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1. Introdugdo Geral

1.1 Radicais livres e antioxidantes

Um radical livre € uma espécie quimica (atomo ou molécula) que possui um
elétron desemparelhado no seu orbital de valéncia (nimero impar de elétron).
Esta situagdo confere ao radical uma alta reatividade quimica, especialmente
como agente oxidante, pela tendéncia de adquirir 0 segundo elétron para
estabilizar o seu orbital de valéncia. Os radicais livres mais importantes nos
organismos vivos incluem os radicais hidroxil (OH"), anion superéxido (027), éxido
nitrico (NO), alcoxil (ROH), peroxil (ROOH). O peréxido de hidrogénio (H20), o
oxigénio simples (Oz) e o ozénio (O3), ndo séo radicais livres, mas estio muito
envolvidos em reagbes que geram radicais livres nos organismos vivos. O termo
espécies reativas de oxigénio (ERO) tem sido preferencialmente usado por incluir
todas essas espécies, radicalares ou nédo, que contém oxigénio (PICADA et al.,
2003).
Estas espécies reativas de oxigénio reagem com biomoléculas nas células,
incluindo o &cido desoxirribonucléico (DNA). A conseqiiéncia dos danos ao DNA,
que e também chamado de dano oxidativo ao DNA, desempenha um papel
importante, sendo estudado na mutagénese, carcinogénese e envelhecimento
(POULSEN et al., 1998; DIZDAROGLU et al., 2002; KASAI, 2002).

Radicais livres, particularmente "OH, geram um grande nUmero de
modificagbes no DNA por uma variedade de mecanismos. Estes incluem
modificagbes no agucar e na base, quebras na fita dupla e cross-links no DNA-
proteina. A mensuragé@o dos resultados produzidos é, atualmente, um enorme
desafio para a ciéncia (DIZDAROGLU et al., 2002). As agressoes celulares, que
afetam o DNA, podem resultar em produtos nocivos pelo metabolismo do oxigénio
€ outros agentes ambientais. Embora a maioria das agressGes ao DNA seja
reparada, alguns tipos de lesOes sdo parcialmente reparados e, com isso,

acumulam-se nas celulas, levando a mudancgas genéticas deletérias ao longo das

divisGes celulares (CHATGILIALOGLU; O'NEILL, 2001).




A produgéo continua de ERO, durante os processos metabdlicos, leva ao
desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidantes, para limitar os
niveis intracelulares e impedir a indugdo de danos (SIES, 1993: BIANCHI e
ANTUNES, 1999; SIES e STAHL, 1995). A produgdo excessiva de ERO ou a
diminuigdo das defesas antioxidantes provocam um desequilibrio no estado redox
celular conhecido como estresse oxidativo (PICADA et al., 2003).

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis na protegdo dos organismos:

> O primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres & impedir a
sua formacgéo, principalmente pela inibicdo das reacbes em cadeia

com o ferro e o cobre.
Os antioxidantes sdo capazes de interceptar os radicais livres

>
gerados pelo metabolismo celular ou por fontes ex6genas,
impedindo o ataque sobre os lipideos, os aminoacidos das
proteinas, a dupla ligagéo dos acidos graxos poliinséturados e as
bases do DNA, evitando a formagdo de lesGes e perda da
integridade celular. Os antioxidantes obtidos da dieta, tais como as
vitaminas C, E e A, os flavondides e carotendides sdo extremamente
importantes na interceptagao dos radicais livres.

Outro mecanismo de protegéo € o reparo das lesbes causadas pelos
radicais. Esse processo esta relacionado com a remogao de danos
da molécula de DNA e a reconstituigdo das membranas celulares
danificadas.

Em algumas situagdes pode ocorrer uma adaptagéo do organismo
em resposta a geragdo desses radicais com o aumento da sintese
de enzimas antioxidantes (BIANCHI e ANTUNES, 1999).

Os organismos eucarioticos possuem enzimas antioxidantes como a
superoxido dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase que reagem com os
compostos oxidantes e protegem as células e os tecidos do estresse oxidativo
(TRABER, 1997).

As terapias empregadas para o combate ao cancer sdo a radioterapia, a
quimioterapia, a imunoterapia, a hormonioterapia e a cirurgia. Cerca de 90% dos
tumores podem ser tratados com antiblasticos, o que faz da quimioterapia a

modalidade mais utilizada. Este tratamento consiste na administracdo de



quimioterapicos, que constituem um grupo de aproximadamente 300 drogas que
atuam no DNA para impedir o crescimento das células mutantes, Todavia, estas
drogas ndo sdo seletivas, sendo toxicas aos tecidos sadios, principalmente
aqueles de rapida proliferagéo celular (ANDREOLI et al., 1994: BONASSA, 1998).

Durante a quimioterapia antineoplasica s&o, também, formados os radicajs
livres. Embora indesejados sdo necessarios, pois é parte do mecanismo de agdo
destas drogas. A maioria dos agentes antiblasticos interfere na sintese de DNA,
acido ribonucléico (RNA), de proteinas ou no funcionamento adequado de
moléculas pré-formadas. Este fato proporciona a liberag&o de varias substancias
toxicas ao organismo, que afetam células sadias de tecidos de rapida proliferaggo
celular. Os efeitos terapéuticos e toxicos dos quimioterapicos dependem do tempo
de exposicado, da concentragdo plasmatica e da droga utilizada (SKEEL, 1993).

A terapia nutricional com antioxidantes, concomitante & administracdo de
drogas antineoplasicas, apresenta varios beneficios ao tratamento de pacientes
oncolégicos. A oferta de vitaminas antioxidantes, como as vitaminas A, E e C,
associada as drogas antiblasticas, resulta em menores efeitos colaterais e permite
que a continuidade do tratamento empregado ndo seja prejudicada, pois a
toxicidade causada pelas drogas antineoplasicas é fator limitante desta terapia.
Desta forma, a terapéutica nutricional, baseada na utilizacdo de antioxidantes,
Pode ampliar os conceitos da terapia oncologica atual e permitir melhores
resultados quanto ao controle do cancer (SANTOS e CRUZ, 2001).

Portanto, os nutrientes antioxidantes, como as vitaminas A, C e E
minimizam os efeitos toxicos produzidos pelas drogas antineoplasicas e
interferem positivamente na resposta ao tratamento empregado. As interagoes
entre antineoplasicos e antioxidantes promovem a potencializagdo do mecanismo
de agdo das drogas, resultando em diminuigdo do tamanho do tumor com
produgéo de menores efeitos colaterais, melhoria da qualidade de vida dos
pacientes oncologicos e maior tempo de sobrevida (WEIJL et al., 1998: LAMSON]

e BRIGNALL, 1999).



1.2 Vitaminas

Vitaminas sdo compostos orgénicos que ndo podem ser sintetizados pelo
organismo humano. Portanto, tém que ser ingeridas para prevenir doengas. As
deficiéncias em algumas vitaminas causam sindromes classicas tais como,
escorbuto, beribéri e pelagra (lesbes na pele), muito comuns na sociedade
ocidental. O consumo inadequado ou doses insuficientes de varias vitaminas sio
fatores de risco para o aparecimento de doengas crénicas, como o cancer,
doengas cardiovasculares e osteoporose (FAIRFIELD e FLETCHER, 2002).

Nos Ultimos anos, o consumo de vitaminas, minerais e ervas como
suplemento alimentar tem aumentado acentuadamente. As suplementagdes com
vitaminas e minerais sdo geralmente mais utilizadas do que as ervas medicinajs.
As suplementagbes mais comuns entre os usudrios nos Estados Unidos s&o as
multivitaminas (75%), seguidas de vitamina C (42%), vitamina E (40%) e calcio
(36%). As ervas medicinais mais utilizadas s&o ginseng (14%) ginkgo biloba
(13%) (PASCHEL, 1998). No periodo de julho de 1998 a final de junho de 1999 os
Estados Unidos consumiram 10,4 bilhdes de ddlares em suplementacéo alimentar
com vitaminas, minerais e ervas medicinais (GOTTLIEB, 1999). Estima-se que
30,6 milhdes de consumidores usaram vitamina E, regularmente, em 1998 nos
Estados Unidos. Destes, 60% eram mulheres com idade superior a 35 anos e
média de 52 anos (HARTMAN GROUP, 2000). Em 1999 este consumo chegou a
atingir 95% das familias americanas (HASHIZUME e PARK, 2000). Dados mais
recentes tém fornecido valores menores quanto ao consumo, chegando a pouco
mais da metade da populagdo adulta dos Estados Unidos (HALSTED, 2003). Em
1998 os japoneses comercializaram 18 bilhdes de ddlares em suplementacéo

alimentar com vitaminas, 10 vezes mais que toda a Europa (TEAM CANADA,

1999).



1.2.1 Beta-caroteno

O beta-caroteno (Figura 1) é o carotendide encontrado na natureza com
maior poder de formacg&o de vitamina A. Ele é capaz de conferir protecdo contra
diversos tipos de tumores em animais. Entre as suas fungbes esta a capacidade
de inibir a oxidacdo de compostos pelos peroxidos (LEDERER, 1990).

Lamsoni e Brignall (1999) observaram que em ratos a administragdo de
vitamina A, associada ao metotrexato, minimiza o dano intestinal sem inibir a
atividade antineoplasica da droga.

Nos pacientes que receberam quimioterapia e suplementacéo vitaminica, a
média de sobrevida foi de 12,3 meses, em comparagédo ao grupo controle, cuja
média foi de 3,1 meses. As vitaminas antioxidantes proporcionam melhores

condigdes de vida aos pacientes (PYRHONEN et al., 1995).

Fonte: Principios de Bioquimica 1995.
Figura 1. Formula estrutural do beta-caroteno.

1.2.2 Vitamina E

A vitamina E (Figura 2) é outro antioxidante de grande importancia, e sua
forma mais importante € o alfa-tocoferol. Sua fungdo como antioxidante é proteger
os tecidos adiposos do ataque de radicais livres (LEDERER, 1990). Ela impede

que as células tumorais continuem o ciclo celular, interrompendo-o na fase G; e

conduzindo a apoptose (LAMSONI e BRIGNALL, 1999).
De acordo com Packer (1984) a vitamina E atua em nivel de cadeia

transportadora de elétrons, impedindo que os radicais livres atuem nos lipidios da



crista mitocondrial. Com isso, os radicais livres s@o convertidos em radicais
perdxido e reduzidos posteriormente a alcoois.

Hussein (1993) mostrou que a administracdo de altas doses de alfa-
tocoferol (1600 Ul/d), dadas 72 horas antes do inicio da quimioterapia, impediu a
alopecia em cerca de 69% dos pacientes. De acordo com o autor, entre as drogas
com maior potencial para induzir a alopecia estao a doxorrubicina, ciclofosfamida

" € vincristina.
CH
HO
CH CH CH
CH O CH
CH

Fonte: Principios de Bioguimica 1995.
Figura 2. Férmula estrutural da vitamina E.

1.2.3 Vitamina C

A vitamina C (Figura 3), também conhecida como acido ascérbico, é uma
vitamina hidrossoltvel e antioxidante que reage diretamente com o oxigénio
simples, radical hidroxila e radical superoxido. Além disto, esta vitamina mantém
as enzimas em seus estados reduzidos e poupa a glutationa peroxidase, que é
um importante antioxidante intracelular e co-fator enzimatico (CARR e FREI,
1999).
O efeito modulador de altas doses de vitamina C e E e suas combinagdes,
sobre o efeito clastogénico da doxorrubicina na medula 6ssea de animais, foi
investigado e os resultados mostraram que os animais tratados somente com
doxorrubicina apresentaram alta freqiiéncia de aberragGes cromossémicas, bem
como metafases anormais. Quando as vitaminas C e E, foram administradas

sozinhas ou em associagdo com a droga, na quantidade de 100 mg de



vitamina/Kg de peso, produziram redugdo no nimero total de aberracées
Cromossomicas e na percentagem de metafases anormais, induzidas pela
doxorrubicina. Entao, pode-se dizer que a administragdo concomitante de
vitaminas antioxidantes e antineoplasicos e importante, pois parecem proteger as
celulas sadias dos danos causados pelas drogas, principalmente as células dos
tecidos de rapida proliferagéo celular (ANTUNES e TAKAHASHI, 1998).

Apesar de tdo promissores, os resultados provenientes da terapia
nutricional com antioxidantes aplicada ao paciente oncoldgico, a pesquisa a
respeito deste tema ainda é muito reduzida, se for levada em consideragio a
grande possibilidade de combinagbes entre estes nutrientes e agentes
antineoplasicos. Além disto, esta terapia é ainda muito pouco empregada no

tratamento de pacientes oncologicos no Brasil (SANTOS e CRUZ, 2001).

OH

o. O_ C—CHOH
N H
HO HO

Fonte: Principios de Bioquimica 1995.
Figura 3. Formula estrutural da vitamina C.

1.3 Doxorrubicina

De acordo com o fabricante (Pharmacia & Upjohn S.p.A.) o cloridrato de

doxorrubicina é um antibiotico antiblastico antraciclinico isolado de culturas de

Streptomyces peucetius var. caesius.

Também de acordo com o fabricante, as propriedades citotdxicas da
doxorrubicina (Figura 4), sobre as células malignas e os seus efeitos toxicos em
varios organismos parecem estar relacionados com a intercalagdo dos seus anéis
entre os pares de bases de nucleotideos, com consequentes danos a sintese de
DNA e atividade sobre a membrana lipidica celular. A intercalagdo ao DNA inibe a
replicagdo nucleotidea e pode desencadear a quebra do DNA pela




topoisomerase-1l, originando distlrbios sérios na estrutura terciaria do DNA. A
capacidade da doxorrubicina de se ligar a membrana celular pode afetar uma
variedade de fungdes. A doxorrubicina também parece estar envolvida nas
reagdes de oxidacdo/redugdo com a produgdo de radicais livres altamente
reativos e altamente toxicos. Células tratadas com doxorrubicina tém manifestado
alteragdes nas caracteristicas morfologicas associadas a apoptose, o que pode

ser um integrante do mecanismo de agao da doxorrubicina.
Propriedades farmacocinéticas: a doxorrubicina é ativa durante todo o ciclo

celular, incluindo na interfase. Tecidos de rapida proliferagéo, como os tecidos
tumorais (mas também a medula 6ssea, mucosa gastrintestinal e oral e foliculos
capilares) sdo os mais sensiveis aos efeitos antiproliferativos da doxorrubicina. A
droga é metabolizada principalmente no figado, sendo que o seu principal

metabdlito & o 13-OH-doxorrubicinol, que possui atividade antitumoral.
A doxorrubicina é um dos melhores agentes antitumorais disponiveis para

uso clinico. Além disso, a intercalacdo na molécula de DNA, causada pela droga,
gera radicais livres. Essa capacidade de gerar uma variedade de espécies de

radicais livres nos sistemas subcelulares tem sido considerada essencial para sua

acdo antitumoral (KEIZER et al., 1990).

NH;

OH

Fonte:www.sbq.org.br
Figura 4. Férmula estrutural do quimioterapico Doxorrubicina.
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1.4 Teste para deteccao de Mutagdo e Recombinagio
Somatica (Somatic Mutation And Recombination Test — SMART)

em células somaticas de Drosophila melanogaster

A Drosophila melanogaster € o organismo teste do SMART (Somatic
~ Mutation And Recombination Test), também conhecido como o teste da mancha
da asa. O teste, desenvolvido por Graf et al. (1984), para deteccdo de agentes
genotoxicos, vem sendo usado também para detecgdo de antigenotodxicos. A D.
melanogaster, organismo eucariotico, tem se mostrado ideal para estudos de
genotoxicidade e antigenotoxicidade in vivo, por possuir pequeno nlmero de
cromossomos, sistema enzimatico semelhante ao dos mamiferos, tempo curto de
geracdo, grande nimero de mutantes e linhagens bem caracterizadas (GRAF et
al., 1984; VOGEL e ZILSTRA, 1987).

O teste de mutagdo e recombinagdo somatica possui uma alta eficiéncia
para detectar a atividade genotdxica de mutagenos selecionados de varias
classes quimicas. O espectro de compostos cuja genotoxicidade pode ser
detectada com este bioensaio vai desde agentes alquilantes, com forte atuagao, a
um grande nimero de promutagenos, ativados por diferentes vias metabolicas de
biotransformagdo enzimatica. A versatilidade do procedimento experimental
permite testar desde compostos estaveis a compostos instaveis. Também é
possivel ndo apenas testar substancias que sao dissolvidas, mas também

quimicos gasosos (GRAF et al., 1984).
Para a realizagcdo do teste para deteccéo de mutagdo e recombinagéo

somatica sdo utilizadas trés linhagens:

1) Linhagem multiple wing hairs (mwh): esta linhagem possui no
cromossomo-3, um alelo mutante que altera o fendtipo dos pélos da asa de D.
melanogaster. Esse alelo esta presente em homozigose na linhagem mwh. As
células da asa da D. melanogaster séo caracterizadas por possuir um Unico pélo
por célula (Figura 5 — As), porém, quando esta possui o alelo mutante mwh, o
fenotipo apresentado seré de trés ou mais pélos por células (Figura 5 — Ay).

2) Linhagem flare-3 (fi)): esta linhagem possui também no cromossomo-3,

porém, em uma posigdo mais proxima ao centromero, um alelo mutante que




altera o fendtipo dos pélos da asa. O fenétipo provocado por este alelo mutante é
um pélo “deformado” que se assemelha a uma chama de fogo. Contudo, a
linhagem né&o possui este alelo em homozigose nas células do seu corpo, pois
seria letal para o individuo. Com isso, a linhagem estoque é mantida, portando em
um cromossomo o gene fl’ e no mesmo locus, no outro cromossomo, um
balanceador que possui multiplas inversdes, e recebe o nome de TM3 bd".
Portanto, a mutacao fir’ sera viavel, apenas quando algumas células do disco
imaginal carregarem a mutagao (Figura 5 - B).

3) Linhagem ORR: esta linhagem de D. melanogaster foi construida com o
objetivo de aumentar a capacidade metabdlica na ativagcdo de promutagenos.
Alguns aspectos do controle genético do metabolismo de xenobiéticos em D.
melanogaster ja sao conhecidos. Na linhagem resistente ao DDT, Oregon R (R), o
gene RI na posigdo 65,0 do cromossomo-2, € responsavel para os altos niveis de
expressao da citocromo P-450, tipicas para esta linhagem. Por conseguinte, os
cromossomos 1 e 2 das linhagens mwh e fi foram substituidos pelos
cromossomos 1 e 2 da linhagem Oregon R (R) (FROLICH e WURGLER, 1989).

Figura 5. (A2) Pélos multiple wing hairs; (As) Pélos normais; (B) Pélos

flare®.

Para a realizagao dos experimentos sé&o feitos dois tipos de cruzamentos:

I




» Cruzamento padréo (ST — Standard Cross): fémeas virgens fir’
cruzadas com machos mwh (GRAF et al., 1989).

» Cruzamento de alta bioativagdo (HB - High Bioactivation Cross): fémeas
virgens ORR / ORR; fIi’ / TM3 Bd® cruzadas com machos mwh (GRAF e
VAN SCHAIK, 1992).

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

Desses cruzamentos foram obtidos dois tipos de descendentes: trans-
heterozigotos marcados (MH: mwh + /+ ﬂi3) que possuem asas fenotipicamente

do tipo selvagem; e heterozigotos balanceados (BH: mwh + / TM3, Bd°) que

possuem asas fenotipicamente serrithadas (Figuras 6).

Figura 6. (A) Fendtipo das asas dos descendentes trans-heterozigotos

(mwh + [+ fir); (B) Fendtipo das asas dos descendentes heterozigotos

balanceados (mwh +/ TM3, Bd).

Nos descendentes MH é possivel detectar a ocorréncia de diferentes
eventos genéticos, tais como mutagao de ponto, aberragées cromossémicas, e

recombinagéo mitética. No entanto, nos descendentes BH séo detectadas apenas

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
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mutagéo e delegédo, devido ao fato de o balanceador TM3 carregar multiplas
inversdes, que impedem a recombinagdo mitdtica (GUZMAN-RINCON; GRAF,
1995).

A suplementagdo alimentar com vitaminas antioxidantes é uma questdo
polémica e que diverge entre autores. Existem evidéncias epidemioldgicas, de
que a suplementagéo alimentar com estas vitaminas poderia diminuir a incidéncia
de diversos tipos de cancer em certas populagdes. Porém, ndo esta claro se seria
a agdo antioxidante, ou outra propriedade das vitaminas responsavel por esta
acdo. Ha autores que afirmam que nao justifica, em termos de prevengdo de
cancer, fazer uma suplementagéo alimentar com vitaminas antioxidantes se a
pessoa tem uma boa dieta alimentar. Sendo assim, este trabalho teve como
objetivo avaliar os possiveis efeitos genotoxicos de um complexo polivitaminico
(vitaminas C, E e beta-caroteno) e polimineral (cobre, selénio e zinco), na forma
de um composto conhecido comercialmente como Vitergan® Zinco Plus (nas
doses: 12,5: 25 e 50mg/mL). O trabalho teve, também, como objetivo avaliar os
efeitos antigenotdxicos deste complexo polivitaminico e polimineral contra a acgéo

genotdxica da Doxorrubicina (0,125mg/mL), geradora de radicais livres.
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Capitulo Unico

Efelto protetor de ant:oxndantes (wtammas C,Ec¢ e beta-
caroteno) e mmerals (cobre selenlo e zmco) contra a
agao;genotoxma da doxorrublcma em celulas somatlcas

de Drosophlla melanogaster

Protector effect from antioxidant (vitamins C, E and beta-carotene) and
minerals (cooper, selenium and zinc) against the genotoxw action of the

doxorublcm on somatlc cells of Drosophlla melanogaster
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1. Introducgao

Os inibidores naturais de agentes oxidantes, presentes na dieta, sdo
importantes na mutagénese e carcinogénese, devido ao fato de serem Uteis na
prevengdo do cancer e nao possuirem efeitos xenobioticos, indesejaveis aos
organismos vivos (ODIN, 1997). Algumas vitaminas como, por exemplo, as
vitaminas antioxidantes A, E e C, mostram este efeito protetor (ODIN, 1997). A

ingestdo diaria de alguns antioxidantes confere prote¢do contra certas doencas,

incluindo doengas cardiovasculares, céncer e desordens degenerativas

neurolégicas (LOPEZ — BURILLO et al., 2003).
Lamsoni e Brignall (1999) observaram que em ratos a administragdo de

vitamina A, associada ao metotrexato, minimiza o dano intestinal sem inibir a
atividade antineoplasica da droga. Em pacientes que receberam quimioterapia e
suplementacéo vitaminica antioxidante, apresentaram média de sobrevida de 12,3
meses, em comparagdo ao grupo controle, cuja média foi de 3,1 meses. As
vitaminas antioxidantes proporcionam melhores condi¢cdes de vida aos pacientes

(PYRHONEN et al., 1995).
De acordo com Packer (1984) a vitamina E (alfa-tocoferol) atua em nivel de

cadeia transportadora de elétrons impedindo que os radicais livres atuem nos
lipidios da crista mitocondrial. Com isso, os radicais livres sdo convertidos em
radicais peroxido e reduzidos posteriormente a alcoois. Hussein (1993) mostrou
que a administracéo de altas doses de alfa-tocoferol (1600 Ui/d), administradas

72 horas antes do inicio da quimioterapia, impediu a alopecia em cerca de 69%

dos pacientes.
Quando as vitaminas C e E, foram administradas sozinhas ou em

associagdo com a doxorrubicina, na quantidade de 100 mg/Kg de peso, de cada
vitamina, produziram redugdo no numero total de aberragGes cromossémicas e na
percentagem de metafases anormais, induzidas pela doxorrubicina. Entdo, a
administragdo concomitante de vitaminas antioxidantes e antineoplasicos é
importante, pois parecem proteger as células sadias dos danos causados pelas

drogas, principalmente as células dos tecidos de rapida proliferagdo celular

(ANTUNES e TAKAHASHI, 1998).
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Para Fenech e Ferguson (2001) a dieta, com vitaminas e minerais, tem um
papel determinante na estabilidade genémica. Para eles, os estudos mais
recentes mostram que o selénio é o mineral mais importante na preveng&o contra
O cancer e a deficiéncia de zinco estd associada com o aumento nas alteragdes
na molécula de DNA.

Os antioxidantes agem nas trés linhas de defesa organica contra as
espécies reativas de oxigénio (ERO). A primeira linha, que é a de prevengéo, se
Caracteriza pela protegdo contra a formacdo das substancias agressoras. A
segunda linha é a interceptacdo, e neste estagio os antioxidantes precisam
interceptar os radicais livres (RL), os quais, uma vez formados, iniciam suas
atividades destrutivas. E a Ultima linha é o reparo. Os mecanismos de reparo
ocorrem quando a prevengdo e a interceptagdo nio foram completamente
efetivas e os produtos da oxidagdo pelos RL estdo sendo continuamente
formados em baixas quantidades e desta forma podem se acumular no organismo
(KONG e LILLHEY, 1998).

O teste para detecgdo de mutagdo e recombinagdo somatica (SMART),
desenvolvido em Drosophila melanogaster, é capaz de detectar um amplo
espectro de alteragbes genéticas: mutagoes, delegbes e recombinagbes mitéticas

(GRAF et al., 1984; WURGLER et al., 1984). Esse teste tem como base o fato
que, durante o inicio do desenvolvimento embrionario da D. melanogaster, grupos

de células (discos imaginais) proliferam mitoticamente durante o desenvolvimento
larval até diferenciarem-se, durante a metamorfose, em estruturas do corpo da
mosca adulta (olhos, asas, etc.). Caso ocorra uma alteragéo genética em uma das
células do disco imaginal, tal alteracdo estard presente em todas as células
descendentes, e formara um clone de células mutantes. Assim sendo, as células
mutantes serdo detectadas como uma mancha de pélos mutantes na asa da
mosca adulta (GUZMAN-RINCON e GRAF, 1995).

A droga antineoplasica doxorrubicina (DXR) é capaz de gerar uma variedade
de espécies de radicais livres no sistema celular e esta capacidade tem sido
considerada critica para sua agao antitumoral (KEIZER et al., 1990). A geracdo de
radicais livres atua diretamente no ndcleo celular, e com isso, inviabiliza o
processo de diviséo celular, logo esse mecanismo citotdxico parece ser o principal
efeito antitumoral da DXR (KEIZER et al., 1990). Em D. melanogaster, a DXR foi




17

avaliada pelo SMART, onde foi verificada a indug&o do aparecimento de manchas
simples e gémeas (FROLICH e WURGLER, 1990).

A suplementagdo alimentar com vitaminas antioxidantes & uma questao
polémica e que diverge entre autores. Existem evidéncias, epidemioldgicas, de
que a suplementagdo alimentar com vitaminas antioxidantes poderia diminuir a
incidéncia de diversos tipos de cancer em certas populagdes, e, também, a oferta
dessas vitaminas antioxidantes, como as vitaminas A, E e C, associada as drogas
antineoplasicas, poderia resultar em menores efeitos colaterais durante a
quimioterapia. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar os possiveis
efeitos genotdxicos de um complexo polivitaminico (vitaminas C, E e beta-
caroteno) e polimineral (cobre, selénio e zinco), na forma de um composto

conhecido comercialmente como Vitergan® Zinco Plus (nas doses: 12,5; 25 e

50mg/mL). O trabalho teve, também, como objetivo avaliar os efeitos
antigenotoxicos deste complexo polivitaminico e polimineral contra a agéo

genotoxica da doxorrubicina (0,125mg/mL), geradora de radicais livres.

1.1 RESUMO

As vitaminas sdo importantes compostos bioldgicos que podem inativar
moléculas altamente reativas como os radicais livres, formados nos processos
bioquimicos do organismo. Atualmente, existem quimioterapicos utilizados no
tratamento de céncer, que tém como efeitos colaterais a geragao de radicais
livres. Exemplo disso € o cloridrato de doxorrubicina (DXR). Em funcgio do uso
associado de agentes quimioterapicos e polivitaminicos, utilizou-se o teste da
mancha da asa em Drosophi/é melanogaster (Somatic Mutation And
Recombination Test — SMART) para avaliar os possiveis efeitos genotoxicos de
um complexo polivitaminico (vitaminas C, E e beta-caroteno) e polimineral (cobre,
selénio e zinco), na forma de um composto conhecido comercialmente como
Vitergan® Zinco Plus (nas doses: 12,5; 25 e o0mg/mL). O trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos genotdxicos deste complexo polivitaminico e polimineral
e seus efeitos antigenotoxicos contra a agdo genotoxica da DXR (0,125mg/mL),

geradora de radicais livres. Os resultados obtidos demonstraram que nao houve
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aumento, estatisticamente significativo nas frequéncias de manchas mutantes,
quando se compara o controle negativo com o polivitaminico, nos descendentes
trans-heterozigotos de ambos 0s cruzamentos. Porém, houve reducio,
estatisticamente significativa, no nimero de manchas quando o polivitaminico foi
associado com a DXR (0,125mg/mL), nos descendentes trans-heterozigotos de
ambos os cruzamentos. O efeito protetor foi observado quando as larvas foram
pré e co-tratadas com o polivitaminico e associada a DXR. Pode-se concluir que,
nestas condicbes experimentais, 0 polivitaminico e polimineral ndo é genotdxico,

porém, possui efeito protetor contra a acgéo genotéxica do quimioterapico DXR.

UNITERMOS: Drosophila melanogaster, SMART, polivitaminico, polimineral,

doxorrubicina.

1.2 Abstract

Vitamins are important biological components that are able to deactivate

highly active molecules such as, free radicals, generated throughout biochemical

processes of the organism. Currently, chemotherapy used in the treatment of

cancer, generates free radicals as a side effect of this type of therapy drug. An

example of this is Doxorubicin (DXR). When used in association with

chemotherapy and multivitamins, the wing spot test was administered to

Drosophila melanogaster (somatic mutation and recombination test- SMART) in

order to evaluate possible genotoxic effect of a multivitamin compound (Vitamin C,

E and beta- carotene) and minerals (copper, selenium and zinc), commercially
known as Vitergan® Zinc Plus (12.5; 25 and 50mg/mL). The objective of this study
was fo evaluate the genotoxic effect of these multivitamins and minerals as well as

their antigenotoxic offects as compared to the genotoxic effect of DXR

(0.125mg/mL), producing free radicals. Results showed no statistically significant
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increase in the frequency of mutation spots, as compared to the negative control
group with the multivitamin group, in the trans-heterozygous descendants of both
crosses. However, there was a statistically significant reduction in the number of
spots when the muitivitamin is given in conjunction with DXR (0.125mg/mL) to
trans-heterozygous descendants of both crosses. The protector effect was
observed when the larvae received pre and co-treatments with the multivitamin in
conjunction with DXR. Therefore, it is possible to conclude that in these
experimental conditions, the multivitamin and minerals are not genotoxic. However

it demonstrates a protective effect against the genotoxic effect of the

chemotherapeutic agent DXR.

Keywords: Drosophila melanogaster, SMART, multivitamin, minerals,

doxorubicin.

2. Material e Métodos

2.1 Compostos quimicos

Polivitaminico e polimiheral, Vitergan® Zinco Plus (lote n° 1766) fabricado
pelo laboratério Marjan Industria e Comércio Ltda. Cada capsula de comprimido
contém: beta-caroteno 10.000 Ul (CAS 7235-40-7); acido ascorbico 600mg (CAS
50-81-7); acetato de tocoferol 200Ul (CAS 59-02-9); cobre 1,0 mg (CAS 13.1739-
1); selénio 100 mg; zinco 40 mg (CAS 1314-13-2). Registrado no Ministério da

Satide sob o numero: 1.0155.0091.
O cloridrato de doxorrubicina (DXR) conhecido comercialmente como

Adriblastina® RD (CAS 23214-92-8) (lote n° G0421), fabricado por Pharmacia &
Upjohn S.p.A. — Mildo ltalia e importado e distribuido por Pharmacia do Brasil

Ltda. Cada frasco-ampola de Adriblastina® RD contém: cloridrato de doxorrubicina



W

20

(10 mg); metilparabeno (1 mg); lactose (50 mg). Registrado no Ministério da

Saude sob o ntimero; 1.2389.0046.

2.2 Modo de preparo do polivitaminico e polimineral (PVM)

Cada capsula de comprimido foi triturada, mantendo aspecto de po, para

posteriormente serem pesados e as aliquotas distribuidas nas seguintes doses:

12,5; 25 e 50mg/mL.

2.3 Linhagens estoques e testadoras de Drosophila melanogaster

Para realizagdo do teste foram utilizadas trés linhagens mutantes de
Drosophila melanogaster (ORR, fir’ e mwh), portadoras dos marcadores genéticos

multiple wing hairs (mwh, 3-0,3) e flare-3 (flr’, 3-38,8).
Para a realizacdo do cruzamento padréo, as linhagens estoques foram

cruzadas do seguinte modo: fémeas virgens Ar¥in(3 LR)TM3, ri pp sep 1(3)89Aa
bx** e Bd® cruzadas com machos mwh/mwh (GRAF et al., 1989).

O cruzamento de alta bioativacdo metabdlica, o qual possui altos niveis de
citocromo P-450, foi realizado cruzando as linhagens estoques do seguinte modo:
fémeas virgens ORR / ORR; fir’/in(3 LR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aa bx** ¢ Bg*

cruzadas com machos mwh/mwh (GRAF e VAN SCHAIK, 1992).
As larvas, de ambos os genotipos, emergentes destes cruzamentos, foram

tratadas simultaneamente e pré-tratadas com PVM, para posteriormente entrarem

em contato com os agentes quimicos testados.

2.4 Procedimentos para coleta de ovos

Ovos dos descendentes dos cruzamentos padrao e alta bioativagio foram
coletados por um periodo de 8 horas em frascos contendo uma base sélida de
agar (3% de 4gar em agua) e uma camada de fermento biolégico (Saccaromyces
cerevisiae) suplementado com agucar. Apos 72 * 4 horas (co-tratamento) e 68 + 4

horas (pré-tratamento) as larvas foram lavadas com agua corrente e coletadas

com auxilio de uma peneira de malha fina.
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2.5 Procedimento Experimental

2.5.1 Co-tratamento

Larvas de ambos os cruzamentos foram transferidas para tubos de vidro (2,5
¢m de diametro e 8,0 cm de altura) contendo 1,5 gr de meio de puré de batatas
(Marca HIKARI, Lote n° L3068DD) e 5,0 mL do polivitaminico e polimineral (PVM)
(12,5; 25 e 50mg/mL) associados ou ndo com DXR (0,125mg/mL). Para o controle
positivo foi utilizado a DXR (0,125mg/mL) e, para o controle negativo, agua
destilada estéril. Pelo fato de haver alguns compostos que sdo fotossensiveis

todos os frascos do tratamento foram envolvidos com papel aluminio.

2.5.2 Pré-tratamento

Larvas de ambos os cruzamentos foram pré-tratadas com PVM, por um
periodo de 4 horas. Além do PVM foi adicionado no meio sacarose, com g
intengdo de fornecer a reserva energética para o desenvolvimento das larvas. Os
frascos com pré-tratamento foram envolvidos com papel aluminio para evitar a

fotodegradacio.
Posteriormente, as larvas foram transferidas para tubos de vidro (2,5 cm de

diametro e 8,0 cm de altura) contendo 1,5 gr de meio de puré de batatas (Marca
HIKARI, Lote n° L3068DD) e 5,0 mL do agente DXR (0,125mg/mL). Para o
controle positivo foi utilizado a DXR (0,125mg/mL) e para o controle negativo agua

destilada estéril.
Os agentes testados (PVM, DXR e a combinagéo de PVM com DXR) foram

preparados em agua destilada no momento do tratamento das larvas. Todos os
experimentos foram realizados a temperatura de 25° C + 2° C e 65% de umidade

relativa.

2.6 Preparagdo e andlise microscopica das asas

ApGs a eclosdo, os individuos adultos foram transferidos para um recipiente

contendo etanol 70%. Para destacar as asas do corpo da D. melanogaster,

SISBI/UFU
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utilizou-se um microscépio estereoscopico e pingas entomologicas. As asas foram
embebidas em solugédo de Faure e estendidas sobre uma lamina seca. Para a
confecgdo final da lamina permanente, sobre as asas foi adicionada uma
laminula, e sobre estas foram adicionados pesos de aproximadamente 400g para
a eliminagdo de possiveis espagos preenchidos pelo ar. Esses pesos ficaram
aproximadamente por um periodo de 72 horas.

As asas da D. melanogaster foram analisadas em microscopio de luz
(objetiva 40x). Foram registrados 0 numero e os tipos de manchas encontradas
(simples ou gémeas), assim como o tamanho das mesmas, € a posicao em que
se encontravam na asa. Ao final da andlise, foram comparadas as freqiiéncias de

mutagBes encontradas nas moscas tratadas com PVM com as encontradas nos

controles positivo e negativo, respectivamente.

2.7 Analise estatistica

A analise estatistica do experimento, para a verificagdo da possivel agéo
genotéxica do PVM foi realizada por meio do teste descrito por Frei e Wiirgler
(1988). Para a andlise estatistica de antigenotoxicidade, as freqliéncias de cada
tipo de mancha por mosca, foram comparadas aos pares (ex. controle negativo
versus PVM; agente genotoxico isoladamente versus PVM + agente genotoxico),
usando o teste U de Mann, Whitney e Wilcoxon (FREI; WURGLER, 1995). As

porcentagens de inibigdo do PVM foram calculadas, utilizando-se as freqiiéncias

de clones 10° células, corrigidas pelo controle, como se segue: (DXR — DXR

associada ao PVM/ DXR) x 100 (Abraham, 1994).
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3. Resultados e Discussio

3.1 Co-tratamento

As Tabelas 1, 2, 3 e 4 mostram os tamanhos das manchas em asas de
Drosophila melanogaster, classificadas em: manchas simples pequenas, simples
grandes, manchas gémeas e o total de manchas. As Tabelas ainda informam a
quantidade de clones mwh, em cada tratamento realizado e a freqiiéncia de
clones (10° células) observada e corrigida pelo controle. Os descendentes
portadores da constituicdo genética, mwh/Alr, sao os individuos trans-
heterozigotos marcados e os mwh/TM3 s&o os heterozigotos balanceados. Em
cada asa foram analisadas, aproximadamente, 24.400 células (GRAF ef al,
1984).

A Tabela 1 mostra as freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos
descendentes trans-heterozigotos, dos cruzamentos padrio e de alta bioativaczo
metabdlica. Ndo houve aumento estatisticamente significativo (o = 0,05) na
freqiiéncia de manchas induzidas pelo PVM, nas trés doses tratadas, quando
comparado com o controle negativo, em todas as classes de manchas.

A auséncia de efeitos genotoxicos do PVM esta de acordo com varios
autores que testaram aiguns dos componentes do PVM isoladamente. De acordo
com Fragiorge (2000), baixas doses de vitamina C protegem as células somaticas
de D. melanogaster contra a agdo do quimioterdpico doxorrubina (DXR). A
vitamina C mostrou ndo ter agéo genotdxica quando testadas em células
somaticas de D. melanogaster em trés dosagens (25, 75 e 250mg/mL) (KAYA et
al., 2002).

Os dados da Tabela 2, observados nos descendentes trans-heterozigotos e
heterozigotos balanceados, do cruzamento padrdo, demonstram que o
quimioterapico doxorrubicina (DXR) possui efeito genotéxico, aumentando o

nimero de manchas mutantes, quando comparado ao controie negativo. Esse

aumento é estatisticamente significativo (« = 0,05) em todas as classes de

manchas. A alta freqiiéncia de manchas, no cruzamento padréo, evidencia que a

DXR é uma droga com agao genotoxica direta.

|
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Pelo fato de apresentar resposta genotéxica direta, a priori, nio haveria a
necessidade de testar os descendentes do cruzamento HB. Porém, de acordo
com Fragiorge (2000), a eficiéncia da vitamina C, na protecdo das células
somaticas de D. melanogaster, contra mutacdes e recombinagdes somaticas
induzidas pela DXR, é dependente da dose utilizada e a eficiéncia na protegéo
esta diretamente ligada as condigdes de ativagéo metabdlica por enzimas P-450.

O aparecimento de manchas gémeas indica a atividade recombinogénica

da DXR. A relagdo entre o aumento das fregliéncias de manchas gémeas e o

aumento da atividade recombinogénica foi confirmada na analise dos

descendentes heterozigotos balanceados. Nesta analise verificou-se que nos
descendentes do cruzamento padrdo ocorreu 6% de mutagdo e 94% de
recombinagéo, devido a agdo genotéxica da DXR. Nos descendentes do
Cruzamento de alta bibativagéo metabdlica ocorreram 10% de mutacédo e 90% de
recombinagao, mostrando a forte agdo recombinogénica do quimioterapico DXR.
Resultados da agdo recombinogénica da DXR, em células somaticas de D.
melanogaster, foram encontrados em Lehmann ef al. (2003) e Rodriguez—Arnaiz

et al. (2004).

Verifica-se ainda,
quimioterapico DXR houve redugéo, estatisticamente significativa, em todas as

classes de manchas. Nos descendentes trans-heterozigotos marcados (mwh/fir®)
a redugdo na freqliéncia de manchas do PVM, quando associado a DXR, foi de
93% para PVM 12,5mg/mL; 95% PVM 25mg/mL e 99% PVM 50mg/mL. Para os
descendentes heterozigotos balanceados (mwh/TM3) a redugéo na associagéo foi
50% para PVM 12,5mg/mL; 63% PVM 25mg/mL e 75% PVM 50mg/mL.

A reducdo de manchas nos descendentes do heterozigoto balanceado, em
relagdo ao trans-heterozigoto marcado, permite o calculo da taxa de mutagéo e

recombinacédo. Para o cdlculo da freqiéncia de recombinagdo foi utilizada a

na Tabela 2, que na associagdo do PVM ao

seguinte formula: freqiiéncia de mutagdo = a/b [a = freqliéncia de clones mwh (x
105 células) nos individuos BH, b = freqiéncia de clones mwh (x 10° células) nos
individuos MH]; freqiiéncia de recombinagéo = 1 — freqliéncia de mutagio.

Os dados da Tabela 3 demonstram que na associagdo do PVM com o
quimioterapico DXR, houve uma redugéo (inibigao) estatisticamente significativa
(o = 0,05), em relagéo ao controle DXR, em todas as categorias de manchas
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mutantes. A inibigdo, nos descendentes trans-heterozigotos marcados (mwh/fir’),
foi de 76% para PVM 12,5mg/mL; 91% PVM 25mg/mL e 99,5% PVM 50mg/mL.
Para os descendentes heterozigotos balanceados (mwh/TM3) a reducdo na
associagdo foi 70% para PVM 12,5mg/mL; 84% para PVM 25mg/mL e 65% para

PVM 50mg/mL.
As Figuras 1 e 2 mostram a distribuigdo do tamanho de manchas nos

descendentes trans-heterozigotos do cruzamento padrdo e alta bioativagio
metabdlica. A Figura 1 mostra o efeito protetor do PVM, na associagéo contra a
acao genotoxica da DXR. Essa agéo protetora foi conferida nas trés doses do
PVM (12,5; 25 e 50mg/mL) e em todas as classes de manchas mutantes. Essa

agdo protetora mostra uma relagdo dose dependente sem que a maior

concentragdo possui maior efeito protetor.
As Figuras 3 e 4 demonstram as porcentagens de mutagdo e

recombinagdo de D. melanogaster, do cruzamento padrdo e alta bioativagéo
metabdlica, tratados com DXR (0,125mg/mL) e PVM. Na Figura 3, o controle DXR
apresenta 6% de mutacéo e 94% de recombinagao. Na associagdo PVM 12,5; 25
e 50mg/mL com DXR ocorre 67%; 66% e 55,5% de eventos recombinacionais,
respectivamente. Observa-se, por meio da Figura 3, que aumentando a

concentragdio do PVM na associag8o, reduz o efeito recombinogénico do

quimioterapico DXR.
Na Figura 4, observam-se 10% de mutagdo e 90% de recombinacdo nos

individuos descendentes do cruzamento de alta bioativagédo metabdlica, tratados
com DXR. Na associacdo PVM 12,5; 25 e 50mg/mL com DXR ocorre 85%; 80% e
43% de eventos recombinacionais, respectivamente. A acgdo do PVM sobre a
DXR assemelha-se aos resultados do cruzamento padréo, porem a dose resposta

na protegdo dos eventos recombinacionais torna-se mais evidente no cruzamento

de alta bioativagéo.

3.2 Pré-tratamento.

A Tabela 4 mostra a frequiéncia de manchas observadas nos descendentes

trans-heterozigotos, do cruzamento padrdo e alta bioativagdo metabdlica,
submetidos a um periodo de pré-tratamento por 4 horas. Nos descendentes do
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Cruzamento padréo, pré-tratados com PVM, e posteriormente expostos a DXR,
GCorreu uma reducgdo, estatisticamente significativa, em todas as classes de
Manchas, exceto na dose de 12,5mg/mL que ndo houve redugdo nas manchas
gémeas.

Nos descendentes do cruzamento de alta bioativagio metabélica, na dose
25mg/mL do PVM, houve uma redugdo estatisticamente significativa em todas as
classes de manchas, exceto nas manchas simples pequenas (V = 0,05). Na maior

Concentragdo PVM 50mg/mL houve uma reducéo estatisticamente significativa

em todas as classes de manchas.
A protegédo do PVM contra a agéo genotéxica da DXR torna-se mais efetiva

nas maiores doses, PVM 50mg/mL, sendo uma inibicdo de 77% e 74%, para os

descendentes do cruzamento padrao e alta bioativacio metabdlica,

respectivamente. Porém, a dose resposta torna-se mais evidente para os
descendentes do cruzamento de alta bioativagdo metabdlica, maior dose maior
resposta protetora.

Os mecanismos pelos quais o PVM exerce sua agdo protetora contra a
DXR, ndo foram analisados. Contudo, devido & acdo geradora de radicais livres
pela DXR e sua intercalagdo com a molécula de DNA (KEIZER et al., 1990), é
Possivel propor os mecanismos de protegéo do PVM contra a agéo genotéxica da
DXR. No co-tratamento pode-se propor a agdo desmutagénica do PVM. A acio
desmutagénica é caracterizada pela inativagdo quimica ou enzimatica do agente
genotodxico (KADA et al., 1982). Neste caso, € possivel que o PVM tenha
inativado a DXR, ou seus produtos metabdlitos, que séo os radicais livres gerados

agente genotdxico. Esta inativacdo ocorreu

na ftransformagdo deste
provavelmente, pela presenga de vitaminas antioxidantes (A, C e E) no PVM.
Resultados similares da agdo desmutagénica de vitaminas (vitamina C) foram
observados em linfécitos humanos in vitro (AMARA-MOKRANE et al., 1996). Esta
acdo desmutagénica da vitamina C, envolvendo a inativagdo quimica ou
metabdlica do mutageno, foi proposta, também por Kuroda et al. (2001). A
atividade protetora de vitaminas antioxidantes, especialmente a vitamina C, tendo
como mecanismo de agdo o sequestro de radicais livres gerados pela DXR, foi

proposto, também, por Antunes et al. (1999). Os Carotendides, de acordo com
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Picada et al. (2003), tém uma atividade estabilizadora principalmente do oxigénio
simples, que transfere sua energia de excitagdo a molécula antioxidante.

Sendo assim, a administragéo simultanea da DXR com o PVM possibilitou,
provavelmente, uma interagdo direta entre os constituintes do PVM e a DXR, ou
seus metabdlitos, levando a redugéo da atividade genotoxica. Para avaliar se este
era o Unico caminho na protegdo contra a DXR, larvas de ambos os descendentes
(ST e HB) foram pré-tratadas, com diferentes doses de PVM e, apods, expostas a
DXR (0,125mg/mL). Em ambos os descendentes (ST e HB) foram verificados
redugdes nas freqliéncias de manchas mutantes induzidas pela DXR. Estes
resultados sugerem que a presenga simulténea do PVM, durante o tratamento
com DXR, ndo é o Gnico caminho na prevengao contra a acao deste agente
genotoxico. O pré-tratamento com PVM mostrou-se, também, eficiente na
prevengdo da agdo genotoxica da DXR. Uma provavel explicagdo seria uma
inibicdo das enzimas citocromo P-450, pelo PVM, levando a uma redugao na taxa
de bioativagdo da DXR. Apesar de ser um mutageno direto a DXR requer

biotransformag,éo redutiva do seu anel quinona a radical semiquinona o qual pode

exercer efeito téxico direto (RAMJI et al., 2003).
Abraham e Graf (1996) propuseram este mesmo mecanismo quando

avaliaram a redugdo nas freqiiéncias de manchas mutantes em larvas de D.
melanogaster, pré-tratadas com café instantaneo e posteriormente fratadas com
Uretano. O pré-tratamento com vitaminas antioxidantes (C e E) e selénio foi
avaliado em camundongos tratados por um periodo de quinze dias com
Suplementacéo vitaminica e posterior tratamento com DXR. Os autores (KORAC;

BUZADZIC, 2001) verificaram que a suplementagdo com antioxidantes previne

contra a agdo genotoxica da DXR.

Uma outra explicagdo, para a redugéo d
a ativacdo do mecanismo de reparo. Konopacka et al. (1998) mostraram que a
bem como do beta-caroteno, pode estar

e manchas no pré-tratamento seria

agao radioprotetora das vitaminas CekE,
ntracbes) ndo apenas com o seqlestro de

associada (dependendo de suas conce
umento da taxa do mecanismo de reparo do

radicais livres mas também com O a
ndicaram, pelo teste do micronucleo, que a

DNA. Os resultados deste estudo i
C, E e A podem exercer efeito protetor contra

administracdo oral da vitamina

danos genéticos induzidos pela exposi¢do in vivo a raios gama, sendo estes
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efeitos dependentes da dose e da seqléncia de administragéo (antes ou apds a
iradiagéo).

O estilo de vida pode levar a formagédo de radicais livres de oxigénio, o
quais podem afetar os niveis de quebra oxidativa em cada individuo (KASAI,
2002). Com isso, é importante que as células mantenham um adequado balango
entre os niveis de radicais livres e antioxidantes para garantir a integridade
estrutural de componentes criticos. Quando os niveis de radicais livres excedem o
de antioxidantes, biomoléculas sensiveis tais como lipidios, proteinas e DNA, em
particular, podem ser danificadas (HALLIWELL, 1994; REITER, 1995).

Finalmente, pode-se concluir, com base nos resultados e nas condigbes
experimentais mencionadas no trabalho, gue o PVM n&o € genotoxico, nas doses
utilizadas neste trabalho e, também, exerce um efeito protetor quando associado
ao quimioterapico DXR (0,125mg/mL), usando-se como organismo teste a D.
me/anogas‘z‘er. A protegdo do polivitaminico abrange tanto a administragdo
simultanea com o agente genotoxico quanto também, no pré-tratamento com o

polivitaminico.
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Tabela 1. Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos de D. melanogaster, dos cruzamentos padrao

e alta bioativagdo metabdlica, tratadas com polivitaminico e polimineral (PVM) em trés diferentes doses

Manchas por individuo (N° de manchas) diag. Estatistico®
Tratamento

¥ uicoaes

Pequenas simples Grandes simples
DXR PVYM  N°de

Média das Freqliéncia de clones
Gémeas Total classes de tam. (10° células)®
(1-2 cels)® (>2 cels)’ manchas  clones mwh°®
(mg/mL) (mg/mL) Moscas m=2 m=5 m=5 m=2 mwh® (1) Corrigida pelo
Observada controle
Cruzamento ST
0 0 20 0,70 (14) 0,00 (0Q) 0,00 (0Q) 0,70 (14) 13 2,20 1,54
0 12,5 20 060 (12) - 015 (03) - 045 (03)i 0,90 (18)i 18 2,10 {2,40} 1,02 -0,51
0 25,0 20 0,30 (08) - 0,20 (04) - 0,00 (00) - 0,50 (10) - 10 2,06 {1,00} 1,74 0,20
0 50,0 20 0,80 (16) - 0,056 (01) - 0,05 (@i 0,90 (18)i 18 1,21 {16,00} 1,43 -0,10
Cruzamento HB
0 0 20 0,80 (16) 0,20 (04) 0,05 (01) 1,05 (21) 20 1,70 2,05
0 12,5 20 075 (15) - 045 (03) - 0,05 (01)- 0,95 (19) - 18 1,61 {2,50} 1,84 0,20
0 250 20 0,55 (11 - 0,45 (03) - 0,10 (02) - 0,80 (16) - 16 2,00 {1,00} 1,43 -0,61
0 50,0 20 045 (09) - 005 (©1) - 0,15 (O3)- 0685 (13) - 13 1,90 {1,50} 1,02 1,02
®Diagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988) : +, positivo em relacéo ao controle negativo;-, negativo; i, inconclusivo.

‘m, fator de multiplicac&o para a avaliacéo de resuitados significativamente negativos. Niveis de significancia « = = 0,05.
PIncluindo manchas simples fir® raras.

°Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
Freqiiéncias de clone por mosca dividido pelo nimero de células analisadas por mosca (48.800).

6T
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rabela 2. Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos e balanceador heterozigoto de D. melanogaster, do

cruzamento padréo, tratados com o polivitaminico e polimineral (PVM) em trés diferentes doses associadas com DXR (0,22mM)

Manchas por individuo (N° de manchas) diag. Estatistico?
Tratamento Media das Freqiéncia de clones
classes de tam. (10° células)’
DXR PVM  N°de Pequenas simples Grandes simples Gémeas Total Manchas  clones mwh®
(mg/mL) (mg/mL) moscas (1-2 cels)’ (>2 cels)® mwh® (1) Corrigida pelo Inibigao®
Observada  controle %
mwh/fir®
0 0 20 0,70 (14) 0,00 (00) 0,00 (00) 0,70 (14) 13 1,21 1,43
0,125 \ 20 10,60 (212) 6,15 (123) 415 (83) 20,90 (418) 412 2,23 {2,27} 34,32 32,89
0,125 12,5 20 1,50 (30) * 0,30 (06) * 0,40 (08) * 2,20 (44) * 44 1,81 {2,18} 3,69 2,25 93,0
0,125 25,0 20 138 @) * 0,10 (02)* 0,30 (0B) * 1,75 (35) * 34 1,69 {2,13} 2,97 1,54 95,0
0,125 50,0 20 0,75 (15)* 0,15 (03)* 0,20 (04) * 1,10 (22) * 21 2,00 {4,75} 1,84 0,41 99,0
mwh/TM3
0 0 20 0,15 (03) 0,05 (01) 0,20 (04) 4 1,75 0,41
0,125 0 20 0,75 (15) 0,25 (05) f 1,00 (20) 20 1,95 {2,00} 2,05 1,64
0,125 12,5 20 0,50 (10) i 0,10 (02) i 0,80 (12) i 12 1,50 {1,38} 1,23 0,82 50,0
0,125 25,0 20 0,40 (08) i 0,10 (02) i 0,50 (10) * 10 2,00 {2,17} 1,02 0,61 63,0
0,125 50,0 20 0,35 (07) * 0,05 (01) * 0,40 (08) * 8 1,50 {1,25} 0,82 0,41 75,0

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

®Incluindo manchas simples flr3 raras.

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

Frequéncias de clone por mosca dividido pelo nimero de células analisadas por mosca (48.800).
®Calculado de acordo com Abraham (1994): (DXR - DXR associado ao PVM/ DXR) x 100.

prenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador
TM3 néo contém o gene mutante flr3.
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Tabela 3. Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos e balanceador heterozigoto de D. melanogaster, do
cruzamento de alta bioativag&o metabolica, tratados com o polivitaminico e polimineral (PVM) em trés diferentes doses associadas com DXR (0,22mM)

Manchas por individuo (N° de manchas) diag. Estatistico®
Tratamento Média das Freqténcia de clones
classes de tam. (10° célutas)®
DXR PVM  N°de Pequenas simples Grandes simples Gémeas Total Manchas  clones mwh®
(mg/mL) (mg/mL) moscas (1-2 cels)° (>2 cels)® mwh® (N Corrigida pelo Inibigao®
Observada  controle %
mwh/flr®
0 0 20 0,80 (16) 0,20 (04) 0,05 (01) 1,05 (21) 20 1,70 2,05
0,125 0 20 7,10 (142) 5,20 (104) 3,90 (78) 16,20 (324) 319 2,40 {2,46} 25,20 23,16
0,125 12,5 20 295 (59) * 0,75 (15) * 0,80 (18) * 4,50 (90) * 89 2,00 {2,111} 7,58 5,63 78,0
0,125 25,0 20 180 (32) * 0,40 (08) * 0,20 (04) * 2,20 (44) * 39 2,03 {2,35} 4,10 2,05 91,0
0,125 50,0 20 0,85 (17) * 0,20 (04) * 0,15 (03) * 1,20 (24) * 24 2,24 {13,00} 2,15 0.1 99,5
mwh/TM3
0 0 20 0,25 (05) 0,00 (00) 0,25 (05) 5 1,40 0,51
0,125 0 20 1,15 (23) 0,15 (03) f 1,30 (26) 26 1,72 {1,80} 2,56 2,05
0,125 12,5 20 0,50 (10) * 0,06 (O1) i 055 (11 * 11 1,45 {1,50} 1,13 0,61 70,0
0,125 25,0 20 0,40 (08) * 0,00 (00) * 0,40 (08) * 8 1,25 {1,00} 0,82 0,31 84,0
0,125 50,0 20 0,35 (07) * 0,25 (05) + 060 (12) * 12 2,17 {2,71} 1,23 0,72 65,0

®Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1995):Teste U - Mann, Whitney: * = reducéo estatisticamente significativa

(comparado com o controle doxorrubicina 0,22mM). Niveis de significancia « = § = 0,05.
®|ncluindo manchas simples fir3 raras.

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

dFreqi]éncias de clone por mosca dividido pelo nimero de células analisadas por mosca (48.800).

®Calculado de acordo com Abraham (1994): (DXR - DXR associado ao PVM/ DXR) x 100.

prenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador

TM3 n&o contém o gene mutante flr3.

|3



Tabela 4. Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos de D. melanogaster, dos cruzamentos padrao e alta
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bioativagdo metabolica, pré-tratados com polivitaminico e polimineral (PVM) em trés diferentes doses e porteriormente tratados com DXR (0,22mM)

Manchas por individuo (N° de manchas) diag. Estatistico?

Tratamento Média das Freqliéncia de clones
classes de tam. (10° células)’
DXR PVM N°de Pequenas simples Grandes simples Gémeas Total Manchas  clones mwh®
(mg/mL) (mg/mL) moscas  (1-2 cels)® (>2 cels)® mwh® (1) Corrigida pelo  Inibigao®
Observada controle %
Cruzamento ST
0 0 20 0,50 (10) 0,00 (00) 0,00 (00) 0,50 (10) 10 1,10 1,02
0,125 Q 20 4,85 (97) 2,35 (47) 1,85 (37) 9,05 (181) 179 2,29 {2,38} 14,75 13,73
0,125 12,5 20 1,40 (28) * 1,45 (29) * 2,35 (47) ™ 5,20 (104) * 98 2,98 {3,38} 5,84 4,82 60,0
0,125 25,0 20 1,20 (24) * 0,60 (12) * 0,60 (12) * 2,40 (48) * 47 2,31 {2,77} 3,69 2,66 75,0
0,125 50,0 20 1,30 (26) * 0,35 (07) * 0,45 (09) * 2,10 (42) * 42 2,15 {2,61} 3,38 2,36 77,0
Cruzamento HB
0 0 20 1,10 (22) 0,15 (03) 0,00 (00) 1,25 (25) 25 1,68 2,56
0,125 0 20 2,60 (52 2,10 (42) 1,65 (33) 6,35 (127) 126 2,50 {2,80} 9,63 7,07
0,125 12,5 20 385 (77)™ 1,75 (35) ™ 1,35 (27) ™ 6,95 (139) ™ 138 2,19 {2,33} 11,48 8,91
0,125 25,0 20 2,50 (50) ™ 1,10 (22) * 0,40 (08) * 4,00 (80) * 77 2,38 {2,74} 7,38 4,82 32,0
0,125 50,0 20 1,50 (30) * 0,65 (13) * 0,40 (08) * 2,55 (51) * 48 2,40 {3,39} 4,41 1,84 74,0

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

®|ncluindo manchas simples fir3 raras.

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

dFrequéncias de clone por mosca dividido pelo nimero de células analisadas por mosca (48.800).

®Calculado de acordo com Abraham (1994): (DXR - DXR associado ao PVM/ DXR) x 100.

'Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador
TM3 ndo contém o gene mutante fIr3.
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