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RESUMO:

O presente estudo avaliou o potencial mutagénico e antimutagénico da luteina (pigmento vegetal) por meio
do ensaio de Allium cepa. Os tratamento utilizados foram: controle negativo (agua destilada); controle
positivo (solucdo aquosa de Metilmetanosulfonato (MMS) - 0,01mg/mL); mutagenicidade (luteina
nas concentragdes de 0,14mg/mL, 0,28mg/mL e 0,56mg/mL) e antimutagenicidade onde as mesmas
concentragdes de luteina foram associadas ao MMS em protocolos de pré-tratamento, simultaneo (simples
e com pré-incubacdo) e pds-tratamento. Os tratamentos com luteina ¢ 0 MMS foram realizados por 48
horas. Para o tratamento simultaneo com pré-incubagao as duas substancias foram préincubadas em estufa
BOD por 1 hora a 37°C. Devido ao pico mitotico ocorrer ao meio dia, os meristemas foram coletados
neste periodo. As raizes foram fixadas em solucdo de Carnoy, hidrolisadas, coradas com reativo de Schiff
e Carmim Acético. Em seguida fez-se o esmagamento dos meristemas e montagem de ldminas. Analisou-
se 15.000 células/tratamento (3 repeti¢cdes), em microscopia de campo claro (40x), e a andlise estatistica
foi realizada pelo ANOVA/Tukey. A luteina ndo se mostrou mutagénica, ja que nao houve diferengas
significativas em relacdo ao controle negativo. Na avaliacdo da antimutagenicidade (MMS associado &
luteina) observou-se o efeito quimioprotetor da luteina e as porcentagens de reducdo de danos foram de
80,97%, 96,35% ¢ 84,21% em protocolo de pré-tratamento; 76,11%, 78,54% e 83,80% em simultdneo
simples; 93,11%, 78,94% e 70,02% em simultaneo com pré-incubag¢ao; 79,35%, 79,14% e 74,49% em pos-
tratamento para as concentra¢des de 0,14mg/mL, 0,28mg/mL e 0,56mg/mL, respectivamente.

PALAVRAS CHAVE: luteina, mutagénese, antimutagénico.

ABSTRACT:

This study evaluated the mutagenic and antimutagenic potential of a plant pigment called lutein through
the Allium cepa test. Treatments used were: negative control (distilled water), positive control -aqueous
Metilmetanosulfonato (MMS) - 0.01 mg/ mL; mutagenicity: lutein concentrations of 0.14 mg/mL, 0.28mg/
mL and 0,56mg/mL. In The antimutagenic protocols, the same concentrations of lutein were associated with
the MMS. Protocols: pre-treatment, simultaneous (simple and with pre-incubation) and post-treatment. We
analyzed 15,000 cells/treatment (triplicate) in bright field microscopy (40x), and statistical analysis was
performed by ANOVA/Tukey. Lutein was not mutagenic, since no significant differences in relation to
the negative control. In assessing the antimutagenic (MMS associated lutein) was observed the protector
effect of lutein; harm reduction percentages were 80.97%, 96.35% and 84.21% in pre-treatment protocol,
76, 11%, 78.54% and 83.80% at the simultaneos simple, 93.11%, 78.94% and 70.02% at the simultaneous
with pre-incubation, 79.35%, 79.14% and 74.49 % post-treatment concentrations of 0.14 mg / mL, 0.28 mg
/mL and 0.56 mg / mL, respectively.
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INTRODUCAO

A exposi¢ao humanos aos denominados agentes mutagénicos, compostos quimicos
efetivos em causar danos ao material genético, constitui uma das grandes preocupagoes
no mundo atual. Tais agentes estdo relacionados com o desenvolvimento de doencas de
etiologia genética, como o cancer, por exemplo, visto que o mesmo resulta de alteracdes
em genes que controlam a proliferacdo e a diferenciagdo celular (protooncogenes e genes
supressores tumorais), ou de alteracdes em genes comprometidos com os mecanismos de
reparo do DNA (FUTREAL et al., 2004; CHIN et al., 2011).

As substancias mutagénicas promovem alteragdes nas sequencias de bases
nitrogenadas do DNA, caracterizadas por mutacdes pontuais, alteracdes na estrutura
cromossOmica e¢/ou no niumero total de cromossomos (LEME et al., 2008). Componentes
alimentares podem atuar diretamente como mutagénicos, ou inversamente, podendo
interferir diretamente ou indiretamente na agao dos mutagénicos (WISEMAN, 2007).

Estudos tem mostrado que componentes naturais contendo duplas ligagdes
conjugadas atuam por seu efeito antimutagénico na eliminagao de substancias mutagénicas.
Um exemplo desses compostos sdo os carotendides da dieta ou de formulagdes
medicamentosas que, podem desempenhar efeito benéfico no organismo humano pelo
sequestro de tais componentes maléficos a saude (KRINSKY, 1989; MOLNAR et al.,
2004).

Os estudos epidemioldgicos tém sugerido que o carotendide luteina pode agir
como antimutagénico, podendo diminuir a incidéncia das principais doengas cronico-
degenerativas tais como cancer, doencas cardiovasculares, degeneragdo macular
relacionada com a idade e doengas de pele causadas pela radiagao ultravioleta (PARK et

12 al.,1998; RODRIGUES et al., 2004; LEE et al., 2004; KRINSKY & JOHNSON, 2005;
STRINGHETA et al., 2006; ASTNER et al., 2007).

Segundo STRINGHETA et al. (2006), luteina ¢ um carotenodide diidroxilado,
pertencente a classe das xantofilas de coloragdo amarela, podendo ser encontrado na gema
do ovo e em uma grande variedade de frutas, legumes e verduras, tais como, folhosos
verdes escuros, abobora, manga, mamao, péssego, ameixa e laranja (GOMES, 2007).

Estudos in vitro utilizando modelos de cultura de células da retina, mostram
que tratamento com antioxidantes, incluindo luteina, diminuiu drasticamente o estresse
oxidativo, um dos principais eventos que podem produzir instabilidade genomica
(RODRIGUES et al., 2004). Sua propriedade protetora é caracterizada pelo potencial
de sequestro do oxigénio singlet, bem como aumentando a expressao do RNAm pro-
apoptoético do gene TP53 (GOSWAMI et al., 2005).

Apesar de ja descrita como antigenotdxica e antimutagénica a literatura ndo indica
o modo de acdo deste composto. Assim, a avaliagdo do modo de acdo antimutagénica da
luteina poderia ser realizada em diferentes modelos experimentais. Porém, a presente
pesquisa propde o uso da espécie Allium cepa que tem sido utilizada como organismo
teste em diversos trabalhos, a fim de identificar quimicos potencialmente genotoxicos,
mutagénicos e antimutagénicos. As cé¢lulas de meristemas radiculares de Allium cepa
apresentam caracteristicas que as credenciam como um eficiente material para estudos
citogenéticos, sendo indicadas para ensaio de aberra¢des cromossomicas (MAZZEO et
al.,2009). Além disso, os estudos de Rank & Nielsen (1997) indicam uma boa correlagao
entre danos mutagénicos causados em sistemas testes de mamiferos e de Allium cepa o
que sugere que este ultimo seja adequado para o tipo de estudo proposto. Cita-se também
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o estudo de Rigonato et al. (2005) propde o uso do ensaio de Allium cepa para avaliagao
do modo de agdo antimutagénico de produto natural.

Frente a estas consideragdes o presente estudo teve por objetivo avaliar a acao
mutagénica e antimutagénica do carotendide Luteina, bem como os modos de acdo do
mesmo, em células meristematicas de Allium cepa.

MATERIAIS E METODOS

Reagentes quimicos

As solugdes de luteina (0,14mg/L; 0,28mg/L e 0,56mg/L) e metilmetanosulfonato
(0,010mg/mL) utilizadas no experimento foram preparadas em agua destilada. A primeira
delas foi testada como agente quimiopreventivo ¢ a segunda como agente indutor de
danos no DNA.

Para a indugdo dos danos fez-se solucdo de metilmetanosulfonta (MMS) na
concentracao de 0,010mg/mL. O MMS ¢ considerado um agente alquilante e clastogénico,
Jé& que adiciona radicais alquil na molécula de DNA, provocando danos diretos a mesma.

Delineamento experimental

Fez-se o experimento utilizando sementes comerciais de Allium cepa (Top Sed,
lote1970A). As sementes foram germinadas em placas de petri sob uma folha de papel
filtro e embebidas em 3mL de 4gua destilada ou solugdo. O tempo de germinacdo de
cada placa de petri foi de 120 horas, do qual as sementes foram submetidas aos seguintes

protocolos: 15

Protocolos de mutagenicidade:

I. Controle: as sementes foram germinadas durante as 120h em dgua destilada;

II. MMS: as sementes foram germinadas nas primeiras 72h em 4gua destilada e
nas ultimas 48h em solucao de MMS;

III. Luteina: as sementes foram germinadas nas primeiras 72h em 4gua destilada
e nas ultimas 48h em solugdo de Luteina nas trés diferentes concentragdes.

Protocolos de antimutagenicidade:

I. Pré-Tratamento: as sementes foram germinadas nas primeiras 24h em agua
destilada, nas 48h seguintes em solucdo de Luteina, nas trés diferentes
concentracoes, e nas ultimas 48h em solucdo de MMS;

II. Simultdneo simples: as sementes foram germinadas nas primeiras 72h em R
agua destilada e nas ultimas 48h em uma associagao de 1,5mL de solugdo de E
MMS e 1,5mL de solugdo de Luteina nas trés diferentes concentragdes. V4

III. Simultaneo com pré-incubagdo: as sementes foram germinadas nas primeiras |
72h em 4gua destilada e nas ultimas 48h em uma associacdo de 1,5mL S
de solucao de MMS e 1,5mL de solucdo de luteina, nas trés diferentes T
concentragdes, previamente incubados em estufa BOD a 37°C por uma hora; A

IV. Pés-Tratamento: as sementes foram germinadas nas primeiras 24h em agua
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destilada, nas seguintes 48h seguintes em solucdo de MMS, e nas ltimas 48h
em solucdo de luteina nas trés diferentes concentragdes.

V. Nas mudangas dos meios de germinacgdo (transferéncias de solugdes), as
sementes foram lavadas por duas vezes em agua destilada a fim de retirar os
residuos das solugdes usadas anteriormente nos processos de germinacao. As
solugdes de MMS possuiam sempre a concentracao final de 0,010mg/mL. Ja
a luteina, testada em trés diferentes concentragdes, possuiam concentragdes
finais de 0,14mg/L; 0,28mg/L e 0,56mg/L. Todos os cultivos (tratamentos)
foram realizados em triplicata.

Confeccio de lAminas

Ap0s as 120 horas de germinagdo, as sementes foram lavadas em agua destilada
e colocadas em solugdo fixadora (1 acido acético: 3 alcool etilico) por um periodo de
6 horas. Posteriormente as raizes sofreram hidrolise acida (HCI IN) a fim de que o
material genético fosse exposto para coloragdo a posteriori. Em seguida as raizes foram
colocadas em reativo de Schiff durante um periodo de 2h para coloracdo do DNA. Sobre
uma lamina, cortou-se o meristema da raiz, pingou-se uma gota de Carmim acético (2%)
para coloragdo do citoplasma. Posteriormente colocou-se uma laminula e os meristemas
sofreram esmagamento com auxilio de uma pinga. Para fixacdo do material na lamina,
as mesmas foram levemente aquecidas em Bico de Bunsen. Em seguida mergulhadas
em nitrogénio liquido para retirada da laminula. Apds 24h de secagem, foi colocado sob
o material uma gota de resina sintética (Permout®) e colada uma nova laminula sobre o
material a ser analisado.

Analise microscopica e estatistica

Analizou-se 15.000 células por tratamento (1000celulas/lamina/repeticdo) em
microscopia de luz com aumento de 40 vezes. As células foram quantificadas e qualificadas
quanto a fase do ciclo celular (interfase, profase, metafase, anafase ou telofase), as
alteracdes encontradas e micronucleos.

A percentagem de reducdo de danos (RD%) foi obtida por meio do seguinte
calculo (WATERS et al., 1990):

%RD = [(aberragdes MMS — aberragdes do associado) / ( aberragdes MMS - aberracdes
controle)] x 100

A andlise estatistica foi realizada por ANOVA/Tukey e as diferencas
estatisticamente significativas foram consideradas quando p<0,05.

RESULTADOS

A tabela 1 apresenta os dados referentes aos testes de mutagenicidade e
antimutagenicidade. Na avaliagdo mutagénica do carotenoide, verifica-se que as alteragdes
ndo se apresentam significativamente diferentes do teste controle. A média de alteragdes
nucleares foi de 10,33+0,33; 175,0045,56; 11,334+2,96; 12,00+£2,88 e 22,00£8,71 para os
tratamentos controle, MMS, LUT [1], LUT [2], LUT [3], respectivamente.

A andlise antimutagénica evidenciou caracteristica antimutagénica da luteina
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em todos os protocolos executados, apresentando varidveis taxas de redugdo de danos e
diferenga estatisticamente significativa em comparagao ao grupo MMS. No pré-tratamento,
as porcentagens de redugdo de danos foram de 80,97%; 96,35% e 84,21% para as doses
Pré [1], Pré [2] e Pré [3], respectivamente, e as médias de alteragdes cromossomicas/
nucleares foram de 41,66+8,33; 16,33+5,24; 36,33+2,60. O tratamento simultaneo simples
obteve médias de alteragdes de 49,66+2,33; 45,66+6,69 ¢ 37,00+4,16 e porcentagens de
reducdo de danos de 76,71%; 78,54% e 83,80% para as doses Sim [1], Sim [2] e Sim
[3], respectivamente. O protocolo de tratamento simultaneo com pré-incubagado apresenta
médias de alteragdes cromossdmicas/nucleares de 21,66+2,73; 45,00+2,52; 60,00+6,81
e porcentagens de reducdo de danos de 93,11%, 78,94% e 70,02% para SPI [1], SPI
[2] e SPI [3], respectivamente. As porcentagens de reducao de danos no pos tratamento
foram de 79,35%; 79,14% e 74,49% e as médias de alteracdes nucleares de 44,33+8,84;
44.66+6,41 e 52,33+5,70 para Pos [1], Pos [2] e Pos [3], respectivamente.

Tabela 1. Altera¢des cromossdmicas/nucleares avaliadas em 15.000 células meristematicas de Allium cepa.

Aberracées Cromossdomicas/nucleares

Tratamento FTA M=EPM %RD
MN PON QUE PER ATR BRO
Controle 18 10 2 1 0 0 31 10,33+0,33a -
MMS 465 18 3 3 6 30 525 175,00+5,56 -
Analise mutagénica
LUT [1] 20 5 3 3 2 1 34 11,33+2,96a -
LUT [2] 21 8 2 1 3 1 36 12,00+2,88a -
LUT [3] 25 21 7 4 9 0 66 22,00+8,71a - 5
Analise antimutagénica
Pré [1] 97 16 4 5 2 1 125 41,66+8,33b* 80,97
Pré [2] 34 5 4 1 3 49 16,334£5,24%* 96,35
Pré [3] 80 8 3 3 7 109  36,33+£2,60** 84,21
Sim [1] 90 19 8 15 4 13 149  49,66+£2,33¢c* 76,11
Sim [2] 96 16 7 2 7 9 137  45,66+6,69c* 78,54
Sim [3] 92 2 7 0 3 111 37,00+4,16** 83,80
SPI[1] 43 4 4 3 5 65 21,66+2,73** 93,11
SPI [2] 104 12 2 8 2 7 135  45,00£2,52¢* 78,94
SPI [3] 130 8 7 16 7 11 179  60,00+6,81d* 70,02
Poés [1] 87 20 7 8 5 6 133 44,33+8,84b* 79,35
Pos [2] 103 10 11 2 3 5 134 44,66+6,41c* 79,14 B
Pos [3] 125 11 5 10 0 6 157 52,33+5,70d* 74,49 r
Legenda: MN - Micronucleo; PO - Ponte; QUE - Quebra; ATR - Atraso; PER - Perda; BRO - Broto; FTA - Frequéncia
Total de Alteragdes Cromossdmicas/Nucleares; M+EPM: Média + Erro Padrdo da Média do nimero de alteragdes \/
cromossOmicas/nucleares; %RD — Porcentagem de redug@o de danos; MMS - Metilmetanosulfonato; LUT - Luteina; |
Pré - Pré-Tratamento; Sim - Simultaneo simples; SPI - Simultdneo com pré-incubacéo; Pos - Pos-tratamento; [1] —
concentracdo de 0,14mg;L de luteina em meio de germinagdo; [2] — concentragdo de 0,28mg/L luteina em meio de S
germinagdo; [3] — concentragdo de 0,57mg/L de luteina em meio de germinagdo. a — diferenga ndo significativa em T
relagdo ao controle p>0,05. Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas em relag@o ao controle,
sendo, b: p<0,05; c: p<0,01; d: p<0,001. * - Diferenca significativa em relagdo ao MMS (p<0,001). A
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DISCUSSAO

Em funcdo da exposi¢do do homem a compostos capazes de alterar a sequéncia
de DNA bem como a expressao genes, ha um apelo cada vez maior por ensaios dentro da
Genética Toxicologica que sejam capazes de fazer um screening e/ou determinar possiveis
compostos toxicos ou benéficos as populagdes humanas, animais e vegetais e também ao
meio ambiente. A identificagdo desses podem, por exemplo, determinar uma reducio na
incidéncia de cancer, uma doenca degenerativa e que tem grandes repercussoes em saude
publica.

Neste interim, uma variedade de ensaios bioldgicos e protocolos experimentais sao
empregados em estudo que envolve danos ao DNA. O teste de Allium cepa ¢ amplamente
utilizado devido a sua capacidade de avaliar macroalteragdes geradas no ciclo celular e
por isso determinar o potencial de substancias atuarem como agentes mutagénicos ou
antimutagénicos. Esses estudos podem abranger desde biomonitoramento (LEME et
al., 2008; BARBERIO, et al., 2009; PRZEDPELSKA-WASOWICZ & WIERZBICKA,
2010) até estudos de infusdes de plantas medicinais e substincias naturais isoladas
(BAGATINI et al., 2007, STURBELLE, et al., 2010). Além das mutagdes o teste por
meio da contagem de células em divisdo pode indicar citotoxicidade (BARBERIO et al.,
2009).

Segundo Sturbelle et al., (2010), a mutagdo ocorre tendo como causa eventos
fisicos e interacdo com agentes quimicos e bioldgicos capazes de induzir aberragdes
cromossomicas (AC), caracterizados por mudancas na estrutura cromossdémica ou no
numero total de cromossomos (LEME et al., 2008).

As aberragdes cromossdmicas podem originar-se através de 2 mecanismos
distintos: no primeiro, conhecido como ag¢do clastogénica, o agente mutagénico interage
diretamente ao DNA gerando quebras cromossomicas durante os processos de divisao
celular; no segundo modo, conhecido como ag¢do aneugénica, ocorre alteragdes de estruturas
envolvidas na formacdo do fuso mitotico, gerando atrasos e perdas cromossomicas. A
formagao do micronucleo pode ocorrer em ambos processos de formagao das AC. O
micronucleo ¢ resultado da perda de fragmento(s) cromossomico(s) ou de cromossomo(s)
inteiro(s), podendo ser induzido por agentes que danificam diretamente o cromossomo,
produzindo quebras, ou por agentes que afetam o fuso mitotico. Os fragmentos ou
cromossomos inteiros que ndo se orientam para os nucleos filhos de uma célula em
divisdo perdem-se no citoplasma e com a formagao de uma propria membrana nuclear,
originam-se os microntcleos (ALBERTINI ez al., 2000; FENECH, 2000).

A alta frequéncia de micronucleos em relacao as outras alteragdes evidenciadas no
estudo ¢ justificada pela origem dos microntcleos que sdo as proprias outras alteragdes.
Confirma-se também, o potencial clastogénico e aneugénico da substancia indutora de
danos utilizada no estudo, o metilmetanosulfonato (MMS).

Partindo desses pressupostos a presente pesquisa utilizou-se o ensaio de Allium
cepa para avaliar o potencial mutagénico e antimutagénico da Luteina. Em uma analise
geral os resultados demonstraram que tal carotendide ndo possui atividade mutagénica
e pode agir tanto por desmutagénese como por bioantimutagénese. Fato esse que abre
novas perspectivas de pesquisa com este mesmo carotendide.

>0 —<mu

Os dados de mutagénese indicam que com o aumento da concentracdo de luteina
testada ha um incremento da frequéncia de alteragdo cromossdmica/nuclear, em relagao

TEQQA E CU LTU IQA - ND 56 - Ano 20 - Jcmeiro a \JUH%O de 2013

Revista Terra e Cultura - 56a.indd 16 02/04/2013 17:03:52



Analise mutagénica e antimutagénica do Carotenoide Luteina pelo teste de Allium Cepa

aquelas observadas no controle, da ordem de 1,10; 1,16 € 2,13 vezes para as concentragdes
de 0,14mg/mL; 0,28mg/mL e 0,57mg/mL, respectivamente. Apesar do aumento de mais
de duas vezes de alteragdes para a maior concentragao do carotenoide, o teste estatistico
ndo indicou mutagenicidade para a mesmo. Mas, este fato sugere que concentracdes ainda
maiores possam correlacionar-se a eventos mutagénicos.

Em relacdo aos protocolos de antimutagenicidade ndo se verificou relagdo dose
resposta, exceto para o protocolo de simultaneo simples. Para este protocolo o aumento
da concentracdo de luteina ¢ diretamente proporcional ao aumento da porcentagem
de reducao de danos. No entanto, o incremento entre as diferentes concentragdes nao
demonstrou alteragdes estatisticamente significativas.

No protocolo de pré-tratamento a dose que apresentou a melhor resposta
antimutagénica foi a concentragao intermediaria. A prevencdo atingida foi da ordem
de 96,35%. Este valor corresponde a 1,19 e 1,14 vezes maior que a menor € maior
concentragdo testadas, respectivamente. A segunda e a terceira concentragao apresentaram
danos estatisticamente ndo diferentes quando comparados ao controle (representado por
a na tabela 1)

Como ja relatado anteriormente, o protocolo de simultdneo simples demonstrou
relacdo dose resposta e as porcentagens de reducdo de danos foram de 76,11, 78,54 e
83,80% para as concentracdes de 0,14mg/mL; 0,28mg/mL e 0,57mg/mL, respectivamente.
Apesar de ndo haver diferengas significativas entre as concentragdes pode-se perceber um
incremento de protecao aos danos da ordem de 1,03 e 1,10 vezes para a concentragao
intermediaria e a maior em relacdo a menor dose utilizada.

No protocolo de simultdneo com pré-incubagdo verificou-se que a menor dose
reduziu os danos causados pelo MMS a niveis estatisticos semelhantes ao controle. As 7
outras duas concentracdes foram menos efetivas. Porém, ainda assim apresentaram
importante acdo desmutagénica e as porcentagens de reducdo de danos foram de 78,94 e
70,02 para as doses de 0,28mg/mL e 0,57mg/mL, respectivamente.

O protocolo de pos-tratamento apresentou-se eficiente na bioantimutagénese,
com porcentagens de redu¢do de danos foram significativas. No entanto, neste protocolo
ha, numa visao geral, as menores taxas de prevengao de danos ao DNA.

Frente a estes dados pode-se afirmar que a luteina, no ensaio de Allium cepa,
indica boa atividade antimutagénica mediada tanto por desmutagénese como por
bioantimutagénese. Estudos indicam dois tipos de substancias protetoras do DNA.
Como relatado anteriormente, as que agem por desmutagénese, € aquelas que agem
por bioantimutagénese. As substincias desmutagénicas sdo capazes de impedir a
acao dos agentes indutores de danos, principalmente por adsor¢do aos mesmos. J& as
bioantimutagénicas, em geral, atuam como moduladoras do reparo e replicagdo do DNA.
Logo, na tentativa de elucidar o mecanismo de a¢do do carotendide Luteina, utilizou-se
de protocolos descritos pela literatura pertinente: pré-tratamento, tratamento simultaneo
simples e apoOs pré-incubagdo e pds-tratamento (KADA ef al., 1982; KADA & SHIMOI,
1987; DE FLORA, 1998; OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007).

AindasegundoOliveiraetal. (2006)pode-seconsiderarqueoprotocolodetratamento
simultaneo simples indique tanto a atividade desmutagénica como bioantimutagénica;
o simultdneo pré-incubacdo uma atividade desmutagénica; e que o pré-tratamento e o
pos-tratamento indiquem uma atividade, preferencialmente, bioantimutagénica; a analise
do experimento permite inferir que o modo de a¢do do carotendide luteina ¢ do tipo
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tanto desmutagénico como bioantimutagénico. Apesar de uma analise geral demonstrar
as menores taxas de prevencdo para o protocolo de pds-tratamento, as porcentagens
nao variam muito, impedindo a descri¢do de um modo de agdo preferencial. Contudo,
acredita-se que a luteina seja uma forte candidata a acdo desmutagénica uma vez que a
literatura a descreve como um importante agente antioxidante e a partir de agora também
relatada como um importante quimiopreventivo.

Segundo Pierce (2004), qualquer agente que aumente significativamente a
taxa basal de mutagdes ¢ denominado mutagénico. Conhecem-se diversos grupos
de componentes quimicos que podem atuar como mutagénicos, € entre os principais
estudados incluem: os analogos de bases que sdo substancias incorporadas ao DNA ndo
distinguiveis pelas DNA polimerases; compostos que geram desaminagao e hidroxilagdo
de bases; agentes intercalantes que atuam por modifica¢do na estrutura espacial do DNA;
as espécies reativas de oxigénio (EROs) que promovem reacdes oxidativas; e agentes
alquilantes, como o utilizado nesta pesquisa (MMS), que atuam adicionando radicais
alquil as estruturas do DNA.

O metilmetanosulfonato ¢ um agente alquilante monofuncional de acao direta
e fraca. Sua acdo acontece em especial pela sua capacidade de alquilar moléculas
nucleofilicas como o DNA, visto que todas as bases deste acido possuem sitios susceptiveis
a alquilagdo, especificamente no nitrogénio (N) e oxigénio (O) (O’CONNOR et al., 1988;
BERANEK, 1990; MOORE et al., 1991; TAO et al., 1993; JENKINS et al., 2005). Este
fato pode explicar algumas aberragcdes cromossdmicas encontradas no tratamento com
MMS, como por exemplo, quebras e fragmentagdes cromossdmicas (RANK & NIELSEN,
1997). Este estuda evidencia portanto, o potencial antimutagénico deste carotenoide
frente a utilizagdo de um agente alquilante.

Sabe-se que os danos causados pelo MMS mesmo podem ser correlatos aqueles
causados também pelos radicais livres. A ocorréncia de radicais livres refere-se as
chamadas espécies reativas do oxigénio. A formacdo dessas se da primeiramente pelo
radical superdxido (O,.) formado durante a cadeira respiratoria, que pode ser dismutado
em peroxido de hidrogénio (H,O,). Tais agentes podem reagir com outros substratos e
estruturas bioldgicas, levando a formagdo de outras espécies reativas de oxigénio que
também possuem alto potencial de oxidagdo (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Lee et al. (2004) evidenciou em seus experimentos in vivo a diminui¢ao radicais
livres em pele de murinos, induzidos por UVR, quando suplementados dieteticamente
com luteina. Este fato demonstra a capacidade antioxidante da luteina e indica e/ou
reforga a sua capacidade de agir por desmutagénese como indicado nesse estudo.

A suplementacdo utilizando luteina, impediu o aumento da formagao dos EROs
no estresse oxidativo induzido em camundongos no trabalho de Sasaki ez al. (2010), e em
ratos no trabalho de Miranda et al. (2006), que verificou também a capacidade de sequestro
de peroxinitrito por este carotendide. Estudos envolvendo perdxido de hidrogénio na
inducao do estresse oxidativo, verificaram diminui¢ao da concentracdo do mesmo frente
a utilizagdo de luteina em células de carcinoma gastrico (KIM et al., 2011), e em células
ganglionares da retina (LI & LO, 2010). Cita-se também o estudo de Zhang et al. 2011,
que verificou diminui¢do do risco de cancer pancreatico pela ingestao de luteina.
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A luteina utilizada nesta pesquisa pertence a um grupo de substancias conhecidas
como carotendides, que conferem potencial protetor baseado em suas caracteristicas de
anti-fotossensibilizacdo, as quais em processos de transferéncia de energia devolvem o
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oxigénio singlet a seu estado basal, e apos isso dissipam a energia incorporada na forma
de calor ao ambiente, retornando a seu estado original sem a ocorréncia de degradacdes
(RIOS et al., 2009). Cita-se também que ao interagirem com as espécies reativas de
oxigénio, os carotendides, incluindo a luteina, podem atuar de 3 maneiras: transferéncia
de elétrons, doagdo de hidrogénio ou por adigado (MORAES, 2006; CERQUEIRA et
al., 2007; STRINGHETA et al., 2006) e tais eventos podem relacionar-se com o efeito
anticarcinogénico verificado em trabalhos utilizando luteina e que nao exploram os modos
de acdo antimutagénicos pelos quais tal carotenoide estaria atuando, como também o
trabalho de Raju ef al. (2005), que estuda o efeito anticarcinogénico dose-dependente.

CONSIDERACOES FINAIS

Frente ao exposto, o presente estudo mostrou-se pioneiro em demonstrar aatividade
antimutagénica e o modo de acdo da luteina. No entanto, esse ¢ um método de screening
e, portanto, sugere novos modelos de estudo, principalmente aqueles que envolvam
os sistemas-testes de cultivo de células de mamiferos. Se o modo de agdo da luteina
também for confirmado nestes, ter-se-a neste carotendide um eficiente quimiopreventivo,
haja vista as altas porcentagens de reducdo de danos indicadas, com potencial uso como
coadjuvante de terapias contra doencas relacionadas a alteracdes do material genético,
como o cancer, por exemplo.
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