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Resumo

Flavonoides sdo constituintes fenolicos de plantas que possuem diversas
atividades terapéuticas, dentre elas, a atividade antimutagénica. Eles sao
caracterizados por um esqueleto carbénico C6-C3-C6, em que os componentes C6
sdo aneis aromaticos e o C3 um anel heterociclico. Diferencas nessa estrutura
podem alterar a atividade e o seu potencial antimutagénico. Para melhor
compreensdo da atividade antimutagénica exercida pelos flavonoides, neste
estudo, os compostos quercetina, kaempferol, luteolina, fisetina, galangina,
crisina, flavona, 3-hidroxiflavona, 5-hidroxiflavona e 7-hidroxiflavona,
flavonoides que apresentam diferencas no padrdo de hidroxilacdo, foram
analisados pelo teste de Ames. Para realizacdo dos ensaios foram utilizadas as
cepas TA98, TA100 e TA102 de Salmonella typhimurium em testes com e sem
ativacdo metabolica. Os mutagenos utilizados para comparacdo do efeito protetor
dos flavonoides foram 4-nitro-o-fenilenodiamina (NPD), azida sodica (AZS),
mitomicina C (MMC), benzo[a]pireno (B[a]P), aflatoxina B: (AFB;) e 2-
aminoantraceno (2-AA). No ensaio contra o NPD sem ativagdo metabdlica, todos
os flavonoides apresentaram efeito antimutagénico, com excecdo da fisetina. No
ensaio com ativacdo metabdlica contra o B[a]P, todos os flavonoides
demonstraram forte efeito antimutagénico, com excecdo da quercetina que
potencializou o efeito mutagénico do mutageno. No ensaio contra a AZS sem
ativacdo metabdlica, os flavonoides luteolina, crisina, 3-hidroxiflavona e 7-
hidroxiflavona reduziram a resposta mutagénica do mutageno. No ensaio contra a
AFB; com ativagdo metabdlica, os flavonoides kaempferol, luteolina, crisina e

galangina (em concentragcdes mais elevadas) exibiram efeito antimutagénico. No



ensaio contra a MMC sem ativacdo metabdlica, os flavonoides kaempferol,
luteolina, 3-hidroxiflavona e  7-hidroxiflavona  apresentaram efeito
antimutagénico. No ensaio contra o 2-AA com ativacdo metabdlica, todos os

flavonoides apresentaram efeito antimutagénico, exceto flavona e kaempferol.

Palavras-chave: flavonoides; teste de Ames; atividade antimutagénica
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1 Introducéo
1.1 Flavonoides

Em 1930 foi descoberta uma nova substancia quimica em laranjas. A
principio essa substancia foi designada como vitamina P, pois acreditava se tratar
de um novo tipo de vitamina. Porém, algum tempo depois, essa substancia ficou
conhecida como flavonoide (Simdes et al., 2007).

Os flavonoides representam um grande grupo de constituintes fenolicos de
plantas (Chebil et al., 2007). Sdo metabodlitos especiais de baixo peso molecular e
exercem o0s seguintes mecanismos nos vegetais: influenciam o transporte do
horménio vegetal, auxina, atuam em mecanismos de defesa, alelopatia,
modulacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) e proporcionam
coloracdo para flores a fim de atrair polinizadores (Buer et al., 2010)

Segundo Czeczot e Kusztelak (1993), os flavonoides sdo regularmente
consumidos por humanos (aproximadamente 1g/dia) e sdo encontrados em
grandes quantidades em vegetais, frutas, chdas, vinho tinto e chocolate (Macready
et al., 2009).

Do ponto de vista quimico, os flavonoides sdo caracterizados por um
esqueleto de carbono C6-C3-C6, em que os componentes C6 sdo anéis aromaticos
e 0 C3 um anel heterociclico (Lazaro, 2002). Essa estrutura bésica (Figura 1)
pode sofrer reacdes de alquilacdo, glicosilacdo e oligomerizacdo, e, devido as
caracteristicas de seus substituintes, pode apresentar diferentes niveis de
oxidacdo. Sendo assim, os flavonoides podem ser encontrados como agliconas ou

sob a forma de glicosideos e/ou derivados metilados e/ou acilados. Tudo isso
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explica a grande diversidade estrutural encontrada nos flavonoides (Coutinho et

al., 2009).

Figura 1- Estrutura bésica dos flavonoides

As modificagdes estruturais no anel central dos flavonoides os diferenciam
nas seguintes classes: chalconas, flavanonas, flavanonois, flavonas, flavonais,
isoflavonas, flavan-3-ols e antocianidinas (Coutinho et al., 2009).

Diante de tamanha diversidade estrutural ainda h& pouca informacdo
quanto a estrutura molecular que confere atividade farmacoldgica a classe de

flavonoides (Howells et al., 2011).

1.2 Cancer e mutagenicidade

De acordo com os dados da Organizacdo Mundial da Saude (2005), uma
das doencas mais proeminentes nos seres humanos hoje é o cancer. Estima-se que
as mortes por cancer continuam a crescer, com uma estimativa de nove milhdes

de mortes no ano de 2015 e 11,4 milhdes de mortes até 2030. E uma doenca na
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qual a célula perde o controle do crescimento (Bishop and Schiestl, 2001;
Dehghan-Noodeh et al., 2013).

Existem cerca de 100 tipos de cancer e qualquer parte do corpo pode ser
afetada. Cerca de um terco dos casos poderia ser curado se detectado a tempo
(Organizacdao Mundial de Saude; Sanjorjo, 2012) e por isso a prevengcdo é muito
importante.

Os principais eventos genotdxicos que levam as células a mutagcdo sdo:
ativacdo de oncogenes e desativacdo de genes supressores tumorais, delecdes,
translocacdes anormais, amplificacdo e/ou substancial aneuploidia. A célula,
apds a ocorréncia desses eventos genotoxicos, possui capacidade ilimitada de
replicacdo e é resistente a sinais inibitérios do crescimento e insensivel a sinais
de morte e apoptose (Preston, 2005; Sanjorjo, 2012). Geralmente a mutacao
ocorre em uma Unica célula, entretanto, ap6s uma série de muta¢cdes adicionais se
transforma progressivamente em malignidade (Khan e Pelengaris, 2006; Mashele
e Fuku, 2011).

Basicamente existem trés etapas no processo de carcinogénese: a iniciacao,
a promocdo e a progressdo. A iniciacdo é a etapa em que uma substancia produz
alteracbes genéticas na celula. Como consequéncia, pode ocorrer uma das
seguintes situacdes: mutacdo dos genes de controle do crescimento, producdo de
oncogénes ativos ou perda/inativacdo de genes supressores de tumor. Ja a
promocdo é a etapa na qual ha alteracdo da expressdo genética e crescimento
clonal reversivel da populacdo de células iniciadas e a progressdo € a Ultima
etapa e se caracteriza pelo expressivo aumento do numero de células mutadas.

Esta etapa é irreversivel (Butterworth et al.,1992; Yu, 2003).
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Muitos estudos sugerem que uma das maneiras de se previnir o cancer é
através da quimioprevencdo. A quimioprevencdo pode ser definida como a
prevencdo da inducdo, inibicdo ou atraso da progressdo do cancer, ou a reversao
da carcinogénese até o estagio pré-maligno pela administracdo de agentes
farmacologicos adequados ou ingestdo de macronutrientes, micronutrientes ou
metabdlitos secundarios vegetais (De Flora e Ferguson, 2005; Namasivayam,
2011). Um dos mecanismos para a quimioprevencdo do cancer é a antimutagénese
(Namasivayam, 2011).

Substancias antimutagénicas sdo capazes de interferir no processo de
progressdo do cancer direta ou indiretamente e elas podem ser classificadas da
seguinte maneira: a) substancias que inativam ou inibem a absorcdo de agentes
mutagénicos, b) substancias que impedem que agentes mutagénicos atinjam sitios
alvo ou, c¢) substancias que suprimem a expressao neoplasica das células afetadas
e iniciam o reparo ao DNA, independentemente dos mecanismos envolvidos
(Waters et. al., 1996; Sanjorjo, 2012).

Ha um evidente interesse cientifico e comercial na busca por agentes
quimiopreventivos a partir de fontes naturais (Kinghorn et al., 2003; Mashele e
Fuku, 2011) e o reino vegetal é uma das fontes mais importante, pois fornece
muitas substancias com novas estruturas e diferentes mecanismos de a¢do (Chang
et al., 1999; Mashele e Fuku, 2011).

Uma vez que a exposicdo a substancias genotoxicas presentes no ambiente
e nos alimentos € praticamente inevitavel, investigacdes por compostos exdgenos
que possam evitar ou minimizar os danos induzidos no DNA assumiram grande
importancia, ja que as mutacGes desempenham um papel importante na

carcinogénese (Yoshikawa et al., 1996; Zahin et al., 2013).
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1.3 Teste de Ames

O teste de Ames é um ensaio muito eficiente no rastreamento de atividade
mutagénica e antimutagénica de novos compostos (Maron e Ames, 1983; El-
Sayed e Hussin, 2013).

Trata-se de um ensaio bacteriano amplamente aceito para identificacdo de
substancias que podem produzir danos genéticos que conduzem a mutacbes do
gene. O teste utiliza cepas de Salmonella typhimurium auxotréficas em relagdo a
histidina e detectam preferencialmente mutagenos que causam deslocamento do
quadro de leitura ou substituicdo de pares de bases do DNA. Essas linhagens
possuem varias mutacdes no operon da histidina que sdo os alvos para mutacéo
reversa, bem como mutacdes do tipo rfa que causam perda parcial da barreira de
lipopolissacarides da parede bacteriana facilitando a difusdo de moléculas
grandes para o interior da célula, delecdo do gene uvrB que causa deficiéncia do
sistema de reparo por excisdo e fator R plasmidial (plasmidio pKM101) que
confere resisténcia a ampicilina e contém o0s genes muc AB, cuja expressao causa
estimulo no sistema de reparo susceptivel ao erro (“error prone”). Essas
mutacdes lhes conferem maior sensibilidade na deteccdo de diversos mutadgenos
(Maron e Ames, 1983).

As diferentes mutagdes preexistentes nas cepas desse ensaio podem nos
fornecer informacgdes uteis a respeito dos tipos de alteragdes geneéticas produzidas
pelas substancias analisadas (Tabela 1) (OECD, 1997).

As cepas padrdo de S. typhimurium sugeridas para o teste de Ames sdo

TA97, TA98, TA100 e TA102. No entanto, outras cepas sdo comparativamente
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usadas com estas, como as cepas TA1535 e TA1538 para TA100 e TAO98,

respectivamente (Maron e Ames, 1983).

Tabela 1- Caracteristicas genotipicas e fenotipicas das cepas padrdo sugeridas

para o ensaio de teste de Ames

Cepa Mutag_ao Plasmideo Outra}s Tipos de mutacado detectavel
em His mutacoes
hisD661 ica
TAagy MSDEOI0 01 rffhlAg“i‘c’);B Frameshift Ad'gaioed_ecum
his01242 par %-
. rfa A(uvrB . Delecgéo de um
TA98 hisD3052 pKM101 chl bio) Frameshift par G:C
TA100  hisG46  pKM101 ”g‘hIASJi‘C’);B Substituicdo  G:C para A:T
pAQ1l pKM101, ce . .
TA102 (hisG428) 0AQ1 rfa Substituicéo A:T para G:C
TA1535  hisG46 Ma AWIB g otituicio  G:C para A:T
chl bio)
TAL537 hisC3076 rfa A(VIB o peshife  Adicao de um
chl bio) par C:G
TA1538 hisD3052 rfa AVIB oo eshify  Delecdo de um
chl bio) par G:C

A cepa TA98 detecta agentes mutagénicos que alteram o quadro de leitura
do DNA. Os mutagenos que causam alteragBes genéticas na TA98 geralmente
atuam em unidades repetitivas do DNA fazendo com que haja uma restauracdo do
quadro correto de leitura envolvida na sintese de histidina (Maron e Ames, 1983).

A cepa TA98 assim como a TA100 s&o utilizadas para estudo do
metabolismo de nitrocarcindgenos, j4 que apresentam a caracteristica em comum
de serem nitroredutases-deficientes. Devido a tal propriedade, a cepa TA100 é
utilizada para detectar agentes induzir

que possam metilacdo e causar
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substituicdo de pares de bases (G-C). Uma mutacdo detectada por essa cepa
revela ocorréncia de uma mutacdo pontual, a alteracdo do par de bases G-C
(prolina) por A-T (leucina). Assim é produzida a primeira enzima da biossintese
de histidina, restaurando o fenétipo selvagem (Maron e Ames, 1983).

A cepa TA97 de S. typhimurium apresenta uma mutacdo (no gene
hisGD6610) que causa adicdo de um par de bases C-G (frameshift), levando a
proliferacdo bacteriana pelo restabelecimento normal do quadro de leitura. Esta
mutacdo induzida da origem a formacao de uma pseudo histidinol desidrogenase,
0 que permite o crescimento muito proximo ao normal em meio minimo (Maron e
Ames, 1983).

A cepa TA102 possui plasmideo para resisténcia a tetraciclina e o gene
mutante hisG, determinando seu carater auxotrofico. Contém também o par de
bases A-T no sitio critico da reversao, e por isso detecta uma grande variedade de
mutdgenos oxidativos e de agentes crosslinks que atacam preferencialmente estes
pares de base, diferenciando-a das demais cepas que sdo revertidas nos alvos G-C
(Maron e Ames, 1983).

No teste de Ames as células bacterianas sdo expostas a substancia teste na
presenca e na auséncia de um sistema de ativacdo metabdlico exdgeno. O sistema
mais frequentemente usado € a fracdo pds-mitocondrial (S9), preparada a partir
de figados de ratos tratados com agentes indutores de enzimas e suplementado
com cofatores (OECD, 1997).

O ensaio pode ser realizado através de duas técnicas, incorporagdo em
placas ou pré-incubagdo. Na primeira técnica, as células bacterianas séo
misturadas em agar e semeadas imediatamente em meio minimo. Na técnica de

pré-incubacdo, primeiramente as células bacterianas sdo expostas a substancia
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teste e a mistura incubada, em seguida ela é semeada em agar em placas com
meio minimo. Para ambas as técnicas, apds 48 horas de incubacdo, as col6nias
revertentes sdo contadas e comparadas com os controles (Figura 2) (OECD,

1997).

TA98 TA98

Ctrol Neg. o Ctrol Pogii

4
:

/1

[ F

Figura 2 - Placas com Salmonella typhimurium (Teste de Ames)

Em cada ensaio devem ser incluidos controles positivos, tanto na presenca
como na auséncia do sistema de metabolizacdo. Os controles positivos sao
compostos comprovadamente mutagénicos, em concentracdes ja padronizadas
para cada cepa utilizada (Maron e Ames, 1983; Aiub e Felzenszwalb, 2011).

Ensaios que utilizam organismos unicelulares e bactérias tém enormes
vantagens. Por serem unicelulares, esses sistemas permitem a analise da
composicdo genética exata. Nos ensaios antimutagénicos sdo necessarias grandes
quantidades de células vivas e através da utilizacdo de células bacterianas isso €
facilmente conseguido. Estes sistemas sdo simples, permitem testes rapidos e sdo
relativamente de baixo custo (Mortelmans e Zeiger, 2000; Dehghan-Noodeh et

al., 2013).
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2 Objetivos

O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antimutagénica dos
flavonoides quercetina, kaempferol, luteolina, fisetina, galangina, crisina,
flavona, 3-hidroxiflavona, 5-hidroxiflavona e 7-hidroxiflavona, através do teste
de Ames contra 0os mutagenos 4-nitro-o-fenilenodiamina (NPD), azida sodica
(AZS) e mitomicina C (MMC) em experimentos sem ativacdo metabolica e
benzo[a]pireno (B[a]P), aflatoxina B; (AFB;) e 2-aminoantraceno (2-AA) em

experimentos com ativacdo metabdlica.
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3 Materiais e Métodos
3.1 Substéancias testadas

Foram testados dez flavonoides, quercetina, kaempferol, luteolina, fisetina,
galangina, crisina, flavona, 3-hidroxiflavona, 5-hidroxiflavona e 7-
hidroxiflavona, cujas estruturas encontram elucidadas na Figura 3. Esses

flavonoides apresentam diferencas no padrdo de hidroxilacéo.

Quercetina Luteolina

Kaempferol Fisetina

Crisina Galangina Flavona
o e Sy
=D, Lu] | L HO [} | - |
| | |
=128
H (] [= 5§ (] (]
3-hidroxiflavona 5-hidroxiflavona 7-hidroxiflavona
¥ B B
| s o e HO o
I | I
H
[n] OH (] a

Figura 3- Estrutura molecular dos flavonoides testados

Os flavonoides foram obtidos comercialmente pela Sigma-Aldrich (Brasil)

e foram dissolvidos em DMSO em cinco concentragdes distintas.

3.2 Cepas bacterianas utilizadas
Para a realizacdo do teste de antimutagenicidade foram utilizadas as

linhagens TA98, TA100 e TA102 de S. typhimurium. Estas cepas foram
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gentilmente cedidas pelo Dr. Bruce Ames da Universidade de Berkeley,
California, EUA.

As caracteristicas genéticas das cepas de S. typhimurium foram checadas
rotineiramente, antes do preparo dos estoques para congelamento. A dependéncia
da histidina, presenca de mutacdo rfa, presenca de delecdo uvrB, presenca de
plasmidios de resisténcia e taxa de reversdao espontanea foram verificadas de
acordo com Maron e Ames (1983).

As cepas de S. typhimurium ficaram estocadas em viais criogénicos (2,0
mL), e mantidas a -70°C para que se mantivessem inalteradas todas as suas
caracteristicas genéticas. Para cada 0,9 mL de cultura foi adicionado 0,1 mL de

dimetilsuféxido (DMSO - Sigma - Aldrich) que é um crioprotetor.

3.3 Preparo de solucdes
3.3.1 Inéculo

Com auxilio de alga de inoculacdo, pequena quantidade da cultura estoque
congelada foi semeada em 30 mL de caldo nutriente (Oxoid n° 2), incubada a
37°C, por 12-16 horas, em incubadora com agitacdo (37°C — 160 rpm), de modo a

obter uma densidade de 1-2 x10° bactérias/ mL.

3.3.2 Ativacao metabdlica

Foi utilizada a fracdo microssomal S9 homogeneizada de figado de rato
Sprague Dawley (fracdo poOs-mitocondrial, suplementada com um cofator,
preparada a partir de figado de roedores tratados com agentes indutores de
enzimas, aroclor 1254- 500 mg/kg). A fracdo S9 revela se a substancia teste é

mutagénica em sua forma original ou necessita ser metabolizada ou ativada para
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se tornar mutagénica. O sistema de ativacdo metabdlica consiste de 4% de fragdo
S9, 1% de 0,4 M de cloreto de magnésio, 1% de 1,65 M de cloreto de potassio,
0,5% de 1 M de glicose-6-fosfato e 4% de 0,1 M de b-nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato 0,1 M, além de 50% de 0,2 M de tampdo fosfato pH 7,4 e
39,5% de agua destilada esteril (Maron e Ames, 1983). Essa mistura foi mantida
em banho de gelo durante todo o ensaio. Todas as solu¢cBes foram preparadas

sempre a fresco e utilizadas num periodo maximo de 3 horas.

3.4 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada para cada experimento de
antimutagénese para avaliar o potencial efeito bactericida dos mutdgenos quando
associados aos flavonoides.

Para o desenvolvimento do teste de viabilidade, as células bacterianas
foram misturadas aos mutdgenos, em tubos de ensaio, e também ao sistema de
metabolizacdo (S9) ou solugdo tampdo, quando ndo havia necessidade de
metabolizacdo. Foram feitos também o controle espontdneo do crescimento
bacteriano, contendo apenas solugdo tampédo; e o controle negativo, contendo
solucdo tampdo ou sistema de metabolizacdo (S9) e o solvente DMSO.

A mistura foi homogeneizada em vortex e o conteddo de cada tubo foi
adicionado a 9 mL de solugdo fisioldgica estéril a fim de se obter uma diluicéo
de 1:10. Em seguida, a mistura foi homogeneizada e 1 mL transferido para outro
tubo com o mesmo volume de solucdo fisiologica, procedendo dessa maneira
diluicBes seriadas até obtencdo de uma diluicdo de 1 x 10°°.

Do tubo contendo a diluicdo de 1 x 10° e 1 x 107 retirou-se 0,1 mL e

semeou-se com alca de Drigalsky em placas com agar nutriente. A placa foi
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incubada por 24 horas a 37°C. Decorrido este periodo as coldnias foram contadas
e calculadas as unidades formadoras de colénias (UFC)/mL (UFC = diluicdo x
namero de coldnias x 10).

O percentual de viabilidade para cada tratamento foi comparado com o
nimero de coldnias do controle negativo. As respostas foram consideradas
citotéxicas quando o porcentual de sobrevivéncia da amostra foi inferior a 60%
do total observado para o controle negativo (Vargas et al., 1993; Lira et al.,

2008).

3.5 Ensaios de antimutagenicidade

O ensaio foi realizado pelo método de pré-incubacdo, de acordo com
Maron e Ames (1983). Os flavonoides quercetina, kaempferol, crisina, fisetina,
flavona, luteolina, galangina, 3-hidroxiflavona, 5-hidroxiflavona e 7-
hidroxiflavona foram dissolvidos em DMSO em cinco concentracdes distintas. As
concentragcdes foram selecionadas com base nos testes de viabilidade celular.

As concentracOes dos flavonoides utilizadas nos ensaios estdo exibidas na

Tabela 2.
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Tabela 2 — As cinco concentragdes distintas, em nM/placa, de cada flavonoide

Concentracoes (nM/placa)

Flavonoide 1 ” ” pr e
Quercetina 12,1 24,5 49,1 98,4 147,8
Kaempferol 14,3 29,0 58,0 116,4 1747
Crisina 16,1 32,6 65,3 131,0  196,7
Fisetina 14,3 29,0 58,0 116,4 174,7
Luteolina 14,3 29,0 58,0 116,4 174,7
Flavona 18,4 37,3 74,7 149,8 225,0
Galangina 2,6 51 10,2 20,5 30,7

3-hidroxiflavona 17,2 34,8 69,7 139,8 209,9
5-hidroxiflavona 17,2 34,8 69,7 139,8 209,9

7-hidroxiflavona 17,2 34,8 69,7 139,8 209,9

Para cada concentracdo distinta de cada um dos flavonoides estudados
foram adicionados 0,5 mL de tampdo fosfato 0,2 M, para 0S ensaios sem
metabolizacdo, ou 0,5 mL de mistura S9 4% para ensaios com metabolizacédo, 0,1
mL de cultura de bactérias e os agentes mutagénicos conhecidos. Como
mutagenos diretos foram utilizados 10,0 pg/ placa de NPD para S. typhimurium
TA98, 1,25 ng/ placa de AZS para S. typhimurium TA100 e 0,5 pg/ placa de
MMC para S. typhimurium TA102. Como mutagenos indiretos foram utilizados
1,0 ng/ placa de B[a]P para S. typhimurium TA98, 0,5 pg/ placa de AFBI1 para S.

typhimurium TA100 e 1,25 pg/ placa de 2-AA para S. typhimurium TA102.
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As misturas foram entdo incubadas a 37°C por 20 a 30 minutos. Em
seguida, foram adicionados 2 mL de top agar suplementado com tracos de
histidina e biotina. Homogeinizou-se levemente e plagueou-se em meio minimo
glicosado. Apos solidificacdo do top agar, as placas foram incubadas a 37°C por
48 horas. Apds esse periodo, as colbnias revertentes foram contadas
manualmente. O ensaio foi realizado em triplicata.

Os resultados dos ensaios de antimutagenicidade foram expressos em
porcentagem de inibi¢do, ou seja, a capacidade dos compostos para inibir a agao
do agente mutagénico conhecido. O calculo da porcentagem da inibicdo da

mutagenicidade foi realizado de acordo com Loh et al (2009):

Percentual (%) de inibicdo = 100 - [(%) X 100]

onde:
T é o nimero de revertentes na placa contendo mutdgeno e compostos;
M é o nimero de revertentes na placa contendo apenas o mutageno.

A auséncia de efeito antimutagénico foi considerada quando um valor
inferior a 25% foi obtido, um efeito moderado, quando um valor entre 25% e 40%
foi obtido, e forte antimutagenicidade em valores superiores a 40% (Neigi et al.,

2003; Lira et al., 2008).
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4 Resultados

Os resultados obtidos da avaliacdo do potencial antimutagénico dos
flavonoides estdo apresentados nas Tabelas 4-9. Os resultados foram expressos
como média do numero de revertentes/placa (M), desvio padrdo (DP) e
porcentagem de inibicdo da atividade mutagénica dos mutadgenos NPD e B[a]P,
na linhagem TA 98, AZS e AFB;, na linhagem TA100 e MMC e 2-AA, na
linhagem TA102 de S. typhimurium.

Os resultados do ensaio que utilizou a cepa TA98 sem S9 e que foi tratado
com o mutageno NPD mostraram que todos os flavonoides testados apresentam
forte efeito antimutagénico, exceto os flavonoides fisetina, que ndo exibiu efeito
antimutagénico, e a flavona, que exibiu moderado efeito antimutagénico (Tabela
3). No ensaio com essa mesma linhagem, em experimentos com S9 e tratado com
0 mutageno B[a]P, foi possivel observar um forte efeito antimutagénico para
todos os flavonoides estudados, exceto para a quercetina, que estimulou a
mutagenicidade do B[a]P (Tabela 4).

O ensaio realizado com a cepa TA100, sem S9 e tratado com o mutageno
AZS ndo apresentou efeito antimutagénico dos flavonoides avaliados, exceto 0s
flavonoides luteolina, crisina, 3-hidroxiflavona e 7-hidroxiflavona, que
apresentaram efeito antimutagénico moderado quando testados em concentracdes
mais elevadas (Tabela 5). Quando os flavonoides foram avaliados com S9 e
contra 0 mutageno AFB; o0s resultados mostraram que a quercetina, fisetina,
flavona, 3-hidroxiflavona, 5-hidroxiflavona e 7-hidroxiflavona ndo apresentaram
efeito antimutagénico. Além disso, mostrou que o flavonoide crisina apresenta
um moderado efeito antimutagénico. Enquanto que os flavonoides kaempferol e

luteolina apresentaram um forte efeito antimutagénico. Por outro lado, a
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galangina estimulou o efeito mutagénico da AFB;, porém em concentracfes mais
elevadas exibiu moderada atividade antimutagénica (Tabela 6).

O ensaio realizado com a cepa TA102, sem S9 e com o mutdgeno MMC
mostrou que os flavonoides quercetina, fisetina, crisina, galangina, flavona e 5-
hidroxiflavona nédo exibiram efeito antimutagénico. Ja a Iluteolina e 7-
hidroxiflavona apresentaram efeito antimutagénico moderado e o kaempferol e 3-
hidroxiflavona apresentaram forte efeito antimutagénico (Tabela 7). Quando
associados ao mutageno 2-AA em experimentos com S9, os flavonoides
quercetina, fisetina, luteolina, crisina, galangina, 3-hidroxiflavona e 7-
hidroxiflavona exibiram forte efeito antimutagénico. O flavonoide 5-
hidroxiflavona exibiu um efeito moderado e os flavonoides kaempferol e flavona
nao apresentaram efeito antimutagénico (Tabela 8).

Os resultados obtidos neste estudo foram submetidos ao periddico Food
Chemistry com artigo intitulado “Differences in the hydroxylation pattern of
flavonoids alter their chemoprotective effect against direct and indirect

acting mutagens” e esta sob analise de publicacéo.
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Tabela 3 — Atividade antimutagénica dos flavonoides contra o mutageno 4-nitro-o-fenilenodiamina (NPD) na cepa TA 98 sem

metabolizacdo (-S9)

Salmonella typhimurium revertentes/placa + DP (1)

TA98 (-S9)
pg/ placa
NPD 1771 £50 NPD 1771 + 50 NPD 947 + 38 NPD 1160 + 43 NPD 1280 + 46
Quercetina + NPD Kaempferol + NPD Fisetina + NPD Luteolina + NPD Crisina + NPD
12,1 483 + 63 (739) 14,3 769 + 76 (57°) 14,3 940 £ 19 (19) 14,3 908 + 49 (229 16,1 775 + 24 (39°)
24,5 591 + 48 (67°) 29,0 580 + 32 (67°) 29,0 866 + 15 (8%) 29,0 837 + 64 (28") 32,6 880 + 39 (31°)
49,1 456 + 54 (74° 58,0 633 £ 67 (64°) 58,0 826 + 24 (139 58,0 798 + 38 (31°) 65,3 725 + 53 (439
98,4 493 + 59 (729 116,4 584 + 79 (67°) 116,4 803 + 25 (159) 116,4 727 + 36 (37°) 131,0 749 + 39 (419
147.8 472 +63 (739 174,7 552 + 62 (69°) 174,7 759 + 29 (20%) 174,7 675 + 27 (42° 196,7 667 + 49 (48°)
DMSO 12+3 DMSO 12+3 DMSO 15+3 DMSO 18+5 DMSO 21+5
NPD 1771 +50 NPD 1280 + 46 NPD 1280 + 46 NPD 1280 + 46 NPD 1280 + 46
Galangina + NPD Flavona + NPD 3-hidroxiflavona + NPD 5-hidroxiflavona + NPD 7-hidroxiflavona + NPD
2,6 719 +79 (599 18,4 1013 + 17 (21%) 17,2 953 + 42 (26") 17,2 731+ 15 (439 17,2 775 + 24 (419
51 852 + 21 (529 37,3 1066 + 43 (17%) 34,8 792 + 54 (38") 34,8 706 + 20 (45°) 34,8 706 + 71 (459
10,2 568 + 73 (68°) 74,7 959 + 31 (25" 69,7 708 + 27 (45°) 69,7 682 + 36 (47°) 69,7 697 + 48 (45°)
20,5 604 + 26 (66°) 149,8 849 + 44 (34" 139,8 681 + 24 (47°) 139,8 654 + 38 (49°) 139,8 628 + 39 (51°
30,7 629 + 72 (64°) 225,0 844 + 41 (34" 209,9 544 + 34 (57°) 209,9 585 + 49 (54°) 209,9 616 + 24 (52°
DMSO 12+3 DMSO 21+5 DMSO 21+5 DMSO 21+5 DMSO 21+5

| = porcentagem de inibicdo; DP = desvio padréo; ® sem efeito antimutagénico (< 25% inibico); ° efeito moderado (25% - 40% inibicéo); © forte efeito antimutagénico (> 40%
inibicdo). DMSO: 100 pL/placa. Indutor de danos: 4-nitro-o-fenilenodiamino (NPD — 10,0 ug/ placa)
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Tabela 4 - Atividade antimutagénica dos flavonoides contra o mutageno benzo[a]pireno (B[a]P) na cepa TA 98 com

metabolizacdo (+S9).

Salmonella typhimurium revertentes/placa + DP (1)

TA98 (+59)
pg/ placa
B[a]P 684 + 30 B[a]P 684 + 30 B[a]P 689 + 22 B[a]P 689 + 22 B[a]P 689 + 22
Quercetina + B[a]P Kaempferol + B[a]P Fisetina + B[a]P Luteolina + B[a]P Crisina + B[a]P
12,1 623 = 68 (99 14,3 186 + 77 (73°) 14,3 492 + 48 (29) 14,3 147 £ 23 (79°) 16,1 160 + 26 (77°)
24,5 950 * 65 29,0 234 + 69 (66°) 29,0 430 + 17 (38") 29,0 196 + 36 (71°) 32,6 159 + 13 (77°)
49,1 880 = 51 58,0 250 + 41 (63°) 58,0 432 + 30 (37%) 58,0 171 + 15 (75°) 65,3 155 + 35 (77°)
98,4 2055 + 23 116,4 173 £ 72 (75°) 116,4 370 + 13 (46°) 116,4 182 + 29 (74°) 131,0 102 + 23 (85°)
147,8 2119 + 62 174,7 148 + 62 (78°) 174,7 351 + 46 (49°) 174,7 160 + 35 (77°) 196,7 126 + 14 (82°)
DMSO 19+4 DMSO 19+4 DMSO 23+3 DMSO 23+3 DMSO 23+3
B[a]P 684 + 30 B[a]P 689 + 22 B[a]P 689 + 22 B[a]P 689 + 22 B[a]P 689 + 22
Galangina + B[a]P Flavona + B[a]P 3-hidroxiflavona + B[a]P 5-hidroxiflavona + B[a]P 7-hidroxiflavona + B[a]P
2,6 327 £ 37 (529 18,4 268 + 13 (61°) 17,2 167 £ 7 (76° 17,2 295 + 17 (579 17,2 171 + 18 (75
51 333 £51 (519 37,3 212 + 24 (69°) 34,8 164 + 20 (76°) 34,8 222 + 27 (68°) 34,8 123 + 29 (82
10,2 295 + 28 (57°) 74,7 225 + 20 (67°) 69,7 156 + 12 (77°9) 69,7 179 + 11 (749 69,7 127 + 17 (82°)
20,5 244 + 39 (64°) 149,8 206 + 18 (709 139,8 158 + 15 (77°) 139,8 146 + 26 (79°) 139,8 133 + 14 (81°)
30,7 286 + 48 (58°) 225,0 173 £ 25 (75°) 209,9 136 + 19 (80°) 209,9 133 £ 17 (81°) 209,9 135 + 29 (80°)
DMSO 19+4 DMSO 23+3 DMSO 23+3 DMSO 23+3 DMSO 23+3

| = porcentagem de inibicdo; DP = desvio padréo; ® sem efeito antimutagénico (< 25% inibicéo); ° efeito moderado (25% - 40% inibicdo); © forte efeito antimutagénico (> 40%
inibicdo). DMSO: 100 pL/placa. Indutor de danos: benzo[a]pireno (B[a]P — 1,0 pg/ placa)
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Tabela 5 - Atividade antimutagénica dos flavonoides contra o mutageno azida sodica (AZS) na cepa TA 100 sem

metabolizagéo (-S9).

Salmonella typhimurium revertentes/placa + DP (I)

TA100 (-S9)
pg/ placa
AZS 1411 £ 35 AZS 1411 £ 35 AZS 1048 + 33 AZS 1048 + 33 AZS 1048 + 33
Quercetina + AZS Kaempferol + AZS Fisetina + AZS Luteolina + AZS Crisina + AZS
12,1 1133 £ 57 (20%) 14,3 1080 + 41 (239 14,3 980 + 25 (6%) 14,3 868 + 49 (179 16,1 951 + 36 (9%
24,5 1117 + 26 (21%) 29,0 1142 + 34 (199 29,0 934 + 25 (119) 29,0 841 + 18 (20% 32,6 929 + 60 (11%
49,1 1160 + 18 (189 58,0 1155 + 50 (18%) 58,0 929 +61 (119 58,0 773 + 43 (26") 65,3 877 + 34 (16%)
98,4 1187 + 39 (169 116,4 1169 + 40 (179 116,4 873 £ 63 (179 116,4 724 + 12 (31°) 131,0 835 + 25 (20%)
147.8 1168 + 43 (17%) 174,7 1163 + 45 (18%) 174,7 884 + 30 (16%) 174,7 717 +22 (32°) 196,7 667 + 44 (36°)
DMSO 109 + 20 DMSO 109 £ 20 DMSO 124 + 40 DMSO 124 + 40 DMSO 124 £ 40
AZS 1411+ 35 AZS 1048 + 33 AZS 1048 + 33 AZS 1048 + 33 AZS 1048 + 33
Galangina + AZS Flavona + AZS 3-hidroxiflavona + AZS 5-hidroxiflavona + AZS 7-hidroxiflavona + AZS
2,6 1384 + 45 (2% 18,4 829 + 44 (21% 17,2 996 + 66 (5% 17,2 957 +29 (9% 17,2 909 + 23 (13%)
51 1353 + 33 (4% 37,3 805 + 37 (23%) 34,8 964 + 28 (8% 34,8 928 +59 (11% 34,8 888 + 46 (15%
10,2 1339 £ 52 (5% 74,7 867 £ 70 (17%) 69,7 864 + 29 (18% 69,7 883 + 65 (16%) 69,7 865 + 37 (17%)
20,5 1363 + 44 (3% 149,8 891 + 54 (15% 139,8 815 + 15 (22% 139,8 916 + 32 (13%) 139,8 855 + 23 (18%)
30,7 1380 + 23 (2% 225,0 925 + 47 (12%) 209,9 725 + 11 (31°) 209,9 913 +27 (129 209,9 760 + 45 (27°)
DMSO 109 + 20 DMSO 124 + 40 DMSO 124 + 40 DMSO 124 + 40 DMSO 124 + 40

| = porcentagem de inibicdo; DP = desvio padréo; ® sem efeito antimutagénico (< 25% inibicdo); ° efeito moderado (25% - 40% inibicdo); © forte efeito antimutagénico (> 40%
inibicdo). DMSQO: 100 pL/placa. Indutor de danos: &zida s6dica (AZS — 1,25 ug/ placa)
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Tabela 6 - Atividade antimutagénica dos flavonoides contra o mutageno aflatoxina B; (AFB1) na cepa TA 100 com

metabolizacdo (+S9).

Salmonella typhimurium revertentes/placa + DP (1)

TAL00 (+59)

pg/ placa
AFB; 1123+ 37 AFB; 1123 + 37 AFB; 1049 + 38 AFB; 1060 + 77 AFB; 1060 + 77
Quercetina + AFB; Kaempferol + AFB, Fisetina + AFB; Luteolina + AFB, Crisina + AFB;
12,1 1051 + 52 (6% 14,3 1083 + 29 (4% 14,3 873+ 29 (179 14,3 944 + 35 (11%) 16,1 940 + 28 (11%)
24,5 1109 + 69 (1% 29,0 821 + 40 (27°) 29,0 977 + 49 (79 29,0 948 + 17 (119 32,6 876 + 16 (17%)
49,1 1064 + 48 (5% 58,0 864 + 44 (23" 58,0 953 + 20 (99) 58,0 877 + 23 (179 65,3 920 + 30 (13%
98,4 917 + 49 (189 116,4 607 + 68 (46°) 116,4 983 + 16 (69 116,4 749 + 20 (29°) 131,0 725 + 18 (32°)
147,8 870 + 29 (22% 174,7 455 + 48 (59°) 174,7 959 + 28 (9°) 174,7 609 + 26 (42° 196,7 720 + 17 (32")
DMSO 192 + 77 DMSO 192 + 77 DMSO 200 + 47 DMSO 219 + 68 DMSO 219 + 68
AFB; 1123+ 37 AFB; 1049 + 38 AFB; 1049 + 38 AFB; 1049 + 38 AFB; 1049 + 38
Galangina + AFB, Flavona + AFB; 3-hidroxiflavona + AFB; 5-hidroxiflavona + AFB; 7-hidroxiflavona + AFB;
2,6 1613 £ 58 18,4 945 + 39 (10% 17,2 987 + 60 (6% 17,2 1028 + 25 (2% 17,2 929 + 34 (119
51 1491 £ 50 37,3 983 + 28 (69 34,8 985 + 30 (6% 34,8 1041 + 16 (1% 34,8 941 + 28 (10%
10,2 1467 + 69 74,7 969 + 33 (89) 69,7 907 + 22 (149 69,7 909 + 38 (13%) 69,7 877 + 29 (16%)
20,5 944 + 47 (169 149,8 929 + 27 (119 139,8 975 + 36 (79) 139,8 848 + 34 (199 139,8 904 + 29 (14%
30,7 773 £55 (31°) 225,0 995 + 37 (59) 209,9 948 + 34 (10%) 209,9 869 + 24 (179 209,9 972 + 17 (7%
DMSO 192 £ 77 DMSO 200 = 47 DMSO 200 = 47 DMSO 200 = 47 DMSO 200 = 47

| = porcentagem de inibicdo; DP = desvio padréo; ® sem efeito antimutagénico (< 25% inibicéo); ° efeito moderado (25% - 40% inibicdo); © forte efeito antimutagénico (> 40%
inibicdo). DMSO: 100 pL/placa. Indutor de danos: aflatoxina B; (AFB; — 0,5 pug/ placa)
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Tabela 7 - Atividade antimutagénica dos flavonoides contra o mutageno mitomicina (MMC) nas cepas TA 102 sem

metabolizagéo (-S9).

Salmonella typhimurium evertentes/placa = DP (I)

TA102 (-S9)
pg/ placa
MMC 2292 + 82 MMC 2292 + 82 MMC 2292 + 82 MMC 2292 + 82 MMC 2292 + 82
Quercetina + MMC Kaempferol + MMC Fisetina + MMC Luteolina + MMC Crisina + MMC
12,1 2365 + 44 14,3 2283 + 31 (0.4%) 14,3 1971 + 57 (14%) 14,3 2035 + 66 (11?) 16,1 2144 + 39 (6%
24,5 2304 £ 70 29,0 2171 + 45 (5% 29,0 1947 £ 45 (159) 29,0 1877 + 60 (187 32,6 1987 + 65 (13%)
49,1 1973 + 32 (149 58,0 1579 + 68 (31") 58,0 1800 * 38 (21%) 58,0 1688 + 55 (26") 65,3 1957 + 61 (15%)
98,4 1923 + 79 (169) 116,4 1496 * 32 (35") 116,4 1864 + 48 (19?) 116,4 1565 + 53 (32°) 131,0 2016 + 51 (129
147,8 1971 + 65 (14%) 174,7 1269 + 72 (45°) 174,7 1787 + 64 (222) 174,7 1515 + 60 (34°) 196,7 1964 + 69 (14%)
DMSO 253 + 36 DMSO 253 + 36 DMSO 253 + 36 DMSO 253 + 36 DMSO 253 + 36
MMC 2292 + 82 MMC 2292 + 82 MMC 2292 + 82 MMC 2292 + 82 MMC 2292 + 82
Galangina + MMC Flavona + MMC 3-hidroxiflavona + MMC 5-hidroxiflavona + MMC 7-hidroxiflavona +MMC
2,6 2216 + 32 (3% 18,4 2256 + 31 (2% 17,2 1909 + 72 (17%) 17,2 1984 + 69 (13%) 17,2 2040 + 48 (11%)
51 1893 + 38 (17%) 37,3 1968 + 42 (14%) 34,8 1624 + 60 (29°) 34,8 1848 + 52 (19%) 34,8 2051 + 41 (10%)
10,2 1877 + 42 (189 74,7 1971 + 49 (16%) 69,7 1557 + 45 (32°) 69,7 1976 + 60 (14%) 69,7 1917 + 47 (16%)
20,5 1869 + 53 (187 149,8 2048 + 63 (119 139,8 1427 + 55 (38") 139,8 1984 + 63 (13%) 139,8 1859 + 75 (19%)
30,7 2011 + 68 (12% 225,0 1907 + 56 (17%) 209,9 1360 + 54 (41°) 209,9 1960 + 61 (14%) 209,9 1707 + 62 (25")
DMSO 253 + 36 DMSO 253 + 36 DMSO 253 + 36 DMSO 253 + 36 DMSO 253 + 36

| = porcentagem de inibicdo; DP = desvio padréo; ® sem efeito antimutagénico (< 25% inibico); ° efeito moderado (25% - 40% inibicéo); ¢ forte efeito antimutagénico (> 40%
inibicdo). DMSO: 100 pL/placa. Indutor de danos: mitomicina (MMC - 0,5 ug/ placa)
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Tabela 8 - Atividade antimutagénica dos flavonoides contra o mutageno 2-aminoantraceno (2-AA) na cepa TA 102 com

metabolizacdo (+S9).

Salmonella typhimurium revertentes/placa + DP (I)

TA102 (+S9)

pg/ placa
2-AA 1292 £ 50 2-AA 1292 + 50 2-AA 1083 + 57 2-AA 1292 + 50 2-AA 1292 £ 50
Quercetina + 2-AA Kaempferol + 2-AA Fisetina + 2-AA Luteolina + 2-AA Crisina + 2-AA
12,1 1149 + 30 (119 14,3 1131 + 89 (127 14,3 445 + 70 (59° 14,3 549 + 54 (57°) 16,1 349 + 30 (739
24,5 1112 + 46 (14%) 29,0 1069 + 44 (179 29,0 351+ 70 (68°) 29,0 447 + 61 (65°) 32,6 331+ 23 (749
49,1 933 + 32 (28") 58,0 1128 + 37 (139 58,0 365 + 54 (66°) 58,0 308 + 49 (76°) 65,3 228 + 28 (82°)
98,4 893 + 44 (31°) 116,4 1059 + 60 (18% 116,4 323 +48 (70° 116,4 263 + 48 (80°) 131,0 220 + 27 (839)
147,8 763 + 41 (41° 174,7 1003 + 72 (22%) 174,7 368 + 55 (66°) 174,7 303 £31 (779 196,7 149 + 26 (88°)
DMSO 236 + 28 DMSO 236 + 28 DMSO 288 + 19 DMSO 236 + 28 DMSO 236 + 28
2-AA 1292 + 50 2-AA 1083 + 57 2-AA 1083 + 57 2-AA 1083 + 57 2-AA 1083 + 57
Galangina + 2-AA Flavona + 2-AA 3-hidroxiflavona + 2-AA 5-hidroxiflavona + 2-AA 7-hidroxiflavona + 2-AA
2,6 404 + 30 (69°) 18,4 864 + 37 (20%) 17,2 528 + 42 (519 17,2 819 + 25 (249 17,2 464 + 73 (57°)
51 408 + 23 (68°) 37,3 837 + 68 (23%) 34,8 499 + 81 (54°) 34,8 739 + 70 (32°) 34,8 424 + 14 (61°)
10,2 353+ 37 (739) 74,7 827 + 20 (24%) 69,7 381 + 74 (65°) 69,7 784 + 73 (28" 69,7 504 + 21 (53°%)
20,5 287 + 21 (789 149,8 856 + 24 (21%) 139,8 408 + 21 (62°) 139,8 691 + 32 (36°) 139,8 376 + 21 (65°)
30,7 227 + 36 (82°) 225,0 832 + 40 (23% 209,9 328 + 35 (70°) 209,9 661 + 41 (39°) 209,9 480 + 29 (56°)
DMSO 236 + 28 DMSO 288 + 19 DMSO 288 + 19 DMSO 288 + 19 DMSO 288 + 19

| = porcentagem de inibicdo; DP = desvio padréo; ® sem efeito antimutagénico (< 25% inibicdo); ° efeito moderado (25% - 40% inibicéo); © forte efeito antimutagénico (> 40%

inibicdo). DMSO: 100 pL/placa. Indutor de danos: 2-aminoantraceno (2-AA — 1,25 ug/ placa)
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5 Discussédo

A diversidade do padrao estrutural tornou os flavonoides uma rica fonte de
compostos com propriedades quimiopreventivas (Moghaddam et al, 2012).
Segundo Buer et al. (2010), sdo conhecidas mais de 9000 variantes estruturais de
flavonoides. Do ponto de vista do potencial terapéutico, muitas pesquisas tém
tentado elucidar a possivel relacdo estrutura atividade que pode levar a
descoberta de novas drogas (Lazaro, 2002).

Algumas estruturas ja foram descritas como sendo essenciais para a
atividade antimutagénica de flavonoides. Segundo Edenharder e Grunhage
(2003), a presenca de uma carbonila no carbono 4 dos flavonoides e a existéncia
de uma estrutura planar ao lado da funcdo ceto sdo essenciais para atividade
antimutagénica. Além disso, segundo Lazaro (2002), a existéncia de uma dupla
ligacdo entre os carbonos C2-C3, um anel aberto C e a posicdo do anel B (em C2
ou C3) sdo as principais estruturas que podem produzir variacdes na atividade
anticancer. Lazaro (2002) ainda afirma que a presen¢a de hidroxilas em C3’ e
C4’ no anel B ou hidroxilas em C5 e C7 no anel A sd3ao os padrdoes de
substituicGes presentes nos flavonoides mais ativos. Variagdes nos substituintes
em diferentes posi¢des, como 3 e 4’ na estrutura flavona, tem mostrado alterar a
eficacia dos flavonoides.

Outro parametro que deve ser considerado é o angulo de tor¢cdo do anel B
com o restante da molécula o que influencia fortemente a capacidade de
eliminacdo de radicais livres. A planaridade permite conjugacdo, deslocacgao
eletrénica, e um correspondente aumento na estabilidade do radical fenoxil do

flavonoide. E postulado que grupos hidroxilas do anel B formam ligagdes de
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hidrogénio com o 3-OH, alinhando o anel B com o heterociclico e com o anel A
(Heim et al., 2002)

As principais caracteristicas para captura de radicais livres sdo a presenca
de um grupo catecol no anel B que tem melhor propriedade de doar elétrons para
estabilizar espécies radicais, uma dupla ligacdo entre as posi¢cdes 2 e 3 conjugada
com o grupo 4-oxo, que é responsavel pela deslocalizacdo de elétrons, e a
presenca de hidroxilas nos carbonos 3 e 5 juntamente com o0 grupo 4-0x0 que
confere potencial maximo na captura de radicais livres (Figura 4) (Edenharder e

Grunhage, 2003).

doar elétrons para estabilizar deslocalizacéo de elétrons potencial maximo na
espécies radicais captura de radicais livres

Figura 4- Caracteristicas estruturais responsaveis pela atividade antioxidante dos
flavonoides

Todos os flavonoides estudados neste trabalho foram anteriormente
avaliados pelo nosso grupo (Laboratério de Mutagénese da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara) quanto ao seu potencial mutagénico. Os resultados
de mutagenicidade foram publicados por Resende et al. (2012).

Com relagdo aos resultados obtidos neste estudo, no ensaio realizado
utilizando o mutageno NPD, a fisetina foi o Unico flavonoide que ndo mostrou
atividade antimutagénica. Este resultado talvez possa ser explicado devido a

auséncia de hidroxila na posi¢cdo C5, como pode ser visto na Figura 3. Segundo
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Edenharder e Grunhage (2003), uma hidroxila no C5 é importante para captura de
elétrons, juntamente com a ressonancia com o grupo oxo em C4 e uma hidroxila
em C3.

A quercetina foi o flavonoide que exibiu a maior atividade antimutagénica
no ensaio com o mutadgeno NPD. Isso pode ser explicado devido a sua moléecula
possuir todas as estruturas que conferem um potencial maximo na captura de
elétrons como pode ser visto na Figura 3 e 4.

No ensaio realizado contra o mutadgeno B[a]P o flavonoide quercetina nédo
exibiu um efeito antimutagénico, pelo contrario, este flavonoide estimulou a
mutagenicidade induzida pelo B[a]P. De acordo com Melo et al. (1984), uma das
caracteristicas do sistema enzimatico da B[a]P hidrolase é o aumento de sua
atividade induzida pela administracdo de compostos organicos apropriados,
inclusive flavonoides (Figura 5). Portanto uma das possiveis explicacbes para
esse resultado pode ser a ocorréncia de uma inducdo enzimatica causada pela
quercetina. Além disso, segundo Harwood et al. (2007), a molécula da quercetina
se oxida enquanto exerce sua capacidade antioxidante formando produtos de

oxidacdo potencialmente tdéxicos responsaveis pela sua mutagenicidade.
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Figura 5 - Metabolizacdo do B[a]P e ataque do intermediario ao DNA
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No ensaio realizado com o mutageno AZS, apenas os flavonoides luteolina,
crisina, 3-hidroxiflavona e 7-hidroxiflavona apresentaram moderado efeito
protetor, quando em concentracdes mais elevadas. O flavonoide luteolina foi o
que apresentou uma melhor atividade, pois obteve efeito protetor em trés
distintas concentracdes. Isso talvez possa ser explicado devido a presenca do
grupo catecol no anel B, como pode ser visto na Figura 3, pois foi o Unico
flavonoide dentre os que exibiram efeito protetor a possuir essa estrutura.

No ensaio realizado contra o mutdgeno AFB;, o flavonoide kaempferol
apresentou o melhor efeito protetor, seguido da luteolina e crisina enquanto o
flavonoide galangina potencializou o efeito mutagénico. O kaempferol possui,
dentre os flavonoides com atividade protetora, mais estruturas ditas como
essenciais para a atividade antimutagénica, como por exemplo, grupo OH em C3,
grupo ceto em C4, grupo OH em C5 e em C7 (Figura 3). O flavonoide galangina
(Figura 3), diferente de todos os flavonoides estudados, € o Unico a apresentar
um grupo OH em C3, C5 e C7 e nenhum grupo OH no anel B. Também pdde ser
verificado nesse ensaio, que os flavonoides monohidroxilados (3-hidroxiflavona,
5-hidroxiflavona, 7-hidroxiflavona) e o flavonoide flavona (Figura 3) néo
exibiram efeito protetor, podendo, portanto, ser indicativo de que nesse caso a
presenca e o nimero de grupos OH é importante para a atividade antimutagénica.

No ensaio que utilizou o mutdgeno MMC, a quercetina também
potencializou sua atividade mutagénica. Esse mutageno possui anéis insaturados
que permitem a incorporacdo de excesso de eléetrons e a consequente producéao de
radicais livres reativos (Pritsos e Sartorelli, 1986), portanto nesse caso, 0
flavonoide quercetina pode ter se oxidado demasiadamente devido ao excesso de

radicais livres e ter gerado produtos toxicos, como ja foi explicado. Os
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flavonoides 3-hidroxiflavona e kaempferol foram os que apresentaram melhor
atividade protetora.

Quando os flavonoides foram associados ao mutageno 2-AA, o kaempferol
e flavona foram os unicos a ndo apresentarem efeito protetor. O flavonoide
flavona ndo possui nenhum grupo OH em sua molécula, e isso pode ter
ocasionado a auséncia de atividade antimutagénica. Ja o flavonoide kaempferol
possui grupos OH em C3’, C3, C5 e C7, porém também nao apresentou atividade
antimutagénica. Provavelmente, nesse caso, haja uma acdo especifica sobre a
molécula de kaempferol, que acaba por inativa-la.

Frente aos resultados disponiveis na literatura, podemos concluir que as
propriedades antimutagénicas dos flavonoides envolvem varios mecanismos, seja
pela protecdo direta ao DNA ou pela inibicdo da ativacdo metabdlica de
mutagenos indiretos devido a inativacdo de enzimas de metabolizacdo ou
interacdo com o pro-mutagenos tornando-os indisponiveis ao processo enzimatico

(Zahin et al., 2010).
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6 Conclusdes

Os resultados obtidos no ensaio realizado contra o mutageno NPD e
utilizando a cepa TA98 permitem concluir que a fisetina foi o Unico composto
que ndo exibiu qualquer efeito protetor. Ja nos experimentos com ativacao
metabdlica utilizando a cepa TA98 contra o mutdgeno B[a]P, os resultados
demonstraram que todos os flavonoides reduziram a ocorréncia de mutacgdes,
exceto a quercetina, que potencializou o efeito mutagénico do B[a]P.

Nos experimentos utilizando a cepa TA100, os flavonoides luteolina e a
crisina reduziram a resposta mutagénica da AZS e da AFB; em ensaios sem e
com ativacdo metabolica, respectivamente. Os flavonoides 3-hidroxiflavona e 7-
hidroxiflavona apresentaram um efeito protetor moderado contra AZS. O
flavonoide kaempferol exibiu efeito antimutagénico nos experimentos realizados
contra o mutageno AFB1, ja a galangina potencializou a sua mutagenicidade No
experimento realizado nas cepas TA102 contra o mutageno 2-AA mostrou que
todos compostos reduziram a mutagenicidade, exceto o kaempferol e a flavona.
No experimento realizado na cepa TA102 contra o mutageno MMC o0s
flavonoides kaempferol, luteolina, 3-hidroxiflavona e 7-hidroxiflavona inibiram
as mutacdes.

Este estudo forneceu uma melhor compreenséo da atividade antimutagénica
de flavonoides e pode ser usado como orientacdo para proposi¢cdo de novos

meétodos quimiopreventivos.
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