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1. INTRODUCAO

A avaliagao dos danos genéticos resultantes da exposigio dos organismos vivos a
agentes genotoxicos tem demonstrado uma estreita relagao entre a indugao de lesoes a nivel

de DNA e o desenvolvimento de cancer.

Na verdade, uma série de inferéncias, obtidas a partir de resultados experimentais
em roedores, fornecem apoio consistente para a visio de que muitas doengas somaticas
humanas, como arteriosclerose, envelhecimento e cancer, tem as suas raizes nas mutagoes.
Embasamentos adicionais para esta afirmativa foram fornecidos: (i) por investigagoes
epidemiologicas promovidas pela Comissao Internacional de Prote¢do Contra Mutagénicos
e Carcinogenos Ambientais (ECPEMC), as quais demonstraram que 75 a 90% dos tumores
malignos presentes na populagio dos Estados Unidos sdo devidos a exposi¢io dos
individuos a agentes genotoxicos (Brown, 1980; Doll e Peto, 1981); (ii) pela identificagao
de genes especificos envolvidos na indugao de cancer - os proto-oncogenes - e a sua
ativagdo por alteragoes genéticas a nivel de DNA (van der Eb et al.,, 1984; Spandidos e
Wilkie, 1984; Cooper, 1984).

Desta forma, a atividade mutagénica, além de constituir um risco genético para as
geragoes futuras, possui a desvantagem adicional de induzir, diretamente nos organismos
expostos as substancias genotoxicas, a formagido de tumores malignos (Wiirgler et al.,
1984).

De fato, existem diversos compostos, presentes em nosso meio ambiente, que sao
mutagénicos, clastogénicos, recombinogénicos e/ou carcinogénicos ¢ que podem interagir
entre si e, assim, agirem sobre o DNA das células vivas. Entretanto, tem sido demonstrado
que algumas substancias, normalmente comuns a dieta alimentar humana, apresentam
atividade antimutagénica (Waters et al., 1990). Pode-se, portanto, inferir que os organismos
vivos estiao expostos a uma mistura de compostos mutagénicos ¢ antimutagénicos. Desta

forma, o estudo da interagio entre estes dois tipos de substancias torna-se de grande



interesse, ja que os antimutagénicos atuam diminuindo a mutagénese, o que leva, em Gltima

analise, a uma protegao contra a genotoxicidade e/ou carcinogénese.

Sao duas as implicagdes da detecgio e do estudo dos antimutagénicos. Em um
primeiro momento, a pesquisa dos mecanismos da antimutagénese, por si so0, permite
elucidar os processos celulares da mutagénese. Em um segundo momento, o controle da
mutabilidade celular, por antimutagénicos conhecidos, pode fornecer métodos para prevenir
as mutagoes que resultam em desenvolvimento de cancer, envelhecimento e doengas devidas

aos efeitos genotoxicos das substancias mutagénicas (Kada e Shimoi, 1988).

Dentro deste contexto, surge entdo, um novo campo de pesquisa - a
Antimutagénese e a Anticarcinogénese - que envolve, justamente, a identificagio e a
caracterizagao de substiancias naturais ou sintéticas , que sao capazes de interferir sobre as

diferentes etapas que antecedem a fixagdo das mutagdes e/ou aberragdes cromossomicas.

Na verdade, quando diagnosticamos uma substincia como mutagénica, estamos
nos referindo a expressio final de uma cadeia de eventos que envolve: (i) a via de entrada e
a quantidade do composto que ¢ absorvida; (ii) a sua captagio pelo sistema metabolico,
quando nos referimos a pro-mutagénicos ou pelas células alvo, no caso de agentes
genotoxicos de agdo direta; (iii) o seu acesso ao nucleo e a sua interagio com o DNA, e
finalmente (iv) a fixagao das lesoes genéticas. Entretanto, varios fatores, inerentes as células,
podem interferir sobre este processo. Assim, destacam-se: (i) os sistemas de ativagdo e
desintoxicagao metabolica; (ii) a formagiao de espécies ativas de oxigénio ou de derivados
nucleofilicos e sua captagiao por bloqueadores de moléculas reativas; (iii) as lesoes pré-
mutacionais presentes no DNA e a possibilidade de sua reparagao por multiplos sistemas de

corregao (De Flora e Ramel, 1988).

Baseado nestas consideragdes, Kada classificou os antimutagénicos em duas
categorias, conforme o seu modo de agao: (i) desmutagénicos - que desempenham sua
atividade protetora inativando as substancias mutagénicas antes que elas atuem sobre o
DNA, e (ii) bioantimutagénicos - que suprimem as mutagOes, por interferirern sobre os
processos metabolicos de reparagao, increntes a célula. Neste caso, o mutagénico causa
danos ao DNA, que sao mais eficientemente corrigidos quando em presenga do

bioantimutagénico (Kada et al., 1982).
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Uma classificagdo mais completa, preconizando dois principais estagios para a agdo
dos antimutagénicos, foi proposta por Ramel et al. (1986):
a) Estagio 1 - compreendendo substancias de agao extracelular;

b) Estagio 2 - mcluindo produtos de agao intracelular.

Dentro destes estagios sio propostas outras subdivisdes, como apresentado no

Esquema 1.

Esquema 1. Classificagao dos antimutagcnicos quanto ao seu modo de agao (Ramel et al.,
1986).

1. Extracelular
a. Inibidores da formagao ou captagio dos mutagénicos

b. Inativadores de mutagénicos ou pro-mutagénicos

2. Intracelulares
a. Agentes bloqueadores - previnem a mutagdo por competirem ou reagirem com sitios
alvos
(i) inibem a conversdo no carcinogeno final
(i1) aumentam a atividade das enzimas desintoxicantes
(iii) reagem diretamente com grupos eletrofilicos
b. Agentes captadores de radicais
c. Agentes supressores - previnem a expressao neoplasica de células iniciadoras

d. Agentes que afetam os mecanismos de reparagao do DNA

Dentro da carcinogénese, os antimutagénicos sao classificados conforme o estagio
do processo carcinogénico em que atuam. Assim, os inibidores da carcinogénese foram
divididos em trés categorias principais por Wattemberg (1983):

- compostos, que a partic de precursores quimicos, previnem a formagao de
metabolitos mutagénicos ¢/ou carcinogénicos;

- agentes bloqueadores que por reagirem com sitios celulares criticos, previnem a



carcinogénese;
- agentes supressores, que em células previamente expostas a doses carcinogénicas

de um determinado agente, sdo capazes de suprimir a expressao neoplasica.

Posteriormente, associando os conhecimentos mais recentes a respeito dos
mecanismos de a¢ao dos inibidores da mutagénese e da carcinogénese, De Flora e Ramel

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

Esquema 2. Mecanismos de inibigdio da mutagénese ou carcinogénese (De Flora e Ramel,
1988).

I. Inibidores da mutagénese com atuagio extracelular
1.1. Inibidores da captagao dos mutagénicos ou de seus precursores
1.1.1. Impedem a sua penetragio
1.1.1.1. Dentro do organismo
1.1.1.2. Dentro da célula
1.1.2. Favorecem a sua remogao
1.2. Inibidores da formagao endogena do mutagénico
1.2.1. Inibem a rcagao de nitrosagio
1.2.2. Modificam a flora microbiana intestinal
1.3. Desativadores do mutagénico
1.3.1. Por reagio fisic:
1.3.2. Por reagao quimica

1.3.3. Por reagdo enzimatica

2. Inibidores da mutagénese com atuagao intracelular

2.1. Moduladores do metabolismo
2.1.1. Inibem a duplicagao celular
2.1.2. Favorecem a captagao do mutagénico por células nao-alvo
2.1.3. Inibem a ativagao de pro-mutagénicos
2.1.4. Induzem os mecanismos de desintoxicagiao

2.2. Bloqueadores de moléculas reativas
2.2.1. Reagem com sitios eletrofilicos

2.2.1.1. Por reagido quimica



2.2.1.2. Por reagio enzimatica
2.2.2. Captam espécies ativas de oxigénio
2.2.3. Protegem sitios nucleofilicos do DNA
2.3. Moduladores da duplicagio e reparagio do DNA
2.3.1. Aumentam a fidelidade da duplicagio do DNA
2.3.2. Favorecem a reparagao das lesoes do DNA

2.3.3. Inibem a reparagio indutora de erros

3. Inibidores atuando na iniciagao ou em células neoplasicas
3.1. Moduladores da promogao tumoral

.1.1. Inibem os efeitos genotoxicos

W W

.1.2. Captam radicais livres

(%)

.1.3. Inibem a proliferagio celular

(&%)

.1.4. Induzem a diferenciagao celular

(O8]

.1.5. Modulam o sinal de tradugao
3.2. Moduladores da progressio tumoral
3.2.1. Inibem os efeitos genotoxicos
3.2.2. Atuam nos hormodnios ou nos fatores de crescimento

3.2.3. Atuam no sistema imune

3.2.4. Agentes anti-neoplasicos fisicos, quimicos ou biologicos

3.2.5. Modulam o sinal de tradugio

Algumas substancias inibidoras da mutagénese e/ou da carcinogénese, agem
interferindo em apenas uma das varias etapas de atuagao propostas pela classificagio de De
Flora e Ramel (1988). Por outro lado, outros inibidores atuam através de mecanismos
multiplos e, conforme a etapa em que eles estio interferindo, podem fornecer resultados
contraditorios. Desta forma, um agente que apresenta efeitos protetores em determinadas
condi¢gdes experimentais pode ser inefetivo ou nocivo (toxico, mutagénico e/ou
carcinogénico), quando variam : (i) a dose, rota e sequéncia de administragao do modulador;
(i) o organismo teste empregado; ou (iii) o tipo de lesdo que esta sendo analisada (De Flora
e Ramel, 1988; De Flora, 1989; De Flora et al., 1989, 1992).



As pesquisas na area da antimutagénese e anticarcinogénese desenvolveram-se,
procurando principalmente a detecgio de fatores anti-risco presentes na dieta alimentar
humana, empregando ensaios de curta duragdo in vitro e in vivo. Para tanto, tem sido
utilizados testes ¢ organismos experimentais que sio também usados na diagnose da
atividade mutagénica, carcinogénica e/ou recombinacional de agentes genotoxicos
(Wattenberg, 1985). Os sistemas bacterianos foram os primeiros a serem utilizados nos
estudos sobre a atividade antimutagénica de diferentes substancias. No entanto, eles tem
como principais limitagoes intrinsecas a necessidade de um sistema metabolico exdgeno,
bem como a ausénecia de compartimentalizagdo celular. Posteriormente, os estudos
envolveram sistemas /11 vitro (culturas de células de ovario de hamster) e in vivo (ratos e
camundongos), experimentos de carcinogenicidade animal e modelos matematicos, visando
correlacionar a estrutura quimica das substancias que estavam sendo analisadas, com a sua
atividade moduladora (De Flora, 1989). Todos estes estudos forneceram dados adicionais
que foram somados as observagdes previamente obtidas em bactérias, e desta forma,
aproximadamente 500 compostos, capazes de excercer efeitos protetores sobre diferentes
agentes genotoxicos, foram identificados ¢ agrupados em pelo menos 25 classes quimicas

diferentes (Boone ct al., 1990).

Dentre as substincias quimicas classificadas como antimutagénicas destacam-se 0s
taninos, que pertencem a um grande nimero de compostos fenolicos, onde estao incluidos
desde simples fenois até macromoléculas com pesos moleculares variando entre 50 a 3.000.
Estes taninos sao, naturalmente, encontrados na madeira, casca, folhas, raizes e frutos de
diferentes espécies vegetais -principalmente em mono ¢ dicotiledoneas (Enomoto, 1987;
IARC, 1976).

Os taninos vegetais foram divididos em: (i) taninos condensados ou ndo-
hidrolisados - que apresentam estruturas complexas em forma de dimeros, trimeros,
oligdmeros ou polimeros e (ii) taninos hidrolisados por acidos, alcalis e enzimas - que sao,
ainda, subdivididos em galotaninos e elagitaninos, com base nos acidos fenolicos que contém
(Harworth, 1961). Ainda dentro dos taninos, destaca-se o AT - um galotanino (éster de
agucar, derivado do acido carboxil tritdrobenzeno) - que, em fungio de suas caracteristicas
quimicas, ¢ utilizado como precipitador dc proteinas, ions de metal pesado e amido. O AT &,
também, empregado como aditivo para a fabricagio de tintas em geral e no processamento

de couros e peles. Estima-se que o seu emprego, na indastria téxtil dos Estados Unidos, seja



de, aproximadamente, 100.000 Kg anuais. Ele ¢ 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 sdo, anualmente, consumidos nos Estados Unidos. E através
do consumo de chas verde e preto, cacau, café e bebidas manufaturadas - como vinhos tinto
e rosa, e a cerveja, que contém de 0,1 a 1,15% de AT - que este composto se faz presente
na dieta alimentar humana (Bichel e Bach, 1968; Hartman e Schankel, 1990). Uma vez que
o AT ¢ utilizado, ainda, como aromatizante em bebidas nao-alcoolicas, sorvetes e doces em
geral, 900.000 Kg anuais deste composto sao empregados pelas industrias alimenticias dos
Estados Unidos (IARC, 1976). Assim, considera-se que o consumo diario de taninos na

espécie humana seja de 1g por pessoa (Ramel et al., 1986).

Uma séric de trabalhos experimentais, desenvolvidos a partir de 1980,
demonstraram que o AT ¢ capaz de modular os efeitos mutagénicos, clastogénicos e/ou
carcinogénicos de diversos agentes genotoxicos. Esta atividade moduladora pode ser
exercida por diferentes mecanismos de agdo que incluem: atividade desmutagénica e/ou
bioantimutagénica. Dentro da atividade desmutagénica o AT pode atuar por: (i) inativagao
de mutagénicos exogenos; (ii) prevengao da formagio de metabolitos genotoxicos; (iii)
inibigao da reagao entre o mutagénico e o DNA. Por outro lado, através da sua agdo
bioantimutagénica, cle pode interagir com as enzimas envolvidas na primeira etapa do
processo por excisdo-ressintese, aumentando a eficiéncia deste mecanismo de reparagao

inerente as células.

1.1. ATIVIDADE DESMUTAGENICA DO AT

Diversos trabalhos desenvolvidos, tanto em pr6 como em eucariotos, caracterizam
o AT como um agente desmutagénico, atuando sobre a atividade mutagénica, clastogénica

e/ou carcinogénica de varios compostos quimicos.

Stich et al. (1982), investigando as propriedades inibitorias do AT sobre a agao
mutagénica dos metabolitos, resultantes da nitrosagao da metiluréia (MU), em Salmonella
typhimurium TA1535, observaram que, a presenga do AT (1mg/ml), durante a reagao de
nitrosa¢do, levou a uma diminuigio significante na freqiiéncia de revertentes his™. Este

efeito inibitorio do AT sobre as lesoes induzidas pela MU pode ser explicado pela: (i)



captagdo dos compostos envolvidos na nitrosagdo; (ii) interagio com os produtos
resultantes da nitrosagdo, ou (iii) inibi¢gio da formagao de compostos N-nitrosos. Acredita-
se que esta agdo protetora, deve-se ao bloqueio dos processos que estdo envolvidos na
nitrosagdo da MU, ja que o tratamento com AT ndo causa redugio na indugio de
revertentes, apos a completa nitrosagio deste composto.

Ainda em S. fyphimurium, demonstrou-se que o AT reduz a freqiiéncia de
revertentes induzidos pelo  principal  mutagénico e carcinogeno produzido pela
metabolizagdo do benzo[a]pireno (B[a]P), o B[a]P7,8-diol-9,10-epoxido-2. Em células de
hamster Chinés V79, o AT também demonstrou ser um potente inibidor dos efeitos
citotoxicos deste metabolito. Neste caso, sugere-se que ele esteja exercendo uma atividade
desmutagénica extracelular, interagindo diretamente com o agente clastogénico, ja que o AT

acelera o desaparecimento do B[a]P em meios aquosos (Huang, et al., 1985).

Acompanhando os efeitos do AT, sobre a formagdo de monoadigdes entre
hidrocarbonetos aromiticos policiclicos (HAPs) ¢ o DNA, em células epidérmicas e
pulmonares de camundongos SENCAR, Das et al. (1987a) observaram que: (i) in vitro - 25
uM de AT inibiu em, 63 a 64%, a formagiao de monoadigdes HAP-DNA; (ii) in vivo - o AT
causou inibigdo das ligagoes HAPs, tanto ao DNA, quanto as proteinas epidérmicas, com
apenas uma Unica aplicagdo topica (400 pmol/Kg de peso corporal). Além disso, o AT
mostrou-se um potente inibidor das enzimas envolvidas na metabolizagao 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 mibe, significantemente, a reagao de ligagio de
HAPs, como o B[a]P ¢ o 3-2-dimetil-4-aminobifenil, ao DNA, o que explica os decréscimos

observados nas freqiiéncias de monoadigoes induzidos por estes agentes (Das et al., 1987a).

Estudando a agdo anticarcinogénica de compostos fendlicos, principalmente
referindo-se a iniciagao ¢ promogiao de tumores de pele em camundongos SENCAR,
Mukhtar et al. (1988) e Bik et al. (1988) demonstraram que o risco tumorigénico - induzido
por DMBA, B[a]P, N-metil-N-nitrosuréia (MNU), 7, 12-dimetilbenzeno[a]antraceno, B[a]P-
7,8-diol-9,10-¢cpoxido-2 ¢ 3-metilcolantreno (MCA) - foi suprimido pelo pré-tratamento
com AT. Foi verificado, ainda, que o AT ¢ capaz de inibir a inicia¢do e o posterior
desenvolvimento de tumores de pele, induzidos por MCA, em camundongos Balb/c (Bik, et
al., 1988).
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Também em camundongos SENCAR, Khan et al. (1988) verificaram que o pré-
tratamento topico com AT (3.000 nmol) écapaz de inibir tumores de pele, induzidos por (£)-
7,8-diidroxi-9-10-epoxi-7,8,9,10-tetraidrobenzo[a]pireno (BPDE-2). Quando comparou-se
a resposta do controle positivo com os grupos submetidos ao tratamento combinado, AT
(50 mg/animal/dia) mais agente mutagénico, foi detectada uma redugao estatisticamente
significante na incidéncia de tumores. Além disto, observou-se, também, um retardo na
promogao neoplasica, ji que o periodo de laténcia - entre a iniciagio e a promogdo do
cancer de pele - ¢aumentado de 6 semanas, nos controles positivos, para 9 nos animais pré-
tratados com AT (Athar et al., 1989).

Assim, a acdo antimutagénica do AT sobre os HAPs parece refletir suas
potencialidades como um agente desmutagénico intracelular que pode atuar: via bloqueio do
metabolismo dos HAPs, através da inibi¢do das reagdes enzimaticas, mediadas pela enzima
citocromo P-450 (Conney, 1982); ou via interagio com os metabolitos carcinogénicos dos
HAPs, impedindo a sua interacio com o DNA dos tecidos alvo (Huang et al., 1985; Das et
al., 1987a, 1987b; Bik et al., 1988; Khan et al., 1988; Mukhtar et al., 1988; Athar et al.,
1989).

Hirose et al. (1991), avaliaram o potencial antioxidante do AT, e a sua conseqiiente
atividade anticarcinogénica, em ratos F344 que foram submetidos ao tratamento seqiiéncial
com 2,2-diidroxi-di-n-propilnitrosamina (DHPN), N-etil-N-hidroxietilnitrosamina (EHEN) e
DMBA, durante 21 dias. Estes animais, divididos em 2 subgrupos, receberam dieta normal
ou alimentagio complementada com 1% de AT, durante 32 semanas. Comparando-se os
resultados histologicos obtidos nestes dois subgrupos, os autores demonstraram que o AT
foi marginalmente efetivo no que se refere a inibigdo da carcinogénese hepatica e de colon,
embora nio tenha havido nenhuma interferéncia sobre a indugdo de cancer pancreatico,
urinario e de pulmio, demonstrando que o efeito antipromotor do AT sobre a carcinogénese

¢ orgao dependente.

Adicionalmente, Gali et al. (1991) verificaram que o pré-tratamento topico de
camundongos CF-1 com AT (0,05 - 50 pumol) inibiu cerca de 85% da atividade da enzima
epidérmica oritina descarboxilase (ODC) induzida por 12-O-tetracanoilforbol-13-acetato
(TPA). A indugdo da atividade desta enzima por TPA representa um excelente marcador

biologico do estagio 2 (propagagiao) da promogao de cancer de pele. O TPA nido interage
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diretamente com o ODC, mas interfere na agdo promotora de tumor e/ou nas vias
moleculares que regulam a sua atividade enzimatica, ja que o efeito inibidor do AT apresenta
uma relagdo dose efeito e se mostrou mais efetivo contra a indugdo de ODC quando

aplicado antes do tratamento com TPA.

O efeito desmutagénico de compostos polifenolicos, como o AT, existentes em
extratos de chas verde e preto, sobre a atividade mutagénica do N-methyl-N-
nitrosoguanidina (MNNG) foi estudado in vitro em Escherichia coli WP2 e Salmonela
typhimurium TA100. Utilizando estes mesmos organismos experimentais, foi também
analisada a resposta antimutagénica do lavado gastrico de ratos, submetidos, previamente,
ao tratamento combinado MNNG e extratos de chias . Em ambos os tipos de abordagem
experimental foi encontrada uma inibigao da mutagenicidade, da ordem de 20 a 58%,

quando foram comparados os tratamentos combinados e os controles positivos (Jain et al.,
1989).

1.2. ATIVIDADE BIOANTIMUTAGENICA DO AT

Além de sua atividade desmutagénica, também atribui-se ao AT uma agédo
bioantimutagénica, que foi primeiramente verificado por Shimoi et al. (1985). Os autores
demonstraram que o AT (0,2 -2,0 mg/placa) suprime a mutagénese induzida pela 4NQO e
pela radiagao UV, em £. coli B/t WP2trp~. Porém, em cepas mutantes uvrA-~ e uvrB- este
efeito modulador ndo foi encontrado - o que indicou que este composto fenolico é capaz de
estimular a etapa de incisao do processo de reparagio por excisao-ressintese, mediado pelos

genes uvrA e uvrB.

Sasaki et al. (1988), demonstraram que o pos-tratamento com 3,3 ng/ml de AT ¢
capaz de suprimir as aberragdes cromossomicas estruturais em hamster Chinés, induzidos
pela radiagio UV, mitomicina C (MMC) ou metilmetanossulfonato (MMS). Porém, este
efeito protetor foi verificado somente nas células que estio em fase G1 do ciclo celular. O
pos-tratamento com AT nao alterou as lesoes produzidas pela exposigido aos raios X ou pela
bleomicina. As lesdes causadas nas células expostas a radigao UV, MMC e MMS sio,
respectivamente, dimeros de pirimidina, biadigdes e monoadigdes no DNA, que sdo

preferencialmente corrigidos pelo processo de excisdo de bases, que utiliza DNA glicosilases
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ou, pelo sistema de reparacdo por excisio de nucleotideos. Enquanto as lesdes causadas pela
radiagdo-X ou bleomicina (BLM), que sdo quebras de cadeia, sdo reparadas por outros
sistemas de reparo que ndo envolvem estes dois processos de correcdo do DNA. Portanto,
acredita-se que o AT estimule algum processo pré-replicativo de reparagio do DNA -
provavelmente excisio de nucleotideos.

Adicionalmente, notou-se uma clara diminui¢ao nas freqiiéncias de trocas entre
cromatides irmis (SCEs), em células de hamster Chinés em cultura, tratadas com MMC ou
radiagdo UV e pos-tratadas com AT (0,3 - 3,0 ng/ml). Este efeito protetor também foi
observado em cultura de células humanas de pacientes com Xeroderma pigmentosum (XP),
anemia de Fanconi (AF) e de individuos normais. Em todas as culturas de células humanas
analisadas, o AT reduziu significantemente as SCEs induzidas pela MMC. Enquanto que
para as induzidas pela radiagao UV, a a¢do bioantimutagénica do AT ocorreu apenas em
células de individuos normais ou portadores de AF. Como as células XP sio bloqueadas na
etapa de incisdo do processo de reparagiio por excisao-ressintese, ¢ os dimeros de pirimidina
induzidos pela radiagio UV sio corrigidos por este mecanismo, concluiu-se que o AT

estimula a atividade de incisao (Sasaki, et al., 1989).

A agio anticlastogénica do AT foi verificada, utilizando-se sistemas in vivo. Em
camundongos pré-tratados com 50 a 500 mg/Kg de AT e, posteriormente expostos a
mutagénicos como MMC, 4NQO e ctilnitrosuréia (ENU) - observou-se uma diminuigido na
freqiiéncia de aberragoces cromossomicas. Também foi encontrado efeito protetor do AT,
quando se utilizou o pré-tratamento, pois ele reduziu a incidéncia de ndo-disjugdo, perda
cromossomica e recombinagdo mitotica, induzida pela ENU - eventos detectados pelo
aparecimento de clones com marcadores recessivos para cor de pélo em camundongos.
Assim, acredita-se que este efeito protetor seja devido a promogado da atividade de incisdo,

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

Em cultura de células de hamster Chinés, Imanishi et al. (1991) estudaram o efeito
dos taninos extraidos de chas verde e preto, sobre as SCEs e também sobre as aberragoes
cromossomicas induzidas pela radiagio UV. Os resultados fornecidos pelo pos-tratamento
com estes extratos, associados a presenga da fragdo microssomal S9, foram contraditorios.
Quando utilizados em baixas concentragdes (6,7 pg/ml), os taninos testados suprimem

ambos o0s eventos mutagénicos analisados, exercendo, assim, uma atividade
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bioantimutagénica. Porém, um acréscimo significante nas freqiiéncias das SCEs e
aberragoes cromossomicas induzidas pela MMC ou pela radiagio UV, foi encontrado
quando os taninos foram administrados em altas concentragoes (20ug/ml), mostrando,
assim, uma a¢iao co-mutagénica. Adicionalmente, em células XP e de embrides humanos
normais (F7.000), na presenga da fragdo S9, o pos-tratamento com os extratos de taninos
reduziu a freqiiéncia de SCEs. Com estes resultados, os autores sugeriram que em altas
concentragdes, os taninos bloqueiam o metabolismo celular, e desta forma, refletem a agio
destes compostos. Assim, o aumento das SCEs e aberragdes cromossomicas induzidas, é
devido ao efeito dos taninos ndo metabolizados, que inativam as enzimas envolvidas na
primeira etapa do processo de reparo do tipo excisdo-ressintese. Estes compostos
fenolicos, em pequenas concentragdes, nao interferem sobre as enzimas de metabolizagio e,
desta forma, sio transformados em metabolitos, que atuam diretamente sobre o sistema de
excisdo-ressintese, aumentando a sua atividade. Com este efeito indireto, os taninos
reduzem, de forma significante, a freqiiéncia dos eventos mutacionais analisados (Imanishi et
al,, 1991). Também em medula Ossea de ratos, resultados semelhantes foram obtidos para as
aberragdes cromossomicas induzidas pela aflatoxina B1 (AFB1), caracterizando, assim, a
atividade bioantimutagénica dos taninos extraidos do cha verde (0,3 mg/animal) como sendo

devida a sua agdo indireta (Ito et al., 1989).

1.3. A Drosophila melanogaster COMO UM ORGANISMO EXPERIMENTAL

A medida que a Mutagénese foi se desenvolvendo como um novo campo de
atuacgdo dentro da Genética, foram criados uma série de sistemas teste, tanto em préo como

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

Entre os diferentes organismos experimentais disponiveis para a avaliagio dos
diversos tipos de eventos relacionados com alteragdes da informagao genética, a Drosophila
melanogaster oferece uma série de vantagens. Entre estas, destaca-se a presenca de
inimeros genes marcadores, que permitiram a construgao de linhagens especificas, capazes
de detectar:

- mutagdes génicas com efeitos deletéreos;

- pequenas delegdes que serdo efetivamente transmitidas;

- pequenas duplicagdes que surgem, provavelmente, por instabilidades na replicagio do
DNA;
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- rearranjos cromossoniicos estruturais como inversoes e translocagoes;
- nao-disjungao, levando a aberragoes cromossomicas numeéricas;

- recombinagao genética (Zjilstra, 1987).

Todos estes eventos podem ser observados tanto em tecidos gonadais, como em
tecidos somaticos. Além disso, os resultados que sio obtidos nas células somaticas podem
fornecer evidéncias indiretas quanto as potencialidades carcinogénicas da substincia que
esta sendo analisada (Zjilstra, 1987), com a possibilidade de extrapolagdo para mamiferos

superiores, com um indice de acerto de 80% (Graf, comunicagio pessoal).

O uso da D. melanogaster na Genética Toxicologica tem se baseado,
principalmente, na resposta de células germinais -obtida através do teste para detecgio de
letal recessivo ligado ao sexo (SLRL) e do teste para perda do cromossomo X em anel
(RXL). Ambos fornecem resultados importantes no que se refere aos riscos genéticos das

mutagdes para as geragoes futuras.

O ensaio de SLRL ¢ capaz de detectar mutagénicos que induzem alteragdes
herdaveis - desde simples trocas de pares de bases até pequenas delegdes - abrangendo um
numero consideravel de danos genéticos transmissiveis, que ocorrem nas células germinais
de um organismo eucariotico (Zjilstra, 1987). Através desta metodologia, pode-se obter
resultados sobre mutagdes génicas, que ocorrem simultaneamente em 600 a 800 locos,

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

O teste de RXL fornece informagdes sobre o efeito clastogénico de um dado
agente em uma so geragido. Ele permite detectar quebras cromossomicas totais ou parciais,
bem como a ocorréncia de nido-disjungido entre os cromossomos X e Y, permitindo a
obtengio de resultados conclusivos sobre aberragdes cromossomicas estruturais e numericas
(Valencia et al., 1984).
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Entre os testes disponiveis, o teste para detecgido de mutagdo e recombinagio em
células somaticas (SMART), em D. melanogaster, ¢ prioritario, tendo em vista a sua
indiscutivel precisio ¢ valor para discriminar agentes mutagénicos, clastogénicos e/ou
recombinogénicos, tanto de agdo direta, quanto de atividade indireta, dependente de
metabolizagdo por citocromo P-450 (Graf et al., 1984 e Wiirgler e Vogel, 1986). Este
ensaio baseia-se na detecgio de manchas de pélos mutantes presentes nas asas dos adultos
trans-heterozigotos para genes marcadores esppecilicos. Tanto o niimero como o tamanho
destas manchas sao analisados. O primeiro parametro fornece resultados sobre a ocorréncia
de eventos genéticos, ¢ o segundo informa sobre o tempo de atuagdo do mutagénico ao
longo da embriogénese. Adicionalmente a presenca de dois genes marcadores especificos,
localizados no cromossomo 3, permite a distingdo entre eventos mutacionais -
principalmente do tipo mutagao pontual - ¢ recombinagido mitotica entre regioes de hetero

ou eucromatina (Graf ct al., 1984).

A comparagao entre os resultados obtidos no SMART, com aqueles detectados
pelo teste de SLRL, em células germinais de D. melanogaster, indica uma alta concordancia
de resposta entre ambos os testes. Assim, dos 80 compostos avaliados, 55 (ou 69%)
mostraram resposta positiva nos dois ensaios genéticos. Quatorze compostos classificados
como negativos ou inconclusivos, através do SLRL, foram claramente identificados como
positivos quando avaliados pelo teste SMART. Somente 2 substincias foram mutagénicas
em ensaios que utilizaram SLRL ¢ negativas em SMART (Wiirgler ¢ Vogel, 1986; Graf,
comunicagao pessoal).

Adicionalmente, a eficiéncia do SMART em relagdo a testes germinais que visam
detectar a agdo clastogénica, evidenciou que dos 46 compostos analisados, 35 foram
positivos em ambos os cnsaios. Nove foram positivos em SMART e negativos em testes que
visam a identificagio de quebras cromossomicas em células germinais. Somente 2
substancias foram necgativas em SMART e em células germinais. Todos estes resultados
indicam que o teste SMART ¢ efetivo, no que se refere a diagnose do potencial mutagénico
e clastogénico de uma substancia. Quando a validade desta metodologia experimental ¢é
expressa em percentagens, observa-se um acerto de 86 ¢ 96% do SMART em relagio a,
respectivamente, 71% obtido pelo SLRL - que reflete a agio mutagénica - e 80% pelos

testes que visam a deteccao de atividade clastogénica (Wiirgler e Vogel, 1986).
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2. OBJETIVOS

Na verdade, sdo poucas as investigagOes especificas sobre a atividade
antimutagénica do AT em organismos eucariotos intactos, como é o caso da D.
melanogastér. Adicionalmente, os mesmos ensaios genéticos empregados para a detecgio
de atividade genotoxica de agentes quimicos e fisicos tem fornecidos respostas
extremamente precisas no que se refere a identificagio de fatores anti-risco, presentes na
dieta alimentar humana.

Desta forma, considerando o alto poder discriminatorio do SMART, nos nos

propusemos a atingir os seguintes objetivos:

1. Avaliar as potencialidades da D. melanogaster ¢ do teste SMART como um sistema

para a analise da atividade antimutagénica do AT.

2. Detectar a atividade antimutagénica do AT, em células somaticas de D.
melanogaster, através da determinag¢io do potencial modulador do AT sobre:

- as lesoes espontaneas '

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

sulfonato
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 AGENTES QUIMICOS

Foram utilizados: o acido tanico (A'T; CAS N. 1401-55-4), obtido da Vetee Quimica
Fina Ltda., RS, Brasil; o mutagénico bifuncional mitomicina C (MMC; CAS 'N. 50-07-5),
adquirido 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 quimicos foram dissolvidos em tampio fosfato
0,03M, pH 0,8, contendo 5% de sacarose (E. Merck, Darmsted). Sendo a MMC uma substancia
facilmente degradada pela luz visivel, todos os tratamentos envolvendo a sua utilizagdo foram

realizados ao abrigo da luminosidade.

3.2 MEIOS DE CULTURA

Tanto os estoques de Drosophila melanogaster, como os cruzamentos das moscas
adultas, permaneceram em vidros de 1/4 ou 1/8 de litro contendo meio de cultura padrio, segundo
Marques et al. (1966), modificado: 14 1 de agua, 750 g de farinha de centeio, 2.000 g de farinha de
milho grossa, 100 g de farinha de soja, 1.550 g de agucar cristal, 50 g de nipagin, dissolvido em
alcool etilico 96° C (1:1) e 15 g de cloreto de sodio.

A obtengdo de larvas de 2° estagio foi realizada em meio de ovoposigao, contendo uma
base de agar 2,35% (Biobras, S.A.) coberta com uma camada, de aproximadamente Smm, de

fermento pastoso (Fleischmann ¢ Royal Ltda.), de acordo com protocolo descrito por Graf et al.
(1984).

O tratamento das larvas foi realizado em vidros de 1/36 1 contendo 1,5 g de meio
sintético (Formula 4-24, Carolina Biological Supply Company, Burlington, North Carolina) onde

foram adicionados 5 ml das dilerentes solugoes de tratamento.
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3.3. TESTE PARA A DETECCAO DE MUTACAO E RECOMBINACAO SOMATICA
(SMART)

3.3.1. LINHAGENS

Foram utilizadas linhagens de D. melanogaster portadoras de genes marcadores
especificos, localizados no cromossomo 3, que permitem detectar a indugdo de mutagio e
recombinagdo em células somaticas. Tais linhagens sdo designadas comoﬂr3 e mwh e apresentam,
respectivamente, as seguintes constituigdes genéticas:

- fIr3/In (3LR) TM3, ri pP sep bx3%€ 5 Ser

- mwh/mwh

Para a obtengido de maiores informagodes sobre os marcadores genéticos existentes nestas
linhagens, ver Lindsley e Grell (1968); Garcia-Bellido e Dapena (1974); Lindsley e Zimm (1992);
Graf e van Schaik (1992).

3.3.2. CRUZAMENTO

Na presente abordagem experimental, foi cmpregado o cruzamento padrdao, em que
fémeas virgens fIr3 foram cruzadas com machos mwh, originando larvas portadoras de nivel
moderado de atividade metabolica dependente de P-450, com duas constituigdes genotipicas no
que se refere aos genes marcadores localizados no cromossomo 3:

(i) larvas mwh + / + /7/‘3 - que sdo trans-heterozigotas para os marcadores recessivos
mwh e flr3.

(ii) larvas mwh +/TM3, Ser - heterozigotas para o cromossomo /M3, necessario para
balancear o marcador /73, ji que este é letal em homozigose (Garcia-Bellido e Dapena, 1974). Os
adultos heterozigotos para o cromossomo 7M3 apresentam recortes nas asas - determinados pelo
gene marcador Ser - o que permite diferencia-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 fémeas:40 machos), durante trés dias, em
vidros contendo meio de cultura padrao. Apos este periodo, os casais foram transferidos para
tubos de 1/8 I contendo meio de ovoposi¢iao, onde permaneceram por 8 h. Passado este tempo, os
adultos foram descartados. Depois de 48 h do inicio do periodo de ovoposi¢ao, foram coletadas
larvas de 2° estagio, por flotagio em agua destilada. Estas larvas foram, entdo, colocadas em
frascos de 1/36 1 (aproximadamente 50 por tubo) contendo 1,5 g de meio sintético, onde foram
acrescentados 5 ml das seguintes solugoes de tratamento:

(i) tampao fosfato (controle negativo),

(ii) AT (10 e 20 mM),

(iii) MMS (0,3 e 1,25mM) ou MMC (0,025 e 0,1 mM) (controles positivos) e

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

concentragoes de AT (10 e 20 mM) - caracterizando os co-tratamentos.

As larvas ficaram em tratamento por cerca de 72 h (tratamento cronico), ou seja, até
atingirem o estagio de pupa. Através deste procedimento experimental, as células dos discos
imaginais, que irdo originar as asas dos adultos, permaneceram expostas as diferentes solugdes,
por um periodo que corresponde a 95% de todas as divisoes celulares que ocorrem desde o

desenvolvimento do embrido até o inicio da pupagao (Frei et al., 1992) (Esquema 4).

Todos os adultos, que nasceram 10-12 dias apos a postura dos ovos, foram conservados

em etanol 70%. As culturas de D. melanogaster permaneceram a temperatura de 25° C e a
umidade de 60-70%.

3.3.4. MONTAGEM DAS ASAS

Somente as asas dos individuos trans-heterozigotos foram submetidas a montagem em
laminas. Para tanto, os adultos portadores deste genotipo foram lavados em dgua corrente e,
posteriormente, colocados em solugao de FAURE (30 g de goma arabica, 20 ml de glicerol, 50 g
de hidrato de cloral, 50 ml de agua). Com o auxilio de duas pingas de relojoeiro, as asas dos
individuos trans-heterozigotos foram separadas do corpo e distendidas sobre a superficie de

laminas de vidro. As laminas, contendo 10 asas de fémeas e 10 de machos, permaneceram a 40° C

MMRTITLITO y 110 =
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por um periodo minimo de 24 h. Em scguida, foram cobertas com laminulas (24 X 32 mm)
contendo uma gota de solugdo de FAURE, sendo, entdo, mantidas por mais 24 h a temperatura de
40° C. Durante este periodo, cubos de metal com peso total de 400 g foram colocados sobre as

laminulas, para garantir a perfeita aderéncia das asas as liminas (Graf et al., 1984).

3.3.5. ANALISE MICROSCOPICA

Foram analisadas as asas, de no minimo 10 individuos de cada sexo - por ponto de
tratamento - em microscopio com aumento de 400X, onde foram observados os fenotipos dos

pélos ou tricomas existentes nas superficies dorsal e ventral das asas.

Estes pélos originaram-se dos discos imaginais das asas de larvas de 2° estagio, que
foram expostas aos diferentes tratamentos. A ocorréncia - ao longo do desenvolvimento larval - de
alteragdes no material genético destas células, leva ao aparecimento, nas asas dos adultos, de
manchas com os fenotipos pélos multiplos e/ou pélos com a base alargada - refletindo a expressio

dos marcadores genéticos, representados pelos genes recessivos mwh e/ou fIr3, respectivamente.

Os diferentes tipos de manchas foram designados como simples mwh ou fIr3, quando
apenas um dos marcadores se expressou, ou como manchas gémeas, quando tanto pélos multiplos
(mwh), como pélos com a base alargada (f7r”) estavam presentes dentro de uma mesma mancha.

Foram considerados clones independentes, aqueles separados por 3 ou mais fileiras de tricomas
normais (Graf et al., 1984) (Esquema 5).

Foram analisados somente os compartimentos distais das asas, onde se determinou a
posi¢ao e o tamanho das manchas, de acordo com o setor da asa ¢ o nimero de células com os
fenotipos mutantes (Garcia-Bellido et al., 1976). Conforme o tamanho, as manchas simples foram
divididas em diferentes classes: 1, 2, 3-4, 5-8, 9-16, 17-32, -64, -128, -256, -512, -1024, >1024.

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

3.3.6. BASES GENETICAS

Através da analise dos tricomas presentes nas asas dos adultos trans-heterozigotos sido
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detectadas manchas simples (pequenas e grandes) e/ou gémeas, que refletem a ocorréncia de

eventos genéticos especificos.

Assim, as manchas simples, com os fenotipos pélos miltiplos ou pélos com a base
alargada, podem se originar por:
(i) alteragdo no contetido informacional dos genes selvagens nmwht ou fIr3+;
(i) delegio de um fragmento cromossdémico contendo os marcadores selvagens mwh™ ou fIr3+;

(iii) conversio génica nos genes mvh™ ()11‘/71'3"’;

Adicionalmente, a ocorréncia de: (i) uma recombinagio simples entre os locos mwh e fIr3
leva ao aparecimento de manchas simples com o fenotipo pélos multiplos; (ii) uma recombinagio
simples entre /773 ¢ o centromero, seguida de uma segunda recombinagio simples entre nwh e fIr3

origina pélos com a base alargada.

Desta forma, as manchas simples podem ser originadas tanto por eventos mutacionais,
incluindo mutagoes pontuais ¢ aberragdes cromossomicas, como por conversio ou recombinagiao

mitotica.

Por outro lado, as manchas gémeas, que expressam simultineamente os fenotipos pélos
com a base alargada e pélos multiplos, originam-se exclusivamente de uma recombinagao simples
entre fIr° e o centromero, com posterior segregagio de um cromossomo recombinado e um

parental (Esquema 6).
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CRUZAMENTO PADRAO

FEMEAS fir’/In (3LR) TM3, ri p* sep bx34e e Ser x mwh/mwh
GENES MARCADORES LOCALIZADOS NO CROMOSSOMO 3

LARVAS DE 22 ESTAGIO COM 0S
SEGUINTES GENOTIPOS
| |
mwh +
mwh + or
+
TRANS-HETEROZIGOTAS i et Taea
TRATAMEI‘I"II'B CRONICO
ALIMENTAGAO POR 72h
CONTROLE NEGATIVO CONTROLES PosiTivos | | TRATAMENTOS COMBINADOS
TAMPAQ FOSFATO MMS 0U MMC i
MMC OU MMS + AT

N

/

AS CELULAS ALVO PARA 0S DIFERENTES TRATAMENTOS SAO AS DOS
DISCOS IMAGINAIS QUE IRAQ ORIGINAR AS ASAS DOS ADULTOS COM SEUS

PELOS OU TRICOMAS

10 A 12 DIAS AP0S O INiCIO DO CRUZAMENTO
COLETA DOS ADULTOS EMERGENTES

EM ETANOL 70%
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ESQUEMA 5§

ASAS PROVENIENTES DOS ADULTOS
TRANS-HETEROZIGOTOS

mwh +
% P

MONTADAS EM LAMINA
EXAMINADAS AO MICROSCOPIO COM
AUMENTO DE 400-X

OBSERVAGAO DOS FENOTIPOS DOS PELOS PRESENTES NA REGIAD

DORSAL E VENTRAL DAS ASAS
- PELOS COM A BASE - ;
PELOS NORMAIS ALARGADA PELOS MULTIPLOS
fir mwh
= OCORRENCIA DE EVENTOS
égﬁﬁ'ﬂfxﬁ&f ey GENOTOXICOS

MANCHAS SIMPLES | | MANCHAS SIMPLES
PEQUENAS GRANDES PELOS fir’ e mwh

1 0U 2 PELOS MAIS DE 2 PELOS fiIr DENTRO DA
fir® ou mwh 0U mwh MESMA MANCHA




ESQUEMA 6

TIPOS DE EVENTOS GENETICOS RELACIONADOS
COM O APARECIMENTO DAS MANCHAS

/

MANCHAS SIMPLES
PEQUENAS E GRANDES

o

MANCHAS GEMEAS
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MUTACAO GENICA EM mwh* ou fir®+
DELEGAO DE UM FRAGMENTO CR. CONTENDO
mwh* ou fir**
PERDA DE UM DOS CROMOSSOMOS 3
CONVERSAO GENICA NO MARCADOR
mwh* ou fir** _
RECOMBINACGAOD:

SIMPLES mwh e flr® - EXPRESSA mwh

DUPLA ENTRE fIr® E 0 CENTROMERO E ENTRE
mwh e fir* - EXPRESSA fIr®

RECOMBINAGAQ:

SIMPLES ENTRE fir* E 0
CENTROMERO - EXPRESSA
SIMULTANEAMENTE mwh e flr®
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' 4. RESULTADOS

Em nossos experimentos, as células expostas aos diferentes tratamentos sdo as dos discos
imaginais de larvas de 2° estagio provenientes do cruzamento de fémeas virgens /I3 e machos
mwh, que sdo trans-heterozigotas para os marcadores genéticos mwh e fIr3 e que apresentam
baixo nivel constitutivo de atividade metabolica dependente de citocromo P-450 ( Graf e van
Schaik, 1992).

Qualquer modificagio no material genético destas células, que englobe os locos
marcadores, leva ao surgimento, na superficie das asas dos imagos, de um mosaico de manchas
constituidas por clones de células mutantes com os fenotipos pélos miltiplos e/ou pélos com base

alargada, que sdo a expressio dos marcadores recessivos mwh e fIr3, respectivamente.

Os diferentes tipos de manchas observadas foram classificadas como: (i) simples
pequenas, quando possuem uma ou duas células de um so fenotipo mutante; (ii) simples grandes,
que apresentam trés ou mais cclulas com um so fenotipo ¢ (iii) gémeas, quando ambos os

fenotipos mutantes (mwh e f1r3) estdo presentes.

Os dados obtidos na avaliagio do potencial antimutagénico do AT em Drosophila
melanogaster estao sumariados nas Tabelas 1, 2, 3 , 4 e 5. Nelas estao representados os
tratamentos utilizados, o nimero de asas analisadas, a freqiiéncia, o niimero de cada tipo e o total
de manchas observadas, juntamente com o diagnostico estatistico. Os dados foram
estatisticamente analisados através de testes de qui-quadrado para propor¢Ges, bicaudal, com os
niveis de significancia a=3=0,05. Para a avaliagao dos resultados foi utilizado o procedimento de
decisao multipla descrito por Frei e Wiirgler (1988), que permite 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 lesdes que ocorrem espontanecamente em células somaticas de D. melanogaster. Foram
analisadas um total de 120 asas, em 3 experimentos que incluiram o controle negativo e duas
concentragoes de AT (10 ¢ 20 mM).
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Tabela 1
Efeito do AT sobre as lesdes espontineas que ocorrem em células somaticas de larvas de D.
melanogaster.

Manchas/Asa, (n° de manchas), Diagnostico estatistico®

Manchas Manchas
Tratamento N° de asas simples simples Manchas Total de
(mM) analisadas pequenas grandes gémeas manchas
(1-2 células) (>2 células) d=5,00 d=2,00
d=2,00 d=5,00
Contr. Neg, 40 0,375(15) 0,025(1) 0 0,400(16)
AT, 10 40 0,325(13)- 0,075(3) 0 0,400(16)-
AT, 20 40 0,300(12)- 0,025(1)- 0,025(1)- 0,350(14)-

4 Diagnostico estatistico, segundo Frei e Wiirgler (1988), para comparagdo com o controle positivo: -, negativo, i;
inconclusivo. d, fator divisor para a determinagfio da significancia dos resultados negativos. Testes de x2 para
proporgdes, bicaudal. Niveis de probabilidade:a = 3 = 0,05.

A analise estatistica dos dados, que foi realizada através da comparagiao das séries
tratadas com o controle negativo, mostrou que o AT nao modificou a freqiiéncia, tanto de
manchas simples (pequenas ou grandes), quanto de manchas gémeas, o mesmo acontecendo em
relagdo ao total de manchas. Esses resultados demonstraram que o AT nao foi capaz de atuar
como um antimutagénico em relagdo a eventos espontaneos relacionados com mutagdo génica,
dele¢do, nio-disjungio, conversio génica e recombinagao mitotica em células somaticas de D.

melanogaster com baixo nivel de atividade de metabolizagio.

Nas Tabelas 2 e 3 estio sumariados os resultados referentes a agio do AT sobre a
atividade citotoxica e genotoxica do agente alquilante bifuncional MMC. Foram efetuados dois
experimentos, incluindo o controle negativo, o controle positivo (MMC 0,1 e 0,025 mM) e dois
tratamentos combinados de MMC (0,1 ¢ 0,025 mM) mais AT (10 e 20 mM).

A Tabela 2 fornece informagoes sobre o nimero total de larvas submetidas aos diferentes
tratamentos, bem como o nimero de adultos sobreviventes (machos e fémeas), classificados como
sendo trans-heterozigotos ou heterozigotos para o cromossomo balanceador TM3.
Adicionalmente, apresenta o nimero total de imagos e as percentagens de adultos sobreviventes
observadas nos varios tratamentos efetuados. Como pode ser visto, a dose de 0,1 mM de MMC

causou uma mortalidade larval de 100%. Entretanto, quando esta mesma concentragao de MMC
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foi combinada com AT (10 e 20 mM) observou-se uma sobrevivéncia das larvas tratadas da ordem
de 94,5 e 84,5%, respectivamente. Assim, o conjunto destes resultados inviabilizou a comparagio
do niimero de manchas mutantes presentes nos tratamentos combinados (MMC + AT) com o
controle positivo. Apesar disto, a sobrevivéncia das larvas e o seu desenvolvimento normal até o
estagio adulto, observado nos tratamentos combinados, sio um indicativo de que o AT esta

excercendo um efeito protetor sobre a atividade citotoxica da MMC.

Tabela 2

Efeito do AT sobre a sobrevivéncia de larvas de 2° estagio de D. melanogaster trans-heterozigotas
(mwh+/+fIr”) e heterozigotas para inversao (mwh/TM3) apos o co-tratamento, MMC (0,1mM) +
AT (10 ou 20 mM).

N de adultos sobreviventes

Tratamento N? larvas Total de Porcentagem
MMC/AT tratadas mwh _/13 mwh/T\3 adultos de sobrevi-
(mM) sobreviventes ventes?
Fémeas Machos Fémeas Machos
Contr. Neg. 100 24 24 22 26 96 96

0,1 200 0 0 0 0 0 0
(3 o 0 " 200 30 47 43 069 189 94,50
0.1 #+ 20 200 36 35 56 41 168 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 comparagiao dos dados obtidos nas séries tratadas em relagdo ao controle
positivo (MMC) mostrou, através da analise estatistica utilizada, que o co-tratamento com AT
diminuiu significantemente a indugao dos trés tipos de manchas avaliadas e, consequentemente, o
namero total de manchas. Lstes resultados demonstram que o AT  exerce uma agdo
antimutagénica em relagdo aindu¢do de todos os eventos genéticos, relacionados com o
aparecimento de pélos mutantes: mutagao génica, quebras cromossomicas e de eventos ligados a

recombinag¢do e nao disjun¢ao mitotica, em células somaticas de D. melanogaster.



27

Tabela 3
Efeito desmutagénico do AT sobre a atividade genotoxica induzida pela MMC (0,025 mM) em
células somaticas de D. melanogaster.

Manchas/Asa, (n° de manchas), Diagnostico estatistico®

Manchas Manchas
Tratamento N° de asas simples simples Manchas Total de
MMC/AT analisadas pequenas grandes gémeas manchas
(mM) (1-2 células) (>2 células) d=5,00 d=2,00
d=2,00 d=5,00
0. 40 0,125(5) 0,025(1) 0,075(3) 0,225(9)
0,025 40 0,075(27) 0,975(39) 0,275(11) 1,925C7T)
0,025+ 10 40 0,400(16)+ 0,400(16)f+ 0,050(2)+ 0,850(34)+
0,025+ 20 40 0,200(8)+ 0,125(5)+ 0,000(0)+ 0,325(13)f+

2 Diagnostico estatistico, segundo Frei e Wiirgler (1988), para comparagdo com o controle positivo: -, positivo: +,
positivo; f+, fraco positivo. d, fator divisor para a determinagdo da significancia dos resultados negativos. Testes de
x2 para proporgdes, bicaudal. Niveis de probabilidade: o = 3 = 0,05.

Nas Tabelas 4 ¢ 5 estio representados os dados referentes a agao do AT sobre a
mutagénese e/ou recombinogénese induzida pelo MMS, um alquilante monofuncional, em células

somaticas de D. melanogaster.

A Tabela 4 descreve os resultados obtidos nos co-tratamentos combinados de duas
concentragoes de AT (10 e 20 mM) com a concentragao de 0,3 mM de MMS. Foi observado, que
o tratamento combinado com AT, comparado com o controle positivo, reduziu significantemente
a freqiéncia de manchas simples pequenas ¢ do total de manchas, nas duas concentragoes
utilizadas. No entanto, na dosc de 10 mM, este composto também reduziu a incidéncia de
manchas simples grandes, nio tendo efeito sobre as manchas gémeas. O contrario ocorreu quando
utilizamos uma concentragao maior de AT (20 mM), uma vez que esta substancia apresentou uma
atividade protetora em relagio as manchas gémeas, mas nenhuma agiio sobre as manchas simples

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

Manchas/Asa, (n° de manchas), Diagndstico estatistico®

Manchas Manchas
Tratamento N° de asas simples simples Manchas Total de
MMS/AT analisadas pequenas grandes gémeas manchas
(mM) (1-2 células) (>2 células) d=5.00 d=12,00
d=2,00 d=5,00
0 40 0,125(5) 0,05(2) 0,025(1) 0,200(8)
0,3 40 1,375(55) 2,025(81) 0,675(27) 4,075(163)
0,3+ 10 40 0,500(20)+ 1,450(58)ft+ 0,550(22)- 2,500(100)+
0,3+ 20 40 0,400(16)+ 1,525(61)- 0,100(4)+ 2,025(81)+

A Diagnostico estatistico, segundo Frei e Wiirgler (1988), para comparagiio com o controle positivo: -, positivo; - |

negativo; -+f, fraco positivo. d, fator divisor para a determinagdo da significancia dos resultados negativos. Testes de
] e . ’ . o

X~ para proporgoes, bicaudal. Niveis de probabilidade: o= 3 = 0,05.

Por outro lado, quando se utilizou uma dose maior (1,25 mM) de MMS (Tabela 5),
verificamos que o AT nio apresentou nenhum resultado significativo em relagao a redugdo da
freqiéncia de qualquer um dos tipos de manchas, a nido ser na concentragio de 20mM onde este

composto mostrou um resultado fraco positivo no que se refere ao total de manchas.

Tabela 5
Efcito desmutagénico do AT sobre a atividade genotoxica induzida para MMS (1,25 mM) em
celulas somaticas de D. melanogaster.

Manchas/Asa, (n° de manchas), Diagnostico estatistico?

Manchas Manchas
Tratamento N° de asas simples simples Manchas Total de
MMS/AT analisadas pequenas grandes gémeas manchas
(mM) (1-2 células) (>2 células) d=5,00 d=2,00
d=2,00 d=15,00
0 40 0,125(5) 0,05(2) 0,025(1) 0,200(8)
1,25 40 1,025(41) 2,225(89) 0,450(18) 3,700(148)
1,25+ 10 40 0,700(28)i 2,20(88)- 0,200(8)i 3,100(124)-
1,25+ 20 40 0,650(26)i 1,700(68)- 0,225(9)- 2,575(103)f+

a Diagnostico estatistico, segundo Frei e Wiirgler (1988), para comparagio com o controle positivo: -, positivo: f+,
fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo. d, fator divisor para a determinagdo da significincia dos resultados
negativos. Testes de X2 para propor¢des, bicaudal. Niveis de probabilidade: o = 3 = 0,05.
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Os dados apresentados em cada uma das Tabelas 1, 2, 3, 4 e 5 representam o somatorio
dos resultados obtidos em dois ou mais experimentos independentes, que mostraram ser similares

quando comparados por qui-quadrado.
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5. DISCUSSAO

Uma série de evidéncias experimentais, acumuladas a partir da década de 1980, tem
evidenciado que o AT ¢é capaz de modular o efeito genotoxico e/ou carcinogénico de uma série de

agentes mutagénicos quimicos e fisicos (Stich et al., 1982; Huang et al., 1985).

Na verdade, este composto fenodlico ¢ capaz de interferir sobre muitas das diferentes
etapas que antecedem a fixagao das lesdes genéticas responsaveis pelo aparecimento de eventos
como mutagao, aberragio cromossomica ¢/ou recombinagao mitotica. Estes efeitos moduladores

r
podem ser realizados via agao desmutagénica ¢/ou bioantimutagénica.

No que se refere as potencialidades do AT como um agente desmutagénico, a maioria
dos resultados foram obtidos em ensaios gencticos que empregaram bactérias ¢ culturas de células
de mamiferos. Estas abordagens demonstraram que o AT ¢ capaz de exercer a sua atividade
moduladora por: (i) inativagao exogena da substincia genotoxica; (ii) prevengao da formagao de
metabolitos mutagénicos a partir de precursores quimicos (Mirvish, 1975; Stich et al., 1982;
Wood et al., 1982; Huang et al., 1983, 1985; Das ct al., 1987a, 1987b; Athar et al., 1989); (iii)
inibi¢ao da reagiao do mutagénico com o DNA por competir ou reagir com os sitios alvo (Coney,
1982; Das et al., 1987).

Considerando estes achados, nos investigamos o possivel efeito desmutagénico do AT
em células somaticas de D. melanogaster, através da determinagao do potencial modulador do AT
sobre as lesdoes que ocorrem espontaneamente e sobre os efeitos genotoxicos dos agentes

alquilantes: monofuncional MMS e bifuncional MMC.

No que se refere a agao antimutagénica do AT sobre as lesoes espontaneas, o presente
estudo evidenciou que em D. melanogaster.o tratamento cronico - de larvas trans-heterozigotas
em 2° estagio larval - com duas diferentes concentragdes deste composto fenolico, nao alterou a
expressao dos eventos genéticos espontineos relacionados com mutagdo, aberragoes
cromossomicas e/ou recombinagao mitotica. Esta afirmativa esta baseada mnos resultados

experimentais obtidos em trés abordagens independentes, as quais niao detectaram nenhuma

= c BOGhHS!
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diferenga estatisticamente significante, entre os tratamentos com AT e o controle negativo, no que
se refere tanto as freqiiéncias de manchas simples (pequenas e grandes) e gémeas, como as

freqiiéncias totais de manchas (Tabela 1).

Estes resultados sao confirmados por diversos estudos relacionados a agio
desmutagénica do AT, que nao observaram nenhum efeito deste composto sobre a ocorréncia de
lesdes genéticas espontaneas. Adicionalmente, o nosso grupo de trabalho, estudando a possivel
agdo bioantimutagénica do AT em células sexuais de D. melanogaster, obteve resultados que
indicam a auséncia de efeito anticlastogénico do AT sobre a perda completa de cromossomo X em
anel que ocorre espontancamente em espermatozoides (Cunha et al., 1993).

'

A metodologia mais simples, utilizada na avaliagdio do modo de agao de um agente
antimutagénico, baseia-se na variagio do tipo de tratamento, envolvendo o agente modulador e o
mutagénico. Desta forma, a exposi¢io das células alvo aos moduladores pode tanto preceder,
coexistir ou seguir a exposigio a substancia genotoxica - caracterizando, respectivamente, os pré-,
co- e pos-tratamentos. O pre-tratamento possibilita a investigagdo de reagdes intracelulares do
modulador, ou de seus derivados, com o composto mutagénico. Ja o co-tratamento permite
investigar as possiveis reagdes que ocorrem entre o modulador e o mutagénico, a nivel
extracelular. Desta forma os pré- ou co-tratamentos fornecem resultados sobre moduladores que
atuam como desmutagénicos intra ou extracelularcs. Ao contrario, quando o composto
genotoxico ja esta incorporado a célula, tendo iniciado, portanto, a indugio das lesdes no DNA, o
pos-tratamento com o modulador pode revelar os seus efeitos sobre os processos de reparagio do
DNA (De Flora et al, 1992). Estes agentes inibidores siao, entdo, classificados como

bioantimutagénicos de acordo com Kada et al. (1982).

Na busca da identificagio do AT como um agente desmutagénico extracelular,
empregamos o sistema de co-tratamento, combinando duas diferentes concentragdes de MMS ou
MMC com duas doses de AT.

Num primeiro momento, tentamos avaliar a resposta das células somaticas de Drosophila
melanogaster expostas a: MMC (0,1 e 0,025 mM) - controles positivos; e co-tratadas -
tratamentos combinados de MMC mais AT. No entanto, a auséncia de sobreviventes no controle
positivo, que utilizou a dose de 0,1 mM de MMC, inviabilizou a diagnose da atividade

moduladora do AT -no que se refere a agiao genotoxica da MMC. Apesar disto, observamos que
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os tratamentos, combinando 0,1 mM de MMC mais AT (10 ou 20 mM), conduziram a uma
percentagem de sobrevivéncia larva-adulto, que alcangou valores iguais ou proximos aos do
controle negativo. Estes resultados sio indicativos da interferéncia do AT sobre a agio citotoxica
da MMC (Tabela 2).

Por outro lado, quando comparamos os resultados obtides no controle‘ positivo, que
utilizou a MMC na concentragao de 0,025 mM, com aqueles observados apos o co-tratamento
MMC mais AT, verificamos que este composto fendlico causou uma diminuigio estatisticamente
significante sobre todos os tipos de manchas analisadas pelo teste SMART - ¢ que refletem a
atividade genotoxica da MMC (Tabela 3).

Assim, o conjunto destes resultados, evidencia que o AT ¢é capaz de exercer um efeito
desmutagénico extracelular que se reflete, tanto sobre a agio citotoxica (Tabela 2), como sobre a
atividade genotoxica da MMC (Tabela 3).

O nosso trabalho investigou, também, a a¢ao moduladora do AT spbre duas diferentes
concentragoes do mutagénico quimico MMS. Na concentragio de 0,3 mM de MMS observou-se
uma diminuigdo, estatisticamente significante, na indugio de manchas simples pequenas, bem
como no namero de imanchas totais em ambos 0s co-tratamentos que combinaram o MMS com
duas doses de AT (10 e 20 mM). Ainda que a resposta das manchas simples grandes e gémeas
tenha apresentado resultados negativos e/ou positivos, o conjunto de nossas observagoes ¢
indicativo de que o AT esteja atuando extracelularmente por reagir com os sitios ativos do MMS -
e, assim, diminuindo a sua agdo genotoxica, especialmente no que se refere aos eventos

relacionados com mutagao génica ¢ aberragdes cromossomicas (Tabela 4).

Adicionalmente, a resposta observada, quando o MMS (1,25 mM) foi utilizado em uma
dose quatro vezes superior a anteriormente mencionada (MMS, 0,3 mM), demonstra que a agao
moduladora do AT ¢ dependente de uma relagao direta dose-efeito -isto €, dose do mutagénico
(MMS) e concentragio do modulador (AT). Esta afirmativa estd fundamentada nos resultados
apresentados na Tabela 5, onde observa-se que os decréscimos nas freqiiéncias dos diferentes
tipos de pélos mutantes analisados nos co-tratamentos ndo sio estatisticamente conclusivos
quando comparados com o controle positivo. Os resultados inconclusivos, ou fracamente
positivos - no que se refere ao niimero total de manchas no co-tratamento com a dose de 20 mM
de AT - significam que, apesar do AT ter influenciado a atividade genotoxica do MMS, esta agdo

moduladora niao foi capaz de reduzir os eventos genotoxicos a valores duas ou cinco vezes
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menores que os previamente estabelecidos pela nossa analise estatistica. Assim, em doses altas de
MMS as concentragoes de AT empregadas ndo foram suficientes para interagir com todas as
moléculas do agente mutagénico, permitindo que este reaja com o DNA das células alvo,

induzindo tanto lesdes mutagénicas quanto recombinogénicas.

Na verdade, de acordo com a classificagio proposta por De Flora e Ramel (1988) os
inibidores da mutagénese com atividade extracelular podem atuar via: (i) inibi¢ao da captagio ou
da formagao enddgena dos mutagénicos; (ii) desativagio dos mutagénicos. Considerando que
ambos os agentes genotoxicos utilizados em nossos experimentos sio mutagénicos quimicos de
acao direta, os resultados obtidos no presente estudo sugerem que a agao moduladora do AT esta
relacionada com a sua interagao com os sitios reativos da MMC ou do MMS, impedindo que eles

reajam com o DNA dos tecidos alvo.

A atividade desmutagénica do AT ¢ preferencialmente exercida sobre mutagénicos de
agao indireta, que requerem ativagao metabolica para exercer o seu efeito. No que se refere aos
pro-mutagénicos metiluréia (MU), benzo[a]pireno (B[a]P) e hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAPs), o AT ¢ capaz de suprimir a indugio de mutagio em Salmonella typhimurium
e de aberragdes cromossomicas em camundongos, bem como a formagao de tumores malignos em
roedores. Esta atividade moduladora ¢ realizada por dois mecanismos distintos relacionados com
(i) o bloqueio do metabolismo destes compostos, através da inibigdo das reagdes enzimaticas
mediadas pela enzima citocromo P-450 ou (ii) a interagdo com os metabolitos carcinogénicos e/ou
mutagénicos, impedindo a sua reagdo com o DNA dos tecidos alvo (Conney, 1982; Stich et al.,
1982; Huang et al., 1985; Das et al., 1987a, 1987b; Bik et al., 1988; Khan et al., 1988; Mukhtar,
1988; Athar et al., 1989).

Ainda que tenhamos demonstrado que o AT, utilizado em nossos experimentos,
apresenta 4tividade desmutagénica sobre os agentes genotoxicos MMC e MMS - o que
caragterizaria o seu efeito protetor e permitiria o seu emprego na melhoria das condigdes da saude
humana - algumas consideragoes adicionais devem ser avaliadas. Em primeiro lugar, o nosso
grupo de trabalho demonstrou que, variando a metodologia de tratamento e o tipo de célula alvo
- isto é, utilizando o AT como pos-tratamento e analisando a perda de cromossomo X em anel em
células sexuais de D. melanogaster - o AT exerceu um potente efeito amplificador sobre as
lesoes induzidas pela MMC no DNA dos espermatozoides. Esta atividade co-clastogénica esta

diretamente relacionada com a agido deste composto sobre a atividade de incisao mediada pelos
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genes do tipo uvr ABC (Cunha et al., 1993). Tal afirmativa baseou-se em uma série de trabalhos
que demonstraram que o AT ¢ capaz de estimular a primeira etapa do processo de reparagio por
excisao-ressintese - tanto em bactérias como em células de mamifero in vitro e in vivo (Shimoi et
al., 1985; Sasaki et al., 1988, 1990). Em segundo lugar, em outro estudo, também realizado em
nosso laboratorio, foi avaliada a atividade mutagénica e/ou clastogénica do AT em células sexuais
masculinas de D. melanogater - com e sem enzimas de ativagao metabolica. Esta investigagdo
demonstrou que o AT ndo exerceu nenhum efeito direto ou indireto sobre a indugio, desde trocas
de bases até efeitos associados com aberragdes cromossomicas numéricas e estruturais.
Adicionalmente, a analise da atividade genotoxica do AT em células somaticas de D.
melanogaster, através do teste SMART, permitiu concluir que o AT nao foi efetivo no que se

refere a indugao de eventos do tipo mutagao e¢/ou recombinagao somatica (Cunha, 1993).

De fato, o AT tém sido objeto de uma séric de investigagdes experimentais que
apresentam resultados contraditorios, uma vez que sua agdo sobre o DNA celular estende-se
desde atividade citotoxica, cirrogénica, genotoxica e carcinogénica iz vitro e in vivo, até atividade
antimutagénica - caracterizada pela diminuigio das freqiiéncias de mutagao génica, aberragdes

cromossomicas e cancer, induzidas por uma série de agentes genotoxicos.

Trabalhos pionciros, desenvolvidos a partir da década de 1940, demonstraram
propriedades hepatotoxicas do AT, utilizando protocolos de tratamento prolongado via
subcutanea, intraperitoneal e sangiiinea em mamiferos (Wells et al., 1942; Baker ¢ Handler, 1943;
Cameron et al., 1943; Forbes ¢ Evans, 1943; Korpassy ¢ Kovacs, 1949). Entretanto, esta atividade
hepatotoxica nio foi observada quando o AT foi administrado via alimentagao (Handler e Baker,
1944). ’
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As atividades carcinogénicas e cirrogénicas do AT foram demonstradas durante as
décadas de 1950 e 1960. Korpassy e Mosonyi (1950) verificaram que o tratamento de ratos, via
parenteral, com diferentes doses de AT induz ao aparecimeto de cirrose e cancer de figado. Sua
atividade tumoral foi comparavel ao efeito promotor de potentes agentes carcinogénicos. Todavia,
este efeito restringe-se ao tratamento parenteral, uma vez que a administragao via oral nao induziu
nenhum tipo lesdo carcinogénica. Além disto, quando foram analisadas as potencialidades de
extratos de taninos quanto a indugio de tumores em ratos ¢ camundongos, observou-se que os
taninos hidrolisados, entre eles o AT, sido capazes de induzir tumores hepaticos, bem como
pequenos focos de metaplasia mieldide com hipercelularidade da medula dssea (Kirby, 1960;

Korpassy, 1961).

As evidéncias experimentais demonstrando a atividade mutagénica ou clastogénica do
AT sao bastante restritas. Dentro deste contexto, Stich ¢ Dunn (1986) demonstraram que o AT ¢
capaz de induzir aberragoes cromatidicas, translocagdes e microntcleos em células de mamiferos.
Recentemente, Knasmiiller et al. (1992) observaram que o AT ¢ capaz de induzir lesdes
clastogénicas detectadas atraves de microntcleos em Tradescantia. Um nico trabalho, utilizando
D. melanogaster relata que o tratamento de larvas - em diversos estagios de desenvolvimento - via
alimentagao com diferentes concentragoes de AT induz mutagdes génicas e delegoes, bem como

eventos recombinacionais mitoticos em células somaticas do olho (Szakmary e Knasmiiller, 1991).

Esta aparente contradi¢do, no que se refere a agdo do AT sobre o DNA celular, comegou
a ser recentemente explicada por Makkar e Becker (1993). Estes autores testaram o AT
provenienté de cinco diferentes fontes comerciais - Merck, Sigma, Aldrich, Fluka e Apin - com
relagao ao potencial redutor, complexagio de metais e trés ensaios de precipitagio de proteinas.
Os diversos acidos tanicos comportaram-se diferentemente em  relagio as abordagens
experimentais utilizadas,sugerindo que os acidos tanicos provenientes dos diversos laboratorios
apresentam diferentes proporgdes e tipos de niicleos de taninos - que alteram as propriedades
fisico- quimicas dos preparados de AT, o que pode influenciar a sua resposta aos testes

biologicos.

Cabe ainda ressaltar que os dados apresentados nesta dissertagdo, juntamente com os
obtidos em nosso laboratorio, referem-se a atividade do AT oriundo de uma mesma fonte de

origem (Vetec Quimica Ltda.). A despeito disto ele pode atuar através de mecanismos multiplos e,
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dependendo da etapa em que interfere, os resultados podem ser contraditorios. Assim, o AT da
Vetec pode exercer um efeito modulador, ser inefetivo ou co-mutagénico. Esta multiplicidade de
resposta depende da metodologia de tratamento utilizada - dose e seqiiéncia de administragio -

bem como do tipo de célula alvo e da lesdo que esta sendo analisada.

E, pois, importante ressaltar que a anticarcinogenicidade e antimutagenicidade do AT
nao deve ser generalizada, e que as suas propriedades benéficas devem ser reavaliadas a luz destes

novos conhecimentos.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho nos investigamos o possivel efeito desmutagénico do AT, através da
utilizagdo do teste para a detecgdo de mutagio e recombinagio somatica (SMART) em
Drosophila melanogaster. Foi investigado o potencial modulador deste composto fendlico sobre
as lesdes que ocorrem espontaneamente e sobre os efeitos genotoxicos dos agentes alquilantes:
monofuncional MMS ¢ bifuncional MMC. A nossa metodologia de trabalho empregou o sistema
de co-tratamento, que permite obter resultados sobre agentes moduladores que atuam como

desmutagénicos de agio extracelular. Esta avaliagdo demonstrou que:

(i) o AT nao exerceu nenhum efeito protetor sobre as lesoes espontineas que conduzem a eventos

genéticos relacionados com mutagio génica, aberragido cromossomica e recombinagdo mitotica.

(ii) o AT causou uma diminuigao estatisticamente significante sobre o efeito genotoxico do MMS,
especialmente no que sc refere aos eventos relacionados com mutagio génica e aberragoes
cromossomicas. Entretanto, a acao moduladora do AT ¢ dependente de uma relagao direta entre

dose do mutagénico (MMS) ¢ concentragiao do modulador (A'T).

(iii) o AT atuou como um modulador da atividade genotoxica da MMC (0,025 mM) , reduzindo a
indugdo de mutagio, aberragio cromossomica ¢ recombinagao mitotica. Adicionalmente,
observamos que o AT ¢ também capaz de interferir sobre o efeito citotoxico da MMC - expresso

pela alta sobrevivéncia larva-adulto observada nos co-tratamentos em relagdo ao controle positivo
(MMC, 0,1 mM).

Assim, o conjunto destes resultados evidencia que o AT ¢capaz de exercer um efeito
desmutagénico extracelular que se reflete, tanto sobre a agio citotoxica da MMC, como sobre a
atividade genotoxica da MMC ¢ do MMS. Considerando que ambos os agentes genotoxicos,
utilizados em nossos experimentos, sio mutagénicos quimicos de agdo direta, os resultados
obtidos no presente estudo sugerem que a a¢do moduladora do AT esta relacionada com a sua
interagdo com os sitios reativos da MMC ou do MMS, impedindo que eles reajam com o DNA

das células dos discos imaginais, que irdo originar as asas dos adultos com seus pélos ou tricomas.
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