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RESUMO

As estatinas sdo farmacos antilipémicos que promovem inibicio da HMG-CoA
redutase, enzima essencial na via de biossintese do colesterol. Além de inibir a
sintese do colesterol, elas podem atuar inibindo a formacao de outros produtos, como
0s isoprenoides, o0 que confere a essa classe de drogas beneficios adicionais, dentre
0s quais, efeitos antiproliferativos, anti-invasivos e pro-apoptoticos. A presente tese
foi desenvolvida com o objetivo de avaliar o efeito mutagénico/recombinogénico de
trés estatinas amplamente difundidas no mercado: atorvastatina, rosuvastatina e
sinvastatina, bem como os possiveis efeitos moduladores dessas estatinas sobre
danos ao DNA induzidos pela doxorrubicina (DXR), um farmaco antitumoral, que
promove intercalagcdo com a molécula de DNA e produz radicais livres. Tal andlise foi
realizada por meio do teste para deteccdo de mutacdo e recombinacdo somética
(SMART), em asas de Drosophila melanogaster. Para isso, larvas descendentes dos
cruzamentos padrdo (ST) e de alta bioativacdo (HB) foram tratadas cronicamente
com cinco concentracfes de cada estatina, isoladamente e em associacdo com a
DXR (em sistema de co-tratamento). Os resultados revelaram auséncia de efeito
mutagénico/recombinogénico para as trés estatinas testadas. A andalise dos
descendentes co-tratados (DXR + estatinas) revelou um efeito modulador dessas
estatinas sobre os danos induzidos pela DXR em D. melanogaster. Esse efeito
modulador, entretanto, foi distinto entre os farmacos testados. Tal resposta foi
verificada em todas as concentracdes nos descendentes dos cruzamentos ST e HB
tratados com rosuvastatina; apenas em descendentes do cruzamento HB tratados
com atorvastatina e, principalmente, nos descendentes do cruzamento ST tratados
com sinvastatina. Esses resultados denotam que, embora as estatinas possuam o
mesmo mecanismo de acdo, existem diferencas quanto a eficacia das respostas
observadas para cada estatina individualmente. A inducdo de apoptose e,
principalmente, a atividade antioxidante dessa classe de drogas parecem ser 0S
principais mecanismos envolvidos na reducdo da frequéncia de manchas mutantes e

a consequente modulacdo do dano induzido pela DXR em D. melanogaster.

Palavras-chave: Estatinas. Efeito modulador. DXR. Smart. Drosophila melanogaster.
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ABSTRACT

Statins are antilipemics drugs that promote inhibition of HMG-CoA reductase, an
essential enzyme in the cholesterol biosynthetic pathway. Besides inhibiting
cholesterol synthesis, can also inhibit the formation of other products, such as
isoprenoids, which confers additional benefits this class of drugs, among which,
antiproliferative, anti-invasive and pro-apoptotic effects. This thesis has been
developed in order to assess the mutagenic/recombinogenic effect of three commonly
prescribed statins: atorvastatin, rosuvastatin and simvastatin as well as the possible
modulatory effects of statins on DNA damage induced by doxorubicin (DXR), an
antitumor drug that promotes intercalation with the DNA molecule and produces free
radicals. This analysis was performed using the somatic mutation and recombination
test (SMART) in Drosophila melanogaster. For this analysis, larvae descendants from
the standard (ST) cross and the high bioactivation (HB) cross were treated chronically
with five concentrations of each statin alone and in combination with DXR (in a co-
treatment system). The results revealed no mutagenic/recombinogenic effect for the
three statins tested. The analysis of the co-treated descendants (DXR + statins)
revealed a modulating effect of statins on damages induced by DXR in D.
melanogaster. This modulating effect, however, was different among the tested drugs.
Such a response was observed at all concentrations in the descendants of the ST and
HB crosses treated with rosuvastatin; only in descendants of the HB cross treated
with atorvastatin and especially in descendants of the ST cross treated with
simvastatin. These results show that although statins have the same mechanism of
action, there are differences in the effectiveness of responses observed for each statin
individually. Induction of apoptosis and, primarily, antioxidant activity appear to be the
main mechanisms involved in reducing the frequency of mutant spots and consequent

modulation of the damage induced by DXR in D. melanogaster.

Keywords: Statins. Modulatory Effect. DXR. Smart. Drosophila melanogaster.
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APRESENTACAO




As estatinas sao farmacos hipolipemiantes que bloqueiam a sintese de
colesterol enddgeno, por meio de uma inibicdo competitiva da 3-hidroxi-3-
metilglutaril CoA redutase (HMG-CoA redutase), enzima chave no processo em
questao. Ao inibir a sintese de colesterol, as estatinas promovem uma melhoria
no perfil lipidico (reducdo nos niveis de LDL e triglicérides, e aumento nos niveis
de HDL). Tais modificacbes no perfil lipidico contribuem para a reducdo da
mortalidade cardiovascular, da incidéncia de eventos isquémicos coronarianos
agudos e do acidente vascular cerebral.

Estas substancias, capazes de mimetizar o substrato natural na via de
biossintese do colesterol (via do mevalonato), podem ser divididas em duas
categorias principais, as estatinas naturais e as sintéticas. Tais estatinas diferem
essencialmente umas das outras em funcdo de caracteristicas como: poténcia,
perfil farmacocinético, via de metabolizacdo, hidrofilicidade ou lipofilicidade,
interacdo farmacoldgica, meia-vida plasmaética e efeitos indesejados relacionados,
sobretudo, a miotoxicidade. Nesse contexto, embora todas as estatinas possuam
0 mesmo mecanismo de acdo, existem diferencas quanto a eficacia das respostas
observadas para cada estatina individualmente.

A elevada seletividade das estatinas junto a enzima HMG-CoA
redutase e varios dos efeitos pleiotropicos (independentes do colesterol) destes
farmacos parecem estar associados a menor ativacado de algumas proteinas que
interferem em importantes vias de sinalizacédo celular (proteinas Ras e Rho, por
exemplo). Dessa forma, a redugdo do mevalonato culmina em reducdo na
ativacdo dessas proteinas, promovendo efeitos pleiotrépicos, como: atividade
antioxidante, anti-inflamatoria, imunomoduladora, antitrombogénica e de melhoria
da funcéo endotelial, além de propriedades antineoplasicas, incluindo reducéo na
progressao do ciclo celular, supressédo da angiogénese e inibicdo do crescimento
tumoral.

Diante do exposto, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo
principal de avaliar o efeito mutagénico/recombinogénico de diferentes estatinas
(atorvastatina, rosuvastatina e sinvastatina), bem como o0s possiveis efeitos
moduladores dessas estatinas sobre danos ao DNA induzidos pela doxorrubicina,
por meio do teste para detec¢do de mutacdo e recombinacdo somatica (SMART)

em asas de Drosophila melanogaster.



A apresentacédo deste trabalho foi dividida em trés capitulos:

Capitulo I: Contempla a fundamentacdo teorica, abordando aspectos
preliminares necessarios a compreensdo do assunto. Inicialmente sao
apresentadas informacfes sobre o colesterol, sua importancia biolégica e seu
processo de biossintese. Na sequéncia, realiza-se uma abordagem histérica
sobre as diferentes estatinas (naturais e sintéticas) disponiveis no mercado,
contemplando o mecanismo de acdo desses farmacos e seus efeitos
pleiotrépicos, com énfase no efeito sobre o céncer. Por fim, sdo fornecidas
informagOes sobre a doxorrubicina (agente utilizado como controle positivo na
presente pesquisa) e, também, sobre a Drosophila melanogaster e o teste para
deteccdo de mutacdo e recombinacdo somatica (SMART), ferramenta utilizada

para avaliagdo dos possiveis efeitos moduladores das estatinas testadas.

Capitulo II: Apresenta o artigo intitulado “Modulating effect of synthetic statins
against damage induced by doxorubicin in somatic cells of Drosophila
melanogaster”, publicado no periddico “Food and Chemical Toxicology”, em abril
de 2015 (v.81, p.111-119). Esse capitulo foi redigido em lingua inglesa, seguindo
as normas de formatacéo do referido periodico.

Capitulo lll: Apresenta o artigo intitulado “Efeito modulador da sinvastatina sobre
danos ao DNA induzidos pela doxorrucibina em células sométicas de Drosophila
melanogaster” enviado para publicacdo, também, no periddico “Food and

Chemical Toxicology”.



CAPITULO |
FUNDAMENTACAO TEORICA




1. Colesterol

O colesterol (Figura 1) € um lipideo esterol que esta presente nos
tecidos e no plasma do organismo animal sob a forma livre ou em combinacdo
com um acido graxo de cadeia longa, na forma esterificada (ésteres de
colesterol). Trata-se de um lipideo anfipatico e, por isso, constitui um componente
essencial das membranas celulares, auxiliando na manutencdo da
permeabilidade e fluidez adequadas (GUYTON; HALL, 2011; MURRAY et al.,
2013). Além do papel estrutural essencial nhas membranas das células animais, o
colesterol € precursor da vitamina D, de &cidos biliares e de uma série de
hormdnios, como andrégenos, progesterona, estrégenos e adrenocorticoides
(CAMPO; CARVALHO, 2007; MARZZOCO; TORRES, 2007; NELSON; COX,
2011; SILVA, 2013).

(|3H3 CH,
OHs  CH—(CH,),—CH
CH, CH,

HO

Figura 1. Estrutura quimica da molécula de colesterol.
Fonte: GUYTON; HALL (2011).

No plasma, o colesterol é transportado em associagdo com
lipoproteinas. A lipoproteina de baixa densidade (LDL) € o veiculo que fornece o
colesterol e o éster de colesterol a muitos tecidos. Ja a lipoproteina de alta
densidade (HDL) faz a remocéao do colesterol livre dos tecidos e o transporte até o
figado, onde é eliminado do organismo em sua forma inalterada ou apos
conversdo em acidos biliares (MURRAY et al., 2013).

Em individuos saudaveis, a sintese e a utilizagcdo de colesterol sdo
fortemente reguladas, no sentido de se evitar seu acumulo e deposi¢cdo anormal

no organismo. Entretanto, em processos patologicos, o papel do colesterol esta



diretamente associado & génese da aterosclerose de artérias vitais (GUYTON;
HALL, 2011; MURRAY et al.,, 2013). A aterosclerose constitui o principal fator
dentre os que contribuem para o desenvolvimento da doenca vascular cerebral e
da doenca arterial coronariana (MOTTA, 2009; NELSON; COX, 2011). Nesse
contexto, existe uma forte evidéncia de que a reducdo do colesterol plasmético
total e do colesterol LDL é acompanhada de uma diminuigdo proporcional da
incidéncia de doencas cardiovasculares (JOHANSSON et al., 2006; ABBAS et al.,
2012; SABINA et al., 2012).

A regulacdo da concentracdo do colesterol plasmatico ocorre por duas
vias: a enddgena e a exdgena. Entretanto, a maior parte do colesterol corporal
total € obtida através da sintese endogena (GUYTON; HALL, 2011). Através
dessa via, o colesterol € sintetizado pelo figado e tecidos extra-hepaticos. Pela via
exdgena, o colesterol proveniente da dieta e de fontes biliares é absorvido no
intestino. O figado e os intestinos s@o responsaveis, cada qual, por cerca de 10%
da sintese total. Entretanto, quase todos os tecidos sdo capazes de sintetizar
colesterol, e 0 processo ocorre no reticulo endoplasmatico e no citosol (MURRAY
et al., 2013; SILVA, 2013).

1.1Biossintese do colesterol

A sintese de colesterol constitui um processo fisiolégico vital, cuja via €
composta por varias etapas. A Acetil-Coenzima A (Acetil-CoA), produzida durante
0 metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas é a precursora da sintese de
colesterol, uma vez que constitui a fonte dos 27 atomos de carbono da molécula
(MURRAY et al., 2013; SILVA, 2013).

A primeira etapa da biossintese de colesterol no organismo é realizada
pela associacdo de trés moléculas de acetil-CoA para formagédo de 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA (HMG-CoA). Posteriormente, a HMG-CoA é reduzida a
mevalonato, sendo essa reacao irreversivel e catalisada pela HMG-CoA redutase.
Como esta conversao € decisiva e sem retorno, a HMG-CoA redutase torna-se,
dessa forma, o principal ponto de regulacdo da via, limitando a velocidade da
mesma (MARZZOCO; TORRES, 2007; NELSON, COX, 2011).



A condensacédo de trés moléculas de pirofosfato de isopentenila (com 5
atomos de carbono), obtido a partir do mevalonato (6 atomos de carbono),
fornece o intermediario farnesil pirofosfato (estrutura com 15 atomos de carbono)
(CAMPO; CARVALHO, 2007; MURRAY et al., 2013). Alternativamente, o farnesil
pirofosfato (FPP) pode ser também utilizado na sintese de outros importantes
poliisoprenoides, como dolicol, um alcool poliisoprenil envolvido na transmisséo
de sinal da membrana neuronal, ou ainda, a cadeia lateral da ubiquinona
(coenzima Q), cofator na cadeia respiratdria das mitocéndrias (BRODY, 1994,
MADSEN, 2008; MURRAY et al., 2013). O mevalonato €&, portanto, precursor de
todos os isoprenoides e esteroides dos organismos vivos (BROWN et al., 1983;
MADSEN, 2008).

A reacdo entre duas moléculas do intermediario isoprenoide C;s gera o
derivado esqualeno (30 &tomos de carbono). O esqualeno, por sua vez, sofre um
processo de ciclizagdo devido a reacdo de epoxidacao, movimentacao de elétrons
e migracdo de dois grupos metilas. Essa etapa, ao contrario das demais, requer
oxigénio molecular. Dessa forma, origina-se o lanosterol, que é convertido em
colesterol apés uma série de vinte etapas, a partir da remocdo de trés
grupamentos metila, reducéo da dupla ligagdo por NADPH (nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzido) e movimentacdo da dupla ligacdo no anel de
lanosterol (CAMPO; CARVALHO, 2007; MURRAY et al., 2013). As principais
etapas da via de sintese do colesterol estdo esquematizadas na Figura 2.

Diversos fatores que regulam a sintese de colesterol atuam modulando
a atividade da enzima HMG-CoA redutase, a qual reduz HMG-CoA a mevalonato
(GUYTON; HALL, 2011). Por meio dessa enzima, considerada “marcapasso” na
sintese do colesterol, h& diferentes tipos de controles metabdlicos, dentre eles: (1)
inibicdo por feedback: o colesterol € um inibidor por feedback da referida enzima,
promovendo a diminuicdo da sintese enddgena desse produto; (2) regulacéao
hormonal: a administragdo de insulina ou de horménios tireoidianos aumenta a
atividade da HMG-CoA redutase, enquanto o glucagon ou o0s glicorticoides,
reduzem-na; (3) inibicdo por drogas: as estatinas, por exemplo, sao inibidores
competitivos da HMG-CoA redutase (LUDKE; LOPEZ, 1999; GUYTON; HALL,
2011; MURRAY et al., 2013).
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Figura 2. Via de biossintese do colesterol.
Fonte: Adaptado de CAMPO; CARVALHO (2007).

A via de sintese do colesterol enddégeno, a via do mevalonato, é
igualmente importante em animais invertebrados, embora, nesse caso, 0s
produtos finais sejam outros: o0s isoprenoides, substancias essenciais que
exercem efeitos sobre diversas fungbes celulares (CHAN et al.,, 2003), como

mostrado na sequéncia.



2. Via do mevalonato em insetos

No que se refere a via do mevalonato, varias enzimas envolvidas nesse
processo, inclusive a HMG-CoA redutase, sdo comuns a mamiferos e insetos,
resultando na producéo de isoprenoides (BELLES et al., 2005; SPINDLER et al.,
2012).

Compostos isoprenoides sao encontrados em todas as formas de vida,
e 0 precursor obrigatorio para estas moléculas € o mevalonato. Em células de
vertebrados, grande parte do mevalonato € destinado para a sintese de esterois.
Nos insetos, ao contrario, como ndo ha sintese de esqualeno ou esterois, a via
destina-se a formacdo de isoprenoides como prenil benzoquinonas e
poliprenoides. Por isso, insetos fornecem, também, um modelo ideal para
compreensao dos mecanismos de regulacdo da enzima HMG-CoA redutase, de
forma independente de esterois (BROWN et al., 1983).

A via do mevalonato constitui uma rota metabdlica ramificada com base
em polimerizacdo redutora da acetil-CoA, o que resulta na formacdo de uma
grande diversidade de compostos isoprenoides, que estdo envolvidos na
prenilacdo de proteinas ligadas a membranas e desempenham um papel
importante na sinalizacdo celular e na carcinogénese. Os produtos finais da via
também incluem mensageiros hormonais, tais como citocininas e fitoalexinas em
plantas, hormonios esteroides em mamiferos, e secrecdes defensivas, feromonios
e horménio juvenil em insetos (SEYBOLD; TITTIGER, 2003; BELLES et al.,
2005).

O hormonio juvenil (HJ) esta entre os principais horménios envolvidos
com o0s processos de desenvolvimento (larval e adulto), metamorfose,
metabolismo, polimorfismo e reproducéo de insetos (HOFFMAN; LORENZ, 1998).
A rota de sintese do HJ envolve a formac&do de dois importantes precursores
(comuns a sintese de colesterol em vertebrados): o mevalonato e o farnesil
pirofosfato (BELLES et al., 2005).

A anadlise genética da migracao de células germinativas em Drosophila
também revela que o metabolismo lipidico desempenha um papel importante

durante varias fases da migracao dessas celulas. Nesse contexto, sabe-se que a



HMG-CoA redutase fornece sinais de atracdo para as células germinativas
desses insetos, 0 que estimula a migracdo dessas células (SANTOS; LEHMANN,
2004; DESHPANDE; SCHELD, 2005). Isso € importante porgue nessa espécie,
as células germinativas primordiais se originam em um local separado da gbnada
somatica. Assim, a fim de formar gametas funcionais, células germinativas
migram ao longo de tecidos embrionarios para atingir a parte somatica da génada
(SANTOS; LEHMANN, 2004).

Sabendo, portanto, que a via do mevalonato constitui uma rota comum
a mamiferos e insetos, torna-se possivel compreender os efeitos ndo associados
ao colesterol (pleiotrépicos) das estatinas, utilizando a Drosophila melanogaster

como organismo teste.

3. Estatinas

As estatinas sé@o os farmacos mais utilizados, atualmente, no tratamento
das hiperlipidemias, em prevencdo primaria e secundaria, com o propésito de
reduzir os niveis de colesterol e, consequentemente, o risco de desenvolvimento
de doencas coronarianas (CAMPO; CARVALHO, 2007). Elas tém sido
amplamente utilizadas para baixar os niveis de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL), colesterol total e triglicérides e, adicionalmente, promovem um pequeno
aumento nos niveis de lipoproteinas de alta densidade (HDL), sem reacdes
adversas graves (KAWATA et al., 2001; McTAGGART; JONES, 2008).

Constituem compostos naturais (produzidos por fungos) ou sintéticos
amplamente utilizados na atualidade com intuito de promover a reducdo dos
niveis de colesterol plasmatico, por meio da inibicdo da enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima-A (HMG-CoA) redutase, que catalisa a conversdo de HMG-
CoA em mevalonato, um intermediario importante no metabolismo do colesterol
(ISTVAN; DEISENHOFER, 2001; BONETTI et al., 2003; CHAN et al., 2003;
FONSECA, 2005; BRUNTON et al., 2012; GAZZERRO et al., 2012; SPINDLER
et al., 2012).



3.10rigem das estatinas: breve historico

Em 1971, o microbiologista Akira Endo, juntamente com seus
colaboradores, descobriu que culturas de fungos Penicillium citrinum produziam
um potente inibidor da biossintese do colesterol. Eles encontraram uma
substancia que promovia uma disfuncéo consideravel na biossintese de esterois
e/ou isoprenoides atuando, portanto, na defesa de certos micro-organismos
contra outros que necessitavam desses compostos para seu crescimento (ENDO
et al., 1976). Tais estudos resultaram na descoberta de um potente inibidor da
HMG-CoA redutase, a mevastatina (ou compactina), em 1976, sendo sua
afinidade pelo sitio enzimatico cerca de 10.000 vezes superior ao substrato HMG-
CoA (CAMPO; CARVALHO, 2007). Esta foi a primeira estatina a ser estudada em
seres humanos, evidenciando o potencial terapéutico dessa classe de farmacos
(YAMAMOTO et al., 1980; BRUNTON et al., 2012). A partir de tal descoberta,
varios analogos da mevastatina foram desenvolvidos (COSTA, 2010).

Posteriormente, foi isolada a lovastatina (mevinolina) de Aspergillus
terreus e Monascus ruber, tendo a mesma sido aprovada em 1987 pela Food and
Drug Administration (FDA) e produzida pela primeira vez pela industria
farmacéutica Merck. A lovastatina comecou a ser utilizada para uso terapéutico,
em substituicdo a mevastatina, apos ter sido comprovado que esta era capaz de
alterar a morfologia intestinal de cachorros e provocava hepatoxicidade em ratos
(CAMPO; CARVALHO, 2007; SANTIAGO, 2011).

Apés a lovastatina, seguiram-se a fluvastatina, a pravastatina e a
sinvastatina, aprovadas e comercializadas em muitos paises (HUNNINGHAKE,
1992). A introducgéo de novos derivados sintéticos da classe das estatinas ocorreu
alguns anos apds, com o lancamento da atorvastatina e da cerivastatina
(CAMPO; CARVALHO, 2007). A cerivastatina, em pouco tempo, foi retirada do
mercado devido aos efeitos colaterais apresentados, muitos dos quais resultantes
de interacGes promovidas por suas propriedades indutoras do citocromo P450
(VIEGAS JUNIOR; BOLZANI, 2006).

Em agosto de 2003, foi aprovada pelo FDA, a rosuvastatina (CAMPO,;
CARVALHO, 2007), um potente inibidor da HMG-CoA redutase, com efeito
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superior em comparac¢ao com as demais estatinas disponiveis até entdo (SHAH et
al., 2011). A pitavastatina é a mais recente estatina disponibilizada no mercado,
também conhecida como itavastatina e nisvastatina. Foi desenvolvida em 2003,
no Japao, e aprovada em 2009 pelo FDA (LILLY; KOWA, 2010).

Atualmente, no mundo inteiro, existem sete estatinas comercializadas:
lovastatina, que deriva da fermentacdo flngica (natural), sinvastatina e
pravastatina (semissintéticas) e as resultantes de processos de sintese total:
atorvastatina, fluvastatina, pitavastatina e rosuvastatina (CAMPO; CARVALHO,
2007; FONSECA et al., 2009; GAZZERRO et al., 2012).

3.2 Mecanismo de acéo

O mecanismo de acao das estatinas consiste na inibicdo competitiva e
reversivel da enzima HMG-CoA redutase, através da ligacdo do seu analogo de
HMG-CoA a parte ativa da enzima. Este analogo bloqueia o acesso do substrato
HMG-CoA a essa regido catalitica, inibindo a formacédo de mevalonato (ISTVAN;
DEISENHOFER, 2001; FONSECA, 2005; HINDLER et al.,, 2006; CAMPO;
CARVALHO, 2007; GAZZERRRO et al.,, 2012; SABINA et al.,, 2012). A forte
ligacdo existente entre as estatinas e HMG-CoA redutase se deve a presenca
entre elas de grande numero de interacdes de Van der Waals, que sao forcas de
atracdo resultantes da polarizagdo das moléculas (ISTVAN; DEISENHOFER,
2001). A Figura 3 esquematiza o local (ponto) de atuacédo desses farmacos na via
de sintese enddégena do colesterol, bem como a semelhanca quimica entre o

substrato original (HMG-Co0A) e as estatinas (no exemplo, a sinvastatina).
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Figura 3. (A) Ponto de atuacdo das estatinas na via de sintese do colesterol; (B)
Estrutura quimica do substrato HMG-CoA; (C) Estrutura quimica da sinvastatina. Em
destaque a semelhanca entre o substrato e o grupo quimico da estatina.

Fonte: Adaptado de SANTOS; SILVA (2010).

Essa redugdo na concentracdo intracelular de colesterol desencadeia
medidas homeostaticas, como estimulo a sintese de mais receptores e aumento
de atividade do receptor da LDL na membrana celular dos hepatécitos, fazendo
com que esta lipoproteina seja rapidamente removida da circulacao, trazendo seu
conteado de colesterol para dentro do hepatocito (SABINA et al., 2012;
BRUNTON et al., 2012).

As estatinas tém efeitos adicionais sobre o perfil lipidico, uma vez que

promovem, também, aumento da concentracdo do colesterol HDL e diminui¢do de
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triglicérides (TG). Por meio de mecanismos de acdo secundarios, reduzem 0s
niveis de lipoproteinas aterogénicas, como apolipoproteina B100 e outras
lipoproteinas ricas em TG (SABINA et al., 2012). Além disso, tém uma série de
efeitos benéficos que independem das suas propriedades modificadoras sobre o
metabolismo lipidico, os chamados efeitos pleiotrépicos (HINDLER et al., 2006;
APRIGLIANO et al., 2008; ZHANG et al., 2010; ZEYBEK et al., 2011).

3.3 Efeitos pleiotropicos

A inibicdo da sintese de mevalonato pelas estatinas leva a uma
diminuicdo no colesterol e também de uma série de metabdlitos intermediarios
importantes, como: isoprenoides, farnesil pirofosfato (FPP) e geranilgeranil
pirofosfato (GGPP), que estdo envolvidos em reacfes pos-traducionais
(prenilacdo) de varias proteinas da familia de proteinas G de baixo peso
molecular (Ras e Rho), que modulam uma variedade de processos celulares,
incluindo sinalizacdo celular, diferenciacdo, proliferacdo e apoptose (CAMPO,;
CARVALHO, 2007; HINDLER et al., 2006; SHIRAI et al., 2007; ZEYBEK et al.,
2011). Essa prenilacdo pés-traducional é essencial para a funcdo das proteinas
G. Sabe-se que FPP prenila Ras e que GGPP prenila Rho (COLLISSON et al.,
2002), e isso tem implica¢des importantes nos aspectos acima mencionados.

Ambas as proteinas, Ras e Rho, sdo pequenas proteinas ligantes de
GTP, envolvidas na transmisséo de sinais celulares que alternam entre ciclos de
um estado inativo (quando ligadas a uma guanosina difosfato- GDP), para um
estado ativo (quando ligadas a uma guanosina trifosfato- GTP). As estatinas, ao
inibirem a isoprenilacdo das proteinas Ras e Rho, levam a inativagdo e a
acumulacdo dessas proteinas no citoplasma, o que contribui para alguns dos
efeitos pleiotropicos das estatinas (LIAO; LAUFS, 2005; LIAO; ZHOU, 2010).

Dentre os efeitos pleitropicos conhecidos das diversas estatinas
disponiveis no mercado, estdo: atividade antioxidante (MENNICKENT et al., 2008;
SCHUPP et al., 2008; ZEYBEK et al., 2011), anti-inflamatéria (WEITZ-SCHMIDT
et al., 2002; SHISHEHBOR et al., 2003), imunomoduladora (RESCH et al., 2006),

antitrombogénica e de melhoria da fungdo endotelial (YILDIRIR;
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MUDERRISOGLU, 2004; JOHN et al., 2005). Estudos tém evidenciado, também,
varias propriedades antineopléasicas associadas a esses farmacos, incluindo
reducdo na progressao do ciclo celular, supressdo da angiogénese, inibicdo do
crescimento tumoral (KUSAMA et al., 2002; DEMIERRE et al., 2005; HINDLER et
al., 2006; LARA; ESPINOZA, 2011) e inducdo de apoptose (BARDOU et al., 2010;
CAFFORIO et al., 2005; YANAE et al., 2011; ZHANG et al., 2010). Tais efeitos
tém conduzido o desenvolvimento de estudos visando novas aplicacdes

terapéuticas, sobretudo no campo de doencas neurodegenerativas e oncolégicas.

3.3.1 Efeitos sobre o cancer

As estatinas tém sido relacionadas a inibicdo de proliferacdo tumoral
em modelos animais contra melanoma, carcinoma mamario, adenocarcinoma
pancreatico, fibrosarcoma, glioma, neuroblastoma e linfoma. Em estudos pré-
clinicos, as estatinas tém demonstrado, ainda, capacidade de potencializar os
efeitos antitumorais de algumas citocinas e agentes quimioterapicos (CAMPO;
CARVALHO, 2007).

Segundo Bardou et al. (2010), existem varios mecanismos que podem
estar relacionados aos efeitos antitumorais das estatinas, incluindo inducdo da
apoptose (por diferentes vias), inibicdo do crescimento celular, inibicdo da
angiogénese e melhoria da resposta imunitaria.

Chan et al. (2003) resumem 0s possiveis mecanismos antitumorais dos
inibidores da enzima HMG-CoA redutase, em trés categorias principais, como
mostra a Figura 4: (1) efeitos antiproliferativos: em células tumorais esses
inibidores promovem o bloqueio da transicdo das fases G1 para fase S do ciclo
celular, efeito esse que € revertido com a adicdo de mevalonato; (2) inducdo de
apoptose: as estatinas demonstraram induzir a apoptose por meio das vias
intrinseca e extrinseca, levando a morte celular. Apesar do mecanismo da
apoptose, induzida pelas estatinas, ndo ser completamente elucidado, € provavel
que seja devido a deplecdo de proteinas geranilgeraniladas ou farnesiladas
(BARDOU et al.,, 2010); (3) efeitos anti-invasivos: os inibidores da HMG-CoA

redutase também demonstram inibir vias de sinaliza¢do celular, além de promover
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reducdo de moléculas de adeséo e inibicdo de fatores de migracdo tumoral, o que
reduz o risco de metastase (CHAN et al., 2003; SLEIJFER et al., 2005).

Efeitos antiproliferativos Indugao de apoptose

“ .
?leep27 ' ”’?

l -, » )
Gy GG-PP Xe -~
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Inibidores da HMG-
CoA redutase

Inativacdo RhoA
v

l Migracdo celular + Desorganizacao
do citoesqueleto de actina

l Sitios de adesao

Efeitos anti-invasivos

Figura 4. Propostas de mecanismos antitumorais dos inibidores da HMG-CoA redutase.
Fonte: Adaptado de CHAN et al. (2003).

Varios estudos tém sido conduzidos utilizando estatinas no tratamento
de células tumorais in vitro. Colisson et al. (2002) verificaram que a atorvastatina
€ capaz de inibir a invaséao in vitro de células de melanoma humano, por meio da
modulacdo negativa de geranilgeranilagdo. Nesse caso, a atorvastatina inibiu a
ativacdo Rho e reverteu o fendtipo metastatico de células de melanoma humano.
Aprigliano et al. (2008) também relatam que a atorvastatina induz a apoptose em

células estreladas hepéticas (HSCs), sendo essa inducdo diretamente relacionada
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com um aumento da atividade das caspase-3 e caspase-9, por meio de uma via
ERK-dependente.

Takeda et al. (2007) demonstraram que a sinvastatina é capaz de
suprimir a sobrevivéncia celular e a atividade invasiva de células de carcinoma
escamoso de cabeca e pescoc¢o por meio da inativacéo da integrina 1 (envolvida
na cascata de sinalizacdo de ERK). Os referidos autores também verificaram a
ativacao dos inibidores de CDKs, p21 e p27, e da caspase-3.

Estudo desenvolvido por Fromigué et al. (2008), com diferentes
culturas de células cancerosas humanas derivadas de osteossarcomas, mostrou
que a atorvastatina € capaz de maximizar o efeito de agentes anticancerigenos,
como a doxorrubicina, o que resulta em uma maior eficAcia ndo sO nos
mecanismos envolvidos com a apoptose, mas também na inibicdo dos processos
de invasao e migracdo das células de osteossarcoma.

Zeybek et al. (2011) avaliaram os efeitos da rosuvastatina no
tratamento de carcinoma papilifero da tireoide B-CPAP e verificaram que o
tratamento com rosuvastatina causou um aumento, dose e tempo dependentes,
na atividade da caspase-3 e no indice de apoptose. A rosuvastatina induziu
mudancas autofagicas em células de cancer de tireoide, o que sugere, segundo
os referidos autores, que essa estatina pode ser uma alternativa de tratamento
para esse tipo de cancer.

Usme et al. (2011) utilizaram células de osteossarcoma para avaliar o
efeito da sinvastatina sobre o tumor. Os referidos autores constataram que a
sinvastatina reduz a viabilidade celular de uma forma dependente da dose e do
tempo. A inducdo de apoptose foi demonstrada com administracdo de
sinvastatina em células trofoblasticas.

Além dos efeitos acima descritos, Sugiyama et al. (2005) relatam que
as estatinas também promovem aumento de enzimas antioxidantes, tais como:
catalase e glutationa redutase, além de diminuirem a expressdo do fator de
necrose tumoral alfa (TNFa) em células tumorais. A reducéo da inflamacéo e do
estresse oxidativo associado as estatinas ndo € atribuido diretamente ao efeito de
reducdo de lipidios, indicando que as estatinas apresentam, também, atividade
antioxidante e anti-inflamatéria. Essas propriedades contribuem para o efeito

antitumoral das estatinas (KABEL, 2013).
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A acdo antioxidante das estatinas também j& foi relatada em diversos
estudos anteriores (SHISHEHBOR et al., 2003; MENNICKENT et al.,, 2008;
ZEYBEK et al., 2011). Foi verificado que elas sdo capazes de reduzir niveis de
nitrotirosina (NO2Tyr), um produto da acdo de radicais livres em residuos de
proteinas. Entretanto, pouco se sabe sobre a supressao in vivo de vias oxidativas

alternativas apés a administracédo de estatinas (SHISHEHBOR et al., 2003).

3.4 Propriedades farmacocinéticas

Apesar de estatinas naturais ou sintéticas compartilharem o mesmo
mecanismo de acdo, existem diferencas quanto a atividade e farmacocinética
desses farmacos (FONSECA, 2005; LUDKA, 2012). As estruturas quimicas das
estatinas determinam a solubilidade em agua, o que, por sua vez, influencia na
absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (SCHACHTER, 2005). As
propriedades farmacocinéticas das diferentes estatinas sdo orquestradas,
portanto, por diversos fatores, incluindo lipossolubilidade, administracao
(metabdlitos na forma ativa ou inativa), absorcdo e metabolismo (GAZZERRO et
al., 2012).

As estruturas quimicas das estatinas (Figura 5) podem ser divididas em
trés grupos principais: (1) estrutura analoga ao HMG-CoA, que é o substrato da
enzima alvo; (2) estrutura hidrofébica de anel ligada covalentemente ao analogo
da HMG-CoA e envolvida na ligacéo da estatina a HMG-CoA redutase; (3) grupos
laterais dos anéis que definem as propriedades de solubilidade dessas drogas
(hidrofilicidade ou lipofilicidade) (GAW; PACKARD, 2000).
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Figura 5. Estrutura quimica das diferentes estatinas.
Fonte: Adaptado de SCHACHTER (2005).

Nesse contexto, algumas estatinas possuem uma ampla seletividade
de atuacdo, principalmente em decorréncia de caracteristicas como a
lipossolubilidade. Com base nesse aspecto, verifica-se que a pravastatina e a
rosuvastatina sao farmacos que podem ser considerados relativamente
hidrossoluveis, quando comparados com as demais estatinas, consideradas,
portanto, lipossoluveis (FONSECA, 2005; SABINA et al., 2012). Apesar de
apresentarem solubilidades distintas, tanto as estatinas hidrossoliveis como as

lipossollveis, sao relativamente hepatosseletivas. Enquanto as estatinas
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lipofilicas penetram nos hepatdcitos por mecanismo de difusdo passiva, as
hidrofilicas penetram por transporte ativo, tendo estas dltimas uma
hepatosseletividade superior (GAZZERRO et al., 2012), porém, com um potencial
reduzido para absorcao pelas células periféricas (SCHACHTER, 2005).

As estatinas hidrossollUveis, pravastatina e rosuvastatina, precisam de
um anion organico transportador de polipeptideos (OATP) para entrar no
hepatocito. Lovastatina e sinvastatina penetram os hepatdcitos em parte na
forma de lactonas (lipossoluvel), difundindo através da membrana plasmatica e,
em parte em sua forma acida (hidrossoluvel), através do OATP1B1. A atividade
desse transportador (OATP1B1) parece ser importante, também, no acesso da
pitavastatina ao hepatdcito (SABINA et al., 2012). Por isso, interacfes
farmacoldgicas que reduzam a disponibilidade do OATPs ou polimorfismos
genéticos que diminuam sua expressao podem promover diminuicdo da
efetividade dessas estatinas (FONSECA, 2005).

ApoOs a administracdo oral, a absorcdo intestinal das estatinas €
bastante variavel (30-85%). Com excecdo da sinvastatina e da lovastatina, as
demais estatinas sdo administradas na forma de B-hidroxiacido, forma inibidora da
HMG-CoA redutase. Essas duas estatinas, ao contrario, sao pro-farmacos,
administrados na forma de lactonas inativas, necessitando de transformacao
hepatica para conversdao em [B-hidroxiacido (metabdlito ativo) (BRUNTON et al.,
2012; SABINA et al., 2012; GAZZERRO et al., 2012).

Ocorre extensa captacao hepatica de primeira passagem de todas as
estatinas. Por isso, a biodisponibilidade sistémica das estatinas e de seus
metabdlitos hepaticos varia de 5-30% da dose administrada (BRUNTON et al.,
2012). A maioria das estatinas € metabolizada por enzimas do sistema citocromo
P450 (CYP)3A4 (exceto a fluvastatina que usa a via CYP2C9 e a pravastatina que
é transformada enzimaticamente no citosol do hepatdcito e ndo usa as enzimas
CYP) (GAZZERRO et al., 2012). Estatinas lipofilicas sdo mais suscetiveis ao
metabolismo pelo citocromo P450, com exce¢do de pitavastatina, que sofre
metabolismo limitado por essa via. A pravastatina e rosuvastatina sdo
relativamente hidrofilicas e, por isso, a metabolinizacdo pelas enzimas do
citocromo P450 é limitada (SCHACHTER, 2005).
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A lovastatina, pravastatina e sinvastatina sdo derivadas de metabdlitos
fungicos e possuem meias-vidas de 1-3 horas. A atorvastatina, a cerivastatina
(retirada do mercado em 2001), fluvastatina, pitavastatina e rosuvastatina s&o
compostos totalmente sintéticos, com meias-vidas variando entre 1h e 19h para a
fluvastatina e rosuvastatina, respectivamente (SCHACHTER, 2005). As meias-
vidas mais longas dessas ultimas estatinas parecem contribuir para maior eficacia
na reducédo dos niveis de colesterol (BRUNTON et al., 2012).

A andlise das diferencas entre as estatinas ajuda a fornecer uma base
racional para a sua utilizagdo na pratica clinica. Considerando o exposto, e que
ensaios clinicos demonstram que a rosuvastatina parece ser a mais eficaz dentre
as estatinas para reduzir os niveis de colesterol LDL, seguido de atorvastatina e
sinvastatina (SCHACHTER, 2005), essas trés estatinas foram escolhidas para

realizacdo da presente pesquisa.

3.4.1 Atorvastatina

A atorvastatina (Lipitor®) foi lancada no mercado pela Pfizer, em 1993
(VIEGAS JUNIOR; BOLZANI, 2006). E a segunda estatina totalmente sintética
desenvolvida e € amplamente comercializada como uma droga que reduz os
niveis de colesterol (LDL). A atorvastatina é lipofilica e se liga extensivamente as
proteinas plasmaticas, apresentando seletividade hepatica quanto a inibicdo da
HMG-CoA redutase. Em geral, os efeitos colaterais dessa estatina sdo bem
tolerados (SCHACHTER, 2005) e uma grande quantidade de dados clinicos tem
demonstrado a seguranca da utilizacdo de altas doses de atorvastatina

(SCHWARTZ et al., 2004), o que justifica a sua vasta utilizacéo.

3.4.2 Rosuvastatina

A rosuvastatina (Crestor®, Astra-Zeneca), descoberta em 1999, foi
aprovada pelo FDA em agosto de 2003, sendo outro potente farmaco da classe
das estatinas (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI, 2006). A rosuvastatina tem um
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carater mais hidrofilico quando comparado as demais estatinas. Essa
hidrofilicidade deve-se as cadeias laterais que consistem no grupo sulfonamida de
metano (ABBAS et al., 2012). Por isso, ela exibe baixa difusdo passiva para as
células ndo hepaticas e avidez pelas células hepaticas via transporte seletivo.
Além disso, a relativa hidrossolubilidade dessa droga requer menor necessidade
de metabolismo pelo citocromo P450. Seu maior nimero de sitios ligantes a
enzima HMG-CoA redutase distingue essa estatina como o mais potente inibidor
dessa enzima ja desenvolvido (McKENNEY, 2005).

3.4.3 Sinvastatina

A sinvastatina (Zocor®) é um derivado semissintético da lovastatina
(produzido pelos filamentos dos fungos Aspergillus terreus) e comercializado pela
industria farmacéutica Merck. Essa substancia ingressou no mercado na década
de 70 como o primeiro farmaco anticolesterolémico semissintético, atuando como
inibidor de HMG-CoA redutase e representando, portanto, auténtica inovacao
terapéutica para controle do colesterol plasmatico (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI,
2006). A sinvastatina é usada como pré-farmaco, na forma de lactonas, que séo
enzimaticamente convertidas pela acdo de esterases aos correspondentes
hidroxiacidos ativos para inibicdo de HMG-CoA redutase (CAMPO; CARVALHO,
2007).

Nesse estudo foram testados os possiveis efeitos moduladores da
atorvastatina, rosuvastatina e sinvastatina, contra os reconhecidos efeitos
mutagénicos e recombinogénicos do quimioterapico doxorrubicina (utilizado como

controle positivo).

4. Doxorrubicina (DXR)

A doxorrubicina, também conhecida como adriamicina, € um antibiético
glicosidico, pertencente ao grupo das antraciclinas, produzido pela bactéria
Streptomyces peucetius var. caesius, podendo também ser sintetizado
quimicamente a partir da daunorrubicina (SINGAL et al., 2000). Encontra-se entre
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0S mais importantes agentes antitumorais existentes, sendo utilizada desde a
década de 60 na pratica oncolégica (KANG et al., 2002; NASCIMENTO;
MARTINS, 2005).

A molécula de DXR possui um aminoacgucar, a daunosamina, ligado
por meio de uma ponte glicosidica ao nucleo da droga, uma aglicona composta
por uma estrutura tetraciclica que contém um anel hidroquinona e outro quinona
(Figura 6). Estruturalmente o anel quinona é de especial interesse em decorréncia
de seu potencial em gerar radicais livres, uma vez que pode atuar como doador e
receptor de elétrons (SINGAL et al., 2000; MINOTTI et al., 2004).

0 OH

R: — C— CH,0H

Figura 6. Estrutura quimica da Doxorrubicina.
Fonte: KATZUNG (2006).

A DXR exibe amplo espectro de atividade clinica contra neoplasias
malignas hematologicas, bem como contra uma ampla variedade de tumores
sélidos, como carcinomas de mama, endométrio, ovario, testiculo, tireoide,
estbmago, figado e pulmdo (CHU; SARTORELLI, 2005; KATZUNG, 2006;
OLIVEIRA SA et al., 2009). Contudo, o uso da DXR em doses terapéuticas é
limitado devido as diversas toxicidades manifestadas, incluindo: cardiaca, renal,
hematoldgica e testicular (KANG et al., 2002). A cardiotoxicidade, entretanto, € o
efeito principal (CRAIG; STITZEL, 2005; BRUNTON et al., 2012; KIM et al., 2012).

Segundo Simunek e colaboradores (2009), tém sido apresentadas
propostas (teorias) para explicar o motivo pelo qual o coracéo € o principal alvo da
toxicidade desses farmacos: (1) a abundancia de mitocondrias nesse tecido pode
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aumentar consideravelmente a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs); (2) os niveis das enzimas catalase e glutationa peroxidase sdo menores
nesse tecido, o que resulta em uma menor atividade antioxidante endogena; (3)
ha maior retencédo da DXR no tecido cardiaco do que em outros tecidos.

No que se refere ao mecanismo de agdo antitumoral, a doxorrubicina
liga-se fortemente ao DNA devido a sua capacidade de intercalar-se entre pares
de bases, concentrando-se, preferencialmente, nas estruturas nucleares. Ao
intercalar-se a molécula de DNA, a DXR promove rupturas na molécula, inibindo a
sintese de DNA e de RNA (CRAIG; STITZEL, 2005; KAISEROVA et al., 2006).

Além da intercalagdo com a molécula de DNA, sabe-se que as
antraciclinas exercem sua acao através de outros mecanismos: (1) inibicdo da
topoisomerase I, uma DNA girase de atividade intensa em células em
proliferagcdo (CRAIG; STITZEL, 2005; KATZUNG, 2006; RANG et al., 2007); (2)
ligacdo as membranas celulares, com alteracdo de sua fluidez e transporte de
ions; (3) producéo de radicais livres semiquinonas e radicais livres de oxigénio por
meio de um processo redutor mediado por enzimas (NASCIMENTO; MARTINS,
2005; KATZUNG, 2006).

No que se refere a geracdo de radicais livres, sabe-se que o anel
antraciclina da DXR pode sofrer redugdo de um elétron formando radicais livres,
qgue podem reagir com macromoléculas teciduais (CRAIG; STITZEL, 2005;
BRUNTON et al., 2012). As antraciclinas reagem com a citocromo P450 redutase,
na presenca de NADPH, formando intermediarios de radicais semiquinonas, 0s
quais, por sua vez, podem reagir com o oxigénio gerando radicais superéxidos.
Estes podem gerar peréxido de hidrogénio e radicais hidroxil (BRUNTON et al.,
2012). Esse tipo de interacdo sugere um mecanismo alternativo de citotoxidade
para as antraciclinas. Em particular, a cardiotoxicidade das antraciclinas pode
resultar da producéo de radicais livres de oxigénio (CRAIG; STITZEL, 2005).

O ciclo redox da DXR é acompanhado também pela liberacéo de ferro
da ferritina, principal proteina de armazenamento fisiolégico de ferro, resultando
na formacdo de complexos DXR-ferro (MINOTTI et al., 2004; KAISEROVA et al.,
2006). Estes complexos sao capazes de promover a conversdo de superoxido e
peroxido de hidrogénio em radicais hidroxil, podendo iniciar a peroxidacéo lipidica

e provocar significativa disfungdo mitocondrial (MINOTTI et al., 2004).
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Nesse contexto, Kaiserova et al. (2006) confirmam que as interacdes
da DXR com ferro séo bastante complexas. Algumas delas incluem a participacéo
de radicais livres (citadas acima), enquanto outras sdo independentes desse
mecanismo. Os efeitos independentes de radicais livres incluem, por exemplo,
desregulacdo na homeostase do ferro por meio da sua interacdo com a proteina
de regulagcdo do ferro e inibicdo da mobilizagdo de ferro pela ferritina (efeitos
mediados pelo Fe), enquanto que a inflamacdo, a disfuncdo endotelial e a
alteracdo na homeostase do calcio sdo independes do ferro e de EROs, como
mostra a Figura 7. A referida figura apresenta, ainda, os principais mecanismos

antitumorais da DXR, descritos anteriormente.

Deficiéncia no transporte de calcio;
Inflamacao;
Disfungdo endotelial (dano vascular): \
Fe (-); EROs (-)
P 4 ‘ L
erturbacdo de proteinas Toxicidade
reguladoras de ferro; ‘
) N cardiaca
Fe (+): EROs (+) AHETEQHU na mﬂblllzﬂl;aﬂ de
/ ferro da ferritina;
Fe (-1 EROs (+) Superdxido;
—p
Hz0z
 — Semiquinona;
Fe (+): EROs (+) Radical hidroxila;

Atividade

antitumoral

Intercalacdo ao DNA,
Inibicdo da Topoisomerase I,
Efeito direto sobre a
membrana celular:

Fe(-); EROs (-)

Figura 7. Esquema simplificado dos principais mecanismos propostos para a toxicidade
cardiaca e para a atividade antitumoral da Doxorrubicina.
Fonte: Adaptado de KAISEROVA et al. (2006).

A intrinseca ligagdo entre inibicdo de topoisomerases, bloqueio da

sintese e replicacdo do DNA e inducéo de quebras duplas, associadas ao fato de
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que este Ultimo evento representa um dos principais substratos para a ocorréncia
de recombinacdo, colocam essa droga, também, como potente agente
recombinogénico (LEHMANN et al., 2003).

A reducdo dos danos induzidos pela DXR tem sido demonstrada em
varios estudos envolvendo sua associacdo com diferentes agentes por meio do
teste para deteccdo de mutacdo e recombinacdo somatica (SMART) em D.
melanogaster (COSTA; NEPOMUCENO, 2006; DIAS et al., 2009; REZENDE et

al., 2009), ferramenta utilizada para realizacdo da presente pesquisa.

5. Somatic Mutation and Recombination Test- SMART

As células animais sofrem continuamente alteracbes sutis e
progressivas na sequéncia de DNA, denominadas mutacfes, que podem ocorrer
de forma espontanea, associadas a erros durante o processo de duplicacdo, ou
podem ser induzidas devido a exposi¢cao a uma série de agentes fisicos, quimicos
e/ou bioldgicos, presentes no meio, denominados agentes mutagénicos (LOURO
et al., 2002; OJOPI; DIAS NETO, 2004).

Considerando 0 exposto, a genética toxicolégica constitui uma
importante area da ciéncia envolvida no estudo das propriedades mutagénicas
dessas substancias as quais 0s organismos estdo expostos, utilizando diversos
ensaios biolégicos para avaliar danos que estes podem vir a causar ao DNA, na
presenca ou auséncia de sistemas de metabolizacdo (FONSECA; PEREIRA,
2004). Dentre esses ensaios, destaca-se o SMART (Somatic Mutation and
Recombination Test), desenvolvido por Graf et al. (1984).

O SMART, realizado em Drosophila melanogaster, € um sistema teste
somatico, de curta duracdo, empregado para deteccdo de substancias capazes
de promover alteracbes no DNA sendo, também, muito utilizado para
avaliacao/deteccdo de substéncias antimutagénicas e/ou antirecombinogénicas
(GRAF et al., 1984; GRAF; SINGER, 1992; GRAF et al., 1998).

A D. melanogaster (Figura 8), organismo eucarioto, tem se mostrado
ideal para estudos de mutagenicidade e antimutagenicidade in vivo, uma vez que

possui um nuamero de cromossomos reduzido, fornece um grande numero de
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individuos por progénie, possui sistema enzimatico similar ao de mamiferos e
tempo curto de geragédo (GRAF et al., 1984; BIER, 2005).

Figura 8. Casal de Drosophila melanogaster. A esquerda a fémea e a direita o macho.
Fonte: Disponivel em:< http://www.exploratorium.edu>. Acesso em: 12/02/2015.

Além desses fatores, o sequenciamento gendmico da D. melanogaster
revelou elevada conservacdo evolutiva com o genoma humano, em nivel de
sequéncia de DNA e de funcdes génicas, o que reflete consideravel homologia
entre as espécies (BIER, 2005). A analise do genoma da Drosophila mostra,
também, que varios genes implicados em canceres humanos tém equivaléncia na
mosca. Além disso, muitas vias de desenvolvimento e cascatas de sinalizacao,
implicados em varios aspectos da progressdo do cancer, foram identificados e
caracterizados nesse organismo teste (TICKKO; RUSSEL, 2002; BIER, 2005). O
extensivo conhecimento acerca do genoma da D. melanogaster tem feito desse
organismo um modelo importante para estudos genéticos em eucariontes
(AKMOUTSOU et al., 2011).

Essencialmente o teste SMART em asas de D. melanogaster baseia-se
na analise de alteracbes genéticas provocadas em células (disco imaginal) que
estdo se dividindo por mitose durante o desenvolvimento. Essas alteracdes
genéticas induzem o aparecimento de manchas mutantes, originadas a partir da
perda de heterozigose em células heterozigotas para genes marcadores
recessivos. A analise dos possiveis danos induzidos é realizada por meio da
observacéo de grupos de células (clones mutantes), na superficie das asas de
moscas adultas, que expressam fenotipicamente 0os genes marcadores mwh ou

flr*, responsaveis por alteracdes na forma dos pelos, no primeiro caso originando
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pelos mdltiplos e, no segundo, dando origem a um pelo em formato de “chama de
vela” (GRAF et al., 1984; GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995; GRAF et al., 1998).

5.1 Linhagens mutantes de Drosophila melanogaster

Trés linhagens de D. melanogaster sédo utilizadas para realizagdo do
teste para detec¢cdo de mutacdo e recombinacdo somética:

(1) Linhagem multiple wing hairs (mwh/mwh): os individuos dessa
linhagem possuem o gene marcador mwh no cromossomo 3 (3-0,3) em uma
posicdo distal. Na presenca desse alelo mutante ocorre uma alteracdo no formato
dos pelos das asas de D. melonogaster, que passam a apresentar dois ou mais
pelos por célula, ao invés de apenas um (Figura 9, A).

(2) Linhagem flare 3 (fIr®): os individuos dessa linhagem possuem o
gene marcador fIr® localizado no cromossomo 3 (3-38,8) em uma posicdo mais
proximal em relacao ao centrébmero. O fenétipo provocado por esse alelo mutante

€ um pelo mal formado que se assemelha a uma “chama de vela” (Figura 9, B).

(A) (B)
Figura 9. Pelos mwh e flr*- Fotomicrografia, microscopio 6ptico de luz (aumento de 400x).
(A) Pélos multiple wing hairs; (B) Pélos flare.
Fonte: Fotos retiradas no Laboratério de Citogenética e Mutagénese (UNIPAM).

O gene marcador flr® é letal em homozigose e, por isso, esse alelo é

mantido na linhagem estoque na presenca de um balanceador cromossémico
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(TM3, Bd®), que se caracteriza por apresentar multiplas inversdes. Como
caracteristica, os individuos portadores desse balanceador possuem a borda das
asas com formato recortado (GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995). A presenca
desse balanceador inviabiliza, também, o aparecimento de células com eventos
recombinacionais (LINDSLEY; ZIMM, 1992).

(3) Linhagem ORR (Oregon R, flare®): os individuos pertencentes a
essa linhagem possuem a mesma constituicdo genética dos individuos que
pertencem & linhagem flare®, porém, diferem por apresentar os cromossomos 1 e
2 provenientes da linhagem Oregon R resistente ao DDT, com alta expressividade
das enzimas citocromo P450 (FROLICH; WRUGLER, 1989; GRAF; VAN SCHAIK,
1992). A linhagem ORR foi criada com o objetivo de aumentar o desempenho do
referido teste no caso da ativacdo de pr6-mutagenos dependentes de ativagao via
citocromo P450 (ANDRADE; LEHMANN, 2003). Por isso, o teste permite avaliar
agentes mutagénicos e antimutagénicos de acao direta ou indireta, de acordo

com o nivel basal e alto de enzimas de metabolizac&do do citocromo P450.

5.2 Cruzamentos

Dois cruzamentos séo utilizados para a realizagdo do SMART:

(1) Cruzamento Padrdo (ST- Standard Cross): fémeas virgens “fIr®”,
com composicéo genética flr¥/In(3LR)TM3, ri pp sep 1(3)89Aa bx**® e Bd® cruzadas
com machos mwh/mwh (composicéo genética y; mwh jv) (GRAF et al., 1989).

(2) Cruzamento de Alta Capacidade de Bioativacdo (HB - High
Bioactivation Cross): fémeas virgens ORR/ORR (com composicdo genética
flr¥/In(3LR)TM3,ri pPsep 1(3)89Aa bx**® e Bd®) cruzadas com machos mwh/mwh
(GRAF; VAN SCHAIK, 1992).

A partir desses cruzamentos sao obtidos dois tipos de descendentes:
trans-heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH). Os MH
(+flr/mwh+) apresentam cromossomos estruturalmente normais, sendo as asas
fenotipicamente caracterizadas por borda com aspecto liso, enquanto os BH
(mwh+/+TM3, Bd®) caracterizam-se fenotipicamente pela presenca de asas com
aspecto serrilhado (GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995), como mostra a Figura 10.
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Figura 10. Esquema representativo dos cruzamentos realizados no teste Smart: (A)
Cruzamento Padrdo (ST)- fémeas virgens flr* cruzadas com machos mwh; (B)
Cruzamento de Alta Capacidade de Bioativacdo (HB)- fémeas virgens ORR cruzadas
com machos mwh, com seus respectivos descendentes, individuos trans-heterozigotos
marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH), diferenciados pelo fenétipo da asa.

29



Os individuos MH expressam pelos mutantes nas asas, originados de
mutacdo ou recombinacdo, ocorridas no locus génico mwh ou flr’. J4 os
descendentes BH possuem um cromossomo balanceador TM3/Bd°®, com multiplas
inversdes, que inviabiliza o aparecimento de células com eventos
recombinogénicos e, por isso, apenas eventos mutacionais levam a formacao de
manchas mutantes nesses descendentes (GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995).

A analise das superficies ventral e dorsal das asas fornecem dados
guantitativos e sobre o tipo de mancha, o que permite identificar o tipo de evento
induzido. Manchas simples, que expressam apenas um dos genes mutantes, mhw
ou fIr’, indicam ocorréncia de mutacdo ou recombinacdo. Manchas gémeas,
formadas por células adjacentes expressando os genes mhw e fIr
simultaneamente, originam-se por recombinacédo (GRAF et al., 1984).

Além da classificacdo quanto ao tipo (simples ou gémea), as manchas
sdo classificadas quanto ao tamanho. Assim, as manchas se classificam em
simples pequenas, quando possuem um ou dois pelos mutantes, caracterizadas
por se formarem durante o Ultimo e pendltimo ciclos de divisdo mitética. Ou
manchas simples grandes, quando existem trés ou mais pelos mutantes,
originados mais precocemente (durante o desenvolvimento larval no inicio das
divisbes mitoticas) (GRAF et al., 1998).

O Teste para a Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica, nos
altimos anos, tem sido bastante utilizado e tem se mostrado muito eficiente, tanto
na analise de efeitos mutagénicos e recombinogénicos, como na identificacédo de
antimutagenicidade de agentes quimicos, fisicos e biol6gicos (COSTA;
NEPOMUCENO, 2006; CASTRO et al., 2008; DIAS et al., 2009; DUTRA et al.,
2009; REZENDE et al., 2009; ORSOLIN et al., 2012).
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Abstract

The competitive inhibitors of HMG-CoA reductase, popularly known as statins,
exert pleiotropic effects, which result from the ability of statins to inhibit the
synthesis of isoprenoids, which are fundamental for the functioning of proteins
responsible for intracellular signaling. Some recent studies suggest an important
role associated with the use of antineoplastic atorvatatin and rosuvastatin, the
statins most widely used today. In this study, the Drosophila wing spot test was
used to evaluate possible protective effects of atorvastatin and rosuvastatin
against damage induced by DXR. Larvae were chronically treated with negative
control (ethanol 5%), positive control (DXR 0.125 mg/mL) and five different
concentrations of atorvastatin and rosuvastatin. The results demonstrated
absence of a mutagenic effect for the two statins tested. The analysis of the
descendants co-treated with DXR and atorvastatin/rosuvastatin revealed a
modulatory effect of these statins on damage induced by DXR. This effect was
verified in all concentrations tested in the descendants of the ST and HB crosses
treated with rosuvastatin, and only in descendants of the HB cross treated with
atorvastatin. Induction of apoptosis and antioxidant activity appear to be the main
mechanisms involved in reducing the frequency of mutant spots and consequent

modulation of the damage induced by DXR.

Keywords: Atorvastatin. Rosuvastatin. Modulatory Effect. Smart. Drosophila

melanogaster.
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Abbreviations:

BH, balancer heterozygote descendants;

CYP, cytochrome P450;

CYP2C9, cytochrome P450 2C9;

CYP 2C19, cytochrome P450 2C19;

DXR, doxorubicin;

eNOS, endothelial nitric oxide synthase;

ERK- extracellular regulated kinase;

HB, high bioactivation cross;

HDL, high-density lipoprotein;

HMG-CoA, 3-hydroxy-3-methylglutaryl Coenzyme A,
LDL, low-density lipoprotein;

MH, marker trans heterozygous descendants;
NADPH, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate;
ROS, reactive oxygen species;

SMART, Somatic mutation and recombination test;
ST, standard cross;
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1. Introduction

Statins are the most commonly used drugs in the treatment of
hyperlipidemia, in primary and secondary prevention, with the goal of reducing the
levels of cholesterol and, consequently, the risk of developing coronary heart
disease (Campo and Carvalho, 2007). They have been widely used to lower the
levels of low-density lipoproteins (LDL cholesterol), total cholesterol and
triglycerides and, additionally, promote a small increase in the levels of high-
density lipoproteins (HDL cholesterol), without severe adverse reactions (Kawata
et al, 2001; McTaggart and Jones, 2008). These effects result from the inhibitory
activity of statins on the enzyme HMG-CoA (3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme
A) reductase, with the property of blocking the conversion of the substrate HMG-
CoA to mevalonate, the initial steps of inhibiting cholesterol biosynthesis (Bonetti
et al., 2003; Istvan and Deisenhofer, 2001). In insects, such as the Drosophila
melanogaster, this enzyme catalyzes the biosynthesis of a precursor of
mevalonate for the production of isoprenoids, which are essential for cell
differentiation (Deshpande and Scheld, 2005; Gertler et al, 1988).

In addition to their ability to reduce cholesterol, statins have additional
recognized pharmacological properties (pleiotropic effects), including antioxidant
(Mennickent et al.,, 2008; Schupp et al., 2008; Zeybek et al.,, 2011), anti-
inflammatory (Weitz-Schmidt et al., 2001; Shishehbor et al., 2003),
immunomodulating (Resch et al., 2006) and anti-thrombogenic activity, and
improvement of endothelial function (Yildirir et al., 2004; John et al., 2005). Studies
have also evidenced several antineoplastic properties associated with these
drugs, including a reduction in the progression of the cell cycle, suppression of
angiogenesis, inhibition of tumor growth (Kusama et al., 2002; Demierre et al.,
2005; Hindler et al., 2006; Lara and Espinoza, 2011) and induction of apoptosis
(Cafforio et al., 2005; Bardou et al., 2010; Zhang et al. 2010; Yanae et al., 2011).
The pleiotropic effects of statins result predominantly from their capacity to inhibit
the synthesis of isoprenoids, which are essential to the functioning of proteins
responsible for intracellular signaling, such as Ras and Rho (Shirai et al., 2007).
Such effects have led to the development of studies exploring new therapeutic

applications, especially in the field of neurodegenerative diseases and oncology.
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Although natural and synthetic statins share the same action
mechanism, there are differences in the activity, pharmacokinetics,
pharmacological interaction, half-life and unwanted effects related to hepatotoxicity
and miotoxicity. Thus, the differences that they present in permeability and
metabolism may explain the differences in their pleiotropic effects (Campo and
Carvalho, 2007; Zhou and Liao, 2010). Atorvastatin is a synthetic statin that binds
extensively to plasma proteins and has hepatic selectivity for the inhibition of
HMG-CoA reductase. In general, the side effects of statins are well tolerated
(Schachter, 2005) and a large amount of clinical data have demonstrated the
safety of the use of high doses of atorvastatin (Schwartz et al., 2004), which
justifies its wide use.

Until the adoption of rosuvastatin, in 2003, atorvastatin was the most
effective drug in the statin class of drugs, but recent studies suggest rosuvastatin
is a potent inhibitor of HMG-CoA reductase, possessing a greater effect compared
to conventional statins (Shah et al., 2011). It is the latest, fully synthetic, orally
active and hepatic selective statin, excreted 90% unchanged in the feces, with low
metabolism via cytochrome P450 (Cheng-Lai, 2003; Chagas and Galvao, 2004).
Currently, therefore, rosuvastatin and atorvastatin are the leading statins (Shah et
al., 2011).

Antineoplastic doxorubicin (DXR) is a powerful and effective
chemotherapeutic agent in the treatment of several types of tumors, but its use is
limited due to its cardiotoxicity (Tallaj et al., 2005; Navarro et al., 2006). Its main
action is the inhibition of the enzyme topoisomerase II, resulting in an
accumulation of breaks in DNA stands which, if not repaired, can result in
mutations and chromosomal aberrations (Islaih et al., 2005). The reduction of
damage induced by DXR has been demonstrated in several studies involving their
association with different agents via the somatic mutation and recombination test
(SMART) in D. melanogaster (Costa and Nepomuceno, 2006; Dias et al., 2009;
Rezende et al., 2009).

SMART provides the detection of a wide variety of genetic alterations
such as point mutations, deletions, some types of chromosomal aberrations and
mitotic recombination (Graf et al., 1984). The wing spot test is also ideally suited

for antimutagenicity studies (Graf et al., 1998). This test is based on the premise
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that genetic changes induced in cells that divide by mitosis induce the appearance
of mutant spots which arise from loss of heterozygosity in cells heterozygous for
recessive marker genes. The analysis of possible induced damage is achieved by
observing cell groups on the surface of the wings of adult flies that express the
phenotypic marker genes mwh or flr*, which are responsible for changes in the
shape of the hair (Graf et al., 1984; Guzméan-Rincon and Graf, 1995; Graf et al.,
1998).

Although they are currently several known pleiotropic effects associated
with the use of statins, identified through different models and experimental
procedures, there are no studies evaluating the potential mutagenic and/or
antimutagenic effects on Drosophila melanogaster. Furthermore, genotoxicity
studies involving statins are controversial: research shows an absence of
mutagenic effects of atorvastatin from tests on E. coli and S. typhimurium and
micronuclei in rats (Ciaravino et al., 1995). In the case of rosuvastatin, research by
Berber et al. (2014) suggests that statins induce the appearance of chromosomal
aberrations, micronuclei, and promote DNA damage identified by the comet assay
in human peripheral blood. Considering the above, the present study was
developed to evaluate possible genotoxic effects of atorvastatin and rosuvastatin,
as well as possible modulatory effects against DNA damage induced by
doxorubicin through SMART in D. melanogaster.

2. Material and Methods

2.1. Chemicals

Two synthetic statins were tested in this study: atorvastatin calcium
(Fig. 1), high purity, 99%, (CAS 134523-03-8, lot L387764 produced by the
Laboratory EMS, S&o Paulo, Brazil) and rosuvastatin calcium (Fig. 1), also of high
purity, 99% (CAS 147098-20-2, lot L405058 produced by the Laboratory Germed,
Séo Paulo, Brazil). All solutions and dilutions (in 5% ethanol) were prepared
immediately before use.

For the positive control we used doxorubicin (CAS 25316-40-9, lot

83520, manufactured by Eurofarma Laboratories Ltda, S&o Paulo, Brazil). Ethanol
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5% was used as the negative control. The use of DXR as a positive control in our
work, as well as the concentrations used, was based on studies done previously,
which demonstrated generation of reactive oxygen species and induction of

homologous recombination in D. melanogaster.

2.2 Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) in Drosophila
melanogaster

2.2.1 Stock strains and crosses

For this test, three mutant strains of D. melanogaster, provided by Dr.
Ulrich Graf, Institute of Toxicology, University of Zurich, Shwerzenbach,
Switzerland, were used. These strains are: mwh, flr* and ORR, carriers of the
genetic markers multiple wing hairs (mwh, 3 to 0.3) and flare-3 (fIr*, 3 to 38.8).
These strains were subjected to two scheme crosses: (1) Standard Cross (ST), in
which virgin females flr ¥In(3LR)TM3, ri p° sep I(3)89Aa bx**® and Bd°® were
crossed with males mwh/mwh (Graf et al., 1989); and (2) High Bioactivation Cross
(HB), in which virgin females ORR/ORR; flr*/In(3LR)TM3, ri pP sep 1(3)89Aa bx>*
and Bd® were crossed with males mwh / mwh (Graf and Van Schaik, 1992).

Individuals belonging to the ORR strain have high expression of
cytochrome P450 enzymes (Graf and Van Schaik, 1992). Therefore, this strain of
D. melanogaster was created with the goal of increasing the activation of pro-
mutagens dependent activation via cytochrome P450 (Andrade and Lehmann,
2003). In this context, considering that the two statins tested are biometabolized
by microsomal cytochrome P450 enzymes, especially atorvastatin, which is
biotransformed primarily by the cytochrome P4503A4 (Park et al., 2006), the
analysis of the HB descendants in this research becomes relevant.

From these crosses two types of descendants were obtained: marker
trans-heterozygotes (MH) and balancer heterozygotes (BH). The MH (mwh+/+r®)
present structurally normal chromosomes, and are phenotypically characterized by
smooth wing edges, while the BH (mwh+/+TM3, Bd®) present a balancer
chromosome, with multiple inversions (TM3, Bd®), phenotypically characterized by

serrated wing edges (Guzman-Rincon and Graf, 1995).
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2.2.2 Treatments and data analysis

The egg collection from the descendants of the ST and HB crosses
occurred during a period of 8 hours, in vials containing a solid base of agar (3%
agar in water) and a layer of yeast supplemented with sucrose. After 72 + 4 hours
the larvae were washed with reverse osmosis water, collected with the aid of a fine
mesh sieve and placed in glass vials containing 1.5 g of instant mashed potatoes
(HIKARI ®, Sao Paulo, Brazil). In each vial, 5 mL of the substance to be tested
was added: Atorvastatin in five different concentrations (21.25; 42.5; 85; 170 and
340 puM) or rosuvastatin (18.75; 37.5; 75; 150 and 300 uM), diluted in ethanol 5%,
alone and in association with the DXR (0.125 mg/mL). Doxorubicin (DXR 0.125
mg/mL) was used for the positive control and ethanol 5% for the negative control.
All compounds were tested in two independent series, kept at 25+1°C and relative
humidity of approximately 60%.

After hatching, adult flies were collected and stored in 70% ethanol for
posterior analysis. Subsequently the wings were removed and mounted on slides
containing Faure’s solution (50 mg of arabic gum, 30g of chloral hydrate, 30 mL of
glycerol, 50 mL of water). Both surfaces of the dorsal and ventral wings were
analyzed by optical microscope at a magnification of 400x to identify mutant spots
in different sectors.

To assess the cytotoxicity of the concentrations, the adult flies in the
tubes treated with atorvastatin and rosuvastatin were counted. A test for
cytotoxicity was then performed in tubes of 100 larvae each, exposed to the
concentrations of compounds tested. The number of surviving flies per treatment

provided an indicator of the toxicity of the compounds.

2.2.3 Statistical Analysis

The frequencies of each type of spot (simple small, simple large or twin)
and the total frequency of spots per fly, for each treatment, were compared in pairs
(negative control versus statins; DXR alone versus statins + DXR), in accordance
with the multiple decision procedure proposed by Frei and Wdurgler (Frei and

Wrigler, 1988), which results in four possible diagnoses: positive, negative,
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inconclusive or weakly positive. The relative frequencies of each group were
compared using the conditional binomial test of Kastenbaum and Bowman
(Kastembaum and Bowman, 1970), at a significance level of 5%. However, since
false positive results can occur, all final weak positive results were analyzed with
the non-parametric U test, by Mann, Whitney and Wilcoxon (Frei and Wrlgler,
1995). The percentages of inhibition of statins (atorvastatin and rosuvastatin) were
calculated using the frequency of clones per 10° cells, corrected by the control, as
follows: [(DXR alone — Statin + DXR / DXR alone) x 100] (Abraham, 1994).

3. Results

In this study all compounds were tested in chronic treatments
(approximately 48h) on larvae descendants of the ST and HB crosses. All of the
compounds were tested in two different experiments, and the results were
gathered for the purpose of statistical analyses, after checking that there was no
heterogeneity in the samples. Prior to the genotoxicity analysis, atorvastatin and
rosuvastatin were subjected to a cytotoxicity test.

The concentrations used in this study were initially outlined on the basis
of previous studies involving cell culture (Zeybek et al., 2011). Once established,
these concentrations were subjected to a test for cytotoxicity in D. melanogaster,
with the aim of evaluating the survival percentage of individuals treated with the
different doses. In this context, a pilot experiment was performed with the test
compounds (atorvastatin and rosuvastatin), where the final concentrations
employed in the genotoxicity experiment were also based on these data. The
toxicity was determined as a function of increasing the percentage of treated
larvae that did not reach the adult stage. Higher doses selected for the study
induced a mortality rate of less than 30%. The criteria for choosing the final
concentrations are centered on two main reasons: the reduction of the percentage
of survival of larvae is a clear indication that the compounds affect the larvae and,
in addition, the number of emerging adults must be sufficiently high to allow the
implementation of the treatments (Carmona et al., 2011; Demir et al., 2013).

Once the cytotoxicity test was done the survival curves for each statin

tested alone and in combination with doxorubicin were established (Fig. 2). No
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toxic effect was observed in the treatments performed with different concentrations
of atorvastatin alone and in association with the DXR, not even at the highest
concentration tested (340 uM). All concentrations showed survival rates of more
than 92%. Except for the treatment with rosuvastatin, where a slightly lower
survival rate was found for the highest concentration tested (300 uM), producing a
mortality rate of nearly 30% in the HB cross larvae descendants. Although this
concentration reduced survival rates, it was also tested in association with DXR,
where it presented the same effect. All the survival percentages, however, were
within the established limit of 70%. According to Narapusetti et al. (2014), the
mean plasma concentration of rosuvastatin, in human plasma following oral dosing
of rosuvastatin (40 mg), was 10 ng/mL, after 12 hours. Thus, the concentration
used in our experiments was higher than that in human plasma. The mean plasma
concentration of atorvastatin, in human plasma following oral dosing of
atorvastatin (80 mg), was 70.6 ng/mL, after 2 hours (Partani et al., 2014).

The results obtained from the treatment with atorvastatin in MH
descendants of the ST and HB crosses, treated with different concentrations of
atorvastatin alone and in association with DXR, are presented in Table 1. The
individuals treated with the different concentrations of atorvastatin alone (21.25;
42.5; 85; 170 and 340 uM) showed no significant difference in the total number of
spots observed when compared to the negative control (p > 0.05). This result
shows no mutagenic effect for this drug in the descendants of both ST and HB
crosses. The treatment with doxorubicin produced positive results for all spot
categories, when compared to the negative control (p < 0.05). This increase in
frequency of mutant spots in the individuals treated with DXR confirms its
genotoxic effect, primarily from recombination, verified by the increase of twin
spots and results obtained with the descendants of the BH line, shown previously.

Analysis of the data from the co-treatment of atorvastatin with
doxorubicin in MH individuals, descendants of the ST cross, revealed no
significant difference in the total number of spots in the individuals treated with
different concentrations in relation to the positive control (p > 0.05). However, this
result was not observed in the descendants of the HB cross. In the MH individuals
obtained from this cross, a statistically significant reduction was observed in the

number of simple spots and in the total number of sport for all concentrations
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tested (p < 0.05). These results reveal a modulatory effect of atorvastatin on DXR
in descendants of the HB cross, which possess high levels of cytochrome P450.

In view of the modulatory effect found in the results, descendants of the
genotype mwh+/+TM3 (BH) were analyzed. These individuals express only
mutational events, because the TM3 chromosome has multiple inversions, which,
in the event of recombination, make the cells non-viable. A comparison of the spot
frequencies of MH and BH individuals indicated that recombination is the primary
response to treatment with DXR alone (58.33%) and that treatment with
atorvastatin, in all the concentrations tested, inhibited the damage induced by
DXR, with an inhibitory effect that ranged between 56.55% and 81.03% for the
different concentrations. Recombination was also the primary event related to
mutant spots produced by DXR in association with atorvastatin in the lower
concentrations tested. In the concentrations 21.25; 42.5; 85; 170 and 340 uM plus
DXR, 58.27%, 55.07%, 51.53%, 42.82% and 49.34% of the spots were due to
recombination changes, respectively.

The results obtained from the treatment with rosuvastatin in MH
descendants of the ST and HB crosses, treated alone or with different
concentrations of rosuvastatin in association with DXR are presented in Table 2.
Rosuvastatin alone did not result in any significant difference in any of the classes
of spots analyzed, in the concentrations used, when compared to the negative
control (p > 0.05). This result reflects the absence of a mutagenic effect for this
drug, in descendants of both ST and HB crosses, for all the concentrations tested
(18.75; 37.5; 75; 150 and 300 pM). The treatment with doxorubicin again induced
positive results for all spot categories, when compared to the negative control (p <
0.05).

When analyzing the data from the co-treatment of rosuvastatin with
doxorubicin in MH descendants of the ST cross, there was a reduction in damage
to DNA induced by DXR for all the concentrations tested, without a dose-
dependent effect. These reductions were statistically significant for the total
number of spots, when compared to DXR alone (p < 0.05). For the simple spot
category there was a reduction in the co-treatments involving rosuvastatin at the
concentrations 18.75; 37.5; 75 and 300 uM plus DXR. In the simple large spot

category there was a significant reduction at the concentrations 18.75; 150 and
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300 uM plus DXR and, for the twin spot category, this reduction occurred at all
concentrations, and was significant for the concentrations 75 and 150 yM plus
DXR.

Analysis of these data (co-treatment of rosuvastatin with DXR in MH
individuals), however, descendants of the HB cross, also reflected the modulatory
effect on damage to DNA induced by DXR for all concentrations tested, with no
dose-dependent relationship. In this case, co-treatments involving rosuvastatin at
all concentrations tested (18.75; 37.5; 75, 150 and 300 pM) plus DXR (0.125
mg/mL) produced statistically significant reductions in the frequency of simple
small spots and total number of spots, when compared to DXR alone (p < 0.05).

After a reduction in total number of spots was determined, individuals of
the BH (genotype mwh+/+TM3) line, obtained from ST and HB crosses, were also
analyzed. The results showed that rosuvastatin presented reductions in the
number of spots ranging from 55.45% to 81% in the descendants of the HB cross
and between 67.84% and 90.06% in the descendants of the ST cross. The
comparison between spot frequencies for MH and BH individuals indicated that
recombination is the primary response to the treatment with DXR alone (53.80%
and 53.85%, in the descendants of ST and HB crosses, respectively).

With regard to the proportion of spots resulting from mutation and
recombination in individuals treated with rosuvastatin in association with DXR, it
was found that, for the descendants of the ST cross, the five concentrations tested
induced changes in the recombination activity of DXR, at times increasing and at
other times decreasing the recombinogenic effect. For the associations with 18.75;
37.5; 75; 150 and 300 uM of rosuvastatin plus DXR the following recombination
percentages were obtained, respectively: 61.86%, 40.17%, 52.56%, 62.56% and
44.06%. In the descendants of the HB cross, recombination was responsible for a
considerably smaller proportion of the spots produced by DXR in association with
rosuvastatina for the five concentrations tested (18.75; 37.5; 75, 150 and 300 pM):
37.30%, 32.60%, 44.78%, 36.62% and 7.48% of the mutant spots were due to
changes from recombination, respectively. Therefore, these data indicate that
rosuvastatin, in this case, reduced the recombinogenic effects of DXR.
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4. Discussion

In the present study, the possible effects of atorvastatin and
rosuvastatin, alone or in combination with the chemotherapeutic agent DXR, were
analyzed using two crosses (ST and HB), with the somatic mutation and
recombination test (SMART) in D. melanogaster. The results observed in both
crosses revealed that neither atorvastatin nor rosuvastatin present mutagenic
effects on the somatic cells of D. melanogaster, since isolated treatment did not
result in changes in the frequencies of mutant spots. As expected, a significant
increase was also observed in all spot categories in individuals treated only with
DXR (positive control).

With regard to the effects induced in the somatic cells of D.
melanogaster, DXR’s most significant contribution was its ability to generate free
radicals, producing oxidative stress, and also inducing recombination. These
effects also reported in a series of previous studies using SMART (Lehmann et al.,
2003; Costa and Nepomuceno, 2006; Dias et al., 2009; Rezende et al., 2009;
Rezende et al., 2011, Orsolin et al., 2012). Although homologous recombination
represents an important DNA repair process, there is growing evidence that
deleterious genomic rearrangements can result from this recombination, which
means that occurrences of this type may be determinant in carcinogenesis (Arossi
et al., 2009).

In relation to the results of the co-treatment of the statins evaluated with
DXR, a modulatory effect of these drugs was observed on DNA damage induced
by DXR. The mechanisms by which the statins reduce the frequency of mutant
spots, induced by DXR, were not directly evaluated in this study. It is believed,
however, that they may be in some way associated with the activation of the
apoptotic pathway. According to Bardou et al. (2010), statins are able to induce
apoptosis through intrinsic and extrinsic pathways, leading to cell death. Although
the mechanism for apoptosis, induced by statins, has not been completely
elucidated, it is likely that it is due to the depletion of geranylgeranylated or
farnesylated proteins, which may be dependent on the cell type or state of

differentiation.
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The synthesis of isoprenoids (Geranylgeranyl-PP and Farnesyl-PP) is
altered by the inhibition of HMG-CoA redutase by the statins, leading to the
deficient formation of intermediaries in the transcription and transduction of cellular
signaling, which in turn impacts various cell functions (Chan et al., 2003; Hindler et
al., 2006). The isoprenoids produced from this pathway promote post-transduction
modifications in various cellular proteins, whose function is negatively affected by
the absence of isoprenylation (Miida et al., 2004; Ma and Ma, 2011; Spindler et al.,
2012). In general, these proteins promote special cellular response processes, like
the regulation of growth and cellular differentiation (Miida et al., 2004). It has also
been reported that Rho geranylgeranylation plays an important role in cell
proliferation and apoptosis, in addition to controlling cell migration. In this context,
since statins inhibit both geranylgeranylation and, therefore, the activation of Ras
and/or Rho, it is therefore plausible that they could potentially inhibit the malignant
phenotype of tumor cells (Bifulco, 2008). This mechanism may also explain the
reduction in mutant spots when these statins are associated with DXR.

Another effect that could be associated with the production of damage
induced by DXR, observed in the present study, is the anti-oxidant activity of
statins. It is widely recognized that among the deleterious effect of DXR are:
inhibition of topoisomerase ll, intercalation with the DNA molecule, and generation
of free radicals that act as potent alkylating agents, in normal and malignant
tissues (Islaih et al., 2005; Navarro et al., 2006). The results of the co-treatment of
DXR with statins point to a possible antimutagenic action of statins when
associated with DXR. The statins may have inactivated it or its metabolic products,
which are free radicals generated in the transformation of this genotoxic agent,
resulting in a reduction in the frequency of mutant spots.

The antioxidant action of statins has also been confirmed in previous
studies (Shishehbor et al., 2003; Mennickent et al., 2008; Zeybek et al., 2011). It
has been confirmed that they are capable of reducing levels of nitrotirosine
(NO2Tyr), a product of the action of free radicals on protein residues (Shishehbor
et al., 2003). According to Mennickent et al. (2008), the antioxidant effects of the
statins are primarily related to the following factors: reduction of plasma lipids;

direct capture of reactive oxygen species (ROS); effect on inflammatory cells,
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since phagocytes are an important source of ROS; and inhibition of the enzyme
vascular NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) oxidase.

Some observational studies have elucidated the effect of statins on
reducing the incidence of various types of cancers, such as breast cancer,
pancreatic cancer, fibrosarcoma, glioma, neuroblastoma and lymphoma, resulting
in the slowing of tumor growth and inhibiting metastatic processes. Preclinical
trials have also confirmed that statins show an ability to maximize the antitumor
effects of some cytokines and chemotherapeutic agents (Campo and Carvalho,
2007). These studies, taken as a whole, suggest that collectively statins may, in
addition to playing a crucial role as a drug to reduce lipids in the prevention of
cardiovascular diseases, act as an anticancer agent.

Statins, although they have the same mechanism, are different in terms
of lipophilicity, half-life and potential for the inhibition of extra-hepatic HMG-CoA
redutase (Campo and Carvalho, 2007; Zhou and Liao, 2010). In this way, the
differences that they present in tissue permeability and metabolism may justify the
differences that statins present in secondary effects, as well as pleiotropic effects
(Zhou and Liao, 2010).

Atorvastatin is considered a relatively lipophilic statin, while rosuvastatin
is more hydrophilic, in comparison with other statins. This hydrophilicity is due to
the lateral chains that make up the methanesulfonamide group (Abbas et al.,
2012). This is why it exhibits low passive diffusion to the non-hepatic cells and
avidity for hepatic cells via selective transport. In addition, the relative
hydrosolubility of this drug lessens the need for metabolism by the P450 enzyme.
Its higher number of linking sites for the enzyme HMG-CoA redutase makes this
statin the most potent inhibitor of this enzyme ever developed (McKenney, 2005).
Moreover, there are differences in half-lives, which in the case of atorvastatin is
approximately 14 hours, while rosuvastatin is around 19 hours (Campo and
Carvalho, 2007; Abbas et al, 2012). These pharmacokinetic and
pharmacodynamic differences are probably associated with the differences seen
in the modulatory effect on DXR. In our study, the results suggest that rosuvastatin
possesses greater potential to inhibit the damage induced by DXR on the somatic

cells of D. melanogaster.
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Considering these differences, specifically with regard to atorvastatin,
the results of the present study revealed that it does not have a mutagenic effect
on D. melanogaster and, just the opposite, is capable of reducing damage induced
by DXR. In a study conducted by Ciavarino et al. (1995) the genotoxicity of
atorvastatin was evaluated in a variety of test systems, in vitro and in vivo,
including mutagenicity tests with bacteria, like E. coli and S. typhimurium, tests to
evaluate chromosome aberrations in lung cell cultures of Chinese hamsters and
tests to evaluate micro-nuclei of rat. In this study, the results obtained, overall,
reveal an absence of mutagenic, clastrogenic and genotoxic effects of this statin.

With regard to the association between atorvastatin and DXR,
Ramanjaneyulu et al. (2013) investigated the possible protective effects exerted by
atorvastatin against oxidative stress and damage to DNA induced by DXR in the
heart and testicles of rats. The protective role of atorvastatin in rats treated with
DXR was evident based on an improvement in oxidative stress and a reduction in
damage to DNA.

El-Moselhy and EI-Sheikh (2014) investigated the mechanisms by which
hepatic and renal damage induced by DXR could be prevented by concomitant
administration of atorvastatin (10 mg/kg). The results also revealed that
associations of atorvastatin with DXR lead to a reduction in oxidative stress
induced by DXR, both in the kidney and liver. The association also resulted in a
reduction in the inflammatory effects induced by DXR.

In addition, the results obtained for the treatment with atorvastatin in
association with DXR show that, although this drug is capable of inhibiting damage
induced by DXR, it did little to alter the recombinogenic profile of DXR, which
reinforces the possibility that the reduction in the frequency of mutant spots, in this
case, is directly related to the apoptotic activity of atorvastatin. The apoptotic effect
of atorvastatin on lymphoblasts and human myeloma cells has already been
reported by Cafforio et al. (2005). The authors confirmed that the apoptotic circuit
induced by atorvastatin in the cell lines was presumably regulated by the proteins
Ras and Rho and that the apoptotic pathway was regulated by caspases. On the
other hand, Costa and Nepomuceno (2006) verified a reduction of DXR
recombinagenic activity in D. melanogaster using a cotreatment with antioxidant

vitamins. According to the authors, when DXR is given in cotreatment a
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desmutagenic effect may occur. Desmutagens deactivate genotoxic agents either
chemically or enzymatically. According to them, during simultaneous
administration of DXR and multivitamin (MV), direct interactions between the
components of MV and DXR or their metabolites are possible, and a
desmutagenic mode of action for MV is a plausible mechanism. In our study, it is
possible that statins, with their antioxidant activity, provided a desmutagenic effect,
reducing the recombinagenic activity of DXR.

The results also showed that atorvastatin only presented this
modulatory effect in descendants of the HB cross, which possess high levels of
cytochrome P450 (CYP). According to Park et al. (2006), atorvastatin undergoes
extensive first-pass metabolism at the hepatic level and the enzyme cytochrome
P450 plays a fundamental role in metabolizing this drug. The main products of this
transformation are o- and p-hydroxylate compounds, which possess
pharmacological activity (Malinowski, 1998).

With regard to the effect rosuvastatin, the results obtained in the
present study also point to the absence of any mutagenic effect and a reduction in
the damage induced by DXR, although this effect was identified both in
descendants of the ST cross and descendants of the HB cross, which reflects that
this effect is independent of metabolic biotransformation. According to Fonseca
(2005), rosuvastatin is biotransformed by the isoenzymes CYP2C9 (primarily) and
CYP2C19, although the biometabolism pathways of this compound are not that
important, since rosuvastatin is only partially metabolized.

A recent study conducted by Berber et al. (2014) showed that
rosuvastatin presented genotoxic effects based on results obtained through the
evaluation of chromosomal aberrations, micronuclei and damage to DNA (comet
assay). These results should be considered, especially since they were observed
in human peripheral lymphocytes. However, there are no results on the
genotoxicity of rosuvastatin in other types of cells and animal models and the
results obtained here reveal that under the experimental conditions rosuvastatin
did not present a genotoxic effect in D. melanogaster.

With regard to the results obtained for the association of rosuvastatin
with DXR, Kim et al. (2012) found similar responses when evaluating the long-term

cardioprotective effects of rosuvastatin co-administered with DXR in rats. The
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concomitant administration of rosuvastatin and DXR appeared to alleviate the
cardiotoxicity induced by DXR in the hearts of rats. However, the authors did not
directly evaluate which mechanisms were associated with the reduction of this
cardiotoxicity.

The results obtained for the treatment with rosuvastatin in association
with DXR also showed that this drug is capable of inhibiting the recombinogenic
activity of DXR, something not seen in the treatment with atorvastatin. Therefore, it
can be assumed that the antioxidant activity of rosuvastatin was more significant.
During the simultaneous administration of DXR and rosuvastatin, direct
interactions between the components of rosuvastatin and DXR or their metabolites
are possible, and anti-mutagenic activity, in this case, is also a plausible
mechanism.

Studies suggest the importance of the antioxidant activity associated
with the use of rosuvastatin. Studies show that rosuvastatin can reverse heart
diseases, like hypertension, arteriosclerosis, ischemia, congestive heart failure
and miocardiopathy, by reducing reactive oxygen species. It attenuates the
oxidative stress by mediating various antioxidant effects like the reduction of
NADPH oxidase, decoupling endothelial nitric oxide synthase (eNOS), positively
regulating enzymatic anti-oxidant defense mechanisms and inhibiting hydrogen
peroxide (Schupp et al., 2008; Mahalwar and Khanna, 2013).

We cannot discard, however, the apoptotic role of this statin, which is
also recognized (as with statins) and may have influenced the reduction of mutant
spots. Zeybek et al. (2011) evaluated the effects of rosuvastatin in the treatment of
papillary thryroid carcinoma (B-CPAP) and confirmed that the treatment with
rosuvastatin led to a dose and time-dependent increase in the activity of caspase-
3 and in the apoptosis index. Rosuvastatin induced autophagic changes in
papillary thyroid cancer (B-CPAP) cells and caused an autophagic change in
apoptosis, which suggests that this statin could be used as an alternative
treatment for papillary thryoid cancer.

In summary, the present study shows that, under the experimental
conditions, the synthetic statins (atorvastatin and rosuvastatin) present a
modulatory effect on the genotoxicity of DXR in the somatic cells of D.

melanogaster, where this effect, in the case of atorvastatin, is dependent on
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biotransformation by the cytochrome P450 enzymatic system and, for
rosuvastatin, independent of this metabolic transformation mechanism. This
modulation effect appears to be associated with the apoptotic and antioxidant
activities of this class of drugs. Further studies need to be conducted in order to
gain a better understanding of the exact mechanisms involved in the modulating
activity of the statins, to ensure safe, effective use of this class of drugs.
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Figure 1. Chemical structures of atorvastatin (A) and rosuvastatin (B).
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Figure 2. Percentage of survival of flies evaluated after metamorphosis from third-stage larvae (72h) treated with different concentrations of
atorvastatin and rosuvastatin alone and in combination with DXR.
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Table 1. 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 the high bioactivation cross (HB) treated with different atorvastatin concentrations (separately and in combination with DXR), positive control (DXR 0.125 mg/mL)
and negative control (5% ethanol).

Treatments Spots per fly (N° of spots); statistical diagnosis® Frequency of clone
formation/ 10° cells per cell
Spots Withc division®

DXR Atorvastatin Number Small single Large single Twin Total spots mwh clone Mean clone size I Inhibition®

(mg/mL) (uM) of flies (1-2 célsg)b (>% céls?b P (n) class®d Observed Control ReCO'Rz')”at'O“ %)
m=2 m=5 m=5 m=2 0) corrected
ST
mwh/fir®

0 0 60 0.63 (38) 0.08 (05) 0.05 (03) 0.77 (46) 42 1.81 1.43

0 21.25 60 0.65 (39)- 0.02 (01)- 0.03 (02)i 0.70 (42)- 39 154 {5.33} 1.33 -0.10

0 425 60 0.78 47)- 0.10 (06)i 0.00 (00)- 0.88 (53)- 48 1.71 {1.00} 1.64 0.20

0 85 60 0.63 (38)- 0.03 (02)- 0.05 (03)i 0.72 (43)- 41 1.63 {9.00} 1.40 -0.03

0 170 60 0.65 (39)- 0.07 (04)i 0.00 (00)i 0.72 (43)- 40 1.73 {3.50} 1.37 -0.07

0 340 60 0.38 (23)- 0.07 (04)i 0.02 (01)i 0.47 (28)- 25 1.84 {1.76} 0.85 -0.58
0.125 0 60 1.22 (73)+ 0.27 (16)+ 0.17 (10)+ 1.65 (99)+ 84 2.17 {2.52} 2.87 1.43
0.125 21.25 60 0.63 (38 037 (22)i 0.30 (18)i 1.30 (78)- 75 3.07 {4.67} 2.56 1.13
0.125 42.5 60 0.62 (37)* 053 (32)* 0.20 (12)i 1.35 (81)- 77 3.08 {4.60} 2.63 1.20
0.125 85 60 0.42 (25* 050 (30)* 0.40 (24 132 (79)- 75 351 {5.67} 2.56 1.13
0.125 170 60 0.83 (50)* 0.20 (12)i 0.27 (16)i 1.30 (78)- 76 217 {2.62} 2.60 1.16
0.125 340 60 1.05 (63)- 040 (24)i 020 (12)i 1.65 (99)- 95 249 {3.04) 3.24 181

HB
mwh/flr®

0 0 60 1.10 (66) 0.08 (05) 0.03 (02) 1.22 (73) 73 1.63 2.49

0 21.25 60 1.12 (67)- 0.12 (07)i 0.03 (02)i 1.27 (76)- 76 166 {2.33} 2.60 0.10

0 42.5 60 1.23 (74)- 0.13 (08)i 0.05 (03)i 1.42 (85)- 85 1.71  {2.17} 2.90 0.41

0 85 60 0.82 (49)- 0.07 (04)i 0.02 (01)i 0.90 (54)- 54 163 {1.63} 1.84 -0.65

0 170 60 1.02 (61)- 0.08 (05)i 0.00 (0O)i 1.10 (66)- 65 1.58 {2.00} 2.22 -0.27

0 340 60 1.03 (62)- 0.07 (04)i 0.00 (0O)i 1.10 (66)- 66 1.44 {3.43} 2.25 -0.24
0.125 0 60 220 (132)+ 0.43 (26)+ 0.05 (03)i 2.68 (161)+ 158 2.00 {2.32} 5.40 2.90 58.33
0.125 21.25 60 1.37 (82 0.43 (26)- 0.03 (02)i 1.83 (110)* 108 231 {3.74} 3.69 1.20 58.27 58.62
0.125 42.5 60 1.53 (92 0.22 (13)+ 0.05 (03)i 1.80 (108)* 107 190 {2.47} 3.65 1.16 55.07 60.00
0.125 85 60 1.35 (81 0.37 (22)- 0.07 (04)i 1.78 (107)* 105 222 {3.56} 3.59 1.09 51.53 62.41
0.125 170 60 1.52 (91 030 (18)i 0.03 (02)i 1.85 (111)* 110 1.99 {2.70} 3.76 1.26 42.82 56.55
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0.125 340
mwh/TM3

0 0
0.125 0
0.125 21.25
0.125 42.5
0.125 85
0.125 170
0.125 340

60

20

20
20
20
20
20
20

1.02

0.45

1.05
0.75
0.80
0.85
1.05
0.75

(61)*

(09)
20+
(15)i
(16)i
A7)
(21)-
(15)i

0.33

0.00

0.05
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

(20) i

(00)
(01)i
(00)i
(00)i
(00)i
(00)i
(00)i

0.15

(09) i

1.50

0.45

1.10
0.75
0.80
0.85
1.05
0.75

(90) *

(09)

(22)+
(15)i
(16)i
17)i
(21)-
(15)i

89

22
15
16
17
21
15

2.37

1.22

1.36
1.00
1.13
1.18
1.24
1.27

{5.75}

{1.46}
{0.67}
{1.00}
{1.13}
{1.25}
{1.33}

3.04

0.92

2.25
1.54
1.64
1.74
2.15
154

0.55

1.33
0.61
0.72
0.82
1.23
0.61

49.34

81.03

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

*p <0.05 vs. DXR only.

% Statistical diagnoses according to Frei and Wiirgler (1995). U-test, two sided; probability levels: -, negative; +, positive; i, inconclusive; p < 0.05 vs. negative control (5% ethanol).

b Including rare single flraspots.

¢ Considering the mwh clones for the single spots and mwh for the twin spots.

“Frequency of clone formation: clones/flies/48,800 cells (without size correction).

€ Calculated as [(DXR alone — Statin + DXR / DXR alone) x 100], according to Abraham (1994).

'Balancer chromosome TM3 does not carry the flr® mutation and recombination is suppressed, due to the multiple inverted regions in these chromosomes.
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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 the high bioactivation cross (HB) treated with different rosuvastatin concentrations (separately and in combination with DXR), positive control (DXR 0.125 mg/mL) and
negative control (5% ethanol).

Treatments Spots per fly (N° of spots); statistical diagnosis® Frequency of clone
formation/ 10° cells per cell
division®
Number ~ Smallsingle Large single Twin Total spots  Spots with _ Recombination Inhibition®
DXR Rosuvastatin o flies (1-2 céls) (>2 céls) mwh Mean clone size (%) (%)
(mg/mL) (UM) (N) m=2 m=5 m=5 m=2 clone® class™ Observed Control
) 0) corrected
ST
mhw/flr®
0 0 60 0.83 (50) 0.03 (02) 0.03 (02) 0.90 (54) 54 1.72 1.84
0 18.75 60 0.58 (35)- 0.03 (02)i 0.05 (03)i 0.67 (40)- 35 1.60 {1.95} 1.20 -0.65
0 375 60 0.63 (38)- 0.00 (00)i 0.00 (00)i 0.63 (38)- 33 133 {2.33} 1.13 -0.72
0 75 60 0.40 (24)- 0.05 (03)i 0.00 (00)i 0.45 (27)- 24 1.88 {1.60} 0.82 -1.02
0 150 60 0.67 (40)- 0.03 (02)i 0.00 (00)i 0.70 (42)- 35 1.60 {1.95} 1.20 -0.65
0 300 60 0.73 (44)- 0.02 (01)i 0.07 (04)i 0.82 (49)- 48 1.60 {2.67} 1.64 -0.20
0.125 0 60 110 (66)+ 045 (27)+ 030 (18)+ 1.85 (111)+ 104 2.70 {3.76} 3.55 1.71 53.80
0.125 18.75 60 0.72 (43+ 022 (13)+ 018 (11)i 112 (67)* 63 252 {7.33} 2.15 0.31 61.86 81.87
0.125 37.5 60 0.77 (46)+ 0.27 (16)i 0.17 (10)i 120 (72)* 78 2.84 {6.63} 2.39 0.55 40.17 67.84
0.125 75 60 0.70 (42+ 028 (@A7)i 0.13 (08)+ 112 (67)* 63 2.81 {9.33} 2.15 0.31 52.56 81.87
0.125 150 60 0.85 (51)- 0.18 (11)+ 0.07 (04)+ 1.10 (66)* 64 1.98 {3.40} 2.19 0.34 62.56 80.12
0.125 300 60 0.60 (36)+ 020 (12+ 020 (12)i 1.00 (60)* 59 2.51 {11.00} 2.02 0.17 44.06 90.06
mwh/TM3
0 0 20 0.35 (07) 0.00 (00) 0.35 (07) 07 1.29 0.72
0.125 0 20 0.70 (14)i 0.10 (02)i f 0.80 (16)+ 16 131 {1.33} 1.64 0.92
0.125 18.75 20 0.40 (08)i 0.00 (00)i 0.40 (08)i 8 150 {3.00} 0.82 0.10
0.125 37.5 20 0.70 (14)i 0.00 (00)i 0.70 (14)i 14 1.07 {0.86} 1.43 0.72
0.125 75 20 0.50 (20)i 0.00 (00)i 0.50 (20)i 10 1.30 {1.33} 1.02 0.31
0.125 150 20 0.40 (08)i 0.00 (00)i 0.40 (08)i 08 1.13 {0.00} 0.82 0.10
0.125 300 20 0.55 (1) 0.00 (00)i 0.55 (1) 11 1.36 {1.50} 1.13 0.41
HB
mwh/fir®
0 0 60 0.97 (58) 0.07 (04) 0.02  (01) 1.05 (63) 62 1.56 2.12
0 18.75 60 0.82 (49)- 0.02 (01)- 0.00 (00)i 0.83 (50)- 50 146 {2.00} 1.71 -0.41
0 37.5 60 0.95 (57)- 0.12 (07)i 0.02 (01)i 108 (65)- 64 1.80 {9.00} 2.19 0.07
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0 75

0 150

0 300
0.125 0
0.125 18.75
0.125 375
0.125 75
0.125 150
0.125 300

mwh/TM3

0 0
0.125 0
0.125 18.75
0.125 375
0.125 75
0.125 150
0.125 300

60
60
60
60
60
60
60
60
60

20
20

20
20
20
20
20

1.05
1.02
1.03
2.23
1.27
1.02
1.10
1.12
1.33

0.60
1.15

0.90
0.70
0.70
1.10
1.40

(63)-
(61)-
(62)-
(134)+
(76)*
(61)*
(66)*
(67)*
(80)*

(12)
(23)+
(18)i
(14)i
(14)i
(22)-
(28)i

0.12
0.05
0.05
0.27
0.30
0.28
0.32
0.48
0.22

0.05
0.05

0.05
0.20
0.10
0.00
0.05

07) i
(03) i
(03) i
(16)+
(18) i
17)i
(19) i
(29)*
(13) i

(01)
(O1)i
(O1)i
(04)i
02)i
(00)i
1)i

0.03
0.02
0.00
0.15
0.05
0.07
0.08
0.17
0.07

(02) i
(01) i
(00) |
(09)+
(03) |
(04
(05) i
(10) |
(04) i

1.20
1.08
1.08
2.65
1.62
1.37
1.50
1.77
1.62

0.65
1.20

0.95
0.90
0.80
1.10
1.45

(72)-
(65)-
(65)-
(159)+
97)*
(82)
(90)*
(106)*
97

(13)

(24)+
(19)i
(18)i
(16)i
(22)-
(29)-

69
65
60
156
91
80
87
104
94

13
24

19
18
16
22
29

1.71
1.52
155
1.87
2.04
2.08
2.29
2.59
1.77

154
1.21

1.32
1.89
1.44
1.27
1.24

{3.00}
{0.67}
{2.00}
{2.07}
{3.07}
{3.83}
{4.08}
{4.10}
{2.16}

{0.82}

{0.83}
{2.80}
{1.00}
{0.89}
{1.00}

2.36
2.22
2.05
5.33
3.11
2.73
2.97
3.55
3.21

1.33
2.46

1.95
1.84
1.64
2.25
2.97

0.24
0.10
-0.07
3.21
0.99
0.61
0.85
1.43
1.09

1.13

0.61
0.51
0.31
0.92
1.64

53.85
37.30
32.60
44.78
36.62
7.48

69.16
81.00
73.52
55.45
66.04

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

*p = 0.05 vs. DXR only.

@ Statistical diagnoses according to Frei and Wiirgler (1995). U-test, two sided; probability levels: -, negative; +, positive; i, inconclusive; p < 0.05 vs. negative control (5% ethanol).
b Including rare single flr3sp0ts.
¢ Considering the mwh clones for the single spots and mwh for the twin spots.

d Frequency of clone formation: clones/flies/48,800 cells (without size correction).

¢ Calculated as [(DXR alone — Statin + DXR / DXR alone) x 100], according to Abraham (1994).

"Balancer chromosome TM3 does not carry the flr* mutation and recombination is suppressed, due to the multiple inverted regions in these chromosomes.
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Resumo

A sinvastatina é um farmaco antilipémico que promove inibicdo da HMG-CoA
redutase, enzima essencial na via de biossintese do colesterol. Além de inibir a
sintese do colesterol, a sinvastatina pode atuar inibindo a formacdo de outros
produtos, como os isoprenoides, 0 que confere a essa droga beneficios adicionais,
dentre os quais, efeitos antiproliferativos, anti-invasivos e pro-apoptéticos. O
presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o efeito
mutagénico/recombinogénico da sinvastatina, bem como o0s possiveis efeitos
moduladores dessa estatina sobre danos ao DNA induzidos pela doxorrubicina
(DXR), um farmaco antitumoral, que promove intercalacdo com a molécula de DNA e
produz radicais livres. Tal andlise foi realizada por meio do teste para deteccdo de
mutacdo e recombinacdo soméatica (SMART), em Drosophila melanogaster. Para
isso, larvas descendentes dos cruzamentos padrdo (ST) e de alta bioativacdo (HB)
foram tratadas cronicamente com cinco concentra¢des de sinvastatina, isoladamente
e em associagdo com a DXR. Os resultados revelaram auséncia de efeito
mutagénico/recombinogénico da sinvastatina em todas as concentracdes testadas,
nos descendentes dos cruzamentos ST e HB. Foi observado, também, efeito
modulador da sinvastatina sobre danos ao DNA induzidos pela DXR. A reducao na
frequéncia total de manchas mutantes foi verificada nos descendentes de ambos os
cruzamentos, porém, a inibicdo foi mais eficaz nos descendentes do cruzamento
padrdo (ST), que apresentam niveis basais de citocromo P450. Acredita-se que esse
efeito modulador esteja associado principalmente a atividade antioxidante dessa
classe de drogas, embora tal parametro ndo tenha sido diretamente avaliado nessa

pesquisa.

Palavras-chave: Sinvastatina. Doxorrubicina. Efeito modulador. Drosophila

melanogaster.
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1. Introducéao

A sinvastatina é um farmaco antilipémico, da classe das estatinas, que atua
na reducédo dos niveis de colesterol plasmatico e, consequentemente, na reducéo do
risco de aterosclerose e infarto do miocéardio (Sparrow et al., 2001; Tang et al.,
2006). As estatinas foram primeiramente derivadas do fungo Penicillum citrinum e
seu mecanismo de acéo consiste na inibicdo da 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A
redutase (HMG-CoA redutase), enzima presente no reticulo endoplasmatico celular,
responsavel pela conversdo do HMG-CoA a mevalonato, na via de biossintese do
colesterol (Hindler et al., 2006; Saito et al., 2008). O ponto principal de limitacéo e
controle no metabolismo intracelular do colesterol da-se justamente nessa fase,
sendo largamente influenciado pelo grau de atividade da referida enzima (Marie et
al., 2008). A inibicAdo da HMG-CoA redutase promove redugdo dos niveis de
colesterol LDL, através de dois mecanismos principais: reducdo da sintese
endogena de colesterol e, simultaneamente, aumento da sintese de receptores para
o colesterol LDL nas células hepaticas, o que aumenta a depuracdo do mesmo
(Fonseca, 2005).

Existem diferencas farmacocinéticas marcantes entre as estatinas
atualmente disponiveis no mercado, incluindo variacbes no coeficiente de
hidrofilicidade, via hepética de metabolizacdo, tempo de meia-vida plasmatica e
eficacia na reducao do perfil lipidico. As estatinas também diferem na capacidade de
interacdo com outras drogas que empregam a mesma via de metabolizacao
(Fonseca, 2005; Schachter, 2005). Nesse contexto, embora todas as estatinas
possuam 0 mesmo mecanismo de acdo, existem diferencas quanto a eficacia das
respostas observadas para cada estatina individualmente.

Com relacdo a estrutura quimica, as estatinas possuem um anel de
lactona aberto ou fechado (que confere uma semelhanca estrutural com a HMG-
CoA), constituindo a porgdo ativa dessa classe de drogas. A sinvastatina,
especificamente, possui um anel de lactona fechado, sendo considerada um proé-
farmaco, ativado in vivo, mediante reacdo quimica ou enzimatica (Campo e
Carvalho, 2007; Banzato, 2013). Nesse processo de metabolizacdo, a forma de

lactona € convertida na forma ativa hidroxiacido (Chan et al., 2003; Marinho et al.,
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2012). A sinvastatina é derivada do 2’-metilado da lovastatina, um composto
proveniente do primeiro produto isolado dos fungos, a compactina, sendo, por isso,
considerada uma estatina semissintética (Levinski e Brown, 2007).

Além da acdo principal de inibicAo da sintese do mevalonato, com
consequente redugcdo nos niveis de colesterol, a sinvastatina também pode atuar
inibindo a formacdo de outros produtos, como os isoprenoides (Demierre et al.,
2005), incluindo os grupos farnesil e geranilgeranil, que se ligam a varias proteinas
(superfamilia Ras/Rho) por meio de prenilacdo, durante o processo poés-traducional
(Edwards e Ericsson, 1999; Yamashita et al., 2008), o que confere a essa droga
beneficios  adicionais  (pleiotrépicos). Tais beneficios incluem efeitos
antiproliferativos, anti-invasivos e pro-apoptoticos (Colisson et al., 2002; Liao, 2002;
Chan et al., 2003; Sleijfer et al., 2005). A acao antioxidante das estatinas também ja
foi relatada em estudos anteriores (Shishehbor et al., 2003; Mennickent et al., 2008).

O amplo conhecimento acerca da genética da Drosophila melanogaster e
a longa experiéncia experimental com esse organismo fez com ele se tornasse de
utilidade Unica em pesquisas na area de mutacdo genética e toxicologia (Sarikaya e
Memmi, 2013). O SMART (Somatic mutation and recombination test), realizado em
D. melanogaster, € um sistema teste somatico, de curta duracdo, empregado para
deteccdo de substancias capazes de promover alteracdes no DNA sendo, também,
muito utilizado para deteccao de substancias antimutagénicas/antirecombinogénicas
(Graf e Singer, 1992; Graf et al., 1998). Esse bioensaio baseia-se na premissa de
que, durante o desenvolvimento embrionario da D. melanogaster, grupos de células
se proliferam mitoticamente até se diferenciarem em estruturas do corpo da mosca
adulta. Se ocorrerem alteracdes genéticas nas células do disco imaginal, um clone
de células mutantes sera formado, sendo detectado como uma mancha de pelos
mutantes nas asas da mosca adulta (Guzman-Ricon e Graf, 1995). A analise dessas
alteracdes genéticas determina a expressao fenotipica dos genes marcadores mhw
ou fIr®, responséaveis por mudancas na forma dos tricomas (Graf et al., 1984).

Considerando o exposto, o presente trabalho foi desenvolvido com o
objetivo principal de avaliar, por meio do teste SMART, o efeito
mutagénico/recombinogénico da sinvastatina, isoladamente, bem como 0s possiveis

efeitos moduladores dessa estatina sobre danos ao DNA induzidos pela
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doxorrubicina (DXR). A DXR é um farmaco antitumoral da classe das antraciclinas,
que promove intercalacdo com a molécula de DNA e inibicdo da topoisomerase |l
(Islaih et al., 2005), além de produzir radicais livres (Nascimento e Martins, 2005;

Kaiserova et al., 2006).

2. Material e Métodos

2.1 Agentes quimicos

A substancia testada foi a sinvastatina (Sinvastacor®), CAS 79902-63-9,
lote CV6653, féormula molecular C,sH3zgOs, massa molecular 418,57 g/mol, produzida
pela Sandoz do Brasil Industria Farmacéutica, Cambé, Parana. Cinco concentracfes
de sinvastatina foram preparadas para realizagcdo do experimento: 12,5; 25; 50; 100
e 200 pM. A estrutura quimica do farmaco testado esta apresentada na Figura 1.

Doxorrubicina (Adriblastina®, CAS 25316-40-9, lote 3PL0341, registrada,
importada e distribuida pelo laboratério Pfizer, Guarulhos, Sdo Paulo) foi utilizada
como controle positivo. A doxorrubicina possui férmula molecular C,7H29NO1:-HCI,
peso molecular de 580 g/mol e foi utilizada na concentragdo de 0,125 mg/mL. O
controle negativo empregado como referéncia e para diluicho das demais
substancias foi o etanol 5%. Todas as diluicbes foram preparadas imediatamente

antes da utilizacao.

2.2 Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) em Drosophila
melanogaster

2.2.1 Linhagens estoque e cruzamentos

Trés linhagens mutantes de D. melanogaster foram utilizadas: mwh, flr® e
ORR, portadoras dos marcadores genéticos multiple wing hairs (mwh, 3-0,3) e flare®
(fir®, 3-38,8). Informacdes mais detalhadas sobre os simbolos genéticos e descricdes
dessas linhagens podem ser encontradas em Lindsley e Zimm (1992).

Tais linhagens foram submetidas a dois esquemas de cruzamentos:
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a) Cruzamento Padréo (ST), no qual fémeas virgens flr¥/In(3 LR)TM3, ri p°
sep 1(3)89Aa bx**® e Bd® foram cruzadas com machos mwh/mwh (Graf et al., 1989);

b) Cruzamento de Alta Capacidade de Bioativacdo (HB), no qual fémeas
virgens ORR/ORR; fIr¥/In(3 LR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aa bx**® e Bd® foram cruzadas
com machos mwh/mwh (Graf e Van Schaik, 1992).

A utilizacdo desses dois tipos de cruzamentos permite a avaliacdo de
agentes mutagénicos e antimutagénicos de acéo direta ou indireta, de acordo com o
nivel basal e alto de enzimas de metabolizacdo do citocromo P450. Isso é possivel
porque a linhagem ORR (empregada no cruzamento HB) foi criada com o objetivo
de aumentar o desempenho do referido teste no caso da ativacdo de pr6-mutagenos
dependentes de ativacéo via citocromo P450 (Andrade e Lehmann, 2003).

A partir desses cruzamentos foram obtidos dois tipos de descendentes:
trans-heterozigotos marcados (MH, mwh+/+flr®), que apresentam asas com a borda
lisa, e heterozigotos balanceados (BH, mwh+/+TM3,Bd®), contendo asas com

aspecto serrilhado (Guzman- Rincén e Graf, 1995).
2.2.2 Tratamentos

A coleta de ovos dos descendentes dos dois cruzamentos anteriormente
descritos, ST e HB, foi realizada durante um periodo de 8 horas, em frascos
contendo uma base solida de agar e uma camada de fermento biologico
suplementado com sacarose. ApOs 72 + 4 horas, larvas de terceiro estagio foram
lavadas com &gua osmose reversa, coletadas, e colocadas em frascos de vidro
contendo 1,5 g de meio de puré de batatas instantaneo (HIKARI®). Em cada frasco
foram adicionados 5 mL de sinvastatina (nas concentracfes 12,5; 25; 50; 100 e
200uM), diluidas em etanol 5%, isoladamente e em associagdo com a DXR. A
associacao entre a DXR e a sinvastatina ocorreu em sistema de co-tratamento.

Essas larvas foram submetidas a um tratamento crénico, por um periodo
de aproximadamente 48 horas, quando estas passam para o0 estagio de pupa. As
larvas foram contadas (em grupos de 100) antes da distribuicdo em uma das séries

desses frascos, permitindo a execucdo de um ensaio de toxicidade. Todos 0s
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compostos foram testados em duplicata (séries independentes), realizadas a 25+1°C
e umidade relativa de aproximadamente 60%.

2.2.3 Preparacéao das laminas e analise microscopica

ApOs a eclosdo, os adultos emergentes de ambos 0s cruzamentos,
portadores dos gendtipos trans-heterozigotos (mwh+/+flr) e heterozigotos
balanceados (mwh+/+TM3,Bd®) foram coletados e conservados em etanol 70%.
Posteriormente, as asas foram removidas (com auxilio de pingas entomoldgicas) e
montadas em laminas codificadas contendo solu¢édo Faure (50 mg de goma arabica,
30 g de hidrato de cloral, 30 mL de glicerol, 50 mL de agua). Tais laminas foram
analisadas ao microscoépio 6ptico, em ampliacdo de 400x, visando a identificacdo de

manchas mutantes em diferentes setores das asas.

2.2.4 Anadlise estatistica

O teste binominal condicional de Kastenbaum e Bowman (1970), ao nivel
de 5% de significancia, foi utilizado para comparar as frequéncias de cada tipo de
mancha (simples pequena, simples grande ou gémea) e a frequéncia total de
manchas por mosca, para cada tratamento, sendo essa comparacao feita aos pares
(controle negativo versus sinvastatina; DXR isoladamente versus sinvastatina+
DXR). O procedimento de decisdo mdultipla descrito por Frei e Wirgler (1988) foi
utilizado para julgar a resposta como positiva, fracamente positiva, negativa ou
inconclusiva. Todos os resultados com diagndstico fraco positivo foram analisados
com o teste U, ndo-paramétrico, de Mann, Whitney e Wilcoxon (Frei e Wirgler,
1995). O percentual de inibicdo da sinvastatina foi calculado utilizando-se a
frequéncia de clones por 10° células, corrigidas pelo controle, como se segue: [(DXR
sozinha — Sinvastatina + DXR) / DXR sozinha x 100] (Abraham, 1994).

Com base na frequéncia de inducdo de manchas mutantes (por 10°
células por divisdo), a atividade recombinogénica foi calculada por comparacao do
padrao de frequéncia de clones obtidos a partir dos descendentes MH e BH, como

se segue: Frequéncia de mutacdo (FM) = frequéncia de clones nos descendentes
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BH/ frequéncia de clones nos descendentes MH. Frequéncia de recombinacao
(FR)= 1 - frequéncia de mutagéo (FM) (Rezende et al., 2011).

3. Resultados

Previamente a analise pelo teste de mutacéo e recombinagdo somatica, a
sinvastatina foi submetida a um teste de toxicidade em Drosophila melanogaster,
com o intuito de avaliar o percentual de sobrevivéncia dos individuos tratados com
as diferentes concentra¢gfes utilizadas. A toxicidade é determinada em funcdo do
namero de larvas que ndo atingem a fase adulta. Tal analise € crucial uma vez que a
reducado do percentual de sobrevivéncia larval € uma indicacdo de que 0s compostos
afetaram o desenvolvimento das larvas e, além disso, o numero de adultos
emergentes deve ser suficientemente elevado para permitir a execucdo dos
tratamentos posteriores (Demir et al., 2013).

As concentracfes utilizadas nesse teste foram inicialmente delineadas
com base em estudo realizado por Spindler et al. (2012), utlizando a D.
melanogaster. Uma vez estabelecidas as concentracdes, as larvas, descendentes
do cruzamento padréo e de alta bioativacdo, foram submetidas a um tratamento
cronico (periodo aproximado de 48 horas) com as substancias testadas. Apds esse
periodo, procedeu-se a contagem do numero de moscas que eclodiram em cada
esquema de tratamento, sendo esse numero utilizado para calcular as taxas de
sobrevivéncia ap0s a exposi¢éao.

Sendo assim, com base na analise inicial de toxicidade foram
estabelecidas as curvas de sobrevivéncia, incluindo o percentual de moscas que
eclodiram quando tratadas isoladamente com sinvastatina e em esquema de
associacao (sinvastatina + doxorrubicina) (Figura 2). Foram identificados, também,
os percentuais de sobrevivéncia em ambos os controles: DXR e etanol 5%. Como
pode ser observado, em nenhuma das concentragbes analisadas foi identificado
efeito toxico da sinvastatina, nem mesmo na maior concentracdo testada, uma vez
gue em todas as concentracbes o percentual de sobrevivéncia foi superior a 85%

(tanto nos descendentes do cruzamento ST, como do HB). Por isso, as cinco

81



concentracgOes testadas: 12,5; 25; 50; 100 e 200 pM, foram utilizadas para realizacéo
do teste SMART.

Os resultados obtidos no teste para deteccdo de mutacao e recombinacao
somatica em D. melanogaster, para os descendentes trans-heterozigotos marcados
(MH) e heterozigotos balanceados (BH) do cruzamento padrdo (ST), tratados
isoladamente e co-tratados com a doxorrubicina, sdo apresentados na Tabela 1.
Como esperado, o controle positivo (DXR) promoveu aumento estatisticamente
significativo (p < 0,05) em todas as categorias de manchas mutantes (simples,
grandes, gémeas e no total de manchas), quando comparado ao controle negativo, o
que confirma sua forte atividade, sobretudo, em relacédo a recombinacao, confirmada
apos analise dos descendentes heterozigotos balanceados.

Com relacdo ao tratamento com sinvastatina, observa-se que em
nenhuma das cinco concentracdes testadas (12,5; 25; 50; 100 e 200 puM) houve
aumento na frequéncia total de manchas mutantes (p > 0,05), quando comparado ao
controle negativo, 0 que sugere auséncia de efeito mutagénico/recombinogénico
desse farmaco. Entretanto, ao se avaliar o0s descendentes tratados
concomitantemente com sinvastatina e doxorrubicina, observa-se que, em todas as
concentracOes testadas, a sinvastatina reduziu a frequéncia de manchas simples e o
total de manchas (quando comparado ao controle positivo isoladamente). O
percentual de inibicdo variou entre 67,07% e 87,55%, sendo esses valores obtidos,
respectivamente, nas concentracdes de 25 uM e 100 uM. O efeito, portanto, nao foi
dose dependente.

Uma vez que esse efeito modulador foi identificado, os descendentes
heterozigotos balanceados (mwh/TM3) foram analisados, com o intuito de identificar
0S percentuais de eventos mutagénicos e recombinogénicos. A comparagao entre as
frequéncias de manchas de individuos MH e BH revelou que a recombinacéo € a
principal resposta para o tratamento de DXR isolada (50,45%). A recombinacéao,
entretanto, ndo foi o principal evento relacionado as manchas mutantes produzidas
por DXR em associagdo com sinvastatina (nha maioria das concentracbes). Nas
concentracbes de 12,5; 25; 50; 100 e 200 uM + DXR, 40,82; 53,05; 34,01; 31,82 e
32,17% das manchas foram devido a alteragbes recombinogénicas,

respectivamente. Portanto, esses dados indicam que a sinvastatina, na presenca de
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niveis basais de citocromo P450, reduz significativamente o niamero de manchas
mutantes, alterando (diminuindo) o perfil recombinogénico da doxorrubicina.

Os resultados referentes aos descendentes (MH e BH) do cruzamento de
alta bioativacdo (HB), tratados isoladamente e em associacdo com a doxorrubicina
sdo apresentados na Tabela 2. Mais uma vez, verifica-se aumento significativo (p
<0,05) na frequéncia total de manchas identificada no controle positivo, quando
comparada a frequéncia do controle negativo. A DXR, portanto, induziu o
aparecimento de manchas mutantes, apresentando principalmente atividade
recombinogénica (69,92%).

No que diz respeito ao tratamento com sinvastatina, os resultados
revelam que, em nenhuma das cinco concentracdes testadas, houve diferenca entre
a frequéncia total de manchas mutantes e a frequéncia identificada no controle
negativo (p > 0,05). Tais resultados sugerem, portanto, que, mesmo apos intensa
biotransformacdo metabdlica, a sinvastatina ndo possui efeito mutagénico e/ou
recombinogénico em D. melanogaster.

J4 a analise dos descendentes co-tratados com sinvastatina e
doxorrubicina mostram que na maior concentracao testada, 200 pM, a sinvastatina
reduziu significativamente (p < 0,05) a frequéncia total de manchas, em comparacao
a frequéncia observada nos individuos tratados apenas com DXR (controle positivo).
Nas demais concentragcbes ndo foram observadas reducdes estatisticamente
significativas nas frequéncias totais de manchas.

Os resultados revelam, ainda, que a sinvastatina, na concentracao de
200uM, nos descendentes do cruzamento HB, apresentou percentual de reducédo na
frequéncia de manchas de 65,48%. No que se refere a proporcdo de manchas
obtidas por mutacdo e recombinagcdo, observa-se que 64,52% das manchas
mutantes estdo relacionadas as alteragcbes recombinogénicas. Portanto, esses
dados sugerem que a sinvastatina, embora tenha reduzido significativamente o
namero de manchas mutantes na maior concentracdo testada, pouco alterou o perfil

recombinogénico da DXR, apoés intensa biotransformagé&o metabdlica.
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4. Discussao

O presente estudo investigou a acdo mutagénica e recombinogénica da
sinvastatina, isoladamente, bem como os possiveis efeitos moduladores dessa
estatina sobre danos ao DNA induzidos pela doxorrubicina em células somaticas de
D. melanogaster. Os efeitos aqui demonstrados corroboram com resultados
anteriores, também identificados por meio do teste SMART em D. melanogaster,
realizados com duas estatinas sintéticas (atorvastatina e rosuvastatina), em nosso
laboratorio, e reportados em publicacdo anterior (Orsolin et al., 2015).

Na pesquisa referida, os resultados demonstraram auséncia de efeito
mutagénico para atorvastatina e rosuvastatina e efeito modulador dessas duas
estatinas sobre os danos ao DNA induzidos pela DXR. Esse efeito foi verificado em
todas as concentracdes testadas nos descendentes dos cruzamentos ST e HB
tratados com rosuvastatina, e apenas em descendentes do cruzamento HB tratados
com atorvastatina.

Em estudo desenvolvido por Peron et al. (2008), com o objetivo de avaliar
a citotoxicidade e a mutagenicidade da sinvastatina em células de medula 6ssea de
Ratos Wistar, tratados in vivo, e em células meristematicas de raiz de Allium cepa L.,
verificou-se, também, que a sinvastatina ndo possui acdo citotéxica, nem efeito
mutagénico, uma vez que nao promoveu aumento no numero de aberracdes
cromossomicas.

Nas presentes condicfes experimentais observou-se que a sinvastatina,
além de ndo apresentar efeito mutagénico/recombinogénico, apresentou uma
resposta moduladora sobre a atividade da doxorrubicina. Tal resposta foi observada
nos descendentes de ambos os cruzamentos, padréo e de alta bioativagédo, porém, a
inibicdo foi mais eficaz nos descendentes do cruzamento ST. As diferencas entre 0os
dois cruzamentos, ST e HB, estéo relacionadas com os niveis de citocromo P450.

No cruzamento HB é utilizada a linhagem ORR, que apresenta 0s
cromossomos 1 e 2 provenientes da linhagem Oregon R, resistente ao DDT, com
alta expressividade das enzimas citocromo P450 (Frolich e Wrlgler, 1989; Graf e
Van Schaik, 1992). J4 os descendentes do cruzamento ST possuem nives basais de
citocromo P450. Segundo Andrade e Lehmann (2003), a linhagem ORR foi
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desenvolvida com o objetivo de aumentar o desempenho do teste SMART no caso
da ativacdo de pro-mutdgenos que dependem de ativacao via citocromo P450.

A sinvastatina € um pro-farmaco, administrado na forma de lactona
inativa, necessitando de transformacao hepatica para conversdo em [B-hidroxiacido,
seu metabdlito ativo (Sabina et al., 2012; Gazzerro et al., 2012). A maioria das
estatinas, incluindo a sinvastatina, € metabolizada por enzimas do sistema citocromo
P450 (CYP3A4) (Gazzerro et al.,, 2012). A CYP34A é a isoenzima do citocromo
P450 mais abundante no figado e intestino delgado; ela atua no metabolismo
oxidativo de cerca de 50% de todos os farmacos disponiveis no mercado (Granvil et
al., 2003). O CYP3A4 de mamiferos é analogo a familia CYP6 em Drosophila (Tijet
et al., 2001).

Através desses sistemas de biotransformacéo, como o citocromo P450,
substancias biologicamente inativas podem ser introduzidas no organismo e
convertidas em metabdlitos ativos devido as alteracdes em sua estrutura. Entretanto,
embora a finalidade da biotransformacéo dos xenobioticos seja a detoxificacdo, nem
sempre o metabdlito € menos toxico do que o proprio composto (Guecheva e
Henrigues, 2003). O processo de biotransformacdo pode gerar intermediarios
toxicos, eletrofilicos, mutagénicos ou carcinogénicos (Hodgson e Rose, 2007).

Na presente pesquisa, embora a biotransformagcédo nao tenha gerado
metabdlitos ativos com efeito mutagénico/recombinogénico, os produtos resultantes
da biotransformacédo metabdlica da sinvastatina, quando associados a doxorrubicina
(em sistema de co-tratamento), reduziram o namero total de manchas mutantes.
Porém, com um efeito de inibicAio menos eficaz (observado apenas na maior
concentracdo) ao obtido sem transformacdo metabdlica (observado em todas as
concentracdes testadas).

Os mecanismos pelos quais a sinvastatina reduz os danos ao DNA
induzidos pela DXR ndo foram avaliados diretamente nesta pesquisa. Contudo, a
utilizacéo do sistema de co-tratamento permite a analise do efeito da sinvastatina em
etapas que antecedem a inducao de danos pela DXR, permitindo avaliar seu efeito
modulador. Sendo assim, pode-se supor, com base nos resultados obtidos na
presente pesquisa, que 0s metabdlitos ativos da sinvastatina, resultantes do

processo de biotransformagao, seriam capazes de interagir diretamente com grupos
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ativos da DXR, alterando a resposta de inibicdo, verificada nos descendentes do
cruzamento padrdo (ST). Essa € uma possibilidade, contudo, que ndo pode ser
explicada com exatidao, visto que através da presente pesquisa ndo € possivel
identificar como ocorre essa interacao entre as duas substancias.

Os resultados referentes aos individuos tratados com DXR confirmam o
efeito recombinogénico desse farmaco. No que se refere ao mecanismo de acgéo, a
doxorrubicina liga-se fortemente ao DNA devido a sua capacidade de intercalar-se
entre pares de bases. Ao intercalar-se a molécula de DNA, a DXR promove rupturas
na molécula, inibindo a sintese de DNA e de RNA (Craig e Stitzel, 2005; Kaiserova
et al., 2006). Além disso, também promove a producdo de radicais livres
(Nascimento e Martins, 2005). Segundo Lehmann et al. (2003), a intrinseca ligagcao
entre inibicdo de topoisomerases, blogueio da sintese e replicacdo do DNA e
inducéo de quebras duplas, associadas ao fato de que este Ultimo evento representa
um dos principais substratos para a ocorréncia de recombinacédo, colocam a DXR,
também, como potente agente recombinogénico. Esse efeito recombinogénico ja foi
reportado em uma série de pesquisas anteriores realizadas em células somaticas de
D. melanogaster (Lehmann et al., 2003; Costa e Nepomuceno, 2006; Rezende et al.,
2009; Orsolin et al., 2012; Orsolin et al., 2015).

Outro possivel mecanismo para explicacdo na reducdo do numero de
manchas mutantes promovida pela sinvastatina, quando associada a DXR, poderia
estar associado ao efeito antioxidante das estatinas. Elbaky et al. (2006)
investigaram possiveis efeitos protetores da sinvastatina sobre a nefrotoxicidade
induzida pela adriamicina em ratos e verificaram que a administragcdo de
sinvastatina, antes e concomitante com a adriamicina, promoveu reducdo ha
peroxidacao lipidica e aumento na atividade de enzimas antioxidantes.

De forma similar, Elbaky et al. (2010) investigaram possiveis efeitos
protetores da sinvastatina sobre a cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina. Os
referidos autores verificaram que a administragdo de sinvastatina também reduziu
significativamente as alteragcdes miocardicas induzidas por tratamento com DXR.
Tais resultados sugerem que a sinvastatina oferece protecdo quanto a leséo

cardiaca induzida por DXR, em termos de estresse oxidativo.
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Ungureanu et al. (2003) observaram que individuos
hipercolesterolémicos, que receberam doses didrias de sinvastatina (10mg/dia,
durante 8 meses), além de diminuicao significativa do colesterol total, apresentaram
melhoria significativa em alguns parametros antioxidantes enzimaticos: superoxido
dismutase, glutationa peroxidase e catalase.

Além desse reconhecido efeito antioxidante da sinvastatina, que poderia
ter resultado na reducdo de manchas mutantes induzidas pela DXR, tal reducéo
poderia, também, associar-se ao efeito apoptético desse farmaco. Em estudo
realizado por Yanae et al. (2011) foi demostrado que as estatinas inibem a
proliferacéo celular e induzem apoptose em células de glioma de ratos. Observou-
se, também, um aumento da atividade da caspase-3, enzima com papel central
nesse processo. Além disso, as estatinas diminuiram os niveis de Ras reguladas
pelas vias ERK1/2 e Akt. De acordo com os autores citados, tais achados indicam
que estatinas podem ser utilizadas como agentes anticancerigenos em glioblastoma.

Takeda et al. (2007) também demonstraram que a sinvastatina € capaz
de suprimir a sobrevivéncia celular e a atividade invasiva de células de carcinoma
escamoso de cabeca e pescoco por meio da inativagao da integrina 31 (envolvida na
cascata de sinalizacdo de ERK). Os referidos autores verificaram, ainda, a ativacao
dos inibidores de CDKs, p21 e p27, e da caspase-3. Segundo Bardou et al. (2010),
as estatinas, no caso do cancer colo retal, podem opor-se ao crescimento do cancer
ao induzir apoptose, por meio de uma diminuicdo da expressao de proteinas anti-
apoptdticas como a BC12 ou clAP1 e de um aumento da expressdo de proteinas
pré-apoptéticas, como a BMP, por exemplo.

Em funcdo dos efeitos acima descritos, as estatinas, incluindo a
sinvastatina, tem sido evidenciadas em funcdo de possiveis efeitos antitumorais.
Nesse sentido, Bardou et al. (2010) afirmam que existem varios mecanismos que
podem justificar os efeitos antitumorais das estatinas, incluindo a inducdo da
apoptose (por diferentes vias), inibicdo do crescimento celular, inibicdo da
angiogénese e a melhoria da resposta imunitaria.

Em concluséo, os resultados relatados evidenciam que, nas presentes
condicdes experimentais, a sinvastatina apresentou um efeito modulador sobre

danos ao DNA induzidos pela doxorrubicina em células somaticas de D.
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melanogaster. Acredita-se que esse efeito modulador esteja associado as atividades
apoptoética e, principalmente, antioxidante dessa classe de drogas, embora tais
efeitos ndo tenham sido diretamente avaliados nessa pesquisa. Sugere-se, portanto,
gue novos estudos, envolvendo outros organismos testes e modelos experimentais,
sejam conduzidos com o intuito de promover maior compreensao sobre a atividade
moduladora da sinvastatina em relacdo a substancias indutoras de danos ao DNA,

como a doxorrubicina.
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Figura 1. Férmula estrutural da sinvastatina.
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Tabela 1. Resumo dos resultados obtidos nos descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH) de Drosophila melanogaster, derivados do
cruzamento padréo (ST), tratados com diferentes concentra¢des de sinvastatina (isoladamente e em associagdo com DXR), controle positivo (DXR 0,125 mg/mL) e controle
negativo (etanol 5%).

Tratamentos Manchas por individuo (N” de moscas); diagndstico estatistico® Frequéncia de indugdo de manchas
(por 10° células por divis&o)®

DXR Sinvastatina ~ NUmero Simples Simples Gémeas Total de Total de

(mg/mL) (uM) de pequenas grandes manchas clones Observado Corrigido pelo Recombinag&o Inibigao®
moscas (1-2 céls)” (>2 céls)® mwh © controle (%) (%)
(N) m=2 m=5 m=5 m=2 ()
ST
mwh/fir®

0 0 60 0.38 (23) 0.02 (1) 0.00 (0) 0.40 (24) 24 0.82

0 12.5 60 0.33  (20)- 0.00 (0)i 003 (2i 037 (22)- 22 0.75 -0.07

0 25 60 0.32 (19)- 0.03 ()i 0.00 (0)i  0.35 (21)- 21 0.72 -0.10

0 50 60 0.38 (23)- 0.07 (4)i 0.00 (0)i 045 (27)- 27 0.92 0.10

0 100 60 0.40 (24)- 0.02 (1)i 0.00 (0)i  0.42 (25)- 25 0.85 0.03

0 200 60 0.47 (28)i 0.00 (0)i 0.02 ()i 048 (29)- 27 0.92 0.10
0.125 0 60 1.65 (99)+ 020 (12+ 0.0 (6)+ 1.95 (117)+ 97 3.31 2.49 50.45
0.125 12.5 60 0.43 (26)* 022 (13)i 0.08 (5  0.73 (44)* 43 1.47 0.65 40.82 73.90
0.125 25 60 053 (32)* 0.13 (8)i 0.13 (8)i  0.80 (48)* 48 1.64 0.82 53.05 67.07
0.125 50 60 0.42 (25)* 0.22 (13)i 0.10 (6)i 0.73 (44)* 43 1.47 0.65 34.01 73.90
0.125 100 60 0.33 (20)* 0.17 (10)i 0.07 (4i 057 (34)* 33 1.13 0.31 31.86 87.55
0.125 200 60 0.37 (22)* 018 (11)i 015 (9 070 (42)* 42 1.43 0.61 32.17 75.50

mwh/TM3

0 0 40 0.28 (11) 0.00 (0) ' 0.28 (11) 11 0.56
0.125 0 40 0.68 (27)+ 013 (5)+ 0.80 (32)+ 32 1.64 1.08
0.125 12.5 40 0.43 (17)i 0.00 (0)* 0.43 (17)* 17 0.87 0.31
0.125 25 40 0.38 (15 0.00 (0)* 0.38 (15)* 15 0.77 0.20
0.125 50 40 0.45 (18)i 0.03 ()i 0.48 (19)* 19 0.97 0.41
0.125 100 40 0.38 (15)* 0.00 (0)* 0.38 (15)* 15 0.77 0.20
0.125 200 40 0.48 (19)i 0.00 (0)* 0.48 (19)* 19 0.97 0.41

Moscas trans-heterozigotas marcadas (mwh/ﬂr3) e heterozigotas balanceadas (mwh/TM3) foram analisadas.
*p <0.05vs. DXR isolada;
# Diagnostico estatistico de acordo com Frei and Wiirgler (1995); niveis de probabilidade: -, negativo; +, positivo; i, inconclusivo; p < 0.05 vs. controle negativo (etanol 5%).
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® Incluindo manchas simples fIr® raras.

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

d Frequéncia de formagao de clone: clones / moscas / 48.800 células (tamanho sem correcao).

¢ Calculado como: [(DXR isolada — sinvastatina + DXR / DXR isolada) x 100], de acordo com Abraham (1994).

prenas manchas simples mwh podem ser observadas em individuos heterogizotos mhw/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 néo contém o gene mutante flr.
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Tabela 2. Resumo dos resultados obtidos nos descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH) de Drosophila melanogaster, derivados
do cruzamento de alta bioativacdo (HB), tratados com diferentes concentracdes de sinvastatina (isoladamente e em associacdo com DXR), controle positivo (DXR 0,125

mg/mL) e controle negativo (etanol 5%).

Tratamentos

Manchas por individuo (N° de moscas); diagndstico estatistico®

DXR Sinvastatina Simples Simples

Gémeas

Total de

Frequéncia de indugdo de manchas

(por 10° células por divisdo) d

mg/mL M Ndmero equenas randes manchas Total de Observado Corrigido pelo . ~ Inibicéo®
maimb) W de (plg céls)” (22 céls)” cloneg cor?‘[rolep Recombinagdo (‘go)
moscas m=2 m=5 m=5 m=2 mwh (%)
(N) (n)
HB
mwh/fir®

0 0 60 1.10 (66) 0.03 (02) 0.02 (1) 1.15 (69) 69 2.36

0 125 60 1.12 (67)- 0.08 (5)i 0.02 ()i 1.22 (73)- 71 2.42 0.07

0 25 60 1.05 (63)- 0.08 (5)i 0.03 (2)i 1.17 (70)- 70 2.39 0.03

0 50 60 1.30 (78)- 0.08 (5)i 0.00 (0)i 1.38 (83)- 82 2.80 0.44

0 100 60 1.20 (72)- 0.07 (4)i 0.05 (3)i 1.32 (79)- 79 2.70 0.34

0 200 60 1.32 (79)- 0.03 (2)i 0.02 ()i 1.37 (82)- 82 2.80 0.44
0.125 0 60 1.48 (89)- 220 (132)+ 0.10 (6)i 3.78 (227)+ 225 7.68 5.33 69.92
0.125 125 60 1.43 (86)ns 1.38 (83)* 0.13 ()i 295 (177)ns 173 5.91 3.55
0.125 25 60 148 (89)ns 1.35 (81)* 0.07 (4)i 290 (174)ns 174 5.94 3.59
0.125 50 60 1.27 (76)ns 155 (93)* 0.25 (15* 3.07 (184)ns 182 6.22 3.86
0.125 100 60 140 (84)ns 1.05 (63)* 0.25 (15* 2.70 (162)ns 161 5.50 3.14
0.125 200 60 122 (73)ns 0.77 (46)* 0.08 (5)i 2.07 (124)* 123 4.20 1.84 64.52 65.48

mwh/TM3

0 0 40 0.38 (15) 0.00 (0) ! 0.38 (15) 15 0.77
0.125 0 40 0.98 (39)i 0.15 (6)i 1.13 (45)+ 45 231 1.54
0.125 200 40 0.73  (29)i 0.00 (0)* 0.73 (29)* 29 1.49 0.72

Moscas trans-heterozigotas marcadas (mwh/flr’) e heterozigotas balanceadas (mwh/TM3) foram analisadas.

*p £0.05 vs. DXR isolada; ns: ndo siganificativo.

% Diagndstico estatistico de acordo com Frei and Wiirgler (1995); niveis de probabilidade: -, negativo; +, positivo; i, inconclusivo; p < 0.05 vs. controle negativo (etanol 5%).

® Incluindo manchas simples fIr® raras.

¢ Considerando clones mwh para manchas simples mwh e para manchas gémeas.
d Frequéncia de formagao de clone: clones / moscas / 48.800 células (tamanho sem correcéo).
¢ Calculado como: [(DXR isolada — sinvastatina + DXR / DXR isolada) x 100], de acordo com Abraham (1994).
prenas manchas simples mwh podem ser observadas em individuos heterogizotos mhw/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 ndo contém o gene mutante fir.
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CONCLUSOES GERAIS




Em concluséo, os resultados apresentados na presente tese evidenciam
gue, nas condicdes experimentais adotadas, as trés estatinas testadas
(atorvastatina, rosuvastatina e sinvastatina) ndo apresentaram efeito mutagénico
e/ou recombinogénico em D. melanogaster.

Ao mesmo tempo, observou-se que, as trés estatinas apresentaram efeito
modulador sobre danos ao DNA induzidos pela doxorrubicina em células somaticas
de D. melanogaster. Esse efeito modulador, entretanto, foi distinto entre os farmacos
testados. Tal resposta foi verificada em todas as concentragdes nos descendentes
dos cruzamentos ST e HB tratados com rosuvastatina; apenas em descendentes do
cruzamento HB tratados com atorvastatina e, principalmente, nos descendentes do
cruzamento ST tratados com sinvastatina. Esses resultados denotam que, embora
as estatinas possuam o mesmo mecanismo de ac¢do, existem diferencas quanto a
eficacia das respostas observadas para cada estatina individualmente, sendo tais
respostas relacionadas a estrutura quimica das mesmas. As diferencas estruturais
conferem diferencas em termos de perfil farmacocinético, via de metabolizacéo,
hidrofilicidade ou lipofilicidade, interacéo farmacolégica, entre outros fatores.

Acredita-se que o efeito modulador sobre a acdo da doxorrubicina esteja
associado as atividades apoptética e, sobretudo, antioxidante dessa classe de
drogas, embora tais parametros ndo tenham sido avaliados diretamente nesse

estudo.
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The competitive inhibitors of HMG-CoA reductase, popularly known as statins, exert pleiotropic effects,
which result from the ability of statins to inhibit the synthesis of isoprencids, which are fundamental
for the functioning of proteins responsible for intracellular signaling. Some recent studies suggest an im-
partant role associated with the use of antineoplastic atorvastatin and rosuvastatin, the statine most widely
used today. In this study, the Drosophile wing spot test was used to evaluate possible protective effects

m:::::in of atorvastatin and rosuvastatin against damage induced by DXR. Larvae were chronically treated with
P — negative control (ethanol 5%), positive control (CXR 0.125 mg/mL) and five different concentrations of
Modulaory effect atorvastatin and rosuvastatin. The results demonstrated absence of a mutagenic effect for the bwo statins
Smar tested. The analysis of the descendants co-treated with DXR and atorvastatin/rosuvastatin revealed a modu-
Drosophiln melmnogusEr latory effect of these statins on damage induced by DXR. This effect was verified in all concentrations

tested in the descendants of the 5T and HE crosses treated with rosuvastatin, and only in descendants
of the HE cross treated with atorvastatin, Induction of apoptosis and antioxidant activity appear to be
the main mechanisms invobved in reducing the frequency of mutant spots and consequent modulation
of the damage induced by DXE.

i 2015 Published by Elsevier Led.

1. Introduction effects result from the inhibitory activity of statins on the enzyme

HMG-Cof (3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzy me A) reductase, with

Starins are the most commonly used drugs in the treamment of the property of blocking the conversion of the substrare HMG-

hyperlipidemia, in primary and secondary prevention, with the goal
of reducing the levels of cholesterol and, consequently, the risk of
developing coronary heart disease (Campo and Carvalho, 2007), They
have been widely used w lower the levels of low-density lipopro-
teins (LDL cholesterol), total cholesterol and rrighycerides and,

CoA o mevalonare, the inirial steps of inhibiting cholesterol
biosynthesis (Boneti ex al, 2003; Istvan and Deisenhofer, 2001), In
insects, such as the Drosophila melanogaster, this enzyme cata-
lyzes the biosynrthesis of a precursor of mevalonare for the
production of isoprenoids, which are essennal for cell differentia-
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