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RESUMO

O Panax ginseng € um dos fitoterapicos mais amplamente prescritos
para o tratamento de cancer, diabetes, inflamacdo cronica, doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas. Desde que o uso de medicamentos
alternativos, em combinacdo com a terapia convencional, pode aumentar o
risco de interacdes indesejaveis, investigamos a possivel genotoxicidade de
uma forma solavel em agua de raizes secas de P. ginseng (2,5; 5,0 ou 10,0
mg/mL) e sua habilidade em proteger contra a genotoxicidade da doxorrubicina
(DOX; 0,125 mg/mL) utilizando o teste para deteccdo de mutacdo e
recombinacdo somatica em asas de Drosophila melanogaster, dos
cruzamentos padrdo e de alta capacidade de bioativacdo metabdlica. P.
ginseng nao foi genotoxico nas concentracfes utilizadas, enquanto que a
genotoxicidade induzida pela DOX, nas moscas heterozigotas marcadas,
resultou principalmente de recombinagcdo mitética. Nas menores
concentracdes, P. ginseng apresentou atividade antirecombinogénica, que foi
independente da concentragdo do extrato utilizado. Eventos recombinacionais
podem promover o aparecimento de cancer, porém pouco é conhecido sobre a
capacidade do P. ginseng inibir a recombinagcdo ou modular os mecanismos de

reparo do DNA.

Palavras chave: Antigenotoxicidade; SMART,; teste da mancha da asa.



ABSTRACT

Panax ginseng is one of the most widely prescribed herbal medicines for
the treatment of cancer, diabetes, chronic inflammation, and neurodegenerative
and cardiovascular diseases. Since the use of alternative medicines in
combination with conventional therapy may increase the risk of unwanted
interactions, we investigated the possible genotoxicity of a water-soluble form of
the dry root of P. ginseng (2.5, 5.0 or 10.0 mg/mL) and its ability to protect against
the genotoxicity of doxorubicin (DOX; 0.125 mg/mL) by using the Drosophila
melanogaster wing somatic mutation and recombination test (SMART) with
standard and high-bioactivation crosses of flies. Panax ginseng was not genotoxic
at the concentrations tested, whereas DOX-induced genotoxicity in marker-
heterozygous flies resulted mainly from mitotic recombination. At low
concentrations, P. ginseng had antirecombinogenic activity that was independent
of the concentration of extract used. Recombination events may promote cancer,
but little is known about the ability of P. ginseng to inhibit such recombination or

modulate DNA repair mechanisms.

Key words: Antigenotoxicity; SMART; wing spot test.
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APRESENTACAO

A investigacdo genotoxica/antigenotoxica de plantas tradicionalmente
utilizadas na medicina popular € valiosa como medida de seguranca para
tratamentos fitoterapicos. Recentemente, essas plantas tém recebido grande
atencdo por serem agentes nutritivos com propriedades e efeitos medicinais,
estimulando a saude fisica e mental.

Durante os ultimos anos, a utilizacdo de plantas medicinais na medicina
popular esta se tornando cada vez mais promissora, devido ao fato de as mesmas
apresentarem potencial antioxidativo, contra danos moleculares induzidos por
espécies reativas de oxigénio (ROS), sendo que a maior classe de agentes
antioxidantes deriva de compostos fendlicos.

Modificacbes oxidativas sé@o frequentes no DNA de mamiferos e séo
consideradas importantes mecanismos na etiologia da carcinogénese, diabetes e
outras patologias. Isso, porque as ceélulas sdo constantemente expostas a
oxidantes metabodlicos e a outras reacdes bioquimicas internas, bem como a
fatores externos.

O Ginseng coreano (Panax ginseng C.A. Meyer - Pg) (Umbellales,
Araliaceae) € tradicionalmente considerado como uma das mais importantes
plantas medicinais com propriedades antioxidantes. Os ginsenosideos
(saponinas) sdo considerados como 0s componentes ativos mais importantes
presentes nas raizes, sendo responsaveis por efeitos farmacolégicos e
fisiologicos importantes, tais como cardioprotetor, imunomodulador, antifadiga e
hepatoprotetor.

A Doxorrubicina (DOX) é um antibidtico antraciclinico, citotoxico e
genotoxico (com efeitos mutagénicos e clastogénicos bem estabelecidos), obtido
de culturas de Streptomyces peucetius, sendo amplamente utilizado na terapia
antitumoral, inclusive de tumores solidos.

Para avaliar os possiveis efeitos genotdxicos de uma forma solivel em
agua de raizes secas de Pg, foi utilizado o teste para deteccdo de mutacdo e
recombinacdo somatica (Somatic Mutation And Recombination Test - SMART),

em células de asas de Drosophila melanogaster. Uma vez comprovado a



auséncia de efeitos genotoxicos, o Pg foi avaliado com relacdo a sua acéo
protetora contra os efeitos genotoxicos da DOX.

A escolha do SMART em células sométicas de D. melanogaster, como
meétodo investigativo, foi devida ao fato do mesmo ser um teste rapido, de curta
duracédo, baixo custo e permitir a deteccdo de uma amplitude de mutacdes de
ponto, recombinagcbes mitéticas, aberracdes cromossémicas e nao-disjuncdes
cromossOmicas. Outra razdo que favoreceu a escolha do SMART, como meio de
investigacdo, foi a possibilidade de avaliar a ativacdo metabdlica dos
componentes do Pg pelo sistema enzimatico citocromo P450, que é o sistema
enziméatico responsavel pelo metabolismo de agentes xenobibticos, presente na
D. melanogaster.

Este trabalho pretende contribuir com informagbes para futuras
descobertas sobre as propriedades do Pg, que oferecam formas para tornar seu
uUSO mais seguro.

Para a apresentacdo deste trabalho, o mesmo foi dividido em dois

capitulos:

Capitulo 1 - Apresenta uma revisdo geral da literatura, com informacdes sobre:
genotoxicidade e a inducdo de doencas neoplasicas; Ginseng coreano (Panax
ginseng C.A. Meyer); doxorrubicina; a utilizacdo da D. melanogaster em testes de

genotoxicidade; assim como sobre o SMART.

Capitulo 2 - Apresenta o manuscrito intitulado “Protection by Panax ginseng C.A.
Meyer against the genotoxicity of doxorubicin in somatic cells of Drosophila
melanogaster” aceito para publicacdo na revista Genetics and Molecular Biology
(GMB - MS2007/281), o qual demonstra que, nas condicbes experimentais
utilizadas, o Pg ndo possui efeitos genotoxicos. A genotoxicidade induzida pela
DOX nas moscas heterozigotas marcadas (MH) foi principalmente devida a
recombinacdo mitdtica. O Pg em menores concentracdes atua como agente
antirecombinogénico; e indica auséncia de correlagédo dose-resposta, desde que o
aumento na concentracdo de Pg nao resulta em aumento proporcional na reducéo

da mutagenicidade da DOX.



Capitulo 1

Fundamentacao Teorica



1. Fundamentacédo Tedrica

1.1 Genotoxicidade e cancer

No decorrer da vida, o DNA sofre mutacées que podem ser causadas por
erros durante a duplicagcédo do DNA, na divisdo celular. Os agentes mutagénicos,
que alteram as sequéncias de bases no DNA podem acelerar ou aumentar o
aparecimento de mutacdes que estdo associadas ao desenvolvimento de
neoplasias. Assim sendo, 0os mecanismos de mutagénese e carcinogénese
parecem estar intrinsicamente ligados. Apds passar por varias divisdes, uma
célula podera acumular mutacbes que, se em numero elevado, poderdo
determinar a perda do controle de sua divisdo, determinando, assim, o
aparecimento do cancer (RIBEIRO; MARQUES, 2003).

A inducdo de aberracbes cromossbmicas por agentes genotoxicos
(clastogénicos) ambientais também esta relacionada com a inducéo de neoplasias
(GEBHART, 1992).

Além das mutacbes de ponto e das aberracbes cromossOmicas, a
presenca de mitoses atipicas foi atribuida como uma das causas da divisdo
descontrolada e rapida de células neoplasicas. Tem sido observado também que
alteracbes nos centrdmeros acontecem freqientemente em neoplasmas
malignos. Acredita-se que elas contribuam para a instabilidade genética, presente
em células cancerosas (BATISTAU, 2004).

Ultimamente, as atenc¢des tém sido voltadas para os eventos intracelulares
associados com a transformacdo maligna da célula, com iniciacdo em nivel
molecular. A identificacdo de uma série de oncogenes, genes supressores de
tumor, e uma cascata de sinais reguladores da expressédo génica e de ativagao,
poderia ser uma alternativa preventiva, bem como, estratégia terapéutica para
reduzir o risco de cancer humano (PARK; SURH, 2004). O gene supressor de
tumor P53 é um guardido do genoma, tendo funcéo de proteger o DNA celular de
uma variedade de danos induzidos por agentes carcinogénicos, bloquear a
proliferacdo celular anormal, induzir o reparo do DNA, eliminar células danificadas
e induzir apoptose (PARK; SURH, 2004).



Estudos recentes tém demonstrado que canceres humanos podem ser
prevenidos quando se evita a exposicdo aos carcindgenos, ou quando alguns
fatores protetores modulam o mecanismo de defesa do organismo contra agentes
mutagénicos (antimutagénicos) (POOL-ZOBEL et al., 2005), como por exemplo,
varios constituintes da dieta, que sdo importantes na prevencdo do cancer
(anticarcinogénicos), por favorecerem a biotransformagdo moduladora de
carcindgenos (DASGUPTA et al., 2004).

Antimutagénicos sao fatores que reduzem o produto de mutacdes
espontaneas e/ou induzidas, podendo ser classificados em dois tipos, de acordo
com 0 mecanismo de acdo: 1) Desmutdgenos - sdo agentes que reduzem o efeito
genotoxico/mutagénico do agente xenobidtico, interagindo diretamente com o
mutageno, ou bloqueando seus efeitos, inibindo completamente sua ativacao
metabdlica, ou aumentando sua detoxificagdo; 2) Bioantimutagénicos — sé&o
agentes que agem depois da ocorréncia do dano, promovendo reparo do DNA,
aumentando a fidelidade da replicacdo do DNA, inibindo os erros inclinados a
replicacdo ou suprimindo o crescimento e a replicacdo de células com DNA
danificado (ANDRADE et al., 1992; MERSCH-SUNDERMANN et al., 2004).

Pesquisas basicas, aplicadas em estudos de clastogenicidade, ndo so6
revelaram o0s mecanismos de indugcdo das aberragbes cromossOmicas por
mutagenos ambientais, como também contribuiram com idéias efetivas para o
emprego de praticas preventivas, reduzindo o risco para os individuos. Assim, a
anticlastogénese €é uma parte essencial da antimutagénese e da
anticarcinogénese. Os anticlastogénicos sao agentes que podem reduzir os danos
ao cromossomo, induzidos por clastdgenos que se caracterizam por serem
substancias que causam prejuizos diretos ao cromossomo. Assim sendo, 0S
anticlastogénicos diminuem a probabilidade de cancer em populacdes expostas a
esses agentes (GEBHART, 1992).

A quimioprevencao do cancer pode ser feita por meio do uso de agentes de
ocorréncia natural ou sintética, com o objetivo de prevenir, inibir ou reverter o
processo de carcinogénese (SPORN et al., 1976; POOL-ZOBEL et al., 2005).

De Flora e Ramel (1988) apresentam uma classificagcdo detalhada a
respeito dos mecanismos de acdo dos inibidores de mutagénese e/ou

carcinogénese (Tabela I).



Tabela |. Mecanismos de inibicdo da mutagénese e/ou carcinogénese (DE
FLORA; RAMEL, 1988)

1. Inibidores da mutagénese com atuacao extracelula r:
1.1. Inibidores da captagdo dos mutdgenos ou de seus precursores
1.1.1. Impedem a sua penetracao
1.1.1.1. Dentro do organismo
1.1.1.2. Dentro da célula
1.1.2. Favorecem a sua remogao
1.2. Inibidores da formacéao enddgena do mutageno
1.2.1. Inibem a reacédo de nitrosacao
1.2.2. Modificam a flora microbiana intestinal
1.3. Desativadores do mutageno
1.3.1. Por reacéo fisica
1.3.2. Por reacédo quimica

1.3.3. Por reagéo enzimatica

2. Inibidores de mutagénese com atuacao intracelula  r:
2.1. Moduladores do metabolismo
2.1.1. Inibem a duplicacédo celular
2.1.2. Favorecem a captacdo do mutageno por células nao alvo
2.1.3. Inibem a ativacdo de pré-mutdgenos
2.1.4. Induzem os mecanismos de desintoxicacéo
2.2. Blogueadores de moléculas reativas
2.2.1. Reagem com sitios eletrofilicos
2.2.1.1. Por reacdo quimica
2.2.1.2. Por reacao enzimatica
2.2.2. Captam espécies reativas de oxigénio
2.2.3. Protegem sitios nucleofilicos de DNA
2.3. Moduladores da duplicagéo e reparo do DNA
2.3.1. Aumentam a fidelidade da duplicacdo do DNA

2.3.2. Favorecem o reparo das lesdes do DNA



2.3.3. Inibem o reparo indutor de erros

3. Inibidores atuando na iniciacdo ou em células ne  oplasicas
3.1. Moduladores de promocao tumoral
3.1.1. Inibem os efeitos genotoxicos
3.1.2. Captam radicais livres
3.1.3. Inibem proliferacao tumoral
3.1.4. Induzem a diferenciacdo tumoral
3.1.5. Modulam o sinal de traducgéo
3.2. Moduladores de progresséao tumoral
3.2.1. Inibem os efeitos genotoxicos
3.2.2. Atuam nos horménios ou nos fatores de crescimento
3.2.3. Atuam no sistema imune
3.2.4. Agentes anti-neoplasicos fisicos, quimicos ou biolégicos

3.2.5. Modulam o sinal de traducgéo

A utilizacdo de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos tém
aumentado nos ultimos anos, principalmente pelos portadores de doencas
cronicas. No entanto, as plantas medicinais e os medicamentos fitoterapicos séo
caracterizados por uma mistura complexa de componentes quimicos, podendo
apresentar diversos mecanismos de acdo. Quando administrados
concomitantemente, podem interagir com diversos farmacos, alterando sua
eficicia e seguranca (ALEXANDRE et al., 2008).

Varios constituintes naturais tém recebido atencdo devido ao seu potencial
antioxidante. Dietas ricas em antioxidantes naturais estdo sendo associadas a
prevencado e\ou tratamento de diferentes patologias, tais como a aterosclerose.
Dentre os componentes bioativos dos alimentos com propriedades antioxidantes
encontram-se as vitaminas E e C, polifendis, carotendides - principalmente o
licopeno e o caroteno (KALIORA et al., 2006).

O uso de plantas contendo flavanoides tem aumentado a demanda pelo
consumo por compostos de origem natural, e chamado a atencéo para dietas com
plantas contendo essa classe de moléculas, como compostos naturais
quimiopreventivos do cancer (DI MAMBRO; FONSECA, 2005).



1.2 Radicais livres

Radicais livres sdo moléculas instaveis, pelo fato de seus atomos
possuirem um numero impar de elétrons. Os radicais livres atuam como agentes
oxidantes, pois tendem a adquirir elétrons para sua estabilizacao (PICADA et al.,
2003).

Esses radicais sdo muito instaveis e reagem rapidamente com outros
grupos ou substancias no organismo, levando a uma lesédo da célula ou tecido.
Moléculas celulares, como proteinas, lipidios e, em particular, o DNA, sdo alvos
naturais de oxidagdo. Danos oxidativos ao DNA podem levar as mutagdes,
quebras de fitas simples e duplas e, eventualmente, a morte celular (POULSEN,
2005).

Para radicais livres derivados do oxigénio, é utilizado o termo “espécies
reativas de oxigénio” (reactive oxygen species — ROS). Dentre os quais podem se
destacar o radical hidroxil (OH"), superéxido (O,"), e o oxigénio singlete (*O,) (JI,
1995). Além disso, determinadas espécies quimicas, tais como certos metais de
transicdo (ferro, cobre, chumbo, e outros) e o peroxido de hidrogénio (H205),
embora ndo se constituam radicais livres (ndo possuem elétron desemparelhado),
podem participar de rea¢bes que levam a producdo de radicais livres, sendo,
portanto, chamadas de pro-oxidantes (YU, 1994).

Radicais livres e ROS sao normalmente gerados in vivo, como
conseqUéncia da cadeia respiratoria, a qual converte o oxigénio molecular em
agua (CHEN et al., 2000; KIM et al., 2007). Fatores externos como radiacdes
ionizantes e ndo ionizantes, gases naturais toxicos como 0z6nio, assim como
produtos quimicos e toxinas oriundos da exposicdo ocupacional e da dieta,
também induzem a formacao dessas moléculas (HALLIWELL; ARUOMA, 1991;
LYKKESFELDT; SVENDSEN, 2007).

Sob condi¢bes normais, os radicais livres, de uma maneira geral, sé&o
eliminados pelo sistema de defesa antioxidante (KIM et al., 2007), o qual inclui as
enzimas como a superoxido desmutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPX), glutationa redutase (GSH) (DASGUPTA et al.,, 2004). Mas

quando ha um desequilibrio entre a formacao excessiva de ROS e sua eliminacao



pelo sistema de defesa antioxidante, ocorre um fenémeno chamado de estresse
oxidativo (DRODGE, 2002).

Nos ultimos anos, uma quantidade substancial de evidéncias tem indicado
0 importante papel do estresse oxidativo no aparecimento e desenvolvimento de
inimeras doencas (LI et al., 2008) como envelhecimento precoce, doencas
neurodegenerativas (BALU et al., 2005), carcinogénese (DASGUPTA et al., 2004;
POULSEN, 2005) e o diabetes (LI et al., 2008).

No sentido de minimizar os danos provocados por ROS e outros radicais
livres, tém se procurado aumentar a ingestdo de antioxidantes (JUNG et al.,
2006). O termo antioxidante refere-se a uma grande variedade de compostos com
mecanismos de acao distintos. De acordo com Kaliora et al. (2006), "antioxidante"
refere-se a qualquer molécula capaz de estabilizar ou desativar radicais livres
antes que eles ataquem as células.

Dentre os antioxidantes de origem natural estdo aqueles que sdo oriundos
do metabolismo secundario de algumas plantas. Estas substancias séo
produzidas em pequenas quantidades e, ao contrario dos produtos do
metabolismo primério, nem sempre estdo envolvidos em fun¢des vitais do vegetal
(ALVES, 2001).



1.3 Panax ginseng (Umbellales, Araliaceae)

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Sub-classe: Rosidae

Ordem: Umbellales

Familia: Araliaceae

Género: Panax L.

Espécie: Panax ginseng C. A. Meyer
(CRONQUIST, 1988)

O Panax ginseng C. A. Meyer é um suplemento herbaceo popular, usado
no mundo inteiro e que tem muitos efeitos benéficos a saude devido a presenca
de altos niveis de ginsenosideos (ALl et al., 2005a). A raiz de P. ginseng &
amplamente prescrita e intensivamente estudada como uma erva medicinal (CHO
et al., 2008).

O P. ginseng é uma das mais valiosas ervas de origem oriental (JEONG et
al., 2006; PERSSON et al., 2006), com distribuicdo predominante em 3 zonas de
expansao, localizadas na regido Indo-malaia, Austrdlia e América tropical, com
mais de 10 diferentes espécies do género Panax . O ginseng € um arbusto antigo
cuja raiz necessita de um tempo que varia de 4 a 6 anos de cultivo, até
amadurecer (PEIXOTO, 1982).

As espécies pertencentes a esta familia caracterizam-se por serem
herbaceas, lenhosas ou arbustivas, com folhas simples, com flores pequenas,
reunidas em inflorescéncias axilares hermafroditas, tetra ou pentameras, que
apresentam resisténcia as intempéries, ndo despindo suas folhas no inverno,
como acontece com a maioria das Bignoniaceas, Bombaceae, Leguminosas,

Euphorbiaceae e outras (Figura 1).
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Figura. 1 Aspectos morfoldgicos externos do Panax ginseng C. A. Meyer
<http://www.erboristeriaveterinaria.it/news_dettaglio_stsd.asp?idn=189&idm=155&
anno=&mese=4&titolo=GINSENG%20-
%20PANAX%20GINSENG%20CA%20MEYER&idanagrafica=112> acessado em
25 de junho de 2008.

O Ginseng é tradicionalmente considerado como uma das mais
importantes plantas medicinais (YU et al., 2005), cuja raiz (Figura 2) é usada
como remédio tradicional na Asia, por mais de 2000 anos (JIN et al., 2006).
Possui efeitos cardiovasculares, imunes, endocrinos, podendo também atuar no
sistema nervoso (OLIVEIRA et al., 2005), na prevenc¢éo da perda de memoria (JIN
et al.,1999), bem como anti-estresse (LEE et al. , 2006). Muitos pesquisadores
tém atuado na elucidacdo da sua acdo farmacologica, por meio de técnicas

bioguimicas e de biologia molecular (LEE et al., 2003).
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Figura 2 - Aspectos morfolégicos externos da raiz do Panax ginseng C. A. Meyer
<http://www.ferato.com/wiki/index.php/Ginseng> acessado em 25 de junho de
2008.

O ginseng contém saponinas, antioxidantes, peptideos, proteinas,
polissacarideos, alcool poliacetilénicos, acidos graxos e minerais (JIN et al., 1999;
OLIVEIRA et al.,, 2005). Os ginsenosideos agem como agentes ténicos em
pacientes com cancer, reduzindo os efeitos causados pela terapia convencional
(ZHANG, 2008). Estudos fitoquimicos e farmacoldgicos com plantas sugerem que
0S constituintes quimicos do ginseng, que contribuem para os seus efeitos
farmacoldgicos, sdo as saponinas de triterpenos. Estes compostos sdo chamados
ginsenosideos Rx, de acordo com a sua mobilidade, com a polaridade
descrescendo do indice "a" a "h". Esta propriedade € funcdo do numero de
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residuos de monossacaridos na cadeia de acucar. As agliconas destes
compostos sao o protopanaxodiol e o protopanaxotriol - ambos tém um esqueleto
de damareno. Até aos dias de hoje ja foram isolados 31 ginsenosideos diferentes
das raizes de varias espécies de ginseng (SUN et al., 2004; JEONG et al., 2006).
Os ginsenosideos tém diferentes efeitos biolégicos, dependendo das suas
estruturas quimicas, que sdo similares (JIN et al., 1999). As estruturas quimicas
consistem de nucleos esterdides, com 17 atomos de carbono, arranjados em 4
anéis (RADAD et al., 2004), sendo classificados em dois grandes grupos, de
acordo com a posicdo em que 0s agucares sao encontrados: protopanaxadiol,
acucar encontrado no anel triterpeno na posicdo 3 (PD; ginsenosideo Rgs, Rb;,
Rbs Rh,, Rc e Rd); protopanaxotriol encontrado na posicédo 6 do triterpeno (PT;
ginsenosideos Re, R1, Rh1, Rgl e Rg2) (Liu et al., 2003) (Figura 3).

Figura 3. Estrutura quimica dos ginsenosideos mais comuns
<http://www.dq.fct.unl.pt/qgoa/gpn1/2002/ginseng/GINSENG/princ%EDpios.htm>

acessado em 25 de junho de 2008.

Varios estudos revelaram efeitos benéficos dos ginsenosideos, como: acao
farmacoldgica dos ginsenosideos Rb; e Rg; como antipiréticos, aumentando a
mobilidade gastrointestinal, acelerando a glicélise e agindo na inibicdo da sintese

do colesterol (RADAD, 2004). O papel do Rh;, como receptor de estrégenos,
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glicorticoides, andrégenos e acidos retindico, por ligacdo transmembrana,
possivelmente é favorecida pela sua propriedade hidrofébica e subseqiente
ativacdo da sinalizacéao (LEE, 2003).

As saponinas apresentaram também potencial antigenotoxico in vitro
(RHEE et al.,, 1990; LEE et al., 1998); imunoldgico junto aos antigenos, nas
respostas humoral e celular (SUN et al., 2004), antiinflamatoria, antioxidante
(KIEFER; PANTUSO, 2002; ALI et al., 2005b; JUNG et al., 2005), anticancer
(KIM; PARK, 2003), neuroprotetora e neurotrofica (RADAD et al., 2004),
antidiabética (KUO et al., 2003), cardioprotetora, imunomoduladora, antifadiga,
hepatoprotetora, além de outros efeitos fisioldgicos e farmacoldgicos (TANG;
EISENBRAND, 1992, apud YU et al., 2005).
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1.4 Doxorrubicina (DOX)

A adriamicina (Doxorrubicina - DOX), assim como daunorrubicina, sao
antibioticos antraciclinicos citotoxicos e genotoxicos (TREVISAN; POPPI, 2003;
COSTA; NEPOMUCENO, 2006; FRAGIORGE et al., 2007; VALADARES et al.,
2008), obtidos de culturas de Streptomyces peucetius ATCC 29050, sendo
controlados transcricionalmente por trés proteinas regulatorias DnrL, DnrN e DnrO
(JJANG; HUTCHINSON, 2006) e amplamente utilizados na terapia tumoral
(KALENDER et al., 2005) em uma grande série de neoplasmas humanos,
incluindo tumores soélidos (TREVISAN; POPPI, 2003).

A DOX é uma molécula anfifilica que tem um nucleo naftacenediona
fluorescente no C7, ligado a uma cadeia lateral aminoglicosidica hidrofilica
(Figura 4).

Figura 4 . Estrutura quimica da doxorrubicina (TREVISAN; POPPI, 2003).

A DOX tem como mecanismo de acao a intercalacdo no DNA, a inibicdo da
enzima topoisomerase (LEHMAN et al.,, 2003) e a producdo de radicais livres
(KALENDER et al., 2005).

A DOX nédo somente aumenta a producgéo de radicais livres no tecido, mas
também diminui sua habilidade para reacbes de detoxificacdo das espécies

reativas de oxigénio (KALENDER et al., 2005). Acredita-se que os radicais livres
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estejam envolvidos no mecanismo de citotoxidade da DOX contra uma variedade
de tumores, variando de acordo com o tipo de cancer (KALENDER et al., 2005).

S&ao descritos dois caminhos diferentes para a producéao de radicais livres
por DOX: I) formacéo de radicais livres semiquinona, pela acéo de redutases que
produzem a reducdo de um elétron da DOX, para corresponder a DOX
semiquinona. IlI) os radicais livres da DOX atuam por um mecanismo nao
enzimatico, que envolve reacédo com ferro. Por exemplo, o Fe** reage com DOX
em uma reacado redox. O atomo de ferro aceita um elétron, forma-se o complexo
Fe®" - DOX, e radicais livres sdo produzidos (KALENDER et al., 2005). O aumento
da producdo de espécies reativas de oxigénio pode também causar rompimento
da camada lipidica e da organizacdo estrutural da membrana, alterando sua
fluidez e permeabilidade (OLIVEIRA et al., 2005).

A administracdo de DOX, para tratamento de véarios tumores humanos,
causa uma cardiopatia dose dependente cumulativa (ZHOU et al., 2001), devido a
disruptura no metabolismo basal do tecido cardiaco (KALENDER et al., 2005). O
mecanismo de cardiotoxicidade induzida por DOX é atribuido a geracdo de
radicais livres, estimulacdo de peroxidacao lipidica e, subseqiente alteracdo da
integridade da membrana celular, mediada pela alteracdo da fungéo mitocondrial,
em funcdo da geracéo de radicais livres (ZHOU et al., 2001).

A DOX gera radicais semiquinona, que reagem com o oxigénio molecular,
produzindo outros radicais livres, em um estagio precoce apos a administracao,
bem como h& uma reducgéo na catalase (CAT) e glutation peroxidase (GSH — Px)
(YAGMURCA et al., 2004).

A nefrotoxicidade € também um dos importantes efeitos dos antibidticos
antraciclinicos. A terapia anticancer usualmente altera a homeostase, durante o
tratamento do cancer, em diferentes 6rgdos (YAGMURCA et al., 2004).

Vérios estudos, com emprego de diferentes substancias quimicas, tém sido
realizados para verificar a acdo das mesmas contra o efeito cardiotoxico e
genotoxico da DOX. Uma formulacdo poliervas, o CardiPro, reduziu a
cardiotoxicidade induzida por DOX, sendo a mesma associada a danos teciduais
gerados por radicais livres (MOHAN et al., 2006). A propolis de Apis mellifera
protegeu células de asas de Drosophila melanogaster contra a acdo mutagénica
da DOX (VALADARES et al., 2008).
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1.5 A Drosophila melanogaster (Diptera, Drosophilidae) como organismo

teste

Reino: Animalia.

Filo: Arthropoda.
Classe: Insecta.
Ordem: Diptera.
Subordem: Brachycera.
Familia: Drosophilidae.
Género: Drosophila.

Espécie: D. melanogaster.

A D. melanogaster (Figura 5) foi, por muito tempo, conhecida como mosca-
da-fruta. Entretanto, essa nomenclatura ja ndo é mais utilizada por referir-se mais
apropriadamente as moscas da familia Tephritidae, que causam prejuizo aos
fruticultores (WIKIPEDIA, 2008).

Figura 5. Macho de D. melanogaster.
<http://www.life.uiuc.edu/hing/research/flyfig-1.html> Acessado em 04 de julho de
2008.
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O extenso conhecimento genético da D. melanogaster, e a grande
experiéncia obtida com este organismo ao longo dos anos, tém feito com que o
mesmo seja considerado um organismo teste de exceléncia na elucidacdo da
regulacdo de genes relacionados a doencas humanas (BIER; BODMER, 2004);
no estudo da morte celular programada (CASHIO et al., 2005); assim como na
area da Genética Toxicoldgica (SARIKAYA; CAKIR, 2005; CAKIR; SARIKAYA,
2005).

As vantagens da utilizagdo da D. melanogaster na Genética Toxicoldgica
sao principalmente devidas ao fato de a mesma ser um organismo eucarioto com
ciclo de vida curto (aproximadamente 10 - 12 dias a 25°C) (Figura 6); possuir
caracteristicas morfolégicas geneticamente muito bem determinadas; apresentar
linhagens mutantes muito bem caracterizadas geneticamente; ser de facil
manutencdo em laboratoério; devido ao pequeno tamanho do corpo, permitir a
procriacdo de um grande numero de individuos em espacgos reduzidos; a
manutencdo dos estoques ser de baixo custo; possuir sistema versatil para o
metabolismo de agentes xenobidticos (sistema CYP450), capaz de ativar
promutagenos e procarcinégenos (GRAF; VAN SCHAIK, 1992; GRAF et al.,1996).

Durante os ultimos 30 anos tem sido comum a utilizacao de testes de curta
duracdo para a identificagdo de agentes genotoxicos e antigenotoxicos
(SUNDERMAN-MERSCH et al., 2004). Devido ao curto tempo de geracédo, a D.
melanogaster tem sido amplamente utilizada na avaliacdo de agentes genotoxicos
e antigenotoxicos por meio dos seguintes sistemas testes: 1) Teste para avaliagdo
de inducdo de tumores epiteliais em linhagens heterozigotas para o gene
supressor de tumor wts (EEKEN et al., 2002); 2) Teste para avaliagdo de danos
cromossOmicos em células germinativas, por meio do teste da perda do
cromossomo X em anel (ring-X loss) (SOUSA et al., 2003); 3) Teste para detectar
danos no DNA e reparo, em células individualizadas em gel de eletroforese (Teste
do cometa, “Comet Assay” ou “single cell gel electrophoresis technique”)
(SIDDIQUE et al., 2005); 4) Teste para deteccao de mutagOes recessivas letais
ligadas ao cromossomo X (MIADOKOVA et al., 2006); 5) Teste para deteccdo de
mutacao e recombinacdo somética em células de asas e olhos (Somatic Mutation
And Recombination Test — SMART) (ISAENKO et al., 2002; COSTA;
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NEPOMUCENO, 2006; FRAGIORGE et al., 2007; 2008; PANTALEAO et al.,
2007; VALADARES et al., 2008).

Figura 6. Ciclo de vida da D. melanogaster, mostrando as diferentes etapas do
desenvolvimento: 1 - ovo; 2 — larva de 1° estagio (24h apds a ovoposicao); 3 -
larva de 2° estégio (48h apos a ovoposicdo); 4 - larva de 3° estégio (72h apos a
ovoposicdo); 5 — pupa (~120 h); 6 — imago ou adulto (10 a 12 dias apoés a
OVOpOosicao) (Capa da Revista  Science, V. 297, 2002 <
http://www.sciencemag.org/content/vol297/issue5590/cover.dtl> acesso em 04 de
julho de 2008.
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1.6 O teste para deteccdo de mutagdo e recombinacao somatica (Somatic
Mutation And Recombination Test — SMART) em células de asas de D.

melanogaster.

O teste para deteccdo de mutagdo e recombinacdo somatica em células de
asas de D. melanogaster (Somatic Mutation And Recombination Test - SMART),
desenvolvido por Graf et al. (1984), é um teste de curta duracdo, sensivel e
barato, que utiliza apenas equipamentos basicos de laboratdrio, tais como
microscopio estereoscépico, para montagem de asas em laminas de microscopia,
e microscopio o6ptico de luz, com aumento de 400X, necessario para a
visualizacdo dos pélos das asas (Figura 7). Aléem de apresentar resultados
altamente confiaveis e reproduziveis, permite quantificar a atividade
recombinogénica, contra a atividade mutagénica, de diferentes compostos e

misturas (SPANO et al., 2001).

Figura 7. (A) Esquema representativo da asa de D. melanogaster. (B)
Fotomicrografia de pélo simples (microscopia eletronica) (cortesia do Dr. Ulrich

Graf, Institute of Technology ETH and University of Zurich, Swerzenbach, Suica).
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O SMART foi desenvolvido visando observar alteragcbes induzidas nos
discos imaginais das asas de larvas (GRAF et al., 1984; GUZMAN-RINCON;
GRAF, 1995), levando a inducdo de manchas mutantes (clones) que surgem a
partir da perda da heterozigose em células heterozigotas para genes recessivos
marcadores.

Para a realizacdo do teste sao utilizadas trés linhagens mutantes de D.
melanogaster: 1) Linhagem “flare-3” (flr3), que possui um gene mutante marcador
recessivo em hemizigose (flr3) no cromossomo n°® 3 (3-38,8), que afeta o aspecto
fenotipico dos pélos das células da asa (base alargada); 2) Linhagem “multiple
wing hairs” (mwh), que possui um gene mutante marcador (mwh) no cromossomo
n® 3 (3-0,3) que, em homozigose recessiva, determina que as células das asas
apresentem trés ou mais pélos, no lugar de um; e Linhagem “ORR; flare-3” (ORR;
flr3), que possui um gene marcador recessivo em hemizigose (flr3) no
cromossomo n° 3 (3-38,8), que além de afetar os pélos das células da asa, como
na linhagem “flare-3”, possui um cromossomo n° 2, transferido de uma linhagem
selvagem Oregon R (ORR), resistente ao DDT (DAPKUS; MERREL, 1977), que é
caracterizada por um aumento na atividade de enzimas citocromo P450. A
ativacdo de promutagenos, e de procarcindgenos, é realizada pelas enzimas
citocromo P450, que consiste de varias formas de isoenzimas que tém a
capacidade de metabolizar uma grande variedade de substratos.

O gene fIr3 das linhagens “flare-3” e “ORR; flare-3” é letal em homozigose.
Assim sendo, ambas as linhagens possuem o gene flr3 em hemizigose, sendo
que o cromossomo homdlogo, balanceador (TM3, Bd®), apresenta inversdes
multiplas (GRAF et al., 1984).

O teste para detecgdo de manchas mutantes nas asas de D. melanogaster
é realizado por meio de dois cruzamentos: 1] Cruzamento padrdo (ST - Standard
Cross): Fémeas virgens da linhagem “flare-3” sdo cruzadas com machos “multiple
wing hairs” (Graf et al., 1989); 2] Cruzamento de alta capacidade de bioativagao
(HB - High Bioactivation Cross): Fémeas virgens da linhagem “ORR-flare-3” sdo
cruzadas com machos “multiple wing hairs” (GRAF; VAN SCHAIK, 1992;
GUSMAN-RINCON; GRAF, 1995). A Figura 8 apresenta esquema representativo

dos cruzamentos ST e HB.
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fir? TM3, Bd® + +

|
fir® + TM3, Bd® +
+ mwh + mwh
Heterozigoto marcado Heterozigoto balanceado
MH BH

Figura 8. Esquema representativo dos cruzamentos ST e HB.

Desses cruzamentos sao obtidos dois tipos de descendentes: trans-
heterozigoto marcado (MH) (mwh +/+ fr’), caracterizado por apresentar asas com
bordas normais e pélos normais; e heterozigoto balanceado (BH) (mwh +/+ TM3,
Bd®) caracterizado por apresentar asas com bordas serrilhadas e pélos normais
(GRAF et al., 1984) (Figura 9).
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Figura 9. Esquema representativo de descendente MH, que apresenta asas com
bordas normais; e de descendente BH, caracterizado por apresentar asas com

bordas serrilhadas.

As larvas, de ambos genotipos, sdo tratadas com diferentes concentracoes
do agente quimico a ser testado, de acordo com diferentes protocolos de
tratamento (Figura 10).

Nos adultos emergentes MH as manchas mutantes aparecem como
manchas simples, apresentando o fenétipo “mwh” ou “flare” ou manchas gémeas
(“mwh” e “flare” adjacentes) (Figura 11). Essas manchas mutantes podem ser
induzidas por diferentes mecanismos genéticos, tais como mutac¢do, aberracao
cromossOmica ou recombinacado somatica (GRAF et al., 1984).

Nos adultos emergentes BH as manchas mutantes aparecem apenas como
manchas simples do tipo “mwh”, devido a presenca do cromossomo balanceador,
que apresenta inversfes multiplas, o que faz com que todos os eventos
recombinacionais sejam inviabilizados. Assim, a frequéncia de manchas é
consideravelmente reduzida. Nos descendentes BH apenas o0s eventos
mutacionais levam a formacao de manchas mutantes (GRAF et al., 1984).

Durante a andlise € registrado o numero de manchas, assim como o tipo e

o numero de pélos mutantes existentes em cada mancha.
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Figura 10 . Diferentes protocolos de tratamento, levando a exposi¢des cronicas e

agudas, assim como a tratamentos combinados com ambos os tipos de exposicéo
(Adaptado de Graf et al., 1984).




24

Figura 11. Fotomicrografia de asa de D. melanogaster obtida em microscopio
optico de luz (aumento de 400X), mostrando mancha gémea (pélos “flare” e
“multiple wing hairs” adjacentes, na qual os pélos “flare” estdo indicados pela seta

menor e 0s pélos “multiple wing hairs” estdo indicados pela seta maior.
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2. Objetivos

Tendo em vista o crescente emprego do P. ginseng como suplemento

herbaceo na medicina popular este trabalho teve como obijetivos:

1. Verificar se uma forma sollvel em agua, de raizes secas de P. ginseng, possui
efeitos genotdxicos (mutagénicos, clastogénicos e/ou recombinogénicos), por

meio do SMART, em célula de asas de D. melanogaster.

2. Verificar se esta forma sollvel em agua de raizes secas de P. ginseng possui
componentes com agcao genotoxica direta (por meio do cruzamento ST) ou acéo

genotoxica indireta (por meio do cruzamento HB).

3. Uma vez determinado que a forma solivel em agua de raizes secas de P.
ginseng ndo possui efeitos genotdxicos, verificar se a mesma possui efeitos
protetores contra acao genotdxica da DOX.

4. Quantificar a frequéncia de recombinacao induzida pela DOX.

5. Verificar se esta forma sollvel em agua de raizes secas de P. ginseng possui

efeitos protetores de acao direta ou indireta contra agdo genotoxica da DOX.

6. Avaliar se a forma sollivel em agua de raizes secas de P. ginseng possui

efeitos antimutagénicos e/ou antirecombinogénicos.
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ABSTRACT

Panax ginseng is one of the most widely prescribed herbal medicines for the
treatment of cancer, diabetes, chronic inflammation, and neurodegenerative and
cardiovascular diseases. Since the use of alternative medicines in combination with
conventional therapy may increase the risk of unwanted interactions, we investigated
the possible genotoxicity of a water-soluble form of the dry root of P. ginseng (2.5,
5.0 or 10.0 mg/mL) and its ability to protect against the genotoxicity of doxorubicin
(DOX; 0.125 mg/mL) by using the Drosophila melanogaster wing somatic mutation
and recombination test (SMART) with standard and high-bioactivation crosses of
flies. Panax ginseng was not genotoxic at the concentrations tested, whereas DOX-
induced genotoxicity in marker-heterozygous flies resulted mainly from mitotic
recombination. At low concentrations, P. ginseng had antirecombinogenic activity
that was independent of the concentration of extract used. Recombination events
may promote cancer, but little is known about the ability of P. ginseng to inhibit such

recombination or modulate DNA repair mechanisms.
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INTRODUCTION

Plant products are being increasingly used as complementary or alternative
medicines for the treatment for a variety of diseases, including cancer (Meijerman et
al., 2006), although in many cases there is still only limited scientific evidence for
their therapeutic efficacy. The root of Panax ginseng C. A. Meyer (Araliaceae), a
common plant in eastern Asia, is widely used in Chinese natural medicine (Lee et al.,
2004; Yoshikawa et al., 2007). Panax ginseng is also being increasingly prescribed in
Korea, Japan and Western countries for the treatment of cancer, diabetes, chronic
inflammation, and neurodegenerative and cardiovascular diseases (Yun, 1996;
Radad et al., 2006). Several studies have demonstrated the therapeutic potential of
ginseng in the central nervous system through its ability to improve longevity (Attele
et al., 1999; Li et al., 2000) and cognitive performance (Kennedy et al., 2004; Reay et
al., 2005), as well as its adaptogenic properties in contributing to the equilibrium of
the human body under prolonged stress (Kumar et al., 1996).

Ginseng contains many physiologically important constituents that include
saponins, oils and phytosterol, carbohydrates and sugars, organic acids, nitrogenous
substances, amino acids and peptides, vitamins and minerals (iron, copper, zinc),
and several enzymes (Hou, 1977; Attele et al., 1999). Of the various compounds
isolated from ginseng roots, the ginsenosides are known to have multiple
pharmacological activities (Deng and Zhang, 1991; Baek et al., 2006; Wang et al.,
2007). At the doses commonly used, the dried roots and rhizomes of ginseng are not
toxic to rats, dogs and humans (Radad et al., 2006).

There is increasing interest in the identification of herbal and dietary

compounds that can prevent or reduce the risks of cancer or serve as therapeutic
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agents (Rauscher et al., 1998; Li et al., 2000). One result of these efforts is that
chemoprevention has emerged as a cost-effective means of preventing mutagenesis
and carcinogenesis, and as a promising approach for minimizing the adverse effects
of human exposure to environmental carcinogens (Pool-Zobel et al., 1997; Rauscher
et al., 1998).

Doxorubicin (DOX), a broad-spectrum anthracycline antibiotic, is genotoxic
and carcinogenic but is still widely used as an antitumor agent for the treatment of
cancer (Minotti et al., 2004). The potential usefulness of this drug is limited by the
development of adverse effects such as cardiotoxicity and nephrotoxicity. DOX may
also be involved in secondary malignancies. The main mechanisms of action
proposed for DOX include the inhibition of topoisomerase I, DNA intercalation, free
radical formation, reductive bioactivation of the quinine ring to a semiquinone radical,
DNA alkylation and cross-linking (Gewirtz, 1999; Ramiji et al., 2003; Navarro et al.,
2006). These mechanisms can result in the cleavage of DNA which, if not repaired,
may lead to mutations and chromosomal aberrations in tumors as well as in healthy
cells (Antunes and Takahashi, 1998; Gentile et al., 1998; Islaih et al., 2005; Antunes
et al., 2007; Costa and Nepomuceno, 2006; Fragiorge et al., 2007; Valadares et al.,
2008).

We have used the Drosophila melanogaster (fruit fly) wing somatic mutation
and recombination test (SMART) as a biological indicator of chemical genotoxicity or
antigenotoxicity. This one-generation test, which is very efficient and sensitive, is
based on the ability of fruit flies to metabolize certain procarcinogens to their reactive
metabolites and has been used to study the genotoxicity and antigenotoxicity of

various natural compounds (ldaomar et al., 2002; Laohavechvanich et al., 2006;
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Silva et al., 2006; Fragiorge et al., 2007; Mezzoug et al., 2007; Tellez et al., 2007,
Valadares et al., 2008). The wing SMART is based on the principle that a loss of
heterozygosity leads to the expression of recessive marker genes in larval imaginal
disk cells, thereby yielding clones of mutant cells that can be identified as mosaic
spots on the wings (Graf et al., 1984, 1998). These spots can be produced by mitotic
recombination or mutations (deletions, point mutations, specific types of
translocation, etc.). The analysis of two genotypes (one with structurally normal
chromosomes and another with a multiply inverted balancer chromosome) allows the
quantitative determination of the recombinogenic activity of genotoxic compounds
(Graf et al., 1998; Spand et al., 2001).

The identification of additional and more effective antigenotoxic compounds
may contribute to the development of dietary supplements that could be useful in
chemotherapy. Because the use of alternative medicines in combination with
conventional therapy may increase the risk of unwanted interactions in cancer
patients (Meijerman et al., 2006), in this work we used the wing SMART to
investigate the possible genotoxicity of three doses of a water-soluble form of the dry
root of P. ginseng and its ability to protect against the genotoxicity of DOX. To our
knowledge the effects of ginseng on DOX genotoxicity have not yet been studied in

vitro or in vivo.
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MATERIALS AND METHODS
Chemical agents

The water-soluble form of the dry root of P. ginseng C. A. Meyer (ginseng
coreano, in Portuguese) was obtained from Officinal Farmacia de Manipulacéo
(Goiania, GO, Brazil). Doxorubicin (DOX, Doxina” — Eurofarma Laboratérios Ltda.,
S&do Paulo, Brazil; CAS No. 23214-92-8) was obtained from Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (Uberlandia, MG, Brazil) and dissolved in
ultrapure water in the dark. Ultrapure water, used as a nhegative control, was
obtained from a MilliQ system (Millipore, Vimodrone, Milan, Italy). All solutions were

freshly prepared in ultrapure water immediately before use.

Strains and crosses

For the wing SMART, three strains of D. melanogaster [(i) the multiple wing
hairs: y; mwh j; (2) the flare-3: fIr¥/In(3LR)TM3, ri pPsep 1(3)89Aa bx**¢ e Bd®; and (iii)
the ORR; flare-3: ORR; flr¥/In(BLR)TM3, ri pPsep 1(3)89Aa bx*** e Bd®], and two
crosses were used. The two crosses consisted of a standard (ST) cross in which
flare-3 females were mated with mwh males (Graf et al., 1989) and a high
bioactivation (HB) cross in which ORR; flare-3 females were mated with mwh males
(Graf and van Schaik, 1992). The latter cross is highly sensitive to promutagens and
procarcinogens because of the increased level of cytochrome P450 present in the
ORR; flare-3 strain. Both crosses produced experimental larval progeny that
consisted of marker-heterozygous (MH) flies (mwh +/+ fIr3) with phenotypically wild-
type wings and balancer-heterozygous (BH) flies (mwh +/+TM3, Bd®) with

phenotypically serrate wings. Additional information about these strains and crosses
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is provided elsewhere (Dapkus and Merrel, 1977; Hallstrom and Blanck, 1985; Graf

et al., 1989; Graf and van Schaik, 1992; Saner et al., 1996).

Larval feeding

After an 8 h mating period, the eggs were collected from the two crosses and
maintained in culture flasks containing an agar-agar base (3% wi/v) and a layer of
fermenting live baker’'s yeast supplemented with sucrose. Third instar larvae from
these eggs were collected and transferred to glass vials containing 1.5 g of mashed
potato flakes rehydrated with 5 ml of a solution containing the water soluble form of
the dry roots of P. ginseng (2.5, 5.0 or 10.0 mg/mL) alone or in association with DOX
(0.125 mg/mL). Negative (ultrapure water) and positive (DOX 0.125 mg/mL) controls
were included in these experiments. The larvae were allowed to feed on the medium
until completion of their larval life (~48 h). The experiments were done at 25°C and a

relative humidity of 60-70%.

Analysis of adult flies

Adult flies were collected and stored in 70% ethanol. The wings of MH flies
were mounted on slides in Faure’s solution and examined for spots by using a
compound microscope at 400X magnification. The wings of BH flies were mounted
and analyzed whenever a positive response was obtained in the MH progeny. Single
spots resulted from point mutations, chromosomal aberrations, or recombination
events, whereas twin spots (mwh and flr®) were produced by mitotic recombination
between the proximal marker flr* and the centromere of chromosome 3. Only mwh

single spots were observed in the wings of BH flies. The results obtained in MH and
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BH flies were used to assess the recombinogenic potential of the water soluble form
of the dry root of P. ginseng and DOX (Frei et al., 1992; Graf et al., 1992; Span¢ et

al., 2001).

Data evaluation and statistical analysis

For statistical evaluation, the multiple-decision procedure of Frei and Wiurgler
(1988) was used and allowed four diagnoses: +, positive; w+, weak positive; -,
negative and i, inconclusive. The frequencies of each type of mutant clone per fly in a
treated series were compared pair-wise (i.e., negative control vs. Pg; DOX alone vs.
DOX plus Pg) using the conditional binomial test described by Kastenbaun and
Bowman (1970). For the final statistical analysis of all positive outcomes, the non-
parametric Mann-Whitney U-test with a = 3 = 0.05 was used to exclude false positive
results (Frei and Wirgler, 1995). The frequencies of clone induction per 10° cells
were used to determine the recombinogenic activity based on the following
parameters: mutation frequency (Fy) = frequency of clones in BH flies/frequency of
clones in MH flies, recombination frequency (Fr) = 1- FM, frequency of the total
number of spots (Fr) = total number of spots in MH flies (considering mwh and flr®
spots)/number of flies, frequency of mutation = Fy x Fy and frequency of
recombination = Fr x Fr (Santos et al., 1999; Sinigaglia et al., 2006). Based on the
control-corrected spot frequencies per 10° cells the percentage of inhibition by P.
ginseng was calculated as (DOX alone — P. ginseng plus DOX/DOX alone) x 100

(Abraham, 1994).
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RESULTS

Tables 1 and 2 show the wing SMART results for the chronic treatment of
larvae with P. ginseng alone (2.5, 5.0 or 10.0 mg/mL) or in combination with DOX
(0.125 mg/mL) using flies from ST and HB crosses, respectively. Larvae from both
crosses were treated under identical conditions. Negative (ultrapure water) and
positive (DOX 0.125 mg/mL) controls were included in each experiment. For
statistical evaluation, the results from flies treated with P. ginseng were compared
with data from the corresponding negative controls, whereas the results from flies
treated with P. ginseng plus DOX were compared with data from the corresponding
positive controls. Whenever there was a positive effect on the total number of spots
in the MH progeny, the BH progeny were also analyzed.

There were no significant differences in the frequency of mutant spots
between flies treated with 2.5, 5.0 or 10.0 mg of P. ginseng/mL and the negative
control in ST cross MH flies (Table 1) and HB cross MH flies (Table 2). DOX (positive
control) caused significant induction of all categories of spots in both the ST and HB
crosses (Tables 1 and 2).

In ST cross MH flies, simultaneous treatment with 2.5 or 5.0 mg of P.
ginseng/mL only weakly inhibited the increase in the total number of total spots
caused by DOX whereas treatment with 10 mg of P. ginseng/mL did not alter the
frequency of mutant spots (Table 1). In HB cross MH flies, simultaneous treatment
with 2.5 or 10.0 mg of P. ginseng/mL reduced the total number of spots produced by
DOX alone (Table 2). The frequency of mutant spots produced by DOX was not
altered by simultaneous treatment with 2.5 or 5.0 mg of P. ginseng/mL in ST cross

BH flies (Table 1), or 2.5 or 10.0 mg of P. ginseng/mL in HB cross BH flies (Table 2).
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Thus, P. ginseng did not interfere with the frequencies of DOX-induced spots of
mutational (genic and chromosomal) origin.

The frequencies of clone induction per 10° cells in MH and BH flies treated
with DOX alone or with P. ginseng plus DOX were used to assess the mutagenic and
recombinogenic potential of P. ginseng. The genotoxicity in MH flies was attributable
mainly to mitotic recombination. The dry root of P. ginseng had antirecombinogenic

activity that was not dose-dependent.
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DISCUSSION

The wing SMART is rapid, sensitive and inexpensive assay for investigating
the mutagenic and recombinogenic properties of chemicals, natural products and
complex mixtures. This assay is also suitable for studying the mutagenic,
antimutagenic and recombinogenic activities of drugs during multi-drug therapy (Graf
et al., 1984; Span¢ et al., 2001).

In this study, we examined the effects of three concentrations of P. ginseng
(2.5, 5.0 or 10.0 mg/mL) in the wing SMART. Panax ginseng alone was not genotoxic
in the ST and HB crosses. Simultaneous treatment with P. ginseng reduced the total
number of spots produced by DOX in ST cross and HB cross MH flies, although the
concentrations required for this varied between the crosses.

DOX was studied here because of its widespread use in cancer
chemotherapy. A single concentration of DOX (0.125 mg/mL) was used in the wing
SMART and significantly increased the number of mutant single spots and twin spots
in ST and HB crosses. In addition to its mutagenic activity, DOX also has
recombinogenic activity so that the frequency of twin spots reflected DOX-induced
somatic recombination. These findings agree with other reports and show that DOX
selectively induces homologous recombination when compared with mutational
events in D. melanogaster somatic cells (Lehmann et al., 2003; Costa and
Nepomuceno, 2006; Fragiorge et al., 2007; Valadares et al., 2008).

The HB cross has constitutively high levels of cytochrome P450 and is
characterized by a high sensitivity to promutagens and procarcinogens (Spano et al.,
2001). Comparison of the results obtained with the ST and HB crosses showed that

the elevated cytochrome P450 activity in HB flies influenced the genotoxicity of DOX
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and that of the combined treatments, with a greater frequency of mutant spots in
these flies, as also reported by Valadares et al. (2008). The greater genotoxicity of
DOX in HB flies probably reflects the rapid one-electron reduction of this compound
to its semiquinone free radical by cytochrome P450 (Goeptar et al., 1993).

Many herbal and dietary products modulate cytochrome P450 activity. Gurley
et al. (2002) used single-time point phenotypic metabolic ratios to determine whether
long-term supplementation of St John's wort, garlic oil, P. ginseng and Ginkgo biloba
affected CYP1A2, CYP2D6, CYP2E1 and CYP3A4 activities in humans; no
significant effect was observed for P. ginseng. In agreement with this, Gurley et al.
(2005) observed that the concomitant ingestion of P. ginseng with prescription
medications in elderly patients resulted in only slight inhibition (7%) of CYP2D6
activity.

Ginseng extract significantly decreases DNA synthesis and increases the rate
of DNA excision repair synthesis in V79 Chinese hamster lung cells (Rhee et al.,
1991), in addition to its ability to attenuate inflammation-mediated carcinogenesis
(Hofseth and Wargovich, 2007). These mechanisms can reduce tumor growth and
improve the prognosis in cancer patients (Wang et al., 2007). The beneficial effects
of ginseng and its main constituents during chemotherapy are probably related to
their ability to minimize the adverse effects of antineoplastic drugs. Recent findings in
vivo and in vitro have shown that ginseng partially protects against DOX-induced
testicular toxicity (Kang et al., 2002), significantly attenuates the effects of DOX-
induced heart failure in rats (You et al., 2005), and reduces cisplatin-induced

nephrotoxicity in cultured renal proximal tubular epithelial cells (Baek et al., 2006). In
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contrast, little is known about the effects of ginseng and its compounds when
administered in combination with chemotherapeutic drugs.

Dietary supplementation of ginseng protects against oxidative damage in vitro
and in vivo, from acute oxidative stress in cardiomyocytes to heart perfusion injury
(Maffei-Facino et al., 1999; Shao et al., 2004). Yance and Sagar (2006) reported that
P. ginseng has antiangiogenic activity and anticancer activities that are mediated by
multiple interdependent processes, including changes in gene expression, signal
processing and enzymatic activities. Although the mechanisms of action of the more
than 60 ginsenosides isolated from Panax species remain poorly understood, studies
of these compounds and their effects on tumor cells are of interest since several
ginsenosides efficiently inhibit cell growth and the proliferation of human cancer cell
lines (Wang et al., 2007).

Total ginseng extracts or agueous fractions of P. ginseng show antimutagenic
effects that include a reduction in the frequency of radiation-induced DNA breaks in
murine lymphocytes and protection against *’Cs-induced micronuclei in human
lymphocytes (Rhee et al., 1991; Kim et al., 1996; Lee et al., 2004). Ginseng-treated
Swiss white mice show a significant reduction in the frequencies of chromosomal
aberrations and micronuclei induced by benzo[a]pyrene (Panwar et al., 2005).
Ginsan, which itself is not mutagenic, decreases the frequency of micronucleated
polychromatic erythrocytes induced by gamma radiation in bone marrow cells of
C57BL/6 male mice (lvanova et al., 2006). Similarly, the ginsenoside Rh, enhances
the antitumor activity and decreases the genotoxicity of cyclophosphamide in mice
(Wang et al.,, 2006). Ginseng has powerful antioxidant (Cho et al.,, 2008) and

antimutagenic (Geetha et al., 2006; Ivanova et al., 2006) properties, although the
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mechanisms of these protective effects remain to be elucidated. Geetha et al. (2006)
reported that ginseng extracts protected against H,O.-induced mutagenesis in
Salmonella typhimurium strain TA100, and against mutagenesis produced by 4-
nitroquinoline-N-oxide in S. typhimurium strains TA98 and TA100 in the Ames test;
however, the extract was unable to inhibit the damage induced by tert-butyl
hydroperoxide in strain TA102 which is highly sensitive to reactive oxygen species.
The authors concluded that the protection provided by the ginseng extract against 4-
nitroquinoline-N-oxide and H,O,-induced mutagenicity in strains TA98 and TA100
was attributable mainly to the extract’s ability to promote DNA repair rather than its
antioxidant effects.

Our results indicate that P. ginseng is not genotoxic in somatic cells of D.
melanogaster, and that at low concentrations it protects against the genotoxicity of
DOX. Inhibitors of mutagenesis often act through multiple mechanisms or can
interact with other inhibitors (De Flora and Ramel, 1988). The mechanisms by which
P. ginseng protects cells against DOC-induced genotoxicity were not examined here
but could involve direct interaction of the extract constituents with DOX, resulting in
an antimutagenic effect, and/or an antioxidant action through radical scavenging or
the activation of intracellular antioxidant enzymes. Although homologous
recombination causes rearrangements of DNA that can promote cancer, little was
known about the ability of P. ginseng to inhibit recombination or modulate DNA repair
mechanisms. More data are required on the dose-response relationship of P.
ginseng and the potential toxicities of combinations with chemotherapeutic drugs or

radiation before this product can be recommended for cancer therapy.
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Table 1 - Results of the Drosophila wing spot test (SMART) in the marker-heterozygous (MH) and balancer-heterozygous (BH)
progeny of the standard cross (ST) after chronic treatment of larvae with P. ginseng (Pg) and doxorubicin (DOX)

Genot i : a Frequency of clone
ypes and treatments Spo.ts per fly (number of spots) and st§t|5t|cal diagnosis Spots formation/10° cells/
' Number Small single Large single Twin spots Total with o o o
P. ginseng DOX ! spots (1-2 spots (>2 cells) number of mwh cell division Recombination Inhibition®
(mgimL) (mgmyy ~ of fies b P m=5 spots c NG ) )
(N) cells) m =5 clone (/NC)
m =2 _
m =2
(n)
Mwh/flr®

0 0 60 0.77 (46) 0.15 (09) 0.02 (01) 0.93 (56) 55 1.87

0 0.125 60 1.73 (104) + 1.03(62) + 153(92) +  4.29(258) + 251 8.57 6.70 84

25 0 60 0.95 (57) - 0.13 (08) i 0.10 (06) i 1.18(71) - 68 2.32 0.45

5.0 0 60 0.83(50) - 0.08 (05) - 0.07 (04) i 0.98 (59) - 59 2.01 0.14
10.0 0 60 0.70 (42) - 0.18 (11)i 0.03(02) i 0.92 (55) - 59 2.01 0.14

25 0.125 60 0.95 (57) * 0.92 (55) 1.30 (78) 3.17 (190) * 181 6.18 431 71 36
5.0 0.125 60 1.10 (66) * 0.95 (57) 1.30 (78) 3.35(201) * 199 6.79 4.92 80 27
10.0 0.125 60 1.37 (82) 1.05 (63) 1.40 (84) 3.82 (229) 222 7.58 571

mwh/TM3°

0 0 60 0.20 (12) 0.03 (02) 0.23(14) 14 0.47

0 0.125 60 0.53(32) + 0.15 (09) + 0.68 (41) + 41 1.40 0.93

25 0.125 60 0.70 (42) 0.17 (10) 0.87 (52) 52 177 1.30

5.0 0.125 60 0.53(32) 0.13 (08) 0.66 (40) 40 1.36 0.89

Marker-trans-heterozygous flies (mwh/flrs) and balancer-heterozygous flies (mwh/TM3) were evaluated. *Statistical diagnoses according to Frei and Wiirgler [1988; 1995].
U-test, two-sided; probability levels: -, negative; +, positive; i, inconclusive; P<0.05 vs. untreated control; *, P < 0.05 vs. DOX alone. bIncluding rare fir® single spots.
“Considering mwh clones from mwh single and twin spots. dcalculated according to Frei et al. (1992). *“Numbers in square brackets indicate the induction frequencies
corrected for spontaneous incidence estimated from the negative controls. fc=48,800 (approximate number of cells examined per fly). °Calculated according to Abraham

(1994). "Balancer chromosome TM3 does not carry the fir* mutation.
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Table 2 - Drosophila wing spot test (SMART) results in marker-heterozygous (MH) and balancer-heterozygous (BH) progeny of the high

bioactivation (HB) cross after the chronic treatment of larvae with P. ginseng (Pg) and doxorubicin (DOX).

Genotypes and treatments Spot per fly (number of spots) statistical diagnosisa Spot l;requ?ncylcgsclolr;e
Numb Small single Large single Twin spots Total spots vf/)i?hs ormation - .ce >
Pg DOX ollﬂrfnliegr spots (%—2 spots (>2 cells) . ) mwh per cell d'Vésf'O“ Recombination Inhibition®
(mg/mL) (mg/mL) ™) cells) m =5 m=5 m =2 clone® (NC)™ (%) (%)
m =2
(n
mwh/flr®
0 0 60 0.47 (28) 0.13 (08) 0.05 (03) 0.65 (39) 38 1.29
0 0.125 60 1.88 (113) + 2.45 (147) + 2.05(123) + 6.38(383) + 373 12.73 11.44 91.0 -
25 0 60 0.55 (33) - 0.05 (03) - 0.07 (04) i 0.67 (40) - 38 1.29 0.0 - -
5.0 0 60 0.52 (31) - 0.05 (03) - 0.07 (04) i 0.63 (38) - 37 1.26 -0.03 - -
10.0 0 60 0.50 (30) - 0.10 (06) i 0.02 (01) i 0.62 (37) - 36 1.22 -0.07 - -
25 0.125 60 1.43 (86) * 1.42 (85) * 1.75(105)  4.60 (276) * 270 9.22 7.93 90.0 31.0
5.0 0.125 60 1.73 (104) 2.22 (133) 262 (157)*  6.57 (394) 387 13.21 11.92
10.0 0.125 60 1.47 (88) * 1.67 (100) * 2.12 (127) 5.25 (315) * 307 10.48 9.19 92.0 20.0
mwhTM3®
0 0 60 0.12 (07) 0.03 (02) 0.15 (09) 9 0.3
0 0.125 60 0.53 (32) + 0.05 (03) i 0.58 (35) + 35 1.19 0.89
2.5 0.125 60 0.40 (24) 0.07 (04) 0.47 (28) 28 0.95 0.65
10.0 0.125 60 0.37 (22) 0.03 (02) 0.40 (24) 24 0.81 0.51

Marker-trans-heterozygous flies (mwh/flr®) and balancer-heterozygous flies (mwh/TM3) were evaluated. ®Statistical diagnoses according to Frei and Wrgler [1988; 1995].
U-test, two-sided; probability levels: -, negative; +, positive; i, inconclusive; P<0.05 vs. untreated control; *, P < 0.05 vs. DOX alone. bIncluding rare fir® single spots.
‘Considering mwh clones from mwh single and twin spots. dcalculated according to Frei et al. (1992). ®°Numbers in square brackets indicate the induction frequencies
corrected for spontaneous incidence estimated from the negative controls. fc=48,800 (approximate number of cells examined per fly).

9Icalculated according to Abraham (1994). "Balancer chromosome TM3 does not carry the fir® mutation.
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