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Resumo

Estudos epidemioldgicos demonstram que o consumo de comidas e bebidas naturais ricas em
compostos fitoquimicos reduzem a incidéncia de cancer e doencas cronico-degenerativas por
serem fontes potenciais de substancias antimutagénicas e anticarcinogénicas. Os acidos
clorogénicos integram o grupo dos fendis antioxidantes e atua em diversos sistemas
bioldgicos, sendo associados a atividades antitumoral, analgésica, antimicrobiana,
antioxidante, antiaterosclerose e antidiabetes Além de abundantes no café, podem ser
encontrados na erva mate, ameixa, maca e na batata. Estes compostos integram o grupo dos
fendis antioxidantes e atuam em diversos sistemas biologicos, sendo associados a atividades
antitumoral, analgésica, antimicrobiana, antioxidante, antiaterosclerose e antidiabetes. O
presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade mutagénica e antimutagénica dos
acidos clorogénicos 3-O-cafeoilquinico (3-ACQ) e 5-O-cafeoilquinico (5-ACQ) através do
teste para deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART) em D. melanogaster.
Para avaliacdo da atividade antimutagénica foram utilizados os protocolos de co- e pos-
tratamento. Os resultados obtidos até o presente momento mostram que: (i) o0 3-ACQ e 0 5-
ACQ néo exerceram atividade mutagénica nas concentracdes testadas (200, 400 e 800 uM);
(ii) reduziram significativamente a atividade genotoxica do EMS (5 mM) no protocolo de co-
tratamento nas concentracfes de 200 e 800 M, assim como (iii) foram capazes de reduzir a
frequéncia de danos genéticos induzidos pelo EMS (46 mM) no sistema de pds-tratamento
nas trés concentracfes utilizadas. Os resultados, ainda que preliminares, apontam para um
efeito protetor dos acidos clorogénicos 3-ACQ e 5-ACQ sobre danos quimicos induzidos no
DNA e que esta protecdo pode estar associada ndo apenas com a atividade antioxidante, ja
descrita na literatura cientifica, mas também com a potencializacdo dos mecanismos de
reparacao do DNA.
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INTRODUCAO

Acido clorogénico é a nomenclatura utilizada para identificar o grupo de ésteres mais
abundantes contidos na dieta humana. Eles sdo formados a partir da reacdo de esterificacao
entre compostos fendlicos denominados é&cidos transcindmicos (p-cumarico, ferulico e
cafeico) com o &cido quinico (acido 1,3,4,5-tetrahidroxiciclohexano carboxilico) (MILLS et
al., 2013).

O écido clorogénico integra o grupo dos fendis antioxidantes e atua em diversos
sistemas bioldgicos, sendo associados a atividades antitumoral, analgésica, antimicrobiana,
antioxidante, antiaterosclerose e antidiabetes (BURRIS, 2012; MILLS et al., 2013). Este
polifenol, além de ser abundante no café, pode ser encontrado ainda na erva mate, bem como
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na ameixa, macd e na batata (CAI et al., 2014; KAULMANN et al., 2014; ZAWIRSKA-
WOJTASIAK et al., 2014).

Embora muitos estudos apontem para os efeitos antioxidantes e antigenotdxicos dos
compostos fendlicos, pouco se sabe sobre a capacidade moduladora dos polifendis sobre a
inducdo de danos genéticos, especialmente a recombinacdo mitdtica. Soma-se a isto a
variedade de resultados controversos descritos, seja em relagéo ao efeito antimutagénico ou
mutagénico destes compostos naturais encontrados em uma grande variedade de alimentos
consumidos pela populagdo humana, especialmente o café . Neste sentido, o presente estudo
investigou a atividade antimutagénica dos acidos clorogénicos 3-ACQ e 5-ACQ sobre os
danos induzidos pelo mutageno etilmetanossulfonato (EMS), através do teste para deteccéo de
Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART) em D. melanogaster.

METODOLOGIA

O teste SMART foi utilizado conforme descrito em Andrade; Lehmann e Reguly
(2004). Foi empregado o cruzamento padrao, com fémeas de D. melanogaster da linhagem
flr'e machos da linhagem mwh. Com o objetivo de avaliar a antimutagenicidade dos 4cidos
clorogénicos foram utilizados dois protocolos de tratamento:

- Co-tratamento, onde as larvas coletadas do meio de ovoposi¢ao foram submetidas ao
tratamento cronico no qual quatro grupos de tratamento foram utilizados: controle negativo
(agua destilada e deionizada); controle positivo (EMS 5 mM); trés diferentes concentragdes
de 3-ACQ e 5-ACQ (200, 400 e 800 M) combinadas com as genotoxinas.

— Poés-tratamento: as larvas coletadas dos meios de ovoposi¢do foram, inicialmente,
submetidas ao tratamento agudo por um periodo de 3 h (EMS) onde quatro grupos de
tratamento foram utilizados: (i) 4gua destilada 6 h; (ii)) EMS 46 mM (3 h). Posteriormente,
estas larvas foram lavadas com dgua e pds-tratadas com: (i) 4gua destilada e deionizada; (ii)
trés diferentes concentracdes de 3-ACQ e 5-ACQ (200, 400 e 800 uM).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos até o presente momento mostram, inicialmente, que o 3-ACQ e
0 5-ACQ sdo destituidos de atividade mutagénica nas concentracdes testadas (200, 400 e 800
uM) (Tabela 1).

A andlise dos dados sobre a atividade antimutagéncia mostrou que ambos 0s
compostos reduziram significativamente a atividade genotdxica do EMS (5 mM) no protocolo
de co-tratamento nas concentracdes de 200 e 800 uM (Tabela 2), assim como foram capazes
de reduzir a frequéncia de danos genéticos induzidos pelo EMS (46 mM) no sistema de pds-
tratamento nas duas concentragdes mais altas utilizadas (Tabela 3).

Ainda que preliminares, os dados apontam para um efeito protetor dos acidos
clorogénicos 3-ACQ e 5-ACQ sobre danos quimicos induzidos no DNA e que esta protecao
pode estar associada ndo apenas com a atividade antioxidante, ja descrita na literatura
cientifica (JI et al., 2013; BHATTACHARYYA et al., 2014; XU et al., 2014), mas também
com a potencializagdo dos mecanismos de reparacdo do DNA, tendo em vista os efeitos
observados no sistema de pés-tratamento, no qual os &cidos clorogénicos foram adicionados
apos a inducdo dos danos genéticos. Além disso, verificou-se neste cruzamento que o efeito
protetor foi bastante evidenciado nas manchas gémeas (Tabela 3), 0 que caracteriza atividade
antirrecombinogénica, visto que este tipo de mancha é originado exclusivamente por eventos
recombinacionais.

Apesar da auséncia de dados na literatura cientifica sobre a atividade
mutagénica/antimutagénica do 3-ACQ, alguns estudos prévios mostram que o 5-ACQ néo
apresentou atividade mutagénica, ao mesmo tempo que reduziu a atividade mutagénica da 4-
nitroquinoleina-1-6xido (4NQO) quando avaliado através do teste de micronucleos em células



pré-mielociticas humanas HL-60 (ABRAHAM et al., 2007). Utilizando a mesma metodologia
utilizada no presente estudo, o teste SMART, Sortibran et al. (2011) demonstraram que o0 5-
ACQ ndo é mutagénico e ndo foi capaz de reduzir os danos induzidos pelo paraquat, um
agente indutor de danos oxidativos no DNA.

Tabela 1: Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr® do cruzamento padréo
apos exposicdo cronica de larvas de 3° estagio aos compostos 3-ACQ e 5-ACQ nas diferentes
concentragoes.

Genoétipos N° de Manchas por individuo (n° de manchas ) diag. estatistico® Total
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(mM) (N)  (1-2céls) (>2 céls)” mwh®
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
5-ACQ
Controle negativo 30 0,63 (19) 0,10 (03) 0,07 (02) 0,80 (24) 24
5-ACQ 200 uM 30 0,97 (29) i 0,17 (05) i 0,03 (01) - 1,17 (35) i 35
5-ACQ 400 uM 30 0,50 (15) - 0,10 (03) - 0,03 (01) - 0,63 (19) - 19
5-ACQ 800 uM 30 0,70 (21) - 0,03 (01) - 0,00 (00) - 0,73 (22) - 22
3-ACQ
Controle negativo 30 0,63 (19) 0,10 (03) 0,07 (02) 0,80 (24) 24
3-ACQ 200 uM 30 0,37 (11) - 0,03 (01) - 0,03 (01) - 0,43 (13) - 13
3-ACQ 400 uM 30 0,43 (13) - 0,00 (00) - 0,10 (03) i 0,53 (16) - 16
3-ACQ 800 uM 30 0,50 (15) - 0,10 (03) - 0,00 (00) i 0,60 (18) - 18

®Diagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; —, negativo; i, inconclusivo, quando
comparado ao controle negativo. °Incluindo manchas simples flr3 raras. “Foram considerados apenas os clones
mwh das manchas simples mwh e das manchas gémeas.

Tabela 2: Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr3 do cruzamento padréao
apos exposicao cronica de larvas de 3° estagio ao co-tratamento do 3-ACQ e 5-ACQ com EMS
(5 mM).

Genotipos N°de Manchas por individuo (n° de manchas ) diag. estatistico® Total
e Conc. moscas MSP MSG MG ™ manchas
(mM) (N) (1-2 céls)® 2 céls)’ mwh®
m =2 m =5 m =5 m =2 (n)
5-ACQ
Controle negativo 30 0,63 (19) 0,10 (03) 0,07 (02) 0,80 (24) 24
EMS 5 mM 30 58,63 (1759) * 20,20 (606) * 10,30 (309) * 89,13 (2674) * 2589
EMS 5mM +5-ACQ 200 uM 30 55,10 (1653) f+ 19,27 (578) - 10,63 (319) - 85,00 (2550) f+ 2442
EMS 5mM +5-ACQ400uM 30 58,97 (1769) - 19,80 (594) - 10,63 (319) - 89,40 (2682) - 2579
EMS 5 mM +5-ACQ 800 uM 30 53,37 (1601) f+ 18,57 (557) - 9,90 (297) - 81,83 (2455) f+ 2331
3-ACQ
Controle negativo 30 0,63 (19) 0,10 (03) 0,07 (02) 0,80 (24) 24
EMS 5 mM 30 58,63 (1759) * 20,20 (606) * 10,30 (309) * 89,13 (2674) * 2589
EMS 5mM +3-ACQ 200 uM 30 53,07 (1592) f+ 16,60 (498) f+ 10,00 (300) - 79,67 (2390) f+ 2305
EMS 5mM +3-ACQ400uM 30 54,47 (1634) f+ 20,57 (617) - 11,13 (334) - 86,17 (2585) - 2460
EMS 5 mM +3-ACQ 800 uM 30 44,23 (1327) f+ 20,40 (612) - 13,03 (391) f+ 77,67 (2330) f+ 2197

®Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): *, positivo quando comparado ao controle negativo;
—, negativo; f+, fraco-positivo; +, positivo, quando comparado ao tratamento com EMS 5 mM, P < 0.05. "Incluindo
manchas simples flr3 raras. “Foram considerados apenas os clones mwh das manchas simples mwh e das manchas

gémeas.



Tabela 3: Resultados obtidos no teste SMARTcom a progénie mwh/flr® do cruzamento padréo
apos exposicdo aguda (3 h) de larvas de 3° estagio ao mutageno EMS (46 mM), seguida do
pés-tratamento com trés concentracdes de 3-ACQ e 5-ACQ.

Genaotipos N°de Manchas por individuo (n° de manchas ) diag. estatistico?® Total
e Conc. moscas. MSP MSG MG ™ manchas
(mM) (N) (1-2 céls)’ (>2 céls) mwh®
m =2 m =5 m =5 m =2 (n)
5-ACQ
Controle negativo 30 0,40 (12) 0,03 (01) 0,03 (01) 0,47 (14) 14
EMS 46 mM 30 3,63 (109) * 5,93 (178) * 5,17 (155) * 14,73 (442) * 384
EMS 46 mM +5-ACQ200uM 30 5,83 (175) f+ 4,67 (140) f+ 3,77 (113) f+ 14,27 (428) - 397
EMS 46 mM +5-ACQ400uM 30 5,70 (171) f+ 3,57 (107) + 3,33 (100) f+ 12,60 (378) f+ 344
EMS 46 mM +5-ACQ800uM 30 4,17 (125) - 3,60 (108) + 2,57 (77) + 10,33 (310) f+ 275
3-ACQ
Controle negativo 30 0,40 (12) 0,03 (01) 0,03 (01) 0,47 (14) 14
EMS 46 mM 30 3,63 (109) * 5,93 (178) * 5,17 (155) * 14,73 (442) * 384
EMS 46 mM + 3-ACQ200uM 30 6,90 (207) + 4,03 (121) f+ 2,87 (86) + 13,80 (414) - 384
EMS 46 mM + 3-ACQ400uM 30 5,67 (170) f+ 3,87 (116) f+ 3,53 (106) f+ 13,07 (392) f+ 361
EMS 46 mM + 3-ACQ 800 uM 30 5,40 (162) f+ 3,13 (94) + 2,97 (89) + 11,50 (345) f+ 313

®Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): *, positivo quando comparado ao controle negativo;
—, negativo; f+, fraco-positivo; +, positivo, quando comparado ao tratamento com EMS 46 mM, P < 0.05.
®Incluindo manchas simples flr® raras. “Foram considerados apenas os clones mwh das manchas simples mwh e das
manchas gémeas.

CONSIDERACOES FINAIS

Ainda que preliminares, os dados do presente estudo apontam para um efeito protetor
dos acidos clorogénicos 3-ACQ e 5-ACQ sobre danos quimicos induzidos no DNA pelo EMS
e que o efeito modulador ocorreu nos protocolos de co- e pdstratamento.
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