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Resumo: O teste de mutacdo e recombinagdo somatica (SMART) em Drosophila melanogaster foi utili-
zado para avaliar o potencial de genotoxicidade e antigenotoxicidade do produto comercial levedura de
cerveja (Saccharomyces cerevisiae). Este composto é uma mistura complexa usada pela populacdo para
manter o equilibrio organico por ser rico em vitaminas do complexo B, proteinas, minerais e carboidra-
tos. O SMART foi usado na versado padréo (ST - fémeas fIr? x machos mwh) para verificar compostos de
acdo direta e, na versao alta bioativacdo (HB - fémeas ORR;fIr? x machos mwh), para verificar compos-
tos de acdo indireta, em trés diferentes quantidades de levedura de cerveja (10,0%, 20,0% ou 40,0%
p / p). A essas quantidades foram adicionadas 1,5g de puré de batata e hidratados com 5 ml de agua
ou doxorrubicina (DXR) (0,125 mg / mL). As larvas obtidas dos cruzamentos ST e HB foram submetidos
ao tratamento cronico e feita a andlise das asas dos adultos emergentes. A levedura de cerveja nao foi
genotoxica em ambos os cruzamentos, porém, possui efeitos moduladores sobre a genotoxicidade da
DXR,como também exibiu uma atividade sinergistica. Portanto, sdo necessarias mais pesquisas para
determinar os possiveis riscos que podem estar associados com a exposicdo de organismos a esta mis-
tura complexa.

PaLAVRAs cHAVE: Drosophila melanogaster; genotoxicidade e antigenotoxicidade; Levedura de cerveja.

AssTrACT: The Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) in Drosophila melanogaster was used
to evaluate the genotoxic and antigenotoxic potential of the commercial product of beer’s yeast (Sac-
charomyces cerevisiae). This compound is a complex misture used by the population to maintain the
organic equilibrium once it is rich in B vitamins, protein, minerals and carbohydrates. It was used the
SMART standard cross (ST - fIr’ females x mwh males), to check the compound direct activity, and in
the high bioactivation cross(HB - ORR;fIr? females x mwh males) to check indirect activity of three dif-
ferent beer’s yeast concentrations (10.0%, 20.0% or 40.0% w/w). To these amounts were added 1,5g
de mashed potato and hydrated with 5mL of water or doxorubicin (DXR) (0,125mg/mL). The larvae



obtained from ST and HB crosses were submitted to chronic treatment and the analysis of wings of
adults emerging was done. Beer’s yeast was not genotoxic in both crosses, however showed modula-
tory effects on the genotoxicity of DXR, furthermore it also demonstrated sinergistic activity. Therefore,
further research is necessary to determine the possible risks that could be associated with the exposure

of organisms to this complex misture.

Key worbps: Beer’s yeast; Drosophila melanogaster; genotoxicity and antigenotoxicity.

INTRODUCAO

Levedura é um nome genérico que agrupa
uma variedade de fungos, incluindo tanto es-
pécies patdgenas para plantas e animais, como
espécies de grande utilidade para o homem. Al-
gumas espécies de levedura do género Saccha-
romyces sdao mais conhecidas por realizarem o
processo de fermentacao e estarem envolvidas
em pesquisas genéticas, sendo um modelo bio-
I6gico pioneiro para estudar a regulagdo genética
do metabolismo eucariético (Ljungdahl & Daig-
nan-Fornier, 2012; Matuo et al., 2012).

O Saccharomyces cerevisiae Meyen, vulgar-
mente apelidado de levedura de cerveja, é um
fungo unicelular, ascomicético e elipsoidal que se
multiplica assexuadamente através de brotos ou
sexuadamente por esporulacao (Pelczar et al.,
1980; Pelczar Jr. et al., 2004; Pretorius, 2000).
Ja o complemento nutricional levedura de cerveja
é um composto concentrado de leveduras da es-
pécie Saccharomyces cerevisiae mais populares
encontrados no mercado (supermercados, far-
macias e drogarias) e é utilizado pela populagao
para a manutencdo do equilibrio organico. A le-
vedura de cerveja é rica em termos alimentares
por ser fonte natural de vitaminas do complexo B
(B1 e B3), proteinas, sais minerais (ferro, calcio,
sédio, potassio e fésforo) e carboidratos e é res-
ponsavel pelo processo de fermentacdo do aglicar
de cereais como o arroz, cevada, malte e trigo,
obtendo-se, assim, as bebidas alcodlicas (Apple-
gate & Grivetti, 1997; Porter, 1995). Também, é
muito utilizada em academias visando a busca ou
manutencdo de um corpo esteticamente perfei-
to e saudavel. Esta preocupacgao contemporanea
com a aparéncia é advinda de uma pressdo da
sociedade e da midia em relagdo ao corpo padrao
(Santos & Santos, 2002; Stricker, 2002; Queiroz
et al., 2009).

E sabido que a levedura de cerveja atua no
organismo por meio de suas vitaminas, protei-
nas, carboidratos e sais minerais e, por isso, suas
funcbes estdo associadas a manutencdo de seu
equilibrio (Nelson & Cox, 2006). O complemento
alimentar levedura de cerveja é indicado, segun-
do o fabricante Prolev do Brasil (Abreu e Lima,
Pernambuco, Brasil), contra a fadiga e o estres-
se, para o fortalecimento e embelezamento das
unhas e cabelos, para o aumento da imunidade
celular, auxilia na regulacdo do metabolismo do
acucar no organismo e para a prevencao e trata-

mento da deficiéncia de vitaminas do complexo
B. Os produtos elaborados com a finalidade de
complementar a dieta cotidiana de uma pessoa
saudavel, que deseja compensar um possivel dé-
ficit de nutrientes, a fim de alcangar os valores da
Dose Diaria Recomendada (DDR) ndo substituem
o alimento, ndo podendo ser utilizado como dieta
exclusiva (ANVISA Resolugdo 19/1999).

Muitos compostos presentes nos alimentos ja
foram testados quanto a genotoxicidade ou anti-
genotoxicidade, constatando-se que cerca de um
terco de todos os canceres humanos pode estar
relacionado com o habito alimentar. As evidén-
cias na literatura médica demonstraram uma cla-
ra associacdo entre dieta e cancer (Antunes et
al, 1998), portanto diante da ampla utilizagdo da
levedura de cerveja, faz-se necessaria uma in-
vestigagdo quanto a sua genotoxicidade ou anti-
genotoxicidade.

A mosca das frutas, Drosophila melanogas-
ter, € um excelente organismo experimental para
estudar mecanismos moleculares de genotoxici-
dade e de antigenotoxicidade, com respostas re-
levantes e que podem ser extrapoladas com um
indice de acerto de 92% para humanos (Cunha,
2001).

O teste de mutagdo e recombinagdo soma-
tica- SMART (Somatic Mutation and Recombi-
nation Test) € um teste rapido, in vivo, versatil
que utiliza a D. melanogaster como organismo
experimental na deteccdo de eventos genotd-
xicos induzidos por compostos puros simples e
misturas complexas. E um teste ideal para estu-
dos de genotoxicidade e para investigacdes sobre
efeitos moduladores de genotoxicidade (Graf et
al., 1998). Este teste possibilita a detecgao simul-
tanea de mutagdo génica (mutagdo de ponto),
mutagdo cromossOmica (quebra cromossdmica,
nao-disjuncao, e translocacdo) e/ou recombina-
¢do mitodtica (especialmente os eventos relacio-
nados com recombinagdo homologa) (Graf et al.,
1984; Wirgler & Vogel, 1986).

As linhagens de D. melanogaster denomi-
nadas mwh, flr3 e ORR;flr3 garantem dois tipos
de cruzamentos: padrdo (fémeas flIr3 x machos
mwh) - que detecta genotoxinas de agao direta,
pois utiliza linhagens portadoras de nivel basal
de enzimas de metabolizacdo do tipo citocromo
P-450; e o de alta capacidade de bioativacdo me-
tabdlica (fémeas ORR;flr3 x machos mwh)- que
detecta genotoxinas de acado indireta, e utili-
za linhagens com alto nivel constitutivo de en-
zimas citocromo P-450, o que lhes confere alta



atividade de metabolizagdo, capacitando ativacao
enzimatica de promutdgenos e procarcindgenos
(Graf & Singer, 1992; Graf & van Schaik 1992;
Guzman-Rincon & Graf, 1995).

A seguranca e a qualidade dos produtos natu-
rais comercializados devem ser asseguradas dire-
tamente por meio de pesquisas, farmacovigilan-
cia, controle regulatério e melhor comunicacdo
entre pacientes e profissionais da saude (Zhou
et al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi investigar a agao
genotdxica e antigenotdxica da levedura de cer-
veja (Prolev do Brasil), por meio do teste SMART.

MATERIAL E METODOS

CoMPOSTOS QUIMICOS E MEIOS DE CULTURA

O complemento alimentar, levedura de cerve-
ja, foi obtido da industria Prolev do Brasil (Abreu
e Lima, Pernambuco, Brasil). A informagdo nutri-
cional contida no frasco do produto é descrita a
partir de uma porgao de 6 g, ou 12 comprimidos,
dos seguintes compostos: 2,1 g de carboidratos;
2,4 g de proteinas; 0,21 g de gorduras totais;
0,16 mg de célcio; 0,36 mg de ferro; 6,3 mg de
sddio; 0,16 mg de vitamina B1; 3 mg de niacina;
54 mg de fésforo e 103 mg de potassio; levedura
de cerveja (S. cerevisiae), antiumectante, fosfato
tricdlcico e maltodextrina.

Ocloridratode doxorrubicina (Adriblastina®RD,
10 mg, Lt: 4Y40G4, local BC11) foi adquirido do
laboratério Pharmacia Italia S.p.A., Mildo - Ita-
lia, importado e distribuido por Pharmacia Brasil
LTDA., Sao Paulo, SP, Brasil e dissolvido em agua
ultra pura na auséncia de luz. A agua ultra pura
(18.2 MQ), usada como controle negativo para
0 presente teste, foi obtida de um sistema MilliQ
(Millipore, Vimodrone, Milan, Italia).

O Puré de batata em flocos foi obtido de Yoki
Alimentos S.A. - S3o Bernardo do Campo, SP,
Brasil. Todas as solucdes foram preparadas no
momento de uso.

LINHAGENS DE DROSOPHILA MELANOGASTER

Trés linhagens diferentes da mosca foram
utilizadas: (i) machos mwh (mwh/mwh); (ii) fé-
meas fIr3 (fIr’/In(3LR)TM3,ri p? sep I(3)89Aa bx3*
e Bd®); e (iii) fémeas ORR;flr3 (ORR;flr3/In(3LR)
TM3,ri p? sep I(3)89Aa bx3* e Bd®). Para maiores
detalhes sobre os marcadores genéticos ver Lin-
dsley & Zimm (1992).

CruzamMeENTOS DO SMART

Foram empregados dois tipos de cruza-
mentos: o padrao (standard - ST), que utiliza
machos mwh e fémeas flr? (Graf et al.,, 1989),
caracterizado por nivel basal de metabolizagdo de
enzimas citocromo P-450; e o aprimorado (Hight

Bioactivation — HB), que utiliza machos mwh e fé-
meas ORR; flr? (Graf & van Schaik, 1992), carac-
terizado por alto nivel de metabolizagdo de enzi-
mas citocromo P-450 (Hallstrom & Blanck, 1985;
Saner et al., 2006). A Ultima linhagem possui os
cromossomos 1 e 2 da linhagem Oregon(R)R -
resistente ao DDT (Dapkus & Merrel, 1977). Tan-
to o cruzamento ST quanto o HB produzem dois
tipos de descendentes: moscas trans-heterozigo-
tas marcadas (MH - mwh+/+fIr’) e moscas hete-
rozigotas balanceadas (BH - mwh+/+TM3,Bd®).
Os descendentes BH sédo distinguiveis fenotipica-
mente por suas asas serrilhadas.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Ap0ds dois dias de cruzamento, os casais
foram transferidos para um meio de oviposicao
descrito por Graf et al., 1984, usado para a ob-
tencdo de larvas de terceiro estagio, constituido
de uma base de dgar-agar a 3% e recoberto por
uma camada de fermento bioldgico suplementa-
do com sacarose. Os casais permaneceram neste
meio por 8h e foram descartados.

Para a avaliagdo da genotoxicidade, apds 72
+ 4h do inicio da oviposicao, as larvas foram co-
letadas, lavadas em agua corrente e transferidas
para frascos contendo 1,5g de puré de batata,
as diferentes quantidades de levedura de cerve-
ja (10%, 20% ou 40% p/p) e adicionados 5mL
de agua ultra pura. Para o controle positivo de
genotoxicidade foram adicionados 5mL de DXR a
0,123mg/mL ao puré de batata e, para o con-
trole negativo, 5mL de agua ultra pura. Para a
avaliagdo da antigenotoxicidade, o mesmo pro-
cedimento e as mesmas massas foram utilizadas,
porém as diferentes concentragdes foram hidra-
tadas com 5mL de DXR (0,125mg/mL). As larvas
foram mantidas nestes frascos até a emergéncia
dos adultos (tratamento crénico), a uma tempe-
ratura de 25°C e umidade relativa de 65%. Apds
esse periodo, as moscas foram eterizadas até a
morte e estocadas em etanol 70%.

Para montagem do material, as asas foram
retiradas e fixadas em laminas de vidro com so-
lucdo de Faure e recobertas com laminula. A ana-
lise foi realizada em microscopio 6ptico, em au-
mento de 400x. Foram observados e registrados
as frequéncias dos pelos mutantes, os tipos de
manchas (mwh e/ou fIr), o tamanho e a posicao
em que se encontravam na asa.

ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar os possiveis efeitos genotdxicos
a frequéncia de manchas por mosca em cada sé-
rie tratada foi comparada ao controle negativo
(agua) e para a avaliacdo dos possiveis efeitos
antigenotéxicos a frequéncia de manchas por
mosca foi comparada ao controle positivo (DXR).

A andlise estatistica foi realizada utilizando o
programa de computador SMART que usa o teste



Qui-quadrado para proporgdes e permite um pro-
cedimento de multipla decisdo (Frei & Wirgler,
1988). Os diagndsticos positivos obtidos (para o
total do nimero de manchas) foram confirmados
pelos testes ndo paramétricos U-teste de Wilco-
xon e Mann & Whitney (Frei & Wirgler, 1995). As
percentagens de inibicdo ou indugdo de levedura
de cerveja foram calculadas de acordo com Abra-
ham (1994) que é expressa por: [(DXR puro - le-
vedo e DXR)/DXR puro] x 100.

As diferentes quantidades (10%, 20%, ou
40% p/p) do produto comercial levedura de cer-
veja puro ou em associagdo com o mutageno
referéncia DXR (0,125mg/mL) foram testadas e
repetidas nos cruzamentos padrdo (ST) e de alta
bioativagdo (HB). Os controles positivos e nega-
tivos também foram incluidos. Como ndo houve
diferenga significativa entre os individuos testa-
dos nas repetigdes os resultados foram somados.

REsuLTADOS E DiscussAo

A levedura de cerveja, na forma de produto
industrializado, tem sido muito procurada como
coadjuvante para o equilibrio organico e para a
busca de um corpo estético e fisicamente perfei-
to, geralmente em academias. Isso se deve a sua

composicdo quimica, que é uma mistura com-
plexa de vitaminas do complexo B, proteinas e
sais minerais (Applegate & Grivetti, 1997; Porter,
1995), fosfato tricélcico e maltodextrina.

O produto comercial levedo de cerveja nas
concentragoes de 10%, 20% ou 40% p/p, foi tes-
tado em duas repetigbes, nos cruzamentos ST e
HB, ambos para a verificacgdo de genotoxicidade
e antigenotoxicidade, respectivamente. Os con-
troles negativos (dgua) e positivos (DXR) foram
também incluidos. Como ndo foram encontradas
diferengas significativas entre os resultados de
duas repetigdes dos individuos provenientes dos
cruzamentos ST e HB, os dados foram somados.
Ambos os cruzamentos (ST e HB) produziram
dois tipos de individuos: moscas trans-heterozi-
gotas marcadas (MH) (mwh +/+ fIr’) e moscas
heterozigotas balanceadas (BH) (+/+ TM3, Bd®),
estas Ultimas podem ser distinguidas fenotipica-
mente por suas asas serrilhadas.

A Tabela 1 apresenta os resultados observa-
dos no cruzamento ST. Para verificar a significan-
cia estatistica para genotoxicidade, as frequén-
cias de manchas mutantes observadas entre as
moscas tratadas com levedura de cerveja foram
comparadas ao controle negativo e, para a anti-
genotoxicidade, os resultados foram comparados
ao controle positivo (DXR).

TABELA 1. Frequéncia de manchas mutantes observadas entre os descendentes MH e BH de D. melanogaster
do cruzamento padrao (ST), tratados com diferentes concentragdes da levedura de cerveja (LC). Ntimero de
individuos (NI); Manchas simples pequenas (MSP); Mancha simples grande (MSG); Mancha gémea (MG);
Total de manchas (TM); Manchas com clones (MC); Frequéncia de inducdo de manchas (FIM); Observado
(Obs); Controle corrigido (CC); Recombinagao (R); Inibi¢ao (Ib); Indugao (Id).

Genoétipos e

Manchas por individuo (nimero de manchas) diagnéstico

FIM (por 10° élulas

tratamento estatistico? por divisdo celular)¢
DXR LC NI MsP Mse MG ™ Me R 107 (1) ou
(ma/mL) %) ™) (1-2 cells)® (>2 cells)® mes e mwh® Obs CcC %) Idd (1)
m=2 m=5 (n) (%)
mwh/flr?
0 0 30 0,30 (09) 0,03 (01) 0,00 (00) 0,33 (10) 9 0,68
0 10 20 0,20 (04) 0,00 (00) 0,00 (00) 0,20 (04) 4 0,41 -0,27
0 20 20 0,10 (0,2) 0,00 (00) 0,00 (00) 0,10 (0,2) 2 0,20 -0,48
0 40 20 0,15 (0,3) 0,00 (00) 0,00 (00) 0,15 (0,3) 3 0,31 -0,38
0.125 0 20 7,70 (154) + 8,4 (168) + 8,2 (164) + 24,3 (486) + 437 44,26 43,58 95,88
0.125 10 20 13,4 (268) *  11,2(224) * 10,35 (207)* 34,95 (699) * 672 68,34 67,66 95,42 55,25 4
0.125 20 20 10,4 (208) * 7,6 (152) 8,55 (171) 26,55 (531) 510 51,74 51,06
0.125 40 20 6,2 (124) * 6,0 (120) * 6,0 (120) * 18,2 (364) * 337 34,02 33,34 96,98 23,49 ,
mwhTM3?
0 0 20 0,20 (0 4) 0,00 (0) f 0,20 (04) 4 0,41
0.125 0 20 0,65 (13)+ 0,35 (07)+ 1,00 (19)+ 19 1,95 1,54
0.125 10 20 1,40 (28)* 0,20 (04) 1,60 (32)* 32 3,28 2,87
0.125 40 20 0,40 (08) 0,15 (03) 0,55 (11) 11 1,13 0,72




CONTINUACAO TABELA 1 - Individuos MH (mwh/flr3) e BH (mwh/TM3) foram avaliados. * Diagndstico
estatistico de acordo com Frei & Wiirgler (1995). U-test, niveis de probabilidade bilateral: +, p < 0.05 vs.
controle ndo tratado; *, p < 0.05 vs. apenas DXR. * Considerando clones mwh de manchas mwh simples
e gémeas. © Frequéncia de formacéo de clones: clones/individuos/48.800 células (sem corregdo de tama-
nho). ¢ Calculado como [somente DXR — (DXR + levedo de cerveja)/somente DXR] x 100, de acordo com
Abraham (1994). ¢ Incluindo manchas simples fIr3 raras. f Somente manchas simples podem ser observadas

em individuos BH.

No experimento do teste SMART, a DXR pro-
duziu inducdo de genotoxicidade estatisticamen-
te significante em todas as categorias de man-
chas nos cruzamentos ST e HB (Tabelas 1 e 2).
Esses resultados estdo de acordo com Costa et
al. 2010, Lehmann et al. (2003), Pereira et al.
(2008) e Sousa et al. (2009). Os autores também
demonstraram que DXR é preferencialmente um
agente indutor de recombinacdo homologa. Esses
resultados indicam que o teste transcorreu den-
tro do esperado.

Ainda, como a DXR atua como mutageno
de acao direta verificada pelos cruzamentos ST
e HB, respectivamente (Lehmann et al.,, 2003),
nossos resultados demonstram que a levedura de
cerveja atua sobre os efeitos desse antibidtico,
também, de forma direta.

De acordo com a Tabela 1 no cruzamento
ST nado foram encontradas diferengas significati-
vas nas frequéncias de manchas mutantes ob-
servadas entre as moscas tratadas em todas as
concentragOes de levedura de cerveja sem asso-
ciagdo com a DXR e o controle negativo. Esses
resultados indicam que a levedura de cerveja
ndo possui atividade genotdxica (mutagénica e/
ou recombinogénica) de acdo direta, onde os in-
dividuos testados possuem nivel basal de enzi-
mas de metabolizagdo citocromo P-450, ou seja,
ndo necessita de ativagdao metabdlica (Graf et al.,
1984).

Também, na Tabela 1, no que se refere ao co-
-tratamento (diferentes quantidades do produto
associadas a DXR), na concentracdo de 20% da
levedura de cerveja, ndo foram encontradas di-
ferengas significativas no conjunto de manchas
simples grandes (MSG), manchas gémeas (MG) e
total de manchas (TM) quando comparadas a DXR
isoladamente. Porém, na concentracdo de 10%
houve um aumento estatisticamente significativo
no numero de manchas, revelando uma indugdo
de genotoxicidade pela levedura de cerveja de
55,25% na frequéncia de manchas, demonstran-
do um efeito sinergistico entre DXR e levedura de

cerveja. Em relacdo a concentragao de 40%, foi
observado uma diminuicao significativa em todas
as classes de manchas, apresentando uma fra-
ca inibicdo de genotoxicidade induzida pela DXR
(23,49%).

Ainda na Tabela 1, os descendentes BH do
controle com DXR e de levedura de cerveja 10%
e 40%, foram comparados aos MH e analisados
para verificar a porcentagem de recombinagao.
Essa anadlise revelou uma porcentagem de ~95-
97% de recombinagdo. Esses resultados de-
monstram que a levedura de cerveja nao alterou
a porcentagem de recombinagdo induzida pela
DXR. Nos descendentes BH houve aumento na
frequéncia de manchas devido a mutacao e aber-
racdo cromossomica, pois devido as multiplas in-
versdes do cromossomo TM3 ndo ha indugdo de
eventos recombinogénicos.

Assim, pode-se dizer que no cruzamento ST,
a levedura de cerveja 10% apresentou um efeito
sinergistico com a DXR e, em 20%, um diagnds-
tico nao significativo. Esses resultados demons-
tram um baixo poder de agdo do composto, mas
indicam que deve ser considerado seu efeito po-
tencializador sobre a agdo genotdxica da DXR.
Ainda, no cruzamento ST, embora a levedura de
cerveja 40% apresente um fraco efeito inibidor,
nao podemos interpretar como efeito antigeno-
toxico ou protetor. Segundo Zeiger (2006), cada
efeito antimutagénico aparente pode ser resul-
tado da razdo de toxicidade e ndao antimutage-
nicidade. Neste experimento foi observada uma
baixa toxicidade verificada pela diminuicdo do
numero de sobreviventes (~10%).

A Tabela 2 sumariza os resultados para do
cruzamento HB. Esses resultados para a geno-
toxicidade apresentaram-se negativos em todas
as concentragdes, indicando que a levedura de
cerveja ndo € um composto de acgdo indireta e,
por isso, ndo necessita de ativagdo metabdlica
(Graf & Singer, 1992; Graf & van Schaik, 1992;
Guzman-Rincon & Graf, 1995).



TABELA 2. Frequéncia de manchas mutantes observadas entre os descendentes MH e BH de D. melanogas-
ter do cruzamento de alta bioativagdo (HB), tratados com diferentes concentragdes da levedura de cerveja
(LC). Ntimero de individuos (NI); Manchas simples pequenas (MSP); Mancha simples grande (MSG); Man-
cha gémea (MG); Total de manchas (TM); Manchas com clones (MC); Frequéncia de indugdo de manchas
(FIM); Observado (Obs); Controle corrigido (CC); Recombinagao (R); Indugao (Id).

Genoétipos e

Manchas por individuo (niimero de manchas)

FIM (por 10° células por

tratamento diagnosticoestatistico® divisdo celular)c
DXR LC NI MsP Mse ™ Me R Ig¢
(1-2 cells)® (>2 cells)® mwh?® Obs CcC
(mg/mL) (%) (N) m=2 (%) (%)
m=2 m=5 ()
mwh/flr?
0 0 20 0,65 (13) 0,15 (03) 0,00 (00) 0.75 (15) 15 1,54
0 10 20 0,30 (06) 0,00 (00) 0,00 (00) 0,30 (06) 6 0,61 -0,92
0 20 20 0,25 (05) 0,05 (01) 0,00 (00) 0,30 (06) 5 0,61 -0,92
0 40 20 0,55 (11) 0,15 (03) 0,05 (01) 0,70 (14) 14 1,43 -0,10
0.125 0 20 7,35 (147) + 10,75 (215) + 8,35 (167) + 26,45 (529) + 454 44,98 43,44 94,51
0.125 10 20 12,5 (250) * 14,75 (295) * 15,00 (300) * 42,25 (845) * 733 73,57 72,03 94,08 7042
0.125 20 20 17,6 (352) * 9,70 (194) 9,75 (195) 37,05 (741) * 702 70,39 68,85 92,44 58,49
0.125 40 20 11,95 (239) * 6,00 (120) * 6,55 (131) * 24,50 (490) 468 46,41 45,07
mwhTM3?
0 0 20 0,50 (10) 0,20 (04) 0,70 (14) 14 1,43
0.125 0 20 1,10 (22) + 0,35 (07) 1,45 (29) + 29 2,97 1,54
0.125 10 20 1,80 (36) * 0,70 (14) 2,50 (50) * 50 5,12 3,69
0.125 20 20 2,45 (49) * 0,35 (07) 2,80 (56) * 56 5,74 4,30

Individuos MH (mwh/flr3) e BH (mwh/T'M3) foram avaliados. * Diagndstico estatistico de acordo com Frei &
Wiirgler (1995). U-test, niveis de probabilidade bilateral: +, p < 0.05 vs. controle ndo tratado; *, p < 0.05 vs.
apenas DXR. ® Considerando clones mwh de manchas mwh simples e gémeas.  Frequéncia de formagao de clo-
nes: clones/individuos/48.800 células (sem correcdo de tamanho). ¢ Calculado como [somente DXR — (DXR
+ levedo de cerveja)/somente DXR] x 100, de acordo com Abraham (1994). ¢ Incluindo manchas simples fIr3
raras. f Somente manchas simples podem ser observadas em individuos BH.

Por outro lado, nos resultados para o co-
-tratamento (antigenotoxicidade) também houve
inducdo nas frequéncias do numero total de man-
chas de 70,42% e 58,49% nas concentracdes de
10% e 20%, respectivamente. A concentracao de
40% de levedura de cerveja apresentou resulta-
do estatisticamente nao significativo (Tabela 2).
Estes resultados mostram efeitos sinergisticos
da DXR + levedura de cerveja 10% (70,42%) e
20% (58,49%) e sem efeito significante em 40%.
Como esses produtos sdo compostos por mis-
turas complexas, eles podem exercer sua acdo
separadamente ou sinergisticamente (Romero-
-Jiménez et al., 2005).

Ainda, na Tabela 2, a analise dos descenden-
tes BH, nas concentracdes de 10% e 20%, de-
monstrou um aumento na frequéncia de manchas

devido a mutacdo e aberracdao cromossémica,
pois esses descendentes ndo possuem eventos
de recombinacdo.

Constituintes alimentares podem ser meta-
bolizados pelo citocromo P-450 sendo transfor-
mados em metabdlitos ndo téxicos e excretados,
mas a formacao de metabdlitos téxicos é possi-
vel. Dados da literatura indicam que alguns cons-
tituintes da dieta podem formar intermediarios
reativos capazes de inibir de varios citocromos
P-450 (Zhou et al., 2004).

Os mecanismos pelos quais a levedura de
cerveja utilizou para interagir com a DXR nos
permite inferir que seus constituintes podem in-
teragir com o sistema de enzimas que participam
da detoxificacdo de DXR, conduzindo ao aumento
da genotoxicidade da DXR. Resultados similares



foram descritos com acido tanico em associagao
com mitomycina C, metil metano sulfonato e
mostarda nitrogenada em células somaticas de
D. melanogaster (Lehmann et al., 2000).

Foram analisados os individuos BH dos cruza-
mentos ST e HB, os quais foram obtidos resulta-
dos positivos, para a verificagdo da porcentagem
de eventos de mutagdo e recombinagdo mitética
(tabela 1 e 2). Os individuos BH possuem mul-
tiplas inversdes que bloqueiam os processos da
recombinacdo e, portanto, permitem quantificar
a contribuicdo real da recombinagdo, quando os
resultados sdo comparados aos obtidos para os
individuos trans-heterozigotos (Graf et al., 1984).

Extratos de plantas medicinais contém mis-
turas complexas de milhares de componentes
que podem exercer sua agdo separadamente ou
em conjunto (Cai et al., 2004; Romero-Jiménez
et al., 2005). J& vem sendo estudada a provavel
relagdo toxica das vitaminas no organismo. As vi-
taminas possuem mecanismos de agdo ainda ndo
totalmente desvendados pelo homem e alguns
estudos tém avaliado seus efeitos tdxicos asso-
ciando-os a estresses oxidativos, mutacgdes e ao
cancer (Fragiorge et al., 2007). Porém, é neces-
saria uma analise detalhada da interagdo desses
constituintes além de uma analise individual de
cada um desses para que se possa afirmar algo
a respeito, ja que as vitaminas que constituem o
composto sdo lipossollveis e seu excesso, excre-
tado pelo organismo (Nelson & Cox, 2006).

Como verificado, o teste SMART é de alta
eficiéncia na deteccdo de agentes mutagénicos
e recombinogénicos e estd bem validado com
um numero estimado de mais de 400 diferen-
tes substancias quimicas ou misturas comple-
xas (Graf et al., 1998; Pantaledo et al.,, 2007,
Sarikaya & Akir, 2005, Sousa et al., 2009). As-
sim, podemos sugerir que a levedura de cerveja
(S. cerevisiae) do fabricante Prolev do Brasil de
modo geral ndo possui atividade genotdxica de
agao direta e indireta e possui uma fraca ativida-
de moduladora sobre a genotoxicidade da DXR,
como também apresentou uma agdo sinergistica
quando avaliada pelo teste SMART em Drosophila
melanogaster. Porém, outros testes de genotoxi-
cidade e antigenotoxicidade se fazem necessarios
para melhor avaliagdo do produto.

Trabalhos similares, onde a levedura de cer-
veja ou seus compostos poderiam ter sido sub-
metidos a testes de antimutagenicidade ndo
foram encontrados na literatura cientifica, au-
mentando a importéncia destes resultados e, ao
mesmo tempo, deixando o assunto aberto para
novas indagagoes.
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