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l.JNTRODUÇÃO 

A avaliação dos danos genéticos resultantes da exposição dos organismos vivos à 

agentes genotóxicos tem demonstrado uma estreita relação entre a indução de lesões à nível 

de DNA e o desenvolvimento de câncer. 

Na verdade, uma série de inferências, obtidas a pa11ir de resultados expe1imeutais 

em roedores, fomecem apoio consistente para a visão de que muitas doenças somáticas 

humanas, como arteriosclerose, envelhecimento c câncer, tem as suas raízes nas mutações. 

Embasamentos adicionais para esta afirmativa foram fornecidos: (i) por investigações 

epidemiológicas promovidas pela Comissão Internacional de Proteção Contra Mutagênicos 

e Carcinógenos Ambientais (ECPEMC), as quais demonstraram que 75 a 90% dos tumores 

malignos presentes na população dos Estados Unidos são devidos à exposição dos 

indivíduos a agentes gcnotóxicos (13rown, 1980; Do11 e Peto, 1981 ); (i i) pela identificação 

de genes específicos envolvidos na indução de câncer - os proto-oncogenes - e a sua 

ativação por alterações genéticas a nível de DNA ( van der Eb et a1., 1984; Spandidos e 

Wilkie, 1984; Cooper, 1984). 

Desta forma, a atividade mutagên ica, além de constituir um risco genético para as 

gerações futuras, possui a desvantagem adicional de induzir, di retamente nos organismos 

expostos às substâncias genotóxicas, a formação de tumores malignos (Würgler et al. , 

1984). 

De f:1to, existem diversos compostos, presentes em nosso meio ambiente, que são 

mutagêuicos, clastogêrlicos, recombinogênicos e/ou carcinogênicos e que podem interagir 

entre si e, assim, agirem sobre o DNA das células vivas. Entretanto, tem sido demonstrado 

que algumas substâncias, norma lmente comuns à dieta alimentar humana, apresentam 

atividade ant imutagênica (Waters et ai. , 1990). Pode-se, portanto, infer ir que os organismos 

vivos estão expostos a uma mistura de compostos mutagênicos e antimutagênicos. Desta 

forma, o estudo da interação entre estes dois tipos de substâncias toma-se de grande 

). 
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interesse, já que os antimutagênicos atuam diminuindo a mutagênese, o que leva, em última 

análi se, a uma proteção contra a genotoxicidade e/ou carcinogêncse. 

São duas as implicações da detecção e do estudo dos antimutagênicos. Em um 

primeiro momento, a pesquisa dos mecani smos da antimutagênese, por si só, permite 

elucidar os processos celulares da mutagênese. Em um segundo momento, o controle da 

mutabilidade celular, por antimutagênicos conh ecidos, pode fom ecer métodos para prevenir 

as mutações que resu ltam em desenvolvimento de câncer, envelhecimento e doenças devidas 

aos efeitos genotóxicos das substâncias mutagênicas (Kada e Shimoi, 1988). 

Dentro deste contexto, surge então, um novo ca mpo de pesqmsa - a 

Antimutagênese e a Antica rcinogênese - que envolve, justamente, a identificação e a 

caracte1ização de substân cias naturais ou sintéticas , que são capazes de interferir sobre as 

diferentes etapas que antecedem a fixação da s mutações e/ou aberrações cromossômicas. 

N a verdade, quando diagnosticamos uma substância como mutagênica , estamos 

nos referindo él expressão final de uma cadeia ele eventos que envolve: (i) a via de entrada e 

a quantidade elo composto que é absorvida; (ii) a sua captação pelo sistema metabólico, 

quando nos referimos a pró-mutagênicos ou pela s célula s alvo, no caso ele agentes 

geuotóxicos de ação direta; (iii) o seu acesso ao núcleo e a sua interação com o DNA, e 

finalmente (iv) a fixação elas lesões genéticas. E ntretanto, vá ri os fatores, inerentes às células, 

podem interferir sob re este processo. Assim, destacam-se: (i) os sistemas de ativação e 

desintoxicação metabólica ; (ii) a formaçfío de espécies ativas de oxigên io ou de derivados 

nucleofili cos e sua ca ptaçfío por bloqueadores de molécu las reativas; (iii) as lesões pré­

mutacionais presentes no DNA e a possibi lidade de sua reparação por múltiplos sistemas de 

coneção (De F lora e Ramel , 1988). 

Baseado nestas considerações, Kada · classifi cou os antimutagênicos em duas 

categ01ias, confonne o seu modo de ação : (i) desmutagêtücos - que desempenha m sua 

atividade protetora inativaudo as substâncias mutagênicas antes que elas atuem sobre o 

DNA, e (ii) bioantimutagêtücos - que sup rimem as mutações, por interferire sobre os 

processos metabóli cos de reparação, in rentes à célula. Neste caso, o mutagênico causa 

danos ao DNA, que sfío mais eficientemente co rrigidos quando em presença do 

bioan ti mutagênico (Kada et ai., 1982). 



Uma classificação mais completa , preconizando dois principais estágios para a ação 

dos autimutagêuicos, foi proposta por Ramel et ai. ( 1986): 

a) Estágio I -compreendendo substâncias de ação extracelular; 

b) Estágio 2- incluindo produtos de ação intracelular. 

Dentro destes estágios são propostas outras subdivisões, como apresentado no 

Esquema 1. 

Esquema I. Classificação dos antinn1tagl:nicos quanto ao seu modo de aç:lo (Ramd et ai. . 

1986). 

1. Extracelular 

a. lnibidores da formação ou captação dos mutagênicos 

b. Inativadores de mutagênicos ou pró-mutagênicos 

2. Intracelulares 

a. Agentes bloqueadores - previnem a mutação por competirem ou reagirem com sítios 

alvos 

(i) inibem a conversão no carcinógeno final 

(ii) aumentam a atividade das enzimas desintoxicantes 

(iü) reagem di1·etamente com gmpos eletrofiücos 

b. Agentes captadores de radicais 

c. Agentes supressores- pre inem a expressão neoplúsica de células i11iciadoras 

d. Agentes que afetam os mecanismos de reparação do DNA 

Dentro da carcinogênese, os antimutagênicos são classificados co!lfmme o estágio 

do processo carcinogênico em que atuam. Assim, os inibidores da carcinogênese foram 

divididos em três categorias principais por Wattembcrg ( 1983): 

- compostos, que a partir de precursores químicos, prcvmcm a formação de 

mctahólitos mutagênieos e/ou can;inogênicos; 

- agentes hloqucadorcs que por reagirem com sítios celulares críticos, previnem a 
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carcinogênese; 

- agentes supressores, que em células previamente expostas a doses carcinogênicas 

de um determinado agente, são capazes de suprimir a expressão neoplúsica . 

Postetiormente, associando os conhecimentos mats recentes a respeito dos 

mecanismos de ação dos inibidores da rnutagênese e da carcinogênese, De Flora e Ramel 

( 1988) propuseram uma cla ssificaçiío mais detalhada , que pode ser vista no Esquema 2. 

Esquema 2. Mecanismos de itúbição da mutagênese ou carcinogenese (De Flora e Ramel, 

1988). 

I. luibidores da mutagênese com atuação extracelular 

1.1. lnibidores da captação dos mutagenicos ou de seus precursores 

1. l . I . Impedem a sua pen etração 

I. I. I. I . Dentro do organismo 

1. 1. 1.2. Dentro da célula 

1. 1.2. Favorecem a sua remoção 

1.2. lnibidores da formaçiío endógena do mutagênico 

1.2. I. Inibem a reação de nitrosação 

1.2.2. Modifi cam a flo ra microbiana intestinal 

1.3. Desativadorcs do mutagênico 

1.3. 1. Por reação físi ca 

1.3.2. Por reação química 

1.3.3 . Por reação enzimútica 

2. lrubidores da mutagênese com atuação intracelular 

2.1. Moduladores do metabolismo 

2 . I. I . Inibem a duplicação celular 

2. 1.2. Favorecem a captação do mutagênico pot célula s não-alvo 

2 .1.3. Inibem a ativaçüo de pró-mutagênicos 

2. 1.4. induzem os mecanismos de desintoxicação 

2.2. Bloqueadores de moléculas reativa s 

2.2. 1. Reagem com sítios eletrofilicos 

2.2 . I. I. Por reação química 



2.2.1.2. Por reação enzimática 

2.2.2. Captam espécies ativas de oxigênio 

2.2.3 . Protegem sítios nucleofílicos do DNA 

2.3. Moduladores da duplicação e reparação do DNA 

2.3. 1. Aumentam a fidelidade da dupljcação do DNA 

2.3 .2. Favorecem a reparação das lesões do DNA 

2.3 .3. Irubem a reparação indutora de erros 

3. Iuibidores atuando na iniciação ou em células neoplásicas 

3. 1. Moduladores ela promoção tumoral 

3. 1.1. Irubem os efeitos genotóxicos 

3.1.2. Captam radicais livres 

3. 1.3. hLibem a prolifera ção celular 

3.1.4. Induzem a diferenciação celular 

3.1.5 . Modulam o sinal el e tradução 

3.2. Mocluladores da progressão tumoral 

3.2.1. inibem os efeitos genotóxicos 

3.2.2. Atuam nos hormônios ou nos fa tores de crescimento 

3.2. 3. Atuam no sistema imune 

3.2 .4. Agentes nnti-neoplásicos físicos, químicos ou biológicos 

3.2.5 . Modulam o sinal de tradução 

5 

Algumas substâncias inibidoras da mutagênese e/ou da carcinogênese, agem 

interfeiindo em apenas uma da s várias etapas de atuação propostas pela classificação de De 

Flora e Ramel ( 1988). Por outro lado, outros inibidores atuam através de mecanismos 

múltip los e, conforme a etapa em que eles estão interferindo, podem fomecer resultados 

contraditórios. Desta forma , um agente que apresenta efeitos protetores em determinadas 

condições experimentais pode ser inefetivo ou nocivo (tóxico, rnutagênico e/ou 

carcinogênico ), quando variam : (i) a do e, rota e sequência de administração do modulador; 

(ii) o orgaujsmo teste empregado ; ou (iii) o tipo ele lesão que está sendo analisada (De Flora 

e Ramel , 1988; De Flora, 1989; De Flora et ai. , 1989, 1992). 
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As pesqmsas na área da antimutagênese e anticarcinogênese deset1volveram-se, 

procurando p1incipalmente a detecção de fatores anti-1isco presentes na dieta alimentar 

humana, empregando ensaios de curta duração in vilro e in vivo. Para tanto, tem sido 

utilizados testes c organismos experimentais que são também usados na diagnose da 

atividade mutagênica, carcinogênica e/ou recombinacional de agentes genotóxicos 

(Wattenberg, 1985). Os sistemas bacterianos foram os primeiros a serem utilizados nos 

estudos sobre a atividade antimutagênica ele diferentes substâncias. No entanto, eles tem 

como principais limitações intrínsecas a necessidade de um sistema metabólico exógeno, 

bem como a ausência de compartimentalização celular. Posteriormente, os estudos 

envolveram sistemas in vilro (culturas ele células ele ovúrio de hamsterj e in vivo (ratos e 

camundongos), experimentos de carcinogenicidacle animal e modelos matemáticos, visando 

correlacionar a estrutura química elas substâncias que estavam sendo analisadas, com a sua 

atividade moduladora (De Flora , 1989). Todos estes estudos fomeceram dados adicionais 

que foram somados às obse1vações previamente obtidas em bactérias, e desta forma, 

aproximadamente 500 compostos, capazes de excercer efeitos protetores sobre diferentes 

agentes gcnotóxicos, fóram identificados e agrupados em pelo menos 25 cla sses químicas 

diferentes (Boone et ai. , I 990). 

Dentre as substâncias químicas classificadas como antimutagênicas destacam-se os 

taninos, que pe1tencem a um grande número de compostos fenólicos, onde estão incluídos 

desde simples fenóis até macromoléculas com pesos moleculares variando entre 50 a 3.000. 

Estes taninos silo , naturalmente, encontrados na madeira , casca , folhas, raízes c frutos de 

diferentes espécies vegetais -principalmente em mono e dicotiledôneas (Enomoto, 1987; 

IARC, 1976). 

Os taninos vegetais foram divididos em: (i) taninos condensados ou não­

hidrolisados - que apresentam estruturas complexas em forma de dímeros, trímeros, 

oligômeros ou polímeros e (ii) taninos hidrolisados por ácidos, álcalis e enzimas- que são, 

ainda , subdivididos em ga lotaninos e elagitaninos, com base nos ácidos fenólicos que contém 

(Ha1woJth, 1961 ). Ainda dentro dos tmünos, destaca-se o AT - um galotanino ( éster de 

açúcar, derivado do úcido carboxi l triidrobenzeno) - que, em função de suas características 

químicas, é utilizado como prccipitador de proteínas, íons de metal pesado e amido. O AT é, 

também, empregado como aditivo para a fitbricação de tintas em geral e no processamento 

de couros e peles. Estima-se que o seu emprego, na indústria têxtil elos Estados U11idos, seja 
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de, aproximadamente, 100.000 Kg anuais. Ele é também utilizado na medicina popular para 

amenizar os sintomas da diarréia, bem como a sintomatologia das queimaduras. Para este 

fim, cerca de 10.000 Kg de AT são, anualmente, consumidos nos Estados Unidos. É através 

do consumo de chás verde e preto, cacau, cate e bebidas manufaturadas- como vinhos tinto 

e rosa, e a cetveja, que contém de 0,1 a 1, 15% de AT- que este composto se faz presente 

na dieta alimentar humana (13ichel c 13ach, 1968; Hattman e Schankel, 1990). Uma vez que 

o AT é utilizado, ainda , como aromatizantç ~;m bd)ida s não-alcoólicas, sorvdcs c doces em 

geral; 900.000 Kg anuais deste composto são empregados pelas indústrias alimentícias dos 

Estados Unidos (IARC, 1976). Assim, considera-se que o consumo diilrio de tan.inos na 

espécie humana seja de lg por pessoa (Ramel et ai. , 1 986). 

Uma série de trabalhos experimentais, desenvolvidos a pattir de 1980, 

demonstraram que o AT é capa z de modular os efeitos mutagênicos, clastogênicos e/ou 

carcinogênicos de diversos agentes genotóxicos. Esta atividade moduladora pode ser 

exercida por diferentes mecan ismos de ação que incluem: atividade esmutagênica e/ou 

bioantimutagêni<.:a . lkntro da atividad~; <ksmutagêni <.:a o AT JHHk atuar por: (i) inativação 

de mutagênicos exógenos; (ii) prevenção da formação de metabólitos genotóxicos; (ii i) 

inibição da reação entre o mutagênico e o DNA. Por outro lado, através da sua ação 

bioantimutagênica, ele pode interagir com as enzimas envolvidas na , primeira etapa do 

processo por excisão-ressíntese, aumentando a eficiência deste mecanismo de reparação 

inerente às células. 

1.1. ATIVIDADE l>ESMUTAGENICA l>O AT 

Diversos trabalhos desenvolvidos, tanto em pró como em eucariotos, caractetizam 

o A T como um agente desmutagêuico, atuando sobre a atividade mutagênica, clastogênica 

e/ou carcinogênica de vúrios compostos químicos. 

Stich ct ai. ( 19X2), investigando as propri~;da<ks inibitórias do AT sobre a ação 

mutagênica dos metabólitos, resultantes da nitrosação da metiluréia (MU), em Safmonella 

typhimurium TAI535 , obsetvaram que, a presença do AT (lmg/ml), durante a reação de 

nitrosação, levou a uma diminuição significante na fi"eqiiência de reve1tentes his+. Este 

efeito inibitório do AT sobre as lesões induzida s pela MU pode ser explicado pela : (i) 
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captação dos compostos envolvidos na nitrosação ; (ii) interação com os produtos 

resultantes da nitrosação, ou (iii) inibição da formação de compostos N-uitrosos. Acredita­

se que esta ação protetora , deve-se ao bloqueio dos processos que estão envolvidos na 

nitrosação da MU, jú que o tratamento com AT não causa redução na indução de 

revettentes, após a completa nitrosação deste composto. 

Ainda em S. l)phitJJIIrium, demonstrou-se que o AT reduz a freqüência de 

revettentcs induzidos pelo principal mutagenico c carcmogeno produzido pela 

metabolização do bcnzo[a]pireno (D[a]P), o B[a]P7,8-dio!-9, 10-epóxido-2. Em células de 

hamster Chinês V79, o AT também demonstrou ser um potente inibidor dos efeitos 

citotóxicos deste metabólito. Neste caso, sugere-se que ele esteja exercendo uma atividade 

desmutagênica extracelular, interagindo diretamente com o agente clastogênico, já que o AT 

acelera o desaparecimento do D[a]J> em meios aquosos (IIuang, et ai., 1985). 

Acompanhando os efeitos do A T, sobre a formação de mono adições entre 
I 

hidrocarbonetos aromúticos policíclicos (HAPs) e o DNA, em células epidénnicas e 

pulmonares de camundongos SENCAR, Das et ai. ( 1987a) obsetvaram que: (i) in vitro- 25 

11M de AT ilúbiu em, 63 a 64%, a formação de monoadições HAP-DNA; (ii) in vivo- o AT 

causou inibição das ligações HAPs, tanto ao DNA, quanto às proteínas epidérmicas, com 

apenas uma única aplicação tópica (400 ~Lmoi/Kg de peso corporal). Além disso, o AT 

mostrou-se um potente inibiclor das enzimas envolvidas na metabolização dos HAPs, em 

células epidérmicas de camundongos SENCAR, tanto in vivo como in vitro (Das et al., 

1987b ). Neste mesmo tipo de células, o AT inibe, significantemente, a reação de ligação de 

HAPs, como o B[a]P e o 3-2-dimetil-4-aminobifenil , ao DNA, o que explica os decréscimos 

obsetvados nas freqüências de monoadições induzidos por estes agentes (Da s et ai. , 1987a). 

Estudando a açiio anticarcinogênica de compostos fenólicos, principalmente 

refetindo-se à iniciação c promoção ele tumores de pele em camundongos SENCAR, 

Mukhtar et ai. ( 1988) e Bik et ai. ( 1988) demonstraram que o risco tumorigênico - induzido 

por DMBA, D[a]J>, N-metii-N-nitrosuréia (MNU), 7, 12-dimetilbenzeno[a]antraceno, B[a]P-

7,8-diol-9, I 0-epóxido-2 c 3-mctilcolantrcno (MCA) - foi suprimido pelo pré-tratamento 

com A T. Foi verificado, ainda , que o AT é capaz de inibir a iniciação e o posterior 

desenvolvimento de tumores de pele, induzidos por MCA, em camundongos Balb/c (Bik, et 

ai., 1988). 

UFRGI 
lleliOTECA SETORtAL DI 
GtSTITUTO DE BtoCitNClAI 
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Também em camundongos SENCAR, Khan et ai. (1988) veli.ficaram que o pré­

tratan1ento tópico com AT (3 .000 Hmol) écapaz de inibir tumores de pele, induzidos por(±)-

7,8-düdroxi-9-1 0-epoxi-7,8,9, 10-tetraidrobenzo[a]pireno (BPDE-2). Quando comparou-se 

a resposta do control e positivo com os g rupos submetidos ao tratamento combinado, A T 

(50 mg/animal/dia) mais agente mutagênico, foi detectada uma redução estatisticamente 

signi fica nte na incidência de tumores. Além disto, obsc1vou-se, também, um retardo na 

promoção neoplásica , já que o período de latência - entre a iniciação e a promoção do 

câncer de pele - éa umentado de 6 semana s, nos controles positivos, para 9 nos animais pré­

tratados com AT (Athar et ai. , 1989). 

Assim, a ação aHtimutagênica do AT sobre os HAPs parece refletir suas 

potencialidades como um agente desmutagênico intracelular que pode atuar: via bloqueio do 

metaboli smo dos HAPs, através da inibição da s reações enzimúticas, med iadas pela enzima 

citocromo P-450 (Conn ey, 1982); ou via interação com os mctabólitos carcinogênicos dos 

HAPs, impedindo a sua interacão com o DNA dos tecidos alvo (Huang et ai. , 1985 ; Das et 

al. , 1 987a, 1987b ; Bik et ai. , 1988; Khan et ai., 1988; Mukhtar et ai. , 1988; Athar et al., 

1989). 

Hirose et al. ( 1991 ), avaliaram o potencial autioxidante do AT, e a sua conseqüente 

atividade anticarcinogênica , em ratos F344 que toram submetidos ao tratamento seqüêncial 

com 2,2-dijdroxi-di-n-propilnitrosamina (DHPN), N-etil-N-hidroxietilnitrosamina (EHEN) e 

DMBA, durante 21 dia s. Estes animais, divididos em 2 subgrupos, receberam dieta nonnal 

ou aljmentação complementada com l% de AT, durante 32 semanas. Comparando-se os 

resultados histológicos obtidos nestes dois subgrupos, os autores demonstraram que o AT 

foi marginalmente efetivo no que se refere à inibição da carcinogênese hepática e de cólon, 

embora não tenha havido nenhu ma interferência sobre a indução de câncer pan creático, 

tuinário e de pulmão, demonstrando que o efeito antipromoto r do AT sobre a carcinogênese 

é órgão dependente. 

Adicionalmente, Gali et ai. ( 1991) verifi ca ram que o pré-tr~tamento tópico de 

camundon gos CF-1 com ;\ T (0,05 - 50 ~unol) inibiu cerca de 85% da atividade da enzima 

ep idérmica omitina desca rboxila se (ODC ) induzida por 12-0-tetracanoilforbol-1 3-acetato 

(TPA). A indução da atividade desta enzima por TP;\ representa um excelente marcador 

biológico do estágio 2 (pro pagação) da promoção de câncer de pele. O TPA não interage 
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diretamente com o ODC, mas interfere na ação promotora de tumor e/ou nas v1as 

moleculares que regulam a sua atividade enzimática, já que o efeito inibidor do AT apresenta 

wna relação dose efeito e se mostrou mais efetivo contra a indução de ODC quando 

aplicado antes do tratamento com TPA. 

O efeito desmutagênico de compostos polifenólicos, como o AT, existentes em 

extratos de chás verde e preto, sobre a atividade mutagênica do N-methyl-N­

nitrosoguanidina (MNNG) foi estudado in vitro em Escherichia co/i WP2 e Salmonela 

typhimurium TA 100. Utilizando estes mesmos organismos expelimentais, foi também 

analisada a resposta antimutagênica do lavado gást1ico de ratos, submetidos, previamente, 

ao tratamento combinado MNNG e extratos de chás . Em ambos os tipos de abordagem 

expe1imental foi encontrada uma inibição da mutageniciclade, da ordem de 20 a 58%, 

quando foram comparados os tratamentos combinados e os controles positivos (Jain et al., 

1989). 

1.2. ATIVIDADE lliOANTJMUTAGÊNJCA DO AT 

Além de sua atividade desmutagênica, também atiibui-se ao AT uma ação 

bioantimutagênica, que foi primeiramente verificado por Shimoi et al. (1985,. Os autores 

demonstraram que o AT (0,2 -2,0 mg/placa) suptime a mutagênese induzida pela 4NQO e 

pela radiação UV, em E. co/i Blr WP2trp-. Porém, em cepas mutantes uvrA- e uvrB- este 

efeito modulador não foi encontrado - o que indicou que este composto fenólico é capaz de 

estimular a etapa de incisão elo processo de reparação por excisão-ressíntese, mediado pelos 

genes uvrA e uvrB . 

Sasaki et ai. ( 1988), demonstraram que o pós-tratamento com 3,3 J.tg/ml de AT é 

capaz de s~primir as aberrações cromossômicas estruturais em hamster Chinês, induzidos 

pela radiação UV, mitomicina C (MMC) ou metilmetanossulfonato (MMS). Porém, este 

efeito protetor foi verificado somente nas células que estão em fase G 1 do ciclo celular. O 

pós-tratamento com A T não alterou as lesões produzidas pela exposição aos raios X ou pela 

bleomicina. As lesões causadas nas células expostas à radição UV, MMC e MMS são, 

respectivamente, dímeros de puimidina, biadições e monoadições no DNA, que são 

preferenciahnente corrigidos pelo processo de excisão de bases, que utiliza DNA glicosilases 
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ou, pelo sistema de reparação por excisão de nucleotídeos. Enquanto as lesões causadas pela 

radiação-X ou bleomicina (BLM), que são quebras de cadeia, são reparadas por outros 

sistemas de reparo que não envolvem estes dois processos de coneção do DNA. Portanto, 

acredita-se que o AT estimule algum processo pré-replicativo de reparação do DNA -

provavelmente excisão de nucleotídeos. 

Adicionalmente, notou-se uma clara diminuição nas freqüências de trocas entre 

cromátides irmãs (SCEs), em células de hamster Chinês em cultura, tratadas com MMC ou 

radiação UV e pós-tratadas com AT (0,3 - 3,0 ~tg/ml). Este efeito protetor também foi 

obse1vado em cultura de células humanas de pacientes com Xeroderma pigmentosum (XP), 

anemia de Fanconi (AF) e de indivíduos normais. Em todas as culturas ~e células humanas 

analisadas, o AT reduziu significantemente as SCEs induzidas pela MMC. Enquanto que 

para as induzidas pela radiação UV, a ação bioantimutagênica do AT oconeu apenas em 

células de indivíduos normais ou p01tadores de AF. Como as células XP são bloqueadas na 

etapa de incisão do processo de reparação por excisão-rcssíntese, e os dímeros de pitimidina 

induzidos pela radiação UV são corrigidos por este mecanismo, concluiu-se que o AT 

estimula a atividade de incisão (Sasaki, et ai., 1989). 

A ação anticlastogênica do AT foi verificada, utiljzando-se sistemas in vivo. Em 

camundongos pré-tratados com 50 a 500 mg/Kg de AT e, posterionnente expostos a 

mutagênicos co mo MM C, 4NQO c ctilnitrosuréia (ENU)- observou-se uma diminuição na 

freqü ência de aberrações cromossômicas. Também foi encontrado efeito protetor do A T, 

quando se utilizou o pré-tratamento, pois ele reduziu a incidência de não-disjução, perda 

cromossômica e reco mbinação mitótica, induzida pela ENU - eventos detectados pelo 

aparecimento de clon es com marcadores recessivos para cor de pêlo em camundongos. 

Assim, acredita-se qu e este efeito protetor seja devido à promoção da atividade de incisão, 

que é, justamente, estimulada pelo pré-tratamento com AT (Sasaki et ai. , 1990). 

Em cultura de célula s de hamstcr Chinês, Imanishi et ai. (1991) estudaram o efeito 

dos tatlinos extraídos de chús verde e preto, sobre as SCEs e também sobre as aberrações 

cromossômicas induzidas pela radiação UV. Os resultados fom ecidos pelo pós-tratamento 

com estes ex1:ratos, associados à presença da fração microssomal S9, foram contraditórios. 

Quando utilizados em baixas concentrações (6,7 ~tg/ml), os taninos testados supnmem 

ambos os eventos mutagênicos anali sados, exercendo, assun, uma atividade 
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bioantimutagênica. Porém, um acréscimo significante nas fi·eqüências das SCEs e 

abenações cromossômicas induzidas pela MMC ou pela radiação UV, foi encontrado 

quando os taninos foram administrados em altas concentrações (20J.lg/ml), mostrando, 

assim, uma açfío co-llllltagênica. Adicionalmente, em células XP e de embriões humanos 

nonnais (F7.000), na presença da fraçfío S9, o pós-tratamento com os extratos de taninos 

reduziu a fieqüêucia de SCEs. Com estes resultados, os autores sugetiram que em altas 

concentrações, os taninos bloqueiam o metabolismo celular, e desta fotma, refletem a ação 

destes c'ompostos. Assin1, o aumento das SCEs e aberrações cromossômicas induzidas, é 

devido ao efeito dos taninos nfío metabolizados, que inativam as enzimas envolvidas na 

p1imeira etapa do processo de reparo do tipo excisão-ressíntese. Estes compostos 

fenólicos, em pequenas concentrações, não interferem sobre as enzimas de metabolização e, 

desta fonna , são transformados em metabólitos, que atuam diretamente sobre o sistema de 

excisão-ressíntese, aumentando a sua atividade. Com este efeito indireto, os taninos 

reduzem, de forma significante, a fi·eqüência dos eventos mutacionais analisados (Imanisbi et 

al., 1991 ). Também em medula óssea de ratos, resultados semelhantes foram obtidos para as 

aberrações cromossômicas induzidas pela aflatoxina B I (J\FB I), caracterizando, assim, a 

atividade bioantimutagênica dos taninos ext raídos do chú verde (0,3 mg/animal) como sendo 

devida à sua ação indireta (Ito et al. , 1989). 

1.3. A Drosopltila melanogaster COMO UM ORGANISMO EXPERIMENTAL 

A medida que a Mutagênese foi se desenvolvendo como um novo campo de 

atuação dentro da Genética, foram criados uma série ele sistemas teste, tanto em pró como 

em eucariotos, que tiveram como objetivo a diagnose de agentes genotóxicos. 

Entre os diferentes organismos experimentais disponíveis para a av~liação elos 

diversos tipos de eventos relacionados com alterações da inforrnaçfío genética, a Drosophila 

melanogaster oferece uma sé1ie de vantagens. Entre estas, destaca-se a presença de 

inúmeros genes marcadores, que permitiram a construção ele linhagens específicas, capazes 

ele detectar: 

- mutações gênicas com efeitos deletéreos; 

-pequenas deleções que serfío efetivamente transmitidas; 

- pequenas duplicações que surgem, provavelmente, por instabilidades na replicação do 

DNA; 
ne 
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- rearranjos cromossôlllicos estruturais como inversões e translocações; 

- não-disjunção, levando a aberrações cromossômicas numéricas; 

- recombinação genética (Zjilstra, 1987). 

Todos estes eventos podem ser obse1vados tanto em tecidos gonadais, como em 

tecidos somáticos. Além disso, os resultados que são obtidos nas células somáticas podem 

fomecer evidências indiretas quanto às potencialidades carciuogênicas da substância que 

está sendo analisada (Zjilstra , 1987), com a possibilidade de ex1rapolação para mamíferos 

superiores, com um índice de acetto de 80% (Graf, comunicação pessoal). 

O uso da D. melanogaster na Genética Toxicológica tem se baseado, 

principalmente, na resposta de células germinais -obtida através do teste para detecção de 

letal recessivo ligado ao sexo (SLRL) e do teste para perda do cromossomo X em anel 

(RXL). Ambos fomecem resultados imp01tantes no que se refere aos riscos genéticos das 

mutações para as gerações futuras. 

O ensa io de SLRL é capaz de detectar mutagênicos que induzem alterações 

herdáveis- desde simples trocas de pares de bases até pequenas deleções- abrangendo um 

número considerável de danos genéticos transmissíveis, que ocorrem nas células germinais 

de um organismo eucariótico (Zjilstra, 1987). At ravés desta metodologia, pode-se obter 
' 

resultados sobre mutações gênicas, que oconem simultaneamente em 600 a 800 locos, 

presentes no cromossomo X (Lee et al. , 1983). 

O teste de RXL fornece informações sobre o efeito clastogênjco de um dado 

agente em uma só geração. Ele permite detectar quebras cromossômicas totais ou parciais, 

bem corno a ocorrência de Hão-disjunção entre os cromossomos X e Y, permitindo a 

obtenção de resultados conclusivos sobre abenações cromossômicas estmturais e numéti.cas 

(Valencia et ai. , 1984). 
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Entre os testes disponíveis, o teste para detecção de mutação e recombinação em 

células somáticas (SM/\RT), em D. melanogaster, é prioritário, tendo em vista a sua 

indiscutível precisão e valor para discriminar agentes mutagênicos, clastogênicos e/ou 

recombinogênicos, tan to de ação direta, quanto de atividade indireta, dependente de 

metabolização por citocromo P-450 (Graf et ai. , 1984 e Würgler e Vogel, 1986). Este 

ensaio baseia-se na detecção de manchas de pêlos mutantes presentes nas asas dos adultos 

trans-heterozigotos para genes marcadores esppccílicos. Tanto o número como o tamanho 
I 

destas manchas são anali sados. O primeiro parâmetro fomece resultados sobre a oconência 

de eventos genéticos, c o segundo informa sobre o tempo de atuação do mutagênico ao 

longo da embtiogênese. Adicionalmente a presença de dois genes marcadores específicos, 

loca lizados no cromossomo 3, permite a distinção entre eventos mutacionais -

principalmente do tipo mutação pontual - e rccombinação mitótica entre regiões de hetero 

ou eucromatina (Graf ct ai., 1984). 

A comparação entre os resultados obtidos no SMART, com aqueles detectados 

pelo teste de SLRL, em células germinais de D. melanogas/er, indica uma alta concordância 
I 

de resposta entre ambos os testes. Assim, dos 80 compostos avaliados, 55 (ou 69%) 

mostraram resposta po sit iva nos dois ensa ios genéticos. Quatorze compostos classificados 

como negativos ou inconclusivos, através do SLRL, foram claramente identificados como 

positivos quando avaliados pelo teste SMART. Somente 2 substâncias foram mutagênícas 

em ensaios que utilizaram SLRL c negativas em SMART (Würglcr e Vogel, 1986; Graf: 

comwilcação pessoal). 

Adicionalmente, a eficiência do SMART em relação a testes getminais que visam 

detectar a ação clastogênica, evidenciou que dos 46 compostos analisados, 35 foram 

positivos em ambos os ensaios. Nove foram positivos em SMART e negativos em testes que 

visam a identificaçflo de quebras cromossômit;as em células germinai s. Somente 2 

substância s foram negativas em SMA RT c em células germinais. Todos estes resultados 

indicam que o teste SMART é efetivo, no que se refere à diagnose do potencial mutagênico 

e clastogênico de uma substância. Quando a validade desta metodologia experimental é 

expressa em percentagens, obse1va-se um ace1to de 86 e 96% do SMART em relação a, 

respectivamente, 71% obtido pelo SLRL - que reflete a ação mutagênica - e 80% pelos 

testes que visam a detecção de atividade clastogênica (Würgler e Vogel, 1986). 
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2. OBJETIVOS 

Na verdade, sfto poucas as investigações específicas sobre a atividade 

autimutagênica do AT em organismos eucatiotos intactos, como é o caso da D. 

melanogaster. Adicionalmente, os mesmos ensaios genéticos empregados para a detecção 

de atividade genotóxica de ngentes químicos e fís icos tem fomecidos respostas 

extremamente precisas no que se refere a identificaçfto de fatores anti-risco, presentes na 

dieta alimentar humana. 

Desta forma , considerando o alto poder discriminatório do SMART, nós nos 

propusemos a ntingir os seguintes objetivos: 

1. Aval im· as potencialidades da D. melanogaster c do teste SMART como um sistema 

par a a an:ílise da atividade antimutagênica doAT. 

2. Detecta•· a ativi dad e antim utagê nica do_ AT, em células somáticas de D. 

melanogaster, através da determinação do potencial modulador do AT sobre: 

as lesões espontâneas 

- os efeitos genotóxicos induzidos pelos agentes alquilantes mitomicina C e metilmetano­

sulfonato 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 AGENTES QUTMlCOS 

l;oram ul ilizados: o :'1cido lflnico (/\T; C/\S N. I ·lO 1-55-'1 ), obtido da Vctcc Química 

Fina Ltda ., RS , Brasil ; o mu tagênico bifuncional mitomicina C (MMC; CAS 'N. 50-07-5), 

adquilido da Kyowa Hakko Kogyo Co. Ltda ., Japan e o agente alquilante monofuncional, 

metilmetanossulfonato (MMS ; CAS N. 66-27-3), obtido da Sigma Chemical Company, St. Louis, 

USA No momento dos tratamentos , os agentes químicos foram dissolvidos em tampão fosfato 

0,03M , pH 6,8, contendo 5% de sacarose (E. Merck, Dannsted) . Sendo a MMC uma substância 

facilmente degradada pela luz vi sível, todos os tratamentos envolvendo a sua utilização foram 

realizados ao abrigo da luminosidade. 

3.2 MEIOS DE CULTURA 

Tanto os estoques de Drosophila melanogaster, como os cruzamentos das moscas 

adultas, pennaneceram em vidros de l/4 ou 1/8 de litro contendo meio de cultura padrão, segundo 

Marques et al. ( 1966), modificado : 14 I ele úgua , 750 g de farinha de centeio, 2.000 g de farinha de 

milho grossa , 100 g de farinha de soja , 1.550 g de açúcar cristal, 50 g de nipagin , dissolvido em 

álcool etílico 96° C ( 1: I) e 15 g de cloreto de sódio , 

A obtenção de larvas de 2° estágio foi realizada em meio de ovoposição, contendo uma 

base de ágar 2,35% (Biobrú s, S.A.) cobe1ta com uma camada , de aproximadamente 5mm, de 

fennento pastoso (Ficischmann c Royal Ltda.), de acordo com protocolo descrito por Graf et al. 

(1984). 

O tratamento das larvas foi realizado em vidros de 1/36 I contendo I ,5 g de me1o 

sintético (Fórmula 4-24, Carolina Biological Supply Company, Bmlington , No1th Carolina) onde 

foram adicionados 5 ml das ditl:rentes soluções de tratamento . 
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3.3. TESTE PARA A DETECÇÃO I>E MUTAÇÃO E RECOMBINAÇÃO SOMÁTICA 

(SMART) 

3.3.1. LINHAGENS 

Foram utilizadas linhagens de D. melanogaster p01tadoras de genes marcadores 

específicos, localizados no cromossomo 3, que permitem detectar a indução de mutação e 

recombinação em célula s somút icas. Tais linhagens são designadas como j7J3 e mwh e apresentam, 

respectivamente, as seguintes constituições genéticas: 

- jlr3/Jn (3LR) TM3, ri pP sep bx34e es Ser 

- mwh/mwh 

Para a obtenção de maiores informações sobre os marcadores genéticos existentes nestas 

linb.agens, ver Undsley e Grell (1968); Garcia-Bellido e Dapena (1974); Lindsley e Zimm (1992); 

Grafe vau Schaik (1992). 

3.3.2. CRUZAMENTO 

Na presente abordagem expeiimental, foi empregado o cruzamento padrão, em que 

fêmeas virgens jlr3 foram cruzadas com machos mwh, originando la1vas po1tadqras de nível 

moderado de atividade metabólica dependente de P-450, com duas constituições genotípicas no 

que se refere aos genes marcadores localizados no cromossomo 3: 

(i) la1vas mwh + I + jlr3 - que são trans-heterozigotas para os marcadores recessivos 

mwh eflr3. 

(ii) latvas mwh +ITM3, Ser - heterozigotas para o cromossomo TM3, necessário para 

balancear o marcadorj7r3, jú que este é letal em homozigose (Garcia-Bellido e Dapena, 1974). Os 

adultos heterozigotos para o cromossomo TM3 apresentam rec01tes nas asas- detenninados pelo 

gene marcador Ser- o que permite diferenciá-los dos imagos trans-heterozigotos que apresentam 

asas com formato normal. 
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3.3.3. TRATAMENTOS 

Os cruzamentos foram realizados em massa (80 fêmeas:40 machos), durante três dias, em 

vidros contendo meio de cu ltura padrão. Após este período, os casais foram transfetidos para 

tubos de 1/8 1 contendo meio de ovoposição, onde permaneceram por 8 h. Passado este tempo, os 

adultos foram descattados. Depois de 48 h do início do período de ovoposição, foram coletadas 

larvas de 2° estágio, por !lotação em água destilada . Estas latvas foram, então, colocadas em 

fl"ascos de 1/36 I (aproximadamente 50 por tubo) contendo 1,5 g de meio sintético, onde foram 

acrescentados 5 ml das seguintes soluções de tratamento : 

(i) tampão fosfato (controle negativo), 

(ii) AT (10 e 20 rnM), 

(iii) MMS (0,3 e I ,25mM) ou MMC (0,025 e O, I mM) (controles positivos) e 

(iv) combinação entre MMS (0 ,3 e I ,25 mM) ou MMC (0,025 e O, 1 mM) com duas diferentes 

concentrações de AT ( 1 O e 20 mM) - caracterizando os co-tratamentos. 

As larvas ficaram em tratamento por cerca de 72 h (tratamento crônico), ou seja , até 

atingirem o esti1gio de pupa. !\través deste procedimento experimental, as células dos discos 

imaginais, que irão originar as asas dos ad ultos, permaneceram expostas às diferentes soluções, 

por um período que corresponde a 95% de todas as divisões celulares que ocorrem desde o 
. I 

desenvolvimento do embrião ate o itúcio da pupação (Frei et al. , 1992) (Esquema 4). 

Todos os adultos, que nasceram I 0-12 dias após a postura dos ovos, foram conservados 

em etauol 70%. As culturas de D. melanogaster permaneceram à temperatura de 25° C e à 

wnidade de 60-70%. 

3.3.4. MONTAGEM DAS ASAS 

Somente as asas dos indivíduos trans-heterozigotos foram submetidas a montagem em 

lâminas. Para tanto, os adultos pottadores deste genótipo foram lavados em água conente e, 

posteriormente, colocados em solução de FJ\.URE (30 g de goma arúbica, 20 ml de glicerol, 50 g 

de hidrato de cloral, 50 ml de úgua). Com o auxílio de duas pinças ele relojoeiro, as asas elos 

indivíduos trans-heterozigotos foram separadas elo corpo e distendidas sobre a superficie de 

lâminas ele vidro. As lftmina s, contendo I O asas de fêmeas e I O de machos, pennaneceram a 40° C 
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por um petÍodo nun1mo de 24 h. Em seguida, foram cobe1tas com lamínulas (24 X 32 mm) 

contendo uma gota de solução de FAURE, sendo, então, mantidas por mais 24 h à temperatura de 

40° C. Durante este período, cubos de metal com peso total de 400 g foram colocados sobre as 

lamínulas, para garantir a perfeita aderência das asas :ls lüminas (Grafct ai., 1984). 

3.3.5. ANÁLISE MICROSCÓPICA 

Foram analisada s as asas, de no mínimo I O indivíduos de cada sexo - por ponto de 

tratamento - em microscópio com aumento de 400X, onde foram obsetvados os fenótipos dos 

pêlos ou tticomas existentes nas superfícies dorsal e ventral das asas. 

Estes pêlos originaran1-se dos discos imag inais das asas de lmvas de 2° estágio, que 

foram expostas aos diferentes tratamentos. A ocorrência- ao longo do desenvolvimento latval- de 

alterações no material genético destas células, leva ao aparecimento, nas asas dos adultos, de 

manchas com os fenótipos pêlos múltiplos e/ou pêlos com a base alargada - refletindo a expressão 

dos marcadores genéticos, representados pelos genes recessivos /1/l vh e/oujlt.3, respectivamente. 

Os diferentes tipos de manchas foram designados como simples mwh ou jl.r3, quando 

apenas um dos marcadores se expressou, ou como manchas gêmeas, quando tanto pêlos múltiplos 

(mwh) , como pêlos com a ba se alargada (/713) estavam presentes dentro de uma mesma mancha. 

Foram considerados clones independentes, aqueles separados por 3 ou mais fileiras de tricomas 

nonnais (Graf et al., 1984) (Esquema 5). 

Foram analisados somente os compattimentos distais das asas, onde se determinou a 

posição e o tamanho das manchas, de acordo com o setor da asa e o número de células com os 

fenó tipos rnutantes (Garcia-Dellido et ai., 1976). Conforme o tamanho, as manchas simples foram 

divididas em diferentes classes: I, 2, 3-4, 5-8, 9-16, 17-32, -64, -128, -256, -512, - I 024, > 1024. 

As duas primeiras classes representam manchas pequena s e as demais, manchas grandes. 

3.3.6. BASES GENETICAS 

Através da análise do s tricomas presentes nas asas dos adultos trans-heterozigotos são 
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detectadas manchas simples (pequenas e grandes) e/ou gêmeas, que refletem a oconência de 

eventos genéticos específicos. 

Assim, as manchas simp les, com os fenótipos pêlos múltiplos ou pêlos com a base 

alargada, podem se originar por: 

(i) alteração no conteúdo informacional dos genes selvagens mwh+ oujlr3+; 

(ii) deleção de um fragmento cromossômico contendo os marcadores selvagensmwh+ oujlr3+; 

(iii) conversão gênica nos genes nnv!J+ oujlr3 +; 

Adicionalmente, a ocorrência de: (i) uma recombinação simples entre os I ocos mwh e jlr3 

leva ao aparecimento de manchas simples com o fenótipo pêlos múltiplos; (ii) urna recombinação 

simples entrejlr3 e o centrômero, seguida de uma segunda recombinação simples entre mwh ejlrl 

origina pêlos com a base alargada . 

Desta forma, as manchas simples podem ser originadas tanto por eventos mutacionais, 

incluindo mutações pontuais c aberrações cromossômicas, como por conversão ou recombinação 

mitótiCCI . 

Por outro lado, as manchas gêmeas, que expressam simultâne<~mente os fenótipos pêlos 

com a base alargad<1 e pêlos múltiplos, originam-se exclusivamente de uma recombinação simples 

entre jlr3 e o centrômcro, co111 posterior segregaç:lo de um cromossomo recombinado e um 

parenta] (Esquema 6). 
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ESQUEMA 4 

CRUZAMENTO PADRÃO 
FÊMEAS flr/ln (3LR) 1M3, ri pP sep bx34e I!' Ser x mwh/mwh 

GENES MARCADORES LOCAUZADOS NO CROMOSSOMO 3 

LARVAS DE 211 ESTÁ(\10 COM OS 
SEGUINTES GENOTIPOS 

I 
mwh + 

i 

mwh + TM3 Ser 
+ fi? 

TRANS-HETEROZIGOTAS 
HETEROZIGOTA PARA O 

CROMOSSO TM3 

~~ 
TRATAMENTO CRÔNICO 

VIA 
AUMENTAÇÃO POR 72h 

/ ~ 
CONTROLE NEGATIVO CONTROLES POSITIVOS TRATAMENTOS COMBINADOS 

TAMPÃO FOSFATO MMS OU MMC CO-TRATAMENTO 
MMC OU MMS + AT 

"' 7 
AS CÉLULAS ALVO PARA OS DIFERENTES TRATAMENTOS SÃO AS DOS 

DISCOS IMAGINAIS QUE IRÃQ ORIGINAR AS ASAS DOS ADULTOS COM SEUS 
PELOS OU TRICOMAS 

I 
1 O A 12 DIAS APÓS O INÍCIO DO CRUZAMENTO 

COLETA DOS ADULTOS EMERGENTES 
EM ETANOL 70% 
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ESQUEMAS 

ASAS PROVENIENTES DOS ADULTOS 
TRANS-HETEROZIGOTOS 

mwh + 
+ llr I 

1 
MONTADAS EM LÂMI,NA 

EXAMINADAS AO MICROSCOPIO COM 
AUMENTO DE 400-X 

I 
OBSERVAÇÃO DOS FENÓTIPOS DOS PÊLOS PRESENTES NA REGIÃO 

DORSAL E VENTRAL DAS ASAS 

/ ~ 
PÊLOS NORMAIS 

AUSENI,CA DE EFEITO 
GENOTOXICO 

PELOS COM A BASE 
PÊLOS MÚLTIPLOS ALARGADA 

fi fi mwh 

OCORR~NCIA DE EVENTOS 
GENOTOXICOS 

MANCHAS SIMPLES 
PEQUENAS 
1 OU 2 PÊLOS 
flr-1 ou mwh 

MANCHAS SIMPLES 
GRANDES 
MAIS DE 2 PÊLOS flr-1 
OU mwh 

PELOS flr-1 e mwh 
DENTRO DA 
MESMA MANCHA 
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ESQUEMA 6 

TIPOS DE EVENTOS GENÉTICOS RELACIONADOS 
COM O APARECIMENTO DAS MANCHAS 

MANCHAS SIMPLES 
PEQUENAS E GRANDES 

MUTAC_ÃO GÊNICA EM mwh•ou flrJ+ 
DELEÇAO DE UM FRAGMENTO CR. CONTENDO 
mwh• ou flr» 
PERDA DE UM DOS CROMOSSOMOS 3 
CONVERSÃO GÊNICA NO MARCADOR 
mwh• ou flr» 
RECOMBINAÇÃO: 

SIMPLES mwh e flr- EXPRESSA mwh 
• 

DUPLA ENTRE flr E O CENTRÔMERO E ENTRE 
mwh e flr - EXPRESSA flr 

MANCHAS GÊMEAS 

RECOMBINAÇÃO: 
SIMPLES ENtRE flr E O 
CENTRÔMERO - EXPRESSA 
SIMULTANEAMENTE mwh e flr 

TEC s ro Al 
tiTUlO !)E BMlCit 
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4. RESULTADOS 

Em nossos experimentos, as células expostas aos diferentes tratamentos são as dos discos 

imaginais de larvas de 2° estágio provenientes do cruzamento de fêmeas virgens jlr3 e macho~ 

mwh, que são trans-heterozigotas para os marcadores genéticos mwh e jlr3 e que apresentam 

baixo nível constitutivo de atividade metabólica dependente de citocromo P-450 ( Graf e van 

Schaik, 1992). 

Qualquer modificação no material genético destas células, que englobe os !ocos 

marcadores, leva ao surgimento, na superfície das asas dos imagos, de um mosaico de manchas 

constituídas por clones de células mutantes com os fenótipos pêlos múltiplos e/ou pêlos com base 

alargada , que são a expressão dos marcadores recessivos mwh ejlr3, respectivamente. 

Os diferentes tipos de manchas obse1vaclas foram classificadas como: (i) simples 

pequenas, quando possuem uma ou duas células ele um só fenótipo mutante; (ii) simples grandes, 

que apresentam três ou mais células com Ulll só fÇnótipo c (iii) gêmeas, quando ambos os 

fenótipos mutantes (mwh ejlr3) estão presentes. 

Os dados obtidos na avaliação do potencial antimutagênico do A T em Drosophifa 

mefanogaster estão sumariados nas Tabelas 1, 2, 3 , 4 e 5. Nelas estão representados os 

tratamentos utilizados, o número de asas analisadas, a freqüência , o número de cada tipo e o total 

de manchas obse1vadas, juntamente com o diagnóstico estatístico. Os dados foram 

estatisticamente analisados através de testes de qui-quadrado para proporções, bicaudal, com os 

níveis de significância a=~=0 ,05 . Para a avaliação dos resultados foi utilizado o procedimento de 

decisão múltipla descrito por Frei e Würgler (1988), que pennite distinguir entre quatro tipos 

diferentes de resultados: positivo, fraco positivo, negativo e inconclusivo. 

A Tabela 1 descreve os dados obtidos nos experimentos que investigaram o efeito do AT 

sobre as lesões que ocorrem espontaneamente em células somftticas de D . mefanogaster. Foram 

analisadas um total de 120 asas, em 3 experimentos que incluíram o controle negativo e duas 

concentrações de A T (I O e 20 mM). 
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Tabela 1 
Efeito do AT sobre as lesões espontâneas que ocorrem em células somáticas de larvas de D. 
melanogaster. 

Manchas/ Asa, (n° de manchas), Diagnóstico estatísticoa 
Manchas Manchas 

Tratamento N° de asas simples simples Manchas Total de 
(mM) analisadas pequenas g,r~mdes gêmeas ma~1chas 

( 1-2 cé lulas) (>2 células) cl = 5,00 d = 2,00 
d = 2,00 d = 5,00 

Contr. Neg,. 40 0,375(15) 0,025(1) o 0,400( 16) 
AT, 10 40 0,325(13)- 0,075(3)i o 0,400(1 6)-
AT, 20 40 0,300(12)- 0,025( l )- 0,025(1)- 0,35 0(14)-

a Diagnóstico estatístico, segundo Frei e Würg,ler ( 1988), para comparação com o controle positivo: -, negativo, i; 
inconclusivo. d, fator divisor para a dete rminação da significância dos resultados negativos. Testes de x2 para 
proporções, bicaudal. Níveis de probabilidade: a= p = 0,05. 

A análise estatística dos dados, que foi ren lizada através ela comparação elas séties 

tratadas com o controle negativo, mostrou que o AT não modificou a fi·eqüência, tanto ele 

manchas simples (pequenas ou grandes), quanto de manchas gêmeas, o mesmo acontecendo em 

relação ao total ele manchas. Esses resultados demonstraram que o A T não foi capaz de atuar 

como um antimutagênico em relação a eventos espontâneos relacionados com mutação gênica, 

deleção, não-disjunção, conversão gênica e recombinnção mitótica em células somáticas de D. 

melmwgaster com baixo nível ele ativiclncle ele metabolização. 

Nas Tabelas 2 e 3 estão sumariados os resultados referentes a ação do AT sobre a 

atividade citotóxica e genotóxica elo agente alquilante bifuncional MMC. Foram efetuados dois 

experimentos, incluindo o controle negativo, o controle positivo (MMC O, I e 0,025 mM) e dois 

tratamentos combinados ele MMC (0, 1 e 0,025 mM) mais AT ( 1 O e 20 mM). 

A Tabela 2 fomece informações sobre o número total de larvas submetidas aos diferentes 

tratamentos, bem como o número de adultos sobreviventes (machos c fêmeas), classificados como 

sendo tran s-heterozigotos ou heterozigotos para o cromossomo bnlanceador TM3 . 

Adicionalmente, apresenta o número total ele imagos e as percentagens de adultos sobreviventes 

observadas nos vários tratamentos efetuados. Como pode ser visto, a dose de O, 1 mM de MMC 

causou uma mottalidade larva! de 100%. Entretanto, qwlllclo esta mesma concentração de MMC 
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foi combinada com A T (I O e 20 mM) observou-se uma sobrevivência das larvas tratadas ela ordem 

ele 94,5 e 84,5%, respectivamente. Assim, o conjunto destes resultados inviabilizou a comparação 

elo número ele manchas mutantes presentes nos tratamentos combinados (MMC + AT) com o 

controle positivo. Apesar disto, a sobrevivência das larvas e o seu desenvolvimento normal até o 

estágio adulto, obse1vado nos tratamentos combinados, são um indicativo de que o AT está 

excercendo um efeito protetor sobre a atividade citotóxica da MMC. 

Tabela 2 
Efeito do Aj sobre a sobrevivência de larvas de 2° estáaio de D. melanogaster trans-heterozigotas 
(mwh+l +jlr ) e heterozigotas para inversão (mwh!TM3) após o co-tratamento; MMC (0, lmM) + 
AT (10 ou 20 mM). 

Tratamento 
MMC/AT 

(m.M) 

N° larvas 
tratadas 

Contr. Neg. 100 
0,1 200 
Cl , I + I O 200 

0,1 + 20 200 

N" de :1dultos sobreviventes 

/J/\I 'h/ j/3 111 wh/'I'JI 13 

Fêmeas Machos Fêmeas Machos 

24 24 22 26 

o o o o 
30 47 43 (J<) 

]ó 35 56 41 

Tot;JI de Porcentagem 
adultos de sobrevi-

sobreviventes ventes a 

96 96 
o o 

189 94,50 
ló8 84,50 

A Tabela 3 contém dados relativos a atividade moduladora do AT sobre a 

genotoxicidade da MMC na dose de 0,25 mM. Em cada tratamento foram analisadas 40 asas, num 

total de 160 asas. A compara ção dos dados obtidos na s séries tratadas em relação ao controle 

positivo (MMC) mostrou, através da análise estatística utilizada, que o co-tratamento com AT 

diminuiu significantemente a indução dos três tipos de manchas avaliadas e, consequentemente, o 

número total de manchas. Estes resultados demonstram que o AT exerce uma ação 

autimutagênica em relação àindução de todos os eventos genét icos, relacionados com o 

aparecimento de pêlos mutantes: mutação gênica, quebras cromossômicas e de even tos ligados a 

recombinação e não disjunção mitóti ca , em células somúticas ele D. melanogaster. 
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Tabela 3 
Efeito desmutagênico do A T sobre a atividade genotóxica induzida pela MMC (0,025 mM) em 
células somáticas de D. melanogaster. 

Manchas/ Asa, (n° de manchas), Diagnóstico estatísticoa 
Mztnchas Manchas 

Tratamento N° de <Jsas simples simples Manchas Total de 
MMC/AT ana lisadas pequenas g randes gêmeas manchas 

(mM) (1-2 células) (>2 células) d = 5,00 d = 2,00 
d = 2,00 d = 5,00 

O. 40 O, 125(5) 0,025(1) 0,075(3) 0,225(9) 
0,025 40 0,675(27) 0,975(39) 0,275(11 ) 1,925(77) 

0,025+ 10 40 0,400( 16)+ 0,400(16)f+ 0,050(2)+ 0,850(34)+ 
0,025 + 20 40 0,200(8)+ O, 125(5)+ 0,000(0)+ 0,325(13)f+ 

a Diagnóstico estatístico, segundo Frei e Würgler (1988), para comparação com o controle positivo: -, positivo: +, 
positivo; f+ , fraco positivo. d, fator divisor para a determinação da significância dos resultados negativos. Testes de 
x2 para proporções, bicaudal. Níveis de probabilidade: a= l3 = 0,05. 

Nas Tabelas 4 c 5 estão representados os dados referentes à ação do AT sobre a 

mutagênese e/ou recombinogênesc induzida pelo MMS, um alquilante monofuncional, em células 

somáticas de D. melanogoster. 

A Tabela 4 descreve os resultados obtidos nos co-tratamentos combinados de duas 

concentrações de AT ( 1 O e 20 mM) com a concentração de 0,3 mM de MMS. Foi observado, que 

o tra tamento combinado com i\T, comparado com o controle positivo, reduziu significantemente 

a ti·eqüência de manchas sin1pks pequenas c do tota l de manchas, nas dua s concentrações 

utilizadas. No entan to, na dose de 1 O mM, este composto também reduziu a incidência de 

manchas simples grandes, não tendo efeito sobre as manchas gêmeas. O contrátio ocorreu quando 

utilizamos uma concentração maior de AT (20 mM), uma vez que esta substância apresentou uma 

atividade protetora em relação as mancha s gêmeas, 111a s nenhuma ação sobre as manchas simples 

grandes. 
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Tabela 4 
Efeito desmutagênico do AT sobre a atividade genotóxica induzida pelo MMS (0,3 mM) em 
células somáticas de D. melanogaster. 

Manchas/ Asa. (11° de manchas), Diagnóstico estatísticoa 
Manchas Manchas 

Tratamento N° de asas simples si mples Manchas Total de 
MMS/AT anali sadas pequenas grandes gêmeas manchas 

(mM) ( 1-2 cé lulas) (>2 células) d = 5,00 d = 2,00 
d = 2,00 d = 5,00 

o 40 O, 125(5) 0,05(2) 0,025( I) 0,200(8) 
0,3 40 1,375(55) 2,025(8 1) 0,675(27) 4,075(163) 

0,3 + 10 40 0,500(20)+ 1 ,450(58)f+ 0,550(22)- 2,500(1 00)+ 
0,3 + 20 40 0,400( I 6)+ I ,525(61 )- 0,100(4)+ 2,025(8 1 )+ 

a Diagnósti co est:-~tístico. segundo Frei c Wli rl:!,lc r ( I 988), para comp:-~r:-~çiio com o controle posi tivo: -, positivo~ - , 
negat ivo ~ +f, fraco positivo. d, fator divi sor para a determinação da sign ifí câ ncia dos resultad<;>s negativos. Testes de 
x2 para proporções, bicaud:-~1. Níveis de probabilidade: a= p = 0,05. 

Por outro lado, quando se utilizou uma dose mator (I ,25 mM) de MMS (Tabela 5), 

verificamos que o AT não apresento u nenhum resultado sign ificativo em relação a redução da 

freqüência de qualquer um dos tipos de mancha s, a não ser na con centração de 20mM onde este 

composto mostrou um resultado tl'aco positivo 110 que se refere ao total de mancha s. 

Tabela 5 
Efeito dcsmutagênico do /\T sobre a atividade genntú:xica induzida para MMS ( I ,25 mM) em 
célula s somúticas de D. me/mwgns /er. 

Manchas/ Asa, (n° de manchas), Diagnóstico cstatí sticoa 
Manchas Manchas 

Tratamento N° de asas simpl es simples Manchas Total de 
MMS/AT analisadas pequenas grandes gêmeas manchas 

(mM) ( 1-2 células) (>2 células) d = 5,00 d = 2,00 
d = 2,00 d = 5,00 

o 40 O, 125(5) 0,05(2) 0,025( I) 0,200(8) 
1,25 40 1,025(41) 2,225(89) 0,450( 18) 3,700(148) 

1,25 + lO 40 0,700(28)i 2,20(88)- 0,200(8)i 3, I 00(124)-
1,25 + 20 40 O,ó50(26) i 1 ,700(68)- 0,225(9)- 2,575(103)f+ 

a Diagnóstico estatístico, segu ndo Frei e Würgler ( 1988), para comparação com o controle positivo: -, positivo: f+ , 
fraco posi t ivo ~ -, negativo~ i, inconclusivo. d, fator divi sor para a determinação da signifícância dos resultados 
negativos. Testes de x2 para proporções. bic;-~udal. Níveis de probabilidade: a = [3 = 0,05. 
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Os dados apresentados em cada uma das Tabelas 1, 2, 3, 4 e 5 representam o somatório 

dos resultados obtidos em dois ou mais experimentos independentes, que mostraram ser similares 

quando comparados por qui-quadrado. 
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5. DISCUSSÃO 

Uma série de evidências experimentais, acumulada s a partir da década de 1980, tem 

evidenciado que o ATé capaz de modular o efeito gcnotóxico e/ou carcinogênico de uma série de 

agentes m.utagênicos químicos e fí sicos (Stich et ai., 1982; lluang et ai. , 1985). 

Na verdade, este composto fcnólico é capaz de interferir sobre muitas das diferentes 

etapas que antecedem a fixação das lesões genéticas responsáveis pelo aparecimento de eventos 

como mutação, aberração cromossômica e/ou reco mbin ação mitótica. Estes efeitos moduladores 
' podem ser realizados via ação desmutagênica e/ou bioantimutagênica. 

No que se refere its potencialidades do T como um agente desmutagênico, a mawna 

dos resultados foram obtidos c1n ensaios genéticos que cn1prcgaram bactérias c culturas de células 

de mamíferos. Estas abordagens de1nonstraram que o /\T é capaz de exercer a sua atividade 

moduladora por: (i) inativaçfío exógena da substância genotóxica ; (ii) prevenção da formação de 

metabólitos mutagênicos a pa1tir de precursores químicos (Mirvish, 1975 ; Stich et ai., 1982; 

Wood et ai. , 1982 ; Huang et ai., 1983, 1985; Das ct al. , 1987a, 1987b; Athar et ai., 1989); (iii) 

inibição da reaç:lo do mutagênico com o DNJ\ por competir ou reagir com os sítios alvo (Coney, 

I 982; Das et ai. , 1987). 

Considerando estes achados, nós investigamos o possível efeito desmutagênico do A T 

em células somáticas de D. me/anogaster, através da determinaçfío do potencial modulador do AT 

sobre as lesões que ocorrem espontaneamente e sobre os efeitos genotóxicos dos agentes 

alqui lantes: monofuncional MMS e bifuncional MMC. 

No que se refere ú aç:lo antimutagênica do AT sobre as lesões espontâneas, o presente 

estudo evidenciou que em D. melauogaster o tratamento crônico - de lmvas trans-heterozigotas 

em 2° estágio laival - com duas diferentes concentrações deste composto fenólico , não alterou a 

e>.lJ ressão dos eventos genéticos espontâneos relacionados com mutação, abenações 

cromossômicas e/ou recombinaçfío mitótica. Esta afirmativa está baseada nos resultados 

experimentais obtidos em três abordagens independentes, as quais não detectaram nenhuma 

'~ 
..• u1 \I'ECJ.<. sno , 
~mno DE e~~c. 
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diferença estatisticamente significante, entre os tratamentos com AT e o controle negativo, no que 

se refere tanto as freqüências de manchas simples (pequenas e grandes) e gêmeas, como as 

freqüências totais de manchas (Tabela 1). 

Estes resultados silo confirmados por diversos estudos relacionados à ação 

desmutagcnica do AT, que niio observaram nenhum efeito deste composto sobre a oconência de 

lesões genéticas espontâneas. Adicionalmente, o nosso grupo ele trabalho, estudando a possível 

ação bioantimutagênica do A T em células sexuais de D. melanogaster, obteve resultados que 

ind icam a ausência de efeito anticlastogêrüco do A T sobre a perda completa ele cromossomo X em 

anel que ocorre espontaneamente em espermatozóides (Cunha et ai. , 1993). 

A metodologia mars simples, utilizada na avaliação elo modo de ação de um agente 

antimutagênico, ba seia-se na variação do tipo de tratamento, envolvendo o agente modulador e o 

mutagênico. Desta forma , a exposição das células alvo aos rnodulaclores pode tanto preceder, 

coexistir ou seguir a exposição ü substância genotóxica- caracterizando, respectivamente, os pré-, 

co- e pós-tratamentos. O pr6-tratamcnto possibilita a investigação de reações intracelulares do 

moclulador, ou de seus derivados, com o composto ml!tagênico. Jú o co-tratamento permite 

investigar as possíveis reações que ocorrem en tre o modulador e o mutagênico, a nível 

ex1racelular. Desta forma os pré- ou co-tratamentos fomecem resultados sobre moduladores que 

atuam como desmutagênicos intra ou extracelularcs. Ao contrário, quando o composto 

genotóxico já está incorvorado i1 célula, tendo iniciado, p01tanto, a indução das lesões no DNA, o 

pós-tratamento com o modulaclor pode revelar os seus eft:itos sobre os processos de reparação do 

DNA (De Flora et ai. , 1992). Estes agentes inibidores são, então, classificados como 

bioantimutagênicos de acordo com Kada et ai. ( 1982). 

Na bu sca da identificação do AT como um agente desmutagênico extracelular, 

empregamos o sistema de co-tratamento, combinando duas diferente~ concentrações de MMS ou 

MMC com "duas doses de A T. 

Num primeiro momento, tentamos avaliar a resposta das células somáticas de Drosophila 

melanogaster expostas a: MMC (0, I c 0,025 mM) - controles positivos; e co-tratadas -

tratamentos combinados de MMC mais A T. No entanto, a ausência de sobreviventes no controle 

positivo, que utilizou a dose de O, I mM ele MMC, inviabilizou a diagnose da atividade 

moduladora do AT -no que se refere à ação genotóxica da MMC. Apesar disto, obsetvamos que 
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os tratamentos, combinando O, I mM de MMC mais AT (lO ou 20 mM), conduziram a uma 

percentagem de sobrevivência larva-adulto, que alcançou va lores iguais ou próximos aos do 

controle negativo. Estes resultados siio indicativos da interferência do A T sobre a ação citotóxica 

da MMC (Tabela 2). 

Por outro lado, quando comparamos os resultados obtidos no controle positivo, que 
I 

utilizou a MMC na conccntraçiio de 0,025 mM , com aqueles obsc1vados após o co-tratamento 

MMC mais AT, verificamos que este con1posto ICnúlico causou un1a diminuiçâo estati sticamente 

significante sobre todos os tipos de manchas analisadas pelo teste SMART - c que refletem a 

atividade genotóxica da MMC (Tabela 3). 

Assim, o conjunto destes resultados, evidencia que o AT é capaz de exercer um efeito 

desmutagênico extracclular que se reflete, tanto sobre a açiio citotóxica (Tabela 2), como sobre a 

atividade genotóxica da MMC (Tabela 3). 

O nosso trabalho investigou, também, a ação mocluladora elo AT sobre duas diferentes 
I 

concentrações do mutagênico químico MMS. Na concentração de 0,3 mM de MMS obsetvou-se 

uma diminuiçiio, estatisticamente significante, na induçlío de manchas simples pequenas, bem 

como no número de manchas totais em ambos os co-tratamentos que combinaram o MMS com 

duas doses de AT (I O e 20 mM). Ainda que a resposta das manchas simples grandes e gêmeas 

tenba apresentado resultados negativos e/ou positivos, o conjunto de nossas obse1vações é 

indicativo de que o A T esteja atuando extracelularmente por reagir com os sítios ativos do MMS -

e, assim, diminuindo a sua açiio genotóxica, especialmente no que se refere aos eventos 

relacionados com mutaçiio gênica c aberrações cromossômicas (Tabela 4). 

Adicionalmente, a resposta obse1vada, quando o MMS ( 1,25 mM) foi utilizado em uma 

dose quatro vezes superior a anteriormente mencionada (MMS, 0,3 mM), demonstra que a ação 

moduladora do AT é dependente de uma relaçlío direta dose-efeito -isto é, dose do mutagênico 

(MMS) c concentração elo modulador (A T) . Esta afirmativa cstú fundamentada nos resultados 

apresentados na Tabela 5, onde obse1va-sc que os decréscimos nas freqüências dos diferentes 

tipos de pêlos mutantes analisados nos co-tra tamentos não são estatisticamente conclusivos 

quando comparados com o controle positivo. Os resultados incon clusivos, ou fi·acamente 

positivos- no que se refere ao número total de manchas no co-tratamento com a dose de 20 mM 

de A T- significam que, apesar elo AT ter influenciado a atividade genotóxica do MMS, esta ação 

moduladora não foi capaz de reduzir os eventos gcnotó xicos a valores duas ou cinco vezes 
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menores que os previamente estabelecidos pela nossa análise estatística. Assim, em doses altas de 

MMS as concentrações de AT empregadas não foram suficientes para interagir com todas as 

moléculas do agente mutagênico, permitindo que este reaja com o DNA das células alvo, 

induzindo tanto lesões mutagênicas quanto recombinogênicas. 

Na verdade, de acordo com a classificação proposta por De Flora e Ramel (1988) os 

inibidores da mutagênese com atividade extracelular podem atuar via: (i) inibição da captação ou 

da formação endógena dos mutagênicos; (ii) desativação dos mutagênicos. Considerando que 

ambos os agentes genotóxicos utilizados em nossos experimentos são mutagênicos químicos de 

ação direta, os resultados obtidos no presente estudo sugerem que a ação moduladora do AT está 

relacionada com a sua interação com os sítios reativos da MMC ou do MMS, impedindo que eles 

reajam com o DNA dos tecidos alvo. 

A atividade desmutagênica do AT é preferencialmente exercida sobre mutagênicos de 

ação indireta , que requerem ativação metabólica para exercer o seu efeito. No que se refere aos 

pró-mutagênicos metiluréia (MU}, benzo[a]pireno (B[a]P) e hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos (HAPs}, o ATé capaz de suprimir a indução de mutação em Salmonella typhimurium 

e de abenações cromossômicas em camundongos, bem como a formação ele tumores malignos em 

roedores. Esta atividade moduladora é realizada por dois mecanismos di stintos relacionados com 

(i) o bloqueio do metabolismo destes compostos, através da inibição das reações enzimáticas 

mediadas pela enzima citocro mo P-450 ou (ii) a interação com os metabólitos careinogênicos e/ou 

mutagênicos, impedindo a sua reação com o DNA dos tecidos alvo (Conney, 1982; Stich et al ., 

1982 ; Huang et al. , 1985 ; Das et ai. , 1987a, 1987b; llik et ai. , 1988; Khan et al. , 1988; Mukhtar, 

1988; Athar et al. , 1989). 

Ainda que tenhamos demon strado que o ;\ T, utilizado em nossos experimentos, 

apresenta átividade desmutagênica sobre os agentes genotóxicos MMC e MMS - o que 

caraçtetizaria o seu efeito protetor e permitiria o seu emprego na melhoria elas condições da saúde 

humana - algumas con siderações adicionais devem ser avaliadas. Em primeiro lugar, o nosso 

gmpo de trabalho demonstrou que, variando a metodologia de tratamento e o tipo de célula alvo 

- isto é, utilizando o AT como pós-tratamento e analisando a perda ele cromossomo X em anel em 

células sexuais de D. me/anogaster - o AT exerceu um potente efeito amplificador sobre as 

lesões induzidas pela MMC no DNA dos espermatozóides. Esta atividade co-clastogênica está 

diretamente relacionada com a ação deste composto sobre a atividade de incisão mediada pelos 



34 

genes do tipo uvr ABC (Cunha et nl., 1993). Tnl nfirmntiva baseou-se em uma sé1ie de trabalhos 

que demonstraram que o AT é cnpnz de estimular a primeira etapa do processo de reparação por 

excisão-ressíntese- tanto em bactérias como em célulns de mamífero in vitro e in vivo (Shimoi et 

nl., 1985 ; Sasaki et ai., 19XX, 1990). Em segundo lugar, em out ro estudo, também realizado em 

nosso laboratório, foi avaliada a atividade mutagênica e/ou clastogênica do ATem células sexuais 

masculinas de D. melanogater - com e sem enzimas de ativação metnbólica . Esta investigação 

demonstrou que o AT não exerceu nenhum efeito direto ou indireto sobre a indução, desde trocas 

de bases até efeitos associados com aberrações cromossômicas numéricas e estmturais. 

Adicionalmente, a anúlise da atividade genotóxica do AT em célu las somáticas de D. 

melanogaster, através do teste SMART, permitiu concluir que o AT não foi efetivo no que se 

refere à indução de eventos do tipo mutação e/ou recombinação somútica (Cunha , 1993). 

De f<tto , o AT tem sido objeto de uma sene de in vestigações experimentais que 

apresentam resultados contraditórios, uma vez que sua ação sobre o DNA celular estende-se 

desde atividade citotóxica, cirrogênica, genotóxica e carcinogênica in vitro e in vivo, até atividade 

antimutagênica - caracterizada pela diminuição das freqüências de mutação gênica, aberrações 

cromossômica s e câncer, induzidas por uma sé rie de agentes gcnotóxicos. 

Trabalhos ptonctros, desenvolvidos a pattir da década de 1940, demonstraram 

prop1iedades hepntotóxicas do AT, utilizando protocolos de tratamento prolongado via 

subcutànen, intraperitoncal e sangüínea em mamíferos (Wells et ai., 1942; Baker e Handler, 1943 ; 

Cameron et ai. , 194 3; Forbcs c Evans, 1943; Korpússy c Kóvacs, 1949). Entretan to, esta atividade 

hepatotóxica não foi ob se rvada quando o AT foi administrado via alimentação (Handler e Baker, 

1944). 
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As atividades carcinogênicas e cinogênicas do AT foram demonstradas durante as 

décadas ele 1950 e 1960. Korp ússy e Mosonyi ( 1950) verificaram que o tratamento ele ratos, via 

pareuteral , com diferentes doses de AT induz ao aparecimeto de cirrose e câncer de fígado. Sua 

atividade tumoral foi comparável ao efeito promotor ele potentes agentes carcinogênicos. Todavia, 

este efeito n;stringe-se ao tratame11to parenteral, uma vez que a administração via oral não induziu 

nenhum tipo lesão carcinogênica. Além di sto , quando foram analisadas as potencialidades de 

extratos de taninos quanto a induçiTo de tumores em ratos c camundongos, obsetvou-se que os 

taninos hiclrolisados, ent re eles o AT, são capazes de induzir tumores hepáticos, bem como 

pequenos focos ele metaplasia mielóicle com hipercelularidacle da medula óssea (Kirby, 1960; 

Korpássy, 1961 ). 

J\s evidências experimentais de monstran do a atividade mutagênica ou clastogênica elo 

AT são ba stante rest ritas. Dent ro deste contex1o, Sti ch e Duun (1986) demonstraram que o ATé 

capaz de induzir aberrações cromatídicas, translocações e micronúcleos em células de mamíferos. 

Recentemente, Knasmiillcr ct ai. ( 1992) observaram que o J\ T é capaz de induzir lesões 

clastogênicas detectada s atra vés ele micronúcleos em Tl·adescanlia. Um único trabalho, utilizando 

D. melanogaster relata que o tratamento de latvas- em diversos estág ios ele desenvolvimento- via 

alimentação com diferentes concentrações ele A T induz mutações gênicas e deleções, bem como 

eventos recombinacionai s mitóticos em células somáticas elo olho (Szakmary e Knasmüller, 1991). 

Esta aparente contradição, no que se refere à ação do AT sobre o DNA celular, começou 

a ser recentemente explicada por Makkar e Becker ( 1993). Estes autores testaram o AT 

proveniente de cinco diferentes fontes comerciais - Merck, Sigma, Alchich, Fluka e Apin - com 

rela ção ao potencial red utor, co ntplexação de metais c três ensa ios de precipitação ele proteínas. 

Os diversos ácidos t;l ni cos comportaram-se diferentemente em relação às' abordagens 

experimentais utilizadas,sugcrinclo que os úcidos tânicos provenientes dos diversos laboratórios 

apresentam diferentes proporções e tipos de núcleos ele taninos - que alteram as propriedades 

físico- químicas dos prep arados de AT, o que pode influenciar a sua resposta aos testes 

biológicos. 

Cabe ainda ressaltar que os dados apresentados nesta clissettação, juntamente com os 

obtidos em nosso laborató rio , referem-se a atividade elo AT oriundo de uma mesma fonte ele 

origem (Vetec Química Ltda. ). A despeito disto ele pode atuar através de mecanismos múltiplos e, 
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dependendo da etapa em que interfere, os resu ltados podem ser contraditótios. Assim, o A T da 

Vetec pode exercer um efeito modulador, ser inefetivo ou co-mutagêuico. Esta multiplicidade de 

resposta depen de da metodologia de tratamento util izada - dose e seqüência de administração -

bem como do tipo de célula alvo e da lesão que está sendo analisada. 

É, pois, impo1tante ressaltar que a antiearcinogenicidade e antimutagetúcidade do AT 

não deve ser generalizada, e que as suas propriedades benéficas devem ser reavaliadas à luz destes 

novos conhecimcnlos. 
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6. RESUMO E CONCLUSÕES 

Neste trabalho nós in vest igamos o possível efeito dcsmutagênico do AT, através da 

utilização do teste para a detecção de mutação e recombinação somática (SMART) em 

Drosophila melanogaster. Foi investigado o potencial modulador deste composto fenólico sobre 

as lesões que oconem espontaneamente e sobre os efeitos genotóxicos dos agentes alquilantes: 
I 

monofuncional MMS c bifuncional MMC. !\ nossa metodologia de trabalho empregou o sistema 

de co-tratamento, que permite obter resultados sobre agentes moduladorcs que atuam como 

desmutagênicos de ação extracclular. Esta avaliação demon st rou que: 

(i) o AT não exerceu nenhum efeito protetor sobre as lesões espontâneas que conduzem a eventos 

genéticos rela cionados com mut ação gênica, aberração cromossômica e rccombinação mitótica . 

(ii) o AT causou uma diminuição estatisticamente significante sobre o efeito genotóxico do MMS, 

especialmente no que se refere aos eventos relacionados com mutação gênica e aberrações 

cromossômicas. Entretanto, a ação 111oduladora do /\T é dependente de uma relação direta ent re 

dose do mutagênico (MMS) c concentra ção do modulador (/\T). 

(iii) o AT atuou como um modulador ela atividade genotóxica ela MMC (0,025 mM) , reduzindo a 

indução de mutação , aberração cromossômica e recombinação mitótica. Adicionalmente, 

obsetvamos que o AT é também capaz de interferir sobre o efeito citotóxico da MMC - expresso 

pela alta sobrevivência larva-adulto obse1vada nos co-tratamentos em relação ao controle positivo 

(MMC, O, I mM). 

Assim, o ~onjunto destes resultados evidencia que o AT écapaz de exercer um efeito 

desmutagênico extracelular que se reflete, tanto sobre a ação citotóxica da MMC, como sobre a 

atividade genotóxica da MMC c do MMS. Considerando que ambos os agentes genotóxicos, 

utilizados etn nossos experimentos, são mutagênicos químicos de ação direta, os resultados 

obtidos no presente estudo sugerem que a ação mocluladora do A T está relacionada com a sua 
' 

interação com os sítios reativos da MMC ou do MMS, impedindo que eles reajam com o DNA 

das células dos discos imaginais, que irão originar as asas dos adultos com seus pêlos ou tlicomas. 
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