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1 — Introducao Geral

1.1 Antioxidantes e Radicais livres

Um radical livre € uma espécie quimica (atomo ou molécula) que possui
um elétron desemparelhado no seu orbital de valéncia (numero impar de
elétron). Esta situacdo confere ao radical uma alta reatividade quimica,
especialmente como agente oxidante, pela tendéncia de adquirir o segundo
elétron para estabilizar o seu orbital de valéncia (PICADA et al. 2003). Radicais
livres e outras espécies derivadas do oxigénio sdo constantemente geradas in
vivo (HALLIWELL, 1994). Os varios mecanismos pelos quais estes agentes
podem ser produzidos in vivo incluem a radiacdo ionizante, os compostos
mutagénicos e carcinogénicos presentes no meio e até mesmo o processo
endoégeno normal de oxidagdao, em um organismo (HALLIWELL e ARUOMA,
1991).

A reatividade dos diferentes radicais livres varia, mas alguns podem
causar danos severos para as moléculas biologicas, especialmente para DNA,
lipidios e proteinas (HALLIWELL, 1994). Os compostos oxidantes
compreendem, entre outros, o peroxido de hidrogénio (H202), o superoxido (O2
e -) e o radical hidroxil (OH e ), sendo classificados como espécies reativas de
oxigénio (ROS-reactive oxygen specie)(Jl, 1995). As ROS, que incluem os
radicais livres, sdo consideradas a maior causa de iniciacdo e promog¢ao de
cancer. Estas moléculas instaveis sdo produzidas pelo metabolismo normal. Sua
incidéncia aumenta no corpo durante infecgdes, inflamacdes e exercicios fisicos,

seguidos de exposigdo a fontes exdgenas como a poluicdo, fumo, certos
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medicamentos (por exemplo, acetaminophen/ paracetamol) e radiagao, incluindo
a radiagao ultra-violeta (BOREK, 1997; BOREK, 2004).

Em um organismo, a existéncia de um desequilibrio, em favor da geragao
excessiva de radicais livres, ou em detrimento da velocidade de remogao destas
espécies, € conhecido como estresse oxidativo e pode conduzir a oxidagao
elevada de substratos biolégicos. Em situagao cronica, o estresse oxidativo no
ambiente celular, pode causar sérios danos metabdlicos e estar envolvido na
origem e no desenvolvimento de muitas doengas (LUCESOLI, 1995).

A geracado de radicais livres constitui uma agao continua e fisioldgica,
cumprindo fungdes bioldgicas essenciais. Sao formados em um cenario de
reagoes de oxido-reducgao, surgidos como resultados dessas reagdes. Podem
ceder o elétron solitario e serem oxidados; ou podem receber outro elétron e
serem reduzidos (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). A condicdo de estresse
oxidativo, como por exemplo, a exposicdo das células a pesticidas, facilita a
liberacdo do ferro da proteina ferritina e deste modo, estes agentes podem
elevar a formagao de ROS, n&o apenas por passar pelo ciclo redox (reagao de
oxido-redugao), mas também por facilitar a liberagdo do ferro permitindo-o que
catalise a formacgéao das espécies reativas (STOHS e BAGCHI, 1995).

Esta claro que a presenca dos radicais livres no sistema biolégico pode
levar a mutagénese e carcinogénese (SIMIC, 1988). De acordo com Valko et al.
(2006), o estresse oxidativo induz ao desequilibrio redox celular que é
encontrado em varias células tumorais, comparando-se com células normais. O
desequilibrio redox, portanto, pode estar relacionado com a estimulacdo

oncogénica. A mutagdo no DNA € um passo critico na carcinogénese, e niveis



elevados de lesdes oxidativas no DNA (8-OH-G) sao observados em varios
tumores, tendo uma forte relagao entre este dano e a etiologia do cancer.

Além do cancer, os efeitos toxicos dos radicais livres estdo relacionados
com doengas como porfirias, cataratas, sobrecarga de ferro e cobre, doenga de
Alzheimer, diabetes, aterosclerose, inflamacdes crénicas, doengas auto-imunes
e situacdes de injuria por esquemia. Outras causas da acao de radicais livres é
a ocorréncia da doenca de Parkinson, da artrite reumatdide e de doencgas
intestinais inflamatérias (LUCESOLI, 1995; HALLIWELL e GUTTERDGE, 1999).

Contrariamente, existem compostos capazes de neutralizar a produgao
excessiva de radicais livres, estes compostos sdo chamados de antioxidantes.
Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substdncia que quando
presente em baixa concentragdo, comparado com um substrato oxidavel, é
capaz de atrasar ou evitar a oxidagdo deste mesmo substrato (HALLIWELL,
1990). Uma grande parte das defesas antioxidantes do corpo serve para
minimizar alguma produgéo adicional de OH* (HALLIWELL, 1994).

O sistema de defesa antioxidante € formado por compostos enzimaticos e
nao enzimaticos, estando presentes no organismo (dentro das células ou na
circulagdo sanguinea) como nos alimentos ingeridos (MONTERO, 1996). As
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa peroxidase
(GSH-Px) sao consideradas as principais defesas antioxidantes intracelulares
(HALLIWELL, 1987). Entre os antioxidantes fisiolégicos ndo enzimaticos estao o
urato, a bilerrubina, a carnosina e o ubiquinol (FREI et al. 1990).

Ainda dos componentes ndo-enzimaticos da defesa antioxidante,

destacam-se alguns minerais (cobre, manganés, zinco, selénio e ferro),



vitaminas (acido ascérbico, vitamina E, vitamina A), carotendides (beta-
caroteno, licopeno e luteina), bioflavondides (genisteina, quercetina) e taninos
(catequinas) (PAPAS, 1999).

Frutas e vegetais, que sdo uma rica fonte de carotendides, promovem
beneficios a saude por diminuir o risco de varias doencas, particularmente
certos canceres e doencas oftalmicas. Os carotendides sdo uma familia de
compostos de mais de 600 pigmentos lipossoluveis, que fornecem as
coloragdes que vimos na natureza. Por exemplo, carotendides sdo responsaveis
pela cor vermelha dos tomates e a cor laranja das cenouras, e sao parcialmente
responsaveis pela queda da coloragdao, apds a clorofila das folhas ter sido

destruida (KRINSKY e JOHSON, 2005).

1.2 Tomate (Lycopersicon esculentum) e Licopeno

Os vegetais nos suprem nao apenas de componentes nutritivos como as
proteinas, carboidratos e vitaminas, mas também contém muitos tipos diferentes
de compostos quimicos funcionais. Eles nos auxiliam mantendo nossos corpos
em boas condi¢cbes fisica e mental. Estudos epidemiologicos recentes tém
demonstrado que habitos alimentares tém uma relacdo estreita com doencas
relacionadas ao estilo de vida e o fator mais importante para manter nossos
corpos em boa condigdo € um plano alimentar bem balanceado (REN et al.
2001).

As frutas e os vegetais sao as principais fontes de antioxidantes, sendo
as vitaminas C, E e os carotendides, as moléculas presentes na dieta

responsaveis por esta fungcao (AMES et al. 1993). O consumo diario de vegetais
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e frutas sdo benéficos para o0 nosso organismo, diminuindo, inclusive, a
incidéncia de cancer (REHMAN et al. 1999) e aquelas ricas em carotendides,
como o beta-caroteno e outros pigmentos, auxiliam, também, na prevengao
contra as doengas cardiovasculares (HALLIWELL,1994).

Os vegetais nos fornecem valorosos nutrientes semelhantes as
vitaminas, mas em concentracées muito pequenas. Eles possuem atividades
metabdlicas, semelhantes aos antioxidativos, antimutagénicos, repressores de
alergia, reguladores de pressao sanguinea, ou supressor das acgbes do
colesterol em nosso organismo. Vegetais cultivados organicamente tém muitas
vantagens em relagdo aos cultivados sob o uso de defensivos quimicos.
Possuem sabor agradavel, e ndo se tém problemas com residuos quimicos,
sendo bem aceitos pelos consumidores com problemas alérgicos (REN et al.
2001).

O Tomate (Licopersicon esculentum) é um fruto muito consumido nos
cinco continentes. Em termos de minerais, relevantes para a nutricdo humana,
destacam-se: fésforo, calcio e ferro. Quanto a riqueza em vitaminas, destacam-
se a pro-vitamina A, com 735 a 1270 Ul (a cada 100 gramas), das quais uma
unidade equivale a 0,6 microgramas de beta-caroteno. Sao relevantes, também,
o teor de vitamina C ou acido ascorbico (15-23mg), algumas vitaminas B1 e
riboflavina ou vitamina B2. O teor em vitaminas e minerais depende muito da
cultivar e das condigdes sob as quais a cultura se desenvolve (FILGUEIRA,
2003).

O Tomate é considerado um fruto importante, na nossa dieta, exatamente

pela presenca de acidos organicos, carotendides e, sobretudo, a vitamina C,



cujo teor atinge o maximo quando o fruto esta completamente maduro. O tomate
verde ou pouco corado contém um alcaldide, a solanina, que pode torna-lo
toxico, a semelhanga das folhas e dos caules (FILGUEIRA, 2003).

De acordo com Weisburger et. al. (2002), pessoas que vivem no
Mediterraneo, e em volta, apresentam um baixo risco de importantes
enfermidades cronicas, incluindo doenga coronaria do coragao e um numero de
tipos de cancer (mama, colo, proéstata). Este baixo risco parece estar
relacionado com uma dieta tradicional, consistindo principalmente de frutas e
vegetais em geral, e especialmente com o consumo de tomates cozidos,
associados com uma consideravel quantidade de éleo de oliva. Estes resultados
tém levado para a saude publica recomendagdes para consumir mais vegetais,
especialmente tomates cozidos com 6leo de oliva.

A coloragdo do fruto é determinada por dois pigmentos: licopeno
(vermelho) e caroteno (amarelo), que dependem das condigbes termoclimaticas,
sendo o primeiro favorecido por temperaturas amenas, e o segundo pelo calor
(FILGUEIRA, 2003).

Alguns estudos indicam que o suco de tomate (Lycopersicon
esculentum), contendo licopeno e outros agentes antioxidantes em combinagao,
reforga o efeito inibitério do desenvolvimento de tumores em bexiga urinaria de
ratos (OKAJIMA et al. 1998). O consumo de tomate (Lycopersicon esculentum)
diminui a modulagdo oxidativa do DNA em humanos (REHMAN et al. 1999)
diminuindo o risco de neoplasias no trato digestivo (LA VECCHIA, 2002).

Estudos recentes mostram que o consumo alimentar de tomates e de produtos



do tomate estido associados ndo somente com a redugao de risco de cancer,
bem como, de doengas cardiovasculares (RAO et al. 2000).

O Licopeno, carotendide com propriedades antioxidantes, presente em
muitos frutos e vegetais, € encontrado em maior quantidade no tomate. O
Licopeno atua como um antioxidante muito potente, e este €, claramente, um
importante mecanismo de agao do Licopeno. Ele pode prender oxigénio simples
e reduzir a alteragdes na molécula de DNA. Em concentragdes fisiologicas, ele
pode inibir o crescimento de células tumorais humanas, por interferir com a
sinalizagao do receptor do fator de crescimento e progressédo do ciclo celular,
especificamente, em células de cancer de prostata, sem evidéncia de efeitos
toxicos ou apoptose celular. Estudos de células humanas e animal tém
identificado um gene, connexina 43, cuja expressao é regulada pelo Licopeno e
que permite direcionar a comunicagao gap juncional intracelular (gap junctional
communication-GJC). A GJC é deficiente em muitos tumores humanos, e sua
restauracdo ou regulagdo esta associada com a redugdo da proliferagao

(HEBER e LU, 2002).

1.3 Doxorrubicina

A doxorrubicina (Andriamicina) € um potente e eficaz agente
quimioterapico no tratamento de varias formas de cancer, mas seu uso tem sido
limitado pelo desenvolvimento de toxicidade cardiaca (TALLAJ et al. 2005). A
doxorrubicina tem uma alta afinidade por ferro inorganico, Fe (lll), e tem

potencial para formar complexos doxorrubicina-Fe (lll) em sistemas biolégicos.



O envolvimento indireto do ferro é considerado importante na mutagenicidade

oxidativa da doxorrubicina (KOSTORYZ e YOURTEE, 2001).

NH,

OH

Figura 1 - Férmula estrutural do quimioterapico doxorrubicina.

1.4 Teste para Deteccado de Mutacdo e Recombinacdo Somaéatica

em células da asa de Drosophila melanogaster

De acordo com GRAF et al. (1984), a analise dos possiveis efeitos de
substancias mutagénicas e recombinogénicas pode ser realizada por meio do
teste da mancha da asa, denominado SMART (Somatic Mutation And
Recombination Test), que detecta diferentes tipos de manchas mutantes
(simples ou gémeas) que podem ser resultantes tanto de mutagao,
recombinagcdo, delecdo ou nao disjungdo cromossémica, ocorridas no

cromossomo n° 3 de Drosophila melanogaster.



O teste SMART de asa em Drosophila melanogaster, fundamenta-se na
premissa de que, durante o desenvolvimento embrionario, grupos de células (os
discos imaginais das asas) proliferam mitoticamente até o ponto em que se
diferenciam, durante a metamorfose, em estruturas que originam as asas das
moscas adultas. Este bioensaio faz uso de dois genes marcadores para a forma
dos pélos das asas: pélos multiplos (mwh, 3-0.3) e pélos cujo formato lembra
uma “chama de vela”, do inglés flare (flr®, 3-38.8) — baseando-se na inducéo de
alteragdes genéticas que originam a perda de heterozigose em células larvais,
que sao heterozigotas para estes dois genes recessivos (GRAF et al. 1984).

Quando ocorre uma alteragao genética em uma das células que estao se
dividindo por mitose, € formado um clone de células mutantes, que pode ser
detectado fenotipicamente como uma mancha mutante na superficie das asas
dos adultos. Embora o numero total de manchas forneca dados quantitativos
sobre a atividade genotdxica do composto, o tipo de mancha pode revelar quais
foram as diferentes lesdes envolvidas na origem dos clones. Manchas mutantes
simples (pequenas ou grandes) — expressando o fenétipo mutante flr> ou mwh —
indicam a ocorréncia de mutagdes pontuais, alteracbes cromossémicas, assim
como recombinagdo mitética. Manchas gémeas — formadas por células
adjacentes fir* e mwh — sdo originadas exclusivamente por recombinagao, o que
significa que este tipo de mancha pode fornecer indicagdes preliminares sobre a
acao recombinogénica do composto (Figura 2)(GRAF et al. 1984).

E importante distinguir entre manchas simples pequenas (1-2 células
mutantes) e manchas simples grandes (3 ou mais células mutantes) —

especialmente porque as primeiras sao formadas durante o ultimo e/ou



penultimo ciclos de divisdo mitdtica — que estdo ocorrendo na pupa — e as
grandes produzidas mais cedo, durante o desenvolvimento larval (GRAF et al.
1984).

Para a realizagcdo do teste para deteccao de mutacdo e recombinagao
somatica sao utilizadas trés linhagens:

1) Linhagem multiple wing hairs (mwh): esta linhagem possui no
cromossomo-3, um alelo mutante que altera o fendtipo dos pélos da asa de D.
melanogaster. Esse alelo esta presente em homozigose na linhagem mwh. As
células da asa da D. melanogaster sao caracterizadas por possuir um unico pélo
por célula, porém, quando esta possui o alelo mutante mwh, o fendtipo
apresentado sera de trés ou mais pélos por células.

2) Linhagem flare-3 (fIr’): esta linhagem possui também no cromossomo-
3, porém, em uma posicdo mais proxima ao centrébmero, um alelo mutante que
altera o fendtipo dos pélos da asa. O fendtipo provocado por este alelo mutante
€ um pélo “deformado” que se assemelha a uma chama. Contudo, a linhagem
nao possui este alelo em homozigose nas células do seu corpo, pois seria letal
para o individuo. Com isso, a linhagem estoque é mantida em um cromossomo
o gene flr* e no mesmo locus, no outro cromossomo, um balanceador que
possui multiplas inversodes, e recebe o nome de TM3 bd®. Portanto, a mutacgéo
flr* sera viavel apenas quando algumas células do disco imaginal carregar a
mutacao.

3) Linhagem ORR: esta linhagem de Drosophila melanogaster foi
construida com o objetivo de aumentar a capacidade metabdlica na ativagao

promutagenos. Na linhagem resistente ao DDT, Oregon R (R), o gene Rl na
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posicao 65,0 do cromossomo-2, € responsavel para os altos niveis de
expressao da citocromo P-450, tipicas para esta linhagem. Por conseguinte, os
cromossomos 1 e 2 das linhagens mwh e flr* foram substituidos pelos
cromossomos 1 e 2 da linhagem Oregon R (R) (FROLICH; WURGLER, 1989).

Para a realizagao dos experimentos sao feitos dois tipos de cruzamentos:

1) Cruzamento padrdo (ST — Standard Cross): fémeas virgens fir®
cruzadas com machos mwh. (GRAF et al., 1989).

2) Cruzamento de alta bioativagao (HB - High Bioactivation Cross):
fémeas virgens ORR/ ORR; flr® cruzadas com machos mwh (GRAF; VAN
SCHAIK, 1992).

O cruzamento de alta bioativagdo metabdlica (HB), permite a detecgao de
promutagenos devidos aos altos niveis de citocromo P-450 da linhagem Oregon
R (R), enquanto o cruzamento padrao permite a detecgao de mutagenos diretos.

Desses cruzamentos sido obtidos dois tipos de descendentes: com
marcador trans-heterozigoto (MH: mwh + /+ fIr’) que possuem asas
fenotipicamente do tipo selvagem; e com balanceador heterozigoto (BH: mwh +
[+ TM3, Bd®) asas fenotipicamente serrilhadas (Figura 3).

A mosca da fruta, Drosophila melanogaster, oferece uma série de
vantagens como sistema de prova eucariética de genotoxicidade in vivo. E facil
de cultivar, seu ciclo reprodutivo € curto e os ensaios somaticos sdo baratos,
porque requerem equipamento de laboratério basico e de baixo custo (SPANO

et al. 1998).
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Figura 2: Tipo de Manchas: A-Mancha simples: pélos mwh B-Mancha Gémea: pélos flare e mmwh

A B

Figura 3: Fenotipo da borda da asa A-Asa de borda lisa B-Asa de borda serrilhada
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Protector effect from organic Tomato (Licopersicon esculentum) against the
genotoxic action of the doxorrubicin on somatic cells of Drosophila

melanogaster
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l.Introducéo

O tomate (Licopersicon esculentum) tem, indubitavelmente, assumido a
posicao de alimento funcional, considerando a evidéncia epidemioldgica da sua
reducado ao risco de certos tipos de cancer (NGUYEN e SCHWARTZ, 1999). Ele
€ um reservatorio de diversas moléculas antioxidantes, como o acido ascorbico,
vitamina E, carotendides, flavondides e acidos fendlicos (GEORGE et. al.,
2004). Tomates também contém uma moderada quantidade de a e B-caroteno e
luteina. O B-caroteno € conhecido pela sua atividade de pré-vitamina A e a
luteina por reduzir o risco de cancer do pulmao (SIES, 1991). O licopeno, um
carotendide sem atividade de pro-vitamina A, esta presente em muitos frutos,
vegetais e, ainda, em tomates e produtos processados do tomate, que constitui
a maior fonte de licopeno na dieta Norte Americana (RAO e AGARWAL, 2000).

O consumo alimentar de licopeno esta epidemiologicamente
correlacionado com a minimizagdo do risco de cancer de préstata e é
considerado superior ao a e (B-caroteno na inibicdo da proliferagcao celular de
varias linhagens celular de céncer epitelial humano (GIOVANNUCCI,1999). O
consumo de tomate e produtos do tomate é considerado como um indicador
nutricional de bons habitos alimentares e estilo de vida saudavel (GEORGE et.
al. 2004).

Nos ultimos anos o uso de pesticidas na agricultura é crescente.
Atualmente ha mais de 1000 quimicos classificados como pesticidas. Devido a
grande quantidade destes quimicos serem liberados diariamente no ambiente e
muitos deles afetar organismos “nao-alvo”, eles podem representar um risco
potencial para a saude humana (ZELJEZIC e GARAJ-VRHOVAC, 2001). A
exposicdo ocupacional a pesticidas esta associada a varias doengas
neoplasicas. Em particular, um aumento significante foi encontrado na incidéncia
de mieloma multiplo (LA VECHIA et. al. 1989 apud ZELJEZIC e GARAJ-
VRHOVAC, 2001).

REN et. al. (2001), em seus experimentos com vegetais organicos,
demonstraram que algumas variedades de vegetais cultivados livres de

pesticidas e com fertilizante organico teve uma antimutagenicidade muito alta
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contra alguns compostos mutagénicos, em relacdo aos vegetais cultivados de
modo geral. De acordo com Abreu Jr. e Stoltenborg, (1998) a agricultura
organica é um sistema de produgdo comprometido com a saude, a ética e que
contribui para preservar a natureza. Aproveita com inteligéncia os recursos
naturais, métodos tradicionais e as mais recentes tecnologias ecolégicas.

O teste SMART (Somatic Mutation And Recombination Test) de asa em
Drosophila melanogaster, fundamenta-se na premissa de que, durante o
desenvolvimento embrionario, grupos de células (os discos imaginais das asas)
proliferam mitoticamente até o ponto em que se diferenciam, durante a
metamorfose, em estruturas que originam as asas das moscas adultas. Quando
ocorre uma alteragdo genética, em uma das células que estdo se dividindo por
mitose, € formado um clone de células mutantes, que pode ser detectado
fenotipicamente como uma mancha mutante na superficie das asas dos adultos.
A analise das lesbes induzidas é feita pela observacdo de grupos de células
(clones mutantes), que expressam fenotipicamente os genes marcadores flr® ou
mwh, responsaveis por mudangas na forma dos pélos ou tricomas (GRAF et al.
1984).

O cloridrato de doxorrubicina (DXR) é um potente agente antitumoral
usado mundialmente, em diferentes formas, contra canceres humanos. Estudos
mostram que este agente tem um potencial de indugdo a danos genéticos em
células tumorais em sistemas animais € humanos (GENTILE et al. 1998). Ele &
capaz de gerar uma variedade de espécies de radicais livres no sistema celular
e esta capacidade é considerada critica para a sua agédo antitumoral (KEIZER
et. al. 1990). Costa e Nepomuceno (2006) encontraram efeitos protetores de
vitaminas antioxidantes (vitaminas C, E e B-caroteno) e poliminerais (cobre,
selénio e zinco), contra a agao genotdxica do quimioterapico DXR, quando
utilizaram a Drosophila melanogaster como organismo teste.

A terapia nutricional com antioxidantes, concomitante a administragao de
drogas antineoplasicas, apresenta varios beneficios ao tratamento de pacientes
oncoldgicos. A oferta de vitaminas antioxidantes, como as vitaminas A, E e C,
associada as drogas antiblasticas, resulta em menores efeitos colaterais e

permite que a continuidade do tratamento empregado ndo seja prejudicada, pois
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a toxicidade causada pelas drogas antineoplasicas €& fator limitante desta
terapia. Desta forma, a terapéutica nutricional, baseada na utilizacdo de
antioxidantes, pode ampliar os conceitos da terapia oncoldgica atual e permitir
melhores resultados quanto ao controle do cancer (SANTOS et al. 2001).

Deste modo, o objetivo deste estudo experimental foi avaliar possiveis
efeitos genotdxicos do extrato tomate organico, livre de defensivos quimicos,
nas concentracbes de 25%, 50% e 100% e seus possiveis efeitos
antigenotoxicos contra a agdo genotdéxica do farmaco antineoplasico

Doxorrubicina (0,125mg), gerador de radicais livres.
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1.1 Resumo

Alimentos ricos em carotendides sdo utilizados na dieta habitual da
populacao, sendo encontrados em frutos e em outros vegetais de pigmentagao
avermelhada como o tomate, a melancia e a cenoura. Esses carotenoides sé&o
agentes antioxidantes que sequestram os radicais livres, substancias
altamente reativas produzidas no organismo, € que em excesso causa
envelhecimento precoce e cancer. O licopeno é o carotendide que esta
presente em alta concentracdo no tomate. O teste SMART de asa foi utilizado
para verificar os possiveis efeitos antigenotoxicos e/ou genotoxicos do tomate
organico em células somaticas de Drosophila melanogaster. Na avaliagao da
genotoxicidade foram utilizadas larvas de 48 horas, descendentes do
cruzamento padréo (ST) e alta capacidade de bioativagdo (HB), que foram
tratadas com extrato aquoso de tomate organico TOR (100%, 50% e 25%). O
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos genotdxicos do tomate
organico contra a agao genotoxica da DXR (0,125mg/ml), geradora de radicais
livres. Os resultados obtidos demonstraram que nos descendentes de ambos
os cruzamentos (ST e HB), tratados com TOR, ndo foram verificados
aumentos, estatisticamente significativos, nas frequéncias de manchas
mutantes. Contudo, na associacdo do tomate organico, nas diferentes
concentragcbes, com a DXR, ocorreu um aumento, estatisticamente
significativo, de manchas mutantes em ambos os descendentes (ST e HB).
Este aumento nas frequéncias de manchas pode sugerir, a primeira vista, um
efeito potencializador da DXR. No entanto, verifica-se que o aumento na
freqUéncia total de manchas é devido a um aumento significativo na frequéncia
de manchas pequenas. O que leva a acreditar que este efeito, na realidade,
nao é potencializador, e sim, protetor. Concluimos, portanto, que o extrato
aquoso de tomate organico ndo é genotdxico e pode ter papel importante

como agente antigenotoxico.

UNITERMOS: Licopersicon esculentum, Drosophila melanogaster, SMART,

doxorrubicina, radicais livres.
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1.2 Abstract

Food that is rich in carotenoids is used in the population’s common diet, and is
found in fruits and other vegetables of red pigmentation, such as tomatoes, water-
melons and carrots. These carotenoids are anti-oxidizing agents that capture free
radicals, which are highly reactive substances produced in the organism, and if in
excess, provoke precocious old age and cancer. Licopeno is the carotenoid that is
present in high concentration in tomatoes. The SMART wing test was used to
verify the possible anti-genotoxic or genotoxic effects of the organic tomato in
somatic cells of Drosophila melanogaster. In the verification of genotoxicity, 48-
hour larvae were used, and they are descendant from pattern cross (ST) and from
high bioactivation capacity, and were treated with aqueous extract of TOR organic
tomato (100%, 50% and 20%). The present study aimed at verifying the organic
tomato genotoxic effects against the DXR genotoxic action (0,125 mg/ml), which
generate free radicals. The results obtained showed that in the descendants of
both crosses (ST and HB), treated as TOR, it was not possible to verify statistically
significant increases in the frequencies of mutant spots in both descendants (ST
and HB). This increase of frequencies of spots may suggest, at first sight, an
enhancement effect of DXR. However, we can see that the increase in total
frequency of spots is due to a significant increase in frequency of small spots,
which leads us to believe that this effect is in reality not enhancement, but
protector. This way, we can conclude that the aqueous extract of organic tomato is

not genotoxic and may have an important role as anti-genotoxic agent.

Keywords: Licopersicon esculentum, Drosophila melanogaster, SMART,

doxorubicin, free radicals.
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2. Material e Métodos

2.1 Agentes Quimicos

O Cloridrato de Doxorrubicina (DXR) [(8S-cis)-10-[(3-amino-2,3,6,-
trideoxi-alfa-1lixohexapiranosil)oxi]-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-8-
(hidroxiacetil)-1-etoxi5, 12 naftacenodiona (CAS 23214-92-8), Eurofarma
Laboratério Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil], apresenta-se em frascos contendo

10mg de DRX liofilizado. Possui peso molecular 580,0 e férmula molecular
Ca7H29NO11.HCL.
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Figura 1- Férmula estrutural da doxorrubicina.

2.2 Preparacao do Tomate Organico

O tomate organico foi gentilmente cedido pela Fazenda Santa Teresa do
Alto, situada em ltupeva-SP. Os frutos frescos foram lavados, pesados e usados
para a preparagao dos sucos. Os extratos aquosos foram preparados de acordo
com Ito et al (1986). Os frutos foram triturados usando um mixer domeéstico
(Black & Decker SB30T) O suco obtido foi entao filtrado utilizando-se uma gaze,
no qual foi chamado de extrato de tomate orgénico puro (100%). O volume do
extrato de tomate organico puro (100%), obtido de 100g do fruto, foi diluido em

agua nas concentragdes de 25% e 50%.
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2.3 Linhagens estoques de Drosophila melanogaster

O teste para deteccdo de mutacdo e recombinacdo somatica em células
de asas de Drosophila melanogaster (SMART) foi utilizado neste experimento
para andlise dos efeitos do tomate orgénico puro e em associagdo a DXR.
Foram utilizadas linhagens mutantes de Drosophila melanogaster, que foram
fornecidas pelo Dr. Urich Graf, do Instituto de Toxicologia da Universidade de
Zurich, Shwerzenbach, Suica.

Estas linhagens sdo mantidas em frascos de " de litro, contendo meio de
cultura para Drosophila (820mL de agua, 25g de fermento bioldgico —
Saccharomyces cerevisiae, 11g de agar, 150g de banana e 1g de Nipagin).

Foram realizados cruzamentos de fémeas virgens flr* /In(3LR)TM3, rip
sep | (3)89 Aa bx**® e Bd®, com machos mwh/mwh — Cruzamento padrdo (ST), e
fémeas virgens ORR: flr* /In(BLR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aa bx**® e Bd°® sdo
cruzadas com machos mwh/mwh — Cruzamento de alta bioativagéo (HB) (GRAF
et al, 1996). Destes cruzamentos foram obtidos descendentes heterozigotos
marcados (MH: mhw + / + fir® ), e heterozigotos balanceados (BH: mhw + / +
TM3, Bd®).

2.4 Procedimento para a coleta de ovos

A coleta dos ovos dos descendentes dos cruzamentos padrao e de alta
bioativagao ocorreu durante um periodo de 8 horas, em frascos contendo uma
base solida de agar (3% de agar em agua) e uma camada de fermento
bioldgico (Saccharomyces cerevisiae) suplementado com sacarose. Apos 7214
horas as larvas foram lavadas com agua destilada e coletadas com o auxilio de

uma peneira de malha fina.
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2.5 Procedimento Experimental

As larvas de 3° estagio, provenientes dos dois cruzamentos (ST e HB)
foram colocadas em frascos de vidro (2,5 cm de diametro e 8,0 cm de altura)
contendo 1,5g de meio de puré de batatas instantaneo (marca HIKARI®) e 5ml
de extrato aquoso de tomate orgénico associados ou ndo com DXR (0,125
mg/mL). Para o controle positivo foi utilizada a DXR e para o controle negativo
agua destilada estéril.

Larvas de 3° estagio foram submetidas a um tratamento crénico, por um
periodo de, aproximadamente, 48 horas, quando estas sobem as paredes dos

frascos, passando para o estagio de pupa.

2.6 Preparacédo e Anélise Microscopica das asas

A andlise do material foi realizada coletando-se adultos emergentes
portadores dos dois tipos de genétipos: mwh + / + flr® ou mwh + / + TM3, Bd® , e
conservando-os em etanol 70%. Retiraram-se as asas das moscas sob
microscopio esteroscopico, marca Olimpus, utilizando-se um par de pingas
entomoldgicas. As asas sdo montadas entre lamina e laminula com solugéo de
Faure (goma arabica, 20mL de glicerol, 50g de hidrato cloral e 50mL de agua) e,
posteriormente, analisadas, quanto a ocorréncia de diferentes tipos de manchas
mutantes, em microscoépio éptico de luz, marca Olimpus, com aumento de 400X.
avaliou-se ambos os lados, dorsal e ventral, das asas, procurando identificar a
presenca de clones simples (fenétipo flr* ou mwh) ou clones gémeos (fenétipo
flr* e mwh).

Durante a analise microscopica, foram anotados o tamanho dos clones
ou manchas (o numero de células afetadas), assim como o tipo de clones
(simples mwh ou flr* e clones gémeos) — devido a uma correlacdo existente
entre o tempo de indugao das lesdes genéticas e o tamanho final dos clones.

O marcador Bd® provoca, na fase larval, um recorte na borda da asa,
deixando-as com aspecto serrilhado, enquanto os adultos trans-heterozigotos
apresentam a borda da asa lisa, diferenciando-os fenotipicamente (GRAF et

al., 1984).
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2.7 Andlise Estatistica

A analise estatistica utilizada para a verificagdo da possivel acao
genotodxica do tomate organico foi realizada por meio do teste descrito por Frei e
Wurgler (1988). Para a analise estatistica de antigenotoxicidade, as frequéncias
de cada tipo de mancha por mosca, foram comparadas aos pares [ex: controle
negativo versus DXR, DXR (agente genotdxico) isoladamente versus tomate
organico + DXR], usando o teste U de Mann, Whitney e Wilcoxon (FREI,
WURGLER, 1995). As porcentagens de inibicdo do tomate organico foram
calculadas, utilizando-se as freqiiéncias de clones 10° células, corrigidas pelo
controle, como se segue: (DXR — DXR associada ao tomate organico/DXR) x
100 (Abraham, 1994).

3. Resultados e Discussao

A Tabela 1 mostra as frequéncias de manchas mutantes observadas nos
descendentes trans-heterozigotos (MH), do cruzamento padrdao (ST) e alta
bioativacdo metabdlica (HB). Nos descendentes trans-heterozigotos a tabela
nos informa que ndo houve aumento estatisticamente significativo (a = 0,05) do
extrato aquoso de tomate organico (TOR), nas trés doses, quando comparado
com o controle negativo, em todas as classes de manchas (simples pequenas,
simples grandes, gémeas e o total de manchas), assim como em ambos os
cruzamentos. Portanto, o extrato do tomate orgénico, nas diferentes doses (25,
50 e 100%) n&o apresenta efeito genotoxico, pois € cultivado sem o uso de
defensivos quimicos.

Os dados da Tabela 1, observados nos descendentes trans-
heterozigotos, do cruzamento padrdo, demonstram que o quimioterapico
doxorrubicina (DXR) estd exercendo seu efeito genotdxico, aumentando o
nuamero de manchas mutantes, quando comparado ao controle negativo. Esse
aumento é estatisticamente significativo (a = 0,05) em todas as classes de
manchas. A alta frequéncia de manchas, no cruzamento padréo, evidencia que

a DXR é uma droga com agao genotoxica direta. O aparecimento de manchas
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gémeas indica uma atividade recombinogénica da DXR. Resultados da agéao
recombinogénica da DXR em células somaticas de D. melanogaster foi
encontrado em Lehmann et al. (2003), Rodriguez-Arnaiz et al. (2004) e Costa e
Nepomuceno (2006).

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos na andlise dos descendentes
MH do cruzamento ST tratados com a associacdo de DXR e diferentes
concentragcbes dos extratos aquosos de tomate organico (TOR). Estes
resultados mostraram que ocorreu um aumento, estatisticamente significativo,
de manchas pequenas simples, manchas grandes simples, manchas gémeas,
bem como, para o total de manchas, nas as associa¢des do TOR nas doses 50
e 100%. Na dose de TOR 25% estes aumentos, também, ocorreram, porém, os
aumentos foram n&o significativos.

Os resultados da associacao das diferentes doses de TOR (25, 50 e
100%), com a DXR, nos descendentes MH do cruzamento HB, podem ser
verificados na Tabela 3. Nesta tabela verifica-se um aumento, estatisticamente
significativo, nas frequéncias de manchas mutantes, pequena simples, grandes
simples, gémeas e total de manchas, na associagdo de DXR e TOR 25%. Na
associagdo DXR e TOR 50% estes aumentos ocorreram apenas para manchas
grandes simples e total de manchas. Para a classe de manchas pequenas
simples estes aumentos ocorreram, porém, nao foram estatisticamente
significativos. Na associacdo DXR e TOR 100% estes aumentos ocorreram,
estatisticamente significativos, para manchas pequenas simples, grandes
simples e total de manchas.

O aumento nas frequéncias de manchas pode sugerir a primeira vista, um
efeito potencializador entre TOR e DXR. No entanto, verifica-se que o aumento
na frequéncia total de manchas €& devido a um aumento significativo na
frequéncia de manchas pequenas (Figuras 2 e 3). Nestas figuras verifica-se um
aumento mais evidente nas classes de 1, 2, e de 3 a 4 células. Esta avaliagcao
nos leva a acreditar que este efeito, na realidade, nao é potencializador e sim
protetor.

Esta idéia fica mais clara quando se analisa a relacdo da formacéo de

clones (mwh e fIr¥) e a idade da mosca. Os discos imaginais sdo tecidos que
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crescem, continuamente, por divisdo mitética, em todo periodo do
desenvolvimento larval. Os discos que compdéem as asas consistem de
aproximadamente 50 a 100 células, que atingem aproximadamente 25.000
células no inicio do estagio de pupa, quando se inicia a diferenciacdo das asas
(Ransom, 1982) (in Graf, 1995). A continua proliferagdo celular, durante o
desenvolvimento da larva, leva a um aumento no numero de células alvo,
presentes no disco imaginal. Em contraste, espera-se que o tamanho do clone
induzido, diminua com a idade da larva.

Sendo assim, existe uma clara correlacdo entre o tempo de indugao e a
freqiéncia de manchas, bem como o tamanho das mesmas. Nas larvas jovens
sdo formadas poucas manchas, mas de tamanhos grandes, enquanto que nas
larvas mais velhas as frequéncias sdo consideravelmente maiores, mas os
tamanhos das manchas sdo menores (GRAF, 1995). Dessa maneira, é possivel
que o tratamento do TOR, nas diferentes doses, tenha atuado inibindo ou
retardando a acdo da DXR sobre a larva. Esta provavel inibicdo ou retardo fez
com que as larvas atingissem um estagio mais adiantado, sem a agdo da DXR
e, com isso, o surgimento de manchas menores em maior quantidade, conforme
explica Graf (1995).

No entanto, Frei e Wurgler (1996) afirmam que clones grandes, induzidos
pela camptothecin (um inibidor de DNA topoisomerase) podem ser devido a um
retardo no desenvolvimento larval, combinado com a instabilidade do agente
quimico, e ndo descartam a possibilidade de que alguns dos clones grandes
serem constituidos pela soma de pequenos clones contiguos. Esta mesma
possibilidade é também discutida por Torres et al. (1998), Nepomuceno (1999) e
Valadares (2002).

Contraditoriamente, verifica-se, nas Figuras 2 e 3, um aparecimento de
manchas grandes (33-64; 65-128) em ambos dos descendentes (ST e HB)
tratados com diferentes doses de TOR (25, 50 e 100%) em associagdo com
DXR. Esta distribuicdo de manchas grandes nao foi verificada nos descendentes
tratados somente com DXR. Contudo, é importante entender que o tamanho de
uma mancha reflete o numero de divisbes celulares que ocorreram depois de

induzida a alteragdo genética na linhagem celular. Com isso, apos n divisdes
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celulares seriam esperadas 2n células mutantes (GRAF et al. 1989). De acordo
com essas observagoes, verificam-se, nos tratamentos com TOR associados
com DXR, o aparecimento de manchas mutantes grandes, mostrando uma agao
precoce durante o desenvolvimento larval, como propde Frei e Wurgler (1996)
na formacao de clones grandes. No entanto, acreditamos que este aumento se
deve ao fato de que na presenca do TOR (25, 50 e 100%) a agéo citotdxica da
DXR foi inibida de alguma forma. Sendo assim, aquelas células do inicio do
desenvolvimento, que seriam eliminadas, sao preservadas, na presenca do
TOR, surgindo posteriormente como clones de células mutantes. Este efeito
protetor, envolvendo a inibicdo da agado citotoxica de agentes quimicos, foi,
também, proposto por Costa e Nepomuceno (2003), em Drosophila
melanogaster, na avaliagdo do cha do cogumelo do sol contra a genotoxicidade
do uretano.

Os mecanismos usados pelo TOR para inibir a genotoxicidade da DXR
nao foram analisados diretamente neste trabalho. Contudo, devido a agao
geradora de radicais livres pela DXR e sua intercalagdo com a molécula de DNA
(KEIZER et al., 1990), é possivel propor os mecanismos de protegdo do TOR
contra a agdo genotdxica da DXR. E possivel, que nestas condicdes
experimentais propostas, que tenha ocorrido uma a agdo desmutagénica do
TOR. A acédo desmutagénica é caracterizada pela inativagdo quimica ou
enzimatica do agente genotoxico (KADA et al.,, 1982). Neste caso, é possivel
que o TOR tenha inativado a DXR, ou seus produtos metabdlitos, que sao os
radicais livres gerados na transformacdo deste agente genotoxico. Esta
inativagdo ocorreu, provavelmente, pela presenga de carotendides (licopeno) no
tomate. O Licopeno, carotendide com propriedades antioxidantes, presente em
muitos frutos e vegetais, € encontrado em maior quantidade no tomate. O
Licopeno atua como um antioxidante muito potente, e este &, claramente, um
importante mecanismo de agéo do Licopeno (HEBER e LU, 2002).

O Tomate é um fruto rico em vitaminas, destacando-se a proé-vitamina A,
com 735 a 1270 Ul (a cada 100 gramas). Sao relevantes, também, o teor de
vitamina C ou acido ascorbico (15-23mg), algumas vitaminas B1 e riboflavina ou
vitamina B2 (FILGUEIRA, 2003). E possivel que estas vitaminas, encontradas
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no tomate, tenham, também, induzido uma agao desmutagénica contra agao da
DXR. Resultados similares da acdo desmutagénica de vitaminas (vitamina C)
foram observados em linfocitos humanos in vitro (AMARA-MOKRANE et al.
1996). Esta acdo desmutagénica da vitamina C, envolvendo a inativagéo
quimica ou metabdlica do mutageno, foi proposta, também por KURODA et al.
(2001). A atividade protetora de vitaminas antioxidantes, especialmente a
vitamina C, tendo como mecanismo de agdo o sequestro de radicais livres
gerados pela DXR, foi proposto, também, por ANTUNES et al. (1999) e Costa e
Nepomuceno (2006). Os Carotendides, de acordo com Picada et al. (2003), tém
uma atividade estabilizadora principalmente do oxigénio singlete, que transfere
sua energia de excitagdo a molécula antioxidante.

Sendo assim, a administracdo simultdnea da DXR com o TOR
possibilitou, provavelmente, uma interagao direta entre os constituintes do TOR
e a DXR, ou seus metabdlitos, levando a redugao da atividade genotoxica e
citotoxica.

Podemos concluir, portanto, que nas condigdes experimentais e nas
doses testadas no presente estudo, o extrato tomate organico nao é genotdxico
e foi protetor contra os efeitos genotdxicos do quimioterapico DXR, gerador de

radicais livres, em Drosophila melanogaster.
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Tabela 1. Frequiéncia de manchas mutantes, observadas nos descendentes trans-heterozigotos de Drosophila melanogaster do
cruzamento padrao (ST) e alta bioativagdo metabdlica (HB), tratados com tomate organico (TOR) em trés diferentes doses

Manchas por individuo (No. de manchas) diag. Estatistico?

Tratamento
Pequenas simples  Grandes simples Gémeas Total manchas
DXR TOR N°de (1-2 cels) (>2 cels) mwh°®
(mg/mL) (%) Moscas m=2 m=5 m=5 m=2
Cruzamento ST
0 0 40 0,45 (18) 0,13 (05) 0,05 (02) 0,63 (25) 23
0 25 40 0,30 (12) - 013 (05 i 005 (02) i 048 (190 - 19
0 50 40 0,48 (19) - 005 (02) - 005 (02) i 058 (23) - 23
0 100 40 045 (18) - 010 (04 i 003 (01) i 058 (23) - 23
0,125 0 40 240 (96) + 1,73 (69) + 143 (57) + 555 (222) + 200
Cruzamento HB
0 0 40 0,68 (27) 0,20 (08) 0,05 (02) 0,93 (37) 36
0 25 40 050 (20) - 003 (01) - 003 (1) i 055 (22 - 22
0 50 40 0,68 (27) - 013 (05) - 008 (03) i 088 (35 - 36
0 100 40 0,78 (31) - 005 (02) - 008 (03) i 09 (3) - 36
0,125 0 40 448 (179) + 325 (130) + 345 (138) + 1118 (447) + 427

Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo em relagéo ao controle negativo; -, negativo; i, inconclusivo.
m, fator de multiplicagdo para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a = 8 = 0,05.

®Incluindo manchas simples flr® raras.

‘Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
DXR, Doxorrubicina; TOR, Tomate organico



Tabela 2. Freqiiéncia de manchas mutantes, observadas nos descendentes trans-heterozigotos de Drosophila melanogaster,
do cruzamento padrao (ST), tratados com tomate organico (TOR), em trés diferentes doses, e doxorrubicina (0,125 mg/mL)

Manchas por individuo (No. de manchas) diag. Estatistico?

Tratamento
Pequenas Grandes
simples simples Gémeas Total manchas
DXR TOR N°de (1-2cels)b (>2 cels)b mwh°®
(mg/mL) (%) Moscas
0 0 40 0,18 (07) 0,03 (01) 0,03 (01) 0,23 (09) 9
0,125 0 40 240 (96) + 1,73 (69) + 1,43 (57) + 555 (222) + 200
0,125 25 40 2,78 (111) - 2,00 (80) - 1,63 (65) - 6,40 (256) - 243
0,125 50 40 4,40 (176) * 4,23 (169) * 3,05 (122) * 11,68 (467) * 418
0,125 100 40 510 (204) * 3,15 (126) * 3,00 (120) * 11,25 (450) * 425

®Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1995): Teste U - Mann, Whitney: * = reducéo estatisticamente
Significativa (comparado com o controle doxorrubicina 0,22mM). Niveis de significancia oo = § = 0,05.

®Incluindo manchas simples flr® raras.
‘Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
DXR, Doxorrubicina; TOR, Tomate organico.



Tabela 3. Freqiiéncia de manchas mutantes, observadas nos descendentes trans-heterozigotos de Drosophila
melanogaster, do cruzamento de alta bioativagdo (HB), tratados com tomate organico (TOR), em trés diferentes doses, e

doxorrubicina (0,125 mg/mL)

Manchas por individuo (No. de manchas) diag. Estatistico®

Tratamento
Pequenas Grandes
simples simples Gémeas Total manchas
DXR TOR N°de (1-2cels)b (>2 cels)b mwh°®
(mg/mL) (%) Moscas
0 0 40 0,68 (27) 0,20 (08) 0,05 (02) 0,90 (36)
0,125 0 40 4,48 (179) + 325 (130) + 3,45 (138) + 11,18 (447) + 427
0,125 25 40 9,08 (363) * 6,88 (275) * 553 (221) * 21,48 (859) * 812
0,125 50 40 5,08 (203) - 4,38 (175) * 3,08 (123) - 12,53 (501) * 476
0,125 100 40 9,63 (385) * 490 (196) * 3,93 (157) - 1845 (738) * 698

Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1995): Teste U - Mann, Whitney: * = aumento estatisticamente

significativo (comparado com o controle doxorrubicina 0,125 mg/mL). Niveis de significancia o = § = 0,05.

®Incluindo manchas simples flr® raras.

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

DXR, Doxorrubicina; TOR, Tomate organico.



300

250

o Agua

@ DXR 0,125 mg/mL

O TOR 25%+DXR

0O TOR 50%+DXR
(< B TOR 100%+DXR

TOR 100%+DXR
TOR 50%+DXR

Manchas por mosca

TOR 25%+ DXR
DXR 0,125 mg/mL
732 ., Agua
6528 o oo
Distribuicdo de manchas mutantes >256

Figura 2. Distribuigho de manchas mutantes observadas em asas de Drosophila
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