Incubou durante 2h a 37 1C; 


