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Resumo

Disturbios na formacdo de angiotensina Il (Ang Il) podem causar a hipertensao,
problemas cardiovasculares, renais € até mesmo o cancer. Farmacos como
inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) e os antagonistas dos
receptores de angiotensina (ARA) possuem propriedades em regular a formacéo da
Ang Il e, possivelmente, efeitos antiproliferativos e antioxidantes. O presente estudo
teve como objetivo avaliar os efeitos mutagénicos/recombinogénicos de dois
inibidores da ECA (Captopril e Perindopril) e de um antagonista do receptor de
angiotensina (Losartana potassica), por meio do teste para detecgdo de mutagéo e
recombinacdo somatica em asas de Drosophila melanogaster, bem como o0s
possiveis efeitos moduladores contra dos danos induzidos pelo cloridrato de
doxorrubicina (DXR), um farmaco antitumoral cujo mecanismo de ac&o envolve
intercalacdo ao DNA e formacao de radicais livres. Para o tratamento, larvas trans-
heterozigotas descendentes do cruzamento de alta bioativacao (HB) e do
cruzamento padrédo (ST) foram submetidas a um tratamento cronico de 48h. Neste
procedimento, foram utilizadas cinco concentragcbes de cada farmaco, isoladas ou
associdas a DXR (0,125mg/mL). Os resultados revelaram que captopril ndo possui
efeito mutagénico ou recombinogéncio em ambos cruzamentos e, ainda, se mostrou
incapaz de modular os efeitos induzidos pela DXR. Perindopril ndo apresentou efeito
mutagénicos ou recombinogénicos nos descendentes ST, porém, tais efeitos se
manifestaram nos descendentes HB. Losartana potassica ndo apresentou efeitos
mutagénicos ou recombinogénicos em ambos os cruzamentos (ST e HB), porém, no
co-tratamento com DXR apresentou efeito modulador, capaz de reduzir os danos
induzidos pelo quimioterapico. Em conclus&o, os resultados sugerem que os efeitos
antioxidantes de captopril ndo foram observados neste experimento, pois captopril
ndo foi capaz de reduzir os danos induzidos pela DXR; perindopril ao ser
biometabolizado pelas enzimas citocromo P450 apresentou potencial em induzir
eventos recombinogénicos; e 0 efeito modulador apresentado pela losartana
potassica parece esta relacionado a sua capacidade em alterar a permeabilidade da
membrana e de ativar mecanismos antiproliferativos.

Palavras-chave: SMART. Drosophila melanogaster. Captopril. Perindopril.

Losartana potassica. Doxorrubicina.



Abstract

Disturbances in the formation of angiotensin Il (Ang IlI) can cause hypertension,
cardiovascular, kidney problems and even cancer. Drugs such as inhibitors of
angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitors and angiotensin receptor blockers
(ARB) have properties in regular the formation of Ang Il and, possibly, effects
antiproliferative and antioxidant. This study aimed to evaluate the mutagenic effects /
recombinogenic of two ACE inhibitors (captopril and perindopril) and of an
angiotensin receptor blockers (losartan potassium), by testing for mutation detection
and somatic recombination in wings Drosophila melanogaster, as well as possible
modulating effects of these drugs against the damage induced by doxorubicin (DXR),
an antitumor drug whose mechanism of action involves intercalation of DNA and
formation of free radicals. For the treatment, the larvae trans-heterozygous
descendants of crossing high bioactivation (HB) and standard crossing (ST) were
subjected to chronic treatment 48h. In this procedure were used five concentrations
of each drug, individually or associdas DXR (0.125 mg/mL). The results showed that
captopril has no mutagenic effect or recombinogéncio on both junctions and also
proved unable to modulate the effects induced by DXR. Perindopril showed no
mutagenic or recombinogenic effect on ST descendants, however, these effects was
expressed in HB descendants. Losartan potassium did not show mutagenic effects or
recombinogenic in both crosses (ST and HB), however, in the co-treatment with DXR
showed modulating effect, able to reduce the damages induced by chemotherapy. In
conclusion, the results suggest that the antioxidant effects of captopril were not
observed in this experiment, because captopril was not able to reduce the damage
induced by DXR; while perindopril to be biometabolizado by cytochrome P450
enzymes showed potential to induce recombinogenic events; and the modulating
effect presented by losartan potassium seems is related to its ability to alter the
permeability of the membrane and activate antiproliferative mechanisms.

keywords: SMART. Drosophila melanogaster. Captoprol. Perindopril. Losartan

potassium. Doxorubicin.
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APRESENTACAO

O sistema renina-angiotensina (SRA) é responsavel pela produgdo da
angiotensina Il (Ang IlI), um importante peptidio que possui dois receptores
especificos (AT1 e AT2), aos quais a angiotensina deve se ligar para exercer suas
funcdes biolégicas. Ao se ligar com o receptor do tipo 1 (AT1) promove a
vasoconstricdo, secrecdo de aldosterona, crescimento e proliferacao celular. Ao se
ligar com o receptor do tipo 2 (AT2) promove a vasodilatagdo, antiproliferagéo,
apoptose e diferenciagao.

Disturbios na formacéo de Ang Il podem causar a hipertensao, problemas
cardiovasculares, renais e até mesmo o cancer. Contudo, alguns farmacos s&o
capazes de regular a formacdo de Ang Il com eficacia e tolerancia; tais como os
inibidores da enzima conversora de angiotensina € 0s antagonistas dos receptores
de angiotensina Il.

Os inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) atuam
impedindo a formagdo da Ang Il, resultando em uma diminuicdo dos niveis
circulantes de Ang Il e de aldosterona que, em consequéncia, reduzem a resisténcia
vascular sistémica. Os inibidores da ECA provocam, ainda, inibicdo de enzimas
cinases que aumentam os niveis de bradicinina com consequente vasodilatacdo.
Nos ultimos anos uma série de potentes e ativos inibidores da ECA, por via oral,
foram desenvolvidos e sdo usados no tratamento da hipertensdo e de outras
doengas cardiovasculares, tais como o Captopril € o Perindopril.

Outra classe de farmacos anti-hipertensivos com bom perfil de
tolerabilidade séo os antagonistas dos receptores de angiotensina (ARA) que atuam
bloqueando a ligagdo da Ang Il com o receptor AT+, impedindo a vasocontricdo das
arteriolas. Estes sdo medicamentos de escolha de pacientes que apresentam tosse
induzida pelos inibidores ECA, o principal representante dessa classe € a Losartana
potassica.

Atualmente, os medicamentos anti-hipertensivos tem sido alvo de
pesquisas por apresentarem propriedades protetoras contra o cancer e, ainda,
capacidade em reduzirem os efeitos colaterais causados pela quimioterapia com

doxorrubicina.



A doxorrubicina (DXR) é um quimioterapico com a acado citotdxica,
eficiente no tratamento de carcinomas da mama, sarcomas pediatricos e de adultos,
incluindo sarcomas osteogénicos, Ewing e dos tecidos moles. Apesar de sua
eficiéncia, a cardiotoxicidade € o principal fator limitante para o uso na clinica
médica. Neste sentido, acredita-se que os inibidores ECA e antagonistas do receptor
de angiotensina Il, sejam farmacos com potencial de reduzir efeitos colaterais da
DXR e ainda atuar na prevenc¢éo do cancer.

No entanto, as propriedades anticancer, atribuidas a estas classes de
anti-hipertensivos, sdo controversas, pois varios autores relacionam o captopril,
perindopril € losartana a génese do cancer. Desse modo, este trabalho enquanto
pesquisa basica faz-se necessario para avaliar a mutagenicidade e
recombinogenicidade destes farmacos em células somaticas de Drosophila
melanogaster, bem como 0s possiveis efeitos moduladores dessas drogas quando
associadas a DXR.

Para tanto, foi adotado o teste para detecgao de mutacédo e recombinacao
somatica (Somatic Mutation and Recombination Test - SMART) em asa de
Drosophila melanogaster. Este teste in vivo, tem como finalidade avaliar atividade
mutagénica /recombinogénica, a partir de concentragbes isoladas de Captopril,
Perindopril e Losartana potassica. Avaliar a atividade antimutagénica
/antirecombinogénica, a partir de concentracdes de cada farmaco associada ao
quimioterapico doxorrubicina.

A apresentacgao deste trabalho foi dividida nos seguintes capitulos:
Capitulo I: fundamentacdo tedrica que apresenta uma breve introdugdo sobre o
Sistema Renina-Angiotensina (SRA) e descrigbes do mecanismo de acgéo e a
importancia do Captopril, Perindopril e Losartana potassica. O ensaio SMART
(Somatic Mutation and Recombination Test) foi descrito e usado, também, neste
estudo, para avaliar os possiveis efeitos dos compostos em estudo sobre a

mutagenicidade e recombinogenicidade induzida pela doxorrubicina.

Capitulo II: consiste no manuscrito intitulado “Assessment of the mutagenic and
recombinagenic potential of anti-hypertensive drugs in the somatic cells of
Drosophila melanogaster” que sera enviado para publicagdo na revista Food

Chemical and Toxicology.



Capitulo Ill: consiste no segundo manuscrito intitulado “Efeito modulador da
losartana potassica contra a mutagenicidade e recombinogenicidade da

doxorrubicina” publicado na revista Food Chemical and Toxicology.



CAPiTULO 1

FUNDAMENTACAO TEORICA




1. Sistema Renina-Angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) tem importante atuagdo na
regulacdo da pressao arterial, equilibrio hidroeletrolitico, estruturacdo e fungéo
cardiovascular (Ribeiro e Floréncio, 2000; Dinh et al., 2001; Turner e Hooper, 2002).
O sistema ¢é ativado quando a renina é secretada pelo aparelho justaglomerular do
rim, em resposta a uma variedade de estimulos sistémicos e/ou locais. A renina €
uma enzima que age sobre o precursor circulante angiotensinogénio, uma
glicoproteina secretada principalmente pelo figado, para produzir o decapeptideo,
angiotensina | (Asp' -Arg? -Val® -Tyr* -lle® -His® -Pro” -Phe® -His® -Leu'®) que, sob
acdo das enzimas conversoras de angiotensina, € convertido no octapéptido,
angiotensina Il (Asp' -Arg? -Val® -Tyr* -lle® -His® -Pro’ -Phe®) (Andrade e Boim, 1998;
Dinh et al., 2001; Turner e Hooper, 2002; Martelli, 2010; Maciel e Muzzi, 2013).

As enzimas conversoras de angiotensina (ECAs), envolvidas no processo
de formacdo da angiotensina Il (Ang Il), sdo metalopeptidases de zinco de massa
molecular de 180 kda, encontradas na forma soluvel no plasma e na membrana
plasmatica de varios tipos celulares, como células epiteliais do pulmao, células
endoteliais do sistema cardiovascular, do sistema reprodutor e de todos os outros
orgéos que possuem 0 SRA local. No SRA e no sistema cinina-calicreina, a ECA
possui papel-chave, pois a0 mesmo tempo em que remove dois aminoacidos da
angiotensina | (Ang |), para formar Ang ll, degrada a bradicinina bloqueando seus
efeitos vasodilatadores (Akfi et al., 2010; Maldonado e Koike, 2011).

A Ang | tem pouco, ou nenhum, efeito sobre a pressdo sanguinea, mas o
aumento dos niveis plasmaticos de Ang Il estimula a secrecdo de aldosterona pelas
glandulas adrenais induzindo a reabsorcdo de sddio renal, que ao ser reabsorvido
carreia agua para 0s vasos sanguineos elevando a presséo arterial (Guyton e Hall,
2006).

A Ang |l possui receptores em um numero grande de 6rgéos e sistemas
incluindo coracao, rins, gbénadas, placenta, pituitaria, glandula adrenal, vasculatura
periférica e sistema nervoso central. Apos a interacdo com o receptor, a Ang I
exerce efeitos bastante diversos. Dentre as fungdes sistémicas, destacam-se a
manutencao e modulagéo da pressdo arterial, o controle do volume extracelular e a

regulacio da circulagao sistémica e renal (Andrade e Boim, 1998).



Para exercer seus efeitos bioldgicos, a Ang Il deve se ligar a receptores
especificos. Ao se ligar com o receptor do tipo 1 (AT1) a Ang Il promove a
vasoconstricdo, secrecdo de aldosterona, crescimento e proliferacao celular. Ao se
ligar com o receptor do tipo 2 (AT2) a Ang Il promove a vasodilatacio,

antiproliferac&o, apoptose e diferenciagéo (Figura 1) (Dinh et al., 2001, Garcia et al.,
2010; Maldonado e Koike, 2011).
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Figura 1: Representacéo esquematica do sistema renina-angiotensina.
Fonte: Adaptado de Paula et al. (2005).

Praticamente todas as acbes bioldgicas conhecidas da Ang I,
vasoconstricdo, liberacdo de aldosterona, estimulacdo de transmissdo simpatica e
crescimento celular, sdo exclusivamente mediadas pelo receptor AT1. O papel
funcional do receptor AT2 n&o é totalmente compreendido, mas alguns estudos tém
atribuido um possivel papel de receptores AT2 em mediar antiproliferacéo, apoptose,

diferenciacao e, possivelmente, a vasodilatacdo (Dinh et al., 2001; Botey, 2006).



Em doses suprafisioldgicas, a ligagdo da Ang Il com receptor AT1 causa
hipertensdo arterial devido a reabsor¢cdo excessiva de sodio, além de promover
outras doencgas cardiovasculares e renais (Ribeiro e Floréncio, 2000; Turner e
Hooper, 2002).

Segundo Trapp et al. (2009), ha evidéncias que a Ang Il é capaz de
induzir resposta inflamatéria na parede vascular por meio de mecanismos
dependentes e independentes da pressao. De acordo com os autores, a Ang Il induz
interacbes entre os leucdcitos e o endotélio, aumentando a quimiotaxia com
posterior elevagdo da producao de citocinas, incluindo IL-1, IL-6 e TNF - a. Trapp et
al. (2009) complementam que a Ang Il pode, ainda, apresentar efeito na produgéao
de radicais livres que geram a reacao inflamatoria vascular.

Cheng et al. (2005) afirmam que a formacgdo de espécies reativas de
oxigénio na parede vascular, a partir da Ang Il, ocorre devido a ativacido de NADP
oxidase, principal molécula produtora de anions superdxido (O27) na hipertenséo.

Mansour et al. (2011) relatam que a conversdo de Ang |l em Ang Il e a
ligagdo da Ang Il com receptor AT1 estdo relacionadas com o desenvolvimento de
fibrose hepatica, com capacidade de induzir neovascularizacdo e, ainda, aumentar
significativamente o fluxo sanguineo em tumores de modelos animais. Mansour et al.
(2011) complementam, ainda, que o complexo Ang Il - AT1 induz a angiogénese, e
que este mecanismo auxilia no desenvolvimento de varios tipos tumores, tal como o
carcinoma hepatocelular.

Como dito anteriormente, disturbios na formacé&o de Ang Il podem levar
ao surgimento de varias patologias. No entanto, alguns farmacos sdo capazes de
regular a formacdo de Ang Il com eficacia e tolerancia, tais como os inibidores da
enzima conversora de angiotensina e 0s antagonistas dos receptores de
angiotensina Il (Ribeiro e Floréncio, 2000; Turner e Hooper, 2002). Devido a sua
importancia e por serem tema central do presente trabalho serdo discutidos nos

topicos a seguir.

2. Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina

A descoberta dos inibidores da ECA se deve, em grande parte, a
pesquisa basica de Rocha e Silva e colaboradores que, em 1949, descobriram que o

plasma, quando incubado com o veneno da Bothrops jararaca, gerava um novo fator
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hipotensor e espasmogénico para musculatura lisa, que foi entdo denominado
bradicinina. Os peptideos presentes no veneno, responsaveis por tais efeitos, foram
mais tarde demonstrados como bloqueadores da ECA capazes de promover efeitos
benéficos no controle da hipertensdo (Hawgood, 1997; Ferreira, 1998).

Desse modo, o reconhecimento do potencial terapéutico da inibicdo da
ECA e de sua estrutura molecular, permitiram identificar o sitio ativo da enzima, e
com isso, um modelo da enzima zinco-metaloprotéica foi preparado.
Consequentemente, uma série de potentes e ativos inibidores da ECA, por via oral,
foram desenvolvidos, e s&o usados no tratamento da hipertensdo e de outras
doengas cardiovasculares (Oigman e Fritsch, 1998).

Os inibidores ECA podem ser classificados em trés grupos baseados em
sua estrutura quimica. Um que contém radical sulfidril, formado basicamente pelo
captopril, um segundo que contém radical carboxil, formado pela maioria dos
compostos (perindopril, enalapril, lisinopril, benazepril, quinapril e outros), e um
terceiro que contém um radical fésforo (fosinopril). As principais caracteristicas dos
inibidores ECA est&o representadas na Tabela 1 (Oigman e Fritsch, 1998, Mano,
2008; Brunton et al., 2012).

Tabela 1: Caracteristicas dos inibidores da enzima conversora da angiotensina.

Ligagao ao Via de Duracao da

Droga zinco Pro-droga eliminacgao acao (horas) Dose (mg)
Benazepril Carboxila Sim Renal 24 + 10-40
Captopril Sulfidrila Nao Renal 6-10 25-150
Cilazapril Carboxila Sim Renal 24 + 25-50
Enalapril Carboxila Sim Renal 18 -24 5-40
Fosinopril Fosforila Sim Renal- hepética 24 + 10-40
Lisinopril Carboxila Nao Renal 18 -24 5-40
Perindopril Carboxila Sim Renal 24 + 1-16
Quinapril Carboxila Sim Renal 24 + 5-80
Ramipril Carboxila Sim Renal 24 + 1,25-20
Spirapril Carboxila Sim Hepatica 24 + 12,5 -50

Fonte: Oigman and Fritsch, 1998.

Apenas o captopril e o lisinopril sdo drogas ativas, os demais compostos
sdo pré-drogas que necessitam metabolizacdo para um composto di-acido. Apesar
da desvantagem da pré-droga possuir agdo menor que 1/100 do metabdlito ativo, a

sua absorcdo € muito melhor, aumentando a biodisponibilidade em relacdo a



absor¢cdo da molécula ativa, como exemplo tem-se o0 enalaprilato, ramiprilato,
perindoprilato, etc. (Paula et al., 2005; Mano, 2008).

O mecanismo de acdo dos inibidores da ECA fundamenta-se no
impedimento da conversao de Ang | em Ang Il, resultando em uma diminui¢do dos
niveis circulantes de Ang Il e de aldosterona que, em consequéncia, reduzem a
resisténcia vascular sistémica. Ao diminuir os niveis de aldosterona, esses agentes
também promovem a natriurese, 0 que reduz o volume intravascular (Golan et al.,
2009).

Os inibidores ECA provocam, ainda, diminuicdo da degradagéo de
bradicinina (Figura 2) a partir na inibicdo de enzimas cinases. Consequentemente,
ha um aumento nos niveis circulantes de bradicinina que estimula a biossintese de
prostaglandinas, onde ambas podem contribuir para os efeitos farmacoldgicos dos
inibidores da ECA, induzindo a vasodilatagdo (Rang et al., 2007; Brunton et al.,
2012).

Angiotensinogénio Cininogénio
Remna Calwre:na
Anglotensmal Bradncmma
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—* —

Angiotensinall Peptidios Inativos

Figura 2: Mecanismo de agao dos inibidores da ECA.

Os inibidores da ECA sao drogas com bom perfil de tolerabilidade,
contudo, a tosse constitui o efeito adverso mais observado, podendo atingir de 5% a
18% dos hipertensos. A tosse resulta de um aumento dos niveis de bradicinina
induzido por esses farmacos; com frequéncia, esse efeito colateral leva a nao
aderéncia do paciente ao tratamento ou a sua interrup¢éo (Oigman e Fritsch, 1998;
Golan et al., 2009).



2.1. Captopril

O captopril, CoaH1sNO3S (Figura 3), € um anti-hipertensivo classico, que
contém um grupo sulfidril de localizagdo apropriada para ligar-se ao atomo de zinco,
acoplado a um residuo de prolina que se liga ao sitio da enzima conversora de
angiotensina que, normalmente, acomoda a leucina terminal da angiotensina I.
Dessa forma, a acdo hipotensora se estabelece basicamente pela inibicdo
competitiva do centro ativo da enzima conversora de angiotensina, levando a
reducao da angiotensina Il (Rang et al., 2007; Lourencao et al., 2008; Brunton et al.,
2012).
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Figura 3: Estrutura quimica do Captopril.
Fonte: https://blogdodaff.wordpress.com/2010/12/21/a-historia-do-captopril-efeito-colateral/

Administrado via oral, o captopril sofre rapida absorcdo. A
biodisponibilidade € de ~75%, sendo reduzida em 25-30% na presencga de alimentos
no trato digestivo, por isso, captopril deve ser administrado 1 hora antes das
refeicbes. As concentracdes plasmaticas maximas sdo alcangadas em 1 hora, € 0
farmaco € depurado rapidamente, com meia-vida de ~2 h. A maior parte é eliminada
na urina, 40-50% na forma de captopril, € o restante na forma de dimeros de
dissulfeto de captopril e dissulfeto de captopril-cisteina (Brunton et al., 2012).

A dose oral de captopril varia de 6,25 mg a 150 mg, 2-3 vezes/dia. As
doses de 6,25 mg (3 vezes/dia) ou de 25 mg (2 vezes/dia), mostram-se apropriadas
para o inicio da terapia no tratamento da insuficiéncia cardiaca ou da hipertensao,
respectivamente. A dose diaria maxima de 450 mg de captopril ndo deve ser
excedida (Brunton et al., 2012; Captopril, 2013).

De acordo com Kim et al. (2013), o captopril possui propriedades
antioxidantes, capazes de proteger o endotélio contra lesdes causadas pelos
radicais livres. Tal efeito protetor foi relacionado a eliminagdo de anion superoxido

em amostras de aorta abdominal de coelho.
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Péron et al. (2002) complementam que este farmaco pode atuar como
antioxidante, pela disponibilidade de grupos sulfidril, evitando os efeitos citotdxicos
mediados pelo stress oxidativo, muitas vezes causado pela a eliminacdo de anions
superoxido. Péron et al. (2002) afirmam, ainda, que a presenca do grupo sufidril
estimula a sintese de prostaglandinas cardioprotetoras.

Contudo, a inibicdo da ECA aumenta os niveis circulantes de bradicinina.
De acordo com Chiang et al. (2007), em cultura de células renais, a bradicinina esta
relacionada com aumento na geragao de espécies reativas de oxigénio e apoptose
induzida pela deplecao de ATP, efeito este que pode ser mediado pelas fosfolipases
C. A via das fosfolipases C é capaz de ativar proteina quinase C com consequente
ativacdo de NADPH oxidase, enzima responsavel pela geracdo de espécies reativas
de oxigénio, a exemplo, anions superoxido (O2) (Costa et al., 1997, Cheng et al.,
2005).

Além do efeito benéfico na regulacdo da pressdo arterial e das
propriedades cardioprotetoras, o captopril possui também capacidade de inibir a
proliferacdo de uma ampla variedade de linhagens de células (Li and Liu, 2009). Tal
efeito pode ser confirmado com os achados de Attoub et al. (2008), que em seus
experimentos, usando ratos enxertados com células altamente tumorigénicas de
pulmédo humano (LNM35). Os autores, demonstraram reducdo significativa do
crescimento tumoral e de metastase nos linfonodos, apds administragdo diaria de
captopril durante 3 semanas.

Com relagcdo ao cancer, os inibidores ECA possuem propriedades
anticancer capazes de reduzir o crescimento tumoral por meio da inibicdo da
angiogénese. A angiogénese, formacdo de novos vasos sanguineos capilares, €
reconhecida como um mecanismo importante para o desenvolvimento do tumor.
Assim, a inibicdo da angiogénese limita a expansao do tumor. Entretanto, a inibicao
da angiogénese pelo captopril ndo € mediada através da inibicdo da ECA, mas pela
supressdo de atividades de metaloproteinases de matriz ou pela producédo de
angiostatinas atribuivel ao grupo sulfidril livre (Yoshiji et al., 2001; Fujita et al., 2005).

Wysocki et al. (2006), complementam que o captopril possui potencial
imunomodulador potente capaz de afetar as respostas imunitarias. De acordo com
esses autores, 0 potencial anticAncer de captopril pode exibir dois efeitos
farmacoldgicos diferentes: (a) a inibicdo de respostas de células T com potencial

para promover o crescimento do tumor e (b) a atividade antitumoral, devido a
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inibicdo da neoangiogénese do tumor. Assim, segundo Wysocki et al. (2006), na
pratica clinica, dependendo do tipo de tumor e do estado imunolégico do paciente, o

tratamento anti-tumoral baseado em captopril deve ser devidamente considerado.

2.2. Perindopiril

O perindopril, C19H32N20s5 (Figura 4), € um anti-hipertensivo pertencente
ao grupo de medicamentos inibidores da ECA. Possui radical dipeptideo
carboxialquil, que se liga ao zinco por uma de suas fungdes carboxilicas. E um pro-
farmaco, onde cerca de 30-50% do composto absorvido € transformado por
esterases hepaticas em perindoprilato, metabdlito ativo (Paula et al., 2005; Curran et
al., 2006; Brunton et al., 2012). Além do perindoprilato ativo, o perindopril produz
cinco outros metabdlitos, todos inativos que sdo excretados predominantemente

pelos rins (Conversyl, 2014).
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Figura 4: Estrutura quimica do Perindopril. A estrutura incluida no retangulo vermelho sera
removida por esterase e substituida por um atomo de hidrogénio para formar a molécula
ativa in vivo (perindopril em perindoprilato). Fonte: Brunton et al. (2012).

A ingestdo de alimentos reduz a conversdo em perindoprilato,
consequentemente, diminui a sua biodisponibilidade. Desse modo, o perindopril
deve ser administrado por via oral, em dose unica diaria, pela manha, antes da
refeicdo. Apds administragdo oral, a absor¢do do perindopril € rapida e o pico de
concentracédo plasmatica € atingido em 1 hora, enquanto que a do perindoprilado
ocorre em 3 a 4 horas. O perindopril € eficiente no tratamento da hipertenséo
arterial, da insuficiéncia cardiaca congestiva e também na prevencao da recorréncia
do acidente vascular cerebral (Curran et al., 2006; Brunton et al., 2012; Conversyl,
2014).
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O perindopril esta envolvido, também, no processo de melhoramento da
disfuncdo endotelial e na redugdo dos marcadores de inflamacéo e de trombose.
Atua de forma benéfica na atividade de 6xido nitrico sintetase de células endoteliais,
reduzindo os niveis de dimero-D e Fator von Willebrand, com consequente reducéo
na taxa de apoptose endotelial. O Perindopril atua, ainda, aumentando
significativamente os niveis plasmaticos de bradicinina (Pertinent, 2003; Curran et
al., 2006).

A acado do perindopril sobre o dimero-D se faz importante, pois estas
substancias s&o consideradas marcadores fisioldgicos de fibrindlise, cuja producéo
estd aumentada em situagdes como cancer, inflamacdo, infeccdo, necrose, e
doencas cardiovasculares, especialmente tromboembodlicas. Deste modo, a
dosagem deste marcador tem sido uma ferramenta para diagndstico de muitas
doencas (Monachini, 2002; Dusse et al., 2003; Moresco, 2005).

De acordo com Ceconi et al. (2009), o perindopril além de promover
reducdo do biomarcador dimero-D é capaz de reduzir também a citocina pré-
inflamatédria, Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-alfa). A reducdo no TNF-alfa é
importante na preservagéo do endotélio. Contudo, concentragdes significativas TNF
s80 uteis nos tratamentos de neoplasias, tal como sarcoma de Kaposi, pois sua
principal atividade biolégica € uma acentuada citdlise e citoestase, induzindo
regressao neoplasica (Varella e Forte, 2001).

Com relagéo ao cancer, Yoshiji et al. (2001) afirmam que apesar de n&o
haver radical sulfidril na estrutura do perindopril, este inibidor ECA também, possui
propriedades anticancer, ja que, inibe significativamente o crescimento tumoral e
angiogénese, através da supressdo do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) no tumor. Yoshiji et al. (2001) afirmam, ainda, que o perindoprilato, sua
forma ativa, in vitro, mostrou-se capaz de diminuir a expressdo de RNAm de VEGF,
0 que pdde ser observado em células de carcinoma hepatocelular (BNL-HCC).

Assim como o captopril, o perindopril, também possui propriedades
antioxidantes, evidenciadas por Richard et al. (2008). Em seus experimentos
Richard et al. (2008) avaliaram a evolugdo do estresse oxidativo gerado pela
doxorrubicina a partir de ratos tratados com perindopril. No que se refere ao estresse
oxidativo, a analise do plasma mostrou uma diminui¢do na concentragdo de
ascorbato, que indicou uma diminuicdo na defesa antioxidante quando tratados

apenas com doxorrubicina; isso pdde ser explicado pela diminuicdo na producéo de
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ascorbato hepatico e aumento de radical ascorbilo. Ao adicionar perindopril e
doxorrubicina foi possivel observar aumento de ascorbato e diminuicdo de radical
ascorbilo; isto suporta os efeitos benéficos antioxidantes de perindopril na reducéo

da cardiotoxicidade da antraciclina.

3. Antagonistas dos receptores de Angiotensina ll (ARA)

Os antagonistas do receptor de angiotensina Il (ARA), também
conhecidos como bloqueadores do receptor de angiotensina, sao agentes anti-
hipertensivos orais, cujo mecanismo de agdo basico é o de antagonizar
especificamente o receptor AT1, deixando livre o receptor AT2 (Figura 5). Os
antagonistas da angiotensina Il apresentam perfil farmacodindmico diferente dos
inibidores da ECA, pois ndo bloqueiam a enzima conversora €, dessa maneira, néo
aumentam os niveis de bradicinina. Assim, a tosse ndo constitui um efeito colateral
do tratamento com ARA (Oigman and Fritsch, 1998; Golan et al., 2009).

Angiotensinogénio
Renina

Angiotensinal

ECA

Angiotensinall

AT, AT,

Figura 5: Bloqueio do receptor de angiotensina Il (AT+1), pela agdo pela agdo dos ARAS.

Além de seu efeito anti-hipertensivo, esses farmacos também podem
diminuir a proliferacéo reativa da intima arteriolar. A semelhanca dos inibidores da

ECA, os antagonistas AT1 mostram-se efetivos na reducdo da presséo arterial e,
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algumas vezes, sdo medicamentos de escolha para pacientes com tosse induzida
por inibidores da ECA (Golan et al., 2009).

Os ARAs sd&o uma classe de drogas amplamente utilizados para o
tratamento de hipertensdo, insuficiéncia cardiaca, nefropatia diabética, e, mais
recentemente, para a reducdo do risco cardiovascular. Alguns estudos
experimentais implicam o sistema renina-angiotensina, particularmente a
angiotensina Il e seus receptores tipo 1 e tipo 2, na regulagdo da proliferacao celular,
angiogénese, e a progressdo do tumor. Desse modo, 0 uso dos ARAs tem sido
considerado como potencial agente anticancer (Sipahi et al., 2010).

Os antagonistas dos receptores da Ang Il, desenvolvidos nos anos 90,
apresentam como mecanismo de acao a inibicao da ligacdo da Ang Il aos receptores
AT1, impedindo assim a vasoconstricdo das arteriolas. O principal representante

dessa classe € a losartana potassica (Paula et al., 2005).

3.1. Losartana Potassica

Losartana potassica, C22H22CIKNeO, é um anti-hipertensivo sintético
potente, ativo por via oral (Figura 6). Em bioensaios de ligacado farmacologica, liga-
se seletivamente ao receptor AT1. Em estudos in vitro e in vivo, tanto losartana como
seu metabdlito acido carboxilico (EXP-3174), farmacologicamente ativo, bloqueiam
todas as acdes fisioldgicas relevantes da Ang Il, ligando-se seletivamente ao
receptor AT1, sem elevar os niveis de bradicinina (Bonfilio et al., 2010; Losartana

potassica, 2015).

Figura 6: Estrutura quimica do losartana potassica. Fonte: Bonfilio et al. (2010)
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A losartana potassica deve ser administrada por via oral, uma ou duas
vezes/dia, até uma dose diaria total de 25-100 mg. Aproximadamente, 14% de uma
dose oral s&o convertidos no metabdlito acido 5-carboxilico, EXP-3174, que € mais
potente do que a losartana como antagonista dos receptores AT1. O metabolismo da
losartana a EXP-3174 e metabdlitos inativos € mediado pelas enzimas de citocromo
CYP2C9 e CYP3A4. Os niveis plasmaticos maximos de losartana e EXP-3174 séo
alcancados dentro de cerca de 1-3 h apds a administracdo oral, respectivamente, e
as meias-vidas plasmaticas sdo, respectivamente, de 2,5 e de 6-9 h. A depuracéo
plasmatica da losartana e do EXP-3174 ocorrem pelos rins e figado (metabolismo e
excrecéo biliar). Contudo, a depuracédo plasmatica é afetada pela presenca de
insuficiéncia hepatica, mas nédo pela renal (Brunton et al., 2012).

Além de atuar como ARA, losartana € um antagonista competitivo do
receptor de tromboxano A2, atenuando a agregacao plaquetaria. Além disso, o EXP-
3179, um metabdlito ativo da losartana, sem efeitos no receptor da angiotensina,
reduz a suprarregulacdo do RNAm da cicloxigenase-2 (COX-2) e a geracéo de
prostaglandinas dependente da COX (Brunton et al., 2012).

De acordo com Mazhar et al. (2006), a isoenzima COX-2 indutiva é pro-
inflamatdria, sendo expressa apenas em respostas a certos estimulos, tais como
mitdgenos, citocinas e fator de crescimento. Nesse contexto, ha evidéncias que
tumores colorretais, gastricos e esofagicos, tanto em animais de experimentacéo
como também em humanos, expressam altos niveis de COX-2. Tais achados
levantam a hipdtese do envolvimento da COX-2 na progresséo e disseminagéo do
cancer nestes 6rgaos. Assim, substancias capazes de reduzir a expressao COX-2
sa0 possiveis agentes anticancer (Kummer et al., 2002).

Com relagéo ao cancer, Rhodes et al. (2009) afirmam que o receptor de
Ang Il, o AT1, possui um dos genes mais sobre-expressos em canceres da mama,
cerca de 10-20%. Sabe-se que a interacdo Ang Il - AT1 pode levar ao estress
oxidativo, e este € uma das principais causas do cancer. Assim, o bloqueio do
receptor AT1 pelos ARAs, tal como a losartana, tem importancia clinica na prevengao
do cancer, visto que em sistema modelo de cancer de préstata e de ovarios ja foi
evidenciado efeitos antitumorigénicos (Uemura et al., 2005; Suganuma et al., 2005).

Entretanto, no estudo de meta-analise de Sipahi et al. (2010), cujo

objetivo foi avaliar efeitos dos ARA na ocorréncia de novos casos de cancer em
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geral, foi verificado que essa classe de medicamentos esta associada a um risco
moderadamente aumentado de um novo diagnéstico de cancer.

Todavia, acredita-se que a angiotensina Il, a qual pode ser produzida pelo
epitélio do ducto da mama por um SRA de tecidos locais, tem tanto agdes benéficas
como prejudiciais no cancer da mama. Por um lado, estimula a proliferacéo celular,
mas, por outro lado, inibe a adesdo celular e migracdo através de membranas
revestidas com proteinas de matriz extracelular, processos que estdo associados
com metastases. Devido a esta dualidade, bloqueadores do receptor AT
convencionais, tais como losartana, pode-se esperar que inibam tanto acédo
benéfica, bem como aspectos prejudiciais de a¢des da Ang Il (Redondo-Muller et al.,
2008).

4. Sistema Renina - Angiotensina em Drosophila melanogaster

A Drosophila melanogaster possui a enzima conversora de angiotensina,
homéloga a ECA de humanos, que € conhecida como Ance (Taylor et al., 1996;
Isaac et al., 2007).

A enzima Ance da Drosophila é encontrada na hemolinfa e nos tecidos
reprodutivos (ovarios, testiculos e glandula acessoéria) de machos e fémeas (Isaac et
al., 2007). Ance possui papel importante na embriogénese da Drosophila, pois esta
presente na amnioserosa, membrana extra-embrionaria do lado dorsal do embrido,
permitindo o desenvolvimento do vaso dorsal, do intestino anterior e posterior, além
de estar presente nas células do coracdo em desenvolvimento (Taylor et al., 1996;
Houard et al., 1998).

Ance pode apresentar muitas propriedades enzimaticas descritas para a
enzima humana. Estudos in vifro mostraram que Ance é capaz de converter Ang |
em Ang Il e de hidrolisar bradicinina, podendo ainda ser inibida por inibidores ECA
humanos tais como captopril e o trandolaprilato (cuja forma ativa € quimicamente
semelhante ao perindoprilato). Ance apresenta aproximadamente 93% de identidade
com a enzima ECA humana, de forma que os resultados de inibicdo enzimatica
podem ser comparados (Taylor et al., 1996; Akif et al., 2010; Tavares et al., 2015).

Em Drosophila melanogaster, at¢é o momento, nao foi identificado
homédlogo do receptor AT1 de angiotensina, e os peptideos hormonais que estdo

estruturalmente relacionadas com angiotensina e bradicinina de mamiferos nao
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estdo presentes em insetos. No entanto, o sistema renina-angiotensina (SRA) tem
sua existéncia comprovada em invertebrados, e a ECA, presente na hemolinfa, pode
ter um papel indireto na regulacdo da contragdo de Orgdos musculares da
Drosophila (Salzet et al., 2001; Siviter et al., 2002).

5. Doxorrubicina (DXR)

A doxorrubicina, C2rH20NO11(Figura 7) € um farmaco anticancer da classe
das antraciclinas, cujo principio ativo foi primeiramente extraido de cepas de
Streptomyces peucetius var. caesius na década de 1970. Atualmente, é
rotineiramente utilizado no tratamento de varios tipos de canceres, incluindo o da
mama, do pulmao, gastrico, do ovario, da tireoide, linfoma de n&o-Hodgkin e linfoma
de Hodgkin, mieloma multiplo, sarcomas e canceres pediatricos (Thorn et al., 2011;
Yang et al., 2014).
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Figura 7: Estrutura quimica da doxorrubicina. Fonte: Patel et al. (1997).

O metabolismo da DXR ocorre essencialmente no figado. O seu principal
metabdlito € o doxorrubicinol, que possui certo grau de atividade antitumoral. Apés a
administracdo, os niveis plasmaticos de DXR seguem um declinio multifasico, com
uma meia-vida terminal de 20 a 48 horas, onde a meia-vida terminal do
doxorrubicinol € similar a da DXR. A depuragdo plasmatica varia de 8 a 20
mL/min/kg e se deve principalmente ao metabolismo e a excrecdo biliar.
Aproximadamente 40% da dose administrada € recuperada na bile ou fezes em
cinco dias. Cerca de 5% a 12% do farmaco e seus metabdlitos aparecem na urina

durante o mesmo periodo (Doxorrubicina, 2013).
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Em células de mamiferos, a DXR ¢é oxidada para semiquinonas, um
metabolito instavel, o qual é convertido de volta a doxorrubicina num processo que
libera espécies reativas de oxigénio, as quais podem levar a peroxidagao lipidica
gerando danos na membrana, danos no DNA, stress oxidativo, e ainda,
desencadear vias de morte celular por apoptose. A via de apoptose € ativada
quando a tentativa de reparar as quebras no DNA falha e o crescimento celular é
inibido em fases G1 e G2 (Patel et al. 1997; Golan et al., 2009; Tacar et al., 2013;
Thorn et al., 2011). Outro modo de agéo da doxorrubicina se da pela formacéo de
ligacdes interfilamentares com o DNA, o que leva ao bloqueio da sintese do DNA e
RNA e diminuicdo da atividade da topoisomerase I, promovendo a ruptura dos
filamentos da macromolécula (DNA), e consequente morte celular (Almeida et al.,
2005).

A doxorrubicina, também é conhecida por intercalar ao DNA, com inibic&o
de DNA e de RNA-polimerase, em ultima analise, cessando a replicacédo do DNA e a
transcricdo do RNA. A DXR pode, ainda, promover outros efeitos bioldgicos, tais
como autofagia e necrose (Tacar et al., 2013).

Embora, usualmente este antibidtico seja classificado como agente
intercalante do DNA, estudos recentes evidenciaram que, além da intercalacado, ha a
formacéo de adutos por ligagcdes covalentes com o DNA (Almeida et al., 2005). A
formacdo de adutos de DNA-doxorrubicina sao capazes de ativar respostas de
danos no DNA que induzem a morte celular independente da topoisomerase Il. A
interacdo entre a doxorrubicina € o DNA pode ser estabilizada por uma ligagao
covalente mediada por um formaldeido celular (Figura 8), gerada por reagdes de
radicais livres a partir de fontes de carbono como lipidos e espermina. Assim, alguns
compostos que liberam formaldeido, por hidrélise, a exemplo do butirato de
pivaloiloximetilo (AN-9), do fosfato butyroyloxymethyl-dietii (AN-7), e do
hexametilenotetramina (HMTA), tém sido desenvolvidos e utilizados em combinagao
com doxorrubicina com intuito de melhorar sua atividade anticancer (Yang et al.,
2014).

Apesar de sua eficacia no tratamento antineoplasico, a cardiotoxicidade é
o principal fator limitante para o uso da doxorrubicina na clinica médica. Embora o
dano cardiaco induzido pela DXR parega ser multifatorial, uma das hipoteses mais
prevalentes € a de que o dano celular seja induzido por radicais livres. Esse dano

oxidativo pode ser potencialmente limitado com o uso de antioxidantes (Rocha,
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2010). Neste sentido, acredita-se que os inibidores ECA e antagonistas do receptor
de angiotensina ll, com propriedades antioxidantes, sejam farmacos com potencial

de reduzir efeitos colaterais da DXR e ainda atuar na preven¢ao do cancer.

Intercalacéo \v Acdoda Topo ll
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Figura 8: Os potenciais mecanismos de morte celular mediada por doxorrubicina.
Fonte: Adaptado de Yang et al. (2014).

6. Somatic Mutation and Recombination Test - SMART

O teste para deteccdo de mutagéo e recombinagdo somatica (SMART) foi
desenvolvido para detectar alteracdes genéticas de forma rapida e barata. E um
sistema in vivo que utiliza como organismo modelo a mosca da fruta, Drosophila
melanogaster (Figura 9), um organismo eucarioto que possui maquinaria metabdlica
semelhante ao encontrado em células de mamiferos (Rincdn et al., 1998).

O ensaio SMART foi desenvolvido por Graf et al. (1984) e faz uso de
marcadores genéticos recessivos adequados, que permitem verificar a perda da
heterozigose dos marcadores que podem ser detectados pelo aparecimento de
fendtipos diferentes nas asas das moscas (Graf et al.,, 1998). Este teste permite
detectar um amplo espectro de eventos mutacionais que dao origem as manchas de
pelos mutantes; tais como, dele¢des, mutagdes pontuais, certos tipos de aberragdes
cromossOmicas, bem como recombinagdo mitética e possivelmente a converséo
génica (Frolich e Wargler, 1989; Graf e Schaik, 1992; Graf e Wurgler, 1996).
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Figura 9: Casal de Drosophila melanogaster, a esquerda a fémea e a direita o macho, cujo
pente sexual esta indicado pela seta. Fonte: Laboratério de Citogenética e Mutagénese do
Centro Universitario de Patos de Minas — UNIPAM.

O ensaio SMART baseia-se na perda da heterozigose induzida por
substancias mutagénicas que afetam as células dos discos imaginais presentes nas
larvas. Durante o desenvolvimento embrionario, as células dos discos imaginais
separam-se e proliferam-se mitdéticamente. Isso ocorre durante todo o periodo larval
até a diferenciacdo para as distintas estruturas da mosca adulta. Entretanto, se uma
alteragcdo genética ocorre em uma das células do disco imaginal, durante
proliferacdo mitética, ela vai formar um clone de células mutantes. Se alteracdo
causar um dano visivel no fenétipo, sera detectado como uma mancha de células
mutantes (pelos mutantes) sobre os tricomas das asas da mosca adulta (Graf et al.
1984; Rincédn et al., 1998).

O ensaio de mancha em asa Drosophila, tem sido utilizado em varios
estudos sobre mutagenicidade e antimutagenicidade de varios compostos €
misturas. Além de ser um teste de baixo custo, outra vantagem de utilizacdo do
SMART ¢é a rapida obtencdo de resultados, em que apenas uma unica geragao é
necessaria para executar o teste. O teste permite a utilizagdo de tecido somatico
bem desenvolvido, a asa, que possui um grande numero de células a serem
analisadas em uma unica mosca (ou seja, cerca de 25.000 células em uma asa). A
analise € simples e facil, e os marcadores presente nas células s&o confiaveis (Graf
e Wurgler, 1996).

No SMART sé&o utilizadas trés linhagens mutantes de D. melanogaster. A
linhagem Multiple wing hairs (mwh), em que os individuos possuem O gene

marcador recessivo localizado na extremidade do brago esquerdo do cromossomo 3
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(3-0, 3). Este marcador na condicdo de homozigose expressa trés ou mais pelos
dentro de uma unica célula, ao contrario do gene selvagem que expressa apenas
um unico pelo (Figura 10A e 10B) (Graf et al., 1984).

Na linhagem Flared (fir’) o gene marcador também & um gene recessivo
localizado no brago esquerdo do cromossomo 3, porém, localizado em uma porgao
proximal (3-38, 8). Este gene altera a forma do pelo gerando um pelo mal formado
com aspecto de chama (Figura 10C). Devido sua letalidade em homozigose, esta
linhagem possui um balanceador cromossdmico (TM3, BdS), que se caracteriza por
multiplas inversdes (Graf et al., 1984).

Ja a linhagem Oregon R flare® (ORR, fir’) possui constituicdo genética
semelhante a linhagem fir3. Porém, nesta linhagem os cromossomos 1 e 2 séo
provenientes da linhagem Oregon R resistente ao DDT e se caracterizam pela alta
expressividade de enzimas citocromo P450. Esta enzima tem a capacidade de
metabolizar uma ampla variedade de substratos, isso permite que o sistema
metabdlico da Drosophila assemelha-se aos sistemas de mamiferos, embora as
atividades metabdlicas ndo sejam tao elevadas como no figado de mamifero (Frélich
e Wurgler, 1989).

Figura 10: Imagens da asa da Drosophila melanogaster vistas ao microscépio optico
objetiva de 40X: A) Pelos normais; B) Pelo multiple wing hairs; C) Pelo flare. Fonte:
Laboratério de Citogenética e Mutagénese do Centro Universitario de Patos de Minas —
UNIPAM.

No SMART sé&o realizados dois cruzamentos, o cruzamento padréo (ST-
Standard cross) onde sdo cruzadas fémeas virgens (flr 3 /In(BLR)TM3, ri pP sep
1(3)89Aabx34¢ and Bds) com machos (mwh/mwh), cujos efeitos manisfestam-se de

forma direta, pois as substancias testadas possuem baixa biometabolizacdo devido
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a diminuta expressividade das enzimas de citocromo P450. O segundo cruzamento
€ o de alta bioativagdo (HB - High Bioactivation Cross) onde sdo cruzadas fémeas
virgens (ORR; flr 3/In(BLR)TM3, ri pP sep [(3)89Aabx3% and Bd®) como machos
(mwh/mwh); neste cruzamento os efeitos manifestam-se de forma indireta, uma vez
que a linhagem ORR,; fIr® possui um nivel expressivo de enzimas de citocromo P450
responsavel pela biometabolizacédo de compostos (Graf et al., 1989; Graf e Schaik,
1992).

A partir dos dois tipos de cruzamentos, padrdo e de alta bioativacao,
nascem dois tipos de descendentes: trans-heterozigotos marcados (MH) e
heterozigotos balanceados (BH). Estes descendentes sdo fenotipicamente distintos
com base no marcador TM3, Bds. Os MH (mwh +/+ fIr®) apresentam os
cromossomos estruturalmente normais e desenvolvem asas normais, com borda
lisa. J& os BH (mwh +/+ TM3, Bds) apresentam um cromossomo balanceador
(TM3/BdF) e as asas s&o mal formadas, com aparéncia picotada, "serrilhada" (Figura
11) (Graf et al., 1984; Rincdn e Graf, 1995).

T —

(A) (B)

Figura 11: Imagens da asa da Drosophila melanogaster vistas ao microscopio optico
objetiva de 10X: (A) Fendtipo da asa dos descendentes Trans-heterozigostos marcados. (B)
Fendtipo da asa dos descendentes Heterozigotos balanceados. Fonte: Laboratério de
Citogenética e Mutagénese do Centro Universitario de Patos de Minas — UNIPAM.

Os individuos MH expressam eventos mutacionais € recombinogénicos,
pois nestes individuos € possivel encontrar manchas contendo apenas pelos mwh
ou apenas pelos fiP (mancha simples — Figura 12A) e ainda, manchas contendo
tanto pelos mwh como fir’ (mancha gémea — Figura 12B), onde a presenc¢a de
manchas gémeas indica a possibilidade de o evento ser causado por recombinagao.
Ja os individuos BH, expressam somente eventos mutacionais, pois nestes

individuos sdo encontrados apenas manchas simples, devido as inversées multiplas
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presentes no cromossomo balanceador TM3/Bad® todos os eventos de recombinagao
s&o eliminados (Graf et al., 1984; Graf e Wurgler, 1996).

Desse modo, a possibilidade de deteccédo de atividade recombinogénica,
de produtos quimicos que provocam a perda de heterozigose, € uma caracteristica
vantajosa do ensaio SMART, em virtude do papel deste mecanismo na origem de

certos tipos de canceres (Graf e Wurgler, 1996).
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Figura 12: Imagens da asa da Drosophila melanogaster vistas ao microscépio optico
objetiva de 40X: A) Mancha simples; B) Mancha gémea. Fonte: Laboratério de Citogenética
e Mutagénese do Centro Universitario de Patos de Minas — UNIPAM.
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ABSTRACT

Captopril and perindopril are anti-hypertensive drugs from the angiotensin-converting
enzyme (ACE) class of inhibitors, which have been evaluated as potential
chemopreventive agents for cancer. The aim of this study was to evaluate the genotoxic
potential of captopril and perindopril by means of somatic mutation and recombination test
in Drosophila melanogaster cells. The results showed no increase in mutant spots for
concentrations of captopril in the ST and HB crosses and no significant decrease in the
frequency of spots in the concentrations of the association captopril plus doxorubicin
(DXR). Also an increase in mutant spots was not found in descendants of ST cross treated
with perindopril isolated. While a weak positive increase in mutant spots was found for
concentrations of perindopril, in the HB cross. These results suggest that captopril is not

genotoxic, and that perindopril presents slight genotoxicity in Drosophila melanogaster.

Keywords: SMART, Drosophila melanogaster, Perindopril; Captopril; Doxorubicin
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1. INTRODUCTION

Angiotensin converting enzymes (ACE) are zinc metallopeptidases that
act as key molecules in the rennin-angiotensin system (RAS). This system plays an
important role in regulating blood pressure and hydroelectrolytic homeostasis
(Ribeiro and Floréncio, 2000; Siviter et al., 2002; Akif et al., 2010; Garcia et al.,
2010). The hyperactivity of the RAS has been linked to the development of
hypertension and other cardiovascular and renal diseases; however, there are some
well tolerated drugs that can effectively regulate this system, such as the
angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACE inhibitors) (Ribeiro and Floréncio,
2000; Turner and Hooper, 2002).

ACE inhibitors act by blocking a reversible form of the angiotensin-
converting enzyme, thereby reducing the formation of angiotensin Il (Ang Il) and
directly promoting a hypotensive effect caused by the inhibition of vasoconstriction
effects and stimulants of aldosterone secretion. For this reason, they are clinically
used as antihypertensive agents and in the treatment of ischemic heart disease,
arteriosclerosis, diabetic nephropathy and left ventricular hypertrophy (Barretto,
1999; Turner and Hooper, 2002; Carhan et al., 2011). There are about twenty ACE
inhibitors currently available on the market, classified according to the presence of
the chemical group sulfhydryl, carboxyl or phosphorilates, and even by affinity with
the molecule of zinc present in the structure of the ACE (Ribeiro and Floréncio, 2000;
Paula et al., 2005; Savioli-Neto, 2007). Among the available ACE inhibitors are
captopril and perindopril.

Captopril is an active drug that possesses the functional group sulfhydryl (-
SH) and stands out for having been the first ACE inhibitor to be used clinically in the
treatment of arterial hypertension (Paula et al., 2005; Lourencéo et al, 2008). While
perindopril stands out for presenting a prolonged half-life of 30-120 hours, which
reflects the slow dissociation of the ACE binding sites. It contains a carboxyl group (-
COOH) and as a prodrug, it requires diesterification to produce perindoprilat, a
metabolite that actively inhibits ACE (Paula et al., 2005; Curran et al., 2006).

In addition to the beneficial effects described for regulation of blood
pressure, of the ACE inhibitors are being evaluated as potential chemopreventive
agents for cancer (Lever, 1998; Yasumaru et al., 2003; Gallagher and Tallant, 2004).

This chemopreventive action is attributed to the possible antioxidant effect of these
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drugs. However, the chemical structure can generate different antioxidant effects, for
example, perindopril is capable of reducing layers of superoxide radicals (Chirkov et
al., 2004). While captopril has a free sulfhydryl group, which allows it to act as a
powerful inhibitor of free radicals (Volpert et al., 1996; and Lourencdo et al., 2008)
thus forming complexes of copper, important mechanisms for antimutagenic activity
(Ward et al., 1993; Sharma et al., 2011).

A study conducted by Blaes et al. (2010) shows that the concomitant use
of ACE inhibitors and chemotherapy with doxorubicin (DXR) may promote
chemopreventive activity and decrease cardiac complications. However,
chemopreventive activity attributed to ACE inhibitors is a controversial topic, because
some authors raise the question about the overall risk of cancer from treatment with
ACE inhibitors (Coleman et al., 2008; Bangalore et al., 2010; Yoon et al., 2011; Singh
and Bangalore, 2012).

Doxorubicin (DXR) is a potent chemical therapy with cytotoxic action,
effective in the treatment of breast carcinomas and pediatric, adult, osteogenic,
Ewing and soft tissue sarcomas (Martins et al., 2011; Chabner et al., 2012), whose
therapeutic activity occurs by DNA intercalation and linking with topoisomerase |l
(Rang et al., 2007). Among the side effects are cardiotoxicity and nephrotoxicity
(Blaes et al., 2010; Ali, 2012).

Thus, the objective of this study was to evaluate the possible mutagenic
effects and / or recombinogenic of the captopril and perindopril through the test for
detection somatic mutation and recombination (SMART) in the Drosophila
melanogaster cells. This test can detect the loss of heterozygosity of specific marker
genes that are phenotypically expressed on the wings of these insects (Graf et al.,
1984, Graf et al., 1989). From the D. melanogaster, it is possible to assess damage
that involves gene mutations, chromosomal aberrations and homologus
recombination, allowing the quantification of this last event to determine the
genotoxicity of the total compound (Graf et al., 1984). Drosophila is considered an
excellent model organism due to the high similarity of its genes with humans, the
ease of maintenance in the laboratory, short generation time and large number of
progeny (Ribeiro and Gaivao, 2010; Graf and Van Schaik, 1992).

2. MATERIAL AND METHODS
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2.1. Chemical agents

In this study, the following chemical compounds were used: Captopril 50
mg (CAS 62571-86-2), Lot n°. 11031749, Medley S. A. Pharmaceutical Industry, Séo
Paulo, Brazil; Perindopril under the commercial name Conversyl® 8 mg (CAS 82834-
16 -0), Lot n° 3000456, Laboratory Servier Brasil Ltda., Rio de Janeiro, Brazil,
Doxorubicin under the commercial name Doxolem® 50 mg (CAS 25316-40 -9), Lot
n°. 83520, manufactured by Eurofarma Laboratories Ltda. and distributed by Zodiac
Pharmaceutical Products, Sdo Paulo, Brazil. The chemical structures of the

compounds are shown in Figure 1.

Captopril Perindopril
f|3H;- fﬁJ r ]’ <|3| C|:OOC,,H,, ? ] C]>
HS—CH,—C— C—N C—OH CaH ...—CHnHN—CIJH—c —N C—OH
H CHs
Doxorubicin

Figure 1: Chemical structure of the compounds. Source: Katzung (2001); Paula et al.(2005).
Instant mashed potatoes were used (Yoki Alimentos S. A. brand, S&o
Paulo, Brazil) as an alternative medium for Drosophila, which were moistened with

the concentrations of the compounds tested. All concentrations were prepared

immediately before use from dilution in water obtained by reverse osmosis.

2.2. Test for detection of mutation and somatic recombination (SMART) in cells

of Drosophila melanogaster

2.2.1 Stock lineages and cross
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Three mutant lineages of D. melanogaster were used in the SMART
assay. multiple wing hairs (mwh), flarezand Oregon R flares, stored in 7 liter flasks
containing culture medium for D. melanogaster (820 mL of water, 25 g biological
yeast - Saccharomyces cerevisiae, 11 g of agar, 156 g of banana and 1 g of
methylparaben).

In this study two types of crosses were carried out: Standard (ST -
Standard Cross = female virgins fIr 3 /In(3LR)TMS3, ri pP sep 1(3)89Aabx3*¢ and Bds
with males mwh) whose effects arise in a direct manner, due to low metabolization of
the compound; and High Bioativation (HB - High Bioactivation Cross = female virgins
ORR; fIr ¥/In(3LR)TM3, ri pP sep 1(3)89Aabx3% and Bd° with males mwh) whose
effects are manifested in an indirect manner, since the strain ORR; fI® has a
significant level of cytochrome P450 enzymes, which are responsible for the high
biometabolization of compounds (Graf et al., 1989; Graf and Van Schaik, 1992).

After the crosses, the flies were transferred to a flask containing hatching
medium, a solid base of agar (4% agar in water) and a layer of yeast (S. cerevisiae)

supplemented with sugar. The eggs were collected over a period of 8 hours.

2.2.2 Treatments

Third instar larvae of offspring of the crosses fir 3 x mwh (ST) and ORR x
mwh (HB) were collected after 72 h (x 4 h) and washed with water obtained from
reverse osmosis in a fine mesh stainless steel sieve and subjected to chronic
treatment for 48 hours, because after this period the larvae transform into pupae and
no longer feed from the medium of culture.

Two treatments were performed: one using Captopril 500, 250, 125, 62.5
and 31.25 pg/mL; and another using Perindopril 80, 40, 20, 10 and 5 pg/mL. The
chronic treatment was performed in duplicate, where, for each glass vials, containing
1.5 g of instant mashed potatoes, was used 5 mL of each concentration isolated
compound. However, just captopril was tested in concentrations associated with DXR
0,125 mg/mL, due the negative results in genotoxicity test was held o antigenotoxicity
testing. In both experiments two controls were included: a positive control using DXR
125 ug/mL and negative control, using water obtained from reverse osmosis.

For the toxicity test, 100 larvae were counted before being distributed into

vials. Thus, the number of flies that hatched was used to calculate survival rates after
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the exposure. The adult individuals, after undergoing metamorphosis, were stored in

70% ethanol for later assembly of slides.

2.2.3. Preparation of slides and microscopic analysis

The Drosophila descendants of crosses ST and HB, preserved in ethanol
70%, had their wings detached and pairs fixed on slides with a solution of Faure (30
g of arabic gum, 20 mL of glycerol, 1.5 g of chloral hydrate and 50 mL of distilled
water). The slides were then taken to dry for 1 hour on a hotplate (60°C).

The analysis of the wings was performed using an optical microscope (40x
objective) registering the number and types of spots found (single or twin), and also
the position in which they follow the orientation of the wing sectors (A, B, C', C, D, D',
E).

Analysis of the trichomes, present on the dorsal and ventral surfaces of
the wings, permitted the identification of wing spots and mutant hairs that could be
classified as simple (mwh or fIr3) or twin (mwh and fIr¥). The wings of BH (mwh/TM3)
flies were assembled and analyzed after checking that there were positive responses
in the MH offspring , because these flies expressed only mutagenic events, so they
were analized for determine the proportion of recombinogenic and mutagenic events
(Graf et al., 1984; Guzman- Rincén and Graf, 1995).

2.2.4. Statistical analysis

The statistical analysis was performed as described by Frei and Wurgler
(1988), which allows for four different diagnoses: positive, weak positive, negative or
inconclusive. The spots from the mutants were grouped into three different
categories: (1) small single spots (1-2 cells), (2) large single spots (3 or more cells)
and (3) twin spots. The frequency of each type of spot and the total frequency of
spots per fly for each treatment were compared to pairs (compound isolated with
negative control and compound associated with positive control) using the binomial
conditional test according to Kastenbaum and Bowman (1970) and Frei and Wurgler
(1995) with significance levels of P < 0.05.
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However, since false positive results can occur, all final weak positive
results were analyzed with the non-parametric U test by Mann, Whitney e Wilcoxon
(Frei e Wurgler, 1995).

3. RESULTS

The concentrations of captopril and perindopril were established from a
pilot test whose concentrations were established on the basis of protocols of
concentrations from Rooprai et al. (2001), using cell lines derived from human brain
tumors, and Xiang-jian et al. (2001) using the cultured cardiomyocytes of rats. From
this test it was possible to define the five concentrations of each compound to be
used in this experiment. Defined by the concentrations, the larvae descendants from
ST and HB crosses were subjected to chronic treatment for 48 hours. The number
adults emerging from each concentration were recorded, and from these values it
was possible to trace the survival curve of each cross, as shown in Figures 2 and 3.
The concentrations were tested in isolation and captopril was also tested in
association with DXR chemotherapy. All compounds were tested in two different
experiments. The data were combined following verification that the two independent

experiments produced acceptable reproducibility.

Captopril concentrations associated with

Captopril in isolated concentrations Doxorubicin

100 A —

-
o
o

Survival (%)

9 N e
80 ——ST T 80 — v ——ST
HB =
Z HB
60 @ 60
40 — 40
Agua 500 250 125 625 31,25 DXR 500 250 125 625 31,25
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL yg/mL pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL

+DXR +DXR +DXR +DXR +DXR

Figure 2: Relative survival rate of D. melanogaster in different concentrations of captopril
emerging the standard crossing (ST) and the crossing of high bioactivation (HB).
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Perindopril inisolated concentrations
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Figure 3: Relative survival rate of D. melanogaster at different concentrations of perindopril
emerging from the standard crossing (ST) and the crossing of high bioactivation (HB).

Figures 2 and 3 show the numbers of adult individuals found in ST and HB
crosses treated with captopril (alone and in combination with DXR) and perindopril
(alone). Note that in both crosses, the survival rate was higher than 70%, indicating
the viability of concentrations.

Table 1 presents the results relating to MH descendants from ST and HB
crosses, treated with concentrations of captopril alone or in association with DXR. In
the ST e HB crosses, in isolated concentrations, it was observed that the captopril
had no genotoxic activity, when compared to the negative control.

In the associated concentrations of both crosses, the results showed that
there was no significant increase in the number of mutant spots in the total spot
category for captopril when compared to the positive control. Thus, captopril was not
unable to modulate the effect of DXR chemotherapy.

Table 2 presents the results for MH descendants of the ST and HB
crosses treated with concentrations of perindopril alone. In the ST cross, perindopril
showed no statistically significant difference in the overall category of spots in the five
concentrations tested when compared to the negative control. However, in the HB
cross, the results show that individuals treated with five concentrations of isolated
perindopril showed significant increases for the categories small simple spots and
total spots, when compared to the negative control. This result indicates that in these
experimental conditions, perindopril, when suffer biometabolization by the enzyme
cytochrome P450, showed a slight genotoxic effect.

The analysis of the BH individuals from the HB cross treated with
perindopril (Table 2), results show that all concentrations of isolated perindopril were

recombinogenic, ranging from 57.51% to 73.37%.
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4, DISCUSSION

The SMART test is considered an excellent test because of the genetic
similarity between Drosophila and mammals. In addition to the homology found
between tumor suppressor genes and human oncogenes (Alte et al., 2012), D.
melanogaster also has the angiotensin-converting enzyme (ACE), homologous to the
human enzyme, which is known as Ance (Taylor et al., 1996; Isaac et al., 2007).

The Ance enzyme of Drosophila is found in the hemolymph and
reproductive tissues (ovaries, testes and accessory gland) of both male and female
insects (Isaac et al., 2007). Ance plays an important role in the embryogenesis of the
Drosophila, because it is present in amnioserosa, participates in the development of
the dorsal vessel, anterior and posterior intestine in addition to being present in the
cells of the developing heart (Taylor et al., 1996; Houard et al., 1998; Salzet et al,,
2001). Ance presents many enzymatic properties described in the human enzyme. In
vitro studies showed that Ance is able to convert Ang | to Ang Il and hydrolyze
bradykinin, which may still be inhibited by human ACE inhibitors such as captopril
and trandolapril (whose active form is chemically similar to perindoprilat) (Taylor et
al., 1996; AKkif et al., 2010). Thereby assuming the existence of the renin-angiotensin
system, in Drosophila, was performed SMART assay to evaluate the genotoxicity of
ACE inhibitors captopril and perindopril, was evaluated also, the possible
antigenotoxic effect of captopril against damage induced by DXR.

According to some authors (Coleman et al., 2008; Blaes et al., 2010;
Bangalore et al., 2010; Yoon et al.,, 2011; Singh and Bangalore, 2012), ACE
inhibitors display anticancer properties. Nevertheless, the results of this study show
that although both compounds tested have the same mechanism of action, the
differences in chemical structure, absorption and the half-life were evident in the
various genetic parameters detected by SMART.

Some studies have reported the beneficial effect of captopril in cancer, for
example, according Attoub et al (2008), in immunohistochemical analysis of
treatment with captopril showed significantly reduce cell number in proliferation.
Yoshiji et al.(2001) and Fujita et al. (2005) reports that captopril has effect in
inhibiting angiogenesis, capable of reducing tumor growth. Péron et al. (2002)
complements that this drug can also act as an antioxidant, the from availability of

sulfhydryl groups, preventing the cytotoxic effects mediated by oxidative stress often
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caused by eliminating superoxide anions. Péron et al. (2002) further argue, that the
presence of sufidril group stimulates the synthesis of prostaglandins cardioprotective.
However, in this study with Drosophila, we found no effect of treatment with captopril,
because in both treatments (captopril alone or combined with DXR) the results were
not significant.

Perindopril alone showed no genotoxic effect, in the ST cross. It is
believed that, since it is a pro-drug, biometabolization is necessary for the active
metabolite, perindoprilat. According to Curran et al. (2006) the metabolism of
perindopril in perindoprilat occurs by hydrolysis mainly in the liver (hepatic esterase),
but can also occur in the plasma and in the intestinal wall. The biotransformation
reaction is performed by cytochrome P450 enzymes that are found throughout the
body, with higher expressivity in the liver (Chaudhary et al., 2009). As the ST cross
descendants have low expression of cytochrome P450 enzymes, and as there was
an increase Iin the number of mutant spots in the HB cross at all tested
concentrations, it is suggested that this is the reason why the perindopril isolate
presented recombinogenic effect only in HB, showing then the need for
biometabolization of the compound. The increase in the number of mutant spots in
HB, although some of them with weak positive diagnosis, is probably related to the
increase in the toxic effect of perindopril to be biometabolized, because the main
function of the cytochrome P450 enzymes is the transformation of toxic substances
into less toxic substances that can be eliminated by the body. However, the drugs
are not always inactivated; on the contrary, some metabolites may present increased
activity or toxic properties including mutagenicity, teratogenicity and carcinogenicity
(Oshima-Franco and Franco, 2003).

Another important finding concerns the type of spot in the HB cross;
perindopril presented a significant diagnosis in the category simple small spots for all
five concentrations tested, indicating that perindopril operates in the final
metamorphosis stages of the Drosophila. According to Graf (1995) and Graf et al.
(1998) the simple small spots are formed during the last and penultimate cycles of
mitotic division that occur in the pupal stage. While simple large spots are formed
during larval development, at the start of mitosis.

SMART enables recombination percentages to be estimated from
mutation events expressed in the BH individuals. According to Graf et al. (1984)

these individuals express only mutation events, because the TM3 balancer present in
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this strain, has multiple inversions, which, in the event of recombination, make the
cells non-viable. As well as the basis for the analysis of BH individuals, we can say
that perindopril showed significantly greater potential for recombination than
mutation. In the individual HB cross descendants treated with perindopril, the
recombinogenic effect was observed in five isolated concentrations ranging from
57.51% in the lower to 73.37% in the higher concentration.

Although mutations are frequently related to the carcinogenic process,
homologous recombination can also play an important role in carcinogenesis.
Homologous recombination consists of a repair drifter mechanism in the DNA that
can lead to a loss of heterozygosity or genetic rearrangements and is crucial to the
genesis of numerous genetic diseases such as cancer (Orsolin et al, 2012).
According to Bishop and Schiestl (2001) homologous recombination is induced by a
wide range of carcinogenic substances, many of which are classically considered
efficient in many repair pathways, although patients whose cells exhibit an increased
frequency of recombination also have an elevated frequency of cancer.

The recombinogenic effect found for DXR, used as the positive control in
this experiment, remains around 80%. Previous studies have reported that mutation
spots induced by DXR are predominantly allocated to recombination (Lehmann et al.,
2003; Rezende et al., 2011; 2013). With regard to the perindopril, even with a low
genotoxic activity, the result showed that increase in mutants stains were
predominantly recombinogenic.

As previously mentioned, several studies have reported that ACE
inhibitors, among them captopril and perindopril, are excellent free radical
scavengers with antioxidant action (Volpert et al., 1996; Chirkov et al., 2004;
Lourencéo et al., 2008). In this context, studies reveal that ACE inhibitors are able to
alleviate the side effects caused by DXR, mainly cardiotoxicity, while maintaining its
antioxidant effects (Sacco et al., 2009; Blaes et al.; 2010). However, our study
showed that free radical scavenging activity by captopril was inefficient in Drosophila,
since there was no reduction in the number of mutant spots when captopril was
associated with DXR.

Mansour et al. (1999) affirms that the possibility of ACE inhibitors
protecting cells against the toxic effects caused by DXR is uncertain, because in their
study using pure chemical systems, captopril in millimolar concentrations was not

able to remove superoxide radicals. Shi et al. (2011) add that the widely accepted
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theory that reactive oxygen species and iron are the doxorubicin’s main mechanism
of cardiotoxicity, up until now the use of antioxidants has not been effective in
relieving the cardiotoxicity of anthracyclines in clinically relevant animal models and
in clinical trials.

Another probable mechanism, responsible for the increase in mutant spots
in perindopril, is the anti-apoptotic activity of that compound. Disturbances in
formation of Angiotensin Il (Ang Il) is related to the promotion of apoptosis in
pulmonary cells, by induce the accumulation of neutrophils in the tissue, is related
also with potentialization of the apoptosis by activation of tumor necrosis factor alpha
(TNF-a) and by anoxia-reoxygenation in endothelial cell of cultures of human
coronary artery (Filippatos et al., 2001; Morka et al., 2013). In Drosophila, the cell
that appears to fulfill equivalent functions to neutrophils and macrophages is the
hemocyte, which patrols tissues, recognizing and engulfing apoptotic corpses in the
embryo and pathogens in the larval and adult fly (Stramer et al., 2005). Thus, the use
of angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors, such a perindopril, possibly inhibit
pro-inflammatory and pro-apoptotic processes which probably triggered an increase
in the number of spots noticed mutant in this experiment.

According to Morka et al. (2013), ACE inhibitors have been used to
suppress the apoptosis process and to reduce inflammation in lungs injured by
Meconium Aspiration Syndrome. Zagariya et al. (2006) add that in animal models this
syndrome causes an accumulation of inflammatory cells, release of cytokines and
massive cell death in pulmonary tissue. However, newborn rabbits pre-treated with
captopril, before the onset of meconium, showed a reduction in the levels of
endothelin 1 and pro-inflammatory cytokines besides a reduction of the apoptotic
process. Ceconi et al. (2007) reported that in in vivo mouse models subjected to
endotoxin shock induced by bacterial lipopolysaccharide in order to increase the
apoptosis rate in aortic endothelial cells, perindopril was the only one, among the
ACE inhibitors tested able to significantly reduce the apoptosis rate. According to
Ferrari (2008) this favorable effect in relation to other ACE inhibitors, found in
perindopril, is attributable to greater selectivity for binding sites with bradykinin than
with angiotensin |. Perindopril was also able to reduce the pro-apoptotic proteins Bax
and Bcl-XS without changes in the levels of the anti-apoptotic protein Bcl- XL in the

cardiac cells of rats (Galvez et al., 2005).
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In summary, we demonstrated that captopril is not genotoxic or
antigenotoxic, when analyzed separately and in association with DXR. Therefore,
captopril does not have chemopreventive activity against DXR action, in the wing
somatic assay of D. melanogaster. Perindopril has subtle effect of genotoxic with
mutant stains predominantly recombinogenic . Thus, further studies are needed to
better assess the effects of ACE inhibitors in promoting or chemoprevention of

cancer.
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Table 1: Summary of results obtained in the marked trans-heterozygous descendants (MH) of Drosophila melanogaster derived from the standard
cross (ST) and high bioactivation cross (HB) treated with different concentrations of the captopril (separately and in combination with DXR), positive
control (DXR125 ug/mL) and negative control (water).

Treatments Spots per fly ( n°. of spots ) statiscal diagnosis® . Frequgncy of
NO. = Spots with formation / 10°
of Small single Large single mwh Mean clone cell§ per cﬁlls
DXR  Captopril ) ) . . division
flies (1-2 céls)® (>2 céls)® Twin Total spots clone® size class®?
( “g/mL) ( “g/mL) Observed
(N m=2 m=5 m=5 m=2 (n) (7)
mwh/flr?
Cross ST
0 0 60 0.43 (26) 012 (7) 0.00 (0) 055 (33) 32 1.75 1.09
0 31.25 60 0.48 (29) - 0,10 () i 0.00 (0) i 0.58 (35) - 34 1.74 {1.50} 1.16 {0.07}
0 62.5 60 055 (33) i 0.10 () i 0.03 (2) i 0.68 (41) - 41 1.98 {2.78} 1.40 {0.31}
0 125 60 042 (25) - 0.03 (2 - 0.02 (1) i 0.47 (28) - 28 1.68 {2.25} 0.96 -{0.14}
0 250 60 0.58 (35) i 0.12 (7) i 0.02 (1) i 072 (43) - 43 1.81 {2.00} 1.47 {0.38}
0 500 60 0.43 (26) - 0.03 (2 - 0.02 (1) i 0.48 (29) - 29 1.72 {2.00} 0.99 -{0.10}
125 0 60 0.98 (59) + 1.73 (104) + 1.03 (62 + 3.75 (225) + 216 3.63 {3.96} 7.38 {6.28}
125 31.25 60 1.17 (70) - 1.73 (104) - 1.47 (88) f+ 437 (262) - 318 413 {4.40} 10.86 {9.77}
125 62.5 60 1.35 (81) f+ 1.75 (105) - 122 (73) - 432 (259) - 248 348 {3.73} 8.47 {7.38}
125 125 60 1.07 (64) - 1.72 (103) - 1.48 (89) f+ 427 (256) - 249 3.73 {4.03} 850 {7.41}
125 250 60 118 (71) - 203 (122) - 1.08 (65) - 430 (258) - 248 375 {4.04} 8.47 {7.38}
125 500 60 1.05 (63) - 205 (123) - 1.05 (63) - 415 (249) - 240 346 {3.73} 820 {7.10}
Cross HB
0 0 60 1.17 (70) 0.23 (14) 0.02 (1) 1.42 (85) 85 1.95 2.90
0 31.25 60 112 (67) - 0.23 (14) i 0.02 (1) i 1.37 (82 - 81 1.85 {4.00} 277 -{0.14
0 62.5 60 122 (73) - 0.18 (11) - 0.00 (0) i 1.40 (84) - 84 1.77 {17.00} 287 -{0.03}
0 125 60 1.23 (74) - 0.12 (7) - 0.02 (1) i 1.37 (82 - 81 1.58 {9.50} 277 -{0.14}
0 250 60 1,48 (89) - 0.15 (9) - 0.02 (1) i 1.65 (99) - 98 1.55 -{1.08} 3.35 {0.44}
0 500 60 123 (74) - 0.10 () - 0.02 (1) i 1.35 (81) - 81 1.57 {9.75} 277 -{0.14
125 0 60 1.50 (90) - 1.28 (77) + 0.28 (17) + 3.07 (184) + 179 292 {3.80} 6.11 {3.21}
125 31.25 60 1.85 (111) - 1.03 (62) 025 (15) i 3.13 (188) - 184 261 {3.17} 6.28 {3,38}
125 62.5 60 1.90 (114) - 1.18 (71) - 0.18 (11) i 3.27 (196) - 195 255 {3.02} 6.66 {3.76}
125 125 60 1.38 (83) - 0.97 (58) - 0.33 (20) i 268 (161) - 159 3.01 {422} 543 {2,53}
125 250 60 1.68 (101) - 0.33 (20) - 3.60 (216) i 5.62 (337) - 210 3.34 {4.28} 717 {4.27}
125 500 60 1.73 (104) - 1.22 (73) - 0.23 (14) i 3.18 (191) - 189 291 {3.69} 6.45 {3.55}

Marker-trans-heterozygous flies (mwh/fir’) and balancer-heterozygous flies (mwh/TM3) were evaluated.

a Statistical diagnoses according to Frei and Wiirgler (1988, 1995): +, positive; -, negative; i, inconclusive. m = multiplication factor for significantly negative results. Level of significance P < 0.05.
5 Including rare fI° single spots.

¢ Considering mwh clones from mwh single and twin spots.

4 Frequency of clone formation: clones/flies/48,800 cells (without size correction) Frei et al. (1992).
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Table 2: Summary of results obtained in the marked trans-heterozygous descendants (MH) and balancer-heterozygous (BH) of Drosophila
melanogaster derived from the standard cross (ST) and high bioactivation cross (HB) treated with different concentrations of the perindopril, positive
control (DXR125 ug/mL) and negative control (water).

Treatments Spots per fly ( n’. of spots ) statiscal diagnosis? Spots Frequency of
N, = with formation / 10° o
cells per cells Recombination
of Small single Large single mwh Mean clone division® o
DXR  Perindopril - I . ' . i (%)
(pg/ml)  (pg/ml) flies (1-2 céls) (>2 céls) Twin Total spots clone size class OBseriad
m=2 m=5 m=5 m=2 (n) ()

mwh/Ar
Cross ST

0 0 60 0.37 (22) 0.00 (0) 0.00 (0) 0.37 (22) 22 1.18 0.75

125 0 60 0.48 (29) i 1.95 (117) + 0.80 (48) + 3.23 (194) + 184 442 {4.86} 6.28 {5.53}

0 5 60 0.33 (20) - 0.05 (3) - 0.02 (1) i 040 (24) - 21 1.81 -{12.00} 0.72 -{0.03}

0 10 60 0.30 (18) - 0.02 (1) i 0.00 (0) i 032 (19) - 19 1.79 -{2.67} 0.65 -{0.10}

0 20 60 0.43 (26) - 0.00 (0) i 0.00 (0) i 043 (26) - 26 1.46 {3.00} 0.89 {0.14}

0 40 60 0.25 (15) - 0.05 (3) i 0.02 (1) 032 (19) - 19 1.95 -{3.67} 0.65 -{0.10}

0 80 60 0.40 (24) - 0.03 (2) i 0.00 (0) i 043 (26) - 26 1.81 {6.25} 0.89 {0.14}
Cross HB

0 0 60 1.17 (70) 0.13 (8) 0.00 (0) 1.30 (78) 78 1.67 2.66

125 0 60 1.45 (87) - 3.22 (193) + 042 (25) + 508 (305) + 299 3.91 {470} 10.21 {7.55} 85.99

0 5 60 1.73 (104) f+ 017 (10) i 0.00 (0) i 1.90 (114) + 113 1.70 {1.77} 3.86 {1.20} 57.51

0 10 60 202 (121) + 0.08 (5) - 0.02 (1) i 212 (127) + 126 1.37 {0.90} 4.30 {1.64} 65.12

0 20 60 1.65 (99) f+ 020 (12) i 0.00 (0) i 1.85 (111) + 108 1.60 {1.43} 3.69 {1.02} 68.56

0 40 60 202 (121) + 0.10 (B) i 0.05 (3) i 217 (130) + 128 1.47 {1.16} 437 {1.71} 64.07

0 80 60 1.70 (102) f+ 017 (10) i 0.02 (1) i 1.88 (113) + 112 1.69 {1.74} 3.83 {1.16} 73.37
mwh/TM3
Cross HB

0 0 30 0.60 (18) 0.00 (0) & 0.60 (18) 18 1,28 1.23

125 0 30 063 (19) - 0.07 (2) i 0.70 (21) i 21 1,33 {1.67} 1.43 {0.20}

0 5 30 0.80 (24) i 0.00 (0) i 0.80 (24) i 24 1,13 {0.67} 1.64 {0.41}

0 10 30 0.70 (21) i 0.03 (1) i 0.73 (22) i 22 1,55 {2.75} 1.50 {0.27}

0 20 30 057 (17) - 0.00 (0) i 057 (17) - 17 1.12 {4.00} 1.16 -{0.07}

0 40 30 0.77 (23) i 0.00 (0) i 0.77 (23) i 23 1.22 {1.00} 1.57 {0.34}

0 80 30 0.50 (15) - 0.00 (0) i 0.50 (15) - 15 1.20 {1.67} 1.02 -{0.20}

Marker-trans-heterozygous flies (mwh/fr) and balancer-heterozygous flies (mwh/TM3) were evaluated.

a Statistical diagnoses according to Frei and Wiirgler (1988, 1995): +, positive; -, negative; i, inconclusive. m = multiplication factor for significantly negative results. Level of significance P < 0.05.
5 Including rare fir® single spots.

¢ Considering mwh clones from mwh single and twin spots.

4 Frequency of clone formation: clones/flies/48,800 cells (without size correction) Frei et al. (1992).

¢ Only mwh single spots can be observed in heterozygous individuals mwh/TM3, since the balancer chromosome TM3 does not contain the mutant gene fir°.
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Resumo

A losartana potassica € um medicamento anti-hipertensivo da classe de
antagonistas do receptor de angiotensina Il (ARA). Alguns estudos afirmam que
além dos beneficios na regulacdo da pressdo arterial, essa classe de farmacos
possui propriedades anticancer. Neste estudo objetivou-se avaliar o potencial
genotdxico e antigenotdxico da losartana potassica por meio do ensaio SMART
(Somatic Mutation and Recombination Test) em células somaticas de Drosophila
melanogaster, bem como o possivel efeito modulador desse farmaco, quando
associado a doxorrubicina (DXR). As larvas de terceiro instar, descendentes dos
cruzamentos padréo e de alta bioativacéo (ST e HB), foram tratadas cronicamente
com diferentes concentragbes de losartana potassica (0,25; 0,5; 1; 2; e 4 mM)
isoladas ou associadas (co-tratamento) a doxorrubicina (DXR 0,125 mg/mL). Os
resultados demostraram auséncia de efeito mutagénico da losartana potassica. No
co-tratamento entre losartana e DXR os resultados demonstraram que a losartana €
capaz de reduzir o numero de manchas mutantes induzidas pela DXR, porém, sem
alterar o efeito recombinogénico do quimioterapico. Agao antiproliferativa parecer ser
o principal mecanismo envolvido na redugdo da frequéncia de manchas mutantes e
consequente modulagéao da alteragdo induzida pela DXR.

Palavras - chave:Efeito modulador. Drosophila melanogaster. Losartana potassica.
SMART.

55



1. INTRODUGAO

Os antagonistas dos receptores da angiotensina (ARA) sdo agentes anti-
hipertensivos orais, cujo mecanismo de acio basico € a inibicdo da ligagdo da
angiotensina |l (Ang IlI) aos receptores de angiotensina do tipo AT1, impedindo
assim, a vasoconstricdo das arteriolas (Paula et al., 2005).

O principal representante dessa classe de medicamentos € a Losartana
potassica, um anti-hipertensivo sintético, ndo peptidico, derivado do imidazol. A
losartana € administrada na sua forma ativa, porém, cerca de 14% da dose sofre
biometabolizag&o no figado pelas enzimas de citocromo P450 (CYP2C9 e CYP3A4),
que o converte no metabdlito ativo acido 5-carboxilico (EXP-3174), responsavel pelo
o efeito prolongado do farmaco. Também s&o formados outros metabdlitos, no
entanto, sem efeitos no receptor AT+ (Bonfilio et al., 2010; Bruton et al., 2012).

Estudos in vitro e in vivo, confirmam que tanto losartana como seu
metabodlito EXP-3174, farmacologicamente ativo, bloqueiam todas as acbes
fisioloégicas relevantes da Ang Il, ligando-se seletivamente ao receptor AT,
promovendo reducdo da pressao arterial sem elevar os niveis de bradicinina. Assim,
a tosse nado constitui um efeito colateral do tratamento com losartana potassica
(Golan et al., 2009; Bonfilio et al., 2010).

Além do efeito anti-hipertensivo, a losartana tem demonstrado ser
eficiente no tratamento da insuficiéncia renal, da nefropatia diabética, da
insuficiéncia cardiaca congestiva e, ainda, do cancer (Faria et al., 2002; Carvalho et
al., 2005; Sipahi et al., 2010). No que diz respeito ao cancer, Kim et al. (2014)
afirmam que a losartana € capaz de melhorar a sobrevida de ratos com cancer de
pancreas ortotdpico, pela inibicdo da sintese do fator de crescimento endotelial
vascular e por suprimir a proliferacédo de células cancerosas, através de blogueio do
receptor AT1. A losartana, também, é capaz de inibir proliferagéo celular em células
de cancer de endométrio e, ainda, possui efeitos antitumorigénicos em sistema
modelo de cancer de prostata e de ovarios (Suganuma et al., 2005; Uemura et al.,
2005; Choi et al., 2012).

Entretanto, os efeitos benéficos contra o cancer, atribuidos a losartana
potassica, sdo controversos, pois, alguns autores afirmam que 0 uso dessa classe
de medicamento esta associado a um risco moderadamente aumentado de um novo

diagnostico de cancer (Sipahi et al., 2010; Huang et al., 2011).
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Sendo assim, este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito genotoxico e
antigenotdxico da losartana potassica, por meio do teste de mutagdo e
recombina¢do somatica (SMART). O teste utiliza como organismo modelo a mosca
da fruta, Drosophila melanogaster, um individuo eucarioto que possui maquinaria
metabdlica semelhante a encontrada em células de mamiferos (Rincon et al., 1998).

O SMART € um ensaio sensivel para investigar propriedades
mutagénicas e recombinogénicas de varios compostos e misturas. O teste permite
verificar a perda da heterozigose de marcadores genéticos recessivos, que podem
ser detectados pelo aparecimento de fendtipos diferentes nas asas das moscas
(Graf et al., 1984; Graf and Wirgler, 1996; Graf et al., 1998). Os diferentes tipos de
fendtipos podem ser causados por um amplo espectro de eventos mutacionais que
d&o origem as manchas de pelos mutantes; tais como, dele¢des, mutacdes pontuais,
certos tipos de aberragcdes cromossdmicas, bem como recombinacdo mitética e,
possivelmente, a conversdo génica. Do mesmo modo, o SMART ¢é eficiente na
deteccdo de agentes com propriedades antimutagénicas e antirecombinogénicas
(Frélich and Wirgler, 1989; Graf and Schaik, 1992; Graf and Wurgler, 1996).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Agentes quimicos

Para avaliagdo do efeito genotdxico, este estudo utilizou um medicamento
anti-hipertensivo da classe dos antagonistas de receptores de angiotensina, a
losartana potassica 100mg (CAS 12750-99-8), Lote n°.. 276152, Eurofarma
Laboratério S. A., S&o Paulo, Brasil (Figura 1A).

Como controle positivo utilizou-se o cloridrato de doxorrubicina, nome
comercial Adriblastina® RD 50mg (CAS 25316-40-9), Lote n°: 3PL0341, Laboratorios
Pfizer Ltda, S&o Paulo, Brasil (Figura 1B). Como controle negativo utilizou-se agua
osmose reversa. Utilizou-se, ainda, puré de batatas instantdneo (marca Yoki
Alimentos S. A, Sdo Paulo, Brasil) como um meio de cultura alternativo para
Drosophila, que foi acrescido de 5 mL das diferentes concentragdes do composto
testado. O uso da DXR como controle positivo na presente pesquisa, bem como, a
concentrac&o utilizada foi baseada em estudos prévios (Orsolin et al., 2012, 2015;
Machado et al., 2013).
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(A) (B)

Figura 1: Estrutura quimica dos compostos utilizados no estudo. (A) Losartana potassica e
(B) Doxorrubicina. Fonte: Bonfilio et al. (2010); Patel et al. (1997).

2.2. Teste para detecgcao de mutagcao e recombinagdo em células somatica de

Drosophila melanogaster - SMART

2.2.1 Linhagens

No SMART séao utilizadas trés linhagens mutantes de D. melanogaster.
multiple wing hairs (mwh), flare3 e Oregon R flare®. A linhagem multiple wing hairs
(mwh), cujo marcador na condicdo de homozigose expressa trés ou mais pelos
dentro de uma unica célula, ao contrario do gene selvagem que expressa um uUnico
pelo. A linhagem flare3 (fir’), cujo gene marcador altera a forma do pelo,
desenvolvendo um pelo malformado, com aspecto de chama. Devido sua letalidade
em homozigose, esta linhagem possui um balanceador cromossémico (TM3, Bd®),
que se caracteriza por multiplas inversées (Graf et al., 1984). E a linhagem Oregon
R flare® (ORR, fIr¥) que possui constituicdo genética semelhante a linhagem fird,
porém, os cromossomos 1 e 2 s&o provenientes da linhagem Oregon R (resistente
ao DDT), que se caracterizam pela alta expressividade de enzimas citocromo P450
(Frélich e Wurgler, 1989).

As linhagens sdo mantidas em estoque em frascos de V4 de litro contendo
meio de cultura para D. melanogaster (820 mL de agua, 25g de fermento bioldgico -

Saccharomyces cerevisiae, 11g de agar, 156g de banana e 1g de nipagin).

2.2.2. Cruzamentos
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No SMART sé&o realizados dois cruzamentos, o cruzamento padréo (ST-
Standard cross) onde sdo cruzadas fémeas virgens (fir® /In(3LR)TM3, ri pP sep
1(3)89Aa bx34 and Bds) com machos (mwh/mwh), os individuos provenientes deste
cruzamento possuem niveis basais de enzimas citocromo P450. O segundo
cruzamento € o de alta bioativagdo (HB - High Bioactivation Cross), onde s&o
cruzadas fémeas virgens (ORR; fir¥/In(BLR)TM3, ri pP sep 1(3)89Aa bx3% and Bd)
com machos (mwh/mwh); a linhagem ORR; fir¥ possui um nivel expressivo de
enzimas de citocromo P450 que permite a maior biometabolizagcdo de compostos
(Graf et al., 1989; Graf e Schaik, 1992).

A partir dos dois tipos de cruzamentos, padrao e de alta bioativacéo,
nascem o0s descendentes: trans-heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos
balanceados (BH). Estes descendentes sdo fenotipicamente distintos com base no
marcador TM3, Bds. Os MH (mwh +/+ fir¥) apresentam 0s cromossomos
estruturalmente normais e desenvolvem asas normais, com borda lisa. Ja os BH
(mwh +/+ TM3, Bd®) apresentam um cromossomo balanceador (TM3/Bd*) e as asas
sdo0 malformadas, com aparéncia picotada, "serrilhada" (Graf et al., 1984; Rincon e
Graf, 1995).

2.2.3. Tratamentos, preparag¢ao para analise microscopica

Apds o0s cruzamentos, as moscas foram transferidas para frascos
contendo meio de postura, uma base sélida de agar (4% de agar em agua) € uma
camada de fermento (S. cerevisae) suplementado com agucar. Os ovos foram
coletados por um periodo de 8 horas. Apds 72, +/- 4 horas, as larvas de terceiro
instar foram lavadas com agua osmose reversa e coletadas com auxilio de uma
peneira de malha fina. Grupos de aproximadamente 200 larvas foram transferidas
para tubos de vidro (2,5 cm de didmetro e 8,0 cm de altura) contendo 1,5 g de meio
de cultura para Drosophila (puré de batata) e 5,0 mL de diferentes concentragbes de
losartana potassica (0,25; 0,5; 1; 2 e 4 mM) isoladas ou em associacdo com DXR
(0,125 mg/mL). Foram incluidos também um controle positivo usando DXR a 0,125
mg/mL e um controle negativo usando agua osmose reversa. Todo experimento foi
realizado em duplicata, sendo que, uma das séries foram utilizadas para avaliagédo

da toxicidade do composto testado. Para tanto, grupos de 100 larvas foram tratadas
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com cada concentracdo de losartana potassica, cujo o numero de sobreviventes, por
tratamento, forneceu um idicador da toxicidade do composto.

As moscas adultas emergentes desse tratamento foram coletadas e
fixadas em etanol 70% para posterior montagem das laminas.

Para montagem das laminas, as asas das moscas foram destacadas e
fixadas em laminas histologicas com solu¢do de Faure (30g de goma arabica, 20 mL
de glicerol, 1,5g de hidrato de cloral e 50 mL de agua destilada) e levadas para
secar na placa aquecedora por 1 hora a uma temperatura média de 60° C.

A andlise das asas foi realizada em microscépio éptico (objetiva 40x),
registrando 0 numero e os tipos de manchas encontradas (simples ou gémeas),

assim como o tamanho das mesmas, € a posicao em que se encontram na asa.

2.2.4. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada conforme descrito por Frei e Wuirgler
(1988), que resulta em quatro diagnosticos diferentes: positivo, fraco positivo,
negativo ou inconclusivo. As manchas mutantes foram agrupadas em trés categorias
diferentes: manchas simples pequenas (1-2 células); manchas simples grandes (3
ou mais células) e manchas gémeas.

As frequéncias de cada tipo de mancha e a frequéncia do total de
manchas por mosca, para cada tratamento, foram comparadas aos pares
(compostos isolados com controle negativo € composto associado a DXR com
controle positivo) através do teste binomial condicional de acordo com Kastenbaum
e Bowman (1970) e Frei e Wirgler (1995), com niveis de significancia de p < 0,05.

Todavia, resultados fracos positivos podem ocorrer, entao para esse tipo
de diagnostico, em total de manchas, foi realizado o teste U n&o-paramétrico de
Mann, Whitney e Wilcoxon (Frei e Wargler, 1995).

Conforme descrito por Abraham (1994), as percentagens de inibicdo da
losartana potassica foram calculadas utilizando a frequéncia de clones por 10°

células, corrigidas pelo controle, como se segue:

[(DXR isolada — Losartana associada a DXR)x100]
DXR isolado

Inibigio =
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3. RESULTADOS

O presente estudo avaliou, por meio do teste SMART de asa de D.
melanogaster, a genotoxicidade da losartana potassica utilizando os cruzamentos
padrdo e de alta bioativacdo. Todos os compostos foram testados em dois
experimentos diferentes, e os resultados foram reunidos com a finalidade de analise
estatistica, apos a verificacdo de que nado havia nenhuma heterogeneidade nas
amostras. Inicialmente foi realizado um teste piloto, com intuito de avaliar a
toxicidade do farmaco a partir da taxa de sobrevivéncia dos individuos tratados com
as diferentes concentracbes do composto. As concentragdes utilizadas no teste
piloto foram estabelecidas com base no experimento de Momota et al. (2013), em
que grupos de Drosophila foram tratadas com 1 mM de losartana. Assim, partindo da
concentracdo de 1 mM foram estabelecidas duas concentracGes superiores e duas
inferiores (0,25; 0,5; 1; 2 e 4 mM).

Definidas as concentracbes, estas foram submetidas ao teste de
toxicidade, onde grupos de 100 larvas de 72h foram tratadas com diferentes
concentracbes de losartana potassica, isolada ou em associagdo com a
doxorrubicina. Com base no numero de individuos adultos emergentes deste
tratamento foi possivel construir a curva de sobrevivéncia (Figura 2), cujos
resultados mostram que todas as concentracdes testadas de losartana potassica,
isoladas ou associadas a DXR, obtiveram percentual de sobrevivéncia superior a
80%.

Losartana potassicaem concentracdes
associadas a Doxorrubicina
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Figura 2: Taxa de sobrevivéncia de D. melanogaster em diferentes concentracdes de
losartana potassica isoladas ou em associacéo a doxorrubicina.

Diante da viabilidade das concentragcbes testadas, estas foram
empregadas no ensaio SMART, cujos resultados estéo apresentados na Tabela 1 e

2.
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A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos em individuos MH e BH,
submentidos ao cruzamento padréo (ST). Nos individuos MH, os resultados mostram
que a losartana potassica n&o possui efeito genotdxico, visto que, nenhuma das
concentragcbes (0,25; 0,5, 1; 2 e 4 mM), testadas isoladamente, apresentaram
aumentos estatisticamente significativos, para o total de manchas, quando
comparados ao controle negativo (p > 0,05). Contudo, ao analisar os resultados das
concentracbes de losartana associadas ao quiomioterapico DXR, € possivel notar
que nas concentracbes de 1mM + DXR e 4mM + DXR houve uma redugéao,
estatisticamente significativa, no total de manchas, quando comparados ao controle
positivo (p < 0,05).

Com intuito de verificar se a redugdo no numero de manchas mutantes
observadas nos individuos MH foi de origem mutagénica ou recombinogénica, foram
realizadas as analises dos individuos BH, pois esses individuos possuem multiplas
inversées no cromossomo balanceador TM3/BdS que inviabiliza o aparecimento de
células com eventos de recombinacdo. Desse modo, a partir dos resultados dos
individuos BH, presentes na Tabela 1, foi possivel quantificar o potencial
recombinogénico da DXR, cujo percentual foi de 65,97%. Ao associar losartana com
DXR, o potencial recombinogénico manteve-se maior que 0 mutagénico, 78,07% na
concentracédo de 1mM + DXR e 79,46% na concentracdo de 4mM + DXR. Com
relacdo ao percentual de inibicdo de manchas mutantes, observou-se que a
concentracdo de 1mM + DXR possui percentual de 41,04% a concentracdo de 4mM
+ DXR possui 43,54%. Apesar de ter havido uma reducdo de manchas mutantes, na
associacdo DXR e losartana, é possivel verificar um efeito sinérgico entre os dois
compostos, aumentando a atividade recombinogénica desse quimioterapico. Esse
resultado mostra que o principal mecanismo de acdo do quimioterapico (DXR) nao
foi comprometido.

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos em individuos MH e BH,
submentidos ao cruzamento de alta bioativacdo (HB). Nos individuos MH, os
resultados mostram que a losartana potassica, ao sofrer biometabolizacdo, nao
apresentou efeito genotdxico, pois n&o houve aumentos estatisticamente
significativos no numero de total de manchas mutantes, quando comparado ao
controle negativo (p > 0,05). Entretanto, ao comparar os resultados, obtidos nas
concentracbes associadas a DXR com o controle positivo, € possivel observar que

nas concentracdes de 1mM + DXR e 4mM + DXR a losartana potassica foi capaz de
62



reduzir, significativamente, 0 numero de manchas mutantes induzidas pela DXR (p <
0,05).

Diante de resultados positivos encontrados nos individuos MH do
cruzamento HB, analisou-se os individuos BH para verificar se as redugdes no
numero de manchas mutantes, encontradas nos individuos MH, foram de origem
mutagénica ou recombinogénica. Desse modo, os resultados da Tabela 2 foram
utilizados para quantificar o potencial recombinogénico da DXR e observou-se que,
o percentual foi de 89,38%. Ao associar losartana com a DXR, nas duas
concentragcbes em que houve acdo moduladora sobre o efeito da DXR, 1 e 4 mM, os
percentuais de recombinacgéo foram de 88,74% e 90,60%, respectivamente. Com
relacdo ao percentual de inibicdo de manchas mutantes, observou-se que na
concentracao de 1mM + DXR o percentual foi de 41,30% e na concentracao de 4mM
+ DXR foi de 53,13%. Mais uma vez, estes resultados mostram que, embora tenha
ocorrido inibicdo sobre o aparecimento de manchas mutantes, a losartana potassica

nao modifica o perfil recombinogénico da DXR.

4. DISCUSSAO

Em Drosophila melanogaster, até o momento, ndo foi identificado
homédlogo do receptor AT1 de angiotensina, no entanto, o sistema renina-
angiotensina (SRA) tem sua existéncia comprovada em invertebrados (Salzet et al.,
2001; Momota et al., 2013). Desse modo, assumindo a existéncia da via SRA em
Drosophila, este estudo avaliou o efeito genotdxico e antigenotdxico da losartana
potassica, por meio do teste para deteccdo de mutacdo e recombinagdo somatica
(SMART). Este teste faz uso de trés linhagens mutantes (mwh, fir’, ORR/AIr?) que
permite a realizac&o de dois cruzamentos, o ST e o HB.

O cruzamento ST possui niveis basais de enzimas citocromo P450, de tal
modo que, os resultados encontrados nesses individuos manifestam-se a partir de
uma baixa biometabolizagdo do composto. Ja os individuos do cruzamento HB
possuem alta expressividade de enzimas citocromo P450, que faz com que estes
individuos sejam capazes de metabolizar uma ampla variedade de substratos e isso

permite que o sistema metabdlico da Drosophila seja similar aos sistemas de
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mamiferos, embora as atividades metabdlicas ndo sejam tdo elevadas como no
figado de mamifero (Frélich e Wargler, 1989).

Nesse contexto, a analise dos individuos descendentes de ambos
cruzamentos, revelaram que a losartana potassica em concentra¢des isoladas, nao
possui efeito genotoxico, pois nenhuma das concentragdes testadas apresentaram
diferencas, estatisticamente significativas (p > 0,05), para total de manchas, quando
comparadas ao controle negativo (agua).

Todavia, a analise de individuos ST tratados com as diferentes
concentracbes de losartana potassica associadas ao quimioterapico DXR mostraram
que as concentragdes de 1mM + DXR e 4mM + DXR foram capazes de modular o
efeito da DXR, a partir da redugdo no numero de manchas mutantes, quando
comparado ao controle positivo (DXR). Esta redugdo no numero de manchas
mutantes também pode ser observada nos individuos HB, nas mesmas
concentragdes que reduziram manchas mutantes nos individuos ST.

Entretanto, os mecanismos pelos quais a losartana potassica reduziu a
frequéncia de manchas mutantes, induzidas pela DXR, ndo foram diretamente
avaliados neste estudo, porém, ha evidéncias de que a losartana potassica € capaz
de alterar a permeabilidade das membranas celulares, possibilitando um maior
acumulo intracelular de DXR (Delou et al., 2014). Tal efeito levanta a hipotese de
que esse seja um dos provaveis mecanismos pelos quais a associagdo entre
doxorrubicina e losartana potassica promoveu redu¢do no numero de manchas
mutantes. De tal modo que, a losartana, ao permitir uma maior entrada de DXR para
0 espaco intracelular, poderia desencadear maior quantidade eventos apoptdticos,
pois, um dos modos de acdo da DXR baseia-se na formacdo de ligacdes
interfilamentares com o DNA, o que leva ao bloqueio da sintese do DNA e RNA e
diminui¢do da atividade da topoisomerase Il, promovendo a ruptura dos filamentos
da macromolécula (DNA), e consequente morte celular (Almeida et al., 2005).

Tambelline et al. (2012), utilizando linhagens de células da musculatura
lisa (A7r5), derivadas de aorta de ratos, complementam que a losartana possui,
também, efeitos antiproliferativos e que o fato de ser uma substancia hidrofébica,
permite que penetre livremente nas membranas celulares, sugerindo que esta seja
uma das vias, pelas quais, exerce tais efeitos. De acordo com Cakmak et al. (2015)
um dos efeitos antiproliferativos da losartana potassica baseia-se na capacidade em

inibir angiogénese, por meio da supressdo do fator de crescimento endotelial
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vascular (VEGF), tanto em células normais como em células tumorais, e ainda, pela
ativacdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). E possivel que tais efeitos
antiproliferativos, exercidos pela losartana, possam ter contribuido no efeito
modulador encontrado em nosso experimento, visto que, homdlogos dos receptores
de VEGFs e TNF-a foram identificados em varios invertebrados, inclusive na
Drosophila (Holmes e Zachary, 2005; Dubnau, 2014, Shklover et al., 2015).

Uma outra hipdtese, que poderia justificar a redugdo no numero de
manchas mutantes, é acdo dos metabdlitos da losartana potassica. De acordo com
Ramos e Casali (2012), os metabdlitos da losartana sdo capazes de ativar as
proteinas PPAR-gama (Peroxisome proliferator-activated receptor). PPARs sao um
grupo de receptores nucleares que funcionam como fatores de transcricdo que
regulam a expressdo de muitos genes envolvidos no metabolismo de lipidios e
carboidratos (Berger e Moller, 2002; Ribeiro, 2007). Os PPAR-gama desempenham
um papel essencial na regulacao da diferenciacdo celular e apoptose, tanto em
humanos como em Drosophila. No entanto, estdo relacionados a varias doencgas
crénicas, tais como diabetes, obesidade e até mesmo, o cancer. Desse modo, a
ativacdo PPAR-gama pelos metabdlitos da losartana, EXP-3174 e EXP-3179,
podem promover a inibicao da proliferac&o celular ou inducdo de apoptose (Ribeiro,
2007; Elrod e Sun, 2008; Tachibana et al., 2008; Rossi, 2009; Joardar et al., 2015)
reduzindo, assim, o numero de manchas mutantes.

De acordo com Brunton et al. (2012), o EXP-3179 pode, ainda, reduzir a
suprarregulacdo do RNAm da cicloxigenase-2 (COX-2) e a geragcédo de
prostaglandinas dependente da COX. De acordo com Mazhar et al. (2006), a
isoenzima COX-2 é pré-inflamatdria, sendo expressa apenas em respostas a certos
estimulos, tais como mitégenos, citocinas e fator de crescimento. Nesse contexto, €
possivel que a COX-2 esteja intimamente relacionada na progresséo e
disseminagado do cancer. Assim, a inibicdo da expressdo da COX-2 pelo metabdlito
da losartana, pode contribuir com efeitos antiproliferativos do composto (Kummer et
al., 2002; Schupp et al., 2006).

Os resultados do nosso estudo demostraram, ainda, que a DXR é
notoriamente, recombinogénica. Tal efeito, foi também comprovado em varios
estudos anteriores que fizeram uso do SMART (Costa e Nepomuceno, 2006;
Rezende et al., 2009, 2011; Orsolin et al., 2012, 2015). Partindo do efeito

recombinogénico da DXR, os resultados mostraram que o co-tratamento entre
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losartana potassica e DXR produziram maior percentual de manchas mutantes de
origem recombinogénica, indicando um potencial sinérgico entre os dois compostos.
Assim, a inibicdo de manchas mutantes verificadas neste estudo foram,
especificativamente, mutagénicas sugerindo que a losartana potassica possui efeito
modulador, porém né&o afeta a recombinogenicidade da DXR.

Em conclusdo, o presente estudo mostrou que, nessas condi¢cdes
experimentais, a losartana potassica apresentou um efeito modulador sobre a
genotoxicidade da DXR em células somaticas de D. melanogaster, reduzindo,
eventos mutagénicos. Tal efeito modulador pode estar relacionado a capacidade da
losartana em entrar na célula e alterar a permeabilidade da membrana e, ainda, na
capacidade de ativacdo de mecanismos antiproliferativos. Novos estudos devem ser
conduzidos para elucidar os reais mecanismos envolvidos nha modulacao, com intuito
de agregar maior confiabilidade no uso deste farmaco por pacientes em

quimioterapia com DXR.
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Tabela 1: Resultados obtidos nos descendentes trans-heterozigotos marcadas (MH) e nos heterozigotas balanceados (BH) de Drosophila
melanogaster derivados do cruzamento padréo (ST), tratados com diferentes concentragdes de losartana potassica (isolados ou em associagédo com
DXR), controlo positivo (DXR 0,125 mg / mL) e controle neg_;ativo (ég_;ua).

Frequéncia de

Tratamentos Manchas por individuo ( n°. de manchas ) diag. estatistico? Lo formacao de clone
Ne. Média das / 105
de classes de  cgylas por divisio Recomb. Inibigao?
Losartana .o Indiv. MSP MSG MG ™ Total tam. célulare (%) (%)
potassica manchas clones
(mm)  (mo/mb) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh® mwh=¢ T —
(N) m=2 m=5 m=5 m=2 (n) (7)
mwh/fir3
0 0 60 0,30 (18) 0,07 (4) 0,03 (2) 0,40 (24) 24 2,13 0,82
0,25 0 60 0,42 (25) i 002 (1) - 0,03 (2) i 0,47 (28) - g 1,59 -{2,67} 0,92 {0,10}
0,5 0 60 0,43 (26) i 0,00 (0) - 0,00 (0) i 043 (26) - 26 1,38 -{7,50} 0,89 {0,07}
1,0 0 60 0,43 (26) i 0,05 (3) i 0,00 (0) i 0,48 (29) - 29 1,66 -{0,60} 0,99 {0,17}
2,0 0 60 0,37 (22) i 0,00 (0) - 0,00 (0) i 037 (22) - 22 1,27 {11,50} 0,75 -{0,07}
4.0 0 60 0,37 (22) i 0,05 (3) i 0,00 (0) i 042 (25) - 22 1,41 {10,00} 0,75 0,07}
0 0,125 60 0,50 (30) i 138 (83) + 092 (55) + 2,80 (168) + 153 436 {4,78} 523 {4,41} 65,97
0,25 0,125 60 0,37 (22) i 1,48 (89) - 143 (86) + 328 (197) - 186 423 {454} 6,35 {553}
0,5 0,125 60 0,57 (34) - 117 (70) - 1,00 (60) - 2,73 (164) - 155 417 {454} 529 {447}
1,0 0,125 60 042 (25) - 063 (38) + 068 (41) - 1,73 (104) + 100 3,95 {4,53} 3,42 {2,60} 78,07 41,04
2,0 0,125 60 0,43 (26) - 1,50 (90) - 112 (67) - 3,05 (183) - 173 462 {502} 5,91 {5,09}
4.0 0,125 60 052 (31) - 0,77 (46) + 048 (29) + 1,77 (106) + 97 3,88 {4,45} 3,31 {2,49} 79,46 43,54
mwh/TM3
0 0 30 0,47 (14) 0,00 (0) f 0,47 (14) 14 1,14 0,96
0 0,125 30 0,47 (14) i 0,40 (12) + 0,87 (26) + 26 2,88 {4,92} 1,78 {0,82}
1,0 0,125 30 0,33 (10) i 0,03 (1) + 0,37 (11) + 11 1,27 {0,67} 0,75 -{0,20}
4.0 0,125 30 027 (8) i 0,07 (2) + 0,33 (10) + 10 1,80 -{0,50} 0,68 -{0,27}

Foram avaliados descendentes trans- hterozigotos marcardos (mwh/fir3) e hetrozigotos balanceados (mwh/TM3).

aDiagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacéo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis
de significancia p< 0,05.

bIncluindo manchas simples fir° raras.

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

dNUmeros entre chaves so as frequéncias de indugéo corrigidas em relagéo a incidéncia espontanea estimada do controle negativo.

¢ Frequéncia de formacéo de clone: nimero de clones / nimero de moscas / 48.800 células (sem correcéo tamanho), calculado de acordo com Frei et al. (1992).

f Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 ndo contém o gene mutante fir®.

9 Calculado pela férmula: [(DXR isolada — losartana associado a DXR)x100] / DXR isolado, de acordo com Abraham (1994).
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Tabela 2: Resultados obtidos nos descendentes trans-heterozigotos marcadas (MH) e nos heterozigotos balanceados (BH) de Drosophila
melanogaster derivados do cruzamento de alta bioativagdo (HB), tratados com diferentes concentragbes de losartana potéssica (isolados ou em
associacdo com DXR), controle positivo (DXR 0,125 mg / mL) e controle negativo (agua).

Frequéncia de

Tratamentos Manchas por individuo { n°. de manchas ) diag. estatistico? formagao de clone
Ne. Média das /1108
de classesde células por divisio Recomb. Inibigao?
Indiv. MSP MSG MG ™ Total tam. célulare (%) (%)
Losartarnia manchas clones
potassica (ng)l(rEL) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwhe¢ mwh¢< Obserisdo
(mM) (N) m=2 m=5 m=5 m=2 (n) (7)
mwh/firs
0 0 60 1,12 (67) 0,13 (8) 0,02 (1) 1,27 (76) 76 1,74 2,60
0,25 0 60 1,33 (80) - 0,15 (9) i 0,03 (2) i 1,52 (91) - 91 1,77 {1,93} 3,11 {0,51}
0,5 0 60 1,18 (71) - 0,08 (5) - 0,02 (1) i 1,28 (77) - 77 1,65 -{5,00} 2,63 {0,03}
1,0 0 60 1,25 (75) - 0,10 (6) i 0,02 (1) i 1,37 (82) - 82 1,61 {0,00} 2,80 {0,20}
2,0 0 60 1,57 (94) + 0,10 (86) i 0,00 (0) i 1,67 (100) - 99 1,51 {0,74} 3,38 {0,79}
4,0 0 60 1,45 (87) - 020 (12) i 0,02 (1) i 1,67 (100) - 99 1,73 {1,70} 3,38 {0,79}
0 0,125 60 3,55 (213) + 962 (577) + 1,73 (104) + 14,90 (894) + 885 3,93 {4,14} 30,23 {27,63} 89,38
0,25 0,125 60 545 (327) f+ 6,80 (408) f+ 2,38 (143) f+ 1463 (878) - 865 3,11 {3,24} 29,54 {26,95}
0,5 0,125 60 2,50 (150) f+ 10,68 (641) f+ 2,33 (140) f+ 1552 (931) - 918 4,00 {4,21} 31,35 {28,76}
1,0 0,125 60 2,47 (148) f+ 553 (332) f+ 1,25 (75) f+ 9,25 (5655) + 551 3,55 {3,84} 18,82 {16,22} 88,74 41,30
2,0 0,125 60 3,10 (186) - 8,98 (539) - 1,75 (105) - 13,83 (830) - 817 3,93 {4,16} 27,90 {25,31}
4,0 0,125 60 3,06 (183) - 3,43 (208) + 085 (561) + 7,33 (440) + 431 2,94 {3,20} 14,72 {12,12} 90,69 56,13
mwh/TM3
0 0 30 0,60 (18) 0,03 (1) f 0,63 (19) 19 1,42 1,30
0 0,125 30 1,30 (39) + 0,27 (8) + 1,57 (47) + 47 1,77 {2,00} 3,21 {1,91}
1,0 0,125 30 0,90 (27) i 0,13 (4) i 1,03 (31) + 31 1,58 {1,83} 212 {2,12}
4,0 0,125 30 063 (19) + 0,03 (1) + 0,67 (20) + 20 1,45 {2,00} 1,37 {0,07}

Foram avaliados descendentes trans- hterozigotos marcardos (mwh/fir3) e hetrozigotos balanceados (mwh/TM3).

2Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wurgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicagéo para a avaliagéo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia p< 0,05.
PIncluindo manchas simples fir’ raras.

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

YNumeros entre chaves s&o as freqUéncias de indugéo corrigidas em relagdo a incidéncia esponténea estimada do controle negativo.

€ Frequéncia de formag&o de clone: nimero de clones / nimero de moscas / 48.800 células (sem correcdo tamanho), calculado de acordo com Frei et al. (1992).

f Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 n&o contém o gene mutante fir.

9 Calculado pela férmula: [(DXR isolada — losartana associado a DXR)x100] / DXR isolado, de acordo com Abraham (1994).
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Lesartan potassium is an antihyperensve dreg in the anglotensin 11 receptor antagonist (ARA) class
Spme stsdies claim that, in addition o regulating bloed pressure, this clas of drg has anticamcer
properties. The objective of this stedy was to evaluwate the genotoxic and antigenotoode potential of
lesartan potassium wsing the SMART (Sematic Mutation and Recombinathn Test) assay on the somatic
cells of rasaphila melanogaster, a5 well a5 the poss ble modulating effects of this deg, when associa ted
wi th doxorubicin (KR) Third instar larvae, desce ndents of standard and high bloactivation (5T and HE)
crsses, wene chiromically treated with different concen trations of losartan potassiem (025, 0.5, 1; 2; and
A4 mM) alome or in association (co-treatment ] with dossnebicin (DXRE 0125 mgiml). The results showed
an absence of a mutagenic eflect of losartan potasium. In the co-treatment of lesartan with IR the
results showed that losartan i capable of reducing the mumber of mutant spots induced by DXR wi thowt
altering the recombdnoge nic effect of the chemotherapeutic agent. Anti poodiferative action appears to e
the main mec hamism imvolved in redocing ©he freguency of mutant spots and consequent modulation of

alterations induced by MO althowgh this parameter has not been directly assessed in this shudy

& 2016 Published by Elsewier Lid

1. Imtroduction

Angiotensin receptor antagonists (ARA) are oral antihyperten-
sive agents, whose basic mechanism of action inhibits the bonding
ofangiotensin I (Ang I1] with type AT, angiotensin receptors, thus
impeding arterial vaspoonstriction (Ramos and Casali, 2012} The
main representative of this class of drugs is losartan potassium, a
synthetic, non-peptide antihypertensive derived from imidazole
(Bonfilio et al, 2090) Losartan is metabolized in vive in rats,
monkeys and humans (Stearns et al., 1995), by gptochrome P450
(OYP2C9 and CYP3A4) enzymes, which convert it into the adive
metabolite arbmovlic add (EXP-31741 responsible for the oro-

Hamedani et al., 20049)

In vitro and in vivo studies confirm that both losartan and its
pharmacologically active metabolite, EXP-3174, block all the rele-
vant physiological actions of Ang 11, selectively bonding itself to the
ATy receptor, promoting a decrease in arterial pressure without
rmising levels of bradykinin, therefore cough is not a frequent side
effect (Bonfilio et al., 2010)

In addition to its antihypertensive effect, losartan has shown to
be effective in the treatment of diabetic nephropathy (Faria et al.,
2002; Carvalho et al, 2005}, renal insuffidency, congestive car-
diac insuffidency, left ventricular hypertrophy, post-myocandial
infarction (Carvalho et al. 30051 and even cancer { Chauhan et al.
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