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APRESENTAGAO

As diferentes espécies desenvolvem um comportamento alimentar
peculiar, advindo das suas necessidades nutricionais e da sua capacidade de
deteccdo dos sabores. Esta deteccdo se da por agdo de receptores gustativos,
onde aqueles responsaveis pelo gosto adogicado permitem o desenvolvimento de
uma preferéncia natural dos seres humanos ao sabor doce (WANG et al., 2004).
Este fato pode ser comprovado por dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), o qual menciona que, nos ultimos 35 anos, houve reducéo do
consumo de alimentos tradicionais, como o arrroz e o feijdo e aumento no
consumo de alimentos industrializados, como refrigerantes (IBGE, 2010).

Pesquisas de aquisi¢gao de géneros alimenticios mostram que, desde a
década de 1990, houve uma crescente venda de alimentos processados e
ultraprocessados em paises de renda média, como o Brasil (MONTEIRO, 2013).
Relatos como este justificam a intensa atividade da industria em produzir
alimentos com larga utilizagao de aditivos (LOK et al., 2010).

No mundo todo ja foram aprovados mais de 3000 aditivos (YILMAR e
UCAR, 2014), que séo classificados em conservantes, edulcorantes, aditivos de
cor, intensificadores de sabor e emulsionantes. Destes, os adocantes estao
inseridos no grupo dos edulcorantes e merecem atencgao especial.

Os adocantes podem ser nutritivos e nao nutritivos, naturais ou
sintéticos. Destes aditivos os mais consumidos sao os n&o caléricos, destacando-
se o aspartame, a sucralose, a sacarina sodica e o glicosideo de esteviol; os
quais tiveram seus consumos aprovados no Brasil, pela Lei 8918 de 14 de Julho
de 1994 (BRASIL, 1994).

Estas substancias, por serem facilmente encontradas em alimentos,
sdo intensamente consumidas durante toda a vida. Este fato justifica o
desenvolvimento de estudos com o propdsito de obter dados que avaliem a
genotoxicidade e a carcinogenicidade destas substéncias. Tais dados s&o obtidos
pela Food and Drug Administration (FDA) (CHUNG e LEE, 2013).

A WHO relata que o desenvolvimento do cancer esta associado, dentre
outros fatores, a genotoxicidade (WHO, 2011), uma vez que os danos ao acido
desoxirribonucléico (DNA) acarretam o aparecimento de aberragdes



cromossOmicas e alteragcdes de bases, que sao responsaveis por mudangas no
ciclo celular (JORDE et al, 2010). De acordo com as ultimas estatisticas
divulgadas pela WHO, as neoplasias acometeram cerca de 1,6 milhdo de pessoas
entre os anos de 2000 e 2012 em todo o mundo (WHO, 2014). No Brasil, o
Instituto Nacional do Cancer (INCA) revela que, as estimativas para o biénio
2016-2017 sdo de 234.010 novos casos de cancer, sendo os maiores valores
para para o cancer de prostata, seguido do cancer de mama (INCA, 2016).

Conforme mencionado, os adogantes sempre foram alvo de estudos
para avaliagdo da genotoxicidade, a qual pode apresentar associagdo direta ou
indireta a carcinogénese. A obtencdo de resultados inconclusivos e contraditorios
tende a incentivar a realizagdo de novos ensaios que contemplem os principios da
genética toxocoldgica. Diante deste fato, o presente trabalho foi desenvolvido com
0 objetivo de avaliar o potencial carcinogénico dos adogantes aspartame,
sucralose, sacarina sédica e glicosideo de esteviol por meio do teste de detecgéo
de clones de tumores epiteliais (wts) em Drosophila melanogaster.

Este trabalho encontra-se estruturado da seguinte maneira:

No capitulo | encontra-se a fundamentacao tedrica, com informacoes
que justificam a escolha deste tema para o desenvolvimento desta pesquisa.
Inicialmente é realizada uma abordagem associando a nutrigho com o
aparecimento do cancer. Em seguida, aborda-se um apanhado histérico do
desenvolvimento e a aprovagdo do consumo dos edulcorantes aspartame,
sucralose, sacarina sodica e glicosideo de esteviol, bem como suas
caracteristicas bioquimicas. Posteriormente, é relatada a importancia do uso da
Drosophila melanogaster como organismo modelo em pesquisas que avaliem o
potencial carcinogénico de substancias. Este relato vem associado ao teste de
deteccao de tumores em clones de células epiteliais. Finalizando, foi apresentado
0 mecanismo de agao da droga quimioterapica Doxorrubicina no desenvolvimento
de tumores, justificando sua utilizagdo como controle positivo desta pesquisa.

O capitulo Il traz o artigo intitulado “Avaliagdo do potencial
carcinogénico de edulcorantes por meio do teste de deteccédo de clones de
tumores epiteliais (warts) em Drosophila melanogaster’ que, posteriormente, sera

enviado para publicagédo no periodico Food and Chemical Toxicology.



CAPITULO |
FUNDAMENTAGAO TEORICA




1.1 DIETA E CANCER

O ser humano preza muito por uma saborosa alimentacio, na intengao
de vivenciar momentos prazerosos. Porém, muitas vezes os alimentos que
oferecem uma o6tima sensacgéo no quisito sabor nem sempre oferecem um bom
resultado para a saude. Para Wicki e Hagmann (2011), a incidéncia do cancer
esta intimamente relacionada a uma alimentacdo inadequada. Sendo assim, a
mudanca no comportamento alimentar pode reduzir o numero de pacientes com
cancer.

As células cancerosas sao originadas a partir de desordem genética
e/ou irregularidades metabdlicas (D’ASCENZIO et al., 2014). Estas alteracdes
celulares podem ser resultantes de mecanismos epigenéticos e/ou mudangas na
constituicdo ou na estrutura do genoma, através de substituicdo de nucleotideos,
insergcdes, delecbes, rearranjos e alteracbes no numero de cépias de genes
(PLEASANCE et al., 2010).

No ultimo século, estratégias vem sendo desenvolvidas com o
proposito de detecgdo dessas mutagdes no genoma de células cancerigenas.
Stratton et al. (2009) mencionam que cerca de 400 genes ja foram identificados e
que, através dessas alteracbes somaticas nestes genes, ocorre o crescimento
clonal determinando a oncogénese.

As alteragdes ocorridas no genoma modificam o ciclo celular induzindo
a formacao de neoplasias, que sdo massas celulares, também conhecidas como
tumores, podendo ser localizados em tecidos e 6rgaos (JORDE et al., 2010). A
carcinogénese possui etapas que permitem a instalagdo do tumor, sdo elas: (i)
iniciacdo, na qual o agente carcinogénico induz alteragdes genéticas permanentes
nas células; (ii) promogao, a célula inicial é estimulada a proliferar, amplificando o
clone transformado e (iii) progressao, onde o clone transformado prolifera, o tumor
cresce, surgem células com potencial metastatizante e a neoplasia se desenvolve
em sitios distantes da sua origem, como mostrado na Figura 1.1 (BRASILEIRO
FILHO, 2013).
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Figura 1.1. Fases da Carcinogénese: iniciagdo, promogao e progressao.
Fonte: http://www.ebah.com.br/content/ABAAAgJ10AG/enfermagem-
oncologia-01?part=3 - Acesso: 20/07/2016.

O cancer é determinado pelo acumulo de mutagdes que ocorrem no
DNA ao longo dos tempos e que influenciam no indice mitético (NELSON e COX,
2014). O ciclo celular relacionado as neoplasias é regulado por varios genes,
dentre eles: (i) os proto-oncogenes que codificam proteinas, denominadas fatores
de crescimento, que induzem células em repouso a se dividirem e em alguns
casos a se diferenciarem; (ii) os genes supressores de tumor, que codificam
proteinas que, normalmente, restrigem a divisdo celular e (iii) os genes de reparo
de danos ao DNA, que impedem o acumulo de mutagdes ao longo dos tempos
(NELSON e COX, 2014). Nao menos importantes nesta regulacédo estdo os genes
apoptéticos e antiapoptéticos (BRASILEIRO FILHO, 2013). Diante da atuagao dos
agentes mutagénicos, estes genes deixam de desempenhar suas fung¢des na
regulagao do ciclo celular (GRIFFITHS et al., 2008).

Os proto-oncogenes ao passarem por mutacdes, desencadeadas pela
acao de agentes fisicos e/ou quimicos, passam a ser chamados de oncogenes
(AMENDOLA e VIEIRA, 2005).

Os genes supressores de tumor, ao contrario dos oncogenes, precisam
ter dois alelos afetados para induzir o cancer, caracterizando um carater

recessivo. Em geral, a perda de uma cépia do gene decorre de mutagio,



enquanto a segunda coépia € perdida por delecdo do outro alelo (BRASILEIRO
FILHO, 2013).

Os genes de reparo, quando inativos, deixam uma parte do genoma
sem reparo ou realizam um reparo incompleto; fatores dietéticos e mutagénicos
comprometem a reparagao dos genes (FERGUSON, 2010).

A proliferagdo celular descontrolada, que representa a esséncia da
doenca neoplasica, envolve nao s6 a desregulagcdo nos mecanismos de
proliferagdo celular, mas também ajustes do metabolismo energético, a fim de
estimular o crescimento e divisdo celular (EL-BACHA e SOLA-PENNA, 2003).
Para ocorrer o bom funcionamento do ciclo celular € necessario haver um
metabolismo energético equilibrado. Diante deste fato, as pequisas envolvendo
causas e tratamento de cancer enfatizam este metabolismo, tendo em vista que
ocorre grande interagdo entre cancer e metabolismo (D’ASCENZIO et al., 2014).
Além disso, deve-se considerar que a condigao proliferativa de uma célula tumoral
requer uma reprogramacao metabdlica da célula, de maneira a satisfazer suas
demandas energéticas. A modificacdo mais conhecida no metabolismo energético
das células tumorais é a capacidade glicolitica aumentada, mesmo na presencga
de altas concentragdes de oxigénio (ZHOU et al., 2010).

Em 1924, Warburg relatou que as células cancerigenas conseguem
grande parte de Adenosina Trifosfato (ATP) a partir da glicdlise aerdbica, sendo
um processo onde ocorre a degradacdo da glicose, liberando moléculas de
lactato, mesmo na presenga de suficiente oxigénio (WARBURG, 1924). Em
células normais, a produgao de grande parte do ATP ocorre com a oxidagdo do
piruvato no interior das mitocéndrias, mas em comparagao com o saldo de ATP
obtido com a glicdlise nas células cancerigenas, a quantidade de ATP produzida
nas mitocondrias passa a ser considerada reduzida (WICKI e HAGMANN, 2011).
Estes mesmos autores mencionaram que, a principio, acreditava-se que a
glicolise aerdbica ocorreria devido a defeitos mitocdndriais. Porém, sé foi
verificado defeito em alguns casos de tumor.

Mahon et al. (2015) relataram que o tumor sélido encontra-se em um
microambiente letal, no qual a condigdo de hipdxia é tida como um quadro de
stress para as células tumorais. Diante deste fato, ocorre uma reprogramacao

metabdlica, na qual as células substituem o metabolismo aerdbico por glicélise



fermentativa (WARBURG, 1956). Nesta condi¢gédo ocorre redugédo do potencial de
hidrogénio (pH) e processo de acidificagdo, no qual o pH intracelular permanece
em nivel fisiolégico, porém o pH extracelular se torna acidificado, gerando um
quadro de pH diferencial, que é considerado prejudicial a célula tumoral (MAHON
et al.,, 2015). A atuagéo das enzimas anidrase carbdnica Xll e IX modula o pH
diferencial nestas células, garantindo sua sobrevivéncia (D’ASCENZIO et al.,
2014).

Wicki e Hagmann (2011) relataram que nas reagdes metabdlicas
verifica-se a agdo de sensores energéticos, que trabalham de maneira
antagonica, (Figura 1.2): (i) mamiferos alvo da rapamicina (mTOR), enzima
serina-quinase, responsavel por estimular processos anabdlicos que consomem
ATP para desempenho de fungdes como crescimento celular, sintese protéica e
lipidica e (ii) quinase dependente de adenosina monofosfato (AMPK) atuando de
maneira oposta ao mTOR, estimulando processos catabdlicos na mitocéndria e
produzindo ATP. O sensor mTOR ¢é estimulado diante de altos niveis de
transportadores de energia e o AMPK responde a aumento de adenosina
monofosfatada (AMP).
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Figura 1.2. Vias metabdlicas de mTOR e AMPK.
Fonte: Adaptagdao de WICKI e HAGMANN (2011).



Estas duas vias sdo ativadas em situagcdes opostas, onde uma inibe a
outra. Nestas vias metabdlicas existem quatro compostos intermediarios que
atuam como supressores de tumor inibindo mTOR; sao eles: Homdélogo de
fostase e tensina (PTEN), Proteina quinase-serina-treonina11(LKB1), Complexo
Esclerose Tuberosa (TSC) e Fator de transcricdo (p53). A atividade de mTOR a
longo prazo gera carcinogénese, embora esta ndo seja a unica causa de uma
sindrome metabdlica geradora de tumor (WICKI e HAGMANN, 2011).

Estas informacbes vém ao encontro do trabalho de Calle e Kaaks
(2004), que mencionam a atuacgdo da adipocina inflamatdria, liberada pelo tecido
adiposo visceral, favorecendo formacédo de tumores. Estas moléculas e seus
metabdlitos influenciam na sinalizagdo oncogénica, como a oxidacdo da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) que promove a transformacéao celular por
meio da via de sinalizagdo do fator K de transcrigdo nuclear (NFkB) (Figura 1.3)
(HIRSCH et al., 2010), além de contribuir para a expressdo da monoacilglicerol
lipase, que atua aumentando a migragao, invasao e sobrevivéncia de células do
cancer (NOMURA et al., 2010).
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Figura 1.3. Ativacao e atuagao da via de sinalizagao NFkB.
Fonte: BRASILEIRO FILHO (2013).



Fica evidente que a obesidade representa uma influéncia limitada, mas
real, para o desenvolvimento do cancer e mortalidade, tendo em vista que esta
doencga é considerada crénica e tem seu desenvolvimento apdés muitos anos de
alimentacao inadequada (BASEN-ENGQUIST e CHANG, 2011).

A dieta cetogénica, desenvolvida em animais de laboratorio, vem sendo
utilizada como uma forma de terapia para reducdo de tumores. Esta proposta
consiste na ingestdo reduzida de carboidratos acompanhada de um
enriquecimento de lipideos, com efeitos bioquimicos e bioldgicos que séo
ocasionados pela reducdo de calorias (MAALOUF et al.,, 2009). A restrigdo
calorica decorrente da reduzida exposigao celular a glicose, favorece o estado
metabdlico AMPK e inibe o tempo de atividade da via mTOR, reduzindo a
formacgao de tumores (WICKI e HAGMANN, 2011).

Estes argumentos fortalecem a influéncia da alimentagcdo no
desenvolvimento de neoplasias, seja atuando como agentes quimicos
mutagénicos ou em vias de sinalizacdo que contribuem para um metabolismo
irregular, com tendéncia para ativacdo de vias de sobrevivéncia de células
tumorais. Esta relevancia se enquadra, principalmente, aos alimentos que, pela
sua facilidade de aquisi¢do, sdo bastante consumidos pela populagéo, sejam eles

naturais ou industrializados como, por exemplo, os edulcorantes.

1.2 EDULCORANTES

Verifica-se, ha décadas, uma motivacdo para a industria desenvolver
alimentos dietéticos que substituam o agucar, visando atender as necessidades
dietoterapicas especificas como exigéncias fisicas, metabdlicas, fisiologicas e
patolégicas (ROSSONI et al., 2007).

Para a substituicdo da sacarose, acucar de mesa, desenvolveram-se
os adocantes dietéticos, que sdo edulcorantes sem adigdo de monossacarideos
ou dissacarideos. Estes adogantes sdo encontrados em alimentos como balas,
goma de mascar, adogantes de mesa, sucos, refrigerantes, chas, dentre outros.
Isso justifica a facilidade e o acesso para o consumo destes aditivos, que pode

ser feito ndo s6 por pessoas que apresentam algum disturbio na saude, mas



também por pessoas que estdo preocupadas apenas em manter a forma fisica
(TELLES, 1991).

Os edulcorantes podem ser caléricos, como carboidratos e peptideos,
e nao-caldricos (Figura 1.4), sendo estes 0os mais consumidos incluindo, dentre
outros, o aspartame, a sucralose, a sacarina sodica e o glicosideo de esteviol.
Estes apresentam um potencial de dogura mais elevado em relacdo ao acucar de
mesa, além de n&o causarem diarreia osmotica e serem encontrados nos
alimentos de forma combinada, evitando assim o seu consumo excessivo
(TANZER, 1995).

NUTRITIVOS [ SACARIDEOS ]
ov
CALORICOS [ NAO-SACARIDEOS ]

[ EDULCORANTES

NAO-NUTRITIVOS [ NATURAIS J
ov.
NAO-CALORICOS [ ARTIFICIAIS ]

Figura 1.4. Classificagdo dos edulcorantes.
Fonte: ZANINI (2010).

Atualmente, é facil o acesso a esses adogantes. A Legislagao Brasileira
proibiu, durante quinze anos (1973 a 1988), o desenvolvimento de produtos
dietéticos, os quais poderiam ser encontrados apenas em farmacias e
comercializados como medicamentos de tarja vermelha e sob receita médica
(ROSSONI et al.,, 2007). Posteriormente, o Ministério da Saude, através da
resolucao n° 04 de 24/11/1988, publicada no Diario Oficial da Unido (D.O.U) em
19/12/1988, orientou o uso de aditivos intencionais nos alimentos e bebidas
dietéticas, com as devidas concentragbes nos produtos (BRASIL, 1988). Em
1994, a Lei 8918, publicada no D.O.U em 15/07/1995, estabeleceu a
obrigatoriedade do registro de padronizagao, classificagéo, inspecao, fiscalizagao
da producédo e do comércio de bebidas em todo o territério nacional. No artigo
sétimo desta Lei verifica-se a regulamentagdo de edulcorantes naturais e
sintéticos na elaboragédo de bebidas dietéticas (BRASIL, 1994).
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Até a década de noventa o cenario era de grande resisténcia, exercida
pela Legislacao Brasileira, em aceitar os produtos dietéticos para maior acesso a
populagdo, mesmo havendo necessidades organicas, porém, esta resisténcia
hoje € consideravelmente menor perante a regulamentagdo existente. A
substituicdo do acucar pelos adogantes traz uma mudanga no curso de certas
doencas, como a obesidade e o diabetes (TELLES, 1991).

A WHO formulou a ingestao diaria aceitavel (IDA) definida para cada
adocante, a qual esta relacionada ao peso do individuo, garantindo a inocuidade
dos produtos que, a principio, foram desenvolvidos para trazer bem-estar, mas se
forem consumidos acima da IDA, podem trazer efeitos colaterais (ROSSONI et
al., 2007).

1.2.1 Aspartame

O aspartame (aspartilfenilalanina-1-metiléster) foi desenvolvido em
1965 pelo pesquisador James Schlatter, vinculado a empresa farmacéutica G. D.
Searle (FREITAS e ARAUJO, 2010). Trata-se de um adocante sintético
pertencente a primeira geragcado de edulcorantes (WEIHRAUCH e DIEHL, 2004).
Este dipeptideo (Figura 1.5) é obtido a partir da reagdo entre acido L-aspartico
com éster metilico de L-fenilalanina (RANGAN e BARCELOUX, 2009).

Figura 1.5. Estrutura quimica do aspartame.
Fonte: ALSUHAIBANI (2010).

Juntamente com a sacarina e o ciclamato, o aspartame apresenta um

potencial de dogura cerca de 180 a 200 vezes maior em relacdo a sacarose
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(YILMAZ e UCAR, 2014), sendo encontrado em mais de 6000 produtos como,
refrigerantes, sobremesas, adocantes de mesa, cereais, dentre outros
(MARINOVICH et al., 2013).

Por ser uma substancia sintética, € constante a preocupacgao, por parte
dos oOrgdos competentes, com seus impactos a saude populacional.
Organizagbes como United State Food and Drug Administration (USFDA)
estabeleceram o valor da IDA do aspartame em 50mg/kg de peso corporal/dia. A
Organizacdo das Nagbdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) e The
Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA) estabeleceram outro valor
limite para a IDA, sendo de 40mg/kg por peso corporal/dia (YILMAR e UCAR,
2014). Essas medidas se baseiam em estudos que avaliam sua segurancga, tendo
em vista ser um adogante muito consumido e muito acessivel a populagao.

A preocupacao inicial sobre os efeitos do aspartame se deu devido aos
produtos da sua hidrélise (Figura 1.6), que sdo os aminoacidos fenilalanina e

acido aspartico, além do composto metanol (HORIO et al., 2014).
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Figura 1.6. Hidrdlise do Aspartame.
Fonte: http://profkaiya.blogspot.com.br/ . Acesso: 09/05/2016.

Estes produtos s&o absorvidos e metabolizados, ndo se acumulando
no organismo. Eles sdo encontrados em outros alimentos, como o leite, portanto,
mesmo que O aspartame seja consumido, respeitando sua IDA, estes
aminoacidos poderao ser adquiridos por outras fontes alimentares (BUTCHKO et
al., 2002). Muitas vezes, o resultado total em uma dieta pode ser de 60 vezes
mais acido aspartico e 35 vezes mais fenilalanina, considerando que estes
aminoacido podem ser obtido a partir do metabolismo do aspartame e de outras
fontes alimentares (MARINOVICH et al., 2013).
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Durante a avaliagdo da seguranga do aspartame por parte do Comité
Cientifico dos Alimentos (SCF) e pela European Food Safety Authority EFSA
(EFSA) (EFSA, 2013), houve uma atengao em relagao a formagéo do metanol. De
acordo com alguns autores, este alcool € responsavel pelo efeito carcinogénico e
genotoxico do aspartame (SOFFRITTI et al., 2010; HALLDORSSON, 2010). Apos
experimentagdes, o SCF e a EFSA consideraram o metanol inofensivo, n&o
possuindo efeito carcinogénico e genotdxico, para aqueles que consomem
aspartame em doses abaixo da IDA. O metanol, obtido a partir da hidrélise do
aspartame, € idéntico ao metanol encontrado em muitos alimentos, como suco de
tomate, por exemplo. Trata-se de um produto com decomposicido natural que, ao
ser oxidado no figado, origina outro composto, o formaldeido, o qual vem sendo
alvo de preocupacéo, devido a sua capacidade de promover ligagao cruzada no
DNA, induzindo danos a danos (KIRKLAND e GATEHOUSE, 2015).

A fenilalananina poderia gerar preocupacdo nesta avaliacdo de
segurancga, no entanto, a EFSA considerou que a IDA nao requer preocupacao
para individuos normais e pacientes heterozigotos para a fenilcetonuria, ou seja,
individuos com moderada redugdo do metabolismo de fenilalanina (PKU) (EFSA,
2013).

Segundo a Fundacgao Européia Ramazzini em Oncologia e Ciéncias do
Ambiente (FER), o aspartame introduzido em doses normais aumentou casos de
neoplasias em ratos, sendo considerado carcinogénico (SOFFRITTI et al., 2006).
Outro estudo mostra que o aspartame induz cancer de figado e pulmdes
(SOFFRITTI et al., 2010), porém, em ambos os casos a EFSA desconsiderou
uma relagao existente entre os tumores e o tratamento com aspartame, mantendo
a IDA (EFSA, 2011a,b).

A avaliagédo da segurancga alimentar do aspartame requer, em primeiro
plano, identificar o risco potencial desta substancia em diferentes condigdes
experimentais in vitro e in vivo. A EFSA estabeleceu a avaliagdo da seguranca
dos aditivos alimentares revisando dados provenientes de estudos realizados
durantes os anos de 2005, 2006, 2009 e 2011, onde encontrou relatos do
aspartame com efeitos indutores de: (i) toxicidade, (ii) diferentes tipos de tumores
e (iii) parto prematuro (EFSA, 2012).
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Davoli et al. (1986) mencionaram que pequenas amostras de
aspartame geram um aumento significativo de metanol no plasma. Skrzydlewska
(2003), confirmou que o metanol é responsavel por redugcédo do conteudo celular
de glutationa e da atividade de enzimas relacionadas a esta molécula, como a
glutationa redutase (GR). Estas informagdes s&o confirmadas com o trabalho de
Abhilash et al. (2011), no qual foi verificado reducdo dos niveis de glutationa
reduzida (GSH) no figado e no cérebro de ratos devido ao aspartame (ABHILASH
et al. 2013).

Horio et al. (2014) sugerem que o aspartame tem acg&o indutora a via
intrinseca da apoptose, em experimentos in vitro com células da linhagem de
adrenais de ratos (PC12), com aumento da expressdao de Caspases 8 e 9 e

citocromo c, gerado pelo estresse oxidativo.

1.2.2 Sucralose

A sucralose (4,1’,6’-triclorogalactosacarose) é caracterizada por ser um
edulcorante sintético ndo-nutritivo muito difundido na populagéo (Figura 1.7). Sua
sintese ocorreu em 1970, na Universidade de Londres, por Hough e
colaboradores, tendo seu desenvolvimento comercial sido realizado por Tate &
Lyle, LLC and McNeil Specialty Productos Co (MOLINARY e QUINLAN, 2006).
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Figura 1.7. Estrutura quimica da sucralose
Fonte: TOLLEFSEN et al. (2012).

O Canada, em 05 de setembro de 1991, aprovou a utilizagdo da
sucralose como um ingrediente alimentar. A US FDA pronunciou-se em Abril de

1998, permitindo seu uso em 15 categorias de alimentos e bebidas (US FDA,
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1999). Em 1999, o FDA permitiu a comercializagdo como adogante.
Posteriormente, a sucralose foi utilizada em 80 paises como edulcorante intenso
(BRUSICK et al., 2010) sendo que, atualmente, seu consumo € considerado
global (SCHIFFMAN e ROTHER, 2013).

A sucralose é encontrada em mais de 4000 produtos como, bebidas,
alimentos lacteos, produtos de panificagbes e farmacéuticos (MOLINARY e
QUINLAN, 2006). Seu potencial de dogura, € 600 vezes maior em relacédo ao
agucar de mesa (BRUSICK et al., 2010), e apresenta propriedades fisico-
quimicas como, estabilidade a acidez, a temperaturas elevadas e a hidrdlise
enzimatica (MOLINARY e QUINLAN, 2006).

A sucralose € um po6 branco cristalino, inodoro, soluvel em agua e
possui temperatura de fusdo elevada (TOLLEFSEN et al., 2012). A sucralose é
feita a partir de substituicdo seletiva de grupos hidroxilas da sacarose por trés
atomos de cloro (STODDARD e HUGGETT, 2014). A ingestao diaria aceitavel foi
determinada pela FAO, JECFA e EFSA como sendo de 15mg/kg (ISA, 2009 apud
TOLLEFSEN et al., 2012).

Experimentos realizados com animais e humanos mostraram que a
sucralose ndo € metabolizada, de forma relevante, por enzimas P450 do figado
(GRICE e GOLDSMITH, 2000) e ndo ¢é metabolizada, também,
gastrointestinalmente (BRUSICK et al.,, 2008). Aproximadamente 92% da
sucralose ingerida é eliminada na forma inalterada, 78,3% pelas fezes e 14,4%
pela urina. Parte da sucralose ingerida, cerca de 2,6%, € eliminada pela urina de
maneira conjugada (ROBERTS et al., 2000). O meio acido é apropriado para
hidrdlise deste composto, havendo a liberagdo de 4-cloro-4-desoxi-D-galactose
(4-CG), que é excretado inalterado pela urina e 1,6-dicloro-1,6-didesoxi-D-frutose
(1,6-DCF) (Figura 1.8) (SHARMA et al., 2014), sendo que este ultimo segue duas
vias metabdlicas: (i) reducdo em 1,6 dicloromanitol, com rapida excregao
inalterada, pela urina e (ii) conjugagdo com glutationa (GRICE e GOLDSMITH,
2000).

15



CH,0H
| 0
C____
ca /I "% m C'C“y \H
|/ H \ l | |
I\_ OH H /| '\H DV‘
— i
|
H OH OH H

Figura 1.8. Estrutura quimica do 4-cloro galactose (a esquerda) e 1,6-dicloro
frutose (a direita).
Fonte: GRICE e GOLDSMITH (2000).

Diante da grande popularidade e do seu elevado consumo, estéo
sendo desenvolvidos muitos testes que avaliam a seguranga alimentar da
sucralose, inclusive, rastreando a sua genotoxicidade.

Cromatogramas de camada fina apontam, em extratos fecais
metandlicos de ratos (SIMS et al., 2000) e seres humanos (ROBERTS et al.,
2000) que a sucralose é metabolizada no trato gastrointestinal. Segundo Abou-
Donia et al. (2008) a baixa absor¢cdo do referido adogcante se deve pela sua
recirculacao ativa no lumen intestinal, ocasionada pelo transportador de efluxo P-
glicoproteina (P-gp) e/ou metabolizacdo por enzimas intestinais do citocromo P3A
(CYP3A), que liberam produtos quimicos mais polares e soluveis em agua.

Brusick et al. (2010) avaliaram a genotoxicidade da sucralose, in vitro e
in vivo, utilizando diferentes ensaios. In vitro realizaram-se o Teste Ames de
Mutacdo Reversa em Salmonella typhimurium e o Teste de Danos no DNA de
Escherichia coli. In vivo desenvolveram-se o teste que avalia danos
cromossOmicos em medula éssea de ratos, além de ensaios de micronucleo,
também em ratos. Em todos os ensaios nao foi encontrada agdo mutagénica e
nem clastrogénica exercida pela sucralose.

Stoddard e Huggett (2014) realizaram ensaios de toxicidade para
avaliar a eclosdao, a sobrevivéncia e o crescimento de peixes (Pimephales
promelas) tratados com sucralose e os resultados sugerem auséncia de efeito
téxico dessa substancia em organismos aquaticos, tendo em vista que nenhum
dos aspectos avaliados foi afetado na concentracdo maxima utilizada (98mg/L).

Outros ensaios foram realizados com outros organismos experimentais.

Demir et al. (2014) avaliaram a genotoxicidade da sucralose in vivo e in vitro
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utilizando D. melanogaster. In vivo desenvolveu-se o Teste de Avaliacdo da
Mutacdo e Recombinagdo Somaticas (SMART) e em in vitro, realizou-se o teste
cometa, analisando hemocitos de larvas de terceiro estagio (72 horas) de D.
melanogaster. Nos dois procedimentos foram utilizadas as concentragdes de 5,
10, 25, 50 e 75mM e os resultados, nos dois ensaios, sugeriram que a sucralose é

um agente n&o genotoxico.

1.2.3 Sacarina Sédica

A sacarina sodica (Figura 1.9) trata-se de um adogante sintético,
produzido por Remsen e Fahlberg em 1879, sendo muito utilizado a partir de
entdo, principalmente durante a Primeira Guerra Mundial (WHYSNER e
WILLIAMS, 1996).

(§)
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Figura 1.9. Estrutura quimica da sacarina sédica.
Fonte: WHYSNER e WILLIAMS (1996).

Foram produzidos varios tipos de sacarina, dentre eles a sacarina
acida (Hsac), sacarina de calcio (CaSac), sacarina de potassio (Ksac) e sacarina
sodica (NaSac) (WHYSNER e WILLIAMS, 1996).

Varios paises adquiriram a permissao para 0 uso da sacarina em
alimentos, assim como outros edulcorantes ndo-caléricos. A Prevention of Food
Adulteration (PFA) da india, controlou de 1954 até 2000, a utilizagdo e a venda
de aditivos em produtos alimentares, sendo que, apenas a sacarina apresentava
permissao por este 6rgao para ser utilizada (BAEDER et al., 1977). Com base em
estudos de toxicidade a longo prazo, a ingestdo diaria recomendavel para o
consumo da sacarina sodica € de 5mg/kg de peso corporal por dia (FAO/WHO,
1967 apud BANDYOPADHYAY et al., 2008).
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Desde que foi desenvolvida, a sacarina sédica vem sendo alvo de
diversas pesquisas de investigacdo sobre seus possiveis danos a saude, com
uma histéria com bastante controvérsia, o que motivou o Programa Internacional
de Seguranca Quimica a determinar a necessidade de constantes testes que
avaliam a genotoxicidade in vivo e in vitro, com o propésito de medir os
parametros genéticos e interpretar os resultados correlacionando-os ao homem
(BANDYOPADHYAY et al., 2008).

Na década de 1970 houve o desenvolvimento do teste de
carcinogenicidade utilizando ratos de duas geragbes como organismo-teste. Na
ocasiao, foi utilizada uma dieta com doses elevadas de sacarina sodica por
longos periodos, resultando no desenvolvimento de tumores na bexiga dos
animais.

Bandyopadhyay et al. (2008) desenvolveram ensaios in vitro, com o
Teste Ames em bactérias Salmonella typhimurium das cepas TA97 e TA100,
utilizando as concentragdes de 10, 100, 250, 1000 e 10.000 ug/placa. Os
resultados apontaram para auséncia de sinais mutagénicos.

Fowler et al. (2012) realizaram teste de micronucleo em diferentes
linhagens de roedores. Na sub-linhagem de fibroblastos derivados de pulméo de
roedores (CHL), a concentragdo maxima de sacarina sodica utilizada,10 milimolar
(mM), néo induziu formacgao de micronucleo, além de ndo mostrar toxicidade; esta
linhagem nao apresentou niveis consideraveis de p53. A linhagem TKB6,
constituida por células linfoblastéides humanas, apresentou resultados
semelhantes aqueles encontrados na linhagem CHL; porém, apresentava niveis
consideraveis de p53.

Resultados obtidos a partir de testes in vitro sempre foram alvo de
discussodes e controveérsias, como aqueles obtidos pelos estudos de Ishidate Jr. et
al. (1988), no qual foi utilizada a linhagem CHL na avaliagdo da sacarina sdédica.
Neste estudo houve a ocorréncia de aberragdes geradas pela sacarina sodica na
concentracdo de 39 mM. Neste caso, deve-se considerar a osmolaridade ideal
para cada tipo de célula, pois substancias adicionadas ao meio alteram a
osmolaridade e, consequentemente, o grau de ionizagdo da substancia. Sendo
assim, a ocorréncia de aberragcbes nem sempre estd ligada diretamente a

substancia testada, mas sim a osmolaridade elevada.
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Bandyopadhyay et al. (2008) desenvolveram um ensaio cometa com
células da medula de camundongos machos, com as concentragdes de 50, 100 e
200 mg/kg e observaram inducado de danos ao DNA, porém o efeito mutagénico
foi considerado fraco.

Demir et al. (2014) realizaram testes in vivo com D. melanogaster por
meio do SMART e do ensaio cometa, avaliando a genotoxicidade da sacarina
sodica nas seguintes concentragdes: 5, 10, 25, 50 e 75mM. Em ambos os testes,
os resultados mostraram auséncia de genotoxicidade em linhagens do organismo
teste com niveis basais de CYP450. Tripathy et al (1994) realizaram o SMART,
utilizando concentragbes de sacarina sédica mais elevadas (50, 100 e 300mM),
porém a linhagem do organismo teste apresentou niveis mais elevados de
CYP450 e os resultados, também, indicaram auséncia de genotoxicidade.

Para Whysner e Williams (1996) existem muitas provas de que a
sacarina sodica ndo possui reatividade com o DNA e sim, com mecanismo
epigenético envolvido em danos e proliferagcdo celular, com consequente
formacgao de tumor.

E importante ressaltar a atuacdo da sacarina sédica em processos que
contribuem para o controle do cancer, como expresso no trabalho de D’Ascenzio
et al. 2014. Mahon et al. (2015) relatam a atuagdo do adogante na inibigdo da
metaloenzima anidrase carboxilase IX (CA IX), gerando redugdo no crescimento e
na proliferacdo de tumores, além de melhorar os efeitos da quimioterapia e

radioterapia.
1.2.4 Glicosideo de esteviol

O dlicosideo de esteviol (SG) € um adogante natural extraido de um
arbusto perene, da familia Asteraceae, denominado Stevia rebaudiana Bertoni

(Figura 1.10), sendo uma planta nativa do Paraguai e das regides subtropicais do
Brasil (BARBET-MASSIN et al., 2015).
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Figura 1.10. Stevia rebaudiana Bertoni.
Fonte: http://science-all.com/stevia.html . Acesso: 10/05/2016.

Das suas folhas € extraido SG que ha varios anos vem sendo utilizado
em vasta gama de produtos alimentares por ser caracterizado como um adogante
nao-calorico (TAVARINI e ANGELINI, 2013). Na América do Sul, a Stevia vem
sendo utilizada ha centenas de anos e, atualmente, além de uma série de
alimentos, esta planta é também utilizada em medicamentos (URBAN et al.,
2015). Se comparada a América do Sul, a utilizacdo desta planta nos Estados
Unidos e Europa é considerada contemporanea no mercado (CARAKOSTAS et
al., 2012).

Mesmo sendo uma substancia nao-caldérica este adogante possui
sacarose, apresentando um potencial de dogura entre 200 a 400 vezes superior
em relacdo a sacarose (BARBET-MASSIN et al., 2015). Trata-se de uma
alternativa muito requisitada em substituicido ao agucar, mais caldrico; por ser
natural e possuir um elevado potencial de dogura e devido a necessidade do seu
consumo, principalmente, por pessoas que apresentam diabetes tipo 2 e por
pessoas obesas. O seu consumo tende a melhorar a qualidade de vida destas
pessoas, uma vez que esses disturbios apresentam indices elevados, sendo
considerados como problemas de saude publica em todo o mundo (ZIMMET et
al., 1997).

O SG é quimicamente definido como uma mistura com, no minimo,
95% de esteviosideo e rebaudiosideo A (BELDA-GALBIS et al.,, 2014). O

esteviosideo € composto por trés moléculas de glicose mais esteviol aglicona e o
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rebaudiosideo A possui uma molécula de glicose adicional (Figura 1.11)
(CHATSUDTHIPONG e MUANPRAST, 2009). A farmacocinética dos dois
componentes do SG € bastante semelhante, apresentando perfil metabdlico
equivalente (ROBERTS e RENWICH, 2008).
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Figura 1.11. Estruturas quimicas do Esteviosideo (a direita) e Rebaudiosideo A (a
esquerda).
Fonte: BARBET-MASSIN et al. (2015).

Mesmo sendo um adocgante considerado natural, existem varios
estudos que avaliam a sua seguranga alimentar. A FDA, por diversas vezes,
negou a entrada da Stevia no mercado como aditivo alimentar, porém em 1995
este 6rgao autorizou a utilizagdo do SG como suplemento dietético (FDA, 1995).

No ano de 2010 a EFSA também aprovou a utilizagdo do SG como
aditivo alimentar e considerou a substancia como n&o cancerigena, nao
genotoxica ou associada a qualquer toxicidade reprodutiva ou de
desenvolvimento (EFSA, 2010).

A IDA para o GS foi estabelecida como sendo de 4mg/kg por peso
corporal, diariamente (JECFA, 2008 e 2009).

O esteviosideo € um pd branco cristalino e inodoro e, por suas
atividades farmacoldgicas e terapéuticas, tem sido considerado benéfico a saude.
Apresenta propriedades antitumoral, anti-inflamatéria, anti-hiperglicémico,
diurético dentre outras (RIZZO et al., 2013). A absor¢ao do glicosideo de esteviol
€ bastante reduzida e ao ser hidrolisado pela microflora do célon ocorre a
liberagao de esteviol (Figura 1.12) (KOYAMA et al., 2003).
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Figura 1.12. Estrutura quimica do Esteviol.
Fonte: PANPATIL e POLASA (2008).

Existem alguns relatos de ocorréncia de genotoxicidade envolvendo o
esteviol e seus derivados oxidativos.

Matsui et al. (1996) desenvolveram pesquisas, in vitro, avaliando o
esteviosideo e o esteviol. Através do ensaio Ames foi verificado auséncia de
potencial mutagénico do esteviosideo e do esteviol, seja com ativagdo metabdlica
ou sem ativacdo metabdlica. No teste de mutagdo FORWARD, o esteviosideo
nao induziu aumento significativo de mutagées, com ou sem ativagdo metabdlica
e o esteviol induziu aumento significativo de mutagdes, com ativagdo metabdlica.
No ensaio UMU, o esteviosideo ndo aumentou significativamente a atividade da
B-galactosidase, tanto com ativacdo metabdlica como sem ativagao metabdlica e
o esteviol apresentou resultado positivo sem ativacdo metabdlica, com doses
baixas e negativo, com ativagdo metabdlica. Testes de aberragdo cromossémica,
com celulas de hamster chinés, mostraram que o esteviosideo n&o gerou
aberragdes, ao contrario do esteviol, que causou aberracbes quando ativado
metabolicamente. Ensaios de mutagdo genética com células CHL foram
realizados, apresentando genotoxicidade para o esteviol com ativagao metabdlica.
Ensaio in vivo, como o teste de micronucleo em eritrocitos de medula 6ssea de
camundongo, estes indicou que o esteviol ndo € indutor de micronucleos
(MATSUI et al. 1996).

Os compostos esteviosideo e rebaudiosideo A apresentam
caracteristicas farmacocinéticas muito semelhantes, fato que motivaram Williams
e Burdock (2009) a avaliarem o rebudiosideo A, utilizando a mesma metodologia
empregada em trabalhos de Matsui et al. (1996), que avaliaram apenas o

esteviosideo. Os resultados encontrados com o rebaudiosideo A e com o
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esteviosideo foram semelhantes no teste Ames, constatando a ocorréncia de
aberragcao cromossdmica em células de mamiferos e micronucleo em ratos. Os
referidos autores alertam, entretanto, que os resultados positivos para
genotoxicidade podem ser interpretados de maneira equivocada, apresentando na
realidade um agao citotoxica e ndo genotdxica, como ocorreu nos resultados do
teste de aberracdo cromossémica realizados com o esteviosideo por Matsui et al.
(1996).

O composto esteviol obtido da hidrdlise, tanto do esteviosideo como do
rebaudiosideo A, é caracterizado como sendo um agente com baixo indice
genotdxico, apresentando comportamento citotéxico (WILLIAMS e BURDOCK,
2009). Amney (2011) verificou que elevadas doses de esteviosideo séao
responsaveis por reduzirem, significativamente, os niveis de atividade das
enzimas superoxido-dismutase (SOD) e catalase (CAT). Altos niveis de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foram detectados no grupo
submetido a doses elevadas de esteviosideo, sugerindo indugéo a peroxidagao
lipidica como um pro-oxidante e consequente formacao de lesdo nas membranas
celulares. A pesquisa mostra, ainda, que o esteviol contribui para a reducédo dos
niveis da enzima glutationa redutase (GR), compromentendo os niveis de
glutationa reduzida (GRH); que consiste no principal antioxidante ndo enzimatico
presente na membrana plasmatica e soluvel em agua.

Rizzo et al (2013) que utilizaram células de neuroblastoma humano em
ensaios in vitro mostraram que o glicosideo de esteviol nao influenciou
significativamente a atividade da Caspase 3, o que sugere que este composto néo
induz apoptose celular. Este trabalho avaliou a atividade antioxidante e verificou
que este composto nao reduziu os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS).

Recentemente foram realizados ensaios in vitro, com extrato etandlico
de Stevia rebaudiana contendo glicosideo de esteviol, em diferentes linhagens
celulares: (i) derivadas de células obtidas de um cancer cervical (HelLa), (ii) do
carcinoma colorretal humano (HCT116) e (iii) do carcinoma pancreatico humano
(MiaPaCa-2). Lépez et al. (2016) verificaram atividade antiproliferativa e
antioxidante, com eliminacao de radicais livres.

De acordo com paineis de especialistas dos Estados Unidos, as
preparacdes altamente purificadas de glicosideo de esteviol (igual ou superior a
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95%) atendem o padrao exigido pela USFDA, passando a ser classificado como
“Geralmente Reconhecido como Seguro” (GRAS) (USFDA, 2014).

Estes padrdes que conferem seguranga no consumo de determinados
alimentos, somente podem ser confirmados com pesquisas que avaliam esta
seguranga alimentar por metodologias diversificadas empregando diferentes

organismos experimentais tais como a Drosophila melanogaster, por exemplo.

1.3 Drosophila melanogaster

Conhecida como mosca da fruta, a Drosophila melanogaster é
considerada, pelos geneticistas, como um excelente organismo modelo. Sua
utilizacdo em analises cientificas vem sendo realizada desde 1909, quando
Thomas Hunt Morgan investigou e comprovou a Teoria Cromossémica da
Heranga (KOHLER, 1994). Trata-se de um inseto da ordem Diptera, com 2
milimetros (mm) de comprimento (Figura 1.13), completando seu ciclo reprodutivo
em, aproximadamente, dez dias a uma temperatura ambiente em torno de 25°C
(SNUSTAD e SIMMONS, 2001).

Figura 1.13. Casal de Drosophila melanogaster.
Fonte: https://prezi.com/vhq1i8xz0dck/apresentacao-de-genetica . Acesso:
27/01/2015.

O desenvolvimento do padréo corpoéreo (Figura 1.14) ocorre em pouco

mais de uma semana, no qual é verificada a presenga de 3 estagios larvais
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(instars), com posterior diferenciagdo em pupa e, por fim, formagéo do individuo
adulto (GRIFFITHS et al., 2008).

1° estadio larvar

1 dia
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2% estadio larvar
_ idia

S
Yo el g

3° estadio larvar

Figura 1.14. Ciclo reprodutivo da Drosophila melanogaster.
Fonte: <http://www.sc.didaxis.pt/hereditariedade/drosophila.htm>. Acesso:
15/06/2016.

Durante a embriogénese é originado o cérebro com dois hemisférios e
0 ganglio esofageal, além de 10 pares de discos imaginais e disco genital (Figura
1.15). Estes discos imaginais possuem uma camada de células epidérmicas,
responsaveis pela origem de tecidos, 6rgaos e estruturas anatdbmicas, como os
apéndices especificos de cada segmento (JEIBMANN e PAULUS, 2009).
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Figura 1.15. Larva de Drosophila melanogaster com discos imaginais. Boca (mh),
discos imaginais dos olhos (ed); discos imaginais das asas (wd); discos imaginais
das pernas (Id); discos imaginais das antenas (ad); cérebro (b); gbnadas (gd);
nervo (Bn) e talo ético (os).

Fonte: JEIBMANN e PAULUS (2009).

Segundo Nepomuceno (2015), a mais de cinquenta anos, os insetos,
em especial a D. melanogaster, vem sendo utilizados em pesquisas cientificas
que visam monitorar danos causados ao DNA por agentes quimicos. Jeibmann e
Paulus (2009) consideram a D. melanogaster como um organismo experimental
que oferece inumeras vantagens na investigagdo de mecanismos moleculares e
celulares adjancentes a doengas humana. Dentre estas vantagens ressalta-se: (i)
possui curto ciclo reprodutivo, em torno de 10 a 12 dias; (ii) a cada cruzamento
ocorre a formagao de grande numero de descendentes; (iii) utilizacdo em varias
técnicas genéticas; (iv) ampla variedade de individuos mutantes. Os fenotipos
mutantes podem ser detectados por meio de microscopio estereoscopico, através
da analise de recursos externos encontrados no exoesqueleto, como cerdas,
vasos nas asas e olhos compostos (JOHNSTON, 2002).

Mesmo havendo divergéncias anatdbmicas entre o homem e a mosca
da fruta, ja se sabe que muitas vias moleculares, envolvendo processos de
desenvolvimento destes dois individuos, sdo altamente conservadas (RUBIN e
LEWIS, 2000). Mesmo com semelhangas moleculares, algumas diferengas sao

observadas, como as taxas de mutagdes em microssatélites, que sdo superiores
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no homem e a diversidade de sequéncias nucleotidicas, superior na Drosophila
(AQUADRO et al., 2001).

O ser humano possui cerca de 30.000 genes (MIKLOS e RUBIN,
1996), enquanto que a D. melanogaster apresenta 15.000 genes. Dos 287 genes
de doencas humanas conhecidas, 197 sdao homologos na mosca da fruta, porém,
estes genes quando expressos nao produzem sintomas na mosca (FORTINI et
al., 2000; FEANY e BENDER, 2000). No genoma desta mosca sejam encontrados
3 pares de cromossomos autossdmicos e um par de cromossomos sexuais
(JOHNSTON, 2002) e é relatada a conservacao evolutiva de genes entre os
mamiferos e este organismo, dentre eles os proto-oncogenes e 0s genes
supressores de tumor (EEKEN et al., 2002).

O gene supressor de tumor wts é encontrado nas moscas (JUSTICE et
al.,1995). Este gene (wts), letal em homozigoze, localiza-se no cromossomo 3,
balanceado pelo cromossomo TM3,Sb’: tal cromossomo (TM3,Sb’) apresenta
multiplas inversdes caracterizadas pela mutacao dominante stubble (Sb), sendo
esta fenotipicamente identificada pela presenca de pelos curtos (NEPOMUCENO,
2015). As mutacdes ocorridas no gene wits geram verrugas (warts) nos discos
imaginais das larvas podendo ser visualizadas no individuo adulto (Figura 1.16),
passando a ser conhecidas como tumores (XU et al., 1995). O gene supressor de

tumor Lats1, encontrado em mamiferos, € considerado homologo ao gene wis.

16A

16C '

Figura 1.16. Expressao de tumor epitelial em Drosophila melanogaster. Na asa
(16A), no corpo (16B) e na perna (16C).

A expressao do gene wits codifica a enzima quinase serina/treonina,
homologa a proteina quinase distrofia miotdnica (DM-PK) presente no ser humano
(MAHADEVAN et al., 1993). A familia das quinases DM-PK esta envolvida na

progressao do ciclo celular, principalmente da mitose. Desta maneira, o gene wits
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controla a morfogénese e a proliferacdo celular. Segundo Xu et al. (1995),
mutantes homozigotos para o gene wts apresentam defeitos no desenvolvimento
embrionario, podendo chegar a letalidade.

Em seres humanos, o gene /ats1, homologo do gene wits, atua na
regulagédo negativa do ciclo celular. Durante a mitose, a proteina Lats1 associa-se
ao componente de adesao focal no aparelho mitético (zyxin). Por microinjecao da
proteina Lats1 (136 a 700 aminoacidos) ocorre interferéncia na localizagdo de
zyxin no aparelho mitdtico, alongando a mitose (HIROTA et al., 2000). A
supressao de tumores gerada pelo gene lats1 ocorre por meio da inibicdo do
crescimento celular, bloqueando a mitose na ultima fase da intérfase (G2/M) e
induzindo a apoptose.

Estudos relatam a existéncia do gene wats7 em seres humanos, como
sendo idéntico ao gene lats1 (XIA et al., 2002), localizado na posigdo 6q24-25
(NISHIYAMA et al., 1999) e codificante da quinase serina/treonina.

Considerando as semelhancgas, a D. melanogaster tem sido utilizada
como objeto de estudo para avaliagdo de compostos com possivel efeito
carcinogénico (ORSOLIN et al., 2012; FREITAS et al.,, 2014; CARDOSO e
NEPOMUCENO, 2015).

Para realizacao do teste para deteccédo de clones de tumores epiteliais
(warts) sdo utilizadas duas linhagens mutantes de D. melanogaster (wts e mwh)
portadoras dos marcadores genéticos warts (wts, 3-100) e multiple wing hairs,
(mwh, 3-03), respectivamente (NEPOMUCENO, 2015).

Com a realizacdo do cruzamento entre as duas linhagens wts/TM3,Sb’
com mwh/mwh obtem-se descendentes heterozigéticos (wts/+). A perda da
heterozigose ocasiona a formacado de clones de células epiteliais nos discos
imaginais das larvas, que se manifestam nos adultos sob a forma de verrugas ou
tumores (SIDOROV et al., 2001). A perda da heterozigose em larvas de D.
melanogaster pode ocorrer de maneira espontanea ou induzida por agentes
quimicos, como é o caso do Cloridrato de Doxorrubicina que, além de apresentar
propriedades quimioterapicas, atua como um potente agente recombinogénico
(ORSOLIN et al., 2016).
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1.4 DOXORRUBICINA

A quimioterapia moderna vem fazendo uso de uma gama de agentes
citostaticos (KAISEROVA et al., 2006). Dentre estes agentes, as antraciclinas,
que tiveram sua utilizagao inicada na década de 1970 em terapias contra tumores
de mama, sarcoma e linfoma, dentre outros (EWER e EWER, 2015). O cloridrato
de doxorrubicina (DXR) (Cz7H29011HCI), representado na Figura 1.17, é um
antibidtico de antraciclina isolado de bactérias Streptomyces peucetius var.
caesius com potencial antineoplasico e peso molecular de 580,0 (BITTENCOURT
e BRUNSTEIN, 2004).

Figura 1.17. Formula estrutural da Doxorrubicina.
Fonte:
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/doxorubicinhydrochloride. Acesso:
03/06/2016.

O DXR apresenta efeitos antiproliferativos que sao realizados por
diferentes mecanismos, destacando-se a interacdo com complexo DNA-
topoisomerase Il (GERWIRTZ, 1999), impedindo a re-ligacdo das fitas de DNA
seccionadas anteriormente por esta mesma enzima e gerando uma lesao
permanente no DNA (MINOTTI et al., 2004).

Embora tenha propriedades antiproliferativas, a DXR é responsavel por
desencadear uma toxicidade crbnica nos tecidos e 6rgaos, dentre eles o
miocardio, fato relacionado a doses cumulativas (SINGAL e ILISKIVIC, 1998;
AZAMBUJA et al., 2005). Esta toxicidade esta vinculada a geracéo de radicais
livres de semiquinona (CHU e SARTORELLI, 2005) e ROS (ZHOU et al., 2001)

29



que afetam a membrana, além de promover intercalacdo ao DNA e alquilagdo
nesta mesma molécula (KAISEROVA et al., 2006) (Figura 1.18). A DXR é toxica
em situagdes de hipdxia, condicdo na qual ROS nédo podem ser formados
(TANNOCK e GUTTMAN, 1981).

Prejuizo do transporte de calcio
Inflamacgao
Disfung¢ao endotelial (dano vascular)

Actumulo de Fe na ferritina \\\\

Decréscimo obrigatorio na IRP-IRE
Toxicidade
cardiaca
Superoéxido
Strgssg Semiquinona DXR
Oxidativo | Aglicona C7-DXR
e Radical Hidroxil
Fe(+), ROS(+)

Inibicao da topoisomerase |l Atividade
Intercalacao _—>\_antitumoral
Efeitos direto na membrana

Figura 1.18. Esquema simplificado da interagdo da Doxorrubicina (DXR) com
tumores em células cardiacas.
Fonte: Adaptacédo de KAISEROVA et al. (2006).

A cardiotoxicidade € uma das lesbes mais importantes geradas pela
DXR (SIKIC, 2005), sendo que esta associada a diversos eventos citotdxicos
desencadeadas por este farmaco, dentre eles: danos aos DNA mitocondrial,
ruptura da proteina sarcomérica titina, além da desregulacdo de fatores de
transcricao cardiacos (LIM et al. 2004; WOUTERS et al., 2005).

A DXR, embora realize uma funcdo muito relevante no mecanismo de
progressao de tumores, exerce um citotoxicidade que pode estar relacionada ao

aparecimento de novas lesdes, neste caso em tecidos saudaveis.
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CAPIiTULO Il

Avaliacao do efeito carcinogénico de edulcorantes por meio do teste para
deteccao de clones de tumores epiteliais (warts) em Drosophila

melanogaster
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RESUMO

Os adocgantes podem ser nutritivos e nao nutritivos, naturais ou sintéticos, sendo
os ultimos mais doces em relagdo ao agucar de mesa. Estes compostos naturais
possuem uso crescente por serem mais seguros, embora esta seguranca nao
possa ser considerada total. Os adocantes mais consumidos sdao 0s nao
calodricos, dentre eles o aspartame, a sucralose, a sacarina sodica e o glicosideo
de esteviol. Tais substancias sempre foram alvo de estudos relacionados a
genotoxicidade, porém, a obtencdo de resultados inconclusivos incentivam a
realizacdo de novos ensaios, que contemplem os principios da genética
toxocologica. O presente trabalho foi desenvolvido com o propdsito de avaliar o
potencial carcinogénico de edulcorantes por meio do teste para detecgdo de
clones de tumores epiteliais (warts) em Drosophila melanogaster. Foram
utilizadas larvas descendentes do cruzamento de fémeas virgens wits/TM3 com
machos mwh/mwh, que foram cronicamente tratadas com um controle negativo
(dgua osmose reversa), um controle positivo doxorrubicina (DXR) a 0,4mM e
cinco concentracdes diferentes de aspartame (0,85; 1,7; 3,4; 6,8 e 13,6 mM),
sucralose (0,5; 1,25; 2,5; 5,0 e 10mM), sacarina sddica (25; 50; 100; 200 e
400mM) e glicosideo de esteviol (2,5; 5,0; 10; 20 e 40mM) separadamente. Os
resultados mostraram que nao houve diferenca estatisticamente significativa
(p>0.05) na frequéncia de tumores observada nos individuos tratados com
aspartame, sucralose, sacarina sodica e glicosideo de esteviol quando
comparado ao controle negativo. Conclui-se, portanto, que nas presentes
condigdes experimentais e para o organismo modelo Drosophila melanogaster, os

quatro adogantes testados nao induziram a formacgao de tumores.

Palavras-chave: Adogantes. Auséncia de carcinogenicidade. Mosca da fruta.
Wis.
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ABSTRACT

The sweeteners may be nutritious and non-nutritious, natural or synthetic, the
latter being sweeter compared to table sugar. These natural compounds have
increased use to be safer, although this security can not be considered complete.
The most consumed sweeteners are noncaloric, including aspartame, sucralose,
sodium saccharin and steviol glycoside. Such substances have always been the
target of studies related to genotoxicity, but getting inconclusive results encourage
new tests that address the principles of genetic toxicology. This study was
conducted in order to evaluate the carcinogenic potential of sweeteners by testing
for the detection of epithelial tumor clones (warts) in Drosophila melanogaster.
descendants larvae were used crossing virgin females wts / TM3 with male mwh /
mwh, that have been chronically treated with a negative control (reverse osmosis
water), one positive control doxorubicin (DXR) at 0.4 mM and five different
concentrations of aspartame (0.85; 1.7; 3.4; 6.8 and 13.6 mM), sucralose (0,5;
1,25; 2,5; 5,0 and 10 mM), sodium saccharin (25, 50; 100; 200 and 400mM) and
steviol glycoside (2.5, 5.0, 10, 20 and 40mM) separately. The results showed no
statistically significant difference (p> 0.05) in the frequency of tumors observed in
subjects treated with aspartame, sucralose, saccharin and steviol glycoside when
compared to the negative control. It follows therefore that in these experimental
conditons and the model organism Drosophila melanogaster, the

sweeteners four tested did not induce tumor formation.

Keywords: Sweeteners. Absence of Carcinogenicity. Fruitfly. Wis.
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1. INTRODUCAO

Os alimentos industrializados vém, cada vez mais, ganhando a
preferéncia da populagdo. Pesquisas de aquisicdo de géneros alimenticios
mostram que, desde a década de 1990, houve uma crescente venda de alimentos
processados e ultraprocessados em paises de renda média como o Brasil
(MONTEIRO et al., 2013). Louzada et al. (2015) relatam que 21,5% do consumo
meédio diario dos brasileiros, com dez ou mais anos de idade, decorre da ingestéao
de alimentos ultraprocessados. Fatos como este vém ao encontro da atividade
industrial que produz alimentos acentuada utilizacdo de aditivos (LOK et al.,
2010). No mundo todo ja foram aprovados mais de 3000 aditivos (YILMAZ e
UCAR, 2014); entre eles os edulcorantes.

Os adocantes podem ser nutritivos e ndo nutritivos, naturais ou
sintéticos. Os adocgantes naturais possuem uso crescente por serem mais
seguros, embora esta segurancga nao seja total (CHUNG e LEE, 2013). Dentre os
adocantes mais consumidos destacam-se o aspartame, a sucralose, a sacarina
sddica e o glicosideo de esteviol, os quais tiveram seus consumos aprovados no
Brasil, de acordo com Lei 8918, de 14 de Julho de 1994 (BRASIL, 1994).

O aspartame (aspatrtilfenilalanina-1-metiléster) é caracterizado como
um adogante sintético. Apresenta potencial de dogura de 180 a 200 vezes maior
em relacdo a sacarose (YILMAZ e UCAR, 2014). E encontrado em mais de 6000
produtos como, refrigerantes, sobremesas, adogantes de mesa, cereais, dentre
outros (SCHERNHAMMER et al., 2012).

A sucralose (4,1’,6'-triclorogalactosacarose) também € um edulcorante
sintético. A grande demanda desse adocgante pode ser atribuida ao seu potencial
de docgura, cerca de 600 vezes maior em relagao ao agucar de mesa. A sucralose
€ considerada um adogante muito popular, sendo encontrada em mais de 4000
produtos como, bebidas, alimentos lacteos, produtos de panificacbes e
farmacéuticos (MOLINARY e QUINLAN, 2006).

A sacarina é o adogante sintético ndo caldrico mais consumido pela
populacdo mundial (BARAN e YILMAZ, 2006; LIMA et al., 2010). Apresenta

potencial de dogura de 300 vezes maior em relagao a sacarose (KROGER et al.,
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2006). Comercialmente pode ser usada na forma soddica (NaSac) ou na forma
calcica (LIMA et al., 2010).

O glicosideo de esteviol € um adogante natural extraido de um arbusto
perene da familia Asteraceae denominado Stevia rebaudiana Bertoni, planta
nativa do Paraguai e das regides subtropicais do Brasil (CATHARINO e SANTOS,
2012). Mesmo sendo considerado nao calorico, este adogante possui sacarose,
apresentando potencial de dogura de 250 a 300 vezes maior em relagédo ao
agucar de mesa (AWNEY, 2011).

Estas substancias sdo muito consumidas pela populagdo durante toda
a vida, o que motiva o desenvolvimento de estudos que avaliem possiveis efeitos
genotdéxicos e/ou carcionogénicos a elas associados (CHUNG e LEE, 2013),
contemplando os principios da genética toxocologica. Nesse contexto, varios
testes tém sido empregados, dentre eles o teste de detecgdo de clones de
tumores epiteliais (warts) em Drosophila melanogaster (NEPOMUCENO, 2015). O
gene wits encontrado na mosca, € caracterizado como supressor de tumor,
homologo ao LATS1 nos seres humanos (JUSTICE et al.,1995). As mutagdes
ocorridas no gene wts geram tumores semelhantes a verrugas, fenotipicamente
visiveis nos apéndices da mosca (XU et al., 1995).

Os adocantes estdo presentes em varios alimentos industrializados, o
que facilita consumo continuo e elevado por longos periodos da vida, além de
terem sua aquisi¢cao bastante facilitada.

O presente trabalho foi desenvolvido com o propdsito de avaliar o
potencial carcinogénico dos adogantes aspartame, sucralose, sacarina sodica e
glicosideo de esteviol, por meio do teste de deteccdo de clones de tumores

epiteliais (warts) em D. melanogaster.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 AGENTES QUIMICOS

2.1.1 Aspartame
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O adogante sintético aspartame (AS) apresenta formula molecular
C14H1gN20s5 (CAS 22839-47-0). E descrito como um pé branco cristalino com peso
molecular de 294,3g/mol; adquirido da distribuidora Chemistry Produtos Naturais
& Farmacéuticos, tendo sua origem na China, pertencente ao lote ALL 054885,
com 98,79% de pureza.

Foram utilizadas cinco concentragdes de aspartame (0,85; 1,7; 3,4; 6,8
e 13,6mM) diluidas em agua osmose reversa. A estrutura quimica deste

edulcorante esta representada na Figura 2.1.
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Figura 2.1. Formula estrutural do aspartilfenilalanina-1-metiléster.
Fonte: ALSUHAIBANI (2010).

2.1.2 Sucralose

O adocante sintético sucralose apresenta férmula molecular
C42H19Cl305 (CAS 56038-13-2) e é descrito como po6 cristalino quase branco, com
peso molecular de 397,6g/mol. Foi adquirido da distribuidora Pharmanostra,
sendo original na China/Hong Kong. O produto utilizado pertence ao lote
13010004C, com 99,07% de pureza.

Foram utilizadas cinco concentragbes de sucralose (0,5; 1,25; 2,5; 5,0
e 10mM) diluidas em agua de osmose reversa. A estrutura quimica da sucralose

esta representada na Figura 2.2.
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Figura 2.2. Férmula estrutural do 4,1,60-triclorogalactosacarose.
Fonte: TOLLEFSEN et al. (2012).

2.1.3 Sacarina Saédica

O adogante sintético Sacarina Sodica apresenta férmula molecular
C7H403 (CAS 128-44-9) e é descrito como p6 cristalino branco, inodoro, com peso
molecular de 242,21g/mol. Comercializado pela distribuidora EML Ely Martins, o

produto utilizado no experimento pertence ao lote 121216, com 99,61% de

pureza.
Foram utilizadas cinco concentragbes Sacarina Sddica (25; 50; 100;

200 e 400mM) diluidas em agua osmose reversa. A estrutura quimica do referido

adocante esta representada na Figura 2.3.

Figura 2.3. Formula estrutural da Sacarina Sddica.
Fonte: WHYSNER e WILLIAMS (1996)
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2.1.4 Glicosideo de Esteviol

O adogcante natural glicosideo de esteviol €é composto,
predominantemente, por esteviosideo (no minimo 95%), com férmula molecular
C3sHg0O015 (CAS 57817-89-7) e peso molecular de 804,88; além de rebaudiosideo
A, com formula molecular Cs4H70025 (CAS 58543-16-1) e peso molecular de
967,01g/mol. A estrutura quimica destes dois compostos esta representada na
Figura 2.4.

E descrito como um pé branco cristalino e inodoro e esta presente no
mercado sob varios nomes comerciais como Finn®, sendo este produzido por
Cosmed Industria de Cosméticos e Medicamentos S/A. O produto utilizado
pertence ao lote H13M0114. Foram utilizadas cinco concentragdes de glicosideo

de esteviol (2,5; 5,0; 10; 20 e 40mM) diluidas em agua osmose reversa.

O
.\ .

E*QIG O-gle-glc

“CO0Ogle " COO0-gle

Figura 2.4. Formula estrutural do Esteviosideo (a direita) e Rebaudiosideo A (a
esquerda).
Fonte: BARBET-MASSIN et al. (2015).

2.1.5 Doxorrubicina

O cloridrato de doxorrubicina (DXR), com férmula molecular
Cy7H29011HCI (CAS 25316-40-9), € um farmaco presente no mercado com varios
nomes comerciais dentre eles, Adriblastina® RD, fabricado e envazado por Activis
Italy S.p — Nerviano, Milao/ltalia. Registrado, importado e distribuido por Pfizer
Laboratério Ltda. E apresentado sob forma de ampolas de 50mg. A DXR
apresenta-se sob a forma de um po liofilizado de coloragdo avermelhada,
conservado em local protegido da luz a temperatura de 15 a 30°C. Foi utilizada

nos experimentos como controle positivo.
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Em todos os experimentos utilizou-se 25mL de agua de osmose
reversa como solvente para diluir 0,03538g de DXR, resultando em uma
concentracdo de 0,4mM. A estrutura quimica deste composto esta representada

na Figura 2.5.

Figura 2.5. Formula estrutural do Cloridrato de Doxorrubicina
Fonte:
<http://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/doxorubicinhydrochloride>.
Acesso: 03/06/2016.

2.2 TESTE PARA DETECGCAO DE CLONES DE TUMORES EPITELIAIS EM
Drosophila melanogaster

2.2.1 Linhagens, estoque, cruzamento e tratamento

Na realizagdo do teste para detecgao de clones de tumores epiteliais
(warts) utilizaram-se duas linhagens mutantes de Drosophila melanogaster (wts e
mwh) portadoras dos marcadores genéticos warts (wts, 3-100) e multiple wing
hairs, (mwh, 3-03), respectivamente. A linhagem wts foi gentilmente
disponibilizada por Bloomington Drosophila Stock Center, da Universidade de
Indiana nos Estados Unidos (USA), registrado sob o numero: Bloomington/7052.
Ja a linhagem mwh/mwh foi prontamente cedida pelo Dr. Ulrich Graf (Physiology
and Animal Husbandry, Institute of Animal Science, ETH Zurich, Schwerzenbach,
Switzerland).

Os estoques das moscas sao cultivados no Laboratério de Citogenética
e Mutagénese do Centro Universitario de Patos de Minas — UNIPAM, sendo

mantidos em frascos de %2 de litro contendo meio de cultura para D.
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melanogaster. Esse meio € composto por 820 mL de agua; 25g de fermento
(Sacchoromyces cerevisae); 11 g de agar; 156 g de banana e 1g de nipagin. As
linhagens sdo conservadas dentro de uma incubadora B.O.D. 411 D, a
temperatura de 25°C e 60% de umidade.

Machos mwh/mwh foram cruzados com fémeas virgens wts/TM3,Sb’ e
postos por um periodo de 8 horas em frascos contendo meio de cultura para
ovoposicao. Este meio é constituido por uma base sélida de agar (3% de agar em
agua) e uma camada de fermento biolégico fresco suplementado com sacarose.

Foram utilizadas as larvas de 3° estagio (72 + 4 horas) do primeiro
cruzamento (mwh/mwh x wts/TM3,Sb’), que foram transferidas para frascos
contendo 1,5g de puré de batata instantdneo da marca Yoki (meio alternativo para
D. melanogaster). Estas larvas foram tratadas, separadamente, com 5mL das
cinco concentragdbes de cada um dos adocantes em analise: aspartame,
sucralose, sacarina sédica e glicosideo de esteviol, separadamente. Utilizou-se
um controle negativo (agua osmose reversa) e um controle positivo
(Doxorrubicina 0,4 mM).

O experimento foi realizado em duplicata, sendo que em uma das
séries de repeticoes executou-se o teste de toxicidade. Para tanto, foram
adicionadas a cada frasco, 100 larvas juntamente com as solugdes experimentais,
de modo separado. ApoOs o periodo de empupacao, observou-se o percentual de
adultos sobreviventes, atestando a toxicidade dos compostos analisados em cada
concentracao testada.

As larvas ficaram expostas aos agentes quimicos testados por um
periodo crénico de 48 horas, até ocorrer a empupacédo. Apos o processo de
metamorfose, as moscas foram coletadas e conservadas em frascos devidamente

identificados, contendo etanol (C2HgO) 70%.
2.2.2 Andlise das moscas
Somente as moscas adultas de pelos longos e finos foram analisadas,

ou seja, somente aquelas portadoras do gene wis com o balanceador

cromossdmico (TM3,Sb’) ausente. As moscas adultas que apresentam pelos
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curtos e grossos foram descartadas, uma vez que nao possuem O gene em
estudo (wts).

Para analise os individuos foram transferidos para uma placa escavada
contendo glicerina (Glicerol, C3HgO3) e analisadas sob lupa estereoscopica para
visualizagcdo e contagem de tumores, com auxilio de um pincel macio para

manusear as moscas.

2.2.3 Analise estatistica

As diferencas estatisticas entre as frequéncias de tumores das
concentracbes testadas e os controles (positivo e negativo), foram calculadas
utilizando o teste U, ndo paramétrico, de Mann-Whitney, empregando o nivel de

significancia a=0,05.

3. RESULTADOS

O experimento realizado requer um numero consideravel de moscas
para confiabilidade da analise estatistica dos resultados. Inicialmente, avaliamos a
toxicidade, em D. melanogaster, das cinco concentragdes dos quatro compostos
testados, justificando a realizagdo do tratamento em duplicata. A toxicidade foi
avaliada considerando-se os numeros de larvas que foram expostas ao composto
(100 larvas por frasco) por 48 horas, e o numero de moscas que atingiram a fase
adulta apés exposigdo. Havendo um numero elevado de sobreviventes (acima de
75%), entende-se que a concentragdo nao afetou o desenvolvimento larval,
podendo ent&o ser utilizada para realizagdo do teste para detecgao de clones de
tumores epiteliais (warts) (DEMIR et al., 2013).

As concentracdes de aspartame utilizadas na avaliagao da toxicidade
foram estabelecidas baseadas no trabalho desenvolvido por Jagadeesh (2011),
no qual foi utilizado a D. melanogaster como organismo-teste. A Figura 2.6
mostra, em nossa avaliagao, elevada taxa de moscas que atingiram a fase adulta;
acima de 80% para os controles (agua e DXR) e para as cinco concentragdes de

aspartame. Foram estes dados de sobrevivéncia que atestaram seguranga na
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utilizagdo das cinco concentragdes (0,85; 1,7; 3,4; 6,8 e 13,6mM) de aspartame

no teste de detecgéo de clones de tumores epiteliais em D. melanogaster.

oA
NN

Controle Controle 0,85 1,7 3,4 6,8 13,6
agua DXR

Sobreviventes (%)

Concentragdes aspartame (mM)

Figura 2.6. Porcentagem de sobrevivéncia das moscas apds a metamorfose de
larvas de 72h, tratadas isoladamente com DXR (0,4mM) e diferentes
concentragcdes de aspartame.

A Tabela 1 mostra a frequéncia de tumores encontrados nos diferentes
segmentos do corpo da D. melanogaster tratadas com cinco concentragées em
mM de aspartame isoladamente, e respectivos controles negativo e positivo. Os
resultados indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0.05) entre as
frequéncias de tumores encontradas nas cinco concentragcdes de aspartame e o
controle negativo, sugerindo que o aspartame ndo apresenta potencial
carcinogénico.

As moscas tratadas isoladamente com o agente mutagénico e
carcinogénico DXR a 0,4mM (controle positivo) apresentaram resultados
estatisticamente significativos (p<0,05) quanto a expressdo de tumores em D.
melanogaster, se comparado ao controle negativo, o que valida o teste, assim
como seus resultados. Este comportamento da DXR foi verificado também nos
tratamentos envolvendo os adogantes sucralose, sacarina sédica e glicosideo de
esteviol, cujas analises estdo descritas adiante neste trabalho.

A sucralose, outro edulcorante testado, teve as concentragdes
utilizadas na avaliacdo da toxicidade estabelecidas com base no trabalho
desenvolvido por Bootman e Lodge (1981), no qual foi utilizado a D. melanogaster

como organismo-teste. De acordo com a curva (Figura 2.7), observa-se uma
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elevada taxa de sobrevivéncia, superior a 85% para os controles e para as cinco
concentragcdes do adogante sucralose. Foram estes dados de sobrevivéncia que
atestaram para a seguranca na utilizacdo destas cinco concentragées (0,5; 1,25;
2,5; 5,0 e 10,0mM) de sucralose no teste de deteccdo de clones de tumores

epiteliais em D. melanogaster.
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Figura 2.7. Porcentagem de sobrevivéncia das moscas apds a metamorfose de
larvas de 72 h, tratadas isoladamente com DXR (0,4mM) e diferentes
concentracdes de sucralose.

A Tabela 2 mostra a frequéncia de tumores encontrados nos diferentes
segmentos do corpo da D. melanogaster tratadas com cinco concentragées em
mM de sucralose isoladamente, com o controle negativo e o controle positivo. Os
resultados mostram que n&o houve diferenga significativa (p>0.05) entre as
frequéncias de tumores encontradas nas cinco concentragées de sucralose em
relagdo ao controle negativo, sugerindo que a sucralose nao apresenta potencial
na indugao de tumores.

No que se refere a sacarina sédica, as concentracbes avaliadas no
teste de toxicidade foram estabelecidas baseadas no trabalho desenvolvido por
Tripathy et al. (1994), no qual foi utilizado a D. melanogaster como organismo
teste. A Figura 2.8, mostra taxa de sobrevivéncia superior a 75% para os dois
controles e para as cinco concentragdes testadas do adocante. Foram estes
dados que atestaram para a seguranga na utilizagado destas cinco concentragdes
(25; 50; 100; 200 e 400mM) de sacarina sddica no teste de detecgéo de clones de

tumores epiteliais em D. melanogaster.
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Figura 2.8. Porcentagem de sobrevivéncia das moscas apds a metamorfose de
larvas de 72h, tratadas isoladamente com DXR (0,4mM) e diferentes
concentragcdes de sacarina sodica.

A Tabela 3 mostra a frequéncia de tumores encontrados nos diferentes
segmentos do corpo da D. melanogaster tratadas com cinco concentragdes em
mM de sacarina sodica isoladamente, com o controle negativo e o controle
positivo. Os resultados apontam que ndo houve diferenga significativa (p>0.05)
entre as frequéncias de tumores encontradas nas cinco concentragdes de
sacarina sodica em relagdo ao controle negativo, sugerindo que a sacarina sédica
nao apresenta potencial carcinogénico em D. melanogaster.

As concentragdes do edulcorante glicosideo de esteviol avaliadas no
teste de toxicidade foram estabelecidas baseadas no trabalho desenvolvido por
Abdel-Tawab et al. (2012), no qual foi utiizado a D. melanogaster como
organismo-teste. A Figura 2.9 mostra elevada taxa de sobrevivéncia, superior a
75% para o controle agua e para as cinco concentragbes do adogante. Estes
dados atestaram a segurancga na utilizagao destas cinco concentragées (2,5; 5,0;
10,0; 20,0 e 40,0mM) do glicosideo de esteviol no teste de detecg¢ao de clones de

tumores epiteliais em D. melanogaster.
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Figura 2.9. Porcentagem de sobrevivéncia das moscas apds a metamorfose de
larvas de 72h, tratadas isoladamente com DXR (0,4Mm) e diferentes
concentragdes de glicosideo de esteviol.

A Tabela 4 mostra a frequéncia de tumores encontrados nos diferentes
segmentos do corpo da D. melanogaster tratadas com cinco concentragées em
mM de glicosideo de esteviol isoladamente, com o controle negativo e o controle
positivo. Os resultados mostram que n&o houve diferenga significativa (p>0.05)
entre as frequéncias de tumores encontradas nas cinco concentragdes de
glicosideo de esteviol em relagéo ao controle negativo, sugerindo que o glicosideo

de esteviol ndo apresenta potencial carcinogénico.

4. DISCUSSAO

Os edulcorantes mencionados foram escolhidos como objeto de estudo
deste trabalho devido a observacdo do seu crescente consumo pela populacgao,
uma vez que encontram-se presentes em varios alimentos industrializados e
oferecem um conteudo de baixas calorias. Os edulcorantes sempre foram alvo de
ensaios que testassem a sua seguranga alimentar, como aqueles que avaliam o
seu potencial genotdxico e carcinogénico. Porém, varios resultados se
apresentaram de maneira contraditdéria, 0 que sugeriu a necessidade de
realizacdo de ensaios adicionais para avaliar possivel efeito carcinogénico

desses edulcorantes.
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A DXR, utilizada como controle positivo neste experimento, apresenta
diferentes mecanismos de mutagenicidade, como a biotransformagao redutiva do
anel quinona originando um radical semiquinona que possui efeito toxico direto ou
participa de reagbes de oxidorreducdo. E observado, também, a formacdo de
radicais livres de oxigénio, conferindo uma citotoxicidade secundaria (GEWIRTZ,
1999). A DXR, portanto, possui diversos efeitos citotoxicos. Porém, sua principal
agao associa-se a um efeito sobre a topoisomerase Il, uma DNA girase de
atividade intensa em células em proliferacdo (KAISEROVA et al., 2006).

Apesar dos resultados deste estudo ndo apontarem para um efeito
carcinogénico do aspartame, muitas pesquisas ja realizadas sugerem que esse
adocante possui potencial genotdxico. Trabalhos com estes resultados positivos
para a genotoxicidade sao relevancia, uma vez que a genotoxicidade, em muitos
casos, esta relacionada com a carcinogenicidade. Renclzogullari et al. (2004)
investigaram o potencial genotdxico do aspartame utilizando o teste de aberragéo
cromossOmica (CA) em culturas de linfécitos humanos, no qual foi verificado que
o adocgante induziu aumento significativo de aberragdes cromossdmicas quando
comparado com o grupo controle.

Kamath et al. (2010) investigaram a genotoxicidade do aspartame por
meio da formacéo de micronucleos em células animais e os resultados mostraram
um aumento significativo de micronucleos policromaticos em eritrocitos de
camundongos albinos suicos em todas as concentragdes de aspartame testadas
(250mg/kg; 455mg/kg; 500mg/kg e 1000mg/kg). Os autores sugeriram que esse
adocgante pode ser considerado um agente clastogénico.

Demir et al. (2014) verificaram a genotoxicidade do aspartame in vivo
por meio do Teste de Avaliacdo da Mutagcdo e Recombinacdo Somaticas
(SMART), utilizando a D. melanogaster como organismo teste. Os autores
também constataram genotoxicidade in vitro por meio da realizagdo do teste
cometa, analisando hemdcitos de larvas de terceiro estagio (72 horas). Os
resultados nos dois procedimentos sugeriram que o0 aspartame € um agente
genotoéxico fraco para as concentragdes de 5, 10, 25, 50 e 75mM.

No que se refere ao efeito sobre inducdo de cancer diretamente,

Marinovich et al. (2013) relataram que o aspartame nao possui associagao
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consistente com neoplasias hematopoiéticas e nem com céncer em cérebro,
mama, prostata e érgéos digestorios.

O presente estudo mostra que o adogante aspartame, embora seja
considerado por muitos autores como agente genotoxico, nao pode ser
considerado um agente carcinogénico. Horio et al. (2014) esclarecem que o
possivel estresse oxidativo, gerado pela utilizagdo do aspartame, é desencadeado
pela debilitacdo do mecanismo de defesa antioxidante exercido pela glutationa
redutase, o que leva a célula a estimular a via intrinseca da apoptose. O
aspartame efetua agao indutora a via intrinseca da apoptose em experimentos in
vitro com células PC12, fato verificado pelo aumento da expressao de Caspases 8
e 9 e citocromo c gerada pelo estresse oxidativo. Diante dessa perspectiva,
sugere-se, para estudos futuros, uma investigacdo da expressao das Caspase 8 e
9 e citocromo ¢, com técnicas in vivo em diferentes organismos experimentais.

Deve-se considerar, também, que existem varios genes envolvidos
com a génese e progressdo do cancer e o fato de os resultados da presente
pesquisa apontarem para auséncia de efeito carcinogénico do aspartame em
relacdo ao gene wits (supressor de tumor), isso ndo significa que esse efeito
possa ser generalizado para os demais genes envolvidos no processo

A sucralose vem sendo objeto de investigagdo ha muitos anos e varios
estudos comprovam a sua seguranga alimentar diante de resultados que apontam
para auséncia de genotoxicidade. Entretanto, as vias metabdlicas devem ser
consideradas nestes estudos, afim se evitar resultados contraditérios como
aqueles encontrados nos trabalhos de Sasaki et al. (2002), para o qual, alguns
autores consideram os resultados como sendo falso positivos.

A sucralose ¢é obtida a partir da substituigao de trés atomos de cloro por
trés grupos hidroxila na molécula de sacarose, o que confere uma notavel
estabilidade na ligagéo glicosidica, no que diz respeito a acido/base e hidrdlise
enzimatica. Este fato, juntamente com estudos de farmacocinética, comprovam a
baixa absor¢cao deste adogante no ser humano, cerca de 15% ocorrendo no trato
superior gastrointestinal e sua grande eliminacéo através das fezes de forma
inalterada (GRICE e GOLDSMITH, 2000). O meio acido é apropriado para
hidrélise deste composto, havendo a liberagdo de 4-cloro-4-desoxi-D-galactose
(4-CG), que é excretado inalterado pela urina, e 1,6-dicloro-1,6-didesoxi-D-frutose
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(1,6-DCF) que segue duas vias metabdlicas: (i) redugdo em 1,6 dicloromanitol,
com rapida excrecdo inalterada pela urina e (ii) conjugagdo com glutationa
(GRICE e GOLDSMITH, 2000).

Jeffrey e Williams (2000) realizaram o ensaio de reparo de DNA em
cultura de hepatocitos de ratos. Nas duas concentragdes de sucralose utilizadas
(2x10™"M e 1x102M) foi verificado auséncia de genotoxicidade, fato que pode ser
explicado pela falta de reatividade da sucralose com a molécula de DNA.

Sasaki et al. (2002) realizaram o ensaio cometa em camundongos com
concentracdo maxima de 2000mg/kg e mostraram que a sucralose induziu quebra
na cadeia de DNA, sugerindo atividade genotdxica do adogante. Brusick et al.
(2010) alertam para a elevada taxa de falso positivos encontrada nos resultados
de Sasaki et al. (2002), o que leva a refletir que os resultados indicados para
genotoxicidade no teste cometa n&o estejam, necessariamente, relacionados a
carcinogenicidade.

Brusick et al. (2010) avaliaram a genotoxicidade in vitro por meio do
Teste Ames de Mutagdo Reversa em Salmonella typhimurium e do Teste de
Danos no DNA de Escherichia coli. Nos dois casos verificou-se que a sucralose
nao foi mutagénica e ndo danifica o DNA em microorganismos. Estes mesmos
autores realizaram testes in vivo, com o teste que avalia danos cromossémicos
em medula 6ssea de ratos, utilizando concentragdo maxima de 2000mg/kg e
verificaram que a sucralose nao apresenta comportamento toxico e clastogénico.
Ensaios de micronucleo com ratos, também foram realizados por estes autores,
com concentragdes de 2000 a 10.000mg/kg e verificaram que a sucralose ndo
apresentava comportamento clastogénico.

Demir et al. (2014) investigaram a genotoxicidade in vivo desse
composto por meio do Teste de Avaliacdo da Mutacdo e Recombinacao
Somaticas (SMART), utilizando a D. melanogaster como organismo modelo. Os
autores avaliaram também a genotoxicidade in vitro, por meio do teste cometa,
analisando hemocitos de larvas de terceiro estagio. Os resultados nos dois
procedimentos sugeriram que a sucralose € um agente ndo genotoxico para as
concentracdes de 5, 10, 25, 50 e 75mM.

O fato de a sucralose apresentar reduzida taxa de absorcao
gastrointestinal e acentuada eliminacdo por fezes, permite associar este fato a
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auséncia de danos ao DNA, tendo esta ocorréncia sido confirmada por autores
que mostraram a auséncia de reatividade da sucralose com esta molécula.
Estudos mostraram que a sucralose € metabolizada no trato gastrointestinal e que
seus produtos sao muito soluveis em agua, evitando sua permanéncia neste trato,
por elevado tempo. Os produtos gerados pela hidrolise da sucralose em meio
acido (4-CG e 1,6-DCF) e que sao absorvidos, ndo conferem risco as células,
uma vez que sao eliminados pela urina ou se conjugardo com a molécula de
glutationa (GRICE e GOLDSMITH, 2000).

Este nosso trabalho sugere que a auséncia de potencial carcinogénico
do adocgante sucralose, se deve ao fato de nao possuir caracteristicas
genotodxicas, o que torna-se pouco provavel sua interferéncia no ciclo celular a
ponto de gerar alteragbes no indice mitdtico e gerar tumor. Para estudos futuros
seria interessante a investigacdo dos efeitos da molécula 1,6-DCF perante o
conteudo celular da glutationa, tendo em vista que esta molécula faz parte do
sistema de defesa antioxidante e que a literatura indica conjugacéo entre essas
duas moléculas.

Desde que foi desenvolvida, a sacarina sédica vem sendo alvo de
diversas pesquisas sobre seus possiveis danos a saude, perfazendo uma histéria
com bastante controvérsia, o que motivou o Programa Internacional de Seguranga
Quimica a determinar a necessidade de constantes testes que avaliem a
genotoxicidade in vivo e in vitro com o proposito de medir os parametros
genéticos e interpretar os resultados correlacionando-os cuidadosamente ao
homem (BANDYOPADHYAY et al., 2008).

Na década de 1970 houve o desenvolvimento do teste de
carcinogenicidade utilizando ratos de duas geracgdes. Foi utilizada uma dieta com
doses elevadas de sacarina soédica por longos periodos, resultando no
desenvolvimento de tumores na bexiga nestes animais. Desde entdo, vem sendo
questionada a seguranga da sacarina sodica (CHAPPEL, 1992).

Fowler et al. (2012) realizaram teste de micronucleo em diferentes
linhagens in vitro. Na linhagem CHL, que consiste em uma sub-linhagem de
fibroblastos derivados de pulmdo de roedores, a concentragdo maxima de
sacarina sodica utilizada (10mM) nao induziu formagéo de micronucleo, além de

nao exercer toxicidade; esta linhagem nao apresentava niveis consideraveis de
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p53. Além da linhagem CHL, também foi utilizada a linhagem TK6, constituida por
células linfoblastéides humanas, a qual apresentou resultados semelhantes
aqueles encontrados na linhagem CHL, porém a linhagem TK6 apresentava
niveis consideraveis de p53.

Alguns ensaios in vivo também foram desenvolvidos. Bandyopadhyay
et al. (2008) desenvolveram um ensaio cometa com células da medula de
camundongos machos, com as concentragbes de 50, 100 e 200 mg/kg e
observaram inducdo de danos ao DNA, porém o efeito mutagénico foi
considerado fraco.

Demir et al. (2014) realizaram testes in vivo com D. melanogaster por
meio do SMART e do ensaio cometa avaliando a genotoxicidade da sacarina
sodica nas seguintes concentragdes: 5, 10, 25, 50 e 75mM. Em ambos os testes
os resultados mostraram auséncia de genotoxicidade em linhagens do organismo
teste com niveis basais de CYP450. Tripathy et al (1994) realizaram o SMART,
utilizando as concentragdes de sacarina sodica de 50, 100 e 300mM, porém a
linhagem do organismo teste apresentava niveis mais elevados de CYP450 e os
resultados indicaram auséncia de genotoxicidade.

Além de n&o estar relacionada ao desenvolvimento de tumores,
estudos recentes tém mostrado que a sacarina sodica pode atuar na terapia
anticancer, freando o desenvolvimento e progresso dessa doenca (D’ASCENZIO
et al., 2014). Mahon et al. (2015) mostraram que, através da inibicdo da
metaloenzima anidrase carboxilases IX (CA 1X), ocorre redugéo no crescimento e
na proliferacdo de tumores, além de melhorar os efeitos da quimioterapia e
radioterapia. A CA IX é uma enzima transmembranar altamente expressa em
tecidos tumorais, apresentando dominio catalitico extracelular, modulando o pH
diferencial deste microambiente e garantindo a sobrevivéncia destas células
(MAHON e MCKENNA, 2013). Os autores identificaram que a sacarina sédica
liga-se ao grupo zinco presente no sitio calalitico da CA X, inibindo naturalmente
esta enzima.

O presente estudo sugere que a sacarina sédica n&do exerce influéncia
carcinogénica sobre células somaticas de D. melanogaster. A auséncia da
carcinogenicidade pode ser atribuida a acdo inibitéria deste adocgante nos

mecanismos presentes nesta mosca, que atuariam na garantia de sobrevivéncia
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de clones de células epiteliais, como aqueles mecanismos exercidos pela CA IX.
Além de nao apresentar potencial carcinogénico, a literatura sugere um possivel
efeito anticarcinogénico, sendo interessante avaliar esse efeito em pesquisas
futuras.

O dlicosideo de esteviol ha muito vem sendo investigado, tendo em
vista o0 seu metabolismo e a toxocologia na qual seus metabdlitos estédo
envolvidos. Ele é quimicamente definido como uma mistura com, no minimo de
95% de esteviosideo e/ou rebaudiosideo A, com quantidades menores de
rebausideos B, C, D, E e F, esteviolside, rubusoside e dulcoside A (ROBERTS e
RENWICH, 2008). A absorcdo do glicosideo de esteviol & bastante reduzida,
desde sua ingestdo e ao ser hidrolisado pela microflora do célon ocorre a
liberacao de esteviol (KOYAMA et al, 2003). Existem alguns relatos de ocorréncia
de genotoxicidade envolvendo o esteviol e seus derivados oxidativos, em estudos
in vitro e in vivo.

Nunes et al. (2007) realizaram um ensaio in vivo crénico utilizando o
teste cometa em células provenientes do figado, cérebro e baco de ratos. O
esteviosideo indicou comportamento ndo genotoxico; porém, o esteviol induziu
danos ao DNA, sendo considerado genotéxico.

Tendo em vista a semelhante farmacocinética do esteviosideo e do
rebaudiosideo A, Wiliams e Burdock (2009) avaliaram especificamente o
rebudiosideo A, utilizando os mesmos testes empregados em trabalhos
anteriores, nos quais avaliaram apenas o esteviosideo. Os resultados
encontrados com o rebaudiosideo A e com o esteviosideo foram semelhantes no
teste Ames, onde foi constatada a ocorréncia de aberragdo cromossOmica em
células de mamiferos e micronucleo em ratos.

O trabalho de Abdel-Tawab et al. (2000), no qual foi avaliado o
potencial mutagénico do glicosideo de esteviol em D. melanogaster, mostrou que
este composto ndo apresenta propriedades mutagénicas. Associado a esta
informacao Abdel-Tawab et al. (2012) avaliaram este mesmo adogante neste
mesmo organismo modelo; porém, observando o seu potencial carcinogénico nas
concentragdes de 4, 12 e 20mg/mL e foi verificado auséncia de carcinogenicidade

exercida pelo adogante.
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Lopez et al. (2016) mencionam que o extrato etandlico de Stevia
rebaudiana, contendo glicosideo de esteviol, exerce atividade antiproliferativa e
antioxidante, eliminando radicais livres em linhagens de células HeLa, HCT116 e
MiaPaCa-2.

Os resultados do presente experimento sugerem que o glicosideo de
esteviol ndo apresenta efeito carcinogénico em D. melanogaster. A propriedade
antioxidante deste composto pode justificar a auséncia de mutagenicidade. Com
esta propriedade aliada a agao antiproliferativa do glicosideo de esteviol, torna-se
pouco provavel a geracgao significativa de tumores. Para estudos futuros, seria
relevante investigar estas propriedades antiproliferativa e antioxidante em
experimentos in vivo, com diferentes organismos modelos.

O presente estudo sugere que, nas condigdes experimentais em que
trabalhamos, nas concentracdes testadas e utilizando o teste de deteccdo de
clones de tumores epiteliais no organismo modelo D. melanogaster, nao foi
possivel detectar indugao significativa de tumor pelos adogantes aspartame,

sucralose, sacarina sédica e glicosideo de esteviol.
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Tabela 1. Frequéncias de clones de tumores observadas em Drosophila melanogaster, heterozigota para o gene
supressor de tumor wits, tratadas com controle positivo (DXR 0,4mM), controle negativo (agua) e com diferentes
concentragdes de aspartame (AS) (0,85; 1,7; 3,4; 6,8 e 13,6mM).

N. de Frequéncia de tumores analisados (total de tumores)
Tratamento moscas Olho Cabecga Asa Corpo Perna Halter Total
Agua (2’(;I0) 0,01 (2) 0,01 (2) 0,08 (16) 0,02 (4) 0,03 (5) 0,01 (1) 0,15 (30)
DXR 0,4 mM 200 0,01 (2) - 0,41 (81) + 3,92 (784) + 0,97 (193) + 0,24 (48) + 0,05 (9) + 559 (1117) +
AS 0,85 mM 200 0,05 9) - 0,03 (6) - 0,04 (7) - 0,04 (8 - 0,04 (7) - 0,00 (0) - 0,19 (37) -
AS 1,7 mM 200 0,05 9) - 0,06 (12) - 0,05 (9 - 0,02 4) - 0,06 (12) - 0,00 (0) - 0,23 (46) -
AS 3,4 mM 200 0,03 (6) - 0,04 (7) - 003 (6) - 005 (9 - 0,02 4) - 0,01 (1) - 0,177 (33) -
AS 6,8 mM 200 0,03 (5) - 0,04 (7) - 002 (3) + 0,03 (5 - 0,05 (10) - 0,01 (1) - 0,16 (31) -
AS 13,6 mM 200 0,02 (3) - 0,03 (6) - 0,04 (8 - 0,04 (8 - 002 4 - 0,01 (2 - 0,16 (31) -

Diagnéstico estatistico de acordo com o Teste de Mann-Whitney Test. Nivel de significancia P < 0.05
+ Valor considerado diferente do controle negativo (P < 0.05).
DXR, doxorrubicina.
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Tabela 2. Frequéncias de clones de tumores observadas em Drosophila melanogaster, heterozigota para o gene supressor de
tumor wts, tratadas com controle positivo (DXR 0,4mM), controle negativo (agua) e com diferentes concentragdes de sucralose
(Sucra) (0,5; 1,25; 2,5; 5,0 e 10mM).

N. de Frequéncia de tumores analisados (total de tumores)

Tratamento Moscas Olho Cabeca Asa Corpo Perna Halter Total

Agua (2’(;’0) 0,01 (02) 0,01 (02) 0,08 (16) 0,02 (04) 0,03 (05) 0,01 (01) 0,15 (30)
DXR 0,4 mM 200 0,01 (02) - 0,41 (81) + 3,92 (784) + 097 (193) + 0,24 (48) + 0,05 (09) + 559 (1117)+
Sucra 0,5 mM 200 0,01 (02) - 0,04 (07) - 0,05 (100 - 0,03 (05) - 0,04 (08 - 0,010 (01) - 0,17 (33)-
Sucra 1,25 mM 200 0,00 (00) - 0,03 (05) - 0,01 (02) - 0,06 (11) - 0,03 (06) - 0,00 (00) - 0,12 (24)-
Sucra 2,5 mM 200 0,01 (02) - 0,02 (04) - 0,05 (100 - 0,04 (08 - 0,04 (07) - 0,010 (01) - 0,16 (32)-
Sucra 5,0 mM 200 0,02 (04) - 0,010 (02) - 0,07 (13) - 0,04 (08 - 0,03 (06) - 0,00 (00) - 0,17 (33)-
Sucra 10,0 mM 200 0,04 (07) - 0,04 (08) - 0,06 (12) - 0,03 (06) - 0,00 (0O1) - 0,010 (01) - 0,18 (35)-

Diagnéstico estatistico de acordo com o Teste de Mann-Whitney Test. Nivel de significancia P < 0.05
+ Valor considerado diferente do controle negativo (P < 0.05).
DXR, doxorrubicina.
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Tabela 3. Frequéncias de clones de tumores observadas em Drosophila melanogaster, heterozigota para o gene supressor de tumor
wts, tratadas com controle positivo (DXR 0,4mM), controle negativo (agua) e com diferentes concentragdes de sacarina sodica (Sac)
(25; 50; 100; 200 € 400mM).

N. de Frequéncia de tumores analisados (total de tumores)
Tratamento Moscas Olho Cabeca Asa Corpo Perna Halter Total
(N)
Agua 200 0,00 (00) 0,07 (13) 0,09 (18) 0,20 (40) 0,04 (07) 0,01 (02) 0,40 (80)
DXR 0,4 mM 200 0,06 (11) + 0,97 (194) + 4,15 (830) + 2,25 (450) + 1,67 (334) + 0,32 (63) + 9,41 (1882)+
Sac 25 mM 200 0,03 (05 - 0,06 (11) - 0,10 (19) - 0,08 (15 - 0,04 (08 - 0,010 (01) - 0,30 (59) -
Sac 50 mM 200 0,00 (00) - 0,06 (11) - 0,07 (14) - 0,08 (16) - 0,03 (06) - 0,01 (01) - 0,24 (48) -
Sac 100 mM 200 0,01 (02) - 0,07 (13) - 0,07 (13) - 0,05 (09) - 0,05 (10) - 0,00 (00) - 0,24 (47) -
Sac 200 mM 200 0,01 (01) - 0,06 (11) - 0,05 (10) - 0,43 (26) - 0,03 (06) - 0,010 (01) - 0,28 (55) -
Sac 400 mM 200 0,00 (00) - 0,06 (11) - 0,05 (10) - 0,09 (18 - 0,03 (06) - 0,02 (03) - 0,24 (48) -

Diagndstico estatistico de acordo com o Teste de Mann-Whitney Test. Nivel de significancia P < 0.05
+ Valor considerado diferente do controle negativo (P < 0.05).
DXR, doxorrubicina.
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Tabela 4. Frequéncias de clones de tumores observadas em Drosophila melanogaster, heterozigota para o gene supressor de tumor wts,
tratadas com controle positivo (DXR 0,4mM), controle negativo (agua) e com diferentes concentragdes de glicosideo de esteviol (SG)
(2,5; 5,0; 10,0; 20,0 e 40,0mM).

N. de Frequéncia de tumores analisados (total de tumores)
Tratamento Moscas Olho Cabeca Asa Corpo Perna Halter
Total
(N)
Agua 200 0,00 (00) 0,03 (06) 0,06 (12) 0,10 (20) 0,03 (06) 0,01 (01) 0,23 (45)

DXR 0,4 mM 200 0,02 (03) - 0,76 (152)+ 2,74 (548)+ 1,61 (321)+ 0,83 (165)+ 0,31 (81)+ 6,25 (1250)+

SG 2,5 mM 200 0,00 (00) - 0,05 (09)- 0,08 (15)- 0,09 (18)- 0,02 (03)- 0,01 (02)- 0,24 (47)-
SG 5,0 mM 200 0,01 (01) - 0,07 (13)- 0,06 (12)- 0,12 (24)- 0,04 (07)- 0,01 (01)- 0,29 (58)-
SG 10,0 mM 200 0,01 (01) - 0,06 (11)- 0,06 (12)- 0,10 (20)- 0,05 (09)- 0,00 (00)- 0,27 (53)-
SG 20,0 mM 200 0,00 (00) - 0,05 (10)- 0,07 (13)- 0,12 (23)- 0,04 (08)- 0,01 (01)- 0,28 (55)-
SG 40,0 mM 200 0,00 (00) - 0,05 (09)- 0,07 (14)- 0,06 (12)- 0,04 (07)- 0,01 (02)- 0,22 (44)-

Diagndstico estatistico de acordo com o Teste de Mann-Whitney Test. Nivel de significancia P < 0.05
+ Valor considerado diferente do controle negativo (P < 0.05).
DXR, doxorrubicina.
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