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Introdugao

O &cido clorogénico integra o grupo dos fenois antioxidantes e atua em diversos sistemas biolégicos, sendo associados a atividades antitumoral, analgésica, antimicrobiana, antioxidante, antiaterosclerose e antidiabetes (Kremr et al.,
2016). Este polifenol além de ser abundante no café, pode ser encontrado ainda na erva mate, bem como na ameixa, maca e na batata (Kremr et al., 2016). A sua isomeria encontra-se na posicao 3 € denominado de acido 3-O-cafeoilquinico
(3-ACQ); se a isomeria situar-se na posicao 4, este € especificado como acido 4-O-cafeoilquinico (4-ACQ); ja a isomeria na posicdo 5 denomina-o como acido 5-O-cafeoilquinico (5-ACQ), conforme nomenclatura sistematizada pela

International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) (Kremr et al., 2016).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimutagénica dos acidos clorogénicos 3-ACQ e 5-ACQ sobre os danos genéticos induzidos pelo etil-metano-sulfonato (EMS) e pela 4-nitroquinoleina-1-oxido (4NQO)

atraves do teste para deteccdo de Mutacdo e Recombinacao Somatica (SMART) em D. melanogaster.
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Resultados

Tabela 1. Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr3 do cruzamento padrao apds exposicao crénica de larvas de 3°
estagio ao 3-ACQ e 5-ACQ e ao co-tratamento do 3-ACQ e 5-ACQ com EMS.

Manchas por individuo (n°® de manchas) diag. estatistico®

: : Total de
. Mancha mple Mancha mple
N.de > SImpies > SImpies Manchas Total de Manchas
Tratamento? moscas peguenas grandes ~
) ) gémeas Manchas mwhd
(N) (1-2 céls)© (>2 céls)c m=E M =9
m=2 m=5 B B (n)
CN 60 0,50 (30) 0,10 (06) 0,03 (02) 0,63 (38) 38
EMS 5 mM 60 55,82 (3349) * 19,17 (1150) * 10,93 (656) * 85,92 (5155) * 4986
3-ACQ EMS
um) (mM)
200 5 60 53,95 (3237) - 19,02 (1141) - 12,70 (762) - 85,67 (5140) - 4935
400 5 60 51,13 (3068) - 18,82 (1129) - 11,25 (675) - 81,20 (4872) - 4632
800 5 60 47,27 (2836) - 17,97 (1078) - 11,05 (663) - 76,28 (4577) - 4343
5-ACQ EMS
um) (mM)
200 5 60 54,45 (3267) - 17,58 (1055) - 10,05 (603) - 82,08 (4925) - 4722
400 5 60 51,28 (3077) - 18,32 (1099) - 10,92 (655) - 80,52 (4831) - 4622
800 5 60 58,00 (3480) - 19,73 (1184) - 11,07 (664) - 88,80 (5328) - 5095

aCN: controle negativo, agua destilada e deionizada. PDiagnéstico estatistico: *, positivo; quando comparado ao CN através do teste binomial condicional.; -, negativo quando
comparado ao tratamento com EMS 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=p=0,05. cInclui manchas simples flr® raras. 9Considerando os clones mwh para as manchas
simples mwh e para as manchas gémeas.

Tabela 2. Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr3 do cruzamento padrao (CP) ap6s exposicdo aguda de larvas
de 3° estadio ao tratamento com EMS (46 mM) seguido do pds-tratamento com trés concentragdes de 3-ACQ e 5-ACQ.

Manchas por individuo (n° de manchas) diag. estatistico®
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Total de
N.d Manch impl Manch impl
© anchas simpies anchas simpies Manchas Total de Manchas
Tratamento? mMOoScas pequenas grandes n
} ) gémeas Manchas mwh¢?
(N) (1-2 céls)e (>2 céels)c
m=>5 m=2 (n)
m=2 m =25
CN 60 0,43 (26) 0,08 (05) 0,03 (02) 0,55 (33) 33
EMS 46 mM 60 7,12 (427) * 7,88 (473) * 6,75 (405) * 21,75 (1305) * 1151
3-ACQ EMS
(M) (mM)
200 46 60 9,15 (549) - 7,18  (431) - 6,02 (361) - 22,35 (1341) - 1199
400 46 60 9,37 (562) - 6,90 (414) - 6,15 (369) - 22,42  (1345) - 1236
800 46 60 8,45 (507) - 6,77 (406) - 2,25 (315) - 20,47 (1228) - 1115
5-ACQ EMS
(M)  (mM)
200 46 60 8,80 (528) - 7,02 (421) - 6,10 (366) - 21,92  (1315) - 1196
400 46 60 9,53 (572) - 8,25  (495) - 6,73  (404) - 2452  (1471) - 1323
800 46 60 7,62  (457) - 6,85  (411) - 590 (354) - 20,37 (1222) - 1072
aCN: controle negativo, dgua destilada e deionizada. PDiagnéstico estatistico: *, positivo quando comparado ao CN através do teste binomial condicional. -, negativo quando

comparado ao tratamento com EMS 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=3=0,05. ¢Inclui manchas simples fIr® raras. 9Considerando os clones mwh para as manchas
simples mwh e para as manchas gémeas.

Tabela 3. Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr® do cruzamento padrédo (CP) apds exposicao crénica de
larvas de 3° estagio ao co-tratamento do 3-ACQ e 5-ACQ com 4NQO.

Manchas por individuo (n° de manchas) diag. estatistico®

pequenas (MSP) e
grandes (MSG)

) 4

Mutac&o génica, aberracéo

cromossOmicae

(MG)

A 4

Recombinacao
mitotica

recombinacao mitotica

Discussao

Os dois compostos ndo apresentaram atividade modulatoria sobre os danos induzidos pelo EMS tanto no
protocolo de co-tratamento como no pos-tratamento (Tabelas 1 e 2). Nao foram observadas diferencas significativas
na frequéncia de todos os tipos de manchas nas trés concentracoes avaliadas.

Os resultados parciais referentes a investigacdo da atividade antimutagénica do 3-ACQ e 5-ACQ sobre os danos
induzidos pelo mutageno 4NQO estao descritos nas Tabelas 3 e 4.

No protocolo de co-tratamento o 3-ACQ reduziu a frequéncia total de manchas apenas na concentracdo de 400
UM (Tabela 3), quando comparado ao tratamento como 0 4NQO isolado. Nesta concentracao também houve reducéao
significativa na frequéncia de manchas simples pequenas e grandes. Apesar da reducéo observada na frequéncia de
manchas simples pequenas na concentracao de 800 uM, ndo houve alteracao no total de manchas, que € utilizado
como parametro para a analise final do potencial modulador. Por outro lado, o 5-ACQ reduziu a frequéncia total de
manchas em relacdo ao tratamento com 4NQO em todas as concentracdes utilizadas (Tabela 3). Decréscimos
significativos também foram observados nas manchas simples pequenas e grandes na concentracao de 400 uM.

No protocolo de pos-tratamento, ndo foram observadas alteracOes significativas nas frequéncias de todos os
tipos de manchas quando se comparou o pos-tratamento de 3-ACQ ou 5-ACQ com o 4NQO isolado, com excecao
das manchas gémeas na concentracao de 400 uM (Tabela 4).

Tendo em vista estas diferencas, principalmente envolvendo o fato de que apenas 0 4NQO produz danos no DNA
causados por lesdes oxidativas, acredita-se que os resultados relacionados a protecdo de ambos os &cidos
clorogénicos estejam associados a sua acdo antioxidante, amplamente descrita na literatura (Aseervatham et al.,
2016; Gul et al., 2016).
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. : Total de
N. de Manchas simples Manchas simples
Manchas Total de Manchas
Tratamento? moscas pequenas grandes .
) , gémeas Manchas mwh¢d
(N) (1-2 céls)© (>2 céls)° m=t — 5 ")
m=2 m=5 B m=
CN 30 0,40 (12) 0,13 (04) 0,00 (00) 0,53(16) 16
ANQO 2 mM 30 1,10(33) + 0,97(29) + 0,43(13) + 2,50(75) + 70
3-ACQ  4NQO
(M) (mM)
200 2 30 0,77 (23) - 0,90 (27) - 0,60(18) - 2,27 (68) - 66
400 2 30 0,67 (20) + 0,47 (14) + 0,40(12) - 1,53(46) + 44
800 2 30 0,60(18) + 0,90 (27) - 0,40(12) - 1,90 (57) - 53
5-ACQ  4NQO
(M) (mM)
200 2 30 0,93(28) - 0,47 (14) + 0,30(09) - 1,70(51) + 59
400 2 30 0,47(14) + 0,60(18) + 0,63(19) - 1,70(51) + 49
800 2 30 0,87 (26) - 0,73(22) - 0,17(05) - 1,77 (53) + 48

aCN: controle negativo, etanol 5% + Tween 80 5%. PDiagndstico estatistico: *, positivo; #, negativo quando comparado ao CN através do teste binomial condicional. +,
positivo; -, negativo quando comparado ao tratamento com 4NQO através do teste binomial condicional e teste U de Mann, Whitney e Wilcoxon (Frei e Wurgler, 1995); m,
fator de multiplicacédo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a=p=0,05. cInclui manchas simples flr® raras. Considerando os
clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

Tabela 4. Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr® do cruzamento padréao (CP) ap6s exposicdo aguda de
larvas de 3° estadio ao tratamento com 4NQO (30 mM) seguido do pés-tratamento com trés concentracdes de 3-ACQ e 5-ACQ.

Manchas por individuo (n°® de manchas) diag. estatistico®

Tratamento? N. de moscas Manchas simples Manchas;imples Manchas Total de h;;):,ilhdai
m=2 m=5 m=> m=2
CN 30 0,40 (12 0,00  (00) 0,03  (01) 0,43 (13) 13
4NQO 30 mM 14 0,36  (05) * 079 (11) * 129 (18) * 2,43(34) * 31
3-ACQ ANQO
(LM) (mM)
200 30 26 0,69 (18) - 1,12 (290 - 0,81 (21) - 2,62(68) - 60
400 30 21 0,67 (14) - 071 (15 - 0,76  (16) - 2,14 (45) - 40
800 30 24 054 (13) - 075 (18) - 058 (14) - 1,88 (45) - 37
5-ACQ ANQO
(LM) (mMM)
200 30 15 0,07 (01) - 067 (100 - 060 (09) - 1,33(20) - 16
400 30 24 0,58  (14) - 067 (16) - 050 (12) + 1,75(42) - 39
800 30 28 0,71  (20) - 1,18 (33) - 093 (26) - 2,82(79) - 70

aCN: controle negativo, etanol 5% + Tween 80 5%. PDiagndstico estatistico: *, positivo; #, negativo quando comparado ao CN através do teste binomial condicional. +,
positivo; -, negativo quando comparado ao tratamento com 4NQO através do teste binomial condicional e teste U de Mann, Whitney e Wilcoxon (Frei e Wurgler, 1995); m,
fator de multiplicacdo para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a=B=0,05. ¢Inclui manchas simples flr® raras. 9Considerando os
clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.



