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Resumo

Objetivo: avaliar as atividades angiogénica/antiangiogénica, mutagénica/antimutagénica da
fosfoetanolamina. Metodologia: O teste de angiogénese foi realizado através do modelo
experimental em membrana corioalantdéide (MCA) de ovo de galinha. Engquanto os testes de
mutagenicidade e antimutagenicidade, foram realizados pelo Teste de Microntcleo em medula
Ossea de camundongo. Resultados: as MCAs tratadas com solucao aquosa de fosfoetanolamina
na concentracdo de 500 mg/mL, apresentaram diferenca significativa quando comparadas ao
controle positivo (p<0,05), ndo havendo aumento no nimero de juncdes de vasos sanguineos,
porém, quando comparadas ao controle inibidor e negativo, apresentaram significativa
diferenca (p<0,05), observando aumento no nimero destas juncdes. No teste do micronucleo,
nas concentraces de 250 e 500 mg/mL, a solucdo aquosa de fosfoetanolamina apresentou
atividade antimutagénica, demonstrando diferenca significativa, em relacdo aos controles
positivo e negativo (p<0,05). Concluséo: a solugdo aquosa da Fosfoetanolamina sintética
apresentou atividade angiogénica em todas as concentracdes testadas, ndo apresentou agao
mutagénica em nenhuma das concentracfes. Todavia, na avaliacdo de antimutagenicidade, a
solucdo aquosa da Fosfoetanolamina sintética apresentou agdo antimutagénica significativa.

Palavras-chave: Angiogénese. Fosfoetanolamina sintética. Membrana Corioalantdide.
Mutagenicidade.
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Abstract

Aim: to evaluate the angiogenic/antiangiogenic, mutagenic/antimutagenic activities of
phosphoethanolamine. Methodology: The angiogenesis test was carried out using an
experimental model in chorioallantoic membrane (CAM) of chicken egg. While the
mutagenicity and antimutagenicity tests were performed by the Micronucleus Test in mouse
bone marrow. Results: as CAMs treated with aqueous phosphoethanolamine solution at a
concentration of 500 mg/mL, they showed a significant difference when detected in the positive
control (p<0.05), with no increase in the number of blood vessel junctions, however, when
unexpected to the inhibitory and negative control, showed a significant difference (p<0.05),
observing an increase in the number of these junctions. In the micronucleus test, at
concentrations of 250 and 500 mg/mL, the aqueous solution of phosphoethanolamine showed
antimutagenic activity, demonstrating a significant difference in relation to the positive and
negative controls (p<0.05). Conclusion: the aqueous solution of synthetic
Phosphoethanolamine showed angiogenic activity in all concentrations tested, it did not show
mutagenic action in any of the concentrations. However, in the evaluation of antimutagenicity,
the aqueous solution of synthetic phosphoethanolamine showed a significant antimutagenic
action.

Keywords: Childhood dyslipidemia. Overweight. Malnutrition.

Introducéo

A fosfoetanolamina sintética (synthetic phosphoethanolamine-Pho-s), conhecida
popularmente como “pilula do cancer” ou Pho-s, vem sendo utilizado de forma indiscriminadas
por populares, com a promessa de cura das neoplasias malignas no Brasil. Apesar do seu uso,
ndo ha comprovacdo cientifica dos seus efeitos terapéuticos e eficacia no tratamento de tumores.
A Pho-s é um precursor da biossintese de fosfolipidos da membrana celular, e agiria na célula
tumoral causando sua apoptose, 0 que interferiria diretamente no crescimento e no
desenvolvimento da neoplasia. Este mecanismo seria diferente de outras drogas, pois ndo teria
como alvo o &cido desoxirribonucleico (DNA) (MOTA; SOUSA, 2017; FERREIRA et al.,
2012a).

O uso da fosfoetanolamina no Brasil é empirico, uma vez que essa substancia ainda esta
fase experimental. Porém ja causou grande discussdao no meio académico devido a alta
repercussao na midia. Essa exposicdo midiatica alcangou repercussao internacional e expos o
Brasil a uma situacdo embaragosa e o0s pacientes a danos desconhecidos. Ainda hoje a
fosfoetanolamina ndo possui registro na ANVISA e liberacdo para sua comercializagdo. Pela
lei 13.269/2016, a fosfoetanolamina foi imposta para o tratamento do cancer, sem bases

cientificas para a confirmacdo dos efeitos e eficacia do tratamento anticancer, por meio de
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estudos laboratoriais experimentais e ensaios clinicos (OLIVEIRA; SILVEIRA, 2016;
PONDE; DE AZAMBUJA; ADES, 2016).

Avaliando os diferentes mecanismos de acédo de drogas antitumorais, uma propriedade
interessante para novas drogas seria a inibicdo da angiogénese nos tumores, conhecido como
terapia antiangioénica. A angiogénese é o processo através do qual as células estimulam a
formacédo dos novos vasos sanguineos, 0s quais necessarios para o fornecimento dos nutrientes
essenciais para seu crescimento celular (PINHO, 2005). A terapia antiangiogénica consiste
basicamente no uso de algumas drogas para cortar 0 suprimento sanguineo para as
microrregi®es tumorais, resultando em hipoxia e necrose nos tecidos tumorais solidos e
conseqiientemente sua morte por desnutricdo (WEISS et al., 2012). A terapia antiangiogénica
tem sido eficiente no tratamento carcinoma de células renais metastatico, mas nao para outros,
como cancer de mama, melanoma, pancreas e cancer de prostata (VASUDEV; REYNOLDS,
2014).

Além da atividade angiogénica, o processo carcinogénico também é influenciado pela
mutagenicidade, onde nesta, as células podem se multiplicar de forma descontralada em
decorréncia de mutacbes causadas por diversos fatores, inclusive por medicacdes. As
substancias antimutagénicas, todavia, podem ser classificadas ou divididas em desmutagénicos,
e possuem o papel de protecédo ao inativar as substancias mutagénicas antes de atuarem sobre o
DNA e as substéancias bio-antimutagénicas com capacidade de inibir a mutagéo por interferirem
sobre os processos metabolicos de reparacdo inerentes a célula (KADA; MORITA; INOUE,
1978). Diante do exposto, esta pesquisa avaliou as atividades angiogénica/antiangiogénica,

mutagénica/antimutagénica da fosfoetanolamina sintética.
Material e Métodos

A fosfoetanolamina utilizada, foi comercializada pela Sigma-Aldrich, a O-
Phosphorylethanolamine P0503. Formula linear NH.CH>CH>OPOsH>, peso molecular 141,06.

Teste da Angiogénese em membrana corioalantoide

Foram analisadas 50 membranas corioanlantdide do ovo embrionado de galinha (Gallus
domesticus). Os ovos foram obtidos da granja Sdo Domingos, Setor Vale das Pombas da cidade

de Aparecida de Goiania — Goias. Inicialmente foi realizado a assepsia e antissepsia dos ovos
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embrionados de galinha, logo em seguida foram incubados em estufa automatica a temperatura
de 37°C e com umidade entre 60 e 70%, permanecendo durante dezesseis dias em incubag&o.

Ao quinto dia de incubacao, os ovos foram retirados da estufa para a realizacdo de uma
abertura circular na casca dos mesmos, com auxilio de uma Micro Retifica Dremel®. Apos
abertura da casca dos ovos, foi colocado uma gota de cloreto de sddio a 0,9% (NaCl 0,9% p/v),
para a facilitacdo da retirada da membrana interna do ovo, assim expondo a Membrana
Corioalantéide (MCA) ja vascularizada. A abertura foi vedada com fita adesiva e o ovo foi
novamente incubado a 37° C. Todo este procedimento foi realizado dentro de uma camara de
fluxo laminar, em ambiente previamente esterilizado com luz ultravioleta

Ao décimo terceiro dia de incubacdo, os ovos foram retirados novamente da estufa para
a colocacdo dos discos de papel filtro banhados com 5 pL com a substancia teste
(Fosfoetanolamina), e com os controles (negativo, indutor e inibidor), para a inoculacdo da
solugdo Fosfoetanolamina no grupo teste, e, juntamente com 0s grupos controles (negativo,
indutor e inibidor), os discos de papel filtro foram colocados diretamente sobre a membrana
corioalantéide (MCA). Em seguida todos os ovos foram vedados novamente e recolocados para
a incubacdo até o 16° dia.

Ao final do décimo sexto dia (Gltimo dia de incubagdo), os ovos foram retirados da
estufa, para remocao das membranas. Todas as MCAs foram fixadas em solucdo de formol (3,7
% v/v) por 5 minutos. Apds isso, foram cortadas detalhadamente e retiradas, sendo mantidas
em placa de Petri com solucdo de formol a 10%. Em seguida, foram fotografadas com
equipamento digital, em tamanho 640 x 480 pixels e formato de RGB 24 bits, padronizados
com objetivo de analisar e quantificar a rede vascular (VAN DER LUIT etal., 2007; WILTING,;
CHRIST; WEICH, 1992).

Mutagenicidade pelo Teste do Micronucleo em medula éssea de camundongos

O presente trabalho foi aprovado pela Comisso de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Pontificia Universidade Catdlica de Goiéas, protocolo n°® 4665190417. Para realizacdo do
teste de microndcleo foram utilizados 48 camundongos heterogénicos, linhagem Mus musculus,
saudaveis, de origem do Biotério Central da Pontificia Universidade Catolica de Goias. Machos
e fémeas, apresentavam peso corporeo entre 30 a 40 g, e idade entre 90 a 95 dias. Os animais
foram alojados em gaiolas individuais de polipropileno, com piso sélido, forradas com

maravalha esterilizada, conforme padrdes internacionais, estavam acomodados em ambiente
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com temperatura média de 24° C + 2°C e umidade relativa de 55% + 5%; com ciclo de claro-
escuro de 12 horas e tiveram &gua e alimentagdo ad libitum.

Os camundongos foram divididos em 8 grupos, cada grupo foi composto por 6 animais.
Para avaliacdo da mutagenicidade, o grupo teste, os animais foram tratados via intraperitoneal
(i.p.) com a solucdo aquosa de Fosfoetanolamina em doses de 1000, 500 e 250 mg/Kg durante
24 horas. Para avaliagdo da antimutagenicidade, as mesmas doses do grupo teste com solucdo
aquosa de Fosfoetanolamina, foram administradas juntamente com uma dose Unica de 2 mg/Kg
de Cloridrato de doxorrubicina i.p. também durante um periodo de 24 horas. O grupo controle
negativo, foi tratado com agua destilada estéril (1 mL/100 g), enquanto o controle positivo foi
tratado com 2mg/Kg de Cloridrato de doxorrubicina. Ap6s 24 horas de tratamento, 0s animais
foram eutanasiados atraveés de deslocamento cervical. Logo apoés, tiveram seus fémures
retirados. As epifises dos fémures foram cortadas e a medula 6ssea foi lavada com 1 mL de
soro fetal bovino. Em sequéncia, apds homogeneizagdo da medula no soro, esta foi centrifugada
a 1000 x rpm durante 5 minutos. Descartou-se parcialmente o sobrenadante, e o precipitado de
células foi homogeneizado. Uma gota da suspensao foi transferida para laminas de vidro para
confeccdo de esfregaco celular. Apds secagem das laminas, estas foram fixadas em metanol
absoluto durante 5 minutos e coradas em solugdo corante PANOTICO. ApGs este periodo, as
laminas foram lavadas em agua corrente e deixadas secar em temperatura ambiente (HEDDLE
etal., 1983, 1991).

Analise citogenética

A anédlise das laminas foi realizada em microscopio de luz comum Nikon, com a
finalidade de se detectar possiveis alteraces e/ou perdas cromossdmicas (micronicleos) nos
eritrocitos policromaticos (EPC) da medula 6ssea dos animais submetidos a diferentes
tratamentos. As células foram visualizadas em objetiva de imersdo (100x) e ocular (10x),
usando duas laminas para cada animal, foram contados 4000 EPC por camundongo, utilizou-se

a média de duas laminas como resultado (OECD, 2014).
Anédlise de dados

No teste de angiogénese utilizando-se as MCAs, a analise estatistica dos dados foi

conduzida utilizando o software BioEstat versdo 5.3. Foram analisadas 50 membranas, sendo
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10 membranas por grupo. A diferenca entre os controles e as diferentes concentragdes pela
andlise de variancia ANOVA — teste de Tukey. As diferencas entre os grupos (controles e teste)
foram considerados significativos os valores de p < 0,05.

No teste do microndcleo, as frequéncias de eritrocitos policromaticos micronucleados
(EPCMN) em 4.000 EPC por camundongo dos grupos teste, foram comparadas em relacéo ao
grupo controle negativo ou positivo pela analise de variancia de ANOVA - teste Tukey
(MELO-REIS et al., 2011). Foram considerados significativos valores de p<0,05.

Resultados

As redes vasculares das membranas foram analisadas e os resultados demonstraram um
aumento significativo em relagdo ao comprimento dos vasos, na concentracdo de 500 mg/mL
de fosfoetanolamina, quando comparada aos controles, negativo e inibidor (p<0,05), ndo
apresentando diferenca significativa quando comparada ao controle positivo, demonstrando
atividade angiogénica, porém, ndo tdo elevada, como o controle positivo. Enquanto na
concentracdo de 1000 mg/mL, houve diferenca significativa quando comparada aos controles
negativo e inibidor (p<0,05), ndo havendo diferenca significativa, quando comparada ao
controle positivo, demonstrando importante atividade angiogénica (Tabela 1 e Figuras 1 e 2).

Tabela 1. Médias e desvios padrdes obtidos na mensuracdo do comprimento, calibre, nimeros de
juncdes e complexos dos vasos sanguineos.

Grunos Comprimento Calibre NGmero de iuncdes Numero de
P (Pixel) (Pixel) Jung Complexos
Controle Positivo 54046,9 +
(Regederm®) 9864,4 + 3758,6 23123.2 256,0 £ 130,5 56,8 £ 22,1
Controle Inibidor 14226,4 +
(Dexametasona) 2170,2 + 1575,2 14010.7 30,0+ 35,1 22,3+12,7
Controle Negativo 211229 +
(H20) 3232,9 +1490,3 8508.6 66,0 + 43,5 23,5+ 16,7
Fosfo 500 mg/mL 6926,7 + 2642,9 ab¢ fgg?g;’fb 106.5 + 75,1 & ¢ 47 + 25,6 °¢
Fosfo 1000 mg/mL 8849,2 + 4458,4b¢ 33072,6 + 15755,9 ¢ 173,9 +£98,3%¢ 60,9 + 43,2 b¢

ANOVA, Tukey

a p<0,05 quando comparado com controle positivo;
b p<0,05 quando comparado ao inibidor;

¢ p<0,05 quando comparado ao controle negativo
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Em relagéo ao calibre dos vasos, a solugéo aquosa de fosfoetanolamina na concentracéo
de 500 mg/mL apresentou diferenca significativa quando comparada ao controle positivo, com
aumento no calibre dos vasos (p<0,05), porém apresentou diferenca significativa, observando
aumento no calibre destes vasos quando comparada ao controle inibidor (p<0,05), entretanto,
guando comparada ao controle negativo, ndo se obteve diferenca significativa, apresentando-se
estatisticamente igual. Enquanto, a solugdo de fosfoetanolamina na concentracdo de 1000
mg/mL, apresentou diferenca significativa quando comparada aos controles negativo e inibidor
(p<0,05), apresentando aumento consideravel no calibre dos vasos, quando comparada ao
controle positivo, ndo apresenta diferenga significativa (p>0,05), demonstrando ser
angiogeénica.

As membranas tratadas com a solucdo aquosa de fosfoetanolamina na concentracao de
500 mg/mL, apresentaram diferenca significativa quando comparadas ao controle positivo
(p<0,05), ndo havendo aumento no numero de jungdes, porém, quando comparadas ao controle
inibidor e negativo, apresentaram significativa diferenga (p<0,05), observando aumento no
nimero destas juncdes. Ja, na concentracdo de 1000 mg/mL de solucdo aquosa de
fosfoetanolamina, os resultados demonstraram significativa diferenca quando comparadas aos
controles inibidor e negativo (p<0,05), apresentando um importante aumento no nimero de
juncoes, e ndo apresentando diferenca significativa ao controle positivo (p>0,05).

O numero de complexos observados na concentragdio de 500 mg/mL de
fosfoetanolamina, apresentou diferenca significativa quando comparado aos controles inibidor
e negativo (p<0,05). Do mesmo modo, na concentragdo de 1000 mg/mL, o numero de
complexos observado também foi maior quando comparado aos controles inibidor e negativo
(p<0,05), observando um importante aumento no nimero destes complexos. Contudo ambas
concentracdes ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle positivo
(p>0,05). Logo, demonstrando atividade angiogénica.

Os resultados da quantificacdo foram ilustrados nos graficos da figura 5 e na figura 6.
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Figura 1. Grafico Box Plot dos valores do comprimento, calibre, nimero de junc¢des e nimero
de complexos das MCAs obtidas apds tratamento com a solucdo aquosa de fosfoetanolamina e
controles.
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Figura 2. Imagens representativas da rede vascular formada na regido Membrana
corioalantéide (MCA) apds tratamento com a solucéo aquosa de fosfoetanolamina. As imagens
de MCA no software Angioquant.

A avaliacdo de mutagenicidade e antimutagenicidade, foi realizada pelo teste de
Microndcleo em medula 6ssea de camundongos, através da contagem da frequéncia de EPCMN
em 4.000 EPC por camundongo.

Os resultados da frequéncia de EPCMN avaliados em 4.000 EPC, média e desvio

padréo, estdo apresentados na tabela 2.
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Tabela 2. Frequéncia de EPCMN apo6s 24 horas do tratamento com solucdo aquosa de
Fosfoetanolamina em diferentes concentragcOes e controles para avaliagdo de mutagenicidade

Eritrocitos policromaticos micronucleados

Doses Numero de (EPCMN)
(mg/kg) animais
Dados Individuais MN/4000 EPC
MN/4000 EPC Média + DP
Fosfoetanolamina a
250 mg/Kg 6 5-8-6-13-6-7 8+29
Fosfoetanolamina ab
500 mg/Kg 6 9-13-16-16-12-9 13+£31
Fosfoetanolamina ab
1000 mg/Kg 6 9-13-13-12-17-10 12+28
Controle Positivo 6 59-54-47-50-53-43 51+ 5,63
(Doxorrubicina)
Controle Negativo (Agua 5 8-8-13-6-9-9 9423

destilada) P
ANOVA, Tukey
a p<0,05 quando comparado ao controle positivo;
b p<0,05 quando comparado ao controle negativo.

Os resultados do Teste de Micronucleo para avaliagdo de mutagenicidade, demonstrou
que a solucdo aquosa de fosfoetanolamina na concentracdo de 250 mg/mL, apresentou diferenca
significativa quando comparada aos controles positivo (p<0,05), e quando comparada ao
controle negativo, ndo apresentou diferenca significativa, ou seja, ndo verificando atividade
mutagénica a substancia em teste.

A solucdo aquosa de fosfoetanolamina na concentragdo de 500 mg/mL também
apresentou diferenca significativa em relacdo aos controles positivo e negativo (p<0,05),
também ndo apresentando mutagenicidade.

E por fim, na concentracdo de 1000 mg/Kg de fosfoetanolamina observou-se
significativa diferenca entre os controles positivo e negativo (p<0,05), ndo conferindo atividade
mutagénica consideravel a substancia.

Para avaliacdo de antimutagenicidade, os animais foram tratados com a solucéo aquosa
de fosfoetanolamina nas concentracOes de 250, 500 e 1000 mg/Kg, simultaneamente com a

doxorrubicina. Os resultados estdo expressos na tabela 3.
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Tabela 3. Frequéncia de EPCMN ap0s 24 horas de tratamento simultaneo de diferentes
concentracdes da Fosfoetanolamina com doxorrubicina para avaliagdo de antimutagenicidade

Eritrocitos policromaticos micronucleados

Doses Numero de (EPCMN)
(mg/kg) animais
Dados Individuais MN/4000 EPC
MN/4000 EPC Media + DP
Fosfoetanolamina 250 6 30-26-27-37-35-30 324542
mg/Kg + doxorrubicina
Fosfoetanolamina 500 6 34-32-40-33-20-32 3246520
mg/Kg + doxorrubicina
Fosfoetanoalminal000 6 39-35-19-23-24-23  27+79%
mg/Kg + doxorrubicina
Controle Positivo 6 50-54-47-50-53-43 51 +5,6
(Doxorrubicina) °
Controle Negativo (Agua 5 8-8-13-6-0-9 9+23

destilada) °
ANOVA, Tukey
a p<0,05 quando comparado ao controle positivo;
b p<0,05 quando comparado ao controle negativo.

De acordo com o demonstrado nos resultados, na concentracdo de 250 mg/mL da
solugéo aquosa de fosfoetanolamina, observou-se uma diferenca significativa, em relacdo aos
controles positivo e negativo (p<0,05), constatando atividade antimutagénica.

Do mesmo modo, a fosfoetanolamina na concentragdo de 500 mg/mL, apresentou
significante diferenca em relacdo aos controles positivo e negativo (p<0,05), também
apresentando atividade antimutagénica.

Avaliacdo para antimutagenicidade demonstrou que a fosfoetanolamina na
concentragdo de 1000 mg/mL apresentou significativa diferenca quando comparada aos
controles positivo e negativo (p<0,05). A substancia teste, em suas diferentes concentracdes
apresentou significativa diferenca em relacdo aos grupos controle, assim sendo considerada

uma substancia antimutagénica.
Discusséo

A analise dos resultados deste estudo, demonstrou, que a fosfoetanolamina sintética nas
concentracdes de 500 e 1000 mg/mL, apresentou significativo aumento nos quatro parametros
testados (comprimento, calibre, nimero de jungdes e numero de complexos), quando

comparado aos grupos controle, demonstrando ser uma substancia ativadora da angiogénese.
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O levantamento bibliografico realizado em plataformas de trabalhos de cientificos, ndo
constatou estudos relacionados a atividade angiogénica e antiangiogénica da Fosfoetanolamina
sintética.

Alguns dos estudos existentes realizados com a fosfoetanolamina, foi a avaliacdo da
possivel atividade anticAncer em sarcoma 18, ndo apresentando efeito inibidor nos animais
tratados com a dose de 1 g/Kg durante 10 dias (FILHO, 2016). O estudo realizado com a
fosfoetanolamina em células de melanoma murino, apresentou resultados significativos,
evidéncias demostraram que a fosfoetanolamina possui atividade inibitoria em rela proliferacédo
e crescimento de células tumorais tanto in vitro, quanto in vivo (VERONEZ, 2012). Enquanto
Ferrreira et al., (2012b) demonstrou que a fosfoetanolamina apresentou efeito citotéxico em
varias linhagens de células, induzindo a apopitose destas células.

Os resultados desta pesquisa demonstram que a Fosfoetanolamina sintética possui
atividade angiogénica, sendo um importante passo para o0 avango de novas pesquisas, € 0
desenvolvimento e aplicagdo de novas terapias para diversas patologias.

Nesta pesquisa, a partir do teste de micronucleo realizado com a solucdo aquosa de
fosfoetanolamina, pode-se observar que a substancia ndo apresentou atividade mutagénica em
nenhuma de suas concentragdes testadas (250, 500 e 1000 mg/Kg).

Um relatorio desenvolvido por um grupo de pesquisa da Fosfoetanolamina sintética da
USP de S&o Carlos, no Centro de Inovacdo e Ensaios Pré-Clinicos, em parceria com 0
Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdes e Comunicacdes, unico estudo de mutagenicidade
feito com a fosfoetanolamina até entdo, realizou testes de microndcleo em medula 6ssea de
camundongos na dose oral de 2000 mg/Kg, também demonstrou que a fosfoetanolamina
sintética, ndo apresentou efeitos mutagénicos (CALIXTO et al., 2016)

A avaliacdo da atividade antimutagénica demonstrou que a fosfoetanolamina possuem
efeitos antimutagénicos em todas as concentracdes testadas (250, 500, 1000 mg/Kg).

De acordo com levantamento bibliografico realizado, a avaliacdo de antimutagenicidade
da fosfoetanolamina sintética, feito pelo teste de micronGcleo em medula Gssea de

camundongos, é inédito na literatura, sendo realizado até entdo, apenas neste estudo.

Concluséao

Diante dos resultados obtidos neste estudo, concluiu-se que a solucdo aquosa da
Fosfoetanolamina sintética apresentou atividade angiogénica em todas as concentragdes

testadas. A solucdo aquosa da Fosfoetanolamina sintética ndo apresentou acdo mutagénica em
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nenhuma das concentracdes, testadas pelo Teste de Micronicleo em medula dssea de
camundongos. Na avaliagcdo de antimutagenicidade, a solucdo aquosa da Fosfoetanolamina

sintética apresentou acdo antimutagénica significativa, quando comparada aos grupos controle.
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