Universidade Federal do Rio Grande do Sul

A VANILINA COMO UM AGENTE MODULADOR DA
GENOTOXICIDADE. RISCO OU BENEFICIO?

Marialva Sinigaglia

Tese submetida ao programa de Pos-Graduacao em
Genética e Biologia Molecular da UFRGS como requisito

parcial para obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias

Orientadora: Dra. Heloisa Helena Rodrigues de Andrade

Porto Alegre
0372004



A uma pessoa especial, Heloisa

aos meus dois amores, Paulo e Julia, e

aos meus Pais, Pedro e Jacira



Quando eu digo para vocé cuidar
Das pessoas que estao a nossa volta
Nao digo apenas porque € delicado ou bonito
Mas pelo sucesso e crescimento do amor

Que a gente sente um pelo outro

Cuidar de um Jardim requer carinho
E atencdo ndo sé do jardineiro,

Mas também da flor!

Outro dia, em um momento de poesia
Pedi as flores do teu jardim
Que cuidassem bem daquelas que amamos,
Porque a felicidade de quem a gente gosta
E uma flor no jardim de Deus
E mais do que nunca a humanidade

Precisa ser regada todo dia

Pedro Marodin



AGRADECIMENTOS

Cada pessoa € uma mina escondendo preciosidades muito além de sua prépria percepgao
Pedro Marodin

A Heloisa

Held, minha grande Mestra

Gostaria de trazer-te versos lindos

Porém, trago-te apenas algumas simples palavras de agradecimentos
gue brotam do meu coragao

Agradeco a sua excelente orientagao e seus ensinamentos que foram
muitos os quais tentarei seguir ao longo da minha vida profissional

A sua mao que encontrei estendida quando precisei de apoio

As tuas palavras que me orientaram e me fizeram levantar

Sua forca e beleza interior

A licdo de vida que vocé passa

Realmente, seu coracao é enorme e é capaz de abrigar todo mundo

E se cheguei até aqui podes ter certeza, foi pelo seu apoio

Obrigado, vocé mora no meu coragao

A Biba,

Pela sua amizade, apoio, e conselhos. Agradeco também toda a ajuda
prestada durante o doutorado, que foi muita. Adorei ter convivido
contigo durante estes quatro anos e posso dizer que me ensinastes

muito. Vocé também habita em meu coracdo. Obrigada



Quando alguém ama, ganha asas para ver um mundo diferente, e tém ndo
apenas os olhos, mas a alma flutuando ao lado da flor da pessoa amada.
Pedro Marodin

Ao Paulo

Quanta coisa ja passamos juntos,

Quantos momentos pude contar com seu colo e,

Sentir o calor do teu abraco,

Quantos sonhos realizamos,

Obrigado por todos estes momentos, pela sua paciéncia,
companheirismo e compreensao.

Te amo.

A Julia
Vocé é o sol que ilumina meus caminhos. A minha vida nao seria a
mesma sem 0 Seu sorriso e seu carinho. Agradeco a Deus por ter vocé

como filha. Te amo muito, muito mesmo.

Aos meus pais,

Duas pessoas maravilhosas, batalhadoras e com um grande coracgao.
Muito obrigado, por terem me ensinado a manter meu coragao aberto e
agir sempre com honestidade.

Obrigado pela vida, pelo apoio e pelo amor. Vocés nao tem idéia de
“COMO E GRANDE O MEU AMOR POR VOCES".

Aos meus irmaos,
Mesmo distante, sei que posso contar sempre com Voceés.
A esséncia que nos une € muito maior do que uma simples ligacao

fraterna - chama-se Amor. E isso que confere todo esse carinho,

amizade e doacdo. Obrigado por tudo, adoro té-los como irmaos.



A Vivi

Eu conheci a Vivi no doutorado e nossa amizade foi instantanea e posso
dizer que ela esteve presente em todos os momentos pelos quais passei
nestes quatro anos, tristes ou alegres, sempre pude contar com seus
conselhos e sua ajuda. Quem sabe essa nossa amizade ja estava escrita

nas estrelas.

Ao Rafael, pela sua amizade, seus conselhos e seu jeito engracado de

encarar as coisas.

Ao Mauricio, pela grande ajuda prestada durante o doutorado, seus

conselhos e amizade.

A equipe do Laboratério de Mutagénese, Viviane Souza do Amaral,
Rafael Dihl, Mariana Hoff, Leandro, Ana, Guilherme, Fabio e Magda pelo
privilégio de poder contar sempre com vocés e principalmente pela

amizade.

As pessoas que de uma forma ou outra me ajudaram na realizacdo
deste trabalho: Alexandre, Camila, Graziela, Mariana, Janaina, Leandro,

Paula e Ronaldo.

A Paula Baumgardt meu agradecimento especial pela grande ajuda
prestada que foi de fundamental importancia para a realizacao deste
trabalho.

A Leo, minha querida madrinha e tia, obrigado por todo esse seu

carinho e dedicacgao.

A Clessi, pelo seu carinho, amizade e tudo que fizestes por mim. Vocé é

muito especial para mim.



Aos meus amigos, Alexandre Reimer, Aline Franco, Antonio Vigna,
Carlos Alberto Colla (Caio), Cristiane Ostermann, Déborah Minuzzi,
Evelin, Fernanda K. Moreira, Heloisa Ratier, Janaina Godinho, Kénya
Ferro, Kénya da Silva Cunha, Knulp Vilar, Leandro C. Bombassano, Leila
Gobbi, Lenice Pontes, Mariana Hoff, Mauricio Lehmann, Natércia
Lazzaroto, Paula Baumgardt, Pedro Marodin, Rafael Dihl, Ronaldo
Campagna, Tatiana Sotili, Vanderlei F. G. Junior, Viviane Souza do

Amaral, pela amizade, apoio e pelos momentos de descontragao.

Aos amigos do Laboratdrio Toxigen da ULBRA pela amizade e ajuda

sempre presente.

A Vivi e ao Rafael, pelas risadas e pelos momentros descontraidos e

divertidos no bar do Antonio.

Ao Elmo, pela paciéncia, disponibilidade e amizade ao longo do curso de

pos-graduacao.

Aos colegas do Laboratério de Drosophila e de Imunogenética, pela

amizade.

Ao Mario Juruena e Gustavo Ottoni, dois grandes profissionais que me

ajudaram muito neste ultimo ano



Este trabalho foi realizado nas instalacdes do Laboratério de
Mutagénese do Departamento de Genética do Instituto de Biociéncias
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), subvencionado
pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq), pela Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP) e pela
Fundacao Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES).



SUMARIO

TS 1 o 0T 10
ADSEraCE. . 13
Capitulo I: IntroduGao Geral ......c.cviviiiiiiiii i 16
1.1, QUIMIOPIrEeVENEIVOS .uiiiiiiiiiiis i s s s e e nsaaanes 18
1.2. O alvo de estudo: vanilina (VA)...oiiieiiii e 19
1.2.1. Sistemas bacterianos........c.covviiiiiiiii 21
1.2.2. Células de mamiferos em cultura.........ccoevvvviininvnnnnnn. 25
1.2.3. Drosophila.....ccoeiii i 27
1.2.4. MamifEroS. .. it 30
1.3, ObJetiVOS. ettt e 33

Capitulo 1l: Final VA-modulator effect expressed as
enhancements in EMS- and BLEO-crossing over in

proliferative somatic cells of Drosophila melanogaster............. 35

Capitulo 11l: Vanillin as a modulator agent in smart test:
inhibition in the steps that precede MNU-, ENU- AND BLEO-

[ [<] g Lo w0 ) q T of L Y 20PN 59

Capitulo 1V: DiscusSa0o Geral ...ccvvivvviriiiiii i i eneeenees 76

Capitulo V: Bibliografia Geral .......c.ccoiiiiii e 86



RESUMO

Ha cerca de 20 anos a vanilina vem sendo descrita como uma
substancia moduladora capaz de inibir eventos relacionados a inducao e
promocao do processo carcinogénico. Este comportamento associado ao
seu consumo elevado despertou o nosso interesse cientifico - resultando
na publicacdo do primeiro trabalho associando a VA a acréscimos
expressivos em eventos recombinacionais mitdticos, acompanhados de
decréscimos na freqliéncia de mutagOes pontuais e cromossémicas.
Entretanto, quando a antimutagénese e a co-recombinogénese foram
avaliadas simultaneamente, a acao final da VA refletiu-se nao como
protecao, mas sim como um efeito potencializador expresso como um
aumento de cerca de 200 vezes na genotoxicidade total da MMC.

Na procura de respostas adicionais concernentes a acao da VA
como moduladora de diferentes espectros de lesdbes no DNA utilizamos
o Teste para Deteccao de Mutacdo e Recombinacdao Somatica em
Drosophila melanogaster (SMART) com o intuito de avaliar o
comportamento deste flavorizante em relacdo a genotoxicidade dos
agentes  quimicos: N-methyl-N-nitrosourea  (MNU), N-ethyl-N-
nitrosourea (ENU), ethylmethanesulphonate (EMS) e bleomicina (BLEO),
em dois protocolos de administracdo do modulador - pds e co-

tratamento.

Pds-tratamento

Os dados obtidos através do sistema de pds-tratamento
evidenciaram que a VA nao altera a mutagenicidade e a
recombinogenicidade do ENU e MNU - o que sugere a nao interferéncia
deste flavorizante sobre os mecanismos envolvidos na correcao das
lesbes induzidas por estes alquilantes. Ao contrario, a toxicidade

genética do EMS foi significativamente aumentada em valores



compreendidos entre 7,79 a 29,79%, representando a expressao final
de dois efeitos antagdnicos: (i) sinergismo em recombinagao mitotica e
(ii) protecdo em relagdo a mutagénese. Tais achados sugerem que
diferencas entre o espectro dos danos induzidos por estes agentes
alquilantes, podem afetar os caminhos de reparagdao a serem
priorizados. Como conseqgiéncia, o efeito potencializador da VA sobre
recombinacao homodloga (HR) esta restrito ao EMS - o Unico dos
agentes alquilantes monofuncionais estudados cujas lesdes sao
processadas, em Drosophila melanogaster, por ambos mecanismos de
reparo: excisdo de nucleotideos e pds-replicativo.

A VA também causou drasticos incrementos na genotoxicidade da
BLEO - 120 a 178% - que estao limitados a aumentos em
recombinacdao, uma vez que nao foram observadas alteragbes na sua
poténcia mutacional. Como a genotoxicidade da BLEO resulta
basicamente da indugao de quebras duplas corrigidas por mecanismos
de reparacao dependentes de recombinagao - que podem ocorrer tanto
entre cromossomos homoélogos (HR) como nao-homologos (end joining
-NHEJ]) - e como o teste SMART privilegia a deteccao de recombinacao
homdloga, os nossos dados indicam que a acao potencializadora de VA
em relacao a BLEO deve-se especificamente a incrementos em reparo
dependente de HR. Ainda relevante é o fato de que estes acréscimos
ndao estdo associados a decréscimos em mutagdao, como anteriormente
observado para a MMC.Todos estes dados indicam que a modulagao da
VA esta restrita ao seu efeito sinérgico sobre recombinacdo somatica -
promovendo especificamente a recombinacdo homdloga em células

proliferativas de Drosophila.

Co-tratamento
Através deste procedimento ficou claro que a VA diminui
significativamente a toxicidade genética total dos alquilantes MNU e

ENU e do agente intercalante bleomicina. Os decréscimos observados



tanto para o MNU quanto para o ENU sao basicamente atribuidos ao seu
papel promotor sobre o processo de detoxificacdo - que leva a
diminuicio no numero de metilacbes e etilacdbes induzidas
respectivamente pelo MNU e pelo ENU. Adicionalmente, a caracterizacao
da VA como um potente captador de radicais livres, especialmente em
funcao do seu efeito sobre os danos oxidativos induzidos pela BLEO -
explica a sua acdao desmutagénica em relagcdo a este agente

intercalante.

Todos estes dados referentes ao efeito modulador da VA nao
permitem a quantificacdo da relacdao risco-beneficio do seu consumo,
especialmente pela dificuldade pratica de se medir o quanto a sua
presenca concomitante com as genotoxinas - representado por efeito
benéfico, via interferéncia no potencial genotdxico — ou a sua agao apds
a inducao dos danos genéticos, através da promocdo de reparo
recombinacional e consequente aumento em HR, contribuem para a
expressao final do seu efeito modulador. Entretanto, o papel
fundamental da recombinacdo homdloga na génese de inumeras
doencas genéticas, incluindo o cancer, e a preponderante acgao

recombinogénica da VA sdo um sinal de alerta.



ABSTRACT

For twenty years Vanillin (VA) has been described as a modulator
agent able to inhibit events related with the induction and promotion of
carcinogenesis. This behavior and the widespread use of VA have raised
our interest which led to the publication of the first scientific study
linking VA to expressive increases in mitotic recombinational events
followed by decreases in the frequencies of point and chromosomal
mutations. Yet, when antimutagenic and co-recombinagenic actions
were assessed simultaneously, VA was shown not to have protective
action, but rather a potentiator effect expressed as a 200-fold increase
in the total mitomycin C (MMC) genotoxicity.

In the search for additional answers to explain the VA-modulator
effect in different DNA lesion spectra, the Somatic Mutation and
Recombination Test (SMART) in Drosophila melanogaster was used to
assess the genotoxicity of the following chemical compounds: N-methyl-
N-nitrosourea (MNU), N-ethyl-N-nitrosourea (ENU),
ethylmethanesulphonate (EMS), and bleomycin sulfate (BLEO), in two

modulator agent treatment series: post-treatment and co-treatment.

Post-treatment

The data obtained by the post-treatment series revealed that VA
does not alter the mutagenic nor the recombinagenic action of ENU and
MNU, which points to VA as not interfering in the mechanisms involved
in the correction of lesions caused by those alkylating agents. On the
contrary, the genetic toxicity of EMS was significantly increased in
figures that ranged from 7.79% to 29.79%, representing the final
expression of two antagonistic effects: (i) synergism in mitotic
recombination, and (/i) protection against mutagenesis. Such findings

suggest that differences in the spectra of damage caused by these



alkylating agents may affect the preferential repair pathways. As a
result, the VA-potentiator action on homologous recombination (HR) is
restricced to EMS — the only mono-alkylating agent studied whose
lesions are processed in Drosophila melanogaster via both repair
pathways: nucleotide excision repair and post-replication repair.

VA also caused drastic increases in BLEO genotoxicity (120 % to
178%), which are limited to recombination increases inasmuch as no
changes in the compound’s mutagenicity were observed. Since BLEO
genotoxicity is basically due to the induction of double-strand breaks
that are corrected by recombination-dependent repair mechanisms,
which may occur between homologuous (HR) and non-homologous (end
joining - NHEJ) chromosomes, and since the SMART places emphasis in
the detection of homologous recombination, our results point to the VA-
potentiator action on BLEO as being due specifically to increases in HR-
dependent repair. It's important to emphasize the fact that these
increases are not associated with decreases in mutational events, as
previously observed for MMC. All theses data point to the VA-modulator
effect as being restricted to the synergistic effect it has on somatic
recombination, promoting specifically the homologous recombination in

proliferative Drosophila cells.

Co-treatment

The VA co-treatment protocol effected a significant decrease in
the total genotoxicity of the alkylating agents MNU and ENU, and the
intercalating agent BLEO. The decreases observed either for MNU or
ENU are essentially ascribed to the role these compounds play as
promoters in the detoxification process, which leads to the reduction of
the number of methyl and ethyl groups induced by MNU and ENU,
respectively. Additionally, the characterization of VA as a potential
scavenger of free radicals, specifically in terms of its effect on the

BLEO-induced oxidative damage, explains the desmutagenic action



played by VA in the presence of this intercalating drug.

None of this data on the VA-modulator effect enables the
quantification of the risk-benefit relationship for its consumption. This is
especially due to the difficulty of measure how much of its concomitant
presence with the genotoxins - represented by a beneficial effect via
interference in the genotoxic potential - or by action after the induction
of the genetic damage, via promotion of recombinational repair and
subsequent increase in HR, contribute to the final expression of the
modulator effect. However, the fundamental role of the homologous
recombination in the genesis of countless genetic diseases including

cancer and the preponderant VA recombinagenicity are an alert signal.



Capitulo 1

Introducao Geral

Se as coisas sao inatingiveis... Ora! Ndo é motivo para ndo queré-las...
Que tristes os caminhos, se ndo fora a magica presenca das estrelas!
Mério Quintana
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Apesar de todo o avanco tanto no conhecimento do processo
carcinogénico quanto no desenvolvimento de novas terapias para o seu
combate, a mortalidade associada ao cancer é ainda muito alta,
especialmente se considerarmos as projecoes de que, em 2003, cerca
de 550.000 americanos deverdo vir a 6bito como conseqliéncia desta
enfermidade. Outro ponto relevante refere-se ao risco do seu
desenvolvimento, ja que se estima que cerca de 43% dos homens e
38% das mulheres norte-americanas deverao desenvolver algum tipo
de cancer ao longo de 2003 (Jemal e cols., 2002).

Dentre os inUmeros fatores envolvidos na etiologia do cancer
destacam-se a predisposicao genética, a exposicdo a mutagenos e
carcindgenos - que incluem agentes naturais, quimicos, radiacao e tipos
especificos de virus - assim como o estilo de vida e os habitos
alimentares. O papel crucial da alimentagao sobre o surgimento desta
doenca é comprovado por dados epidemioldgicos, mostrando que 80%
dos casos de cancer de colon estdo associados a uma alimentacao
incorreta. Esta associacdo é computada também para os canceres em
geral, mostrando valores préximos a 35% - podendo chegar a 60%,
gquando somados ao consumo de cigarro e alcool. Ainda dentro deste
panorama destaca-se a contribuicdo da predisposicdo genética,
representada por 20%, assim como o0s carcindgenos ambientais
apontados como 0s mais potentes agentes envolvidos na etiologia desta
enfermidade (Reddy e cols., 2003).

De fato, o acumulo de dados centrados no comportamento celular
e molecular do processo carcinogénico evidenciou o papel crucial dos
danos induzidos no material genético por agentes ambientais, que estao
diretamente associados a alteragdes celulares tanto em nivel genético
guanto bioquimico. Entretanto, em cada uma das etapas da
mutagénese, assim como da carcinogénese - que inclue iniciagao,
promocgdao e progressao tumoral (Reddy e cols., 2003) - existe uma

possibilidade de intervencdo, através do uso de agentes genericamente
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definidos como quimiopreventivos: capazes de reverter ou impedir a
fixacdao das lesdes no DNA, assim como o desenvolvimento e progressao
das células pré-cancerosas em direcdo a malignidade (Gerhauser e
cols., 2003).

1.1. QUIMIOPREVENTIVOS

Os quimiopreventivos, aqueles agentes que modulam a
mutagenicidade e/ou a carcinogénese, pertencem a dois grandes
grupos: os que interferem sobre a mutagénese - designados como
antimutagénicos - e os que atuam nas diferentes etapas do processo
carcinogénico - chamados de anticarcinogénicos (Dashwood, 2002)

Baseado nos conceitos iniciais da antimutagénese, Kada e cols.,
(1982) classificaram os antimutagénicos em duas principais categorias,
que foram correlacionadas ao seu modo de acao: desmutagénicos e
bioantimutagénicos. Os primeiros desempenham sua acdo protetora por
interferir sobre as genotoxinas antes que elas atuem sobre o DNA,
podendo agir como: (i) inibidores dos mutagénicos, (ii) inibidores da
captacdo de mutagénicos, (iii) bloqueadores da ativacao metabdlica de
promutagénicos, (iv) indutores da detoxificacdo dos agentes
xenobidticos ou (v) bloqueadores da interacdo entre o DNA e a
genotoxina. Por sua vez os bioantimutagénicos atuam apds a inducao
dos danos genéticos, promovendo os processos de reparo, impedindo a
fixacdo das lesdOes e, conseqlientemente, diminuindo a freqliéncia de
mutagoes (Hartman e Shankel, 1990).

Ainda que exista um grau de correlacdo entre a antimutagénese e
a anticarcinogénese (Wattenberg, 1985, 1990; De Flora e Ramel, 1988;
De Flora, 1998), os moduladores do processo carcinogénico sao
incluidos em categorias distintas. Assim, aqueles que interferem sobre a

iniciacdo do cancer, através de um ou mais mecanismos, sao chamados
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de agentes bloqueadores, enquanto que os que modulam o processo da
progressao sao denominados de supressores (Fig. 1).

Um numero expressivo de trabalhos experimentais, desenvolvidos
ao longo dos ultimos dez anos, identificou cerca de 600 compostos,
incluidos em classes quimicas distintas, que se caracterizam por possuir
uma propriedade até entdo pouco explorada: a capacidade de reduzir
danos genéticos induzidos por genotoxinas e carcindgenos especificos
(Kassie e cols., 2003). Talvez a maior relevancia destas investigacdes
tenha sido a demonstracdao de que muitas destas substancias fazem
parte da dieta alimentar humana e que, portanto, podem contribuir
para a diminuicdo do risco genético imposto pela crescente exposicao a
agentes genotoxicos. Dentre estas se destacam os aromatizantes, nao
apenas em funcao da sua presenca em diferentes tipos de alimentos e
elevado consumo, mas principalmente pela sua capacidade de melhorar
a qualidade dos sistemas enzimaticos envolvidos na corregao de
diferentes tipos de danos genéticos. Na verdade, as informagdes acerca
da interferéncia de tais substancias sobre o processo mutagénico estao
baseadas, fundamentalmente, nos seus efeitos sobre mutacdes
pontuais e aberracdes cromossOmicas, havendo ainda uma lacuna no
que se refere ao monitoramento dos eventos relacionados com

recombinagao mitotica.

1.2. O ALVO DE ESTUDO: VANILINA (VA)

A vanilina (3-metodxi-4-hidroxibenzaldeido), também conhecida
como aldeido vanilico, ocorre naturalmente nas sementes de baunilha
(Vanilla planifolia, V. tahitensis e V. pompona) e em frutas silvestres.
Pode ainda ser encontrada em chas, café e bebidas alcodlicas (Feron e
cols., 1991), bem como na porcdo semivolatil da fumaca do cigarro
(Ohta, 1993). Devido ao seu aroma e sabor agradaveis, € amplamente

utilizada como flavorizante em doces, sorvetes e embutidos em geral
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(Kuroda e Inouye, 1988). Considerando a sua vasta distribuicdo em
diferentes tipos de alimentos comuns a dieta humana, estima-se que o
seu consumo médio diario seja da ordem de 11 a 38,9 mg/pessoa.

A vanilina é caracterizada como uma substancia destituida de
risco genético, uma vez que se mostrou incapaz de causar alteracdes
gendmicas, que incluem mutacdes génicas e cromossOmicas, tanto em
sistemas-teste in vitro (Kasamaki e cols., 1982; Ishidate e cols., 1986;
Sasaki e cols., 1987a,b; Imanishi e cols., 1990; Tamai e cols., 1992)
quanto em bio-ensaios in vivo (Andrade e cols., 1992; Santos e cols.,
1999). Além disso, estudos realizados em ratos demonstraram auséncia
de citotoxicidade ou reacdes adversa para um consumo de 50.000 ppm
de vanilina, durante um ano ou 10.000 ppm por dois anos (Hagan e
cols., 1967).

Ao longo dos ultimos 20 anos, a vanilina vem sendo caracterizada
como um agente antimutagénico. Tal classificacdo baseia-se na
demonstracao de que este aromatizante é capaz de modular os efeitos
mutagénicos e clastogénicos de diversos agentes genotdxicos. De fato,
independentemente do sistema teste utilizado, bem como do organismo
empregado, observa-se um comportamento constante: decréscimos nas
freqiéncias de parametros genéticos relacionados, basicamente, com o
tipo de lesdo induzida pela genotoxina que esta sendo estudada (Ohta,
1993).

1.2.1. Sistemas Bacterianos

As primeiras evidéncias quanto ao mecanismo envolvido na agao
antimutagénica da vanilina foram obtidas por Ohta e cols. (1986),
através de abordagens experimentais in vitro, utilizando células
procarioticas. Investigando a propriedade de 25 aromatizantes, os
autores observaram que a vanilina foi capaz de reduzir as freqléncias

de revertentes Trp*, quando células de Escherichia coli WP2 foram pré-
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incubadas com 4-nitroquinoleina-1-6xido (4NQO), furilfuramida (AF2),
captan e metilglioxal. Quando este efeito modulador foi avaliado em
linhagens mutantes bloqueadas em reparo por excisdo ressintese -
dependentes de uvrA - ou em reparo indutor de erro, do tipo lexA/recA
- verificou-se um pronunciado aumento de viabilidade em ambos os
tipos de células. No entanto, em cepas defectivas no mecanismo de
reparo recombinacional, este acréscimo de Vviabilidade ndo foi
observado. A partir destas observacdes os autores sugeriram que a
vanilina estimula um processo de reparacao pds-replicativo livre de
erro, dependente de recombinacao.

Adicionalmente, este mesmo grupo de pesquisa avaliou a
interferéncia da VA sobre a viabilidade de linhagens de bactérias
proficientes, ou ndao, nos multiplos mecanismos de reparo inerentes a
estas células. Utilizando como metodologia de exposicdo o sistema de
pos-tratamento - onde as células bacterianas foram irradiadas com UV
e posteriormente cultivadas em meio contendo 600 ug/ml de vanilina -
foi possivel visualizar um aumento estatisticamente significante nas
taxas de sobrevivéncia de cepas uvrA” e umuC, embora tenham sido
observados acréscimos moderados, neste mesmo parametro, nos
mutantes recB e recC. Ainda mais, no momento em que a mutagao recA
foi introduzida neste Ultimo genoma, observou-se o total
desaparecimento do efeito modulador - confirmando que a acao
antimutagénica promovida pela VA depende basicamente da melhoria
da qualidade do reparo recombinacional (Ohta e cols., 1988).

Na tentativa de elucidar estes resultados, foram adotadas
metodologias que permitiram examinar a influéncia da VA sobre a
freqiéncia de recombinacao entre dois plasmideos - pATH4 (Cmr Tcs) e
pBMX7 (Apr Tcs) em cepas uvrA® umuC. A partir deste bioensaio foi
possivel demonstrar que a VA causou um incremento altamente
significativo na ocorréncia de permuta - o que sugere a sua acao sobre

eventos recombinacionais. Assim, se por um lado este aromatizante
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comprovadamente diminui a freqléncia de mutagdo, por outro pode
estar exercendo este efeito modulador as expensas de acréscimos em
recombinacdo (Ohta e cols., 1988).

Com o intuito de obter maiores informagdes sobre o potencial
modulador da vanilina, Takahashi e cols. (1990) quantificaram a
resposta SOS através da expressao do gene para p-galactosidase, em
linhagens de E. coli portadoras do plasmideo pSK1002, contendo a
fusdo dos genes umuDC’-lacZ’ . As células previamente tratadas com
UV expressaram niveis aumentados de B-galactosidase, especialmente
guando pos-tratadas com altas concentracdes de vanilina (5mM). Sato
e cols. (1991) obtiveram um efeito semelhante ao monitorar os niveis
desta mesma enzima em cepas PQ37, contendo a fusao sulA::lacZ.
Porém foi observado um leve incremento na indugao da resposta SOS,
quando a VA foi administrada simultaneamente com as genotoxinas
4NQO ou metilnitrosuréia (MNU). O conjunto destes resultados, somado
aos previamente obtidos, levou a indicagao de que a VA possa estar
envolvida na indugao de reparo dependente do produto do gene recA.

Procurando estabelecer uma relagdo entre estrutura quimica e
potencial modulador, foi investigado o potencial antimutagénico do
benzaldeido e de 25 derivados, entre eles a vanilina. Foi monitorada a
resposta bioantimutagénica destes compostos sobre a mutagénese
induzida por 4NQO, em Escherichia coli WP2s uvrA trpE. Esta analise
demonstrou que dos 26 aldeidos avaliados, 18 foram capazes de
diminuir a freqliéncia de eventos mutagénicos, sendo destacados como
potentes supressores os agentes: vanilina, vanilal, protocaldeido, 2,5-
dimetoxibenzaldeido, o-anisaldeido e m-anisaldeido. Considerando que
o alcool benzilico e os andlogos do acido benzdico ndo apresentaram
nenhum efeito antimutagénico, péde-se inferir que tal propriedade
depende da presenca do radical aldeido. Ainda foi possivel evidenciar
gque, em geral, derivados etdxi sdo menos efetivos do que os metdxi,

salientando ainda que este ultimo radical, quando nas posicdes orto ou
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meta do benzaldeido, potencializa a atividade bioantimutagénica
(Watanabe e cols., 1988).

Procurando elucidar os efeitos antimutagénicos da vanilina em
nivel molecular, Shaughnessy e cols. (2001) determinaram o espectro
de mutacbOes espontaneas da cepaTA24 (hisG428, rfa, uvrB, pKM101)
de Salmonella typhimurium, antes e apds o tratamento com VA -
demonstrando que este flavorizante reduziu a freqiéncia de mutacao
espontanea em valores na ordem de 50%. A pergunta que surgiu a
partir desta analise foi se este efeito antimutagénico era devido a
reducdo em todas as classes de mutagdes ou se estava restrito a uma
classe especifica. A determinacdo do espectro de mutagoes
espontdneas, em presenca ou auséncia de VA, evidenciou decréscimos
em todas as classes de mutacOes avaliadas - com excegao das
transicdes AT— GC - quando as células foram tratadas com VA.
Entretanto, a Unica categoria a apresentar diferenca estatisticamente
significante, em relacao ao controle, foi a das transversdoes GC—TA. A
base para esta inibicao seletiva, restrita aos sitios GC, é ainda
desconhecida. Entretanto, o fato de nao ter sido observada reducao
significante nos sitios AT, pode estar diretamente relacionado a baixa
freqiéncia desta classe de mutacbes - em relacdo ao espectro de
mutacdes espontdneas observadas para GC. Utilizando cepas hisG428
que apresentam diferencas quanto a proficiéncia em dois mecanismos
de reparo - excisdo de nucleotideos e reparo SOS - os autores
procuraram estabelecer a participagao destes dois mecanismos sobre os
decréscimos nas freqliéncias de mutagdes espontaneas induzidos pela
VA. Nenhum efeito antimutagénico foi observado na cepa bloqueada
tanto no reparo por excisdo de nucleotideos quanto no SOS. A mesma
resposta foi obtida quando se avaliou a linhagem deficiente em reparo
indutor de erro. De fato, o efeito protetor da VA foi somente
evidenciado na cepa proficiente para o mecanismo SOS - sugerindo que

os efeitos antimutagénicos da VA estdo vinculados a funcionalidade
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deste processo de reparacdo. A somatdria dos conhecimentos obtidos
até o presente momento, leva a sugestao de que a VA aumenta o efeito

de um reparo recombinacional dependente de SOS.

1.2.2. Ceélulas de Mamiferos em Cultura

Dando continuidade a avaliacao do potencial modulador da VA, e
considerando a sua provavel utilizagdo como um agente protetor para a
salde humana, varios estudos foram desenvolvidos em cultura de
células de mamiferos. Utilizando a linhagem V79 de hamster Chinés
(CHO), demonstrou-se que o pos-tratamento com VA diminui a
freqiéncia de mutagdes induzidas tanto por UV como por radiagcao X, no
loco 6-tioguanina (6-TG) - sugerindo que tais diminuicdes refletem a
sua real atividade bioantimutagénica, visto que ndo foram observados
aumentos na taxa de mortalidade e na inibicao do crescimento celular
(Imanishi e cols., 1990).

O pos-tratamento com VA, reduziu significativamente a acao
aneugénica e clastogénica das radiagdes X e ultravioleta (UV), assim
como do quimioterdpico metotrexato em cultura de células V79
(Keshava e cols., 1997, 1998). Tais achados sao observados nao
apenas para as aberragbes cromossOmicas, mas também para a
citotoxicidade associada ao perdoxido de hidrogénio (H,0,).
Considerando que os danos induzidos pelo H,O, incluem quebras de
cadeia simples e duplas de DNA - levando a fixacao de aberragoes
cromossomicas - foi sugerido que esta acdo protetora esta relacionada a
melhoria do processo de reparacao destas quebras, mediada pela VA.
Por outro lado, o co-tratamento com este flavorizante levou a
acréscimos dose-dependentes no que se refere a citotoxicidade e a
mutagdes no loco 6-TG, induzidas pelo etilmetanosulfonato (EMS). Ja no
pds-tratamento estes aumentos se restringiram ao parametro mutagao
(Tamai e cols., 1992).
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Um outro enfoque, se refere a interferéncia da VA sobre trocas
entre cromatides irmds (TCIs) induzidas por diferentes mutagenos, em
cultura de células CHO. Utilizando o protocolo de péds-tratamento,
verificou-se que a VA potencializou as TCIs - induzidas pela pré-
exposicao das células aos seguintes agentes: EMS, mitomicina C (MMC),
N-etil-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (ENNG), N-etil-N-nitrosuréia (ENU) e
MNU. Por outro lado, nenhum efeito foi evidenciado em relagao as TCIs
provocadas pelo metilmetanosulfonato (MMS) e N-metil-N"-nitro-N-
nitrosoguanidine (MNNG) (Sasaki cols., 1987a,b). Adicionalmente,
foram observados aumentos nas freqiéncias de TCIs, que foram
acompanhados por decréscimos na formagdao de aberracoes
cromossomicas do tipo quebras em fase G2 do ciclo celular, quando as
células foram pré-tratados com MMC e radiacdo UV (Sasaki e cols.,
1987a, 1990a). Decréscimos relacionados a dois parametros:
intertrocas e quebras cromossdmicas também foram observadas em
células CHO pré-expostas a RX, na fase G1 do ciclo celular, enquanto
que em G2 somente este Ultimo parametro foi suprimido pela VA.
Considerando que estes efeitos, dependentes das fases G1 e G2, nao
foram observados na presenca de 2’,3’-dideoxitimidina — um potente
inibidor de polimerase B - sugeriu-se que o potencial anticlastogénico da
VA relaciona-se ao favorecimento de um sistema de reparo pos-
replicativo mediado por esta enzima (Sasaki e cols., 1990a).

Recentemente, foi monitorada a habilidade da VA em inibir
mutagdes no locus CD59 do cromossomo humano 11, induzidas por:
H,02, MNNG, MMC e radiacdo-y *’Cs em células A_ (células hibridas,
humano-camundongo). De fato, tanto o pré quanto o co-tratamento
inibiram as mutacdes causadas por estes trés agentes quimicos, ao
mesmo tempo em que aumentaram as suas toxicidades. Entretanto,
este comportamento nao foi alterado quando as culturas foram
expostas a radiacdo-y *’Cs. Na tentativa de caracterizar os mecanismos

envolvidos no comportamento observado, os autores sugeriram que a
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VA possa estar agindo como um potencializador do reparo de bases
mal-pareadas - levando a diminuicao nas freqléncias de mutagdes, as
expensas de acréscimos na taxa de mortalidade - ja que este processo
induz lesdes letais, por introduzir quebras adjacentes as bases
alquiladas. De fato, células deficientes neste mecanismo de reparagao
tornam-se resistentes a agao citotéxica do MNNG, ao mesmo tempo em
gue sao hipermutaveis. Entretanto, esta hipotese nao pode ser utilizada
para explicar os dados obtidos para H,O, e MMC. Neste caso, € sugerido
que a acao da VA estaria relacionada a inibicdo do reparo pos-
replicativo, levando a um aumento na mortalidade das células mutadas
- 0 que explicaria tanto os acréscimos de toxicidade como os
decréscimos de mutagao (Gustafson e cols., 2000).

Além da avaliacdo do potencial antimutagénico e anticlastogénico
da VA, um outro ponto abordado atualmente, refere-se a sua
interferéncia sobre o metabolismo da 4-(dimetilnitrosamina)-1-(3-
piridil)-1-butanona (NNK) - um potente indutor de cancer de pulmao.
Para esta analise, microssomos oriundos do figado e do pulmao (0,1mg
de proteina do figado e 0,25mg de proteina do pulmao) de
camundongos com 7 a 10 semanas de idade foram tratados com
concentracgOes variaveis de VA (0 a 500uM). Utilizando esta metodologia
demonstrou-se que este flavorizante inibiu significativamente os
diferentes metabdlitos do NNK - em funcdo da sua interacdo com
enzimas de metabolizagdo do tipo citocromo P450 e carbonil-redutase
(Morse e cols., 1995).

1.2.3. Drosophila

Em virtude do grande nimero de trabalhos realizados in vitro e da
caréncia de analises in vivo, nosso grupo de pesquisa procurou avaliar
as propriedades da VA em sistemas mais complexos. Utilizando como

organismo experimental a Drosophila melanogaster, em um primeiro
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momento, investigou-se o efeito deste flavorizante sobre a perda
espontanea do cromossomo X em anel. Neste protocolo, fémeas ywsn?
expostas ou nao a diferentes concentracdes de VA foram cruzadas com
machos ndo tratados, pertencentes & linhagem Ci1(2)yB /y*YB® -
demonstrando que a VA induziu decréscimos dose-dependentes na
perda espontanea do cromossomo X em anel, alcancando valores
maximos de 59%. Posteriormente, quando o comportamento deste
flavorizante foi avaliado em relagao aos danos induzidos pela MMC e
pelo MMS, o que se verificou foram decréscimos, também dependentes
da dose de VA empregada, restritos as lesdes induzidas pela MMC
(Andrade e cols., 1992). E um fato bem estabelecido, que os
espermatozdides de Drosophila ndo possuem enzimas de reparo, desta
forma as lesdes pré-mutagénicas presentes nestas células permanecem
nao reparadas. A correcao dos danos, ocorre apods a fertilizacdao, por
sistemas enzimaticos presentes nos odcitos das fémeas (Aaron e Leigh,
1981; Smith e cols., 1983; Vogel e cols., 1985). Como as biadicdes
induzidas pela MMC sdo reparadas pela acao cooperativa dos sistemas
de reparo por excisao e pos-replicativo — que levam, respectivamente, a
quebras de cadeia dupla de DNA (DSBs), e posterior correcao destas
guebras - pode-se sugerir que a perda de cromossomo X em anel esta
diretamente relacionada a permanéncia das DSBs (Leigh, 1976; Vogel e
Natarajan, 1979; Zijlstra e Vogel 1988). Assim, o efeito anticlastogénico
observado pode ser atribuido a melhoria da qualidade do reparo pds-
replicativo promovido pela VA (Andrade e cols., 1992). Por outro lado,
nao foi evidenciada interferéncia deste flavorizante em relagdo aos
danos induzidos pelo MMS. Estes resultados, estao de acordo com os
previamente obtidos in vitro, reforcando a sugestao de que a
modulacdgo da VA depende do dano induzido no DNA e,
conseqientemente, do mecanismo de reparo envolvido na sua corregao
(Andrade e cols., 1992; Tamai e cols., 1992).

Adicionalmente, em 1999, nosso grupo de pesquisa publicou
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primeiro trabalho demonstrando que o pds-tratamento com VA
efetivamente diminui as freqiéncias de mutacbes e portanto, € um
agente antimutagénico, ao mesmo tempo em que aumenta a permuta
mitética. Em funcdo das peculiaridades do bio-ensaio empregado -
Teste para Deteccao de Mutagao e Recombinacao (SMART) em células
somaticas de Drosophila melanogaster - foi possivel demonstrar, no que
se refere as lesdes induzidas pelo agente alquilante bifuncional MMC,
que a agao recombinogénica da VA causou um incremento na indugao
de permuta entre cromossomos homodlogos da ordem de 190%.
Concomitantemente, este aromatizante diminuiu em 79% a freqliéncia
de mutagdes pontuais e cromossomicas. Outro ponto relevante refere-
se a magnitude destes dois comportamentos antagbnicos, ou seja
promocao de recombinacao e diminuicdao de eventos mutacionais.
Quando a antimutagénese e a co-recombinogénese foram avaliadas
simultaneamente, a acao final da VA refletiu-se ndao como protecao,
mas sim como um efeito potencializador expresso como um aumento de
quase 200 vezes na genotoxicidade total da MMC. Conseqlientemente,
pode-se inferir que tais incrementos devem-se basicamente a acgao
sinérgica da VA sobre eventos relacionados com permuta genética
(Santos e cols., 1999). Ainda que o MMS e a mostarda nitrogenada
bifuncional (HN2), tenham sido avaliados neste mesmo sistema, nao
foram observadas respostas moduladoras da VA. Em uma segunda
etapa, foram realizados experimentos, envolvendo a exposicao
simultanea das células alvo as genotoxinas e a vanilina. Assim,
utilizando o protocolo de co-tratamento, pode-se evidenciar o efeito
antimutagénico da VA tanto para o MMS quanto para MMC, porém o
mesmo nao foi verificado em relagcao ao HN2. Foram sugeridos alguns
mecanismos através dos quais a VA pode estar exercendo a sua agao
desmutagénica, que podem ser relacionados a atividade antioxidante,
supressao da atividade metabdlica ou ainda interacdo com grupos

ativos destes dois agentes alquilantes (Santos e cols., 1999).



1.2.4. Mamiferos

Apesar do numero expressivo de estudos desenvolvidos em
cultura de células de mamiferos, poucos sdo os trabalhos centrados no
seu comportamento in vivo. Dentro deste contexto, camundongos da
linhagem BDF1 receberam uma dose Unica intraperitonial de MMC,
sendo posteriormente tratados com VA - via sonda gastrica, em
intervalos de 3 horas. O ponto maximo de inibicao na freqiéncia de
micronucleos, em eritrocitos polinucleados (MNPCE), foi atingido quando
a VA foi administrada em intervalos de 6 a 9 horas apds a exposicao a
MMC. Este efeito diminuiu gradualmente entre os periodos de 12 a 18
horas, desaparecendo completamente apds 21 horas - sugerindo que na
presenca de VA as quebras cromossdmicas induzidas pela MMC foram
mais eficientemente reparadas, via reparo recombinacional (Inouye e
cols., 1988). Tais achados corroboram os resultados obtidos in vitro,
assim como os obtidos em D. melanogaster (Andrade e cols., 1992;
Santos e cols., 1999). Entretanto, quando a VA e a MMC foram
avaliados através de protocolo de co-tratamento, ndao houve alteragao
na freqiéncia de micronucleos, indicando que este benzaldeido ndo
exerce atividade desmutagénica em relagdo a esta genotoxina (Inouye
e cols., 1988). Utilizando metodologia semelhante e camundongos
oriundos da linhagem ddY, Sasaki e cols. (1990b) comprovaram o efeito
antimutagénico da VA em relagao as lesdes induzidas pela radiacao X. A
reducdao maxima na freqliéncia de MNPCE (60%) ocorreu quando a VA
foi administrada imediatamente apds o tratamento com radiacao X,
decrescendo progressivamente, até desaparecer - quando o intervalo
de tempo entre a administracao do agente fisico e o tratamento com VA
excedeu 12 horas.

O efeito protetor da vanilina foi também demonstrado quando se
utilizou o teste para deteccdo de manchas mutantes em células

somaticas de camundongos - que se baseia no cruzamento de



camundongos machos da linhagem PW com fémeas C57BL/10, visando
a obtencdo de uma prole heterozigota para 5 locus relacionados a
expressdo de cor de pelagem. No 10° dia de gestagdo as fémeas
receberam injecdes de ENU (12,5 - 50mg/kg) e 3 administragdes orais
sucessivas de vanilina (125 - 500mg/kg administradas 0, 4 e 24 horas
apds a exposicao ao agente genotdxico). Aproximadamente 30 dias
apds o nascimento a prole foi avaliada quanto ao aparecimento de
manchas mutantes - o que permitiu evidenciar que as trés
administragdes sucessivas de vanilina (nas doses de 250 até 500mg/kg)
diminuiram a freqléncia das manchas em aproximadamente 50%
(Imanishi e cols., 1990).

Na procura de informacdes relativas a interferéncia da VA sobre a
génese de tumores malignos, ratos F344 receberam injegoes
intaperitoniais de dietilnitrosamina (DEN, 100mg/kg) e MNU (20mg/kg)
ou subcutaneas de 1,2-dimetilhidrazina (DMH, 40mg/kg), durante um
periodo de 4 semanas. Os animais ganharam, nas duas primeiras
semanas, dieta liquida contendo 0,05% de N-butil-N-(4-
hidréxibutil)nitrosamina (BBN) substituida, nas duas semanas
subseqlientes, por solucdo aquosa a 0,1% de 2,2’-dihidréxi-di-n-
propilnitrosamina (DHPN) - tratamento DMBDD. Estes animais foram
divididos em dois grupos: o primeiro recebeu suplemento de vanilina a
1 % um dia antes do final da indugdao com o tratamento DMBDD até o
final da quarta semana - grupo 1 - e o segundo foi tratado com VA 1%
uma semana apés o final do tratamento DMBDD até o final do
experimento - grupo 2. Paralelamente, dois outros grupos de animais
receberam somente as genotoxinas ou o modulador. Todos os animais
gue sobreviveram foram sacrificados no final da 36° semana para
posterior analise histoldgica dos drgaos. Apesar da vanilina ter induzido
uma fraca inibicdo na incidéncia de cancer de intestino delgado - em

ambos 0s grupos - e na ocorréncia de adenoma de pulmado, somente



para o grupo 1, o efeito maior observado foi uma potencializagdo da
carcinogénese orgdo-especifica. Este incremento significativo foi

evidenciado nos tumores de intestino grosso (73%), no numero de
tubulos renais atipicos e na freqiéncia de papilomas de estomago. O
conjunto destes resultados permitiu concluir que a vanilina atua como
um agente potencializador tanto na iniciagado como na promocao da
carcinogénese, evidenciando o risco da sua utilizacdo como um agente

quimiopreventivo (Akagi e cols., 1995).



1.3. OBJETIVOS

A acao da vanilina como promotora de eventos recombinacionais
mitdticos, especialmente no que se refere as lesdes induzidas pela
MMC, reforca o delineamento de novas estratégias experimentais para a
caracterizacao do risco/beneficio do seu uso como moduladora de
alteracbes genOmicas. A prévia confirmacao de que este flavorizante
diminui a freqiéncia de mutagbes, génicas e/ou cromossOmicas
induzidas pela MMC, ao mesmo tempo em que propicia incrementos em
permuta mitdtica evidencia o efeito co-recombinogénico da VA - que é
significativamente maior do que a sua acao bioantimutagénica (Santos
e cols., 1999). Considerando a estreita relagao entre recombinagao e
perda de heterozigose, o papel da permuta sobre o desenvolvimento do
cancer (Fearon e Vogelstein, 1990; Bishop e Schiestl, 2003), assim
como seu alto consumo, este trabalho empregou o Teste para Deteccao
de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART) em Drosophila

melanogaster, procurando atingir os seguintes objetivos:

Avaliar a acao bioantigenotéxica da VA sobre genotoxinas que
induzem distintos tipos de lesdes, considerando como parametros
genéticos mutagdes génicas e cromossdmicas, assim como
recombinacdao mitdtica - através do sistema de pds-tratamento,
representado pelo tratamento prévio com diferentes genotoxinas
EMS, MNU, ENU e bleomicina (BLEO) - seguido da exposicdo a VA;

Caracterizar a atividade antigenotéxica da VA sobre EMS,
MNU,ENU e BLEO, considerando o seu efeito modulador sobre
mutacdes e permuta somatica, utilizando o protocolo de co-
tratamento caracterizado pela exposicdo simultdnea a VA e as

genotoxinas;



Quantificar a magnitude da acao moduladora da VA sobre
mutagdes e recombinagao, tanto no que se refere a sua atividade
antigenotdxica quanto bioantigenotdxica - através da comparacao
dos resultados obtidos nos imagos heterozigotos para o
cromossomo balanceador TM3 e nas moscas trans-heterozigotas

para os genes marcadores fI’ e mwh.
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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 and recombinogenicity of
three different mono-alkylating agents, N-ethyl-N-nitrosourea (ENU), N-
methyl-N-nitrosourea (MNU) and ethyl methanesulfonate (EMS), and
the intercalating agent bleomycin (BLEO) was examined using the
Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) in Drosophila
melanogaster. While neither the mutagenicity nor the recombinagenicity
of ENU or MNU was modified by post-treatment with VA, EMS-induced
genetic toxicity was significantly enhanced by as much as 29.79%. This
overall enhancement included a synergistic increase in mitotic
recombination and a lesser decrease in mutation. VA also caused
marked increases in BLEO-induced genotoxicity (from 120 to 178%).
This enhancement was restricted to an increase in recombinational
events, since no alteration in BLEO-induced mutation was observed. The
data suggest that the major VA-modulatory action on genotoxicity in D.
melanogaster is related to its synergistic effects on somatic
recombination, which has a greater consequence on overall genotoxicity
than its antimutagenic effects. Since the SMART assay is specifically
sensitive to mitotic crossing-over, our data suggest that VA promotes
toxicant-induced homologous recombination, at least in the proliferative

cells of Drosophila.

Key words: Vanillin; SMART test; co-recombinagenicity.



Introduction

The possibility of modulating the cellular responses to genotoxins
by dietary factors has opened a new frontier for cancer control, making
the factors causing genomic instability a target for cancer intervention
[Hayatsu et al., 1998]. Preventing cancer by decreasing the rate of
mutation accumulation may be an effective strategy for either the
modulation or inhibition of the pathological process [Liviero and von
Borstel, 1996]. However, modulatory agents appear to work through
multiple mechanisms and may produce protective, additive, or
synergistic effects.

Vanillin (VA; 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde) is a flavoring
agent found in a variety of food products; it is consumed at a per capita
rate of 11 to 38.9 mg/day. Initial observations indicated that VA had
antimutagenic effects against several genotoxins, such as 4-
nitroquinoline (4-NQO) and furylfuramide (AF-2). Further studies using
the Salmonella reversion assay, and the chromosomal aberration and
micronucleus assays found that VA protected cells against the
genotoxicity of a variety of chemical and physical agents [Ohta et al.,
1983; Ohta et al., 1988; Andrade et al., 1992; Gustafson et al., 2000].
However, assays using sister chromatid exchange (SCE) and
homologous mitotic recombination as genetic endpoints indicate that VA
can potentiate genotoxicty [Sasaki et al., 1987; Santos et al., 1999].

Progress in understanding the modulatory action of VA on
genotoxicity has been made using the Drosophila melanogaster Somatic
Mutation and Recombination Test (SMART), since this assay measures
and partially distinguishes between mutational events and homologous
recombination in proliferative somatic cells. Previous studies by our
group found that VA post-treatment dramatically increased the
frequency of mitotic recombination caused by mitomycin C (MMC) in the

SMART, although point mutations and clastogenic events were



significantly reduced. The data suggested that VA not only blocked the
pathway leading from MMC-induced lesions to mutations, but also
channeled a large proportion of these lesions into recombinational
repair. It also appeared that the co-recombinagenic activity of VA was
related to the type of induced lesion and consequently to the repair
processes involved in its correction, because an increase in mitotic
recombination was not observed for the simple alkylating agent methyl
methanesulfonate (MMS) or the bifunctional nitrogen mustard (HN2)
[Santos et al., 1999].

In the present study, we used the SMART assay to further
examine the synergistic effect of VA on chemically-induced homologous
recombination, and to address the question of whether the reduction in
mutations caused by VA is accompanied by a increase in
recombinational repair. We examine the modulatory action of VA in
relation to the somatic mutation and mitotic recombination induced by
ethyl methanesulfonate (EMS), bleomycin (BLEO), N-ethyl-N-
nitrosourea (ENU) and N-methyl-N-nitrosourea (MNU). In previous
studies, VA was found to (i) decrease the frequency of BLEO-induced
chromosome aberrations in cultured mammalian cells; (ii) decrease
ENU-induced somatic mutation in mice and increase the incidence of
SCE in cultured Chinese hamster cells; (iii) increase the SCE and
forward mutations induced by EMS in cultured Chinese hamster cells;
and (iv) have no effect on MNU-induced mutagenesis in E. coli and

increase MNU-induced SCE in cultured mammalian cells [Ohta, 1993].



Material and Methods

Chemical Compounds

Vanillin (VA; CAS Registry No. 121-33-5) was purchased from
Vetec Quimica Fina (Sao Paulo, Brazil). It was dissolved in 5% ethanol
(Merck, Darmstadt, Germany) and administered at two concentrations
(0.5 and 1.0%).

Ethyl methanesulfonate (EMS; 62-50-0), N-ethyl-N-nitrosourea
(ENU; 759-73-9), and N-methyl-N-nitrosourea (MNU; 684-93-5) were
purchased from Sigma (Saint Louis, MO). Bleomycin sulfate (BLEO;
9041-93-4) was obtained from Biossintética (Sao Paulo, Brazil). These

agents were dissolved in distilled water immediately before use.

Drosphila Strains Used and Collection of Larvae for Treatment

The SMART assay detects two general classes of genetic events
using two different strains of Drosophila melanogaster, which carry
specific genetic markers (mwh and fIr’) on the left arm of chromosome
3. Virgin females were collected from fir’/In(3LR)TM3, ri p” sep I(3)89Aa
bx>* e Bd® fly stocks and crossed with mwh/mwh males. More detailed
information on the genetic symbols can be found in Lindsley and Zimm
[1992]. These flies were allowed to lay eggs during 8 h in culture
bottles containing a solid agar base (3% w/v) completely covered with a
layer of live fermenting yeast supplemented with sucrose.
Approximately 72 h after the end of the egg-laying stage, the larvae
were washed out of these bottles with tap water through a fine-meshed

stainless steel strainer, and used for the treatments.

Larval exposures
The larvae were put into Plexiglas tubes with a fine nylon gauze

covering the lower end. The tubes were placed into 50-ml beakers



containing 0.3 g of powered cellulose (Merck) mixed with 2 ml of
distilled water or mutagen solution (46.1 mM EMS; 3 mM ENU, 3 mM
MNU or 0.05 mM BLEO). The larvae fed on these cellulose suspensions
through the gauze for 2 h. The control and treated groups were then
washed and put into vials with 1.5 g of instant medium (Carolina
Biological Supply, Burlington, NC) containing either 5% ethanol or 5%
ethanol containing either 0.5 or 1% VA. The larvae were allowed to feed
on this medium until pupation, approximately 48 h. All the experiments

were carried out at 25 + 1°C and 60-70% relative humidity.

Wing Spot Test

Approximately 10-12 days after the treatments, the emerging
adult flies were collected and stored in 70% ethanol. The mwh x fir’
standard cross produced two types of progeny that were distinguished
phenotypically based on Bd® marker: (i) trans-heterozygous flies for the
recessive wing-cell markers multiple wing hair (mwh) and flare (fi),
and (ii) heterozygous flies for a balancer chromosome with large
inversions on chromosome 3 (TM3). Wings of five females and five
males of the two phenotypes were mounted on slides and scored under
a microscope at 400X magnification for the occurrence of spots.
Induced loss of heterozygosity in the marker-heterozygous genotype
leads to two types of mutant clones: (i) single spots, either mwh or fir°,
which result from point mutation, chromosome aberration and/or
mitotic recombination, and (ii) twin spots, consisting of both mwh and
fir sub-clones, which originate exclusively from mitotic recombination
[Graf et al., 1984]. In flies with the balancer-heterozygous genotype,
mwh spots reflect predominantly somatic point mutation and
chromosome aberration, since mitotic recombination involving the
balancer chromosome and its structurally normal homologue is a lethal

event [Szabad et al., 1983; Vogel et al.,1999]. By comparing these two



genotypes it was possible to quantify the modulatory effect of VA on the

recombinagenic and mutagenic activities of the genotoxins.

Statistical analysis

The data were evaluated according to the multiple-decision
procedure of Frei and Wdirgler [1988], which makes four different
diagnoses: positive, weakly positive, negative or inconclusive. The
frequencies of each type of mutant clones per fly of a treated series
were compared pair-wise (i.e., control vs. VA; genotoxin alone vs.
genotoxin plus VA) using the conditional binomial test of Kastembaum
and Bowman [1970]. Based on the control-corrected frequencies of
clone formation per 10° cells, the percentages of VA interference were
calculated for significant effects as follows: [(genotoxin alone -

genotoxin plus VA/ genotoxin alone) X 100] [Abraham, 1994].



Results and Discussion

Marker-heterozygous (mwh/fl’) and balancer-heterozygous
(mwh/TM3) Drosphila were used to assess the genotoxicity of VA alone
(Table I) and the effect of post-treatment with VA on the genotoxicity of
MNU, ENU, EMS and BLEO (Table II). Significance testing was
performed on the number of spots in treated groups and the

corresponding concurrent controls.

Negative and Positive Controls

VA alone (0.5 and 1.0%) did not modify the frequencies of single
and twin spots in comparison to the negative control, which means that
VA was not genotoxic and had no modulatory effect on lesions
responsible for spontaneous responses in the SMART assay (Table I).
This observation confirms our previous findings [Santos et al., 1999], as
well as other literature reports [Imanishi et al., 1990; Tamai et al.,
1992]. However, in other studies VA reduced spontaneous mutagenesis
at G:C sites in Salmonella typhimurium strain TA104 [Shaughnessy et
al., 2001], and spontaneous ring X loss in Drosophila [Andrade et al.,
1992]. The SMART assay preferentially detects heterozygous loss
induced by homologous recombination, which probably involves
pathways that differ from those involved in bacterial reversion and ring
X loss.

MNU, ENU, EMS and BLEO were genotoxic and produced mitotic
recombination in marker-heterozygous (mwh/flr’) flies. Likewise,
significant mutational responses were observed; each of the compounds
increased the frequency of total spots in balancer-heterozygous
(mwh/TM3) flies. The frequencies of mutant spots induced by the four
genotoxins in the later genotype were smaller than those obtained in
trans-heterozygous flies (Table II). All these findings are consistent with

previously reported responses for these compounds in the SMART assay



[Negishi et al., 1991; Stephanou et al., 1991; Cedenberg and Ramel,
1989; Magnusson and Ramel, 1990; Clements and Vogel, 1988]. In
addition, the genotoxicity of BLEO was restricted to the induction of

small single spots, as previously described by Graf et al. [1984].

Effects of post-treatment with VA

Drosophila larvae were treated with MNU, ENU, EMS, and BLEO
for 2 h, and then grown on medium containing VA. The distribution of
mutant clones among the different classes of spots that can be
recovered in the wing-SMART assay is shown in Table II, including the
data observed after the analysis of trans-heterozygous and TM3-
heterozygous flies. Neither MNU- nor ENU-induced mutagenicity and/or
recombinagenicity was modified by the post-treatment with VA (Table
IT), which suggests that VA has no effect on the mechanisms involved in
the processing of MNU- and ENU-induced lesions. Our MNU data are in
agreement with observations indicating that VA has no effect on MNU-
induced mutation in E. coli [Takahashi et al., 1990]. However, VA post-
treatment reduced the mutagenicity of ENU in mice, as measured by
frequency of recessive carrier pups [Imanishi et al., 1990], and
increased the frequency of ENU-induced SCE [Sasaki et al., 1987].

VA significantly increased the frequency of spots induced by both
EMS and BLEO in mwh/flr’ flies. For EMS, 0.5% VA increased only the
large single, twin and total spot frequencies, while 1% VA produced
small, but significant increases in all spot classes. The frequency of
mutant clone formation in EMS-treated mwh/fl” flies was increased
7.79% by 0.5% VA and 29.79% by 1% VA. Post-treatment with VA
increased the frequencies of only small single and total spots in BLEO-
treated mwh/flP flies, however the increases were relatively large,
120% for 0.5% VA and ~178% for 1% VA (Table II).

The effect of VA treatment on the genotoxicity of EMS and BLEO

was quite different in mwh/TM3 flies. Using this mutation-specific assay,



VA caused an inhibition of EMS-induced activity, reducing the induced
spot frequency by almost 30%, while having no effect on the responses
produced by BLEO (Table II). Mutant clones due to recombination are
unlikely to be recovered in the balancer-heterozygous flies (mwh/TM3),
which means the spots detected in this genotype are all of mutational
origin.

Figure 1 graphically depicts the modulation of EMS and BLEO
genotoxicity by VA in terms of its separate effects on mutation and
recombination. 46.1 mM EMS induced a total of 9.66 spots per fly
through a combination of mutation and recombination; 0.5 and 1% VA
increased this frequency to 10.69 and 12.40, respectively. The overall
increase in the trans-heterozygous flies is the result of two competing
effects of VA: (i) an anti-mutagenic effect, i.e., EMS alone induced 3.89
clones per fly due exclusively to mutation, while 0.5 and 1 % VA
reduced this frequency to approximately 3.0; and (ii) a co-
recombinagenic effect, i.e., 5.77 of the total clones produced by EMS
alone were formed by mitotic recombination, but in presence of 0.5 and
1% VA the frequency of clones due to recombinational events increased
to 7.70 and 9.46 mutant clones per fly, respectively. Because the
antimutagenic properties of VA were less than its co-recombinagenic
activity, VA post-treatment produced a significant increase in the
genotoxicity of EMS in trans-heterozygous flies.

BLEO treatment alone resulted in a frequency of 3.02 total mutant
clones/fly; 1.27 and 1.75 spots per fly were due to mutational and
recombinational events, respectively (Fig. 1). Post-treatment with 0.5%
and 1% VA increased the frequency of total spots/fly to 5.36 and 6.52,
respectively. Since the mwh/TM3 data indicated that VA had no effect
on the mutagenicity of BLEO, VA increased the frequency of BLEO-
induced clones due to recombination by a factor of ~3 (to 5.10 clones
per fly for post-treatment with 1% VA). Altogether, these results

indicate that VA has at best a small inhibitory effect on the



mutagenicity of EMS and of no interference in the mutational potency of
BLEO, the major effects is a relatively strong synergistic effect on
mitotic recombinational events.

BLEO is a DNA-intercalating agent that is capable of inducing
oxidative damage. Exposure to BLEO preferentially results in DNA
double-strand breaks (DSBs) [Porvik and Austin, 1991], which have two
main pathways competing for their repair: homologous recombination
(HR) and non-homologous end joining (NHEJ) [Daboussi et al., 2002].
The prominent effect of VA on recombinational repair pathways is
apparent from its synergistic effect on the genotoxicity of BLEO in post-
treatment protocols (Fig. 1). While this data suggests that VA promotes
HR, it also suggests the involvement of mitotic crossing over in the
process, because the majority of all mutant clones of recombinational
origin in the SMART assay are the result of this specific event.

It is difficult to explain why VA modulates the genotoxicity of EMS
but not ENU, since both agents share the same types of N-alkylation
damage, as well as O°-ethyldeoxyguanosine, although in different
proportions [Beranek, 1990]. Using two repair-deficient D.
melanogaster strains, mus201 (ner’; deficient in nucleotide excision
repair (NER), and mus308 (btm™; deficient in a damage bypass
mechanism), it was concluded that Drosophila do not use the identical
repair mechanisms for the correction of the lesions induced by EMS and
ENU. In the ner background, EMS-induced strand breaks were
increased in relation to ner', but ENU-induced strand breads were
similar in both strains. Also, both EMS and ENU produced a dose-
responsive induction in strand breaks in btm™ flies, however, the dose-
response for EMS was non-linear while it was linear for ENU [Bilbao et
al., 2002]. These observations indicate that in spite of the similarity in
the type of lesions induced by both agents, their differential damage-
spectra could affect the pathways by which the lesions are repaired. The

differential effects of VA on the recombinagenicity and antimutagenicity



of EMS and ENU that were seen in our study are consistent with this
conclusion.

In a previous study [Santos et al., 1999], we found that VA had
no effect on the genotoxicity of MMS-induced lesions, as was true for
MNU-induced genotoxicity in the present study. MMS and MNU
methylate DNA primarily at the N-7 position of guanine, and both
agents (/) produced more strand breaks in ner than ner” flies, and (ii)
produced the same number of strand breaks in btm™ and btm™ flies
[Bilbao et al., 2002]. Taken together, these findings indicate that the
synergistic action of VA on the recombinagenic properties of the mono-
alkylating agents that have been analyzed is restricted to EMS, the only
drug whose lesions are processed in Drosophila melanogaster by both

NER and the post-replication repair process missing in btm" flies.

Conclusions

In a previous report we suggested that VA not only is able to
block the pathway leading to mutation induction by MMC, but also can
channel MMC-induced lesions into recombinational repair [Santos et al.,
1999]. The observations for MMC are consistent with the effect of VA on
the genotoxicity of EMS in this present study. However, the results from
this present study also indicate that these dual effects on mutation and
recombination are not a general property of the modulatory activity of
VA, since our data indicate that VA acts exclusively as a promoter of
BLEO recombination, without any interference in the mutations induced
by BLEO. The primary factor underlying the VA-modulatory action is
related to its synergistic effect on somatic recombination in D.
melanogaster, an activity that appears to be independent of the
significant decreases this flavoring agent produces in the mutagenicity
of certain genotoxins. Homologous mitotic recombination can result in
loss of heterozygosity or genetic rearrangements, and these events are

involved in the genesis of numerous diseases, including cancer [Bishop



and Schiestl, 2003]. The evidence indicating that the major effect of VA
on the genotoxicity of chemical agents is an increased frequency of HR
suggests that there may be a risk associated with the consumption of

this flavoring agent.
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Table I. Summary of results obtained in the wing spot test of D. melanogaster: acute exposure with H>,O (2 h) followed by
post-treatment with vanillin (VA; 4442 h). 3-day-old standard cross larvae: marker-trans-heterozygous (mwh 7/ flr®) and

balancer-heterozygous (mwh /7 TM3) flies.

Fly VAP No. of Spots per fly (no. of spots)/statistical diagnosis?® Total mwh Mean mwh Clone induction frequencies
flies (N I d I i 10° cell Il
Genotypes (%) ies (N) Small single Large single Twin Total clones clone size (per 10° cells per ce
. . ) class®® division)f (n/NC)®9
spots spots spots spots
(1-2 cells) (=2 cells)
mwh / fir 0 100 0.70 (70) 0.09 (9) 0.06 (6) 0.85 (85) 83 1.82 1.70
0.5 100 0.53 (53) - 0.06 (6) - 0.09 (9) - 0.68 (68) - 68 2.03 1.39 [-0.31]
1.0 100 0.60 (60) - 0.10 (10) - 0.09 (9) - 0.79 (79) - 78 1.92 1.60 [-0.10]
mwh / TM3 0 100 0.57 (57) 0.01(1) h 0.58 (58) 58 1.38 1.19
0.5 100 0.39 (39) + 0.03 (3) - 0.42 (42) - 42 1.43 0.86 [-0.33]
1.0 100 0.48 (48) - 0.02 (2) - 0.50 (50) - 50 1.36 1.02 [-0.17]

3Statistical diagnoses according to Frei and Wiirgler [1988 ] :+, positive; -, negative (P <0.05); Pvanillin (48 h); Cincluding rare fI’ single spots;
dconsidering mwh clones from mwh single and twin spots; numbers in square brackets are induction frequencies corrected for spontaneous incidence
estimated from negative controls; fcalculated according to Frei et al. [1992 ]; 9C=48.800, i.e., approximate number of cells examined per fly; "only mwh

single spots can be observed in mwh/TM3 heterozygotes as the balancer chromosome TM3 does not carry the i’ mutation.

4%



Table I1. Summary of results obtained in the wing spot test of D. melanogaster: acute exposure with MNU, ENU, EMS and

BLEO (2 h) followed by post-treatment with vanillin (VA; 4442 h). 3-day-old standard cross larvae: marker-trans-

heterozygous (mwh 7 fIr®) and balancer-heterozygous (mwh /7 TM3) flies.

Controls No. L. . . Total Mean mwh Clone Enhance- Inhibi-
Spots per fly (no. of spots)/statistical diagnosis ?
and -  of mwh clone size induction ment' tion'
MUTP VA° i Small single Large single Twin Total .
compounds flies clones® class®f frequencies (20) (20)
mM spots® spots®
Genotypes (mM) (0) (N) P P spots spots ) (per 10°
(1-2 cells) (=2 cells)
cells per cell
division)?
(n/NC)"
MNU
mwh / fI 0 0 40 0.75 (30) 0.15 (6) 0.08 (3) 0.98 (39) 37 1.84 1.90

3 0 40 1.93 (77) 2.48 (99) 0.90 (36) 5.30 (212) 173 2.97 [3.28] 8.86 [6.97]

3 0.5 40 2.25 (90) - 2.20 (88) - 0.48 (19) w+ 4.93 (197) - 154 2.70[2.97] 7.89 [5.99]

3 1.0 40 2.08 (83) - 2.00 (80) - 0.70 (28) - 4.78 (191) - 159 2.72 [2.98] 8.15 [6.25]
mwh / TM3 0 0 40 0.45 (18) 0.00 (0) ] 0.45 (18) 18 1.44 0.92

3 0 40 1.68 (67) 1.13 (45) 2.80 (112) 112 2.37 [2.54] 5.74 [4.82]

3 0.5 40 2.03 (81) - 1.45 (58) - 3.48 (139) - 139 2.47 [2.63] 7.12 [6.20]

3 1.0 40 1.48 (59) - 1.18 (47) - 2.65 (106)- 106 2.56 [2.78] 5.43 [4.51]

GS



mwh / fIr

mwh / TM3

mwh / fir

mwh / TM3

ENU

0

EMS

46.1

46.1

46.1

46.1

46.1

46.1

0.5

1.0

0.5

1.0

0.5

1.0

0.5

1.0

40

40

40

40

40

40

40

40

80

80

80

80

90

90

90

90

0.75 (30)
3.57 (143)
3.78 (151) -

4.28 (171) -

0.68 (27)
1.58 (63)
1.83 (73) -

1.68 (67) -

0.64 (51)
3.39 (271)

3.26 (261) -

3.91 (313) w+

0.42 (38)

1.77 (159)

1.34 (121) w+

1.43 (129) w+

0.08 (3)
3.95 (158)
3.78 (151) -

3.48 (139) -

0.03 (1)
1.10 (44)
1.43 (57) -

1.40 (56) -

0.15 (12)
4.34 (347)
5.04 (403) w+

5.53 (442) w+

0.01 (1)
1.54 (139)
1.11 (100) w+

1.03 (93) w+

0.05 (2)
1.48 (59)
1.90 (76) -

1.50 (60) -

0.05 (4)

1.94 (155)

2.39 (191) w+

2.96 (237) w+

0.88 (35)
9.00 (360)
9.45 (378) -

9.25 (370) -

0.70 (28)
2.68 (107)
3.25 (130) -

3.08 (123) -

0.84 (67)

9.66 (773)

10.69 (855) w+

12.40 (992) w+

0.43 (39)
3.31 (298)
2.46 (221) w+

2.47 (222) w+

35

314

339

328

28

107

130

123

67

658

704

834

39

298

221

222

1.80
2.89 [3.03]
2.92 [3.05]

2.77 [2.88]

1.39
2.45[2.82]
2.46 [2.75]

2.49 [2.81]

2.31
3.31[3.42]
3.31[3.42]

3.29 [3.38]

1.38
2.58 [2.76]
2.62 [2.88]

2.55 [2.80]

1.79
16.09 [14.29]
17.37 [15.57]

16.80 [15.01]

1.43
5.48 [4.05]
6.66 [5.23]

6.30 [4.87]

1.64
16.85 [15.14]
18.03 [16.32]

21.36 [19.65]

0.89
6.79 [5.90]
5.03 [4.14]

5.05 [4.17]

7.79

29.79

29.83

29.32
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mwh / fir

mwh / TM3

BLEO

0

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.5

1.0

0.5

1.0

50

50

50

50

55

55

55

55

0.82 (41)
2.64 (132)
5.10 (255) +

6.10 (305) +

0.51 (28)
1.18 (65)
1.00 (55)-

1.35 (74)-

0.10 (5)
0.28 (14)
0.20 (10) -

0.38 (19) -

0.02 (1)
0.05 (3)
0.07 (4)-

0.07 (4)-

0.04 (2)
0.10 (5)
0.06 (3)

0.04 (2)

0.96 (48)
3.02 (151)
5.36 (268) +

6.52 (326) +

0.53 (29)
1.24 (68)
1.07 (59)-

1.42 (78)-

48

148

268

326

29

68

59

78

1.96
1.69 [1.56]
1.55 [1.46]

1.59 [1.52]

1.34
1.41 [1.46]
1.47 [1.60]

1.45 [1.51]

1.97
6.07 [4.10]
10.98 [9.02]

13.36 [11.39]

1.08
2.53 [1.45]
2.20 [1.12]

2.91[1.83]

120.00

177.80

aStatistical diagnoses according to Frei and Wiirgler [1988] :+, positive; w+, weakly positive; -, negative (P <0.05); ® mutagen (2 h); “vanillin (48 h); ¢ including rare fir’
single spots; °considering mwh clones from mwh single and twin spots; " numbers in square brackets are induction frequencies corrected for spontaneous incidence
estimated from negative controls; ¢ calculated according to Frei et al. [1992]; "C=48.800, i.e., approximate number of cells examined per fly; ‘calculated according to

Abraham [1994] : (genotoxin alone - genotoxin plus VA/genotoxin alone)X 100; Jonly mwh single spots can be observed in mwh/TM3 heterozygotes as the balancer

chromosome TM3 does not carry the fi’ mutation.

LS
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Fig.1l. Contribution of mutation and recombination to the frequency of total
mutant spots per fly in trans-heterozygous flies treated with EMS (A) and
BLEO (B) followed by a post-treatment with VA. The recombinagenic action
was calculated as follows:

Frequencies (F) = total spots mwh/N° of flyes

Mutation Frequencies (Fm) = frequencies spots balancer-heterozygous/
frequencies spots marker-trans-heterozygous

Recombination Frequencies (Fr) = 1- Fn

Frequencies of total spots (Fr) = total spots in mwh/flr’ flies (considering
mwh and fIr’ spots)/ N° of flies

mutation = Fr X Fy

recombination = Fr x Fr
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Abstract

Vanillin, the world’s major flavoring compound used in food industry
and confectionery products - that has antimutagenic and anticarcinogenic
activity against a variety of diverse mutagenic/carcinogenic agents - was
tested for interference in steps that preclude the production of DNA
lesions. The overall findings using co-treatment protocols in SMART test
suggest that VA can lead to a significant protection against the general
genotoxicity of MNU, ENU and BLEO. Considering MNU and ENU the
desmutagenic activity observed could result from VA-stimulation of
detoxification, via induction of glutathione S-tranferase. However, the
protector effect related to BLEO could be attributed to its powerful
scavenger ability, which has the potential to prevent oxidative damage
induced by BLEO. No modulator effect was observed for the alkylating
agent EMS.
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Introduction

Despite many therapeutic advances in understanding the
carcinogenic process, overall mortality statistics are unlikely to change
until the concepts of natural products acting as new chemopreventive
agents are accepted. Natural or semi-synthetic compounds known as the
result of intensive research in the field of genome protection might be
applied not only against mutagenesis but also against carcinogenesis [1].
Among these compounds, special attention has been paid to vanillin (3-
methoxy-4-hydroxybenzaldehyde) - the world’s major flavoring compound
used in food industry and confectionery products [2] - that has
antimutagenic and anticarcinogenic activity against a variety of diverse
mutagens/carcinogens [3, 4, 5, 6, 7]. Its broad spectrum of action and its
approval as an “additive” in foods make vanillin an interesting candidate
for further studies as a modulator dietary compound.

VA was originally identified as a bioantimutagen effective not only in
bacterial- but also in other experimental organism- mutagenesis [8, 9].
However, VA acts as potentiator factor considering genetic parameters like
sister chromatid exchange (SCEs) and homologous mitotic recombination
[10, 11, 12]. Using the wing Somatic Mutation and Recombination Test
(SMART) and the post-treatment protocol our group demonstrated that the
final picture underlying the VA-modulator action is related to its synergistic
effect on somatic recombination in Drosophila melanogaster -
independently of the significant mutational decreases coupled to VA action.
Considering SMART as an assay able to detect most specifically mitotic
crossing over, our data pointed out that the final modulator effect of VA is
an increased frequency of homologous recombination (HR) events [11,
12]. This observation, seen in the light of our normal day-to-day exposure

to a wide variety of environmental and endogenous genotoxic agents,
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which also increases the frequency of HR, pointed out the risks associated
with their consumption. However, we must keep in mind that these data
are exclusively related to VA interference in the mechanisms involved on
the correction of specific damage type.

Another point to be stressed is related to the interference of VA in
steps that preclude the production of DNA lesions, which can be evaluated
using co-treatments protocols. In a previous report we suggested that
vanillin might affect MMS and MMC mutation through inhibition or
induction of metabolizing enzymes [11].

Using the SMART assay and the same genotoxins previously applied
to study the interference of VA in the repair of specific lesion-type or
specific broad-spectra damage [12] we tried to outline a more complete
picture of the VA modulator effect focused on its interference in the steps

that precede the DNA-induced lesions.
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Material and Methods

Chemicals

Vanillin (VA, CAS Registry No. 121-33-5) was purchased from Vetec
Quimica Fina (Sao Paulo, Brazil). It was dissolved in 5% ethanol (Merck;
Darmstadt, Germany) and administered at two concentrations (0.5 and
1.0%).

The chemical compounds ethylmethanesulphonate (EMS, 62-50-0),
N-ethyl-N-nitrosourea (ENU, 759-73-9), N-methyl-N-nitrosourea (MNU,
684-93-5) came from Sigma Chemical Company (Saint Louis, MO, USA).
Bleomycin sulfate (BLEO - 9041-93-4) was obtained from Biossintética
(Sao Paulo, Brazil). These agents were dissolved in 5% ethanol
immediately before use.

Somatic Mutation and Recombination Test (SMART)

Following the methods described in Graf et al. [13], two different
strains of Drosophila melanogaster, carrying gene markers on the left arm
of chromosome 3, were used. Virgin females of the strain fir’/In(3LR)TM3,
ri pP sep 1(3)89Aa bx>*¢ e Bd were crossed with mwh/mwh males. Both
genders were kept in culture vials, containing a solid agar base (3% w/v)
completely covered with a layer of live fermenting yeast supplemented
with sucrose, allowing the females to lay eggs for 8 h. After three days,
the larvae were washed out of the vials and used for the treatments.
Vanillin Co-treatment

The larvae were transferred into plastic vials containing 1.5g of
Drosophila Instant Medium (Carolina Biological Supply Company,
Burlington, NC, USA) re-hydrated with 5ml of the respective test solutions
containing solvent alone (5% ethanol), mutagenic compound or vanillin

solutions (0.5 or 1%) plus mutagen. The larvae fed on this medium until
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the end of their development. After the end of metamorphosis period, two
offspring genotypes emerged from the pupae: (i) marker-heterozygous
(mwh/fl®) and (ii) balancer heterozygous (mwh/TM3) flies. Their wings
were mounted in Faure’s solution on slides and scored (at 400X
magnification) for the presence of cell clones showing malformed wing
hairs: (i) single spots, either mwh or fir’, which can be produced by
somatic point mutation, chromosome aberration, as well as mitotic
recombination, and (ii) twin spots, consisting of both mwh and fIr
subclones, which are originated exclusively from mitotic recombination
[13]. On balancer-heterozygous wings, mwh single spots reflect
predominantly somatic point mutation and chromosome aberration, since
the presence of heterozygous inversions eliminates products of somatic

crossing over.

Statistical analysis

The data were evaluated according to the multiple-decision procedure of
Frei and Wirgler [14], which makes possible to obtain four different
diagnoses: positive, weakly positive, negative or inconclusive. The
frequencies of each type of mutant clones per fly of a treated series were
compared pair-wise (i.e., control vs. vanillin; genotoxin alone vs.
genotoxin plus vanillin) using the conditional binomial test according to
Kastembaum and Bowman [15]. Based on the control-corrected
frequencies of clone formation per 10° cells, the percentages of vanillin
interference were calculated as follows: [(genotoxin alone - genotoxin plus

vanillin/ genotoxin alone) X 100] [16].
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Results and Discussion

The analyses of the antigenotoxic effects of VA in the wing SMART
assay after chronic exposure to MNU, ENU, EMS and BLEO are shown in
Table 1 - where the spot data are given for both mwh/flr’ and mwh/TM3
genotypes. In the trans-heterozygous genotype VA showed a weak
inhibitory effect against MNU, ENU and BLEO. This effect was observed for
all MNU- and ENU- spot categories considered, except for the frequencies
of twin spots in the lowest dose of VA plus ENU. In relation to BLEO, the
co-treatment with VA 0.5% showed statistically significant effects only for
the frequency of total spots, although with VA 1% all spot classes - with
exception of twin spots — presented significant decreases. Considering the
mwh/TM3 flies, VA has also shown a significant positive antimutagenic
action against MNU, although the decrease observed for ENU and BLEO
was expressed as weakly positive (Table 1). In this genotype, all
recombinational events lead to unviable configurations that are eliminated
because of the presence of the multiple inversions on the balancer
chromosome. Thus, our data point out the antimutagenic VA action, at the
same time that the positive decrease observed for twin spots - in the
trans-heterozygous genotype - indicated the anti-recombinational activity
of VA, since this category of spots is produced exclusively by mitotic
recombination. The overall findings from the co-treatment series allows for
VA general anti-genotoxicity, despite the obvious differences in the action
mechanisms of the alkylating agents - represented by MNU and ENU - and
the intercalating drug BLEO. In contrast, no differences were observed in
the spot frequencies produced by EMS alone or in combination with VA
(Table 1).

In fact, the desmutagenic activity exerted by VA is not entirely clear

at present, being attributed to multiple mechanisms of action: antioxidant
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activity, suppression of metabolic activation, as well as stimulation of
detoxification - via induction of glutathione S-tranferase [17, 18]. Hence,
this flavoring compound, due to its powerful scavenger ability, may have
the potential to prevent oxidative damage to DNA induced by BLEO -
specially by its inhibitory effect on bleomycin-iron-dependent damage to
DNA [19,20,21,22].

As previously demonstrated the pos-treatment with VA had no effect
on MNU- and ENU-mutagenicity in the SMART assay [12], as well as no
modulator outcome on the mutagenic action of MNU in the Ames test [9].
However, when VA was applied as co-treatment a suppressed response
was observed in both test systems, which speaks in favor of the VA
interference in the steps the precede the induction of MNU- and ENU-DNA
lesions. In fact, Takahashi et al. [9] proved that VA suppresses DNA
methylation by MNU, which may be related to the role of VA in
detoxification processes, and hence in modulating also the ENU
genotoxicity — in spite of the absence of literature data concerning VA-

modulator accomplishment against this ethylating agent.

CONCLUSIONS

In a previous report we demonstrated that neither ENU nor MNU
mutagenicity and/or recombinagenicity were modified by the post-
treatment with VA, indicating that this agent does not interfere in the
mechanisms involved in MNU- and ENU-induced lesions processing. In
contrast, EMS and BLEO-genetic toxicity was significantly enhanced -
suggesting that the VA-modulator action is related to its synergistic effect
on somatic recombination. Considering SMART as an assay able to detect

most specifically mitotic crossing over, our data pointed out that VA
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promotes homologous recombination via this specific event, at least in
proliferative cells of Drosophila [12].

Currently our study concerning the effects of VA-co-treatment
against these same genotoxins - previously tested in the post-treatment
protocol - showed it has beneficial properties probably due to both its
inhibitory effect on oxidative damage and its stimulator action on
detoxification enzymes. The presence of VA in several food preparations as
a sweetener or a flavor exhauster at concentrations that varied from 0.3 to
130 mmol/l [22], ultimately elevates the consumption of the compound.
The use of VA as a natural supplement for the possible prevention of
human diseases that may arise due to the enhanced DNA-lesions is per se
a dangerous choice, specially because the VA is involved in the promotion
of homologous mitotic recombination - faced as DNA repair mechanism
involved in both loss of heterozygosity and genetic rearrangements[23].
The evidence that post-treatment with VA increased the frequency of HR
events in parallel with its protective behavior in co-treatment protocols

does not diminish the risks associated to its consumption.
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Table I. Summary of results obtained in the wing spot test of D. melanogaster. Co-treatment series of MNU, ENU, EMS
and BLEO in combination with vanillin (VA; 0.5 and 1 2). 48h feeding of 3-day-old standard cross larvae. Marker-

trans-heterozygous (mwh 7/ fIr®) and balancer-heterozygous flies (mwh 7/ TM3).

Controls No. L. . . Total Mean mwh Clone induction  Inhibi-
Spots per fly (no. of spots) statistical diagnosis ®
and of mwh clone size frequencies (per tion'
MUT®  VAS® i Small single Large single Twin spots Total spots
compounds flies clones® class®f 10° cells per cell (20)
(mM) (%) spots® spots®
o T
Q) (1-2 cells) (>2 cells) Q) division)®
Genotypes (n/NC)™"
MNU
mwh / fir 0 0 40 1.00 (40) 0.30 (12) 0.15 (6) 1.45 (58) 58 2.36 2.97
0.5 0 40 16.45 (658) 13.78 (551) 4.33 (173) 34.55 (1382) 1106 2.58 [2.60] 56.66 [53.69]
0.5 0.5 40 12.50 (500) w+ 10.13 (405) w+ 3.45 (138) w+ 26.08 (1043) w+ 847 2.58 [2.60] 43.39 [40.42] 24.72
0.5 1.0 40 9.95 (398) w+ 8.43 (337) w+ 2.30 (92) w+ 20.68 (827) w+ 714 2.64 [2.67] 36.58 [33.61] 37.40
mwh / TM3 0 0 20 0.25 (5) 0.00 (0) ] 0.25 (5) 5 1.40 0.51
0.5 0 20 13.55 (271) 8.05 (161) 21.60 (432) 432 2.20[2.21] 44.26 [43.75]
0.5 0.5 20 8.25 (165) w+ 3.75 (75) w+ 12.00 (240) + 240 2.12 [2.14] 24.59 [24.08] 44.96
0.5 1.0 20 7.55 (151) + 3.50 (70) w+ 11.05 (221) + 221 2.11[2.13] 22.64 [22.13] 49.42

€L



mwh / fI

mwh / TM3

mwh / fIr

mwh / TM3

ENU

0

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

BLEO

0

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.5

1.0

0.5

1.0

0.5

1.0

0.5

1.0

40

40

40

40

40

40

40

40

40

38

37

37

40

39

40

40

0.63 (25)
15.43 (617)
13.75 (550) w+

12.30 (492) w+

0.60 (24)
6.88 (275)
5.78 (231) w+

6.28 (251) -

0.40 (16)
7.16 (272)
6.30 (233) -

6.03 (223) w+

0.25 (10)
2.72 (106)
2.00 (80) w+

2.08 (83) w+

0.33 (13)
15.10 (604)
11.45 (458) w+

10.35 (414) w+

0.05 (2)
4.25 (170)
3.45 (138) w+

2.45 (98) w+

0.05 (2)
0.63 (24)
0.38 (14) -

0.32 (12) w+

0.03 (1)
0.13 (5)
0.10 (4) -

0.00 (0) +

j

i

0.15 (6)
4.63 (185)
4.25 (170) -

3.18 (127) w+

0.03 (1)
0.13 (5)
0.11 (4) -

0.08 (3) i

1.10 (44)

35.15 (1406)

29.45 (1178) w+

25.83 (1033) w+

0.65 (26)
11.13 (445)
9.23 (369) w+

8.73 (349) w+

0.48 (19)
7.92 (301)
6.78 (251) w+

6.43 (238) w+

0.28 (11)
2.85 (111)
2.10 (84) w+

2.08 (83) w+

39

1169

972

892

26

445

369

349

19

301

251

238

11

111

84

83

2.56
2.71[2.71]
2.61 [2.61]

2.58 [2.58]

1.42
2.31[2.37]
2.24 [2.30]

2.05 [2.10]

1.95
1.70 [1.69]
1.59 [1.57]

1.53 [1.49]

1.45
1.42 [1.42]
1.39 [1.38]

1.42 [1.42]

2.00
59.89 [57.89]
49.80 [47.80]

45.70 [43.70]

1.33
22.80 [21.47]
18.90 [17.57]

17.88 [16.55]

0.97
16.23 [15.26]
13.90 [12.93]

13.18 [12.21]

0.56
5.83 [5.27]
4.30 [3.74]

4.25 [3.69]

17.43

24.51

18.16

22.92

15.27

19.99

29.03

29.98

V.



EMS

mwh / fir’ 0
12.5
12.5

12.5

mwh / TM3 0
12.5
12.5

12.5

0.5

1.0

0.5

1.0

10

10

10

10

20

20

20

20

0.40 (4)
43.00 (430)
47.70 (477) -

46.20 (462) -

0.15 (3)
22.40 (448)
20.40 (408) -

21,80 (436) -

0.10 (1)
33.70 (337)
32.30 (323) -

27.30 (273) w+

0.00 (0)
6.80 (136)
7.10 (142) -

5.20 (104) -

0.00 (0)
16.60 (166)
17.80 (178) -

18.20 (182) -

0.50 (5)
93.30 (933)
97.80 (978) -

91.70 (917) -

0.15 (3)
29.20 (584)
27.50 (550) -

27.00 (540) -

871

891

825

584

550

540

2.42
2.83 [2.84]
2.62 [2.63]

2.55 [2.56]

1.33
1.86 [1.86]
1.88 [1.88]

1.71 [1.71]

2.46
178.48 [177.46]
182.58 [181.56]

169.06 [168.03]

0.31
59.84 [59.53]
56.35 [56.05]

55.33 [52.02]

3Statistical diagnoses according to Frei and Wiirgler [1988] :+, positive; w+, weakly positive; -, negative P <0.05; ® mutagen (2 h); “vanillin (48h); ¢ including rare

fir’ single spots; °considering mwh clones from mwh single and twin spots; "number in square brackets are induction frequencies corrected for spontaneous incidence

estimated from negative controls; 9 calculated according to Frei et al. [1992]; "C=48.800, i.e., approximate number of cells examined per fly; ‘calculated according to

Abraham [1994] : (genotoxin alone - genotoxin plus VA/genotoxin alone)X 100; Jonly mwh single spots can be observed in mwh/TM3 heterozygotes as the balancer

chromosome TM3 does not carry the i’ mutation.
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Capitulo IV

Discussao Geral

Quem nada ousa, ndo precisa de esperanga
Johann Schiller



A Ultima década foi marcada pelo avango no entendimento do
processo carcinogénico em nivel celular e molecular, assim como pela
obtencao de inumeros dados experimentais centrados na prevencao ou
inibicdo do céncer através de produtos, naturais ou sintéticos, presentes
na dieta alimentar humana (Gerhauser e cols., 2003). Mais de 600
compostos individuais e misturas complexas foram identificados e
descritos em fungdao do seu carater antimutagénico - expresso em termos
de decréscimos nas freqliéncias de eventos mutagénicos induzidos por
genotoxinas especificas (Kassie e cols., 2003).

A mais de 20 anos a vanilina vem sendo descrita como uma
substancia promissora no combate ao cancer em funcao do seu efeito
inibidor sobre eventos relacionados a inducdo e promocdo do processo
carcinogénico (Imanishi e cols.,1990; Ferguson, 1994; Tsuda e cols.,
1994, Akagi e cols., 1995). Este espectro inibitorio associado a ampla
utilizagdo da VA como flavorizante na indUstria alimenticia - e conseqliente
consumo elevado (Walton e cols., 2003) - despertaram 0 nosso interesse
cientifico, resultando na publicacdao do primeiro trabalho associando a VA a
acréscimos expressivos em eventos recombinacionais mitéticos. Em fungao
das peculiaridades do bioensaio empregado - Teste para Deteccao de
Mutacdao e Recombinacdo (SMART) em células somaticas de Drosophila
melanogaster - foi possivel demonstrar que, no que se refere as lesdes
induzidas pelo agente alquilante bifuncional MMC, a agdao recombinogénica
da VA causou um incremento na inducao de permuta entre cromossomos
homdlogos da ordem de 190%. Concomitantemente, este aromatizante
diminuiu em 79% a freqliéncia de mutagdes pontuais e cromossémicas.
Outro ponto relevante refere-se a magnitude destes dois comportamentos
antagonicos, ou seja promocao de recombinacdo e diminuicdo de eventos

mutacionais. Quando a antimutagénese e a co-recombinogénese foram



avaliadas simultaneamente, a acao final da VA refletiu-se nao como
protecdao, mas sim como um efeito potencializador expresso como um
aumento de cerca de 200 vezes na dgenotoxicidade total da MMC.
Conseqgquentemente, pode-se inferir que tais incrementos devem-se
basicamente a acdo sinérgica da VA sobre a permuta genética (Santos e
cols., 1999).

P6s-Tratamento

Na procura de respostas adicionais concernentes a acdo da VA como
modulador do processo de reparo envolvido na correcao de diferentes
espectros de lesdbes no DNA foi desenvolvida a presente Tese de
Doutorado - utilizando trés agentes alquilantes - N-etil-N-nitrosouréia
(ENU), N-metil-N-nitrosouréia (MNU) e etilmetanosulfonato (EMS) - assim
como o intercalante bleomicina (BLEO) avaliados através do bio-ensaio
SMART. A mutagenicidade e a recombinogenicidade de ambos, ENU e
MNU, nao foram modificadas pela VA, o que sugere a sua nao interferéncia
nos mecanismos envolvidos na correcao das lesdes induzidas por estes
alquilantes. Ao contrario, a toxicidade genética do EMS foi
significativamente aumentada em valores compreendidos entre 7,79 a
29,79%, que representam a expressao final de dois efeitos antagobnicos:
(i) sinergismo em recombinacao mitdtica e (ii) protecao em relacao a
mutagénese.

Como explicar o fato de que a VA é capaz de modular a
genotoxidade do EMS mas nao a do ENU, uma vez que ambos agentes
induzem danos do tipo N-alquilagdbes e O6-etilguanina, ainda que em
diferentes proporgdes (Beranek, 1990). Através do uso de duas linhagens

de D. melanogaster deficientes em mecanismos de reparacao distintos -



mus201 (ner’) bloqueado no reparo por excisdao de nucleotideos (NER) e
mus308 (btm™) deficiente no mecanismo de reparagao translesao (bypass)
- foi demonstrado que as corregoes dos danos induzidas pelo EMS e pelo
ENU seguem dois mecanismos distintos. Em condicdes ner, a freqiéncia
de quebras de DNA induzida pelo ENU é semelhante aquela encontrada na
linhagem proficiente ner*. Este comportamento é oposto ao observado
para as lesdoes produzidas pelo EMS - onde as quebras de cadeia de DNA
sdo eficientemente reparadas no fendtipo selvagem ner*. J4 em condicbes
btm®, verifica-se uma clara resposta positiva - expressa pela manutengao
das lesdes induzidas por ambas genotoxinas - indicando o papel de
mus308 no processo de reparo dos danos induzidos pelo EMS e pelo ENU
(Bilbao e cols., 2002). Assim, pode-se inferir que, apesar das lesoes
provocadas por estes agentes serem similares, o seu espectro mutagénico
diferencial interfere no caminho de reparagcao a ser seguido. Desta forma,
os nossos dados referentes a fraca antigenotoxicidade da VA em relagao a
acao genotdxica do EMS - expressa como co-recombinogénese e
antimutagénese - bem como a auséncia de efeito modulador deste
flavorizante sobre as lesdes induzidas pelo ENU é mais um subsidio a favor
da surpreendente escolha de caminhos de reparacao dependentes do
espectro mutacional.

Outro ponto a ser considerado, refere-se aos dados prévios do nosso
grupo de pesquisa (Santos e cols., 1999) relacionados a auséncia de
modulacdo da VA sobre a acao genotdéxica do MMS, bem como os
resultados do presente estudo, apontando para a ndo interferéncia da VA
sobre as lesdes induzidas pelo MNU. Estes dois agentes alquilantes
induzem metilacdes especialmente na posicao N-7 da guanina: (/) em
condicdes ner ambos apresentam acréscimos nas freqliiéncias de quebras

de DNA quando comparados a linhagem proficiente ner”, entretanto (ii) as



duas genotoxinas mostram a mesma resposta, independentemente de
serem avaliadas nos genodtipos btm™ ou btm™ (Bilbao e cols., 2002). Pode-
se, pois, inferir que os danos provocados por estes agentes metilantes
seguem a mesma via de reparacdao que nao é suscetivel ao efeito
modulador mediado pela VA. Ao mesmo tempo verifica-se que o efeito
potencializador da VA sobre eventos recombinacionais mitéticos esta
restrito ao EMS - o Unico dos agentes alquilantes monofuncionais
estudados cujas lesdes sdao processadas, em linhagens de D.
melanogaster, por ambos mecanismos de reparo - excisao de nucleotideos
e pos-replicativo.

A VA também causou drasticos incrementos na genotoxicidade da
BLEO - 120 a 178% - que estao limitados a aumentos em recombinagao,
uma vez que nao foram observadas alteracdes na sua poténcia
mutacional. Dois pontos devem ser primeiramente considerados para que
possamos interpretar tais achados. O primeiro relaciona-se ao fato de que
a genotoxicidade da BLEO deve-se basicamente a inducdo de quebras
duplas associadas a sua agao como agente intercalante e indutor de
radicais livres (Porvirk e Austin, 1991). O segundo, baseado nos recentes
achados de Daboussi e cols. (2002), aponta para o fato de que tais tipos
de danos sao exclusivamente corrigidos por mecanismos de reparagao
dependentes de recombinacao que podem ocorrer tanto entre
cromossomos homologos (HR) como nao-homélogos (end joining - NHEJ).
Associando a estas observacgOes o fato de que o teste SMART privilegia a
deteccao de recombinacdao homodloga, os nossos dados indicam que a agao
potencializadora de VA em relacao a BLEO deve-se especificamente a
incrementos em reparo dependente de HR. Ainda relevante é o fato de que
estes acréscimos nao estdao associados a decréscimos em mutagdo, como

anteriormente observado para a MMC. Tais diferengas podem ser



atribuidas ao fato de que ao contrario da BLEO as quebras de cadeia de
DNA induzidas pela MMC devem-se a indugao de bi-adigdes, que
dependem da participacao cooperativa do reparo de excisdao - gerando
quebras de DNA - e do subsequente fechamento via HR. Neste caso
atribui-se as diminuicdes na incidéncia de mutacao ao direcionamento das
lesdes mutagénicas para a via recombinacional - o que em ultima analise
leva a acréscimo em recombinacao mitdtica, que sao significativamente
superiores aos decréscimos em eventos mutacionais.

Todos estes dados indicam que a modulacao da VA esta restrita ao
seu efeito sinérgico sobre recombinacdao somatica - promovendo
especificamente a recombinacdo homodloga em células proliferativas de
Drosophila. De fato, o papel fundamental da recombinacdo homéloga -
visualizada como um mecanismo errante de reparo do DNA que pode levar
a perda da heterozigose ou a rearranjos genéticos - na génese de
inUmeras doencas genéticas, incluindo o cancer, é por si prépria nociva.
Assim, considerando as evidéncias do presente trabalho de que o efeito
modulador da VA estd centrado no aumento da freqliéncia de eventos
relacionados a recombinagcao homodloga (HR) e associado-os a nossa
exposicao constante e diaria a agentes genotdxicos enddgenos, que
também causam incrementos em HR, fica a adverténcia para o risco

relacionado ao seu consumo.

Co-tratamento

Entretanto devemos considerar que tais respostas foram visualizadas
no sistema de pods-tratamento, que se limita a fornecer resultados
relacionados a interferéncia da VA quando as lesdes ja foram induzidas

pelas diferentes genotoxinas — e como conseqliéncia estdo limitadas a sua



interferéncia sobre os mecanismos de reparo relacionados ndo apenas ao
tipo de lesdo como também ao espectro mutagénico induzido no DNA das
células somaticas.

Procurando ampliar o conhecimento sobre o efeito da VA em etapas
que precedem a indugao dos danos genotodxicos, utilizamos o sistema de
co-tratamento — que privilegia a obtencao de dados relacionados a agao do
modulador por interacdo direta com a genotoxina, por interferéncia nas
enzimas relacionadas a metabolizacdao dos mutagenos - via ativacdo e/ou
detoxificagao — assim como por outros processos que incluem atividade
antioxidante por captacdo de radicais livres.

Neste procedimento ficou claro que a VA diminui significativamente a
toxicidade genética total dos alquilantes MNU e ENU e do agente
intercalante BLEO. Estes decréscimos foram observados tanto para
mutacdo quanto para recombinagdo. Ao contrario, para o EMS nao foram
notadas alteragdes, ja que as freqiéncias de eventos mutacionais e ou
recombinogénicos observadas no tratamento exclusivo com este agente ou
em combinagdao com a VA nao foram estatisticamente diferentes.

Ainda que a atividade desmutagénica da VA ndo esteja
perfeitamente delineada, diferentes abordagens experimentais sugerem
gue esta acao esta centrada em multiplos mecanismos relacionados a sua
propriedade antioxidante, assim como a sua interferéncia sobre a ativacao
metabdlica e/ou detoxificacdo de genotoxinas especificas - neste ultimo
caso devido a inducdao de glutathione S-transferase (Aboobaker e cols.,
1994, Morse e cols., 1995). De fato, este flavorizante tem sido
caracterizado como um potente captador de radicais livres, especialmente
em funcao do seu efeito sobre os danos oxidativos induzidos pela BLEO
(Aruoma e cols., 1990; Liu e Mori, 1993; Sawa e cols., 1999; Kamat e

cols., 2000) - o que explica os decréscimos observados no teste SMART.



Outro ponto relevante a ser considerado se refere a comparacao dos
resultados obtidos nos dois protocolos de tratamento empregados no
presente trabalho. No sistema de pds-exposicao a VA nado interferiu sobre
a genotoxicidade induzida tanto pelo MNU quanto pelo ENU -
caracterizando a sua nao interferéncia sobre os mecanismos envolvidos na
reparacao das lesdes induzidas por ambos agentes alquilantes. Tais
achados foram também observados por Takahashi e cols.(1990) quando
analizaram a agdo bio-antimutagénica da VA sobre os danos gerados pelo
MNU, utilizando o teste de Ames. Por outro lado, quando estas mesmas
genotoxinas foram avaliadas através do sistema de co-tratamento,
observou-se uma marcada diminuicdo nas freqliéncias de eventos
mutagénicos e recombinogénicos - caracterizando a interferéncia da VA,
sobre a genotoxicidade destes dois agentes, como dependente de
mecanismos que antecedem a inducao das lesdes no DNA celular. De fato,
a atividade desmutagénica da VA em relacdao ao MNU esta relacionada a
decréscimos significantes no nimero de metilagdes presentes no DNA -
gue sao basicamente atribuidas ao seu papel promotor sobre o processo
de detoxificacdo (Takahashi e cols., 1990). A inexisténcia de trabalhos
experimentais voltados para a obtencdao de dados concernentes ao
tratamento concomitante com VA e ENU nao fornece embasamento para
os resultados evidenciados no presente trabalho - ainda que possamos
sugerir a participagcao de um mecanismo semelhante ao proposto para o
MNU, que levaria a detoxificagdo do ENU e a conseqgiente diminuigcdo no
numero de etilagoes.

JA em relacdo a BLEO observamos efeitos antagdnicos mais
representativos, expressos como decréscimos na sua genotoxicidade -
gquando o parametro avaliado é a modulacdao da VA em etapas que

precedem a indugao das lesdes - e acréscimos bastante representativos na



indugao de recombinagao mitética homdloga, quando analisamos o efeito
deste flavorizante sobre os danos ja instalados no DNA. Efeitos diferentes
dependentes do sistema de administracao da VA sao também evidenciados
para o EMS - uma vez que no co-tratamento a VA nao expressa efeito
modulador e no pés-tratamento ha um acréscimo significativo em

recombinagao homodloga.

Conclusoes

A caracterizacdo prévia da VA como um agente promissor na
prevencao de danos genéticos, assim como sua potencial recomendagao
como quimiopreventivo sao colocados em questionamento se
considerarmos o conjunto de dados obtidos em Drosophila, especialmente
aqueles alcangados através do pdés-tratamento utilizando o teste SMART.
Se por um lado a literatura relata o papel crucial da VA na diminuigao dos
danos mutacionais, sejam génicos e/ou cromossdmicos, por outro os
nossos resultados apontam para a sua marcada participacao como
promotora de recombinacao homologa em células somaticas. Fica também
claro que a despeito dos significativos decréscimos em mutagao, o efeito
final da VA - quando se consideram simultaneamente mutagdo e
recombinacdo - é marcadamente a expressao de sinergismo em HR. Ja a
andlise referente aos efeitos desmutagénicos da VA em relagao a estas
mesmas genotoxinas - mostrou propriedades benéficas provavelmente
devido a dois dos seus efeitos principais: inibicao dos danos oxidativos e
acao promotora sobre enzimas de detoxificagao.

Dentro do contexto risco-beneficio pertinente a utilizacdo de
guimiopreventivos - caracterizados com base em informacgdes obtidas em

bioensaios que privilegiam a deteccao de tipos especificos de efeitos



genéticos - fica clara a necessidade de avaliacdo da recombinacao,
acrescida da estimativa do efeito final em sistemas testes onde mutacao e
recombinagdo possam ser medidas simultaneamente. Dentro deste mesmo
argumento, é também crucial que o provavel quimiopreventivo seja
avaliado em situacbes que permitam detectar a sua interferéncia nas
diferentes etapas envolvidas na expressao final da genotoxicidade -
associada a diferentes agentes mutagénicos.

Especificamente em relagao a VA, - cujos niveis na dieta alimentar
humana variam de 0,3 a 130mmol/l (Kamat e cols., 2000) - fica a
indicacdo do seu envolvimento na promocdo de recombinagcao homologa,
ap6s a instalacdo dos danos genéticos e o seu efeito protetor em etapas
que precedem a inducao de lesdes - condicionados a genotoxina
especificas. Ainda que tenhamos um quadro mais amplo e preciso no que
se refere ao efeito modulador da VA nao podemos definitivamente
qguantificar a relagao risco-beneficio do seu consumo, uma vez que nao se
pode prever o quanto a sua presenga concomitante com as genotoxinas -
representado por efeito benéfico, via interferéncia no potencial genotdxico
- OU a sua acao apos a inducdo dos danos genéticos, através da promogao
de reparo recombinacional entre cromossomos homélogos e aumento em

HR, contribuem para a expressao final do seu efeito modulador.
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