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1. INTRODUÇÃO

1.1. Mutação e câncer

A origem de um câncer inicia-se com um descontrole dos mecanismos 

intrínsecos que regulam a divisão celular, fazendo com que uma célula se torne 

habilitada em se dividir mais rapidamente em relação às adjacentes (Jones, 1986; 

Gonzalgo e Jones, 1997).

O desenvolvimento de um câncer geralmente envolve muitas etapas, cada qual 

governada por múltiplos fatores, alguns dependentes da constituição genética do 

indivíduo, outros dependentes do ambiente e do estilo de vida. Portanto, por mudança 

do ambiente ou hábitos, devemos, em princípio, ser capazes de reduzir drasticamente 

nossa chance de desenvolver quase todos os tipos de câncer (Alberts et al., 1997).

Cânceres, como regra geral, resultam da ocorrência de vários acidentes 

independentes em uma célula com efeitos cumulativos. Há, entretanto, alguns agentes 

excepcionalmente carcinogênicos que aumentam a probabilidade de tomar os eventos 

críticos para o desenvolvimento do câncer, a ponto de serem virtualmente certos 

(Alberts et al., 1997).
Alguns desses carcinógenos atuam diretamente na célula alvo. Muitos outros são 

efetivos somente após terem sido modificados para uma forma mais reativa através de 

processos metabólicos - especialmente por um conjunto de enzimas intracelulares 

conhecidas como citocromo oxidases P-450. Essas enzimas normalmente ajudam a 

conversão das toxinas ingeridas e materiais lipídicos solúveis estranhos, em compostos 

inócuos e facilmente excretáveis, mas essas falham nesta tarefa com certas substâncias 

convertendo os mesmos em carcinógenos. Embora os carcinógenos químicos 

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

em comum — causam mutações (Alberts et al., 1997).

Assim, o desenvolvimento de um câncer é considerado como sendo um processo 

que envolve múltiplos estágios, no qual o evento mutacional é um dos mais importantes 

(Bronzetti et al.,1996).
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0 corpo de um animal pode ser visto como uma sociedade ou um ecossistema, 

cujos membros individuais são as células, que se reproduzem por divisão celular e são 

organizadas em conjuntos colaborativos ou tecidos. O organismo sadio é uma sociedade 

muito peculiar, onde a regra é o auto-sacrifício, onde todas as linhagens de células 

somáticas são comprometidas com a morte, não deixam progênie, mas dedicam sua 

existência para o suporte às células germinativas que, por si, têm a chance de viver 

(Alberts et al., 1997).
Para o corpo de um indivíduo a célula somática é um clone e o seu genoma é o 

mesmo das células germinativas. Pelo seu auto-sacrifício em favor das células 

germinativas, as células somáticas ajudam a propagar cópias de seus próprios genes. 

Assim, as células de um organismo multicelular são comprometidas para a colaboração. 

Qualquer mutação que dá origem ao comportamento egoísta por membros individuais 

da cooperativa irá colocar em risco o futuro de todo o empreendimento. Mutação, 

competição e seleção natural operando dentro da população de células somáticas são os 

ingredientes básicos do câncer que é uma doença na qual células individuais mutantes 

iniciam sua prosperidade a custa de seus vizinhos, mas no final destrói toda a sociedade 

celular e morre (Alberts et al., 1997).
Mutação é toda alteração do material genético de uma célula que não resulta de 

segregação ou recombinação. Quando não é letal para a própria célula ela pode 

propagar-se pelo corpo em crescimento (mutação somática) ou transmitir-se às gerações 

seguintes (mutação germinal). A mutação pode ser espontânea ou induzida por agentes 

físicos, químicos ou biológicos. Incidindo sobre células somáticas, pode levar a um 

processo carcinogênico no próprio indivíduo. Se ocorrer em células germinativas, pode 

produzir doenças ou malformações nas gerações futuras (Rabello-Gay, 1991).

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

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

alguns dos quais são parcialmente conhecidos, mas que há muito ainda para ser 

elucidado (Preston, 1995) (apud Corrales, 1997).

Alterações a nível global e mudanças regionais nos padrões de metilação do 

DNA são eventos mais freqüentes conhecidos para ocorrer câncer humano (Gama-Sosa 

et al., 1983; Gonzalgo e Jones, 1997).
Células somáticas e germinativas são similarmente sensíveis a ação mutagênica 

de agentes quimioterápicos em sistemas de mamíferos in vivo e in vitro (Adler et al., 

1994).



Uma das propostas para minimizar esse problema é a associação de agentes 

genotóxicos com agentes antimutagênicos e anticarcinogênicos (Hartman e Shankel, 

1990; Shankel e Clarke, 1990).

O termo “antimutagênico” foi usado originalmente por Novick e Szilard em 

1952 (in Liviero e von Borstel, 1996) para descrever os compostos que reduzem a 

frequência ou a taxa de mutações espontâneas ou induzidas, independentemente dos 

mecanismos de proteção envolvidos. O termo “anticarcinogênico” também é usado no 

mesmo sentido geral para os agentes que reduzem ou inibem o desenvolvimento de 

tumores (in Antunes, 1997).

Os agentes antimutagênicos podem ser classificados em desmutagênicos e 

bioantimutagênicos. Os desmutagênicos são aqueles que inativam os agentes 

mutagênicos, pela inibição das enzimas metabólicas ou previnem a interação do 

mutágeno com o DNA. Os bioantimutagênicos são aqueles que reduzem os efeitos 

genotóxicos por meio da modulação de mudanças celulares envolvidas nos mecanismos 

de reparo do DNA danificado (Kada et al., 1982).

A dieta humana contém uma grande variedade de agentes mutagênicos e 

carcinogênicos, assim como muitos agentes antimutagênicos e anticarcinogênicos 

naturais (Ames, 1983). O conhecimento atual nesta área de pesquisa começou a se 

desenvolver com a identificação de várias substâncias antimutagênicas presentes na 

dieta, uma vez que muitos suplementos alimentares são indicados para diminuir os 

efeitos colaterais desconfortantes da quimioterapia. Muitos desses suplementos 

alimentares são também ricos em agentes antimutagênicos e podem afetar a eficácia 

biológica das drogas antitumorais (Gentile et al., 1998).

Tem sido demonstrado os efeitos antigenotóxicos de diferentes agentes químicos 

presentes na dieta, tais como legumes, verduras, temperos, chás e café (Abraham et al., 

1998), Moringa oleifera (Nepomuceno, 1999), vitaminas e compostos relacionados 

(Antunes e Takahashi, 1998; Badr et al., 1998; Konopacka et al., 1998; Gentile et al., 

1998; Xue et al., 1998; Edenharder et al., 1999; Antunes et al., 2000); agentes 

organosulfurosos extraídos de Allium (Guyonnet et al., 2000).

Uma das tentativas para decrescer a taxa de mutações espontâneas ou induzidas 

nos seres humanos e, subseqüentemente, reduzir a incidência de câncer, é a 

identificação de agentes antimutagênicos e/ou anticarcinogênicos efetivos, e aumentar a 

exposição a esses compostos, especialmente por meio da dieta (Waters et al., 1996).



Os agentes genotóxicos podem induzir mutações bem como recombinações no 

material genético. A mosca da fruta Drosophila melanogaster foi um dos primeiros 

sistemas experimentais utilizados para avaliar os efeitos mutagênicos e 

recombinogênicos de agentes físicos e químicos, sendo que esses efeitos podem ser 

observados tanto em células da linhagem germinativa como em células somáticas 

(Würgler, 1991).
Além disso, a Drosophila melanogaster tem sido considerada um organismo 

teste ideal para os estudos de genotoxicidade e de antigenotoxicidade de vários 

compostos e misturas (Graf et al., 1998), por possuir um sistema enzimático semelhante 

ao dos mamíferos, que permite o metabolismo de agentes xenobióticos (Barrs, 1980; 

Hâllstrõm et al., 1984), e por ser um organismo pequeno, de fácil manutenção, tempo de 

geração curto, de grande progênie, e baixo número de cromossomos (Graf et al., 1984); 

além de ser um ensaio sensível e barato capaz de detectar uma grande variedade de 

genotoxinas (Würgler e Vogei, 1986).
Graf et al. (1984) desenvolveram um teste de curta duração (Somatic Mutation 

And Recombination Test - SMART) para a detecção de diferentes tipos de manchas 

mutantes (simples ou gêmeas) que podem ser resultantes tanto de mutação, deleção ou 

recombinação somática, ocorridas no cromossomo n° 3 de Drosophila melanogaster.



1.2. Teste para detecção de mutações e recombinações somáticas (Somatic 

Mutation And Recombination Test - SMART) em células de asas de D. 

melanogaster

O teste da mancha da asa é baseado na indução de manchas mutantes (clones) 

que surgem a partir da perda da heterozigose de células em desenvolvimento, as quais 

são heterozigotas para um gene recessivo marcador, presente nas células das asas das 

moscas (Guzmán-Rincón e Graf, 1995; Frei e Würgler, 1996).

O ensaio in vivo com a mosca da fruta Drosophila melanogaster pode ser visto 

como uma ponte de ligação entre sistemas testes de genotoxidade em microrganismos in 

vitro e mamíferos in vivo (Frei e Würgler, 1996).

Para a realização deste teste são utilizadas três 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 condição homozigota, que corresponde 

a um mutante recessivo que determina que as células da asa apresentem três ou mais 

pêlos, no lugar de um; 2) Linhagem flare-3 (flr ), que possui um gene mutante marcador 

recessivo em hemizigose (flr3) no cromossomo n° 3 (3-38,8), que afeta os pêlos das 

células da asa, modificando-os, parecendo uma chama (Guzmán-Rincón et al., 1994); 3) 
Linhagem ORR; flare-3 (ORR; flr3), construída por Frõlich e Würgler (1989), que 

possui um gene marcador recessivo em hemizigose (flr3) no cromossomo n° 3 (3-38,8), 

que afeta os pêlos das células das asas, modificando-os, parecendo uma chama, e um 

cromossomo n° 2, transferido de uma linhagem selvagem Oregon R (ORR), resistente 

ao DDT (Dapkus e Merrel, 1977). Esta linhagem “ORR; flare-3” é caracterizada por um 

aumento na atividade de enzimas P-450 (Hãllstrõm e Blanck, 1985; Guzman-Rincon e 

Graf, 1995). A ativação de promutágenos e de pró-carcinógenos é realizada pelas 

enzimas citocromo P-450, que consiste de várias formas de isoenzimas que têm a 

capacidade de metabolizar uma variedade de substratos (Frõlich e Würgler, 1989). 

Garcia Bellido e Dapena (1974) e Lindsley e Zimm (1992) apresentam informações 

detalhadas sobre os marcadores genéticos acima descritos (apud Corrales, 1997).

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

cromossomo homólogo, balanceador (TM3, Bds), apresenta inversões múltiplas (Graf et 

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



O SMART para detecção de manchas mutantes nas asas de Drosophila 

melanogaster é realizado por meio de dois cruzamentos:

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

são cruzadas com machos “multiple wing hairs” (Graf et al., 1989).

2. Cruzamento de alta capacidade de bioativação metabólica (HB - High bioactivation 

cross): Fêmeas virgens da linhagem “ORR-flare-3” são cruzadas com machos 

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

Destes cruzamentos são obtidos dois tipos de descendentes: marcador trans- 

heterozigoto (MH), e balanceador heterozigoto (BH). As larvas, de ambos genótipos, 

são tratadas com diferentes concentrações do agente químico a ser testado.

A escolha das condições ótimas de tratamento (concentração dos compostos, 

duração do tratamento e a idade das larvas no tratamento) é essencial (Graf et al., 1990).

Nos adultos emergentes MH as manchas mutantes aparecem como manchas 

simples, apresentando o fenótipo “mwh” ou “flare” ou manchas gêmeas (“mwh/flare”). 

Essas manchas mutantes podem ser induzidas por diferentes mecanismos genéticos, tais 

como mutação, deleção ou recombinação somática (Haynie e Bryant, 1977, Graf et al., 

1984). A Figura 1 mostra fotomicrografía de pêlo normal. A Figura 2 mostra 

fotomicrografias de pêlos múltiplos e flare.

Nos adultos emergentes BH as manchas mutantes aparecem apenas como 

manchas simples do tipo “mwh”, devido à presença do cromossomo balanceador, que 

apresenta inversões múltiplas, o que faz com que todos os eventos recombinacionais 

sejam eliminados, fazendo com que a freqiiência de manchas seja consideravelmente 

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

formação de manchas mutantes.
Durante a análise é registrado o número de manchas, assim como o tipo e o 

número de pêlos mutantes existentes em cada mancha.

A Figura 1 mostra uma fotomicrografia de pêlos normais. A Figura 2 mostra 

fotomicrografias de pêlos múltiplos e pêlos flare.
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Figura 1. Fotomicrografía mostrando pêlos normais (Cortesia do Dr. Ulrich Graf, do 

Instituto de Toxicologia - Universidade de Zürich, Schwerzenbach, Suíça).

Figura 2. Fotomicrografias mostrando pêlos múltiplos (A) e pêlos flare (B) (Cortesia do 

Dr. Ulrich Graf, do Instituto de Toxicologia - Universidade de Zürich, Schwerzenbach,

Suíça).



1.3. A doxorrubicina

A quimioterapia citotóxica é rotineiramente utilizada no tratamento do câncer e 

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

doença. Diferentes agentes quimioterápicos são disponíveis, com diferentes modos de 

ação. Alguns causam efeitos tóxicos diretos, sendo que muitos, se não todos, são 

mutagênicos e carcinogênicos (Ferguson e Pearson, 1996; Gentile et al., 1998).

O paradigma dos agentes citotóxicos anticâncer é uma antraciclina chamada 

doxorrubicina (DXR) (Lown, 1993), também conhecida como adriamicina (Doroshow e 

Davies, 1986). A DXR é um dos principais agentes anti-tumorais disponíveis para uso 

clínico. Além de se intercalar à molécula de DNA, esta droga gera radicais livres 

(Antunes e Takahashi, 1998).

Alguns trabalhos demonstram que a DXR pode ser inativada quando submetida 

à luz visível, sendo que a taxa de inativação é dependente do meio ou veículo em que se 

encontra (Le Bot et al., 1988).
Uma revisão sobre a descoberta das antraciclinas e a elucidação de seus vários 

mecanismos de ação, assim como os esforços para melhorar sua eficácia terapêutica são 

apresentados por Lown (1993).
A DXR é um quimioterápico com potente atividade contra uma ampla série de 

neoplasias malignas humanas, incluindo leucemia aguda, linfoma do tipo “non- 

Hodgkins”, câncer de mama e sarcomas (Young et al., 1981 e Guano et al., 1999) (apud 

Antunes, 1997).
Reações de superóxidos com antraciclinas in vivo desempenham um papel 

importante na atividade antitumoral e/ou na etiologia dos efeitos tóxicos colaterais dessa 

classe de drogas (Nakazawa et al., 1985).

O uso clínico da DXR é limitado pela sua cardiotoxicidade, que pode ser devida 

ao seu metabolismo pelas enzimas NADH dehidrogenases mitocondriais cardíacas 

(citocromo c redutase, EC1.6.99.3), que catalizam a redução do ferricitocromo c a 

ferrocitocromo c pela NADH (Thornalley et al., 1986).

A degeneração mitocondrial é uma alteração morfológica associada à toxicidade 

da adriamicina, a qual pode ser consequência de dano peroxidativo aumentado pela 

adriamicina nos lipídios insaturados da membrana mitocondrial (Mimnaugh et al., 

1985).



Tem sido demonstrado, ainda, que as injúrias às mitocôndrias cardíacas, 

produzidas pelas antraciclinas, podem contribuir para o potencial metastásico 

(Doroshow e Davies, 1986).

Embora preferencialmente citotóxica em linhagens tumorais, a DXR também 

afeta os tecidos normais (Berlin e Haseltine, 1981) (apud Antunes, 1997).

Tem sido demonstrado que a adsorção da DXR leva à necrose da pele e a 

significante morbidade. No entanto, seqüestradores de radicais livres, como o DMSO e 

o ácido ascórbico são capazes de diminuir a incidência de úlceras na pele, induzidas 

pela DXR e pode diminuir signifícantemente a morbidade associada com a adsorção de 

DXR (Hajarizadeh et al., 1994).

Fujita et al. (1982) examinaram os efeitos do AA na redução da toxicidade da 

DXR em camundongos e cobaias. Verificaram que o AA não teve efeitos sobre a 

atividade antitumoral da DXR em camundongos inoculados com células leucêmicas 

LI210, porém prolongaram significativamente a vida de camundongos e cobaias 

tratadas com DXR.
Os efeitos genotóxicos da DXR foram extensivamente investigados em pacientes 

submetidos ao tratamento quimioterápico (Boucher et al., 1993), em linfócitos de 

doadores saudáveis em cultura (Vig, 1971) e em linhagens celulares de mamíferos 

(Bean et al., 1992). Estes estudos mostraram que a DXR induziu aberrações 

cromossômicas em linfócitos humanos e em células de ovário de hamster Chinês in 

vitro (Vig, 1971; Drewinko e Gottlieb, 1973; Yu et al., 1994) e em células da medula 

óssea de camundongos in vitro (Larramendy et al., 1980; Dulout et al., 1981; Bean et 

al., 1992); causou lesões no DNA nas linhagens de leucemia de roedores P388 e L1210, 

por meio da estabilização de um complexo com o DNA Topoisomerase II (Ross et al., 

1979; Goldenberg et al., 1986; Zunino et al., 1980); provocou a formação de aductos na 

molécula de DNA (Phillips et al., 1989) e mutações em sistemas de células de 

mamíferos, de Xenopus e em bactérias (Rosselli et al., 1990; Risley e Phorenec, 1991; 

Anderson et al., 1993; Helbig et al., 1994; Péres-Chiesa et al., 1994) (ctpud Antunes, 

1997).
A DXR é capaz de interagir com vários componentes celulares e apresenta 

múltiplos efeitos biológicos e bioquímicos, tais como: a) intercalação no DNA 

provocando a alteração da estrutura tridimensional da molécula de DNA e diminuindo a 

especificidade de ligação das DNA e RNA Topoisomerase II; b) ligação com o DNA e 

estabilização de um complexo temário DXR-ácidos nucléicos-DNA Topoisomerase II;



c) interação com as camadas de fosfolipídeo da membrana celular e, d) formação de 

radicais livres intracelulares gerados pelo grupo quinona da DXR (Sinha et al., 1987; 

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

1.4. As topoisomerases

O agente antitumoral DXR estimula a quebra da dupla-hélice de ácidos 

nucléicos isolados de Drosophila. A cisão do DNA é geralmente feita por produtos 

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

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

complexo se liga covalentemente no terminal fosfato do DNA cortado. Há sítios 

específicos hipersensíveis localizados na posição 5’ e 3’ da histona H4. Preliminarmente 

a topoisomerase do tipo II é a principal responsável pela divagem do DNA 

(Villeponteau, 1989).
Os sítios de quebra da topoisomerase II de Drosophila são áreas específicas de 

ligação com DNA (Lee et al., 1989).
Em contraste com inibidores citotóxicos da Topoisomerase II (acridinas, 

epipodofilotoxinas), as antraciclinas produzem complexo de divagem do DNA 

permanente. Isto é mais evidente com derivados de doxorrubicina do que com derivados 

de daunorubicina (Zunino e Capranico, 1990).

A ação citotóxica das antraciclinas pode ser o resultado de uma interação do 

nível, persistência e localização genômica da quebra do DNA mediada pela 

topoisomerase II (Binaschi et al., 1997).

A alteração do estado topológico de genes por meio de inibidores de DNA 

topoisomerase II, impede sua expressão fenotípica tanto in vivo como in vitro. (Preston 

e White, 1990).
Nem todos os inibidores de topoisomerase são genotóxicos em Drosophila 

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

1994).



De acordo com Leteurtre et al. (1994), a metilação do DNA também pode ter 

profundos efeitos na atividade das topoisomerases e pode alterar a distribuição de sítios 

de quebra, na cromatina, produzidos por drogas anticâncer.

Há regiões estruturais no DNA que estão envolvidas no funcionamento do 

complexo topoisomerase II/DNA. Tais regiões fazem mediação de reações de clivagem 

e reassociação do DNA (Solovyan e Andreyev, 1995).

A clivagem do DNA, pela ação da DNA topoisomerase II, se realiza pela 

interação química entre três regiões da dupla hélice e a enzima. (Alsner et al., 1996).

Borde e Duguet. (1996) demonstraram que existem sítios de clivagens droga- 

dependente para a topoisomerase II no DNA ribossomal extracromossomal do eucarioto 

inferior Physarum polycephalum, durante a metáfase de mitose, sugerindo um papel 

para a topoisomerase II na segregação de microcromossomos no DNA ribossomal. A 

estrutura da cromatina também mostra um papel determinante nos sítios de interação da 

topoisomerase II com o DNA in vivo.

Há diferentes modos de ação entre os inibidores de topoisomerase (Frei e 

Würgler, 1996).
O padrão do sítio para clivagem, mediada pela topoisomerase II, foi determinado 

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

1997).
Compostos que interferem na ação da topoisomerase podem ser divididos em 

duas categorias, baseadas no mecanismo de ação da droga: veneno e inibição catalítica. 

(Capranico et al., 1997).
Compostos antitumores de pequenos pesos moleculares podem ter uma melhor 

habilidade em se ligar em interfaces Proteína/DNA, constituindo sítios específicos 

genômicos para ligação de drogas (Capranico et al., 1997).

Estudos demonstram que várias formas de danos espontâneos no DNA 

estimulam clivagem mediada pela topoisomerase II de Drosophila. Três tipos de lesões 

(efeitos de sítios apurínicos, sítios apirimídicos e resíduos deaminados de citosina) 

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

DNA (Kingma et al., 1995; 1997a; 1997b; 1998).

Agentes químicos capazes de interferir com DNA topoisomerase II são muito 

difundidos na natureza, e alguns deles têm eficácia clínica como antitumor ou droga 

antibacteriana. Drogas que tem como alvo a DNA topoisomerase II podem ser divididas 

em duas categorias: venenos e inibidores catalíticos. Os venenos atuam estimulando a 



quebra da topoisomerase; atuam assim, apresentando um padrão “droga específica” 

(Capranico e Binaschi, 1998).

Yoon et al. (1998) demonstraram quebras de regiões 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 sítios de quebra a cada 6 pares de bases 5’TTAGG*G3 ’ (sítio de quebra marcado 

por um asterístico).

As principais conclusões sobre a preferência de ação dos sítios da topoisomerase 

até 1998 são os seguintes: i) os sítios da topoisomerase estão localizados próximos das 

origens de replicação e terminação onde teriam um papel na formação das moléculas 

filhas do DNA e sua ação na iniciação da replicação; ii) sítios de Topoisomerase II são 

achados na região promotora de alguns genes, mas eles parecem estar relacionados a um 

estado de condensação da cromatina nesta região, antes da transcrição; iii) sítios de 

topoisomerase apresentariam um papel de ancoradouro nas alças da cromatina e ou na 

topologia de cada alça cromatínica (Borde e Duguet, 1998).

1.5. A vitamina C (ácido ascórbico - AA)

As vitaminas são micronutrientes definidos como um grupo de compostos 

orgânicos que são necessários, em pequenas quantidades, para a manutenção das 

funções vitais dos organismos. Essas vitaminas são classificadas em lipossolúveis ou 

hidrossolúveis. As lipossolúveis (A, D, E e K) são armazenadas principalmente no 

fígado e podem ser acumuladas a níveis tóxicos para o corpo. As vitaminas 

hidrossolúveis (C e B) geralmente não são armazenadas e devem ser obtidas 

diariamente da dieta (Keith, 1989). O acúmulo de evidências dos efeitos benéficos das 

vitaminas sobre a saúde e a identificação da quinta fase, relacionada às propriedades 

antimutagênicas e anticarginogênicas das vitaminas C, E e A (Machlin, 1992). Além 

disso, essas vitaminas são consideradas excelentes agentes antioxidantes, capazes de 

seqüestrar os radicais de oxigênio livres com grande eficiência (apud Antunes, 1997).

A definição mais abrangente de um agente antioxidante é qualquer substância 

que quando presente em baixas concentrações comparada àquelas do substrato 



oxidante, atrasa ou inibe a oxidação do substrato de maneira eficaz (Sies e Stahl, 1995) 

{apud Antunes, 1997).

Os compostos antioxidantes como as vitaminas C, E e A são capazes de 

restringir a propagação das reações em cadeia iniciadas pelos radicais de oxigênio 

livres, os quais são formados pelos processos metabólicos ou como resultado da 

exposição aos fatores ambientais (Shamberger, 1984). Ao lado da sua importância 

biológica, algumas vitaminas têm apresentado efeitos protetores contra as lesões 

induzidas pelos agentes citostáticos, bem como atividade carcinogênica de radiações 

ionizantes ou agentes químicos em sistemas experimentais (Fujita et al., 1982; Gebhart 

et al., 1985; Ushakova et al., 1996) {apud Antunes, 1997), assim como aumenta a 

sobrevivência de larvas de insetos submetidos à ação de radicais livres (Bruins et al., 

\991).

A vitamina C (ácido ascórbico - AA) é geralmente consumida em grandes doses 

pelos seres humanos, sendo adicionada a muitos produtos alimentares para inibir a 

formação de metabólitos nitrosos carcinogênicos (Stich et al., 1979). Essa vitamina é 

absorvida da dieta de forma rápida e eficiente por um processo dependente de energia. 

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

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



2. OBJETIVOS

A doxorrubicina (DXR) é um antibiótico, da classe das antraciclinas, 

considerado como o paradigma dos agentes antineoplásicos, atualmente disponíveis 

para o uso clínico. Além de intercalar-se na molécula do DNA, esse antibiótico gera 

radicais livres de oxigênio. Agentes antioxidantes, como a vitamina C (ácido ascórbico 

- 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 neoplásicas. 

A DXR é instável quando exposta à energia luminosa.

O teste para detecção de mutações e recombinações somáticas em células de asas 

de Drosophila melanogaster é considerado um importante instrumento na detecção de 

agentes mutagênicos e antimutagênicos.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos:

■ Avaliar os efeitos genotóxicos do ácido ascórbico e da DXR, isoladamente, em 

células de asas de Drosophila melanogaster.

■ Investigar os efeitos moduladores do ácido ascórbico quando associado à DXR 

em células de asas de Drosophila melanogaster, na presença e na ausência da
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1. Agentes químicos

■ Cloridrato de doxorrubicina (DXR) [(85-cis) -10 - [(3 - Amino -2, 3, 6 - trideoxi - a

- 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. C27H29-N- 

Ou.HCl; CAS 23214-92-8 (Figura 3), conhecida comercialmente com os nomes de 

Adriblastina® e Doxina®.

■ Adriblastina®, distribuída sob a forma liofílizada pela Pharmacia S.p.A., Milão - 

Itália, importada e distribuída por Pharmacia Ind. Com. Ltda., Duque de Caxias, RJ, 

Brasil. Cada frasco contém: 10 mg de doxorrubicina HC1; 1,0 mg de metilparabeno 

e 50 mg de lactose).

■ Doxina®, distribuída sob a forma liofílizada pelo Eurofarma Laboratórios Ltda., São 

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

liofilizado.

Figura 3. Fórmula estrutural do cloridrato de doxorrubicina.



■ Ácido ascórbico (vitamina C) - P.M. 186,13; CAS 50-81-7; Fluka - Suíça.

■ Etil carbamato (NH2COOCH2CH3, CAS N° 51-79-6, P. M. 89,10) (uretano - URE), 

(Fluka AG, Buchs, Suíça).

Todas as soluções foram preparadas com água destilada estéril imediatamente antes 

do uso.

3.2. Agente físico

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

Lumens, a uma distância de 2 metros da fonte.

3.3. Teste para detecção de mutações e recombinações somáticas (Somatic 

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

O teste para detecção de mutações e recombinações somáticas em células de asas 

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

3.3.1. Linhagens mutantes de Drosophila melanogaster:

- “Multíple wing hairs” (mwh), com constituição cromossômicay; mwhjv.

" “Flare-3 (flr3), com constituição genética/?/ /In(3LR)TM3, ri pP sep 1(3)89Aa bx34e



■ “ORR; flare-3” (ORR; flr3), com constituição genética ORR; flr3 /In(3LR)TM3, ri pf 

sep I(3)89Aa bx34e e Bds.

As linhagens mutantes foram mantidas em frascos de % de litro contendo meio 

de cultura para Drosophila melanogaster (820 ml de água, 25 g de fermento de padaria 

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

3.3.2. Cruzamentos entre as linhagens mutantes

Cruzamento padrão (ST - “Standard Cross”) (Grafe/ al., 1989):

Fêmeas flr3 /In(3LR)TM3, ri pf sep 1(3)89Aa bx34e e Bcf cruzadas com machos 

mwh/mwh.

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

(Graf e van Schaick, 1992):

Fêmeas ORR; flr3 /In(3LR)TM3, ri pR sep I(3)89Aa bx34e e Bds, cruzadas com 

machos mwh/mwh.

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

hdkrozigoto (MH: mwh + / + flr3), e balanceador heterozigoto (BH: mwh + / TM3, Bff
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3.4. Procedimentos

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

sólida de ágar (4% de ágar em água), e uma camada de fermento com açúcar. Após 72 ± 

4 h, as larvas de ambos genótipos, emergentes destes cruzamentos foram retiradas por 

lavagem em água corrente, coletadas em peneira de malha fina e transferidas para 

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

diferentes concentrações 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 lâminas secas, com solução de Faure 

(30 g de goma arábica, 20 ml de glicerol, 1,5 g de hidrato de cloral, e 50 ml de água 

destilada) e colocadas para secar em placas aquecedoras (40» C) por 24 h. Após esse 

período as lâminas foram montadas com lamínulas, em solução de Faure. Sobre a 

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

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

3.6. Análise de lâminas

A análise das lâminas foi realizada em microscópio óptico de luz (objetiva 40X). 

Foram registrados o número e os tipos de manchas encontradas (simples ou gêmeas), 

assim como o tamanho das mesmas, e a posição em que se encontravam na asa.



3.7. Análise estatística

Para avaliar os efeitos genotóxicos do cloridrato de doxorrubicina e da vitamina 

C, quando empregados isoladamente, as ífeqüências de manchas por asa das séries 

tratadas foram comparadas com o controle negativo (água destilada estéril). Duas 

hipóteses alternativas foram usadas para distinguir entre as possibilidades de um 

resultado positivo, inconclusivo ou negativo. Na hipótese nula foi assumido que não há 

diferença na freqüência de mutações entre o controle e a série tratada. A hipótese 

alternativa postula a priori que o tratamento resulta em um aumento na freqüência de 

mutações que é m vezes maior que a freqüência espontânea. Para testar contra as 

hipóteses foi aplicado um teste binomial condicional, de acordo com Kastenbaum e 

Bowman ou teste do X2 para proporções (Frei e Würgler, 1988).

Para a análise estatística de antigenotoxicidade das séries tratadas com ácido 

ascórbico associado à doxorrubicina, as ífeqüências de manchas por mosca foram 

comparadas aos pares (ex. controle negativo (água) versus ácido ascórbico; controle 

positivo (DXR) versus ácido ascórbico + DXR) usando o teste -U não paramétrico, de 

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

3.8. Verificação dos efeitos moduladores do ácido ascórbico quando associado ao 

cloridrato de doxorrubicina em células somáticas de Drosophila melanogaster, 

tratadas na presença de luz.

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

capacidade de bioativação (HB) foram transferidas para frascos contendo 1,5 g de purê 

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

(Adriblastina Pharmacia Ind. Com. Ltda.) (0,1 e 0,2 mg DXR/ml) associados ou não 

com ácido ascórbico (50 e 100 mM AA). Um controle positivo (uretano (URE) 10 mM) 

e um controle negativo (água destilada) foram incluídos em ambos cruzamentos.
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Os tratamentos foram realizados de acordo com o protocolo apresentado na 

figura 4.

Ovo Estágio larval (I-III)

24 48

Pupa Adulto

|—--------------- 1--------- ►
72 120 horas

Co-tratamento
-- ------------------------- 1 AA + DXR

0

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

cruzamentos ST e HB com doxorrubicina (DXR) e ácido ascórbico (AA), na 

presença de luz.

3.9. Verificação dos efeitos moduladores do ácido ascórbico quando associado ao 

cloridrato de doxorrubicina em células somáticas de Drosophila melanogaster, 

tratadas na presença e na ausência de luz.

Larvas de 72 ± 4 h provenientes dos cruzamentos padrão (ST) e de alta 

capacidade de bioativação (HB) foram transferidas para frascos contendo 1,5 g de purê 

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

(Doxina, Eurofàrma Laboratorios Ltda.) (0,1 mg DXR/ml) associados ou não com acido 

ascórbico (50 e 100 mM AA). Como controle negativo foi utilizada a água destilada 

estéril e como controle positivo foi utilizado o próprio 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 e HB com doxorrubicina (DXR) e ácido ascórbico (AA), na 

presença e na ausência de luz.
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4. RESULTADOS

4.1. Verificação dos efeitos moduladores do ácido ascórbico quando associado ao 

cloridrato de doxorrubicina em células somáticas de Drosophila melanogaster, 

tratadas na presença de luz.

A Tabela 1 mostra as freqüências de manchas mutantes observadas nos 

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

isoladamente com diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) e 

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

A DXR, nas concentrações de 0,1 e 0,2 mg/ml de água destilada estéril, induziu 

um aumento estatisticamente significativo (P < 0,05) nas freqüências de manchas 

pequenas simples, grandes simples, gêmeas e no total de manchas, quando comparado 

com o controle negativo (água destilada estéril).
4. ~ sn e 100 mM, não foi capaz de induzir aumentoO AA, nas concentrações de e íw mm, f

. .r .. n{, frenüência de manchas de nenhuma das classes deestatisticamente significativo na trequeucw uv

manchas.
, -4- Arrpfano - URE) induziu aumento estatisticamenteO controle positivo (uretano u: /

. p manchas pequenas simples e no total de manchas,significativo nas frequências de man p 4
necativo. No entanto, não foi capaz de induzir quando comparado com o controle negauvo.

• • 4 •r.mmrativo na freqüência de manchas grandes simples eaumento estatisticamente signiiicativ

gêmeas.
fi-pnüências de manchas mutantes observadas nos A Tabela 2 mostra as fiequencias uc

, „,/«>• do cruzamento padrão (ST), tratados comdescendentes MH de D. mdanog^r do cruzam P ' ’
««ntracões de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) e associação de diferentes concentraço 

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

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

4 cmnifícativa na freqüência total de manchas mutantes, diminuição estatisticamente sigm .
. • 4a mnnchas pequenas simples, grandes simples e gemeas enquanto que as freqüênctas de manchas p l

. nuando comparado com o tratado com DXR (0,1não diminuíram estatisticament , q

mg/ml).



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

diminuição estatisticamente significativa nas frequências de manchas mutantes de todas 

as classes.

Os co-tratamentos com AA (50 e 100 mM) + DXR (0,2 mg/ml) não 

apresentaram diminuição estatisticamente significativa nas freqüências de manchas 

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

No entanto, verificou-se um aumento fraco positivo nas freqüências de manchas 

mutantes gêmeas e no total de manchas, nos tratados com AA (100 mM) + DXR (0,2 

mg/ml).

A Tabela 3 mostra as freqüências de manchas mutantes observadas nos 

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

com diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina 

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

Quando comparado com o controle negativo (água destilada estéril), a DXR (0,1 

e 0,2 mg/ml de água destilada estéril) e o AA (50 e 100 mM) não induziram aumento 

estatisticamente significativo nas freqüências de manchas mutantes de nenhuma das 

classes, enquanto que o URE (10 mM) induziu aumento estatisticamente significativo 

nas freqüências de manchas pequenas simples e no total de manchas, mas não foi capaz 

de induzir aumento estatisticamente significativo na frequência de manchas grandes 

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

. r-. i do cruzamento padrão (ST), tratados comdescendentes BH de D. melanogaster ao cruza p

associação de diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) c 

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

. • 4 mutantes observadas nos tratados com associação deAs freqüências de manchas muianic»
mvn rn i p 0 2 mg/ml) não diminuíram significativamente AA (50 e 100 mM) + DXR (0,1 e 0,2 mg/ ;

de manchas mutantes observadas nos tratados quando comparado com as frequências ue m

com DXR (0,1 e 0,2 mg/ml).
5 ostra as freqüências de manchas mutantes observadas nos 

, rv i^naaKter do cruzamento de alta capacidade de bioativação descendentes MH de D. melan g
, + onm diferentes concentrações de acido ascorbico (AA) (50(HB), tratados isoladamente com dite

• rnXR) (0 1 e 0,2 mg/ml), na presença de luz.e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) BA
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A DXR, nas concentrações de 0,1 e 0,2 mg/ml de água destilada estéril, induziu 

um aumento estatisticamente significativo (P < 0,05) nas freqüências de manchas 

grandes simples, gêmeas e no total de manchas, quando comparado com o controle 

negativo (água destilada estéril), enquanto que a freqüência de manchas pequenas 

simples aumentou estatisticamente apenas para os tratados com DXR 0,1 mg/ml.

O AA, nas concentrações de 50 e 100 mM, não foi capaz de induzir aumento 

estatisticamente significativo na freqüência de manchas de nenhuma das classes de 

manchas.
O controle positivo (uretano - URE) induziu aumento estatisticamente 

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

controle negativo (água).
A Tabela 6 mostra as freqüências de manchas mutantes observadas nos

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

(HB), tratados com associação de diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 

e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 e 0,2 mg/ml), na presença de luz.

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

diminuição estatisticamente significativa nas freqüências de manchas pequenas, grandes

DXR (0,1 mg/ml).
AA (100 mM) + DXR (0,1 mg/ml) não apresentaramMoscas co-tratadas com

. • nas freaüências de manchas mutantes de todasdiminuição estatisticamente significativa nas irequ
* r» •. • r* »• ZV « T

as classes. No entanto,
foi verificado um aumento fraco positivo na freqüência de

manchas gêmeas, quando comparado com o tratado com DXR (0,1 mg/ml)
- ■*  r\ • rxxzr» /n o

Os co-tratamentos com AA (50 e 100 + DXR (°’2 m&/mD não

No entanto, verificou-se um

apresentaram diminuição estatisticamente significativa nas freqüências de manchas 

mutantes de todas as classes, quando comparado com o tratado

DXR (0,2 mg/ml), quando comparado com o tratado com
tratados com AA (100 mM) +

DXR (0,2 mg/ml).
A Tabela 7 mostra as

descendentes BH de D.

freqüências de manchas mutantes observadas nos

diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50
(HB), tratados isoladamente com
e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 e 0,2 mg/ml), na presença de luz,



Quando comparado com o controle negativo (agua destilada esteril), a DXR (0,1 

e 0,2 mg/ml de água destilada estéril) e o AA (50 e 100 mM) não induziram aumento 

estatisticamente significativo nas frequências de manchas mutantes de nenhuma das 

classes, enquanto que o URE (10 mM) induziu aumento estatisticamente significativo 

nas freqüências de manchas pequenas simples e no total de manchas, mas não foi capaz 

de induzir aumento estatisticamente significativo na freqüência de manchas grandes 

simples.

A Tabela 8 mostra as frequências de manchas mutantes observadas nos 

descendentes BH de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de bioativação 

(HB), tratados com associação de diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 

e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 e 0,2 mg/ml), na presença de luz.

As freqüências de manchas mutantes observadas nos tratados com associação de 

AA (50 e 100 mM) + DXR (0,1 e 0,2 mg/ml) não diminuíram significativamente 

quando comparado com as freqüências de manchas mutantes observadas nos tratados 

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

No entanto, foi verificado que a freqüência total de manchas mutantes 

de AA (50 mM) + DXR (0,2 mg/ml) aumentou observadas nos tratados com associaçao de aa pv j
mm a freaüência total de manchas mutantes significativamente quando comparado com a irequ 

observadas nos tratados com DXR (0,2 mg/ml).

A Figura 6 mostra as freqüências totais de manchas por mosca, observadas em 
, , dns descendentes MH e BH do cruzamento padrãoasas de Drosophila melanogaster dos ciescenuti

/ , 1 AA (50 e 100 mM) e URE (10 mM), na(ST) tratados com água (controle negativo), aa pu

presença de luz.
r orWiAneias totais de manchas por mosca, observadas em A Figura 7 mostra as frequências 101^

a doe dpscendentes MH e BH do cruzamento padrão asas de Drosophila melanogaster dos descendentes
• ~ AA (50 e 100 mM) e DXR (0,1 e 0,2 mg/ml de água), (ST) tratados com associaçao de AA pv e iv

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

asas de DrosopKlla melanogaster dos descendentes MH e BH do cruzamento de alta 

fahAliea ÍHB) tratados com água (controle negativo), AA capacidade de bioativaçao metabolica
(50 e 100 mM)e URE (10 mM), na presença de luz.

A Figura 9 mostra as freqüências totais de manchas por mosca, observadas em

, dos descendentes MH e BH do cruzamento de altaasas de Drosophila melanoga
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capacidade de bioativação metabólica (HB) tratados com associação de AA (50 e 100 

mM) e DXR (0,1 e 0,2 mg/ml de água), na presença de luz.



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

isoladamente com diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 e 0,2 mg/ml), na presença de

luz. Experimento 1.

Tratamento
(concentração)

Número 
de 

moscas

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatíst. *
Pequenas simples 

(1-2 células) 
m=2

Grandes simples 
(> 2 células) 

m=5

Gêmeas

m=5

Total

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) i 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

* Diagnóstico estatístico de acordo com Frei e Würgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo; negativo; i, inconclusivo; m, fator de 

multiplicação. Teste do X2para proporções, bicaudal. Níveis de significância: oc=p=0,05.



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

associação de diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 e 0,2 mg/ml), na presença de luz.

Experimento 1.

Tratamento 
(concentração)

Número 
de 

moscas

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatíst. *
Pequenas simples 

(1-2 células) 
m=2

Grandes simples 
(> 2 células) 

m=5

Gêmeas

m=5

Total

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) i 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)i 0,90(18)- 0,50 (10) - 2,25 (45) -

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

* Diagnóstico estatístico de acordo com Frei e Würgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo; negativo; i, inconclusivo; ftf+, tratamento 

combinado aumenta a freqüência de manchas e o diagnóstico estatístico é fraco positivo; m, fator de multiplicação. Teste U. Níveis de 

significância P < 0,05.

QO



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

isoladamente com diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 e 0,2 mg/ml), na presença de

luz. Experimento 1.

Tratamento 
(concentração)

Número 
de 

moscas

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatíst. *
Pequenas simples 

(1-2 células) 
m=2

Grandes simples 
(> 2 células) 

m=5

Total

m=2

Controle negativo 20 0,55 (11) 0,20 (04) 0,75 (15)

Uretano (10 mM) 20 1,65 (33) + 0,20 (04) - 1,85 (37) +

AA (mM) + DXR mg/ml)

0 + 0,1 20 0,65 (13) i 0,20 (04) - 0,85 (17) i

0 + 0,2 20 1,10(22) + 0,15 (03) - 1,25 (25)1

50 + 0 20 0,30 (06) - 0,00 (00) - 0,30 (06) -

100 + 0 20 0,15 (03)- 0,05 (01) - 0,20 (04) -

* Diagnóstico estatístico de acordo com Frei e Würgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator de 

multiplicação. Teste do X2para proporções, bicaudal. Níveis de signifícância: a=P=0,05.



Tabela 4. Frequências de manchas mutantes observadas nos descendentes BH de D. melanogaster do cruzamento padrão (ST), tratados com

associação de diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 e 0,2 mg/ml), na presença de luz.

Experimento 1.

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

Tratamento Número Pequenas simples Grandes simples Total
(concentração) 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 (11) i 0,00 (00) i 0,55 (11) i

100 + 0,1 20 0,75 (15) - 0,10 (02) i 0,85 (17) -

0 + 0,2 20 1,10(22) 0,15 (03) 1,25 (25)

50 + 0,2 20 0,70 (14) i 0,10 (02) i 0,80 (16) i

100 + 0,2 20 0,80 (16) i 0,15 (03)- 0,95 (19) i

* Diagnóstico estatístico de acordo com Frei e Würgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator de 

multiplicação. Teste U. Níveis de significância P < 0,05.



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

bioativação (HB), tratados isoladamente com diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 e

0,2 mg/ml), na presença de luz. Experimento 1.

multiplicação. Teste do X2 para proporções, bicaudal. Níveis de signifícância: a=p=0,05.

Tratamento 
(concentração)

Número 
de 

moscas

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatíst. *
Pequenas simples 

(1-2 células) 
m=2

Grandes simples 
(> 2 células) 

m=5

Gêmeas

m=5

Total

m=2

Controle negativo 20 0,95 (19) 0,05 (01) 0,05 (01) 1,05 (21)

Uretano (10 mM) 20 6,45 (129) + 2,20 (44) + 1,40(28) + 10,05 (201) +

AA (mM) + DXR mg/ml)

0 + 0,1 20 2,25 (45) + 1,25 (25) + 0,70 (14) + 4,20 (84) +

0 + 0,2 20 1,25 (25) i 0,80 (16) + 0,65(13) + 2,70 (54) +

50 + 0 20 1,25 (25) i 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) -

* Diagnóstico estatístico de acordo com Frei e Würgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator de



Tabela 6. Freqüências de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de 

bioativação (HB), tratados com associação de diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 e 

0,2 mg/ml), na presença de luz. Experimento 1.

Tratamento
(concentração)

Número 
de 

moscas

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatíst. *
Pequenas simples 

(1-2 células) 
m=2

Grandes simples 
(> 2 células) 

m=5

Gêmeas

m=5

Total

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 (21) + 0,60 (12) f+ 0,55 (11)- 2,20 (44) +

100 + 0,1 20 2,15 (43) - 1,10 (22) - 1,30 (26) -Üf+ 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) -fif+

* Diagnóstico estatístico de acordo com Frei e Würgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo; negativo; i, inconclusivo; ílf+, tratamento 

combinado aumenta a freqüência de manchas e o diagnóstico estatístico é fraco positivo; m, fator de multiplicação. Teste U. Níveis de 

significância P < 0,05.



Tabela 7. Freqüências de manchas mutantes observadas nos descendentes BH de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de

bioativação (HB), tratados isoladamente com diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 e

0,2 mg/ml), na presença de luz. Experimento 1.

Tratamento 
(concentração)

Número 
de 

moscas

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatíst. *
Pequenas simples 

(1-2 células) 
m=2

Grandes simples 
(> 2 células) 

m=5

Total

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) i 1,65 (33) i

100 + 0 20 1,00 (20)- 0,05 (01) - 1,05 (21) -

* Diagnóstico estatístico de acordo com Frei e Würgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo; negativo; i, inconclusivo; m, fator de 

multiplicação. Teste do X2para proporções, bicaudal. Níveis de significância: a=P=0,05.



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

bioativação (HB), tratados com associação de diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 e

0,2 mg/ml), na presença de luz. Experimento 1.

Tratamento
(concentração)

Número 
de 

moscas

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatíst. *
Pequenas simples 

(1-2 células) 
m=2

Grandes simples 
(> 2 células) 

m=5

Total

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 + 0,2 20 1,15 (23) 0,05 (01) 1,20(24)

50 + 0,2 20 1,70 (34)- 0,25 (05) - 1,95 (39) -fí+

100 + 0,2 20 1,05 (21) - 0,10 (02) - 1,15 (23)-

* Diagnóstico estatístico de acordo com Frei e Würgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo; negativo; i, inconclusivo; ft+, tratamento 

combinado aumenta a frequência de manchas e o diagnóstico estatístico é forte positivo; m, fator de multiplicação. Teste U. Níveis de 

signifícância P < 0,05.

Lk)
4^
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figura 6. Freqüências totais de manchas por mosca observadas em asas de Drosophila 

melanogaster dos descendentes MH e BH do cruzamento padrão (ST) 

tratados com água (controle negativo), ácido ascórbico (50 e 100 mM) e 

uretano (10 mM) (controle positivo), na presença de luz. Experimento 1.
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Tratamentos

observadas em asas de DrosophilaFigura 7. Freqüências totais de manchas por mosca
melm)gasler dos descendentes MH e BH do cruzamento padrao (ST) 

tratados com associação de ácido ascórbico (50 e 100 mM) e doxorrubicina 

(adriblastina) (0,1 e 0,2 mg/ml), na presença de luz. Experimento 1.



HB- MH

HB - BH

AA (50) AA(100)

Tratamentos

Figura 8. Frequências totais de manchas por mosca observadas em asas de Drosophila 

melanogaster dos descendentes MH e BH do cruzamento de alta capacidade 

de bioativação (HB) tratados com água (controle negativo), ácido ascórbico 

(50 e 100 mM) e uretano (10 mM) (controle positivo), na presença de luz 

Experimento 1.
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Tratamentos
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P 100 mM) e doxorrubicina (adriblastina) (0,1 e 0,2 mg/ml),

de luz. Experimento 1.

totaisFigura 9. Freqüências

melanogaster dos

ca]
ascórbico (50 e 

na presença



4.2. Verificação dos efeitos moduladores do ácido ascórbico quando associado ao 

cloridrato de doxorrubicina em células somáticas de Drosophila melanogaster, 

tratadas na presença e ausência de luz.

4.2.1. Presença de luz.

A Tabela 9 mostra as freqüências de manchas mutantes observadas nos 

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

isoladamente com diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) e 

doxorrubicina (DXR) (0,1 mg/ml), na presença de luz.

A DXR (0,1 mg/ml de água destilada estéril), induziu um aumento 
estatisticamente significativo (P < 0,05) nas freqüências de manchas grandes simples, 

gêmeas e no total de manchas, quando comparado com o controle negativo (água 

destilada estéril).
z ~ n zía sn e 100 mM, não foi capaz de induzir aumento O AA, nas concentrações de 50 e iuv ,

. .r frpfiiiência de nenhuma das classes de manchas,estatisticamente significativo na frequenc
A Tabela 10 mostra as freqüências de manchas mutantes observadas nos 

, . do cruzamento padrão (ST), tratados comdescendentes MH de D. melanog
«trones de AA (50 e 100 mM) e DXR (0,1 mg/ml), na associação de diferentes concentrações ae t 

presença de luz.
a a p100 mM) + DXR (0,1 mg/ml) apresentou uma O co-tratamento com AA (50 e wv mivV

, , eirmíficativa nas freqüências de manchas grandesdiminuição estatisticamente nao sig
z tmnntpnfe significativo nas freqüências de manchas simples e um aumento estatisticamente signu

fzAfal de manchas, quando comparado com o tratado com pequenas simples, gêmeas e no total de mane 4

DXR (0,1 mg/ml).
«-«níipncias de manchas mutantes observadas nos A Tabela 11 mostra as frequencas

. nír^ter do cruzamento de alta capacidade de bioativaçao descendentes MH de D. melanog
z diferentes concentrações de acido ascorbico (AA) (50 (HB), tratados isoladamente co

, • • rnYRA Í0 1 mg/ml), na presença de luz.e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0, .
/ ia induziu um aumento estatisticamente significativo (P > A DXR (0 1 mg/ml) inauziu

; manchas grandes simples, gêmeas e no total de manchas, 0,05) nas freqüências de ma



40 

quando comparado com o controle negativo (água destilada estéril), enquanto que a 

freqüência de manchas pequenas simples teve um aumento estatisticamente não 

significativo.

O AA (50 e 100 mM) não foi capaz de induzir aumento estatisticamente 

significativo na freqüência de nenhuma classe de manchas.

A Tabela 12 mostra as freqüências de manchas mutantes observadas nos 

descendentes MH de D. mdanogaster do cruzamento de alta capacidade de bioativação 

(HB), tratados com associação de diferentes concentrações de AA (50 e 100 mM) e 

DXR (0,1 mg/ml), na presença de luz.

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

diminuição estatisticamente não significativa na Ireqüência de manchas pequenas 

simples; uma diminuição estatisticamente significativa nas freqüências de manchas 

grandes simples, gêmeas e no total de manchas, quando comparado com o tratado com 

DXR (0,1 mg/ml).
a a rmo mM) + DXR (0,1 mg/ml) apresentou um O co-tratamento com AA (WU mivi;

• -r na freaüência de manchas pequenas simples; aumento estatisticamente significativo na irequen
• • cíerníficativa na freqüência de manchas grandesuma diminuição estatisticamente sigmticauva h

„ .. o •„ manchas eêmeas e o total de manchas, quandosimples, mas não alterou a freqüencta de manchas gen 

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

4.2.2. Ausência de luz.

fi-^níiências de manchas mutantes observadas nos A Tabela 13 mostra as frequen
, z.,rz,c/cr do cruzamento padrão (ST), tratados descendentes MH de D. melanogasler P
contrações de ácido ascorbico (AA) (50 e 100 mM) e isoladamente com diferentes concentrações oe 

doxorrubicina (DXR) (0,1 mg/ml), na ausência de luz.

A DXR (0 1 mg/ml), induziu um aumento estahstrcamente stgmficattvo (P > 

0,05) nas freqüênmas de manchas grandes simples, gêmeas e no total de manchas, 
quando comparado com o controle negativo (água destilada esterll).

O AA (50 e 100 mM) não foi capaz de mduzir aumento estattshcamente 
• nenhuma das classes de manchas.

significativo na freqüência de n



A Tabela 14 mostra as frequências de manchas mutantes observadas nos 

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

associação de diferentes concentrações de AA (50 e 100 mM) e DXR (0,1 mg/ml), na 

ausência de luz.

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

diminuição estatisticamente não significativa na freqüência de manchas grandes 

simples, e aumentou de modo estatisticamente significativo a frequência 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 frequência de todas as classes de manchas 

mutantes.

A Tabela 15 mostra as frequências de manchas mutantes observadas nos 

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

(HB), tratados isoladamente com diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 

e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 mg/ml), na ausência de luz.

A DXR (0,1 mg/ml) induziu um aumento estatisticamente significativo (P > 
a /az-, /- a • j classes de manchas, quando comparado com o0,05) nas frequências de todas as ciassem uc 

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

significativo na freqüência de nenhuma classe de manchas.

A Tabela 16 mostra as frequências de manchas mutantes observadas nos 

„ / do cruzamento de alta capacidade de bioativaçãodescendentes MH de D. melanogaster do cruza
. diferentes concentrações de AA (50 e 100 mM) e(HB), tratados com associaçao d

DXR (0,1 mg/ml), na ausência de luz.

a a /SO mM) + DXR (0,1 mg/ml) apresentou uma O co-tratamento com AA pu mi /
~ cianificativa na freqüência de manchas pequenas diminuição estatisticamente nao significativa
fAtai de manchas; e um aumento estatisticamente não simples, grandes simples e no

..a • do ™nchas gêmeas, quando comparado com o tratado com significativo na freqüencia de ma

DXR (0,1 mg/ml). ...
aA zif)O mM) + DXR (0,1 mg/ml) apresentou umO co-tratamento com AA 1 .

~ danificativo na freqüência de manchas pequenas e aumento estatisticamente nao g ..A .
tn estatisticamente significativo na freqüencia de manchas 

grandes simples; e um aumen m ■< / n
u c nuando comparado com o tratado com DXR (0,1 mg/ml). gêmeas e no total de manchas, q



A Figura 10 mostra as freqüências totais de manchas por mosca, observadas em 

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

de alta capacidade de bioativação metabólica (HB), tratados com água (controle 

negativo), AA (50 e 100 mM) e DXR (0,1 mg/ml), na presença de luz.

A Figura 11 mostra as freqüências totais de manchas por mosca, observadas em 

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

de alta capacidade de bioativação metabólica (HB), tratados com DXR (0,1 mg/ml), 

associada ou não com AA (50 e 100 mM), na presença de luz.

A Figura 12 mostra as freqüências totais de manchas por mosca, observadas em 

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

de alta capacidade de bioativação metabólica (HB), tratados com água (controle 

negativo), AA (50 e 100 mM) e DXR (0,1 mg/ml), na ausência de luz.

A Figura 13 mostra as freqüências totais de manchas por mosca, observadas em

, / , zMc HpQcendentes MH dos cruzamentos padrão (ST) easas de Drosophila melanogaster dos descenoenies p v ;
, , . • mptahólica (HB), tratados com DXR (0,1 mg/ml),de alta capacidade de bioativaçao metaoonca h

a a p 100 mM),), na ausência de luz.associada ou nao com AA (5u e too m j, b



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

diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 mg/ml), na presença de luz. Experimento 2.

Tratamento
(concentração)

Número 
de 

moscas

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatíst. *
Pequenas simples 

(1-2 células) 
m=2

Grandes simples 
(> 2 células) 

m=5

Gêmeas

m=5

Total

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) i 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) i

* Diagnóstico estatístico de acordo com Frei e Würgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator de 

multiplicação. Teste do X2para proporções, bicaudal. Níveis de significância: a=p=0,05.



Tabela 10. Freqüências de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento padrão (ST), tratados com

diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 mg/ml). na presença de luz. Experimento 2.

Tratamento
(concentração)

Número 
de 

moscas

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatíst. *
Pequenas simples 

(1-2 células) 
m-2

Grandes simples 
(> 2 células) 

m=5

Gêmeas

m=5

Total

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)
50 + 0,1 20 1,90 (38) -ft+ 2,05 (41) - 2,05 (41) -ft- 6,00 (120) -ft-
100 + 0,1 20 3,00 (60) -ft+ 2,70 (54) - 3,35 (67) -ftf+ 9,05 (181) -ft+

* Diagnóstico estatístico de acordo com Frei e Würgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo; negativo; i, inconclusivo; h'f+, tratamento 

combinado aumenta a freqüência de manchas e o diagnóstico estatístico é fraco positivo; 'ft+, tratamento combinado aumenta a freqüência de 

manchas e o diagnóstico estatístico é forte positivo; Ü-, tratamento combinado aumenta a freqüência de manchas e o diagnóstico estatístico é 

negativo; m, fator de multiplicação. Teste U. Níveis de signifícância P < 0.05.



Tabela 11. Freqüências de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de

bioativação (HB), tratados com diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 mg/ml), na

presença de luz. Experimento 2.

Tratamento
(concentração)

Número 
de 

moscas

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatíst. *
Pequenas simples 

(1-2 células) 
m=2

Grandes simples 
(> 2 células) 

m=5

Gêmeas

m=5

Total

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)

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) -

* Diagnóstico estatístico de acordo com Frei e Würgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator de 

multiplicação. Teste do X2para proporções, bicaudal. Níveis de significância: a=P=0,05.



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

bioativação (HB), tratados com diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 mg/ml), na

presença de luz. Experimento 2.

Tratamento
(concentração)

Número 
de 

moscas

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatíst. *
Pequenas simples 

(1-2 células) 
m=2

Grandes simples 
(> 2 células) 

m=5

Gêmeas

m=5

Total

m=2

DXR (0,1 mg/ml) 20 1,60 (32) 2,85 (57) 2,15 (43) 6,60 (132)

AA (mM) + DXR mg/ml)
50 + 0,1 20 1,35 (27)- 0,85 (17) + 0,90 (18) f+ 3,10 (62) +

100 + 0,1 20 2,75 (55) -Í1+ 1,40 (28) f+ 2,15 (43)- 6,30 (126) -

* Diagnóstico estatístico de acordo com Frei e Würgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; Í1+, tratamento 

combinado aumenta a freqüência de manchas e o diagnóstico estatístico é forte positivo; m, fator de multiplicação. Teste U. Níveis de 

significância P < 0,05.



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

diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 mg/ml), na ausência de luz. Experimento 2.

Tratamento 
(concentração)

Número 
de 

moscas

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatíst. *
Pequenas simples 

(1-2 células) 
m=2

Grandes simples 
(> 2 células) 

m=5

Gêmeas

m=5

Total

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) -

100 20 0,60 (12) - 0,25 (05) i 0,10 (02) i 0,95 (19) -

* Diagnóstico estatístico de acordo com Frei e Würgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator de 

multiplicação. Teste do X2para proporções, bicaudal. Níveis de significância: oc=P=0,05.



Tabela 14. Freqüências de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento padrão (ST), tratados com

diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0,1 mg/ml). na ausência de luz. Experimento 2.

Tratamento
(concentração)

Número 
de 

moscas

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatíst. *
Pequenas simples 

(1-2 células) 
m=2

Grandes simples 
(> 2 células) 

m=5

Gêmeas

m=5

Total

m=2

DXR (0.1 mg/ml) 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) -ft+ 2,80 (56) - 1,95 (39) -ftf+ 7,05 (141) -ftf+
100 + 0,1 20 2,55 (51) -ft+ 3,25 (65) -ftf+ 3,45 (69) -ft+ 9,25 (185) -fl+

* Diagnóstico estatístico de acordo com Frei e Würgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo; negativo; i, inconclusivo; fíf+, tratamento 

combinado aumenta a freqüência de manchas e o diagnóstico estatístico é fraco positivo; 1)+, tratamento combinado aumenta a freqüência 

de manchas e o diagnóstico estatístico é forte positivo. Teste U. Níveis de significância P < 0.05.

•u 
oo



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

bioativação (HB), tratados com diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0.1 mg/ml). na

ausência de luz. Experimento 2.

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

(concentração)
Número 

de 
moscas

Pequenas simples 
(1-2 células) 

m=2

Grandes simples 
(> 2 células) 

m=5

Gêmeas

m=5

Total

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)

50 20 1,55 (31) i 0,10 (02) - 0,25 (05) - 1.90 (38)-

100 20 1,55 (31) i 0,05 (01) - 0,00 (00) - 1,60 (32)-

* Diagnóstico estatístico de acordo com Frei e Würgler (1988): +. positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator de 

multiplicação. Teste do X2 para proporções, bicaudal. Níveis de significância: oc=P=0,05.



Tabela 16. Freqüências de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de

bioativação (HB), tratados com diferentes concentrações de ácido ascórbico (AA) (50 e 100 mM) e doxorrubicina (DXR) (0.1 mg/ml), na

ausência de luz. Experimento 2.

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. estatíst. *
Tratamento Número Pequenas simples Grandes simples Gêmeas Total

(concentração) de (1-2 células) (> 2 células)
moscas m=2 m=5 m=5 m=2

* Diagnóstico estatístico de acordo com Frei e Würgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo; negativo; -ÍT, forte negativo; i, 

inconclusivo; Úf+, tratamento combinado aumenta a freqüência de manchas e o diagnóstico estatístico é fraco positivo; ÍÍ+, tratamento 

combinado aumenta a freqüência de manchas e o diagnóstico estatístico é forte positivo; 11-, tratamento combinado aumenta a freqüência 

de manchas e o diagnóstico estatístico é negativo; m, fator de multiplicação. Teste U. Níveis de significância P < 0,05.

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) -D- 3,95 (79) -
100 + 0,1 20 2,95 (59) -ft- 2,30 (46) -ft- 2,85 (57) -Df+ 8,10 (162) -ft+
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Tratamentos

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

Rgura 10. Freqüências totais de manchas por mosca observadas em asas de Drosophila 

melanogaster dos descendentes MH, dos cruzamentos padrão (ST) e de alta 

capacidade de bioativação. tratados com água (controle negativo), ácido 

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

positivo), na presença de luz. Experimento
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Tratamentos

. , manchas observadas em asas de Drosophila
^gura 11. Freqüências totais de, a.ntes MH dos cruzamentos padrao (ST) e de alta 

melanogaster dos descendentes MH . .
~ mm tratados com doxorrubicina (doxina) (0,1 

ranneidade de bioativaçao (Hb) irdld capacidade de (5Q & j Q() na presença

mg/ml), associada ou na

de luz. Experimento 2.
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has por mosca observadas em asas de Drosophila 

Flgura 12. Freqüências totais de mane cruzamentos padrão (ST) e de alta
melanogaster dos descendentes ■ (contro|e negativo)> ácido

capacidade de bioativação, (doxina) (0,1 mg/ml) (controle
ascórbico (50 e 100 mM) e 

positivo), na ausência de luz. Exp"
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Tratamentos

chas observadas em asas de Drosophila 
Figura 13. Freqüências totais de mane cruzamentos padrão (ST) e de alta

melanogaster dos descendentes doxorrubicina (doxina) (0,1

capacidade de bioativação ( e ] QQ mM)_ na ausência

mg/ml), associada ou nao com 

de luz. Experimento 2.



5. DISCUSSÃO

,. r vprificar os efeitos moduladores do ácido Este trabalho teve como objetivos verificar os
„ , ,. , .. doxorrubicina, em células somáticas de
ascorbico, quando associado ao cloridrato
Drosophila melanogaster, tratadas na presença e ausên 

a nara detecção de mutações e recombinações
Para tanto, foi empregado o teste p

v nt.nn Test - SMART) em células de asas somáticas (Somatic Mutation And Recombinatio
d curta duração considerado como um 

de Drosophila melanogaster que e um .
~ a oppntes mutagênicos e antunutagemcos (Graf et 

lrnportante instrumento na detecção de ag

«/., 1998) 
r nnr meio de dois cruzamentos; 1) padrão

O SMART de asa oode ser realizado por meio 
_ P .. , de ativação metabólica (Graf e van Schaick,
«Jraf « al., 1989); 2) de alta capactdade * por Fr61ich e Würgler

1992). Este utiliza fêmeas da linhagem reg , resjstente ao DDT
• . 2 do estoque Oregon R (R), resistente aouui, 
de enzimas citocromo P-450. Assim sendo, esta 

«wáaenos que necessitam de ativação 
linhagem é útil na detecção de agentes Pr0 
m«abólica, para expressarem sua genotoxicidade.^^ capacidades diferentes de

O objetivo de empregar estas duas testado, fente a cada
at>vação metabólica, foi de verificar as respostas 

linhagem.

(1989), que contém cromossomos 1 e 

QUe exibe alto nível constitutivo

5-1. Efeitos moduladores do ácido ascórbico quando 
, j)rosopnttu 

d°xorrubicina em células somáticas

associado ao cloridrato de 

melanogaster, tratadas na

Presença de luz (Experimento !)•

duladores do ácido ascórbico, quando associado 
Para a verificação dos efeitos mo Drosophila melanogaster

células somaticas
ao cloridrato de doxorrubicina em cruzamentos padrão e de alta capacidade
tratadas na presença de luz, larvas ob e 100 mM) (Fluka — Suíça) e
de bioativação foram tratadas em Paralel
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DXR (10 mg de doxorrubicina HC1; 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, não possui efeitos 
genotóxicos nos descendentes MH de ambos cruzamentos.

A DXR (0,1 e 0,2 mg/ml) possui efeitos genotóxicos similares nos descendentes 
MH de ambos cruzamentos, o que nos permite concluir que a DXR é um agente 

genotóxico direto, que não necessita ser metabolizado para exercer seus efeitos 
, . de manchas mutantes observadas por asa sãogenotóxicos. No entanto, as frequências ue manu

m . 4 no ™/ml do que as observadas nos tratados com 0,1 mg/ml,menores nos tratados com 0,2 mg/mi ao que
. , , nossui efeitos tóxicos que acarretam a morteindicando que a DXR, em doses elevadas, possui eici
celular.

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

efeito antigenotóxico contra os efeitos genotóxicos induzidos pela DXR (0,1 mg/ml), 

mas é incapaz de exercer efeitos antigenotóxicos estatisticamente significativo quando 

associado à DXR (0,2 mg/ml). O AA (100 mM) não apresentou efeitos antigenotóxicos 
. . , nvR A 1 como à 0,2 mg/ml. No entanto, contrariamente aoquando associado tanto a DXR U,i comu

,, . . • aumento estatisticamente significativo (fraco esperado, o AA 100 mM induziu um aumento e
Ue mutantes ouando associado à DXR 0,2 mg/ml. positivo) na freqüência de manchas mu > 4

acordo com os resultados obtidos por Khan e Sinha Estes resultados estão de aco
z o Tnkíihashi (1998) e Konopacka et al. (1998), que(1994); Antunes (1997); Antunes e Takahasn (

serão discutidos posteriormente.
i -tmA fni utilizado o uretano (10 mM) que, na concentração Como controle positivo toi u

• comnrovadamente genotóxicos no teste dautilizada, é um agente que possui efeitos compro
,.i^vaster. Os resultados obtidos neste experimento mancha da asa de Drosophila melanog

z na literatura, que mostram aumentos significativos estão de acordo com os encontrados na Uteraiura, 4
. k AWrvadas nos descendentes dos cruzamentos HB e IHB,nas frequências de manchas obser

. ,-^ncias observadas nos descendentes do cruzamento S f, quando comparado com as freque
f uAíira do uretano depende de enzimas citocromo P-450 mostrando que a ativação metabohea do ur f

„ „„ «rhaik 1992; Abraham, 1994; Spano et al., 1996;(Frõlich e Wiirgler, 1990; Graf e v
^epomuceno, 1999).

Hübner et al. (1997) 

^accharomyces cerevisae e em

demonstraram em Salmonella typhimurium em 

células linfoblastóides TK6 humanas, que na ausência 
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de enzimas citocromo P-450 nenhum efeito genotóxico mediado pelo uretano foi 

observado em qualquer dos três sistemas teste.

As manchas mutantes observadas nas asas das moscas podem ser devidas a 
diferentes eventos genotóxicos: recombinação mitótica ou mutação (deleçto, mutação 

de ponto, tipos específicos de translocações, etc.). A análise dos dois diferentes 

genótipos (um com cromossomos estruturalmente nonnais. e o outro com cromossomo 
balanceador com múltiplas inversões) permite calcular quantitativamente a freqüência 

de recotnbinação do agente genotóxico testado (Grafei al., 1998).

Assim sendo, com o objetivo de calcular as taxas de recombinação, após a 
análise completa dos descendentes MH, procedeu-se a análise dos descendentes BH, de 

ambos Os resultados encontrados nos permitem concluir que o AA (50
mM) mostrou efeito anti-recombinogênico, quando associado à DXR (0,1 e 0,2 mg/ml), 

para ambos cruzamentos. No entanto, AA (100 mM) não apresentou efeito anti-

recombinogênico quando associado à DXR (0,1 e 0,2 mg/ml), para ambos cruzamentos. 
Quando associado à DXR (0,2 mg/ml) o AA (100 mM) aumentou a freqüência de

recombinação em ambos cruzamentos.

Os resultados encontrados na análise dos descendentes BH nos permitem, ainda, 

concluir que, nas condições experimentais empregadas, apesar do AA possuir efeitos 

anti-recombinogênicos evidentes nas associações com AA (50 mM), os seus efeitos 

. o P nouco perceptíveis, são também dependentes da antimutagênicos, apesar de fracos e pouco p
. , z ~ n_rq os tratados com AA 50 mM + DXR 0,2 mg/ml)dose empregada (com exceção para os iratau

(Figuras 7 e 9).

. r asrórbico quando associado ao cloridrato de5.2. Efeitos moduladores do actdo ascorbteo q
■timtc de Drosophila melanogaster, tratadas na doxorrubicina em células somáticas de v

presença e ausência de luz (Experiment )

, cncfmdo que a DXR pode ser inativada quando Alguns trabalhos têm em *

submetida à luz visível. Assim s pQr meio do método HPLCj em

Quando submetida a energia u eratura ambiente. Os resultados indicaram
Plasma, urina e meio de cultura celular a temp
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que a DXR foi muito instável em meio de cultura celular e na urina, quando exposta à 
luz, mas foi mais estável no plasma, quando submetida às mesmas condições. Em todos 
os casos, a diminuição na quantidade de DXR é grandemente dependente da intensidade

de luz (Le Bot et al, 1988).
Tem sido também descrito que a iluminação com luz visível, de meios de cultura 

contendo larvas de Drosophila melanogaster, pode reduzir a sobrevivência das mesmas. 
Por outro lado, a adição de antioxidantes ao meio de cultura, previne a mortalidade 
induzida pela luz. Assim, a ação dos antioxidantes sugere que os radicais livres são 

importantes na mortalidade induzida pela luz (Bruins et al., )
„ - trnhnlho teve ainda como objetivos, verificar osDiante de tais informações, este trabalho teve a

ao

e ausência de luz.

efeitos moduladores do ácido ascórbico (agente antioxidante) quando associado 

cloridrato de doxorrubicina (gerador de radicais livres) em células somáticas de 

Drosophila melanogaster, tratadas na presença
Para tanto, larvas obtidas dos cruzamentos padrão e de alta capacidade de 

bioativação foram tratadas em paralelo, e em duplicata, com AA (50 e 100 mM) (Fluka 

- Suíça) e DXR (0,1 mg/ml) (Doxina. Eurofarma Lab.). Um lote foi mantido ao abrigo 

da luz, enquanto que o outro foi submetido a um cido de claro (12h) / escuro (12h), 

com luz visível emitida por lâmpada Osram.
, r nas suas diferentes modalidades comerciais, é um

O cloridrato de doxorrubicina, nas suas u
a -nktrado sob supervisão médica e, portanto, não 

agente quimioterápico administrado sou p
^^mrías Assim sendo, as amostras utilizadas nesse 

comercializado em farmácias e drogarias, assu
tt -t„i Jp Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia, 

trabalho foram obtidas no Hospital de Clinicas a
• exnerimento, foi utilizado o cloridrato de

Quando da realização do primeiro P _
cdrihlastina (Adriblastma - 10 mg - Pharmacia doxorrubicina comercializado como adnblastina (A

t n doxorrubicina HC1; 1,0 mg de metilparabeno e
Ind. Com. Ltda) que contém 10 mg de doxom" 

30 mg de lactose.No entanto, quando da realização do Experimento 2, foi utilizado o cloridrato de 

doxorrubicina comercializado como doxina (Doxina, Eurofarma Laboratórios Ltda.) que

contém 10 mg de doxorrubicina. ° cloridrato de doxorrubicina, uma
Como controle positivo 01 freqüências de manchas mutantes superiores

yez que, no Experimento 1, este aprese 
às induzidas pelo controle positivo (ure
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No Experimento 1, um dos objetivos era verificar a freqüência de recombinação 

induzida pelo DXR e se o AA interferia nesta freqüência. Assim sendo, foram 
analisados os descendentes MH e BH de ambos cruzamentos (ST e HB).

O Experimento 2 teve como objetivo apenas verificar a estabilidade do DXR, 
associado ou não ao AA, quando submetido à ação da ener8ia luminosa, comparando-se 

as ireqüências de manchas mutantes encontradas em uma série exposta à luz, com as 
encontradas em uma série mantida ao abrigo da luz. Assim sendo, foram analisados 

apenas os descendentes MH de ambos cruzamentos.

5.2.1. Presença de luz (Experimento 2)

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

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

genotóxicos nos descendentes MH de ambos cruzamentos.
A freqüência total de manchas mutantes induzidas pela DXR (0,1 mg/ml) foi 

ligeiramente superior nos descendentes MH do cruzamento HB (6,6 manchas por 

, a freqüência induzida nos descendentes ST (5,5
mosca), quando comparado com a 4x a lineiramente superiores, esses resultados estão de
manchas por mosca). Apesar de hg

1 no aual foram observadas freqüências acordo com os verificados no Experimento 1, d" J
. . . , f. 4 20 manchas por asa nos cruzamentos ST e HB,
totais de manchas iguais a 4,05 e ,

, J afirmam que a DXR e um agente genotoxico 
respectivamente. Esses resultados co

, 1- nara exercer seus efeitos genotoxicos.*eto, que não necessita ser metaboltzado para exerc _
. qt que as associações de AA (50 e 100 mM) + 

Foi verificado, no cruzame ’. . . .. ,ncias de manchas superiores a encontrada no tratado
R (0,1 mg/ml) induziram . concentração de AA, sendo que o aumento

com DXR (0,1 mg/ml), propmcio pXR mg/ml) n~Q foi estatisticamente
verificado na associação de AA ( (1()() +

significativo, enquanto que o signifcativo, quando comparado com a
DXR (0,1 mg/ml) foi estatisticamente sig 
freqüência observada no tratado com DXR (0,1 mg
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Esses resultados discordam do Experimento 1, no qual a associação de AA (50 

mM) + DXR (0,1 mg/ml) apresentou uma diminuição na freqüência total de manchas 

estatisticamente significativa, quando comparado com o tratado com DXR (0,1 mg/ml), 

enquanto que a diminuição verificada na associaçao de AA (100 mM) + DXR (0,1 
mg/ml) foi estatisticamente não significativa, quando comparado com o tratado com 
DXR (0,1 mg/ml).

No cruzamento HB o AA (50 mM) exerceu efeito antigenotóxico contra os 
efeitos genotóxicos induzidos pela DXR (0,1 mg/ml). No entanto o AA (100 mM) t 
incapaz de exercer efeitos antigenotóxicos quando associado a DXR (0,1 mg/ml).

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

I 5.2.2. Ausência de luz (Experimento 2)

Considerando-se o total de manchas mutantes observadas nas séries tratadas, 
podemos concluir que:

O AA (50 e 100 mM), quando empregado isoladamente, não possui efeitos 
genotóxicos nos descendentes MH de ambos cruzament

A freqüência total de manchas mutantes induzidas pela DXR (0,1 mg/ml) foi 
ligeiramente superior nos descendentes MH do cruzamento HB (4,95 manchas por 

, n frpníiência induzida nos descendentes ST (4,45mosca), quando comparado com a ir q

estão de acordo com os verificados nos manchas por mosca). Esses resultados estão a .
, r nnc miais foram observadas freqüencias totais de Experimentos 1 e 2 (presença de luz), nos quats

a ns /Ext) 1 ' claro ' 5,5 (Exp. 2 - claro - ST), 4,20manchas por mosca iguais a 4,05 •
„ um WB) Esses resultados confirmam, mais uma (Exp. 1 - claro - HB) e 6,6 (Exp. 2 - claro T

, nue não necessita ser metabohzado paravez, que a DXR é um agente gepotoxrco dueto, queM f . hna reprodutibilidade dos resultados obtidos no
exercer seus efeitos genotóxicos, e a
SMART. associações de AA (50 e 100 mM) +

Foi verificado, no de manctas superiores à encontrada no tratado
DXR (0,1 mg/ml) induziram q os a

eom DXR (0,1 mg/ml), proporcionataente a
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verificados foram estatisticamente significativos, quando comparado com a freqüência 

observada no tratado com DXR (0,1 mg/ml).

Esses resultados concordam com os observados no Experimento 2 (presença de 
luz) que, por sua vez, discordam do Experimento 1 (presença de luz), no qual a 

associação de AA (50 mM) + DXR (0,1 mg/ml) apresentou uma diminuição na 
freqüência total de manchas estatisticamente significativa, quando comparado com o 

tratado com DXR (0,1 mg/ml), enquanto que a diminuição verificada na associação de 

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

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

No cruzamento HB a associação de AA (50 mM) + DXR (0,1 mg/ml) 

apresentou uma diminuição na freqüência total de manchas estatisticamente 

Significativa, quando comparado com o tratado com DXR (0,1 mg/ml). No entanto, a 

associação de AA (100 mM) + DXR (0,1 mg/ml) apresentou um aumento na freqüência 
x , . . , auando comparado com o tratado comtotal de manchas, estatisticamente significativo, qum n

DXR (0,1 mg/ml).
~ J rvrrin rnm os observados nos Experimentos 1 e 2, na Esses resultados estão de acordo com os ous

presença de luz.
, a a Z50 mM) contra os efeitos genotóxicos da DXR (0,1Os efeitos protetores do AA (5V mivi; vu
• 1 e ausentes no experimento 2 (claro e escuro) mg/ml) observados no experimento 1
• nelo fato de a DXR utilizada no experimento 1podem ser explicados, hipoteticamen , P .

. . r «rh n nome de adriblastina (Pharmacia Ind. Com. ser a distribuída comercialmente sob
10 ms de doxorrubicina HC1; 1,0 mg de Ltda) que contém em sua composição 10 mg

. , ^..anto que a DXR utilizada no experimento 2 ser ametilparabeno e 50 mg de lactose, Q t u t' ■ t tu \P af>p jnxina (Eurofarma Laboratorios Ltda.), que
distribuída comercialmente sob o nome de doxina <.

10 mg de doxorrubicina. Desta forma, os efeitos 
contem em sua composição apen podem ser devidos à interação com o
protetores encontrados no experunento 1 podem ~

„ rpnuer futuras investigações.metilparabeno e/ou lactose, oqufi^ descendentes MH do

Quanto ao AA anligcnotÓMCos quando associado à DXR

cruzamento HB, que o mesmo poss de enquant0 que nos descendentes
(0,1 mg/ml), tanto na presença com otóxicos não são observados. Isto nos

MH do cruzamento ST esses e eitos d enzimas citocromo P-450
Permite concluir que o AA necessita ser metabohza

para exercer seus efeitos protetores.
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5.3. Análise comparativa com dados da literatura

Tem sido demonstrado que o crescente consumo de vitaminas C (ácido 

ascórbico - AA) e E, tanto por meio do aumento no consumo de frutas e vegetais, assim 

como por meio de suplementação alimentar, pode reduzir a formação de compostos N- 

nitrosos, que é uma classe comum de agentes genotóxicos (Ferguson, 1994).

Algumas vitaminas (A, E e C) têm sido extensivamente estudadas nas últimas 

décadas e muitos efeitos benéficos foram demonstrados em testes com bactérias, plantas 

e células de mamíferos. Elas inibem a ação genctóxica de muitos mutágenos químicos, 

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 redução da freqüência 

de micronúcleos induzidos pela ciclofosfamida, bleomicina e mitomicina C em células 

de medula óssea de camundongos (Vijayalaxmi e Venu, 1999).

O AA mostrou ser um efetivo agente antimutagênico contra cisplatina e menos 

efetivo contra bleomicina e doxorrubicina quando testado em Salmonella, porém não 

apresentou efeitos antimutagênicos quando associado à ciclofosfamida (Gentile et al., 

1998).

Por meio do teste da mancha da asa foi verificado que o AA não apresenta 

efeitos genotóxicos (Tripathy et al., 1990), mas é capaz de proteger contra produtos de 

nitrosação do metil uréia em combinação com nitrito de sódio, in vivo (Graf et al., 

1998).
Tyrsina et al. (1994) estudaram o mecanismo de atividade antimutagênica do 

AA e seus derivados em Salmonella typhimurium TA100 e verificaram que, dentro dos 

limites das concentrações utilizadas, o AA e seus derivados têm propriedades pró- 

oxidantes.
Com o objetivo de determinar os possíveis mecanismos de ação responsáveis 

pela atividade antimutagênica do AA, Amara-Mokrane et al. (1996) fizeram pré-, co- e 

pós-tratamentos de linfócitos humanos com AA (10 nmol/ml), associados com 

tratamento com doxorrubicina (adriblastina). Estes autores verificaram que o A A foi 

efetivo na redução nos níveis de micronúcleos somente nos tratamentos simultâneos, 

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

introduzidos nos meios de cultura. Os resultados obtidos sugerem que o AA possui
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efeito desmutagênico. As concentrações que apresentaram efeitos desmutagênicos 

efetivos não apresentaram efeitos clastogênicos, aneugênicos, nem citotóxicos.

A DXR (1 mM) quando testada previamente por meio dos SMARTs de olho e 
de asa, foi classificada como forte mutágeno, sendo capaz de induzir todos os tipos de 

manchas (Clements et al., 1984; Frei et al., 1985; Clements e Vogei, 1988; Clements et 
al., 1988, 1990).

Antunes (1997) e Antunes e Takahashi (1998) verificaram em células de medula 

óssea de ratos Wistar, que o AA, nas menores doses utilizadas (200 e 400 mg/Kg p. c.) 

reduziu de forma estatisticamente significativa a freqüência de aberrações 

cromossômicas e o número de metáfases alteradas induzidas pela DXR, enquanto que a 

maior dose (800 mg/Kg p. c.) não alterou os parâmetros analisados. Quando testado em 

linfócitos do sangue periférico humano in vitro,o AA, nas menores concentrações (100 

ou 200 pg/ml), não causou qualquer alteração nos parâmetros analisados. No entanto, 

concentrações elevadas (1.000 pg/ml) aumentaram o total de aberrações cromossômicas 

de forma estatisticamente significativa.

Khan e Sinha (1994) estudaram os efeitos moduladores de altas doses de AA 

sobre a genotoxicidade de três pesticidas (endosulfan, fosfamidom e mancozeb) por 

meio do teste do micronúcleo em camundongcs Swiss albinos. O AA (20 mg/Kg/dia) 

que é o equivalente ao dobro do empregado na terapêutica humana, foi a dose mais 

efetiva como antimutagênica quando associada aos três pesticidas. A dose terapêutica 

(10 mg/Kg/dia) foi comparativamente menos eficiente, enquanto que o quádruplo (40 

mg/Kg/dia) não apresentou qualquer efeito antimutagênico.

Konopacka et al. (1998) investigaram, em camundongos, o efeito modificador 

do pré-tratamento com vitamina C sobre a atividade clastogênica dos raios gama. A 

vitamina C, dependendo da concentração empregada (400 mg/Kg/dia) aumentou os 

efeitos da radiação, ou reduziu o número de eritrócitos policromáticos micronucleados 

(50-100 mg/Kg/dia).

Diante do acima exposto, os resultados obtidos nesse experimento estão de 

acordo com os dados encontrados na literatura especializada.

Apesar de alguns resultados discordantes observados entre os Experimentos 1 e 

2, pode-se claramente verificar a eficiência do SMART na detecção de efeitos 

genotóxicos e moduladores de agentes químicos, pela clareza na interpretação dos 

resultados encontrados, assim como na reprodutibilidade dos dados obtidos nos 

diferentes experimentos.
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, incluir que a eficiência do Sob as presentes condições experimentais, poae-se cr
, „ , tster, contra mutações eAA, na proteção das células de asas de D. melanogc

, j da dose utilizada e que arecombinações somáticas induzidas pela DXR e aepenaenie
. , ~ le ativação metabólica poreficiência na proteção está diretamente ligada as conaiçoes r

foram obtidas nos tratados enzimas citocromo P-450, uma vez que as maiores proteçoes
com AA (50 mM) quando associado à DXR (0,1 mg/n’* independentemenie da 

presença ou na ausência de luz.
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6- CONCLUSÕES

Os resultados obtidos, de acordo com as condições experimentais 
realizado este trabalho, nos permitem concluir que:

em que foi

■ a DXR (0,1 e 0,2 mg/ml), em suas diferentes apresentações comerciais (adriblastina 

e doxina) é um agente genotóxico direto, que induz frequências de manchas 

mutantes similares, independentemente do cruzamento utilizado (ST e HB) e da 
presença ou ausência de luz;

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

morte celular;

■ AA (50 e 100 mM) não apresenta efeitos genotóxicos em nenhum dos cruzamentos 

utilizados (ST e HB), tanto na presença como na ausência de luz;

, exerce efeitos antigenotóxicos contra os efeitos' AA (50 mM), na presença de luz, exerce
. , nYR /adriblastina 0,1 mg/ml), em ambos cruzamentosgenotóxicos induzidos pela DX1 (

(ST e HB);

A não exerce efeitos antigenotóxicos, contra osAA (50 mM), na presença de luz,
, , , . , nvR adriblastina 0,2 mg/ml), em ambos cruzamentos (ST eefeitos genotoxicos da DXR

HB);

, 1h7 não exerce efeitos antigenotóxicos quandoAA (100 mM), na presença de lu ,

associado à DXR (0,1 e 0,2 mg/ml)?

, lur induz aumento na frequência de manchasAA (100 mM), na presença d 
mutantes, quando associado à DXR 0,2 mg/ml.
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■ os efeitos antigenotóxicos do AA, quando associado à DXR (adriblastina) são tanto 

anti-recombinogênicos quanto antimutagênicos, em ambos cruzamentos; de acordo 

com a dose empregada;

■ nos descendentes do cruzamento ST (presença e ausência de luz), as associações de 

AA (50 e 100 mM) + DXR (doxina - 0,1 mg/ml) induzem freqüências de manchas 

superiores às induzidas pela DXR (doxina - 0,1 mg/ml);

■ nos descendentes do cruzamento HB (presença e ausência de luz ), o AA (50 mM) 

exerce efeitos antigenotóxicos contra os efeitos genotóxicos induzidos pela DXR 

(0,1 mg/ml).

■ nos descendentes do cruzamento HB (presença e ausência de luz), o AA (100 mM) 

não exerce efeitos antigenotóxicos contra os efeitos genotóxicos induzidos pela 

DXR (0,1 mg/ml);

■ os efeitos protetores do AA (50 mM) contra os efeitos genotóxicos da DXR (0,1 

mg/ml) observados no experimento 1 e 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 o mesmo 

tenha efeito antigenotóxico nos descendentes do cruzamento ST;

■ a eficiência do AA, na proteção das células de asas de D. melanogaster, contra 

mutações e recombinações somáticas induzidas pela DXR é dependente da dose 

utilizada e que a eficiência na proteção está diretamente ligada às condições de 

ativação metabólica por enzimas citocromo P-450.
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7. RESUMO

Doxorrubicina (DXR), uma antraciclina, é um agente quimioterápico 
amplamente empregado como agente antineoplasico. Esta droga e seus metabólitos tem 
sido mostrados serem estáveis à temperatura ambiente, no escuro, por pelo menos 24 h, 
porém são instáveis quando expostos i luz. A eficácia clínica da DXR é comprometida 

devido à produção de radicais livres, o que acarreta toxicidade cardíaca. Os efeitos 
modulatórios da vitamina C (ácido ascórbico - AA), um seqüestrador de radicais livres, 

contra a genotoxicidade direta da DXR, foram investigados por meio do teste para 
detecção de mutações e recombinações somáticas (Somatic Mutation And 

Recombination Test - SMART) in vivo em Drosophila melaaogasler. Os seguintes 
cruzamentos foram empregados: 1) Cruzamento padrão (Standard cross - ST) no qual 
fimeas^/fa (SLR) TM3. ri? sep l (3) 89 Aa b?*  c B? foram cruzadas com machos 

rmvhM- 2) Alta capacidade de bioativação metabólica (High bioactivation cross - 
n 3n ri tf sep l (3) 89 Aa bx34e e Bd" foram

HB) no qual fêmeas ORR; flr/ln (3LR) 1M), P W ’ 7
J , 7 Este último cruzamento é caracterizado por uma alta

cruzadas com machos mwh/mwn. Este uun
«mearcinógenos. Larvas resultantes destes dois 

sensibilidade a promutágenos e procarcinogenu
a • r.uonpamente, por aproximadamente 48 h, com DXR e 

cruzamentos foram tratadas simultaneamen p f
, r ambiente. Controles negativo e positivo foram 

AA, protegidas da luz e expostas a
• j pimentos As asas dos adultos emergentes foram 

incluídos nas duas séries de expenme
. • A a.Tprentes tinos de manchas mutantes. Os resultados 

analisadas quanto a ocorrência de r _
onmdos- í 1) Quando exposto a luz ambiente, o acido de dois estudos separados são apresentados. (O O
ocpntnn efeitos genotóxicos, enquanto que a DXR 

ascórbico (50 e 100 mM) não apresentou
, r „ afilada) foi clara e igualmente genotoxica em (Adriamicina) (0,1 e 0,2 mg/ml de agua d

’1 a AA ao meio de cultura para drosofílas, contendo
ambos cruzamentos. A adtçao e

DXR, resultou em um efetto pro a
freqüência de manchas induzidas pela lãXR^enq^ 

efetto, ou aumentou a , dois lotes de |arvas, emergentes de ambos
determinar a estabilidade da D t nmente 48 h com DXRJ -^itaneamente durante aproximadamente 48 h com DXR 
cruzamentos, foram tratados si A adição de AA ao meio de cultura

e AA, protegidos da luz e expo freaüências de manchas, demonstrando
, nXR aumentou as irequ^u

Para drosófilas, conten , ’ para oS expostos à luz> quanto para os
um efeito dose-resposta na série



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 freqüência de manchas induzidas 

pela DXR, enquanto que a dose de 100 mM não teve efeito (quando exposta à luz), ou 

aumentou a freqüência de manchas (quando protegida da luz). Estes resultados sugerem 
que uma proporção do AA adicionado pode interferir com radicais iivres produzidos 

pela DXR e outros metabólitos reativos, os quais elevam as frequências de manchas.
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8. ABSTRACT

Doxorubicin (DXR), an anthracycline, is a chemotherapeiitic agent employed 
worldwide as antineopiastic agent. The drag and its metabolites have been shown to be 

Stable at room temperature in the dark for at least 24 hours, tat unstable when exposed 
to light. Clinicai 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 nsing the in 

vivo Somatic Mutation And Recombination Test (SMART) on Drosophila 

melanogaster. The following crosses were used: l) Standard cross (ST) in which^/fn 
(3LR) TM3, ripT sep l (3) 89 Aa bx14’ e Btf females were mated with rwh / »>«*  males;

. zttra ;n which ORR; flS/Jn (^R) TM3, rí f sep l (3) 892) High bioactivation cross (HB) m wmcn , j

Aa bx*  e Brf females were mated with la,to ™ss is

characterized by a high sensitivity to promutagens and procarcinogens. The resnlting 

larvae from these two crosses were treated simultaneously during approximately 48 
, z ^rrntivp and nositive Controls were included forhours with DXR and AA. Concurrent negative anu pos

. , ings from the emergent adults were analyzedthe two sets of expenments. The wi b
11 es Of mutant spots. Results of two separate accordmg to the occurrence of dittereni yp
x tn room light, ascorbic acid (50 and 100 mM) studies are presented: (1) When exposed to room ng L

. ... nYR íAdriamycin) (0.1 and 0.2 mg / ml destilled water)had no genotoxic effects, while DXR (
- wh crosses. The addition of AA to DXR cultures was clearly and equally genotoxic m

. the 1OW dose of 50 mM reduced the frequencyresulted in an inverse protective effe
i tMr hand a dose of 100 mM had no effect or of spots induced by DXR. On the other han ,

1 J , z2) To determine the stability of doxorubicin
increased spot frequencies in eíther cros .P 4 rz. nrotected from light exposure; (zz) exposed to room
(Doxin) two batches of larvae [(/) P . . . „

rp treateci simultaneously during approximately 48 hght] emerging from both crosses we DXR cultures increased

hours with DXR and AA. The adà‘ effeCt in the ST series, for both

spot frequencies demonstrating a protective effect at the low dose
protected and exposed to room light, w

f «nots induced by DXR.°f50mMreduced thefrequencyo no effect on spot freqUencies when

In the HB series a dose of increased spot

iarvae were exposed to Hght- yhcse resu|ts suggest that a

frequencies when larvae were Pr0
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j j a a a ™v interfere with DXR induced free radicais and other proportion of the added AA may ínierieic 
reactive metabolites which elevate spot frequencies.
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