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LISTA DE ABREVIATURAS

A Adenosina

Abia Associagéo Brasileira das Industrias da Alimentacao
Acetil CoA Acetil coenzima A

ATP Adenosina tri-fosfato

BER Reparacao por excisdo de bases
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Co? fon metalico divalente cobalto

CO, Mondxido de carbono
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RESUMO

A genotoxicidade do SnCl, foi avaliada nos ensaios
Salmonella/Microssoma, WP2 Mutoxiteste e com a utilizacdo de linhagens
haploides e diploides de S. cerevisiae. O presente estudo pdbde demonstrar,
claramente, que o SnCl, apresenta um potencial toxico e uma significativa
atividade mutagénica em diferentes ensaios de reversdo. O mutante rad52A,
deficiente no mecanismo de reparacdo recombinacional, incapaz de reparar

quebras simples e duplas no DNA, foi 0 mais sensivel.

As células tratadas com Sn?* formaram agregados que levaram a
uma superestimativa da toxicidade, quando n&o corretamente desfeitos. Ensaios
de inativagcao corretos, nas doses de 25 mM e 75 mM de SnCl,, foram obtidos
através da desagregacdo das células com EDTA ou tampado fosfato. O Sn?*
induziu reversao na levedura, nos l6cus his1-798 (células dipléides), his1-208 e
lys-1-1 (células hapléides), bem como mutagdo no quadro de leitura em células
hapléides no I6cus hom3-10. Em células dipléides, o SnCl, induziu recombinacao
mitética intragénica, enquanto que a recombinacdo intergénica nao foi

significativamente pronunciada.

A mutagenicidade do Sn?* foi demonstrada pelos ensaios de
reversdo de auxotrofias, mas nao pdde ser evidenciada nos ensaios de mutacao
para a frente. A morte seletiva dos mutantes espontidneos para a canavanina,
quando as células séo tratadas com SnCl,, sugeriu uma inducéo de disfuncées da

membrana das células.

As células da levedura em fase de crescimento exponencial
apresentaram, com apenas 0,1% da concentracdo de SnCl,, 0 mesmo perfil de
sobrevivéncia quando comparado com as células em fase de crescimento

respiratério, sugerindo um maior envolvimento de parametros fisiolégicos na

il



resisténcia ao estresse oxidativo gerado pelo SnCl, ap6s as células atingirem a
fase pos didauxica. As superoxido dismutases, mas nao a catalase, protegeram
contra as espécies reativas de oxigénio que o estanho produziu. O mutante sod7A
apresentou uma sensibilidade trés vezes maior do que a linhagem selvagem,
enquanto que o mutante sod2A demonstrou uma sensibilidade pequena ao SnCls.
O duplo mutante sod7Asod2A mostrou um aumento acentuado na sensibilidade

quando comparado com a linhagem selvagem.

No teste de Salmonella/Microssoma, o SnCl, ndo induziu mutacao
no quadro de leitura (TA97 e TA98) e nem substituicdo de pares de bases
(TA100), ao passo que uma resposta positiva foi observada com a linhagem
TA102 que detecta mutagénicos oxidativos. O SnCl, também induziu mutacao na
linhagem 1C203 (uvrA oxyR), e ndo na linhagem 1C188 (uvrA). Esses resultados
indicaram que o SnCl, é um agente mutagénico moderado. Provavelmente, o
dano ao DNA é causado por espécies reativas de oxigénio e € reparado por um

processo recombinacional e por um processo sujeito a erros.
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ABSTRACT

The genotoxicity of SnCl, was tested in the Salmonella/microsome
mutagenicity assay, the WP2 Mutoxitest and in the haploid and diploid strains of
the yeast Saccharomyces cerevisiae. The present work could clearly demonstrate
that SnCl, has not only a toxic potential but also revealed a significant mutagenic
activity in different reversion assays. The recombination deficient rad52A mutant,

unable to repair DNA single and double strand breaks was the most sensitive.

Sn?* -treated cells form aggregates that lead to gross overestimation
of toxicity when not undone before plating. Reliable inactivation assays at exposure
doses of 25 to 75 mM SnCl, were achieved by de-clumping with either EDTA or
phosphate buffer. Sn?* induced reversion of the yeast his1-798, his1-208 and lys1-
1 mutant alleles, in diploid and haploid cells respectively, and putative frameshift
mutagenesis (reversion of the hom3-10 allele) was also observed. In diploid yeast
SnCl, induced intragenic mitotic recombination while intergenic (reciprocal)

recombination was not significantly increased.

Mutagenicity of Sn®* could readily be shown by reversion of
auxotrophs but not in the canavanine forward mutation assay (CAN71—cant') that
yielded negative mutagenicity. This selective killing of Sn** -treated spontaneous

canavanine mutants suggested the induction of membrane dysfunction.

Yeast cells of exponentially growing cultures were killed to about the
same extend at 0.1% of SnCl, than respective cells in stationary phase, suggesting
a major involvement of physiological parameters of post-diauxic shift oxidative
stress resistance in enhanced Sn?* tolerance. Superoxide dismutases, but not
catalase, protected against Sn®* -induced reactive oxygen species as sod7A had a

three-fold higher sensitivity than the WT while the sod2A mutant was only slightly



more sensitive but conferred significant sensitivity increase in a sod14sod24

double mutant.

In the Salmonella/Microsome assay SnCl, did not induce frameshift
or base pair substitution mutations in strains TA97, TA98 or TA100, while a
positive response was seen in strain TA102. SnCl, also induced a two-fold
increase in mutation using the Mutoxitest strain IC203 (uvrA oxyR), but not in strain
IC188 (uvrA). These results indicate that SnCl, is a moderate mutagen. Probably
the DNA damage is produced by reactive oxygen species and is repaired via

recombinational and error-prone processes.
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INTRODUCAO

fons metalicos sdo requeridos em varios processos bioquimicos,
sendo, portanto, elementos essenciais para o metabolismo celular (Eide e
Guerinot 1997). Alguns metais, como calcio, cobalto, cromo, cobre, ferro, potassio,
magneésio, sédio, niquel e zinco, sdo essenciais e servem como micronutrientes,
sao utilizados em processos redox, estabilizam moléculas através de interacbes
eletrostaticas, sdo componentes de varias enzimas e regulam a pressao osmotica
(Bruins et al. 2000). A transferéncia de elétrons do ferro e cobre sdo fundamentais
para os processos de respiracdo e fotossintese (Rutherford e Bird 2004). O
elemento zinco forma centros cataliticos em numerosas enzimas (motivo dedo de

zinco) responsaveis pela ligacao ao DNA (Eide 2003).

A deficiéncia de micronutrientes, como ions metalicos, esta
relacionada a doencas humanas importantes como a Hemocromatosis,
Acrodermatites Enteropaticas, Doenca de Menkes e Doenca de Wilson
(MacDiarmid e Gardner 1998; Pefna et al. 1999; Wang et al. 2004).

Na agricultura, os metais desempenham um papel crucial na
qualidade do solo. As caracteristicas fisicas e quimicas do solo estdo entre os
principais fatores que condicionam o desenvolvimento do plantio (Arias et al.
2005). Os solos acidos e com baixa disponibilidade de nutrientes caracterizam-se
pela presenca de alguns metais em concentracoes téxicas, constituindo um fator
limitante do crescimento vegetal (Dach e Starmans 2005; Barajas-Aceves 2005).
O baixo pH (Sansonowicz e Smith 1995), a deficiéncia de calcio (Ritchey et al.
1982; Smyth e Cravo 1992; Vale et al. 1996), de magnésio (Tan et al. 1992; Tan e
Keltiens 1995), ou de fosforo (Mclaughlin e James 1991) podem igualmente ser

responsaveis pelo menor desenvolvimento das plantas em solos acidos.



Os metais também sao essenciais para o0 crescimento de
microrganismos, estando envolvidos em determinantes de patogenicidade e na
capacidade de microrganismos de vida livre competirem com outros organismos
por fontes de ambientes limitados (Wackett et al. 2004). Por exemplo, 0s
protozoarios parasitas Tritrichomonas foetus e Trichomonas vaginalis exercem
seus efeitos patogénicos através da atividade de uma enzima Ecto—ATPase
dependente de magnésio (Queiroz et al. 1991; Jesus et al. 2002).

Por outro lado, muitos metais que n&o apresentam funcdes
bioldgicas conhecidas e ndo sdo essenciais, podem apresentar um alto potencial
téxico para os microrganismos (Bruins et al. 2000). A toxicidade desses metais
ocorre através do deslocamento de metais essenciais de seus sitios de ligacao, ou
de interagbes inapropriadas com formacdo de complexos que modificam a
atividade biolégica de alvos citolégicos (Nies 1999; Bruins et al. 2000; Kern et al.
2004; Kern et al. 2005).

Além disso, alguns ions metalicos podem afetar o funcionamento
celular, atuando nos ciclos redox e produzindo espécies ativas de compostos
guimicos normalmente presentes nas células vivas (Kasprzak 2002). Portanto, em
adicdo aos elevados niveis tanto de metais essenciais quanto de metais néo
essenciais, pode haver danos a membrana das células, alteracdo na
especificidade de enzimas, parada de fungbes celulares e danos a estrutura do
DNA (Bruins et al. 2000).

Dessa forma, a evolucao favoreceu a sobrevivéncia de organismos
que desenvolveram mecanismos capazes de garantir a concentragdo de metais
intracelular étima através de um balanco entre a entrada de metais do ambiente e
excrecao/neutralizacdo dos mesmos na célula (Tomsett e Thurmann 1988). Esse
refinado balango € chamado de homeostase de metais (Eide 2001).



1.1. Homeostase de metais

Para apresentar um efeito fisiolégico ou téxico, a maioria dos ions
metalicos necessita entrar na célula. Muitos cations metalicos divalentes (Mn*,
Fe?*, Co®, Ni?*, Cu?** e Zn?) sdo estruturalmente muito similares. Para que um
sistema de captacdo de metais consiga diferenciar ions metalicos estruturalmente

parecidos, ha a necessidade de um refinado sistema de regulacao (Nies 1999).

Usualmente, os microrganismos utilizam dois sistemas de captacao
de ions metéalicos. Um deles é rapido, inespecifico e comandado por um gradiente
quimiosmotico presente na membrana citoplasmatica de células procaridticas.
Como esse sistema de captacdo é usado por uma variedade de substratos, ele é
constitutivamente expresso (Nies 1999). O outro tipo de sistema de captacao
apresenta uma alta especificidade ao substrato, é lento e freqlentemente utiliza
hidrélise de ATP como fonte de energia. E somente produzido pela célula quando
ha a necessidade, caréncia nutricional ou em uma situacdo metabdlica especial
(Nies e Silver 1995).

Ainda que os microrganismos possuam sistemas de captacédo de
metais especificos, altas concentracbes de metais ndo essenciais podem ser
transportadas para as células através de sistemas inespecificos expressos
constitutivamente. Esse “portdo aberto” € uma das razbdes pelas quais os ions
metalicos sao téxicos aos microrganismos (Nies 1999). Como consequéncia, 0s
microrganismos tém sido forcados a desenvolver fatores homeostaticos de ion
metalico, bem como a adquirir resisténcia metalica (Silver 1996; Bruins et al. 2000;
Gadd 2001).

Os ions metalicos ndo podem ser degradados nem modificados
como 0s compostos organicos téxicos. Portanto, ha seis sistemas de resisténcia a
metais: exclusdo do metal através de uma barreira de permeabilidade,
sequestramento do metal intra e extracelular, bombas de efluxo ativas, reducao
enzimatica e reducao da sensibilidade dos alvos celulares em relagcdo aos ions



metélicos. Um ou mais de um desses mecanismos de resisténcia a metais
permitem a sobrevivéncia de microrganismos em ambientes contaminados com
metais (Ji e Silver 1995; Nies e Silver 1995; Nies 1999; Rensing et al. 1999).

Nas células eucaridticas, os ions toxicos sdo removidos do
citoplasma pela quelacdao com oligopeptideos de baixo peso molecular, como
glutationa e fitoquelatinas (esta Ultima presente em plantas e em
Schizosaccharomyces pombe, porém ausente em S. cerevisiae), ou por meio de
metalotioneinas. Posteriormente, esses complexos sao deslocados para o vacuolo
através de proteinas transmembrana de transporte (Vido et al. 2001).

Geralmente, o transporte transmembrana ocorre com gasto de
energia e na presencga de cofatores pelo processo simporte ou antiporte, de forma
que um ion possa modular a captacdo ou a expulsdo de outro ion metalico
(MacDiarmid e Gardner 1998).

1.2 Estanho e seus compostos

O estanho (Sn) é um metal do grupo 14 (grupo IV A) da tabela
periddica, com peso atdmico de 118,71. O seu ponto de fusdo é de 231,9°C, e o
seu ponto de ebulicdo é de 2507°C. Abaixo do seu ponto de fusdo, o estanho
pode existir em trés formas alotrépicas: (1) estanho cinza (estavel abaixo de
13°C); (2) estanho branco (forma metalica maleavel e ductil); e (3) estanho
quebradico ou fragil que é a forma y-Sn. Os éxidos de estanho sao anfoteros,
comumente formando sais estanoso (estado de oxidacado 2+) e estanico (estado
de oxidacao 4+). O estado de oxidacado 3+ é extremamente instavel (Weber 1987;
Budavari 2001).

A crosta terrestre contém aproximadamente 2-3 ppm de estanho,

representando um percentual de 0,0006% (Budavari 2001). A mais importante



forma encontrada de estanho na Terra é a forma mineral cassiterita (SnOy). O
estanho, por ser um metal extremamente resistente a maresia, é utilizado para
revestir outros metais, protegendo-os da ag¢do da corrosao. Ele é empregado na
composicao de varias ligas com chumbo, cobre, bronze e peltre (liga de estanho
utilizada para confeccionar utensilios desse material, como jarros, canecas e
potes) (Rudel 2003).

Por ser altamente empregado na constituicdo de ligas metalicas, o
estanho estd presente nas obturacdes dentarias e, juntamente com mercurio,
prata, zinco e cobre, forma a amalgama dentéaria (Von Mayenburg et al. 1991). O
estanho também esta presente, em quantidades pequenas, em imitacdes de joias
(Vilaplana et al. 1991; Olivarius et al. 1993).

Na industria alimenticia, o estanho metalico é utilizado
principalmente para revestir latas que acondicionam alimentos e liquidos. As
folhas de flandres (folha de ferro estanhado) sao utilizadas na fabricacéo de latas,
sendo colocadas internamente para a conservacao dos alimentos (De Groot et al.
1973; Ikem e Egiebor 2005). Essas folhas protegem os alimentos de processos
oxidativos, ja que é o estanho que sofre oxidagdo e permite que a cor e o sabor
dos alimentos permanecam inalterados (Blunden e Wallace 2003). O processo
descrito acima garante a qualidade que o consumidor almeja e a durabilidade do
produto que os fabricantes esperam.

Em muitos casos, pode haver a transferéncia de ferro e estanho das
folhas de flandres para os alimentos. O grau de transferéncia dos metais &
dependente de varios fatores: tipo de produto, tempo e temperatura de
armazenagem e de o revestimento interno ser plano ou esmaltado (Calloway e
McMullen 1966). Muitos estudos tém mostrado que, quando os enlatados sao
abertos, e os alimentos permanecem dentro das latas com posterior refrigeracao,
ha um aumento da oxidacdo do estanho e consequiente transferéncia para os
produtos (Capar e Boyer 1980; Greger e Johnson 1981). O processo de corrosao



€ aumentado pelo ar, o qual promove o ataque do estanho por acidos (Tarley et al.
2001). Portanto, agentes oxidantes, tais como ar, sais férricos, nitratos, sais
cupricos, certos pigmentos e frutas acidas, promovem a corrosao (Schroeder et al.
1964).

Os compostos inorganicos de estanho sao empregados na industria
de vidros para fortalecé-los, evitando fissuras. Os compostos inorganicos servem
como bases para as formulacées de pigmentos, catalisadores e, na industria de
cosméticos, na fabricacdo de perfumes e sabdes (Pétursson 2001). O éxido de
estanho IV (SnOy) € utilizado nas industrias de ceramica e de vidros, bem como é
um agente de polimento, catalisador e empregado na producao de vidros coloridos

e esbranquicados (Fent 1996).

O fluoreto estanoso (SnF,) esta presente nos produtos odontolégicos
(pastas de dentes) como um agente cariostatico e também como um agente que
reduz a dissolucao acida do esmalte dos dentes (Mayhew e Brown 1981; Rélla et
al. 1983).

Em exames de cintilografia, sdao empregados radiofarmacos
marcados com tecnécio-99m (**"Tc), que constituem cerca de 80% dos que sdo

empregados em medicina nuclear. A fixagdo do ®™T¢ nas macromoléculas de
interesse biolégico depende da presenca de agentes redutores, sendo o cloreto
estanoso o mais freqientemente usado (Bernardo-Filho et al. 1994). Tanto o
fluoreto estanoso quanto o cloreto estanoso sdo os sais estanhados mais
empregados nas pesquisas referentes ao estanho (Dreff-Van Der Meulen et al.
1974; Shelby e Stasiewicz 1984; Shelby et al. 1993; Hattori et al. 2001).

O cloreto estanico (SnCls) é comumente utilizado como material de
partida para a producao de compostos organicos de estanho (organoestanhados).
Exemplos de compostos organicos de estanho de importancia comercial sao:
tetraorganoestanhados (R4Sn), triorganoestanhados (R3SnX), diorganoestanhados



(R2SnX2) e monoorganoestanhados (RSnX3). O grupamento R pode ser, dentre
outros: metil, butil, octil e fenil. O radical X, por sua vez, pode ser: halogénio,
oxido, hidroxido, carboxilatos, entre outros. Os compostos tri e
diorganoestanhados sdo o0s principais compostos organicos de estanho
empregados comercialmente. Os compostos triorganoestanhados sao
encontrados em varias preparacdes biocidas, como fungicidas, inseticidas,
herbicidas e molusquicidas, bem como em preservativos da madeira e nas
formulacdes destinadas ao tratamento de cascos de navios e barcos, protegendo
a parte dos mesmos que fica submersa (Corbin 1973; Hallas e Cooney 1981;
Laborde et al. 1986; Tobin e Cooney 1999; Gydri et al. 2000).

Os compostos diorganoestanhados sao utilizados como
estabilizadores do cloreto de polivinila (PVC), possibilitando que o0 mesmo possa
ser aquecido e moldado para diferentes fins. Os estabilizadores protegem o PVC
do calor e da luz. Esses compostos também estdo presentes em reacdes de
esterificacdo como catalisadores quimicos e podem ser espumantes em
poliuretano. Os compostos monoorganoestanhados sao igualmente empregados
como estabilizadores no processo de aquecimento do PVC, bem como na
industria de vidros (Quevauviller et al. 1991; Fent 1996). Os compostos organicos
de estanho também sdo aplicados como constituintes de desinfetantes,
fertilizantes para a agricultura e removedores de limo, tendo aplicagdo em fabricas
de cerveja e nas industrias téxtil, de papel e de processamento do couro
(Schroeder et al. 1964).

1.2.1 Exposicao ao estanho e legislacao vigente

O estanho esta presente no ar, agua, solos, bem como em plantas e
animais que vivem na terra ou nas aguas. Por ser um elemento quimico de
ocorréncia natural na atmosfera, o estanho pode estar presente nos tecidos

humanos (Schroeder et al. 1964; Greger e Baier 1981). No entanto, ndo ha



evidéncias cientificas de que o estanho seja um elemento essencial para o ser

humano e que haja uma dose diaria recomendada (Johnson e Greger 1982).

A quantidade de estanho a que o homem esta exposto depende de
varios fatores (para revisao, ver Calloway e McMullen 1966). As principais vias de
exposicdo sdo: inalatéria, parenteral e oral. A via oral é a principal via de
exposicdo ao estanho e seus compostos, através do consumo de alimentos
enlatados e da ingestdo de liquidos enlatados (Boogaard et al. 2003; lkem e
Egiebor 2005). Nos alimentos em geral, os niveis de estanho encontrados séo
inferiores a 4 pug de Sn/g de alimento seco. Em embalagens metdlicas, a
quantidade de estanho € de 20 a 25 ug de Sn/g de alimento seco (Gillespie et al.
1973). Quantidades maiores podem ser encontradas no caso de dietas que
incluem uma alta proporcao de vegetais e peixes enlatados, nas quais 0 consumo

de estanho pode chegar a cerca de 30 mg de Sn/dia (Rader 1991).

O limite maximo de ingestdo para compostos de estanho admitido
pela FDA (Food and Drug Administration) nos EUA é de 300 mg de Sn/kg de
alimento seco (Chmielnicka et al. 1981; Burba 1983). No Reino Unido, esse limite
€ de 200 mg de Sn/Kg de alimento seco e 150 mg de Sn/Kg de liquido seco
(Blunden e Wallace 2003). A Associacao Brasileira das Industrias da Alimentagéo

(Abia) preconiza um limite de 250 ug de Sn/g de alimento seco (Abia 1998).

1.2.2 Toxicocinética e toxicidade do estanho

Uma caracteristica de importancia biol6gica desse metal consiste na
sua capacidade de formar compostos catibnicos organometalicos de alta
solubilidade lipidica, capacitando-os a atravessar membranas biolégicas e a
exercer seus efeitos toxicos no interior das células (Nieboer e Richardson 1980;
McLean et al. 1983a,b; Hamasaki et al. 1993).



A absorcao, distribuicdo e retencdo de estanho em humanos
(Schroeder et al. 1964; Solomons et al. 1983), bem como em animais
experimentais de laboratério (Benoy et al. 1971; Fritsh et al. 1977), sao
dependentes da natureza da exposicdo (Chmielnicka et al. 1981). Quando
administrado oralmente, o estanho é fracamente absorvido no trato
gastrointestinal, e mais de 90% do ingerido é eliminado nas fezes e urina (Hiles
1974; Savolainen e Valkonen 1986).

O estado de valéncia do estanho pode influenciar a absorcdo. O
estanho divalente apresenta uma maior absorcdo quando comparado com o
estanho tetravalente, o que se deve ao fato de o estanho 4 (Sn**) possuir maior
facilidade para formar compostos insollveis em solugdes aquosas do que a outra
espécie idnica (Sn?*) (McLean et al. 1983a).

O estanho apresenta uma ampla distribuicdo nos tecidos humanos.
Apos realizarem a autdpsia de varios 6rgaos humanos, Hamilton e colaboradores
(1972) detectaram a presenca desse metal nos seguintes érgaos: cérebro, rins,
pulmdes, figado, linfonodos, musculo, testiculos, ovario e nos ossos. Os
pesquisadores Fischer e Zimmerman (1969) e Kutzner e Brod (1971) igualmente
notaram que a distribuicdo de estanho é bem variada e atinge varios tecidos em
animais experimentais de laboratério. No entanto, estudos mais recentes
demonstram que os 6rgaos preferenciais sao os rins, o figado (Chiba et al. 1984;
Bluden e Wallace 2003) e os ossos (Yamaguchi et al. 1980; Yamaguchi et al.
1981; Hattori et al. 2001).

O estanho é excretado principalmente nas fezes (Tripton et al. 1969)
e na urina (Kehoe et al. 1940; Calloway e McMulen 1966; Johnson e Greger
1982). H4 uma pequena fracado que pode ser excretada através do leite materno e
na bile (Hamilton et al. 1972).

A toxicologia dos compostos de estanho tem sido revisada por
muitos pesquisadores. Sabe-se que a ingestdo de excessiva quantidade de
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estanho deve-se ao fato do consumo cada vez maior de produtos enlatados. O
estanho pode causar irritacbes gastrointestinais, diarréias, vomitos, nauseas,
problemas renais e hepaticos, irritacées na pele e olhos (para revisdo, ver Barnes
e Stoner 1959; Luff e Metcalfe 1990; Blunden e Wallace 2003; lkem e Egiebor
2005).

Estudos tém demonstrado que o estanho pode afetar o metabolismo
e 0s niveis de metais essenciais para a célula. Johnson e colaboradores (1982)
realizaram um estudo clinico com adultos e concluiram que o estanho afeta o
metabolismo do zinco. O metabolismo do cobre, ferro, céalcio e a atividade de
enzimas também podem sofrer interferéncia com a presenca do estanho
(Yamaguchi et al. 1982; Solomons et al. 1983; Laborde et al. 1986; Chmielnicka et
al. 1992; Chiba e Shinohara 1992).

1.2.3 Efeitos genotoéxicos do estanho

Com relagdo a genotoxicidade, a mutagenicidade e a
carcinogenicidade dos sais de estanho, os resultados descritos na literatura,
obtidos a partir de metodologias diferentes, sdo conflitantes. Nishioka, em 1975,
utilizando Bacillus subtilis (Rec assay test), nao constatou efeito mutagénico na
concentracdo de 0,05 M de cloreto estanoso. Mais tarde, Kada et al. (1980),
realizando um estudo semelhante com o mesmo modelo de microrganismo,
verificaram efeito mutagénico negativo do mesmo sal de estanho nas doses de 10
mMe 10 M.

Em adicdo, Singh (1983) mostrou que o cloreto estanoso, na
concentracdo de 100 mM, nao foi capaz de induzir mutacao reversa em células de
levedura S. cerevisiae. Posteriormente, Tripathy et al. (1990) ndo observaram
efeitos genotdxicos do SnCl, nas concentragées de 50 e 100 mM em células

primordiais de Drosophila melanogaster (Wing spot test). Os resultados do estudo
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realizado por Ashby e Tennant (1991), quanto a relacao entre estrutura quimica e
as atividades de mutagenicidade e carcinogenicidade de 301 quimicos para o
Programa de Toxicologia Nacional dos Estados Unidos (US-NTP, US-National
Toxicology Program), permitiram classificar o cloreto estanoso em ndo mutagénico
para o teste de Salmonella/Microssoma e carcinogénico para o teste com a

glandula tiredide de ratos.

Por outro lado, McLean et al. (1983a,b) descreveram que o SnCl
produz quebras de cadeia simples no DNA tanto em células ovarianas de hamster
chinés quanto em células sangiiineas humanas. O mesmo grupo sugeriu que o
ion metdlico estanho apresenta um potencial de formar pontes intercadeias
(crosslinking) do tipo DNA-DNA ou DNA-proteina. Isso se deve a capacidade de o
estanho ligar-se a dois ou mais grupos funcionais e a capacidade de estender
essa ligacao, formando pontes de estanho-estanho e estanho-oxigénio.

Somando-se aos relatos de genotoxicidade dos sais de estanho,
Olivier e Marzin (1987) e Bernardo-Filho et al. (1994), utilizando o cromoteste
SOS, constataram que o SnCl, e o SnF, sdo capazes de induzir as fun¢des SOS.
Sugeriu-se que a genotoxicidade induzida in vivo pelo SnCl, em diferentes
linhagens de E. coli deficientes em sistemas de reparacdo de DNA, e as quebras
de cadeias de DNA, demonstradas nos estudos in vitro de alteragbes da topologia
de DNA plasmidial, ocorrem via formacdo de espécies reativas de oxigénio
(Dantas et al. 1996, 1999; De Mattos et al. 2000).

Cabral et al. (1998), analisando o espectro mutacional do SnCl, em
nivel molecular, ja haviam constatado que esse sal gerava transversdes,
transicoes e delecbes em plasmideo pAC 189. Os autores inferiram que esse
efeito mutagénico ocorria, principalmente, via oxidagdo do DNA e producao de 8-
hidroxiguanina (8-oxoG). Do mesmo modo, Caldeira-de-Araudjo et al. (1996) ja
haviam evidenciado o aumento da sobrevivéncia de linhagens de E. coli ao SnCl,

na presencga de catalase e agentes captadores de metais.
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Mais recentemente, Silva et al. (2002) observaram que extratos de
plantas medicinais (Cymbopogon citratus, Baccharis genistelloides, Maytenus
ilicifolia, Peumus boldus (boldine)) podem reagir com os fons Sn?*, evitando a
geracao de espécies reativas de oxigénio e, conseqlentemente, protegendo as

células de E. coli dos efeitos pré-oxidantes do SnCl..

1.3 A levedura Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudo
eucariotico

A levedura S. cerevisiae € 0 microrganismo eucariético mais
aplicavel e melhor estudado para o entendimento de diversas fungdes bioldgicas.
Ao mesmo tempo em que apresenta caracteristicas bioldgicas tipicas dos
organismos procariéticos, como organizacao unicelular, genoma relativamente
pequeno e crescimento rapido em diversas escalas, a levedura S. cerevisiae é um
eucarioto verdadeiro, compartilhando diversas moléculas e processos bioldgicos

basicos com os eucariotos superiores (Ausubel et al. 1995).

1.3.1 Ciclo de vida e caracteristicas genéticas

A levedura S. cerevisiae apresenta um ciclo eucaridtico tipico,
completo e bem definido. As células se dividem por brotamento logo apds a
duplicacdo de seu DNA, com tempo de geracao de aproximadamente 90 minutos,
quando incubadas a temperaturas de 28-30°C. Além disso, existe a possibilidade
de células dipldides poderem ser induzidas a meiose e a uma conseqglente
esporulagdo. A esporulacdo origina células hapléides que, por sua vez, se
multiplicam por divisdo mitética e brotamento, o que é muito util, por exemplo, na
construgdo de linhagens geneticamente definidas (Zimmermann et al. 1984)

(Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida da levedura Saccharomyces cerevisiae. (a) Ciclo
mitotico: células diploides formam brotos que crescem e se separam da célula mae;
(b) ciclo meidtico: em condigdes de caréncia nutricional, as células entram em meiose
formando quatro esporos que se desenvolvem dentro do asco (tétrade). Os esporos
podem crescer mitoticamente originando hapléides ou, entdo, (c) os esporos
haploides com sinais de acasalamento diferentes fundem-se formando uma célula
dipl6ide. (Adaptado de Zimmermann et al. 1984).

As células dipldides sdo maiores, mais alongadas, apresentam
somente brotamento polar e ndo apresentam a capacidade de acasalar. Por sua
vez, a célula hapléide é mais arredondada, apresenta brotamento axial e libera o
fator de acasalamento (Fuge e Werner-Washburne 1997).

A levedura S. cerevisiae possui dezesseis cromossomos, dentre os
quais ja foram encontrados diversos genes envolvidos em reparacao de danos ao
DNA. Esses genes de levedura conservam um grau de homologia bastante alto
com outros organismos, como, por exemplo, Drosofila mellanogaster ou
mamiferos, podendo alguns genes de levedura complementar fungdes com genes
de outros organismos (Friedberg 1991; Friedberg et al. 1995; Brendel e Henriques
2001; Brendel et al. 2003).
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Foi o primeiro organismo eucarioto a ter seu genoma totalmente
sequienciado. A sequiéncia completa de seu genoma mostrou-se extremamente
importante como referéncia para o seqlienciamento de genes humanos e de
outros organismos eucariéticos superiores (Goffeau et al. 1996). A seqliéncia de
bases que compde o seu DNA e, desse modo, os genes que codificam a formagao
de suas proteinas, é conhecida e se encontra disponivel para acesso em diversos
bancos de dados publicos (Saccharomyces Genome Database (SGD):
http://genome-www.stanford.edu/Saccharomyces). Isso permite a clonagem de
diferentes genes, sua rapida e precisa identificacdo e caracterizagdo, assim como

melhor compreensao de sua funcao celular.

O sequenciamento revelou um genoma compacto, de 13.389 kb,
com a média de um gene a cada 2.000 pb (6152 ORFs — quadro aberto de leitura).
Cerca de 70% do genoma codifica para aproximadamente 6.000 proteinas.
Aproximadamente 46% dessas ja haviam sido anteriormente identificadas, e em
torno de 1.400 apresentam homologias com produtos protéicos conhecidos
(Winzeler e Davis 1997; Winzeler et al. 1999).

Apesar da funcao de 22% dessas proteinas poder ser inferida com
base na homologia de outras proteinas ja caracterizadas, quase 32% do genoma
possuem ORFs que codificam para produtos de funcao ainda desconhecidas e
representam um grande potencial para elucidacao de novos aspectos da biologia
(Hieter et al. 1996; Winzeler et al. 1999; SGD: http:/genome-
www.stanford.edu/Saccharomyces).

Assim como o DNA genbémico, o DNA mitocondrial (mtDNA) da
levedura S. cerevisiae foi sequenciado, confirmando que esse é circular e contém
0s genes que codificam para as subunidades |, Il e 11l da citocromo ¢ oxidase, ATP
sintetase subunidades 6, 8 e 9, apocitocromo b, uma proteina ribossomal e varios
introns. (Foury et al. 1998).
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1.3.2 Metabolismo celular

A levedura S. cerevisiae € um organismo anaerdbico facultativo,
motivo pelo qual ela é capaz de se desenvolver em condigdes anaerdbicas e
aerdbicas de crescimento. Ela é capaz de utilizar uma grande variedade de fontes
fermentaveis de carbono, como mono, di e oligossacarideos, e fontes nao
fermentaveis de carbono, como etanol, acetato, glicerol, piruvato e lactato (Wills
1990; Maris et al. 2000).

A (glicose é a fonte de carbono preferida da levedura. No
metabolismo fermentativo, a glicose é convertida, através da via glicolitica, a
piruvato que pode ser convertido a etanol e diéxido de carbono (CO,). No
metabolismo respiratorio, a glicose é transformada a acetil-CoA e, entdo, a CO; e
agua via ciclo do acido tricarboxilico (TCA) e fosforilacao oxidativa (De Vries e
Marres 1988).

Varios aspectos do metabolismo e da fisiologia da célula estédo
condicionados a concentracdo de glicose no meio (Wills 1990). A curva de
crescimento da levedura S. cerevisiae apresenta fases distintas do ponto de vista
metabdlico e cinético (Figura 2). Apés um curto periodo de adaptacdo ao meio
(chamado de fase lag), as células iniciam uma divisdo celular a cada uma hora e
meia (fase de crescimento exponencial ou logaritmica) com a energia proveniente
da fermentacao da glicose. A grande disponibilidade de glicose no meio causa a
repressao catabolica ou “repressao de glicose”. Acredita-se que tal fato se deva a
repressao que a glicose exerce sobre as enzimas respiratérias. No metabolismo
fermentativo, independentemente da presenca ou nao de oxigénio (Oy),
encontram-se reprimidos os genes envolvidos na sintese de enzimas necessarias
para a utilizagdo de galactose ou dissacarideos (sacarose ou maltose) e 0os genes
requeridos na utilizacdo de fontes ndo fermentaveis de carbono (Fuge e Werner-
Washburne 1997; Maris et al. 2000).
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Figura 2. Curva de crescimento de uma linhagem selvagem de Saccharomyces
cerevisiae em meio rico e em meio minimo. (Adaptado de Fuge e Werner-Washburne,
1997).

Quando a concentracao de glicose cai abaixo do limite de repressao,
hda uma parada no ciclo celular e, durante esse periodo, ocorre uma
reprogramagao génica para que as celulas possam ser preparadas para o
metabolismo respiratorio. Essa fase é conhecida como fase de transicao diduxica
e caracteriza-se por uma desrepressao catabdlica refletida numa inducdo das
enzimas da respiragdo e dos componentes da cadeia transportadora de elétrons
(De Vries e Marres 1988; Maris et al. 2000).

As células reassumem a divisao celular em um ritmo mais lento (uma
divisdo a cada trés ou quatro horas), metabolizando o etanol produzido durante a
fermentacdo. Essa fase € chamada de fase pds-diduxica ou fase estacionaria
inicial (Fuge e Werner-Washburne 1997). Quando ha um esgotamento dos
nutrientes essenciais, refletido numa alta densidade celular, as células entram na
fase estacionaria. Nessa fase, as células sdo mais resistentes a uma série de
condigbes de estresse e sdo capazes de sobreviver a inanicdo por um longo
periodo (Maris et al. 2000).
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1.4 Avaliacao genotodxica

1.4.1 Testes de mutacao reversa e recombinacao mitética na
levedura Saccharomyces cerevisiae

A levedura S. cerevisiae tem sido amplamente estudada, tornando-
se ferramenta importante nas pesquisas sobre mutagénese. Os ensaios com
levedura sdo de grande utilidade na determinacdo de agentes mutagénicos
ambientais ou farmacoldgicos e servem para complementar os ensaios de
mutagenicidade realizados em bactérias (Poli et al. 1999; Teerziyska et al. 2000).
Esses ensaios sao rapidos, sensiveis, econdmicos e reprodutiveis, apresentando
resultados confiaveis na identificacao biologica. Além disso, a levedura possui um
sistema enddgeno de ativagao metabdlica constituido de um complexo enzimatico
(citocromo P-450) de detoxificacdo, que dispensa a adicdo de um sistema
exogeno, tendo, por essa razdo, uma vantagem relativamente aos ensaios

bacterianos (Paula-Ramos et al. 1991; Moreno et al. 1991; Poli et al. 1999).

Experimentos de mutagbes reversas sao 0s mais comumente
utilizados. Baseiam-se na restauracdo ou compensacado de um defeito génico
responsavel por um requerimento nutricional (Zimmermann 1975). A restauracao
se deve a uma reversao exata do efeito original, enquanto que a compensacao
pode ser causada por uma mutacdo secundaria dentro do gene (mutacao
supressora interna) ou por uma mutagcdo externa, como no caso dos alelos sem
sentido (nonsense—-mutacdo que resulta na alteracdo de um coédon que codifica
um aminodacido para um cdédon de terminacao) (Hawthorne e Leopold 1974; Atkin
et al. 1993). Reversado de auxotrofia para prototrofia pode ser causada por uma
substituicdo, insercdo ou delecdo de pares de bases, ou, ainda, por uma mutacao
induzida por supressor do gene mutante original (para revisédo, ver Henriques et al.
1997). Para que seja identificada a mutacao reversa, é necessaria a utilizacao de

uma linhagem com alteracdes genéticas adequadas, como, por exemplo, a
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linhagem hapléide de S. cerevisiae XV185-14c, isolada por Von Borstel (Parry e
Parry 1984; Boeira et al. 2002; Rosa et al. 2004).

Essa linhagem permite a deteccao de dois tipos de mutacdes locus
especificas: reversdes do alelo ocre lys1-1 (alteracao para o cédon UAA de
término de cadeia) ou do alelo missense his1-7 (cédon alterado codifica um
aminoacido diferente) e reversdes por deslocamento de quadro de leitura do DNA
(frameshift) verificadas no locus hom3-10. As células revertentes podem ser
detectadas pela semeadura em placas contendo meio seletivo, no qual o fator de
crescimento inicialmente requerido ndo esta presente, ou esta em quantidades

muito pequenas, permitindo somente um crescimento inicial.

A recombinagao mitética € um dos mecanismos usados pelas células
para reparar os danos no DNA, restaurando a sua integridade. Tais danos podem
ser resultantes do metabolismo natural das células, tais como a atividade de
espécies reativas de oxigénio, ou quebras duplas no DNA (DSBs) originadas
durante a replicacdo ou durante a transcricdo. Quando surge uma lesdo no DNA,
essa pode permanecer irreparavel, levando a morte celular, ou pode ser reparavel
em processo que envolve a recombinacao. Esse fendmeno acontece normalmente
em células dipléides e caracteriza-se pela troca de fragmentos do DNA entre
cromatides irmas ou cromossomos homodlogos. A recombinacao pode ser feita de
maneira reciproca (permuta ou crossingover) € nao reciproca (conversao génica).
Muitos agentes quimicos e fisicos que induzem mutagénese podem aumentar a
freqiéncia de recombinacdo em células dipléides, como um reflexo de danos
induzidos no DNA. Algumas substancias carcinogénicas, no entanto, séo
negativas em testes que detectam mutagénese, mas induzem recombinacéo,
sugerindo que esses fenbmenos podem estar integrados (para reviséao, ver Kupiec
2000).

Na permuta, ocorre a troca reciproca de segmentos de DNA entre
dois cromossomos homologos. Linhagens diploides heterozigotas de S. cerevisiae
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podem ser utilizadas para a deteccdo desse fendbmeno, se as mesmas
apresentarem, em seu genoétipo, um par de marcadores recessivos, distantes
entre si, mas localizados no mesmo bragco cromossdmico em diferentes
homélogos e frente aos alelos selvagens correspondentes. O crossingover ou
permuta resulta no posicionamento de ambos alelos recessivos no mesmo
cromossomo homélogo, enquanto que os alelos selvagens se localizam no outro
cromossomo homologo. As células portadoras de ambos os alelos em homozigose
seriam capazes de restaurar o genétipo original (Zimmermann 1975; Parry e Parry
1984; Kupiec 2000).

A conversao génica mitética € a troca nao reciproca de informacgao
genética entre dois cromossomos homodlogos, podendo também ocorrer entre
cromatides irmas e entre membros de uma duplicacao intracromatide (Petes et al.
1991). Nesse caso, € utilizada uma levedura diploide heteroalélica com dois alelos
inativos diferentes no mesmo loco do gene. A presenca desses alelos causa uma
dependéncia nutricional, isto €, células crescem somente em meio suplementado
com um nutriente especifico. Quando acontece conversao génica, um fenétipo do
tipo selvagem muito ativo € produzido a partir desses alelos inativos, através de
uma recombinagdo intragénica. Essas colénias do tipo selvagem crescem em
meio carente do nutriente especifico (meio seletivo) (Zimmermann 1975; Parry e
Parry 1984; Petes et al. 1991; Kupiec 2000).

Diversas linhagens dipléides de levedura ja foram utilizadas para a
determinacdo desses efeitos recombinogénicos, sendo as mais utilizadas as
linhagens D7 (Zimmermann 1975) e XS2316 (Machida e Nakai 1980), sendo esta
ultima utilizada no presente trabalho. A linhagem XS2316 é heterozigota para o
l6cus CYH2 (+/cyh) e heteroalélica para LEU1 (leu1-1/leut-12), os quais permitem

verificar crossingover e conversao génica, respectivamente.
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1.4.2 Testes de mutacoes em procariotos

O teste Salmonella/Microssoma, conhecido como teste de Ames,
mede a indugdo de mutacdes reversas em linhagens de Salmonella typhimurium.
A mutacao reversa fundamenta-se na restauragdo ou compensacao de um estado
auxotréfico para prototrofico. A restauragdo é devida a uma reversdo exata do
defeito original no gene que codifica para a enzima requerida na sintese do
aminoacido, enquanto que a compensacao ocorre devido a uma mutacao
secundaria dentro do gene (para revisao, ver Mortelmans e Zeiger 2000).

As linhagens de S. typhimurium utilizadas para a realizagao do teste
sdo TA97, TA98, TA100 e TA102. A linhagem TA97 apresenta uma mutacao que,
quando alterada (hisD6610), causa delecdo de um par de bases, levando a uma
mudanc¢a no quadro de leitura (mutacao frameshift). A TA98 apresenta a mutacao
hisD3052 e, igualmente, detecta agentes mutagénicos que induzem a alteracao no
quadro de leitura. Geralmente, esses agentes mutagénicos atuam em unidades
repetitivas do DNA, o que leva, nesses casos, a uma restauragdo do quadro
correto de leitura envolvido na sintese de histidina.

Por sua vez, a TA100 é utilizada para a deteccdo de agentes que
induzem metilagdo e causam substituicdo de pares de bases. Sua construcao é
baseada em uma mutacao de ponto hisG46, no qual, a partir de alteracao de base
(leucina GAG/CTC por uma prolina GGG/CCC) se tem a produgcdo da primeira
enzima da biossintese de histidina, restaurando o fenétipo selvagem. A linhagem
TA102 contém o par de bases A-T no sitio critico da reversao (sitio de mutacao
hisG428) e detecta agentes mutagénicos oxidativos, formas ativas de oxigénio e
agentes alquilantes que atacam, preferencialmente, pares de bases A-T. Essa
linhagem apresenta o sistema de reparacao por excisdo de danos ao DNA intacto
(Mortelmans e Zeiger 2000; Rosa et al. 2004).
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No Mutoxiteste, a linhagem WP2 ¢é utilizada para a deteccdo de
agentes que causam estresse oxidativo. Em procariotos, ha um sistema de
resposta adaptativa ao estresse oxidativo que envolve o fator de transcricao OxyR.
Esse fator induz a transcricdo de mais de 30 proteinas anti-estresse oxidativo. O
teste consiste na utilizacdo de uma linhagem IC203 de E. coli deficiente nesse
fator de transcricdo (uvrA oxyR) e de sua linhagem isogénica 1C188 (uvrA)
proficiente no fator. Portanto, as linhagens 1C203 sdo mais sensiveis a agentes
que geram lesdes oxidativas do que quando comparadas com as linhagens com o
fenotipo selvagem (para revisdo, ver Blanco et al. 1998; Martinez et al. 2000;
Picada et al. 2005).

Uma resposta similar encontra-se em organismos eucariéticos. O
fator de transcricao Yap1 é oxidado e rapidamente acumulado no nucleo quando
h& uma situacao de estresse oxidativo na célula. Ele regula a expressao de mais
de setenta genes que codificam proteinas envolvidas nas respostas a danos
oxidativos (Wood et al. 2004).

1.4.3 Efeitos citotoxicos em células de Saccharomyces cerevisiae
deficientes em sistemas de reparacao de DNA

A manutencéo da integridade do material genético é fundamental a
vida de todos os organismos. Entre os mecanismos responsaveis por essa
manutencdo, estdo os sistemas de reparacdo de DNA, os quais apresentam
intima inter-relacdo com os mecanismos de replicacdo do DNA (Budd e Campbell
2000). Esses mecanismos de reparacdo protegem o DNA de agressdes por
agentes fisicos, como a luz ultravioleta (UVC 254 nm), da acdo de agentes
quimicos, como o metiimetanosulfonato (MMS), e dos subprodutos do
metabolismo normal da célula, principalmente das espécies altamente reativas de
oxigénio e de alteracdes ou lesbes que podem ocorrer espontaneamente devido a
instabilidade das ligacbes quimicas dos nucleotideos (Friedberg et al. 1995).
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Esses sistemas, seja por correcdo ou tolerancia a lesbes, foram descritos em
todos seres vivos. A recente caracterizagdo de varios genes funcionalmente
relacionados a reparagao do DNA revelou uma alta conservacao desses sistemas
em espécies filogeneticamente distantes, revelando a sua importancia ao longo da
escala evolutiva (Hoeijmakers 1993a,b; Eisen e Hanawalt 1999).

Quando nao se conhece o mecanismo de agdao de determinados
compostos € ndo se sabe exatamente que tipo de lesbes no DNA podem ser
geradas por essas substancias, pode-se utilizar linhagens da levedura S.
cerevisiae deficientes em um tipo de reparacao para estudar as lesdes produzidas
pelas mesmas. Um método utilizado para a determinacado da natureza das lesées
induzidas por agentes quimicos no DNA consiste em comparar a sensibilidade de
mutantes deficientes em uma via de reparacdo do DNA com uma linhagem
selvagem isogénica proficiente naquele tipo de reparagao (Moustacchi et al. 19883;
Melo et al. 1986; Paula-Ramos et al. 1991; Pasqual et al. 1993). Quando um
mutante deficiente em uma via de reparacdo do DNA apresenta uma sensibilidade
maior que a linhagem selvagem proficiente na reparagao, pode-se inferir que a
substancia estudada induz o tipo de lesdo incapaz de ser reparada pela linhagem
mutante (Boeira et al. 2002; Rosa et al. 2004).

Nos ultimos anos, foram descobertos mais de cem loci
independentes com funcao de reparacdo de DNA em S. cerevisiae (para revisao,
ver Moustacchi 1987; Friedberg et al. 1995). Esses loci estao classificados em trés
grupos de epistasia que compreendem trés sistemas de reparacdo do DNA, os
quais correspondem, até o momento, as trés principais respostas celulares em
relacdo aos danos no DNA: reparacao por excisao-ressintese (Via RADS3),
reparacao pos-replicativa e/ou mutagénica (Via RADG6) e reparacdo de quebras de
cadeias no DNA por recombinacao (Via RAD52) (Friedberg et al 1995; Nickoloff e
Hoekstra 1998; Swanson et al. 1999). Os grupos de epistasia dos genes

envolvidos no processo de reparacao sao mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Grupos de epistasia dos genes de Saccharomyces cerevisiae
envolvidos em reparacao de danos no DNA.

Grupo RAD3 Grupo RAD6 Grupo RAD52
RAD1 RADS5 (REV2) (SNM2) RAD50
RAD2 RAD6 (UBC2) RAD51
RAD3 RADS8 RAD52
RAD4 RAD9 RAD53
RAD7 RAD15 RAD54

RAD10 RAD18 RAD55
RAD14 RADH (SRS2) RAD56
SSL1 REV1 RADS57
SSL2 (RAD25) REV3 (PSO1) RAD58
TFB1 CDC9 RAD59
RAD16 (PSO5) REV5 PS04 (PRP19)
RAD23 REV6 RAD24
CcDcCs8 REV7 XRS2
CDC9 cDcC7
MMS19 CcDC8
PSO2 (SNM1) MMS3
PSO3 PSO4 (PRP19)
uvsi2 UMR-7
RAD26
CDC44
RFA1
POL30

Adaptado de Friedberg et al. (1995), Henriques et al. (1997) e Nickoloff e Hoekstra (1998). Os
genes entre parénteses sao alelos.

A reparagao por excisao de nucleotideos (NER) € um mecanismo
mais genérico e flexivel, reparando lesées que levam a distorcoes na dupla hélice
do DNA. Ele envolve a formacao de uma série de complexos enzimaticos (Volker
et al. 2001), os quais promovem a clivagem de um fragmento de DNA contendo a

lesdo e a subsequiente nova polimerizacao e ligacao dessa regido. A deficiéncia
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em genes envolvidos no mecanismo de NER em humanos resulta em trés
sindromes raras recessivas (Xeroderma Pigmentosum, Sindrome de Cockayne e
Tricodistrofia), incluindo uma predisposicao ao desenvolvimento de cancer (Boer e
Hoeijmakers 2000; Friedberg 2001; Dudasova et al. 2004). O grupo compreende a
reparacao por excisao de nucleotideo, reparacdo por excisdo de base e/ou
reparacdao de bases impropriamente emparelhadas durante a replicacdo do DNA
(mismatch repair). Nesse grupo, estdo os genes isolados a partir da sensibilidade
a radiacao UVC (254 nm), fotoadicdo de psoralenos, mostardas nitrogenadas e
metilmetanosulfonato (para revisdo, ver Henriques e Brendel 1990; Prakash e
Prakash 2000; Brendel e Henriques 2001).

Os genes do grupo RADG6 pertencem a via de reparagao mutagénica
ou pés-replicativa, também conhecida como via sujeita a erros. Mutantes desse
grupo sao sensiveis a varios agentes quimicos e fisicos e, em sua maioria, parcial
ou totalmente bloqueados na mutagénese induzida. Os alelos mutantes que fazem
parte desse grupo sao altamente pleiotrépicos e constituem o sistema de
reparacdo do DNA mais complexo e menos compreendido das trés vias de
reparacao de DNA em S. cerevisiae (Friedberg et al. 1995; Xiao et al. 2000). O
grupo inclui mutantes que sdo sensiveis a radiagdo UVC, radia¢des ionizantes,
agentes alquilantes e psoralenos fotoativados, apresentando uma resposta
mutagénica diferenciada quando expostos a esses agentes (Friedberg et al. 1995;
Nickoloff e Hoekstra 1998; Game et al. 2000). Xiao ef al. (2000) sugerem que a via
RAD6 é dividida em trés subvias representadas pelos genes RAD5, POL30 e
REV3. As vias RAD5 e POL30 sao supostamente livres de erros, enquanto a via
REV3 é largamente mutagénica (Brendel et al. 2003).

E, por ultimo, o grupo RAD52, cujos genes fazem a reparacdo de
quebras simples e duplas do DNA, principalmente através de recombinacao
homologa (Friedberg et al. 1995; Nickoloff e Hoekstra 1998). As proteinas que
participam da recombinacdo homéloga, processo essencialmente ndo mutagénico,

utilizam a informacao contida na fita complementar e, portanto, evitam o risco de
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mutacdes (Lehmann 2000). H4, também, o mecanismo de reparacdo do DNA por
recombinacdo ndao homéloga ou ilegitima, que ndo € o mecanismo preferencial
para a correcao de quebras duplas utilizado pela levedura S. cerevisiae, mas, sim,
pelos vertebrados, dependente do gene KU (Van Dick et al. 1999). Mutantes deste
grupo sao sensiveis a agentes que causam quebras duplas no DNA, como as
radiacdes ionizantes e alguns agentes alquilantes (Friedberg et al. 1995; Nickoloff
e Hoekstra 1998; Dudéas e Chovanec 2004).
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OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial toxico e genotoxico do cloreto estanoso (SnCl,)

em células de levedura Saccharomyces cerevisiae e em células de bactéria

Salmonella typhimurium e Escherichia coli.

1.2 Objetivos especificos

v

Verificar o potencial genotoxico do SnCl,, utilizando o teste

Salmonella/Microssoma e o Mutoxiteste;

Avaliar o potencial mutagénico do SnCl, em células hapléides e

dipléides de levedura Saccharomyces cerevisiae;

Analisar o potencial recombinogénico do SnCl, em células

dipléides de Saccharomyces cerevisiae;

Testar a citotoxicidade do SnCl, em mutantes defectivos nas trés

principais vias de reparacdo de danos de DNA em

Saccharomyces cerevisiae;

Testar a citotoxicidade do SnCl, em mutantes de Saccharomyces

cerevisiae defectivos nas enzimas superéxido dismutase

mitocondrial e citosodlica e catalase T citosélica;

Verificar a sensibilidade das células hapléides de Saccharomyces
cerevisiae ao SnCl, quando essas estdo em metabolismo

fermentativo e respiratorio.
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Abstract

Stannous chloride was found genotoxic in microbial test systems of the yeast Saccharomyces cerevisiae, in one strain of
Salmonella typhimurium and in the Mutoxitest of Escherichia coli. Five isogenic haploid yeast strains differing only in a
particular repair-deficiency had the following ranking in Sn>*-sensitivity: rad52A > rad6 A > rad2 A > rad4 A > RAD, indicating
a higher relevance of recombinogenic repair mechanisms than nucleotide excision in repair of Sn’**-induced DNA damage. Sn**-
treated cells formed aggregates that lead to gross overestimation of toxicity when not undone before diluting and plating. Reliable
inactivation assays at exposure doses of 25-75 mM SnCl, were achieved by de-clumping with either EDTA- or phosphate buffer.
Sn**-induced reversion of the yeast hisl-798, hisI-208 and lysI-1 mutant alleles, in diploid and haploid cells, respectively,
and putative frameshift mutagenesis (reversion of the hom3-10 allele) was observed. In diploid yeast, SnCl, induced intra-genic
mitotic recombination while inter-genic (reciprocal) recombination was very weak and not significant. Yeast cells of exponentially
growing cultures were killed to about the same extend at 0.1% of SnCl, than respective cells in stationary phase, suggesting
a major involvement of physiological parameters of post-diauxic shift oxidative stress resistance in enhanced Sn**-tolerance.
Superoxide dismutases, but not catalase, protected against SnCl,-induced reactive oxygen species as sodl A had a three-fold
higher sensitivity than the WT while the sod2A mutant was only slightly more sensitive but conferred significant sensitivity
increase in a sodl A sod2 A double mutant. In the Salmonella reversion assay, SnCl, did not induce mutations in strains TA97,
TA98 or TA100, while a positive response was seen in strain TA102. SnCl, induced a two-fold increase in mutation in the
Mutoxitest strain IC203 (uvrA oxyR), but was less mutagenic in strain IC188 (uvrA). We propose that the mutagenicity of SnCl,
in yeast and bacteria occurs via error-prone repair of DNA damage that is produced by reactive oxygen species.
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Stannous ions (Sn2+), as fluoride or chloride salts,
are present in our daily life. SnCl,, also known as tin
chloride, is chemically classified as low risk agent [1].
It has been used in food industry to conserve soft drinks
[2], in sensitising of glass and plastics before metalliz-
ing [3] and in manufacture of tin chemicals, colour pig-
ments, pharmaceuticals and sensitised paper; Sn>* in
the form of SnF; has been mainly used in dentistry (as
dentifrices) as a highly effective anti-microbial agent
against caries [4]. SnCl; is also employed as reduc-
ing agent in production of Technetium-99m-labelled
radio-pharmaceuticals [5].

Early reports showed toxicity of tin chloride in rats,
i.e. pathological changes in liver, kidney and brain
edema [6], pancreatic atrophy [7], increased incidence
of changes in fatty acids and vacuoles in the proxi-
mal convoluted tubules [8]. Rabbits fed with one or
more grams of SnCl, every 6-10 days died after 1-2
months with gastritis, degeneration of liver and kidney
and paralysis of the hind legs [9].

In an attempt to determine Sn>*-induced toxic-
ity/genotoxicity and/or carcinogenicity/teratogenicity,
various in vivo and in vitro models have been tested
during the past 25 years. Negative results were re-
ported for the Bacillus subtilis Rec-assay [10] and for
yeast [11] where SnCl; could induce neither mutation
nor mitotic gene conversion. Also, no genotoxic ef-
fects were found in the Drosophila melanogaster wing
spot test [12]. However, since McLean and Kaplan
[13] showed rapid and prolonged suppression of DNA
synthesis in SnCl,-treated Human Raji cells, many re-
ports indicated an interaction between genomic mate-
rial and SnCl,, thus suggesting its putative genotoxic-
ity. McLean et al. [2,14] described that SnCl, produced
single-strand breaks in DNA of Chinese hamster ovary
cells and caused DNA damage in human white blood
cells; genotoxicity of SnCl, was shown in the SOS
chromotest [15]. Ashby and Tennant [16] found car-
cinogenic activity in rat thyroid cells but reported neg-
ative results for the Salmonella assay. SnCly-induced
cytotoxicity/genotoxicity in different DNA repair mu-
tants of Escherichia coli [17,18] and DNA damage was
suggested to occur via formation of oxygen radicals
[19,20]. In vitro, SnCl, induced strand breaks in plas-
mid DNA and it was suggested that this type of DNA
lesion could also be introduced by SnCl; in vivo [21].

In order to further evaluate the genotoxic poten-
tial of SnCl, and to confirm suggested mechanisms
of its action on DNA and on repair of induced le-
sions, we chose the standard bacterial genotoxicity
test systems Salmonella and Mutoxitest as well as
the yeast Saccharomyces cerevisiae as a well-defined
eukaryotic model system, this unicellular organism
offers large numbers of isogenic DNA repair mu-
tants and molecularly well-defined alleles for muta-
genicity testing and, in the diploid phase, also al-
lows the study of mutagen-induced recombinational
processes.

2. Materials and methods
2.1. Strains and media

The relevant genotypes of the bacteria and yeast
used in this study are given in Table 1. Media, solu-
tions and buffers were prepared according to Burke
et al. [22]. Complete medium (YPD) was used for
routine growth of yeast cells and minimal medium
(MM) was supplemented with the appropriate amino
acids (synthetic complete medium, SC). To ascer-
tain yeast respiratory competence and for the elimina-
tion of spontaneously accumulated petites, all strains
were pre-grown on YPG media (glucose replaced by
3% glycerol) before being propagated in YPD. E.
coli strains WP2 uvrA/pKM101 (IC188) and WP2
uvrA oxyR/pKM101 (IC203) were obtained from
M. Blanco, Instituto de Investigaciones Citoldgicas,
Spain.

2.2. SnCl; solubilization

Two types of stannous chloride were used:
SnCl,-2H,0 and anhydrous SnCl, (Sigma, St. Louis,
MO). As SnCl,-2H>0 is poorly soluble in water (less
than its own molecular weight of water; The Merck
Index, 2001), it was routinely dissolved in the follow-
ing manner: 0.1 g was dissolved in 1 mL of cold ab-
solute ethanol (EtOH), and immediately and carefully
heated not to reach the boiling point. Upon agitation,
the initially turbid solution becomes clear. After cool-
ing, 1 mL of water (1:1) was carefully and slowly added
in order to avoid precipitation. This stock solution
(250 mM in 50% EtOH) had to be freshly prepared for
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Table 1
Strains used in this study and their relevant genotypes
Genotype Reference
Yeast strains
BY 10000 MATahis3A1, lys2 A0, leu2 AO, ura3A0 EUROSCARF
4 BY rad mutants Same genotype as BY 10000 but rad52 A, rad2 A, rad4 A, rad6 A See above
MAT, Heul—1trp5S—48+++ his1—208
XS2316 MATZ ad('ﬁleu‘]zi12+g')therl3lyx57l h;§17208 [32]
XV185-14¢c MATw ade2-2, his1-798, lys1-1, trp5-48, hom3-10, arg4-17 [29]
EG103 (WT) MATaleu2-3,112 his3Al trpl-289 ura3-52 GAL* E.B.Gralla
EG118 (sodlA) sodl::URA3 all others markers as EG103 See above
EG110 (sod2A) sod2::TRP]I all others markers as EG103 See above
EG133 (sodl A sod2A) sodl::URA3 sod2::TRP1 double mutant, all others markers as EG103 See above
EG223 (cttl1 A) cttl::TRP1 all others markers as EG103 See above
Bacterial strains
1C203 trpE65, uvrA,oxyR, pKM101 [42]
IC188 trpE6S5, uvrA, pKM101 See above
TA102 hisG428, rfa, pPKM101, pAQ1 [23]

each experiment. Final concentration of SnCl,-2H,0
was either 2.5 or 25 mM (concentration of EtOH never
exceeded 5% and did not affect cell survival). When
concentrations >25 mM of SnCl, were used, the anhy-
drous salt was directly added to the cell suspension.
Since equimolar concentrations of anhydrous SnCl,
and SnCl,-2H> 0 had the same genotoxicity we prefer-
ably used the readily water-soluble anhydrous stannous
salt, thus avoiding use of ethanol and of heating.

2.3. Salmonella/microsome mutagenicity assay

Mutagenicity was assayed by the pre-incubation
procedure proposed by Mortelmans and Zeiger [23].
SnCl, was dissolved in water immediately prior
to use. Hundred microliter of tester-strain cultures
((1-2) x 10° cells/mL) was incubated at 37 °C with dif-
ferent amounts of SnCl, (125-5000 uM) for 20 min,
without shaking. The reaction was stopped and the
cells were dis-aggregated by adding 800 wL of 0.067 M
sodium phosphate buffer, pH 7.4 (PB). Then, 2mL
of molten top agar (0.6% agar, 0.5% NaCl, 50 uM
histidine, 50 M biotin, pH 7.4, 45°C) was added
and the mixture poured immediately onto a plate of
minimal agar (1.5% agar, Vogel-Bonner E medium,
containing 2% glucose). The positive controls were
4-nitroquinoline-oxide (0.5 pg/plate) for TA98, TA97
and TA102, and sodium azide (5 pg/plate) for TA100.
The plates were incubated in the dark at 37 °C for 48 h
before counting.

2.4. E. coli mutagenicity assay—WP2 Mutoxitest

The assays were performed according to Blanco
et al. [24], with a modified pre-incubation procedure
[25]. Hundred microliter of a fresh overnight culture
was incubated without shaking at 37 °C with different
amounts of SnCl, (125-5000 wM) for 20 min. The re-
action was stopped and the cells were dis-aggregated
by adding 800 pL. of PB. Two milliliter of molten
top agar at 45 °C (supplemented with 0.05 mM tryp-
tophan) was added and poured into plates containing
minimal ET4 agar (15 g Difco agar and 4 g glucose/L
of Vogel-Bonner E medium). The plates were incu-
bated for 48 h at 37 °C. The tert-butylhydroperoxide
(+-BOOH, 50 pg/plate) was used as positive control.
All mutagenicity assays were carried out in triplicate,
on at least two occasions.

2.5. Bacterial data analysis

Mutagenicity data were analyzed with Salmonel
software [26]. A compound was considered positive for
mutagenicity only when (a) the number of revertants
was at least double the spontaneous yield (MI > 2; MI
= mutagenic index: number of colonies in the treated
sample/number of colonies in the negative control); (b)
a significant analysis of variance (p < 0.05) was found
for the treated and negative control data; and (c) arepro-
ducible positive dose-response (p < 0.01) was present,
as evaluated by the Salmonel software [27].
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2.6. Yeast Exposure to SnCly and survival

Stationary (STAT) cells were grown in YPD at 30 °C
for 72 h and exponentially growing (LOG) cells were
obtained after 4.5-h incubation of YPD freshly inoc-
ulated with 2 x 10° STAT cells/mL. LOG cells were
only used when having a minimum of 20-30% buds
at (1-2) x 107 cells/mL. Sensitivity of twice saline-
washed yeast suspensions to SnCl, was routinely de-
termined in liquid saline (0.9% NaCl, pH 5.0). Expo-
sure concentrations ranged from 25 to 75 mM for STAT
and from 25 to 250 pM for LOG cells. Exposure time
was up to 90 min at 30 °C. Thereafter, SnCl,-mediated
cell aggregates were de-clumped in phosphate buffer
(PB, pH 7.4, 0.067 M) or in EDTA solution (0.25 M)
before dilution and plating. Routinely, SnCl,-exposed
cell suspensions were diluted into PB, followed by vig-
orous vortexing, except when stated otherwise. Cells
were plated on YPD and survival was determined after
3 days at 30 °C. Presented results are the mean of at
least three independent experiments and the error bars
represent standard deviation as calculated by GraphPad
Prism® program.

2.7. Point and frameshift mutation in haploid yeast

Two alleles, hisI-798 and lys1-1 were used for point
mutagenesis. The suppressible ochre nonsense mutant
allele IysI-1 can be reverted either by locus-specific se-
quence alteration (true reversion) or by a forward muta-
tion in a suppressor gene [28,29]. Distinction between
true reversions and forward (suppressor) mutations at
the lysi-1 locus was according to [30], where the re-
duced adenine content of the SC-Lys medium shows
true reversions as red and suppressor mutations as white
colonies. The hom3-10 mutant allele of haploid strain
XV185-14c was used for assaying putative frameshift
mutagenesis. It is believed that hom3-10 contains a
frameshift mutation due to its response to a range of
diagnostic mutagens [29]. Survival was determined on
SC (3-5 day, 30 °C) and mutation induction (HIS, LYS
or HOM revertants) on media lacking the appropri-
ate amino acid (7-10 day, 30 °C). Forward mutation
was measured with the Canavanine Resistance (CAN-)
Assay (CANI — canl”). Concentration of canava-
nine in complete synthetic media fully supplement-
ing all auxotrophies of the yeast cells was 20-60 mg/L
(SC—ARG +CAN) [31]. Stop of SnCl, reaction and

de-clumping was as described above. Mutant frequen-
cies were scored per surviving cells. Results are means
of three independent experiments. Statistical analyses
were performed using the GraphPad Prism® software.

2.8. Induced mutation and recombination in
diploid yeast

Mitotic recombination (inter- and intra-genic), as
well as hisI-208 reversion was determined in diploid
strain XS2316 [32]. Mutant and recombinant fre-
quencies were scored per surviving cell. Washed
yeast suspensions ((2—4) x 108/mL) were treated with
25-75mM SnCl, as follows: SmL of STAT saline-
washed cells were incubated with 25, 50 or 75 mM
SnCl; for up to 60 min. At fixed times, 1.0 mL aliquots
were withdrawn from the cell suspension and added to
1 mL or 9.0mL of PB (the latter dilution for 50 and
75 mM of SnCly) to stop the reaction and to de-clump
the cell aggregates. The diluted cell suspension was
vortexed vigorously, diluted in 1:10 steps with PB, and
plated on three media (SC, SC-Leu and SC+ Cyh).
Following incubation for 4-7 day at 30 °C, colonies
appearing on SC medium yielded data on cell survival,
while those grown on SC-Leu and SC + Cyh gave the
incidence of intra-genic recombination (mitotic gene
conversion) and inter-genic recombination (crossing-
over), respectively. For assaying, the exact frequency
of reciprocal crossing-over it was necessary to elim-
inate possible revertants to cycloheximide-resistance
resulting from mutation at the CYH?2 locus, as well
as from monosomy of chromosome VII. Therefore,
cycloheximide-resistant colonies were replica-plated
on SC-Lys, SC-Met and SC-Ade media to confirm
the recombination origin of cyh2 homozygocity. Re-
sults are means of three independent experiments. Mi-
totic recombination statistical analyses were performed
using the GraphPad Prism® software.

3. Results
3.1. Genotoxicity in bacteria

In  Salmonella  typhimurium  tester-strains,
12.5-500 uM SnCl; was not mutagenic in frameshift-

sensitive strains TA98 and TA97 and in TA100
(base pair substitution mutation). The only positive
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Table 2

Mutagenicity of SnCly in S. typhimurium TA102 and in E.coli IC188 and IC203 strains

Substance Dose (mM) TA102 1C188 1C203

Rev./plate* MI° Rev./plate* MI® Rev./plate® MI°

NC® 367 + 14 133 + 21 146 + 26

SnCl, 0.125 ND 150 + 30 1.1 179 + 55 1.2
0.25 ND 157 + 33 12 174 + 66 1.2
0.50 ND 179 + 8 1.3 201 + 66 1.4
1.00 442 + 50 12 202 + 35 15 231 + 27" 1.6
1.25 463 + 36" 1.3 185 4+ 5° 14 298 + 417 2.0
2.50 482 + 18" 13 ND ND
3.75 515 + 16™ 14 ND ND
5.00 733 + 41 2.0 ND ND

pcd 1923 + 210 5.2 1250 + 172 9.1 2137 + 288 14.6

ND, not determined.
2 Number of revertants/plate: mean of three plates + S.D.

b MI, mutagenic index: number of colonies induced in the sample/number of spontaneous colonies (negative control).

¢ NC, negative control: distilled water.

4 PC, positive control: 4-nitroquinoline 1-oxide (0.5 p.g/plate) for TA102; tert-butylhydroperoxide (50 pg/plate) for IC188 and IC203.

* p<0.05.
** p<0.01 (ANOVA).

mutagenic response with an MI of 2.0 was observed in
strain TA102, which detects oxidative and alkylating
mutagens and ROS [25] at a SnCl, dose of 500 puM
(Table 2). In this result, also a significant response
for analysis of variance (p <0.05) and a positive
dose-response (p <0.01) was observed. When using
the oxidant-sensitive E. coli strain IC188 (WP2
vrA/pKM101) and its derivative, IC203 (WP2 uvrA
oxyR/pKM101) with enhanced sensitivity to ROS, we
found a dose-dependent mutation induction by SnCl,
(Table 2). However, an MI of 2.0 was reached only in
strain IC203 and only at 125 puM of SnCly, the highest
dose tested.

3.2. Genotoxicity in yeast

Survival of SnCl,-treated STAT cells of haploid
yeast is influenced by cell aggregation and by DNA
repair (Fig. 1). Sn>*-induced cell aggregation, when
not corrected for (undone by diluting in PB or EDTA
buffer) exaggerated the toxic effect. The extent of cor-
rection of survival by proper de-clumping of the Sn*-
treated yeast cells for the WT and the rad4 mutant
that is deficient in nucleotide excision repair (NER)
is shown in Fig. 1 (inset). Clumping efficiency is the
same for both strains as the relative increase in sensitiv-
ity of Sn**-treated rad4 A to the isogenic RAD WT re-

25+
20 Z
£
€
3
w
T 154
®
2
2
=]
L]
10-
5_
0

WT rad2A rad4A rad6A

Fig. 1. Survival of STAT cells of WT and 4 DNA repair mu-
tants after 90 min SnCl, exposure (25 mM) after dilution in saline
(black columns), EDTA buffered saline (open columns), and phos-
phate buffer (hatched columns). Inset: Survival of Sn%* -treated WT
(squares) and rad4A (circles), diluted in either phosphate buffer
(filled symbols) or in saline (open symbols). Photo: Clumping hap-
loid WT yeast after exposure to 25 mM SnCl,.
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survival (%)
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SnCl, exposure time (min)

Fig. 2. Sensitivity to 25 mM SnCl, of five isogenic yeast strains.
RAD (WT (B)); rad4A (V); rad2A (Q); rad6 A (O); rad52A (A).
In some points, error bars (standard deviation) do not exceed the size
of the symbol. Cells were diluted in PB.

mained constant with a dose-modifying factor of about
1.6 (Fig. 1; inset).

The three main modes of DNA repair of S. cere-
visiae each contribute to the observed resistance in the
WT (RAD) strain. Fig. 2 shows sensitivity to Sn’* of
five isogenic yeast strains, four of which carry each
one specific deletion of a DNA repair gene of S. cere-
visiae. All four repair-deficient mutants were signifi-
cantly more Sn?*-sensitive than the isogenic WT, with
rad52 A exhibiting the highest sensitivity amongst the
isogenic repair mutants.

While Sn?* was clearly mutagenic in two histidine
reversion assays, it was more so for the his/-798 mu-
tant allele (Fig. 3). Survival of both strains was in the
order of 70-80%, with the diploid being more resis-
tant (Fig. 3). Clearly, mutation induction was exposure
dose-dependent (Fig. 4). Sn>* also reverted the puta-
tive frameshift allele hom3-10 and the ochre lys/-1 mu-
tant allele in haploid strain XV185-14c at the highest
exposure concentration (75 mM) at still low levels of
toxicity (Fig. 5), in the absence of significant induction
of ochre suppressor mutations (data not shown).

Under the same conditions we could not observe
Sn?*-induced forward mutagenesis in the CAN-assay.

50+

survival (%)

A) 0 10 20 30 40 50 60

7.57

5.0

survivors

2.5

His* revertants/10®

0.0

=

30+

20+

104

His* revertants/10”’
survivors

0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

(C) SnCl2 exposure time (min)

Fig. 3. Genotoxic effects of 25 mM SnCl, in STAT yeast cells of
haploid XV185-14c (A) and diploid XS2316 (M). (A) Survival; (B
and C) reversion of different Ais/ mutant alleles, depending on ex-
posure time; (B and C) have the same abscissa. Cells were diluted in
PB.

In fact, we found negative mutation induction, i.e. the
frequency/survivors of canI® mutations declined with
increasing exposure to Sn>* (Table 3). This was also
observed when plating on lower CAN concentrations
(from 60 wg/mL down to 20 wg/mL) for all five EU-
ROSCAREF strains (data not shown). The correct de-
clumping by PB of Sn”*-treated cells was controlled
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50+
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Fig. 4. Reversion of two different histidine mutant alleles depend-
ing on exposure concentration of Sn** in STAT cells (20 min) in
haploid XV 185-14c (hisi-7 [his1-798], per 107 survivors), hatched
and diploid XS2316 (hisI-1 [his]-208], per 108 survivors), solid
columns, respectively. Cells were diluted in PB.

by microscopic observation. The same yeast suspen-
sions showed forward mutation to CAN-resistance
(CANI — canI®) when treated with UVC (Table 3).
Possible recombinogenic effects of Sn** were in-
vestigated by using the diploid yeast strain XS2316
[32], which detects two forms of mitotic recombina-
tion (crossing-over and gene conversion), in addition
to reversion by mutation. There was a slight increase in
mitotic crossing-over at 50 and 75 mM Sn**-exposure

Table 3
Differential response of the rad52 A strain in the CAN forward mu-
tation assay after SnCl, and UVC exposure

Survival (%) canI®/107 canI®
SUTVIVOTS mutants”

SnCl, 25 mM)™

Zero (control) 100 82 329

20 min 22 45 358

40 min 15 27 188

60 min 9.1 22 175
UVC (J/m?)™

Zero (control) 100 82 1615

10 80 175 2800

* Mutant numbers scored on SC+CAN agar plates [60 pg/mL
CAN].
** Cell suspensions were diluted with PB.
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Fig. 5. SnCly-induced mitotic gene conversion in diploid strain
XS2316 (upper panel): (@) 50 mM SnCl,; (l) 25 mM SnCl,. Lower
panel: SnCl, (75 mM)-induced reversion to prototrophy of (H)
hom3-10 and (A) lysi-1 (locus-specific revertants) in haploid strain
XV185-14c. All experiments include a 2-min exposure dose-sample
to assess for eventual early effects of SnCl,. Cells were diluted in
PB.

concentrations while UVC-induced mitotic recombi-
nation was highly significant (Table 4). SnCl, at 50 mM
resulted in significant mitotic gene conversion (Fig. 5;
upper panel). Increasing the concentration of Sn** from
25 to 50 and to 75 mM, while maintaining the same ex-
posure time, resulted in significantly higher reversion
frequencies for both his/ mutant alleles (Fig. 4).
Compared to STAT cells of the haploid DNA repair-
proficient WT strain XV185-14c, pre diauxic-shift
LOG cells were found slightly more sensitive at an
exposure concentration of 25 uM, i.e. at 0.1% of the
SnCl, concentration (Fig. 6). Thus, the difference in
sensitivity to SnCl, was much greater between STAT
and LOG cells of the same WT strain than amongst
isogenic STAT phase cells of strains with different
capacity of DNA repair, where the most sensitive
rad52A mutant showed an about three-fold higher
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Table 4

Induction of mitotic recombination by SnCl, in diploid S.cerevisiae strain XS2316

Agent (dose) Treatment Survival (%) Crossing-over/ 10° survivors
UVC (J/m?)
0 100.0 42.8 + 1.8 (231)
40 75.5 1944 + 189 (1008) "
60 67.6 2534 + 276 (1112)""
SnCl, (mM) Time (min)
25 0 100.0 16.6 £ 5.0 (352)
1 9.3 24.6 + 5.0 (472)
20 93.7 16.7 £ 1.0 (468)
40 85.4 22.2 + 2.6 (488)
60 75.9 21.9 + 5.7 (446)
50" 0 100.0 35.7 + 8.3 (475)
1 89.0 24.4 + 6.0 (392)
20 76.3 29.3 + 9.3 (650)
40 73.1 29.8 + 0.7 (642)
60 63.2 22.9 + 4.5 (645)
75" 0 100.0 28.9 + 1.2 (493)
1 98.7 29.3 +2.2(518)
20 78.7 39.0 + 2.8 (534)
40 80.6 39.1 + 18.9 (609)
60 64.1 33.4 + 16.0 (435)

UVC data is average of three experiments; data for 25, 50 and 75 mM SnCl, treatments are from an average of two independent experiments.
Numbers in parenthesis represent the absolute number of mitotic recombinants in all plates per dose.

* p<0.05.
** p<0.01 unpaired r-test.
** p<0.001 one-way ANOVA.

Sn*-sensitivity compared to that of the RAD WT
(Fig. 2).

The importance of anti-ROS defence systems of the
yeast cell on SnCly-induced toxicity could be demon-
strated by the higher sensitivity of haploid strains
containing the sod! and sod2 mutant alleles. Lack
of cytosolic superoxide dismutase (sodlA) and, to a
marginal extent, of mitochondrial superoxide dismu-
tase (sod2 A) sensitised the STAT cells to Sn2* (Fi g. 7).
The sod2 A single mutant may confer slight but in-
significant sensitivity, but when in conjunction with the
sodl mutant allele it increases the sensitivity of the dou-
ble mutant significantly (Fig. 7), suggesting that Sod1p
can apparently handle some of the Sod2p substrate, thus
masking the potential contribution of Sod2p in cop-
ing with Sn**-induced oxi stress. On the other hand,
lack of catalase did not impose any Sn’*-sensitivity,
as the respective crtl A mutant had WT-sensitivity
(Fig. 7).

4. Discussion

SnCl, has been shown to be genotoxic when applied
to single cells, be it of mammalian [13,14] or bacterial
origin [17,18]. However, up to now mutation induction
by SnCl; in the genetically well-established test sys-
tem S. cerevisiae has not been described and data on
putative DNA-repair of SnCly-induced DNA damage
has been lacking. Our results clearly show that Sn>*
is both toxic and mutagenic in yeast, and that DNA
lesions induced by it are repaired by different repair
mechanisms.

In order to obtain realistic experimental conditions
we had to overcome a Sn**-specific complication that
stemmed from the high reactivity of Sn>* ions with the
cell’s surface, causing cell aggregates of up to 50 cells
(Fig. 1; inset, photo). These clumps, however, could be
undone by addition of chelating agents, e.g. EDTA or
PB plus vortexing, and this procedure lead to a realistic
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Fig. 6. Growth phase-related sensitivity to Sn>* exposure of haploid
strain XV185-14c (RAD). (B) STAT cells exposed to 25 mM; (OJ)
LOG cells exposed to 25 uM; (A) LOG cells exposed to 250 uM
SnCl,. Cells were diluted in PB.

representation of surviving single cells (Fig. 1). Rapid
binding of Sn**, apparently to poly-anionic polymers
of the cell wall and cell capsule of Streptococcus mu-
tans, most of it removable by washing with EDTA, has
already been reported [33]. Similar processes, involv-

100

survival (%)

0 20 40 60
SnCl, [25mM] exposure time (min)
Fig. 7. Sensitivity to 25 mM SnCl, of haploid STAT cells of yeast.

WT (B); sodlA (A); sod2A (V); sodl A sod2A (O); cttl A (O).
Cells were diluted in PB.

ing mannoproteins, might occur in Sn**-induced yeast
cell clumping (Viau, unpublished data). This is sug-
gested by the finding that post-treatment protease di-
gestion could undo the clumps as efficiently as EDTA
or PB (data not shown). Induction of cell aggregation
seems to be a typical characteristic of Sn>* (SnF, does
likewise), whereas Co?*, Cd?*, Ni2*, Fet, Ca2*, A3+
and Cu2* did not induce this (data not shown). These
aggregation processes may have contributed to some
negative results presented in literature (i.e. B. subtilis
and Salmonella [34,16]) and the only report that SnCl,
is not genotoxic in yeast [11] might have resulted from
an experimental shortcoming, in that SnCl, was ap-
plied on agar media where several putative chelating
agents in the media would neutralize most, if not all,
Sn*-activity. This might also have happened in the B.
subtilis Rec-assay [10,34] that uses filter disks on agar
medium and, therefore these negative results may be
questionable.

After correcting for clumping we found that SnCl,
has significant genotoxic potential as all isogenic DNA
repair mutants of S. cerevisiae were more sensitive than
the WT (Fig. 2). The recombination-deficient rad52 A
mutant, unable to repair DNA single- and double-
strand breaks [35], was the most sensitive while rad6 A,
representing a blocked error-prone repair [36], dis-
played intermediate Sn?*-sensitivity; mutants rad2 A
and rad4 A, both deficient in NER [37], showed only
a weak (i.e. less than two-fold) and nearly identical
sensitivity response as compared to the isogenic WT
(Fig. 1; inset and Fig. 2). The rad6 mutant showed
some variability in its SnCl,-sensitivity, perhaps ow-
ing to its slow-growth characteristics and tendency to
accumulate suppressors [38], and responded to EDTA-
treatment with significantly improved survival (Fig. 1)
(at the same declumping efficiency as PB). We also
want to point out that different WT strains, i.e. EU-
ROSCAREF versus XY 185-14C differed significantly in
SnCl,-sensitivity (Figs. 1 and 3). Of seven WT strains
tested by us, six fell into two sensitivity groups: three
strains, amongst them the EUROSCARF WT, showing
around 80% survival (25 mM SnCl,, 60 min), while
three others, amongst them XV 185-14c, had around
35% survival at the same treatment. One, W303, had
intermediate sensitivity with a survival at about 55%
(data not shown).

The sensitivity ranking of the five isogenic EU-
ROSCAREF strains indicates a major repair contribu-
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tion of recombinational processes (RADS52 pathway)
whereas SnCl,-induced DNA lesions seem to be a poor
substrate for NER. Error-prone repair is clearly in-
volved in lesion removal (Fig. 2) and the observed mu-
tation induction (Figs. 3-5). Gene conversion requires
DNA synthesis and during repair of damaged DNA this
apparently includes error-prone repair enzymes [39].
Thus, processes associated with translesion synthesis,
including the activity of polzeta might be involved, and
a homoallelic diploid rev3 mutant might be a good can-
didate for testing the putative involvement of polzeta
in Sn**-induced mitotioc gene conversion.

The yeast rad52A mutant’s specific sensitivity to
strand breaks-generating mutagens suggests that SnCl,
directly or indirectly leads to this type of DNA lesion
in yeast as it does in vitro in plasmid DNA [20,21]. Tin
chloride-induced DNA oxidation is suggested to cause
mutagenicity in bacteria [18,19]; this is confirmed by
the high sensitivity of bacterial tester-strains lacking
anti-ROS defences (Salmonella TA102 and Mutoxitest
strain WP203; Table 2). Sn?*-induced toxicity can be
prevented by ROS scavengers (i.e. thiourea, sodium
benzoate and dipyridyl [40]) as well as by chelating
agents (i.e. glucoheptonic acid [41] and EDTA [21]).
Our finding that SnCl, was mutagenic for strain IC203
and non-mutagenic for IC188 may again indicate ox-
idative mutagenesis, since both strains have the same
genetic background and only differ in that the transcrip-
tion regulator of many genes involved in the response
to oxidants, OxyR is missing in strain IC203 [42]. The
fact that H,O; is able to induce a cross-adaptive re-
sponse against SnCly-promoted lethality [43] suggests
that OxyR participates, via regulating catalase, alkyl
hydroperoxide reductase and superoxide dismutase, in
the defense against Sn>*-generated ROS. Finally, the
about extremely high resistance to Sn** of STAT cells
as compared to LOG cells of the same strain (Fig. 6)
may also be due, at least in part, to the maximal ex-
pression of anti-ROS defence systems in the former
[44].

From Figs. 3 and 4 we can deduce that the his!-
798 missense mutant allele can be reverted by Sn’*
much more readily than the his/-208 chain termina-
tion mutant allele of the homozygous diploid, which is
also true for spontaneously arising His* revertants in
haploids containing these mutant alleles [45]. Mutation
induction by Sn”* in these two His reversion systems
clearly depends on exposure dose, be it variable expo-

sure time at constant dose (Fig. 3) or variable concen-
tration at constant time (Fig. 4). Treatment with SnCl,
also induced reversion of a putative frameshift allele
(hom3-10) and locus-specific reversion of the ochre al-
lele lys1-1 (Fig. 5) while induction of ochre suppressor
mutations was negligible (data not shown). The mod-
erate mutagenicity of Sn?* was achieved at low cyto-
toxicity so that selection of spontaneous mutants can
be ruled out.

The significant mutagenicity of Sn’* in yeast cer-
tainly justifies further research as to the types of DNA
lesions induced by it and the cellular repair responses
elicited. The strong induction of Sn**-resistance dur-
ing diauxic shift and growth to STAT phase, that leads
to a better survival at a 1000-fold higher Sn>* exposure
dose (Fig. 6), suggests that cellular defences against
ROS, i.e. expression and activity of enzymes not in-
volved in DNA repair, play a much more prominent
role in Sn?*-resistance than does the DNA repair ma-
chinery. This high resistance to oxi-stress is a typical
hallmark of resting yeast cells [46]. However, the ratio
of metal uptake as well as the metal binding to the outer
cell wall (mannoproteins) may vary between LOG and
STAT cells and thus might greatly influence sensitivity
as well. This question must be addressed and may be
answered by molecular dosimetry; with this approach
we might be able to determine not only the amount of
totally cell-bound Sn* but also the fraction of the metal
ions that passes the cytoplasmic membrane, i.e. that is
actually taken up by the cells (LOG versus STAT).

In summary, our results clearly show that Sn”* ions
are genotoxic in our pro- and eukaryotic microbial test
systems. Tin chloride can thus be defined as a moderate
mutagen of low toxicity. Most probably, DNA damage
is caused by ROS and is preferentially repaired via re-
combinational and error-prone processes in haploid and
diploid yeast.
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DISCUSSAO

Os processos vitais seriam impossiveis na auséncia de
determinados ions metalicos (Eide 2003; Rutherford e Bird 2004). No entanto, nas
sociedades industrializadas, os metais pesados representam um potencial
prejudicial a saude humana (lkem e Egiebor 2005). Particularmente, o estanho e
seus compostos tém despertado o interesse da comunidade cientifica por estarem
presentes em varios segmentos da vida cotidiana (Ridel 2003; Blunden e Wallace
2003).

A exposicédo da populacao ao estanho ocorre, basicamente, através
da dieta, pelo consumo de alimentos e liquidos enlatados. Ha varios agravantes
que ocasionam um contato ainda maior com esse metal: determinados tipos de
alimentos, como o tomate enlatado, apresentam uma quantidade maior de
estanho por ja terem sido expostos a esse metal e seus compostos (utilizacdo de
formulacdes de agrotdxicos com organoestanhados); peixes enlatados também
podem conter maior quantidade de estanho em virtude da contaminacdo das
aguas com produtos utilizados nos cascos dos navios, barcos e similares a fim de
evitar a acdo da corrosao (utilizacdo de formulacbes que contém compostos de
estanho) (Tobin e Cooney 1999; Burger et al. 2002).

O presente estudo utilizou o cloreto estanoso (SnCl,) para verificar
os tipos de danos que o fon metalico Sn®** gera nos componentes celulares,
principalmente em nivel do material genético da célula. O primeiro cuidado que se
tomou foi em relacdo ao pH. Sabe-se que, em solucdes aquosas, o cloreto
estanoso se dissocia e forma o fon Sn?". A estabilidade dessa espécie idnica é
somente em pH abaixo de, aproximadamente, 5 (Pettine et al. 1981). Em valores
de pH alcalinos, o fon metalico Sn?** forma o composto chamado hidréxido de

estanho Sn(OH). que é insoluvel e, por essa razdo, ndao reage com OS
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componentes celulares (Riidel 2003). Apenas o Sn?* é capaz de entrar na célula e
gerar danos aos seus componentes (McLean et al. 1983a).

A espécie idnica Sn* é mais reativa do que a Sn**. Quimicamente, o
Sn?* pode reagir, em solugdo aquosa, com os atomos de oxigénio, nitrogénio e
enxofre, enquanto que o Sn** forma éxidos de estanho insoltveis incapazes de

entrar na célula e gerar algum tipo de lesdo (McLean et al. 1983a).

A alta reatividade da espécie idnica Sn?* foi demonstrada, quando se
iniciou o presente estudo, com a pronunciada capacidade que o0 estanho
apresenta de agregar as células da levedura S. cerevisiae. Esse fenbmeno nao é
levedura-especifico, uma vez que ha relatos na literatura de que o estanho agrega
células de Streptococcus mutans (Attramadal e Svatun 1980) e células
sanglineas humanas (McLean et al. 1983a). No teste Salmonella/Microssoma e

no Mutoxiteste, constatou-se o mesmo fato.

Testaram-se outros ions metdlicos (cobalto, cadmio, ferro, calcio e
aluminio) para verificar se as células da levedura se agregavam. Constatou-se que
o fenbmeno é estanho-especifico, ja que o fluoreto de estanho igualmente levou
as células a apresentar o mesmo comportamento. Estudos estdo sendo realizados
no nosso laboratério para verificar a interacdo do estanho com as manoproteinas
presentes na parede celular de S. cerevisiae, utilizando-se um método fisico-
quimico chamado Infra Vermelho com a Transformante de Fourier (FTIR). Isso
porque as manoproteinas sao glicoproteinas situadas na superficie mais externa
da parede celular, estando essa fragdo em contato direto com o meio onde a
levedura se encontra (Manners et al. 1973; Fleet e Manners 1977; Pastor et al.
1984; Krizkova et al. 2001).

Para que todos os experimentos do presente trabalho fossem
realizados de uma maneira correta, houve a necessidade de, ap6s o tratamento
com o cloreto estanoso nas doses e tempos estabelecidos, remover a fracdo do
estanho que ficou aderida a parede celular e que, conseqlientemente, nao foi
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absorvida pela célula. Uma remocgéo inadequada foi observada com a utilizacao
de solucao salina (NaCl 0,9%, cloreto de sédio). Nesse caso, o estanho ficou
aderido a parede e pdde ser lentamente internalizado na célula, provocando uma
toxicidade acentuada (Capitulo I, figura 1).

Quando se utilizou tampao fosfato e EDTA
(etilenodiaminotetraacético), a toxicidade e a genotoxicidade puderam ser inferidas
corretamente nos ensaios. Por praticidade e custo, ajustou-se a metodologia com
tampao fosfato pH 7,4 para cessar a reacao e remover a fragdo do metal que nao
foi absorvida pela célula, bem como desfazer a agregacao das células. Acredita-se
que a remocdo tenha sido eficiente, e testes posteriores confirmardo essa
afirmacao. Pretende-se comparar os testes de sobrevivéncia pré-tratados com
protease com a metodologia empregada no trabalho (tampéao fosfato) para inferir
se o0os danos que o estanho promove no interior da célula devem-se,
exclusivamente, ao metal absorvido durante os tempos propostos, e ndao a

entradas progressivas do metal na célula.

Outro fato que contribuiu para os achados de que o estanho interage
fortemente com os componentes da parede celular da levedura e com o0s
componentes de membrana foi a impossibilidade de realizacdo do teste de
mutagénese para a frente (Forward mutation) (Capitulo I, tabela 3). O ensaio
baseia-se na reversdo de um fenétipo dominante (homozigoto, heterozigoto ou
hemizigoto) sensivel a canavanina em um fendtipo recessivo resistente a
canavanina. O gene CANT1 codifica uma arginina permease capaz de importar
para a célula tanto arginina quanto canavanina. A canavanina € um analogo téxico

da arginina (para revisao, ver Burke et al. 2000).

Quando as células tratadas com cloreto estanoso foram semeadas
em meio contendo canavanina, houve uma acentuada toxicidade, e o numero
absoluto de mutantes contados nas placas decresceu significativamente. Até
mesmo 0s mutantes espontaneos desapareceram. Pensou-se que o fato fosse
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intrinseco a linhagem utilizada, mas logo se descartou essa possibilidade, porque
se observou o mesmo fato inclusive nas quatro linhagens defectivas nas trés
principais vias de reparagdo de danos ao DNA (EUROSCARF) empregadas no
estudo. Partiu-se para o controle das placas, tanto da canavanina quanto das
concentracdes das placas. Fizeram-se placas com 20 pg/mL, 40 ug/mL e 60
ug/mL e utilizou-se uma outra fonte de canavanina, mas obteve-se 0 mesmo

resultado.

Sabe-se que, ao ligarem-se as proteinas da membrana, os metais
pesados podem modificar canais protéicos ou os receptores de membranas, assim
como alterar a permeabilidade e, consequientemente, alterar o fluxo de compostos
das células (Carpenter 1994; Narahashi et al. 1994; Gydri et al. 2000). O estanho
pode entrar na célula e, ao acumular-se, pode competir com ions divalentes

endogenos e alterar processos metabolicos intracelulares.

Estudos em ratos demonstraram que o estanho afeta o0 metabolismo
do célcio (Yamaguchi et al. 1982; Hattori et al. 2001), e estudos em humanos
constataram que o estanho interfere na homeostase do zinco (Johnson et al. 1982;
Johnson e Greger 1982). Essas interferéncias nos niveis de metais essenciais
para a célula sdo preocupantes quando se trata de grupos de risco que estdo num
estado nutricional marginal. Os grupos de risco sdo idosos (Greger e Sciscoe
1977; Greger 1977), criancas (Hambidge et al. 1976) e gestantes (Jameson 1976).

Estudos na levedura S. cerevisiae estdo sendo idealizados no nosso
laboratério para verificar se ha a interferéncia no metabolismo de outros metais
essenciais, como o magnésio, ferro e cobre, quando as células sao tratadas com
estanho. Para tal fim, sera utilizado o método fisico-quimico PIXE (Emissao de
Raios X Induzida por Particula).

Ao analisar a sensibilidade dos mutantes defectivos nas trés
principais vias de reparagdo de danos ao DNA, evidenciou-se uma maior
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sensibilidade do mutante rad52A ao estanho quando comparado com 0s outros
mutantes (rad2A, rad4A, rad6A) e com a linhagem selvagem isogénica (BY10000)
(Capitulo 1, figura 1). Esse mutante é deficiente no mecanismo de reparacéo
recombinacional, sendo incapaz de reparar lesées que geram quebras simples e
duplas na estrutura do material genético da célula (Kupiec 2000). Nesse contexto,
com a significativa sensibilidade do mutante rad52A, péde-se inferir que o tipo de
lesdo que o estanho causa in vivo no DNA sao quebras simples e duplas. Dantas
et al. (1999) e De Mattos et al. (2000) ja haviam demonstrado in vitro que o cloreto

estanoso gera quebras em DNA plasmidial.

Sabe-se que o Sn** pode formar espécies neutras e anibnicas, as
quais sao 6timas doadoras de elétrons. Essas espécies podem agir diretamente
com o DNA e, com isso, clivar as fitas de nucleotideos. Além disso, 0 Sn?** pode
coordenar com varios atomos (oxigénio, nitrogénio, halogénio), formando
compostos covalentes e apresentando um potencial de formar pontes intercadeias
(DNA-DNA, DNA-proteina) (McLean et al. 1983a,b).

Claramente, a reparacao sujeita a erro (Via RADG6) esta envolvida na
reparacdo dos danos que o estanho induz. Isso porque o0 mutante rad6A
apresentou uma sensibilidade intermediaria ao estanho. O envolvimento dessa via
corrobora a mutagenicidade observada na levedura S. cerevisiae (Capitulo I,
figuras 3-5). Nota-se, também, que os tipos de lesdes provocadas pelo cloreto
estanoso sdo um fraco substrato para as proteinas envolvidas na via de reparagao
por excisao de nucleotideos. Tanto o mutante rad2A quanto o rad4A apresentaram
uma sensibilidade baixa ao Sn®* e similar a da linhagem selvagem (Capitulo |,
figura 1).

A recombinacao mitética € um dos mecanismos usados pelas células
para reparar os danos ao DNA, restaurando a integridade do mesmo, e que requer
a participacao das enzimas envolvidas na reparacado sujeita a erros (Via RADG)
(Haber 2000). Logo, a participagdo dessa via, juntamente com a reparacao
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recombinacional, é justificada pelo fato de o SnCl, ser um agente convertogénico
(Capitulo |, figura 5). O tipo de recombinagao mitética que o estanho promove é a
conversao génica (troca nao reciproca de informacao genética). A recombinacao
mitotica do tipo permuta ou crossingover (troca reciproca de informagao genética)
praticamente ndo foi observada nas doses estabelecidas no estudo (Capitulo |,
tabela 4).

Singh (1983) nao detectou o poder convertogénico e mutagénico do
SnCl, na concentragdo de 100 mM. Contudo, a realizagao do seu estudo diferiu do
presente trabalho, uma vez que a andlise foi qualitativa e foram utilizados discos
embebidos com cloreto estanoso colocados diretamente nas placas com o meio
de cultura. Pode ter ocorrido o mascaramento da atividade do SnCl, por agentes
que seqlestram metais, presentes no meio de cultura. Observa-se a importancia
da utilizacdo de uma metodologia correta, bem como da eliminagcédo de fatores que
possam mascarar a atividade téxica e genotdxica de um determinado agente

estudado.

O SnCl; foi mutagénico para a linhagem IC203, que nao apresenta o
fator de transcricdo OxyR, responsavel pela regulacdo da transcricdo de varios
genes envolvidos na resposta a agentes oxidativos (Blanco et al. 1998; Martinez et
al. 2000), bem como para a linhagem TA102 de S. typhimurium, que detecta
mutagenos oxidativos e agentes alquilantes. Portanto, esses achados corroboram
a idéia de que o fon Sn?* apresenta um poder de formar pontes intercadeias no
DNA e de produzir espécies reativas de oxigénio (Capitulo I, tabela 2).

Os resultados encontrados no presente trabalho confirmaram os
resultados demonstrados por Silva et al. (1994) e por Cabral et al. (1998). O Sn?*
promoveu danos oxidativos, produzindo, de uma maneira indireta, espécies
reativas de oxigénio. Esse fato é de suma importancia, uma vez que os danos

oxidativos tém sido relacionados a doencgas neurodegenerativas, problemas na
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circulagdo sangulinea, cancer e envelhecimento precoce (Ames et al. 1993; Stohs
e Bagchi 1995; Silva et al. 2002).

A significativa sensibilidade do mutante sod7A sugeriu a formacao do
anion superéxido (O2~) apds o tratamento com o SnCl,. A maior sensibilidade do
duplo mutante (sod7Asod2A) em relagdo a do simples mutante sod7A (Capitulo |,
figura 7) demonstrou que a proteina superéxido dismutase mitocondrial Sod2
também tem uma participacdo na protecdo contra os danos oxidativos gerados
pelo SnCl,.

O fato de o simples mutante ctt1A ter apresentado praticamente a
mesma sensibilidade da linhagem selvagem quando exposto ao SnCl, (Capitulo |,
figura 7) indica que o peréxido de hidrogénio (H-O,) foi formado apenas pela
reacdo de dismutagéo do anion superéxido (2 O2~ + 2H" = Oz + H»0,), catalisada
pela proteina superdxido dismutase. Para confirmar a ndo participagdo da enzima
catalase citosodlica (catalase T, Ctt1p) e, por conseguinte, a ndo formacao de
peréxido de hidrogénio, seria interessante testar, em estudos posteriores, a
sensibilidade do mutante cta’A. O gene CTAT71 codifica a proteina catalase A

(catalase peroxissomal) e, igualmente, dismuta HoO».

A sensibilidade mais acentuada ao SnCl, foi observada quando as
células estavam em metabolismo fermentativo (fase logaritmica ou exponencial).
Nessa fase, as células mostraram-se mil vezes mais sensiveis ao estanho do que
quando em metabolismo respiratério (sensibilidade calculada com base na dose
de exposi¢ao necessaria para obter uma mesma curva de sobrevivéncia) (Capitulo
l, figura 6).

Sabe-se que as células adquirem resisténcia a compostos que
geram danos oxidativos durante e logo apés a fase diduxica. E quando as células
sao desreprimidas (desrepressdo catabdlica), e as funcbes celulares sao
adaptadas ao metabolismo respiratério (Maris et al., 2000). Independentemente
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dos mecanismos de reparacao e das enzimas ligadas a danos oxidativos, ha uma
maior contribuicao do estado fisiolégico (metabdlico) da célula para a resisténcia

ao estanho.

Cogita-se a possibilidade de ocorrer uma diferenga na captacao do
fon metdlico Sn®** quando as células estdo em metabolismo fermentativo e
respiratério. Através de uma andlise quantitativa, utilizando o método PIXE
(Emissao de Raios X Induzida por Particula), podera ser verificado se ha uma
maior eficiéncia de captacdo do metal quando as células estdo em crescimento

devido a maior ativacao dos transportadores de membrana.

O fato do fon metalico Sn?* ser um agente mutagénico moderado e
de baixa citotoxicidade nao significa que se pode, indiscriminadamente, utiliza-lo

ou assumi-lo como seguro.
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CONCLUSOES

1.1 Conclusao geral

Com este estudo, conclui-se que o cloreto estanoso é um agente

genotdxico e que pode ser definido como sendo um agente mutagénico moderado

de baixa toxicidade. Além disso, os danos que o ion metalico Sn** gera ao DNA

sao causados pela formacao de espécies reativas de oxigénio podendo resultar

em quebras na estrutura do material genético.

1.2 Conclusoées especificas

v

Os testes realizados em  organismos  procariéticos,
Salmonella/Microssoma e Mutoxiteste indicam que o SnCl, causa

danos oxidativos a célula;

O alto poder agregante do ion metalico Sn** e a impossibilidade
de realizacdao do teste de mutacdo para a frente (forward
mutation) sugerem uma alta afinidade desse ion com os
componentes da parede celular da levedura Saccharomyces

cerevisiae,

O SnCl, é um agente mutagénico e convertogénico em

Saccharomyces cerevisiae;

O SnCl, ndo induz recombinacao mitdtica do tipo permuta ou

crossingover em Saccharomyces cerevisiae;

Tanto a toxicidade quanto a genotoxicidade do SnCl, apresentam
um perfil dose e tempo dependentes;
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v O simples mutante sod7A e o duplo mutante sod7Asod2A de
Saccharomyces cerevisiae foram sensiveis ao SnCl,, sugerindo a

formag&o do anion superéxido (O2");

v As células de levedura Saccharomyces cerevisiae em
metabolismo fermentativo sdo extremamente sensiveis ao SnCl,

quando comparadas ao metabolismo respiratorio;

v' O mutante rad52A é o mais sensivel ao SnCl, quando comparado
com os outros mutantes de outras vias de reparacao do estudo, o
que permite inferir que o Sn®* causa quebras simples e duplas no
DNA;

v A moderada sensibilidade dos mutantes rad2A e rad4A, bem
como a do mutante rad6A, sugerem a participacdo da via de
reparacao por excisao de nucleotideos e da via sujeita a erros na
remocao dos danos provocados pelo SnCla.
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PERSPECTIVAS

Para melhor compreender como o fon metalico Sn®** age,
primeiramente, com 0os componentes da parede celular e, posteriormente, com o

material genético da célula, faz-se necessério aprofundar os estudos, realizando:

v" Analises com métodos fisico-quimicos aplicados a microbiologia
que permitam analisar interacdes de metais com 0s componentes
da célula. A espectroscopia no Infra Vermelho com a
Transformante de Fourier (FTIR) é capaz de prover essa

informacao;

v' Estudos que esclaregam quais sdo 0s metais essenciais que
estdo sendo descompensados com a presenca do estanho. A
espectroscopia por Emissao de Raios X Induzida por particulas
(PIXE) pode fornecer esse dado;

v' Analises que possam contribuir com as informacdes iniciais
obtidas neste trabalho de que o estanho induz danos oxidativos.
Nesse sentido, genes envolvidos na protecdo contra o estresse
oxidativo em levedura poderiam ser estudados, tais como: GSH1
(envolvido na biossintese da glutationa) e YAP1/YAPZ2 (fator de
transcricdo que regula a sintese de enzimas envolvidas nas

respostas a danos oxidativos), dentre outros;

v Estudos moleculares que possam elucidar quais as proteinas que
estdo sendo expressas quando as células de levedura sao
tratadas com SnCl,, empregando metodologias de macro e/ou

microarranjos.
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