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1-INTRODUCAO
1.1 APOMORFINA

Apomorfina (APO) ¢ um derivado sintético da morfina, obtido através
de uma reagdo catalisada por 4cido cloridrico concentrado (Fig. 1.1)
(NEUMEYER, 1985). Conhecido desde 1869, este alcaldide foi utilizado
incialmente devido as suas propriedades eméticas (SHAMA, 1972). Sua agdo se
da através do estimulo da CTZ (“chemoreceptor trigger zone™), ativando
diretamente receptores dopaminérgicos, provocando emese em 3 a 5 minutos
(CANNON et al., 1972; MCKENZIE & WHITE, 1973; RiOS ef al., 1989). Por este
motivo, a APO ¢ utilizada em pacientes com ingestdo oral de certos agentes
toxicos. Devido a sua acfio sob o sistema nervoso central, altas doses de APO
pode provocar efeito hipnotico, além disso seu uso continuo pode causar

euforia, e tremores (GILMAN et al, 1991).

CH,-N OH

OH

Morfina Apomorfina

Figura 1.1. Obtencdo da apomorfina, através de reagdo catalisada por HCI

concentrado.
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Este composto pertence ao grupo de alcaldides benzilisoquinolinicos.
Sua estrutura bifenilica apresenta no anel aromdtico D, duas hidroxilas vicinais
no carbono 10 (C-10) e carbono 11 (C-11), formando um anel catecélico (Fig.

1-1) (SHAMA, 1972; CASSELS et al., 1995) .

A estrutura catecOlica, juntamente com o nitrogénio metilado
pertencente ao anel B, conferem a apomorfina similaridade estrutural com a
dopamina (CANNON et al., 1972). Devido a estas caracteristicas estruturais este
alcaldide tem sido utilizado no tratamento do mal de Parkinson. APO difere de
outros agonistas dopaminérgicos por sua ndo seletividade, estimulando tanto
receptores D1 quanto D2 (GANCHER, 1995). A grande restri¢do ao seu uso
sistematico no tratamento desta doenca se deve a sua instabilidade em fluidos
biologicos, além do efeito emético ja mencionado. Esta substancia, em solucdes
neutras, é facilmente degradada em presenca de oxigénio molecular (SAM et al.,
1994), sendo que esta degradacdo aumenta proporcionalmente ao aumento de
pH. O produto da sua autoxidagdo, provavelmente sua forma quindnica,

apresenta coloragdo verde escuro (Fig. 2.1) (SHAMMA, 1972; SAM et al., 1994).

CH,-N ‘ CH,-N

OH o]
OH 0
Apomorfina o-quinona correspondente

Figura 2.1. Oxidagdo da apomorfina, gerando sua o-quinona correspondente .



A correlacdo entre os mecanismos de autoxidagdo e acgdo tdxica da
apomorfina ainda ndo estd claramente estabelecida. Alguns estudos referentes
aos efeitos deletérios provocados pela apomorfina em sistemas biologicos ou
in vitro tem demonstrado que o assunto € controverso. SUTER & MATTER-
JAEGER (1984) verificaram que esta substincia apresenta atividade genotdxica
em bactérias. Sua autoxidagdo gera produtos mutagénicos, os quais induzem
mutacdes que alteram a sequéncia de leitura do DNA (mutacdes frameshift) em
Salmonella typhimurium.. Recentemente, UBEDA ef al. (1993) demonstraram
que APO ¢ capaz de estimular danos ao DNA induzidos por Cu?* e degradagio
de deoxirribose induzida por Fe’*, desta forma, agindo como pro-oxidante. Por
outro lado, este alcaldide mostrou efeito inibitério da peroxidagdo lipidica
induzida por Fe3+, possuindo, neste caso, propriedades antioxidantes
(MARTINEZ et al., 1992; UBEDA et al., 1993). Neste contexto, MORELLO €
colaboradores (1994) demonstraram que este alcaldide possui potente atividade
tripanocida quando comparado com outros alcaldides benzilisoquinolinicos,

tais como boldina e glaucina.

1.2. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Na estrutura atdmica, os elétrons ocupam regides denominadas orbitais.
Cada orbital pode conter no méximo dois elétrons, deslocando-se em trajetorias
opostas. Quando um &tomo ou molécula apresentar um ou mais elétrons nio

pareados fica caracterizada uma espécie radicalar (HALLIWELL, 1991). Este



elétron ndo pareado confere a molécula propriedades fisicas e quimicas
especiais. Quimicamente, o elétron ndo pareado aumenta a reatividade
molecular; ao passo que, fisicamente, pode formar um.campo magnético,

conferindo & molécula propriedades péramagnéticas (HOLEMBERG, 1984).

O oxigénio na forma atdmica (O) possui um elétron ndo pareado em seu
ultimo orbital atémico, conferindo-lhe carater radicalar. Quando dois dtomos de
oxigénio se combinam quimicamente, permanecem ambos com seus elétrons
desemparelhados, devido a restricdes de spins. Desta forma, o oxigénio
molecular (O,) possui dois elétrons ndo pareados, sendo classificado como um
bi-radical (DAVIES, 1994). Esta caracteristica bi-radicalar, confere ao oxigénio
molecular a capacidade de absorver energia eletromagnética a qual pode
temporariamente inverter o sentido (spin) de um dos dois elétrons n&o
pareados. Momentaneamente, esta molécula denominada de oxigénio singlet
('0,), ndo apresenta restricdes de spins, podendo agir como um potente
oxidante (DAVIES, 1994). Além disso, o O, participa eficientemente de reagdes
de oxirredugdes em sistemas bioldgicos. A redugao total do oxigénio molecular
leva a formacdo de dgua (equacgdo 1). Este processo ocorre normalmente nas
células aerdbicas, através de reacOes bieletronicas, durante o transporte de

elétrons na cadeia respiratoria (DAVIES, 1994).

0, + 4H + 4¢ —> 2H,0 (equagdo 1)
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Sucessivas redugdes monoeletronicas desta molécula produzem
diferentes intermediarios parcialmente reduzidos (equagdo 2) (FRIDOVICH,

1983; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1984).

+ le- . + le- + le- _
0, —>—> 0, —>—> H,0, —> — OH + OH
oxigénio radical dnion superdxido 2H" peroxido de radical hidroxila ion hidroxila
molecular 1 € ndo pareados hidrogénio 1 ¢ nfiopareado  nenhum e
2 € ndo nenhum e ndo ndo pareado
pareados pareado

dile+H  bem
H,0 H,0

(equagdo 2)

O radical anion superoxido € produto da reducdo monoeletrdnica do
oxigénio molecular. Em solventes organicos, este radical é extremamente
reativo, sendo que em solugdes aquosas esta reatividade diminui
significantemente (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1984). A dismutac¢do do 02°—
produz H,0, , sendo que esta reagdo pode ocorrer espontaneamente (equagdo
3) ou ser catalisada pela enzima superoxido dismutase (SOD) (equagdo 4).
Desta forma, a producdo de H,O, pode ocorrer em consequéncia da formagdo
de O,  (FARBER et al., 1990).

20,7 + 2¢ +4H — 2H,0, (equagdo 3)

0, + 0, + 2H" —>H0, + 0O, (equagdo 4)

SOD
Peréxido de hidrogénio ndo apresenta elétrons desemparelhados,
portanto ndo € considerado um radical (HALLIWELL, 1991). Entretanto, quando
esta espécie € reduzida forma o radical hidroxila. Este radical é extremamente

reativo, podendo provocar sérios danos as células, através de oxidacdo de
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biomoléculas que estdo localizadas proximo aos seus sitios de formacdo

(equagdo 5) (KAPPUS, 1987; HALLIWELL & ARUOMA, 1991).

H,0, + 1e + H — 'OH + H,0 (equagio 5)

Os equivalentes redutores para a redugdo do perdxido de hidrogénio
podem ser originados a partir do radical ion superoxido, através da reagdo de

Haber-Weiss (equagao 6).

H,0, + O,” > OH + OH + O, (equagio 6)

Esta reacdo é termodinamicamente favoravel, mas cineticamente lenta.
Em sistemas bioldgicos, existem catalisadores que aceleraram este processo.

. P . 2+ +
Metais de transi¢do, tais como ferro e cobre (Fe® e Cu), aumentam a

velocidade da produgfio 'OH, indiretamente aumentando a toxicidade do

peroxido de hidrogénio (H,0,). A reagdo envolvendo metais ocorre em etapas,
onde primeiramente os fons férrico (Fe”) ou clprico (Cu®") sfo reduzidos pelo
radical superoxido, produzindo fons ferroso (Fez+) ou cuproso (Cu') e oxigénio
molecular (O,)(equacdo 7a). Estes ions reagem rapidamente com H,0, ,
gerando, desta forma, radical hidroxila (OH), fon hidroxila (OH _) e Fe’.
Esta reagdo ¢ conhecida como reagdo de Fenton e estd representada na equagio

7b (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).



0,” + Fe'* (Cu¥) > 0, + F* (Cu") (equagdo 7a)

Fe’" (Cu™) + H,0, = OH + OH + Fe’" (Cu®") (equagdo 7b)

Por fim, a reducdo monoeletronica do radical hidroxila, origina a

molécula de dgua (equagdo 8).

OH +1le + H— H,0 (equagdo 8)

Os radicais de oxigénio, quando ndo inativados, sdo capazes de oxidar
diferentes biomoléculas, tais como proteinas, lipideos, carboidratos e acidos
nucléicos (RNA e DNA), comprometendo desta forma, a integridade celular
(ZHANG et al., 1990). Quando hda um desbalango entre pré-oxidantes e
antioxidantes (enzimaticos ¢ ndo enzimaticos) em favor dos primeiros, levando
a condi¢do de dano em potencial, hd a caracterizacdo de estresse oxidativo
(SiES, 1991). Tal definicdo, incorpora os produtos celulares oxidados como
pardmetros indicadores de estresse oxidativo. O estresse oxidativo pode estar
relacionado com vdrios processos tais como, mutagénese, carcinogénese,
doengas degenerativas e envelhecimento (SIES, 1986; HALLIWELL &

GUTTERIDGE, 1990).

1.2.1. Algumas Fontes de Radicais de Oxigénio em Sistemas Biologicos

A produgo de radicais de oxigénio ¢ permanente dentro de um sistema

biologico. O transporte de elétrons ao longo da cadeia respiratoria é



reconhecido como principal fonte de espécieé reativas de oxigénio (ERO)
geradas durante o metabolismo oxidativo normal (ZHANG et al., 1990; GARCIA-
RUIZ et al., 1995). Uma célula aerdbica utiliza o oxigénio molecular para a
obtencdo de energia quimica em forma de adenosina trifosfato (ATP), em
processos acoplados chamados de, respectivamente, cadeia respiratdria e
fosforilagdo oxidativa. Durante o transporte de elétrons ocorrem sucessivas
reacOes de oxiredugles que irfo reduzir o oxigénio molecular & dgua. Na
maioria das vezes (95%), as reagOes sdo bieletronicas (BUECHTER, 1988;
GARCIA-RUIZ et al., 1995). Em uma pequena quantidade podem ocorrer
reagOes monovalentes, ou seja, em algum estdgio da cadeia respiratéria um
aceptor de elétrons pode receber apenas um elétron (SOUTHORN & POWIS,
1988). A ubiquinona, proteina localizada na membrana interna da mitocdndria
que pertence ao sitio II da cadeia respiratéria, pode apresentar-se em trés
estados de oxidagéo: forma\ o?ddada (ubiquinona- Q), forma reduzida
(ubiquinol - QH,) e forma radical (intermedidrio semiquinona - QH'), esta
ultima, indicando uma redu¢do monoeletronica (GARRET & GRISHAM, 1995). O
processo inflamatorio € outro exemplo caracteristico de geragdo de ERO, e até
certo ponto benéfico para o organismo. Durante este processo, fagdcitos,
mondcitos, bem como outras células do sistema imunologico aumentam
significantemente a sua respiragdo e consequentemente o consumo de oxigénio,
gerando grande quantidade de radical 4nion superéxido (O,"). Esta espécie
radical exerce um papel fisiologico extremamente importante no mecanismo de
defesa contra infec¢Ges, pois sua dismutagdo gera peroxido de hidrogénio

(H,O,) (SOUTHORN & Powis, 1988). Uma vez formados, estes dois agentes'
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oxidantes (02'_ e H,0,) geram espécies quimicas que serdo responsaveis pela
acdo bactericida destas células do sistema imunolégico (CURNUTTE & BABIOR,

1987).

1.2.2. Antioxidantes

Durante o processo evolutivo a presenga de oxigénio, que era
extremamente tdxica aos organismos, passou gradativamente a ser “toleravel”.
Os organismos aerdbicos desenvolveram diferentes mecanismos de defesa
antioxidante, enzimaticos € ndo enzimadticos, que podem prevenir a formagéo

das ERO, bem como reagir com estes, anulando seu efeito oxidativo (SIES,

1993).

HALLIWELL & GUTTERIDGE (1989) definem como antioxidante
“qualquer substincia que, quando presente em baixas concentracdes,
comparadas as de um substrato oxidavel, retarda ou inibe significativamente a
oxidacgdo deste substrato”. Esta defini¢do compreende sistemas enzimaticos e

nio enzimaticos.

1.2.2.1. Antioxidantes ndo enzimaticos

Existem varias moléculas que podem agir como antioxidantes

interceptadores ndo enzimadticos. Tocoferdis (em especial o a-tocoferol) e

tocotriendis, dcido ascorbico (vitamina C), assim como carotendides reagem
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com ERO, pricipalmente radicais peroxila (ROO') e com oxigénio singlete
('0,). O RRR-a-tocoferol é o principal sequestrador de radicais ROO’
}localizado nas membranas e lipoproteinas de baixa densidade (LDL). O L-
ascorbato estd presente no citoplasma e outros fluidos corporais, onde pode
reduzir o radical tocoferil. Uma vez oxidadas, estas moléculas sdo regeneradas
pelos sistemas ndo radicalares como glutationa reduzida/glutationa oxidada
(GSH/GSSG), dihidrolipoato/lipoato, nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato reduzido/oxidado (NADPH/NADP") e nicotinamida adenina
dinucleotideo reduzido/oxidado (NADH/NAD"). Carotenéides, como por
exemplo o B-caroteno e o licopeno exercem fung¢des antioxidantes nas fases
lipidicas, destruindo '0, e liberando energia na forma de calor, sem a

necessidade de um sistema que os regenere (SIES et al., 1992).

1.2.2.2. Antioxidantes enzimaticos

Todas as células possuem um eficiente sistema enzimdtico antioxidante.
As trés principais enzimas sdo as superoxido dismutases (SOD), a catalase

(CAT) e a glutationa peroxidase (Gpx).

A enzima SOD catalisa a dismutagdo do radical 02'_ em H,O, ¢ O,
(McCorp & FRIDOVICH, 1969), conforme a equagdo 4, representada
anteriormente. Esta enzima € encontrada em todos os organismos aerobicos em
diferentes isoformas. A cobre, zinco-SOD (Cu,Zn-SOD) € encontrada

principalmente no citoplasma de todas células eucaribticas, mas geralmente néo
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¢ encontrada em procariotos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). As outras
isoformas da SOD sdo a manganés-SOD (Mn-SOD) e a ferro-SOD (Fe-SOD)
(WANDERS & DENIS, 1992). A Mn-SOD € encontrada em muitas bactérias e
nos extratos tissulares de animais e plantas, sendo que no homem sua
localizagdo é mitocondrial. A Fe-SOD ¢é encontrada em algumas bactérias e

cloroplastos de alguns vegetais (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).

A CAT decompde o H,0, em dgua e oxigénio molecular (equagdo 9)

(FARBER et al., 1990).
2H202 —> Hzo + 02 (equag:io 9)
CAT

Com excegdo de algumas bactérias, algas verdes e azuis e alguns parasitas
helmintos, a maioria das células aerdbicas possuem atividade cataldsica. A
catalase nos tecidos animais e vegetais encontra-se predominantemente em

organelas subcelulares, os peroxisomas (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).
As peroxidases sdo enzimas que utilizam doadores de elétrons para

reduzir peréxido de hidrogénio, produzindo dgua (equacdo 10) (LITTLE &

O’BRIEN, 1968; CHRISTOPHERSEN, 1969).

SH, + H,O, — S + 2H,0 (equagdo 10)
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A mais importante peroxidase é a glutationa peroxidase (Gpx), enzima que
possui selénio no sitio catalitico e utiliza a glutationa reduzida (GSH) como
doador de elétrons para a redugdo de H,0O, e de outros perdxidos organicos, tais
como lipoperdxidos provenientes da ﬁpoperoxidaga’io lipidica, impedindo assim
a fase de propagacdo deste processo (KEELING & SMITH, 1982). A Gpx estd
presente em varios tecidos animais e geralmente ndo ocorre em vegetais
superiores e bactérias, embora ja tenha sido descrita ‘em fungos e algas
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). Durante o processo catalisado pela Gpx
ocorre a oxidagdo de GSH, formando uma ponte dissulfeto entre duas
moléculas de glutationa (GSSG). A relag¢do entre GSH/GSSG deve ser alta para
a manutengdo do poder redutor intracelular (KAPPUS, 1986). Nas células
normais isto ocorre pela presenca de enzimas acessOrias. Dentre estas, a
glutationa redutase (GR), que utiliza elétrons do NADPH para a redugio de

pontes dissulfeto, restabelecendo assim, os niveis de GSH (REED, 1986).

1.3. BIOTRANSFORMACAO

Muitos compostos endégenos e exogenos podem ser oxidados/reduzidos
enzimaticamente ou ndo enzimaticamente, gerando intermedidrios
quimicamente reativos (TRUSH et al., 1982). Em geral, estes compostos sdo
metabolizados por enzimas intracelulares (redutases/oxidases de varios tipos)
em reagdes monoeletronicas, onde hd consumo de O, e deplegdo de

equivalentes redutores (¢), principalmente do NADPH. Dentre os compostos
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que sdo capazes de participar do ciclo redox incluem aqueles que apresentam

grupamentos catecolicos e quinonicos (KAPPUS & SIES, 1981).

Catecdis e quinonas em solugdes fisiologicas podem ser respectivamente
oxidados e reduzidos em rea¢des monoeletronicas, levando a formacgdo de
radical superdxido e respectivo radical semiquinona (ISHII & FRIDOVICH, 1990;
HASTINGS & ZIGMOND, 1994), sendo que estas rea¢des dependem do potencial
redox destas moléculas (KAPPUS, 1986). O radical semiquinona pode ser
produzido de varias maneiras, através de reagdes ndo enzimaticas e

enzimaticas. (WARDMAN et al., 1995).

1.3.1.Biotransformacio nio enzimatica

O passo inicial para a autoxidagdo de catecdis, catecolaminas e outras
hidroquinonas envolve a transferéncia de elétrons do grupamento catecélico ou
hidroquinénico para o oxigénio molecular (equagdo 11) (KALYANARAMAN, et
al., 1985). O radical anion superdxido formado na etapa inicial da autoxidagio
de catecolaminas, também pode reagir novamente com a forma reduzida deste

composto (equacao 12) (MASON, 1990).

QH + 0, > QH + 0, (equagdo 11)

2H+
QH +0, —> QH + H,0, (equagio 12)
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Esta transferéncia de élétrons de grupamentos catecdlico ou
hidroquindnico para o oxigénio molecular pode ser mediada por metais de
transi¢do presentes em sistemas biologicos (MILLER et al., 1990) Perdxidos de
benzoila, quercetina e outros flavonoides podem ser ativados por estes metais,
neste caso o Cu®’, envolvendo reagdes do tipo ciclo redox, levando a formagao
de ERO e outros radicais organicos (AHMAD et al., 1992). A oxidacdo de
hidroquinonas formando benzoquinona € H,0,, através de mecanismo
envolvendo ciclo redox de Cu®' , foi recentemente descrita por LI & TRUSH
(1994). O grupamento catecolico do estradiol também é oxidado em presenca
de Cu®" num processo que gera ERO, provocando danos oxidativos ao DNA,
detectado por quebras de cadeia no plasmideo $X-174 (LI et al., 1994). Os
processos de oxidacdo envolvendo metais de transicdo sdo bastante comuns,
pois tais metais, como Cu*' e Fe‘”, sdo elementos essencias as células, uma vez
que fazem parte do centro ativo de uma série de metaloproteinas, além de estar

associados a bases do DNA (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990).

1.3.2. Biotransformacio enzimatica

A formagdo de radicais semiquinona através de enzimas pode ocorrer
por reagdes bi ou monovalentes, através da redugdo de uma quinona ou
oxidagdo de um catecol. Enzimas capazes de oxidar -catecol(aminas),
estrogenos e fendis in vitro incluem citocromo P450/NADPH, "horseradish"
peroxidase (HRP)/H,0,, 4cido araquiddnico/prostaglandina sintetase (PG

sintetase), catalase/H,0, e tirosinase/O,. A reduc¢io de quinonas pode ocorrer
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através das enzimas NADPH citocromo P-450 redutase, DT-diaforase e
xantina/xantina oxidase (KALYANARAMAN et al., 1985; LIEHR & ROy, 1990).
A oxidagdo de catecois e catecolaminas catalisada pela HRP/H,0, envolve
obrigatoriamente a formagdo de uma semiquinona (equagdo 13), enquanto que
a oxidagdo catalisada pela tirosinase ¢ bieletronica, sendo que a formagdo de
radical semiquinona ocorre em uma reagdo secundaria (equacles 14a e b)
(KALYANARAMAN et al., 1985). Em sistemas bioldgicos, esta reagdo secundaria
(equacdo 14b) ocorre somente quando hd um equilibrio, dependente de pH, das

formas oxidadas e reduzidas (WARDMAN et al., 1995).

QH, — QH' + 2H' (equagdo 13)
HPR/H0; (1¢€)

QH, —> Q +2H" (equagdo 14a)
Tirosinase/ O, (2¢)

QH, + Q & 2QH + 2H° (equagdo 14b)

1.3.3. Toxicidade de quinonas e semiquinonas

As quinonas apresentam trés propriedades quimicas de fundamental
importancia bioldgica. Quinonas sdo oxidantes, eletrofilicas, e podem absorver
energia luminosa (UV e visivel). Desta forma, podem ser toxicas as células por
uma variedade de mecanismos, incluindo participagdes em reagoes tipo redox,
arilagdes, ligacdes com DNA induzindo quebras de cadeia simples e dupla,
além de interferéncia na respiragdo mitocondrial. A inativagdo de enzimas e
proteinas por quinonas ¢ devido a reagGes de adi¢do nucleofilica a grupos

sulfidrila de aminodcidos presentes nestas biomoléculas (MONKS et al., 1992).
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Conjugagdes entre quinonas e proteinas formam as “melano-proteinas”
(MASON & PETERSON., 1965), que sdo responsaveis pelas “rea¢cdes marrom’”
que ocorrem nas frutas e vegetais (HURREL et al., 1984). O envolvimento de
catecolaminas enddgenas, como por exemplo a dopamina, com Pprocessos
degenerativos do sistema nervoso central ¢ devido a mecanismos oxidativos,
onde ha a gera¢do da quinona correspondente e consequente formacgdo de
neuromelanina (GRAHAM, 1978; HASTINGS & ZIGMOND, 1994; KLEGERIS et

al., 1995; NEWCOMER et al., 1995).

A toxicidade de semiquinonas pode se manifestar pela propria
reatividade destes compostos com outras biomoléculas, bem como pela

capacidade de reagirem com oxigénio molecular (O,), formando radical anion
superdxido (O, ) e regenerando a quinona parental, a qual estard novamente

disponivel para participar de reag0es do tipo ciclo redox (MONKS et al., 1992).
Da mesma forma, esta semiquinona pode ser reduzida e¢ formar a
hidroquinona/catecol que podera sofrer oxidagdo, enzimdtica ou nio, € também

participar de reac¢des do tipo redox (Figura 3.1).
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Redug¢io ——— ———  Oxidagdo
catecol + quinona
catecol + GS OF + quinona
GSH O,
sermniquinona
ascorbato H.O,

catecol + . .
radical ascorbil OH +quinona

Figura 3.1. Possiveis rotas de oxiredugdo de semiquinonas em sistemas

biolégicos (KALYANARAMAN et al., 1985).

1.4. TESTES PARA AVALIACAO TOXICOLOGICA

De um modo geral, a toxicidade de uma substincia pode ser definida
como sua capacidade de causar danos a um tecido ou organismo vivo (AMES,
1989). A escolha e seqiiéncia de testes de toxicidade dependerd das questdes a
serem respondidas ou objetivos a serem alcangados (para revisdo ver LOHMAN
et al., 1992). Baseado nesta premissa, foi desenvolvida uma série de testes de
toxicidade para avaliagdo | sistematica de efeitos toxicos de substincias
quimicas, como agrotoxicos, aditivos alimentares, bem como medicamentos.
Dentre os testes mais utilizados nas ultimas décadas estdo os procedimentos
para avaliacdo de genotoxicidade e carcinogenicidade de substincias. Estes
testes dividem-se basicamente em dois tipos: testes de longa duragio e testes de‘

curta duragdo ou testes rapidos.
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1.4.1. Testes de Longa duracio

Nos testes de longa duragdo empregam-se principalmente roedores
devido a sua susceptibilidade & indug@o tumoral, tempo de vida relativamente
curto, facil manutengdo dos biotérios e grande disponibilidade de informagdes
a respeito de sua fisiologia e patologias (WEISBURGER, 1975). Entretanto, é
importante ressaltar que os resultados obtidos nestes sistemas teste, nem sempre

sdo diretamente aplicados aos seres humanos (ZIMMERMANN et al., 1984).

1.4.2. Testes de Curta Duracio

Os testes de curta duragdo sdo procedimentos que ndo t€ém como
objetivo o desenvolvimento de tumores in vitro. Na pratica, a extrapolagdo dos
ensaios de curta duragdo para determinagdo de carcinogenicidade implica na
comparacdo de mutagenicidade com carcinogenicidade animal e esta com
carcinogenicidade humana. Um agente mutagénico, quimico ou fisico, é aquele
que induz a uma alteragdo genética que € transmitida através de geracgdes
subseqiientes (ZIMMERMANN et al., 1984). Nestes ensaios ¢ analisada,
essencialmente, a capacidade dos agentes quimicos ou fisicos interagirem com
o DNA, induzindo aberragbes cromossdmicas ¢ mutagénese € como
conseqiiéncia, sua capacidade de induzirem a formagfo de tumores. A
correlacdo entre alteragdes genéticas € o desenvolvimento de tumores ndo estd

totalmente esclarecida, apesar da concordancia de 70% entre os testes de curta
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duracdo in vitro e os testes de longa duracio in vivo (ZIEGER, 1987; ASHBY &

TENNANT, 1988; CLAYSON & ARNOLD, 1991).

Nos testes de curta duragdo sdo empregados microrganismos procariotos
e eucariotos, bem como cultura de células de mamiferos. Como conseqiiéncia,
estes testes sdo mais rdpidos, faceis e acessiveis, levando vantagem sobre os
testes de longa duraclo. Os testes rdpidos podem ser utilizados basicamente em
trés circunstancias: (a) para identificar substincias mutagénicas e/ou
potencialmente carcinogénicas; (b) como selecdo de agentes quimicos ou
fisicos a serem submetidos a testes de longa duracdo e (c) como estudo de
acdo toxica de compostos quimicos. Apesar da grande reprodutibilidade dos
testes de curta duragdo, sugere-se a utilizagdo de mais de um tipo de
microrganismo, para aumentar a credibilidade da avaliagdo da substincia que

esta sendo testada (AMES, 1989; LOHMAN et al., 1992).

1.4.2.1. Testes em Sistema Procarioto - Salmonella’Microsoma (Teste de

Ames)

O teste de Ames foi desenvolvido por Bruce Ames e seus colegas
(AMES et al., 1973), sendo largamente utilizado para determinacdo de
substdncias mutagé€nicas e/ou potencialmente carcinogénicas. Este sistema
utiliza uma linhagem da bactéria Salmonella typhimurium modificada
geneticamente, o qual ¢ auxotréfico para o aminodcido histidina. A

determinagio de mutagenicidade de um dado agente é baseada na capacidade
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de esta substincia induzir a reversio do operori da histidina (mutagdo reversa),
restaurando a funcdo normal deste gene, tornando o microrganismo capaz de
sintetisar este aminoacido novamente (MARON & AMES, 1983; HENRIQUES et
al., 1987). Convém ressaltar que linhagens de Salmonella typhimurium
apresentam muta¢des espontaneas, isto ¢ algumas bactérias da populagdo
podem sintetisar novamente o aminodcido histidina, sem a induc¢do de qualquer
agente. Cada linhagem possui sua taxa de mutacdo espontinea, que de alguma
forma pode interferir na avaliacdo do potencial mutagénico da substincia em
questdo. Portanto, o potencial mutagénico de uma substincia ¢ dado pela o
nimero de col6nias revertentes, com valores duas vezes superiores ao da taxa
de reversdo espontdnea, por concentragdo de produto testado. Além disso, €
necessario o delineamento de uma curva-dose resposta, para que a substancia
ém questdo seja considerada mutagénica (MARON & AMES, 1983; TENENBAUM

& MALAVEILLE, 1988; KIRKLAND et al., 1994)

Além da modificagdo no gene da histidina, as linhagens bacterianas
utilizadas no teste de Ames apresentam outras alteracdes. Para aumentar a
sensibilidade da S. typhimurium, o gene uvrB foi deletado, tornando as
linhagens deficientes no mecanismo de reparagdo por excisdo e ressintese de
lesdes produzidas no DNA. A passagem de grandes moléculas para dentro da
célula foi facilitada, alterando-se a permeabilidade da parede celular. O
plasmideo pKM101, presente em algumas linhagens aumenta a mutagénese
SOS (por ativagdo do sistema de reparacdo do DNA sujeito a erro), uma vez

que contém os genes mucAB alelos do umuCD (MARON & AMES, 1983; OHTA
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et al., 1984; HENRIQUES ef al., 1987; RABELLO-GAY et al., 1991). Cada
linhagem desenvolvida apresenta caracteristicas proprias para a determinagdo
de mutagenicidade de cada grupo de substincias quimicas a ser testado (para

revisdo, ver MARON & AMES, 1983).

1.4.2.2. Testes em Sistemas Eucarioto - Saccharomyces cerevisiae
1.4.2.2.1. Alguns aspectos sobre bioquimica e fisiologia de leveduras

A Levedura Saccharomyces cerevisiage ¢ um organismo unicelular
pertencente ao grupo dos fungos ascomicetos. As células se dividem por
brotamento logo apods a duplicacdo do DNA, sendo que, em geral, o tempo de
duplicagdo a 28-30 °C, tendo glicose como fonte de carbono, é de
aproximadamente 90 minutos. Um asco tipico de levedura possui quatro
esporos. Através de remocdo enzimatica da parede celular dos ascos, 0s esporos
podem ser separados por micromanipulagdo. Este procedimento permite a
andlise direta dos produtos da meiose, bem como a simples separagdo dos
esporos para estudos individuais. Estes esporos isolados poderdo se dividir
mitoticamente e estabelecer uma linhagem hapldide. As linhagens haploides
podem apresentar duas marcas de cruzamento distintas: MATa ou MATa.
Quando células de "mating type” (marcas de cruzamento) diferente sdo
colocadas em contato, pode haver o fusionamento destas, formando um zigoto

dipléide, o qual ird se dividir por brotamento. Para certos estudos mutagénicos
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¢ importante especificar a fase do ciclo celular as quais as células foram

submetidas ao teste (MOUSTACCHI, 1980; ZIMMERMANN, 1984).

Em geral, as leveduras Saccharomyces cerevisiae sdo conhecidas como
organismos fermentativos facultativos (metabolismo anaerdbico), possuindo
também a capacidade de respirar (metabolismo aerdbico). Dependendo da
disponilibilidade de glicose, este microrganismo pode mudar seu metabolismo
de fermentativo para oxidativo (respiracdo), sendo que a respiragdo ¢ mais
eficiente. A principal razdo para a efici€ncia da respiracédo, € o fato de o etanol
e outros produtos acumulados durante a fase fermentativa, poderem ser
substrato para o metabolismo oxidativo (respiragdo). A energia obtida (ATP)
tanto no processo fementativo como no oxidativo ¢ utilizada para suprir a
energia requerida para o crescimento celular (FRAENKEL, 1982; GANCEDO &

SERRANO, 1989; ENTIAN & BARNETT, 1992).

A fermentagdo da glicose e de outros substratos fermentdveis pode
ocorrer mesmo em presenga de oxigénio, € o chamado “efeito Cabtree” ou
“fermentacdo aerdbica”. Portanto, a atividade respiratéria das leveduras
depende principalmente da concentragdo de glicose existente no meio de
cultivo. Uma explicagdo para este fendmeno ¢ o fato de que a sintese de
algumas enzimas respiratorias sdo inibidas por glicose ou por seus catabolitos
(repressdo catabdlica) (ENTIAN & BARNETT, 1992; WEUSTHUIS et al., 1994,

MORADAS-FERREIRA et al., 1996).
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Durante a fase inicial d‘ev crescimento, (crescimento logaritimico) a
grande disponibilidade de glicose no meio de cultura causa a repressdo
catabolica, onde as células realizam o metabolismo anaerdbico, produzindo
diéxido de carbono (CO,), etanol, glicerol e &cidos orgénicos. Durante a fase
de transicdo ou diauxia, a concentracdo de glicose no meio de cultivo €
reduzida pela metade, ocorrendo a desrepressdo catabdlica, e como
conseqiiéncia uma parada no crescimento celular. A partir deste momento
metabdlico (segunda fase de Crescimento), as células realizam o metabolismo
aerébico, onde os produtos da fermentagdo armazenados na fase inicial do
crescimento sdo agora oxidados até¢ CO, e agua (LAGUNAS, 1986; FRAENKEL,
1982; GANCEDO & SERRANO, 1989). A fase estaciondria de crescimento ocorre

somente apds o etanol ser totalmente consumido (LEWIS ef al., 1993).

A repressdo por glicose ndo ocorre apenas com enzimas respiratorias.
Podemos verificar este mesmo efeito em enzimas antioxidantes e/ou envolvidas
com algum tipo de stress. A superdxido dismutase dependente de manganés
(SOD-Mn) € uma enzima codificada pelo DNA nuclear, também encontrada em
leveduras Saccharomyces cerevisiae. Durante a adaptagdo a fase respiratoria,
esta enzima ¢é sintetisada e transportada para mitocOndria destas leveduras. .
Como a maioria das enzimas mitocondriais, a sintese de SOD-Mn ¢ reprimida
por concentra¢des elevadas de glicose (COSTA et al., 1993). Outras enzimas
envolvidas na defesa contra agentes oxidantes também tem sua sintese
reprimida por glicose: catalases, glutationa peroxidase e citocromo ¢ peroxidase

(KREMS et al., 1995). A desrepressdo dos genes correspondentes ocorre com a
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adaptagdo respiratéria, onde a glicose no meio de cultura estd esgotada. A
indugdo de defesas antioxidantes durante esta fase de adaptacdo pode ser
considerada como uma prevengdo ao estresse causado pela produgdo de ERO
durante ao metabolismo aredbico (MORADAS-FERREIRA ef al., 1996). Dentro
deste contexto, foi recentemente descrito que a expressdo do gene UBI4, que
codifica a proteina poliubiquitina em S. cerevisiae, é bastante elevada em
leveduras que estdo em crescimento oxidativo, se comparada aquelas que estdo
em crescimento fermentativo. Provavelmente, este aumento na expressdo do
gene UBI4, venha contribuir para a protegfo contra as ERO geradas durante a

respiragdo (CHENG et al., 1994).

1.4.2.2.2. Testes de mutagdo reversa, ‘‘forward mutation”, conversdo génica e

recombinagdo mitotica (crossing over) em Saccharomyces cerevisiae

A partir da década de quarenta, as leveduras t€m sido largamente
estudadas e, se tornando ferramentas importantes nas pesquisas sobre
mutagénese. A descri¢do do ciclo de vida da levedura Saccharomyces ¢ o
conhecimento das caracteristicas genéticas basicas, além da facilidade de
manipulacfo, do baixo custo dos ensaios e, principalmente, do fato de este
microrganismo ser eucarioto proporcionou a grande difusdo deste sistema
biologico como metodologia experimental para estudos de citotoxicidade e
genotoxicidade de determinados compostos (ZIMMERMAN et al., 1984). Os
ensaios com leveduras tém sido de grande utilidade na determinaco de agentes

mutagénicos ambientais ou farmacoldgicos e servem para complementar os
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ensaios de mutagenicidade realizados em bactérias (HENRIQUES et al., 1987,

RABELLO-GAY et al., 1991)

Os experimentos de mutagdo reversa e “forward mutation” sdo 0s mais
comumente utilizados por serem simples e de facil avaliagdo. A mutacdo
reversa refere-se a restauracdo da fungdo de um gene previamente deletado que
causa uma deficiéncia metabdlica. Reversdo de auxotrofia para prototrofia pode
ser causada por uma substitui¢do, insercdo ou delegdo de pares de bases, ou
ainda mutag¢do induzida no supressor do gene mutante original (MOUSTACCHI,
1980; ZIMMERMAN, 1984; ZIMMERMAN et al., 1984; HENRIQUES et al., 1987).
A linhagem mais amplamente utilizada para a realizacdo destes ensaios é a
linhagem hapldide XV185-14c, descrita por VON BORSTEL ¢ colaboradores
(1971). Esta linhagem permite a deteccdo de mutagGes locus-especifica,
reversdo do alelo ocre lys/-1 e do alelo “missense” hisl-7, além de reversdes
por alteracdes no quadro de leitura, locus homo3-10. A utilizagdo de uma
linhagem de levedura possuindo mais de um alelo mutante € bastante vantajosa,
pois eventos mutacionais independentes podem ser estudados sob condi¢des de
tratamento absolutamente idénticas (ZIMMERMANN, 1984; ZIMMERMANN et al.,

1984).

Ao contrario da mutagdo reversa, a “forward mutation” ou mutagdo para
frente ¢ baseada em alterages genéticas que determinam a perda de uma
fun¢do normal, como por exemplo a produgdo de um aminodcido. Geralmente a

perda da fungdo € recessiva no que se refere ao critério de crescimento na
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auséncia de um requerimento nutricional especifico. A perda de atividade

enzimatica, levando a resisténcia a antibidticos, como por exemplo
canavanina, ¢ mais utilizada como procedimento de rotina. Os mutantes
resistentes sdo analisados através de semeadura em meio seletivo contendo o
antibiotico, somente as células mutantes crescerdo (LEMONT, 1977,

HENRIQUES et al., 1987; RABELLO-GAY et al., 1991).

O processo conhecido como recombinagio caracteriza-se pela troca
reciproca ou néo reciproca de fragmentos do DNA entre crométides irmas ou
cromossomas homdlogos. Este fendmeno ocorre normalmente nas células
dipldides, no inicio da meiose, visando justamente a troca de informagfo
genética para aumentar a variabilidade génica. No entanto, muitos agentes
quimicos e fisicos podem interferir neste processo, aumentando sua
freqiéncia, independente da fase meidtica. Um aumento da frequéncia de
recombinac¢io em células dipldides € o reflexo dos mecanismos de reparagdo
celular que sdo induzidos em resposta a danos causados ao DNA, por agentes
quimicos ¢ fisicos (ZIMMERMANN, 1984; ZIMMERMANN et al., 1984).
Podemos analisar dois tipos de recombinagfio nestes microrganismos:

recombinag#o reciproca ou “crossing over” e converso génica.

No “crossing over”, ou permuta, ocorre a troca reciproca de segmentos
de DNA entre cromatides homoélogas. Em linhagens dipléides heterdlogas,
este processo pode ser detectado, caso seu gendtipo apresentar um par de

marcadores recessivos distantes entre si, mas localizados no mesmo brago
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cromossOmico em diferentes homologos e frente aos alelos selvagens

correspondentes. Para analisar o intercruzamento induzido por agentes se
utiliza uma linhagem dipldide de levedura com um par de marcadores
localizados em cromossomos homoélogos. A ocorréncia de “crossing over”
entre dois marcadores resulta no posicionamento de ambos alelos recessivos
no mesmo cromossomo homologo, enquanto que os alelos selvagens
localizam-se no outro cromossomo homologo. As células diploides
portadoras de ambos alelos em homozigose seriam capazes de restaurar o
gendtipo original (ZIMMERMANN, 1984; ZIMMERMANN et al., 1984,

HENRIQUES et al., 1987; RABELLO-GAY et al., 1991).

A conversdo génica mitética nfo produz recombinantes reciprocos e é
caracterizada por uma transferéncia unilateral de pequenas partes do genoma,
com cerca de 1000 nucleotideos, entre regiGes homologas de cromatides nio
irmds ou de cromossomos homoélogos. Como na mutagio reversa, este
procedimento se baseia na restauragdo da auxotrofia para um dado
requerimento nutricional. Neste caso, s@io utilizadas linhagens dipldides
heterozigotas com dois alelos inativos diferentes no mesmo locus de um
gene, necessario ao metabolismo de um dado fator de crescimento, € que
serdo dependentes da adi¢dio deste fator ao seu meio de cultivo. Entretanto, na
conversdo génica ocorre a tranferéncia de uma regido intacta de um alelo
mutante para substituir a seqiiéncia nucleotidica deficiente de outro alelo,
levando desta forma a estauragdo do genétipo selvagem, ou seja, a célula

torna-se prototrofica para o fator em questio (ZIMMERMANN et al., 1975;



28

ZIMMERMANN, 1984; ZIMMERMANN et al., 1‘984; HENRIQUES et al., 1987,

RABELO-GAY et al., 1991).

1.4.2.3. Ensaio com células de mamiferos

Modelos animais t€m desempenhado um importante papel neste
contexto, mas nem sempre atingem os quesitos bdsicos para sua utilizagd@o
imediata, como ja citado anteriormente no item 1.4. Dentro deste contexto, a
utilizagdo de cultura de células de mamiferos para a avaliacdo toxicologica de
quimicos em geral, tem oferecido vantagens sobre o emprego de modelos
animais destinados para os mesmos fins. Além dos testes serem de curta
duracio, trazendo beneficios econdmicos e logisticos, sdo vantajosos também
no sentido de se aproximarem metabolicamente aos seres humanos. Existem
basicamente trés requerimentos fundamentais para aplicagdo de testes em
cultura de células de mamiferos. Em primeiro lugar, os ensaios devem ser
reprodutiveis no que se refere a uma curva dose-resposta, em fungdo da
concentragdo do composto a‘ ser testado. Em segundo lugar, o critério de
avaliacdo da resposta deve ser linear em relagdo a concentragdo celular

(WILSON, 1986) .

O emprego de ensaios in vitro era destinado para “screening” de
substancias anticarcinogénicas. No principio, os estudos eram principalmente
qualitativos, onde a utilizacdo de meios de cultura ndo definidos prejudicavam

a andlise quantitativa. Quando esta era realizada, baseava-se em quantificagdo
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de alteragdes morfoldgicas causado as células. O desenvolvimento de meio de
cultura semi-definido, juntamente com técnicas para crescimento celular em
suspensdo ou em monocamada permitiu o crescimento reprodutivel de culturas,
permitindo assim, demonstrar quantitativamente o efeito citotoxico de

determinados compostos (WILSON, 1986).

1.4.2.3.1. Ensaios de Citotoxicidade e Prolifera¢do Celular em Fibroblastos de

Pulmdo de Hamster Chinés - Células V79

Dentre os vérios efeitos que podem ser analisados em cuitura de células
de mamiferos, ensaios com células V79 foram empregados neste trabalho
enfocando os efeitos da apomorfina no crescimento celular. O aumento na
concentracgdo celular em fungdo do tempo de incubacdo pode ser definido como
proliferacdo celular, que ¢ reflexo de um comportamento normal da cultura.
Este crescimento em cultura ¢ medido através de incorporacdo de *H-timidina
no DNA das células. Necessariamente, a diminui¢do desta incorporagdo ndo
significa que a droga esteja provocando morte celular, pode estar apenas
aumentando o tempo de duplicacdo das células, ou seja inibicdo de
proliféfrac;ﬁo. Um aumento no tempo de duplicacdo € apenas indicador de
citotoxicidade. Portanto, nestes ensaios, ndo ha distin¢do entre diminui¢do da
taxa de crescimento (proliferacdo celular) e morte celular (sobrevivéncia)

(WILSON, 1986).
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Experimentos ndo relacionados com pfoliferagéo celular em células
V79, mas igualmente importantes, também sdo recomendados como protocolo
para avaliacdo toxicologica de substincias. Dentre estes ensaios destacam-se a
andlise de aberragdo cromossémica e troca entre cromatides irmas,

recomendados por SWIERENGA et al., 1991.
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2 - OBJETIVOS

Estudos realizados a partir da década de sessenta demostraram que a
apomorfina pode sofrer oxidacdo em presenca de oxigénio molecular.
Recentemente, tem sido mostrado que esta capacidade de autoxidagdo pode
conferir a este alcaldide propriedades pro-oxidante bem como antioxidante.
Além disso, o grande potencial farmacoldgico no tratamento do mal de
Parkinson nos estimulou a esclarecer a correlacdo entre autoxidacdo da
apomorfina e sua acdo toxica e genotoxica. O presente trabalho teve os

seguintes objetivos:

1 - Determinar o mecanismo de oxidag@o in vitro da APO pelo uso de métodos
de titulagdo potenciométrica e andlise espectrofotométrica, estabelecendo desta

forma, o potencial redox padrio (E?) da APO.

2 - Determinar o efeito mutagénico da APO solubilizada em diferentes tipos de
solvente, pelo teste Salmonella/microssoma (Teste de Ames), utilizando as
linhagens TA97, TA98 e TA102 de Salmonella typhimurium em presenca e

auséncia de ativacdo metabdlica.

3 - Determinar as atividades citotéxica e genotoxica (mutagénica e
recombinogénica) da APO em culturas hapldides e diploéides de leveduras

Saccharomyces cerevisiae tratadas em diferentes fases de crescimento.
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4 - Verificar a influéncia do metabolismo oxidativo e fermentativo nas

respostas citotoxica e genotdxica de células diploides leveduras tratadas com

APO.

5 - Analisar o possivel efeito protetor da glutationa reduzida (GSH) sobre os

efeitos citotdxicos e genotoxicos induzidos pela APO em células dipldides de

leveduras.

6 - Investigar a citotoxicidade da apomorfina sobre fibroblastos de pulméo de

Hamster Chinés (células V79), utilizando-se ensaios de proliferacio celular.

7 - Analisar o envolvimento de metais de transi¢io (Fe’") no mecanismo de
oxidacdo e agdo téxica da apomorfina, pelos métodos espectrofotométricos e

ensaios de proliferagdo em células V79,
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3-CAPITULO 1

APOMOPHINE: CHEMICAL STUDIES AND MUTAGENIC
RESPONSE IN THE SALMONELLA MUTAGENICITY ASSAY
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ABSTRACT

Apomorphine is a synthetical alkaloid derived from morphine. Due to
structural similarity with dopamine it has been clinically used as an emetic agent,
and also in the treatment of Parkinson's disease. APO autoxidizes under aerobic

~conditions. Previous work demonstrated that this compound acts either as
antioxidant or pro-oxidant. Spectrophotometric studies showed that this alkaloid,
when solubilized in pure water or in DMSO undergoes spectral changes in a
time-dependent way. However, no significant changes were observed when 0.1 N
HCI was used as solvent. The oxidation of APO generated mutagenic compounds
to Salmonella typhimurium (Ames test). TA97 and TA98 strains demonstrated
different sensitivity for mutagenic response to this drug, in absence of S9 mix. In
the presence of S9 mix no mutagenic effect of oxidation products of APO was
found. With strain TA102 apomorphine showed no mutagenic effect in any
assays. The chemical studies in vifro demonstrated that during the autoxidation of
APO a pair of electrons is involved, suggesting that the toxic and mutagenic

effects of this alkaloid are not directly related to free oxygen radicals.

Keywords: Salmonella mutagenicity assay. Potentiometric titrations. APO. Auto-

oxidation. Oxygen radicals.

INTRODUCTION
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Benzylisoquinoline alkaloids comprise a large group of secondary plant
metabolites which display a variety of pharmacological activities. Some
benzylisoquinoline alkaloids of synthetic origin have been used as therapeutic

- drugs. Apomorphine (APO) is a éynthetical alkaloid obtained from morphine,
through acid-catalyzed reaction (Fig. 1.3) (c. f. review NEUMEYER, 1981). For
many years, it was only used for its emetic properties (RIOS et al., 1989; SIMEON
‘et al., 1989). The great interest in this alkaloid is due to its structural similarity
with dopamine, thus explaining the dopaminergic effects of APO (NEUMEYER et
al., 1981). For these reasons APO has been clinically used in the treatment of

Parkinson's disease (GILMAN et al., 1991; GANCHER, 1995).

In aqueous solutions, APO is unstable and undergoes decomposition in a
time-dependent way. As other catechols, it is autoxidized under aerobic
conditions (MASON, 1979; SAM et al., 1994). The toxicity of some catechols and
catecholamines in biological systems is probably due to the production of
oxidized chemical species (KLEGERIS et al., 1995). Some investigations have
been done about deleterious effects provoked by APO in biological systems or in
vitro. SUTTER & MATTER-JAEGER (1984) demonstrated the genotoxic effect of
this alkaloid in bacteria. Its autoxidation produces mutagenic species that induce
frameshift mutations in Salmonella typhimurium strains. Recently, MORELLO et
al., (1994) demonstrated trypanocidal effect of APO, and this effect could be
correlated with its anti-oxidant activity. The mechanism of toxicity of this
alkaloid is unclear. Many benzylisoquinoline alkaloids has got reactive phenolic

groups which autoxidize themselves and can participate in redox reactions
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(UBEDA et al., 1993). It has been éstablished that APO is oxidized by oxygen in
neutral solution to the colored quinone derivative (SHAMA, 1972). This process
leads to paradoxical activities: some previous works demonstrated that APO acts
either as antioxidant or as prooxidant. UBEDA et al., (1993) reported that APO
increased deoxyribose degradation by a mechanism related to generation of
superoxide anion radicals. However, this alkaloid was able to inhibit lipid

peroxidation in microsomes.

In the present study we analyzed the chemical changes of APO, during its
autoxidation process. We evaluated the mutagenic potential of this alkaloid in the

Ames test and its possible relation to autoxidation mechanism.

MATERIAL AND METHODS

Chemical products

The benzylisoquinoline alkaloid APO was obtained from E. Merck
(Damrstadt, Germany). The potenciometric assays were done with oxidized and
reduced solutions of this alkaloid. The oxidized solutions were prepared in
distilled and deionized.water and kept at 4 OC, during 3 weeks. To prepare
reduced solution, 1 g of APO was resuspended in 3 ml of ethanol and
recristalized at room temperature. This process was repeated 3 times and after the
alkaloid was resuspended in pure water obtained from Milli Q system. To carry

out the Ames test, APO was diluted in dimethyl sulfoxide (DMSO) or 0.1 N HC]
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immediately prior to use. APO (1 mM) dissolved in DMSO, 0.1 N HCI and/or

pure water were used to carry out spectrophotometric assays.

The titration solution (0.081 M sodium sulfite and 0.005 M potassium

dichromate, 0.011) was prepared in pure water immediately prior to use.

Strains
The Salmonella typhimurium strains TA97, TA98 and TA102, as
described by MARON & AMES (1983), were kindly provided by B. M. Ames,

University of California, Berkeley, CA (U.S.A.).

Spectrophotometric assay

The APO solutions (ImM) were scanned in a Shimadzu UV-VIS
spectrophotometer UV-160A at wavelengths between 200 and 800 nm. To carry
out the spectral changes of APO in the presence of S9 mix cofactors, the same
final concentration found in standard S9-mix of oxidized nicotinamide
dinucleotide diphosphate (NADP), glucose-6-phosphate (G6P) and reduced

gluthatione (GSH) were used (MARON & AMES, 1983).

Titration and potenciometric assay
Reduced solutions of APO were used in the potassium dichromate
titration. The sodium sulfite titration was done with oxidized solution of APO.

The oxidized and reduced stock solution of APO were diluted in pure water (v/v)
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in the following way: (a) sodium sulfite titration: 0.037 M APO diluted 5:25;

(b) potassium dichromate titration: 0.004 M APO diluted 5:20.

The redox potential measurements were done with Wheastone Bridge
(DAMASKIN, 1981), modified. The measurements of null current intensity were
done with micro-amperimeter, changing the voltage through a second variable
resistance. The standard potential was considered the initial measurement before
the addition of the titters (basic potential). The potential was measured with

platine electrode, at 25 OC. Each test was repeated three times.

Salmonella mutagenicity assay

Mutagenicity was assayed by the preincubation procedure proposed by
MARON & AMES (1983). Different concentrations of APO (20, 40, 60, and 80
ng/plate) were incubated with 100 pl of test bacterial cultures (1-2 x 109
cells/ml) in the presence or in the absence of metabolization during 20 min or 25
min, respectively, in the dark at 37 OC, without shaking. The S9 fraction,
- prepared from livers of Sprague-Dawley rats pretreated with polychlorinated
biphenyl mixture (Aroclor 1254), it was purchased from Moltox (Annapolis, MD,
U.S.A)). The S9 mix metabolic activation mixture was prepared according to
MARON & AMES (1983). Two ml of soft agar (0.6% agar, 0.5% NaCl, 50 uM
histidine, 50 uM biotin, pH 7.4, 45 OC) was added in the test tube. Immediately
the mixture was poured onto a Petri dish with minimal agar (1.5% agar, Vogel-
Bonner E medium, containing 2% glucose). In assays employing S9 fraction

(16.3 mg/ml protein) 500 ul of S9 mix was added. The plates were incubated in
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the dark at 370 C for 48 hours before counting the revertant colonies. All assays
were done in triplicate. Aflatoxin By (AFB1, 0.5 pg/plate) was used as positive
control for all strains in the metabolic activation assay. In the absence of S9 mix
the positive control was 0.5 pg 4-nitroquinoline-oxide (4NQO) per plate. The

negative controls (DMSO and/or 0.1N HCI) were used in all assays.

The final criterion used to interpret and consider the results of the Ames
test as positive, was similar to that formerly used by VARGASet al., (1993; 1995),
1. e. a number of revertants double that the spontaneous yields accompanied by a
reproducible dose-response curve. The dose-response curves were evaluated by

the SALMONEL software (MYERS et al., 1991).

RESULTS

Potentiometric titration

Potentiometric assays were used to study the probable mechanism of APO
oxidation in vitro. APO solutions were tittered by an oxidant or reducing agent
and the redox potential was measured. Through values obtained during titration,
it was possible to calculate the number of electrons that have changed between
APO and oxidant/reducing agents (CHRISTIAN, 1994). With the values obtained

in the potential measurements half-reaction was established (equation 1).

14H" + Cr,0,° + 6 — 2Cr’* + 7H,0 (equation 1)
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APOH, + 2¢° —> APOox + 2H'

The APO standard potencial (E?) was calculated based in titration dates.

E’= -0.286

Spectrophotometric assay

Spectrophotometric assay showed a time-dependent decomposition when
APO was solubilized in DMSO or pure water (Figure 2.3A and B). When APO
- was solubilized in pure water, the spectral changes (peaks at 415 and 620 nm)
were observed at 24h after drug solubilization. The spectrum of APO dissolved in
DMSO shows only a small peak at 620nm, and the peak at 415 nm was observed
seven days after drug solubilization. However, when this alkaloid was solubilized
in 0.1 N HCI no changes in the spectrum were observed (Figure 2.3C). In another
set of experiments, the time-dependent APO decomposition in the presence of S9
mix cofactors was investigated. These results showed that decomposition of APO
solubilized in pure water (control) start at 30 min after drug solubilization (Figure
3.3A). However, when NADP, G-6-P and GSH were added in the aqueous
solution of APO, the decomposition of this drug was prevented (Figure 3.3B, C

and D, respectively).

Salmonella mutagenicity assay
Mutagenicity of APO was investigated in the Salmonella/microsoma
assay. Figures 4.3 and 5.3 display the mutagenic activity of APO solubilized in

DMSO or 0.1N HCl in Salmonella typhimurium TA97, TA98, TA102 strains
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with and without microsomal activation. With microsomal activation, no
mutagenic effect was observed in this strain when APO was solubilized in 0.1 N
HCl (ngure 4.3A). APO dissolved in DMSO showed a dose-response curve only
in TA97 strain, but the mutagenesis index was not increased by a factor of two,
therefore no positive response was detected. APO (DMSO) did also not induce
any mutagenic response in TA98 and TA102 in the presence of metabolization
| (Figure 4.3B). The significant mutagenic effect of this alkaloid was only
observed in the absence of metabolization. When 0.1 N HCI was used as solvent,
TA97 showed a mutagenic response from lower dose of drug, however this effect
did not increase when the drug concentration was increased. As was observed
with microsomal activation, no mutagenic effect was detected in this
solubilization conditions, on TA98 and TA102 (Figure 5.3A). A significant APO
mutagenic effect was demonstrated on TA97, when this drug was solubilized in
DMSO. In this same solubilization conditions TA98 showed a borderline
mutagenic response and on TA102 APO was not able to iﬁduce mutagenic effect

(Figure 5.3B).

DISCUSSION

According to spectral changes, the APO oxidation was time-dependent.
The spectral changes of this alkaloid solubilized in DMSO was observed in a
later decomposition, when compared with this alkaloid solubilized in water (Fig.

2.3A and B). This result could be explained by the fact that there is less oxygen
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dissolved in DMSO than in water, thus slowiﬁg down APO autoxidation. The
difference in the time of decomposition between both solvent suggests that
oxygen is responsible for starting decomposition of APO in vitro (ERHARDT,
1976). When this alkaloid was .solubilized in pure water there was
decomposition, due to air oxidation of catechol moiety (LINDE & RABAG, 1968).
The spectral behavior of APO solubilized in 0.1 N HCI indicates that no
decomposition occurred (Fig. 2.3C). As reported in other catecholamines, in low
pH the dissociation of catechol moiety is more difficult, thus preventing its
autoxidation (BERTINL1981.; KALYANARAMAN et al., 1985). These results
suggest that under acidic conditions the phenolic group of APO can not oxidize.
This could explain the different mutagenic responses observed when the
salmonella/microsoma assay was performed with APO solubilized in 0.1N HCI

and DMSO (Figs 4.3A and 5.3A).

Nucleotide nicotinamide adenine diphosphate (NADP), glucose-6-
phosphate (G6P) and reduced glutathione (GSH) prevents APO decomposition in
comparison with the APO solubilized in pure water (Fig.3.3A, B, C and D).
Since these cofactors are present in the S9 mix (MARON & AMES 1983), it
suggests that they and/or other compounds, could be responsible for the observed
non-mutagenic effects in salmonella mutagenicity assay performed with
metabolization (Fig 4.3A and B). The protective mechanisms of these cofactors
are not clear. It can be hipothesised that some this compounds to behave as
reducing agents in vitro and in biological systems, thus decreasing the damages

caused by APO.



44

The mutagenic response observed in TA97 and TA98 in the absence of S9
mix was probably due to the oxidized forms of APO (Fig. 5.3A and B). The
different responses observed between these two strains could reflect a higher
sensitivity of TA97. This strain has a second "hot spot" and, therefore, is more
sensitive to some mutagens that also revert TA98 (MARON & AMES, 1983). This
oxidized forms could be quinones or o- semiquinones, since these compounds
can be formed either directly or indirectly from oxidation of the catechol moiety
(MASON et al., 1961; KALYANARAMAN, 1982; MONKS et al., 1992). The
potentiometric titration indicated that during APO oxidation this alkaloid gives
and receives two electrons (equation 1), suggesting no semiquinone and oxygen
reactive species generation in vitro. In addition, the determination of APO E’
suggests that this alkaloid has a reducing power, because substances that have
negative E” can give electrons spontaneously. This hypothesis corroborates with
results obtained in the biological assays. TA102 showed no mutagenic effect in
any Ames test conditions. This strain is especially designed to detect oxidative
mutagens (LEVIN et al., 1982). However, in biological systems semiquinones may
be generated from oxidation/reduction of catechols and quinones by a variety of
methods, including photoxidation, autoxidation/chemical oxidation and enzymic
oxidation (KALYANARAMAN et al., 1985; CADENAS & ERSNTER, 1990; MONKS et
al.,1992). Quinones and semiquinones are reactive molecules that can bind to
proteins, enzymes or other endogenous constituents producing conjugates, DNA
aducts and secondary free radical (KALYANARAMAN et al., 1985.; MONKS et al.,

1992). Semiquinone radical can react both as nucleophiles, as spontaneously with
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molecular oxygen to regenerate the quinone and to form superoxide radical
(THOR et al., 1982; WEFERS & SIES, 1983; SMITH et al., 1985). Besides that,
quinones are potent electrophiles subject to attack by nucleophiles such as the
thiol group of reduced glutathione, which is abundant in many cells. Depletion of
reduced glutathione can result in DNA damage and other consequences (THOR et

al., 1982; DIMONTE et al., 1984).

It is clear that further investigations related with electrochemical and steric
properties of APO are necessary. Besides that, a potentiometric study of APO
could supply further data in order to obtain a better explanation of the toxicity

mechanism in vivo.
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Figure 1.3. Obtention of apomorphine from morphine, through acid-catalyzed

reaction.

Figure 2.3. Time-dependent APO (ImM) decomposition analyzed at zero time
(gray line), after 24hr (dotted gray line) and after seven days (black line) of
| solubilization .A. APO solubilized in pure water; B. APO solubilized in DMSO;
C. APO solubilized in 0.1N HCL

Figure 3.3. Time-dependent APO (ImM) decomposition in the presence of S9
mix cofactors analyzed at zero time (gray line), after 30 mim. (dotted gray line)
and after 1h (black line) of solubilization. A. APO solubilized in pure water; B.
APO solubilized in pure water plus NADP; C. APO solubilized in pure water
plus G6P; D. APO solubilized in pure water plus GSH. The concentrations used
in this assay are the same used in standard S9 mix as described in MARON &

AMES (1983).

Figure 4.3. Induction of HIS' revertants in Salmonella typhimurium TA97, TA98
and TA102 by APO in the presence of metabolization (S9 mix). A. APO
solubilized in 0.IN HCI; B. APO solubilized in DMSO. Mutagenesis Index
corresponds to number of HIS" induced by APO/ number of spontaneous HIS" in

the negative control (solvent). * significant at 5%; ** significant at 1%

Figure 5.3. Induction of HIS' revertants in Salmonella typhimurium TA97, TA98
and TA102 by APO in the absence of metabolization (S9 mix). A. APO
solubilized in 0.IN HCI; B. APO solubilized in DMSO. Mutagenesis Index
corresponds to number of HIS" induced by APO/ number of spontaneous HIS' in

the negatiVe control (solvent). * significant at 5%; ** significant at 1%
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ABSTRACT

Apomorphine is a synthetic benzilisoquinoline alkaloid obtained from
morphine. This alkaloid presents similarity with dopamine due to catechol
moiety. The cytotoxic effects of catechols and catecholamines are oxidation-
dependent and its process is linked with oxidative metabolism. The yeast
Saccharomyces cerevisiae 1s an eukaryotic microorganism presenting both a
fermentative as well as an oxidative metabolism. In this work, it was showed
that apomorphine was able to induce important cytotoxic effect on haploid and
diploid yeast cell cultures. This effect was dependent of ploidy status, growth
phase, and‘drug autoxidation. This alkaloid was able to induce significantly
frameshift mutation and crossing over in exponentially growing phase of
haploid and diploid cells, respectively. Reduced glutathione was able to
abolish the cytotoxic and genotoxic effects caused by this alkaloid. The
protective effect of reduced glutathione was more pronounced in early

exponential phase of growth.

Keywords: Apomorphine. Cytotoxicity and genotoxicity. Saccharomyces

cerevisiae. Oxidative and fermentative metabolism.
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Apomorphine (APO) is a synthetic benzilisoquinoline alkaloid obtained
through acid-catalyze reaction from morphine (SHAMA, 1972). This drug is
known since 1869, and it has been used as emetic agent (NEUMEYER et al.,

1981; RIOS et al., 1989; SIMEON et al., 1989). Nowadays, APO has been
receiving renewed attention due to its anti-Parkinson therapeutic properties
(GANCHER, 1995). Such effect is caused by structural similarity to dopamine

(SHAMA, 1972; NEUMEYER, 1985).

This alkaloid shows in its structure a catechol moiety. In a biological
system, the cathecol oxidation can produce quinone and semiquinone radicals
by oxidative metabolism, involving several enzymatic systems (KAPPUS & SIES,
1981; WARDMAN et al., 1995). The oxidation of APO catechol moiety is pH-
dependent (SHAMA, 1972; SAM et al., 1994) resulting in a deep color product
(MASON, 1979), as well as, o-semiquinone, quinone derivatives and oxygen
free radicals (COHEN & HEKKILA, 1974; SULLIVAN & STERN, 1981).'These
reactive compounds are toxic by covalent binding to proteins, enzymes and
other endogenous constituents (WICK & FITZGERALD, 1981, MONKS et al.,
1992). The APO autoxidation has been correlated with some activities verified
in vitro and in vivo. APO has shown to be able to induce frameshift mutations
in Salmonella typhimurium in the Ames test and its mutagenic action was

attributed to products of its autoxidation (SUTER & MATTER-JAEGER, 1984). It
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has been recently shown that APO increased deoxyribose degration and
stimulated DNA damage production by Fe’* and Cu** (UBEDA et al., 1993). In
contrast, APO showed antioxidant properties. Recent studies showed that APO
inhibited lipid peroxidation induced by Fe’* (MARTINEZ et al., 1992; UBEDA et
al., 1993;). Furthermore, recent data on the tripanocidal effects of aporphine

alkaloids, distinguished APO as the most toxic drug to Trypanosoma cruzi,
suggesting its potential application as an antitripanosomal drug in the treatment

of Chagas disease (MORELLO et al., 1994).

The cytotoxic effect of catechols and catecholamines is dependent of
oxidation and this process 1is linked with oxidative metabolism
(KALYANARAMAN et al., 1985). Saccharomyces cerevisieae is an eukaryotic
microrganism that has been used as experimental model in biochemistry and
genetics. This yeast is able to change from fermentative to oxidative
metabolism, depending on the kind and concentration of carbon sources

(LAGUNAS, 1986; WEUSTHUIS et al, 1994).

The aim of this study was to analyze the cytotoxic and genotoxic effects
of apomorphine on Saccharomyces cerevisiae strains and correlate these effects

with oxirreductive metabolism of yeast.
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MATERIAL AND METHODS

Strains
The haploid Saccharomyces cerevisiae XV-184-14c strain (Mat o ade2-

1, arg4-17, hisl-7, lysi-1, trp5-48, hom3-10) was constructed by VON BORSTEL

- (1971),

The diploid S. cerevisiae XS2316 strain was described by MACHIDA &

NAKAI (1980), possessing the following genotype:

+ o leul-1 _frp5-48 _ + + + MATa  _hisl-1
ade6b leul-12 + cyh2 metl3 Ilys5-1 MATa  hisl-1
Chemicals

Apomorphine chloride was obtained from E. Merck (Darmstadt,
Germany). To carry out the experiments, the alkaloid was solubilized in pure
water from Milli Q system. Stock solution (10 mg/ml) was prepared prior to
use. The appropriate solutions of drug were obtained by dilution of stock
solution in }pure water from Milli Q system. To carry out the assays with
glutathione, reduced glutathione (Sigma), was solubilized in pure water at

concentration of 2 mg/ml, also prior to use.

Media
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YEPD medium containing 0.5% yeast extract (Difco), 2% bactopeptone
(Difco) and 2% dextrose (Difco) in pure water. For plating it was solidified
with 2% bacto-agar (Difco). The minimal medium (MM) contained 2%
dextrose and 0.67% bacto-yeast nitrogen base without amino acids (Difco) and
2% bacto-agar (Difco).The synthetic medium (SC) contained 2 mg adenine, 2
mg arginine, 5 mg lysine, 1 mg lysine, 2 mg leucine, 2 mg methionine, 2 mg
tryptophan, 24 mg threonine per 100 ml MM. The omission media lacking
lysine, histidine or homoserine (SC-lys, SC-his, or SC-homo) were used to
determine mutagenesis on XV185-14c strain. In order to verify
recombinogenesis, leucine was omitted from synthetic medium (SC-leu), also
can be verified by adding 200 pg of cycloheximide (Calbiochem, USA) at

YEPD medium.

Growth yeast conditions

Stationary-phase cultures were obtained by inoculating 5 x 100 cells/ml
ofa liquid YEPD culture in stationary phase in 5 ml of YEPD medium. After
72h of incubation at 30 ©C with aeration by shaking, the cultures contained 2 x
108 cells/ml. Mid-exponential phase cultures were obtained by inoculation of 5
x 103 cells/ml of the same YEPD stationary culture in 150 ml of YEPD liquid
medium. After 12h of incubation under the same conditions, the cultures
contained 2 x 10’ cell/ml and 20-40% budding cells. The early-exponential
phase was obtained by inoculating 5 x 10° cells/ml in 150 ml of YEPD liquid

medium. After 12h of incubation at the same conditions, the cell suspension
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contained 6 x 10° cells/ml. The cell number ahd proportion of budding cells
were determined by counting in hemocytometer, as previously described

(PASQUAL et al., 1993).

Survival and Mutagenesis Assays

A cell suspension (2 x 108 cells/ml) in mid-exponential or stationary
growth phase was incubated in 3 ml of phosphate-buffer (0.2 M, pH 7.0) in the
presence of different apomorphine concentrations, during 6h at 28 °C with
aeration by shaking. After appropriated dilution, treated and untreated cells
were seed in YEPD medium, to determine the survival, and the counting of
survivors colonies was performed after 3 days of incubation at 28 °C. Scoring
of HIS, LYS and HOM prototrophic colonies on appropriate omission media
was performed after 7-10 days. The Iys/-I allele is a suppressible ochre
nonsense mutant (HAWTHORNE, 1969), which can be reverted either by a
reversion at lysl/-I1 locus itself or by a forward mutation at one the eigth
suppressor gene loci (HAWTHORNE and MORTIMER, 1963; VON BORSTEL et al.,
1971). Distinctions between reversions at the lys/-/ allele itself and forward
mutations at the suppressor was made by method described by SCHULLER and
VON BORSTEL (1974). The hisl-7 1s a missense allele which is non-
suppressible, and reversion result from mutations at the locus itself (SNow,
1978). The hom-3-10 is belived to be a frameshift defect due to its response to

a range of diagnostic mutagenes (VON BORSTEL et al., 1971).
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Detection of Induced Recombination

After the same conditions of treatment described above, the cells were
diluted and plated on YEPD for analysis of cell survival, SC-Leu for intragenic
recombination (gene conversion) in the leu2 locus and YEPD+Cyh for
intergenic recombination (crossing over) in the cyh2 locus. To verify the
involvement of glutathione in the cytotoxic and genotoxic effects of
apomorphine, 100 pg/ml of reduced glutathione was added in the cultures
during the treatment. Plates were incubated for 4-5 days at 28 °C and colonies
were scored. For detecting commitment haploidization it was used the
procedure described by MACHIDA & NAKAI (1980). The colonies in the

omission media were classified as true recombinant according to POTHIN et

al.(1994).

RESULTS

Cytotoxic Effect

The Table 1.4 and 2.4 show the cytotoxic response of APO S.
cerevisiae cells treated in early-, mid-exponential and stationary cultures of
yeast haploid and diploid cells. The cells in early- and mid-exponential phase
were more sensitivite to the lethal effects of this alkaloid than cells treated in
stationary phase of growth. This phase-dependent effect is more pronounced in

haploid cells than diploid cells (Table 1.4 and 2.4).
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Mutagenic effect

The Table 1.4 shows the frequencies of both points (HIS1*, LYS1™) and
frameshift (HOM3") mutations induced by APO in stationary and mid-
exponential cultures of haploid yeast cells. It is clearly seen that non toxic APO
doses applied did not induced mutations. As observed to APO cytotoxic effects,
the cultures treated in mid-exponential phase were more sensitive to mutagenic
effect caused by APO than in stationary growth phase. It was observed that this
alkaloid was able to induce frameshift mutation (Hom3-10) from 50 pg/ml in
mid-exponential phase of growth. However, significant point mutation in this
phase (lysI-1) was observed mainly at 75pug/ml, therefore upon this
concentration the revertant was not observed because the survivors number was
very low. In stationary phase of growth the induction of frameshift mutation
was only significant at higher APO concentration, indicating a borderline
effect. No induction of point mutation (lys/-land hisI-7) was observed in this

phase. (Table 1.4).

Recombinogenic effect

The search for recombinogenic effect of APO was carried out in
stationary, mid- and early-exponential cultures of yeast diploid cells. The Table
2.4 shows the recombinogenic effect of APO on diploid S. cerevisiae strain
XS2316. APO induced significant (Student t-test) crossing over from de 50u

g/ml in mid-exponential phase of growth. In the early-exponential phase, the
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induction of crossing-over was significant at 60. ug/ml and at higher dose (100
pg/ml) of APO, the crossing over number falls due to the strong cytotoxic
effect of this drug. In stationary phase of growth an increase dose-dependent in
the crossing-over number was observed, however only in the higher
concentration of this alkaloid this effect was significant (Table 2.4). However,
~ it can be seen in Table 2.4 that at the non toxic APO applied dose the frequency
of crossing over was close to spontaneous rate. This occurs for both growth
phases. Therefore, even in toxic doses, APO was not able to increase the

frequency of gene conversion, on all growth phases tested (Table 2.4).

Involvement of glutathione on cytotoxic and genotoxic effects of APO

In another set of experiments the protective effect of glutathione was
observed against damages caused by APO on S. cerevisiae diploid cells treated
either early-exponential and mid-exponential phase of growth. Table 3.4 shows
the protective effect of glutathione on the APO cytotoxicity and genotoxicity.
When the treatment was performed in the presence of glutathione (100 pg/ml),
no significant APO cytotoxic and genotoxic effects were observed in mid-
exponential phase of growth, indicating a total protection in this phase of
growth (Figure 1.4) However, when cells in early-exponential phase of growth
were treated with APO in presence of glutathione, the protective effect was not
total, but at highest dose, the survival increased about three logs, when

compared with treatment performed without GSH. (Figure 1.4).
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DISCUSSION

The cytotoxic and genotoxic effects of APO on Saccharomyces
cerevisiae cultures depend upon alkaloid concentration as well as growth phase
and ploidy of the yeast strain. This alkaloid undergoes autoxidation (MASON,
1979) producing oxygen reactive species, o-semiquinones and quinones
(COHEN & HEKKILA, 1974; SULLIVAN & STERN, 1981). These reactive
products can interact with proteins, enzymes, nucleic acids and other
endogenous constituents, thus causing cell damage (MONKS et al., 1992).The
results indicate that cytotoxicity and genotoxicity observed by APO is

dependent mainly of autoxidation reactive products.

Both haploid and diploid strains were more sensitive to deleterious
effects of APO in mid- and/or early exponential phase, respectively (Table 1.4
and 2.4). This dependence can be associate to differences in metabolism and
cellular defense mechanisms. During growth in fresh medium containing
glucose, the cells are in the logaritimic initial phase. In this phase, the glucose
is abundant in the medium, and an anaerobic metabolism takes place. As it is
known, the glucose exerts a repressive effect on the synthesis of a variety of
enzymes (catabolic repression) (GANCEDO & SERRANO, 1989; GANCEDO,

1992). Thus, many defense enzymatic can be repressed by glucose, including
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catalases, superoxide dismutases, ‘glutathione beroxidase and cytochrome ¢
peroxidase. Derepression of the corresponding genes occurs along with the
respiratory adaptation that follows glucose exhaustion (MORADAS-FERREIRA ef

al., 1996). The catabolic repression could be one explanation to the different |
responses found in the different growth phase of both haploid and diploid S.
~ cerevisiae strains. The strong cytotoxic effect induced by APO in early-
exponential phase could be related to catabolic repression of some kind of
genes invoved in defense mechanisms. The mid-exponential phase of growth
may correspond to inicial derepression, where the respiratory adaptation
begins, and the cells became more resistant to deleterious effect induced by
APO. Besides that, the yeast in exponentially growing normally presents high
level of cytochrome P-450 metabolic activation system (ZIMMERMANN et al.,
1984), which may contribute to APO toxicity. The weakest cytotoxic and
genotoxic effects shown by stationary phase, could be due to another
mechanism, not involving catabolic repression. The increased antioxidant status
after respiratory adaptation is probably a contributing factor to the increased
oxidative-stress tolerance of stationary-phase of growth in yeast (JAMIESON et
al., 1994; STEELS et al., 1994). On the other hand, the changes in the walls of
yeast in exponential phase could contribute to APO cytotoxicity and
genotoxicity, as it was already demonstrated by a variety of other compounds
(MELO et al., 1986; VON POSER et al., 1990; MORENO ef al., 1991; PASQUAL et

al., 1993).
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The ploidy effect was only observed on exponentially growing cells
(Table 1.4 and 2.4). Absence of ploidy effect in stationary phase was probably
due to the higher antioxidant status in this phase in comparison to exponential
phase of growth (JAMIESON et al., 1994). The higher APO resistance observed
in the diploid cells could be due to its ability to eliminate the damages induced
by this alkaloid via recombinogenic repair mechanisms. This mgchanism used
by cells could help survival to lethal effects of APO, but on the other hand, it
could increase recombination response (PETES et al.,1991). The frequency of
recombinants (CYH+) was increased by APO (Table 2.4), showing a clear
recombinogenic effect of this alkaloid. However, the frequency of convertants
induced by APO in diploid cells was closed to the expontaneous rate (Table
2.4). The increase of recombinogenic events could be related with the
interaction of the autoxidation APO-reactive products with DNA, leading to
DNA double strand-breakes and increasing the number of crossing over.
Quinone can be generated during APO autoxidation. This reactive molecule
may be toxic to cells by a number of mechanisms including redox cycling,
arylation, intercalation, induction of DNA strand breaks, generation of site-
specific free radicals and interference with mitochondrial respiration

(KALYANARAMAN et al., 1985; MONKS et al., 1992).

As observed in diploid yeast cells, the genotoxic effect induced by APO
in haploid yeast cells took place only in mid-exponential phase of growth. The

frequency of point mutation (his/and lys/) remains unchanged, while the
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frameshift mutation (hom3-10) is‘ increased by a factor of 25 (Table 1.4). Also
in the Ames test APO was found to be weakly mutagenic on TA1535 (SUTER &
MATTER-JAEGER, 1984), and on TA97 (CKLESS et al., 1996), which detect
frameshift mutation. This effect could also be related with DNA-quinones
interaction, such as arylation, intercalation, induction of DNA strand-breaks

(KALYANARAMAN ef al., 1985; MONKS et al., 1992).

In the presence of reduced glutathione (GSH), the cytotoxic and
genotoxic effects of APO were reduced or eliminated (Fig. 1.4, Table 3.4). The
protective effect of GSH was more pronounced in early- than mid-exponential
phase of diploid cells. This effect could be explained in three ways: (a) GSH
could prevent autoxidation of APO out of the cells; (b) the cells could uptake
GSH, increasing the cellular defenses against deleterious effects of APO; and
(c) both hypothesis could simultaneously take place. In addition, GSH strongly
reduced the mutagenicity and toxicity induced by APO on Salmonella
thiphymurium strains (SUTER & MATTER-JAEGER, 1984). Besides that, this
tripeptide also reduced the dark green color observed after APO autoxidation
(date not shown). The presence of this reducing agent also prevent oxidation of
APO solution in vitro (CKLESS et al., 1996). These observations along with the
fact that the antioxidant defenses are reduced in exponentially growing yeast
cells lead us to suggest that the cytotoxicity and genotoxicity of APO is mainly

dependent of its oxidation products. However, further studies on molecular
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mechanisms of APO toxicity need to be anélyzed in different biological

systems.
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INDUCTION OF 