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Resumo

0 Omega-3 é um acido graxo poliinsaturado, que nao é sintetizado pelo organismo, encontrado principalmente
em peixes de climas temperados e com importante papel na prevencao de doencas e de canceres. Devido a
suas atividades biologicas, tem sido amplamente utilizado na medicina popular. O objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos genotoxicos do Omega-3, por meio do teste da mancha da asa da Drosophila melanogaster
(Somatic Mutation And Recombination Test - SMART). Larvas de terceiro estagio, provenientes dos cruzamentos
padrao (ST), foram tratadas com diferentes concentracées de Omega-3 (50 mg/mL; 100 mg/mL; 200 mg/mL).
Agua destilada estéril e doxorrubicina (DXR) (0,125 mg/mL) foram utilizadas como controle negativo e positivo,
respectivamente. Os resultados observados sugerem que o Omega-3, nessas condicées experimentais, ndo é um
agente genotoxico e exerce um efeito protetor quando associado ao quimioterapico doxorrubicina. No entanto,
novos experimentos devem ser realizados para reforcar esses resultados.
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Introducio

O Omega-3 é um 4cido graxo poliinsaturado encontrado nos produtos vegetais (6leos de
soja e de noz), e nos animais (principalmente peixes e 6leos de peixes), tendo por propriedade a
reducao do nivel de colesterol no sangue. Os peixes que apresentam maior quantidade do 6mega-
3 sdo: cavala, arenque e salmao (GAROFOLO; PETRILLI, 2006).

O 6mega-3 é um 6leo essencial porque nao pode ser sintetizado pelo organismo, tanto no
homem como nos outros animais, e, por esta razao, tem que ser ingerido na dieta. Ele tem uma
funcio importante na prevencao de doencas e de canceres (GAROFOLO; PETRILLI, 2006).

Os acidos graxos poliinsaturados abrangem a familia do acido graxo 6mega-3. Os acidos

graxos de cadeia muito longa, como os acidos araquidonico e docosahexanoico, desempenham



Luis Carlos Guimaraes e Jlio César Nepomuceno | Efeito modulador do Omega-3 contra a genotoxicidade

importantes fungdes no desenvolvimento e funcionamento do cérebro e da retina. Esses grupos
de acidos graxos sao sintetizados a partir dos acidos linoleico e alfa-linolénico presentes na dieta
(MARTIN et al., 2006).

De acordo com Fraser (2006), um grupo de pesquisadores do centro de Karolinska em Es-
tocolmo examinaram os habitos alimentares de quase 1.500 homens com céancer de prostata e de
mais de 1.100 homens sem a doenca. Nesse estudo verificou-se, em homens que ingeriam pelo
menos um salmao por semana, a reducdo do risco de desenvolver cancer de prostata para 43%,
quando comparado aos homens que nio consumiam esses peixes. Os 4cidos Omega-3 ndo somen-
te servem para reduzir o risco do cancer de préstata, também baixam dramaticamente os riscos
do cancer de mama, da doenca de coracio e da depressiao (ADAMS apud FRASER 2006).

O Omega-3 pode causar a restauracdo da via apoptética que geralmente esta prejudicada
nos tecidos neoplasicos, ativando fosfatases proteicas envolvidas na inativacdo do Bcl-2 (genes
anti-apoptoticos) e na ativacdo da caspase-3, fatores que de forma independente promovem o
aumento da apoptose. O Omega-3 também induz a diferenciacio de células do cancer e de células
diferenciadas que ndo se multiplicam e seguem as vias normais de apoptose (NARAYANAN et al.,
2001).

O estrégeno tem um papel promotor na carcinogénese da mama, entretanto, é importante
recordar que também existem receptores de estrogeno na prostata e no colon, os quais podem
promover a proliferacao maligna desses 6rgaos. A prostaglandina E2 (PGE2), ativa a aromatase
P450, 0 que aumenta a producio de estréogenos. A prostaglandina E3 (PGE3), ndo ativa a aroma-
tase P450. Dessa forma, a diminui¢do da PGE2 e o aumento da PGE3 diminuem a producao de
estrogenos e consequentemente diminui a proliferagao celular (FOLEY, 2000).

Os acidos graxos poliinsaturados aumentam a geracao do radical superoxido ( O2*) e de
perdxido de hidrogénio ( H202) nas células tumorais provocando a sua morte. Os radicais livres e
os peroxidos lipidicos suprimem a expressdo do Bcl-2, ativam as caspases e encurtam os telome-
ros e assim induzem apoptose das células malignas (BOUGNOUX et al., 1999).

Os acidos graxos 6mega-3 provocam aumento do potencial trans membrana, aumentando
a excrecao renal de sédio, diminuindo o célcio intracelular e aumentando o potassio intracelular,
interferindo desta forma no potencial de agdo das células malignas. Todos esses fatores levam ao
aumento do potencial de acao, isto é, a polarizacdo da membrana celular e mitocondrial com o
consequente aumento da producdo de ATP. Sabe-se que o aumento do potencial de membrana
acima de -15mv faz cessar a proliferacdo mitética e que o aumento da producio de ATP via fosfo-
rilacao oxidativa mitocondrial faz cessar a glicolise anaerdbia, motor da mitose (KNAPP, 1991).

O Omega-3 atua na modulacdo da enzima glicose-6-fosfatodehidrogenase (G6PD), res-
ponsavel pela producdo de NADPH, potente agente redutor que aumenta a proliferacao celular e
uma das responsaveis pela producao de ribose, coluna dorsal do RNA e do DNA das células ma-
lignas (FELIPPE, 2006). O Omega-3 ainda inibe a translacdo do mRNA, debilitando o calcio idnico
intracelular, levando a fosforilacao da subunidade elF2 com a subsequente inibicao da translacao

do mRNA, o que provoca a diminuicdo da proliferacao celular e a apoptose das células neoplasicas
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em varios tipos de cancer, podendo também o Omega-3 aumentar a imunidade celular e a citoto-
xicidade das células natural killer (AKTAS; HALPERIN, 2004).

Para a efetivacdo deste trabalho, foi utilizado o teste SMART (Somatic Mutation and Re-
combination Test), teste para deteccao de mutacdo e recombinacdo somatica, que é utilizado para
avaliar a genotoxicidade de misturas complexas com particulas aéreas, de extrato de plantas, e de
bebidas como café, chas e vinhos. O teste SMART utiliza a Drosophila melanogaster, um organis-
mo experimental eucariotico, com alta similaridade genética e bioquimica, quando comparado
aos mamiferos, possibilitando deteccdo simultanea de mutagdes génicas e cromossomicas e/ou
recombinacdo somatica, com énfase sobre eventos relacionados com recombinacdo homologa
(RIBEIRO, 2003).

Devido a sua alta sensibilidade, o teste SMART é considerado como excelente modelo para
estudo de genotoxicidade, podendo fornecer respostas relevantes para o homem, com um alto
indice de acerto.

A suplementacao alimentar com 6mega 3 é uma questao polémica e que diverge entre au-
tores. Existem evidéncias epidemiolédgicas de que a suplementac¢ao alimentar com 6mega-3 pode-
ria diminuir a incidéncia de diversos tipos de cancer em certas populacdes, e, também, a oferta
desse 6leo essencial, associada as drogas antineoplésicas, poderia resultar em menores efeitos
colaterais durante a quimioterapia. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar os pos-
siveis efeitos genotoxicos do 6mega-3 nas doses 50, 100 e 200 mg/mL. O trabalho teve ainda o
objetivo de avaliar os efeitos antigenotoxicos do 6mega-3 contra a acdo genotoxica da doxorrubi-

cina (0,125 mg/mL), geradora de radicais livres.

Material e métodos

Agentes Quimicos

Omega-3 é um 4cido graxo poliinsaturado encontrado em produtos vegetais e animais, e
adquirido comercialmente na Farmécia Homeopatica e Manipulagao Violeta, na cidade de Patos
de Minas-MG, sob a forma de capsulas contendo 1g do principio ativo.

O cloridrato de doxorrubicina (DXR) é conhecido comercialmente por Adriblastina RD,
um po liofilizado composto por metilparabeno, lactose além da doxorrubicina, e é usado restrita-
mente por hospitais e laboratérios com emprego especifico em neoplasias malignas (GILMAN et
al., 1996).

A DXR ¢ ativa durante todo o ciclo celular, incluindo a intérfase, provocando efeitos anti-
proliferativos nos tecidos tumorais, mas também em outros tecidos sensiveis como a medula 6s-
sea, a mucosa gastrintestinal e oral, os foliculos capilares e outros (ADRIBLASTINA RD: p6 liofiliza-
do. Responsavel farmacéutica bioquimica Dr.2 F. Cutrupi. Mildo: Pharmacia & Upjohn S.p.A,

2002. Bula de remédio).
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Figura 1. Formula estrutural da doxorrubicina (Fonte: Katzung, 2001).
Sendo R1- OCH3 R2-H
R3- OH R4 - OH

Preparacio do Extrato Oleoso de Omega-3
O extrato oleoso de Omega-3 foi diluido em Tween 80 a 1% nas concentracdes de
somg/ml, 100mg/ml e 200mg/ml. Todo o preparo foi aquecido e misturado, constantemente, por

meio de um agitador magnético, para que se tornasse uma mistura homogénea.

Procedimento Experimental
Para a realizacdo do presente estudo, foram utilizadas as linhagens mutantes de Droso-
phila melanogaster existentes no Laboratorio de Citogenética e Mutagénese do Centro Universi-
tario de Patos de Minas. Os estoques da mosca foram mantidos a temperatura de 25° C em fras-
cos de 250 ml contendo um meio preparado com 820 ml de agua, 11g de agar, 156 g de banana, 1g
de nipagim e 25g de fermento biolégico (Sacharomyces cerevisiae), que depois de aquecido é
distribuido de maneira uniforme pelos frascos.
Foram utilizadas trés linhagens mutantes de Drosophila melanogaster, portadoras dos
marcadores genéticos multiple wing hairs (mwh, 3-0,3) e flare-3 (flr3, 3-38,8)
1. multiple wing hairs (mwh), com constituicao genética y: mwh jv.
Flare - 3 (flr3), com constituicao genética flr3/ In(3LR)TM3 , ri p? sepl(3)89Aa bx34¢ e Bds.
3. ORR; flare - 3 (ORR; flr3) com constituicdo genética ORR; flr3/ In(3LR)TM3 , ri pP se-
pI(3)89Aa bx3+ e Bds.

Os cruzamentos entre as linhagens mutantes foram realizados, seguindo-se o seguinte pro-
tocolo:

1 - Cruzamento padrao (ST- Standard Cross) (GRAF et al., 1989)

Fémeas virgens flr3/ In(3LR)TM , ri pP sepl(3)89Aa bx34¢ e Bd® cruzadas com machos m-
wh/mwh.

2 - Cruzamento de alta biotivacdo (HB - High Bioactivation Cross") (GRAF; VAN SCHAIK,
1992).
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Fémeas virgens ORR; fIr3/ In(3LR)TM, ri p? sepI(3)89Aa bx34¢ e Bds cruzadas com ma-
chos mwh/muwh.

Desses cruzamentos foram obtidos dois tipos de descendentes: marcador trans-
heterozigoto (MH: mwh +/+ flr3), e balanceador heterozigoto (BH: mwh +/TM3, Bd®). As larvas,
de ambos os genotipos, emergentes desses cruzamentos, sao tratadas com diferentes concentra-
¢oOes do agente quimico a ser testado.

Os ovos foram coletados por um periodo de 8 horas em frascos contendo uma base sélida
de agar (4% de 4gar em agua) e uma camada de fermento (S. cerevisae) suplementado com aci-
car. Apés 72 +/- 4 horas, as larvas de 3.° estagio foram lavadas com agua corrente e coletadas
com auxilio de uma peneira de malha fina. Grupos de aproximadamente 100 larvas foram trans-
feridas para tubos de vidro (2,5 cm de didmetro e 8,0 cm de altura) contendo 1,5 g de meio de
cultura instantinea (férmula 4-24 Carolina Biological Supply Co., Burlington, NC, USA) e 5,0 mL
de soluciio oleosa de Omega-3, nas concentracdes de 5omg/mL, 100mg/mL e 200mg/mL, isola-
damente, ou em associacao com a DXR. Como controle negativo foi utilizado Tween 80 diluido a
1%, e como controle positivo, 5mL de doxorrubicina (0,125 mg/mL). Os tratamentos foram reali-
zados na auséncia de luz, para evitar a fotodegradacdo da DXR.

De ambos os cruzamentos foram obtidos dois tipos de descendentes: 1 marcador trans-
heterozigoto (mwh +/+ flr3) — asas fenotipicamente do tipo selvagem — e balanceador heterozigo-
to (mwh +/+ TM3 Bds) — asas fenotipicamente do tipo serrilhada. As moscas adultas emergentes
foram coletadas e fixadas em etanol 70%.

As asas das moscas foram retiradas, embebidas em solucao de Faure (30g de goma arabi-
ca, 20 mL de glicerol, 1,5g de hidrato de cloral e 50 mL de 4gua destilada) e distendidas sobre
uma lamina seca.

Em seguida, as laminas foram levadas para secar por 24 horas sobre placa aquecedora
(40°C). No final, procede-se a montagem com laminula, e deixa-se secar por mais de 48 h.

A analise das asas foi realizada em microscopio 6ptico (objetiva 40x), registrando o nime-
ro e os tipos de manchas encontradas (simples ou gémeas), assim como o tamanho das mesmas, e
a posicdo em que se encontram na asa. Aproximadamente 24.800 células foram analisadas por
asa.

Ao final da anélise, foram comparadas as frequéncias de mutacGes encontradas nas mos-

cas tratadas com o extrato de 6mega-3 com as encontradas nos controles negativo e positivo.

Analise estatistica

A analise estatistica utilizada para a verificacdo da possivel acdo genotoxica do 6mega-3
foi realizada por meio do teste descrito por Frei e Wiirgler (1988). Para a anélise estatistica de
antigenotoxicidade, as frequéncias de cada tipo de mancha por mosca foram comparadas aos pa-
res [ex: controle negativo versus DXR, DXR (agente genotoxico) isoladamente versus 6mega-3 +
DXR], usando o teste U de Mann, Whitney e Wilcoxon (FREI; WURGLER, 1995).
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Resultados e discussao

A Tabela 1 apresenta os resultados das frequéncias de manchas mutantes observadas nos
descendentes trans-heterozigotos marcados (MH), do cruzamento Padrao (ST), tratados com
Tween 80 1% (controle negativo), Doxorrubicina (DRX — 0,125 mg/mL), e diferentes diluicGes de
Omega-3 (50 mg/mL, 100 mg/mL, 200 mg/mL). A tabela também informa o tamanho de man-
chas por mosca, manchas simples pequenas, manchas simples grandes, manchas gémeas e o nu-
mero total de manchas.

Nos descendentes trans-heterozigotos, a tabela nos informa que nao houve aumento esta-
tisticamente significativo (V = 0,05) do 6mega-3 (w-3), nas trés doses testadas, quando compara-
do com o controle negativo, em todas as classes de manchas (simples pequenas, simples grandes,

gémeas e o total de manchas).

Tabela 1. Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes “MH” de Drosophila me-
lanogaster, do Cruzamento Padrao (ST), tratados com diferentes diluicoes de Omega-3 (w-3).

Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag.

N. de estatistico? Total
In- man-
Tratamentos div. MSP MSG MG ™ chas
(N) @@-2céls)» (>2céls)® mwhe¢
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr3
Contr. Neg. 20 0,15 (03) 0,05 (01) 0,00 (00) 0,20 (04) 4
DXR 0,125
mg/mL 20 045 (09) i 1,90 (38) + 1,05 (21) + 3,40 (68) + 64
-3 50 mg/mL 20 0,25 (05) i 0,20 (04) i 0,05 (01) i 0,50 (10) i 8
-3 100
mg/mL 20 0,15 (03) i 0,00 (00) i 0,00 (00) i 0,15 (03) i 3
-3 200
mg/mL 20 0,20 (04) i 0,05 (01) i 0,00 (00) i 0,25 (05) i 5

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

fator de multiplicacdo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de signifi-
cancia

a=b=0,05.

bIncluindo manchas simples fIrs raras.

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

Os dados da tabela 1, observados nos descendentes trans-heterozigotos, do cruzamento
padrio, demonstram que o quimioterapico doxorrubicina (DXR) esta exercendo seu efeito geno-
toxico, aumentando o nimero de manchas mutantes, quando comparado ao controle negativo.
Esse aumento € estatisticamente significativo (V = 0,05) para quase todas as classes de manchas.
A alta frequéncia de manchas, no cruzamento padrao, evidencia que a DXR é uma droga com acdo

genotoxica direta.
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A tabela 2 apresenta os resultados das frequéncias de manchas mutantes observadas nos
descendentes trans-heterozigotos marcados (MH), do cruzamento Padrao (ST), tratados Tween
80 1% (controle negativo), Doxorrubicina (DRX — 0,125 mg/mL), e diferentes diluic6es de w-3
(50 mg/ml, 100 mg/mL, 200 mg/mL) em associacdo com a DXR (0,125 mg/mL). A tabela in-
forma também o tamanho de manchas por mosca, manchas simples pequenas, manchas simples
grandes, manchas gémeas e o nimero total de manchas.

Os resultados obtidos mostraram que w-3, em todas as sua concentracoes (50, 100 € 200
mg/mL), quando associadas com DXR (0,125 mg/mL), reduziram as freqiiéncias de manchas
mutantes, induzidas pelo quimioterapico (DXR). Estas reducoes foram, estatisticamente signifi-
cativas, para as categorias de manchas simples grandes, manchas gémeas, bem como para o total

de manchas.

Tabela 2. Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes “MH” de Drosophila me-
lanogaster, do Cruzamento Padrao (ST), tratados com diferentes dilui¢oes de Omega-3 (w-3) associa-
das a Doxorrubicina (0,125 mg/mL).

Manchas por individuo (no. de manchas ) diag.

N. de estatistico? Total
In- man-
Tratamentos div. MSP MSG MG T™ chas
(N) (@@-2céls)> (>2céls)P mwhe
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr3
(03 0,0 0,0 (00 0,2 (04
Controle agua 20 0,15 ) 5 (01) o) o)
(09 (38 (68
DXR 0,125 mg/mL 20 0,45 ) i 1,90 ) + 1,05 (21) + 3,40 ) + 64
-3 50 mg/mL + 0,2 (04 0,2 (04
DXR 20 0 ) i 0,35 (07) + 0 ) + 0,75 (15) + 13
®-3 100 mg/mL + (03 0,4 (08 0,3 (06 0,8
DXR 20 0,15 )i 0 ) + 0 ) + 5 (17) + 17
-3 200 mg/mL + (o3 (09
DXR 20 0,15 ) i 0,45 ) + 0,65 (13) i 1,25 (25) + 23

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

fator de multiplicacdo para a avaliacao de resultados significativamente negativos. Niveis de signifi-
cancia

a=b=0,05.

bIncluindo manchas simples fIrs raras.

cConsiderando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

Os mecanismos pelos quais o w-3 exerce sua ac¢ao protetora contra a DXR nao foram ana-
lisados. Conduto, 0 -3 pode causar a restauragao da via apoptoética que geralmente esté prejudi-
cada nos tecidos neoplasicos, ativando fosfatases proteicas envolvidas na inativacao do Bcl-2 (ge-

nes anti-apoptoticos) e na ativagao da caspase-3, fatores que de forma independente promovem o
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aumento da apoptose (NARAYANAN; et al., 2001). Portanto, o w-3 é um agente conhecidamente
indutor de apoptose.

O 6mega-3 possui varios mecanismos de acao sobre as células neoplasicas, existindo evi-
déncias de que o 6mega-3 inibe o fator de transcricao nuclear NF-kappaB e assim suprime a ex-
pressao da COX-2 (HARDMAN, 2002). O NF-kappaB é um fator de transcricdo que induz a expres-
sao de citocinas inflamatoérias, I1L-1, IL-6, COX-2, TNF-alfa e fatores de crescimento como a IL-2 e
o fator estimulante de colonias de granulocitos. O NF-kappaB é um fator de sobrevivéncia da cé-
lula maligna e a sua inibigdo provoca diminui¢ao da proliferagao celular, aumento da apoptose e
diminui¢do da angiogénese (SCHWARTZ, 1999).

Na mitose podemos descrever alguns mecanismos em que o Omega-3 atua na sua reducio
— revertem a atividade da proteina kinase C (PKC) indutora da mitose; diminuem a atividade dos
oncogenes Ras e AP-1 que frequentemente estio ativos nos tumores malignos humanos, estimu-
lando a mitose; induzem a parada do ciclo celular e a apoptose, ativando fosfatases proteicas que
promovem a defosforilacdo da proteina retinoblastoma; e promovem a fosforilagao da subunidade
IF2 com a subseqiiente inibi¢ao do inicio da translagio, o que leva a inibicao da proliferagao celu-
lar maligna (AKTAS; HALPERIN, 2004).

Os acidos graxos poliinsaturados nao possuem acao como agente antioxidante e so espe-
cialmente suscetiveis a oxidacao que resulta na acdo de radicais livres de oxigénio, formados na-
turalmente e acumulados em células vivas ou mortas, sobre os lipidios altamente insaturados da
membrana e do contetido celular (BURTON, 1994). Portanto, o mecanismo pelo qual o w-3 reduz o
numero de manchas mutantes nao foi devido a acao antioxidante, ou seja, pela reducao do ntime-
ro de radicais livres gerados pela DXR.

Sendo assim, é possivel que a reducao nas frequéncias de manchas, verificada no trata-
mento associado do w-3 com a DXR, tenha ocorrido devido a via de apoptose e a morte celular, na
presenca desse 6leo essencial. Portanto, aquelas células mutantes, induzidas pela DXR, desenca-
dearam a via de apoptose e, consequentemente, morreram durante a morfogénese das asas da
mosca. Com a apoptose dessas células mutantes, ocorre inevitavelmente a reducdo de manchas,
na presenca de »-3.

Finalmente, pode-se concluir, com base nos resultados e nas condi¢es experimentais
mencionadas no trabalho, que o w-3 nao é genotoxico, nas doses utilizadas neste trabalho e, tam-
bém, exerce um efeito protetor quando associado ao quimioterapico DXR (0,125 mg/mL), usan-

do-se como organismo-teste a D. melanogaster.
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