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RESUMO

A vanilina (VA) é um agente flavorizante que em estudos de antigenotoxicidade tem mostrado efeitos
contraditérios expressos como aumento ou diminuicdo na acdo genotdxica de agentes quimicos. Tais
efeitos s@o dependentes ndo apenas da natureza da genotoxina como também do tipo de lesdo que esta
sendo analisada. Neste trabalho foi avaliada a habilidade da VA modular a mutagenicidade do alquilante
monofuncional  N-etil-N-nitrosouréia (ENU), através do teste de micronicleos em medula éssea de
camundongos. Os camundongos foram previamente tratados, Vvia intraperitonial com 50mg/kg de ENU.
Passadas 6 horas receberam 250 e 500mg/kg de VA via gastrica. O pos-tratamento com VA ndo alterou
as freqliéncias de micronudcleos (MNPCES) induzidas pelo ENU. Tais achados confirmam prévios
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resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa, sugerindo que a exemplo do que acontece em Drosophila
melanogaster, também em camundongos a VA ndo tem efeito sobre os mecanismos envolvidos na corre-

¢do das lesdes induzidas por este alquilante.
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ABSTRACT

Vanillin (VA) is a flavoring agent that in previous studies has both increased and decreased the genotoxicity
of chemical agents, depending on the nature of both the agent and the genetic event measured. The ability
of VA to modulate the mutagenicity of the mono-alkylating agent N-ethyl-N-nitrosourea was examined in
vivo in the mouse micronucleus test. Vanillin (VA) was given orally to mice 6h after intraperitonial injection
of 50mg/kg ENU. Post-treatment with VA (250 e 500mg/kg) has no effect in the frequency of micronucleated
polychromatic erythrocytes (MNPCES) induced by ENU. This observation confirms our previous findings,
suggesting VA has no effect on the mechanisms involved in the processing of ENU-induced lesions in D.

melanogaster.

Key words: vanillin, antimutagenicity, mouse micronucleus test.

INTRODUCAO

A possibilidade de modular a resposta das
células a acdo de genotoxinas particulares, es-
pecialmente através da dieta alimentar, abriu
uma nova possibilidade para o controle do can-
cer - uma vez que fatores que influenciam a
instabilidade gen6mica sdo alvos potenciais na
prevencdo da carcinogénese. De fato, o concei-
to de que a prevencdo de doencas genéticas
degenerativas esta diretamente relacionada com
a diminuicdo nas taxas de mutacdo é,
comprovadamente, uma estratégia efetiva tan-
to para a modulagdo quanto para a prevencao
destes processos patoldgicos (Reddy e cols, 2003).
Entretanto, um ponto crucial a ser considerado
relaciona-se ao fato de que um grande nimero
de moduladores atua através de mdltiplos me-

canismos podendo causar tanto protec¢do, quanto
efeitos aditivos e/ou sinérgicos, dependentes da
genotoxina avaliada.

A vanilina (VA) é um componente da dieta
alimentar humana encontrada em uma grande
variedade de produtos alimenticios, com uma
média diria de consumo variando entre 11 a
38,9 mg/por pessoa. Diversos estudos apontam
para o seu efeito protetor sobre multiplos tipos
de lesBes induzidas por uma variedade de agen-
tes quimicos e fisicos (Ohta, 1993; Andrade e
cols.,1992; Ferguson e cols.,1994). No entanto,
outros dados experimentais contradizem o seu
efeito protetor, uma vez que a VA aumenta a
incidéncia de parametros genéticos como tro-
cas entre cromatides irmas e recombinacéo
mitotica (Santos e cols., 1999; Sinigaglia e cols.,
2004).
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Apesar do nimero expressivo de estudos de-
senvolvidos em cultura de células de mamiferos,
poucos sao os trabalhos centrados no seu compor-
tamento in vivo. Dentro deste contexto nosso
grupo de pesquisa procurou avaliar a agdo
biocantimutagénica da VA, em relacdo as lesbes
induzidas pela etilnitrosouréia (ENU), através do
teste de micronucleos em medula 6ssea de ca-
mundongos, visando identificar a acdo protetora
da VA sobre eventos clastogénicos e aneugénicos.

MATERIAL E METODOS

Agentes Quimicos

A vanilina (VA; CAS No. 121-33-5) foi obti-
da da Vetec Quimica Fina (Sao Paulo, Brasil).
Este flavorizante foi dissolvido em 4% de tween
80 (Labsynth, Diadema — Séo Paulo, Brasil) e
administrado aos animais em duas concentra-
¢Bes (250mg/Kg e 500mg/Kg).

O agente alquilante monofuncional,
etilnitrosouréia (ENU; 759-73-9) foi obtido da
Sigma (Saint Louis, MO) e diluido em NacCl
0,9%. O preparo das diluicdes foi realizado ime-
diatamente antes do uso.

Teste de Micronucleos

Camundongos machos da linhagem CF1, com
7 a 8 semanas de idade, foram divididos em qua-
tro grupos, com cinco animais em cada um deles.
O grupo controle recebeu NaCl 0,9% (via

intraperitonial), ap6s 6hs foi administrado 4% de
tween 80 (via gavagem). Os outros trés grupos re-
ceberam previamente ENU 50mg/Kg, 6 horas de-
pois foi administrado uma das seguintes solucdes:
4% de tween 80, VA 250mg/Kg ou VA 500mg/Kg.
Ao completar 24 horas de tratamento 0s animais
foram sacrificados por deslocamento cervical, a
medula 6ssea foi removida. As 1aminas foram fixa-
das e coradas com Giemsa. Foram avaliados 1000
eritrocitos policrométicos (PCEs) por animal.

O teste O? foi utilizado para comparar esta-
tisticamente as freqiéncias de micronucleos
induzidas pelo tratamento com ENU (controle
positivo) com aquelas obtidas no pos-tratamen-
to com VA - para avaliacdo da possivel a¢do pro-
tetora da VA sobre as lesbes previamente
induzidas pelo ENU.

RESULTADOS E
DISCUSSAO

Como pode ser observado na Tabela 1, as fre-
guéncias de MNPCEs induzidas pelo ENU néo
foram significativamente alteradas pelo tratamen-
to com as duas concentragdes de VA emprega-
das. Ainda que se observe uma diminuicdo na
incidéncia de micronucleos - nos individuos que
receberam pos-tratamento com VA 500 mg/kg -
este decréscimo ndo foi estatisticamente
significante quando comparado ao controle posi-
tivo (ENU 50 mg/kg). Como consequiéncia, pode-
se inferir que a vanilina ndo possui atividade pro-
tetora, no gue se refere aos danos induzidos pelo
ENU: ndo alterando a fixacdo das lesdes relacio-
nadas a perda de fragmentos cromossémicos —
clastogénese - e a perda de cromossomos inteiros
— aneugénese. Tais achados estdo de acordo com
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resultados prévios obtidos por nosso grupo de pes-
quisa, quando o teste para deteccdo de Mutacdo
e Recombinacdo em Células Somaticas
(SMART) de Drosophila melanogaster foi utiliza-
do - visando detectar a influéncia da VA sobre
mutacBes pontuais, cromossdmicas e
recombinacdo mitédtica induzidas por este agente
alquilante. De fato, observou-se que o pés-trata-
mento com a VA ndo altera as frequéncias des-
tes tipos de eventos genotoxicos, sugerindo que
este flavorizante ndo interfere sobre os mecanis-
mos envolvidos na correcdo das lesbes induzidas
pelo agente etilante ENU, em células somaticas
de Drosophila (Sinigaglia e cols., 2004).

Cabe, no entanto, ressaltar que a utilizacdo do
bio-ensaio SMART evidenciou que a VA causa
aumentos estatisticamente significantes na
toxicidade genética induzida por outro agente
etilante, 0 EMS - j& que a toxicidade genética
deste agente foi significativamente aumentada em
valores compreendidos entre 7,79 a 29,79%, repre-
sentando o efeito sinérgico da VA sobre a
recombinacdo mit6tica entre cromossomos
homélogos. Tais achados sugerem que diferencas
entre o espectro dos danos induzidos por estes dois
agentes alquilantes (ENU e EMS), podem afetar os

caminhos de reparacdo a serem priorizados. Como
conseqiéncia, o efeito potencializador da VA sobre
recombinacdo homdloga (HR) foi restrito ao EMS
— 0 Unico dos agentes alquilantes monofuncionais
estudados cujas lesdes sdo processadas, em
Drosophila melanogaster, por ambos mecanismos de
reparo: excisdo de nucleotideos e pos-replicativo.

CONCLUSOES

A analise estatistica dos dados, através do
teste de X? revelou a auséncia de diferencas sig-
nificativas entre o controle positivo e os pds-tra-
tamentos com VA. Como conseqiiéncia a VA
comporta-se como um agente destituido de ati-
vidade protetora no que se refere as lesdes, re-
lacionadas com a clastogénese e aneugénese,
induzidas pelo ENU. Esses resultados estdo de
acordo com aqueles obtidos pelo nosso grupo de
pesquisa, utilizando o teste SMART em
Drosophila melanogaster, confirmando a ausén-
cia de efeito bioantimutagénico da VA sobre as
lesdes induzidas por esta genotoxina.

Tabela 1 - Freqiiéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados (MNPCEs) em medula 6ssea de
camundongo, ap6s tratamento com etilnitrosouréia (ENU) seguido de pés-tratamento com 2 diferentes
concentracdes de vanilina (VA — 250 e 500mg/kg).

Tratamentos

Frequéncia de MNPCEs (%)

Média *+ desvio padrao

Nacl 9% + tween 4%

ENU 50 mg/kg + tween 4%
ENU 50 mg/kg + VA 250 mg/kg
ENU 50 mg/kg + VA 500 mg/kg

0,36 +0,11
2,76 £0,70
2,98 +0,80™
1,98 +0,60™

ns

tratamento com VA. Teste de 62, a 0,05.

néo significante, quando os individuos tratados exclusivamente com ENU foram comparados aos pés-
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