3° cOLOQUIO ULBRA DE EXTENSAO, PESQUISA E ENSINO =
3° ENCONTRO ULBRA DE BOLSISTAS CNPq E FAPERGS | ' -

Atividade modulatdria de bactérias acido laticas sobre os danos genéticos induzidos pelo etil-metano-sulfonato

1.3.4Renata Schitts Lemos; 2Renata C. de Almeida; “*Vanessa de Souza Bizarro; 'Rafael R. Dihl e "Mauricio Lehmann

'Laboratorio de Toxicidade Genética (TOXIGEN), ULBRA Canoas; *Aluna de Doutorado do PPG em Biologia Celular e Molecular Aplicada a Satide (PPGBioSaude);
3Bolsista de IC PIBIC/CNPg-ULBRA; “Aluna do Curso de Biomedicina, ULBRA Canoas. mauriciol@ulbra.br

Introducao

Bactérias acido laticas (BALs) sao microorganismos probidticos autoctones no trato gastrointestinal humano de pessoas saudaveis. Novas perspectivas de estudos relacionados a estes organismos podem
fornecer informacoes para o desenvolvimento de linhagens nao patogénicas e de interesse econémico, uma vez que apresentam uma ampla atividade quimica e probiética. (Ashraf e Shah, 2011).

O presente estudo avaliou a atividade antimutagénica sobre os danos genéticos induzidos pelo etil-metano-sulfonato (EMS) da linhagem LAC104 de Lacfobacillus paracaseri e linhagem CCT 0360 de Lactococcus
/atis. Foi utilizado o teste para a Deteccao de Mutacao e Recombinacao Somatica (SMART) em células somaticas de Drosophila melanogaster em dois sistemas de tratamento, pré- e pos-tratamento.

Teste SMART
Resultados
Tabela 1: Resultados obtidos com a progénie mwh/flr3 apos exposicao cronica de larvas de 3° estadio ao pré-tratamento
com quatro concentracoes de cultura de Lactobacillus paracasei ativas e inativas.
_ Tratamentos Manchas por individuo (no. de manchas) diag. estatistico?
N.de Manchas simples  Manchas simples Total de
LAC 104 EMS moscas pequenas grandes Manchas gémeas Total de manchas manchas mwh¢
(UFC/mL) (MM) (N) (1-2 céls)P (>2 céls)P m=5 m =2 (n)
/ m=2 m=25
~
0 0 60 0,47 (28) 0,08(05) 0,02 (01) 0,57 (34)
Niveis basals de enzimas de 0 5 60 7,45(447)  * 3,62(217) * 1,65(99) * 12,72 (763) _ * 717
metabolizacao citocromo P450 JAr—
i 106 5 60 6,65(399) - 2,85(171) - 1,65(99) - 11,15 (669) - 637
108 5 60 7,00(420) - 3,23(194) - 1,55(93) - 11,78 (707) - 672

1010 S 60 12,52 (751 - 703

Pré-tratamento Pdos-tratamento

Posteriormente, adicao de: Tratamento agudo de 3 h com:

Salina 0,9% EMS 46 mM
aDiagnostico estatistico: *, positivo quando comparado ao controle negativo através do teste binomial condicional; -, negativo quando comparado ao tratamento com EMS
5 mM através do teste binomial condicional e teste U de Mann, Whitney e Wilcoxon (Frei e Wiurgler, 1995); m,fator de multiplicacdo para a avaliacdo de resultados
. significativamente negativos. Niveis de significancia a=B=0,05. PInclui manchas simples flr® raras.cConsiderando mwh para as manchas simples mwh e para gémeas.
BALs: 1019;108;106;10* Salina 0,9%

céls/ml Tabela 2: Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr® e mwh/TM3 do cruzamento padrdo (CP) apds
exposicao aguda de larvas de 3° estadio ao EMS (46 mM), seguida do pos-tratamento com quatro concentracdes de culturas

ativas e inativas de Lactobacillus paracasei, (LAC104), ativas e inativas:

Seguido do tratamento crénico com:

Tratamento crénico de 3 h com: BALS: 1010:108:106:10%

céls/ml i - etico®
EMS 5 mM Tratamentos Manchas por individuo (no. de manchas) diag. estatistico otal de
N. de Manchas Manchas manchas Frequénm? d,e inducao d_e_cl~ones Inibic&o
mo(ilc):as simples simples Manchas Total de mwh¢ (por 10 | clelu)lea(s ﬁ\?(f:)?éwsao (%)"
. A celular)® (n '
1 0 0) EMS LAC 104 pequenas grandes gémeas® manchas (n)
Salina 0,9% Salina 0,9% (mM) (UFC/mL) (1-2 céls)® (2 céls)’ m =5 m =2
m=2 m=5
mwh/flr®
i 0 ) 60 0,70 (42) 0,15 (09) 0,07 (04) 0,92 (55) 55 1,88
46 0 60 3,45(207) * 2,75(165)* 2,50 (150)* 8,70 (522) * 477 16,29 [14,41]
Moscas adultas . fIr*/TM3
PN 0 0 60 0,45 (27) 0,00 (00) 0,45 (27) 23 0,79
i Iy 46 0 59 1,85(109) * 0,85(50) * 2,69 (159) * 159 5,52 [4,74]
K : zo J Ativas
Analise microscopicadas asas | N
i \ 46 10* 60 2,32(139) + 3,20(192)- 1,17 (70) + 6,68 (401) + 344 11,75 [9,87] 31,52
\ 46 10° 60 2,55(153) - 2,93(176)- 1,58 (95) - 7,07 (424) - 372 12,70 [10,82] -
46 10° 60 1,83(110) + 2,60(156)- 1,55 (93) + 5,98 (359) + 323 11,03 [9,15] 36,49
mwh/flr3 46 10 60 2,43(146) - 2,63(158)- 1,65 (99) + 6,72 (403) + 343 11,71 [9,84] 31,75
~ flr’/TM3
Indugao de danos no DNA 46 10* 60 1,32(79) - 0,87 (52) - 2,18 (131) - 131 4,47 [3,69] -
i 46 10° 60 1,08(65) + 0,62 (37) - 1,70 (102) + 102 3,48 [2,70] 43,04
46 10*° 60 1,20(72) + 0,92(55) - 2,12 (127) - 127 4,34 [3,55 -

Manchas com cerdas mutantes
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o — "'“'?_} - = -.\:-\ e e ". < . 2% f—o\. }}. = ' i aDiagnostico estatistico: *, positivo quando comparado ao controle negativo através do teste binomial condicional; +, positivo; -, negativo quando comparado ao tratamento com EMS 5
"._,,...‘—-_z-u‘:“‘_z-‘*/ > ctng R \/‘,/‘: 5T = ,‘9 B mM através do teste binomial condicional e teste U de Mann, Whitney e Wilcoxon (Frei e Wiirgler, 1995); m, fator de multiplicacdo para a avaliacdo de resultados significativamente
T e g "’j;\ - G ;a:__ ““;‘\“’  2E negativos. Niveis de significancia a=p=0,05. PInclui manchas simples flr® raras. ¢Apenas clones mwh podem ser observados nas moscas mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3
. )f;,.,ﬁ‘___) ‘d-‘—\& -_‘."' e ¥V ,’f;"; ndo contém o gene mutante flr3. dConsiderando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas. ¢Calculado de acordo com Frei et al. (1992). {C = 48.000
e S =5 =~ ,—:4‘ ::—’/7' e e il (aproximadamente o nimero de células analisadas por mosca). 9Valores entre colchetes representam as frequéncias de manchas induzidas corrigidas pela incidéncia espontanea estimada a

partir dos controles negativos. "Calculado de acordo com Abraham (1994): % de inibicdo quando comparado ao tratamento com EMS 46 mM = [(mutageno sozinho — genotoxina mais LAC

Manc h as s im p | es 104) / genotoxina sozinha] x 100.

pequenas (MSP) e
grandes (MSG)

4 \ g

Manchas gémeas
(MG) Tabela 3: Resultados obtidos com a progénie mwh/flr3 apds exposicéo cronica de larvas de 3° estadio ao pré-tratamento

e pos-tratamento com quatro concentracoes de Lactococcus lactis ativas e inativas.

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

Tratamentos
N ANt 3 i N Total de
Mutacao gencha, gberragao Recompl_nagao N. de Manchas simples  Manchas simples oeee
cromossomicae mitotica moscas pequenas grandes Manchas gémeas Total de manchas mwhe¢
) N L. CCT 0360 EMS (N) (1-2 céls)P (>2 céls)P m=>5 m =2 (n)
recombinacdo mitética (UFC/mL) (MM) i g
Discussao
0 0 50 0,88(44) 0,06 (03) 0,00 (00) 0,94 (47)
Os resultados obtidos no presente estudo mostram que a linhagem LAC 104 de Lactobacillus 0 5 50 826(413)  * 274(137) * 1,32 (66) 12,32 (616) 538
paracasei ndo apresentou atividade antigenotoxica quando avaliada no protocolo de co-tratamento Ativas
sobre os danos geneéticos induzidos pelo EMS (Tabela 1), ao mesmo tempo em que foi capaz de reduzir 10 5 50 7,76(388) - 2,82(141) - 1,22 (61) 11,80 (590) 537
a genotoxicidade do mutageno no protocolo de pds-tratamento (Tabela 2). Adicionalmente, através da 108 5 50 8,06(403) - 2,02(146) - 1,42 (71) 12,40 (620) 581
comparacao dos gendtipos mwh/flr? e mwh/TM3, verificou-se também que esta acéo protetora ocorreu 108 5 50 8,76(438) - 2,08(149) - 1,50 (75) 13,24 (662) 610
principalmente sobre os danos originados por mutacédo génica e/ou cromossomica (Tabela 2). Por outro 1010 5 50 702(351)  + 254(127) - 1,70 (85 11.26 (563 529

lado a linhagem CCT 0360 de Lactococcus lactis ndo apresentou efeito modulador sobre os danos
induzidos pelo EMS tanto no protocolo de pré-tratamento como no pos-tratamento (Tabela 3).

Além de observar o efeito antimutagénico da bactéria Lactobacillus paracasei, o presente estudo
guantificou sua acao protetora quanto a origem dos danos genéticos. Esta avaliacao permitiu observar
gue o efeito protetor difere entre as bactérias ativas e inativas. Enquanto nas primeiras a reducao dos
danos de origem recombinacional e mutacional ocorreu em propor¢cbes semelhantes, nas bactérias
inativas a reducao ocorreu principalmente nos danos originados por mutagcdo génica ou cromossomica.
Além disso, o efeito protetor da linhagem LAC 104 foi observado apenas no protocolo de pdés-
tratamento, indicando um possivel efeito sobre os mecanismos de reparacao do DNA. Neste sentido, 0
EMS, utilizado como indutor de danos no DNA, € um agente alquilante monofuncional capaz de doar
grupos etil a sitios nucleofilicos reativos no DNA (Zhang et al., 2001), formando especificamente O6-
etilguaninas e N-etilacdes responsaveis por mutacoes do tipo transicoes A>T (Davies et al., 1995),
corrigidas preferencialmente pelos mecanismos de reparo por excisdao de bases e de nucleotideos,
aléem do mecanismo de reparacao translesdo (Bilbao et al.,, 2002). Assim, € possivel que o efeito
protetor da linhagem LAC 104 possa estar associado com o0 aumento de atividades destes mecanismos
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POS-TRATAMENTO

0 0 50 0,76(38) 0,10(05) 0,04 (02) 0,90 (45)
0 46 50 3,06(153) * 2,66(133) * 1,62 (81) * 7,34 (367) 330
Ativas
104 46 50 3,40(170) - 3,00(150) - 2,12 (106) - 8,52 (426) 364
1068 46 50 2,46 (123) - 3,20(160) - 1,50 (75) - 7,16 (358) 295
108 46 50 3,76(188) - 2,70(135) - 2,22 (111) - 8,68 (434) 388
1010 46 50 3,14 (157 - 2,64(132 - 1,44 (72 - 7,22 (361 305

aDiagnostico estatistico: *, positivo quando comparado ao controle negativo através do teste binomial condicional,
através do teste binomial condicional e teste U de Mann, Whitney e Wilcoxon (Frei e Wirgler, 1995); m,fator de multiplicacdo para a avaliacdo de resultados significativamente
negativos. Niveis de significancia a=B=0,05. PInclui manchas simples flr3 raras.cConsiderando mwh para as manchas simples mwh e para gémeas.

-, negativo quando comparado ao tratamento com EMS 5 mM



