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INTRODUCAO E OBJETIVO

Acido clorogénico é a nomenclatura utilizada para identificar o grupo de éteres mais abundantes na dieta humana, que integra o grupo dos fenois antioxidantes e atua em diversos sistemas biologicos, sendo associado a atividades
antitumoral, analgésica, antimicrobiana, antioxidante, antiaterosclerose e antidiabetes. Este composto fendlico além de ser abundante no café, pode também ser encontrado na erva mate, ameixa, maca e batata. Os isdbmeros do acido
clorogénico sao denominados conforme a posicdo do grupo hidroxila na qual ocorre a esterificacao do acido quinico. Quando a isomeria encontra-se na posicao 3 € denominado de acido 3-O-cafeoilquinico (3-ACQ), e quando ocorre na
posicao 5 é chamado de acido 5-O-cafeoilquinico (5-ACQ).

Avaliar a atividade antimutagénica do 3-ACQ e 5-ACQ através do teste para deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART) em D. melanogaster, por meio do cruzamento padrdao, nos protocolos de co- e pés-
tratamento, sobre os danos genéticos induzidos pela 4-nitroquinoleina-1-6xido (4NQO).

METODOLOGIA — TESTE SMART RESULTADOS

3 mwh Tabela 1: Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr* e mwh/TM3 do cruzamento padrdo (CP) ap6s exposicéo cronica de larvas de
3° estagio ao cotratamento do 3-ACQ e 5-ACQ com 4NQO.
Manchas por mosca (n° de manchas) diagndstico estatistico” Total d F ancia de inducs
Cruzamento T a Nede  Manchas simples Manchas simples ota de requencia de Inaueao G
~ ratamento Manchas Total de manchas de clones (por 10 Inibic&o
Padrio o moscas pequenas grandes . d c e . o N
o . _ e genotipo (N) (1-2 céls)° (>2 céls)® gémeas manchas mwh células por divisao (%)
Niveis basais de enzimas de =2 =5 m=5 m=2 (n) celular) (n/NC)'
metaboliza¢ao do tipo citocromo 3ACQO _ 4NQO
P450 (UM) _ (mM)
mwh/fir®
| . 0 0 60 0,35 (21) 0,13 (08) 0,02 (01) 0,50 (30) 30 1,02
0 2 60 1,33(80) * 1,42(85)  * 0,58(35) * 3,33(200) * 187 6,39 [5,36]
200 2 60 0,92 (55) + 1,05(63) - 0,57 (34) - 2,563(152) + 143 4,88 [3,86] 28,03
: — 400 2 60 0,87(52) + 0,77 (46)  + 0,50 (30) - 2,13(128) + 120 4,10 [3,07] 42,68
Larvas de terceiro estadio ] 800 2 60 0,77 (46) + 1,00(60) + 0,55 (33) - 2,32(139) + 128 4,37 [3,35] 37,58
mwh/TM3
@ 0 0 60 0,53 (32) 0,08 (05) 0,62 (37) 37 1,26
0 2 60 1,40(84) * 0,30(18) * 1,70 (102) * 102 3,48 [2,22]
Atividade antimutagénica 200 2 60 0,70 (42) + 0,18 (11) - 0,88(53) + 53 1,81 [0,55] 62,03
@ @ 400 2 60 0,70 (42) + 0,18 (11) - 0,88(53) + 53 1,81 [0,55] 62,03
800 2 60 0,70 (42) + 0,20 (12) - 0,90 (54) + 54 1,84 [0,58] 60,76
Co-tratamento Pds-tratamento 5(3:/3')(3
- Agua: Tratamento agudo de 6 h com: mwh/fir’
: 0 0 60 0,35(21) 0,13 (08) 0,02 (01) 0,50 (30) 30 1,02
- ANQO; 0 2 60 1,33(80) * 1,42 (85) * 0,58(35) * 3,33(200) * 187 6,39 [5,36]
- ANQO; 200 2 60 1,07 (64) - 0,88(53) + 0,68 (41) - 2,63(158) + 150 5,12 [4,10] 23,64
- Etanol/tween 80 5%. 400 2 60 0,55(33) + 0,77 (46)  + 0,48 (29) - 1,80 (108) + 99 3,38 [2,36] 56,05
- 3-ACQ ou 5-ACQ + . . 800 2 60 1,07 (64) - 0,83(50) + 0,32 (19) - 2,22(133) + 123 4,20 [3,18] 40,78
Seguido do tratamento crénico com: mwh/TM3
4NQO - 3-ACO ou 5-ACO 0 0 60 0,53 (32) 0,08 (05) 0,62 (37) 37 1,26
0 2 60 1,40 (84) * 0,30(18) * 1,70 (102) * 102 3,48 [2,22]
- Agua 200 2 60 0,85(51) + 0,08 (05) + 0,93(56) + 56 1,91 [0,65] 70,77
400 2 60 0,97 (58) - 0,10 (06) - 1,07 (64) - 64 2,19 [0,92] -
800 2 60 087(52) - 0,17 (10) - 1,03(62) - 62 2,12 [0,85] -
ﬂ ®Controle negativo, etanol 5% + Tween 80 5%. "Diagndstico estatistico: *, positivo; quando comparado ao controle negativo 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 Wirgler, 1995); m, fator de multiplicacéo para a avalla(;ao de resultados significativamente negativos.
Niveis de significancia a—,B 0,05. ®Inclui manchas simples flr® raras. Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 néo
contém o gene mutante flr’. ®*Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas. 'Calculado de acordo com Frei et al. (1992); C = 48.000 (aproximadamente o nimero de
células analisadas por mosca); valores 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 = [(mutageno sozinho — genotoxina mais 3-ACQ ou 5-ACQ) / genotoxina sozinha)] x 100.

Eventos genotoxicos: Manchas com células mutantes nas asas

Tabela 2: Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr’ e mwh/TM3 do cruzamento padrdo (CP) apds 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 mosca (n° de manchas) diagnostico estatistico”

Frequéncia de

. . Total de : ~
. . N° de Manchas simples Manchas simples Manchas Total de manchas inducao i Inibicéo
@ ratamento moscas pequenas grandes n d has® mwhe de clones (por 10 (%)°
(N) (1-2 céls)® (>2 céls)’ gemeas manchas células por diviséo :
~ - m=5 m=2 (n) f
:I- ‘ -/ 7 ,/ 1o /// 3 m=2 m=5 celular) (n/NC)
Y
;=4 ,/,'; ) {4 ////’ / ; 3-ACQ (uM) Lm%lc))
‘,‘/'Q Lif,_/"/‘// mwh/flr®
WET LV &Y, CN 0 60 0,43 (26) 0,07 (04) 0,02 (01) 0,52 (31) 31 1,06
\ / L/ 4 ‘/V/, g : &~ A CP 30 45 0,98 (44) * 1,02 (46) * 0,76 (34) * 2,76 (124) * 111 5,05 [4,00]
Y 1 / s A Vo & > ‘ l/ /A 200 30 60 0,62 (37) - 1,07 (64) - 0,72 (43) - 2,40 (144) - 129 4,41 [3,35] -
| Il ¢ j bED et 7L 400 30 60 0,78 (47) - 0,87(52) - 0,62(37) - 2,27 (136) - 123 4,20 [3,14] -
I l j 1/'/ Wt € v 800 30 60 0,58 (35) - 0,83 (50) - 0,50 (30) - 1,92 (115) + 106 3,62 [2,56] 35,90
//////,’,'(' t A mwh/TM3
I/ / / l ‘ ,/ &ia ‘/ /, L CN 0 43 0,44 (19) 0,00 (00) 0,44 (19) 19 0,91
CP 30 56 1,36 (76) 0,41(23) * 1,77 (99) * 99 3,62 [2,72]
Manchas Gémeas (MG) 800 30 60 0,58(35)  + 0,25(15) - 0,83 (50) + 50 1,71 [0,80] 70,48
5-ACQ
(uM)
mwh/flr
@ CN 0 60 0,43 (26) 0,07 (04) 0,02 (01) 0,52 (31) 31 1,06
. " . CP 30 45 0,98 (44) * 1,02 (46) * 0,76 (34) * 2,76 (124) * 111 5,05 [4,00]
Recombmagao mitotica 200 30 48 0,46 (22) + 0,88 (42) - 0,63 (30) - 1,96 (94) + 83 3,54 [2,48] 37,82
400 30 60 0,58 (35) - 0,95 (57) - 0,43 (26) - 1,97 (118) + 104 3,55 [2,49] 37,61
~ . " 800 30 60 0,73 (44) - 0,92 (55) - 0,72 (43) - 2,37 (142) - 129 4,41 [3,35] -
Mutacao genica, aberra;ao mwh/TM3
cromossOmica e/ou recombinacgdo CN 0 43 0,44 (19) 0,00 (00) 0,44 (19) 19 0,90
mitética CP 30 56 1,36 (76) * 0,41(23) * 1,77 (99) * 99 3,62 [2,72]
_ 200 30 58 0,76 (44) + 0,40 (23) - 1,16 (67) + 67 2,37 [1,47] 49,11
u 400 30 ol 0,51 (26) + 0,31(16) - 0,82 (42) + 42 1,69 [0,79] 71,22
®CN: controle negativo, etanol 5% + Tween 80 5%. "Diagndstico estatistico: *, positivo, quando comparado ao CN através do teste binomial condicional. +, positivo: -, negativo quando comparado ao tratamento com 4NQO

atraves do teste blnomlal cond|C|onaI e teste U de Mann, Whitney e Wilcoxon (Frel e Wiurgler, 1995); m, fator de multlpllca(;ao para a avaliacdo de resultados S|gn|f|cat|vamente negativos. Niveis de S|gn|f|canC|a a=B=0,05. ‘Inclui
manchas simples flr® raras. Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, j& que o cromossomo balanceador TM3 no contém o gene mutante flr’. *Considerando os clones mwh
para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas. 'Calculado de acordo com Frei et al. (1992); C = 48.000 (aproximadamente o ndmero de células analisadas por mosca); valores 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 = [(mutageno sozinho — genotoxina mais LIC) /
genotoxina sozinha] ;
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DISCUSSAO

O 3-ACQ e o 5-ACQ foram capazes de reduzir a incidéncia de danos
genéticos induzidos pela 4NQO nos protocolos de co-tratamento e pos-tratamento
(Tabelas 1 e 2). Os resultados apontam para um efeito protetor dos acidos
clorogénicos 3-ACQ e 5-ACQ sobre danos oxidativos induzidos no DNA pelo 4NQO,
sugerindo que esta protecdo pode estar associada a atividade antioxidante descrita
na literatura cientifica. Por outro lado, a protecdo observada no pos-tratamento pode
estar relacionada a interferéncia dos acidos clorogénicos sobre os mecanismos de
reparacao do DNA envolvidos na correcdo dos danos induzidos pela 4NQO.
Adicionalmente, com o0 objetivo de avaliar a contribuicdo dos eventos genotoxicos
associados a recombinacdo somatica, mutacdo génica e cromossOmica, sobre a
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acao antimutagénica dos compostos estudados, foi realizada a comparacao dos o
resultados obtidos nos dois genotipos, mwh/flr3 e mwh/TM3. Os resultados obtidos 8 e
nesta analise estdo expressos na Figura 1. De forma geral, houve uma reducéao 2 46 1,77
mais acentuada dos eventos de origem mutacional, se comparados aos danos E 1.4
causados por recombinacéao (Figura 1A e 1B) em ambos o0s protocolos. £ 1.2 To T

Os resultados do presente estudo apontam para um efeito protetor dos E 1.0 153 1% 153 7%~

acidos clorogénicos 3-ACQ e 5-ACQ sobre danos oxidativos induzidos no DNA pela % 0.8 0,83 0,82
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Figura 1: No interior das colunas estéo indicados os numeros de clones mutantes gerados por recombinacdo ou mutacdo, apds exposicao
cronica de larvas de D. melanogaster em terceiro estadio ao cotratamento (A) e pos-tratamento (B) de 4NQO, com diferentes
concentracdes de 3-ACQ e 5-ACQ. *Porcentagem (%) de reducéo observada quando comparado ao tratamento com 4NQO 2 ou 30 mM.
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mecanismos de reparacao do DNA envolvidos na correcao dos danos induzidos pela
4ANQO.
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