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RESUMO

SANTOS, Maria José Bryanne Araujo. Avaliacéo do efeito protetor do acido fitico contra o
dano ao DNA induzido por estresse oxidativo. Sdo Cristévao: UFS, 2022. 49 p. (Dissertacdo
— Mestrado em Agricultura e Biodiversidade).”

O dano oxidativo ao DNA resulta do processo ocasionado pela superproducéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs). As fontes que geram essas EROs podem ser exdgenas ou
enddgenas. O peroxido de hidrogénio (H202) é uma ERO que em interacdo com metais de
transicdo, como Fe?*, produz radicais hidroxila (OH"), via reagdo de Fenton. O &cido fitico (AF)
ou mio-inositiol hexafosfato (IP6), € um composto natural encontrado em cereais, leguminosas
e oleaginosas. A sua estrutura quimica confere a este composto a propriedade quelante de ions
metalicos como o Fe?*, 0 que o torna um agente antioxidante devido a sua capacidade de inibir
a formacéo de radicais (*OH) pela reacéo de Fenton. Considerando a atividade antioxidante do
AF, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial antigenotéxico deste composto contra
0 dano oxidativo induzido pelo H>O,. Para os ensaios in vitro foram utilizados fibroblastos
murinos da linhagem L929. Para a determinacdo da citotoxicidade do AF e do H:O., foi
utilizado o ensaio colorimétrico do MTT. Foi também avaliado o efeito anticitotoxico do AF
pelo ensaio do MTT. A avaliacdo do efeito genotoxico e antigenotéxico do AF foi analisado
por duas metodologias distintas, o ensaio cometa alcalino e o ensaio de topologia de DNA
plasmidial. De acordo com os resultados obtidos na avaliagdo da citotoxicidade, foram
escolhidas as concentracdes do AF (1,56; 0,156 e 0,0156 mM) e do H2O2 (75 uM) que
apresentaram viabilidade celular superior a 70%. Em relacdo ao efeito anticitotoxico do AF
para as células L929, foi observado um efeito citoprotetor nas concentracdes de AF 0,156 mM
e 0,0156 mM. Os resultados da avaliacdo da antigenotoxicidade pelo ensaio cometa mostraram
gue nas trés concentracOes testadas do AF houve um percentual de protecdo contra o dano
oxidativo ao DNA acima de 75%. No ensaio de topologia de DNA foi evidenciado que as
concentracdes de AF avaliadas ndo apresentaram genotoxicidade e inibiram parcialmente a
clivagem do DNA plasmidial induzida pela via de Fenton. Embora outros estudos sejam
necessarios, por exemplo, a atividade antimutagénica, estes resultados revelam que, nas
concentragOes testadas, o &cido fitico protege o0 DNA contra quebras induzidas pelo estresse
oxidativo, demonstrando assim ser um composto antioxidante de a¢éo antigenotdxica que pode
ser explorado para a prevencdo e/ou diminuicdo na incidéncia de patologias.

Palavras-chave: Ensaio Cometa, Antioxidante, Reacdo de Fenton, Topologia do DNA, Mio-
inositol.

* Comité Orientador: Ricardo Scher — UFS (Orientador)
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ABSTRACT

SANTOS, Maria José Bryanne Araujo. Evaluation of the protective effect of phytic acid
against DNA damage induced by oxidative stress. Sdo Cristovao: UFS, 2022. 49 p.
(Dissertation - Master of Science in Agriculture and Biodiversity).*

Oxidative DNA damage results from overproduction of reactive oxygen species (ROS).
Sources of ROS may be exogenous or endogenous. Hydrogen peroxide (H203) is a ROS that,
by interacting with transition metals, such as Fe?*, produces hydroxyl radicals (HO") via Fenton
reaction. Phytic acid (PA), also known as myo-inositol hexaphosphate (IP6), is a natural
compound found in cereals, vegetables, and oilseeds. Its chemical structure provides the ability
to chelate metal ions such as Fe?*, which characterizes it as an antioxidant agent with the ability
to inhibit radical (HO") formation by Fenton reaction. Considering the antioxidant activity of
PA, this study aimed to evaluate the antigenotoxic potential of the compound against H205-
induced oxidative damage. In vitro assays were performed using L929 murine fibroblasts. The
cytotoxicity of PA and H202 was determined by the MTT colorimetric assay. The anticytotoxic
effect of PA was also assessed by the MTT assay. Genotoxic and antigenotoxic effects of PA
were evaluated by two methods, namely the alkaline comet assay and the plasmid DNA
topology assay. On the basis of the results of cytotoxicity assessment, we selected the
concentrations of PA (1.56, 0.156, and 0.0156 mM) and H20. (75 uM) that afforded cell
viabilities greater than 70%. Regarding the anticytotoxic effect of PA on L929 cells, a
cytoprotective effect was observed at concentrations of 0.156 and 0.0156 mM PA. The results
of the antigenotoxicity test by the comet method showed that, at the three concentrations tested,
PA exerted a protective effect (>75%) against oxidative DNA damage. The DNA topology
assay showed that PA was not genotoxic at the tested concentrations and partially inhibited the
cleavage of plasmid DNA induced by the Fenton reaction. Although further investigations are
needed, such as assessment of antimutagenic activity, the current results revealed that, at the
tested concentrations, PA protects DNA against cleavage induced by oxidative stress. Thus, PA
is an antioxidant compound with antigenotoxic action that may be explored for disease
prevention.

Keywords: Comet assay; Antioxidant; Fenton reaction; DNA topology; Myo-inositol.

* Supervisory Committee: Ricardo Scher — UFS (Supervisor).



1. INTRODUGCAO GERAL

O estresse oxidativo € definido como uma condicdo de desequilibrio entre as espécies
reativas de oxigénio (EROs) e a defesa antioxidante. O processo de metabolismo celular natural
produz as EROs, sendo estas as mais abundantes nos sistemas biologicos e desempenham
funcgdes cruciais, como a ativacdo de vias de sinalizacdo em células eucaridticas que podem
alterar o metabolismo intracelular e extracelular (ARULSELVAN et al., 2016). As EROs
incluem os radicais livres: anion superoxido, radical hidroxila, peroxila, alcoxila e 6xido nitrico.
Além dos radicais livres existem outras EROs néo radicais, como o peroxido de hidrogénio,
oxigénio singlete e o &cido hipocloroso (GULCIN, 2020; SGHAIER et al., 2016; SINGH et al.,
2019).

A superproducdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) podem causar efeitos
deletérios para as biomoléculas, como oxidacdo do DNA, desnaturacdo de proteinas e a
peroxidacgdo lipidica (KAJARABILLE; LATUNDE-DADA, 2019). As EROs apresentam-se
como um constante desafio para a manutencdo da integridade do genoma nos organismos
aerdbicos (QI; WU; ZHENG, 2019).

Estima-se que ocorre em média cerca de dez mil reacdes de oxidacdo que danificam a
molécula de DNA por cada célula humana por dia, que constituem desde as oxidagdes de bases
purinas/pirimidinas a quebras de fitas simples/duplas, entre outras lesdes (LEE et al., 2012).
Estes danos induzidos pelas EROs ao DNA podem ocorrer tanto quimicamente como
estruturalmente, resultando em modificacbes como: sitios abasicos, alteracGes de todas as
bases, quebras de fitas simples e dupla, ligacGes cruzadas DNA-proteina e arranjos
cromossémicos (CAROCHO e FERREIRA, 2013). O radical hidroxila (OH") é uma ERO
altamente reativa, sendo considerada a principal ERO que ataca a molécula de DNA (LU et al.,
2001; KLAUNIG et al., 2010).

Como consequéncia do declinio progressivo das funcdes celulares provocado pelas
EROs, o0 estresse oxidativo esta correlacionado a progressdo de inUmeras doengas humanas,
como Alzheimer, Parkinson, varios tipos de céancer, doencas cardiacas, diabetes e ao
envelhecimento (RAJENDRAN et al., 2014).

Considerando os efeitos nocivos da producdo excessiva de EROs, 0s organismos vivos
apresentam um complexo sistema de defesas antioxidantes enddgenos (enzimatico e nao-
enzimatico) e exdgenos (fontes alimentares) para neutralizar os processos oxidativos. Um
antioxidante € definido como uma molécula capaz de inibir, reduzir, retardar ou eliminar as
EROs, protegendo o corpo contra as les6es oxidativas (ALl et al., 2020; LOBO et al., 2010).

Nos Gltimos anos, a identificacdo de compostos antioxidantes naturais, principalmente
de origem vegetal, tem sido cada vez mais intensificada devido a variedade de compostos
bioativos que atuam como potentes agentes antioxidantes, antimutagénicos e antigenotoxicos
(SGHAIER et al., 2011).

Numerosos estudos mostraram que na dieta didria, a inclusdo de compostos
antioxidantes de fontes vegetais naturais pode ser usada para a prevencao de doencas, sendo
estabelecida uma relagéo inversa entre o consumo de alimentos ricos em antioxidantes naturais
e a prevaléncia de doengas humanas (ARULSELVAN et al., 2016).

E nesse contexto que o &cido fitico (AF), também conhecido como hexafosfato de
inositol (IP6) ou mio-inositol, constitui um antioxidante natural, sendo extensivamente relatado
na literatura como um potente inibidor de radicais hidroxila. 1sso se deve a sua propriedade
quelante de ions de ferro, que consequentemente inibe a geracdo de radicais hidroxila durante
a reacdo de Fenton (WEINBERG et al., 2021).

Vale ressaltar que o ferro é considerado um dos elementos essenciais para todas as
células, sendo o metal de transi¢do mais difundido (BHOWMIK et al., 2017). Ele participa de
algumas funcdes bioldgicas como o transporte de oxigénio e € importante para o funcionamento
de muitas enzimas envolvidas na transferéncia de elétrons e reacdes de oxidagdo-reducdo
(KEJIK et al., 2021). Por outro lado, o ferro pode causar danos celulares pelo fato de catalisar
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a reacdo que converte peroxido de hidrogénio em radicais hidroxila (MONTEIRO et al., 2015).
De acordo com Meneghini (1997), o ferro esta presente no nucleo, sendo responsavel pela
producdo de varios pré-mutagénicos e modificacdes no DNA, atribuido ao seu papel na
producdo de radical OH".

O acido fitico e considerado, entre todos os fosfatos de inositol, 0 mais abundante nas
plantas, sendo encontrado em alimentos ricos em fibras, como gréos integrais, cereais,
leguminosas, nozes e sementes oleaginosas, e constituindo sua principal fonte de reserva de
fosforo (ABDEL-HAMID et al., 2007; PLAAMI, 1997). As atividades bioldgicas dos inositois,
em especial o mio-inositol e o hexafosfato de inositol (IP6), tém recebido muita atencéo devido
aos seus multiplos efeitos benéficos a saude (CHATREE et al., 2020).

Nas ultimas décadas a literatura cientifica tem enfatizado mais a acéo anticancerigena
do AF contra Vvérios tipos de cancer, como: prdstata, mama, figado e c6lon, porém existem
poucos estudos que abordam o espectro genoprotetor deste antioxidante natural e a sua resposta
para minimizar a instabilidade gendmica (VUCENIK, 2019).

Diante do exposto, pode-se constatar que existem inUmeras pesquisas que visam
demonstrar e avaliar o potencial protetor de antioxidantes naturais, principalmente no que diz
respeito a sua protecdo contra danos ao material genético ocasionado por agentes genotdxicos.
E nesse sentido que esse estudo tem como objetivo demonstrar a capacidade antigenotoxica do
acido fitico contra o estresse oxidativo induzido pelo perdxido de hidrogénio (H202), por meio
do Ensaio do Cometa. Além disso, propde-se ainda investigar a sua propriedade antioxidante
pela sua habilidade quelante de ferro perante a inducdo da producdo de radical hidroxila via
reacdo de Fenton, para comprovar seu potencial protetor ao DNA, através do Ensaio de
Topologia do DNA plasmidial.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estresse Oxidativo

O conceito de “estresse oxidativo” foi proposto pelo pesquisador Helmut Sies (1985),
sendo definido como um estado de desequilibrio entre o balanco de pré-oxidante e antioxidante,
a favor do primeiro, resultando no dano oxidativo.

Embora essa definicdo tenha norteado as pesquisas ao longo de décadas, com a
realizacdo de estudos sobre via de sinalizac¢ao redox, intervencao de antioxidantes e marcadores
de estresse oxidativo, tornou-se necessario redefinir o conceito de estresse oxidativo sendo
configurado como “uma interrupg@o da sinalizagdo e controle das reagdes de oxidacdo-reducéo
(redox)”, visto que o processo de oxidacao de macromoléculas € essencial para a ocorréncia da
sinalizag&o celular (JONES, 2006).

Halliwell (2007) definiu o estresse oxidativo como sendo um desbalanceamento entre a
taxa de producdo de espécies reativas (ERs) e as defesas antioxidantes. As ERs sdo formadas
por radicais livres, os quais sdo definidos como qualquer espécie molecular que contém um ou
mais elétrons desemparelhados em um orbital atdbmico conferindo alta reatividade e
instabilidade. Além dos radicais livres, existem as espécies ndo radicalares (LOBO et al., 2010).

Os radicais podem ser agrupados em trés principais classes: as espécies reativas de
oxigénio (EROs), as espécies reativas de nitrogénio (ERNS) e as espécies reativas de enxofre
(ERSs), estas ultimas identificadas recentemente (SHARMA et al., 2012).

Os radicais livres derivados do oxigénio sdo formados pelo anion radical superoxido
(O2™), radical perhidroxila (HOO") e o radical hidroxila (OH"); as espécies ndo radicalares de
oxigénio séo o peroxido de hidrogénio (H20>), &cido hipocloroso (HOCI) e o oxigénio singlete
(*0,). Os radicais livres derivados de nitrogénio sdo representados pelo 6xido nitrico (NO*) e 0
dioxido de nitrogénio (NO2) e as espécies ndo radicalares representadas pelo peroxinitrito
(ONOO) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). As espécies reativas de enxofre (ERSS)
incluem o radical tiil (RS) e a ERS formada pela reacdo de espécies reativas de oxigénio com
tidis (ALl et al., 2020).

Cheeseman e Slater (1993) afirmaram que os radicais livres mais importantes em
sistemas biol6gicos sdo os derivados de oxigénio. Apesar do oxigénio ser um elemento
indispensavel para a vida, em altas concentracdes este elemento € altamente reativo e provoca
a oxidacdo dos principais constituintes celulares, como lipidios, proteinas, enzimas,
aminoacidos e DNA (WOJTCZYK-MIASKOWSKA; SCHLICHTHOLZ, 2018).

Vale ressaltar que, em concentragcbes baixas e moderadas, as EROs ndo s&o
necessariamente prejudiciais as células, pois elas atuam como segundos mensageiros e regulam
as vias de transducdo de sinal intracelular, incluindo a morte de patégenos invasores,
cicatrizacdo de feridas e atuam em processo de reparacédo tecidual (BHATTACHARYYA et
al., 2014; HE et al., 2017; LING; KUO, 2018).

O estresse oxidativo é um fator para etiologia de inimeras doengas como hipertenséo,
diabetes, obesidade, céancer, aterosclerose, artrite reumatoide, Alzheimer e Parkinson
(SABAHI; SOLTANI; MOEIN, 2018; TAFANI et al., 2016). Na Figura 1 séo apresentados
alguns dos principais efeitos dos radicais livres em alguns 6rgaos e tecidos humanos.
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Figura 1. Espectro de doencas causadas por acdo de radicais livres (Fonte: Adaptado de
BRIEGER et al., 2012).

Ao decorrer da vida as células estdo constantemente expostas a espécies reativas de
oxigénio geradas de fontes enddgenas ou exdgenas (Figura 2). As fontes exdgenas de EROs
incluem tabagismo, exposicdo aos raios-X, ozénio, poluentes do ar, produtos quimicos
industriais, quimioterapicos e pesticidas (SOARES, 2002).

Endogenamente as EROs sdo geradas como produtos de reacBes bioquimicas na
membrana plasmatica, no citoplasma, nos peroxissomos, nos lisossomas e nas membranas das
mitocondrias e do reticulo endoplasmatico (LING; KUO, 2018). Além disso, as EROs podem
ser produzidas pela atividade de enzimas celulares, como a nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH) oxidase (NOX), xantina oxidase (XO), mieloperoxidase (MPQO) e pelo
desacoplamento da enzima oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) (DI MEO et al., 2016;
DROGE, 2002).
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Figura 2. Fontes exdgenas e endogenas de espécies reativas de oxigénio e defesas antioxidantes
enzimaticas e ndo enzimaticas (Fonte: Adaptada de TAN et al., 2015).

Segundo Kucharova et al. (2019), a principal fonte de EROs nas células é o metabolismo
mitocondrial. As mitocéndrias desempenham funcdes cruciais, como a respiracéo e producédo
de energia na forma de adenosina trifosfato (ATP), o que envolve um sistema complexo de
transferéncia de elétrons. A transferéncia de elétrons através da membrana interna mitocondrial
estd associada a geracdo de EROs, pois ao longo do processo de transporte de elétrons sdo
formados metabdlitos altamente reativos de oxigénio, como o radical anion superoxido (02°), o
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qual é convertido em peroxido de hidrogénio (H202) pela acdo da enzima superdxido dismutase
(SOD).

O perdxido de hidrogénio, a depender de sua concentracao intracelular, é inofensivo
perante as moléculas organicas, porém pelo fato dele se difundir facilmente através das
membranas celulares, pode interagir com ions de metais de transi¢cdo que estdo disponiveis
dentro da célula e, consequentemente, resultar na producédo de radicais hidroxila (DEMIRCI-
CEKIC et al., 2022). Uma das fontes de producdo de OH" é a reacéo de Fenton, que se da pela
combinacéo entre Fe (I1) e H20., conforme a reagdo apresentada pela seguinte equacao:

Fe?* + H,0 2 — Fe®* + OH

De acordo com Chatgilialoglu et al. (2021), o radical hidroxila é considerado uma das
principais fontes de danos ao DNA quando comparado a todas EROs geradas pelo metabolismo
celular dos organismos aerdbicos, sendo que este radical reage tanto com a desoxirribose quanto
com as bases nitrogenadas.

Estima-se que o dano oxidativo ao DNA resulta em mais de 80 tipos distintos de
alteracdes as bases nitrogenadas, sendo as duas modificacbes mais comuns a 7,8-diidro-8-
oxoguanina, comumente chamada de 8-oxoguanina ou 8-0xo0G, e a 2,6- diamino-4-hidroxi-5-
formamidopirimidina (FapyG). Ambas sdo originadas pela adi¢cdo do radical hidroxila na
posicdo C8 do anel da guanina, resultando em um radical 8-hidroxi-7,8-di-hidroguanil, que
pode ser oxidado a 8-0xoG ou reduzido para formar o FapyG. Na interacdo do radical hidroxila
com as bases pirimidinas (timina e citosina), os principais produtos formados séo: 5,6-diidroxi-
5,6-diidrotimina (timina glicol) e 5,6-diidroxi-5,6-diidrocitosina (citosina glicol) (ALTIERI et
al., 2008; SLUPPHAUG; KAVLI; KROKAN, 2003; ZHANG et al., 2019).

Devido a superproducdo de EROs durante o metabolismo celular, os organismos
desenvolvem diferentes mecanismos de defesas antioxidantes para combater os efeitos
deletérios das espécies reativas e, assim, manter a integridade dos componentes celulares
(BHATTACHARYYA et al., 2014; CERCI; ERDOST, 2019; WOLPE SIMAS; GRANZOTI;
PORSCH, 2019).

Dessa forma, as EROs produzidas podem ser neutralizadas pela prépria célula, através
do sistema enddgeno antioxidante (enzimatico e ndo-enziméatico) ou por antioxidantes
exd6genos, 0s quais sdo obtidos de fontes alimentares (SILVA; JASIULIONIS, 2014), fato esse
gue tem gerado grande interesse na bioprospeccdo de compostos bioativos que apresentam
atividade antioxidante.

2.2 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo definidos como moléculas organicas que apresentam o potencial
de inibir, diminuir ou eliminar completamente a acdo dos radicais livres, protegendo
biomoléculas e estruturas celulares contra os efeitos nocivos dos oxidantes (LOBO et al., 2010;
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Pisoschi e Pop (2015) descrevem como as principais
funcBes dos antioxidantes: o controle do estresse oxidativo, a reducdo na taxa de mutacdes no
DNA, bem como de transformacdes malignas, dentre outros danos celulares.

Os mecanismos de acdo dos antioxidantes sdo variados e incluem: inibigdo das reagdes
de oxidacédo provocadas pelas EROs, interrupgéo da reacéo de cadeia de autoxidacdo, inibicao
da formacao de oxigénio singlete. Além disso, atuam como agentes redutores que convertem
hidroperdxidos em compostos estaveis, como quelantes de ions metalicos (como ferro e cobre)
e como inibidores de enzimas pré-oxidativas (CAROCHO e FERREIRA, 2013).

O sistema antioxidante € dividido em duas categorias: antioxidantes enddgenos e
exogenos. As defesas antioxidantes enddgenas incluem os mecanismos de remocao ou quebra
das especies reativas por acdo enzimatica e ndo enzimatica. O mecanismo de defesa
antioxidante enzimético envolve a acdo das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (NIMSE; PAL, 2015).

As enzimas superoxido dismutases sdo metaloproteinas que constituem a primeira linha
de defesa contra a agdo dos radicais livres, pois atuam catalisando a dismutacéo do radical anion
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superdxido (O2") em perdxido de hidrogénio (H202) e oxigénio (O2). Sdo identificados trés
isoformas da enzima SOD nos tecidos de mamiferos: (Cu-Zn-SOD), encontrada no citosol e
requer os ions cobre e zinco para sua atividade; a (Mn-SOD), considerado um dos mais
importantes componentes antioxidantes da célula, estd localizada na matriz mitocondrial e
requer manganés para sua atividade; (EC-SOD), secretada para o0 espaco extracelular como uma
glicoproteina tetramérica contendo cobre e zinco em seu sitio ativo (RAHMAN; KODE;
BISWAS, 2007).

A catalase é uma enzima ubiqua e considerada a principal enzima antioxidante, sendo
encontrada nos peroxissomos das células dos mamiferos (SCHRADER; FAHIMI, 2006). Essa
enzima atua catalisando a decomposicéo do H20z, resultante da a¢éo da SOD em agua (H20) e
oxigénio (Oz). A CAT esta presente em todos os tecidos, porém foi relatada que a maior
atividade desta enzima ocorre no figado e nos eritrocitos (AMIR ASLANI; GHOBADI, 2016;
GINTER; SIMKO; PANAKOVA, 2001). Ali et al. (2020) afirmam que de acordo com a
concentracdo de H20., a CAT pode desempenhar duas atividades enziméticas. Quando a
concentracdo do H,O; for alta, a CAT atua cataliticamente removendo H,O e formando o
sistema H2O e O,. Quando a concentracdo de H>O, for minima e estiver na presenca de um
doador de hidrogénio, que atua como substrato (por exemplo, metanol, fenol ou etanol), a
enzima atua eliminando o H>O-, porém ela oxida o substrato (mecanismo peroxidatico).

A glutationa peroxidase (GPx) é uma enzima que usa como cofator a glutationa (GSH),
um tripeptideo composto por glutamato, cisteina e glicina, para catalisar a reducao de H20 ou
peréxido organico (ROOH) em 4agua e alcool (BIRBEN et al., 2012). A GPx pode ser
classificada de duas formas: a dependente de selénio e a independente de selénio, sendo essas
encontradas no citosol e na mitocéndria, respectivamente (ALl et al., 2020).

Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo agrupados em duas categorias: 0s antioxidantes
metabolicos e os antioxidantes nutritivos (GINTER; SIMKO; PANAKOVA, 2001). O grupo
dos antioxidantes metabdlicos € produzido endogenamente pelo metabolismo do corpo, sendo
encontrado no plasma, fluidos extracelulares e intracelulares e nas membranas. Temos como
exemplo de antioxidantes metabdlicos o acido lipoide, a glutationa, a L-arginina, a melatonina,
0 acido urico, a bilirrubina, as proteinas quelantes de metais, a transferrina e a coenzima Q10
(RAHMAN, 2007).

Os antioxidantes nutritivos sdo compostos exdgenos, ou seja, sdo aqueles que nao
podem ser produzidos pelo corpo, por exemplo, os polifendis como acidos fendlicos,
flavonoides, antocianinas, lignanas e estilbenos, os carotenoides como xantofilas e carotenos,
o resveratrol, a N-acetilcisteina (NAC), o &cido fitico (AF) e as vitaminas C (&cido ascorbico)
e E (a-tocoferol). As principais fontes destes compostos antioxidantes sdo os alimentos naturais,
como frutas, vegetais, cereais, cogumelos, ervas medicinais tradicionais, flores, especiarias,
podendo também serem obtidos pela ingestdo de bebidas ou suplementos dietéticos (POLISAK;
SUPUT; MILISAV, 2013; SILVA; BRACARENSE, 2016; XU et al., 2017).

Neste contexto dos antioxidantes nutritivos, apresenta-se o acido fitico por ser
considerado um antioxidante natural encontrado em fontes alimentares, como: cereais, nozes,
vegetais e grdos. O efeito protetor do AF esta relacionado ao seu potencial antioxidante na
inibicdo de EROs (GRAF; EATON, 1985).

De acordo com Andrade et al. (2019), os compostos de fontes naturais vem despertando
um grande interesse para a comunidade cientifica, tendo em vista que varios estudos in vitro e
in vivo ja comprovaram o potencial terapéutico destes compostos para prevenir e atenuar
diversas patologias.

2.3 Acido Fitico

O 4cido fitico (AF), também conhecido como hexafosfato de inositol (IP6) ou mio-
inositol 1,2,3,4,5,6-hexaquisfosfato (InsP6), € um composto natural que consiste em um
carboidrato formado por seis fosfatos ligados ao anel de inositol, com capacidade para ligar-se
a um total de 12 protons (Figura 3). Apresenta como formula molecular CsH18O24Ps € massa
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molecular 660,04 g.mol? (BOHN; MEYER; RASMUSSEN, 2008; KUMAR et al., 2010;
PETROSKI; MINICH, 2020; VUCENIK e SHAMSUDDIN, 2006).

Quimicamente, é caracterizado como um éster di-hidrogenofosfato de seis vezes
de mio -inositol ou cis - 1,2,3,5 - trans -4,6-ciclohexanohexol, sendo o mais abundante dos
nove isdbmeros possiveis de inositol (Ins) (MAROLT; KOLAR, 2021). O termo &cido fitico
refere-se ao acido na sua forma livre, porém outras terminologias sdo usadas, como fitato,
quando o IP6 é encontrado na forma de sal livre e fitina para descrever o complexo de IP6 com
potéssio, magnésio e calcio (PLAAMI, 1997).

Figura 3. Estrutura quimica do acido fitico (Fonte: FEIZOLLAHI et al., 2021).

De ocorréncia natural no reino vegetal, o acido fitico é a principal forma de
armazenamento de fosforo em plantas comestiveis, como gréos, nozes, cereais e legumes
(COMINELLI et al., 2018; OMORUYI et al., 2013). Entretanto, em quase todas as células de
mamiferos pode ser encontrado o IP6, variando em uma concentragdo de 10 uM a 1 mM
(SHAMSUDDIN; BOSE, 2012; VUCENIK; DRUZIJANIC; DRUZIJANIC, 2020).

Nas plantas a quantidade de fésforo armazenado nos tecidos vegetativos é muito inferior
guando comparado ao encontrado nas sementes, que corresponde de 60 a 90% do teor de fosforo
total (PLAAMI, 1997). Isso se deve ao fato de que o &cido fitico é sintetizado e acumulado na
semente durante a fase de desenvolvimento. No entanto, o0 AF pode ser encontrado em outros
Orgdos vegetais, como pdlen, raizes e tubérculos (RABOY, 2003).

Nas frutas e legumes, a quantidade de acido fitico apresenta-se de forma variada. Ja nos
vegetais folhosos este composto é praticamente ausente. Nas raizes e tubérculos os niveis de
acido fitico apresentam-se em quantidades significativas (OMORUY!I et al., 2013; PLAAMI,
1997).

A distribuicdo e a quantidade de acido fitico pode variar também a depender da espécie
vegetal, por exemplo, no caso da cevada, trigo e arroz, nos quais cerca de 80% do &cido fitico
sdo armazenados na aleurona e no farelo (tegumentos maternos) e uma quantidade pequena
encontra-se no embriéo.

Nas leguminosas encontram-se mais de 95% do é&cido fitico armazenados nos
cotilédones (ARIZA-NIETO et al., 2007). No milho, 80% deste composto acumulam-se no
embrido e escutelo (O’DELL; DE BOLAND; KOIRTYOHANN, 1972).

Os teores de acido fitico de algumas fontes de alimentos vegetais sd&o mostrados na
tabela 1.



Tabela 1. Contetdo de &cido fitico em alguns alimentos.

Amostra Acido Fitico (g/100g)
Milho 0.72-2.22
Trigo 0.39-1.35
Arroz 0.06-1.08

Cevada 0.38-1.16
Sorgo 0.57-3.35
Aveia 0.42-1.16

Feijdo vermelho 0.61-2.38

Ervilhas 0.22-1.22

Lentilhas 0.27-1.51
Gréo de bico 0.28-1.60
Soja 1.0-2.22
Linhaca 2.15-3.69
Amendoim 0.17-4.47

Améndoas 0.35-9.42
Nozes 0.20-6.69

Castanha de caju 0.19-4.98

Alguns fatores podem afetar a disponibilidade do acido fitico nas plantas, como:
genética, aplicacbes de fertilizantes, técnicas de colheita, condi¢es de cultivo, métodos de
processamento, métodos de teste e idade do alimento avaliado (COULIBALY ABDOULAYE,
2011; QUIRRENBACH et al., 2009).

A biossintese do AF ocorre no citosol por duas rotas distintas: a via dependente de
lipidios e a independente de lipidios (Figura 4). A via independente de lipidios é predominante
nas sementes e tem como precursores da sintese de AF: o mio-inositol e os fosfatos de inositol
soltveis. No citosol ocorre uma reacdo inversa, sendo o mio-inositol livre fosforilado com
auxilio da enzima mio-inositol quinase (MIK) e convertido em mio-inositol 3-fosfato (InsP1).
Em contrapartida, para a sintese do InsP1 é necessario ter como substrato a glicose 6-fosfato
(Glicose 6-P), sendo essa reacdo catalisada pela enzima mio-inositol-3 fosfato sintase (MIPS).
A formacéo do InsP6 ocorre por meio de uma cascata de fosforilages do anel de inositol, pela
acao de varias enzimas (IMP, ITPK e IPK). A partir da molécula do mio-inositol 1,2,3,4,5-
pentaquisfosfato (InsP5) é formado o InsP6, sendo esta reacdo catalisada pela enzima IPK1, na
qgual sua atuacdo é comum nas duas vias de biossintese (dependente e independente)
(SPARVOLI; COMINELLLI, 2014).

A via dependente de lipidios atua em todos os tipos de tecidos vegetais, exceto nas
sementes, tendo como precursores para a sintese de AF: o fosfatidilinositol (PtdInsp ou PI) e
fosfatos de inositol. Inicialmente, ocorre a interacdo entre 0 mio-inositol com fosfatil lipidios
(Citidina difosfato diacilglicerol (CDP-DAG)). O fosfatidilinositol (PtdIns) é formado através
da conversdo do mio-inositol livre pela agéo da enzima PtdIS (fosfatidilinositol fosfato sintase).
Posteriormente, o Ptdins e convertido em fosfatidilinositol monofosfato (PtdinsP1) e
fosfatidilinositol bifosfato (PtdInsP2), sendo catalisado pelas enzimas fosfatidilinositol 4-
guinase (Ptdl4K) e fosfatidilinositol 5-quinase (PtdI5K), respectivamente. O PtdInsP2 ¢é
convertido em fosfatidilinositol trifosfato (PtdInsP3), por meio da reacdo catalisada pela
fosfolipase C (PLC). A formacdo do mio-inositol 1,2,3,4,5-pentaquisfosfato (InsP5) ocorre pela
reacdo catalisada pela enzima inositol 1,4,5-tris-fosfato quinase (IPK2), sendo que ao final
dessa etapa ocorre a jungdo das duas vias de sintese da molécula de InsP6 (OMORUYI et al.,
2020).
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Ap0s a sintese no citosol, o acido fitico é transportado até o vacuolo através de proteinas
transportadoras associadas a multirresisténcia (MRPs). Ao chegar no vacuolo, o AF ¢é
armazenado em estruturas de corpos proteicos denominados de globoides (KUMAR et al.,
2021; SPARVOLI; COMINELLI, 2015). No periodo da germinagdo o &cido fitico sofre o
processo de degradacéo por acdo das enzimas fitases, responsaveis por hidrolisar o fitato para
liberar fésforo e outros micronutrientes essenciais e, consequentemente, contribuir para o
crescimento de mudas (KUMAR et al., 2021; RABOY, 2003).

Via Independente de Lipidio : Via Dependente de Lipidio

CDP-DAG
. res

Glicose 6-P

|
|
|
1
M l \'“\_(7__4 ':’;7_:..\110-1lnosntol R Ptdi";thK
Ins P1 g \MP : Ptdins P1
1 : l PlSK
Ins P, : Ptdins P,
1 | PLC
| DAG
Ins P3 | PtdIns P3
\ | /
ITPK Ins Py IPK2
IPK1 l
Ins P6

Figura 4. Vias de biossintese do acido fitico (independente e dependente de lipidios). Mio-
inositol-3 fosfato sintase (MIPS); Mio-inositol 3-fosfato (InsP1); Mio-inositol 3,5-fosfato
(InsP2); Mio-inositol 1,4,5-fosfato (InsP3); Mio-inositol 1,2,3,4,5-pentaquisfosfato (InsP5);
Mio-inositol 1,2,3,4,5,6-hexaquisfosfato (insP6); Mio-inositol-fosfato monofosfatase e
glactose-1-fosfato fosfatase (IMP); Mio-inositol quinase (MIK); Inositol 1,3,4-trifosfato 5/6-
quinase (ITPK); Inositol 1,3,4,5,6 pentaquisfosfato 2-quinase (IPK1); Citidina difosfato
diacilglicerol (CDP-DAG); Fosfatidilinositol fosfato sintase (PtdlS); Fosfatidilinositol
(PtdIns); Fosfatidilinositol monofosfato (PtdinsP1); Fosfatidilinositol bifosfato (PtdInsP2);
Fosfatidilinositol trifosfato  (PtdInsP3); Inositol 1,4,5-tris-fosfato quinase (IPK2);
Fosfatidilinositol 4-quinase (Ptdl4K); Fosfatidilinositol 5-quinase (PtdI5K); Fosfolipase C
(PLC); Diaglicerol (DAG). (Fonte: Adaptado de KUMAR et al. (2021)).

Estudos identificaram que o AF desempenha um papel fundamental nos mais variados
processos das células, como a regulacdo na atividade hormonal (LAHA et al., 2015), resposta
ao estresse hiotico e abidtico (MUNNIK; VERMEER, 2010), sinalizacdo de célcio e agucar
(ANANIEVA; GILLASPY, 2009), homeostase do fosforo (KUO et al., 2014),
fotomorfogénese, modificagdo e remodelacdo da cromatina (LATRASSE et al., 2013) e
exportacdo nuclear de RNAm (LEE et al., 2015).

Além disso, 0 AF atua como uma molécula sinalizadora envolvida em importantes vias
metabdlicas celulares e na transducdo de sinal como na proliferacdo celular, diferenciacéo,
exportacdo de RNA, reparo de DNA, transducdo de energia, regeneracdo de ATP, endocitose e
apoptose (BOHN; MEYER; RASMUSSEN, 2008; SHEARS, 2001; WEINBERG et al., 2021).
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A estrutura quimica do éacido fitico, altamente carregado negativamente em pH
fisiolégico, confere a este composto a capacidade de quelar fortemente importantes cations
minerais, como: ferro (Fe), cobre (Cu), zinco (Zn), potéssio (K), célcio (Ca) e magnésio (Mg),
ocorrendo facilmente a precipitacdo dos mesmos na forma de sais insoltiveis (COMINELLI et
al., 2018).

A desfosforilacdo do fitato constitui um pré-requisito imprescindivel para promover a
melhoria do valor nutricional, pois ocorre a remoc¢do dos grupos fosfatos do anel inositol e,
consequentemente, diminui a forga de ligacéo entre o mineral e o fitato (KUMAR et al., 2010).
Vale ressaltar que o trato digestivo de humanos e animais monogastricos ndo possui a enzima
fitase. Em virtude disso, ndo é possivel metabolizar o cido fitico devido a auséncia das fitases
para promover a degradacdo do fitato (SPARVOLI; COMINELLI, 2014; KUMAR et al.,
2010).

Assim, devido a propriedade quelante da molécula do acido fitico, seu consumo por
animais e humanos pode afetar diretamente a biodisponibilidade de cations minerais, de modo
gue o AF é considerado por muitos como um antrinutriente (KUMAR et al., 2010; FREDLUND
et al., 2006). Por esse motivo, os alimentos que contém &cido fitico ndo sdo consumidos na sua
forma bruta, com a aplicacdo de técnicas simples e de baixo custo, que visam reduzir a
concentracdo desse composto nos alimentos, é possivel torna-lo viavel para o consumo e para
melhorar a biodisponibilidade e evitar deficiéncias de nutrientes (KARKLE; BELEIA, 2010).

De acordo com Gupta et al. (2015), existem varios métodos desenvolvidos para reduzir
o teor de &cido fitico nos alimentos, bem como para melhorar seu valor antinutricional, tais
como: melhoramento genético, fermentacdo, imersao, germinacgéo e tratamento enzimatico com
adicdo de enzimas exdgenas.

Muitas pesquisas tém focado nos aspectos antinutricionais do &cido fitico, porém
estudos realizados nos ultimos anos revelaram que, se consumido em baixas concentracoes, 0
AF apresenta propriedades benéficas (WINDHORST et al., 2013; EAGLE et al., 1956), devido
principalmente a sua potente atividade antioxidante via quelacao de ferro. Desse modo, o AF
desempenha uma funcdo protetora contra o estresse oxidativo e consequentemente tem um
importante papel na prevencdo de varias doencas, como diabetes, cancer, doencas inflamatérias,
entre outras (ABDULWALIYU et al., 2019; KUMAR et al., 2021).

Como um antioxidante natural, o acido fitico inibe a formacdo do radical hidroxila
(OH"), catalisado por ferro através da reagdo de Fenton, ou seja, a habilidade do AF formar um
quelato com ferro faz com ele suprima a catélise desse ion nas reacdes oxidativas, inibindo
assim a formacao de radicais hidroxila (BHOWMIK et al., 2017; GRAF; EATON, 1990). Além
disso, existem relatos na literatura de que a propriedade antioxidante do AF faz com que este
composto seja empregado com outras finalidades, como aditivo de alimentos, sendo utilizado
em varios paises para prevenir a descoloracdo dos produtos, melhorar a qualidade nutricional e
aumentar a validade dos produtos (GRAF; EATON, 1985).

Como quelante de ferro, o0 AF pode ser empregado como um suplemento dietético no
tratamento de doengas com sobrecarga de ferro. Bhowmik e colaboradores (2017) avaliaram o
efeito do AF in vitro contra o estresse oxidativo induzido por sobrecarrega de ferro em células
do figado. Neste estudo, foi observada a capacidade hepatoprotetora do AF, sendo comprovada
por sua acdo quelante de ferro, devido sua atividade antioxidante, apresentando
consequentemente melhora na resposta inflamatdria e na imunidade.

Além disso, ja foi relatado que alimentos ricos em fitato podem elevar os niveis da
lipoproteina de alta densidade (HDL) e promover a diminuigdo dos indices de colesterol total e
da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e, consequentemente, prevenir contra as doencas
cardiacas coronarias (FEIZOLLAHI et al., 2021).

2.4 Genotoxicidade e Antigenotoxicidade
Constantemente, o0 genoma de todos 0s organismos vivos sofrem milhares de lesbes ao
DNA, seja por exposicao a agentes toxicos de fontes exdgenas, ou processos endogenos, ou
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por erros naturais durante a replicacio (SLOCZYNSKA et al., 2014). Estima-se que a célula
sofre cerca de 10° tipos de lesBes espontaneas ao DNA por dia (HOEIJMAKERS, 2009).

Tais lesdes implicam no bloqueio do processo de replicacdo e/ou transcricdo e,
consequentemente, podem ocasionar mutacdes ou aberragfes gendmicas em larga escala que
afetam a funcédo e a viabilidade celular (SOULIOTIS et al., 2020). As lesdes de DNA mais
comuns podem ser quebras de fitas simples e dupla, ligagdes cruzadas entre as fitas de DNA,
ou entre DNA e proteinas, ou entre DNA e xenobidticos, formacéo de dimeros, alquilacdes,
oxidacOes de base purinas e pirimidinas, pontes intercadeias, distor¢des na hélice, entre outras
(HOEIUMAKERS, 2001).

Essa vulnerabilidade do DNA as agress6es impostas pelas fontes exdgenas e enddgenas
levou a criacdo de uma nova area de pesquisa, a Genética Toxicoldgica, a qual estuda os agentes
capazes de danificar o material genético e os cromossomos das células (PHILLIPS, ARLT,
2009). Os agentes que sao capazes de causar toxicidade genética, ou seja, produzir danos ao
material genético, sdo descritos como genotoxicos (GONCALVES; GAIVAO, 2021; LOPEZ-
ROMERQO et al., 2018).

Esses agentes genotoxicos sdo classificados de acordo com sua origem em trés
categorias: fisica, que consiste em radiacdo ionizante, eletromagnética, temperatura e luz
ultravioleta; quimica, com destaque para 0s metais pesados, pesticidas, hidrocarbonetos
aromaticos, alquilantes, acridina, acrilamida, epoxidos alifaticos, solventes organicos,
particulas de amianto, aditivos alimentares e xenobidticos resultantes de certos "estilos de
vida”, por exemplo, alcoolismo e tabagismo; e biologica, que incluem alguns parasitas,
bactérias, plantas, virus e fungos (aqueles que sintetizam metabdlitos secundarios, como
micotoxinas).

Os compostos genotdxicos também podem ser classificados de acordo com seus efeitos
ou pelo seu modo de acdo em mutagénicos, carcinogénicos ou teratogénicos, tendo como
resultado trés tipos de processos: mutagénese, carcinogénese e teratogénese (LOPEZ-
ROMERO et al., 2018). A mutagénese compreende a ciéncia que estuda o processo de inducédo
de danos ao material genético pela acdo de diferentes agentes, resultando em alteracBes
genéticas (mutacdes), que podem ocorrer em um Gnico gene, varios genes ou Cromossomos
inteiros.

As mutacdes podem ocorrer tanto em células somaticas e/ou células germinativas
(LOPEZ-ROMERO et al., 2018; SELOCZYNSKA et al., 2014). As mutaces somaticas estdo
associadas em um numero crescente de patologias e podem levar a malignidade. As mutac6es
que ocorrem nas células germinativas podem resultar em disturbios reprodutivos, como a
infertilidade, ou induzir mutacdes hereditarias (DOU et al., 2018; L1 et al., 2020).

As mutacOes pontuais (genes) séo aquelas mais comuns e consistem nas alteracdes que
afetam apenas um nucleotideo ou alguns nucleotideos dentro de um gene. Os principais tipos
de mutacgdes pontuais séo: a substituicdo de um par de bases por outro (substituicdo), a perda
de um ou mais pares de bases (delecdo) e a adicdo de pares de bases extras na sequéncia de
DNA (insercio) (SEOCZYNSKA et al., 2014). As mutagbes que ocorrem a nivel
organizacional mais superior, como em cromossomos inteiros, sdo provocadas por agentes
clastogénicos ou aneugénicos. Os clastogénicos sdo aqueles capazes de induzir quebras
cromossémicas, e 0s aneugénicos sdo aqueles que produzem a perda de cromossomos inteiros
ou conjuntos de cromossomos (LOPEZ-ROMERO et al., 2018).

Embora os termos ‘“genotoxicidade” e ‘“mutagenicidade” sejam frequentemente
confundidos, é importante levar em consideracdo que todos 0s compostos mutagénicos sdo
genotdxicos, porém nem toda substéncia genotdxica tem acdo mutagénica (NAGARATHNA
et al., 2013). Portanto, o termo “genotoxicidade” é considerado um termo mais amplo e diz
respeito ao potencial de certos compostos induzir danos a molécula de DNA, porém os efeitos
genotoxicos ndo estdo necessariamente relacionados ao processo de mutagenicidade
(MAURICI et al., 2016).
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Considerando a ocorréncia de diferentes tipos de danos ao DNA, as celulas
desenvolveram mecanismos de reparo ao DNA altamente sofisticado e especifico para corrigir
as lesdes que ocorrem ao DNA. As principais vias de reparo Sao: reparo por excisdo de
nucleotideos (NER), reparo por excisdo de base (BER), reparo de incompatibilidade (MMR),
reparo por juncao de extremidades ndo homdlogas de quebras de fita dupla (NHEJ) e reparo
direcionado por homologia de quebra de fita dupla, ligacdes cruzadas e forquilhas de replicagédo
quebradas (HRR). Quando nédo ocorre o reparo das lesdes ao DNA e a depender do grau e do
tipo de dano, a célula transmite o genoma mutado para seus descendentes ou pode ser
neutralizado por apoptose ou senescéncia (CICCIA; ELLEDGE, 2010; PATERAS et al., 2015).

Numerosas pesquisas tém sido desenvolvidas com a finalidade de identificar compostos
que possam proteger 0s seres vivos contra os danos ao DNA causados pelos agentes
genotoxicos. Tais agentes que exibem esse papel protetor ao material genético sdo chamados
de antigenotdxicos (IZQUIERDO-VEGA et al., 2017).

Vale salientar que inimeras pesquisas visam a identificacdo de fitocompostos bioativos
com acdo antigenotoxica para neutralizar a acdo dos agentes genotdxicos, pois estes estdo
correlacionados ao desenvolvimento de vérias doencas humanas. H& um interesse continuo de
explorar a gama de compostos naturais que apresentam acdo protetora ao DNA, visto que
muitos desses compostos, além da sua acdo genoprotetora, também apresentam efeitos
benéficos a saude, como acdes imunomoduladoras, hepatoprotetoras, anti-hiperglicémicas,
anti-hiperlipidémicas, cardioprotetoras, anti-inflamatdrias e antirreumaticas, cujo mecanismo
de acdo esta associado as suas propriedades antioxidantes e desintoxicantes (GONCALVES;
GAIVAO, 2021; LOPEZ-ROMERO et al., 2018; MITSCHER et al., 1996).

Atualmente, existem diversos ensaios in vitro e in vivo para avaliar a genotoxicidade e
antigenotoxicidade dos compostos, com destaque para 0 ensaio de mutacao bacteriana (teste de
Ames), troca de cromatides irmds (SCE), avaliacdo de aberracdes cromossdmicas (ChAb),
ensaio de microndcleo (MN) e, mais recentemente, ensaio cometa.

2.5 Ensaio Cometa ou Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE)

A fragmentacdo do DNA tem sido amplamente utilizada como um marcador de dano
oxidativo ao DNA. Neste sentido, 0 ensaio cometa tem se apresentado como uma ferramenta
valiosa para a deteccdo de danos ao material genético, bem como para avaliar o efeito protetor
e/ou reparador ao DNA de diferentes compostos (SABAHI et al., 2018).

O Ensaio Cometa, também conhecido como Eletroforese de Célula Unica (em inglés
Single Cell Gel Electrophorensis - SCGE), é um método simples que tem por finalidade detectar
quebras de fita do acido desoxirribonucléico (DNA) em qualquer tipo de célula eucaridtica
nucleada (BOLOGNESI; CIRILLO; CHIPMAN, 2019).

Este ensaio pode ser amplamente utilizado em testes de genotoxicidade in vitro e in
vivo (GRAUPNER et al., 2017), de biomonitoramento humano (AZQUETA et al., 2020),
ecogenotoxicologia (JHA, 2008), radiacdo bioldgica (KUMAR et al., 2014), epidemiologia
molecular (SRAM; BINKOVA, 2000), nutrigendmica (MACHADO et al., 2019) e em
pesquisas basicas sobre 0 mecanismo de dano e reparo da molécula de DNA (DUAN et al.,
2005).

O principio do ensaio cometa consiste na analise eletroforética de células isoladas
embebidas em gel de agarose dispostas sobre laminas de microscopio. Antes da corrida, as
células imobilizadas no gel séo lisadas por detergentes e alto teor de sal para a remocdo das
membranas nucleares, liberando todos os componentes celulares soliveis, como também
removendo as histonas do DNA. Mesmo ap6s a lise, 0 DNA de cada célula permanece intacto
ao seu superenrolamento negativo. Assim, o DNA livre das histonas, que recebe o nome de
nucleoide, serd submetido a eletroforese, ocorrendo assim a migracéo dos fragmentos de DNA
de baixo peso molecular em direcdo ao anodo a corrida de curto tempo (Figura 5). Apés a
coloragdo, a imagem obtida dos nucleoides assemelha-se a um rastro de uma cauda de
“cometa”, justificando o nome do ensaio, sendo que a cabega compreende o DNA intacto e a
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cauda consiste em fragmentos danificados ou quebrados de DNA (AZQUETA; COLLINS,
2013; OSTLING; JOHANSON, 1984).

Inicialmente, a técnica do ensaio cometa foi proposta por Ostling e Johanson (1984),
que desenvolveram a metodologia de eletroforese do DNA em microgel em condigdes neutras.
Eles utilizaram radiacdo gama para induzir danos ao DNA de células de mamiferos e detectaram
que a extensdo da cauda de DNA liberada era diretamente proporcional & dose de radiag&o,
sendo observado que células com uma maior frequéncia de quebras de fita dupla de DNA
(DSBs) apresentaram maior migragdo em direcdo ao anodo (FAIRBAIRN; OLIVE; O’NEILL,
1995; TICE et al., 2000).

Eletroforeze
I
> J /
— \ X ¥
aniis SAN  WEEER, N
Coloracio Neutralizacio

Figura 5. Esquema das etapas do ensaio cometa (Fonte: Adaptado de SPEIT & HARTMANN,
2006).

Apesar das condi¢Oes neutras identificarem quebras de DNA de fita dupla, a
metodologia proposta por Ostling e Johanson ndo permitiu a deteccdo de quebras de fita
simples, sendo que muitos agentes induzem cerca de 5 a 2.000 vezes mais quebras de fita
simples do que de fita dupla. Dessa forma, o ensaio cometa em pH neutro limitou o uso desta
metodologia, pois ndo se apresentou tdo sensivel quanto as condicdes alcalinas na deteccdo de
danos ao DNA (SAROKIN; CARLSON, 1984; SINGH et al., 1988).

A técnica do ensaio cometa foi aprimorada por Singh e colaboradores (1988), que
atribuiram maior sensibilidade a técnica com a utilizacdo de solucdo alcalina (pH>13). Em
condicdes alcalinas, observa-se uma otimizacdo na desnaturacdo do DNA e sua migracéo,
permitindo um amplo espectro na deteccdo de danos ao DNA, ou seja, quebras de fita dupla e
simples, bem como sitios alcalinos labeis (SPEIT; HARTMANN, 2006).

Apos as modificagbes no protocolo do ensaio cometa realizadas por Singh et al. (1988),
houve um aumento significativo no uso desta técnica, pois o teste apresentou vantagens quando
comparado a outros ensaios de genotoxicidade, como: sensibilidade na deteccdo de baixos
niveis de danos ao DNA, o uso de um namero pequeno de células por amostra, baixo custo,
facilidade de aplicagdo, possibilidade de realizacdo de estudos utilizando por¢des minimas da
substancia em teste e curto periodo de tempo para a realizagao de um experimento (TICE et al.,
2000).

A visualizacdo dos cometas € geralmente realizada em microscopio de fluorescéncia
apos a coloragdo com um corante fluorescente de ligacdo ao DNA (COLLINS, 2004). Os
corantes mais usados sdo: brometo de etidio (EtBr), iodeto de propidio (PI), 4,6-diamidino-2-



14

fenilindol (DAPI), SYBR Green | e YOYO-1 (OSTLING; JOHANSON, 1984). O uso de
corantes ndo fluorescentes, como o nitrato de prata, ja foi relatado para a visualizacdo de
cometas (KIZILIAN et al., 1999).

Conforme descrito por Collins (2004) existem distintas maneiras de analisar os cometas,
levando em consideracdo o tamanho da cauda formada, por exemplo:

1) Com uso de programas computacionais especificos, ou seja, sistemas de analise
de imagens sdo usados para quantificar o dano do DNA, levando em
consideracdo alguns parametros, como: porcentagem de DNA na cauda,
comprimento da cauda e 0 momento da cauda (porcentagem de DNA na cauda
multiplicado pelo comprimento da cauda). Estes sdo os parametros mais
utilizados, sendo a porcentagem de DNA na cauda caracterizado como 0 mais
adequado.

2) Por score visual, onde os nucleoides sdo pontuados visualmente de acordo com
o tamanho da cauda, sendo classificados conforme Kobayashi et al. (1995) em
quatro classes como:

e Classe 0 — ndo apresenta cauda (sem dano);

e Classe 1 — cauda mais curta do que o diametro da cabega (dano minimo);

e Classe 2 — cauda com tamanho até duas vezes maior que o didmetro da cabeca
(dano moderado);

e Classe 3 — cauda com tamanho maior que duas vezes o diametro da cabeca (dano
maximo).

A figura 6 ilustra as quatro classes de dano ao DNA descritas de acordo com a
classificacéo visual.

Figura 6. Classificacdo das classes de danos do DNA pelo ensaio cometa (Fonte: COLLINS,
2004).

De acordo com Afanasieva e Sivolob (2018), independentemente das condi¢des neutras
ou alcalinas para a eletroforese, o ensaio cometa difundiu rapidamente devido a sua
simplicidade e disponibilidade, sendo desenvolvidas pesquisas para avaliacdo da atividade
mutagénica de produtos quimicos, fatores fisicos, nanoparticulas e drogas.

Resultados de uma pesquisa realizada no dia 20 de novembro de 2021, na base de dados
Medline, via PubMed, utilizando os preditores “dna damage AND comet assay” revelaram que
nas Ultimas trés décadas foram publicados 13141 artigos, nos quais o ensaio cometa foi utilizado
para avaliar danos no DNA. A média anual no periodo foi de 423,9 artigos publicados, sendo
esta média superior a 700 trabalhos entre os anos de 2011 e 2018. Uma busca mais restrita,
utilizando os preditores “oxidative stress AND comet assay” revelou uma curva de distribuicdo
semelhante a da busca feita com os preditores mais abrangentes, tendo sido publicados 3558
artigos com esse enfoque desde 1990, com uma média anual de 114,7 artigos (Figura 7A).
Esses nimeros mostram que, desde que a técnica foi desenvolvida, cerca de 25% dos trabalhos
realizados utilizando o ensaio cometa tinham como objetivo avaliar danos no DNA relacionados
ao estresse oxidativo (Figura 7B), o que demonstra a relevancia da técnica para os estudos nesta
area.



15

900

800 m DNA damage AND comet assay

0

o

T 700

L W oxidative stress AND comet assay

o

2 600

[=8

g 500

2h

5 00

o

o 300

e

E

£ 200

z

100 I

N A
O o m =g n W00 dao Mg w0 oo o N mMm<S w0 0o d
Q02 900 Q0 90 Q9 009 dddddddddda o
o o oo 0 o0 o000 0 9 0 9 (== o o 2 0 90 o o o0 Q0 Qo o oo
™ o o o o e o = NN N NN NN NN NN NN NN NN NN N NN
Periodo (anos)
B) 40

w
o

r
w

Porcentagem de artigos
[ (]
w (=]

=
o

wu

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Periodo (anos)

Figura 7. Levantamento dos artigos da base MedLine que utilizaram ensaio cometa nas trés
Gltimas décadas. A) Distribuicao temporal dos artigos publicados entre os anos de 1990 e 2021
utilizando o preditores “DNA damage AND comet assay” e “oxidative stress AND comet assay”.
B) Porcentagem dos artigos publicados anualmente entre os anos 2000 e 2021 obtida pela
relagdo “oxidative stress AND comet assay”/“DNA damage AND comet assay”.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Considerando que o &cido fitico é um antioxidante natural, sendo sua agdo atribuida a
sua propriedade quelante de ions de ferro, inibindo a formacéo de radicais hidroxila, nosso
estudo teve como objetivo avaliar a agdo protetora do &cido fitico contra o estresse oxidativo
induzido pelo perdxido de hidrogénio sobre o DNA.

Hipdtese: O &cido fitico protege as células L929 contra o dano oxidativo ao DNA
induzido pelo perdxido de hidrogénio.

3.2 Objetivos Especificos

¢ Avaliar o efeito do acido fitico sobre a viabilidade de células da linhagem L929;

Hipdtese: O acido fitico ndo apresenta efeito citotdxico em células da linhagem L929.

e Avaliar o efeito do peréxido de hidrogénio sobre a viabilidade de células da
linhagem L929;

Hipdtese: O perdxido de hidrogénio em baixas concentraces apresenta baixa acao

citotdxica sobre as células da linhagem L929.

e Auvaliar o efeito do acido fitico sobre a viabilidade de células da linhagem L929
expostas ao peroxido de hidrogénio (H20,);

Hipdtese: O &cido fitico exibe efeito protetor contra a citotoxicidade induzida pelo

peroxido de hidrogénio em células da linhagem L929.

e Avaliar o efeito genotoxico e antigenotoxico do &cido fitico em células L929
expostas ao H20:.

Hipdtese: O acido fitico ndo é genotoxico e exibe efeito protetor contra o dano ao DNA

induzido pelo estresse oxidativo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Agentes quimicos e solucdes

O é&cido fitico (CeH18024Ps * xNa* « yH>0O, Sigma-Aldrich, CAS n° 14306-25-3) foi
diluido em meio Dulbeccos’s Modified Eagle Medium (DMEM; Sigma-Aldrich, D5648). O
peroxido de hidrogénio 35% (H202; ACS Cientifica, CAS n°® 7722-84-1) foi diluido em solugéo
salina (PBS) e foi usado como indutor de estresse oxidativo. Os outros produtos quimicos foram
obtidos dos seguintes fornecedores: acido etilenodiaminotetracético (EDTA; CAS n° 6381-92-
6), dimetil sulféxido (DMSQO; CAS n° 67-68-5), tris hidroximetil aminometano (CAS n°® 77-86-
1), hidroxido de sddio (NaOH; CAS n° 1310-73-2), sulfato ferroso (FeSO4; CAS n°® 7782-63-
0) e cloreto de sddio (NaCl; CAS n° 7647-14-5) foram adquiridos da Neon (S&o Paulo, Brasil).
Agarose de ponto de fusdo normal (NMP; CAS n° 9012-36-6), agarose de baixo ponto de fuséo
(LMP; CAS n° 39346-81-1), lauril sarcosinato de sodio (CAS n° 137-16-6),
penicilina/estreptomicina, tripsina (CAS n° 9002-07-7) e N-acetil-L-cisteina (NAC; CAS n°
616-91-1) foram adquiridos da Sigma- Aldrich. O MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil-tetrazolio)) e a accutase foram adquiridos da Invitrogen, triton X-100 (Dindmica
Quimica Contemporanea, Sao Paulo, Brasil) e 0 soro bovino fetal (SBF; Cultilab, Brasil).

4.2 Cultivo celular

Neste estudo foi utilizada a linhagem de fibroblastos murinos (L929) cedida pelo
Laboratorio de Imunologia e Biologia Celular do Céncer e Leishmania (LaBICelL), do
Departamento de Morfologia da Universidade Federal de Sergipe, S&o Cristovdo/SE. As células
foram cultivadas em condicdes estéreis, em garrafas de poliestireno em meio Dulbeccos’s
Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF) e 1%
de antibi6tico (penicilina e estreptomicina), sendo mantidas em estufa umidificada sob
atmosfera de 37° C e 5% de CO. O crescimento da cultura foi avaliado diariamente com auxilio
do microscopio invertido, sendo pontuados na analise a morfologia, aderéncia e confluéncia
das células. Apds as células atingirem 80% de confluéncia, foram realizados repiques da
cultura. Para cada passagem as células aderidas foram desprendidas da garrafa de cultura com
uma solucéo de tripsina e EDTA (2,5 g/L de tripsina [1:250] e 0,38 g/L de EDTA em PBS) por
trés minutos a 37°C, seguidos da adicdo de meio DMEM suplementado a 10% com SBF para
inativacdo da tripsina. As células em suspensdo foram entdo transferidas para tubos e
centrifugadas a 1200 rpm, a 4°C por 10 minutos. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e as células precipitadas (pellet) foram ressuspendidas em meio DMEM completo.
O subcultivo das células foi realizado durante toda a pesquisa, com a finalidade de manutencao
da linhagem celular para a realizagdo dos experimentos.

4.3 Avaliacdo da citotoxicidade em células L929

Para a determinacdo da citotoxicidade do &cido fitico e do peréxido de hidrogénio em
celulas L929, foi usado o ensaio do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
tetrazolio), conforme descrito por Mosmann (1983) com algumas modificagcdes. Além disso, 0
ensaio do MTT foi também utilizado para avaliar o efeito citoprotetor do &cido fitico (AF)
contra o estresse oxidativo induzido pelo H202 em células de fibroblastos murinos.

4.3.1 Analise da viabilidade celular em resposta ao tratamento com &cido fitico

Para a avaliagdo da citotoxicidade do &cido fitico, células L929 foram semeadas em
placa de 96 pogos com uma densidade de 2 x 10* células por pogo e incubadas por 24 horas em
estufa a 37 °C e com 5% de CO,. Posteriormente, as celulas foram tratadas com 200uL de
diferentes concentrag¢fes do AF (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78; 0,39 mM) diluidas
em DMEM suplementado a 10% com SBF e a placa foi incubada nas mesmas condicdes
descritas anteriormente. Como controle negativo, as células foram tratadas somente com meio
DMEM suplementado com SBF a 10%. Apo0s 24 horas de incubacgéo, os tratamentos foram
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removidos e, em seguida, foram adicionados aos po¢os 200 uL do reagente MTT (0,5 mg/mL
diluido em tampdo fosfato salino (PBS) estéril), incluindo os pocos do controle negativo e a
placa foi incubada a 37°C, 5% de CO; durante 3 h. Vale ressaltar que o MTT ¢é fotossensivel,
assim desde o preparo até a adi¢do nos pogos, houve o cuidado de manter a solugdo de MTT no
abrigo de luz.

Apo6s a remogdo do MTT dos pocos foram adicionados 200 uL de dimetil sulfoxido
(DMSO) para a solubilizacdo dos cristais do sal formazan e a absorbancia foi medida em
espectrofotdmetro (Synergy™ H1, BioTekHybrid Technology) com comprimento de onda de
570 nm. Como controle branco do teste foi usado o DMSO.

O percentual de viabilidade celular (%) V foi determinado de acordo com a seguinte
formula:

%)V = Absorbancia (células tratadas)- (Absorbancia branco) %100
o) V= Absorbancia (controle negativo) - (Absorbancia branco)

4.3.2 Analise da viabilidade celular em resposta ao tratamento com perdxido de
hidrogénio (H202)

Para este estudo, o peroxido de hidrogénio (H20:) foi escolhido como agente oxidante.
Embora H20: seja amplamente utilizado para induzir efeitos genotdxicos em experimentos in
vitro, faz necessario determinar em quais concentracfes esta substancia apresenta percentual
minimo de citotoxicidade para células L929. Para isso, as células L929 foram semeadas em
placa de 96 pogos (2 x 10* células/poco) e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO; por 24h.
Em seguida, as células foram expostas a diferentes concentra¢es do H>O2 diluido em PBS (750;
500; 250; 100; 75; 50 uM), sendo a placa envolvida em papel aluminio para proteger da acao
da luz e incubada a 4°C por 30 minutos. Apds decorrido esse tempo, removeram-se 0S
tratamentos com H2O; e foram adicionados 200uL do reagente de MTT (0,5 mg/mL) e a placa
foi mantida a 37° C por 3 h. Os cristais de formazan foram solubilizados em DMSO (200 uL) e
absorbancia foi medida a 570 nm em espectrofotdmetro (Synergy™ HI1, BioTekHybrid
Technology). A porcentagem de sobrevivéncia celular foi calculada de acordo com a férmula
de viabilidade celular % (V) apresentada no item anterior (item 4.3.1).

4.3.3 Analise da acdo do &cido fitico sobre a viabilidade de células L929 expostas ao
peroxido de hidrogénio (H203)

Para avaliacdo do efeito citoprotetor do AF perante o estresse oxidativo induzido pelo
H20, foram escolhidas trés concentragdes de AF (1,56; 0,156 e 0,0156 mM), as quais
apresentaram percentual de sobrevivéncia celular superior a 70% de acordo com os resultados
obtidos do teste de citotoxicidade do AF (item 4.3.1). Em relacédo ao H-O», foi utilizada neste
experimento a concentracdo de 75 uM, cujo tratamento também resultou em 70% de viabilidade
celular. As células foram semeadas em placas de 96 pocos (2x10* células/poco) e apos 24h de
incubacéo a 37°C e 5% de CO., foram tratadas com o AF (1,56; 0,156; 0,0156 mM) por 24h, a
37°C e 5% de CO>. Ao término do tempo de incubacéo, as celulas foram lavadas com PBS e
expostas ao H202 (75uM), por 30 minutos a 4°C. Ao final do tratamento, a viabilidade celular
foi determinada de acordo com o protocolo do ensaio MTT, conforme descrito anteriormente
(item 4.3.1).

4.4 Atividade genotoxica e antigenotoxica

Para a determinacdo do potencial genotdxico e antigendxico do acido fitico foram
utilizadas duas metodologias distintas: 0 Ensaio Cometa e 0 Ensaio de Topologia do DNA
plasmidial.
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4.4.1 Ensaio Cometa

A versdo alcalina do ensaio cometa foi realizada conforme descrito por Tice et al. (2000)
com algumas modifica¢bes, sendo conduzido no Laboratério de Genética e Conservacao de
Recursos Naturais (GECON) da Universidade Federal de Sergipe. Todos os procedimentos
metodoldgicos foram executados em ambiente com abrigo de luz e em baixa temperatura, com
a finalidade de evitar possiveis danos adicionais ao DNA.

Aproximadamente 1x10° células foram semeadas em cada poco de uma placa de 12
pocos e incubadas por 24 horas para aderéncia e proliferacdo celular. Para avaliacdo do efeito
genotoxico do acido fitico, as células foram expostas ao tratamento com trés concentracdes do
AF (1,56; 0,156; 0,0156 mM) por 24 horas a 37°C, em atmosfera enriquecida com 5% de CO..
As concentracfes usadas foram selecionadas com base nos resultados do ensaio do MTT
(viabilidade celular maior que 70%).

Para avaliacdo do efeito antigenotoxico, as células foram expostas as mesmas
concentracdes de AF e a placa incubada na estufa a 37°C, em atmosfera enriquecida com 5%
de CO;z por 24 horas. Apo6s o tratamento com AF, as células foram lavadas e expostas ao H20>
75 uM, por 30 minutos e a 4°C. Como controle positivo, as células foram expostas ao agente
oxidante, H.O> 75 uM, por 30 minutos a 4°C sem sofrer o tratamento prévio com o acido fitico
e como controle negativo as células foram mantidas em meio de cultivo sem nenhum dos
tratamentos. Ao final dos tratamentos, as células foram submetidas ao processo de
desprendimento do fundo do poco com adicéo de 300 uL de accutase. Uma vez em suspenséo,
as células foram colhidas em microtubos e centrifugadas a 1500 rpm, 4°C e por 10 minutos.
Apo6s a centrifugacdo, as células foram ressuspensas em 500 uL de PBS e submetidas ao
protocolo do ensaio cometa.

Primeiramente, 1dminas de microscopia foram pré-revestidas com uma fina camada de
agarose de ponto de fusdo normal (normal melting point ou NMP) a 1,5% (p/v). Uma aliquota
de 20 uL da suspensdo de células foi misturada a 120 uL de agarose de baixo ponto de fusdo
(low melting point ou LMP) a 1% (p/v). Cem microlitros da mistura das células com a agarose
LMP foram depositadas sobre as laminas de microscopia previamente revestidas com NMP,
gue em seguida foram cobertas com uma laminula (24 x 32 mm) e incubadas a 4°C por 20
minutos para solidificacdo. Ap6s esse periodo as laminulas foram removidas e as laminas
contendo as duas camadas de agarose foram imersas durante 1 h a 4°C na solucdo de lise, que
consiste em 89 mL de uma solucéo estoque (2,5 M NaCl, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, 10 g
de lauril sarcosinato, 890 mL de &gua destilada e pH ajustado para 10,0 com 10 g de NAOH, 1
mL de Triton X-100 e 10 mL de DMSO).

Apbs o término do processo de lise, as laminas foram transferidas para a cuba de
eletroforese e cobertas com o tampdo alcalino (NaOH 10 N e EDTA 200 mM, com pH > 13),
onde as laminas ficaram durante 20 minutos em repouso neste tampdo para ocorrer a
desnaturacdo do DNA. Posteriormente, ocorreu a eletroforese em banho de gelo (4°C) por 20
minutos a 25 Volts (V), 300 miliamperes (mA) e no abrigo da luz. Ao término da eletroforese,
as laminas foram submetidas ao processo de neutralizacdo (solucao de 0,4 M de Tris-HCI, pH
7,5) por 15 minutos. A fixacdo das laminas foi realizada em etanol absoluto (100%) por 10
minutos e a secagem foi realizada por 24 horas em temperatura ambiente.

Para a coloragdo dos nucleoides, foram adicionados em cada ld&mina 50 uL de iodeto de
propideo (50 ug/mL), sendo a lamina recoberta por uma laminula. A visualizacdo dos
nucleoides foi realizada em microscopio de fluorescéncia (ZEISS, Imager.M2), com a lente
objetiva de 400x, filtro de excitagdo de 515 - 560 nm e uma barreira de filtro de 590 nm, sendo
as imagens capturadas por uma camera acoplada ao microscopio (AxioCam ICc 3). Para evitar
qualquer analise tendenciosa durante a pesquisa, toda a area da lamina foi observada realizando
movimentos de “zigue-zangue”, bem como foram desconsiderados os nucleoides nas margens
da lamina, sobrepostos ou com aspecto de apoptose. Para a andlise foram selecionados
aleatoriamente uma média de 150 nucleoides.
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A extensdo do dano ao DNA foi avaliada pelo método quantitativo do momento da
cauda, sendo os nucleoides analisados por score visual, como descrito por Collins (2004) e
classificados em quatro classes: classe 0- sem cauda; classe 1 — cauda mais curta que o didmetro
da cabeca (nucleo); classe 2 — tamanho da cauda uma ou duas vezes maior do que o didmetro
da cabeca; e classe 3 — comprimento da cauda mais do que duas vezes o didametro da cabeca.
Neste sentido, a pontuacdo total do cometa foi calculada pela seguinte equacgdo: (% de células
em classe 0 x 0) + (% de células em classe 1 x 1) + (% de células em classe 2 x 2) + (% de
células em classe 3 x 3). A determinacdo do percentual de reducdo de dano (%R) nas
concentragdes do acido fitico que apresentaram antigenotoxicidade foi calculada de acordo com
Waters et al. (1990), com a seguinte férmula:

Média total (score A) - Média total (score B)
(%) R

~ Média total (score A) — Média total (score C)

Onde A é o controle positivo (H202 75 uM), B é o tratamento do AF com H202 75 uM
e C e o controle negativo. Todos os experimentos foram realizados trés vezes.

X100

4.4.2 Ensaio de Topologia do DNA

Uma segunda metodologia para avaliacdo do efeito genotdxico e antigenotoxico do
acido fitico baseou-se na andlise quantitativa das diferentes conformacdes estruturais do DNA
plasmidial expostos aos produtos da reagdo de Fenton. Para isso, utilizou-se o protocolo descrito
por Yeung et al. (2002).

Para avaliacdo genotoxica, em um tubo Eppendorf foi misturado 1,2 uL do DNA do
plasmideo pET28a (150 ng), 2 uL das concentracdes de AF (1,56; 0,156 ou 0,0156 mM) e o
volume final foi ajustado para 15 uL com PBS (pH 7,4), sendo posteriormente incubado em
banho-maria a 37°C por 30 minutos.

A atividade antigenotdxica do AF foi avaliada incluindo os elementos da reagdo de
Fenton (H20: e ferro). Para isso, 1,2 uL do DNA do plasmideo pET 28a (150 ng) foram pré-
tratados com 2 uL das concentracdes de AF (1,56; 0,156 ou 0,0156 mM) por 10 minutos (37°C).
Em seguida, foram adicionados 2 uL de sulfato ferroso (FeSO4) a 100 uM e 2 uL de H.O>
(0,66%), sendo o volume final ajustado para 15 uL com PBS (pH 7,4). A reacdo foi incubada
em banho-maria a 37°C por 30 minutos. Como controle positivo, 0 DNA do plasmideo foi
tratado somente com FeSO4 a 100 uM e H20: (0,66%) e incubado nas mesmas condicdes
descritas anteriormente.

Apoés a incubagdo, foram adicionados em cada tubo 2 uL de solucdo de azul de
bromofenol 0,01% e as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose (1,2%) em
tampédo tris/acetato/EDTA (TAE) 1x. Os parametros da eletroforese horizontal foram os
seguintes: 100 V, 150 mA, 60 Watts (W) por 120 minutos. Ao final da eletroforese, o gel foi
corado com uma solucgdo de brometo de etidio (0,5 ug/mL) por 30 minutos, seguido por 10
minutos de descoloracdo em agua. O gel foi fotografado sob luz ultravioleta (UV) e em seguida
fotodocumentado pelo equipamento Gel doc L-pix HE (Loccus Biotecnologia, Brasil). As
bandas do DNA foram quantificadas por meio do software ImageJ.

4.5 Andlise estatistica

Todos os resultados foram expressos como media + erro padrdo da média (EPM) de trés
experimentos independentes, exceto nos experimentos do ensaio de topologia do DNA
plasmidial, para o qual foram considerados dois experimentos.

A andlise estatistica dos dados foi realizada usando analise de variancia (one-way
ANOVA), seguido pelo teste de Dunnett, utilizando o software GraphPad Prism 8.0.1
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os dados de (%) de redugéo de dano foram
submetidos a ANOVA (one-way), seguido de pos-teste de Tukey.

Os resultados que obtiveram niveis de significancia (p < 0,05), quando comparados com
0 controle negativo ou controle positivo, foram considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 Analise da viabilidade celular em resposta ao tratamento com acido fitico

A determinacdo da citotoxicidade do acido fitico para células de fibroblastos murinos
(L929) foi realizada pelo ensaio colorimétrico do MTT. Conforme mostrado na figura 8, pode-
se observar que apds 24 horas de exposi¢cdo, o AF nas trés menores concentragdes avaliadas
1,56, 0,78 e 0,39 mM ndo causou nenhum efeito significativo na viabilidade celular de L929,
ou seja, estas concentracBes ndo apresentaram efeitos citotdxicos, sendo os percentuais de
viabilidade celular observados nestes tratamentos iguais a 74,13%, 89,97% e 115,92%,
respectivamente.

Entretanto, para as concentracdes de AF de 100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,12 mM), foi
possivel observar uma diminuicdo significativa na viabilidade celular, quando comparado ao
controle negativo (CN). Diante disso, ficou definido por trabalhar com concentracdes iguais e
inferiores a 1,56 MM nos experimentos posteriores, por apresentarem percentual de células
viaveis acima de 70%.
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Figura 8. Porcentagem de fibroblastos murinos (L929) viaveis apds 24h de exposi¢do a
diferentes concentracdes do acido fitico (mM), avaliado pelo teste do MTT. Os resultados sdo
expressos como a média + EPM de trés experimentos independentes. Foi realizada a analise de
variancia unilateral (ANOVA) e teste de Dunnett, sendo considerado estatisticamente diferente
quando: “(p < 0,01), "(p < 0,001), "*(p < 0,0001), comparado ao controle negativo.

5.2 Analise da viabilidade celular em resposta ao tratamento com peroéxido de hidrogénio
(H202)

O ensaio do MTT foi usado para a determinacédo do efeito de diferentes concentracfes
do H202 na viabilidade de células L929. Vale ressaltar que o objetivo foi selecionar uma
concentracdo do H20O capaz de promover uma citotoxicidade minima para as células, porém
que seja capaz de induzir o estresse oxidativo.

Como mostrado na figura 9, pode-se observar que em todas as concentracdes testadas
do H20:foi revelada uma citotoxicidade para as células L929. Entretanto, para as concentraces
do H20. de 15, 50 e 75 uM, foi obtida uma viabilidade celular > 70%. De acordo com 0s
resultados obtidos, foi constatado que a medida em que a concentracdo do H.O2 aumenta, ocorre
uma diminuigéo na viabilidade das células L929, quando comparamos ao controle negativo.
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Figura 9. Porcentagem de fibroblastos murinos (L929) viaveis ap6s 40 minutos de exposi¢ao
a diferentes concentracGes do peroxido de hidrogénio, avaliado pelo teste do MTT. Os
resultados sdo expressos como a média £ EPM de trés experimentos independentes. Foi
realizada a andlise de variancia unilateral (ANOVA) e teste de Dunnett, sendo considerado
estatisticamente diferente quando: “(p < 0,1), “(p < 0,01), ™(p < 0,001), ™ (p < 0,0001),
comparado ao controle negativo.

5.3 Avaliacéo do efeito do acido fitico sobre a viabilidade de células expostas ao perdxido
de hidrogénio (H203)

Para avaliar se o pré-tratamento das células L929 com &cido fitico apresenta capacidade
de protegé-las da citotoxicidade induzida pelo H20, foi utilizado o ensaio do MTT.
Inicialmente, foram selecionadas trés concentracdes ndo citotoxicas de AF (1,56; 0,156 e
0,0156 mM), sendo as células pré-tratadas com estas concentragdes do AF por 24 horas, seguida
da exposicéo ao H>O> 75uM durante 30 minutos.

De acordo com a figura 10, os resultados demonstraram que o pré-tratamento das células
L929 com as concentracbes de AF de 0,0156 e 0,156 mM exibiram efeitos citoprotetores contra
a toxicidade induzida pelo H>O2 75uM, resultando em um aumento significativo na viabilidade
celular quando comparado ao tratamento das células somente com H202 75uM (114,50% + 9,39
vs. 69,94 % + 5,06) e (122,49 + 0,46 vs. 69,94 % + 5,06), respectivamente.
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Figura 10. Porcentagem de fibroblastos murinos (L929) viaveis apds o pré-tratamento com AF
(1,56; 0,156 e 0,0156 mM) por 24h, seguido da exposi¢cdo ao H20. 75 uM por 30 minutos,
avaliado pelo teste do MTT. Os resultados sdo expressos como a média + EPM de trés
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experimentos independentes. Foi realizada a analise de variancia unilateral (ANOVA) e teste
de Dunnett, sendo considerado estatisticamente diferente quando: ~(p < 0,01), “"(p < 0,001) e
“(p < 0,0001), comparado ao controle positivo (H202 75 uM).

Por outro lado, ndo foi possivel evidenciar um efeito protetor do pré-tratamento das
celulas com a concentracdo de AF 1,56 mM por 24 horas, seguido da exposi¢do ao H202 75uM,
ou seja, a acdo do AF foi suprimida em resposta a 75 uM de H20-, inibindo significativamente
a viabilidade das células L929 (57,67% + 2,79 vs. 69,94 % + 5,06) e ndo diferiu estatisticamente
do controle positivo (H202 75uM).

5.4 Avaliacao da atividade genotoxica e antigenotoxica do acido fitico

5.4.1 Ensaio Cometa

O ensaio cometa foi utilizado para avaliar se o tratamento com acido fitico era capaz de
proteger as células contra os danos primarios no DNA induzidos por estresse oxidativo, bem
como para avaliar se o proprio AF poderia induzir danos genotoxicos. Para isso, baseado na
avaliacdo da citotoxicidade do AF, foram escolhidas as concentracdes de 1,56 mM, 0,156 mM
e 0,0156 mM para avaliar a propriedade genotoxica e antigenotoxica do AF.

Os resultados obtidos para avaliacdo da genotoxicidade sdo mostrados na tabela 2. Na
andlise do potencial genotéxico do AF, é possivel observar que para todas as concentracdes
testadas de AF ndo houve aumento na migracdo do DNA, ou seja, pode-se notar que ndo houve
diferenga significativa quando comparamos os tratamentos das diferentes concentragdes de AF
com o controle negativo (p < 0,01). Diante disso, pode-se inferir que nas concentracdes testadas
0 AF ndo apresentou efeitos genotdxicos e, consequentemente, ndo tem a capacidade de induzir
quebras no DNA.

Vale ressaltar que, embora ndo apresente diferenca estatisticamente significativa entre
o controle negativo e o tratamento com AF, nota-se que em relacdo a todos os parametros
avaliados (classes de dano e score), houve uma reducdo do nivel basal de danos primarios ao
DNA para todas as concentra¢des testadas do AF, quando comparamos ao controle negativo.
Dessa forma, pode-se inferir que além de ndo causar genotoxicidade para células, o AF é capaz
de protegé-las contra as EROs, que sdo formadas como produto do metabolismo natural das
celulas.

Como controle antioxidante para nossos experimentos foi escolhido o N-acetil-L-
cisteina (NAC). Verificou-se que ndo ha distincdo entre o grupo controle e o tratamento das
células com o NAC 1,5 mM por 24 horas, demonstrando assim que 0 NAC néo apresenta efeitos
genotoxicos para as células L929. Além disso, os resultados também mostraram que a reducéo
causada no score e na quantidade de células danificadas para todas as classes de dano pelos
tratamentos com AF foi maior (apesar de ndo significativa estatisticamente) que a reducéo
causada pelo NAC. Assim, foi possivel evidenciar que o tratamento com todas as concentracdes
de AF apresenta uma maior eficiéncia na protecdo de danos primarios ao DNA que o tratamento
com o controle antioxidante para as células L929.
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Tabela 2. Migracdo do DNA (media + EPM) para avaliacdo da genotoxicidade do acido fitico
(AF) em células da linhagem L929, com base nas classes de danos observadas.

Classe de Dano

Tratamentos Scores (1-3)
0 1 2 3
CN 95,71+ 1,56 2,33+1,19 1,03+041 0,92+0,53 7,16 + 2,60
H>,O, 75 uM 46,25 + 8,46 26,49 +3,95% 22,72+7,63" 452+121> 855+17,84°
AF 1,56 mM 99,64 + 0,36 0+0 0,18+0,18 0,18+0,18 0,89 +£0,89
AF 0,156 mM 99,3+0,44 0,53+0,29 00 0,17 +0,17 1,04 £0,77

AF0,0156 mM  99,39+060 012+0J12 036+036 012+0,12 120+1,20
NAC 1,5mM 97,08 + 2,38 114+1,14 085+085 092+0,39 5,62+4,02

Os dados sdo apresentados como médias + EPM de trés experimentos independentes. Foi
realizada a andlise de variancia unilateral (ANOVA) e teste de Dunnett, sendo considerado
estatisticamente diferente do controle negativo: (p < 0,0001) e °(p < 0,01). CN = Controle
Negativo. AF = Acido fitico. NAC = N-acetil-L-cisteina.

Para a determinacdo do efeito antigenotdxico do &cido fitico, as células L929 foram
inicialmente pré-tratadas com concentragdes do AF consideradas ndo citotoxicas e ndo
genotdxicas (1,56; 0,156 e 0,0156 mM) por 24 horas, seguida da exposi¢do ao agente oxidativo
(H202 75 uM) por 30 minutos.

Conforme mostrado na tabela 3, os resultados obtidos referente ao potencial
antigenotdxico indicaram que o pré-tratamento das células L929 com todas as concentracdes
de AF reduziram significativamente o nimero de células com dano de DNA induzido pelo H20>
75 uM, sendo observado que mesmo ap6s a inducdo do estresse oxidativo, a maioria dos
cometas apresentaram-se em classe 0 (sem dano). Dessa forma, foi demonstrado que o pré-
tratamento com as trés concentracdes de AF apresentou um efeito protetor contra o dano
induzido pelo agente oxidativo, atenuando significativamente as lesbes ao DNA quando
comparado ao controle positivo (p < 0,05).

Vale ressaltar que, em comparacao aos grupos do pré-tratamento das células L929 nas
trés concentracdes de AF testadas, seguida da exposicdo ao H203, é possivel observar que ndo
houve diferenca significativa em relagéo ao controle negativo.

Embora todas as concentracfes de AF tenham demonstrado uma eficiéncia na protecédo
de danos induzidos pelo H2Oz, é notdrio que para todos os parametros avaliados (score e classes
de danos) a concentracdo de 0,156 mM do AF exibiu a atenuacdo mais proeminente de danos
ao DNA, quando comparado ao controle positivo (score de 8,65 + 6,19 vs 85,5 + 17,84) e ao
pré-tratamento com NAC 1,5 mM, seguido da exposicdo das células ao H,O2 75 uM por 30
minutos (score de 8,65 + 6,19 vs 16,42 + 6,82), respectivamente. Os resultados demonstraram
notavelmente o potencial genoprotetor do AF contra os efeitos genotdxicos provocados pelo
H>02 em células de fibroblastos murino.
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Tabela 3. Migracdo do DNA (média £ EPM) para avaliacdo da antigenotoxicidade do acido
fitico (AF) em células da linhagem L929, com base nas classes de danos observadas.

Classe de Dano

Tratamentos Scores (1-3)
0 1 2 3

CN 9571+1,56° 2,33+1,19° 1,03+0,41° 0,92+0,53 7,16 + 2,60°

H>0, 46,25 £ 8,46% 26,49 +3,95% 22,72+7,63* 452+121 855+17,842

AF [1,56 mM] + H,0, 84,68 £9,30° 7,90 + 5,40° 4,36 +2,64> 3,04+147 2576+ 14,64°

AF [0,156 mM] + H,0, 94,59 + 4,14 2,75 +2,49° 2,04+1,32* 0,60+0,37 8,65 + 6,19°

AF 0,0156 mM + H,O, 90,80 + 6,44 3,18 +2,16" 456+3,16° 145+1,16 16,66+ 11,91°
NAC 1,5mM +H,0, 8888+6,32° 6,92+591° 307+0,34> 1,11+024 16,42 +6,82°

Os dados sdo apresentados como médias + EPM de trés experimentos independentes. Analise
de variancia unilateral (ANOVA) e teste de Dunnett estatisticamente diferente: #(p < 0,05)
quando comparado ao controle negativo e °(p < 0,05) quando comparado ao controle positivo
(H202 75 uM por 30 minutos). CN = Controle Negativo. AF = Acido fitico. NAC = N-acetil-
L-cisteina.

Para todos os tratamentos com AF foi possivel identificar um percentual de reducdo de
dano (%) R superior a 70% (Figura 11). Entretanto, o aumento na concentracdo do AF ndo esta
correlacionado a uma maior reducdo de lesdes oxidativas a0 DNA, sendo o maior percentual
de reducdo observado na concentracdo de AF 0,156 mM (96,93%), seguida respectivamente do
tratamento com AF 0,0156 mM (85,64%) e AF 1,56 mM (75,84%). J& para o tratamento com
NAC 1,5 mM, a porcentagem de reducdo foi similar a menor concentracdo de AF,
correspondendo a 89,98%.
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Figura 11. Efeito do &cido fitico na reducdo de dano (%) R ao DNA induzido pelo H20. 75
uM. Os dados séo apresentados como médias + EPM de trés experimentos independentes. Foi
realizada a analise de variancia unilateral (ANOVA), seguido do pos-teste de Tukey, sendo
considerado estatisticamente diferente do controle negativo (p > 0,05).
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Conforme mostrado na figura 12, pode-se observar que o padrdo de migracdo dos
nucleoides para 0s grupos pré-tratados com AF, seguida da inducdo do dano oxidativo com
H-O> (Figura 12 — C, D e E), foi semelhante ao grupo do controle negativo (Figura 12A). Além
disso, foi possivel também constatar uma reducéo significativa na migracdo do DNA das células
L929 para qualquer uma das concentracfes de AF avaliadas em comparagéo ao grupo de células
tratadas somente com H20- 75 uM (Figura 12B). Esses resultados mostraram evidentemente
que o AF protegeu 0 DNA contra o dano induzido pelo peroxido de hidrogénio.

(A) (B)
(C) (D)

(E)
Figura 12. Fotomicrografia do ensaio cometa para detectacdo de danos no DNA de células
L929 pré-tratadas com diferentes concentragdes de acido fitico, seguida da exposi¢do ao H20-
75 uM. (A) Controle negativo (células expostas somente ao meio DMEM); (B) Controle
Positivo (células expostas somente ao H>O> 75 uM por 30 minutos); (C) Células pré-tratadas
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com AF 1,56 mM + H20. 75 uM; (D) Células pre-tratadas com AF 0,156 mM + H2O2 75 uM;
(E) Células pré-tratadas com AF 0,0156 mM + H202 75 uM.

5.4.2 Ensaio de Topologia do DNA

Com o objetivo de avaliar se o0 acido fitico tem acao de proteger o DNA contra danos
causados por radicais hidroxila produzidos via reacdo de Fenton, utilizou-se um sistema livre
de células baseado na analise das formas topoldgicas do DNA plasmidial exposto ao FeSOs e
H20,. Conforme mostrado na figura 13, em sua forma original, o DNA encontra-se em uma
formacgéo compacta superenrolada - supercoil (a), por isso a sua mobilidade no gel de agarose
durante a corrida eletroforética é muito rapida. Quando ocorre a clivagem em uma das fitas, a
estrutura superenrolada do DNA ¢ afetada e resulta na forma do DNA circular relaxado (b),
cuja mobilidade no gel é diminuida. Pode -se observar ainda a forma linear quando ocorre a
quebra de fita dupla (c), resultando em uma mobilidade média entre as formas supercoil e
circular (RYBKOVA et al., 2016).

a) b) c) d)

L}

S sc
Figura 13. Conformagdes estruturais do DNA do plasmideo. a) Forma superenrolada
(supercoil). b) Forma circular relaxada (quebra de fita simples). ¢) Forma linear (quebra de fita
dupla). d) Representacdo do posicionamento das bandas na corrida eletroforética (Fonte:
Adaptado de VERGER et al., 2021).

A figura 14 mostra o padrdo de bandas obtidas ap06s o tratamento do plasmideo pET28a
com AF seguido ou ndo da exposicao a reacao Fenton. Visualmente foi evidenciado que, nas
concentracgdes testadas, o tratamento com AF sem a exposicao posterior a rea¢do de Fenton nédo
afetou a conformacéo compacta superenrolada do DNA, sendo observado um padrao de bandas
na forma supercoil semelhante ao controle negativo, conforme visto nas pistas 3, 4 e 5.

De acordo com os resultados obtidos pela quantificacdo das bandas foi possivel observar
qgue ndo houve diferenca significativa para o percentual de DNA na forma superenrolada
(integra), quando comparado ao controle de DNA (Figura 15). Assim, pode-se inferir que nas
concentracdes testadas 0 AF ndo apresentou genotoxicidade para o DNA plasmidial.
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Figura 14. Padrao eletroforético do plasmideo pET28a no tratamento com &cido fitico. Pista 1:
controle de DNA; Pista 2: DNA tratado com FeSO4 + H,O»; Pista 3: DNA tratado com AF
0,0156 mM:; Pista 4: DNA tratado com AF 0,156 mM; Pista 5: DNA tratado com AF 1,56 mM;
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Pista 6: DNA tratado com AF 0,0156 mM + FeSO4 + H,0; ; Pista 7: DNA tratado com AF
0,156 mM + FeSO4 + H,0»; Pista 8: DNA tratado com AF 1,56 mM + FeSO4 + H,0..
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Figura 15. Porcentagem de DNA do plasmideo pET 28a na forma supercoil (superenrolada)
apos o tratamento com AF (1,56; 0,156 e 0,0156 mM) por 30 minutos. Os resultados sdo
expressos como a média £ EPM de dois experimentos independentes. Foi realizada a analise de
variancia unilateral (ANOVA) e teste de Dunnett, sendo considerado estatisticamente diferente
guando comparado ao controle negativo. CN = Controle de DNA.

Ainda de acordo com a figura 14 (pistas 2, 6, 7 e 8), é possivel visualizar que o padrao
eletroforético do DNA do plasmideo pET 28a exposto a reacdo de Fenton exibiu duas bandas
na eletroforese, correspondendo ao DNA na forma superenrolada e a outra banda com o0 DNA
na conformacdo circular relaxado. No entanto, é possivel identificar no padrdo da banda do
supercoil do DNA pré-tratado com as trés concentracdes do AF, seguido da exposicdo ao FeSO4
+ H>O» (pistas 6, 7 e 8), uma quantidade ligeiramente maior de DNA nesta banda, quando
comparado ao DNA plasmidial tratado somente com FeSOs + H20> (pista 2).

Pela quantifica¢do das bandas formadas na corrida eletroforética, pode-se observar que
o percentual de DNA na conformacéo supercoil no pré-tratamento das trés concentracdes de
AF, seguido da exposi¢do ao FeSO4 + H20O2, apresentou-se maior que o tratamento do DNA
exposto somente ao FeSOs + H.O> (controle positivo). Entretanto, essa diferenca nédo foi
estatisticamente significativa (Figura 16).
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Figura 16. Percentual de DNA pET 28a nas formas supercoil apds o pré-tratamento
com AF (1,56; 0,156 e 0,0156 mM), seguido da exposi¢éo ao FeSOa4 + H2O2 por 30 minutos. Os
resultados sdo expressos como a média + EPM de dois experimentos independentes. Foi
realizada a andlise de variancia unilateral (ANOVA) e teste de Dunnett, sendo considerado
estatisticamente diferente quando p < 0,01, comparado ao controle positivo (DNA somente
tratado com FeSO4 + H202). CN = Controle de DNA; CP = DNA tratado somente com FeSOg +
H20..
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6. DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, numerosos estudos tém buscado identificar fitoquimicos que
exibem um papel protetor contra danos ao material genético. Na literatura, os fitoquimicos sdo
caracterizados como metabdlitos secundarios de ocorréncia natural que podem apresentar uma
potente atividade bioldgica (LEE et al., 2012; LOPEZ-ROMERO et al., 2018). Os fitoquimicos
dietéticos sdo considerados como suplementos alimentares, pois fornecem nutrientes como
vitaminas, minerais, fibras, acidos graxos e aminoacidos (PISOSCHI e POP, 2015).

O acido fitico (AF) ou hexafosfato de inositol (IP6) € um fitoquimico encontrado
principalmente em alimentos com alto teor de fibras (PLAAMI, 1997). Dentre todos os fosfatos
de inositol, o IP6 é a forma mais abundante, sendo moléculas ubiquas que desempenham uma
série de papéis importantes nas vias metabolicas celulares e na transducéo de sinal, que incluem:
proliferacdo e diferenciacdo celular, exportacdo de RNA, reparo de DNA, transducdo de
energia, regeneracdo de ATP e muitos outros (WEINBERG et al., 2021).

Apesar de ser considerado um antinutriente, devido a sua capacidade de quelar ions
metalicos multivalentes, limitando sua biodisponibilidade, diversos estudos apontam que essa
mesma propriedade quelante também confere muitos beneficios a saide humana. A propriedade
antioxidante do &cido fitico, por exemplo, que é bem descrita e comprovada em varios trabalhos
cientificos, é atribuida a sua forte capacidade quelante de ions metélicos (SILVA e
BRACARENSE, 2016). Dessa forma, essas propriedades benéficas potencializam o uso do
acido fitico para aplicacGes em muitas outras areas (FEIZOLLAHI et al., 2021; OMORUY!| et
al., 2013; SINGH; AGARWAL, 2005).

Neste sentindo, o presente estudo objetivou avaliar as atividades citoprotetora e
genoprotetora de diferentes concentragdes do &cido fitico contra o dano induzido ao DNA pelo
perdxido de hidrogénio em células de fibroblastos murino (L929).

Para nossos estudos de citotoxicidade, genotoxicidade e antigenotoxicidade, utilizamos
0 sistema in vitro por ser considerado uma ferramenta simples e com protocolos confiaveis.
Além disso, 0 modelo in vitro apresenta vantagens em comparagdo ao sistema in vivo, pois
permite o delineamento experimental para limitar o nimero de varidveis experimentais, a facil
padronizacdo dos ensaios, 0 controle e manipulacdo das condi¢Oes experimentais (pH,
temperatura, composicdo do meio de cultura e condicBes assépticas), a rapida obtencdo de
resultados significativos, uma boa reprodutividade, além de requerer custos operacionais e de
infraestrutura mais acessiveis (LEWINSKA et al., 2007; ROGERO et al., 2003; ZUCCO et al.,
2004). Sendo assim, a linhagem de fibroblastos murinos L929 foi utilizada neste trabalho
devido a estudos anteriores que relataram que esta linhagem é caracterizada por ser um bom
modelo para avaliar a sobrevivéncia e as respostas oxidativas em sistemas biol6gicos (LUNA-
LOPEZ et al., 2010; MENDOZA-MILLA et al., 2005).

Os primeiros experimentos deste estudo tiveram como objetivo estabelecer as
concentracdes ndo citotoxicas do AF em células L929 e que, portanto, pudessem ser
posteriormente usadas para avaliagdo da antigenotoxicidade do AF. De acordo com Gongalves
(2018), os ensaios de citotoxicidade in vitro sdo ferramentas essenciais para a determinacao da
acao de compostos, isolados ou em misturas, sobre a viabilidade celular, com destaque para o
ensaio colorimétrico do MTT.

Dessa forma, para avaliar o efeito do AF sobre a viabilidade de células L929, foi
utilizado o ensaio do MTT de acordo com o protocolo desenvolvido por Mosmann (1983),
porém com algumas alteracbes. O ensaio do MTT caracteriza-se por ser um método
colorimétrico, versatil, rapido, simples, quantitativo e aplicavel para muitas linhagens celulares,
sendo baseado na capacidade de células metabolicamente ativas de converter o sal tetrazolio
(cor amarela) em um sal insoltvel de cor roxa (formazan), pela agdo da enzima succinato-
desidrogenase (BURANAAMNUAY, 2021). Devido a formacdo do produto ser um sal
insoltvel, para dissolver os cristais de formazan é utilizado um solvente, sendo o
dimetilsulfoxido (DMSQO) em concentracdo absoluta o solvente mais eficaz para a solubilizacéo
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do formazan e indicado para culturas de células aderentes (NGA et al., 2020; TWENTYMAN,;
LUSCOMBE, 1987). A quantificacdo dos cristais de formazan ¢ feita em espectrofotdmetro
com comprimento de onda de 550 — 600 nm, de modo que a quantidade de formazan convertido
é proporcional ao nimero de células viaveis.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que concentracfes do AF inferiores a
1,56 mM ndo apresentaram citotoxicidade para células L929 e revelaram um percentual de
viabilidade celular superior a 70%, ap0s 24 horas de tratamento. Com base nestes resultados,
foram selecionadas as concentragdes de AF 1,56; 0,156 e 0,0156 mM para avaliacdo dos efeitos
anticitotoxico, genotoxico e antigenotdxico. Embora os dados ndo tenham sido mostrados, foi
realizado um ensaio prévio da citotoxicidade para as concentra¢bes de AF 0,156 mM e 0,0156
mM em células L929 por 24 horas, no qual observou-se um percentual de viabilidade celular
de 128,83% e 135,40%, respectivamente. Diante desses resultados, pode-se inferir que a
viabilidade celular acima de 100% nas células tratadas com AF, em comparacgdo ao controle
negativo, seja um indicativo de que concentra¢cdes mais baixas de AF, além de ndo serem
citotoxicas, estimulam a proliferacdo celular.

Resultados compativeis a este estudo foram identificados por Windhorst e
colaboradores (2013), os quais observaram que baixas concentracdes de IP6 (1 - 75 uM) no
meio de cultura estimularam significativamente a proliferacdo de células tumorais de pulméo
(H1299), porém na maior concentracédo testada de 1P6 (100 uM), eles identificaram um efeito
inibitério no crescimento celular. Como argumento para explicar essas divergéncias no efeito
de diferentes concentracdes do IP6 sobre a proliferacdo celular, esses autores atribuiram o fato
de que somente 20% do IP6 extracelular € endocitado pelas células, e ap6s sua absor¢do ocorre
o0 processo de desfosforilacdo sendo o IP6 transformado em IP3, o qual € em seguida reduzido
a inositol. Assim, o aumento nas concentracdes intracelulares de inositol de formas
desfosforiladas de IP, associado a disponibilizacdo dos ions metalicos liberados durante a
desfosforilacdo seriam os responsaveis pelo estimulo na proliferacdo celular. Por outro lado,
guando presente no meio de cultivo em altas concentracdes, 0 excesso de IP6 extracelular
permanece associado ao glicocélice, formando complexos com cétions multivalentes, como
Ca?*, Mg?*, Zn?* e Fe3*, que estdo disponiveis no meio de cultura, o que, consequentemente,
torna estes ions bivalentes e trivalentes indisponiveis para as células, levando a inibicdo da
proliferacdo celular.

Estudos anteriores ja haviam demonstrado o papel do inositol como fator estimulatério
da proliferacdo celular. Eagle et al. (1956) avaliaram a acdo do mio-inositol, molécula
precursora do acido fitico, em dezoito linhagens celulares, normais e tumorais, incluindo a
linhagem L929 e demonstraram que o0 mio-inositol apresentou um efeito promotor da
proliferacdo celular, comprovando pela primeira vez que o mio-inositol constitui um fator de
crescimento essencial para as linhagens celulares cultivadas. Além do mio-inositol, estes
autores também evidenciaram que o IP6 (1 uM) e o IP1 (monofosfato de inositol) apresentaram
efeitos promotores de crescimento celular.

Mais recentemente, Lima et al. (2015) avaliaram a citotoxicidade do IP6 para duas
linhagens de células (tumoral e ndo tumoral). O objetivo do trabalho destes autores foi avaliar
o0 efeito anticancer do IP6 para células T leucémicas (Jurkat), sendo assim fez-se necessaria a
avaliacdo da seletividade do IP6 para as células normais, tendo em vista que um dos critérios
mais relevantes para producdo de um medicamento terapéutico consiste na promocao de
minimos efeitos colaterais para células normais. Dessa forma, além da avaliacdo da
citotoxicidade do IP6 sobre a viabilidade de células Jurkat, eles também determinaram a
citotoxicidade do IP6 nas concentracBes de (2, 4 e 6 mM) por 48h em células normais de
linfécitos humanos, usando o ensaio do MTT e pelo ensaio de exclusdo do corante azul de
tripano. Os resultados obtidos demonstraram que em nenhuma das concentragdes testadas do
IP6 em linfocitos periféricos apresentou efeitos citotoxicos e todas resultaram em um percentual
de viabilidade celular superior a 100%, ratificando mais uma vez que o IP6 estimula a
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proliferacdo celular. Porém, os resultados destes estudos demonstraram que o efeito da
concentracédo do IP6 sobre a proliferagéo celular varia entre diferentes tipos celulares.

No presente estudo, selecionamos como agente indutor de estresse oxidativo o perdxido
de hidrogénio (H202). Além de ser o0 agente mais comumente prescrito para induzir o estresse
oxidativo em culturas de células e tecidos animais, devido principalmente a sua capacidade de
atravessar rapidamente na membrana celular, tem o potencial de gerar radicais hidroxila pela
interacdo com metais de transicdo, resultante de reacdes do tipo Fenton (LI et al., 2019; WANG
et al., 2017). Os radicais hidroxila constituem uma espécie reativa de oxigénio extremamente
agressiva e nociva, sendo responsaveis pelo dano oxidativo da maioria das biomoléculas,
incluindo o DNA (PISOSCHI; POP, 2015; ZIVKOVIC et al., 2017).

Sabendo-se que o H.O; apresenta capacidade de induzir danos ao material genetico,
nosso objetivo inicial foi determinar uma concentragdo capaz de apresentar uma minima
citotoxicidade para as células L929, uma vez que altas concentra¢fes do H2O2 podem apresentar
niveis de citotoxicidade elevados e, consequentemente, ocasionar a morte celular. Os resultados
da citotoxicidade do H20- para células L929 apontaram que concentra¢Ges abaixo de 100 uM
apresentaram uma menor reducdo da viabilidade celular (Figura 9). Embora a avaliacdo do
efeito citotoxico de diferentes concentragdes de H.O» para celulas L929 mostraram quais
concentragfes causaram uma minima citotoxicidade, fez necessario identificar uma
concentragdo do H20> que fosse capaz de induzir danos ao DNA em um nivel adequado para
as avaliacOes de genotoxicidade propostas. Sendo assim, foi realizado um pré-teste utilizando
a versdo alcalina do ensaio cometa (dados ndo mostrados), sendo as celulas L929 expostas as
trés concentragdes de H20, que demonstraram uma baixa citotoxicidade (100, 75 e 50 uM). De
acordo com os resultados obtidos neste pré-teste, foi possivel observar que as células tratadas
com o H202 75uM exibiram um nivel de danos ao DNA suscetiveis de serem analisados,
demonstrando assim uma genotoxicidade mediada por estresse oxidativo em células L929. Por
esta razdo, a concentragdo de 75 uM do H20: foi escolhida para induzir o estresse oxidativo nos
experimentos posteriores.

Trabalhos anteriores ja demonstraram a capacidade do AF de conferir protecdo contra o
estresse oxidativo em células submetidas a outros agentes oxidativos que ndo o H20,. Estudos
de Xu et al. (2008) apontaram o efeito protetor do IP6 contra a neurotoxicidade induzida por 1-
metil-4-fenilpiridinio (MPP*) em células neuronais dopaminérgicas mesencefalicas (N27). O
composto MPP™ caracteriza-se por ser um indutor de estresse oxidativo por meio da liberacao
de ferro ligado a ferritina e seu consequente acimulo, principalmente no cérebro, levando as
células neuronais a morte por apoptose. Como resultado, os autores observaram que o pré-
tratamento com IP6 a 30 e 100 uM por 24 horas, aumentou a sobrevivéncia das células N27,
respectivamente, em 18% e 42% quando expostas ao MPP* em condi¢des com excesso de ferro.
Essa acdo protetora do IP6 foi atribuida a sua propriedade antioxidante e capacidade quelante
do ferro acumulado pela acdo do MPP*.

Lee et al. (2012) avaliaram a atividade antioxidante de alguns fitoquimicos, incluindo o
acido fitico em células de carcinoma hepéatico humano (SK-Hep-1). Em seus estudos eles
comprovaram os efeitos citoprotetores dos fitoquimicos testados contra o estresse oxidativo
desencadeado pelo metabolismo oxidativo e ndo oxidativo do etanol. Os resultados deste estudo
demonstraram efeitos positivos do AF na protecédo das células SK-Hep-1, sendo observada uma
reducdo da hepatotoxicidade induzida pelo etanol via inibicdo de producdo de EROs e a
restauracdo do sistema antioxidante.

No presente estudo foi avaliado o potencial anticitotoxico do AF para as células L929,
com a finalidade de observar se o pré-tratamento das células com AF apresentava capacidade
de proteger as células contra o estresse oxidativo induzido pelo H2O2. Os resultados da
avaliagdo anticitotoxica mostraram que o pré-tratamento das células com AF nas concentracGes
de 0,156 e 0,0156 mM por 24 horas, seguida da exposicado ao agente oxidante (H202 75 uM),
resultou em um efeito citoprotetor para as células L929, aumentando significativamente o
percentual de viabilidade celular, quando comparado ao tratamento das células somente com
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H202 75 uM (Figura 10). Esses resultados demonstraram ainda que, além de proteger as células
contra o efeito citotoxico do H2O2, o pré-tratamento das células L929 com as duas menores
concentracdes de AF (0,156 e 0,0156 mM) estimulou a proliferacdo celular, tendo em vista o
percentual de viabilidade celular superior ao controle negativo. Vale ressaltar que os niveis de
viabilidade aqui observados foram 122,49% e 114,50% em células pré-tratadas com 0,156 e
0,0156 mM de AF, respectivamente. Estes valores sdo muito semelhantes aos obtidos nos
experimentos de citotoxicidade (128,83% e 135,40%) discutidos anteriormente, 0 que nos
permite inferir que nessas concentragdes o AF parece ser capaz de anular o estresse oxidativo
provocado pelo perdxido de hidrogénio, via inibicdo da producdo de radical hidroxila pela
reacdo de Fenton, restabelecendo o equilibrio oxidativo nas células.

Entretanto, ao contrario do observado para as duas menores concentracdes, pode-se
verificar que o pré-tratamento das células com 1,56 mM de AF ndo mostrou efeito citoprotetor
contra o estresse oxidativo induzido pelo H20, pelo contrario, a viabilidade celular detectada
neste tratamento (57,67%) foi inferior & obtida nas células expostas ao H2O. sem o pré-
tratamento com AF (69,64%). Apesar dessa diferenca ndo ter sido estatisticamente
significativa, para explicar o fato da concentragdo do AF 1,56 mM n&o apresentar uma agao
citoprotetora, pode-se considerar o fato anteriormente discutido de que 1,56 mM seria uma
concentracéo elevada de AF para os fibroblastos L929, de modo que a fracdo ndo interlizada
poderia estar capturando os ions presentes no meio de cultivo, tornando-os indisponiveis para
as células. Assim, o efeito antioxidativo desempenhado pela fragdo de AF internalizada estaria
sendo “anulada” pelo efeito antiproliferativo de uma alta concentragao de AF.

Apos todas as andlises de citotoxicidade, foi dada continuidade aos experimentos, sendo
0 proximo passo investigar se o tratamento das células com AF induzia genotoxicidade para
células L929. Para isso foi utilizado o ensaio cometa, o qual consiste em um método versatil,
econémico, rapido, confidvel e capaz de detectar danos no DNA em células individualizadas,
sendo a versao alcalina a mais comumente usada pelo fato de identificar um amplo espectro de
danos ao DNA, incluindo quebras de fita de simples e dupla, sitio alcali-labeis, ligacdo cruzada
entre DNA- DNA, crosslink DNA-proteina (CORDELLI; BIGNAMI; PACCHIEROTTI, 2021,
GLEI; SCHNEIDER; SCHLORMANN, 2016; TICE et al., 2000).

Na avaliacdo do potencial genotoxico, os resultados obtidos para todas as concentragoes
testadas de AF em células L929 ndo demonstraram diferenca estatisticamente significativa no
percentual de células com diferentes niveis de dano, assim como no score, quando comparado
ao controle negativo. Isso € um indicativo de que nestas concentracdes o &cido fitico ndo
apresenta nenhum efeito genotoxico para as células L929. Auséncia de genotoxicidade do AF
também foi observada em células do epitélio testicular e espermatozoides de ratos tratados com
IP6 via oral (2% diluidos em agua) (ALKHALAF et al., 2020). Anteriormente, Whittaker et al.
(2001) ja haviam demonstrado a auséncia do efeito genotoxico do AF em concentracdes
variando de 1,5 a 7,5 mM por meio do ensaio mutagénico em linfoma de ratos (L5178Y).

Vale ressaltar que no presente estudo os valores dos scores obtidos no tratamento das
celulas nas trés concentracGes de AF apresentaram-se menores do que no controle negativo,
demonstrando que o AF nestas concentrag0es apresenta uma agéo protetora contra o estado
oxidatixo basal das células. Este efeito pode estar contribuindo também para o aumento na
proliferacdo celular observado nos testes de viabilidade, pelo menos no que diz respeito as duas
menores concentracdes. Assim, pode-se inferir que a reducdo dos niveis basais do estresse
oxidativo imposto sobre 0 DNA reduziria também os niveis basais de danos genotdxicos, o que
levaria a um provavel aumento da taxa de proliferacéo resultante, por exemplo, de um menor
tempo do ciclo celular requerido para o processo de reparo.

Os resultados da avaliacdo de antigenotoxicidade mostraram que o pré-tratamento das
células L929 com AF promoveu uma reducdo estatisticamente significativa nos scores de dano
(niveis 1-3), quando comparamos todas as concentracoes testadas de AF com o tratamento das
células somente com H2O2 75 uM (controle positivo). Além disso, o célculo do percentual de
reducdo de dano ao DNA (% R) mostrou que o pré-tratamento com AF foi capaz de promover
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a reducdo de lesbes oxidativas ao DNA induzidas pelo H.O2 em niveis superiores a 70% em
todas as concentragdes avaliadas. Com isso, foi demonstrando que, além de ndo apresentar
efeito genotoxico e de reduzir os niveis de danos genotoxicos basais, o tratamento com AF
resultou na atenuagéo de danos ao DNA induzidos pelo H20:..

Em um estudo recente, Alkhalaf et al. (2020) avaliaram o potencial protetor do I1P6
contra a genotoxicidade induzida pela ciclofosfamida (CP) em células testiculares de ratos,
usando o ensaio cometa. Neste estudo, a CP foi usada para induzir danos ao DNA, por ser
considerada um agente alquilante, que afeta no processo de replicacdo do DNA durante a
divisdo celular, além de induzir estresse oxidativo. Eles identificaram que para todos os
parametros avaliados (comprimento da cauda, % de DNA na cauda e momento da cauda), o
tratamento concomitante das células com IP6 e CP apresentaram uma reducéo de dano ao DNA
significativa quando comparado ao tratamento das células somente com CP (controle positivo
do teste). Estes resultados, juntamente com o0s de outros parametros avaliados, levaram os
autores a sugerirem que o efeito protetor do IP6 contra a toxicidade induzida pela CP estaria
correlacionado a sua atividade antioxidante.

Outros estudos utilizando outras metodologias de deteccdo de danos ao DNA
demonstraram o potencial antigenotdxico do acido fitico. Kawanishi et al. (2005) avaliaram a
seguranca de alguns antioxidantes, incluindo o AF, luteonina e &cido retinoico, em relacdo a
sua reatividade com o DNA, utilizando um sistema livre de células. De acordo com 0s seus
resultados, o AF foi o Unico entre os antioxidantes avaliados capaz de inibir eficientemente a
formacdo do indicador de dano oxidativo ao DNA, a 8-oxo-7,8-diidro-2-desoxiguanina (8-
0x0G), em células tratadas com sistema gerador de H>O2, usando a glicose oxidase.
Anteriormente, utilizando um método fluorescente que detecta lesées no DNA induzidas pelo
tratamento alcali, denominado Fluorimetric Detection of Alkaline DNA Unwinding (FADU),
Kamp et al. (1995) demonstraram que o tratamento com AF (0,5 mM) foi capaz de reduzir a
formacdo de quebras no DNA de células epiteliais de pulmao induzidas por amianto. Neste
trabalho os autores também observaram que o AF foi capaz de reduzir a formacao do radical
hidroxila que é produzido pela reacdo do ferro presente no amianto com o H»O,, atribuindo o
efeito protetor do AF a sua propriedade quelante.

O potencial antigenotoxico de outros quelantes de ferro também ja foi avaliado
utilizando o ensaio cometa. Fedato e Maistro (2012) demonstraram o efeito protetor in vivo do
composto sintético derivado da cumarina 4-metilesculetina (4-ME), contra os danos ao DNA
induzidos por doxorrubicina (DXR). A cumarina €é caracterizada por ser um composto vegetal
e apresenta entre as suas propriedades, a atividade antioxidante, sendo esta atividade observada
também em seus compostos derivados. A atividade antioxidante esta associada a sua potente
acdo de sequestrante de espécies reativas de oxigénio e pela sua acdo quelante de metais de
transicdo, por exemplo, jons férricos (Fe®*"), que inibem a reacdo de Fenton e reduzem a
formacdo de radicais hidroxila. A doxorrubicina (DXR) por sua vez, é um agente utilizado no
tratamento contra células tumorais, sendo que a sua acdo esta associada a formacéao de anions
superoxido que podem gerar outras EROs, como os radicais hidroxila e peréxido de hidrogénio.
Os niveis de redugdo nos danos detectados por Fedato e Maistro variaram de 24,1 a 93,2% nos
diferentes tipos de células avaliadas, tendo essa reducéo sido atribuida a atividade antioxidante
do 4-ME, que reduz a formacdo de radicais livres, protegendo o DNA contra o dano oxidativo
induzido pela DXR.

Nesta pesquisa foi utilizado um método da biologia molecular baseado na detectacao de
modificagdes na conformacéo topoldgica do DNA plasmidial, cuja finalidade foi comprovar o
potencial genoprotetor do AF pela avaliacdo da sua capacidade de inibir a ocorréncia de quebras
de fita simples e dupla no DNA do plasmideo pET 28a, induzido por H2O2 na presenca de ions
de ferro (reacdo de Fenton) em um sistema livre de células. Além disso, foi avaliado se o AF
causa alteragdes topologicas na estrutura superenrolada do DNA, ou seja, se apresenta acao
genotoxica.
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De acordo com os resultados obtidos na avaliacdo do potencial genotdxico, pode-se
observar que as concentracOes testadas do AF nédo induziram clivagem ao DNA do pET 28a,
ndo afetando a forma superenrolada compacta do DNA. Pela andlise da quantificacdo das
bandas foi evidenciado que o percentual de DNA integro (na forma superenrolada) obtido nos
trés tratamentos com AF foi semelhante ao grupo controle de DNA, 0 que nos permitiu constatar
que o AF ndo afeta a estrutura compacta do DNA do pET 28a. Estes dados foram compativeis
com os resultados obtidos no ensaio cometa, no qual foi observado que nestas mesmas
concentragfes do AF, ndo foi observada genotoxicidade para as células L929.

Na avaliacdo do efeito protetor exercido pelo AF contra quebras no DNA plasmidial
induzidas via reagdo de Fenton (FeSOs + H0.), foi possivel evidenciar que nas trés
concentracdes avaliadas do AF houve a formacéo de duas bandas, uma de movimento rapido
que é caracterizado como DNA nativo (superenrolado) e outra de movimento mais lento que
corresponde ao DNA circular relaxado, resultado de quebra de fita simples. A quantificacdo das
bandas permitiu identificar um percentual de DNA intacto (banda de movimento rapido)
ligeiramente maior nas amostras tratadas com o AF antes da exposi¢do a reacdo de Fenton
guando comparado ao DNA exposto somente aos elementos da reacdo de Fenton. Apesar dessa
diferenca ndo ter sido estatisticamente significativa, pode-se inferir que nas condicdes
experimentais utilizadas, o pré-tratamento com AF protegeu apenas parcialmente o DNA
plasmidial da clivagem induzida pelos subprodutos da reacdo de Fenton.

Estudos realizados por Muraoka e Miura (2004) demonstraram o efeito protetor do AF
contra o estresse oxidativo mediado pela enzima xantina oxidase (XO), utilizando o ensaio de
topologia do plasmideo pBR322. A XO é uma enzima que catalisa o processo de oxidacao da
xantina, formando como subprodutos desta reacdo acido Urico e anion superéxido (O2") o qual
é convertido em peroxido de hidrogénio pela SOD (VAVAKOVA et al., 2015). Muraoka e
Miura (2004) observaram através da analise das bandas conformacionais formadas na corrida
eletroforética que nas concentragdes de 10 e 100 mM o AF bloqueou o dano induzido ao DNA
pela XO, na presenca de adenosina difosfato (ADP) e ions férricos (Fe**). Sendo assim, 0s
autores atribuiram o efeito protetor do AF a sua atividade antioxidante, através da capacidade
quelante de ferro (GRAF e EATON, 1990).

Portanto, formula-se como hipétese para explicar o baixo efeito protetor do AF contra
0 dano induzido pelos produtos da reacdo de Fenton ao DNA plasmidial o fato das
concentracdes de AF avaliadas no presente estudo terem sido muito baixas para o sistema livre
de células. Dessa forma, pode-se sugerir que o AF nas concentracdes de 0,0156 mM, 0,156 mM
e 1,56 mM ndo foi suficiente para quelar niveis relevantes de ions de ferro presentes no sistema
a ponto de inibir de modo substancial a formacdo de radicais hidroxila. Deste modo, novos
experimentos serdo conduzidos utilizando concentragdes mais elevadas de AF.

Com os resultados obtidos neste estudo, foi possivel comprovar que o AF exibe
propriedades anticitotdxicas e antigenotdxicas, tendo em vista sua acdo protetora contra o
estresse oxidativo induzido pelo perdxido de hidrogénio ao DNA. Essa acdo protetora pode ser
baseada principalmente na presenca de grupamentos fosfato em sua estrutura, com destaque
para aqueles das posicoes 1, 2 e 3 (axial-equatorial-axial), 0s quais apresentam uma interacao
especifica com fons de ferro, formando assim complexos quelatos (AF - Fe®*") (SILVA e
BRACARENSE, 2016; VUCENIK e SHAMSUDDIN, 2006). Apesar do H202 ndo induzir
danos diretos ao DNA, ele é capaz de oxidar o Fe?*, abundante no nticleo (MENEGHINI (1997),
a Fe3*, sendo assim reduzido ao ion hidroxila e a radical hidroxila pela reacdo de Fenton. Uma
vez que o AF tem a propriedade de sequestrar fons Fe?* sua agdo impossibilita a ocorréncia da
reacdo de Fenton, evitando o acimulo de radical hidroxila, consequentemente reduzindo ou
mesmo inibindo os danos causados pelo estresse oxidativo ao DNA.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o &cido fitico apresenta potentes atividades
anticitotoxicas e antigenotdxicas, protegendo o DNA das células de fibroblastos murino (L929)
contra a citotoxicidade e genotoxicidade induzida pelo estresse oxidativo. De acordo com
nossos achados, podemos formular como hipotese que a agdo antigenotoxica do AF exibida nos
resultados do ensaio cometa, estd diretamente associada a sua atividade antioxidante, que
através de sua propriedade quelante reduz fons de Fe** em ions Fe?*.

Portanto, os resultados aqui apresentados contribuiram para identificacdo das
propriedades protetoras do AF ao DNA das células L929 e enfatizam a importancia de futuras
pesquisas para investigacdo de outros mecanismos adicionais que estdo associados a sua funcao
genoprotetora.
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8. PERSPECTIVAS

Tendo em vista que se faz necessario o0 emprego de uma metodologia complementar
concomitante ao ensaio cometa, a fim de comprovar o potencial antigenotéxico nas
concentracdoes do AF avaliadas neste estudo, como pesquisas futuras para este trabalho estao
a realizacdo do ensaio do micronucleo com bloqueio de citocinese (CBMN). Com essa analise
poderemos avaliar o efeito mutagénico e antimutagénico do AF com vista aos danos
clastogénicos e aneugénicos induzidos pelo estresse oxidativo. Assim, além do efeito do AF
sobre a incidéncia de lesbes que podem ser reparadas (avaliadas pelo ensaio cometa), serdo
produzidas informacgfes acerca de seu efeito sobre a formacgéo de lesGes irreparaveis, que séo
detectadas pelo ensaio do microntlceo (CBMN).

Seré também realizada futuramente a avaliacdo do efeito do &cido fitico no reparo das
células L929 contra o dano induzido por estresse oxidativo, utilizando o ensaio cometa.

Além disso, a avaliacdo de concentracbes maiores de AF € necesséria a fim de melhor
avaliar o efeito antigenotdxico do AF no sistema livre de células pela analise das conformacdes
topoldgicas do DNA plasmidial.
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