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APRESENTACAO

O Omega-3 (w-3) é um acido graxo polinsaturado (PUFA -
Polyunsaturated Fatty Acids) também conhecido como “6leo essencial” por ndo
ser sintetizado pelo organismo, tanto no homem como nos outros animais; por
esta razdo, tem que ser ingerido na dieta. Os principais representantes sdo acido
alfa-linolénico (ALA) de cadeia curta que € metabolizado em acido
eicosapentaendico (EPA) e &cido docosahexaendico (DHA) ambos de cadeia
longa.

O ALA é encontrado principalmente em alimentos vegetais, incluindo
6leos como o de linhaga, canola (MARQUES, 2008), soja e nozes (CITADIN et al.,
2008). O EPA e o DHA séo sintetizados por mindsculos organismos vegetais
marinhos, os fitoplanctons, mas sao encontrados em peixes marinhos de aguas
frias e profundas, salméo, sardinha, cavala, arenque, bacalhau, anchova, que se
alimentam de fitoplanctons, e também em certos frutos do mar, a exemplo de
lagostas e camardes.

Os &acidos do tipo w-3 sdo componentes essenciais de membranas
celulares e estdo envolvidos em diversos processos metabdlitos, principalmente
mecanismos de defesa antiinflamatérios, de crescimento e de multiplicacédo
celular. Na composicdo celular podem atuar determinando a fluidez da
membrana, a formacéo de receptores, capacidade de ligacado das proteinas com
receptores e ativacao de vias metabdlicas.

Os beneficios nutricionais e medicinais do w-3 tém sido discutidos em
muitos artigos e conferéncias. Dentre os efeitos fisiolégicos em humanos estdo
reducdo de fatores de riscos associados a doencas cardiovasculares, psoriase,
depressao, Alzheimer, diabetes, artrite e cancer.

Vérios estudos epidemioldgicos evidenciaram que grupos de pessoas
que consomem dietas ricas em acidos graxos w-3 podem ter uma menor
prevaléncia de alguns tipos de cancer como o cancer de colon, prostata, mama e
ovario e ainda reduzir o indice de metastases.

A literatura cita varios mecanismos de acdo dos PUFAs w-3 contra
células neoplasicas e também a importancia da suplementacéo na dieta para uma

boa quimioprevencdo. Assim, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar as



atividades antimutagénicas e antitumorais de diferentes concentragbes de w-3
sobre o efeito mutagénico e carcinogénico do quimioterapico doxorrubicina (DXR
0,125 mg/mL), por meio dos testes SMART (Somatic Mutation and Recombination
Test) e wts (Warts - Teste para deteccdo de tumor epitelial), ambos em células
somaticas de Drosophila melanogaster.

Este trabalho sera apresentado sob a forma de capitulos. No Capitulo |
sdo abordados assuntos como 0 processo carcinogénico, o papel dos
quimiopreventivos na regressao do cancer e formacao de radicais livres. Como o
Omega-3 possui papel central neste trabalho € descrito com detalhes: definicdo,
conceitos, aplicacfes, beneficios do consumo do acido graxo. Os testes SMART
(Somatic Mutation and Recombination Test) e Warts (teste para deteccdo de
tumor epitelial em Drosophila melanogaster) também foram descritos e usados
neste estudo para investigacdo dos possiveis efeitos do 6mega-3 em organismos
experimentais.

O Capitulo Il consiste no manuscrito intitulado “EFEITO MODULADOR
DO OMEGA-3 SOBRE A MUTAGENICIDADE E CARCINOGENICIDADE DA
DOXORRUBICINA EM CELULAS SOMATICAS DE Drosophila melanogaster”,
que sera enviado para publicacdo no “Journal of Biomedical Science”.



CapriTuLO 1

FUNDAMENTACAO TEORICA




1. GENETICA E CANCER

O corpo humano é formado por milhdes de células que se reproduzem
através de um processo chamado divisdo celular. Em condicfes normais, esse
processo é ordenado e controlado, responsavel pela formacgéo, crescimento e
regeneracao dos tecidos saudaveis do corpo (FERNANDES e MELLO, 2008).

Diversas situacfes podem perturbar o comportamento normal das
células, tais como: agentes ambientais (poluentes como alcatrdo, tabagismo, raios
ultravioletas, alimentacdo); agentes bioldgicos (infec¢cdo por virus oncogénico,
exemplo, o papiloma virus que predispbe para o cancer de colo do utero); ou
mesmo predisposicfes genéticas (quando um gene danificado que confere alta
suscetibilidade ao cancer é passado para diversas geracfes) (FERNANDES e
MELLO, 2008; GATES e FINK, 2008; NAOUM, 2008).

A mudanca no comportamento das células é chamada de
carcinogénese (Figura 1) (FERNANDES e MELLO, 2008). A carcinogénese
resulta de multiplas etapas de desenvolvimento e pode envolver dezenas, até
centenas, de genes, por meio de mutacbes génicas, quebras e perdas
cromossOmicas, amplificagcdes génicas, instabilidade gendmica e mecanismos
epigenéticos (DANTAS et al., 2009).

De forma simplificada, as etapas da carcinogénese sao: iniciacao,
guando as células estdo expostas a um agente carcinogénico; promocéo, quando
as células “anormais” persistem e iniciam uma etapa pré-neoplasica; progressao,
fase final da tumorigénese, quando ocorre crescimento celular descontrolado
(BATISTA, 2010).

Os principais controles genéticos sao aqueles que atuam na regulagéo
da proliferagcéo celular, tais como 0s proto-oncogenes e 0S genes supressores de
tumor. Os proto-oncogenes sao genes responsaveis pela proliferacao celular
ordenada, 0s genes supressores de tumor sdo genes que atuam mantendo essa
proliferagdo sob controle, restringindo o crescimento celular e diminuindo a
probabilidade de uma célula se tornar cancerosa (LOURO et al., 2002). As
mutacOes nesses genes podem acarretar varios tipos de cancer. Como podem

ser observados nas Tabelas le 2.



Tabela 1. Genes supressores de tumores (GST) relacionados como causas de cancer e
sindromes herdadas. Fonte: NAOUM, 2008.

GST Tumor Primario Sindrome Herdada
APC Colo-retal Polipose adenomatosa familiar
BRCA-1 Mama Céancer de mama familiar
NF-1 Neurofibroma Neurofibromatose tipo-2
NF-2 Meningiomas Neurofibromatose tipo-2
pl16 (MTS1) Melanoma Melanoma familiar
p53 Sarcomas, linfomas, etc.  Cancer de ovario e glandula adrenal

Tabela 2: Relacéo entre proto-oncogene, tipo de lesdo e tipo de cancer. Fonte: NAOUM,
2008.

Proto-oncogene Les&o néo proto- Neoplasia
oncogene
Abl Translocacao Leucemia miel6ide crénica
bcl-2 Translocacao Linfoma de célula-B
CYCD-1 Translocacao Céancer de mama
Myc Translocagéo Linfoma de Burkitt
gip Mutacédo de ponto Cancer de ovario e glandula adrenal
K-ras Mutacao de ponto Leucemias agudas, Cancer de tiredide e
melanoma
myc Amplificacdo Céancer de pulméo, mama e cervix
L-myc Amplificagéo Céancer de pulméo
N-myc Amplificagéo Neuroblastoma

As mutacdes podem acarretar multiplos efeitos que, na grande maioria,
sao resultados maléficos como, malformacdes congénitas, envelhecimento celular
e organico, teratogénese e canceres (SILVA et al., 2003).

O céancer € considerado uma das maiores causas de morte no mundo
(DANTAS et al.,, 2009), definido como uma doenga multicausal crbnica
(GAROFOLO et al., 2004) consequente de uma série de mutacdes especiais que
se acumulam em uma célula, a qual atribui alta habilidade de proliferagéo celular,

diminuicdo da suscetibilidade a apoptose ou aumento da taxa geral de mutacao



da célula (SUZUKI, 2002) e ainda ganho da capacidade de invadir novos tecidos
adjacentes ou de sofrer metdstases para tecidos distantes (RIBEIRO, 2003).

Quase todo cancer € genético, pois é causado por danos aos genes
qgue controlam a célula ou o crescimento celular. Geralmente, esse dano é devido
a influéncias externas, ou “carcindgenos”, que danificam 0s nossos genes ao
longo da vida (GATES e FINK, 2008).
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Figura 1: Etapas da carcinogénese. Fonte :INCA/MS, 2008.

2. DIETAE QUIMIOPREVENQAO DO CANCER

A luta contra o cancer é um dos maiores desafios da humanidade.
Diante deste problema, diferentes estudos tém reavaliado os efeitos benéficos
dos alimentos para a prevencdo do cancer, pois, estima-se que 30-40% dos
tumores podem ser evitados com um estilo de vida saudavel e dieta correta
(DIVISI et al., 2006).

O processo de desenvolvimento de um céancer é chamado de
carcinogénese. A carcinogénese geralmente é um processo lento, 0 que permite

oferecer uma ampla janela terapéutica para bloguear o desenvolvimento de um
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tumor (BELIVEAU e GINGRAS, 2007). Segundo Gama (2010), varios agentes
farmacologicos séo descritos na literatura por possuir agdo quimiopreventiva,
como exemplo ele cita as vitaminas, horménios, anti-hormdnios, anti-
inflamatorios, dentre outros. Contudo diversos estudos epidemiolégicos ou com
animais ja demonstraram a relacdo direta entre dieta e cancer de pulmao, colon,
mama, prostata, estbmago, bexiga entres outros (KUROIWA-TRZMIELINA, 2007).

Para Asha et al. (2010) uma estratégia promissora para a manutencao
do estado redox das células é a utilizacdo de substancias naturais, facilmente
disponiveis a partir de vegetais, frutas, ervas e especiarias. Varias substancias
presentes nestes alimentos ja foram identificadas como potencial
quimiopreventivo, capazes de intervir na carcinogénese. De tal modo que a
prevencdo primaria do cancer com base na alimentacdo possa trazer bons
resultados na reducao da incidéncia desta doenga (OLIVEIRA, 2007).

Servan-Schreiber (2008) afirma que os alimentos s&o capazes de
desintoxicar o corpo de numerosos cancerigenos, mesmo que certos legumes ou
frutas ndo organicos estejam contaminados de pesticidas, o efeito positivo das
moléculas anticancer pode superar o efeito negativo dos cancerigenos.

Como foi dito, os alimentos que possuem propriedades anticancer sao
chamados de quimiopreventivos. Os quimiopreventivos podem ser definidos como
uma forma de prevenir a doenca pelo uso de agentes quimicos naturais ou
sintéticos que possuem propriedades de reverter ou suprimir a passagem de
lesBes pré- malignas para carcinomas invasores (OLIVEIRA et al., 2006).

Um bom quimiopreventivo deve apresentar reduzidos efeitos colaterais
e baixa toxicidade, além de neutralizar as células. Estes agentes terapéuticos sdo
classificados de acordo com estagio da carcinogénese em que atuam
(EDRINGER, 2007), sendo, de forma geral, classificados como agentes
bloqueadores quando bloqueiam o efeito inicial dos agentes carcinogénicos sobre
seus sitios-alvo, ou supressores tidos como inibidores da evolugédo e propagacéo
de um processo neoplasico ja induzido (FUGANTI et al., 2003).

Os processos de quimioprevencédo podem ser divididos em trés fases:
a quimioprevencdo primaria ou a prevencao inicial do cancer em individuos
saudaveis, mas de alto risco; a secundéaria, € a prevencdo do cancer em

individuos com pré-malignidade; e a terceira, € a prevenc¢do de segundos tumores



primarios ou de recorréncias com cura presumida de um cancer tratado
previamente (GAMA, 2010).

Os agentes gquimiopreventivos encontrados nos alimentos funcionais
(Tabela 3) podem surtir efeitos em qualquer uma das etapas classicas da
carcinogénese (iniciacdo, promogéao, progressdo) (BATISTA, 2010), objetivando
um potente efeito preventivo, com multiplos mecanismos de ac¢do, bloqueando a
carcinogénese (PADILHA e PINHEIRO, 2004).

Segundo Oliveira (2007) alguns constituintes da dieta como a
curcumina, o licopeno, os polifendis, as isoflavonas e o B -caroteno apresentam
atividade contra diferentes tipos de cancer em 0Orgdos como mama, prostata,
pulm&o, cdlon, estbmago, figado e rim. Sendo que os principais mecanismos de
acao para essas substancias sdo: prevencao de danos oxidativos ao DNA pela
acao antioxidante, promocao de reparos no DNA, inducdo de apoptose e da
resposta imunologica, reducéo da producéo do fator de crescimento semelhante a
insulina que é responsavel pela proliferacdo de algumas linhagens de células
tumorais, entre outros.

De acordo com Arm et al. (2009) alguns compostos naturais ja foram
associados em tratamentos quimioterapicos e apresentaram, como resultado, a
potencializagcdo do quimioterapico e/ou a diminuicdo dos efeitos colaterais,
comuns devido a toxicidade presente nas drogas. Um exemplo é o resveratrol, um
polifenol presente nas cascas e sementes de uva, com importante atividade
antioxidante. Outro exemplo sdo os acidos graxos polinsaturados 6mega-3
(acidos linoléico e seus derivados), potentes antiinflamatorios.

As moléculas anticAncer presentes em uma alimentacdo adequada,
aumentam a vulnerabilidade das células pré-cancerosas, devido a baixa
diversidade genética e auséncia de um adequado suprimento de sangue,
diferentemente de tumores maduros (BELIVEAU e GINGRAS, 2007). Assim, a
alimentacdo desempenha um papel fundamental na prevencgéo e patobiologia do
cancer (COMBA et al., 2010).



Tabela 3: Principais compostos funcionais com acdo quimiopreventiva.

CARDOSO e OLIVEIRA, 2008.

Fonte:

Eﬁnmcegig?i Quimioprevencao Alimentos
Isoflavonas Sl estrogénic_;a " ooz SlniEriEs Soja e derivados.
menopausa) e anti-cancer.
Proteinas de soja  Reducéo dos niveis de colesterol Soja e derivados.
Acidos graxos Reducdo do LDL - colesterol; acéo

6mega-3
(EPA e DHA)

Acido a- linolénico

Catequinas

Licopeno

Luteina e
Zeaxantina

Indéis e
Isotiocianatos

Flavonoides

Fibras sollveis e
insollUveis

Prebidticos -
Fruto
oligossacarideos,
inulina

Sulfetos alilicos
(alilsulfetos)

Lignanas

Tanino

Estandis e
esterois
vegetais

Probiéticos -
Bifidobacterias e
Lactobacilos

antiinflamatéria.
Indispensavel para o desenvolvimento do
cérebro e retina de recém nascidos.

Estimula o sistema imunolégico e tem
acao antiinflamatoria.

Reduzem a incidéncia de certos tipos de
cancer, reduzem o colesterol e estimulam
0 sistema imunoldgico.

Antioxidante, reduz niveis de colesterol e
0 risco decertos tipos de cancer como de
prostata.

Antioxidantes; protegem contra

degeneracdo macular.

Indutores de enzimas protetoras contra o
cancer, principalmente de mama.

Atividade anti-cancer, vasodilatadora,
antiinflamatéria e antioxidante

Reduz risco de cancer de célon, melhora
o funcionamento intestinal. As sollveis
podem ajudar no controle da glicemia e
no tratamento da obesidade, pois dao
maior saciedade.

Ativam a microflora intestinal, favorecendo
o0 bom funcionamento do intestino.

Reduzem colesterol, pressdo sanguinea,
melhoram o sistema imunolégico e
reduzem risco de cancer gastrico

Inibicdo de tumores horménio-
dependentes.

Antioxidante, anti-séptico, vaso-constritor.

Reduzem risco de
cardiovasculares

doencas

Favorecem as func¢bes gastrointestinais,
reduzindo o risco de constipacéo e cancer
de célon.

Peixes marinhos como sardinha,
salmao,atum, anchova,
arenque, etc.

Oleos de linhaga, colza, soja;
nozes e améndoas.

Ch& verde, cerejas, amoras,
framboesas, mirtilo, uva roxa,
vinho tinto.

Tomate e derivados, goiaba
vermelha, pimentdo vermelho,
melancia.

Folhas verdes (luteina) Pequi e
milho (zeaxantina).

Couve flor, repolho, brocolis,
couve de bruxelas, rabanete,
mostarda.

Soja, frutas citricas, tomate,

pimentéo, alcachofra, cereja.

Cereais integrais como aveia,
centeio, cevada, farelo de trigo,
etc, leguminosas como soja,
feijdo, ervilha, etc, hortalicas
com talos e frutas com casca.

Extraidos de vegetais como raiz
de chicéria e batata yacon.

Alho e cebola.

Linhaga, noz moscada.

Maca, sorgo, manjericao,
manjerona, salvia, uva, caju,
Soja, etc.

Extraidos de 0leos vegetais
como soja e de made.

Leites fermentados, logurtes e
outros produtos lacteos
fermentados.




3. RADICAIS LIVRES

Um radical livre € uma estrutura quimica que possui um elétron
desemparelhado, que o torna muito instavel e altamente reativo e com uma
enorme capacidade para combinar-se inespecificamente com diversas moléculas
integrantes da estrutura celular e derivados de cada uma delas (SALVADOR e
HENRIQUES, 2004).

A principal fonte de radical livre em sistemas biolégicos € a molécula de
oxigénio, que, no entanto, & fundamental para o metabolismo celular e para a
producao de energia (HIDRATA et al., 2004).

Sdo exemplos de radicais livres o anion superéxido (O,), o radical
hidroxila (OH) e o 6xido nitrico (NO’). Existem outros compostos igualmente
reativos aos radicais livres, mas que ndo possuem elétrons ndo-pareados na
dltima camada e, portanto sdo classificados como espécies reativas de oxigénio
(ERO) ou espécies reativas de nitrogénio (ERN) que incluem o perdxido de
hidrogénio (H20,), o cation nitrosonium (NO") e o peroxinitrito (ONOQO") (DROGE,
2002).

Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias
ou na membrana (BIANCHI e ANTUNES, 1999). S&o produzidos por modificacdes
guimicas de proteinas, lipidios, carboidratos e nucleotideos, resultando em uma
variedade de consequéncias biolégicas como lesdo tecidual, mutacéo,
carcinogénese, comprometimento do sistema imunoldgico, doencas e morte
celular (SANTOS e CRUZ, 2001). Estdo, ainda, envolvidos nos processos de
fagocitose, regulacédo do crescimento celular, sinalizacao intercelular e sintese de
substancias biolégicas importantes (BARREIROS et al., 2006).

O excesso destas substancias apresenta efeitos prejudiciais como a
peroxidacdo dos lipidios de membrana e danos ao DNA (BARREIROS et al.,
2006), produzindo alteracbes diretas em uma fita ou na dupla fita de DNA,
oxidando as bases pirimidinas, purinas, e desoxirriboses, levando a mutagénese
(ROSA e COIMBRA, 2009).

ERO promove o estresse oxidativo nas ceélulas que desregula o
sistema de defesa celular do corpo, levando a instabilidade gendmica e cancer.

Além disso, o estresse oxidativo pode ser resultado de uma série de fontes
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enddgenas, incluindo a producdo de radicais livres de oxigénio por fosforilagdo
oxidativa mitocondrial. As mitocondrias sao importante fonte de ERO, pois elas
sdo grandes consumidores de oxigénio molecular nas células (ASHA et al., 2010).

Os antioxidantes séo substancias que, mesmos em pequenas
quantidades, sado capazes de retardar ou inibir processos oxidativos, como a
lipoperoxidacdo (VELLOSA et al., 2007). Este processo oxidativo ocorre em
acidos graxos poliinsturados e é iniciada por um radical OH™ que captura um
atomo de hidrogénio de um carbono metileno da cadeia polialquil do acido graxo
(VANCINI et al., 2005) alterando a estrutura e a permeabilidade de membranas
celulares, acarretando, consequentemente, a perda da seletividade das trocas
ibnicas e liberacdo do contetdo das organelas culminando com um morte celular
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

A geracdo de radicais livres in vivo € um fendbmeno constante,
impossivel de ser totalmente prevenido, apesar de existir varios mecanismos de
controle formados por antioxidantes fisiolégicos que podem competir com
substratos oxidaveis e inibir ou atrasar o processo de oxidacao (Figura 2). Dentro
deste mecanismo de defesa destacam-se algumas enzimas como a superoéxido
dismutase, a catalase, a glutationa peroxidase e a glutationa redutase, e algumas
substancias ndo enzimaticas, como a glutationa, as vitaminas C e E, os
flavondides, o B-caroteno e o acido a-lipdico (ROSA e COIMBRA, 2009). A
expressdo dessas enzimas protege as células dos danos oxidativos e pode
impedir a mutagénese e cancer (ASHA et al., 2010).

No tratamento do céancer ocorre a formagdo de substancias como
peréxidos lipidicos e radicais livres. Esse processo ndo é desejavel, mas é
necessario para que ocorra o controle e a erradicacdo do tumor, pois podem
suprimir a expressdo do gene supressor de tumor Bcl-2, ativar as caspases e
encurtar teldmeros e, assim, induzir a apoptose de células tumorais (SANTOS e
CRUZ, 2001). A radiagcdo ionizante, antraciclinas, bleomicina e citocinas séo

importantes agentes anti-cancer que produzem radicais livres (MILNER, 2002).
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Figura 2: Formacéo de radicais livres (espécies reativas do oxigénio) e mecanismos

antioxidantes biolégicos.
Fonte:<http://sistemanervoso.com/pagina.php?secao=11&materia_id=216&materiave

r=1&imprimir=1>

4. AGENTES QUIMICOS

4.1. Acidos graxos poliinsaturados: Omega-3 (w-3)

Até o inicio do século XX os acidos graxos eram vistos como fonte
eficiente de armazenar energia sintetizada a partir das proteinas e dos
carboidratos. Desde entdo varios estudos apontaram a dieta pobre em &cidos
graxos associados a sindromes que podem levar a morte (CARMO e CORREIA,
2009).

Os éacidos graxos poliinsaturados (PUFA — Polyunsaturated Fatty
Acids) sao lipideos indispensaveis para a saude do organismo. Por isso, também

sdo conhecidos como “Oleos essenciais” (MARQUES, 2008). Essencial porque
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nao pode ser sintetizado pelo organismo, tanto no homem como nos outros
animais e, por esta razdo, tem que ser ingerido na dieta. Um exemplo de 6leos
essenciais sdo o0s acidos graxos poliinsaturados da familia Omega (GAROFOLO
e PETRILLI, 2006).

A nomenclatura OMEGA é definida segundo a numeracdo do carbono
associado a primeira dupla ligacao (3°, 6° e 9°) a partir do radical metila (Figuras
3. e 4). Esta classificacdo implica em caracteristicas estruturais e funcionais
destes &cidos graxos (NESTLE, 2004).

HO — s — Grupo
3 metilo
; o i
Acido alfa-linolénico (ALA, C18:3, dmega 3) UL
HO o . . . _
3
o
Acido eicosapentandico (EPA, C20:5, mega 3)
HO — —— — — — _3
o
Acido docosahexandico (DHA, C22:6, 6mega 3)
HO _ _
6
o
Acido linoleico (LA, C18:2, 6mega 6)
HO . _ . .
6
o
Acido araquidénico (AA, C20:4, émega 6)

Figura 3: Acidos graxos 6mega-3 e 6mega-6. Fonte: FOOD TODAY, 2008.

[@]

HO)J\/\/\/W\/\/\/

Figura 4: Estrutura quimica do &cido oléico, o principal acido graxo da série 6mega 9.
Fonte: FOOD TODAY, 2008.

Os &cidos graxos do tipo 6mega-9 sdo acidos oléicos classificados
como monoinsaturados (BEVILACQUA et al, 2007) obtidos a partir da canola,
oliva, abacate e frutos oleaginosos (castanhas, nozes e améndoas) (ALMEIDA,
2007) e ainda de gordura animal (FAGUNDES, 2002). Nao sao considerados
essenciais porque tantos os humanos como outros mamiferos sdo capazes de

sintetizar o 6mega-9 a partir da gordura insaturada contida no proprio corpo
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(CAMPOS, 2009). E amplamente conhecido por sua ac¢do antitrombotica, por
inibir a agregacgao plaquetéria e reduzir os niveis de colesterol total e da fracéo
LDL, sem alterar a fracdo da HDL (BEVILACQUA et al, 2007). A funcédo de maior
importancia do 6mega-9 é a habilidade em substituir os acidos graxos 6mega-3 e
6, quando estiverem ausentes no organismo. Contudo, o 6mega-9 ndo é um
substituto ideal, pois a auséncia destes acidos essenciais pode causar danos ao
organismo (CAMPOS, 2009).

Os 6leos essenciais (EFA — Essential Fats Acids) sao divididos em dois
grupos: os do tipo Omega-3 (w-3) e os do tipo Omega-6 (w-6).

O w-6 € representado pelo acido linoléico (LA) que é metabolizado em
acido araquidénico (AA); o w-3 é representado pelo acido alfa-linolénico (ALA), de
cadeia curta, que é metabolizado em acido eicosapentaendico (EPA) e acido
docosahexaendico (DHA) ambos de cadeia longa (CARMO e CORREIA, 2009).

Os processos metabdlicos usados na formacdo dos acidos graxos w-3
e w-6 sdo mediados pelas enzimas chamadas elongases e dessaturases (Figura
5), resultando em uma competicdo metabdlica entre os dois grupos (TONIAL,
2007). A dessaturacao € caracterizada pela introducdo de uma dupla ligacado na
cadeia de carbono e a elongacao, pela introducdo de dois novos atomos de
carbono (AIKAWA, 2004). A enzima A6 dessaturase tem uma maior preferéncia
pelo ALA (FAGUNDES, 2002), porém, uma maior disponibilidade de LA reverte
esta preferéncia para si. Portanto, é necessario um equilibrio entre o aporte dos
dois acidos graxos através da dieta (TONIAL, 2007), pois a falta de acido 6mega-
3 e o desequilibrio entre dmega-3 e 6mega-6 estdo associados a uma longa lista
de doencas (FAGUNDES, 2002).

Em um experimento com animais de laboratério criados com dietas
ricas em 0mega-6, invariavelmente apresentaram algum tipo de enfermidade. E
ao serem implantado células cancerosas, 0s tumores cresciam rapidamente,
tornando-se invasores; esse experimento reforga a questao de que o desequilibrio
entre 0s acidos graxos essenciais causam comportamento destrutivo
comprometendo o organismo (FAGUNDES, 2002).

O LA esta presente nas margarinas e na maior parte dos Oleos
vegetais como soja, milho e girassol (FAGUNDES, 2001; SPOSITO et al., 2007).

O ALA é encontrado principalmente em alimentos vegetais, incluindo 6leos como
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o de linhacga, canola (MARQUES, 2008), soja e nozes (CITADIN et al., 2008). O
EPA e o DHA séo sintetizados por minusculos organismos vegetais marinhos, 0s
fitoplanctons, mas sdo encontrados em peixes marinhos de &aguas frias e
profundas, salmdo, sardinha, cavala, arenque, bacalhau, anchova, que se
alimentam de fitoplanctons, e também em certos frutos do mar, a exemplo de
lagostas e camardes (MARQUES, 2008; FETT et al., 2001).

Acido a-linclénico

D6-dessaturase

Acido gama-linolénico

(18:3n-6)
r
\ Acido dihomo-gama-linolénico '

Acido Linoléico

(18:2n-6) (18:3n-3)

r

Alongase

i

(20:3n-6)
|
sériea LT Série 5 LT
;:: g _;F_';i" <« Acidoe araquidénico Acido eicosapentaendico S’TE 3 :)G(
(20:4n-6) {20:5n-3) Série 3

Acido eicosapentaendico

(22:5n-3)

Acido docosahexaendico
(22:6n-3)

g\

J.Crescimento
tumoral
1 Apoptose

PGE; 1 Crescimento tumoral e
proliferacdo celular
PG|2 Inibe metastases

TXA; 1 Metastases

Figura 5: Metabolismo dos AGPI n-3 e n-6 e seus supostos efeitos em tumores. Os AGPI
podem atuar como precursores de diferentes eicosandides, incluindo leucotrienos (LT),
prostaglandinas (PG) e tromboxanas (TX). Fonte: BORGHETTI, 2010.

Os éacidos do tipo w-3 sdo componentes essenciais de membranas
celulares, incluindo membranas mitocondriais e as membranas nucleares. estédo
envolvidos em diversos processos metabdlicos, principalmente mecanismos de
Na

composicdo celular podeMW atuar determinando a fluidez da membrana, a

defesa anti-inflamatorios, de crescimento e de multiplicagdo celular.

formacado de receptores, capacidade de ligacdo das proteinas com receptores e
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ativacdo de vias metabdlicas. Eles sao os precursores de toda uma série de RNA
mensageiros, regulando assim a formagdo de citocinas, que modulam o
comportamento da maioria das proteinas da membrana vinculada incluindo
receptores, canais ibnicos e ATPase (MANNA, 2007; NESTLE, 2004).

Os beneficios da alta ingestdo de w-3 sdo atribuidos a sua capacidade
de modular as fungBes metabdlicas e celulares. Essas acgbes incluem as
alteracdes de processos inflamatérios nos quais participam o0s eicosandides,
alteracbes da estrutura das membranas celulares e func¢des induzida pela
incorporacdo w-3 em fosfolipidios da membrana, a modulacéo de sinalizagbes em
diferentes vias envolvidas nas funcdes celulares normais e patoldgicas, bem
como seu efeito direto sobre a expressao génica (GRAZI, 2006).

A familia w-6 produz eicosandides inflamatorios e cancerigenos,
aumentando o risco de situacfes como: cancer, morte subita, doencas cardiacas,
vasoconstricdo, aumento da pressao arterial, elevacao da taxa de triglicerideos,
artrite e depressdo entre outras doencas inflamatérias. Enquanto que o w-3
produz eicosanoides anti-inflamatérios, antitromboticos, antiarritmicos e que
reduzem os lipideos do sangue, tendo propriedades vasodilatadoras. Esses
efeitos benéficos do w-3 foram demonstrados na prevencdo de doencas
cardiacas, da hipertensdo, do diabete tipo 2, da artrite reumatdide, do céancer,
dentre outras (AIRES, 2005).

Os eicosanodides sdo mediadores inflamatérios de origem lipidica que
modulam a resposta inflamatéria do organismo, participando também na
agregacdo plaquetaria, no crescimento e na diferenciacdo celular. Eles s&o
sintetizados a partir dos acidos graxos 6mega-6 e 6mega-3 (CARMO e CORREIA,
2009; RIBEIRO, 2011).

A producdo de eicosanoides comeca com a liberacdo dos acidos
graxos poliinsaturados w-3 e w-6 da membrana fosfolipidica pela acdo de varias
fosfolipases. Liberados da membrana, esses acidos graxos servem como
substratos para cicloxigenases (COX), lipoxigenases (LOX) e citocromo P450
monoxigenase (CARMO e CORREIA, 2009). O w-3 e 0 w-6 competem entre Si
pelas mesmas vias enzimaticas, a cicloxigenases e lipooxigenases. Nessa
competicdo serdo sintetizados os leucotrienos e as prostaglandinas, da série par
e impar (RIBEIRO, 2011).
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A cicloxigenase e lipooxigenase produzem respectivamente
prostandides (tromboxanos, prostaglandinas) e leucotrienos e lipoxinas, que serao
chamados de séries pares e impares de acordo como acido graxo metabolizado
w-3 ou w-6 (Figura 5). Os eicosanodides oriundos do metabolismo w-6,
particularmente o araquidénico, sdo da série par, e sdo as prostaglandinas 2,
leucotrienos 4, e tromboxanos A2, que promovem a imunossupressdo e
inflamacdo. O EPA e o DHA competem com o AA pelas vias enzimaticas da
ciclooxigenase e lipoxigenase para formar os eicosandides da série impar, como
as prostaglandinas da série 3, leucotrienos da série 5, e tromboxanos A3, que tém
menor efeito inflamatdrio e n&o inibe o sistema imune (NESTLE, 2004; PADILHA
e PINHEIRO, 2004; WAITZBERG, (s. d.)).

As cicloxigenases possuem duas isoenzimas a COX-1 e a COX-2. A
COX-1 é produzida constitutivamente na maioria dos tecidos. A COX-2 é induzida
em resposta a inflamacao e ndo é detectada nos tecidos normais, ndo inflamados.
Entretanto, a COX-2 estd aumentada em grande variedade de céanceres
humanos, incluindo de epiderme, hepatocelular, cervical, pancreatico, carcinoma
epiderméide de esb6fago, carcinoma transicional de bexiga, c6lon e mama
(FELIPPE, 2009).

4.1.2. O papel do Omega-3 na luta contra o cancer

As pesquisas relacionando a gordura com o cancer mostram que
populacdes com alto consumo de gordura apresentam maiores incidéncias de
tumores, principalmente de mama. Entretanto, na Groelandia, populacdo que
também consome grande quantidade de gordura, apresentou baixa incidéncia de
cancer. Foi visto que nesta populacdo, a origem da gordura dietética consumida
era diferente e composta basicamente de peixes e mamiferos marinhos, fontes de
PUFA w-3 (LISBOA, 2006).

A relacdo entre o consumo de gorduras na dieta e o cancer também foi
demonstrada nas populacdes de esquimads, que consomem dietas ricas em PUFA
w-3 e apresentam baixa incidéncia de cancer além de outras doencas, como as

inflamatorias. Similarmente, outras populacdes que também consomem elevada
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quantia de &cidos graxos poliinsaturados, como 0s japoneses, apresentam baixa
incidéncia de cancer de mama nas mulheres (AIKAWA, 2004).

Outra pesquisa realizada por um grupo de pesquisadores, do Centro de
Karolinska em Estocolmo, examinou os habitos alimentares de quase 1.500
homens com cancer de préstata e mais de 1.100 homens sem a doenca;
verificaram que os homens que ingeriam pelo menos um salméo por semana
reduziram o risco de desenvolver cancer de prostata para 43%, quando
comparado aos homens que ndo consumiam esses peixes (FRASER, 2006).

Os beneficios nutricionais e medicinais do w-3 séo discutidos em
muitos artigos e conferéncias. Dentre os efeitos fisioldgicos em humanos estao
reducdo de fatores de riscos associados a doencas cardiovasculares, psoriase,
depressao, Alzheimer, diabetes, artrite e cancer. Varios estudos epidemiologicos
evidenciaram que grupos de pessoas que consomem dietas ricas em &cidos
graxos w-3 podem ter um menor prevaléncia de alguns tipos de cancer
(MACLEAN et al., 2010), como o céancer de colon, préstata, mama (SANT ANA,
2004) e ovario (SERVAN-SCHREIBER, 2008) e ainda reduzir o indice de
metastase (HARDMAN, 2005).

Os efeitos de protecdo a saude humana, produzidos pelo consumo de
peixe ou do 6leo de peixe, sdo atribuidos a presenca de acidos graxos w-3,
principalmente EPA e DHA (SUAREZ-MAHECHA et al., 2002). Embora se saiba
que o ALA, obtido em vegetais, é convertido em EPA e DHA dentro do nosso
organismo; essa conversao ocorre em baixas proporcdes. Dai a exigéncia de
consumo de alimentos ricos em EPA e DHA (MARQUES, 2008).

A ingestdo de EPA e DHA é importante, pois ambos podem inibir a
carcinogénese, retardar o crescimento de tumores e aumentar a eficacia da
radioterapia e de varias drogas quimioterdpicas (CARMO, CORREIA, 2009).
Estes acidos graxos tém a capacidade de se incorporar no interior da membrana
celular, influenciando na permeabilidade da mesma, dessa forma podem agir nas
funcBes de receptor, na atividade enzimética de citoquinas e na producédo de
eicosanodides (SUAREZ-MAHECHA et al., 2002). Podem ainda diminuir a
atividade dos oncogenes RAS e AP-1 que frequentemente estdo ativos nos

tumores malignos humanos (FELIPPE, 2009).
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O PUFA w-3 tem sido associado a diminuicdo do volume tumoral,
melhora do peso corporal e diminuicgdo da caquexia, devido sua acédo
antiinflamatoria. A caquexia € responsavel por cerca de 20% das mortes de
pacientes com cancer, e € caracterizada pela perda progressiva de peso,
principalmente devido a perda de gordura na musculatura esquelético, e anorexia.
O EPA inibe a acdo do PIF (Fator Indutor de Protedlise), que tem acao
aumentada no catabolismo protéico da caquexia. Eicosandides derivados do EPA
e DHA tém mostrado também uma acéo inibitoria direta sobre a lipolise induzida
pelo tumor. O mecanismo de reversdo da caquexia pelo EPA envolve a supressao
das citocinas inflamatodrias TNFa (fator de necrose tumoral alfa), IL-1(interleucina-
1) e IL-6 (interleucina-6) (GAROFOLO e PETRILLI, 2006; OTTO et al., 2008;
SILVA, 2006).

O w-3 é capaz de suprimir a producdo de citocinas préinflamatérias,
aumentar a acdo da insulina, aumentar a sintese de Oxido nitrico e a
concentracdo de acetilcolina no cérebro e proteger os neurbnios das acles
toéxicas do TNFa. A interagcao das substancias citadas com o w-3 sugere que o
EPA e o DHA sejam substratos promissores no manejo da sindrome da caquexia
induzida por citocina. (SILVA, 2006; LISBOA, 2006).

Os PUFAs w-3 possuem varios mecanismos de acdo contra células
neoplasicas, dentre eles podemos citar: 1) supressao do &cido araquidbnico e da
biossintese dos eicosandides derivados, o que resulta em resposta imune
alterada de células cancerosas e modulacao da inflamacao, proliferacao celular,
apoptose, metastase e angiogénese; 2) aumento ou diminuicdo na producao de
radicais livres; 3) inibicdo da expressdo génica e das vias de transducao de sinais,
levando a mudancas no metabolismo celular, crescimento e diferenciacdo das
células; 4) envolvimento em mecanismos diretamente relacionados a
sensibilidade a insulina e 5) alteracdo no metabolismo do estrogénio, 0 que gera
menor estimulo ao crescimento das células horménio dependente (CARMO e
CORREIA, 2009; LARSSON et al., 2004).

Ha relatos que o w-3 inibe parcialmente as superéxidos dismutases e
provoca aumento da geracdo do radical superoxido (O,*) e de peréxido de
hidrogénio (H.0) nas células tumorais provocando a sua morte. Os radicais livres

e 0s peroxidos lipidicos suprimem a expressao do Bcl-2, ativam as caspases e
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encurtam os teldmeros e assim induzem a apoptose das células malignas
(FELIPPE, 2005).

Existem evidéncias de que o 6mega-3 inibe o fator de transcricdo
nuclear NF-kappaB e assim suprime a expressédo da COX-2 (HARDMAN, 2002).
O NF-kappaB € um fator de transcricdo que induz a expressdo de citocinas
inflamatorias, IL-1(interleucina-1), IL-6 (interleucina-6), COX-2, TNF-alfa (fator de
necrose tumoral alfa) e fatores de crescimento como a IL-2 (interleucina-2) e o
fator estimulante de colonias de granulécitos. O NF-kappaB é um fator de
sobrevivéncia da célula maligna e a sua inibicdo provoca diminuicdo da
proliferagcdo celular, aumento da apoptose e diminuicdo da angiogénese
(SCHWARTZ, 1999).

Com relacédo ao estrégeno, esse hormdnio tem um papel promotor na
carcinogénese da mama, entretanto, é importante recordar que também existem
receptores de estr6geno na prostata e no colon os quais podem promover a
proliferacdo maligna destes oOrgaos. A prostaglandina E2 (PGE2), ativa a
aromatase P450, o que aumenta a producéo de estrégenos. A prostaglandina E3
(PGE3), nao ativa a aromatase P450. Desta forma, a diminuicdo da PGE2 e o
aumento da PGE3, diminuem a producdo de estr6genos e conseqientemente
diminui a proliferagao celular (FOLEY, 2000).

4.2. Doxorrubicina (DXR)

Figura 6: Formula estrutural da doxorrubicina. Fonte: KATZUNG, 2001.

A doxorrubicina (DXR) foi descoberta no decorrer dos anos 60 e

destaca-se pelo seu amplo espectro antitumoral (KOTAMRAJU et al., 2000). E um
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antibiotico citotoxico antraciclinico isolado de culturas de Streptomyces peucetius
var. caesius, possui formula molecular Cy4H29NO;; (Figura 6), sendo usada na
forma de cloridrato (FREITAS, 2006).

O quimioterapico DXR apresenta atividade terapéutica em inameras
neoplasias humanas, como cancer de mama, carcinoma do ovario, carcinoma de
cabeca e pescoco, leucemia, carcinoma de pulmdo e tumores do testiculo
(CHIUCHETTA e CASTRO-PRADO, 2002; MINOTTI et al., 2004). No entanto, o
valor terapéutico da DXR e de outras antraciclinas é diminuido por seus efeitos
colaterais ocasionados pelo efeito cumulativo que as doses exercem no
organismo do paciente. Os efeitos colaterais mais frequentes s&o:
cardiotoxicidade, toxicidade da medula Ossea, pancitopenia subsequentes e
anormalidade renal (KWOK e RICHARDSON, 2002; KWOK e RICHARDSON,
2003; MARCZAK et al., 2006; MINOTTI et al.,2004).

Por ser pouco absorvida via oral é administrada intravenosa, liga-se
extensivamente as proteinas, ndo atravessa a barreira hematoencefalica, sofre
biotransformacao rapida no figado e é excretada principalmente na bile, 50% na
forma integra e 23% como doxorrubicinol. Menos de 10% séo eliminados pela
urina, dos quais metade como metabdlitos (FREITAS, 2006; RAMJI, 2003).
Nauseas, voOmitos, irritacbes na pele e tecidos, mielosupressdo, alopecia,
mucosites, toxicidade cardiaca, infertilidade e carcinogenicidade podem surgir
como efeitos adversos (FREITAS, 2006).

A DXR possui varios mecanismos de acdo em células cancerosas, mas
estes ainda nao foram totalmente esclarecidos. Os mecanismos considerados séo
0s seguintes: 1) intercalacdo no DNA, levando a inibicdo da sintese de
macromoléculas; 2) geracdo de radicais livres, levando a danos ao DNA e
peroxidacao lipidica; 3) alquilacdo vinculativa ao DNA; 4) formacéo de ligacdes
cruzadas a molécula de DNA; 5) interferéncia com o desenrolamento ou
separacdo das fitas de DNA e atividade das helicases; 6) efeitos diretos na
membrana; 7) inducdo de danos ao DNA através da inibicdo da enzima
topoisomerase I, e 8) inducdo de apoptose em resposta a inibicdo da enzima
topoisomerase Il (MINOTTI et al., 2004).

Sabe-se que a doxorrubicina induz a apoptose (ou morte celular

programada) em células tumorais através do bloqueio do ciclo celular
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(KOTAMRAJU et al., 2000). Sabe-se também, que este quimioterapico € um
agente ndo-especifico do ciclo celular, ou seja, atua tanto nas células em divisdo
guanto nas células na fase de repouso; no entanto, sua principal acao citotéxica &
observada durante a fase S do ciclo celular (NEUWALD, 2009).

A DXR é capaz de formar um complexo ternario com DNA e com a
topoisomerase Il, induzindo a formacgéo de quebras duplas no DNA, podendo
levar a uma parada no ciclo celular (0 que permite a célula recrutar as enzimas de
reparo) ou a morte por apoptose (AGNOLETTO, 2006). As quebras do DNA sao
causadas pela unido da droga ao DNA e a enzima topoisomerase Il, a qual tem
um papel importante na liberacdo das cadeias de DNA e na condensagao dos
cromossomos. Assim, a doxorrubicina tem acdo mutagénica e carcinogénica
(CHABNER et al., 2006).

Em Drosophila melanogaster, os danos no DNA induzidos por DXR séo
reparados preferencialmente pelo processo de recombinacdo homologa
(AGNOLETTO, 2006). A perda da heterozigose induzida pelos eventos
mutagénicos levam a manifestacdo dos fendtipos dos genes marcadores
recessivos (LEHMANN, 2003)..

A estrutura molecular da DXR apresenta um anel de quinona e de
hidroquinona em anéis adjacentes, que lhes permitem funcionar como aceptor e
doador de elétrons. A importancia principal € dada ao anel de quinona, porque é
um potente gerador de radicais livres. A reducéo por um elétron deste anel leva a
formacdo de radicais relativamente estaveis, chamados de radicais livres de
semiquinonas, ativados pela enzima mitocondrial (SIMEONI, 2006).

Embora haja pouco conhecimento de que as espécies reativas de
oxigénio ndo sejam a principal via de acdo antitumoral da doxorrubicina, a
formacéo destas substancias também afeta a estabilidade do DNA (AISSA, 2010,
MINOTTI et al., 2004). Os radicais livres produzidos pela doxorrubicina provém de
um sistema ndo enzimatico que envolve rea¢des com o ferro. O Fe®* reage com a
doxorrubicina em uma acéo redox, que recebe um elétron e produz um radical
complexo Fe®*-doxorrubicina. Este complexo ferro-doxorrubicina pode reduzir
oxigénio a peroxido de hidrogénio e formar outras espécies reativas de oxigénio.
Quando estes radicais sdo formados podem se ligar ao DNA e provocar quebras
das fitas (AISSA, 2010).
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A DXR pode ainda reagir com a enzima citocromo P450 redutase e
formar intermediarios de radicais semiquinonas, 0s quais reagem com o0xigénio
para produzir radicais de anion superoxido que podem gerar peréxido de
hidrogénio e radicais hidroxila que atacam o DNA e oxidam suas bases
(CHABNER, 2006).

5. SMART (Somatic Mutation and Recombination Test) - Teste para deteccao

de mutacao e recombinagdo somatica

A Drosophila melanogaster, popularmente conhecida como mosca da
fruta (Figura 7), foi um dos primeiros animais a ser intensivamente estudado
geneticamente. No laboratério do Dr. T.H. Morgan (USA), logo apés a
redescoberta dos trabalhos de Mendel, a D. melanogaster foi reconhecida como
um animal experimental ideal para estudos genéticos, devido ao seu peqgueno
tamanho, facil manutencdo em laboratorio, pequeno tempo de geracdo, grande
progénie, baixo nimero de cromossSOmos e por possuir cromossomos salivares
gigantes (GRAF; VAN SCHAIK, 1992).

Figura 7. Casal de Drosophila melanogaster. O macho (direita) € a mosca menor e apresenta o
pente sexual indicado pelas setas e a fémea (esquerda) a maior. Fonte:

<http://www.sc.didaxis.pt/hereditariedade/drosophila.htm>

Devido a alta sensibilidade e por possuir genes semelhantes aos de

humanos, o teste SMART (Somatic Mutation and Recombination Test) em D.
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melanogaster € um excelente modelo para estudo de mutagenicidade, podendo
fornecer respostas relevantes para o homem, com um alto indice de acerto.

O teste SMART foi desenvolvido por Graf et al. (1984) e permite
detectar a perda de heterozigosidade de marcadores genéticos identificados nos
fenotipos expressos nas asas da moscas. Os ensaios somaticos podem ser
realizados em uma sO geracdo (aproximadamente 10 dias) em contraste com
outros testes classicos que necessitam de meses para conclusdo. O teste é
adequado para avaliar antimutagenicidade e mutagenicidade devido a uma
grande variedade e flexibilidade nos protocolos para a aplicacédo dos compostos
no teste (GRAF et al., 1998).

Os compostos a serem analisados pelo SMART podem ser substancias
puras ou misturas complexas, como particulas aéreas, extrato de plantas, bebidas
como o café, chas e vinhos dentre varias outras substancias (GRAF et al., 1984).

O teste SMART de asa de D. melanogaster, fundamenta-se na
premissa de que, durante o desenvolvimento embrionario, grupos de células (os
discos imaginais das asas) proliferam-se mitoticamente até o ponto em que se
diferenciam, durante a metamorfose, em estruturas que originam as asas das
moscas adultas (GRAF et al., 1984).

5.1. Linhagens e marcadores

As linhagens utilizadas no teste SMART sdéo: [1] multiple wing hairs
(mwh/mwh); [2] flare® Third Multiple3 (fir¥/In(BLR)TM3, ri pP sep 1(3)89Aa bx**® and
Bd°®); [3] Oregon R, flare* (ORR/ORR; fIr¥/In(3LR)TM3, ri p” sep 1(3)89Aa bx**® and
Bd®) . Estas linhagens foram gentilmente cedidas pelo Dr. Ulrich Graf (Physiology
and Animal Husbandry, Institute of Animal Science, ETH Zurich, Schwerzenbach,
Switzerland).

O bioensaio (D. melanogaster) faz uso de dois genes marcadores para
a forma dos pélos das asas: pélos multiplos (mwh, 3-03) cujo marcador € um
gene recessivo, mantido em homozigose na linhagem mwh (Figura 8). Este gene
esta localizado proximo a extremidade do braco esquerdo do cromossomo 3 e ha

condicdo homozigota, expressa-se como pélos multiplos, ou seja, 3 ou mais pélos
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dentro de uma Unica célula das asas dos adultos — ao contrario do gene selvagem
que origina um unico pélo (GRAF et al., 1984).

Outro gene marcador flr® também é um gene recessivo que afeta a
forma dos pélos, cujo formato lembra uma “chama de vela” do inglés flare (fIr?, 3-
38.8) (Figura 9); e estd também localizado no braco esquerdo do cromossomo 3,
porém em uma regido mais proximal (3-38.8). Todos os alelos flr® conhecidos sdo
letais zigoticos recessivos (RIBEIRO, 2003).

No entanto, células do disco imaginal das asas, que sdo homozigotas
para este gene, expressam o fenétipo flr’, sendo visiveis. Em funcdo desta
caracteristica, os alelos flr* sdo mantidos na linhagem marcadora em estado de
heterozigose na presenca de um cromossomo balanceador TM3, que carrega
multiplas inversdes (TM3/ Bd®) (GRAF et al, 1984).

Figura 8: Fotomicrografia, com microscopio Optico de luz, dos pélos da asa de
Drosophila melanogaster, obtida no Laboratorio de Citogenética e Mutagénese - Centro
Universitario de Patos de Minas/UNIPAM, Patos de Minas — MG. Apresentacdo de pélos
multiplos (seta).
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Figura 9: Fotomicrografia, com microscopio o6ptico de luz, dos pélos da asa de
Drosophila melanogaster, obtida no Laboratério de Citogenética e Mutagénese - Centro
Universitario de Patos de Minas/UNIPAM, Patos de Minas — MG. Apresentacdo de pélos
multiplos (seta larga) e apresentacéo de pélos flare (seta fina).

5.2. Cruzamentos

Para o desenvolvimento do teste de deteccdo de mutacdo e
recombinacdo soméatica em asas de D. melanogaster sdo realizados os seguintes
cruzamentos:

1 - Cruzamento padrao (ST- Standard Cross) (GRAF et al., 1989)

Fémeas virgens flr¥/ In(3LR)TM , ri p° sepl(3)89Aa bx>*® e Bd® cruzadas com
machos mwh/mwh (Figura 11).

2 - Cruzamento de alta biotivacdo (HB - High Bioactivation Cross") (GRAF,;
VAN SCHAIK, 1992).

Fémeas virgens ORR; fIr¥/ In(3LR)TM, ri p° sepl(3)89Aa bx>*® e Bd® cruzadas
com machos mwh/mwh (Figura 12).

Desses cruzamentos sao obtidos dois tipos de descendentes:
marcador trans-heterozigoto (MH: mwh +/+ fIr®), e balanceador heterozigoto (BH:
mwh +/TM3, Bd®). Os individuos MH expressam pélos mutantes nas asas
originados de alteracbes mutagénicas e recombinogénicas envolvendo os loci
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génicos mwh e fl’. JA4 os descendentes BH possuem um Cromossomo
balanceador TM3/Bd® que inibe recombinacdo, ocorrendo apenas eventos
mutagénicos devido a inversbes multiplas. O fenétipo do descendente
heterozigoto marcado (MH) desenvolve asa normal, com borda lisa, enquanto que
no heterozigoto balanceado (BH), as asas sao mal formadas, com aparéncia
picotada ou serrilhada, denominadas “serrate” (GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995)
(Figura 10).

(A)

Figura 10: Fotomicrografia, com microscopio 6ptico de luz, da asa de Drosophila

melanogaster, obtida no Laboratério de Citogenética e Mutagénese - Centro Universitario
de Patos de Minas, Patos de Minas — MG. (A) Borda lisa = formato da asa do
descendente MH. (B) Borda serrilhada = formato da asa do descendente BH.

Cruzamento Padrao

e TS, Bd®
' VIUxe)
SJir? + / + mwh TM3, Bd S + / + mwh
Marcador trans-heterozigoto (MH) Balanceador heterozigoto (BH)

Figura 11: Esquema representativo dos Cruzamentos no teste SMART. Cruzamento

Padrdo — ST utilizando fémeas virgens fIr}TM3, cruzadas com machos mwh/mwh.
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Cruzamento de Alta Bioativacao

o)

| R PV
ORR; flr3 + / + mwh ORR; TM3, Bd S + / + mwh
Marcador trans-heterozigoto (MH) Balanceador heterozigoto (BH)

Figura 12: Esquema representativo dos Cruzamentos no teste SMART. Cruzamento de
Alta Capacidade de Bioativacdo (HB) cruzando fémeas virgens ORR e machos

mwh/mwh.

6. Warts (Wts) - Teste para deteccao de clones de tumor epitelial em D.

melanogaster

O teste para deteccao de tumor epitelial em Drosophila melanogaster é
usado para testar a atividade carcinogénica e antitumoral de substancias puras ou
misturas complexas. Assim como no SMART, qualquer substancia pode ser
testada como chas, vinhos, extrato de plantas, particulas aéreas, etc.

O gene warts (wts) € um gene supressor de tumor em Drosophila
localizado no cromossomo 3R100A5 (NCBI, 2010) necessario para o controle da
quantidade e direcdo da proliferagdo celular, bem como para a morfogénese
normal (JUSTICE et al., 1995). A delecédo desse gene leva a formacao de clones
de células grandes e arredondados gerando uma espécie de "verrugas" nas
pernas, asas e no corpo das moscas (NISHIYAMA et al., 1999), como pode ser
observado na Figuras 13. A auséncia de funcéo do gene wts também resulta em
hipertrofia apical das células epiteliais do disco imaginal (JUSTICE et al., 1995).
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Figura 13: (a) e (b) Tumor no térax. (¢) Tumor na perna. (d) Tumor na asa. Fonte:
Laboratorio de Citogenética e Mutagénese do Centro Universitario de Patos de Minas /
UNIPAM, Patos de Minas-MG.

A forma arredondada das células de clones wts sugere que as divisdes
celulares séo orientadas preferencialmente pela falta de fung&o do gene wts, pois
os discos imaginais dos clones parecem ser do tipo selvagem e/ou ha um defeito
na adesao celular que conduz ao regime de células anormais. A presenca de
junc@es apicais intactas indica que o defeito celular em clones wts nao € devido a
separacao de célula apical seguido por deposicdo de cuticula entre as células
separadas, mas sim, devido as extremidades apicais das células serem em forma
de cupula, em vez de planas, como no epitélio normal. A deposicao de cuticula
sobre a superficie do domo apical produz morfologia cuticular alterada (BRODY,
2005).

Os discos imaginais de Drosophila sdo tecidos celulares, de camada
Unica, que as larvas desenvolvem durante a metamorfose, nas estruturas
epidérmicas adultas. As células dos discos imaginais tem um ciclo celular que é
muito semelhante ao das células somaticas de mamiferos (EEKEN et al., 2002).

A inducgéo e desenvolvimento de tumores em células do disco imaginal

de Drosophila podem contribuir diretamente para a compreensdo do cancer em
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seres humanos (POTTER et al., 2000), devido a existéncia de genes supressores
de tumor homodlogos ao gene wts como por exemplo o gene LATS1 (MORISAKI et
al., 2002; XIA et al., 2002) localizado cromossomo 6g24-25 (NISHIYAMA et al.,
1999).

O gene LATS em mamiferos assim como o gene wts em Drosophila
codificam uma proteina quinase composta por serina/treonina e um componente
dindmico do aparelho mitético (MORISAKI et al., 2002). Deficiéncias nesse gene
estdo relacionadas ao desenvolvimento de sarcomas de partes moles e tumores
de células do estroma ovariano (NISHIYAMA et al., 1999; XIA et al., 2002) que
sao altamente sensiveis a tratamentos quimioterapicos (EEKEN et al., 2002).

Estudos anteriores em células HeLa mostraram que a perda de funcéo
de wts em Drosophila resulta em aumento da regulagdo da ciclina-A sugerindo
que a familia do gene wts pode controlar o desenvolvimento do tumor regulando
negativamente a proliferacdo celular através do bloqueio da transicao da fase G2
para fase M (XIA et al., 2002). Essas observac¢des bioquimicas indicam que LATS

€ um regulador negativo do complexo CDC2/ciclina A (BRODY, 2005).

6.1. Cruzamentos

Para o desenvolvimento do teste para deteccdo de clones de tumor
epitelial em D. melanogaster sao utilizadas duas linhagens mutantes (wts e mwh)
portadoras dos marcadores genéticos warts (wts, 3-100) e multiple wing hairs
(mwh, 3-0,3). Os estogues sdo mantidos no Laboratério de Citogenética e
Mutagénese do Centro Universitario de Patos de Minas, em frascos de ¥ de litro
contendo meio de cultura de D. melanogaster com 820 mL de &agua, 25g de
fermento (Saccharomyces cerevisiae); 11g de agar, 156g de banana e 1g de
nipagin, & temperatura de 25° C e 60% de umidade. A linhagem wts/ TM3, sb? foi
gentilmente cedida pelo Bloomington Drosophila Stock Center, da Universidade
de Indiana, USA, com o numero de registro: Bloomington/7052.

Para obtencdo de larvas heterozigotas wts +/+ mwh, é realizado o
cruzamento entre fémeas virgens wts/TM3, Sb* com machos mwh/mwh. Desse

cruzamento, todas as larvas séo tratadas com a substancia a ser testada.
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Para andlise séo utilizadas apenas moscas de pélo longo, pois estas
possuem o fendtipo mutante quanto a presenca do tumor (wts+/+ mwh). As
moscas que apresentam o balanceador cromossémico (TM3, Sb'), caracterizam-

se pela presenca de pelos curtos e grossos e sao descartadas.
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CAPiTULO 2

EFEITO MODULADOR DO OMEGA-3
SOBRE A MUTAGENICIDADE E CARCINOGENICIDADE DA
DOXORRUICINA EM CELULAS SOMATICAS DE

Drosophila melanogaster




RESUMO

O 6mega-3 (w-3) € conhecido por atuar na prevencao e tratamento de varios tipos
de cancer, tais como colon, préstata, mama e ovario. O w-3 pode ser encontrado
em peixes gordurosos com alto teor de 6leo como salméo, sardinha, bacalhau e
sabalo, mas também pode ser encontrado em 6leos vegetais como o de linhaca,
canola, soja e nozes. O objetivo deste trabalho foi avaliar as propriedades
antimutagénicas e antitumorais de diferentes concentragbes de w-3 (50, 100 e
200 mg/ml) contra o efeito do quimioterapico doxorrubicina (DXR a 0,125 mg/ml)
por meio do testes SMART (Somatic Mutation and Recombination Test), e Wts
(Teste para deteccao de tumor epitelial em Drosophila melanogaster), ambos em
células somaticas de Drosophila melanogaster. No teste SMART ndo foram
verificados aumentos significativos nas frequéncias de manchas mutantes,
quando tratados apenas com w-3. No entanto, foi observada uma reducao
significativa nas frequéncias de manchas em todas as concentragées em que 0 w-
3 foi associado com o quimioterapico DXR 0,125 mg/ml. No teste Wts os
resultados mostram que n&o houve aumento significativo das frequéncias de
tumores nos individuos tratados isoladamente com w-3, quando comparados com
o controle negativo. Contudo, houve reducéo significativa na frequéncia de
tumores, nas concentracdes 100 e 200 mg/mL associados com DXR 0,125 mg/ml,
quando comparadas com o controle positivo. Nas condicdes experimentais
propostas neste estudo, o w-3 ndo apresentou atividade mutagénica modulando
os efeitos induzidos pela DXR. Esta acdo moduladora sobre a DXR sugere a

possibilidade do uso do w-3 como quimiopreventivo.

PALAVRAS-CHAVE: Omega-3, antimutagénico, antitumoral, SMART, wits.
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ABSTRACT

Omega-3 (w-3) is known for its actuation in the prevention and treatment of many
kinds of colon, prostate, breast, and ovary cancer. w-3 can be found in oily fishes
with a high level of oil, such as sardine, salmon, codfish, as well as in vegetable
oils, such as linseed, canola, soybeans, broccoli leaves and dark green leaves,
such as spinach. The aim of this work was to evaluate the antimutagenic and
antitumor proprieties of different w-3 concentrations against the effect of the
chemotherapic drug doxorubicin (DXR 0.125 mg/ml). To assess the mutagenicity
of omega-3 use the SMART test (Somatic Mutation and Recombination Test) and
assessment of carcinogenicity testing Warts for detection of epithelial tumors in
Drosophila melanogaster, both in somatic cells of Drosophila melanogaster. The
concentrations used in both experiments are: omega-3 (50 mg/ml, 100 mg/ml, 200
mg/ml) a positive control using doxorubicin(0.125 mg/ml) and a negative control
using Twenn 80 of 1%. The SMART test results did not present a significant
increase in the frequencies of mutant spots, when treated with only w-3. However
we observed a significant decrease in the frequencies of spots, in all the
concentrations in which w-3 was associated with the chemotherapic drug
doxorubicin (DXR 0.125 mg/mL). In test for detection of epithelial tumor in
Drosophila melanogaster, the results showed that there was no significant
increase in the frequencies of tumors, when compared to the negative control.
However there was a significant decrease in the frequency of tumors, in higher
concentrations (100 and 200 mg/mL), when compared to the positive control.
Under the experimental conditions proposed in this study, w-3 showed
antimutagenic activity modulating the effects induced by DXR. This modulating

action on the DXR suggests the possibility of using the w-3 as a chemopreventive.

KEYWORDS: Omega-3, antimutagenic, antitumor, SMART, wts.
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1. INTRODUCAO

A luta contra o cancer é um dos maiores desafios da humanidade.
Diante deste problema, diferentes estudos tém reavaliado os efeitos benéficos de
alguns alimentos para a prevencdo do cancer. Estima-se que 30-40% dos
tumores podem ser evitados com dieta correta e um estilo de vida saudéavel [9].

Com relacdo a dieta, varios fatores nutricionais podem reduzir o risco
de progressado do cancer através de antioxidantes e efeitos anti-inflamatorios [8,
14] como exemplo, os acidos graxos poliinsaturados (PUFA — Polyunsaturated
Fatty Acids), lipideos indispensaveis para a saude por ndo serem sintetizados
pelo organismo do homem [28] por esse motivo sdo considerados essenciais [17].

Os PUFAs sédo classificados de acordo com sua configuracéo
molecular: émega-6 (w-6) representado pelo acido linoléico (LA, 18:2) e acido
araquidénico (AA, 20: 4) com propriedades inflamatérias [14]; 6mega-3 (w-3)
representado pelo &cido alfa-linolénico (ALA, 18:3) acido eicosapentaendico
(EPA, 20:5) e acido docosahexaendico (DHA, 22: 6) com propriedades anti-
inflamatérias [4, 14].

As principais fontes de w-3 sé@o: ALA presente em 6leos vegetais como
canola e soja, linhagca, nozes e brocolis [7]; EPA e DHA encontrados
principalmente em peixes gordurosos com alto teor de 6leo como salmao,
sardinha, bacalhau e sabalo [21, 38].

Na conversao enzimética, w-3 e w-6 competem pelas mesmas vias
metabolicas. Os &cidos graxos w-3 formam eicosandides da série impar
(protaglandianas, leucotrienos e troboxanos) a partir substratos como
cicloxigenases e lipoxigenases. Esses eicosandides sdo mediadores anti-
inflamatoérios capazes de reduzir alguns efeitos da imunossupressao, além do
importante papel na agregacao plaquetaria, no crescimento e na diferenciacéo
celular [14, 17].

Os eicosanoides produzidos pela conversdao enzimética de dmega-6
(w-6) sé@o da seérie par, considerados cancerigenos devido sua acao proé-
inflamatoria. Como exemplo, podemos citar a COX-2, uma isoenzima que se

apresenta aumentada em grande variedade de canceres humanos, incluindo de
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epiderme, hepatocelular, cervical, pancreético, carcinoma epiderméide de
esofago, carcinoma transicional de bexiga, célon e mama [12].

Os acidos graxos w-3 sdo necessarios para a estrutura normal das
membranas, incluindo membranas celulares, membranas mitocondriais e as
membranas nucleares [26]. Estes acidos graxos tém a capacidade de se
incorporar no interior da membrana celular, influenciando na permeabilidade da
mesma, dessa forma podem agir nas funcbes de receptor, na atividade
enzimatica, citoquinas e na producdo de eicosanoides [39]. Eles sdo os
precursores de toda uma série de RNA mensageiros, regulando assim a formacao
de citocinas, que modulam o comportamento da maioria das proteinas da
membrana vinculada incluindo receptores, canais idnicos e ATPase [26].

Os beneficios nutricionais e medicinais do w-3 tém sido discutidos em
muitos artigos e conferéncias. Varios estudos epidemiolégicos evidenciaram que
grupos de pessoas que consomem dietas ricas em &cidos graxos w-3 podem ter
um menor prevaléncia de alguns tipos de cancer [27], como o cancer de célon,
préstata, mama [33] e ovario [35] e ainda reduzir o indice de metastase [24].

Ha relatos que o0 w-3 inibe parcialmente as superdxidos dismutases e
provocam aumento da geracdo do radical superoxido (02*) e de perédxido de
hidrogénio (H,0O2) nas células tumorais provocando a sua morte. Os radicais livres
e 0s peroxidos lipidicos suprimem a expressao do Bcl-2, ativam as caspases e
encurtam os teldmeros e assim induzem a apoptose das células malignas [11]. O
Omega-3 pode ainda inibir o fator de transcricdo nuclear NF-kappaB e assim
suprimir a expresséao da COX-2 [23].

Com relacdo a carcinogénese da mama, o estrogeno tem um papel
promotor, e sua producdo € aumentada quando organismo dispbe de maior
producao de prostaglandinas E2 (PGE2). Assim uma maior disponibilidade de w-3
no organismo pode aumentar a producdo de prostaglandinas E3 diminuir
producdo de estrogenos e consequentemente a proliferacdo celular [13].

O cloridrato de doxorrubicina (DXR) € um antibibtico citotoxico
antraciclinico isolado de culturas de Streptomyces peucetius var. caesius. E um
quimioterapico usado restritamente em hospitais e laboratérios com emprego

especifico em inimeras neoplasias humanas, como cancer de mama, carcinoma
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do ovario, carcinoma de cabeca e pescoco, leucemia, carcinoma de pulméo e
tumores do testiculo [5, 6].

Acredita-se que a quebra do DNA por este quimioterapico seja
mediada por sua intercalacdo ao DNA e a ligacéo a topoisomerase Il. Esta droga
reage com a enzima citocromo P450 redutase e forma intermediarios de radicais
semiquinonas, 0S quais reagem com oxigénio para produzir radicais de anion
superéxido que podem gerar peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila que
atacam o DNA e oxidam suas bases [6], acredita-se que estas reacfes estejam
envolvidos no seu mecanismo de citotoxicidade contra uma variedade de tumores
[3].

O teste SMART (Somatic Mutation and Recombination Test) € utilizado
para avaliar a mutagenicidade e recombinogenicidade de misturas complexas
como particulas aéreas, extrato de plantas e bebidas como café, chas e vinhos. O
teste SMART utiliza a Drosophila melanogaster como organismo teste, com alta
similaridade genética e bioquimica, quando comparada aos mamiferos,
possibilitando deteccdo simultdnea de mutacdes génicas e cromossdmicas e/ou
recombinacdo somatica, com énfase sobre eventos relacionados com
recombinacdo homodloga [32]. As mutacBes genéticas podem ser detectadas
através de machas de pélos mutantes nas asas de moscas adultas [22].

O teste para deteccdo de tumor epitelial em Drosophila melanogaster é
usado para testar a atividade carcinogénica e antitumoral de misturas, e também
faz uso da D. melanogaster como organismo teste. De acordo Nishiyama et al.
[30], o gene warts (wts) foi identificado com base na sua habilidade para acéo
como um supressor de tumor em Drosophila. A delecdo desse gene leva a
formacéo de clones de células circulares e extremamente invasivas, chamadas de
verrugas, que desenvolvem ao longo do corpo da mosca. Este disco imaginal da
Drosophila, de acordo com Eeken et al. [10], corresponde a um grupo de células
da mosca em estadio larval que durante a metamorfose desenvolvem nas
estruturas da epiderme do individuo adulto. O ciclo de regulagéo celular do disco
imaginal é muito similar as células somaticas de mamiferos.

O presente estudo teve como objetivo avaliar as atividades
antimutagénicas e antitumorais de diferentes concentracdes de w-3 sobre o efeito

mutagénico e carcinogénico do quimioterapico DXR (0,125 mg/mL), por meio dos
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testes SMART (Somatic Mutation and Recombination Test) e wts (Warts - Teste
para deteccdo de tumor epitelial)) ambos em células somaticas de D.

melanogaster.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Compostos Quimicos

Doxorrubicina (DXR)

O cloridrato de doxorrubicina Doxolem® produzido pela Eurofarma
Laboratérios LTDA, lote n° 83520 e distribuido pela Zodiac Produtos
Farmacéuticos S.A., S&o Paulo, Brasil. E um po6 liofilizado composto por
metilparabeno, lactose e doxorrubicina (DXR), cada frasco contém 10mg do
composto. Possui peso molecular de 580,0 e formula molecular C,7H29NO11.HCI.
O cloridrato de doxorrubicina, conhecido comercialmente por Doxolem®, foi
utilizado neste trabalho como controle positivo dissolvido em &agua osmose

reversa.

Omega-3 (w-3)

O w-3 é um acido graxo poliinsaturado encontrado em produtos
vegetais e animais e pode ser adquirido comercialmente em farmacias
homeopaticas.

O w-3 wusado neste experimento foi adquirido na Farmacia
Homeopatica e Manipulagcédo Violeta na cidade de Patos de Minas - MG, sob a
forma de capsulas contendo 1g do principio ativo. Foram utilizadas 3
concentracbes de 6mega-3: 50 mg/mL, 100 mg/mL e 200mg/mL diluidos em
Tween 80 a 1%.

2.2. SMART (Somatic Mutation and Recombination Test) - Teste para

deteccdo de mutacdo e recombinagdo somaticas

No teste para deteccdo de mutacdo e recombinacdo somatica em
células de D. melanogaster séo utilizadas trés linhagens mutantes: multiple wing
hairs (mwh/mwh, flare® (fir’/ In(BLR)TM3) e Oregon R, flare® (ORR; fIr¥/
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In(BLR)TMS3. Essas linhagens sdo mantidas em estoque em frascos de ¥ de litro
contendo meio de cultura para D. melanogaster (820 mL de agua, 25g de
fermento biolégico -Saccharomyces cerevisiae, 11g de agar, 156g de banana e 1g
de nipagin).

Foram realizado cruzamento de fémeas virgens flr¥/In(3LR)TM3, ri pP
sep 1(3)89Aabx**® e Bd® com machos mwh — Cruzamento Padrdo (ST - Standard
Cross)[19]; fémeas virgens ORR; fIr¥/In(3LR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aabx**® e Bd®
com machos mwh — Cruzamento de Alta Bioativacdo — (HB - High Bioactivation
Cross) [20].

Destes cruzamentos nascem dois tipos de descendentes: trans
heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH). Esses
descendentes sio distintos fenotipicamente, com base no marcador TM3, Bd®. Os
MH (mwh +/ + fIr¥) apresentam os cromossomos estruturalmente normais,
enguanto que os BH (mwh +/ + TM3, Bd®) apresentam um cromossomo com um
balanceador génico com multiplas inversdes (TM3, Bd®).

Os ovos foram coletados por um periodo de 8 horas, em frascos
contendo uma base sélida de agar (4% de &gar em agua) e uma camada de
fermento (S. cerevisae) suplementado com acucar. ApGs 72 horas, +/- 4 horas, as
larvas de 3° estagio foram lavadas com &gua corrente e coletadas com auxilio de
uma peneira de malha fina. Grupos de aproximadamente 100 larvas foram
transferidas para tubos de vidro (2,5 cm de diametro e 8,0 cm de altura) contendo
1,5 g de meio de cultura e 5,0 mL de diferentes concentracdes de w-3 (50, 100 ou
200 mg/ml) isoladamente ou associadas com DXR (0,125 mg/m) foram incluidos
também um controle positivo usando DXR a 0,125 mg/mL e um controle negativo
Tween 80 a 1%.

Apés o tratamento foram obtidos dois tipos de descendentes: o
marcador trans-heterozigoto (MH) (mwh +/+ flr3) com asas fenotipicamente do
tipo selvagem e o balanceador heterozigoto (BH) (mwh +/+ TM3 Bd®) com asas
fenotipicamente do tipo serrilhada. As moscas adultas emergentes deste
tratamento foram coletadas e fixadas em etanol 70% para posterior montagem
das laminas.

As asas das moscas foram retiradas, embebidas em solucdo de Faure

(30g de goma arabica, 20 mL de glicerol, 1,59 de hidrato de cloral e 50 mL de
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adgua destilada) e distendidas sobre uma lamina seca. Em seguida, as laminas
foram levadas para secar por 1 hora sobre placa aquecedora (40°C). Por fim,
procedeu-se a montagem com laminula, e novamente a lamina foi colocada para
secar em temperatura ambiente.

A analise das asas foi realizada em microscopio 6ptico (objetiva 40x),
registrando o numero e os tipos de manchas encontradas (simples ou gémeas),
assim como o tamanho das mesmas, e a posicdo em que se encontram na asa.
Aproximadamente 24.800 células foram analisadas por asa.

A analise estatistica utilizada para a verificacdo da possivel acéo
genotoxica do w-3 foi realizada por meio do teste descrito por Frei e Wirgler [15].
Para a andlise estatistica de antimutagenicidade, as frequéncias de cada tipo de
mancha por mosca, foram comparadas aos pares [ex: controle negativo versus
DXR, DXR (agente mutagénico) isoladamente versus w-3 + DXR], usando o teste
U de Mann, Whitney e Wilcoxon [16].

2.3. Warts (wts) - Teste para deteccdo de tumor epitelial em Drosophila

melanogaster

Para o tratamento wts foram cruzadas fémeas virgens wts/TM3, Sb!
com machos mwh/mwh. Os ovos descendentes deste cruzamento foram
coletados por um periodo de 8 horas em frascos contendo uma base sdlida de
agar (4% de agar em agua) e uma camada de fermento (S. cerevisae)
suplementado com acgucar. Apds 72 horas as larvas foram lavadas com &agua
corrente e coletadas com auxilio de uma peneira de malha fina. Grupos de
aproximadamente 100 larvas foram transferidas para frascos (2,5 cm de diametro
e 8,0 cm de altura) contendo 1,59 de meio de cultura instantaneo para Drosophila
sp., aos quais foram adicionadas diferentes concentracées de w-3 (50, 100 ou
200 mg/ml) isoladamente ou associadas com DXR 0,125 mg/ml. Foram incluidos
também um controle positivo com DXR a 0,125 mg/mL e um controle negativo
com Tween 80 a 1%.

Apos o tratamento os individuos adultos foram transferidos para frasco
contendo etanol 70%. Desse cruzamento obtivemos dois tipos de descendentes:

moscas com pélo curto e moscas com pélo longo. Apenas as moscas com pélos
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longos foram analisadas, pois estas possuem o fenoétipo selvagem quanto a
presenca do tumor (wts+/+ mwh). Analise foi feita através da lupa estereoscopica
e em seguida os resultados foram submetidos a analise estatistica usando o teste

U, ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

3. RESULTADOS

3.1. SMART

A Tabela 1 apresenta os resultados das frequéncias de manchas
mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos marcados (MH), do
cruzamento Padrédo (ST), tratados com Tween 80 a 1% (controle negativo),
doxorrubicina (DXR) a 0,125 mg/mL (controle positivo), e diferentes diluicbes de
w-3 (50 mg/mL, 100 mg/mL, 200 mg/mL).

N&o houve aumento estatisticamente significativo (p = 0,05) do numero
total de manchas nas trés concentragfes testadas do dmega-3 (w-3), quando
comparado com o controle negativo. Os dados da Tabela 1 confirmam que o
quimioterapico doxorrubicina (DXR) possui efeito mutagénico, devido ao
aumentando significativo (p < 0,05) no ndmero de manchas mutantes quando
comparado com controle negativo.

A Tabela 1 apresenta também os resultados das frequéncias de
manchas mutantes observadas nos descendentes tratados com diferentes
concentracdes de w-3 (50, 100 ou 200 mg/mL) em associacdo com a DXR (0,125
mg/mL).

Em todas as concentragdes de w-3 (50, 100 ou 200 mg/mL), quando
associadas com DXR (0,125 mg/mL) houve uma reducdo significativa nas
frequéncias de manchas mutantes, induzidas pelo quimioterapico (DXR). O
namero de manchas gémeas também né&o foi significativo quando comparado
com controle positivo, portanto, 0 w-3 ndo € recombinogénico.

E possivel observar também uma reducéo estatisticamente significativa
no nimero de manchas para o total de manchas. Essas reducdes indicam que w-

3 possui efeito protetor.
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Tabela 1: Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes “MH” de

Drosophila melanogaster,

do Cruzamento Padréo (ST),

concentracBes de w-3 isoladas e associadas a DXR (0,125mg/ml).

tratados com diferentes

N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
Tratamentos Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(N) (1-2 céls)” (>2 céls)® mwh®
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr’

Contr. Neg. 20 0,15 (03) 0,05 (01) 0,00 (00) 0,20 (04) 4
DXR 0,125 mg/mL 20 045 (09) i 1,9 (38 + 1,05 (21) + 3,40 (68) + 64
w-3-50 mg/mL 20 0,25 (05 i 020 (04) i 005 (01) i 050 (10) i 8
w-3-100 mg/mL 20 0,15 (3) i 0,00 (0O) i 0,00 (0O) i 0,15 (03) i 3
w-3-200 mg/mL 20 0,20 (04 i 005 (01) i 0,00 (0O) i 0,25 (05) i 5
w-3-50 mg/mL + DXR 20 0,20 (04 i 0,35 (07) + 0,20 (04) + 0,75 (15) + 13
w-3-100mg/mL+DXR 20 0,15 (03) i 0,40 (08) + 0,30 (06) + 0,85 (17) + 17
w-3-200mg/mL+DXR 20 0,15 (03) i 045 (09) + 065 (13) i 1,25 (25 + 23

Diagndstico estatistico de acordo com

Frei e Wargler [15]: +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de
multiplicag&o para a avalia¢éo de resultados significativamente negativos. Niveis de significAncia a = b = 0,05.
®Incluindo manchas simples fIr® raras.

‘Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

3.2. Warts (wts)

A Tabela 2 apresenta as frequéncias de tumores observadas nas

diferentes partes do corpo da Drosophila melanogaster tratadas com diferentes

concentracdes de w-3 e associacdes com doxorrubicina.

A analise de inducdo de tumor pelo do w-3 mostrou que nas

concentragbes 50, 100 e 200 mg/mL nao houve aumento significativo na
frequéncia de tumores, quando comparados ao controle negativo. No entanto,
quando o w-3 foi associado a DXR notou-se uma reducdo significativa na
frequéncia de tumores nas concentra¢cdes mais altas (100 e 200 mg/mL), quando
comparados ao controle positivo, evidenciando o efeito inibidor e antitumoral do
w-3 nas concentracdes analisadas. Este resultado confirma que o0 w-3 possui

efeito protetor contra acdo tumoral da DXR.
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Tabela 2: Frequéncia de clones de tumor observados em Drosophila melanogaster,
heterozigota para o gene supressor de tumor wts, tratada com diferentes concentragdes

de w-3 isoladas e associadas a DXR (0,125 mg/ml).

Tratamentos Numero de tumores analisados

Omega-3 Frequéncia

(concentracgéo) DXR N?nrggtr:gsde térﬁzgees y

mg/mL (mg/mL) analisadas Olho Cabeca Asa Corpo Perna Halter Total mosca)
0 0 200 0 1 12 19 1 0 33 0,16
0 0,125 200 1 4 37 25 20 8 95* 0,47*
50 0 200 0 2 8 13 13 0 36 0,18
100 0 166 2 1 17 4 6 1 31 0,19
200 0 195 1 1 12 5 3 0 22 0,11
50 0,125 190 2 3 44 11 8 2 70 0,37
100 0,125 176 1 1 17 8 4 2 33 0,19**
200 0,125 142 1 1 17 8 4 3 34 0,24**

Diagnéstico estatistico de acordo com Mann-Whitney Teste. Nivel de significancia p = 0,05
* Valor considerado diferente do controle negativo (p < 0,05).

** VValor considerado diferente do controle positivo (DXR 0,125 mg/mL) (p < 0,05).

DXR, doxorrubicina.

4. DISCUSSAO E CONCLUSAO

As concentragbes do w-3 testadas no SMART nao apresentaram
aumento significativo no numero de manchas, quando comparadas com o
controle negativo. Também ndo houve aumento significativo no niamero manchas
nas concentracfes associadas ao quimioterapico DXR. Ao contrario, quando w-3
foi associado a DXR houve uma reducéo significativa no nimero de manchas
mutantes. Estes resultados nos levam acreditar que w-3 possui efeito modulador
sobre a mutagenicidade da DXR.

Para verificar se os efeitos moduladores do w-3 ndo eram apenas no
sentido da atividade antimutagénica, mas, também, no sentido reduzir a formacéao
de tumores foi realizado o teste para deteccdo de clones de tumor epitelial em

Drosophila melanogaster. Fazendo uso de uma amostra maior, verificou-se que o
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w-3 realmente exerce efeito protetor, pois quando associado ao quimioterapico
DXR, reduziu, significativamente, o niumero de tumores quando, comparado o
controle positivo.

Acreditamos que os mecanismos pelos quais 0 w-3 modulou a acao da
DXR, diminuindo o nimero de manchas mutantes (atividade antimutagénica),
foram os mesmos mecanismos que promoveram a reducdo de tumores, induzidos
pela DXR. Estes mecanismos pelos quais 0 w-3 exerceu esta acdo protetora néo
foram diretamente avaliados em nossos experimentos. Contudo, Narayanan et al.
[29] explica que o w-3 pode causar a restauracdo da via apoptética que
geralmente estd prejudicada nos tecidos neoplasicos, ativando fosfatases
protéicas envolvidas na inativacdo do Bcl-2 (genes anti-apoptéticos) e na ativacao
da caspase-3, fatores que de forma independente promovem o aumento da
apoptose.

O w-3 pode aumentar os niveis da proteina PTEN (proteina
responsavel pela inibicdo do ciclo celular) e da atividade da Akt quinase (proteina
gue desempenha um papel fundamental em varios processos celulares como a
proliferacéo celular e apoptose) nos tumores levando a uma inibigédo significativa
da ativagao NFkB [18]. O NF-kB € um fator de sobrevivéncia da célula maligna e a
sua inibicdo provoca diminuicdo da proliferagéo celular, aumento da apoptose e
diminuicdo da angiogénese [34].

Outro mecanismo de acdo dos acidos graxos dmega-3, sugere que
apos o consumo, PUFAS w-3 (4cidos graxos poli-insaturados) séo incorporados
em todas as membranas celulares do corpo, entdo, pode afetar a funcédo das
proteinas que estdo em contato direto com a bicamada lipidica como, por
exemplo, o controle da atividade das canaletas de ions sodio e calcio [40].

Hardman [23] constatou que a presenca de PUFAS w-3 na dieta
aumenta a poli-insaturacdo da membrana e aumenta a susceptibilidade a
peroxidacdo lipidica melhorando significativamente a eficacia da terapia com
doxorrubicina. Berquini, Edwards e Chen [1], complementam que a capacidade de
peroxidacao lipidica do w-3 pode induzir a apoptose. Portanto, 0 w-3 € um agente
conhecidamente indutor de apoptose.

Os &cidos graxos poliinsaturados ndo possuem acdo como agente

antioxidante e sdo especialmente suscetiveis & oxidagdo que resulta na acdo de
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radicais livres de oxigénio [2]. Alguns tipos de quimioterapia e radioterapia geram
grandes estouros de radicais livres (moléculas altamente reativas) que atacam as
membranas celulares matando as células cancerosas; quando o 6mega-3 é
associado ao tratamento torna as ceélulas cancerosas mais vulneraveis aos
ataques dos radicais livres, melhorando assim os efeitos da quimioterapia e
radiagdo [37]. Portanto, o mecanismo pelo qual o w-3 reduz o numero de
manchas mutantes pode ndo ser devido a acdo antioxidante.

De acordo com Lisboa (2006) [25] e Felippe (2009)[12], a
suplementacdo de &cidos graxos w-3 no tratamento quimioterapico diminui a
proliferacdo maligna aumentando a eficacia da droga e ainda reduz os efeitos
colaterais diminuindo os efeitos toxicos do tratamento.

Para Simopoulos [37], um dos mecanismos pelos quais 0 w-3 impede o
tumor de se espalhar é atravées da membrana basal que cerca os vasos
sanguineos e 6rgaos. A dieta suplementada com w-3 impede que as células
cancerosas se fixem as membranas basais através do bloqueio da expressao de
moléculas na superficie da célula (moléculas de adesédo), o w-3 pode, ainda,
bloguear a producdo de colagenase (dissolve a membrana) caso estas células
consigam penetrar a barreira.

A combinagdo de PUFAS w-3 no tratamento com radiagéo ionizante
promoveu o aumento do efeito antitumoral devido a diminuicdo da expressao de
COX-2 induzida pela irradiacdo e pela baixa regulacdo do gene bcl-2 anti-
apoptotica e, ainda, por um efeito antiangiogénico [24, 41].

O tratamento com dieta cetogénica suplementada com w-3 apresentou-
se benéfica no sentido de melhorar a qualidade de vida do paciente, diminuindo a
caquexia (perda progressiva de peso) e também na reducdo de tumores
malignos, pois estes sdo dependentes de glicose para seu crescimento e
sobrevivéncia e sdo incapazes de metabolizar os corpos cetbnicos para produzir
energia. Com a dieta cetogénica, enriquecida com w-3, o suprimento de glicose &
restringido e o corpo produz a energia adequada e substratos na forma de
gordura para gerar corpos cetbnicos, dessa forma promove a reducdo do
crescimento tumoral [31, 36].

A dieta rica em PUFA w-3 no tratamento e prevengéo do cancer ainda

nao foi totalmente comprovada, apesar de existir varios estudos que
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demonstraram que esse 0leo essencial é capaz de reduzir o crescimento tumoral
alguns autores divergem opinides, como é caso de MacLean [27] que realizou um
estudo para avaliar os créditos do w-3 na prevencédo do cancer. Ele constatou que
dos 38 artigos, que preenchiam os critérios do estudo, publicados entre 1966 e
2005, nenhum apresentou evidéncias significativas de que o w-3 possa afetar
algum mecanismo de desenvolvimento de células cancerigenas e que ha poucos
indicios de que o w-3 reduz o risco de qualquer tipo de cancer. No entanto, o
teste SMART e o teste para deteccéo de clones de tumor (wts), realizados nesta
pesquisa com o w-3, apresentaram resultados positivos, com relacédo aos efeitos
moduladores do w-3 sobre a agéo da DXR.

A reducdo no namero de manchas no teste SMART e a reducdo no
namero de tumores no teste wts sugerem fortemente que o w-3 é uma substancia
potencialmente Util na prevencdo e tratamento do cancer, pois os resultados nos
levam a acreditar que o w-3 € capaz de melhorar os efeitos do quimioterapico
DXR.

Diante dos resultados apresentados neste trabalho podemos concluir
gue o w-3 apresentou atividade antimutagénica, modulando os efeitos induzidos
pela DXR. Esta agdo moduladora sobre a DXR sugere a possibilidade do uso do
w-3 como quimiopreventivo. Quando verificamos a inequivoca reducdo de
tumores pelo w-3, podemos suscitar 0 uso deste acido graxo como adjuvante no
tratamento contra o cancer.

Concluimos, também, que ainda € preciso desenvolver varios estudos
com énfase em seres humanos para que a terapia de prevencao e tratamento do

cancer, suplementada com acidos graxos w-3, seja completamente aceita.
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