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RESUMO

Os flavonoides e compostos fendlicos sdo produtos de origem natural do grupo dos
metabdlitos secundarios abundantes no reino vegetal. Sdo representativos na dieta humana
sendo obtidos através de alimentos como frutas, legumes, verduras e também no ché de ervas,
no vinho e no mel. Tém uma ampla acdo bioldgica envolvendo ndo apenas o papel
nutricional, mas também acdo terapéutica, como efeitos antioxidante, anti-inflamatério,
antimicrobiano, cardiovascular e anticancerigeno. Apesar disso, possiveis efeitos adversos
como acles pro-oxidantes e genotoxicidade também foram documentados. A miricetina
(MIR) é um flavondide comum na dieta humana sendo encontrado em frutas, chas, legumes,
vinho tinto e plantas medicinais. Este composto possui as seguintes atividades biologicas:
antioxidante, antialérgico, antiaterogénico, anti-inflamatoria e antiangiogénica. Desta forma o
presente estudo avaliou a atividade mutagénica e antimutagénica do composto fendlico MIR
através do teste SMART em Drosophila melanogaster. Os resultados preliminares mostram
que a MIR néo exerceu atividade mutagénica nas concentracdes de 12,5; 25; 50 e 100 mg/L,
visto que ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas na frequéncia de danos
genéticos quando comparada ao controle negativo (etanol 5%). Os dados referentes a
atividade antimutagénica no protocolo de pos-tratamento mostram que a MIR reduziu a
frequéncia de danos genéticos induzidos pela genotoxina etil-metano-sulfonato (EMS) apenas
na concentracdo de 25 mg/L, ndo apresentando efeito modulador nas concentracdes de 50 e
100 mg/L. Devido ao reduzido nimero amostral analisado até o presente momento, sdo
necessarios estudos adicionais para a completa caracterizacdo do potencial mutagénico e
antimutagénico da MIR.

Palavras chave: flavonoides; mutacéo; recombinacdo, etil-metano-sulfonato.

INTRODUCAO

Desde meados do século 20 tem se verificado uma tendéncia na industria
farmacéutica: o retorno do interesse por produtos de origem natural. Entre os varios
fitoquimicos presentes nestes produtos, os composto fendlicos tém recebido uma maior
atencdo devido aos seus consideraveis beneficios biolégicos. Evidéncias baseadas em estudos
epidemioldgicos e nutricionais demostraram que 0s compostos fendlicos desempenham um
papel importante na prevencao e tratamento de varias doencas (XIAO et al., 2014).

Os compostos fenolicos tém sido associados com beneficios para a satde derivados do
consumo de elevados niveis de frutas e vegetais. Os efeitos benéficos derivados do consumo
de compostos fendlicos tém sido atribuidos a sua atividade antioxidante. A atividade
antioxidante de compostos fendlicos depende da estrutura, em particular do nimero e
posi¢des dos grupos hidroxila e da natureza das substituicdes nos anéis aromaticos
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(BALASUNDRAM et al, 2006). O mecanismo antioxidante pode incluir acfes preventivas
e/ou de supressdo contra espécies reativas de oxigénio (ERO). O estresse oxidativo provocado
por ERO é uma das principais causas de lesbes celulares em uma variedade de doengas
humanas o que justifica a tendéncia atual de insercéo de dietas ricas em compostos fenolicos
(KANG et al, 2010).

A miricetina (MIR) é um flavondide comum na dieta humana sendo encontrado em
frutas, chés, legumes, vinho tinto e plantas medicinais. A ingestdo diaria de MIR na dieta
ocidental é estimado na faixa entre 0 e 30 mg com um mediana de 10 mg. Ela é encontrada
em abundancia nas espécies Allium cepa, Solanum lycopersicum, Vitis vinifera, Olea europa,
Morus alba, Thea sinesis e Crataegus cuneata. Este composto possui as seguintes atividades
bioldgicas: antioxidante, antialérgico, antiaterogénico, anti-inflamatéria e antiangiogénic
(LLE DING, 2012; JAYAKUMAR et al., 2014).

Assim a utilizagdo de flavondides como novos farmacos disponiveis no mercado
deveria redirecionar-se a estudos que comprovem sua utilizacdo eficiente e segura,
requerendo para isso novas informacGes sobre seus possiveis efeitos adversos,
biodisponibilidade em diferentes formas de administracdo, caracterizacdo das propriedades
individuais, e, sobretudo as dosagens necessarias desses constituintes, ja que esses dados séo
imprescindiveis para o favorecimento da formulagdo de novos produtos.

Neste sentido 0s objetivos do presente estudo foram avaliar a atividade mutagénica da
MIR e estudar o potencial antimutagénico deste composto fenolico sobre os danos induzidos
pelo etil-metano-sulfonato (EMS) através do teste para deteccdo de Mutacdo e Recombinacéo
em céulas somaticas de Drosophila melanogaster (SMART).

METODOLOGIA

A miricetina (3, 3°, 4°, 5, 5°, 7- hexa-hidroxiflavona; MIR), CAS n° 529-44-2,
e 0 EMS, CAS n° 62-50-0, foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, Mo,
EUA). As diferentes solucbes foram preparadas, a hora do tratamento, por dissolucdo em
solucéo aquosa com 3% de etanol.

Neste estudo foi empregado o teste SMART de acordo com o descrito em Andrade;
Lehmann e Reguly (2004). Para a analise do potencial genotoxico foram utilizados o0s
cruzamentos padrdo e aprimorado, que apresentam niveis normais e aumentados de enzimas
de metabolizacdo do tipo citocromo P450, respectivamente.

A atividade mutagénica da MIR foi avaliada a partir da coleta de larvas, resultantes
dos cruzamentos de fémeas das linhagens flr® (padrao) ou ORR;flr* (aprimorado) com machos
mwh. Estas larvas foram submetidas ao tratamento crénico em tubos plasticos contendo 1,5 g
de meio instantaneo onde foram adicionados 5 mL das solucBes de tratamento: controle
negativo (solucéo salina) e quatro diferentes concentracdes de MIR (12,5; 25; 50 e 100 mg/L).

Com o objetivo de avaliar a antimutagenicidade do RES foi utilizado o protocolo de
co-tratamento, apenas no cruzamento padrdo, onde as larvas coletadas dos meios de
ovoposicdo foram submetidas ao tratamento crénico com EMS e MIR combinadas, formando
quatro grupos de tratamento: (i) solucdo aquosa etanol 3%; (i) EMS 5 mM; (iii) trés
diferentes concentracdes de MIR (25; 50 e 100 mg/L) combinadas com EMS 5 mM.

Para a avaliacdo estatistica dos dados foi utilizado o teste binomial condicional de
Kastembaum e Bowman (1970), seguindo o procedimento de decisbes multiplas de acordo
com Frei e Wirgler (1988). Adicionalmente, com o objetivo de confirmar os resultados
positivos e excluir outliers foi efetuado o teste U de Wilcoxon, Mann e Whitney (Frei e
Wirgler, 1995).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a toxicidade genética da MIR estdo descritos na Tabela 1 e
mostram que este composto ndo exerceu atividade mutagénica em todas as concentracdes
avaliadas em ambos os cruzamentos. Ndo foram encontradas diferengas significativas na
frequéncia de todos os tipos de manchas nos tratamentos com MIR quando comparadas ao
controle negativo.

Tabela 1: Resultados obtidos no teste SMART com a progénie trans-heterozigota (mwh/fIr®)
no cruzamento padrdo e aprimorado apds exposicdo cronica de larvas de 3° estagio a
diferentes concentragdes de miricetina (MIR)

Manchas por mosca (n° de manchas) diagndstico estatistico®

Manchas Manchas Total
Tratamentos o g simples simples manchas
moscas pequenas grandes Manchas Total de mwh*
(N) (1-2 céls)® (>2 céls)® gémeas manchas® (n)
m=2 m=5 m=5 m=2
Cruzamento Padréo
CNe 40 1,08 (43) 0,18 (07) 0,05 (02) 1,30 (52) 52
CPf 25 7,92 (198) + 0,80 (20) + 0,20 (05) - 8,92 (223) + 221
MIR 12,5 mg/L 40 1,25 (50) - 0,20 (08) - 0,05 (02) - 1,50 (60) - 58
MIR 25 mg/L 40 1,15 (46) - 0,08 (03) - 0,03 (01) - 1,25 (50) - 50
MIR 50 mg/L 40 0,78 (31) - 0,15 (06) - 0,10 (04) - 1,03 (41) - 41
MIR 100 mg/L 40 1,20 (48) - 0,13 (05) - 0,08 (03) - 1,40 (56) - 55
Cruzamento Aprimorado
CNe 40 1,48 (59) 0,18 (07) 0,08 (03) 1,73 (69) 67
CPf 20 53,60 (1072) + 6,75 (135) + 2,50 (50) + 62,85 (1257) + 1244
MIR 12,5 mg/L 40 1,10 (44) - 0,05 (02) - 0,08 (03) - 1,23 (49) - 49
MIR 25 mg/L 40 1,68 (67) - 0,13 (05) - 0,03 (01) - 1,83 (713) - 73
MIR 50 mg/L 40 2,15 (86) - 0,30 (12) - 0,08 (03) - 2,53 (101) - 100
MIR 100 mg/L 40 1,38 (55) - 0,23 (09) - 0,20 (04) - 1,70 (68) - 67

aDiagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): —, negativo, p < 0.05. PIncluindo manchas simples
flr® raras. “Foram considerados apenas os clones mwh das manchas simples mwh e das manchas gémeas..CN
(controle negativo): solugio aquosa com 3% de etanol. fCP (controle positivo): uretano 20 mM.

Os dados referentes a atividade antimutagénica no protocolo de co-tratamento
mostram que a MIR reduziu a frequéncia de danos genéticos induzidos pela genotoxina etil-
metano-sulfonato (EMS) em todas as concentragdes utilizadas (Tabela 2).

Os flavonoides sdo compostos fendlicos extensamente estudados por suas
propriedades antioxidantes e citoprotetoras em varios modelos biolégicos. Eles podem
proteger contra estresse oxidativo através do sequestro de espécies reativas, quelacdo do ferro
(ABALEA et al., 1999) e inibicdo de enzimas responsaveis pela geracdo de radicais livres
(EDENHARDER et al.,, 2003). Entre os diversos compostos flavonoides com acéo
antioxidante destaca-se a MIR. Ha fortes indicios de que MIR pode efetivamente remover
uma variedade de ERO e executar sua atividade antioxidante, devido a um grande nimero de
grupos hidroxila alternados. Também foi relatado que MIR pode reduzir significativamente o
aumento da producdo de radicais livres durante lesdo isquémica e melhorar o declinio do
potencial de membrana mitocondrial por privacdo de oxigénio e glicose. Além disso, varios
estudos determinaram o efeito protetor da MIR contra morte celular induzida por ERO. Por
exemplo, a pré-incubacdo com flavondides tais como MIR, quercetina e rutina revelaram uma



protecdo significativa sobre células Caco-2 e HepG2 contra danos ao DNA induzidos por
peroxido de hidrogénio (H,0,) (Li e Ding, 2012).

Tabela 2: Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr® do cruzamento
padrdo apds exposicdo cronica de larvas de 3° estadio ao co-tratamento com EMS e MIR

Manchas por mosca (n° de manchas) diagndstico estatistico®

Tratamentos Manchas Manchas
N° de simples simples Manchas Total Total de
maoscas pequenas grandes gémeas de manchas manchas
MIR EMS (N) (1-2 céls)® (>2 céls)° m=5 m=2 mwh®
(mg/L) (mM) m=2 m=5 (n)
0 0 40 1,08 (43) 0,18 (07) 0,05 (02) 1,30 (52)
0 5 40  81,60(3264) * 22,78 (911) * 8,75(350) * 113,13 (4525) * 4379
25 5 40 74,68 (2987) + 19,55(782) + 8,85(354) - 103,08 (4123) + 4003
50 5 40 68,35(2734) + 21,28(851) - 9,75(390) - 99,38 (3975) + 3848
100 5 40 54,53 (2181) + 14,20 (568) + 6,75(270) + 75,48 (3019) + 2888

®Diagnostico estatistico através do teste binomial condicional e teste U de Wilcoxon, Mann e Whitney: *,
positivo quando comparado ao controle negativo; -, negativo; +, positivo, quando comparado ao tratamento com
EMS 5 mM; m, fator de multiplicacdo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de
significancia o=p=0,05. "Inclui manchas simples flr* raras. ‘Considerando os clones mwh para as manchas
simples mwh e para as manchas gémeas.

Apesar dos dados da literatura comprovarem o efeito antioxidante da MIR, 0s
resultados obtidos neste estudo mostram que este flavonoide também é capaz de inibir a
inducdo de danos genéticos por outras vias de modulacdo. O EMS néo induz dano oxidativo
no DNA, pois € um alquilante monofuncional capaz de doar um grupo alquila como o CHj3 ou
CH3CH, para os grupos amino ou cetona do nucleotideo (centros nucleofilicos reativos no
DNA) formando especificamente O6-etilguaninas e N-etilagdes responsaveis por mutagdes,
por erro de pareamento, do tipo transicdes A-T, entre outras. Estas lesdes sdo corrigidas
preferencialmente pelos mecanismos de reparo por excisdo de bases e de nucleotideos
(Branda et al., 1999), além do mecanismo de reparacgdo transleséo (Bilbao et al., 2002).

CONSIDERACOES FINAIS

Os dados do presente estudo mostram que a MIR ndo foi mutagénica e
recombinogénica no teste SMART de asa, nas condi¢es experimentais utilizadas, assim
como reduziu os danos genéticos induzidos pelo EMS, no protocolo de co-tratamento,
indicando que este composto apresenta uma acao protetora mais ampla, do que apenas a via
de captacdo de EROs, como descrito na literatura.
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