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RESUMO

Estudos cientificos mostram que o consumo do resveratrol (RES) e/ou de alimentos que o
contém esta associado com melhorias nas condi¢des de satude, relacionados com uma ampla
variedade de atividades bioldgicas. Entretanto, os estudos que envolvem a sua atividade
antimutagénica vém apresentando resultados conflitantes. Desta forma, o presente estudo avaliou
a antimutagenicidade deste composto sobre os danos genéticos induzidos
pelosmutdgenosetilmetanossulfonato (EMS) e mitomicina C (MMC), através do teste para
deteccdo de mutagdo e recombinag¢do somatica (SMART) em Drosophilamelanogaster. Para
tanto, foram utilizados os protocolos de co-tratamento e pos-tratamento. Os resultados obtidos
mostram que: (i) no co-tratamento, o RES foi capaz de reduziros efeitos toxico-genéticos
induzidos pelo EMS em todas as concentragdes avaliadas, a0 mesmo tempo em que aumentou a
frequéncia de danos genéticos induzidos pela MMC nas concentragdes de 0,04e 0,15mM, e (ii)
no pos-tratamento o RES reduziu a frequéncia de manchas mutantes induzidas pelo EMS apenas
na concentragao de 0,01 e 0,04 mM nado alterou as frequéncias de danos genéticos induzidos pela
MMC. Os resultados obtidos até o presente momento com o teste SMART, indicam que o RES ¢
capaz de atuar como um agente desmutagénico, possivelmente através da sua capacidade
antioxidante, impedindo a indu¢do de danos genéticos, a0 mesmo tempo em que atua como um
agente bioantimutagénico, possivelmente por interferir nos mecanismos de repara¢do que atuam
sobre os danos induzidos pelo EMS. Por outro lado, também age como um agente co-
mutagénico em relagdo a MMC, podendo estar relacionado a acao pro-oxidante.
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INTRODUCAO

O resveratrol (RES) ganhou destaque na literatura cientifica nos ultimos anos, com
resultados referentes a sua atividade biologica. Este composto fendlico ¢ encontrado em pelo
menos 72 espécies de plantas, especialmente em Polygonum cuspidatum. As fontes primarias do
RES na dieta humana sdo o amendoim, manteiga de amendoim, uvas e vinho (DE NISCO et al.,
2013). As pesquisas relacionadas aos efeitos benéficos do vinho na satide confirmam que o vinho
tinto utilizado como suplemento a dieta aumenta a atividade antioxidante, reduz os danos
oxidativos e aumenta a agregacdo plaquetaria. A partir destes estudos afirma-se que o consumo
moderado de vinho reduz os riscos de doengas cardiovasculares (DEL RIO et al., 2013).

Uma série de estudos cientificos mostra que o consumo do RES monomérico e/ou de
alimentos contendo o RES esta associado com melhorias nas condi¢des de saude. Estes
beneficios estdo relacionados com uma ampla variedade de atividades biologicas tais como,
capacidade  antioxidante, antidiabética,  neuroprotetora, cardioprotetora,  atividade
anticarcinogénica e antimutagénica, efeitos antiinflamatérios, propriedade estrogénica e
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antiestrogénica ¢ modulacdo nas vias de transducdo de sinais celulares (TURKEZ E AYDIN,
2013; SAK, 2014).

OBJETIVO

As atividades mutagénicas e antimutagénica deste composto vém apresentando
resultados conflitantes na literatura e com o objetivo de ampliar os dados cientificos sobre o
efeito modulador do RES, este estudo avaliou a atividade antimutagénica deste compostosobre
os danos induzidos pelo etilmetanossulfonato (EMS) e mitomicina C (MMC) utilizando o
protocolo de co- e pds-tratamento com cruzamento padrao, através do teste para a Deteccao de
Mutagdo e Recombinacao Somatica (SMART) em D. melanogaster.

METODOLOGIA

O teste SMART foi empregado de acordo com o descrito em Andrade; Lehmann e
Reguly (2004). Foi utilizado o cruzamento padrdo, com fémeas de D. melanogaster da
linhagem f7’e machos da linhagem mwh. Com o objetivo de avaliar a antimutagenicidade do
RES foram utilizados dois protocolos de tratamento:

- Co-tratamento, onde as larvas coletadas do meio de ovoposi¢ao foram submetidas ao
tratamento crénico no qual quatro grupos de tratamentoforam utilizados: controle negativo
(solugcdo aquosa de etanol a 5%); controle positivo (EMS 5mM MMC 0,05mM); trés
diferentes concentra¢des de RES (0,01; 0,04 ¢ 0,15 mM) combinadas com as genotoxinas.

— Pos-tratamento: as larvas coletadas dos meios de ovoposi¢ao foram, inicialmente,
submetidas ao tratamento agudo por um periodo de 3 h (EMS) ou 6 h (MMC) onde quatro
grupos de tratamento foram utilizados: (i) d4gua destilada 6 h; (i1) 4gua destilada 3h; (iii) EMS
46mM (3 h); (iv) MMC 0,12 mM (6 h). Posteriormente, estas larvas foram lavadas com agua
e pos-tratadas com: (i) solucdo aquosa etanol 5%; (ii) trés diferentes concentragdes de RES
(0,01; 0,04 ¢ 0,15 mM).

A partir desta metodologia ¢ possivel estudar a atividade antimutagénica de um
composto quimico e associa-la com eventos genotdxicos originados por mutagdo génica e
cromossdmica, assim como recombinacao somatica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados observados a partir da analise do gendtipo transheterozigoto (mwh/flr)
mostram que ono sistema de co-tratamento o RES foi capaz de reduzir, de forma fraco-
positiva, os efeitos toxico-genéticos induzidos pelo EMS em todas as concentragdes
avaliadas. Por outro lado, quando associado @ MMC houve um aumento na frequéncia de
danos nas concentracoes de 0,04 mM e 0,15 mM.

No protocolo de pos-tratamento o RES reduziu de forma fraco-positiva a frequéncia
total de manchas mutantes nas concentragdes de 0,0lmM e 0,04 mM, porém ndo alterou a
frequéncia total de manchas induzidas pela MMC (Tabela 2).

O somatodrio dos resultados encontrados mostra que o RES quando administrado
concomitantemente ao EMS e ap6s a inducao de danos gerados por este mutageno atua como
um agente antimutagénico ao mesmo tempo em que exerce atividade comutagénica na
presenca da MMC apenas quando administrado em conjunto com o mesmo.

Estes resultados corroboram informacgdes prévias descritas na literatura cientifica
relatando que o RES exerce atividade protetora sobre 0 DNA ao mesmo tempo em que
também induz lesGes nesta molécula (GATZ; WIESMULLER, 2008). Através de sua
capacidade de sequestrar radicais livres, 0 RES diminuiu as lesdes oxidativas no DNA in vitro
(CADENAS; BARJA, 1999; QUINCOZES-SANTOS et al., 2010; BISHT et al., 2010;
SIDDIQUI et al., 2010). O RES foi capaz de proteger a linhagem celular ndo tumoral MCF10
de epitélio mamario humano dos danos induzidos no DNA por hidrocarboneto aromatico



policiclico. Este efeito protetor foi associado a supressdo das enzimas citocromo P450 (CYP)
1A1 e CYP1B1, ambas de fase | (LEUNG et al., 2009). Turkez e Aydin (2013) observaram
que o RES ndo induziu aberracGes cromossdmicas e trocas entre cromatides irmas (TCIs) in
vitro em linfécitos humanos ao mesmo tempo em que reduziu a incidéncia destes mesmos
parametros induzidos pelo inseticida permetrina. Mitrut et al. (2009) descrevem o RES como
indutor de micronucleos em células primarias de adenocarcinoma hepatico humano.

Tabela 1: Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr® do cruzamento padréo
apos exposicdo cronica de larvas de 3° estadio ao co-tratamento do RES com EMS e MMC

Manchas por individuo (no. de manchas) diag. estatistico®

Manchas Manchas Total
Tratamentos ' simples ) Manchas Total de  manchas

moscas simples grandes A c

(mM) N) pequenas (>2 céls)” gémeas manchas mwh

(1-2 céls)® . m=5 m=2 (n)

_ m=5
m=2

Controle negativo 60 0,70 (42) 0,12(07) 0,00 (00) 0,82 (49) 49
EMS 5 60 32,08(1925) * 14,03(842) * 7,58 (455)* 53,70 (3222)* 2980
EMS 5+RES 0,01 60 26,92(1615) f+ 10,68(641) f+ 6,47 (388) f+ 44,07 (2644)f+ 2466
EMS 5+RES 0,04 60 27,13(1628) f+ 10,87(652) f+ 5,78 (347) f+ 43,78 (2627)f+ 2423
EMS 5+RES 0,15 60 27,40(1644) f+ 12,77(766) f+ 6,55 (393) f+ 46,72 (2803)f+ 2490
MMC 0,05 60 30,05(1803) * 24,22(1453) * 11,53 (692)* 65,86 (3948)* 3724

MMC 0,05+RES 0,01 60 28,18(1691) f+ 23,17(1390) - 12,63 (758) f+ 63,98 (3839)- 3653
MMC 0,05+RES 0,04 60 35,35(2121) f+ 28,17 (1690) f+ 11,23 (674)- 74,75 (4485)f+ 4074
MMC 0,05+RES 0,15 60 36,90(2214) f+ 27,42 (1645) f+ 11,18 (671)- 75,50 (4530)f+ 4266

Diagnostico estatistico através do teste binomial condicional: *, positivo quando comparado ao controle negativo; -,
negativo; f+, fraco-positivo, quando comparado ao tratamento com EMS 5mM ou MMC 0,05 mM.m, fator de
multiplicacéo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a=p=0,05. ®Inclui
manchas simples flr3 raras. “Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

Através do teste de microndcleos in vivo, Barta et al. (2006) verificaram que o RES
reduziu a atividade clastogénica da aflatoxina (AFB1), do 2-amino-3-metilimidazo[4,5-
flquinolina (IQ) e do N-nitroso-N-metiluréia (MNU). Por outro lado, neste mesmo estudo o
RES ndo interferiu na frequéncia de mutac6es induzidas pelo MNU no teste de Ames.

Matsuoka et al. (2008) verificaram que este composto ndo foi capaz de reduzir o
namero de micronucleos induzidos pelo bromato de potassio, e ndo interferiu sobre TCls
induzidas pela mitomicina C (MMC) em linfdcitos do sangue periférico humano. Além disso,
apresentou alta atividade citostatica na concentragcdo de 100 uM, tanto isoladamente, quanto
em combinagdo com a MMC (STAGOS et al., 2007). No entanto, induziu TCI em cultura de
células pulmonares (CHL) de hamster Chinés (MATSUOKA et al., 2001). Neste mesmo
estudo, este polifenol mostrou-se positivo no teste de micronlcleos, embora ndo tenha
causado nenhuma anormalidade no numero de cromossomos. Ao estudarem o efeito do RES
sobre a mutagenicidade induzida pela bleomicina e H,O, através do teste de Ames na
linhagem TA102 de Salmonella typhimurium, Stagoset al. (2006) observaram que este
composto aumentou o numero de coldnias revertentes induzidas por estas genotoxinas,
engquanto ndo apresentou efeito mutagénico quando administrado isoladamente. Por outro
lado, o RES reduziu os efeitos carcinogénicos de varios compostos através da inibicdo da
enzima CYP1Al (Chunet al., 1999).



Tabela 2: Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr® do cruzamento
padrdo (CP) apos exposicdo aguda de larvas de 3° estadio ao EMS ou MMC, seguida do pos-
tratamento com RES

Manchas por individuo (no. de manchas) diag. estatistico®

Tratamentos N. de Manchas Manchas Total
MOSCas simples simples Manchas Total de manchcasm
(N) pequenas grandes gémeas manchas wh
EMS  RES (1-2 céls)® (>2 céls)" m=5 m=2 (n)
(mM)  (mM) m=2 m=5
0 0 60 0,70(42) 0,13(08) 0,03 (02) 0,87 (52) 33
46 0 60 3,42(205) *  4,22(253) * 2,00 (120) * 9,63 (578) * 448

46 0,01 60  2,83(170) f+ 375(225) - 1,98 (119) - 8,57 (514) f+ 369
46 0,04 60  2,48(149) f+ 3,77(226) - 2,07 (124) - 8,32 (499) f+ 349

46 0,15 60  2,95(177) - 4,03(242) - 1,87 (112) - 8,85 (531) - 383
MMC  RES

(mM)  (mM)

0 0 60  0,72(43) 0,13(08) 0,05 (03) 0,90 (54) 46
0,12 0 60  2,02(121) * 9,82(589) * 3,43 (206) * 15,27 (916) * 668
012 001 60  1,55(93) f+ 9,97(598) - 3,72 (223) - 15,23 (914) - 691
012 0,04 60  1,88(113) - 11,20(672) f+ 2,93 (176) - 16,02 (961) - 717
012 015 60  1,68(101) - 9,98(599) - 3,45 (207) - 15,12 (907) - 714

Diagndstico estatistico através do teste binomial condicional: *, positivo quando comparado ao controle
negativo; -, negativo ou f+, fraco-positivo, quando comparado ao tratamento com EMS 46 mM ou MMC 0,12
mM.m, fator de multiplicacdo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de
significancia a=p=0,05. °Inclui manchas simples flr3 raras. “Considerando os clones mwh para as manchas
simples mwh e para as manchas gémeas.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos com o teste SMART indicam que o RES é capaz de atuar como
um agente desmutagénico, possivelmente através da sua capacidade antioxidante, impedindo
a inducdo de danos genéticos, a0 mesmo tempo em que atua como um agente
bioantimutagénico, potencializando os mecanismos de reparacdo que atuam sobre os danos
induzidos pelo EMS. Por outro lado, é capaz de potencializar os efeitos genotoxicos da MMC
quando co-administrada a esta genotoxina. Este efeito pode ser explicado por uma possivel
interferéncia sobre as enzimas de ativacdo metabdlica envolvidas na bioativacdo ou
detoxificacdo da MMC ou ainda, através de um possivel efeito pré-oxidante, ja descrito na
literatura.
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