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Resumo

Miricetina (MIR) e myricitrin (MTR) sdo flavondides comuns na dieta humana, sendo
encontrados em plantas e consumidos em vegetais, frutas e bebidas, como cha e vinho.
Apresentam efeitos bioldgicos benéficos & saude, exibindo propriedades anti-carcinogénicas,
anti-inflamatorias, antiateroscleroticas, antitromboticas, antidiabéticas e antivirais. O presente
estudo teve como objetivo avaliar a atividade mutagénica da MIR e da MTR e estudar o
potencial antimutagénico destes compostos fenolicos sobre os danos genéticos induzidos pelo
etil-metanossulfonato (EMS). Para tanto foi utilizado o teste para detec¢do de mutagédo e
recombinacdo somética (SMART) em Drosophila melanogaster. As concentracfes testadas
para ambos os compostos foram: 12,5; 25; 50 e 100 mg/ml. Na anélise do potencial
antimutagénico, os protocolos de co e pos-tratamento e as concentracdes de 25; 50 e 100
mg/ml de MIR e MTR foram utilizadas. Resultados preliminares mostram que estes
compostos ndo exerceram atividade mutagénica em todas as concentrac@es avaliadas nos dois
cruzamentos. Dados sobre a atividade antimutagénica no protocolo de co-tratamento mostram
gue a MIR reduziu a frequéncia de danos genéticos induzidos pelo EMS apenas na
concentragdo de 100 mg/mL, enquanto a MTR apresentou esse efeito modulador nas
concentracdes de 50 e 100 mg/mL. Por outro lado, no protocolo pos-tratamento, MIR e MTR
ndo foram capazes de alterar significativamente a frequéncia de danos induzidos pelo EMS.
Os dados do presente estudo mostram que MIR e MTR possuem efeito protetor mais amplo
que a atividade antioxidante ja descrita na literatura, uma vez que o EMS ndo é capaz de
induzir dano oxidativo no DNA.

Palavras chave: fendlicos; miricitrina; miricetina; mutagénese; antimutagénese.

INTRODUGAO

Flavondides e compostos fendlicos sdo produtos de origem natural do grupo dos
metabdlitos secundarios abundantes no reino vegetal. Os flavonoides podem ser considerados
pigmentos naturais, desempenhando um papel fundamental na protecdo do vegetal, atuando
na protecdo contra agentes oxidantes (raios ultravioletas, substancias quimicas presentes nos
alimentos, poluicdo). Sao representativos na dieta humana sendo obtidos através de alimentos,
como frutas, legumes, verduras e tambeém no cha de ervas, no vinho e no mel. Tém uma
ampla acdo biologica envolvendo ndo apenas o papel nutricional, mas também acéo
terapéutica (CHEYNIER et al., 2015).
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A miricetina (MIR) € um flavondide de ocorréncia natural encontrado em uvas,
bagas, frutas, vegetais, ervas, assim como em outras plantas. A miricitrina (MTR), um
flavonoide extraido da fruta, folhas e casca de bayberry chinés (Myrica rubra SIEBOLD), €
usado atualmente como um flavorizante em lanches, produtos l&cteos e bebidas no Japédo
(NAN et al., 2014). Alguns estudos demonstram que estes compostos fendlicos possuem
atividade antioxidante, antiflngica, antiviral e anticancer (HOBBS et al., 2015), entretanto, ha
poucos relatos acerca do potencial mutagénico e antimutagénico destas substancias.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade mutagénica
da MIR e da MTR e estudar o potencial antimutagénico destes compostos fenolicos sobre os
danos genéticos induzidos pelo etil-metanossulfonato (EMS). Para tanto foi utilizado o teste
para deteccdo de mutacdo e recombinacdo somatica (SMART) em Drosophila melanogaster.

METODOLOGIA

Neste estudo foi empregado o teste SMART conforme descrito em Andrade; Lehmann
e Reguly (2004). Para a avaliacdo da atividade mutagénica foram utilizados o cruzamento
padrdo, que apresenta a expressdao normal das enzimas de metabolizacdo do tipo citocromo
P450 (CYP450) e o cruzamento aprimorado, com moscas portadoras de niveis aumentados de
CYP450. Com o objetivo de avaliar a antimutagenicidade dos &cidos clorogénicos foram
utilizados dois protocolos de tratamento apenas no cruzamento padrao:

- Co-tratamento, onde as larvas coletadas do meio de ovoposigdo foram submetidas ao
tratamento crénico no qual foram utilizados os seguintes grupos de tratamento: controle
negativo (etanol 3%); controle positivo (EMS 5 mM); trés diferentes concentracfes de MIR e
MTR (25, 50 e 100 mg/L) combinadas com a genotoxina.

— Poés-tratamento: as larvas coletadas dos meios de ovoposi¢do foram, inicialmente,
submetidas ao tratamento agudo por um periodo de 3 h onde dois grupos de tratamento foram
utilizados: (i) &gua destilada (3h) e (ii) EMS 46 mM (6h). Posteriormente, estas larvas foram
lavadas com agua e pds-tratadas com: (i) etanol 3%; (ii) trés diferentes concentracfes de MIR
e MTR (25, 50 e 100 mg/L).

Para a anélise estatistica final dos dados foi utilizado o teste U de Wilcoxon, Mann e
Whitney (FREI; WURGLER, 1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a atividade mutagénica demonstram que a MIR e MTR néo
apresentam atividade mutagénica nas concentra¢cfes de 12,5 a 100 mg/L tanto no cruzamento
padrdo quanto no aprimorado (Tabela 1).

A avaliagdo da genotoxicidade da MTR, e da MIR, foi realizado por Hobbs et al.
(2015) utilizando teste de Ames, ensaio de micronucleo e teste cometa em camundongos
B6C3F1. No ensaio bacteriano de mutacao reversa (teste de Ames), a MIR induziu mutagdes
por deslocamento do quadro de leitura e substituicdo de pares de bases em condigdes de
ativacdo metabdlica enquanto MTR apresentou resultados negativos para potencial
mutagénico. Ambos induziram a formacdo de micronlcleos em células linfoblastdides
humanas TK6 em condi¢Ges de inativacdo metabdlica. No entanto, a resposta negativa
observada na presenca de ativacdo metabdlica sugere que a fragdo S9 de rato pode
desintoxicar metabdlitos reativos desses produtos quimicos em celulas de mamifero. Com o
uso combinado do teste cometa e de micronucleo, ndo se observou inducdo de micronucleos
no sangue periférico nem foram verificadas provas conclusivas de danos no figado, estdmago
glandular ou duodeno apds a exposicdo a MTR ou MIR. Tais resultados ndo revelaram
evidéncias de potencial genotoxico da MTR in vivo, apoiando a sua utilizacdo segura em
alimentos e bebidas.



Tabela 1: Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr® do cruzamento
padrdo (CP) apds exposicao cronica de larvas de 3° estagio a diferentes concentracfes de MIR
e MTR

Manchas por mosca (niimero de manchas) diagnéstico estatistico”

Manchas Total de
Tratamentos? N° de simples Manchas manchas
moscas pequenas simples grandes Manchas Total de mwh?
(N) (1-2 céls.)* (>2 céls,)® gémeas manchas’ (n)
m=2 m=5 m=5 m=2
Cruzamento padrao
CN 40 1,08 (43) 0,18 (07) 0,05 (02) 1,30 (52) 52
CP 25 7,92 (198) + 0,80 (200 + 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
CN 30 0,77 (23) 0,10 (03) 0,07 (02) 0,93 (28) 28
CP 20 3,30 (66) + 050 (10) + 0,10 (02) - 3,90 (78) + 78
MTR 12,5 mg/L 30 0,73 (22) - 0,10 (03) - 0,07 (02) - 09 (27) - 27
MTR 25mg/L 30 0,67 (20) - 0,03 (01) - 0,00 (00) - 0,70 (21) - 21
MTR 50 mg/L 30 0,70 (21) - 0,13 (04) - 0,00 (00) - 0,83 (25 - 25
MTR 100 mg/L 30 0,87 (26) - 0,13 (04) - 003 (01) - 1,03 31) - 30
Cruzamento aprimorado
CN 40 1,48 (59) 0,18 (07) 0,08 (03) 1,73 (69) 67
CP 20 53,60 (1072) + 6,75 (135) + 2,50 (50) + 62,85 (125 + 1244
MIR 12,5 mg/L 40 1,10 (44) - 0,05 (02) - 008 (03) - 123 (49) - 49
MIR 25 mg/L 40 1,68 (67) - 0,13 (05) - 0,03 (01) - 1,83 (73) - 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) - 0,10 (04) - 1,70 (68) - 67
CN 30 1,00 (30) 0,13 (04) 0,07 (02) 1,20 (36) 36
CP 20 25,10 (50 + 7,25 (145) + 2,65 (53) + 35,00 (700) + 691
MTR 12,5 mg/L 30 0,87 (26) - 0,03 (01) - 0,07 (02) - 0,97 (29) - 29
MTR 25mg/L 30 1,10 (33) - 0,17 (05) - 0,03 (01) - 1,30 (39) - 39
MTR 50 mg/L 30 0,67 (20) - 0,27 (08) - 0,00 (00) - 0,93 (28) - 26
MTR 100 mg/L 30 0,70 (21) - 0,07 (02) - 0,03 (01) - 0,80 (24) - 24

3CN: controle negativo, etanol 3%; CP: uretano 20 mM. "Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +,
positivo; -, negativo; quando comparado ao CN. m , fator de multiplicagdo para a avaliagdo de resultados significativamente
negativos. Niveis de significancia a = b = 0,05. ®Incluindo manchas simples flr® raras. “Considerando os clones mwh para as
manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

Os dados referentes a atividade antimutagénica no protocolo de cotratamento mostram
gue a MIR reduziu a frequéncia de danos genéticos induzidos pelo EMS apenas na
concentracdo de 100 mg/mL enquanto a MTR apresentou efeito antimutagénico nas
concentragfes de 50 e 100 mg/L. Por outro lado, no protocolo de pos-tratamento ambos
compostos fendlicos ndo foram capazes de alterar significativamente a frequéncia de danos
induzidos pelo EMS (Tabela 2).

O EMS é uma agente alquilante monofuncional capaz de doar grupo alquila como o
CH3; ou CH3CH;, para os grupos amino ou cetona do nucleotideo (centros nucleofilicos
reativos no DNA) formando adutos nos atomos de N e O, especificamente O-6-etilguaninas e
N-etilacbes (KONDO et al., 2010). Desta forma, os efeitos moduladores exercidos pela MIR



e MTR sobre os danos induzidos pelo EMS, apenas no protocolo de cotratamento, evidenciam
uma possivel acdo sobre os mecanismos que conduzem a alquilacdo do DNA e a formag&o de
O6-etilguanina e auséncia de interferéncia sobre os mecanismos de reparacdo do DNA
associados a correcao dos danos genéticos induzidos por este mutageno.

Tabela 2: Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr® do cruzamento padréo (CP)
apos exposicdo crénica de larvas de 3° estagio ao cotratamento da MIR e MTR com EMS e ap6s
exposicdo aguda de larvas de 3° estadio ao tratamento com EMS seguido do pds-tratamento com MIR
e MTR

Manchas por mosca (nimero de manchas) diagnéstico estatistico®

Manchas Manchas Total de
Tratamentos N° de simples simples Ma}nchas Total manchcas
moscas pequenas grandes gémeas de manchas mwh
(N) (1-2céls.)”  (>2céls.)’ m=5 m=2 (n)
m=2 m=5
Cotratamento

MIR EMS
(mg/L) (mM)

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
MTR EMS
(mg/L) (mM)

0 0 30 0,77 (23) 0,10 (03) 0,07 (02) 0,93 (28) 28

0 5 20 30,50 (610) 12,30 (246) 5,45 (109) * 48,25 (965) * 929
25 5 20 28,75 (575) 11,15 (223) 5,00 (100) - 44,90 (898) - 862
50 5 20 26,00 (520) 11,50 (230) 4,20 (84) + 41,70(834) + 785
100 5 20 28,00 (560) 10,70 (214) 4,20(84) + 42,90(858) + 821

Pos-tratamento
EMS MIR
(mM) (mg/L)

0 0 20 0,55 (11) 0,05 (01) 0,00 (00) 0,60 (12) 12
46 0 20 9,90 (198) * 12,30 (246) * 7,45 (149) * 29,65 (593) * 509
46 25 20 7,60 (152) - 9,90 (198) - 7,90 (158) - 25,40 (580) - 437
46 50 20 10,60 (212) - 11,10(222) - 7,45(149) - 29,15 (583) - 515
46 100 30 9,70 (291) - 11,73(352) - 7,03 (211) - 28,47 (854) - 731
EMS MTR
(mM)  (mgiL)

0 0 30 0,43 (13) 0,13 (04) 0,10 (03) 0,67 (20) 20
46 0 30 4,67 (140) * 6,43 (193) * 4,37 (131) * 15,47 (464) * 418
46 25 30 4,17 (125) - 5,83 (175) - 4,20 (126) - 14,20 (426) - 372
46 50 30 4,37 (131) - 5,90(177) - 4,87 (146) - 15,13 (454) - 405
46 100 30 4,63(139) - 7,17 (215) - 4,13 (124) - 15,93 (478) - 423

Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): *, positivo, quando comparado ao controle negativo. +,
positivo; -, negativo; quando comparado ao EMS 5mM ou 46 mM. m, fator de multiplicacdo para a avaliacdo de resultados
significativamente negativos. Niveis de significancia a = b = 0,05. PIncluindo manchas simples flr® raras. “Considerando os
clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.



CONSIDERACOES FINAIS

Os dados do presente estudo mostram que a MIR e a MTR ndo foram mutagénicas e
recombinogénicas no teste SMART de asa, nas condigdes experimentais utilizadas, assim
como reduziram os danos genéticos induzidos pelo EMS, no protocolo de cotratamento,
indicando que este composto apresenta uma acdo protetora mais ampla, do que apenas a
atividade antioxidante, ja descrita na literatura (JAYAKUMAR et al., 2014), visto que 0 EMS
ndo € capaz de induzir danos oxidativos no DNA.
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