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Apresentacao

O betacaroteno (BC), um dos mais de 600 carotensides existentes
conhecidos na natureza, € o mais abundante e mais eficaz pro-vitamina A
presente em nossos alimentos. Atualmente, varios estudos sugerem que além de
uma fonte segura de vitamina A, o BC desempenha importantes papéis no
organismo, atuando como um eficiente antioxidante que apdia os sistemas de
defesa enzimaticos e minimiza os danos do estresse oxidativo. A atividade
antioxidante do BC foi claramente demonstrada quando linfécitos humanos
isolados e posteriormente suplementados com uma Unica alta dose de BC se
mostraram resistentes a danos oxidativos in vitro.

Numerosos estudos epidemioldgicos tém mostrado uma relagao inversa
entre a ingestao de frutos e vegetais e o risco de cancer e doengas do coracao.
Foi verificado ainda, em seres humanos e animais que a suplementagdo com BC
melhora a resposta imunolégica. Contudo, os mecanismos pelos quais o BC
exerce seus efeitos anti-cancer permanecem pouco entendidos. Modelos
experimentais in vitro e in vivo tém atribuido o efeito protetor do BC mais a uma
acao do proprio pigmento do que dos retindides produzidos a partir de seu
metabolismo endogeno.

Recentemente, estudos demonstraram o efeito do BC na regulagdo do
oxido nitrico (NO) e na produgdo do fator de necrose tumoral (TNF)a e
estimulacdo de apoptose no melanoma de células B16F-10 pela regulagdo dos
genes bcl-2, p53 e caspase-3.

Por outro lado, contrariamente aos efeitos benéficos do BC, encontram-
se relatos de estudos intervencionistas que sugerem uma possivel agao pro-
oxidante do BC, que vem contrastar com sua ja conhecida ag&o antioxidante.

No entanto, ja foi demonstrado em estudos que a agdo do BC como
pré-oxidante € dependente da tensdao do oxigénio e da concentragdo do BC.
Como na maioria dos tecidos bioldgicos, o nivel de oxigénio é baixo, o BC adquire
importancia como antioxidante. Além disso, o BC pode atuar como pré-oxidante
nas células para aumentar o nivel intracelular de ROS que esta envolvido na via

de apoptose contribuindo portanto, para suas atividades anti-cancer.



Neste trabalho, procurou-se avaliar os efeitos protetores do BC contra
a acao genotoxica da doxorrubicina (DXR), em células somaticas de Drosophila
melanogaster pelo Teste de Mutacdo e Recombinagcdo Somatica (SMART). O
SMART, é um sistema teste que detecta um amplo espectro de eventos
genotoéxicos, e é usado, também, para detec¢cao de agentes antigenotéxicos. O
SMART foi desenvolvido para detectar a perda de heterozigose de genes que
determinam a expressao de fendtipos detectaveis nas asas das moscas.

A analise dos efeitos do BC frente a DXR se faz necessaria para um
melhor entendimento das possibilidades e limitagdes da influéncia do BC na

saude humana.



Capitulo |

1 - Fundamentacao Tedrica

1.1 - Radicais Livres e sistema de defesa antioxidante

Um radical livre é definido como qualquer atomo, grupo de atomos ou
molécula com um elétron ndo-pareado, ocupando uma Orbita externa (Drdge,
2002). Os radicais livres mais importantes nos organismos vivos sao os radicais
hidroxil (OH'), anion superoxido (Oy"), 6xido nitrico (NO), alcoxil (ROH) e peroxil
(ROOH) (Picada et al., 2003).

Existem ainda, compostos igualmente reativos, derivados de O,, que
nao possuem elétron ndo pareado na ultima camada e, por isso, ndao podem ser
definidos como radicais livres. Dessa forma, € utilizado de maneira mais ampla o
termo espécie reativa de oxigénio (ROS), que inclui o peréxido de hidrogénio
(H20>), acido hipocloroso (HOCI) e ozbnio (Os) (Halliwell, 1994),

Os radicais livres, nas células, sdo gerados principalmente na cadeia
respiratéria mitocondrial (Barja, 2004). Estima-se que 2 a 5% do oxigénio,
utilizado pela mitocdndria, € convertido em radicais livres (Urso e Clarkson, 2003).
Isso ocorre porque uma pequena fragdo, porém significativa de O, consumido,
pode sofrer “escape” da cadeia transportadora de elétrons e produzir ROS (Di
Meo e Venditti, 2001). Como fontes exdgenas de radicais livres tém-se as
radiagbes gama e ultravioleta, os medicamentos, a dieta, o cigarro e os poluentes
ambientais (Halliwell e Gutterdge, 1999).

A producado excessiva de ROS, maior do que a sua velocidade de
remocgao pelos sistemas de defesa antioxidante, promove um balango a favor de
ROS, favorecendo uma situagdo denominada estresse oxidativo (Halliwell, 1994;
Droge, 2002; Shami e Moreira, 2004). Este, por sua vez, pode conduzir a diversas
formas de danos celulares com consequente alteragao funcional e prejuizo das

fungdes vitais (Shami e Moreira, 2004).



ROS estdo relacionados com doengas neurodegenerativas (Barja,
2004), cataratas, diabetes, inflamacgdes crénicas, doencas auto-imunes, isquemia,
artrite reumatoide, doenca intestinal inflamatdéria (Halliwell e Gutterdge, 1999).

Além disso, a interacdo de ROS com diferentes macromoléculas
celulares, incluindo proteinas, lipideos, DNA (Acido Desoxirribonucléico) (Barja e
Herrero, 2000) e RNA (Acido Ribonucléico) pode gerar citotoxicidade, alergias,
mutagénese e/ou carcinogénese, além do préprio processo de envelhecimento
(Barja, 2004).

Os radicais livres, como o OH, que é o mais reativo na indugcéo de
lesdes nas moléculas celulares (Anderson, 2000), geram modificagdes no DNA
por uma variedade de mecanismos, tais como, modificagcdes no agucar
desoxirribose e nas bases purinas e pirimidinas, quebras na fita dupla e cross-
links no DNA-proteina (Dizdaroglu et al., 2002). Embora as células vivas tenham
desenvolvido uma série de sistemas enzimaticos que reparam o DNA danificado,
ainda existem defeitos no reparo que se acumulam nas células e levam as
mudangas genéticas deletérias ao longo das divisdes celulares (Chatgilialoglu e
O’neill, 2001).

Os antioxidantes sao responsaveis pela remocdo dessas espécies
derivadas do oxigénio, e sdo definidos como quaisquer substancias que em
concentragbes relativamente baixas, comparadas aos substratos oxidaveis,
retardam significativamente ou inibem a oxidagao destes (Halliwell e Gutteridge,
1999; Handelman, 2001).

O sistema de defesa antioxidante é formado por compostos
enzimaticos, que sao produzidos no organismo, e nao enzimaticos que estédo
presentes nos alimentos ingeridos (Montero, 1996). De acordo com Kong e
Lillehei (1998) estes compostos agem nas trés linhas de defesas organicas contra
ROS: a primeira linha atua na prevencgao, que se caracteriza pela prote¢ao contra
a formagao das substancias agressoras; a segunda, na interceptagao dos radicais
livres; e a terceira linha atua no reparo de lesdes causadas pelos radicais livres.

Segundo Bianchi e Antunes (1999), em algumas situacbes podem
ocorrer adaptagcdes do organismo em resposta a geragao desses radicais livres
promovendo o aumento da sintese de enzimas antioxidantes, tais como a

superdxido dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase. Essas enzimas



reagem com o0s compostos oxidantes e protegem as células e os tecidos do
estresse oxidativo (Traber, 1997). Pompella (1997) destaca a importancia da
inclusdo de antioxidantes na dieta, auxiliando esses efeitos protetores dos
antioxidantes endogenos.

No Brasil, o cancer é a terceira causa de morte (11,84% do total de
Obitos) e a segunda por doenca (27,63% do total) (Ministério da saude, 1999;
Ministério da saude, 2000). Para o ano de 2006 estimou-se a ocorréncia de 470
mil novos casos em todo o pais (Ministério da Saude, 2007).

A terapia do cancer emprega a radioterapia, a quimioterapia, a
imunoterapia, a hormonioterapia e a cirurgia. Porém, a quimioterapia € a
modalidade mais utilizada, pois 90% dos tumores podem ser tratados com
antiblasticos (Andreoli et al., 1994; Bonassa, 1998), que na maioria das vezes
interferem na sintese de DNA e RNA de proteinas ou no funcionamento adequado
de moléculas pré-formadas (Skell, 1993). Estes quimioterapicos atuam nas
células para impedir o crescimento de células cancerosas. Todavia, essas drogas
nao sao seletivas, sendo toxicas aos tecidos sadios, principalmente aqueles de
rapida proliferagao celular (Andreoli et al., 1994; Bonassa, 1998). Mas os efeitos
terapéuticos e toxicos dos quimioterapicos dependem do tempo de exposigcao, da
concentragédo plasmatica e da droga utilizada (Ministério da Saude, 1999). Além
disso, as células apresentam mecanismos de defesa que exercem um importante
papel na protegcdo do organismo juntamente as terapias antineoplasicas contra
tumores (Kong e Lillehei, 1998).

Durante a terapia anti-cancer ocorre a formagao de ROS, necessaria
no controle e erradicacao do tumor. Porém, existem complicagcdes decorrentes
deste fato como a cardiotoxicidade, toxicidade pulmonar, renal e hepatica. Os
unicos compostos capazes de inibir a formagdao de radicais livres sao os
antioxidantes, os quais impedem, através de sua propria reducdo, o dano
oxidativo celular e minimizam a toxicidade causada pelos radicais livres (Kong e
Lillehei, 1998).

Portanto, a terapia nutricional com antioxidantes, como as vitaminas A,
C e E, concomitante a administragdo de drogas antineoplasicas minimizam os

efeitos toxicos produzidos por estas e interferem positivamente na resposta do



tratamento empregado, propiciando ao paciente oncoldégico maior tolerancia e

melhor qualidade de vida (Santos e Cruz, 2001).

1.2 — Agao quimiopreventiva do betacaroteno:

O BC (Figura 1) é a principal fonte de vitamina A para a maioria da
populacao mundial (Peto et al., 1989). Muitas doencgas, tais como, certas formas
de cancer (Gandini et al, 2000 e Riboli e Norat, 2003) e doengas cardiovasculares
(Bast, 2002 e Oliveira, 2007), além do préprio processo de envelhecimento (Ames
et al., 1993), estdo associadas com o estresse oxidativo (Bast, 2002) e tém como
estratégia para prevenir seu desenvolvimento, os carotendides, especialmente o
BC (Lu et al., 2001). Isso porque o BC & um eficiente antioxidante, efetivo na
neutralizagdo de oxigénio singleto e na inibicdo da oxidagdo de compostos pelos
peréxidos (Krinsky, 1991).

Por outro lado, efeitos contrarios aos efeitos benéficos do BC tem sido
descritos na literatura. A suplementagcdo de BC sozinha ou em combinagdo com
vitaminas A ou E nos individuos fumantes e nos trabalhadores com asbestos
poderia aumentar a incidéncia de cancer e mortalidade (Omenn, 1996). Alguns
estudos sugerem porém, que o efeito da suplementacdo de BC e o risco de
canceres relacionados ao tabaco podem depender dos habitos dos individuos
(Touvier, 2005).

Aidoo et al. (1995) demonstraram o papel do BC na quimioprevengao
do cancer, quando verificaram a agao antigenotéxica do BC contra N-etil-
nitrosurea (ENU), um carcinégeno de agado direta, que ndo requer ativagao
metabdlica para produzir produtos reativos que se ligam ao DNA. De acordo com
os autores, o BC reduziria a mutagenicidade pelo sequestro de radicais livres e,
consequentemente, a alquilagao no DNA, pelas moléculas eletrofilicas de ENU.

De acordo com Muindi (1996), o BC é capaz de conferir protegcéo
contra diversos tipos de tumores em animais. Camundongos irradiados com raios
vy apresentaram diminuigdo significativa na frequéncia de micronucleos em
eritrocitos policromaticos da medula 6ssea e em células epiteliais da bexiga,

quando tratados com BC antes ou imediatamente depois da irradiagédo



(Konopacka et al., 1998). A acao radioprotetora do BC também foi verificada em
linfécitos humanos expostos a raios y (Konopacka e Rzeszowska-Wolny, 2001).

Oliveira et al. (2007) verificaram que a suplementagao de BC tem efeito
positivo tanto no controle quanto na prevencéo da hipertensao arterial de ratos.

Muitos experimentos sugerem, portanto, que o consumo de altos niveis
de frutas e vegetais ricos em carotendides ou altos niveis de BC pode ajudar na
prevencao de cancer e doengas do coragdo em seres humanos (Paolini et al.,
2001).

Figura 1. Formula estrutural do betacaroteno.

1.3 — Doxorrubicina:

A doxorrubicina (DXR) (Figura 2), € um antibiético antraciclinico isolado
de culturas do fungo Streptomyces peucetius var. caesius (Gillman et al., 1996),
rapidamente metabolizado no figado por redugdo carboxilica, produzindo um
metabdlito alcodlico, o adriamicinol (Robbers et al., 1997).

A DXR é um potente e eficaz agente quimioterapico no tratamento de
varias formas de céncer, mas seu uso € limitado em fungdo do desenvolvimento
de toxicidade cardiaca (Tallaj et al. 2005). De acordo com o fabricante Pfizer Italia
S.r.l. (Roma, Italia), as propriedades citotoxicas da doxorrubicina, sobre as células
malignas e os seus efeitos téxicos em varios organismos, parecem estar
relacionados a intercalacdo dos seus anéis entre os pares de bases de
nucleotideos e a capacidade da doxorrubicina de se ligar a membrana celular
lipidica. Assim sendo, a intercalagao causa danos tanto a sintese de DNA quanto
a membrana lipidica celular. A interagcao da doxorrubicina com a topoisomerase-l|
pode ainda, desencadear a quebra do DNA e gerar radicais de oxigénio livres

altamente reativos e toxicos.



A DXR apresenta ainda, alta afinidade pelo ferro inorgéanico, Fe (lll),
podendo formar complexos DXR-Fe(lll) em sistemas biolégicos. Estudos
realizados com Salmonella TA102 para avaliar os mecanismos oxidativos na
mutagenicidade do complexo DXR-Fe(lll) indicaram que esse complexo exerce
mutagenicidade por meio dos radicais livres gerados, 0os quais causaram danos
oxidativos ao DNA, e que o Fe(lll) € um elemento requerido na mutagénese da
DXR. O complexo DXR-Fe(lll) pode reagir com o oxigénio para formar o radical
superoxido. Esse radical pode transformar-se em H;0,, que difunde mais
livremente dentro das células do que o radical superdxido, uma vez proximo ao
DNA produz o radical hidroxil. Na presenca de sequestradores de radicais livres e
quelantes de ferro, a mutagenicidade, provocada por esse complexo, foi reduzida
(Kostoryz e Yourtee, 2001).

Diferentes estudos demonstraram ainda, que a DXR induz mutacdes e
recombinagdes somaticas em células de asas de Drosophila melanogaster

(Fragiorge, 2007; Costa e Nepomuceno, 2006).

NH,

OH

Figura 2. Formula estrutural do quimioterapico doxorrubicina.



1.4 - Teste para Deteccao de Mutacao e Recombinagao Somatica
(Somatic Mutation And Recombination Test - SMART) em células

somaticas de Drosophila melanogaster

O SMART (Somatic Mutation And Recombination Test) de asa em
Drosophila melanogaster, desenvolvido por Graf et al. (1984), € um sistema teste,
somatico, de curta duracdo para deteccdo de um amplo espectro de eventos
genotéxicos e, vem sendo usado também para deteccdo de agentes
antigenotoxicos. A Drosophila melanogaster, organismo eucarioto, € amplamente
utilizada nos estudos de genotoxicidade e antigenotoxicidade in vivo, por possuir
pequeno numero de cromossomos; sistema enzimatico semelhante ao dos
mamiferos; tempo curto de geragdo; por produzir grande numero de
descendentes; além de que testes utilizando a Drosophila sao rapidos, confiaveis
e de baixo custo (Graf et al., 1984; Graf e Singer, 1992).

De acordo com Graf et al. (1984), o SMART foi desenvolvido para
detectar a perda de heterozigose de genes que determinam a expressao de
fendtipos detectaveis nas asas das moscas. Nele, as larvas trans-heterozigotas
sdo expostas aos componentes testes por periodo de tempo variado (Graf et al.,
1984; Guzman-Rincon e Graf, 1995).

Para realizagdo do teste foram utilizadas duas linhagens mutantes de
Drosophila melanogaster:

1) Linhagem multiple wing hairs (mwh): os individuos desta linhagem
possuem o0 gene marcador mwh no cromossomo 3 numa posi¢ao mais distal, e
caracterizado por expressar trés ou mais pélos por célula (Figura 3 - A). Por ser
uma mutagao viavel, a linhagem é mantida em homozigose recessiva.

2) Linhagem flare - 3 (flr): os individuos desta linhagem possuem o
gene marcador fIr® localizado no cromossomo 3 numa posigdo mais proximal. A
mutagdo desta linhagem se manifesta por um pélo modificado na célula,
semelhante a uma chama (Figura 3 — B). O gene marcador fl* é letal em
homozigose, ndo se desenvolvendo até a fase adulta (Graf et al.,1984; Guzman-
Rincon e Graf, 1995). Por isto, foi desenvolvido um cromossomo balanceador
TM3, Bds (Third Multiple 3, beaded-serrate), que mantém a heterozigose da
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linhagem. E caracteristica, deste balanceador, impedir a recombinacéo, ou seja, a

troca de genes entre os cromossomos homaélogos (Lindsley e Zimm, 1992).
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Figura 3. A1 — pélos multlple wing hairs; A2 — pélos flare; A3 — pélos normais.

A partir destas linhagens foi realizado o cruzamento padrao (Standard
cross — ST) no qual fémeas virgens flr® sdo cruzadas com machos mwh (Guzman-
Rincén e Graf, 1995).

A partir deste cruzamento foram obtidos como descendentes: 50% -
Trans-Heterozigotos Marcados (MH - mwh +/+ fIr) que possuem asas
fenotipicamente do tipo selvagem (Figura 4-A); e 50% - Heterozigotos
Balanceados (BH — mwh +/TM3,Bd®) que possuem asas fenotipicamente

serrilhadas (Figura 4-B).
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Figura 4. (A) Fendtipo das asas dos descendentes trans-heterozigotos (mwh +/+

flr’); (B) Fendtipo das asas dos descendentes heterozigotos balanceados (mwh +/
TM3, Bd®).

Nos descendentes MH € possivel detectar a ocorréncia de diferentes
eventos genéticos, tais como mutagcdo de ponto, aberragbes cromossdmicas, e
recombinagao mitdtica. Enquanto que, nos descendentes BH sdo detectadas
apenas mutagcao e delecdo, devido ao fato de o balanceador TM3 carregar
multiplas inversdes, que impedem a recombinagdo mitotica (Guzman-Rincén e
Graf, 1995).

Os pélos mutantes sao classificados em manchas: simples, quando
expressam somente um dos marcadores genéticos (mwh ou fIr’) e, gémeas,
quando expressam os dois marcadores (mwh e flr¥). As manchas ainda sao
classificadas quanto ao tamanho, podendo ser simples pequenas, quando possui
um ou dois pélos mutantes, ou simples grande, quando possuem mais de dois
pélos mutantes. Durante a analise foi registrada também, a posi¢cdo da mancha,
de acordo com o setor da asa, determinada pelas regides A, B, C’, C, D, D’ e E
(Graf et al., 1984).

Nos ultimos anos, observou-se uma rapida progressao nos estudos
referentes a acao do betacaroteno na quimioprevencao de cancer e doengas do
coracao. Esses avangos promovem um melhor entendimento das possibilidades e
limitagbes da influéncia do betacaroteno na saude humana. Estudos

epidemioldgicos e em modelos animais indicam que o betacaroteno pode exercer
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seu efeito quimiopreventivo se ingerido em quantidades mais fisiologicas,
conforme encontrado em uma dieta rica em frutas e vegetais. Sendo assim, este
trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos protetores do betacaroteno contra a
acao genotdéxica da doxorrubicina (DXR), em células somaticas de Drosophila

melanogaster.
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Resumo

O betacaroteno (BC), pré-vitamina A, € um eficiente antioxidante,
efetivo na neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio, que estao relacionadas
a sérios danos causados ao DNA, lipidios e proteinas. Por isso, observa-se a
progressao nos estudos referentes a agédo do BC na quimioprevencgao de cancer e
doencas do coragdo. Esses avangos promovem um melhor entendimento das
possibilidades e limitacdes da influéncia do BC na saude humana. Sendo assim,
este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos protetores do BC em trés
diferentes doses (1, 2 e 4mg/mL) contra a agdo genotdxica da doxorrubicina, DXR
(0,125 mg/mL), pelo teste para deteccdo de manchas na asa de Drosophila
melanogaster (Somatic Mutation And Recombination Test — SMART). Os
resultados obtidos nos individuos, descendentes do cruzamento padrao, tratados
com as diferentes doses de BC, demonstraram que n&o houve aumento,
estatisticamente significativo, nas frequéncias de manchas mutantes. No entanto,
houve uma reducédo estatisticamente significativa, no numero total de manchas,
quando o BC foi associado a DXR. Dessa forma, conclui-se que, nestas
condi¢gdes experimentais, o BC ndo é genotdxico e possui efeito protetor contra a

acao recombinogénica do quimioterapico DXR

UNITERMO: Drosophila melanogaster, genotoxicidade, quimioprevencgao,

betacaroteno
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Abstract

The pro-vitamin A B-carotene (BC) is an efficient antioxidant, effective in the
neutralization of reactive species of oxygen, which are related to serious damages
caused to DNA, lipids and proteins. Because of that, we noticed a progression in
studies that refer to the BC action in the chemoprevention of cancer and heart
diseases. Theses advances have led to a better understanding of possibilities and
influences of BC in human health. This way, the present work aimed at evaluating
the protective effects of BC in three different doses (1, 2 and 4 mg/mL) against
genotoxic action of doxorubicin DXR (0,125 mg/mL) by the test of spot detection in
the flies of Drosophila melanogaster (Somatic Mutation and Recombination Test —
SMART). The results obtained in descendant from pattern crossing, treated with
the three different doses of BC, demonstrated that there was no statistically
significant increase in the frequency of mutant spots. However, there was a
statistically significant decrease in the total number of spots, when BC was
associated to DXR. This way we concluded that, in these experimental conditions,
BC is not genotoxic and it has a protective effect against recombinagenic action of

the chemotherapical DXR.

Key words: Drosophila melanogaster, genotoxicity, chemoprevention, (3-carotene
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1. Introducgao

O betacaroteno (BC), principal fonte de vitamina A para a maioria da
populagdo mundial (Peto et al., 1989), € efetivo na neutralizagdo de oxigénio
singleto (102) e na inibicdo da oxidagdo de compostos pelos peréxidos (Krinsky,
1991). Seus efeitos, porém, s&o modificados sob certas condicbes e
concentragbes. Zhang e Omaye (2001) demonstraram que os efeitos
antioxidantes e pré-oxidantes do BC sdo dependentes da tens&o do oxigénio e da
concentracdo do BC. Como na maioria dos tecidos bioldgicos, o nivel de oxigénio
€ baixo, o BC, como os demais carotendides adquirem importadncia como
antioxidantes (Burri, 1997).

Essa propriedade do BC de agir como um eficiente antioxidante, tem
um importante papel na diminuigdo da incidéncia de cancer (Gandini et al, 2000 e
Riboli e Norat, 2003), doengas cardiovasculares (Bast, 2002 e Oliveira, 2007), e
envelhecimento (Ames et al., 1993), além de agir como um regulador imunolégico
(Burri, 1997).

A acgao quimiopreventiva do BC é demonstrada principalmente no inicio
do processo carcinogénico, ou nos estagios iniciais da sua promogao, inibindo a
formagao de lesdes pré-neoplasicas em ambos modelos experimentais in vitro e
in vivo (Moreno et al., 1995; He et al., 1997; Gradelet, 1997). O BC pode estimular
apoptose em células B16F (melanoma) (Guruvayoorappan e Kuttan, 2007) e em
linhagem celular MCF-7 (Cui et al, 2007).

Segundo El-Habit (2000) os efeitos genoprotetores do BC sao
independentes da natureza das genotoxinas e, os mecanismos envolvidos na
modulagao da atividade e genotoxicidade de ROS por BC podem ser de natureza
similar.

De acordo com Kong e Lillehei (1998), os antioxidantes agem nas trés
linhas de defesas organicas contra as espécies reativas de oxigénio (ROS): a
primeira linha atua na prevencado, que se caracteriza pela protecdo contra a
formagado das substancias agressoras; a segunda, na interceptagado dos radicais
livres; e a terceira linha atua no reparo de lesdes causadas pelos radicais livres. E

necessario, portanto, a inclusdo de antioxidantes na dieta (Pompella, 1997),
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sendo de expressiva importancia, ainda, no tratamento de pacientes com céancer
(Santos e Cruz, 2001).

A droga antineoplasica doxorrubicina (DXR) é um potente e eficaz
agente quimioterapico no tratamento de varias formas de cancer, mas seu uso é
limitado pelo desenvolvimento de toxicidade cardiaca (Tallaj et al, 2005). A DXR
apresenta ainda, efeitos genotoxicos, teratogénicos e a capacidade de intercalar-
se a molécula de DNA, gerando radicais livres (Pfizer Italia S.r.l). A geragao de
radicais livres atua diretamente no nucleo celular, e com isso, inviabiliza o
processo de divisao celular, logo esse mecanismo citotdxico parece ser o principal
efeito antitumoral da DXR (Keizer et al., 1990). Em Drosophila melanogaster, a
DXR foi avaliada pelo SMART, onde foi verificada a inducdo do aparecimento de
mutagbes e recombinagdes somaticas (Frolich e Wurgler, 1990; Costa e
Nepomuceno, 2006). Fragiorge (2007) demonstrou nos seus estudos que DXR
induziu recombinacdo mitética nas células somaticas de Drosophila e que 50mM
de acido ascorbico protege contra a genotoxicidade da DXR, enquanto que as
frequéncias de 100mM de acido ascoérbico realgou as freqiéncias de manchas
induzidas por DXR.

O SMART (Somatic Mutation And Recombination Test) de asa em D.
melanogaster, desenvolvido por Graf et al. (1984), detecta um amplo espectro de
eventos genotoxicos, e é usado, também, para deteccdo de agentes
antigenotoxicos. Este teste baseia-se no fato de que durante o inicio do
desenvolvimento embrionario da D. melanogaster, grupos de células (disco
imaginal), proliferam mitoticamente durante o desenvolvimento larval e se
diferenciam, durante a metamorfose, em estruturas do corpo da mosca adulta.
Desse modo, se ocorrer alteragdbes em uma dessas células do disco imaginal,
estas alteracbes estardo presentes em todas as células descendentes e formarao
clones de células mutantes, caracterizados como manchas de pélos mutantes na
asa da mosca adulta (Guzman-Rincon e Graf, 1995).

A progressao de estudos referentes a agao do BC na quimioprevengao
de cancer e doencas do coragdao promovem um melhor entendimento das
possibilidades e limitagdes da influéncia do BC na saude humana. Estudos
epidemioldgicos e em modelos animais indicam que o BC pode exercer seu efeito

quimiopreventivo se ingerido em quantidades mais fisiolégicas, conforme
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encontrado em uma dieta rica em frutas e vegetais. Sendo assim, este trabalho
teve como objetivo avaliar os efeitos protetores do BC contra a agao genotodxica

da doxorrubicina (DXR), em células somaticas de Drosophila melanogaster.

2. Material e Métodos

2.1 — Compostos quimicos:

Betacaroteno, lote n° 04020136, fabricado pelo laboratério Pharma
Nostra Comercial Ltda, Sdo Paulo, Brasil.

Cloridrato de doxorrubicina (DXR), conhecido comercialmente como
Doxolem, lote n° 80344, fabricado por Eurofarma Laboratérios Ltda e distribuido

pela Zodiac Produtos Farmacéuticos S/A, Sao Paulo, Brasil.

2.2 - Teste para deteccao de Mutacdao e Recombinagcao Somatica
(Somatic Mutation And Recombination Test - SMART) em células

somaticas de Drosophila melanogaster

2.2.1 - Linhagens estoques:

Para realizagdo do teste foram utilizadas duas linhagens mutantes de
Drosophila melanogaster, portadoras dos marcadores genéticos multiple wing
hairs (mwh, 3-0,3) e flare-3 (flr*, 3-38,8):

1. multiple wing hairs (mwh), com constituicdo genética: mwh jv.

2. Flare - 3 (fIr®), com constituicdo genética flr¥/ In(3LR)TM3, ri p° sep
1(3)89Aa bx**¢ e Bd"®.

Os estoques de Drosophila melanogaster foram mantidos em frascos
de %2 de litro contendo meio de cultura (820 mL de agua, 25g de fermento
(Saccharomyces cerevisae) 11 g de agar, 156g de banana, 1 g de nipagin), a

temperatura de 25 °C e a umidade relativa do ar de 67%.
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2.2.2 - Cruzamento entre as linhagens mutantes:

Cruzamento padrdo (ST- Standard Cross):
> Fémeas virgens fIr¥/ In(3LR)TM3, ri pP sep 1(3)89Aa bx**® e Bd®
cruzadas com machos mwh/mwh (Guzman-Rincén e Graf,
1995).

2.2.3 — Procedimento para coleta de larvas e tratamento:

A ovoposigéao foi realizada 48 horas apods o inicio dos cruzamentos por
um periodo de 8 horas, em frascos contendo uma base solida de agar (4% de
agar em agua) e uma camada de fermento bioldgico (S. cerevisae) suplementado
com acucar. Apos 72 +/- 4 horas, as larvas do 3° estagio foram lavadas com agua
corrente e coletadas com auxilio de uma peneira de malha fina.

Grupos de aproximadamente 100 larvas foram transferidos para frascos
de vidro de 25 mL contendo 1,5 g de meio alternativo (puré de batatas) e BC (1; 2
ou 4mg/mL) associados ou ndo com DXR (0,125mg/mL). Para controle positivo foi
utilizada a DXR (0,125mg/mL) e, para controle negativo, agua destilada estéril.
Pelo fato dos possiveis compostos serem fotossensiveis todos os frascos do

tratamento foram envolvidos com papel aluminio.

2.2.4 - Preparacao e analise microscépica das asas:

Apds a eclosao, os individuos adultos foram coletados e conservados
em um recipiente contendo etanol 70%. As asas das moscas foram destacadas
sob microscopio estereoscoépico, utilizando-se um par de pingas entomoldgicas,
depois foram embebidas em solugcéo de Faure (30 g de goma arabica, 20 mL de
glicerol, 1,5 g de hidrato de cloral e 50 mL de agua destilada) e distendidas aos
pares sobre uma lamina seca. A lamina foi colocada por aproximadamente uma
hora sobre uma placa aquecida (60 °C) e, posteriormente, sobre as asas

adicionou-se uma laminula, e sobre esta, adicionou-se um peso de
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aproximadamente 400g para a eliminagao de possiveis espagos preenchidos por
ar. A lamina foi entéo colocada por mais uma hora sobre a placa aquecida (60°C).
A andlise das asas foi realizada em microscopio optico (objetiva 40x).
Foram registrados o numero e os tipos de manchas encontradas (simples ou
gémeas), o tamanho das mesmas, e a posi¢gao em que se encontram na asa.
Ao final da analise, foram comparadas as frequéncias de mutacoes
encontradas nas moscas tratadas com BC com as encontradas no controle

positivo e negativo, respectivamente.

2.2.5 - Analise estatistica:

A analise estatistica dos experimentos, para a verificacdo de uma
possivel acdo genotoxica do BC foi realizada por meio do teste descrito por Frei e
Wurgler (1988). Para a analise estatistica de antigenotoxicidade, as frequéncias
de cada tipo de mancha por mosca, foram comparadas aos pares (controle
negativo versus BC; agente genotdxico isoladamente versus BC + agente
genotoéxico), usando o teste U de Mann, Whitney e Wilcoxon (Frei e Waurgler,
1995). As porcentagens de inibicdo do BC foram calculadas, utilizando-se as
freqiiéncias de clones 10° células, corrigidas pelo controle (DXR — DXR associada
ao BC/DXR) x 100 (Abraham, 1994).
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3. Resultados e Discussao

Numerosos estudos tém mostrado que o risco de cancer esta
inversamente correlacionado com BC, mas o mecanismo para o efeito inibidor do
BC permanece pouco entendido. O presente estudo investigou os efeitos
protetores do BC contra a agdo genotoxica da DXR em células somaticas de D.
melanogaster. As doses 1, 2 e 4mg/mL de BC, foram utilizadas em quantidades
mais fisiologicas, conforme descrito na literatura (Burri, 1997; Silva e Naves,
2001).

As Tabelas 1 e 2 mostram as frequéncias de manchas mutantes:
simples pequenas, simples grandes e gémeas, assim como o total de manchas
em asas de Drosophila melanogaster. As Tabelas informam ainda a quantidade
de clones (10°) observada e corrigida pelo controle. Foram analisadas
aproximadamente 24.400 células em cada asa de D. melanogaster.

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos na analise dos
descendentes trans-heterozigotos marcados (MH), do cruzamento padréao (ST),
tratados com diferentes concentragdes de BC (1, 2 ou 4mg/mL) e os controles
positivo (DXR-0,125mg/mL) e negativo (agua destilada estéril). Os dados
mostram que ndo houve aumento estatisticamente significativo (a = 0,05) nas
frequéncias de manchas induzidas pelo BC, quando comparadas com o controle
negativo, em todas as classes de manchas. Nossos resultados estdo de acordo
com Konopacka e Rzsowska-Wolny (2001) que verificaram a auséncia de
genotoxicidade do BC quando adicionado (1-5ug/mL) antes ou imediatamente
apos a exposicao de linfécitos humanos a raios .

Os resultados obtidos na analise dos descendentes trans-heterozigotos
marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH), do cruzamento padrao (ST)
tratados com DXR associado a 1, 2 ou 4mg/mL de BC estdo representados na
Tabela 2.

Os dados mostram o efeito genotéxico do quimioterapico doxorrubicina
(DXR), que apresentou um aumento estatisticamente significativo (a = 0,05) nas
frequéncias de manchas mutantes, em todas as classes de manchas, quando
comparadas ao controle negativo. Este aumento nas frequéncias de manchas

mutantes, nos descendentes do cruzamento ST, evidencia que a DXR nao
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necessita de ativacdo metabdlica para exercer seus efeitos, sendo, portanto, um
agente genotoxico direto.

O aparecimento de manchas gémeas indica a atividade recombinogénica
do quimioterapico DXR. A relagao entre o aumento das frequéncias de manchas
gémeas e 0 aumento da atividade recombinogénica foi confirmada pela analise
dos descendentes BH. Visto que, nos descendentes BH sdo detectadas apenas
mutacéo e deleg¢ado, pois o balanceador TM3 inibe a recombinacéo (Graf et al.,
1984). No entanto, houve uma redugéo dose dependente, no numero de manchas
gémeas, nos descentes MH, na associacdo do BC com a DXR, devido a uma
acao antirecombinogénica do BC. Essa atividade antirecombinogénica do BC foi
verificada pela analise dos descendentes BH, que apresentaram uma diminuigao
significativa no numero total de manchas mutantes. Resultados da acé&o
recombinogénica da DXR, em células somaticas de D. melanogaster, foram
encontrados em Rodriguez-Arnaiz et al. (2004), Costa e Nepomuceno (2006) e
Fragiorge (2007). Costa e Nepomuceno (2006) verificaram, também, a agao
antirecombinogénica, de um complexo de vitaminas antioxidantes, incluindo o BC,
contra a agao recombinogénica da DXR.

Na Tabela 2 verifica-se ainda, que na associagao das diferentes doses
de BC com DXR houve uma redugédo estatisticamente significativa, em relagédo ao
controle DXR, em todas as classes de manchas dos individuos MH e nas
freqiéncias de manchas simples grandes e no total de manchas dos individuos
BH. Nao houve uma reducao estatisticamente significativa de manchas simples
pequenas nas trés doses testadas de BC associadas a DXR nos descendentes
BH. Nos descendentes MH a reducdo na frequéncia de manchas do BC, quando
associado a DXR, foi de 78,5% para 1mg/mL; 89,16% para 2mg/mL e 95,25%
para 4mg/mL. Para os descendentes BH a redugdo na associagao foi 91% para
1mg/mL; 95,6% para 2mg/mL e 113,27% para 4mg/mL.

A redugdo de manchas nos descendentes BH, em relagdo aos MH
permite o célculo da taxa de mutacdo e recombinacdo. Para o calculo da
freqiéncia de recombinacdo foi utilizada a seguinte férmula: freqiéncia de
mutacao = a/b [a = freqiiéncia de clones mwh (x 10° células) nos individuos BH, b
= freqliéncia de clones mwh (x 10° células) nos individuos MH]; freqiiéncia de

recombinagao = 1 — frequéncia de mutacao.
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As porcentagens de mutagdo e recombinagdo observadas nos
individuos MH e BH do cruzamento padrao, tratados com DXR (0,125mg/mL)
foram as seguintes: o controle DXR apresentou 6% de mutagcdo e 94% de
recombinacdo. Na associacao de BC nas doses 1, 2 e 4mg/mL com DXR, ocorreu
87,10%, 78,7% e 70,7% de eventos recombinacionais, respectivamente. O
aumento da concentragdao de BC na associagao reduziu o efeito recombinogénico
do quimioterapico DXR.

Eicker et al. (2003) também observaram, pela técnica de PCR, redugao
de mutagenicidade no DNA mitocondrial associado ao fotoenvelhecimento
induzido, quando as células foram co-incubadas com BC nas concentragdes de
0,5mM ou superiores. A ingestdo de BC pode ainda, reduzir a ocorréncia de
efeitos adversos na terapia por radiagao e diminuir a recorréncia local de cancer
(Meyer et al., 2007).

Os mecanismos pelos quais o BC inibiu a genotoxicidade da DXR néao
foram analisados diretamente. Contudo, em fungdo da DXR gerar radicais livres e
produzir danos ao DNA (Keizer et al., 1990), é possivel sugerir alguns
mecanismos de protegcdo do BC contra a genotoxicidade da DXR.

Como foi realizado o co-tratamento do BC com a DXR, pode-se propor
a acao desmutagénica do BC. A acdo desmutagénica é caracterizada pela
inativagdo quimica ou enzimatica do agente genotdxico, inibindo ativagao
metabdlica de pré-mutagenos ou sequestrando moléculas reativas (Kada et al.,
1982). Assim, é possivel que o BC tenha inativado a DXR, ou seus produtos
metabdlicos, que sdo os radicais livres gerados na transformagdo deste agente
genotoxico. Resultados similares, dessa acdo desmutagénica, foram verificados
por Trekli et al. (2003) em estudos com células humanas. Nesse estudo o BC, em
condi¢cdes apropriadas, atuou como um poderoso antioxidante. Este mecanismo
da agcdo desmutagénica, de um complexo de vitaminas antioxidantes (B, C e
betacaroteno), contra a genotoxicidade da DXR em D. melanogaster foi proposto,
também, por Costa e Nepomuceno (2006).

Uma outra explicagdo para a redugdo de manchas mutantes, nos
tratamentos associados com BC e DXR, pode ser pela ativacdo da via de
apoptose. Um amplo alcance de concentragdes de carotendides tem sido

reportado exercendo seus efeitos antiproliferativos e apoptéticos in vitro. O BC no
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estudo realizado por Prasad et al. (2006), inibiu a proliferacdo celular de maneira
dose dependente das células leucémicas Molt 4 e foi efetivo na indugcao de
apoptose na concentragédo de 50uM.

De acordo com Cui et al. (2007), o BC pode atuar como proé-oxidante
para aumentar os niveis intracelulares de ROS, que participa da via de apoptose,
e assim, inibir o crescimento tumoral das células. Palozza et al. (2001)
observaram uma ligagdo entre mudangas no potencial redox intracelular e
crescimento celular por BC em diferentes células tumorais. Estudos recentes
(Guruvayoorappan e Kuttan, 2007) sugerem que o BC pode regular a produgao
de oxido nitrico (NO), um potente vasodilatador, e, também, o fator de necrose
tumoral (TNFa), mediador central na propagagdo do tumor, além de estimular
apoptose nas células B16F-10, de melanoma, pela regulagéo dos genes bcl-2. Os
autores mostram que o BC é capaz de induzir a ativagdo dos genes p-53,
essencial na prevengao de cancer e apoptose e induzir, também, a caspase-3,
protease especifica da apoptose. Palozza et al. (2002), em seus estudos
discutem, inclusive, a possibilidade de um potencial quimiopreventivo ou
quimioterapéutico para o BC no cancer de célon. Portanto, a indugdo da via de
apoptose e morte celular, na presenca do BC, levaria a uma redugdo no numero
de células mutantes induzidas pela DXR.

O organismo humano esta sujeito ao estresse oxidativo causado por
ROS provenientes do meio ambiente ou geradas pelo proprio organismo, € a agao
dessas espécies oxidantes sobre o DNA é responsavel por mutagdo ou mesmo
oncogénese. Contudo, o organismo € protegido por micro ou macromoléculas de
origem enddgena ou obtidas diretamente da dieta (Barreiros et al., 2006).

Dessa forma, pode-se concluir com base nos resultados e nas
condigbes experimentais mencionadas neste estudo, que o BC nas doses
utilizadas, ndo é mutagénica, e exerce um efeito protetor contra a acgao
recombinogénica do quimioterapico DXR (0,125 mg/mL), utilizando como

organismo teste a Drosophila melanogaster.



Tabela 1. Frequiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos marcados de Drosophila melanogaster, do

cruzamento padréo, tratados com betacaroteno (BC) em trés diferentes doses

N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
Indiv. MSP MSG MG ™ manchas

Tratamentos (N) (1-2 céls)” (>2 céls)® mwh®

m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr®

Contr. Neg. 40 0,60 (24) 0,03  (01) 0,03  (01) 0,65 (26) 26
BC 1 mg/mL 50 0,78 (399 i 0,10 (05) i 0,00 (00) i 0,88 (44) i 44
BC 2 mg/mL 50 0,50 (25) - 0,08 (04 1 004 (02) i 0,62 (31) - 31
BC 4 mg/mL 50 0,50 (25 - 0,02 (01) i 0,04 (02) i 0,56 (28) - 28
DXR 0,125 mg/mL 20 420 (84) + 570 (114 + 830 (166) + 18,20 (364) + 350

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

multiplicacdo para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia o = 3 = 0,05.

b . - 3
Incluindo manchas simples flr° raras.

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

32
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Tabela 2. Freqliéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos marcados e heterozigotos balanceados de D. melanogaster, do
cruzamento padréo, tratados com betacaroteno (BC) em trés diferentes doses associadas a DXR (0,125mg/mL)

N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total Média das Freqgliéncia de clones
Tratamentos Indiv. MSP MSG MG ™ manchas classes de tam. (10° células)’
(N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh®  clonesmwh®®  Observada Corrigida pelo Inibic&0"%
(n) (1) n/NC controle
mwh/flr®
Contr. Neg. 40 0,60 (24) 0,03 (1) 0,03 (1) 0,65 (26) 26 1,69 1,33
DXR 0,125 mg/mL 20 420 (84) + 570 (114) + 830 (166) + 1820 (364) + 350 3,51 {3,58) 35,86 (34,53}
BC Img/mL +DXR 40 1,70 (68) * 1,13 (45) * 153 (61) * 435 (174) * 171 3,02 {326} 8,76 (7,43} 785
BC2mg/mL+DXR 40 123 (49) * 063 (25 * 065 (26) * 250 (100) * 99 281 {321} 5,07 (3,74 89,16
BC4mg/mL +DXR 40 1,03 (41) * 023 (9) * 023 (9 * 148 (59) * 58 205 {234} 2,97 (1,64} 95,25
mwh/TM3
Contr. Neg. 40 0,50 (20) 0,00 (0) g 0,50 (20) 20 145 1,02
DXR 0,125 mg/mL 40 0,65 (26) ns 038 (I15) + 1,03 (41) + 42 240 (327} 2,15 (1,13}
BC Img/mL +DXR 40 045 (I18) ns 0,10 (4)  * 055 22) * 22 1,86 {6,00} 1,13 (0,10} 91
BC2mg/mL+DXR 40 053 (21) ns 0,00 (0)  * 053 21) * 21 1,29 -{2,00} 1,08 (0,05} 95,6
BC4mg/mL +DXR 40 040 (16) ns 0,03 (1)  * 043 (17) * 17 129 {233} 0,87 -{0,15} 113,27

*Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1995). Teste U Mann-Whitney; niveis de significancia: +, positivo, P < 0,05, quando comparado com o controle negativo;
* P <0,05, quando comparado somente com a DXR; ns, ndo significativo.

®Incluindo manchas simples flr® raras.

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

Numeros entre chaves sio as freqiiéncias de indugio corrigidas em relagio a incidéncia espontinea estimada do controle negativo.

°C =48.000, isto é, nimero aproximado de células examinadas por individuo.

fCalculado de acordo com Frei et al. (1992).

£Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 néo contém o gene mutante flr®,
"Calculado de acordo com Abraham (1994): (DXR — DXR associado ao betacaroteno/ DXR) X 100
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