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1. INTRODUGCAO GERAL

1.1. A HIDROXIUREIA

A Hidroxiuréia (HU) foi sintetizada na Alemanha em 1869 por Dresler e
Stein, mas somente em 1928 demonstrou-se sua atividade biolégica em
experimentos com coelhos, devido & presenga de leucopenia, anemia e
alteracbes megaloblasticas na medula 6ssea desses animais (Rosenthal et al.,
1928 apud Timson, 1975).

Entre 1960 e 1970 uma série de estudos e relatos de casos documentou a
atividade da HU em psoriase e em uma variedade de condigbes hematologicas
(Kennedy e Yarbro, 1966; Leavell e Yarbro, 1970). Em um desses relatos foi
demonstrado que a HU possuia atividade antitumoral contra o sarcoma 180, o
que despertou interesse no composto como um possivel agente antineoplasico
(Stock ef al., 1960).

A HU é utilizada no tratamento de disturbios mieloproliferativos (Malpas,
1967; Weil e Tanzer, 1967), sindrome hipereosinofilica (Parrillo ef al., 1978),
melanoma maligno metastatico, tumores sélidos (Becloff, 1967), infecgbes pelo
HIV (Lori, 1999; Seminari et al, 1999), hemoglobinopatias, dentre as quais
destacam se a anemia falciforme (Platt ef al., 1984, Dover ef al., 1986; Charache
et al,, 1987; Charache, 1996) e a talassemia beta (Fucharoen ef al, 1996;
Voskaridou ef al., 1995).

A HU ¢é rapidamente absorvida no trato gastrintestinal apés ingestao oral,
sendo bem distribuida em todas as partes do corpo (Becloff, 1967; Blacow, 1972).
A HU alcancga os niveis de pico no sangue uma a duas horas apos administragao,
penetra nas células por difusdo passiva, entra rapidamente no fluido
cerebroespinhal e é excretada na urina com uma meia-vida menor que oito horas
(Donehower, 1982; Yarbro, 1992).

A HU inibe a ribonucleosideo difosfato redutase (NDPR), enzima que
converte ribonucleotideos em trifosfatos de desoxirribonucleotideos (dNTPs) para
a sintese e reparo do DNA (Krakoff et al. 1968; Moore and Hurlbert, 1985),

enzima alvo para os quimioterapicos.




A NDPR dos mamiferos & composta por duas subunidades, cada uma
existindo como um dimero na enzima completa e contribuindo para a formagéo do
centro catalitico. Cada uma das pequenas subunidades (M2) contém uma
molécula de ferro, firmemente ligada, que estabiliza o radical livre tirosil,
necessario para a reag¢éo. As subunidades maiores (M1), contém duas classes de
sitios de ligacao alostéricos para a regulagdo da atividade da enzima. Uma classe
regula a atividade total da enzima e a outra regula a especificidade do substrato
da enzima (Foye, 1995).

O ferro nao-heme € um componente importante da enzima NDPR em
tecidos de mamiferos. A HU pode formar complexos com o ferro e reduzir sua
taxa de utilizagdo pelas células vermelhas, mas isto parece ndo alterar a
sobrevida das mesmas (Agrawal e Sartorelli, 1975; Donehower, 1982).

A HU é& usada como uma co-terapia anti-HIV (Virus da Imunodeficiéncia
Humana), possuindo agdo favoravel sobre a fosforilagdo e potenciagdo dos
efeitos anti-retrovirais dos nucleosideos analogos de natureza purinica, sendo
eficaz na redugdo da carga viral e um excelente coadjuvante no tratamento de
pacientes infectados pelo HIV (Lori, 1999).

A HU ndo tem atividade anti-retroviral direta, age principalmente como um
inibidor da NDPR, tendo por resultado niveis intracelulares reduzidos de dNTPs ,
que sdo necessarios para a sintese do DNA e podem regular positivamente a
atividade dos varios analogos de pirimidina e purina. A deplegao do poo/ de dNTP
resulta no bloqueio do ciclo celular na fase G4, antes da sintese do DNA. Devido a
inibicdo da sintese de DNA, o principal efeito da HU é representado pelal
mielossupresséo. Esse agente parece ser bem tolerado e desprovido de efeitos
de toxicidade quando usada em portadores assintomaticos, HIV - positivo
(Seminari et al., 1999).

A HU age como um agente citotoxico e antineoplasico, especificamente na
fase S do ciclo celular, inibindo a sintese de DNA e, com menos efeito, a sintese
de RNA e proteinas (Smith ef al., 1968; Timson, 1975).

A aggo da HU na inibigéo da sintese de DNA tem sido demonstrada in vitro,
em cultura de fibroblastos (Adams e Lindsay, 1967) e linfocitos do sangue
periférico humano (Topping ef al., 1968), assim como em cultura de diferentes
tipos celulares, tais como, células leucémicas humanas (Bosmann, 1972), de




embrides de camundongos (Skoog e Nordenskjold, 1971), de hamster chinés
(Jones ef al., 1972), e Hela (Pfeiffer e Tolmach, 1967).

Em células Hela foj verificado que a sintese de DNA no citoplasma €
relativamente menos afetada pela HU, quando comparada com a sintese nuclear.
Isso pode ser devido a uma menor exaustao do pool de desoxirribonucleotideos
no citoplasma (Vesco e Penman, 1969).

A HU, em concentragbes usadas clinicamente, causa significante
depressdo de mitoses de linfécitos humanos, em cultura (Nordenskjold e Krakoff,
1968: Timson, 1969), o que pode ser reversivel pela suspensdo do tratamento
(Adams e Lindsay, 1967; Coyle e Strauss, 1970).

A atividade antineoplasica da HU se deve a potente inibigdo da sintese de
DNA (Maruyama ef al., 1973). Esta inibi¢&o foi demonstrada em Allium, reduzindo
o indice mitético do meristema de 5,1 para 2,6, quando tratado com HU a 10™*M
(Truhaut et al., 1967).

O principal efeito téxico da HU em humanos € a supress@o hematopoiética,
envolvendo leucopenia, anemia megaloblastica e, raramente, trombocitopenia. A
recuperacdo da medula 6ssea, em geral, e rapida se a HU for suspensa por
alguns dias. Outras reagfes adversas incluem distirbios gastrintestinais
(estomatite, perda de apetite, nausea, vomito, diarréia e constipagéo) e reagdes
cutaneas (erupgao maculopapular e vermelhiddo da face); mais raramente, foram
observadas manifestagdes neuroldgicas. Portanto, o tratamento com HU requer
cuidadosa supervisdo médica e exames de sangue periddicos, para detectar,
precocemente, qualquer alteragao hematoldgica, como anemia, queda do nimero
de glébulos brancos ou de plaquetas (Gilman ef al., 1987).

A HU é toxica as células tanto em altas concentragbes, como em exposigdo
prolongada em baixas concentragbes (Timson, 1975). Linfécitos humanos
submetidos a 72 horas de cultura foram mortos pela concentragcdo de HU
equivalente a dose de 80 mg/kg (Timson, 1969), a qual é amplamente
recomendada como dose terapéutica (Blacow, 1972). Essa concentragao
permanece no corpo, porém, somente por um curto periodo devido a sua rapida
eliminagao (Becloff, 1967).

A citoxicidade apés a administragdo de HU tem sido relatada em tecidos

em proliferacgo (Philips et al., 1967) e em embries de rato in vivo (Scott et al.,




1971). Células de hamster ndo sobreviveram em culturas tratadas com HU,
guando expostas a altas concentragées ou por um longo periodo. Essas células
sao particularmente sensiveis na fase-S (Yu e Sinclair, 1968). Células HelLa
podem morrer na presenca de HU na fase-S, embora elas sejam menos sensiveis
a essa droga que as células de hamster chinés (Timson, 1969).

Nos seres humanos, a HU atravessa a barreira hemato-encefalica e é
secretada no leite. Portanto, nao deve ser utilizada por gestantes (Donehower,
1982). Quando administrada em ratas gravidas induziu redugdo no niimero de
células do corpo, do cérebro e do figado dos embrides (Scott et al,, 1971). Em
ratos a HU induziu espermatozéides anormais (Wyrobek e Bruce, 1975) e em
humanos provocou danos na estrutura da cromatina dos espermatozéides (Wiger
et al, 1995). Extrapolar resultados obtidos em experimentos animais para os
humanos pode ser arriscado. Porem, sugere-se que o uso terapéutico desse
medicamento seja contra-indicado durante a gravidez (Blacow, 1972).

1.2. GENOTOXICIDADE DA HIDROXIUREIA

Visto que a agdo da HU é prontamente reversivel e qgue inibe mitoses,
principalmente pela inibigdo da sintese de DNA na fase-S, a mesma tem sido
empregada como agente sincronizante em cultura de células de varios sistemas
(Timson, 1975). Células de hamster chinés podem ser sincronizadas em cultura
(Sinclair, 1967) e as células resultantes desse processo ndo apresentaram
aberragées cromossdmicas (Yu e Sinclair, 1968).

Agentes quimicos fase S-dependentes competem com deoxinucleotideos
enddgenos, para incorporagdo na cadeia de DNA (Plunkett ef al., 1980) ou inibem
a sintese de NDPR, que é a enzima que converte ribonucleotideos em dNTPs,
impedindo o progresso do complexo de replicagdo do DNA, a favor da sintese da
nova cadeia, ou o reparo do DNA (Krakoff ef al., 1968; Moore e Hurlbert, 1985).

A HU impediu quebras de cromatides em cultura de fibroblastos de hamster

tratados com citosina arabinoside, que na auséncia de HU causa quebra de
cromatides em todas as fases do ciclo celular, exceto na fase-M (Karon e

Benedict, 1970).




A HU tem sido associada a radioterapia em carcinomas de ceérvix, cabega,
pescoco e pulmao, devido a sua capacidade de sincronizar células neoplasicas in
vitro na fase G do ciclo celular, sensivel as radiagbes (Gilman et al., 1987),

A HU, por ser um inibidor potente da NDPR, reduz o pool intracelular de
dNTP que interfere, in vitro, ndo somente com a sintese de DNA, mas também,
com os mecanismos de reparo de DNA (Snyder, 1984). Danos ao DNA, causados
espontaneamente ou por mutdgenos ambientais, ndo podem ser completamente
reparados na presenca de HU, levando a acumulagio de mutagdes somaticas e
danos cromossdmicos (Li € Kaminskas, 1987).

Trabalhos preliminares mostraram que a HU inibiu os mecanismos de
reparo de quebras de DNA induzidas por raios-X em linfocitos humanos e em
células de mamiferos (Prempree e Merz, 1969; Horikawa ef al., 1972); em células
Hela e em células bovinas tratadas com luz ultravioleta (Ben-Hur e Ben-Oshai,
1971; Cleaver et al., 1972), assim como em células leucémicas (L1210) de
camundongos, induzidas pelo 2-cloroetil isocianeto (Kann ef al,, 1974).

Estudos mostraram que varios compostos quimicos, como por exemplo,
anilina, benzeno, bleomicina, cromato de sédio, etc., induziram danos ao DNA de
células linfoblastéides mamarias (MCL-5), detectados pela técnica de
micronucleos (fragmentos cromossomicos acéntricos ou cromossomos inteiros
que se atrasam em relagéo aos demais, na migragéo para os pélos da célula na
anafase) e pelo Teste Cometa (danos de DNA detectados em células individuais,
por meio de eletroforese). Porém, quando esses compostos foram associados a
HU (10 mM), que inibe a sintese de DNA e os mecanismos de reparo, foi
observado aumento expressivo na formacdo de danos, detectados pelo teste
cometa (Martin ef al., 1999).

No entanto, HU néo inibiu mecanismos de reparo de quebras de DNA
induzidas em linfocitos humanos expostos a raios-X (Wolff, 1972) e a agentes
alquilantes (Lieberman ef al., 1971), assim como em E. coli, em concentra¢des
que inibiam completamente a sintese de DNA (Sinha e Snustad, 1972).

Conclui-se que os efeitos da HU nos mecanismos de reparo, dependem
dos procedimentos experimentais utilizados e, em particular, do organismo a ser
testado, da composicdo do meio de cultura e se as células s&o ou ndo tratadas

com HU imediatamente apés a indugdo de quebras ou apds um periodo de



recuperacgao. Essas diferengas podem explicar os conflitantes relatos e levar a
conclusdo que a HU pode ser capaz de impedir reparos, mas somente em certas
circunstancias (Timson, 1975).

Experimentalmente, tem sido mostrado que a HU possui efeitos
clastogénicos (Oppenheimer e Fishbein, 1965; Gebhart, 1981), teratogé&nicos
(Murphy e Chaube, 1964; Aliverti ef al., 1980) e mutagénicos (Ziegler-Skylakakis,
et al., 1985).

O uso terapéutico da HU causou, nos leucécitos de pacientes com cancer
de puimao, um significativo aumento de aberragdes cromossomicas, quando
comparado com o controle normal e com pacientes, antes do tratamento (Kaung e
Swartzendruber, 1969).

Em cultura de linfécitos humanos normais, estimulados com
fitohemaglutinina, a HU, em doses terapéuticas, provocou um grande nimero de
fragmentagdes cromossémicas (Oppenheimer e Fishbein, 1965). Em cultura de
células hepaticas incubadas com essa droga foram observadas acumulagdes de
quebras na dupla fita de DNA, conforme o tempo de exposigéo (Coyle e Strauss,
1970).

A HU ndo causou aberragdes cromossémicas em células de hamster
chinés tratadas no periodo de uma a seis horas nas fases Gy, G2 ou M do ciclo
celular. Porém, naquelas que atingiram mitoses mais tardiamente, foram
encontradas aberracdes cromatidicas (Yu e Sinclair, 1968)., Essas mesmas
células, quando expostas & HU, acima de 72 horas, sofreram 51% de anomalias
estruturais nas placas de metafases, incluindo quebra de cromatides,
fragmentagédo de cromossomos e translocagtes (Borenfreund ef al., 1964).

Fibroblastos de hamster também exibiram quebras de cromatides quando
tratados com HU na f:ase-S do ciclo celular, mas ndo quando tratados na fase-G,
(Karon e Benedict, 1970). Quebras cromossomicas também foram observadas em
Allium expostos a HU (Truhaut ef al., 1967).

Em S. cerevisiae, a HU inibiu a replicagdo do DNA e induziu conversao
génica e crossing-over mitético (recombinagdo somatica) (Fabre, 1978; Staleva et
al., 1996) e aneuploidia (Mayer et al., 1986).

Dados da literatura comprovam que existe uma ligagdo entre a atividade

recombinogénica de compostos quimicos e sua carcinogenicidade (Cairns, 1981).



Pacientes com desordens mieloproliferativas, como policitemia vera e
trombocitopenia, submetidos a terapia prolongada com HU, apresentaram risco
aumentado de desenvolver sindrome mielodisplasica e leucemia mieldide aguda,
por delegdo cromossdmica, resultante de translocagbes n&o balanceadas,
envolvendo genes localizados no cromossomo 17 (17p), inclusive o gene p53
(Sterkers et al., 1998). Foi relatado, também, cancer de pele em pacientes
submetidos a tratamento gquimioterapico com HU por longos periodos (Jones ef
al., 1983).

Alguns autores sugerem que aumentos nas freqtiéncias de aberragdes
cromossomicas, observadas na presenca de HU, possam ser devidos a inibigdo
da sintese de dNTP, durante a fase Gz do ciclo celular; & inibi¢do dos
mecanismos de reparo ( Prempree e Merz, 1969; Cleaver et al., 1972; Horikawa
et al., 1972; Snyder, 1984), ou a gerag&o de radicais livres (Li @ Kaminskas, 1987,
Gomez et al., 2000; lyamu et al., 2001). No entanto, outros autores sugerem que

a HU possui efeitos antioxidantes (Agil e Sadrzadeh, 2000).

1.3. TERAPIA COM HIDROXIUREIA - ANEMIA FALCIFORME E TALASSEMIA

Varios agentes farmacolégicos tém sido correntemente avaliados para a
indugdo de hemoglobina fetal (HbF) em pacientes com Anemia Falciforme e
Talassemia Beta. A HU foi a primeira dessas drogas a ser aprovada pelo FDA
(Food e Drug Administration) para o tratamento dessas alteragdes genéticas
(Atweh e Loukopoulos, 2001).

O primeiro agente farmacolégico testado para induzir sintese de HbF foi a
5-azacitidina, que estimulou significativamente essa sintese em babulnos e em
pacientes com Anemia Falciforme (DeSimone ef al., 1982; Ley et al., 1983; Dover
ef al,, 1985). Pelo fato de ser toxica e potencialmente carcinogénica, seu uso foi
desestimulado (Carr et al, 1984; Dover et al, 1985). Subseqlentemente,
citarabina (Papayannopoulou et al., 1984), hidroxiuréia (Veith et al., 1985;
Goldberg ef al., 1992) e outros agentes foram testados. A atengdo de diferentes
investigadores tende a se concentrar na HU, principaimente porque ela nao é
incorporada ao DNA; por ser convenientemente administrada oralmente; sua
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toxicidade ser prognosticavel e manuseavel, seus efeitos mielosupressivos serem
facilmente monitorados e rapidamente revertidos (Goldberg ef al., 1992).

A Anemia Falciforme é uma doenca genética de heranga autossOmica
recessiva, que causa alteragées na hemoglobina (Hb), que € uma proteina
encontrada no interior das hemacias, formada por quatro cadeias polipeptidicas
(as globinas) e um grupo prostético (heme) ligado a cada uma das cadeias de
globina. Essas cadeias se agrupam conforme suas similaridades genéticas e
estruturais. As combinacdes entre as diferentes globinas determinam os tipos de
hemoglobinas humanas produzidas. Um individuo adulto e normal possui os
seguintes tipos de hemoglobinas: HbA; (96-98,0%); HbA> (2,5-3,7%) e Hb Fetal
(0-2,0%) (Lehmann e Hunstman, 1974; Wood, 1976; Wood ef al., 1978).

A causa da Anemia Falciforme é uma mutagédo no sexto aminoacido da
cadeia globinica beta, provocando a substitui¢do do acido glutamico pela valina. A
entrada da valina nessa posicéo favorece a polimerizagéo sob condi¢des de baixo
teor de oxigénio, fazendo a hemoglobina assumir, na presenga de fatores
indutores, a forma de uma foice. Essa hemoglobina alterada é designada como
hemoglobina S (HbS). A unido de varios tetrdmeros de HbS forma inumeras
moléculas agregadas, geram longos polimeros e distorcem a hemacia (Ingran,
1958; Lehmann e Hunstman, 1974).

A denominagdo Anemia Falciforme é reservada para a forma da doenga
que ocorre nos homozigotos (HbSS). Além disso, o gene da hemoglobina S pode
combinar-se com outras anormalidades hereditarias das hemoglobinas, como
hemoglobina C e Talassemia Beta, enire outras, gerando combinacdes
denominadas Doencas Falciformes, que séo sintomaticas. Os portadores do
Trago Falciforme sdo assintomaticos e herdam um dnico gene afetado
(heterozigotos), produzindo as hemoglobinas A e S (HbAS) (Chamone et al.,
1996).

As Doencas Falciformes acarretam complicagGes vasculares que
ocasionam mltiplas lesdes em 6rgéos afetados, como o cérebro, coragéo, figado,
rins, olhos, esqueleto e pulmdes (Fester ef al,, 2001). Essas doengas tém altas
morbidade e mortalidade precoce (Miller et al., 2000).

A distribuicio da Anemia Falciforme ¢ ampla, abrangendo todos os
continentes, notadamente a Africa, a América do Norte e a América Latina




(Naoum, 1982). Estimam-se, no Brasil, cerca de trinta mil portadores das doencas
falciformes (Naoum e Domingos, 1997), sendo uma das mais freqlientes doencas
genéticas no Brasil (Alves, 1996).

Conforme dados da Organizagdo Mundial de Saltde (OMS) a cada ano
nascem no Brasil, cerca de 2.500 criangas portadoras de Anemia Falciforme.
Vinte por cento delas ndo atingem cinco anos de idade, devido a complicagées
diretamente relacionadas com a doenga. Por esse motivo, o Ministério da Satde,
instituiu em 1996, o Programa Nacional de Anemia Falciforme (PAF), visando
promover e implementar agées que permitam reduzir a morbimortalidade. Dentre
algumas das medidas, destaca-se a disponibilidade de medicamentos basicos
como o acido folico, a hidroxiuréia e a deferoxamina (Chamone, 1996).

Embora todo paciente com Anemia Falciforme apresente a mesma
mutagéo genética, a diversidade relativa a severidade das manifestagdes clinicas
é notavel. Varios fatores modificantes vém sendo estudados com o intuito de
definir o por qué dessa diversidade. Os mais importantes atualmente s&o: os
niveis de HbF, a coexisténcia de outras hemoglobinopatias hereditarias e,
finalmente, os diferentes haplétipos para a HbS (Errol, 1997).

Os antropédlogos utilizam haplétipos da HbS, que s&o os (ltimos fatores
moduladores conhecidos atualmente, para tracar a migracdo dos genes da
Anemia Falciforme da Africa para o Mediterraneo e para o continente americano.
Esses haplotipos sdo descritos como sitios polimorficos de endonucleases de
restricdo, localizados no interior e ao redor do gene da cadeia beta mutante. Eles
sdo mais comumente designados de acordo com a area geografica onde foram
primeiramente identificados: Senegal, Benin, CAR (“Central Africa Republic” ou
Banto) e Asiatico (indu Arabico). Foi descrito, também, o hapl6tipo Cameron,
localizado em um (nico grupo étnico na Republica dos Camarées. No Brasil,
predomina o haplétipo CAR (Banto) seguido pelo Benin, sendo quase ausente o
haplétipo Senegal. Pacientes com o haplétipo Senegal, geralmente apresentam
formas clinicas mais brandas, enquanto aqueles com haplétipo CAR apresentam
as mais severas, € os com o Benin apresentam formas com gravidade
intermediaria. O mecanismo pelo qual cada haplétipo influencia na severidade da

doenca permanece um mistério. Experiéncias comprovam que cada um deles
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possui niveis diferentes de HbF. Os pacientes com o hapldtipo Senegal, por
exemplo, apresentam mais de 20% de HbF (Errol, 1997).

A primeira indicagao que a HbF interfere na falcizacao foi observada em
estudos realizados com hemacias de recém-nascidos portadores de Trago
Falciforme, as quais nao falcizaram in vitro até o nivel de HbF baixar para aqueles
observados em adultos. Posteriormente, foi observado que todas as maes
portadoras de Trago Falciforme apresentaram hemacias falcizadas in vitro,
enguanto que seus recém-nascidos, portadores de Anemia Falciforme (HbSS),
apresentaram, em média, apenas 11% de suas hemacias falcizadas in vitro, e que
os sintomas da doenga eram incomuns nos primeiros meses de vida (Watson ef
al., 1948).

As hemacias do recém-nascido portador de Anemia Falciforme contém de
80 a 90% de HbF. Pouco antes do nascimento ocorre um aumento da sintese de
cadeias beta S. Apés o nascimento, a HbF cai progressivamente, chegando a um
minimo em torno do 4° més de idade. Porém, essa queda pode ser varidvel
(Schiller, 1980). Os niveis de HbF entre 15 e 20% melhoram os sintomas da
Anemia Falciforme, que pode ser benefica mesmo em pequenas porcentagens.
Como a HbF néo participa da formagdo do polimero, ela exerce efeito inibidor do
processo de polimerizagao, impedindo a falcizagao das hemacias (Platt ef al.,
1991).

Como citado anteriormente, a HU é indicada no tratamento de outro tipo de
hemoglobinopatia, a Talassemia Beta. Doenca caracterizada por alteragées nas
cadeias beta da globina, cuja conseqiiéncia se resume na supressio total ou
parcial da producéo dessas cadeias. A auséncia ou a deficiéncia acentuada na
produgdo de cadeias beta leva a uma anemia hipocrémica e microcitica grave,
devido a hemélise que ocorre na medula éssea e no bago. As cadeias alfa em
excesso e ndo pareadas precipitam dentro das hemacias e danificam a
“membrana celular, destruindo prematuramente as hemacias. Numa tentativa de
suprir a deficiéncia dessas células, a eritropoese € aumentada na medula ossea.
Contudo, grande parte desse processo ¢ ineficaz, ou seja, as hemacias sdo
destruidas ainda na fase de desenvolvimento, sem terem sido liberadas para a
circulagéo periférica (Benz Junior e Forget, 1980; Weatherall e Clegg, 1981).
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As reativacdes dos genes, gama glicina (y°) e gama alanina ("), da globina
fetal, sdo os métodos mais convenientes para tentar corrigir os desarranjos
patofisiolégicos das hemogiobinopatias, devido a presenc¢a de cadeias gama. Nas
células dos portadores das sindromes falcémicas, as cadeias gama inibem a
polimerizagdo da hemoglobina S (HbS) dificultando ou prolongando o processo de
falcizacdo das hemacias, principalmente pela possibilidade da formagdo de
hemoglobina com cadeias hibridas (a2p°y) e a dispersgo das moléculas de HbF
entre as de HbS, diminuindo as chances de polimerizagéo (Loukopoulos, 1997).

Os genes gama, ao serem reativados nos pacientes adultos portadores de
talassemia beta, ndo somente adicionam HbF dentro das hemacias desses
pacientes, como aumentam a capacidade dessas ceélulas de transportar o
oxigénio, além do mais, as cadeias gama sintetizadas pareiam com as cadeias
alfa em excesso, prevenindo a precipitagdo intracelular e evitando a morte
prematura dos eritréides precursores, na medula 0ssea e das células vermelhas,
no sangue periférico (Fessas e Loukopoulos, 1974; Weatherall e Clegg, 1981).

Experimentos utilizando HU 80 mM para tratar células eritroleucémicas
humanas (K562), mostraram que a HU, seletivamente, aumenta a expresséo do
gene gama glicina cerca de 2,3 vezes mais, enquanto que a expressao do gene
gama alanina ndo alterou. O gene gama glicina €& responsavel por
aproximadamente 70% da sintese de HbF no feto. A compreensdo dos
mecanismos pelos quais a HU, diferencialmente, regula a expresséo desse gene,
pode fornecer discernimento da regulagéo da expressado da HbF (Xu e Zimmer,
1998).

A HU aumenta significativamente a producdo de HbF e concomitantemente
afeta o transporte passivo de potassio (K) na heméacia e o volume celular em
pacientes homozigotos para HbS, diminuindo, assim, a severidade da doenca.
Sabe-se que altos niveis de HbF nas hemacias, diminuem a capacidade de
deformagdo das células falciformes e a adesividade das hemacias ao endotélio.
Células vermelhas do sangue com HbS apresentam uma maior aderéncia as
células do endotélio vascular do que as células com HbA, aumentando, assim, a
probabilidade de crises vaso-oclusivas. Os efeitos da HU na estrutura e fung&o do
endotélio vascular sdo ainda desconhecidos (Adragna et al., 1994; Steinberg,

1997).
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A HU, ao causar toxicidade ao sistema hematopoiético e,
conseqlientemente, a morte de eritréides precursores mais diferenciados, induz a
sintese de HbF por recrutamento de novas células tronco. Como o programa de
sintese da cadeia gama permanece dormente na medula éssea do adulto, uma
stbita expansdo da atividade eritrbide durante a hemolise, estimulara
transitoriamente a sintese da Hb Fetal. Com a regenerac¢do da medula, devido a
esse efeito citotoxico, muitas células primitivas capazes de expressar HbF, sao
reprogramadas e expandidas. A habilidade dessa resposta a HU pode depender
da reserva de reticuldcitos e neutrofilos na medula éssea ou da capacidade da
medula de resistir a moderadas doses desse medicamento, fazendo evoluir a
populagdo de eritroblastos com altos niveis de HbF. O pré-requisito para a HU
induzir aumento de HbF, talvez seja determinado pelos efeitos mielotéxicos da
mesma, e pela capacidade proliferativa da medula 6ssea (DeSimone et al., 1982;
Galanello et al., 1988; Yarbro, 1992; Charache, 1994; Griffin, 1997).

Estudos, in vitro, com eritroides progenitores derivados de amostras de
cordao umbilical, sangue periférico de pacientes com HbS/PHHF (Persisténcia
Hereditaria de Hemoglobina Fetal) e com doenga HbSS, foram utilizados para
verificar os efeitos da HU em diferentes situa¢des: a) na fase-S dos progenitores
de eritroides. Os niveis de eritréides progenitores da fase-S foram similares para
todos os trés grupos de amostras; b) no crescimento das col6nias formadoras de
eritréides (burst-forming unit-erythroid-BFU-E). Esse crescimento foi inibido cerca
de 92 a 94% para todas as amostras de maneira dose-dependente; ¢) nos niveis
de HbF nas coldnias BFU-E. Os niveis de HbF aumentaram nas coldnias de BFU-
E de pacientes HbSS e diminuiram nas colonias derivadas de amostras de cordao
umbilical ou de pacientes HbS/PHHF; e d) na sintese total de RNA, avaliada pela
incorporagéo da 3H-uridina. Houve aumento da sintese total de RNA, conforme
aumento da concentracdo de HU (Baliga ef al., 2000).

Tem sido previamente demons:trado que a HU é metabolizada em ratos
para liberar éxido nitrico e, assim, postulado que o mesmo ocorre em humanos.
Numa reacdo onde se misturam HU e HbS ocorre aumento na formagéo de
metahemoglobina e 6xido nitrico, quando a deoxihemoglobina S € combinada
com a HU. Foi relatado que a administragdo oral de HU, para o tratamento de
Anemia Falciforme, produziu hemoglobina nitrosil (HbNO). A formacdo dessa
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hemoglobina envolve transferéncia especifica de NO, do grupo NHOH, da
hidroxiuréia. O complexo de hemoglobina nitrosil &€ capaz de atrasar a
polimerizagéo da HbS e possibilitar a vasodilatagdo. A HbNO pode ser detectada
nos primeiros 30 minutos apés administragéo e persistir por 4 horas, suportando a
hipétese que a habilidade da HU para atenuar os fenémenos vaso-oclusivos,
podem, em parte, ser atribuida a vasodifatagéo e/ou diminuigao da ativacdo das
plaquetas induzidas pelo 6xido nitrico (Kim-Shapiro ef al., 1998; Glover ef al.,
1999).

A HU foi avaliada in vitro, quanto a sua acéo toxica/genotoxica, em
linfocitos do sangue periférico de individuos sadios e em células de pacientes com
anemia falciforme; e in vivo, em pacientes com esta anemia submetidos a
tratamento quimioterapico. Os resultados in vitro, em linfécitos de individuos
sadios permitiram concluir que a HU é citotéxica somente em celulas que estao
sintetizando DNA durante o periodo de exposicéo a droga, exatamente por agir
sobre a enzima ribonucleotideo redutase, inibindo a divisdo celular. No
experimento in vitro, com linfécitos de pacientes portadores de anemia falciforme,
a HU nao demonstrou efeitos citotoxico e nem genotodxico nas doses e condigdes
utilizadas. Por outro lado, nos experimentos in vivo, com linfocitos de pacientes
portadores desse tipo de anemia, a HU somente apresentou citotoxicidade na
primeira dose. Nas outras doses houve uma estabilidade fisiolégica que se
manteve até o final do experimento. Acredita-se que o organismo adaptou-se a
presenca da droga e ap6s um ano e dois meses de terapia, o aumento gradativo
das doses empregadas nao foi suficiente para inibir a atividade da ribonucleotideo
redutase, sendo considerado ndo genotéxico nas doses e condigdes utilizadas
nesses experimentos, sustentando as hipoteses levantadas na literatura que
sugerem que a HU € menos mutagénica que outros agentes quimioterapicos.
Este fendmeno ocorre devido ao fato da HU néo agir diretamente sobre 0 DNA e
sim sobre a ribonucleotideo redutase (Khayat ef al., 2001).

Estudos realizados com pacientes portadores de desordens
mieloproliferativas, como policitemia vera e trombocitopenia; e anemia falciforme
(criangas e adultos) submetidos a terapia prolongada com HU, demonstraram que
a HU possui baixo potencial mutagénico/carcinogénico, sendo mais evidente em

criancas portadoras de anemia falciforme (Hanft et al., 2000).
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A aplicacao da HU gera preocupagdes, devido a uma série de questoes
ainda n3o determinadas, tais como a dosagem correta e o tempo de tratamento, a
tolerancia, a toxicidade e os riscos, a longo prazo, incluindo a sua mutagenicidade
(Loukopoulos, 1997).

1.4. 0 ACIDO ASCORBICO

Cada ceélula do organismo necessita de uma fonte constante de oxigénio
para converter o alimento consumido em energia. A queima de oxigénio,
entretanto, libera os radicais livres, moléculas instaveis que danificam as células
sadias, podendo provocar envelhecimento e o cancer, entre outros sintomas.
Alguns agentes podem promover a formagao desses radicais, tais como exercicio,
poluicdo ambiental, gordura saturada (dos alimentos), cigarro e alcool. Por outro
lado, algumas substancias combatem os radicais livres, podendo amenizar efou
retardar os efeitos dos mesmos. Essas substéncias podem ser obtidas por meio
da alimentagao, dentre as quais destaca-se o acido ascorbico (AA) (vitamina C)
(Odin, 1997).

O AA foi sintetizado em 1933 pelo quimico suigo Tadeusz Reichstein e
pertence ao grupo das vitaminas hidrossoltveis, as quais n&o séo armazenadas e
devem ser obtidas diariamente por meio da dieta. O AA € um agente antioxidante
capaz de seqiiestrar os radicais livres com eficiéncia, como, também, restringir a
propagacéo das reagdes em cadeia iniciadas pelos radicais livres, formados pelos
processos metabolicos ou como resultado da exposicdo aos fatores ambientais
(Antunes, 1997; Odin, 1997).

Espécies de oxigénio reativas (Reactive Oxygen Species-ROS) sao
geradas durante respiragéo aerdbica e metabolismo normais. Para impedir os
efeitos deletérios de ROS, as células tém desenvolvido mecanismos de defesa
que agem como varredores de ROS, prevenindo, desse modo, a reagdo dessas
espécies com macromoléculas celulares, assim como o DNA e os lipideos. Em
adicdo, alguns micronutrientes antioxidantes como o AA, a vitamina E, os
carotendides e flavonéides, também protegem as células contra os danos
oxidativos (Antunes, 1997; Odin, 1997; Noroozi et al., 1998).
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A terapia com AA apresenta efeito protetor contra a radiacdo e a toxicidade
aguda dos agentes quimicos, atuando na destoxificacéo de varios poluentes,
metais pesados, pesticidas e xenobidticos (Galley ef al., 1996).

O AA exerce atividade pré-oxidante in vifro, usualmente pela interacdo com
fons metais, 0s quais promovem sua oxidagdo, acompanhada pela producao de
H,0,. Os fons metais oxidam o AA cerca de 80 vezes mais efetivamente que o
ion ferro (Fe™) (Lee et al., 2001).

O AA secretado no suco gastrico pode auxiliar na redugdo do ferro
inorganico dietético insoltivel (Fe®*) para a forma soltvel (Fe**), a qual é mais
facilmente absorvida pelo intestino delgado, oferecendo protegdo contra a anemia
ferropriva (Waring ef al., 1996).

Estudos demonstraram efeitos benéficos dessa vitamina, principalmente
quanto as suas propriedades anticarcinogénicas. O AA inibe a formagdo
endégena de nitrosaminas carcinogénicas (Antunes, 1997). Dietas deficientes em
frutas e vegetais tém, comumente, baixos teores de folatos e de antioxidantes,
como por exemplo, a vitamina C, e muitos outros micronutrientes. Essa
deficiéncia pode estar associada com altas taxas de céncer devido, em grande

parte, ao aumento de danos ao DNA (Ames, 2001).

1.5. A DOXORRUBICINA

A doxorrubicina (DXR), um antibiético citotoxico do grupo das antraciclinas,
isolado a partir de culturas de fungos Streptomyces peucetius, variedade caesius
(Arcamone ef al., 1972), é um agente quimioterapico com uma potente ag&o
antineoplasica, incluindo leucemia aguda, linfomas n&o-Hodgkin, cancer de
mama, doenga de Hodgkin e sarcomas (Young ef al., 1981).

A DXR pode gerar uma variedade de espécies de radicais livres. Acredita-
se que 0S Mesmos estejam envolvidos no seu mecanismo de citotoxicidade
contra uma variedade de tumores sélidos e leucemias. Entretanto, muitos desses
tipos de células tumorais nao sdo mortos pelo mecanismo de citotoxicidade
desses radicais livres. Um mecanismo eficiente de citotoxicidade, que ndo seja
por radicais livres, também deve existir. Sabe-se que a DXR, em concentragées
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muito baixas, interfere com a atividade da topoisomerase ll, resultando em
quebras no DNA, enquanto que ambas, a atividade da topoisomerase e as
quebras no DNA, esitdo correlacionadas com a citotoxicidade da DXR. A
topoisomerase Il € uma enzima associada ao DNA que atenua o estresse
causado pela tor¢do do DNA, durante a transcri¢do e replicacdo (Keizer et al.,
1990).

Pelo fato da DXR intercalar-se ao DNA, possui, também, mecanismo de
mutagenicidade (Sinha ef al., 1984). Possivelmente, como conseqiiéncia, a DXR
inibe as sinteses de DNA e RNA (Aubel-Sadron e Londos-Gagliardi, 1984).

O potencial clastogénico da DXR em células de mamiferos, in vitro, tem
mostrado que as fases G4/S e S do ciclo celular, apresentam mais sensibilidade a
essa droga (Barranco et al., 1973).

A DXR por ter alta afinidade pelo ferro inorganico, Fe(lll), pode formar
complexos DXR-Fe(llf) em sistemas biol6gicos. Estudos foram realizados em
Salmonella TA102 para avaliar os mecanismos oxidativos na mutagenicidade do
complexo DXR-Fe(lll). Os resultados indicaram que esse complexo exerce
mutagenicidade por meio dos radicais livres gerados, os quais causaram danos
oxidativos ao DNA, e que o Fe(lll) € um elemento requerido na mutagénese da
DXR., O complexo DXR-Fe(lll) pode reagir com o oxigénio para formar o radical
superéxido. Esse radical pode transformar-se em H;0, que difunde mais
liviemente dentro das células do que o radical superdxido, uma vez préximo ao
DNA, produz o radical hidroxil. Na presenga de sequestradores de radicais livres e
quelantes de ferro, a mutagenicidade, provocada por esse complexo, foi reduzida
(Kostoryz e Yourtee, 2001). Entretanto, o complexo DXR-Fe(lll) pode causar
danos as membranas das hemacias e ao DNA celular, tanto na auséncia quanto
na presenga de agentes redutores, provavelmente devido a acédo do radical
hidroxil ( Keizer ef al., 1990).

A DXR pode causar peroxidagéo lipidica apds ativagéo metabdlica pelos
microssomos do coragdo, figado ou do rim (Mimnaugh ef al., 1982), do nicleo
(Mimnaugh et al., 1985a) ou da mitocdndria (Mimnaugh et al., 1985b).

A degeneragdo mitocondrial € uma alteracdo morfolégica associada a
toxicidade da DXR, que pode ser conseqiiéncia de dano peroxidativo aumentado
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por essa droga, nos lipidios insaturados da membrana mitocondrial (Mimnaugh et
al., 1985b).

Células musculares cardiacas sao extremamente ricas em mitocondrias,
que podem render a essas células vulneravel particularidade para gerar radicais
livres (Nohl e Jordan, 1983). O uso clinico da DXR ¢ limitado pela sua
cardiotoxicidade, que pode ser devida ao seu metabolismo pelas enzimas NADH
dehidrogenases mitocondriais cardiacas (citocromo ¢ e redutase, EC1.6.99.3),
que catalizam a redugdo do ferricitocromo ¢ a ferrocitocromo ¢ pela NADH
(Thornalley ef al., 1986).

Em camundongos, a DXR induziu cardiotoxicidade aguda e cronica
(Lazzarino et al., 1987) e peroxidacao lipidica em tecidos cardiacos, embora esse
processo ndo possa ser demonstrado em células tumorais (Myers ef al., 1977) ou
em tecido do figado do mesmo animal (Lazzarino et al., 1987). Isso sugere que o
tecido cardiaco é especificamente danificado pela produgdo do radical livre,
causando peroxidagdo lipidica. Provavelmente, esse nao € somente o resuitado
da abundancia de mitocondria e eficiente formagdo do radical hidroxil, mas,
também, da defesa antioxidante relativamente insatisfatéria, uma vez que o
coracdo tem baixos niveis de superéxido dismutase e catalase (Doroshow et al.,
1980) e uma baixa taxa de glutationa quando comparada com a do tecido do
figado (Griffith e Meister, 1979). Além disso, durante fratamento com DXR a
glutationa peroxidase tende a ser esgotada (Doroshow et al., 1980).

Agentes podem proteger as células contra a peroxidagao lipidica e
cardiotoxicidade, incluindo N-acetilcisteina (Doroshow ef al., 1981), vitamina E
(Myers et al., 1977) e cisteina (Olson ef al., 1980).

Diferentes estudos demonstraram os efeitos genotoxicos da DXR em
leucocitos humanos (Vig, 1971); em células de ovarios de hamster chinés in vitro
(Yu et al, 1994, Antunes et al, 1999); em células da medula dssea de
camundongos in vitro (Larramendy et al., 1980); em cultura de linfécitos humanos
(Antunes e Takahashi, 1998) e em células de medula 0ssea de ratos Wistar
(Antunes e Takahashi, 1999). A DXR induziu mutacdes e recombinagdes

somaticas em células de asas de Drosophila melanogaster (Frei et al., 1985,

Fragiorge, 2000; Valadares, 2002).
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Efeitos anticlastogénicos, contra os danos cromossémicos induzidos pela
DXR, foram relatados, in vivo e in vitro, pelos agentes antioxidantes acido
ascorbico e vitamina E (Amara-Mokrane et al., 1996; Antunes e Takahashi, 1998;
Tavares et al., 1998; Fragiorge, 2000).

Tem-se tornado evidente que muitos agentes que causam danos ao DNA,
também tém atividade recombinogénica, a qual tem sido considerada uma medida
indireta de mais danos ao DNA (Hoffmann, 1994). Estudos comprovam que a
recombinagdo pode ser responsavel pela perda da heterozigose em células
germinativas e somaticas. Perda da heterozigose pode promover a manifestagao
de doencas recessivas herdaveis ou pode estar envolvida com a progressio de
neoplasias. Esse mecanismo tem mostrado ser operacional nos casos de varios
oncogenes e genes supressores de tumores (Bishop, 1991; Marshall, 1991,
Sengstag, 1994; Happle, 1999).

Em toxicologia geneética as énfases tém-se concentrado na inducdo de
mutagdes génicas, aberragdes cromossOémicas e reparo no DNA, pelo fato dessas
mudancas genéticas induzirem doencas hereditarias, bem como iniciarem o
desenvolvimento de um cancer. Muito pouco é conhecido sobre o impacto da
recombinagdo mitdtica e das conversées, amplificagées e ndo-disjungées génicas.
Os classicos estudos dos eventos genéticos fundamentam-se no desenvolvimento
de tumores, assim como o retinoblastoma, tumor de Wilm's e outros, que provam
a importancia da perda da heterozigose. Nessas doengas, com uma condigéo
heterozigota pré-existente, outros eventos genéticos, que induzem mutagdes,
podem levar a proliferacdo de células homozigotas nos descendentes. Apds
expansao clonal, elas podem desenvolver fenétipo tumoral. A conversao génica e,
em particular, a recombinagdo mitotica, sdo mecanismos potentes que levam a
perda da heterozigose (Guzman-Rincon e Graf, 1995).

A recombinacdo genética é um fendmeno de importancia universal para
todos os sistemas, desde os virus até os eucariotos superiores. Os processos de
recombinagdo contribuem para a variabilidade genética e, desta maneira, tém
aspectos evolucionarios importantes. Em 1936, foi demonstrado que na mosca-
de-fruta Drosophila melanogaster a recombinagdo genética ocorre ndo somente
nas células meidticas, como também, nas células somaticas durante a divisao

celular mitética (Stern, 1936).
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Os fenbmenos de recombinagdo sdo importantes para outras funcdes
celulares, assim como reparos no DNA e variacdo das imunoglobulinas nos
mamiferos (Engler e Strob, 1988).

Um teste de curta duragdo (Somatic Mutation And Recombination Test —
SMART) foi desenvolvido para a detec¢do de diferentes tipos de manchas
mutantes (simples ou gémeas) que podem ser resultantes tanto de mutacéo,
delegdo ou recombinagdo somatica, ocorridas no cromossomo 3 da mosca de
fruta Drosophila melanogaster (Graf et al., 1984).

1.6. TESTE PARA DETECCAO DE MUTAGCOES E RECOMBINAGCOES
SOMATICAS (SOMATIC MUTATION AND RECOMBINATION TEST - SMART)
EM CELULAS DE ASAS DE Drosophila melanogaster

A Drosophila melanogaster tem sido empregada na detecgdo de mutagdes
induzidas por agentes quimicos, e em testes para identificagéo de carcindgenos,
por mais de 50 anos, (Wargler, 1991; Vogel et al., 1999).

A Drosophila melanogaster tem sido considerada um organismo teste ideal
para os estudos de genotoxicidade e de antigenotoxicidade de varios compostos
e misturas (Graf ef al., 1998; Spano et al, 2001), além de ser um organismo
eucarioto; pequeno; com tempo de geracao curto (cerca de 10 dias a 25°C);
possui caracteres morfolégicos controlados geneticamente, faceis de serem
detectados; grande progénie e de facil manutengdo; baixo nimero de
cromossomos e ¢é capaz de ativar enzimaticamente promutagenos e
procarcindgenos in vivo (Graf et al., 1984; Wirgler e Vogel, 1986; Vogel, 1987;
Guzman-Rincon et al., 1990; Graf e Singer, 1992). Essa ativagéo é realizada
pelas enzimas citocromo P-450, que consistem de varias formas de isoenzimas
que tém a capacidade de metabolizar uma variedade de substratos (Frolich e
Wiirgler, 1989).

O ensaio in vivo com a mosca da fruta Drosophila melanogaster pode ser
visto como uma ponte de ligagéo entre sistemas testes de genotoxicidade em

microrganismos in vitro e mamiferos in vivo (Frei e Wairgler, 1996).
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O teste de mutagcdo e recombinagdo somatica (SMART), tem sido
amplamente utilizado em duas versdes: uma baseada no marcador da cor de olho
(Vogel e Zijistra, 1987a, b; Vogel e Nivard, 1993) e a outra versdo baseada em
dois marcadores nas células das asas (Graf ef al., 1984; Wurgler ef al., 1985).

Ambos 0s casos s&o baseados no fato de que, durante o desenvolvimento
embrionario, grupos de células (discos imaginais) sdo divididos e proliferam
mitoticamente durante o desenvolvimento larval até se diferenciarem durante a
metamorfose, no estagio de pupa, em estruturas do corpo do adulto (olhos, asas,
etc.). Se ocorrer uma alteracao genética em um desses discos de células, a
mesma estara presente em todas as células descendentes daquela originalmente
mutada, formando um clone de células mutantes. O fteste SMART foi
desenvolvido para detectar a perda da heterozigose que leva a expressio dos
genes marcadores recessivos nas células do disco imaginal das larvas. O gene
marcador da cor de olho da origem a clones de células mutantes manifestando-se
como mosaico e os dois marcadores nas células das asas dao origem as
manchas (Guzman-Rincén e Graf, 1995; Frei e Wirgler, 1996).

S3o utilizadas, para a realizagéo do teste da mancha da asa, trés linhagens

mutantes de Drosophila melanogaster.

1) Linhagem multiple wing hairs (mwh), que possui um gene mutante (mwh)
localizado préximo a extremidade do brago esquerdo do cromossomo 3 (3-
0,3) em condi¢do homozigota, que corresponde a um mutante recessivo

que determina que as células das asas apresentem trés ou mais pélos, no

lugar de um (Figura 1);

2) Linhagem flare-3 (fir), que possui um gene mutante marcador recessivo
em hemizigose (fir’) localizado no brago esquerdo do cromossomo 3 (3-
38,8), mas em uma posi¢do mais proximal. Ele afeta os pélos das células
das asas, modificando-os, parecendo uma chama. Os alelos mutantes de
fir conhecidos s&o zigoticos recessivos lefais (zigotos homozigotos para fir
ndo sdo capazes de se desenvolverem em moscas adultas). Ao contrario,
células homozigotas, nos discos imaginais das asas, s&o viaveis e
conduzem as células mutantes nas asas. Devido a letalidade zigdtica,
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alelos flr sdo mantidos contrabalanceados por um cromossomo homoélogo 3
balanceador, que contém inversées miultiplas, e um gene marcador
dominante (TM3, Bd® Third Multiple 3, Beadead-Serrate) (Guzman-Rincon
ef al., 1994; Guzman-Rincén e Graf, 1995) (Figura 1);

R e . 4 AR

3) Linhagem ORR,; flare-3 (ORR; flr®), construida por Frélich e Wiirgler (1989),
que possui um gene marcador em hemizigose (fi') no cromossomo 3 (3- :

38,8), que afeta os pélos das células das asas, modificando-os, parecendo

g Ay o ke

uma chama, e um no cromossomo 2, transferido de uma linhagem
selvagem Oregon R (ORR), resistente ao DDT (Dapkus e Merrel, 1997).

z

Esta linhagem “ORR,; flare-3” é caracterizada por um aumento na atividade

SRR R

de enzimas citocromo P-450. O gene firt dessa linhagem é letal em

g
#,

homozigose (Hallstrém e Blanck, 1985; Guzman-Rincén e Graf, 1995).
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Figura 1. Pélo “flare” (A); Pélos miitiplos (B) (Cortesia do Dr. Ulrich Graf, do
Institute of Animal Sciences, Swiss Federal Institute of Technology (ETH) Zurich,

Schwerzenbach, Switzerland).
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Para a deteccdo de manchas mutantes nas asas de Drosophila

mefanogaster, por meio do teste SMART, s&o utilizados dois cruzamentos:

e Cruzamento padrdo (ST - Standard cross): Fémeas virgens da linhagem
“flare-3" cruzadas com machos “multiple wing hairs” (Graf ef al., 1989).

e Cruzamento de alta capacidade de bioativagdo metabdlica (HB — High
Bioactivation Cross): Fémeas virgens da linhagem “ORR-flare-3" cruzadas
com machos “muitiple wing hairs” (Graf e van Schaik, 1992).

O cruzamento padrdo (ST) é utilizado na detecgao de agentes genotdxicos
diretos, enquanto que o cruzamento de alta capacidade de bioativagéo (HB), na
deteccio de agentes genotoxicos indiretos ou promutagenos, que necessitam de
ativagdo metabolica para induzir efeitos genotoxicos.

Desses cruzamentos s@o obtidos dois tipos de descendentes: trans-
heterozigoto marcado (MH) e heterozigoto balanceado (BH) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema representativo do cruzamento padrao (ST): Fémea virgem da
linhagem “flare” (+ TM3, Bd® / + fir) cruzada com macho “mwh” (mwh + / mwh +),
originando descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) (+ fir* | mwh +) e
descendentes heterozigotos balanceados (BH) (+ TM3, Bd® / mwh +).

Ambos os cruzamentos ST e HB produzem dois tipos de progénie, as quais
podem ser distinguidas fenotipicamente, baseado no marcador Bd®:
1) trans-heterozigoto marcado (+fir’/ mwh +, fenotipicamente com asas

de bordas lisas) (Figura 3 - A).
2)  heterozigoto balanceado (+ TM3, Bd® / mwh +, fenotipicamente com

asas de bordas serrilhadas) (Figura 3 - B).




Figura 3. Trans-heterozigoto marcado (+ fir' / mwh +, fenotipicamente com asas

de bordas lisas) (A); heterozigoto balanceado (+ TM3, Bd® / mwh +

fenotipicamente com asas de bordas serrilhadas) (B) (Adaptado de Griffiths ef al.,

2001).

Nos adultos emergentes MH as manchas mutantes aparecem como
manchas simples, apresentando o fenotipo “mwh” ou “flare” ou como manchas
gémeas mostrando areas adjacentes “mwh” e “flare”. As manchas simples podem
ser induzidas por diferentes mecanismos genéticos, tais como mutagéo, delegao
ou nao-disjungdo mitética, enquanto que as manchas gémeas ocorrem
exclusivamente por recombinagao somatica (Graf ef al., 1984).

Nos adultos emergentes BH as manchas mutantes aparecem apenas como
manchas simples do tipo “mwh”, produzidas por mutagdo, delegdo ou nao-
disjuncdo, pois devido a presenca de uma serie de inversées miultiplas no
cromossomo balanceador, as células resultantes de recombinagéo mitética sao
inviaveis, fazendo com que a freqiiéncia de manchas seja consideravelmente
reduzida (Graf et al, 1984). Dessa forma, nos descendentes BH apenas os
eventos mutacionais levam a formagéo de manchas mutantes.

Tendo em vista que nenhum dado foi encontrado, na literatura
especializada, sobre 08 efeitos da HU, por meio do teste de deteccdo de
mutagdes e recombinagdes somaticas em Drosophila melanogaster, este trabalho
teve como objetivos avaliar: a) o potencial genotoxico da hidroxiuréia (HU); b) os

efeitos moduladores do agente antioxidante acido ascorbico (AA), quando
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associado & hidroxiuréia, provavel geradora de radicais livres; c¢) os efeitos
moduladores do provavel agente antioxidante hidroxiuréia, quando associada a
doxorrubicina (DXR), um agente gerador de radicais livres; d) os efeitos
moduladores da hidroxiuréia e acido ascorbico, devido a seus possiveis efeitos
sequiestradores de radicais livres, quando associados a doxorrubicina, um agente

gerador desses radicais.
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RESUMO

A Hidroxiuréia (HU) & um agente antineoplasico, com atuagéo especifica na fase
S do ciclo celular, que age como inibidor da ribonucleosideo difosfato redutase

(NDPR), enzima que converie ribonucleotideos em desoxirribonucieotideos

(dNTPs), os quais sao responsaveis pela sintese e reparo do DNA.
e tem sido demonstrado que a HU tem efeitos citofdxico,

Experimentalment
ares tém sugerido que

clastogénico, teratogénico e mutagénico. Estudos prelimin
outros sugerem que a mesma possul

a HU possui efeitos oxidantes, enquanto
ervacoes conflitantes, neste trabalho

efeitos antioxidantes. Devido a estas obs
foram empregadas associagoes da HU com © acido ascorbico (AA), um agente

antioxidante capaz de sequestrar radicais livres, e com a doxarrubicina (DXR), um
antibiético utilizado como antineoplasico que, alem de intercalar-se a molécula do

DNA, atua como gerador de radicais livres. Este trabalho teve como objetivas

toxico da HU (1,
U; os efeitos moduladores da HU, combinada

avaliar o potencial geno 5, 3,0 e 6,0 mM); os efeitos moduladores

do AA (50 mM), combinado com aH
. ¢ os efeitos moduladores da HU e do AA, combinado com a

com a DXR (0,2 mM);

DXR, por meio do teste para detecgdo de m
(Somatic Mutation And Recombination Test - SMART), em células de asas de

Drosophila melanogaster. Dois cruzamentos foram utilizados para a detecgdo de
manchas mutantes: [1] Cruzamento padrao (ST), fémeas fIr3 / In(3LR) TM3, ri

pPsep I(3)89Aa bx** e BdS cruzadas com mac
capacidade de pioativa¢ao metabolica (HB), fémeas ORR; fir3 / In(3LR) TM3, ri

pPsep I(3)89Aa bx** e Bd® |
caracterizado por uma alta sensibilidade a promutagenos e a procarcindgenos.

Desses cruzamentos S&0 obtidos

heterozigoto marcado (MH), que pe |
delegdes e recombinagoes mitcticas; 2) Heterozigoto balanceado (BH), que

i e
permite detectar @ ocorréncia ap o« |
ionais s30 eliminados, devido & presenca de muiltiplas

todos eventos recombinact

S localizadas no cro
mbos cruzamentos, foram submetidas a tratamentos

utagbes e recombinagbes somaticas

hos mwh; e [2] Cruzamento de alta
cruzadas com machos mwh. Este ultimo cruzamento é

dois tipos de descendentes: 1) Trans-
rmite detectar a ocorréncia de mutagses,

nas de mutagbes e delegdes, uma vez que

mossomo balanceador TMS3, Bd®. Larvas de terceiro

inversoe

estagio, emergentes de 2
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com HU, enquanto que larvas de terceiro estagio, emergentes do cruzamento ST,

-tratamentos entre HU+AA; HU+DXR e HU+AA+DXR. Asas
H foram analisadas guanto & ocorréncia de diferentes
stilada estéril e AA foram empregados como

foram submetidas a co
dos adultos emergentes M
tipos de manchas mutantes. Agua de
controles negativos, enquanto que a DXR

resultados obtidos demonstraram que @ HU é um ag
s descendentes do cruzamento ST submetidos a co-

eriram que a HU n&o é um agente seqlestrador

foi utilizada como controle positivo. Os
ente genotoxico direto. Os

resultados observados no
tratamentos entre HU+DXR, sug

de radicais livres induzidos pefa DXR:; e que os aumentos verificados nas

freqliéncias de manchas mutantes dos co-tratados, correspondem as somatdrias
manchas mutantes observadas no tratamento com DXR,

das freqliéncias de
bservadas nos tratamentos com as diferentes

isoladamente, com as O
vo). Nos co-tratamentos entre HU com AA, foi

concentragées de HU (efeito aditi

verificado que, todos 0S aumentos ou d
significativos ou ndo conclusivos, sugerindo que a HU nao

adicais livres, ou que 0O AA foi incapaz de atuar como

iminuigbes nas freqliéncias de manchas

mutantes, foram nao
teve acéo geradora de f
seqiiestrador de possiveis radi

HU + AA + DXR, os resultados €s
U + DXR, onde foi verificado que a HU nao age como

ais livres, mas possui efeitos genotoxicos aditivos aos
ados também confirmaram aqueles observados no
quais foram verificados que o AA ndo foi

cais induzidos pela HU. Nos co-tratamentos entre

tao de acordo com o0s observados no co-

tratamento de H
seqliestradora de radic

efeitos da DXR. Esses resul
o de HU + AA, nos
i inativo cOmMO seqilestrador de possiveis radicais livres

m concluséo, 05 resultados destes experimentos sugerem

co-tratament
genotoxico, mas fo

induzidos pela HU- E

que a HU, nas condigdes

vavelmente por
as quais, possivelmente, ndo sdo induzidas pela geragdo de

experimentais empregadas, € um agente genotoxico

. inducdo de lesbes complexa 5
direto, pro ¢ plexas  (aberragGes

cromossdmicas): " v
HU ndo tem acdo sequestradora desses radicais, quando

radicais livres. A o S
associada a DXR; € 0 AA foi inativo quanto a inibigdo da genotoxicidade da HU.

o, oufros exper!
a determinar as condigdes em que a mesma pode ser utilizada

No entant mentos devem ser realizados para confirmar estes

resultados € par

1 ana.
sem riscos para 2 satide hum
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ABSTRACT

Hydroxyurea (HU) is an anti-neoplastic agent, S-phase-specific, which acts as a

ribonucleoside diphosphate reductase inhibitor, the enzyme that converts
ribonucleotides into deoxyribonucleotides. HU has been experimentally shown to
have cytotoxic, clastogenic, teratogenic and mutagenic effects. Some studies

suggested that HU has oxidative effects while others suggested that it has
cts. Due to these contradictory results, we tested combinations of

antioxidative effe
as a free radical scavenger,

HU with ascorbic acid (AA), an antioxidant that acts
and with Doxorubicin (DXR), an antibiotic widely used as anti-neoplastic agent,

which in addition to its intercalation into DNA is a generator of free radicals. The
aim of this study was to evaluate the genotoxic potential of HU (1.5; 3.0 and 6.0
mM); the modutatory effects of AA (50 mM) combined with HU; the modulatory
effects of HU combined with DXR (0.2 mM); and the modulatory effects of both HU
and AA combined with DXR. The wing spot test of Drosophila melanogaster
(Somatic Mutation And Recombination Test - SMART) was used. Two crosses

were carried out fo detect mutant win
In(3LR) TM3, ri p°sep /(3)89Aa px e Bd® females were mated with mwh males;

[2] High Bioactivation cross (HB) where ORR; fir’ / In(3LR) TM3, ri p°sep I(3)89Aa
bx%* e Bd® females were mated with mwh males. The latter cross is characterized

by a high sensitivity 0 promutagens an

emerge two types of progeny: [1] marker- -
detect the occurrence of mutation, deletion and mitotic recombination; [2]

heterozygous flies (BH) which allow to detect deletion and mutational
recombination events are eliminated owing to multiple

events only, because all
o TM3 balancer chromosome. Third-instar larvae from

inversions present on th . .
these two crosses were treated with HU alone, while third-instar larvae from the

standard cross Wweré co-treated with HU+AA, HU+DXR, and HU+AA+DXR.
Distilled water and AA weré used as negative controls, while DXR was used as
positive control. The wings of the surviving marker-heterozygous adults were
 the occurrence of different types of mutant spots. The positive resuits
d the negative results in the HB cross demonstrate that

g clones: [1] Standard cross (ST), where r /

d procarcinogens. From both crosses
heterozygous flies (MH) which allow to

balancer-

analyzed fo

obtained in the ST cross an
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HU is a direct genotoxic agent. The results obtained after co-treatments with
HU+DXR suggest that HU did not act as a scavenger of free radicals induced by
DXR. The enhanced frequencies of mutant spots in the co-freated series
Correspond to the sum of the frequencies observed with DXR alone plus that
observed with different HU concentrations (additive effect). In the combined
treatments with HU+AA, no increase or reduction in the frequencies of mutant
Spots was observed, suggesting that HU was not responsible for free radical
generation, or that AA failed to scavenge possible free radicals generated by HU.
In the co-treatments with HU+AA+DXR, the results were in line with those
observed in the co-treatments with HU+DXR: HU did not act as g free radical
Scavenger, but had genotoxic effects which were additive to those of DXR, These
results also confirm the effects observed in the co-treatments of HU+AA, where
AA was not genotoxic, but was inactive as a scavenger of free radicals possibly
induced by HU. In conclusion, the results of our experiments Suggest that Hu,
Under our experimental conditions, is a direct genotoxic agent, possibly through
the induction of complex lesions (chromosomal aberrations), which were probably
not induced by the generation of free radicals. HU.w:j:s not a free radicaj
scavenger when combined with DXR; and AA failed to inhibit the genotoxicity of
HU. Nevertheless, further experiments must be carried out to confirm these results
and to determine the conditions where HU can be employed without risk for

human health.
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1. INTRODUCAO

A Hidroxiuréia (HU) é um quimioterapico utilizado no tratamento de
disttrbios mieloproliferativos (Malpas, 1967), sindrome hipereosinofilica (Parrilio
et al., 1978), melanoma maligno metastatico, tumores solidos (Becloff, 1967),
infeccées pelo HIV (Seminari et al., 1999), hemoaglobinopatias, dentre as quais
destacam se a anemia falciforme (Charache, 1996) e a talassemia beta
(Voskaridou et al., 1995).

O principal efeito toxico da HU em humanos ¢ a supresséo hematopoiética,
envolvendo leucopenia, anemia megaloblastica e, raramente, trombacitopenia. A
recuperagdo da medula 6ssea em geral € rapida se a HU for suspensa por alguns
dias (Gilman et al., 1987).

A HU inibe a ribonucleosideo difosfato redutase (NDPR), enzima que
converte ribonucleotideos em desoxirribonucleotideos (dNTPs) para a sintese e

reparo do DNA (Moore e Hurlbert, 1985), age especificamente na fase S do ciclo
celular, inibindo a sintese de DNA; podendo também inibir a sintese de RNA e de
proteinas (Timson, 1975).

Varios agentes farmacolégicos tém sido correntemente avaliados para a
inducdo de hemoglobina fetal (HbF) em pacientes com Anemia Falciforme e
Talassemia Beta. A HU foi a pr imeira dessas drogas a ser aprovada pelo FDA

(Food and Drug Administration) para 0 tratamento dessas alteragées genéticas

(Atweh e Loukopoulos, 2001).
A reativagdo dos genes da globina fetal, gama glicina (y°), e gama alanina

(}/‘), & o método mais conveniente para tentar corrigir os desarranjos
patofisiol6gicos das hemoglobinopatias, devido a presenca de cadeias gama. Nas
células dos portadores das sindromes falcémicas, as cadeias gama inibem a
polimerizacéo da hemoglobina S (Hb$) dificultando ou prolongando o processo de
falcizagdo das hemacias (Loukopoulos, '.1997). Nas células dos pacientes adultos,

eta, as cadeias gama pareiam-se com as cadeias alfa

portadores de Talassemia B 35 cade
em excesso prevenindo @ precipitagao intracelular e evitando a morte ot

dos eritrgides precursores (Fessas € Loukopoulos, 1974),
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Experimentalmente, tem sido demonstrado que a HU possui efeitos

clastogénicos (Gebhart, 1981), teratogénicos (Aliverti et al., 1980), e mutagénicos

(Ziegler-Skylakakis ef al., 1985).

Alguns autores sugerem que aume
cromossdmicas, observadas na presenga de HU, possam ser devidos & inibigao

da sintese de dNTP, durante a fase G do ciclo celular; & inibicdo dos
er, 1984); ou @ geragdo de radicais livres (lyamu et

ntos nas freqliéncias de aberragGes

mecanismos de reparo (Snyd
al., 2001). No entanto, outros autores sugerem que a HU possui efeitos

antioxidantes (Agil e Sadrzaden, 2000).

Devido as observagoes preliminares conflita
ou atuar como seqiiesiradora desses

ntes, sugerindo que a HU

possa ser geradora de radicais livres,
radicais, neste trabalho foram empregadas associacdes da HU com o AA, um
estrar radicais livres com eficiéncia (Antunes

agente antioxidante capaz de seql
1997); e da HU com a DXR, que & um quimioterapico gerador dos mesmos

(Keizer ef al., 1990).
Um teste de curt

SMART) foi desenvolvido para a detecg
s ou gémeas) queé podem ser r
delegéo ou rec ocorridas no cromossomo 3 da mosca de

fruta Drosophila melanogaster (Graf et al., 1984).
A Drosophila melanogaster tem sido considerada um organismo teste ideal

para os estudos de genotoxicidade e de antigenotoxicidade de varios compostos

e misturas (Graf ef al 1998,

eucarioto; pequeno com tempo
possui caracteres morfol6gicos
detectados; grandé progénie € de facil manutengdo; baixo ndimero de
cromossomos € é capaz
procarcingenos in vivo (Guzmén-Rincon e Graf, 1995). Essa ativagao é realizada
s citocromo

a duragdo (Somatic Mutation And Recombination Test —
g0 de diferentes tipos de manchas

esultantes tanto de mutacéo

mutantes (simple
ombinagao somatica,

Spané ef al,, 2001), além de ser um organismo
de geragao curto (cerca de 10 dias a 25°C); que
controlados geneticamente, faceis de serem

de ativar, enzimaticamente, promutdgenos e

p-450, que consistem de varias formas de isoenzimas

pelas enzima _ '
que tém a capacidade de metabolizar uma variedade de substratos (Frélich e
Wiirgler, 1989)- ) _

tacdo e recombinagdo somatica (SMART), tem sido

o teste de MY
do, em duas versoes, uma baseada no marcador da cor dos

amplamente eMP’ ega
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olhos (Vogel e Zijlstra, 19873, b; Vogel e Nivard, 1 993), e a outra baseada em

dois marcadores de células das asas (Graf et al., 1984; Wargler et al., 1985).
So utilizadas, para a realizagdo do teste da mancha da asa, trés linhagens

mutantes de Drosophila melanogaster. 1] Linhagem multiple wing hairs (mwh),

que possui um gene mutante (mwh) localizado no cromossomo 3 (3-0,3), que

determina que as células das asas apresentem trés ou mais pélos, no lugar de

um; 2} Linhagem flare-3 (fir®), que possui um gene mutante marcador recessivo
em hemizigose (fir) localizado no cromossomo 3 (3-38,8),que afeta os pélos das
células das asas, modificando-0s, parecendo uma chama. Devido & letalidade
sdo mantidos conservados em um cromossomo homélogo
balanceador que comporta muitiplas inversdes e um marcador dominante, o qual
é letal em homozigose (TM3, Bd® Third Multiple 3, Beadead-Serrate) (Guzman-
Rincén et al, 1994; Guzman-Rincon € Graf, 1995); 3] Linhagem ORR,; flare-3
(ORR; fIr¥), construida por Frolich e Wirgler (1989), que possui um gene
marcador em hemizigose () no cromossomo 3 (3-38,8), que afeta os pélos das
células das asas, modificando-0S, parecendo uma chama, € um no cromossomo
e uma linhagem selvagem Oregon R (ORR), resistente ao DDT
hagem “ORR,; flare-3" € caracterizada por um

zigobtica, alelos fiIr

2, transferido d
(Dapkus e Merrel, 1997). Esta lin
aumento na atividade de enzimas

letal em homozigose (Hallstrom € Blanc
Para a detecgdo de manchas mutantes nas asas de Drosophila

melanogaster, por meio do teste SMART, sao utilizados dois cruzamentos: [1]
Cruzamento padrao (ST), fémeas fir3 / In(3LR) TM3, ri p°sep I(3)89Aa bx** e Bd®
cruzadas com machos mwh (Graf et al, 1989); e [2] Cruzamento de alta
e de pioativagao metabolica (HB), fémeas ORR; fIr3 / In(3LR) TM3, ri
Bd® cruzadas com machos mwh (Graf e van Schaik, 1992).

citocromo P-450. O gene fi’ dessa linhagem &
k, 1985; Guzméan-Rincén e Graf, 1995).

capacidad
pPsep I(3)89Aa bx*€

O cruzamento pa
ue o cruza

toxicos indiretos ou promutagenos, que necessitam de

drdo (ST) é utiizado na detecgdo de agentes genotdxicos

diretos. enquanto d mento de alta capacidade de bioativagio (HB), na

deteccao de agentes geno ' '
pélica pard induzir efeitos genotoéxicos.

ativagio mefa _ T
Desses cruzamentos sdo obtidos dois tipos de descendentes: trans-

goto marcado (MH) e heterozigoto balanceado (BH).

heterozi

DR ar it S
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rgentes MH as manchas mutantes aparecem como
" ou como manchas gémeas mostrando areas

Nos adultos eme

manchas simples “mwh” ou “flare
adjacentes “mwh” e “flare”. Nos adultos emergentes BH as manchas mutantes

aparecem apenas como manchas simples do tipo “mwh” (Graf et al., 1984).
ma exposto, e por meio do SMART, este trabalho teve como

al genotéxico da hidroxiuréia; b) os efeitos
associado & hidroxiuréia; c) os efeitos
a doxorrubicina; e d) os efeitos

Diante do aci
objetivos avaliar: a) o potenci
moduladores do acido ascérbico, quando

moduladores da hidroxiuréia, quando associada
moduladores da hidroxiuréia e do &cido ascorbico, quando associados &

doxorrubicina.

R W B et
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. AGENTES QUIMICOS

Hidroxiuréia (HU) (CAS 127-07-1) fabricada pelo Laboratério Bristol-Myers
Squibb, conhecida comercialmente como Hydrea, possui os seguintes
ingredientes inativos: 4cido citrico, corantes (D & § Amarelo n® 10, FD & C Azul n®
1, FD & C Vermelho 40 e D & C Vermelho 28), gelatina, lactose, estearato de
magnésio, fosfato de sodio e diéxido de titanio. Possui Peso Molecular de 76,05 e
formula molecular HONHCONH: . Acido ascérbico (AA) (vitamina C) (CAS 50-81-
7), Fluka — Suica. Peso molecular 186,13, férmulé molecula-r Cs'HaOa.
Doxorrubicina (DXR) cloridrato  de (8S'Ci3)'1.0‘-[(3“a-m'"°'.2’3'§"" ld'eox1-al’fa.-
1 lixohexopiranosil)oxil-7,8.9, 10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-8-(hidroxiacetil)-1-etéxi

5 12, diona (CAS 23214-92-8), Eurofarma Laboratério Ltda., Sao Paulo,
S,P :a aczn‘; 'c; co contém 10 mg de DXR liofilizado. Possui peso molecuiar
» Brasil. Cada fras

. 1 X
580,0 e férmula molecular Ca7H2oNO11.HCI (Figura 1)

— ,°
|
HaN-C-NH-OH

Hidroxiuréia

u il
ocn b © KO,
H
R, Ry
H Hs
NH, H R’

Acido ascérbico

poxorrubicina

I

Formulas estruturais da doxorrubicina (Blum e Karter, 1974):

. 1.
Figura 4ia (Gilman et al,, 1987) e 4cido ascérbico (Odin, 1997),
hidroxiur



58

22 PROCEDIMENTOS PARA COLETA DOS OVOS

Os ovos foram coletados, por um periodo de 8 horas, em frascos contendo
Uma base sélida de agar (4% de dgar em 4gua), e uma camada de fermento com
acucar. Ap6s 72 + 4 horas, larvas de 3° estagio foram lavadas em agua corrente

€ coletadas com auxilio de uma peneira de malha fina.

2.3. TRATAMENTOS

2.3.1. CRUZAMENTO PADRAO (ST):

Grupos de aproximadamente 100 larvas, provenientes do cruzamento ST
foram transferidos para frascos de vidro contendo 1,5 g de puré de batata (Yoki
Alimentos S.A.), aos quais foram adicionados 5 ml de solugdo de HU (1,5;30e
6,0 mM) associados ou ndo com DXR (0,2 mM) e AA (50 mM). Como controle
positivo foi utilizada a DXR (0,2 mM) e como controle negativo agua destilada
estéril. As larvas foram alimentadas com esse meio até o seu desenvolvimento
completo. A temperatura dentro do laborat6rio foi monitorada e controlada a 25 +

1°C e 65% de umidade relativa do ar, durante todo o periodo experimental.
Os tratamentos foram realizados de acordo com o protocolo apresentado

na Figura 2.
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Estagios larvais Pupa
oI
| !
72 120 horas

p-—._.._.., HU (tratamento - cruzamentos ST e HB)

AA (co-tratamento - cruzamento ST)
!"_"‘—‘f HU +

H
H

i i HU + DXR (co-tratamento - Cruzamento ST)
i

i
H

i HU + AA + DXR (co-tratamento—cruzamento ST)
f——q

Figura 2. Esquemas de exposigao a HU e a co-tratamentos entre HU + aa; 1y, ,
- Esq Ogaster adaptado de

DXR- HU + DXR + AA (macho adulto de Drosophila melan
http:/fflystocks. bio.indiana.edus).

2.3.2. CRUZAMENTO DE ALTA BIOATIVACAO METABOLIcA (HB):

f'uzamento Hp
e batata (Yo
HU (1,5; 30 ¢
Como controle

G de aproximadamente 100 larvas, provenientes dg o
rupos ‘
foram tran:feridos para frascos de vidro contendo 1,5 g de pura ¢

A S.A.), aos quais foram adicionados 5 m| de solucdo de
! (;me:;osc . -o ' controle positivo foi utilizada a DXR (0,2 mM) e
y d om i
mM) agua destilada estéril. As larvas foram alimentadas com esse meijo até
nNegativo a

desenvolvimento completo. A temperatura dentry 4, laboraterio fo;
0 seu dese

°C e 65% de umidade refatjy4 doar, ¢
. ladaa25+1Ce ar, durante togg
Monitorada e contro

o periodo experimental.
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2.4. MONTAGEM DE ASAS

Apos a eclosdo, os adultos emergentes foram coletados e fixados em
etanol 70%. Ambos os cruzamentos ST e HB produzem dois tipos de progénie, as
quais podem ser distinguidas fenotipicamente, baseado no marcador Bd®: trans-
heterozigoto marcado (mwh + / + fir, fenotipicamente com asas de bordas lisas);
e heterozigoto balanceado (mwh +/ + TM3, Bd®, fenotipicamente com asas de

bordas serrithadas).

Nesse experimento,
marcados foram estudados. Um total de 40 individuos (80 asas) foi analisado para

cada concentragdo. As asas foram retiradas, embebidas em solugdo de Faure

apenas o0s descendentes trans-heterozigotos

(30 g de goma arabica, 20 mi de glicerol, 50 g de hidrato de cloral e 50 mi de agua
destilada) e extendidas sobre laminas secas.

As laminas permaneceram secando por 24 horas sobre placa aquecedora
(40°C), e posteriormente foram montadas com laminulas em solugdo de Faure.
Sobre a laminula foi adicionado um peso de metal (aproximadamente 400 g), para

que as asas ficassem com a superficie plana, onde ficaram por mais de 48 horas

para secarem.

2 5. ANALISE DE LAMINAS

Ambas as superficies dorsal e ventral das asas foram analisadas em
microscopio éptico de fuz (objetiva de 40X). Durante a analise, foi registrado o
numero de manchas, como também, os tipos de manchas mutantes encontradas

meas), assim como o nimero de pélos mutantes existentes em

(simples ou gé
cada manchaea posi¢do em que eram encontradas na asa.

Os diferentes tipos de manchas sdo devidos a diferentes mecanismos
genéticos: eventos mutacionais (mutagdes de ponto, delegbes ou tipos

especificos de translocagdes), bem como, recombinac¢des mitdticas e, talvez

monossomias (Graf et al., 1984).
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2.6. ANALISE ESTATISTICA

O diagnostico estatistico, para avaliagdo da atividade genotéxica em

Drosophila, foi realizado de acordo com o teste do X? para pr oporgées. Um
Metodo de multipta-decisao foi usado para decidir se o resultado é positivo, fraco
Positivo, inconclusivo ou negativo. Esse método € baseado em duas hipéteses:

1. Hipétese nula: admite-se que ndo ha diferenca na freqiiéncia de mutagbes

entre o controle negativo e o individuo tratado;

Hipdtese alternativa: postula, a priori, que os resuitados encontrados no
tratamento tém um aumento nas freqliéncias de mutagio que ¢ m vezes
maior que a freqiiéncia esponténea observada no controle (Frei e Wirgler,

1988).

As manchas mutantes sdo distribuidas em pequenas simples (1-2 células),
grandes simples (>2 células) e manchas gémeas. Devido as manchas pequenas
simples e o total de manchas terem uma freqiiéncia espontanes
comparativamente alta, m & fixado a um valor de 2 (testando para o dobro de
freqiiéncias espontaneas para definir um resultado negativo). Para ag manchas
grandes simples e as manchas gémeas, as quais tém uma baixa freqiiéncia
espontanea, é usado m = 5. Ambas as hipéteses sdo testadas a um nivel de

significancia 5% (Frei e Wiirgler, 1988).
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3. RESULTADOS

3.1. Avaliagdo genotéxica da hidroxiuréia (HU) - Cruzamento padrio (ST)

Os cruzamentos padrdo (ST) e de alta capacidade de bioativacdo (HB)
foram realizados em paralelo, de modo que as larvas obtidas de ambos

Cruzamentos fossem tratadas sob idénticas condicdes.
Os resultados obtidos na andlise dos descendentes trans-heterozigotos

Mmarcados (MH), do cruzamento padrdo (ST), tratados com diferentes
Concentragées de HU (1,5; 3,0 e 6,0 mM) e o controle negativo (dgua destilada

esteril), estao apresentados na Tabela 1.
As freqiiéncias dos totais de manchas mutantes observadas nos individuos

tratados com as concentragdes 1,5 e 6,0 mM de HU foram estatisticamente
significativas (x<0,05), quando comparadas com as freqiiéncias de manchas
Observadas no controle negativo. Essas mesmas concentragbes de Hy
apresentaram freqgiiéncias, tambeém, estatisticamente significativas para as

manchas mutantes pequenas simples.
As freqiiéncias de manchas mutantes de diferentes categorias, foram

inconclusivas para o tratamento com HU (3,0 mM), assim COMo para as
freqiéncias de manchas gémeas, para os tratamentos com gas diferentes

concentragbes de HU. . .
A HU na concentragéo de 6,0 mM induziu maior nimero total de manchas

mutantes (pequenas simples, grandes simples e gémeas), do que as

concentracdes de HU 1,5 € 3,0 mM.-
A Figura 3 (A) apresenta a distribuicdo dos tamanhos de manchas simpleg

(pequenas e graﬁdes), por mosca, dos descendentes MH, do Cruzamento ST
tratados com HU (1,5; 3,0 € 6,0 mM) e dgua destilada estéri| (controle negativo).



Tabela 1. Freqiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de Drosophila melanogaster do cruzamento

padrao (ST) tratados com diferentes concentragdes de hidroxiuréia !

Tratamento Freqiiéncia de manchas por individuo (n® de manchas) Diagndstico estatistico*

Nuimero
indi dz Pequenas simples Grandes Simples Gémeas Total
(concentracgao) individuos (1-2 células) (>2 células)
m=2 =5 =5 m=2
Agua 40 0,28 (11) 0,08 (3) 0,05 (2) 0,40 (16)
HU (mM)
1,5 40 0,70 (28) + 0,00 (0) - 0,05(2)i 0,75 (30) +
3,0 40 0,38 (15) i 0,10 (4)i 0,05 (2)i 0,53 (21)i
6,0 40 0,73 (29) + 0,18 (7)1 0,13 (5)i 1,03 (41) +

* Diagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator

de multiplicagao para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. Teste do X2 para proporgdes, bicaudal. Niveis de

sigvniﬂcéncia: a =B =0,05.

£9
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3.2, Avaliagdo genotéxica da hidroxiuréia (HU) — Cruzamento de alta

Capacidade de bioativagio metabdlica (HB)

endentes MH do cruzamento de

Os resultados obtidos na andlise dos desc
tratados com diferentes

alta capacidade de ativagio metabdlica (HB),
concentragdes de HU (1,5; 3,0 e 6,0 mM) e 0 controle negativo (agua destilada

estéril), estso apresentados na Tabela 2.
Com relagso as fregiiéncias totais de manchas observadas nos individuos
cado que somente a

tratados com as diferentes concentragoes de HU, foi verifi
0 mM foi estatisticamente

freqiiéncia obtida naqueles submetidos a HU 6,
Significativa, quando comparada com a observada no controle negativo.

As freqiiéncias resultantes das diferentes categorias de manchas mutantes,
distribuidas entre as concentragdes de HU, aumentaram em relagdo ao controle
Negativo, no entanto, apenas o aumento observado nas manchas simples

Pequenas, dos individuos tratados com HU 6,0 mM, foi estatisticamente

Significativo
dos tamanhos de manchas simples

A Figura 3 (B) apresenta 8 distribui¢ao
descendentes MH, do cruzamento HB,

(pequenas e grandes), por mosca, dos . '

tratados com HU (1,5; 3,0 € 6,0 m\) € 4gua destilada estéril (controle negativo).
Os resultados obtidos na andlise dos descendentes MH dos cruzamentos
digbes experimentais, a HU & um

ST e HB permitiram concluir que, nessas con ’
agente genotoxico direto, €M células de asas de Drosophila melanogaster,

tratados na forma de larva.

Diante dos resultados acima descritos € de res A
aboratério de Mutagénese da UFU, as

U+AA; HUHDXR e HU+AA+DXR foram

ultados prévios obtidos em

associagdes (co-tratamentos) entre H
es do cruzamento ST.

realizadas apenas com larvas provenient



Tabela 2. Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de Drosophila melanogaster do cruzamento de

alta capacidade de bioativagao metabolica (HB) tratados com diferentes concentragdes de hidroxiuréia

Tratamento Nimero Freqiiéncia de manchas por individuo (n® de manchas) Diagnéstico estatistico®
de
s Pequenas simples Grandes Simples Gémeas Total
(concentracio) individuos (1-2 células) (>2 células)
m=2 =5 =5 m=2
Agua 40 0,73 (29) 0,20 (8) 0,05 (2) 0,97 (39)
HU (mM)
1,5 40 1,00 (40) i 0,20 (8) i 0,13 (5)i 1,33 (83) -
3,0 40 0,78 (31) - 0,38 (15) i 0,08 (3)i 1,23 (49) -
6,0 40 1,23 (49) + 0,40 (16) i 0,02 (8) i 1,83 (73) +

*Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator

de multiplicagéo para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. Teste do X2 para proporgdes, bicaudal. Niveis de

significancia: a=p=0,05.
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(A) Cruzamento padrao
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’ 1 2 ' 34 ’ 58 19_16 17.32 33 64
. ho das manchas :
Distribuigdo do taman I Agua
HU 1,5 mM
HU 3,0 mM
B HU 6,0 mM

(B) Cruzamento de alta bioativacdo metabdlica

HU 6,0
HU3,

Manchas por mosca

916 1732 33 64

2 34 58
1 Distribuicdo do tamanho das manchas

3. Distribui¢do dos tamanhos de manchas simples (pequenas e grandes),

Figura 9-

ig osca, dos descendentes MH, dos cruzamentos ST (A) e HB (B), tratados
or m f i ) _

P HU (1,5; 3,0 e 6,0 MM) e agua destilada estéri| (controle negativo),

com "
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3.3. Avaliaca .
liagao dos efeitos moduladores da hidroxiuréia, quando associada a

doxo ici
rrubicina — Cruzamento padrdo

o Com o objetivo de verificar s€ a HU & um agente seqiestrador de radicais
s, foi ;

, , foi realizado o co-tratamento com larvas de Drosophila melanogaster.
roveni ’
enientes do cruzamento ST, com diferentes concentragoes de HU (1,5; 3,0 e

6,0 mM) + DXR (0,2 mM).

Os resultados obfido
ST, tratados com associagdo das diferentes concentragoe
comparados com DXR isoladamente estao representados na Tabela 3.

Foi verificado um aumento estatisticamente significativo nas freqliéncias de

manchas mutantes (pequenas simples, grandes simples e gémeas) e no fotal de
individuos tratados com DXR (controle positivo), quando

s de manchas mutantes observadas no controle

s na analise dos descendentes MH, do cruzamento
s de HU e DXR,

manchas, nos
comparado com as freqiéncia

negativo.
individuos tratados com HU (1,5 e 6,0 mM), associada com DXR (0,2 mM)
te significativo (fraco positivo) nas,

apresentaram aumento estatisticamen
parado com a frequéncia total obtida

frequiéncias totais de manchas, quando com

com a DXR.
Os descendentes tratados f:om HU (1,5 mM) associada a DXR
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descendentes MH, do cruzamento ST, co-tratados com diferentes concentragbes
de HU (1,5; 3,0 e 6,0 mM) + DXR (0,2 mM). |
Os resultados encontrados permitiram concluir que, nessas condi¢des

eXperimentais a HU ndo teve agdo antigenotoxica contra a acdo da DXR, como
chas mutantes dos

também, que os aumentos verificados nas frequéncias de man
Co-tratados com diferentes concentragdes de HU (1,5 3,0 e 6,0 mM) + DXR (0,2
mM), correspondem as somatoérias das freqiiéncias observadas no trat?do com
DXR isoladamente. com as freqiiéncias observadas nos tratados com diferentes
Concentracées de HU (efeito aditivo).



Tabela 3. Freqiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de Drosophila melanogaster do cruzamento
padrao (ST) tratados com diferentes concentragcdes de hidroxiuréia (HU) associadas a doxorrubicina (DXR)

Tratamento
. Freqiiéncia de manchas por individuo (n®de manchas) Diagndstico estatistico*
HU + DXR Nu‘;‘em
e
(mM) (mM) individuos Pequenas simples Grandes Simples Gémeas Total
(1-2 células) (>2 células)
m=2 =5 =5 =2

0 + 0 40 0,28 (11) 0,08 (03) 0,05 (02) 0,40 (016)

0 + 02 40 0,83 (33) + 1,18 (47) + 1,25 (50) + 3,25 (130) +
15 + 02 40 1,23 (49) + 1,28 (51) - 1,53 (61) - 4,03 (161)
30 + 02 40 0,98 (39) - 1,08 (43) - 1,60 (64) - 3,65 (146) -
60 + 0,2 40 1,65 (66) + 1,78 (71) + 0,98 (39) - 4,40 (176) f

* Diagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wurgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator

de multiplicagéo para a avaliagéo de resultados significativamente negativos. Teste do X2 para proporgdes, bicaudal. Niveis de
significancia: a = = 0,05.
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(A) Tratamento com DXR + tratamento com HU

Manchas por mosca

DXR+HU1,5 DXR+HU 30 DXR+HU60

Tratamentos

(B) Co-tratamento com DXR + HU

4 DXR + HU

Manchas por mosca

DXR + HU 3,0
Tratamentos

DXR+HU 1,5 DXR+ HU 6,0

Figura 4. Frequéncias totais de manchas por mosca, observadas nos
descendentes MH, do cruzamento ST, tratados CO

HU (1,5: 3.0 e 6,0 MM) somadas as frequiéncias totais de manchas por mosca,
Observadas no tratamento cOm DXR (0,2 mM) (A); frequéncias totais de manchas
POr mosca, observadas nos descendentes MH. do cruzamento ST, co-tratados
3,0e6,0mM)+ DXR (0,2 mM) (B).

m diferentes concentragées de

com diferentes concentragoes de HU (1,5;
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Tabela 4. FreqUéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de Drosophila melanogaster do cruzamento

padrédo (ST) tratados com diferentes concentracdes de hidroxiuréia (HU) associadas ao acido ascérbico (AA)

Tratamento
e s e e x o . . . o
HU + AA Nimero Freqiiéncia de manchas por individuo (n° de manchas) Diagndstico estatistico
(mivi) (mM) . d'd:l Pequenas simples Grandes Simples Gémeas Total
individuos (1-2 células) (>2 células)
=2 =5 m=5 =2
0 + 0 40 0,28 (11) 0,08 (3) 0,05 (2) 0,40 (16)
0 + 50 40 0,50 (20) 0,08 (3) 0,00 (Q) 0,58 (23)
15 + 0 40 0,70 (28) 0,00 (0) 0,05 (2) 0,75 (30)
15 + 50 40 0,60 (24) - 0,15 (6) + 0,03 (1) i 0,78 (31) -
3,0 + 0 40 0,38 (15) 0,10 (4) 0,05 (2) 0,53 (21)
30 + 50 40 0,65 (26) i 0,03 (1) i 0,05 (2) i 0,73 (29) i
6,0 + 0 40 0,73 (29) 0,18 (M 0,13 (B) 1,03 (41)
60 ~+ 50 40 0,83 (33) - 0,18 (M) i 0,08 (3)i 1,08 (43) -

* Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator

de multiplicagao para a avaliagao de resultados significativamente negativos. Teste do X2 para propor¢oes, bicaudal. Niveis de

significancia: a = B = 0,05.
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38. Avaliagio dos efeitos moduladores da hidroxiuréia e do 4cido

ascérpj X - .
S€orbico, quando associados a doxorrubicina ~ Cruzamento padréo

Com o objetivo de verificar se a HU é um agente seqiestrador de radicais
livreg o Se esta acgdo é potencializada pelo AA, foi realizado o co-tratamento de

larvas de Drosophila mefanogaster, do cruzamento ST, com a associagdo de
diferentes concentragées de HU (1,5; 3,0 e 6,0 mM) + AA (50 mM), com DXR (0,2

M), que & um agente gerador de radicais livres.
Os resultados obtidos na analise dos descendentes MH, do cruzamento

ST, tratados com associacdo das diferentes concentracdes de HU + DXR + AA,
®OMparados com o controle positivo (DXR), estéo representados na Tabela 5.

Foi observado um aumento estatisticamente significativo (fraco positivo), no
fotal de Mmanchas mutantes, para as concentragoes de 1,5 e 6,0 mM de HU

ASsociadas com DXR e AA, enquanto que, para & associagdo com HU 3,0 mM o

AUmento observado foi estatisticamente ndo significativo. Com relagdo as
mutantes foi verificado aumento

di
lferentes categorias de manchas
eStatisticamente significativo apenas nas frequéncias de manchas pequenas

Simpleg nas associagoes de HU (1.5 e 3,0 mM) com DXR e AA, quando

C .
®Mparado com o controle positivo. ‘
Esses resultados estiao de acordo com 0S observados na associagdo (co-

tratame”to) de diferentes concentragdes de HU (1,5 3,0 € 6,0 mM) + DXR (0,2
M), NOs quais foram verificados que & HU, nessas condicdes experimentais néo
39 como seqiestradora de radicais lives, mas possui efeito genotoxico aditivo
aos efeitos induzidos pela DXR. Esses resultados ainda conﬁrmara“m aqueles
observados na associagdo (co-tratamento) de diferentes c-o'ncentragoes de HU
(1,5: 3.0 e 6,0 mM) + AA (50 mM), nos quais foram verificados que, nessas

°°ndi96es experimentais o AA nao apresentou efeitos genotoxicos, assim como

N80 teve efeito seqtiestrador de radicais livres.



Tabela 5. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de Drosophila melanogaster do cruzamento

padrao (ST) tratados com diferentes concentragdes de hidroxiuréia (HU) associadas a DXR € ao AA
Tratamento ea s . i e
HU + DXR + AA Namero Freqgiliéncia de manchas por individuo (n° de manchas) Diagnéstico estatistico*
(mM) (miv) (mM) individuos  Pequenas simples Grandes Simples Gémeas Total
(1-2 células) (>2 células)
m=2 m=5 m=5 =2
0 + 02 + O 40 0,83 (33) 1,18 (47) 1,25 (50) 3,25 (130)

15 + 02 + 50 40 1,30 (62) + 1,38 (55) - 1,33 (63) - 4,00 (160) f*
30 + 02 + 50 40 1,25 (B0) + 1,20 (48) - 1,18 47) - 3,63 (145) -
60 + 02 + 50 40 1,05 (42) - 1,43 (57) - 1,58 (63) - 4,05 (162) f*

significancia: a = 8 = 0,05.

* Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator
de multiplicagéo para a avaliagao de resultados significativamente negativos. Teste do X2 para proporcdes, bicaudal. Niveis de
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Figura 6. Freqiiéncias de manchas observadas nos descendentes MH, tratados
Com: HU (1,5; 3,0 e 6,0 mM); AA (30 mM) e DXR (0,2 mM) isoladamente (A); HU
(1,5;3,0e 6,0 mM) e DXR (0,2 mM) isoladamente (B);e com co-tratamento de HU

(1,5; 3,0 e 6,0 mM) + AA (50 mM) + DXR (0,2 mM) (C).




Tabela 6. Freqliéncias de manchas muiantes observadas nos descendentes MH de Drosophila melanogaster do cruzamento

padréo (ST) tratados com diferentes concentragdes de hidroxiuréia (HU) associadas a DXR e ao AA

Tratamento a o . o . f e P
HU + DXR + AA NGmero Freqiiéncia de manchas por individuo (n° de manchas) Diagnéstico estatistico
(mM) (mM) (miM) de Pequenas simples Grandes Simples Gémeas Total
individuos (1-2 células) (>2 células)
=2 m=5 m=5 m=2
0 + 0 + 50 40 0,50 (20) 0,08 (03) 0,00 (00) 0,58 (023)
o + 02 + O 40 0,83 (33) 1,18 (47) 1,25 (50) 3,25 (130)
15 + 02 + O 40 1,23 (49) 1,28 (61) 1,53 (61) 4,03 (161)
15 + 0,2 + 50 40 1,30 (52) - 1,38 (55) - 1,33 (583) - 4,00 (160) -
30 + 02 + O 40 0,98 (39) 1,08 (43) 1,60 (64) 3,65 (146)
30 + 02 + 50 40 1,25 (50) - 1,20 (48) - 1,18 (47) - 3,63 (145) -
6,0 + 02 + O 40 1,65 (66) 1,78 (71) 0,98 (39) 4,40 (176)
6,0 + 0,2 + 50 40 1,05 (42) + 1,43 (67) - 1,58 (63) + 4,05 (162) -

* Diagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wrgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator

de multiplicacao para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. Teste do X2 para proporgdes, bicaudal. Niveis de

significancia: a = = 0,05.
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4. DISCUSSAO E CONCLUSAO

O numero de descendentes trans-heterozigotos marcados (MH), obtidos
dos Cruzamentos padrdo (ST) e o do cruzamento de alta capacidade de
bioativagéo metabélica (HB), foi semelhante em todos os tratamentos cronicos
com diferentes concentraces de HU (1,5; 3,0 e 6,0 mM), permitindo concluir que

a HU, nessas condigbes experimentais, ndo apresentou efeitos citotéxicos. No
6,0 mM apresentaram efeitos

entanto, concentragbes superiores a
téxicos/citotoxicos quando avaliadas no teste piloto deste experimento, sendo letal

a dose acima de 15 mM.
Com relagdo a avaliagdo genotoxica, nos descendentes do cruzamento ST

apenas os individuos submetidos a 1,5 e a 6,0 mM de HU apresentaram
aumentos estatisticamente significativos nas freqiiéncias de manchas mutantes,
enquanto que nos descendentes do cruzamento HB, apenas aqueles submetidos
ao tratamento com HU 6,0 mM exibiram aumento estatisticamente significativo.
Nos descendentes HB, as fregiiéncias obtidas, em todas as concentrages, foram
cerca de duas vezes maior do que aquelas observadas nos descendentes do
cruzamento ST. No entanto, a freqiiéncia de manchas mutantes observada no
controle negativo do cruzamento HB foi maior que o dobro da observada no

Cruzamento ST, permitindo concluir que, as altas freqiiéncias de manchas
os com HU, nos descendentes do cruzamento

Mmutantes observadas nos tratad
HB, sado devidas as altas freqiiéncias esponténeas e que, em células de asas de

Drosophita mefanogaster, a HU teve efeito genotoxico direto,
Trabalhos preliminares demonstraram que 0 AA (50 mM) ndo possui efeitos
genotéxicos em ambos cruzamentos, e que a DXR (0,2 mM) € um agente

genotéxico direto que apresentou, praticamente, 0 mesmo nivel de resposta tanto
no cruzamento ST quanto no HB (Fragiorge, 2000).
fratamentos, do presente trabalho, foram

Desta forma, todos o0s co
a vez que, diante do

realizados apenas em descendentes do cruzamento ST, um
acima exposto, nao justificava o emprego do cruzamento HB.
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parecem como

MH as manchas mutantes a
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0 P . .
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ponto OuU delegao, sendo que as manchas pequenas
s frequiéncias em todas as concentragoes, enquanto
s frequientes na concentragéo de HU 6,0 mM.
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as. Como a Ane

sugere-se qué a defi
do que a HU induziu
s de pacientes portadore
arado com O controle neg
C em linhagens de ambos 08
m aumento aditivo de
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p<0,05), quando comp
ento com mitomicina
que a HU induziu U

possa estar
aberragbes cromo
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aberragées cromossémicas em todas as linhagens, exceto nas do tipo A, onde foi
verificado um efeito sinérgico, trés vezes maior (p<0,05). Esses resultados

Mostraram que a HU interfere com a atividade de reparo do DNA, na fase Ga, em
linhagens de células com Anemia de Fanconi de um modo heterogéneo. A
linhagem do tipo A foi a mais sensivel, sugerindo que ela requer um competente
reparo pos-replicativo e um amplo suprimento de dNTPs. No entanto, os autores
Sugerem que estudos subseqilentes sejam realizados para avaliar se as
aberragées cromossémicas, induzidas pela HU, foram devidas as deplegées de

dNTPs ou por geragdo de radicais livres.
Outro estudo, com o objetivo de verificar se a HU gera radicais livres, foi

realizado em células humanas expostas in vifro a varias concentragdes de HU,
€m intervalos de tempo predeterminados. Foi observado que a HU induziu
Progressiva oxidagao, ou seja, formagéo de metahemoglobina, conforme aumento
da dose, em ambas as hemoglobinas de aduito: HbAA e falciforme (HbSS). O
efeito oxidativo de HU em HbSS foi trés vezes maior que o efeito em HbAA.
Mudangas similares, mas menos intensas, foram observadas em amostras
tratadas com H,0,. Observou-se que a HbF foi relativamente resistente aos
danos oxidativos da HU. Um substancial efeito protetor da Hb pelo alfa-tocoferol,
acido ascorbico e D-manitol foi observado durante pré-tratamento em amostras de
sangue de HbAA e HbSS. Anélise das hemoglobinas e dos componentes de suas
cadeias globinicas, por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Performance),
revelaram consideravel efeito protetor por esses seqtiestradores de radicais livres.
Esses resultados indicaram que os danos induzidos pela HU a hemoglobina e aos
componentes de suas cadeias globinicas podem ser reduzidos pelo seqliestro
dos radicais livres (lyamu et al., 2001).

Como o organismo humano néo dispoe de enzimas que atuam sobre o
radical hidroxila, verdadeiro causador de estresse oxidativo, nosso organismo
pode utilizar moléculas pequenas que diminuem a reatividade do radical hidroxila,
tais como as vitaminas A, C e E, o beta caroteno, o &cido drico e a molécula de
glutationa reduzida (Percério ef al., 1994).

O AA in vivo & um co-fator essencial para enzimas envolvidas em reagoes
de hidroxilagdo e por inativar o radical livre hidroxila, que pode destruir as
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Mmembranas celulares por meio de peroxidagdo lipidica (Halliwell, 2001; Lee at al.,

2001).
Tendo em vista os dados apresentados acima, sobre a possibilidade da HU

gerar radicais livres, e sobre o efeito protetor do AA contra esses radicais, no
Presente trabalho foi realizado o co-tratamento de larvas de Drosophifa
Melanogaster, com diferentes concentragbes de HU, associado com AA,
Objetivando verificar se o AA possui efeito protetor contra os danos oxidativos
induzidos pela HU. Os resultados encontrados permitiram sugerir que, nas

Condi¢oes experimentais utilizadas, possivelmente, a HU ndo atuou como
9eradora de radicais livres, assim como o AA ndo possui efeito protetor contra

danos induzidos pela HU.
Com o objetivo de confirmar esses resultados, procedeu-se a comparagéo

dos efeitos induzidos pela associagdo das diferentes concentragées de HU (1,5;
3,0 e 6,0 mM) + AA (50 mM) + DXR (0,2 mM) com os tratados com essas
diferentes concentragdes de HU + DXR, ja que a DXR é um agente gerador de
fadicais livres. Concluiu-se que, nessas condigbes experimentais, o AA ndo
Possui efeitos genotoxicos; que tanto a HU como o AA, possivelmente, nao
agiram como seqilestradores de radicais livres, mas que a HU apresentou efeito

genotéxico aditivo aos efeitos induzidos pela DXR.
A maioria dos trabalhos realizados com o AA demonstrou seus efeitos

antimutagénicos, tanto em testes in vitro como in vivo em diferentes tecidos
eucariotos, em linfocitos humanos, no teste do micronucleo em Allium e em
experimentos com Drosophila (Graf ef al., 1998), assim como, foi verificado que a
DXR associada com o AA induziu decréscimo nas freqiiéncias de aberragGes
cromossémicas, em células de medula 6ssea de ratos Wistar (Antunes e

Takahashi, 1998).
Com relagdo ao efeito genotoxico do AA, recentemente, foram testadas

Varias concentragbes de AA (25, 75 e 250 mM) em asas de Drosophila
melanogaster, por meio do teste SMART, sendo que ndo houve aumento
significativo na freqiéncia de manchas mutantes em nenhuma dessas
Concentragdes, portanto o AA ndo parece sef genotoxico, confirmando os

resultados obtidos nesse trabalho quanto a esse efeito. Co-tratamento de
dicromato de potassio, composto altamente genotoxico em Drosophila, com as
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encionadas anteriormente, reduziu drasticamente a

trés concentragdes de AA, m
to. A menor

induzida por esse COMPOS
[ do controle, Ao contrario,

submetido aos mesmos
tragées de AA nao

frequéncia de clones mutantes
concentragao usada (25 mM) reduziu 08 danos ao nive
quando o 4-NQO (4-nitroquinolina 1-6xido) foi

procedimentos do dicromato de potassio, as diferentes concen

fizeram nenhum efeito na genotoxicidade causada pelo 4-NQO, ou seja, o total de
o-tratamento n@o diferiu da induzida por esse€

freqliéncias de manchas apos 0 ¢
). Tem sido indicado que o 4-NQO produz

composto sozinho (Kaya et al., 2002

lesses complexas no DNA (Snyderwine € Bohr, 1992).
Ainda que, em geral, 0 AA ndo mostre efeitos genotoxicos in vifro ou in

s, sua atividade genotoxica tem sido relatada em
(2000), observou que na associagao
na frequiéncia de manchas

vivo, sob algumas condigde
alguns estudos (Antunes, 1997). Fragiorge

de AA (50 mM) e DXR (0,2 mM) houve diminuigao
s de asas de Drosophila melanogaster, enquanto que na

ouve aumento dessa frequiéncia.
dicaram que 0O AA em alta

mutantes nas célula
(100 mM) e DXR (0,2 mM) h

associacdo de AA
nos in

s in vilro com linfocitos huma

induziu aumento signi
1999). Esses dados suportam que a

mento ndo & genotoxica.

Experimento

concentragao (1000 pg/mi)
ormais (Antunes € Takahashi,

concentragdo do AA (50 mM) utilizada neste experi
Atividade clastogénica tem sido atribuida ao H,O,, resultante da oxidagao
ns metais. EM alguns casos 0 AA age como

acéo de radicais livres € induzir quebra
Weitberg, 1987). Alguns
AA foi efetivo na

ficativo na frequiéncia de

metafases an

do AA, na presenga de oxigénio ou io
um comutégeno, podendo promover a ger
de cromatides irmas em cultura de células de mariferos (
trabalhos mostraram que, €m cultura de linfacitos humanos, O
redugsio de micronicleos induzidos pela DXR, em co-tratamento, sugerindo uma
atividade desmutagénica do AA (Amara-Mokrane et al., 1996). Enquanto que,
outros mostraram que nao ha evidéncias claras sobre © efeito protetor do AA
sobre a freqiéncia de aberragoes cromossomicas, inci
quebras nos filamentos de DNA (Crott e Fenech, 1999). Neste experimento,

o de lesbes

da HU apresentar efeito genotéxico direto, provave
coes cromossémicas), as quais, possivelmente, na
de explicar 0 motivo pelo qual o AA nao agiu

déncia de microntcleos ou
o fato

imente por induca
o ocorreram

complexas (aberra

por geragdo de radicais livres, po

como seqiiestrador de radicais livres.
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e seja assumida para 0 AA contra danos
o nao sdo ainda completamente
es, 0 AA parece fer atividade
rém, todos esses estudos
quais 0 AA pode

Embora, a protegdo antioxidant
oxidativos, os detalhes dessa proteca
compreendidos. Em adigéo, sob diferentes condico
de acao antigenotéxica normal. Po
nvestiga os diferentes modos pelos
nismos de agentes genotdxico
ra avaliar as agoes anti e comutagénica

cogenotoxica em vez
sd0 de interesse quando se i
interferir in vivo com os meca

experimentos deverao ser realizados pa

s. Outros

do AA (Kaya ef al., 2002).
Alguns estudos sugerem que mutagoes da célula falciforme levam a

formagdo de HbS instavel e liberagdo de ferro, 0 4
peroxidagao de lipideos € eventual danos a célula. Baseado ne

investigada a propriedade antioxidante da HU em células vermelhas d
intactas ou suas membranas foram expostas ao t

) ou ao ferro (sulfato ferroso) na presencga ou auséncia de
oxidativos foi avaliada pela peroxidagao dos lipideos,
globina) € pelo decréscimo da atividade da
ATPases). Os resultados mostraram que a
BHP tanto nas membranas como na
s. A HU, também, inibiu a agdo
de metahemoglobina em

ue pode resultar na
sses fatos, foi
o sangue.
Estas células butil
hidroxiperéxido (t-BHP
HU. A extensd@o dos danos
oxidagio da Hb (% de metahemo
membrana (Na'/K" - ATPase € Caz —
HU inibiu a peroxidagao dos lipideos pelo t-
formagao de metahemoglobina nas células intacta

do ferro na peroxidagao dos lipideos € na formagao
células intactas. Em adi¢ao, @ HU blogqueou & agéo do t-BHP nas mudangas das

ATPase na membrana € na geragdo do radical hidroxila (OH) pelo
-dependente. Concluiu que a propriedade

para sua acdo terap

atividades da
ferro, de maneira dose
antioxidante da HU contribui
(Agil e Sadrzadeh, 2000).

_se, portanto,
éutica nas células falciformes

no presente trabalho sugerem que:

Em concluséo, 0S resultados obtidos

A Hidroxiuréia:
o de indugdo de

provavelmente por mei
o devem ter

ifo genotéxico direto,
uais possivelmente na

cromossémicas, as q
o de geragao de radica

» teve efe
aberrag0es
ocorrido por mei

is livres;
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* nao foi seqliestradora de radicais livres, quando associada a DXR;
* né&o foi geradora de radicais livres, quando associada ao AA;
* apresentou efeito genotdxico aditivo aos da DXR.

A Doxorrubicina:

* teve feito genotdxico direto, de acordo com dados preliminares do
Laboratério de Mutagénese —~ UFU.

O Acido Ascérbico:
* pdo apresentou efeitos genotoxicos;
* nZo protegeu contra efeitos genotdxicos da HU;
* n&o apresentou efeito genotoxico aditivo aos da HU.
No entanto, outros experimentos devem ser realizados para uma melhor

avaliacdo dos possiveis riscos efou potencial protetor da HU, como também
determinar as condicdes em que a mesma pode ser utilizada sem riscos para a

satide humana.
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