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1. INTRODUCAO

1.1. Mutacéo e ciancer

A origem de um cancer inicia-se com um descontrole dos mecanismos
intrinsecos que regulam a divisdo celular, fazendo com que uma célula se torne
habilitada em se dividir mais rapidamente em relagdo as adjacentes (Jones, 1986;
Gonzalgo e Jones, 1997).

O desenvolvimento de um céncer geralmente envolve muitas etapas, cada qual
governada por multiplos fatores, alguns dependentes da constituigio genética do
individuo, outros dependentes do ambiente e do estilo de vida. Portanto, por mudanga
do ambiente ou habitos, devemos, em principio, ser capazes de reduzir drasticamente
nossa chance de desenvolver quase todos os tipos de cancer (Alberts et al., 1997).

Canceres, como regra geral, resultam da ocorréncia de vdrios acidentes
independentes em uma célula com efeitos cumulativos. H4, entretanto, alguns agentes
excepcionalmente carcinogénicos que aumentam a probabilidade de tornar os eventos
criticos para o desenvolvimento do cancer, a ponto de serem virtualmente certos
(Alberts et al., 1997).

Alguns desses carcindgenos atuam diretamente na célula alvo. Muitos outros sio
efe?tivos somente apos terem sido modificados para uma forma mais reativa através de
processos metabolicos — especialmente por um conjunto de enzimas intracelulares
conhecidas como citocromo oxidases P-450. Essas enzimas normalmente ajudam a
conversio das toxinas ingeridas e materiais lipidicos soliveis estranhos, em compostos
inécuos e facilmente excretaveis, mas essas falham nesta tarefa com certas substéncias
convertendo os mesmos em carcinégenos. Embora os carcindgenos quimicos

conhecidos sejam muito diversificados, a maioria possui pelo menos uma propriedade

em comum — causam mutagdes (Alberts et al., 1997).
Assim. o desenvolvimento de um céncer ¢ considerado como sendo um processo
2

que envolve miltiplos estagios, no qual o evento mutacional ¢ um dos mais importantes

(Bronzetti ef al.,1996).



O corpo de um animal pode ser visto como uma sociedade ou um ecossistema,
cujos membros individuais sdo as células, que se reproduzem por divisdo celular e s3o
organizadas em conjuntos colaborativos ou tecidos. O organismo sadio € uma sociedade
muito peculiar, onde a regra é o auto-sacrificio, onde todas as linhagens de células
somdticas sio comprometidas com a morte, ndo deixam progénie, mas dedicam sua
existéncia para o suporte as células germinativas que, por si, t€m a chance de viver
(Alberts et al., 1997).

Para o corpo de um individuo a célula somitica € um clone ¢ o seu genoma ¢ o
mesmo das células germinativas. Pelo seu auto-sacrificio em favor das células
germinativas, as células somaticas ajudam a propagar cOpias de seus proprios genes.
Assim, as células de um organismo multicelular sio comprometidas para a colaborag&o.
Qualquer mutagdo que dd origem ao comportamento egoista por membros individuais
da cooperativa ird colocar em risco o futuro de todo o empreendimento. Mutagio,
competigo e selegdio natural operando dentro da populagéio de células somaticas séo os
ingredientes basicos do céncer que ¢ uma doenga na qual células individuais mutantes
iniciam sua prosperidade a custa de seus vizinhos, mas no final destréi toda a sociedade
celular e morre (Alberts et al., 1997).

Mutagdo é toda alteragfio do material genético de uma célula que néo resulta de
segregacio ou recombinagdo. Quando nfio ¢ letal para a propria célula ela pode
propagar-se pelo corpo em crescimento (mutagfo somadtica) ou transmitir-se as geragdes
seguintes (mutagdo germinal). A mutacfio pode ser espontdnea ou induzida por agentes
fisicos, quimicos ou bioldgicos. Incidindo sobre células somaticas, pode levar a um
no proprio individuo. Se ocorrer em células germinativas, pode

processo carcinogénico

produzir doengas ou malformagdes nas geracOes futuras (Rabello-Gay, 1991).

Atualmente sabe-se que as alteracdes genéticas podem ser de muitos tipos e

serem induzidas por uma variedade de agentes, por varios mecanismos diferentes,

alguns dos quais sdo parcialmente conhecidos, mas que hd muito ainda para ser

elucidado (Preston, 1995) (apud Corrales, 1997).
Alteragdes a nivel global e mudangas regionais nos padrdes de metilagio do

DNA sdo eventos mais freqtientes conhecidos para ocorrer cancer humano (Gama-Sosa
et al., 1983; Gonzalgo ¢ Jones, 1997).
Células somaticas € germinativas séo similarmente sensiveis a a¢dio mutagénica

de agentes quimioterdpicos em sistemas de mamiferos in vivo e in vitro (Adler et al.,

1994).



Uma das propostas para minimizar esse problema é a associagdo de agentes
genotoxicos com agentes antimutagénicos e anticarcinogénicos (Hartman e Shankel,
1990; Shankel e Clarke, 1990).

O termo “antimutagénico” foi usado originalmente por Novick e Szilard em
1952 (in Liviero ¢ von Borstel, 1996) para descrever os compostos que reduzem a
freqiiéncia ou a taxa de mutagdes espontdneas ou induzidas, independentemente dos
mecanismos de prote¢do envolvidos. O termo “anticarcinogénico” também é usado no
mesmo sentido geral para os agentes que reduzem ou inibem o desenvolvimento de
tumores (in Antunes, 1997).

Os agentes antimutagénicos podem ser classificados em desmutagénicos e
bioantimutagénicos. Os desmutagénicos sdo aqueles que inativam os agentes
mutagénicos, pela inibigdo das enzimas metabolicas ou previnem a interagio do
mutigeno com o DNA. Os bioantimutagénicos sdo aqueles que reduzem os efeitos
genotoxicos por meio da modulagdo de mudangas celulares envolvidas nos mecanismos
de reparo do DNA danificado (Kada et al., 1982).

A dieta humana contém uma grande variedade de agentes mutagénicos e
carcinogénicos, assim como muitos agentes antimutagénicos e anticarcinogénicos
naturais (Ames, 1983). O conhecimento atual nesta drea de pesquisa comegou a se
desenvolver com a identificacio de vdrias substincias antimutagénicas presentes na
dieta, uma vez que muitos suplementos alimentares sfo indicados para diminuir os
efeitos colaterais desconfortantes da quimioterapia. Muitos desses suplementos
alimentares sio também ricos em agentes antimutagé€nicos e podem afetar a eficacia
biolégica das drogas antitumorais (Gentile ez al., 1998).

Tem sido demonstrado os efeitos antigenotoxicos de diferentes agentes quimicos
presentes na dieta, tais como legumes, verduras, temperos, chas e café (Abraham et al.,
1998), Moringa oleifera (Nepomuceno, 1999), vitaminas e compostos relacionados
(Antunes e Takahashi, 1998; Badr ef al., 1998; Konopacka et al., 1998; Gentile et al.,
1998; Xue et al., 1998; Edenharder et al., 1999; Antunes et al., 2000); agentes
organosulfurosos extraidos de Allium (Guyonnet et al., 2000).

Uma das tentativas para decrescer a taxa de mutagdes espontaneas ou induzidas
nos seres humanos e, subseqiientemente, reduzir a incidéncia de cancer, € a
identificagdo de agentes antimutagénicos e/ou anticarcinogénicos efetivos, e aumentar a

exposicio a esses compostos, especialmente por meio da dieta (Waters er al., 1996).
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Os agentes genotoxicos podem induzir mutagdes bem como recombinag¢des no
material genético. A mosca da fruta Drosophila melanogaster foi um dos primeiros
sistemas experimentais utilizados para avaliar os efeitos mutagénicos e
recombinogénicos de agentes fisicos e quimicos, sendo que esses efeitos podem ser
observados tanto em células da linhagem germinativa como em células somaticas
(Wiirgler, 1991).

Além disso, a Drosophila melanogaster tem sido considerada um organismo
teste ideal para os estudos de genotoxicidade e de antigenotoxicidade de vérios
compostos e misturas (Graf e al., 1998), por possuir um sistema enzimético semelhante
ao dos mamiferos, que permite o metabolismo de agentes xenobioticos (Barrs, 1980;
Hillstrom ef al., 1984), e por ser um organismo pequeno, de fécil manutencio, tempo de
geracdo curto, de grande progénie, e baixo nimero de cromossomos (Graf et al., 1984);
além de ser um ensaio sensivel e barato capaz de detectar uma grande variedade de
genotoxinas (Wiirgler e Vogel, 1986).

Graf et al. (1984) desenvolveram um teste de curta duragfo (Somatic Mutation
And Recombination Test - SMART) para a detecgdo de diferentes tipos de manchas
mutantes (simples ou gémeas) que podem ser resultantes tanto de mutagdo, dele¢do ou
recombinagio somatica, ocorridas no cromossomo n° 3 de Drosophila melanogaster.

il



1.2. Teste para deteccio de mutacdes e recombinacdes somaiticas (Somatic
Mutation And Recombination Test - SMART) em células de asas de D.

melanogaster

O teste da mancha da asa é baseado na indugfio de manchas mutantes (clones)
que surgem a partir da perda da heterozigose de células em desenvolvimento, as quais
sdo heterozigotas para um gene recessivo marcador, presente nas células das asas das
moscas (Guzméan-Rincon e Graf, 1995; Frei e Wiirgler, 1996).

O ensaio in vivo com a mosca da fruta Drosophila melanogaster pode ser visto
como uma ponte de ligagdo entre sistemas testes de genotoxidade em microrganismos in
vitro e mamiferos in vivo (Frei e Wiirgler, 1996).

Para a realizagio deste teste s3io utilizadas trés linhagens mutantes de
Drosophila melanogaster: 1) Linhagem multiple wing hairs (mwh), que possui um gene
mutante (mwh) no cromossomo n° 3 (3-0,3) em condigéio homozigota, que corresponde
a um mutante recessivo que determina que as células da asa apresentem trés ou mais
pélos, no lugar de um; 2) Linhagem flare-3 (1), que possui um gene mutante marcador
recessivo em hemizigose (ﬂr3) no cromossomo n° 3 (3-38,8), que afeta os pélos das
células da asa, modificando-os, parecendo uma chama (Guzman-Rincén ef al., 1994); 3)
Linhagem ORR; flare-3 (ORR; ﬂr3), construida por Frolich e Wiirgler (1989), que
possui um gene marcador recessivo em hemizigose (fIr*) no cromossomo n° 3 (3-38.,8),

que afeta os pélos das células das asas, modificando-os, parecendo uma chama, ¢ um
cromossomo n° 2, transferido de uma linhagem selvagem Oregon R (ORR), resistente
ao DDT (Dapkus ¢ Merrel, 1977). Esta linhagem “ORR; flare-3” ¢ caracterizada por um
aumento na atividade de enzimas P-450 (Hallstrom e Blanck, 1985; Guzmén-Rincén e
Graf, 1995). A ativagio de promutagenos e de pro-carcindgenos ¢ realizada pelas
enzimas citocromo P-450, que consiste de varias formas de isoenzimas que tém a
capacidade de metabolizar uma variedade de substratos (Frolich e Wiirgler, 1989).
Garcia Bellido ¢ Dapena (1974) e Lindsley e Zimm (1992) apresentam informagGes
detalhadas sobre os marcadores genéticos acima descritos (apud Corrales, 1997).

O gene ﬂr3 das linhagens “flare-3” e “ORR; flare-3” € letal em homozigose.
Assim sendo, ambas linhagens possuem 0 gene fIr* em hemizigose, sendo que o

cromossomo homologo, balanceador (TM3, Bd®), apresenta inversdes multiplas (Graf et

al., 1984) (apud Corrales, 1997).



O SMART para detecgdo de manchas mutantes nas asas de Drosophila

melanogaster ¢ realizado por meio de dois cruzamentos:

1. Cruzamento padrdo (ST - Standard cross): Fémeas virgens da linhagem “flare-3”

sdo cruzadas com machos “multiple wing hairs” (Graf er al., 1989).

2. Cruzamento de alta capacidade de bioativa¢do metabolica (HB - High bioactivation

cross): Fémeas virgens da linhagem “ORR-flare-3” sdo cruzadas com machos

“multiple wing hairs” (Graf ¢ van Schaick, 1992).

Destes cruzamentos sdo obtidos dois tipos de descendentes: marcador trans-
heterozigoto (MH), e balanceador heterozigoto (BH). As larvas, de ambos gendtipos,
sdo tratadas com diferentes concentragdes do agente quimico a ser testado.

A escolha das condi¢des Otimas de tratamento (concentragdio dos compostos,
duragfio do tratamento e a idade das larvas no tratamento) ¢ essencial (Graf et al., 1990).

Nos adultos emergentes MH as manchas mutantes aparecem como manchas
simples, apresentando o fenétipo “mwh” ou “flare” ou manchas gémeas (“mwh/flare”).
Essas manchas mutantes podem ser induzidas por diferentes mecanismos genéticos, tais
como mutagio, delegdo ou recombina¢do somatica (Haynie e Bryant, 1977, Graf et al,,
1984). A Figura 1 mostra fotomicrografia de pélo normal. A Figura 2 mostra
fotomicrografias de pélos miltiplos e flare.

Nos adultos emergentes BH as manchas mutantes aparecem apenas como
manchas simples do tipo “mwh”, devido & presenca do cromossomo balanceador, que
apresenta inversdes multiplas, o que faz com que todos os eventos recombinacionais
sejam eliminados, fazendo com que a freqliéncia de manchas seja consideravelmente

reduzida (Graf et al., 1984).
Assim sendo, nos descendentes BH apenas os eventos mutacionais levam a

formacéo de manchas mutantes.
Durante a andlise & registrado o nimero de manchas, assim como o tipo e o

nimero de pélos mutantes existentes em cada mancha.
A Figura 1 mostra uma fotomicrografia de pélos normais. A Figura 2 mostra

fotomicrografias de pélos multiplos ¢ pélos flare.



o
Figura 1. Fotomicrografia mostrando pélos normais (Cortesia do Dr. Ulrich Graf, do )i
/

Instituto de Toxicologia — Universidade de Ziirich, Schwerzenbach, Suiga).

G

Figura 2. Fotomicrografias mostrando pélos multiplos (A) e pélos flare (B) (Cortesia do

Dr. Ulrich Graf, do Instituto de Toxicologia — Universidade de Ziirich, Schwerzenbach,

Suica).



1.3. A doxorrubicina

A quimioterapia citotdxica é rotineiramente utilizada no tratamento do céncer e

tem sido um importante fator no aumento na taxa de sobrevivéncia de alguns tipos dessa

doenga. Diferentes agentes quimioterapicos sdo disponiveis, com diferentes modos de

acdo. Alguns causam efeitos toxicos diretos, sendo que muitos, se ndo todos, sdo
mutagénicos e carcinogénicos (Ferguson e Pearson, 1996; Gentile et al., 1998).

O paradigma dos agentes citotoxicos anticdncer € uma antraciclina chamada
doxorrubicina (DXR) (Lown, 1993), também conhecida como adriamicina (Doroshow e
Davies, 1986). A DXR é um dos principais agentes anti-tumorais disponiveis para uso
clinico. Além de se intercalar a >m01écula de DNA, esta droga gera radicais livres
(Antunes e Takahashi, 1998).

Alguns trabalhos demonstram que a DXR pode ser inativada quando submetida
A luz visivel, sendo que a taxa de inativagéio € dependente do meio ou veiculo em que se
encontra (Le Bot et al., 1988).

Uma revisiio sobre a descoberta das antraciclinas e a elucidagfo de seus vérios
mecanismos de agdo, assim como os esfor¢os para melhorar sua eficicia terapéutica séo
apresentados por Lown (1993).

A DXR é um quimioterapico com potente atividade contra uma ampla série de
neoplasias malignas humanas, incluindo leucemia aguda, linfoma do tipo “non-
Hodgkins”, cAncer de mama e sarcomas (Young ef al., 1981 e Guano et al., 1999) (apud
Antunes, 1997).

Reactes de superoxidos com antraciclinas in vivo desempenham um papel
importante na atividade antitumoral e/ou na etiologia dos efeitos toxicos colaterais dessa
classe de drogas (Nakazawa et al., 1985).

O uso clinico da DXR ¢ limitado pela sua cardiotoxicidade, que pode ser devida
a0 seu metabolismo pelas enzimas NADH dehidrogenases mitocondriais cardiacas
(citocromo ¢ redutase, EC1.6.99.3), que catalizam a redugfio do ferricitocromo ¢ a
ferrocitocromo ¢ pela NADH (Thornalley ef al., 1986).

A degenerago mitocondrial é uma alteragdio morfologica associada a toxicidade
da adriamicina, a qual pode ser conseqiiéncia de dano peroxidativo aumentado pela
adriamicina nos lipidios insaturados da membrana mitocondrial (Mimnaugh er al.,

1985).



Tem sido demonstrado, ainda, que as injurias as mitocOndrias cardiacas,
produzidas pelas antraciclinas, podem contribuir para o potencial metastésico
(Doroshow e Davies, 1986).

Embora preferencialmente citotoxica em linhagens tumorais, a DXR também
afeta os tecidos normais (Berlin e Haseltine, 1981) (apud Antunes, 1997).

Tem sido demonstrado que a adsor¢do da DXR leva a necrose da pele e a
significante morbidade. No entanto, seqiiestradores de radicais livres, como o DMSO e
o 4cido ascorbico sdo capazes de diminuir a incidéncia de tlceras na pele, induzidas

pela DXR e pode diminuir significantemente a morbidade associada com a adsorgdo de

DXR (Hajarizadeh et al., 1994).
Fujita et al. (1982) examinaram os efeitos do AA na redugéo da toxicidade da

DXR em camundongos e cobaias. Verificaram que o AA ndo teve efeitos sobre a
atividade antitumoral da DXR em camundongos inoculados com células leucémicas
L1210, porém prolongaram significativamente a vida de camundongos e cobaias
tratadas com DXR.

Os efeitos genotoxicos da DXR foram extensivamente investigados em pacientes
submetidos ao tratamento quimioterapico (Boucher ef al, 1993), em linfocitos de
doadores saudédveis em cultura (Vig, 1971) e em linhagens celulares de mamiferos
(Bean et al, 1992). Estes estudos mostraram que a DXR induziu aberracdes
cromossdmicas em linfocitos humanos e em células de ovario de hamster Chinés in
vitro (Vig, 1971; Drewinko e Gottlieb, 1973; Yu ef al., 1994) e em células da medula
6ssea de camundongos in vitro (Larramendy ef al., 1980; Dulout et al., 1981; Bean et
al., 1992); causou lesdes no DNA nas linhagens de leucemia de roedores P388 ¢ L1210,
por meio da estabilizagdo de um complexo com o DNA Topoisomerase II (Ross ef al.,
1979; Goldenberg et al., 1986; Zunino et al., 1980); provocou a formagfo de aductos na
molécula de DNA (Phillips es al, 1989) e mutagdes em sistemas de células de
mamiferos, de Xenopus e em bactérias (Rosselli ef al., 1990; Risley e Phorenec, 1991;
Anderson et al., 1993; Helbig et al., 1994; Péres-Chiesa et al., 1994) (apud Antunes,
1997).

A DXR ¢ capaz de interagir com vdrios componentes celulares e apresenta
multiplos efeitos biologicos ¢ bioquimicos, tais como: a) intercalagio no DNA
provocando a alteragdo da estrutura tridimensional da molécula de DNA e diminuindo a
especificidade de ligagdo das DNA e RNA Topoisomerase II; b) ligacio com o DNA e

estabilizagio de um complexo ternario DXR-4cidos nucléicos-DNA Topoisomerase II;
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c) interagdo com as camadas de fosfolipideo da membrana celular e, d) formacéo de
radicais livres intracelulares gerados pelo grupo quinona da DXR (Sinha et al, 1987;

Bodley e al., 1989; Cummings et al., 1992) (apud Antunes, 1997).

1.4. As topoisomerases

O agente antitumoral DXR estimula a quebra da dupla-hélice de A4cidos
nucléicos isolados de Drosophila. A cisio do DNA € geralmente feita por produtos

endégenos de topoisomerase II (Udvardy et al., 1986).

O complexo SDS/DNA topoisomerase induz clivagem do DNA e a enzima do

- complexo se liga covalentemente no terminal fosfato do DNA cortado. Ha sitios

especificos hipersensiveis localizados na posi¢do 5’ e 3 da histona H4. Preliminarmente

a topoisomerase do tipo II é a principal responsavel pela clivagem do DNA

(Villeponteau, 1989).
Os sitios de quebra da topoisomerase II de Drosophila sfo dreas especificas de

ligacdo com DNA (Lee et al., 1989).

Em contraste com inibidores citotéxicos da Topoisomerase II (acridinas,
epipodofilotoxinas), as antraciclinas produzem complexo de clivagem do DNA
permanente. Isto & mais evidente com derivados de doxorrubicina do que com derivados
de daunorubicina (Zunino e Capranico, 1990).

A acdo citotoxica das antraciclinas pode ser o resultado de uma interacio do
nivel, persisténcia e localizagdo gendmica da quebra do DNA mediada pela
topoisomerase 11 (Binaschi ez al., 1997).

A alteragiio do estado topoldgico de genes por meio de inibidores de DNA
topoisomerase 11, impede sua expressdo fenotipica tanto in vivo como in vitro. (Preston
e White, 1990).

Nem todos os inibidores de topoisomerase sdo genotoxicos em Drosophila

melanogaster ¢ induzem manchas na asa (Ferguson e Baguley, 1994; Ralph et al,

1994).
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De acordo com Leteurtre ef al. (1994), a metilagdo do DNA também pode ter
profundos efeitos na atividade das topoisomerases e pode alterar a distribuicio de sitios
de quebra, na cromatina, produzidos por drogas anticincer.

Ha regides estruturais no DNA que estdo envolvidas no funcionamento do
complexo topoisomerase II/DNA. Tais regides fazem mediagéo de reagdes de clivagem
e reassociagdo do DNA (Solovyan e Andreyev, 1995).

A clivagem do DNA, pela agdo da DNA topoisomerase II, se realiza pela
interacio quimica entre trés regides da dupla hélice e a enzima. (Alsner et al., 1996).

Borde e Duguet. (1996) demonstraram que existem sitios de clivagens droga-
dependente para a topoisomerase II no DNA ribossomal extracromossomal do eucarioto
inferior Physarum polycephalum, durante a metafase de mitose, sugerindo um papel
para a topoisomerase II na segregagio de microcromossomos no DNA ribossomal. A
estrutura da cromatina também mostra um papel determinante nos sitios de interagfio da

topoisomerase II com o DNA in vivo.
Ha diferentes modos de agfo entre os inibidores de topoisomerase (Frei e

Wiirgler, 1996).
O padrfio do sitio para clivagem, mediada pela topoisomerase II, foi determinado

em 830 kb do DNA clonado a partir do cromossomo X de Drosophila (Miassod ef al.,
1997).

Compostos que interferem na agdo da topoisomerase podem ser divididos em
duas categorias, baseadas no mecanismo de agdo da droga: veneno e inibi¢fio catalitica.
(Capranico et al., 1997).

Compostos antitumores de pequenos pesos moleculares podem ter uma methor
habilidade em se ligar em interfaces Proteina/DNA, constituindo sitios especificos
gendmicos para ligagdo de drogas (Capranico et al., 1997).

Estudos demonstram que vérias formas de danos espontdneos no DNA

estimulam clivagem mediada pela topoisomerase II de Drosophila. Trés tipos de lesdes

(efeitos de sitios apurinicos, sitios apirimidicos e residuos deaminados de citosina)

atuaram como venenos da alfa topoisomerase II humana, estimulando clivagem do

DNA (Kingma et al., 1995; 1997a; 1997b; 1998).
Agentes quimicos capazes de interferir com DNA topoisomerase II sfio muito
difundidos na natureza, e alguns deles tém eficdcia clinica como antitumor ou droga

antibacteriana. Drogas que tem commo alvo a DNA topoisomerase I podem ser divididas

em duas categorias: venenos € inibidores cataliticos. Os venenos atuam estimulando a
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quebra da topoisomerase; atuam assim, apresentando um padrfio “droga especifica”
(Capranico e Binaschi, 1998).

Yoon et al. (1998) demonstraram quebras de regides repetitivas do DNA
telomérico por topoisomerase II somente quando associada a etoposide, tanto em
sistemas in vivo, como in vitro, em células HeLa. De acordo com esses autores, podem
existir sitios de quebra a cada 6 pares de bases S’TTAGG*G3’ (sitio de quebra marcado
por um asteristico).

As principais conclusdes sobre a preferéncia de agdo dos sitios da topoisomerase
até 1998 sfo os seguintes: i) os sitios da topoisomerase estdo localizados préximos das
origens de replicagdo e terminagdo onde teriam um papel na formagfo das moléculas
filhas do DNA e sua agfo na iniciagdo da replicagdio; ii) sitios de Topoisomerase II sdo
achados na regidio promotora de alguns genes, mas eles parecem estar relacionados a um
estado de condensagio da cromatina nesta regido, antes da transcrigdo; iii) sitios de
topoisomerase apresentariam um papel de ancoradouro nas algas da cromatina ¢ ou na

topologia de cada alga cromatinica (Borde e Duguet, 1998).

1.5. A vitamina C (4cido ascérbico - AA)

As vitaminas sdo micronutrientes definidos como um grupo de compostos
orginicos que s30 necessdrios, em pequenas quantidades, para a manutencfio das
funges vitais dos organismos. Essas vitaminas sdo classificadas em lipossoliiveis ou

hidrossolaveis. As lipossoluveis (A, D, E e K) sfio armazenadas principalmente no

figado e podem ser acumuladas a niveis toxicos para o corpo. As vitaminas
hidrossoliveis (C e B) geralmente pdo sdo armazenadas e devem ser obtidas

diariamente da dieta (Keith, 1989). O acimulo de evidéncias dos efeitos benéficos das

vitaminas sobre a satide ¢ a identificagdo da quinta fase, relacionada as propriedades
antimutagénicas € anticarginogénicas das vitaminas C, E e A (Machlin, 1992). Além
disso, essas vitaminas sdo consideradas excelentes agentes antioxidantes, capazes de
seqiiestrar os radicais de oxigénio livres com grande eficiéncia (apud Antunes, 1997).

A definicdo mais abrangente de um agente antioxidante € qualquer substancia

que, quando presente cm baixas concentragdes comparada aquelas do substrato
b
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oxidante, atrasa ou inibe a oxidagdo do substrato de maneira eficaz (Sies e Stahl, 1995)
(apud Antunes, 1997).

Os compostos antioxidantes como as vitaminas C, E ¢ A sfo capazes de
restringir a propagagdo das reagdes em cadeia iniciadas pelos radicais de oxigénio
livres, os quais sfo formados pelos processos metabSlicos ou como resultado da
exposigdo aos fatores ambientais (Shamberger, 1984). Ao lado da sua importancia
biologica, algumas vitaminas tém apresentado efeitos protetores contra as lesdes
induzidas pelos agentes citostdticos, bem como atividade carcinogénica de radiac¢Ges
ionizantes ou agentes quimicos em sistemas experimentais (Fujita e al., 1982; Gebhart
et al, 1985; Ushakova et al, 1996) (apud Antunes, 1997), assim como aumenta a
sobrevivéncia de larvas de insetos submetidos a a¢do de radicais livres (Bruins ef al.,
1997).

A vitamina C (4cido ascorbico - AA) € geralmente consumida em grandes doses
pelos seres humanos, sendo adicionada a muitos produtos alimentares para inibir a
formagio de metabolitos nitrosos carcinogénicos (Stich e al., 1979). Essa vitamina &
absorvida da dieta de forma rdpida e eficiente por um processo dependente de energia.

Portanto, o consumo de altas doses pode aumentar a concentragdo da vitamina C nos

tecidos e no plasma sangiiineo (Linder, 1991) (apud Antunes, 1997).

e st s e 0 s s St o o o
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2. OBJETIVOS

A doxorrubicina (DXR) ¢ um antibidtico, da classe das antraciclinas,
considerado como o paradigma dos agentes antineoplasicos, atualmente disponiveis
para o uso clinico. Além de intercalar-se na molécula do DNA, esse antibidtico gera
radicais livres de oxigénio. Agentes antioxidantes, como a vitamina C (4cido ascorbico
— AA), podem proteger as células e os tecidos normais dos danos provocados pelos
radicais livres, sem interferir com a citotoxidade da DXR sobre as células neoplasicas.
A DXR é instavel quando exposta & energia luminosa.

O teste para detecgdo de mutagdes e recombinagdes somdticas em células de asas
de Drosophila melanogaster ¢ considerado um importante instrumento na detecgfio de

agentes mutagénicos e antimutagénicos.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos:

» Avaliar os efeitos genotdxicos do acido ascdrbico e da DXR, isoladamente, em
b

células de asas de Drosophila melanogaster.

= Investigar os efeitos moduladores do acido ascorbico quando associado 3 DXR

em células de asas de Drosophila melanogaster, na presenca e na auséncia da

luz.



15

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Agentes quimicos

* Cloridrato de doxorrubicina (DXR) [(85-cis) -10 - [(3 — Amino -2, 3, 6 — trideoxi - o
- L - lixohexapiranosil) oxil] — 7, 8, 9, 10 — tetrahidro - 6, 8, 11 — trihidroxi - 8
(hidroxiacetil) — 1 — metoxi - 5, 12 - naftacenodiona], P. M. 543,5; F. M. C;7H;9-N-
0;,.HCI; CAS 23214-92-8 (Figura 3), conhecida comercialmente com os nomes de

Adriblastina® e Doxina®.

»  Adriblastina®, distribuida sob a forma liofilizada pela Pharmacia S.p.A., Mildo —
Italia, importada e distribuida por Pharmacia Ind. Com. Ltda., Duque de Caxias, RJ,

Brasil. Cada frasco contém: 10 mg de doxorrubicina HCI; 1,0 mg de metilparabeno

e 50 mg de lactose).

*  Doxina®, distribuida sob a forma liofilizada pelo Eurofarma Laboratdrios Ltda., Sdo

Paulo, SP, Brasil. Cada frasco contém: 10 mg de cloridrato de doxorrubicina

liofilizado.

O OH
i COCH OH
Q0L J=
OCH, 8 OH H

H
H

NH, W

NH, H

Figura 3. Férmula estrutural do cloridrato de doxorrubicina.
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= Acido ascorbico (vitamina C) - P.M. 186,13; CAS 50-81-7; Fluka — Suica.

* Etil carbamato (NH,COOCH,CHj, CAS N° 51-79-6, P. M. 89,10) (uretano - URE),
(Fluka AG, Buchs, Suiga).

Todas as solugdes foram preparadas com agua destilada estéril imediatamente antes

do uso.

3.2. Agente fisico

Energia luminosa emitida por limpada Osram, com fluxo luminoso de 2.700

Lumens, a uma distancia de 2 metros da fonte.

3.3. Teste para detec¢io de mutacdes e recombinacdes somaticas (Somatic

Mutation And Recombination Test - SMART) (Graf et al., 1984)

O teste para detecgdo de mutagdes € recombinagdes somaticas em células de asas

de Drosophila melanogaster foi desenvolvido por Grafet al. (1984).

3.3.1. Linhagens mutantes de Drosophila melanogaster:

»  “Multiple wing hairs” (mwh), com constitui¢do cromossdmica y, mwh jv.

= “Flare-3 (fIr’ ), com constituigdo genética fIr” /In(BLR)TM3, i pP sep I(3)894a bx’*
e Bd.
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* “ORR; flare-3” (ORR; fIr’), com constituigdo genética ORR; fIr’ /In(3LR)TM3, ri o
sep 1(3)894a bx’* ¢ Bd'.

As linhagens mutantes foram mantidas em frascos de % de litro contendo meio
de cultura para Drosophila melanogaster (820 ml de agua, 25 g de fermento de padaria

(Sacaromyces cerevisae), 11 g de 4gar, 156 g de banana, 1 g de nipagin).

3.3.2. Cruzamentos entre as linhagens mutantes

Cruzamento padriio (ST - “Standard Cross”) (Graf et al., 1989):

3de

Fémeas fIr° /In(3LR)TM3, ri P sep 1(3)894a bx’* e B cruzadas com machos

mwh/mwh.

Cruzamento de alta capacidade de bioativaciio (HB - “High Bioactivation Cross”)

(Graf e van Schaick, 1992):

34e

Fémeas ORR; ﬂr3 /In(3LR)TM3, ri PP sep 1(3)894a bx™™° e Bd’, cruzadas com

machos mwh/mwh.

De ambos cruzamentos sdo obtidos dois tipos de descendentes: marcador trans-

hétdrozigoto (MH: mwh +/ + 11r), e balanceador heterozigoto (BH: mwh +/ TMS, By,
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3.4. Procedimentos

A coleta de ovos foi realizada por 8 h em frascos contendo uma base

solida de dgar (4% de 4gar em 4gua), e uma camada de fermento com agucar. Apos 72 +
4 h, as larvas de ambos gendtipos, emergentes destes cruzamentos foram retiradas por
lavagem em 4gua corrente, coletadas em peneira de malha fina e transferidas para

frascos contendo 1,5 g de meio de puré de batata (Yoki Alimentos S.A) e 5,0 ml de

diferentes concentragdes dos agentes teste.
As moscas adultas emergentes foram coletadas e fixadas em etanol 70%.

3.5. Montagem de asas

As asas foram estendidas e fixadas, sobre ldminas secas, com solugdo de Faure

(30 g de goma ardbica, 20 ml de glicerol, 1,5 g de hidrato de cloral, e 50 ml de 4gua
destilada) e colocadas para secar em placas aquecedoras (40° C) por 24 h. Apés esse
periodo as laminas foram montadas com laminulas, em solu¢do de Faure. Sobre a

laminula foi adicionado um peso de metal (aproximadamente 400 g), para que as asas

ficassem com a superficie plana, e deixado secar por 48 h.

3.6. Anailise de lAminas

A andlise das laminas foi realizada em microscépio 6ptico de luz (objetiva 40X),

Foram registrados o nimero ¢ 0s tipos de manchas encontradas (simples ou gémeas),

assim como o tamanho das mesmas, e a posi¢do em que se encontravam na asa.
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3.7. Anilise estatistica

Para avaliar os efeitos genotéxicos do cloridrato de doxorrubicina e da vitamina
C, quando empregados isoladamente, as freqliéncias de manchas por asa das séries
tratadas foram comparadas com o controle negativo (dgua destilada estéril). Duas
hipéteses alternativas foram usadas para distinguir entre as possibilidades de um
resultado positivo, inconclusivo ou negativo. Na hipdtese nula foi assumido que ndo hd
diferenca na freqiiéncia de mutagdes entre o controle e a série tratada. A hip6tese
alternativa postula a priori que o tratamento resulta em um aumento na freqiiéncia de
mutagdes que € m vezes maior que a freqiiéncia espontdnea. Para testar contra as
hipoteses foi aplicado um teste binomial condicional, de acordo com Kastenbaum e

Bowman ou teste do X para propor¢des (Frei e Wiirgler, 1988).
Para a andlise estatistica de antigenotoxicidade das séries tratadas com Aacido

ascorbico associado a doxorrubicina, as freqiiéncias de manchas por mosca foram
comparadas aos pares (ex. controle negativo (dgua) versus acido ascérbico; controle

positivo (DXR) versus 4cido ascorbico + DXR) usando o feste —U ndo paramétrico, de

Mann, Whitney ¢ Wilcoxon , de acordo com Frei e Wiirgler (1995).

3.8. Verificaciio dos efeitos moduladores do dcido ascérbico quando associado ao

cloridrato de doxorrubicina em células somiticas de Drosophila melanogaster,

tratadas na presenga de luz.

Larvas de 72 + 4 h provenientes dos cruzamentos padrio (ST) e de alta

capacidade de bioativagdo (HB) foram transferidas para frascos contendo 1,5 g de puré

de batata (Yoki Alimentos S.A.), aos quais foram adicionados 5 ml de solugio de DXR

(Adriblastina, Pharmacia Ind. Com. Ltda.) (0,1 e 0,2 mg DXR/ml) associados ou niio
com dcido ascorbico (50 e 100 mM AA). Um controle positivo (uretano (URE) 10 mM)

¢ um controle negativo (4gua destilada) foram incluidos em ambos cruzamentos,
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Os tratamentos foram realizados de acordo com o protocolo apresentado na

figura 4.

Ovo Estagio larval (I-I1I) Pupa Adulto
l ] |
| 1 | >
0 24 48 72 120 horas

Co-tratamento

AA +DXR

Figura 4. Protocolo de co-tratamento de larvas de Drosophila melanogaster dos

cruzamentos ST e HB com doxorrubicina (DXR) e 4cido ascérbico (AA), na

presenca de luz.

3.9. Verificagio dos efeitos moduladores do dcido ascérbico quando associado ao

cloridrato de doxorrubicina em células somaticas de Drosophila melanogaster,

tratadas na presenca e na auséncia de luz.

Larvas de 72 + 4 h provenientes dos cruzamentos padrio (ST) e de alta

capacidade de bioativagdo (HB) foram transferidas para frascos contendo 1,5 g de puré

de batata (Yoki Alimentos S.A.), a0s quais foram adicionados 5 ml de solugdo de DXR

(Doxina, Eurofarma Laborat6rios Ltda.) (0,1 mg DXR/mI) associados ou nfo com 4cido

ascorbico (50 e 100 mM AA). Como controle negativo foi utilizada a 4gua destilada
estéril e como controle positivo foi utilizado o préprio cloridrato de doxorrubicina. Cada

tratamento foi feito em duplicata, sendo que um deles foi conservado no escuro e o

outro permaneceu no claro.
Os tratamentos foram realizados de acordo com o protocolo apresentado na

Figura 5.
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Figura 5. Protocolo de co-tratamento de larvas de Drosophila melanogaster dos

cruzamentos ST ¢ HB com doxorrubicina (DXR) e 4cido ascorbico (AA), na

presenga € na auséncia de luz.
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4. RESULTADOS

4.1. Verificacfio dos efeitos moduladores do dcido ascérbico quando associado a0

cloridrato de doxorrubicina em células somdticas de Drosophila melanogaster,

tratadas na presenca de luz.

A Tabela 1 mostra as freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos
descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento padrdo (ST), tratados
isoladamente com diferentes concentragdes de acido ascorbico (AA) (50 ¢ 100 mM) e
doxorrubicina (DXR) (0,1 e 0,2 mg/ml), na presenga de luz.

A DXR, nas concentragdes de 0,1 e 0,2 mg/ml de dgua destilada estéril, induziu
um aumento estatisticamente significativo (P < 0,05) nas freqiiéncias de manchas
pequenas simples, grandes simples, gémeas € no total de manchas, quando comparado

com o controle negativo (4gua destilada estéril).
O AA, nas concentragdes de 50 ¢ 100 mM, ndo foi capaz de induzir aumento

estatisticamente significativo na freqiiéncia de manchas de nenhuma das classes de

manchas. N

o) trole positivo (uretano — URE) induziu aumento estatisticamente
contro

significativo nas freqiiéncias de manchas pequenas simples € no total de manchas,

quando comparado com o controle negativo. No entanto, ndo foi capaz de induzir

aumento estatisticamente significativo na freqiiéncia de manchas grandes simples e

gémeas. h b d
(iénci as mutantes observadas nos
freqiiéncias de manc
A Tabela 2 mostra as

descendentes MH de D. melanogasier do cruzamento padriio (ST), tratados com
cendentes )

associagfio de diferentes concentragdes de acido ascorbico (AA) (50 e 100 mM) e

doxorrubicina (DXR) (0,1 € 0,2 mg/ml), na presenga de luz.

o com AA (50 mM) + DXR (0,1 mg/ml) apresentou uma
O co-tratamento '
diminuicio estatisticamente significativa na freqiiéncia total de manchas mutantes,
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Moscas co-tratadas com AA (100 mM) + DXR (0,1 mg/ml) nfio apresentaram
diminuigdo estatisticamente significativa nas freqiiéncias de manchas mutantes de todas
as classes.

Os co-tratamentos com AA (50 ¢ 100 mM) + DXR (0,2 mg/ml) ndo
apresentaram diminuicdo estatisticamente significativa nas freqiiéncias de manchas
mutantes de todas as classes, quando comparado com o tratado com DXR (0,2 mg/mi).
No entanto, verificou-se um aumento fraco positivo nas freqiiéncias de manchas
mutantes gémeas e no total de manchas, nos tratados com AA (100 mM) + DXR (0,2

mg/ml).
A Tabela 3 mostra as freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos

descendentes BH de D. melanogaster do cruzamento padrdo (ST), tratados isoladamente

- com diferentes concentragdes de dcido ascdrbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina

(DXR) (0,1 e 0,2 mg/ml), na presenca de luz.
Quando comparado com 0 controle negativo (dgua destilada estéril), a DXR (0,1

e 0,2 mg/ml de 4gua destilada estéril) e 0 AA (50 e 100 mM) ndo induziram aumento
estatisticamente significativo nas freqiiéncias de manchas mutantes de nenhuma das
classes, enquénto que o URE (10 mM) induziu aumento estatisticamente significativo
nas freqiiéncias de manchas pequenas simples e no total de manchas, mas néo foi capaz
de induzir aumento estatisticamente significativo na freqiiéncia de manchas grandes

simples.
A Tabela 4 mostra as freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos

descendentes BH de D. melanogaster do cruzamento padrio (ST), tratados com

associagio de diferentes concentragdes de 4cido ascorbico (AA) (50 e 100 mM) e

doxorrubicina (DXR) (0,1 e 0,2 mg/ml), na presenea de luz.

As freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos tratados com associacio de

AA (50 ¢ 100 mM) + DXR 0,1 ¢ 0,2 mg/ml) no diminuiram significativamente

quando comparado com as freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos tratados

com DXR (0,1 e 0,2 mg/ml).

A Tabela 5 mostra as fregiiéncias de manchas mutantes observadas nos
descendentes MH de D. melano
(HB), tratados isoladamente com difer

e 100 mM) ¢ doxorrubicina (DXR) (0,1 ¢0,2m

gaster do cruzamento de alta capacidade de bioativacio
entes concentragdes de acido ascorbico (AA) (50

g/ml), na presenca de luz.
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A DXR, nas concentragdes de 0,1 e 0,2 mg/ml de dgua destilada estéril, induziu
um aumento estatisticamente significativo (P < 0,05) nas freqiiéncias de manchas
grandes simples, gémeas € no total de manchas, quando comparado com o controle
negativo (dgua destilada estéril), enquanto que a freqiiéncia de manchas pequenas
simples aumentou estatisticamente apenas para 0s tratados com DXR 0,1 mg/ml.

O AA, nas concentragdes de 50 ¢ 100 mM, ndo foi capaz de induzir aumento

estatisticamente significativo na freqiiéncia de manchas de nenhuma das classes de

manchas.

O controle positivo (uretano — URE) induziu aumento estatisticamente

significativo nas freqiiéncias de todas as classes de manchas, quando comparado com o

controle negativo (4gua).
A Tabela 6 mostra as freqliéneias de manchas mutantes observadas nos

descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de bioativacdo

(HB), tratados com associagdo de diferentes concentragdes de acido ascorbico (AA) (50

e 100 mM) e doxorrubicina (DXR)

O co-tratamento com AA (50 mM
freqiiéncias de manchas pequenas, grandes

(0,1¢0,2 mg/ml), na presenga de luz.
) + DXR (0,1 mg/ml) apresentou uma

diminuigdo estatisticamente significativa nas

¢ no total de manchas. No entanto, ndo apresentou
qiiéncia de manchas gémeas, quando comparado com o tratado com

diminui¢do estatisticamente

significativa na fre
DXR (0,1 mg/ml).

Moscas co-tratadas com AA (100 mM) + DXR (0,1 mg/ml) ndo apresentaram

a nas freqiiéncias de manchas mutantes de todas

diminui¢fio estatisticamente significatiV
m aumento fraco positivo na freqgiiéncia de

manchas gémeas, quando comparado com 0 tratado com DXR (0,1 mg/ml).
mentos com AA (50 ¢ 100 mM) + DXR (0,2 mg/ml) ndo

estatisticamente significativa nas freqiiéncias de manchas

as classes. No entanto, foi verificado u

Os co-trata
apresentaram diminuigdo

mutantes de todas as classes, quando comparado com o tratado com DXR (0,2 mg/ml).

No entanto, verificou-se um aumento fraco positivo na freqiiéncia total de manchas, nos
tratados com AA (100 mM) + DXR (0,2 m
DXR (0,2 mg/ml).

A Tabela 7 mo
| descendentes BH de D. meld
‘ (HB), tratados isoladamente €O

e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,

g/ml), quando comparado com o tratado com

stra as freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos

nogaster do cruzamento de alta capacidade de bioativac¢o
m diferentes concentragdes de dcido ascorbico (AA) (50

1 e 0,2 mg/ml), na presenca de luz.
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Quando comparado com o controle negativo (4gua destilada estéril), a DXR (0,1
¢ 0,2 mg/ml de dgua destilada estéril) € 0 AA (50 e 100 mM) nfio induziram aumento
estatisticamente significativo nas freqiiéncias de manchas mutantes de nenhuma das
classes, enquanto que o URE (10 mM) induziu aumento estatisticamente significativo
nas freqiiéncias de manchas pequenas simples e no total de manchas, mas néo foi capaz
de induzir aumento estatisticamente significativo na freqiiéncia de manchas grandes
simples.

A Tabela 8 mostra as freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos
descendentes BH de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de bioativagao
(HB), tratados com associagdo de diferentes concentragdes de 4cido ascorbico (AA) (50
e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 e 0,2 mg/ml), na presenga de luz.

As freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos tratados com associagfio de
AA (50 e 100 mM) + DXR (0,1 e 0,2 mg/ml) ndo diminuiram significativamente
quando comparado com as freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos tratados
com DXR (0,1 e 0,2 mg/ml).

No entanto, foi verificado que a freqii€éncia total de manchas mutantes

observadas nos tratados com associagdo de AA (50 mM) + DXR (0,2 mg/ml) aumentou

significativamente quando comparado com 2 freqiiéneia total de manchas mutantes

observadas nos tratados com DXR (0,2 mg/ml).
A Figura 6 mostra as freqtiéncias totais de manchas por mosca, observadas em

asas de Drosophila melanogaster dos descendentes MH e BH do cruzamento padréio

(ST) tratados com agua (controle negativo), AA (50 e 100 mM) e URE (10 mM), na

presenga de luz.
A Figura 7 mostra as freqiiéncias totais de manchas por mosca, observadas em

asas de Drosophila melanogaster dos descendentes MH e BH do cruzamento padriio

(ST) tratados com associagdo de AA (50 ¢ 100 mM) e DXR (0,1 ¢ 0,2 mg/ml de 4gua),

na presenga de luz.
A Figura 8 mostra as freqliéncias totais de manchas por mosca, observadas em

asas de Drosophila melanogaster d
capacidade de bioativagio metabdlica (HB

(50 ¢ 100 mM) e URE (10 mM), na presenca de luz.
A Figura 9 mostra as freqiiéncias totais de manchas por mosca, observadas em

os descendentes MH e BH do cruzamento de alta

) tratados com agua (controle negativo), AA

asas de Drosophila melanogasier dos descendentes MH e BH do cruzamento de alta
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capacidade de bioativacdo metabdlica (HB) tratados com associagdo de AA (50 e 100

mM) e DXR (0,1 ¢ 0,2 mg/ml de 4gua), na presenga de luz.



Tabela 1. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento padrdo (ST), tratados

isoladamente com diferentes concentragdes de acido ascorbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 e 0.2 mg/ml), na presenga de
luz. Experimento 1.

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatist. *

Tratamento Numero Pequenas simples Grandes simples Gémeas Total
(concentracdo) de (1-2 células) (> 2 células)
moscas =2 m=5 m=5 m=2
Controle negativo 20 0,25 (05) 0,20 (04) 0,05 (01) 0,50 (10)
Uretano (10 mM) 20 1,90 (38) + 0,20 (04) - 0,10 (02) 1 2,20 (44) +
AA (mM) + DXR mg/ml)
0+0,1 20 1,25 (25) + 1,20 (24) + 1,60 (32) + 4,05 (81) +
0+0,2 20 1,00 (20) + 1,20 (24) + 0,70 (14) + 2,90 (58) +
50+0 20 0,30 (06) i 0,05 (01) - 0,05 (01) - 0,40 (08) -
100+ 0 20 0,45 (09) i 0,10 (02) - 0,05 (01) - 0,60 (12) i

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

multiplicag@o. Teste do X? para proporgdes, bicaudal. Niveis de significancia: a=p=0,05.

LT
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Tabela 2. Freqtiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento padrdo (ST), tratados com

associagdo de diferentes concentragdes de acido ascorbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 e 0,2 mg/ml), na presenca de luz. 7-
Experimento 1.

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatist. *

Tratamento Ntuimero Pequenas simples Grandes simples Gémeas Total

(concentracdo) de (1-2 células) (> 2 células)

moscas m=2 m=5 m=5 m=2 :

AA (mM) + DXR mg/ml) |
0+0,1 20 1,25 (25) 1,20 (24) 1,60 (32) 4,05 (81) ;

50+0,1 20 0,70 (14) 1 1,10 (22) - 0,75 (15) f+ 2,55 (51) +
100 + 0,1 20 1,50 (30) - 1,40 (28) - 0,70 (14) f+ 3,60 (72) - ; |

0+0,2 20 1,00 (20) 1,20 (24) 0,70 (14) 2,90 (58) ‘

50+0,2 20 0,85 (17) 1 0,90 (18) - 0,50 (10) - 2,25 (45) - i

100 + 0,2 20 0,95 (19) - 1,20 (24) - 1,80 (36) -If+ 3,95 (79) -Nf+

* Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; {¥f+, tratamento

combinado aumenta a freqiiéncia de manchas e o diagnostico estatistico é fraco positivo; m, fator de multiplicagdo. Teste U. Niveis de
significdncia P < 0,05.

8¢C

|

j
-
i

i

i

I




Tabela 3. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes BH de D. melanogaster do cruzamento padrdo (ST), tratados

isoladamente com diferentes concentragdes de acido ascdrbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 e 0,2 mg/ml), na presenga de

luz. Experimento 1.
Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatist. *
Tratamento Numero Pequenas simples Grandes simples Total
(concentragio) de (1-2 células) (> 2 células)
moscas m=2 m=5 m=2
Controle negativo 20 0,55 (11) 0,20 (04) 0,75 (15)
1 ;
P
Uretano (10 mM) 20 1,65 (33) + 0,20 (04) - 1,85 37) + 3
AA (mM) + DXR mg/mi) I
0+0,1 20 0,65 (13) 1 0,20 (04) - 0,85(17) i L
0-+0,2 20 1,10 (22) + 0,15 (03) - 1,25 (25) i
50+0 20 0,30 (06) - 0,00 (00) - 0,30 (00) - ,
100 +0 20 0,15 (03) - 0,05 (01) - 0,20 (04) - B

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

multiplicagdo. Teste do X? para proporedes, bicaudal. Niveis de significancia: a=B=0,05.
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Tabela 4. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes BH de D. melanogaster do cruzamento padrio (ST), tratados com

associagdo de diferentes concentragdes de acido ascorbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 e 0,2 mg/ml), na presenga de luz.
Experimento 1.

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatist. *
Tratamento Numero Pequenas simples Grandes simples Total
(concentracdo) de (1-2 células) (> 2 células)
moscas m=2 m=5 m=2
AA (mM) + DXR mg/ml)
0+0,1 20 0,65 (13) 0,20 (04) 0,85 (17)
50+ 0,1 20 0,55 (A1) i 0,00 (00) i 0,55 (11) i
100 + 0,1 20 0,75 (15) - 0,10 (02) i 0,85 (17) -
0+02 20 1,10 (22) 0,15 (03) 1,25 (25) -
50 +02 20 0,70 (14) i 0,10 (02) 1 0,80 (16) i
100 + 0,2 20 0,80 (16) i 0,15 (03) - 0,95 (19) i

* Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo
multiplicagfio. Teste U. Niveis de significancia P < 0,05.

: -, negativo; i, inconclusivo; m, fator de

0¢




Tabela 5. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de

bioativa¢do (HB), tratados isoladamente com diferentes concentragdes de acido ascorbico (AA) (50 ¢ 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 r I

0,2 mg/ml), na presenca de luz. Experimento 1.
Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatist. * : ,
Tratamento Numero Pequenas simples Grandes simples Gémeas Total b |
(concentragdo) de (1-2 células) (> 2 células)
moscas m=2 m=5 m=>5 m=2
i
Controle negativo 20 0,95 (19) 0,05 (01) 0,05 (01) 1,05 (21) X
|
Uretano (10 mM) 20 6,45 (129) + 2,20 (44) + 1,40 (28) + 10,05 (201) + |
k
b
AA (mM) + DXR mg/mli) } 3
0+0,1 20 2,25 (45) + 1,25 (25) + 0,70 (14) + 4,20 (84) + l :
0+0,2 20 1,25 (25) 1 0,80 (16) + 0,65 (13) + 2,70 (54) + t
50+0 20 1,25 (25) 1 0,05 (01) - 0,00 (00) - 1,30 (26) i » |
100 +0 20 0,40 (08) - 0,20 (04) i 0,05 (01) - 0,65 (13) -

* Diagn6stico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator de

multiplicagfo. Teste do X? para propor¢des, bicaudal. Niveis de significincia: o=p=0,05.
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Tabela 6. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de

bioativacdo (HB), tratados com associagdo de diferentes concentra¢des de acido ascérbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 e
0,2 mg/ml), na presenga de luz. Experimento 1.

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatist. *
Tratamento Numero Pequenas simples Grandes simples Gémeas Total
(concentragdo) de (1-2 células) (> 2 células)
moscas m=2 m=5 m=5 m=2
AA (mM) + DXR mg/ml)
0-+0,1 20 2,25 (45) 1,25 (25) 0,70 (14) 4,20 (84)
50 +0,1 20 1,05 21D + 0,60 (12) f+ 0,55 (1) - 2,20 (44) +
100 + 0,1 20 2,15 (43) - 1,10 (22) - 1,30 (26) -Nf+ 4,55 91) -
0+0,2 20 1,25 (25) 0,80 (16) 0,65 (13) 2,70 (54) !
50+0,2 20 1,35 (27) - 0,75 (15) - 0,30 (06) i 2,40 (48) - |
100 +0,2 20 1,90 (38) - 1,05 (21) - 0,95 (19) - 3,90 (78) -+ 7
* Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo, £+, tratamento |
combinado aumenta a freqiiéncia de manchas e o diagnéstico estatistico é fraco positivo; m, fator de multiplicagdo. Teste U. Niveis de

significAncia P < 0,05.
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Tabela 7. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes BH de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de

bioativagdo (HB), tratados isoladamente com diferentes concentragdes de 4cido ascorbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0.1 e

0,2 mg/ml), na presenga de luz. Experimento 1.
Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatist. * l I
Tratamento Numero Pequenas simples Grandes simples Total
(concentracdo) de (1-2 células) (> 2 células)
moscas m=2 =5 m=2
Controle negativo 20 1,15 (23) 0,10 (02) 1,25 (25) \
Uretano (10 mM) 20 6,30 (126) + 0,40 (08) i 6,70 (134) +
AA (mM) + DXR mg/ml) , |
0+0,1 20 1,30 (26) - 0,05 (01) - 1,35 27) - :
0+0,2 20 1,15 (23) - 0,05 (01) - 1,20 (24) -
50+0 20 1,50 (30) i 0,15 (03) 1 1,65 (33) 1
100 +0 20 1,00 (20) - 0,05 (01) - 1,05 (21) -
* Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator de
multiplicagfo. Teste do X? para propor¢des, bicaudal. Niveis de significancia: a=3=0,05. i
o :
(9%




Tabela 8. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes BH de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de

bioativagdo (HB), tratados com associagdo de diferentes concentragdes de acido ascorbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 e
0,2 mg/ml), na presenga de luz. Experimento 1.

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatist. * ’ ;
Tratamento Numero Pequenas simples Grandes simples Total ‘
(concentragdo) de (1-2 células) (> 2 células)
moscas m=2 m=>5 m=2
AA (mM) + DXR mg/ml)
0+0.1 20 1,30 (26) 0,05 (01) 1,35 (27) |
50 + 0,1 20 1,00 20) i 0,10 (02) - 1,10 22) i
100 + 0,1 20 1,15 (23) - 0,10 (02) - 1,25 (25) -
0+02 20 1,15 (23) 0,05 (01) 1,20 (24) 1
50 + 0,2 20 1,70 (34) - 0,25 (05) - 1,95 (39) N1+ !‘
100 + 0.2 20 1,05 (21) - 0,10 (02) - 1,15 (23) - !
* Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo, {1+, tratamento

combinado aumenta a freqiiéncia de manchas e o diagnéstico estatistico é forte positivo; m, fator de multiplicacdo. Teste U. Niveis de
significancia P < 0,05.

143
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Figura 6. Freqiiéncias totais de manchas por mosca observadas em asas de Drosophilq
melanogaster dos descendentes MH e BH do cruzamento padrio (ST)

tratados com agua (controle negativo), acido ascorbico (50 e 100 mM) e

uretano (10 mM) ( controle positivo), na presenca de luz. Experimento |
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Figura 8. Freqtiéncias totais de manchas por mosca observadas em asas de Drosophila
melanogaster dos descendentes MH e BH do cruzamento de alta capacidade
de bioativagdo (HB) tratados com dgua (controle negativo), 4cido ascorbico

(50 ¢ 100 mM) e uretano (10 mM) (controle positivo), na presenca de lyz.

Experimento 1.
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4.2. Verificaciio dos efeitos moduladores do dcido ascérbico quandoe associado ao

cloridrato de doxorrubicina em células somdticas de Drosophila melanogaster.
’

tratadas na presenca e auséncia de luz.

4.2.1. Presenca de luz.

A Tabela 9 mostra as freqgiiéncias de manchas mutantes observadas nos

descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento padrdo (ST), tratados

isoladamente com diferentes concentragdes de acido ascorbico (AA) (50 e 100 mM) e

doxorrubicina (DXR) (0,1 mg/ml), na presenga de luz.
A DXR (0,1 mg/ml de a&gua destilada estéril), induziu um aumento

estatisticamente significativo (P < 0,05) nas freqiiéncias de manchas grandes simples,

gémeas e no total de manchas, quando comparado com o controle negativo (4gua

destilada estéril).
O AA, nas concentragdes de 50 € 100 mM, ndo foi capaz de induzir aumento

estatisticamente significativo na fregiiéncia de nenhuma das classes de manchas.
A Tabela 10 mostra as freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos

descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento padriio (ST), tratados com
associagdo de diferentes concentragdes de AA (50 ¢ 100 mM) e DXR (0,1 mg/ml), na

presenca de luz.
O co-tratamento com AA (50 e 100 mM) + DXR (0,1 mg/ml) apresentou uma
ficativa nas freqiiéncias de manchas grandes

diminuigio estatisticamente ndo signi
simples ¢ um aumento estatisticamente significativo nas freqiiéncias de manchas

Pequenas simples, gémeas € no total de manchas, quando comparado com o tratado com
2

DXR (0,1 mg/ml).
A Tabela 11 mosira .
descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de bioativagio

(HB), tratados isoladamente com diferen

e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0.1 mg/ml),
0,1 mg/ml) induziu um aumento estatisticamente significativo (P >

as freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos

tes concentragdes de acido ascérbico (AA) (50

na presenca de luz.

A DXR ( :
0,05) nas freqiiéncias de manchas grandes simples, gémeas e no total de manchas,
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quando comparado com o controle negativo (dgua destilada estéril), enquanto que a

freqiiéncia de manchas pequenas simples teve um aumento estatisticamente nio

significativo.
O AA (50 e 100 mM) ndo foi capaz de induzir aumento estatisticamente

significativo na freqiiéncia de nenhuma classe de manchas.

A Tabela 12 mostra as freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos
descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de bioativacsio
(HB), tratados com associagdo de diferentes concentragdes de AA (50 ¢ 100 mM) e
DXR (0,1 mg/ml), na presenca de luz.

O co-tratamento com AA (50 mM) + DXR (0,1 mg/ml) apresentou uma
diminuicio estatisticamente ndo significativa na freqiiéncia de manchas pequenas
simples; uma diminuicio estatisticamente significativa nas freqiiéncias de manchas
grandes simples, gémeas e no total de manchas, quando comparado com o tratado com
DXR (0,1 mg/ml).

O co-tratamento com AA (100 mM) + DXR (0,1 mg/ml) apresentou um
aumento estatisticamente significativo na freqiiéncia de manchas pequenas simples;
uma diminui¢do estatisticamente significativa na freqiiéncia de manchas grandes

simples, mas ndo alterou a freqiiéncia de manchas gémeas e o total de manchas, quando

comparado com o tratado com DXR (0,1 mg/ml).

4.2.2. Auséncia de luz.

A Tabela 13 mostra as freqiiéneias de manchas mutantes observadas nos
D. melanogaster do cruzamento padrio (ST), tratados

descendentes MH de
centracdes de acido ascorbico (AA) (50 ¢ 100 mM) e

isoladamente com diferentes con

doxorrubicina (DXR) (0,1 mg/ml), na au

A DXR (0,1 mg/ml), induziu um aume
0,05) nas freqiiéncias de manchas grandes simples, gémeas e no total de manchas,

trole negativo (4gua destilada estéril).
o foi capaz de induzir aumento estatisticamente

séncia de luz.
nto estatisticamente significativo (P >

quando comparado com 0 cOn
O AA (50 e 100 mM) na

' : de manchas.
significativo na freqiiéncia de nenhuma das classes
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A Tabela 14 mostra as freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos
descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento padrdo (ST), tratados com
associagéio de diferentes concentragdes de AA (50 e 100 mM) e DXR (0,1 mg/ml), na
auséncia de luz.

O co-tratamento com AA (50 mM) + DXR (0,1 mg/ml) apresentou uma
diminuigdo estatisticamente ndo significativa na freqliéncia de manchas grandes
simples, e aumentou de modo estatisticamente significativo a freqiiéncia das demais
classes de manchas, quando comparado com o tratado com DXR (0,1 mg/ml).

O co-tratamento com AA (100 mM) + DXR (0,1 mg/ml) apresentou um
aumento estatisticamente significativo na freqiiéncia de todas as classes de manchas

mutantes.
A Tabela 15 mostra as fregiiéncias de manchas mutantes observadas nos

descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de bioativacdo
(HB), tratados isoladamente com diferentes concentragdes de dcido ascérbico (AA) (50
e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 mg/ml), na auséncia de luz.

A DXR (0,1 mg/ml) induziu um aumento estatisticamente significativo (P >
0,05) nas fregiiéncias de todas as classes de manchas, quando comparado com o

controle negativo.
O AA (50 ¢ 100 mM) nfo foi capaz de induzir aumento estatisticamente

ignificati sanei anchas.
significativo na freqiiéncia de nenhuma classe dem
A Tabela 16 mostra as freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos

descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de bioativagio

(HB), tratados com associagdo de diferentes concentragdes de AA (50 e 100 mM) e

DXR (0,1 mg/ml), na auséncia de luz.

O co-tratamento com AA (50 mM) + DXR (0,1 mg/ml) apresentou uma
co-

diminuigio estatisticamente nao significativa na freqiiéncia de manchas pequenas
uicdo e

significativo na freqiiéncia de manchas gémeas, quando comparado com o tratado com

DXR (0,1 mg/ml).

O co-tratamento com AA (100 mM) + DXR (0,1 mg/ml) apresentou um
co-trata

ivo pa freqliéncia de manchas pequenas e

. 50 sionificat
aumento estatisticamente 1ndo signt . _ o
nificativo na freqiiéncia de manchas

grandes simples; e um aumento estatisticamente S1g
gémy total de manchas quando comparado com 0 tratado com DXR (0,1 mg/ml).
€as e no tota >
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A Figura 10 mostra as freqiiéncias totais de manchas por mosca, observadas em
asas de Drosophila melanogaster dos descendentes MH dos cruzamentos padrdo (ST) e
de alta capacidade de bioativagdo metabolica (HB), tratados com agua (controle

negativo), AA (50 e 100 mM) e DXR (0,1 mg/ml), na presenca de luz.
A Figura 11 mostra as freqiiéncias totais de manchas por mosca, observadas em

asas de Drosophila melanogaster dos descendentes MH dos cruzamentos padréo (ST) e

de alta capacidade de bioativagio metabdlica (HB), tratados com DXR (0,1 mg/ml),

associada ou ndo com AA (50 e 100 mM), na presenga de luz.
A Figura 12 mostra as freqiiéncias totais de manchas por mosca, observadas em

asas de Drosophila melanogaster dos descendentes MH, dos cruzamentos padréo (ST) e

de alta capacidade de bioativagdo metabolica (HB), tratados com dgua (controle

negativo), AA (50 ¢ 100 mM) e DXR (0,1 mg/ml), na auséncia de luz.
A Figura 13 mostra as freqiiéncias totais de manchas por mosca, observadas em

asas de Drosophila melanogaster dos descendentes MH dos cruzamentos padrdo (ST) e

de alta capacidade de bioativagdo metabolica (HB), tratados com DXR (0,1 mg/ml),

associada ou ndo com AA (50 € 100 mM), ), na auséncia de luz.



Tabela 9. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento padrio (ST), tratados com

diferentes concentragdes de acido ascorbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 mg/ml), na presenga de luz. Experimento 2.

Manchas por mosca (n® de manchas) Diag. estatist. *

Tratamento Numero Pequenas simples Grandes simples Gémeas Total
(concentrag@o) de (1-2 células) (> 2 células)
moscas m=2 m=5 m=5 m=2
Controle negativo 20 0,70 (14) 0,10 (02) 0,10 (02) 0,90 (18)
DXR (0,1 mg/ml) 20 1,00 20) i 2,90 (58) + 1,60 (32) + 5,50 (110) +
AA (mM)
50 20 1,00 (20) 1 0,05 (01) - 0,05 (01) - 1,10 (22) i
100 20 1,00 (20) i 0,25 (05) i 0,00 (00) - 1,25 (25) 1

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

multiplicaggo. Teste do X? para proporgdes, bicaudal. Niveis de significancia: a=p=0,05.
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Tabela 10. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento padrdo (ST). tratados com

diferentes concentragdes de acido ascorbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 mg/ml). na presenga de luz. Experimento 2.

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatist. *

Tratamento Numero Pequenas simples Grandes simples Gémeas Total
(concentrago) de (1-2 células) (> 2 células)
moscas m=2 m=>5 m=5 m=2
DXR (0,1 mg/ml) 20 1,00 (20) 2.90 (58) 1,60 (32) 5,50 (110)
AA (mM) + DXR mg/ml)
S0 +0.1 20 1,90 (38) -11+ 2,05 (41) - 2,05 (41) -N- 6,00 (120) -1
100 + 0,1 20 3,00 (60) -1+ 2,70 (54) - 3,35 (67) -1f+

9,05 (181) -1+

* Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; (I

combinado aumenta a freqii€ncia de manchas e o diagnostico estatistico € fraco positivo;

[f+, tratamento

-, tratamento combinado aumenta a freqii€ncia de

. -0 o - W , o A 0 A g 0 2 0 ‘e -
manchas e o diagnostico estatistico é forte positivo; |/-, tratamento combinado aumenta a freqiiéncia de manchas e o diagnostico estatistico ¢

negativo; m, fator de multiplicagdo. Teste U. Niveis de significancia P < 0,05.
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Tabela 11. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de

bioativagdo (HB), tratados com diferentes concentra¢des de acido ascorbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 mg/ml), na

presenca de luz. Experimento 2.

e e e

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatist. *

Tratamento Numero Pequenas simples Grandes simples Gémeas Total
(concentragdo) de (1-2 células) (> 2 células)
moscas m=2 m=> m=5 m=2
Controle negativo 20 1,30 (26) 0,40 (08) 0,05 (01) 1,75 (35)
DXR (0,1 mg/ml) 20 1,60 (32) - 2,85 (57) + 2,15 (43) + 6,60 (132) + ‘
|
AA (mM) g
50 20 1,15 (23) - 0,25 (05) - 0,00 (00) - 1,40 (28) -
100 20 1,30 (26) - 0,10 (02) - 0,00 (00) - 1,40 (28) -

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

multiplicagdo. Teste do X? para proporgdes, bicaudal. Niveis de significincia: o=p=0,05.

Sy




Tabela 12. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de

bioativa¢do (HB), tratados com diferentes concentragdes de 4cido ascérbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 mg/ml), na

presenga de luz. Experimento 2.

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatist. *

Tratamento Numero Pequenas simples Grandes simples Gémeas Total
(concentrag?o) de (1-2 células) (> 2 células)
moscas m=2 m=5 m=> m=2
DXR (0,1 mg/ml) 20 1,60 (32) 2,85 (57) 2,15 (43) 6,60 (132)
AA (mM) + DXR mg/mi)
50+ 0,1 20 1,35 27) - 0,85 (17 + 0,90 (18) f+ 3,10 (62) +
100 + 0,1 20 2,75 (55) -fi+ 1,40 (28) f+ 2,15 (43) - 6,30 (126) -

* Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1995): +, positivo, f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; I+, tratamento
combinado aumenta a freqiiéncia de manchas e o diagnoéstico estatistico € forte positivo, m, fator de multiplicagdio. Teste U. Niveis de

significancia P < 0,05.

oS
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Tabela 13. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento padréo (ST), tratados com

diferentes concentragdes de 4cido ascorbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 mg/ml), na auséncia de luz. Experimento 2.

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatist. *

Tratamento Numero Pequenas simples Grandes simples Gémeas Total
(concentragdo) de (1-2 células) (> 2 células)
moscas m=2 m=5 m=5 m=2
Controle negativo 20 1,35 27) 0,05 (01) 0,00 (00) 1,40 (28)
DXR (0,1 mg/ml) 20 1,40 (28) - 2,25 (45) + 0,80 (16) + 4,45 (89) +
AA (mM) -
50 20 0,60 (12) - 0,10 (02) i 0,05 (01) i 0,75 (15) - 3
100 20 0,60 (12) - 0,25 (05) 1 0,10 (02) i 0,95 (19) -

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

multiplicag@o. Teste do X? para proporg¢des, bicaudal. Niveis de significancia: o=p=0,05.

N
3




Tabela 14. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento padrdo (ST). tratados com

diferentes concentragdes de dcido ascérbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 mg/ml). na auséncia de luz. Experimento 2.

Manchas por mosca (n” de manchas) Diag. estatist. *

Tratamento Numero Pequenas simples Grandes simples Gémeas Total
(concentragdo) de (1-2 células) (> 2 células)
moscas m=2 m=5 m=5 m=2
DXR (0.1 mg/mi) 20 1.40 (28) 2,25 (45) 0.80 (16) 4,45 (89)
AA (mM) + DXR mg/ml)
50 + 0,1 20 2,30 (46) -1+ 2,80 (56) - 1,95 (39) -1f: 7,05 (141) -1+
100 + 0,1 20 2,55 (51) -+ 3,25 (65) - 3,45 (69) -1+ 9,25 (185) -1+

* Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; 1+, tratamento

. A . « ’ . ’ . , “ . N . e A .
combinado aumenta a freqiiéncia de manchas e o diagnostico estatistico € fraco positivo; 11+, tratamento combinado aumenta a freqiiéncia

de manchas e o diagnostico estatistico € forte positivo. Teste U. Niveis de significancia P < 0.05.

8P




Tabela 15. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de

bioativagdo (HB), tratados com diferentes concentragdes de dcido ascorbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0.1 mg/ml). na

auséncia de luz. Experimento 2.

Manchas por mosca (n® de manchas) Diag. estatist. *

Tratamento Numero Pequenas simples Grandes simples Gémeas Total
(concentragdo) de (1-2 células) (> 2 células)
moscas m=2 m=>5 m=5 m=2
Controle negativo 20 1,20 (24) 0,30 (06) 0,30 (06) 1,80 (36)
DXR (0.1 mg/ml) 20 2,15 (43) + 1,65 (33) + 1,15 (23) + 4,95 (99) +
AA (mM)
S0 20 1,55 (3D i 0,10 (02) - 0,25 (05) - 1.90 (38) -
100 20 1.55@BDi 0,05 (01) - 0,00 (00) - 1,60 (32) -

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

multiplicagdo. Teste do X para propor¢des, bicaudal. Niveis de significancia: a=p=0,05.

B
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Tabela 16. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de
bioativagdo (HB), tratados com diferentes concentra¢des de acido ascorbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0.1 mg/mi), na

auséncia de luz. Experimento 2.

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatist. *

Tratamento Numero Pequenas simples Grandes simples Gémeas Total
(concentragdo) de (1-2 células) (> 2 células)
moscas m=2 m=5 m=5 m=2
DXR (0.1 mg/ml) 20 2,15 (43) 1.65 (33) 1,15 (23) 4.95 (99)
AA (mM) + DXR mg/ml)
50 +0.1 20 1.45 (29) i 1.10 (22) - 1,40 (28) -1I- 3,95 (79) -
100 + 0,1 20 2,95 (59) -11- 2,30 (46) -1 2,85 (57) N+ 8,10 (162) -1+
* Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo; -. negativo; -1, forte negativo; i,
inconclusivo; {/f+, tratamento combinado aumenta a freqiéncia de manchas e o diagnostico estatistico é fraco positivo; I+, tratamento

. _— . . , . ’ . ’ .« £\ . oA .
combinado aumenta a freqiiéncia de manchas e o diagnodstico estatistico ¢ forte positivo, /-, tratamento combinado aumenta a freqiiéncia

de manchas e o diagndstico estatistico € negativo; m, fator de multiplica¢do. Teste U. Niveis de significancia P < 0,05.

n
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MH - HB (claro)
MH - ST (claro)

Manchas/mosca

AA(50) AA(100) DXR(0,1)

Tratamentos

7
6
3
4
3
2
1
0

Agua

Fo
1gura |, Freqiiéncias totais de manchas por mosca observadas em asas de Drosophila

melanogaster dos descendentes MH, dos cruzamentos padréo (ST) e de alta
capacidade de bioativagéo, tratados com dgua (controle negativo), Aacido

ascorbico (50 e 100 mM) ¢ doxorrubicina (doxina) (0,1 mg/ml) (controle

positivo), na presenga de luz. Experimento 2.
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5. DISCUSSAO

objetivos verificar os efeitos moduladores do 4cido
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ato de doxorrubicina, em células somdticas de

ascorbi . ]
Corbico, quando associado a0 cloridr
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al., 1998).
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DXR (10 mg de doxorrubicina HCI; 1,0 mg de metilparabeno e 50 mg de lactose

[Adriblastina®- Pharmacia Ind. Com. Ltda.]).
Considerando-se o total de manchas mutantes observadas nas séries tratadas,

Podemos concluir que:
O AA (50 e 100 mM), quando empregado isoladamente, ndo possui efeitos

genotoxicos nos descendentes MH de ambos cruzamentos.
A DXR (0,1 e 0,2 mg/ml) possui efeitos genotéxicos similares nos descendentes

MH de ambos cruzamentos, o que nos permite concluir que a DXR é um agente
genotoxico direto, que ndo necessita ser metabolizado para exercer seus efeitos
genotédxicos. No entanto, as freqiiéncias de manchas mutantes observadas por asa sdo
menores nos tratados com 0,2 mg/ml do que as observadas nos tratados com 0,1 mg/ml,

indicando que a DXR, em doses elevadas, possui efeitos t6xicos que acarretam a morte

celular,
Foi verificado, em ambos cruzamentos (ST e HB), que 0 AA (50 mM) exerceu

efeito antigenotéxico contra os efeitos genotoxicos induzidos pela DXR (0,1 mg/ml),
mas ¢ incapaz de exercer efeitos antigenotoxicos estatisticamente significativo quando
associado 2 DXR (0,2 mg/ml). O AA (100 mM) ndo apresentou efeitos antigenotéxicos

quando associado tanto 2 DXR 0,1 como a 0,2 mg/ml. No entanto, contrariamente ao

esperado, 0 AA 100 mM induziu um aumento estatisticamente significativo (fraco

Positivo) na freqgiiéneia de manchas mutantes, quando associado 4 DXR 0,2 mg/ml.
Estes resultados estio de acordo com 0s resultados obtidos por Khan e Sinha

(1994); Antunes (1997); Antunes € Takahashi (1998) e Konopacka et al. (1998), que

Serdo discutidos posteriormente.
do o uretano (10 mM) que, na concentragio

Como controle positivo foi utiliza
rovadamente genotoxicos no teste da

utilizada, ¢ um agente que possui efeitos comp
mancha da asa de Drosophila melanogaster. Os resultados obtidos neste experimento
que mostram aumentos significativos

estio de acordo com os encontrados na literatura,

nas freqiiéncias de manchas observadas 1n0s descendentes dos cruzamentos HB e IHB,
c

ias observadas nos descendentes do cruzamento ST,

Quando comparado com as freqiiénc
Mostrando que a ativagdo metabolica do
(Frdlich e Wiirgler, 1990; Graf e van Schaik, 199

uretano depende de enzimas citocromo P-450

2; Abraham, 1994; Spané et al., 1996;

Nepomuceno, 1999). o
Hiib ¢ al. (1997) demonstraram €m Salmorella  typhimurium, em

(i al.
o células linfoblastéides TK6 humanas, que na auséneia

SaCChar()myces cerevisae € €M
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de enzimas citocromo P-450 nenhum efeito genotodxico mediado pelo uretano foj

observado em qualquer dos trés sistemas teste.
As manchas mutantes observadas nas asas das moscas podem ser devidas a

difer Lt inacio mit6ti i a A

entes eventos genotoxicos: recombinagdo mitdtica ou mutacdo (delegio, mutagio
de ponto, tipos especificos de translocagdes, etc.). A andlise dos dois diferentes
8endtipos (um com cromossomos estruturalmente normais, € o outro com Cromossomo

balanceador com miltiplas inversdes) permite calcular quantitativamente g freqiiéncia

de recombinagiio do agente genotoxico testado (Graf et al., 1998).
Assim sendo, com o objetivo de calcular as taxas de recombinagdo, apés a

andlise completa dos descendentes MH, procedeu-se a andlise dos descendentes BH, de
ambos cruzamentos. Os resultados encontrados nos permitem concluir que o AA (50
mM) mostrou efeito anti-recombinogénico, quando associado 3 DXR 0,1e0,2 mg/ml),
Para ambos cruzamentos. No entanto, AA (100 mM) ndo apresentoy efeito anti-
Tecombinogénico quando associado @ DXR (0,1 ¢ 0,2 mg/ml); para ambos cruzamentos.

Quando associado 4 DXR (0,2 mg/ml) o AA (100 mM) aumentou a freqiiéneia de

Tecombinagio em ambos cruzamentos.
Os resultados encontrados na andlise dos descendentes BH nos permitem, ainda,

concluir que, nas condigGes experimentais empregadas, apesar do AA possuir efeitos
anti-recombinogénicos evidentes nas associagdes com AA (50 mM), os seus efeitos

antimutagenicos apesar de fracos e pouco perceptiveis, sio também dependentes da
dose empregada (com excegdo para os tratados com AA 50 mM + DXR 0,2 mg/ml)

(Figuras 7 ¢ 9),

5.2. Efeitos moduladores do dcido ascérbico quando associado ao cloridrato de
doxorrubjcj a em células somdticas de Drosophila melanogaster, tratadas na
icin

Presenga ¢ auséncia de luz (Experimento 2)

Alguns trabalhos tém demonstrado que a DXR pode ser inativada quando

Submetida 3 | isivel. Assim sendo, a estabilidade da estrutura quimica da DXR,
a a luz visivel . .
i monitorizada por meio do método HPLC, em

o . Tuminosa, f0
Quando submetida & energia luminosa, f biente. O ltados indi
; tura ambiente. Os resultados indicaram
, . celular & tempera
Plasma, urina e meio de cultura
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que a DXR foi muito instavel em meio de cultura celular ¢ na urina, quando exposta a

luz, mas foi mais estdvel no plasma, quando submetida as mesmas condi¢cdes. Em todos

0s casos, a diminui¢do na quantidade de DXR ¢é grandemente dependente da intensidade

de luz (Le Bot et al., 1988).

Tem sido também descrito que a iluminagio com luz visivel, de meios de cultura

contendo larvas de Drosophila melanogaster, pode reduzir a sobrevivéncia das mesmas.

Por outro lado, a adigdo de antioxidantes
induzida pela luz. Assim, a agdo dos antioxidantes sugere que 0s radicais livres sdo

importantes na mortalidade induzida pela luz (Bruins ef al., 1997).
cBes, este trabalho teve ainda como objetivos, verificar os

a0 meio de cultura, previne a mortalidade

Diante de tais informa
efeitos moduladores do 4cido asc

cloridrato de doxorrubicina (gerador d

6rbico (agente antioxidante) quando associado ao

e radicais livres) em células somaticas de

Drosophila melanogaster, tratadas na presenga © auséncia de luz.

s obtidas dos cruzamentos padr.
aralelo, € em duplicata, com AA (50 e 100 mM) (Fluka

Furofarma Lab.). Um lote foi mantido ao abrigo

o a um ciclo de claro (12h) / escuro (12h),

Para tanto, larva do e de alta capacidade de

bioativagfio foram tratadas em p
—~ Suiga) e DXR (0,1 mg/ml) (Doxina,
da luz, enquanto que o outro foi submetid

por lampada Osram.
ubicina, nas suas diferentes
do sob supervisdo médica e, portanto, ndo

com luz visivel emitida

O cloridrato de doxorr

modalidades comerciais, ¢ um

agente quimioterdpico administra
as. Assim sendo, as amostras utilizadas nesse

comercializado em farmicias € drogari
s no Hospital de Clinica
primeiro experiment
mo adriblastina (Adrib]astina®
e doxorrubicina HCL; 1,0 mg de metilparabeno e

trabalho foram obtida s da Universidade Federal de Uberlandia.

Quando da realizagdo do o, foi utilizado o cloridrato de

doxorrubicina comercializado €0 - 10 mg - Pharmacia
Ind. Com. Ltda) que contém 10 mg d
50 mg de lactose.

No entanto, quando d

doxorrubicina comercializado com

imento 2, foi utilizado o cloridrato de

a realizagio do Exper
farma Laboratorios Ltda.) que

o doxina (Doxina, Euro

contém 10 mg de doxorrubicina.
ositivo foi utilizado 0 proprio cloridrato de doxorrubicina, uma
p

Como controle
ste apresentou freqil

i 'd o .
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NO E : . e .
xperimento 1, um dos objetivos era verificar a freqiiéncia de recombi
magao

induzi . .
da pelo DXR e se 0 AA interferia nesta freqiiéncia. Assim sendo, fi
, loram

anali
alisados os descendentes MH ¢ BH de ambos cruzamentos (ST e HB).

' O Experimento 2 teve como objetivo apenas verificar a estabilidade do DXR
associado ou nfo a0 AA, quando submetido & ago da energia luminosa, comparando-s ’
as freqliéncias de manchas mutantes encontradas em uma série exposta a luz, com )
encontradas em uma séric mantida ao abrigo da luz. Assim sendo, foram a;lalisad:)l:

ape
penas os descendentes MH de ambos cruzamentos.

5.2.1. Presenca de luz (Experimento 2)

Considerando-se o total de manchas mutantes observadas nas séries tratadas
b

podemos concluir que:

O AA (50 e 100 mM), quan

genotéxicos nos descendentes MH de ambo

otal de manchas mutantes
cendentes MH do cruzamento HB (6,6 manchas por

do empregado jsoladamente, nfo possui efeitos

s cruzamentos.
A freqiiéncia t induzidas pela DXR (0,1 mg/ml) foi

7 H

mosca), quando comparado com

manchas por mosca). Apesar de ligeir
ados no Experimento
5 ¢ 4,20 manchas po
s confirmam que @ DX
ado para exercer seus efeitos genotdxicos.

direto, que ndo necessita Ser metaboliz
no cruzamento ST, que as associagdes de AA (50 ¢ 100 mM) +

amente superiores, €sses resultados estdio de
acordo com os Verific 1, no qual foram observadas freqiiéncias
fotais de manchas iguais @ 4,0 + asa nos cruzamentos ST ¢ HB,

R é um agente genotoxico

I‘ .
espectivamente. Esses resultado

Foi verificado,
DXR (0,1 mg/ml) induziram
com DXR (0,1 mg/mb), proporcion

veri .
erificado na associagdo de AA (50
ue 0 qumento VT

freqiiéncias de manchas superiores a encontrada no tratado

almente & concentragio de AA, sendo que o aumento

mM) + DXR (0,1 mg/ml) ndo foi estatisticamente
ificado na associagio de AA (100 mM) +

significativo, enquanto q
DXR (0,1 mg/ml) foi est quando comparado com a

freqiiéneia observada no tratado O

atisticamente significativo,

mDXR (0,1 mg/ml).
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Esses resultados discordam do Experimento 1, no qual a associagfio de AA (50

mM) + DXR (0,1 mg/ml) apresentou uma diminuigio na freqgiiéncia total de manchas
Cstatisticamente significativa, quando comparado com o tratado com DXR (0,1 mg/mi)
ehquanto que a diminui¢fo verificada na associacdo de AA (100 mM) + DXR 0.1

mg/ml) foi estatisticamente ndo significativa, quando comparado com o tratado com

DXR (0,1 mg/m).
No cruzamento HB o AA (50 mM) exerceu efeito antigenotéxico contra og

efeitos genotéxicos induzidOS pela DXR (0,1 mg/rnl)- NO entanto 0 A.A (100 mM) é
incapaz de exercer efeitos antigenotéxicos quando associado 4 DXR (0,1 mg/ml),

Esses resultados estdo de acordo com os observados no Experimento 1.

5.2.2. Auséncia de Juz (Experimento 2)

Considerando-se o total de manchas mutantes observadas nas séries tratadas,

Podemos concluir que:
O AA (50 ¢ 100 mM), quando empregado isoladamente, nio possui efeitog

genotoxicos nos descendentes MH de ambos cruzamentos.
A freqiiéneia total de manchas mutantes induzidas pela DXR (0,1 mg/ml) foj

ligeiramente superior nos descendentes MH do cruzamento HB (4,95 manchas por
Mosca), quando comparado com a freqiiéncia induzida nos descendentes ST (4,45
Manchas por mosca). Esses resultados estdo de acordo com os verificados nog
Experimentos 1 e 2 (presenga de luz), nos quais foram observadas freqiiéncias totais de

manchas por mosca iguais a 4,05 (Exp. 1 - claro - ST); 5,5 (Exp. 2 - claro - ST); 4,20
(Exp. 1 - claro HB) ¢ 6,6 (Exp. 2 - claro - HB). Esses resultados confirmam, mais umg

toiney di ue ndo necessita ser metabolizado par
¥¢Z, que a DXR ¢ um agente gepotéxico direto, g P

. o reprodutibilidade dos resultados obtidos no
eXercer seus efeitos genotoxicos, € a boa

SMART.
Foi verificado. no cruzamento ST, que as associacdes de AA (50 e 100 mM) +

DXR (0,1 mg/ml) induziram freqtiéncias de manchas superiores 4 encontrada no tratado
»1 Mg 1
com DXR (0,1 mg/ml) proporcionalmente a dose de AA, sendo que os aumentog
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verificados foram estatisticamente significativos, quando comparado com a freqiiéncia
observada no tratado com DXR (0,1 mg/ml).

Esses resultados concordam com os observados no Experimento 2 (presenca de
luz) que, por sua vez, discordam do Experimento 1 (presenca de luz), no qual a
associagio de AA (50 mM) + DXR (0,1 mg/ml) apresentou uma diminuigdo na
freqiiéncia total de manchas estatisticamente significativa, quando comparado com 0
tratado com DXR (0,1 mg/ml), enquanto que a diminuigdo verificada na associacio de

AA (100 mM) + DXR (0,1 mg/ml) foi estatisticamente ndo significativa, quando

comparado com o tratado com DXR (0,1 mg/ml).
No cruzamento HB a associagio de AA (50 mM) + DXR (0,1 mg/ml)

apresentou uma diminuicdo na freqiiéneia total de manchas estatisticamente
significativa, quando comparado com o tratado com DXR (0,1 mg/mi). No entanto, a

associagio de AA (100 mM) + DXR (0,1 mg/ml) apresentou um aumento na freqiiéncia

total de manchas, estatisticamente significativo, quando comparado com o tratado com

DXR (0,1 mg/mi).
Esses resultados estdo de acordo com 0S observados nos Experimentos 1 e 2, na

Presenca de luz.
Os efeitos protetores do AA (50 mM) contra os efeitos genotéxicos da DXR (0,1

mg/ml) observados no experimento 1 ¢ ausenies no experimento 2 (claro e escuro)

Podem ser explicados, hipoteticamente, pelo fato de a DXR utilizada no experimento 1
b o nome de adriblastina (Pharmacia Ind. Com.

Ser a distribvida comercialmente SO
e doxorrubicina HCl; 1,0 mg de

Ltda) que contém em sua composi¢do 10 mg d
enquanto que a DXR utilizada no experimento 2 ser a

metilparabeno e 50 mg de lactose,
distribuida comercialmente sob o nome de doxina (Eurofarma Laboratérios Ltda.), que

s 10 mg de doxorrubicina. Desta forma, os efeitos

Contém em sua composigdo apenas 0
podem ser devidos & interagio com o

Protetores encontrados no experimento 1
o que requer futuras investigagoes.

(50 mM) foi verificado, nos descendentes MH do
ui efeitos antigenotdxicos quando associado & DXR

Metilparabeno e/ou lactose,

Quanto ao AA
Cruzamento HB, que 0 mesmo poss
(0,1 mg/ml), tanto na presenga como na at

MH do cruzamento ST esses cfeitos ant |
Permite concluir que o AA necessita ser metabolizado por enzim

séncia de Iuz, enquanto que nos descendentes

igenotoxicos ndo so observados. Isto nos
as citocromo P-450

Para exercer seus efeitos protetores.
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5.3. Analise comparativa com dados da literatura

Tem sido demonstrado que o crescenle consumo de vitaminas C (acido
ascorbico — AA) e E, tanto por meio do aumento no consumo de frutas e vegetais, assim
como por meio de suplementaco alimentar, pode reduzir a formagfio de compostos N-
nitrosos, que € uma classe comum de agentes genotoxicos (Ferguson, 1994).

Algumas vitaminas (A, E e C) tém sido extensivamente estudadas nas Gltimas
décadas e muitos efeitos benéficos foram demonstrados em testes com bactérias, plantas
e células de mamiferos. Elas inibem a agfo genctdxica de muitos mutagenos quimicos,
atuando de forma direta e/ou indireta no DNA (Cohen, 1987) (apud Nepomuceno,
1999).

O AA (10, 30 e 60 mg/Kg de peso corporal) foi efetivo na redugdo da freqii€éncia
de microntcleos induzidos pela ciclofosfamida, bleomicina e mitomicina C em células
de medula 6ssea de camundongos (Vijayalaxmi e Venu, 1999).

O AA mostrou ser um efetivo agente antimutagénico contra cisplatina ¢ menos
efetivo contra bleomicina e doxorrubicina quando testado em Salmonella, porém nao
apresentou efeitos antimutagénicos quando associado a ciclofosfamida (Gentile et al.,
1998).

Por meio do teste da mancha da asa foi verificado que o AA nfio apresenta
efeitos genotoxicos (Tripathy et al., 1990), mas ¢ capaz de proteger contra produtos de
nitrosagdo do metil uréia em combinagdo com nitrito de sodio, in vivo (Graf et al.,
1998).

Tyrsina et al. (1994) estudaram o mecanismo de atividade antimutagénica do
AA e seus derivados em Salmonella typhimurium TA100 e verificaram que, dentro dos
limites das concentra¢des utilizadas, 0 AA ¢ seus derivados tém propriedades pro-
oxidantes.

Com o objetivo de determinar os possiveis mecanismos de agfio responsaveis
pela atividade antimutagénica do AA, Amara-Mokrane ef al. (1996) fizeram pré-, co- €
pos-tratamentos de linfocitos humanos com AA (10 nmol/ml), associados com
tratamento com doxorrubicina (adriblastina). Estes autores verificaram que o AA foi
efetivo na reducdo nos niveis de micronticlens somente nos tratamentos simultineos,

quando o AA foi previamente incubado com DXR por 2h a 37° C antes de serem

introduzidos nos meios de cultura. Os resulados obtidos sugerem que o AA possui
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efeito desmutagénico. As concentragdes que apresentaram efeitos desmutagénicos
efetivos ndo apresentaram efeitos clastogénicos, aneugénicos, nem citotdxicos.

A DXR (1 mM) quando testada previamente por meio dos SMARTS de olho e
de asa, foi classificada como forte mutdgeno, sendo capaz de induzir todos os tipos de
manchas (Clements et al., 1984; Frei et al., 1985; Clements e Vogel, 1988; Clements et
al., 1988, 1990).

Antunes (1997) e Antunes e Takahashi (1998) verificaram em células de medula
Ossea de ratos Wistar, que o AA, nas menores doses utilizadas (200 e 400 mg/Kg p. ¢.)
reduziu de forma estatisticamente significativa a freqiiéncia de aberragdes
cromossOmicas € o numero de metéfases alteradas induzidas pela DXR, enquanto que a
maior dose (800 mg/Kg p. c.) ndo alterou os parimetros analisados. Quando testado em
linfocitos do sangue periférico humano in vitro, 0 AA, nas menores concentragoes (100
ou 200 pg/ml), ndo causou qualquer alteragiio nos pardmetros analisados. No entanto,
concentragdes elevadas (1.000 pg/ml) aumentaram o total de aberragdes cromossomicas
de forma estatisticamente significativa.

Khan e Sinha (1994) estudaram os efeitos moduladores de altas doses de AA
sobre a genotoxicidade de trés pesticidas (endosulfan, fosfamidom e mancozeb) por
meio do teste do micronicleo em camundonges Swiss albinos. O AA (20 mg/Kg/dia)
que ¢ o equivalente ao dobro do empregado na terapéutica humana, foi a dose mais
efetiva como antimutagénica quando associada aos trés pesticidas. A dose terapCutica
(10 mg/Kg/dia) foi comparativamente menos eficiente, enquanto que o quadruplo (40
mg/Kg/dia) nfo apresentou qualquer efeito antimutagénico.

Konopacka et al. (1998) investigaram, em camundongos, o efeito modificador
do pré-tratamento com vitamina C sobre a atividade clastogénica dos raios gama. A
vitamina C, dependendo da concentragio empregada (400 mg/Kg/dia) aumentou os
efeitos da radiagfio, ou reduziu o nimero de eritrdcitos policromaticos micronucleados
(50-100 mg/Kg/dia).

Diante do acima exposto, os resultados obtidos nesse experimento estdo de
acordo com os dados encontrados na literatura especializada.

Apesar de alguns resultados discordantes observados entre os Experimentos 1 ¢
2, pode-se claramente verificar a eficiéncia do SMART na detecglio de cleitos
genotoxicos e moduladores de agentes quimicos, pela clareza na interpretagdo dos
resultados encontrados, assim como na reprodutibilidade dos dados obtidos nos

diferentes experimentos.
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Sob as presentes condigdes experimentais, pode-se c/RCIUr que a eficiéncia do
AA, ma protegio das células de asas de D. melanogdster> contra mutagGes e
recombinages somticas induzidas pela DXR ¢ dependente 92 dose utilizada e que a
eficiéncia na protegio esta diretamente ligada s condigdes de ativagfio metabdlica por
enzimas citocromo P-450, uma vez que as maiores protegdes foram obtidas nos tratados

com AA (50 mM) quando associado 3 DXR (0,1 mg/m, independentemente da
presenca ou na auséncia de luz.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos, de acordo com as condicges experimentais em que foi

realizado este trabalho, nos permitem concluir que:

a DXR (0,1 e 0,2 mg/ml), em suas diferentes apresentagdes comerciais (adriblasting
¢ doxina) ¢ um agente genotéxico direto, que induz freqiiéneias de manchas

Mmutantes similares, independentemente do cruzamento utilizado (ST ¢ HB) e da

Presenca ou auséncia de luz;

a DXR, em doses elevadas (0,2 mg/ml), possui efeitos toxicos que acarretam a

morte celular;

AA (50 e 100 mM) ndo apresenta efeitos genotoxicos em nenhum dos cruzamentos

utilizados (ST e HB), tanto na presenga como na auséncia de luz;

AA (50 mM), na presenga de luz, exerce efeitos antigenotéxicos contra os efeitos

genotdxicos induzidos pela DXR (adriblastina 0,1 mg/ml), em ambos cruzamentos
(ST e HB);

ndo exerce efeitos antigenotoxicos, contra os
AA (50 mM), na presenga de luz,

efeitos genotéxicos da DXR (adriblastina 0,2 mg/ml), em ambos cruzamentos (ST e
HB);
AA (100 mM), na presenga de luz, ndo exerce efeitos antigenotéxicos quando
, I
associado a2 DXR (0,1 e 0,2 mg/ml);
[ freqliéncia de manchas
de luz, induz aumento na
AA (100 mM), na presenga

iado /ml.
mutantes, quando associado & DXR 0,2 mg
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os efeitos antigenotoxicos do AA, quando associado 4 DXR (adriblastina) sdo tanto

anti-recombinogénicos quanto antimutagénicos, em ambos cruzamentos; de acordo
com a dose empregada;

nos descendentes do cruzamento ST (presenca e auséncia de luz), as associagdes de

AA (50 e 100 mM) + DXR (doxina - 0,1 mg/ml) induzem freqii€ncias de manchas
superiores as induzidas pela DXR (doxina - 0,1 mg/ml);

nos descendentes do cruzamento HB (presenca e auséncia de luz ), o AA (50 mM)

exerce efeitos antigenotoxicos contra os efeitos genotoxicos induzidos pela DXR
(0,1 mg/ml).

nos descendentes do cruzamento HB (presenga e auséncia de luz ), o AA (100 mM)

ndo exerce efeitos antigenotoxicos contra os efeitos genotdxicos induzidos pela
DXR (0,1 mg/ml);

os efeitos protetores do AA (50 mM) contra os efeitos genotoxicos da DXR (0,1
mg/ml) observados no experimento 1 € ausentes no experimento 2 (claro e escuro)
podem ser explicados, hipoteticamente, pelo fato de a DXR (adriblastina) conter

metilparabeno e lactose, que podem interagir com o AA, fazendo com que 0 mesmo

tenha efeito antigenotdxico nos descendentes do cruzamento ST;

a eficiéncia do AA, na protegfio das células de asas de D. melanogaster, contra
mutagdes € recombina¢des somaticas induzidas pela DXR ¢ dependente da dose

utilizada e que a eficiéncia na protegfo estd diretamente ligada as condigdes de

ativagdo metabdlica por enzimas citocromo P-450.
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7. RESUMO
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30 de AA a0 mei
pois a me

o exposto a luz ambiente, o dcido

enquanto que a DXR

amb i
os cruzamentos. A adig o de cultura para drosofilas, contendo

DXR, resultou em um efeito prote
has induzidas pela D

nor dose de 50 mM reduziu a

tor inverso,
0 mM ndo teve

freqiiéncia de manc ¥R, enquanto que a dose de 10
eqﬁéncia de manchas de ambos cruzamentos. (2) Para
(Doxina), dois 1o
amente durante aproxim
ambiente. A adicdo de AA ao meio de cultura

efeito, ou aumentou & fr
determinar a estabilidade da DXR
cruzamentos, foram tratados simultanc

e . .
AA, protegidos da luz € expostos 4 luz
R, aumentou as freqiiénci

T, tanto pard 0s X

tes de larvas, emergentes de ambos

adamente 48 h com DXR

bt drosfiles, nendo DX as de manchas, demonstrando
postos a luz, quanto para os

u . i
m efeito dose-resposta 1a S S




protegidos contra a luz ambiente. No entanto, foi verificado um efeito protetor inverso

na série HB, pois a menor dose de 50 mM reduziu a freqiliéncia de manchas induzidas
pela DXR, enquanto que a dose de 100 mM néo teve efeito (quando exposta & luz), ou
aumentou a freqiiéncia de manchas (quando protegida da luz). Estes resultados sugerem
que uma propor¢io do AA adicionado pode interferir com radicais livres produzidos

pela DXR e outros metabélitos reativos, os quais elevam as freqiiéncias de manchas.




8. ABSTRACT

Doxorubicin (DXR), an anthracycline, is a chemotherapeutic agent employed
Wworldwide as antineoplastic agent. The drug and its metabolites have been shown to be
Stable at room temperature in the dark for at least 24 hours, but unstable when exposed
to light. Clinical efficacy of doxorubicin is compromised due to free radical generation
leading to cardiac toxicity. The modulatory effect of the free radical scavenger vitamin
C (ascorbic acid — AA) on the direct genotoxicity of DXR was assessed using the ir
Vivo  Somatic Mutation And Recombination Test (SMART) on Drosophila
melanogaster. The following crosses were used: 1) Standard cross (ST) in which f°/ I
(3LR) TM3, ri pP sep 1 (3) 89 da b’ ¢ Bd’ females were mated with mwh / mwh males;
2) High bioactivation cross (HB) in which ORR; 7 P/ In (LK) TM3, ri p sep 1 (3) 89
da bx** ¢ B  females were mated with mwh / mwh males. The latter cross is
characterized by a high sensitivity to promutagens and procarcinogens. The resulting

larvae from these two crosses were treated simultaneously during approximately 48

hours with DXR and AA. Concurrent negative and positive controls were included for
the two sets of experiments. The wings from the emergent adults were analyzed

according to the occurrence of different types of mutant spots. Results of two separate
Studies are presented: (1) When exposed to room light, ascorbic acid (50 and 100 mM)
had no genotoxic effects, while DXR (Adriamycin) (0.1 and 0.2 mg / ml destilled water)
Was clearly and equally genotoxic in both crosses. The addition of AA to DXR cultures

resulted in an inverse protective effect as the low dose of 50 mM reduced the frequency
a dose of 100 mM had no effect or

of spots induced by DXR. On the other hand,
increased spot frequencies in either cross. (2) To determine the stability of doxorubicin

D oxin), two batches of larvae [(i) protected from light exposure; (i) exposed to room
light) emerging from both crosses Were treated simultaneously during approximately 48
hours with DXR and AA. The addition of AA (100 mM) to DXR cultures increased
Spot frequencies demonstrating a dose-response effect in the ST series, for both

Protected and exposed to room light; while an inverse p rotective effeet at the low dose
DXR.

0f 50 mM reduced the frequency of spots induced by
In the HB series a dose of AA 100 mM had no effect on spot frequencies when
n the se .
larvae were exposed to light. On the other hand, AA 100 mM increased spot
y ected from light. These results suggest that a

frequencies when larvae were prot
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proportion of the added AA may interfere with DXR induced free radicals and other

reactive metabolites which elevate spot frequencies.
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