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APRESENTACAO

Os crescentes problemas de salde humana decorrentes da exposi¢ao
a agentes quimicos, fisicos e bioldgicos (naturais ou sintéticos), presentes no
ambiente, associados a inducdo de alteracdes genbmicas, apontam para a
necessidade da ado¢édo de medidas de protecéo para as futuras geragoes. Nesse
contexto, testes genéticos tornam-se bastante Uteis para o rastreamento de
agentes capazes de induzir danos ao DNA, bem como para a tomada de decisdes
no que tange a protecdo e/ou reducao desses efeitos.

O orlistat, principio ativo do Xenical, € um agente antiobesidade que
atua sobre as lipases do trato gastrointestinal, reduzindo a absorgéo de gorduras.
Foi o primeiro medicamento utilizado no controle da obesidade que ndo atua em
nivel do sistema nervoso central, mas sim, em nivel gastrointestinal, promovendo
a inibicdo das lipases gastrica e pancreatica, responsaveis pela degradacdo da
gordura obtida através do alimento.

Estudos preliminares mostraram que a absorcdo deste medicamento é
guase nula e, ao ser utilizado de forma concomitante com dietas hipocaldricas,
reduz as concentracdes de lipideos plasmaticos e, consequentemente, 0 peso
corpoéreo. Contudo, pode causar efeitos adversos como diarréia ou incontinéncia
fecal, esteatorréia, dores abdominais, flatuléncia e reducdo na absorcdo das
vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K).

O orlistat € um potente inibidor da enzima acido graxo sintetase (FAS),
cuja atividade favorece o crescimento e sobrevivéncia de células cancerosas. Por
isso, estudos tém sido conduzidos com o intuito de elucidar o efeito deste
medicamento sobre o cancer. Entretanto, embora alguns dados iniciais revelem
um possivel efeito inibitério do orlistat sobre certos tipos de tumores, ndo sao
conhecidos resultados em longo prazo, assim como ndo ha informacdes sobre o
seu efeito sobre o DNA.

Devido ao grande consumo do orlistat pela populagdo mundial e a

facilidade de aquisicéo, ja que ndo h& exigéncia de receita médica, é fundamental



gue seja avaliada a acdo mutagénica e/ou carcinogénica associada a sua
utilizagao.

Diante do exposto, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo
principal de avaliar os possiveis efeitos mutagénicos, recombinogénicos e/ou
carcinogénicos do orlistat nas concentragdes de 2,4; 4,8 e 9,6 mg/mL, por meio
do teste para deteccdo de mutacdo e recombinacdo somatica (SMART) em asas
de Drosophila melanogaster e do teste para a deteccdo de clones de tumor
epitelial (Wts), também realizado em D. melanogaster.

O presente trabalho esté estruturado do seguinte modo:

O Capitulo | traz a fundamentacdo teérica, abordando aspectos
preliminares necessarios para a compreensdao do assunto. Inicia-se a tematica
com a discussao sobre o0s aspectos genéticos envolvidos com a génese e
progressdo do cancer. Na sequéncia sdo relatados os mecanismos de acao de
drogas comprovadamente mutagénicas: a doxorrubicina e a mitomicina C,
utilizadas como controles positivos na pesquisa. Posteriormente, discute-se 0 uso
e acao do orlistat (xenical), inibidor de lipase bastante utilizado no tratamento da
obesidade. E, finalmente, os testes para deteccdo de mutacdo e recombinacéo
somatica e para deteccdo de clones de tumor epitelial em D. melanogaster sao
elucidados.

O Capitulo Il apresenta o manuscrito intitulado “Avaliacdo do potencial
mutagénico, recombinogénico e carcinogénico do Orlistat em células somaticas
de Drosophila melanogaster”, que devera ser enviado para publicacdo no

periodico “Journal of Biosciences”.
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1.1 Alteragdes genéticas e cancer

Ao longo de sua existéncia, as células humanas sofrem alteracdes
sutis e progressivas na sequéncia de DNA, denominadas mutagdes, que podem
estar associadas a erros de duplicagdo ou a exposicao dessas células a uma
série de agentes mutagénicos (OJOPI; DIAS NETO, 2004).

A mutacao génica é a principal fonte de mudanca evolutiva (LOURO et
al., 2002). Através dela surgem alelos novos em todos os organismos, alguns
espontaneamente, outros como resultado da exposicdo a radiacdo e a
substancias quimicas presentes no ambiente (GRIFFITHS et al., 2006). As
mutacdes mais comuns consistem na substituicao, delecéo ou inser¢cdo de um ou
varios nucleotideos em uma molécula de DNA. Entretanto, independente do tipo
de mutacéo, ela origina uma troca na informacéao contida no gene e leva a sintese
de uma proteina diferente da esperada ou a auséncia de sintese (HIB;
ROBERTIS, 2006).

Muitas mutacdes passam despercebidas, uma vez que nao implicam
em mudancas detectaveis na atividade metabdlica da célula ou do organismo ou,
podem determinar a morte celular e, por isso, também nao sdo detectaveis.
Quando néo ¢ letal para a propria célula, a mutacdo pode propagar-se pelo corpo
em crescimento (mutacdo somatica) ou transmitir-se as geracdes subsequentes
(mutacdo germinativa) (RABELLO-GAY; RODRIGUEZ; MONTELEONE NETO,
1991).

Como ja relatado, as mutacdes podem ser espontaneas ou induzidas
por agentes quimicos, fisicos ou biolégicos, denominados agentes mutagénicos
(LOURO et al., 2002; GRIFFITHS et al., 2006). Os agentes mutagénicos,
responsaveis por alteracfes na sequéncia de bases do DNA, podem acelerar o
aparecimento de mutacbes, contribuindo para o surgimento de quadros
neoplasicos (RIBEIRO; MARQUES, 2003). Ao longo de uma série de divisdes,
uma destas mutacdes pode alterar a funcdo de um gene critico para o cancer,

fornecer uma vantagem no crescimento e multiplicacdo da célula que sofreu a



mutagao e, consequentemente, permitir a expansao do clone derivado desta
célula (OJOPI; DIAS NETO, 2004).

Nesse contexto, pode-se afirmar que efeitos mutagénicos e
carcinogénicos estdo intrinsecamente associados. Pesquisas recentes revelam
que alteracdes em regides especificas do DNA estdo intimamente relacionadas
aos processos carcinogénicos (WEISBURGER, 2000), em que a conversédo de
células normais em células neoplasicas abrange as etapas de iniciagéao,

promocao e progressao (KVITKO, 2003), como mostra a Figura 1.

Agentes

promotores

Multiplicagdo
descontrolada das Acitmulo de células
células alteradas neoplasicas

Tumor

(€)

Figura 1- Fases da Carcinogénese. (A), Iniciacédo; (B), Promocéo; (C), Progresséo.

Fonte: Apresentacao do Inca (2010).



Testes de mutagenicidade s&o frequentemente utilizados como
indicadores para o cancer, uma vez que medem um evento inicial ou intermediario
da tumorigénese. A mutacdo pode ser o estagio inicial pelo qual a maioria dos
carcinégenos quimicos inicia a formacao do tumor (RIBEIRO; MARQUES, 2003).
Assim, reconhece-se que a maioria dos agentes quimicos tem acdo mutagénica
e, também, carcinogénica (ALBERTS et al., 2006).

Entretanto, considerando que existem diversos carcinGgenos
destituidos de atividade mutagénica, e que nem toda alteracdo no material
genético é essencialmente uma mutacdo (ERDTMANN, 2003), sistemas testes
foram desenvolvidos para avaliacdo de outro parametro de alteracdo genética - a
recombinacdo mitética - que também pode estar envolvida com a promocao do
cancer mediada por agentes ambientais. Evidéncias recentes sugerem que a
recombinacdo homodloga € um dos principais processos de alteracdes genéticas
envolvidos com a génese e progressao do cancer (ANDRADE; LEHMANN, 2003).

A recombinagdo ocorre durante o0 ciclo mitotico. Em células
heterozigotas, esse processo, atraveés da segregacdo de uma cromatide paternal
e uma recombinante para o mesmo polo, conduz a homozigose todos os genes
localizados em posicdo distal ao ponto de permuta. Tal homozigose pode
apresentar efeito carcinogénico pela reducédo da heterozigoze constitucional de
genes supressores de tumor. Desta forma, substancias que induzem quebras no
DNA ou que inibem sua replicacdo podem apresentar atividade carcinogénica, por
estimularem a ocorréncia de recombinacéo mitotica (ROSADA, 2009).

A carcinogénese quimica pode ser induzida por carcindgenos diretos
ou indiretos. Parte consideravel dos carcinbgenos genotoxicos, que
comprovadamente causam tumores em seres humanos € considerada pré-
carcinégeno, isto é, sdo compostos instaveis em pH fisiolégico e que, por isso,
tornam-se incapazes de reagir com o DNA. Esses carcindgenos, para induzirem
alteracdes no material genético, precisam ser biotransformados por enzimas
como o citocromo P450 (CYP) (PINTO; FELZENSWALB, 2003).

Assim, substancias biologicamente inativas podem ser introduzidas no
organismo e convertidas em metabdlitos ativos devido as alteracbes em sua

estrutura. Entretanto, embora a finalidade da biotransformacdo dos xenobioticos
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seja a detoxificacdo, nem sempre o metabdlito € menos téxico do que o préprio
composto (GUECHEVA; HENRIQUES, 2003). O processo de biotransformacao,
especialmente a oxidacdo de substéncias pelo citocromo P450, pode gerar
intermediarios toxicos, eletrofilicos, mutagénicos ou carcinogénicos (HODGSON;
ROSE, 2007).

O céancer surge do acumulo de mutacdes no DNA ao longo do tempo.
As mais relevantes alteragcOes associadas ao cancer ocorrem nos genes que
controlam o processo de divisdo celular, os proto-oncogenes, € nos genes
supressores de tumor, resultando em crescimento descontrolado, caracteristico
de uma célula maligna (LOURO et al., 2002; PINTO; FELZENSWALB, 2003;
GRIFFITHS et al.,, 2006). Além disso, ha também o descontrole de genes
envolvidos com o reparo de danos no DNA, os quais, quando inativos, podem
elevar, expressivamente, a taxa de mutagdes nas ceélulas, acelerando o acumulo
de alteracdes relevantes para a tumorigénese (OJOPI; DIAS NETO, 2004).

Segundo Read e Donnai (2008), alguns genes supressores tumorais
regulam diretamente a funcdo dos proto-oncogenes (genes protetores-
gatekeepers). Outros atuam de uma forma um pouco mais indireta, mantendo a
integridade do genoma e corrigindo as mutacdes durante a divisdo celular (genes
de manutencéo - caretakers). Genes apoptoticos e antiapoptéticos também séao
relevantes nesse processo. A inativacdo de um gene antiapoptético permite um
acumulo excessivo de células, ao passo que a perda de funcdo dos genes
apoptoéticos possui 0 mesmo efeito (Figura 2).

Uma caracteristica importante comum a quase todas as células
cancerosas €, portanto, a instabilidade gendmica, causada por uma mutacao
herdada em genes que controlam a integridade do genoma ou mutacdes que sao
adquiridas em células somaticas durante o desenvolvimento do tumor. Estas
alteracdes podem ocorrer em nivel de nucleotideos Unicos, pequenos trechos de
DNA, genes, componentes estruturais de cromossomos ou em nivel de
cromossomos completos (BALMAIN; GRAY; PONDER, 2003).



Crescimento celular Morte celular

e proliferagao programada

© >
Al

Oncogenes ativados ~ Genes supressores tumorais ~ Genes apoptticos ~ Genes antiapoptéticos

Genes  Genesde
protetores  manutengéo
(gatekeepers) (caretakers)

Exemplos  RET RB1 MSH2 FAS BCL2
SRC TP53 MLH1 Telomerase
Telomerase

Figura 2- Esquema geral do mecanismo de oncogénese, pela ativacdo de proto-
oncogenes, mutacdo ou perda de genes supressores tumorais, ativacdo de genes
antiapoptéticos e inativacdo de genes pro-apoptoticos.

Fonte: Read; Donnai (2008).

As causas do cancer sao diversas, incluindo fatores endogenos e
exdgenos. Ambos, entretanto, estdo inter-relacionados. As causas exdgenas
associam-se ao meio ambiente e aos habitos e costumes, incluindo fatores como
alimentacédo, estilo de vida, tabagismo, exposi¢cdo excessiva ao sol, entre outros.
As causas endogenas, por sua vez, sao, geralmente, pré-determinadas e estao
ligadas a capacidade do organismo de se defender das agressbes externas
(LOURO et al., 2002; RIBEIRO; MARQUES, 2003).

1.2 Doxorrubicina (DXR)

A triagem de produtos antimicrobianos levou a descoberta de varios
inibidores de crescimento, que se mostraram clinicamente Uteis na quimioterapia

do cancer (CHU; SARTORELLI, 2005). Dentre esses, estdo os antibidticos
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antraciclinas, isolados por cepas de Streptomyces peucetius var. caesius, que
caracterizam-se por elevada citotoxicidade (BITTENCOURT; BRUNSTEIN, 2004).

A doxorrubicina, também conhecida como adriamicina, € um dos
antineoplasicos pertencentes a classe das antraciclinas de maior importancia
(CHU; SARTORELLI, 2005). Possui amplo espectro de atividade clinica contra
neoplasias malignas hematolégicas, bem como uma ampla variedade de tumores
sélidos, como carcinomas de mama, endométrio, ovario, testiculo, tiredide,
estbmago, figado e pulmdo (XU et al., 2001; MINOTTI et al.,, 2004; CHU;
SARTORELLLI, 2005; OLIVEIRA SA et al., 2009). Atua também em sarcomas de
tecidos moles e em varios canceres infantis. Contudo, sua aplicagéo é limitada em
funcao de sua cardiotoxicidade (CHU; SARTORELLI, 2005).

Os antibioticos da classe das antraciclinas possuem uma estrutura de
anel tetraciclico fixada a um agucar incomum, a daunosamina, unidos por ligacdes
glicosidicas. Todos os agentes citotoxicos dessa classe possuem componentes
guinona e hidroquinona em aneéis adjacentes, que permitem a aquisicao e perda
de elétrons (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 2001). Quimicamente, a molécula de
DXR consiste em um acucar amino ligado a quatro anéis antraquinona ciclicos

(XU et al., 2001), como pode ser observado na Figura 3.

He—7 9/
I
NEH,
OH

Figura 3- Estrutura quimica da Doxorrubicina.
Fonte: Hardman; Limbird e Gilman (2001).



Todas as antraciclinas exercem suas atividades por meio de quatro
mecanismos principais: (1) inibicdo da topoisomerase Il; (2) ligacdo de alta
afinidade com a molécula de DNA através da intercalacdo, com consequente
bloqueio da sintese de DNA e RNA e ruptura das fitas de DNA; (3) ligacdo as
membranas celulares, com alteracdo de sua fluidez e transporte de ions; (4)
producéo de radicais livres da semiquinona e radicais livres de oxigénio altamente
reativos e toxicos (CHU; SARTORELLI, 2005).

A doxorrubicina, portanto, possui diversos efeitos citotoxicos. Porém,
sua principal acdo associa-se a um efeito sobre a topoisomerase 1l, uma DNA
girase de atividade intensa em células em proliferacdo (RANG et al., 2007). A
DXR inibe a atividade da topoisomerase Il, levando a quebras na cadeia de DNA
(HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 2001; BITTENCOURT; BRUNSTEIN, 2004).

Ao intercalar-se com a molécula de DNA, a DXR inibe a sintese de
DNA e de RNA DNA-dependente (BRUNTON, 2006). E, portanto, reconhecido o
papel genotoxico da DXR, bem como sua acdo carcinogénica (HARDMAN;
LIMBIRD; GILMAN, 2001; TRIPATHI, 2006). Sua acdo maxima é exercida na fase
S do ciclo celular, sendo, porém, a sua toxicidade habitualmente exibida na fase
G; (SIKIC, 2005; TRIPATHI, 2006).

A DXR também se liga as membranas celulares, sendo capaz de
modificar suas funcdes e atuar como agente aceptor ou doador de elétrons,
gerando radicais livres que atuam como potentes agentes alquilantes, em tecidos
normais e malignos. Além disso, a molécula reage com a citocromo P450
redutase, na presenca de NADPH, para produzir anions de radicais superoxidos,
gue podem gerar peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila, altamente
destrutivos para as células (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 2001). Esse tipo de
interacdo sugere um mecanismo alternativo de citotoxidade para as antraciclinas.
Em particular, a cardiotoxicidade das antraciclinas pode resultar da producdo de
radicais livres de oxigénio (SIKIC, 2005).

A intrinseca ligacdo entre inibicdo de topoisomerases, bloqueio da
replicacdo do DNA e inducdo de quebras duplas, associadas ao fato de que este

ultimo evento representa um dos principais substratos para a ocorréncia de
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recombinacdo, colocam essa droga, também, como potente agente
recombinogénico (LEHMANN, 2003).

A DXR é administrada por infusdo intravenosa. O extravasamento no
local da injecdo pode causar necrose local (GRAHAME-SMITH; ARONSON,
2002). A dose recomendada é de 50 a 75mg/m? administrada na forma de
infusdo intravenosa rapida e Unica, repetida depois de 21 dias (HARDMAN;
LIMBIRD; GILMAN, 2001). A dose total normalmente n&o deve ultrapassar
600mg/m?, em decorréncia dos efeitos adversos sobre o coracdo (GRAHAME-
SMITH; ARONSON, 2002). As antraciclinas, de maneira geral, s&o metabolizadas
no figado, com reducdo e hidrolise dos substituintes dos anéis (CHU;
SARTORELLI, 2005).

As toxicidades mais importantes causadas pela DXR afetam o coracéo
e a medula ossea (SIKIC, 2005). A principio os efeitos manifestam-se através de
arritmias e hipotenséo reversiveis e, mais tardiamente, através de insuficiéncia
cardiaca congestiva (relacionada com a dose total administrada). Outros efeitos
adversos consistem na depressao da medula 0ssea, alopecia, estomatite, vomitos
e lesdo tecidual local (TRIPATHI, 2006).

1.3Mitomicina C (MMC)

As mitomicinas sao quinonas com atividade antibidtica e antitumoral,
de uso clinico reconhecido, produzidas por culturas de alguns tipos de fungos. A
mitomicina C (MMC) €& a mais conhecida do grupo, sendo utlizada na
guimioterapia de alguns tipos de tumores sélidos (SILVA; FERREIRA; SOUZA,
2003).

A MMC € um antibiético natural e citotoxico derivado de Streptomyces
caespitosus, que suprime a proliferacdo de células de crescimento rapido através
da inibicdo da sintese de DNA secundaria & alquilacdo (ESCARIAO et al., 2008).
Apresenta-se sob a forma de cristais azul-violeta, possui peso molecular de 334 e

€ soluvel em agua e solventes organicos. Sua molécula é formada por trés grupos

11



reconhecidamente carcinostéticos: um anel de aziridina, o grupo quinona e o

grupo octano (RIBEIRO et al., 2003), como mostra a Figura 4.

H,N

H.N

I
0 H

Figura 4- Estrutura quimica da Mitomicina C.

Fonte: < http://intranet.matematicas.uady.mx/portal/leamos_ciencia>

A MMC é ativada intracelularmente através da acao de redutases que
formam um agente alquilante bifuncional ou trifuncional, estabelecendo ligactes
cruzadas com o DNA, fator esse que inibe a sua sintese e, em menor grau, a
sintese de RNA. Desse modo, a MMC inibe a divisdo celular, a sintese protéica e
a proliferacdo de fibroblastos, agindo também sobre o processo de cicatrizacéo
(KOROLKOVAS; FRANCA, 2008). Seu mecanismo de acdo mimetiza a radiacao
ionizante com uma acdo que se prolonga apds a interrupcdo do tratamento
(SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003).

Além desses efeitos, os metabdlitos que alquilam o DNA, através de
ligacbes cruzadas, favorecem também a producdo de superéxidos, que
promovem danos de carater oxidativo ao DNA (ALMEIDA et al., 2005; CHU;
SARTORELLI, 2005). Diversos trabalhos tém evidenciado que a ativacao redutiva
da MMC resulta na formacédo de intermediarios reativos capazes de se ligar ao
DNA por meio de liga¢des cruzadas entre duas fitas complementares. Considera-
se que a ativacdo bioldgica da MMC ocorre apds reducdo monoeletrénica, com a
formacdo de um anion radical, ou reducédo bieletrbnica, com a formacdo da
hidroquinona (OLIVEIRA; ALVES, 2002).
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A mitomicina € um pré-farmaco, que deve ser modificado dentro da
célula antes que atue como um agente alquilante. Exige enzimas intracelulares
especificas para gerar seus intermediarios ativos, que também séo afetados pelo
nivel de pH no local. Isso provavelmente explica sua seletividade para certos
tumores solidos e sua capacidade de inibir o crescimento de células fibroblasticas.
O primeiro uso em humanos para inibir a proliferacdo de fibroblastos foi em
oftalmologia, em 1988, onde foi demonstrado que reduz significativamente a taxa
de recorréncia do pterigio. Desde entdo, tem sido muito utilizada (SENDERS,
2004).

As células tronco tumorais hipéxicas de tumores sélidos encontram-se
em um ambiente favoravel a reacdes redutoras e, por isso, S0 mais sensiveis as
acOes citotoxicas da mitomicina do que as células normais e as células tumorais
oxigenadas (CHU; SARTORELLI, 2005).

A MMC é utilizada como agente quimioterapico no tratamento de varios
tumores humanos, em aplicacbes endovenosas, para tratamento de
corioepitelioma, sarcoma de células reticulares, seminoma e tumores epiteliais,
além de tumores da cavidade bucal, pulmdes, intestino, pancreas e estémago
(BRADNER, 2001; ABBAS et al., 2002; RIBEIRO et al., 2003). Varios trabalhos na
literatura confirmam a eficacia desse agente como inibidor do crescimento
tumoral, pela sua acéo direta sobre o DNA. Contudo, seu uso tem sido limitado
em razdo dos efeitos colaterais, tais como mielossupresséao, fibrose do tecido
pulmonar, danos gastrintestinais e renais (OLIVEIRA; ALVES, 2002; RANG et al.,
2007).

Estudos anteriores tém mostrado que a MMC induz, também,
aberracdes cromossdmicas, mutacfes dominantes letais e de danos ao DNA de
espermatogbnias (NAKAGAWA; MORI, 2003).

1.40Orlistat (Xenical)

O orlistat (Figura 5), medicamento comercializado pela Companhia
Farmacéutica Roche como Xenical, € o analogo semissintético mais estavel e
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parcialmente hidrolizado da lipstatina (tetrahidrolipstatina) (MANCINI; HALPERN,
2002; MENENDEZ; VELLON; LUPU, 2005). Juntamente com a sibutramina, séo
0s Unicos medicamentos aprovados pela FDA (Food and Drug Administration)
para tratamentos da obesidade em longo prazo. No Brasil, estas duas drogas
também estdo aprovadas pela ANVISA (FORTES et al., 2006).

Figura 5- Formula Estrutural do orlistat.

Fonte: <http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Orlistat_Structural_Formulae.png>.

Essa droga foi introduzida no Reino Unido, em 1998, representando um
passo importante no tratamento da obesidade. E o primeiro composto de uma
nova classe farmacolégica, que limita a absorcdo de gordura da dieta. A droga
esta licenciada para pacientes com IMC> 28 kg/m?, mas a decisdo sobre o seu
uso deve ser analisada individualmente (AL-SUWAILEM et al., 2006).

O orlistat € um potente inibidor das lipases gastrica e pancreética e,
atualmente, figura como a Unica droga dessa categoria (inibidor de lipase)
aprovada para a perda de peso (ULLRICH et al., 2003; COUTINHO, 2009); atua
na regido do limen intestinal com um minimo de absorcédo. Ele inibe, em 30%, a
hidrolise de triglicérides, decrescendo proporcionalmente com a sua absorcao.
Como os triglicérides nao digeridos ndo sdo absorvidos, o déficit caldrico
resultante pode ter um impacto positivo no controle do peso corporal
(BALLINGER; PEIKIN, 2002; COUTINHO, 2009). Em humanos saudaveis leva a

um aumento em 90% na inibicdo de enzimas como a tripsina, quimotripsina,
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amilase e fosfolipase (AL-SUWAILEM et al., 2006). Devido a minima absor¢éo, o
orlistat ndo possui efeitos sistémicos (BRAY, 2009; KAZMI et al., 2009).

O orlistat liga-se de maneira irreversivel no sitio ativo das lipases,
enzimas que catalisam a remocao hidrolitica dos &cidos graxos presentes nos
triglicérides, produzindo acidos graxos livres e monoglicérides, através de ligacdo
covalente (Figura 6). O farmaco reage de forma especifica com um residuo de
serina da lipase pancreatica (BALLINGER; PEIKIN, 2002; SILVA et al., 2002).

Ao se ligar ao sitio ativo da lipase, o orlistat forma um complexo estavel
gue induz uma mudanca conformacional na enzima, expondo 0 seu sitio ativo
catalitico. Esta operacdo leva a acilacdo de um grupo hidroxila na carga de
residuos de serina no sitio ativo da enzima, tornando-o inativo. A lipase inativada
€ incapaz de hidrolisar gorduras em acidos graxos e monoglicerideos (HADVARY
et al.,1988 apud AL-SUWAILEM et al., 2006). Sendo assim, cerca de um terco
dos triglicérides ingeridos permanecem nao digeridos e ndo séo absorvidos pelo
intestino delgado, atravessando o trato gastrointestinal, sendo eliminados
juntamente com as fezes (MANCINI; HALPERN, 2002).

Digestao de Gorduras Mecanismo de acao
Duodenum aens Duodenum
From the - Fromthe  Orlistat %
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Figura 6- Mecanismo de acao do orlistat.
Fonte: Coutinho (2009).
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O orlistat ndo possui efeito sobre circuitos neuronais reguladores do
apetite (MANCINI; HALPERN, 2002). Sua ac¢ao resume-se, basicamente, ao
bloqueio da digestédo dos triglicérides dietéticos ingeridos, sendo a perda de peso
geralmente dependente da dose administrada. Os demais efeitos da droga
associam-se principalmente a reducdo do colesterol total, colesterol LDL e da
concentracdo plasmatica de insulina, auxiliando no controle dos fatores de risco
cardiovasculares (FORTES et al., 2006; RISCHELSEN et al., 2007).

Segundo Coutinho (2009), a reducao observada em triglicérides e nos
niveis de colesterol em doentes tratados com orlistat € mais de 10% superior ao
esperado para a perda de peso por si sO. A Figura 7 mostra resumidamente os

principais efeitos do orlistat no organismo.

Reducdo na
absorcdo de
triglicerides

Reduciodo
colesterol total,
LDLeda
concentracio
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Reducio do
peso corporeo

Inibicdo das
lipases gastrica
e pancreatica

Figura 7- Principais efeitos do orlistat no organismo.
Fonte: Adaptado de Fortes et al. (2006).

Baseado em dados obtidos em animais, é provavel que o metabolismo
de orlistat ocorra principalmente na parede gastrointestinal. Dois metabdlitos
foram identificados em concentracBes plasmaticas minimas: M1 e M3. O
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metabdlito M1 é um produto da hidrolise do anel beta-lactamico do orlistat e o M3
resulta da clivagem da cadeia lateral da N-formil leucina (BALLINGER; PEIKIN,
2002; SILVA et al., 2002).

A dose recomendada de orlistat € de 360 mg/dia dividida em trés doses
diarias de 120 mg (MANCINI; HALPERN, 2002; BRAY, 2009). Durante o uso é
necessario realizar um aconselhamento dietético, ja que a droga deve ser
utilizada juntamente com dieta hipoenergética, com controle na ingestdo de
lipidios (méaximo de 25-30% de gordura) (FORTES et al., 2006).

Dentre os principais efeitos adversos associados ao uso do orlistat
destacam-se a esteatorréia, urgéncia fecal, aumento no niumero de evacuacdes
por dia, incontinéncia fecal, flatuléncia, flatos com descarga oleosa, nausea,
vomitos e dores abdominais. O uso do orlistat também se associa a reducao dos
niveis séricos de vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K), decorrentes da esteatorréia
(associada ao proprio mecanismo de acdo dessa droga) e, além disso, caso a
ingestdo de gordura seja exacerbada, podem ocorrer diarréias e incontinéncia
fecal, também interferindo na absorcdo de vitaminas lipossolUveis. Nesses casos
€ necessaria uma recomendacdo dietética e/ou uma suplementacao
medicamentosa suficiente para retornar esses valores a normalidade (GALVAO;
KOHLMANN Jr., 2002; KIORTISIS et al. 2005; FORTES et al., 2006; COUTINHO,
2009).

Interesse cientifico tem sido gerado pela caracterizacdo do orlistat
como inibidor do crescimento de alguns tumores, como o de préostata e mama.
Tem sido demonstrado que essa droga apresenta propriedades antiproliferativa e
antitumoral para células de cancer de prostata e mama em virtude da sua
capacidade de bloquear a atividade da enzima acido graxo sintetase (FAS)
(MENENDEZ; VELLON; LUPU, 2005). Segundo Kridel et al. (2004) em virtude da
sua capacidade de inibir a sintese de acidos graxos, o orlistat paralisa a
proliferacdo das células tumorais, induzido a apoptose e inibindo o crescimento
tumoral.

Pesquisas sobre os inibidores farmacoldgicos da FAS sugerem que
essa enzima pode representar uma ponte de ligacdo molecular entre a obesidade
e o cancer (MENENDEZ; VELLON; LUPU, 2005).
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1.5 Teste para deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (Somatic
Mutation and Recombination Test- SMART) em células de Drosophila

melanogaster

A Drosophila melanogaster, popularmente conhecida como mosca das
frutas (Figura 8), € um organismo eucarioto largamente utilizado pelos
pesquisadores por ser de facil manutencdo em laboratério, ter um ciclo
reprodutivo curto (10-12 dias a 25°C), fornecer um grande nimero de individuos
por progénie, possuir baixo numero de cromossomos e apresentar reacgdes
metabdlicas semelhantes as dos mamiferos (GRAF et al., 1984). Além dessas
caracteristicas, fornece informacdes sobre mutacdes, ecologia e comportamento
(FONSECA; PEREIRA, 2004).

J

Figura 8- Casal de Drosophila melanogaster. A esquerda o macho (menor e com o pente
sexual, indicado pela seta) e a direita a fémea.

Fonte: <arrogantscientist.wordpress.com>.

Testes bem definidos para verificagdo da mutagenicidade/
antimutagenicidade de agentes fisicos e quimicos sdo desenvolvidos em D.
melanogaster, 0s quais sdo capazes de medir um amplo espectro de danos

genéticos induzidos em células germinativas, assim como em células somaticas.
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Dentre esses testes destaca-se o0 SMART (Somatic Mutation and Recombination
Test), desenvolvido por Graf et al. (1984).

O teste SMART em asas de D. melanogaster fundamenta-se na
premissa de que alteragbes genéticas provocadas em células que estdo se
dividindo por mitose induzem o aparecimento de manchas mutantes, que originam
a perda de heterozigose em células heterozigotas para genes marcadores
recessivos. A andlise dos possiveis danos induzidos é realizada através da
observacédo de grupos de células (clones mutantes), na superficie das asas de
moscas adultas, que expressam fenotipicamente os genes marcadores mwh ou
flr* responséveis por alteracdes na forma dos pélos (GRAF et al., 1984; GUZMAN-
RINCON; GRAF, 1995).

O SMART detecta diferentes tipos de manchas mutantes que podem
ser resultantes de eventos como mutacdo, delecdo ou recombinacdo mitdtica,
além do fato de ser um teste rapido, sensivel e de menor custo (GRAF et al.,
1984; VOGEL, 1987).

No teste para deteccdo de mutacdo e recombinacdo somatica em
células de D. melanogaster sao utilizadas trés linhagens:

e 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 as células da asa de D.
melonogaster, que normalmente caracterizam-se por apresentar um unico pélo,
apresentardo dois ou mais pélos por célula (Figura 9, A). Por ser uma mutacao
viavel, a linhagem estoque € mantida em homozigose recessiva.

e Linhagem flare 3 (fIr’): os individuos dessa linhagem possuem o
gene marcador flIr® localizado no cromossomo 3 (3-38,8) em uma posi¢cdo mais
proximal em relacdo ao centrdmero. O fendtipo provocado por esse alelo mutante
€ um pélo mal formado que se assemelha a uma chama (Figura 9, B). O gene
marcador flr® é letal em homozigose, ndo se desenvolvendo até a fase adulta.
Devido a letalidade, esse alelo € mantido na linhagem estoque na presenca de
um balanceador cromossémico (TM3, Bd®), que se caracteriza por multiplas
inversdes (GRAF et al., 1984).
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e 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 (GRAF; VAN SCHAIK, 1992). Essa linhagem de D.
melanogaster foi criada com o objetivo de aumentar o desempenho do SMART de
asas no caso da ativacdo de pré-mutdgenos dependentes de ativacdo via
citocromo P450 (ANDRADE; LEHMANN, 2003).

(A)

(B)

Figura 9- Pelos mwh e fIr*- Fotomigrografia, microscopio optico de luz (aumento de

400x). (A) Pélos multiple wing hairs; (B) Pélos flare.
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Dois cruzamentos sé&o utilizados para a realizagdo do SMART:

(1) Cruzamento Padrédo (ST- Standard Cross): fémeas virgens
flr¥/In(3LR)TM3, ri pp sep 1(3)89Aa bx**® e Bd® cruzadas com machos mwh/mwh
(GRAF et al., 1989).

(2) Cruzamento de Alta Capacidade de Bioativacdo (HB - High
Bioactivation Cross): fémeas virgens ORR/ORR; flIr¥/In(3LR)TM3,ri pPsep 1(3)89Aa
bx3*¢ e Bd® cruzadas com machos mwh/mwh (GRAF; VAN SCHAIK, 1992).

O cruzamento ST é util na deteccdo de agentes genotéxicos diretos, ao
passo que o cruzamento HB (que utiliza a linhagem ORR) é empregado na
deteccdo de agentes genotoxicos indiretos (pré6-mutdgenos), que necessitam de
ativacao pelo citocromo P450.

Desses cruzamentos sdo obtidos dois tipos de descendentes: trans
heterozigotos (MH) e heterozigotos balanceados (BH). Os MH (mwh+/+flr%)
apresentam cromossomos  estruturalmente  normais, sendo as asas
fenotipicamente caracterizadas por borda lisa, enquanto que os BH (mwh+/+ TM3,
Bd®) apresentam um cromossomo balanceador, com miuiltiplas inversdes, (TMS3,
Bd®), caracterizando-se fenotipicamente pela presenca de asas com borda
serrilhada (GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995), como mostra a Figura 10.

Nos adultos emergentes MH séo detectados diferentes efeitos
genéticos, tais como mutacdes de ponto, delecbes e recombinacdo mitética.
Esses eventos levam a formacdo de manchas simples (mwh ou fIr’) ou gémeas
(mwh e flIr®) nas asas de D. melanogaster. As manchas simples podem ocorrer em
decorréncia de eventos mutacionais e/ou recombinogénicos, ao passo que as
manchas gémeas refletem apenas eventos recombinogénicos. Nos adultos
emergentes da progénie BH, devido a presenca do balanceador TM3/Bd°®, é
inviabilizada a ocorréncia de eventos recombinogénicos e, por isso, apenas
eventos mutacionais levam a formacdo de manchas mutantes nesses
descendentes (GRAF et al., 1984).
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(A)

7\

(B)
Figura 10- Fendtipo das asas dos descendentes de D. melanogaster. (A) trans-

heterozigotos, MH; (B) heterozigotos balanceados, BH.

O Teste para a Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica, nos
ultimos anos, tem sido bastante utilizado e tem se mostrado muito eficiente, tanto
na analise de mutagenicidade, como na identificacdo de antimutagenicidade de
agentes quimicos, fisicos e biolégicos (COSTA; NEPOMUCENO; 2006;
FRAGIOREGE et al., 2007; CASTRO et al., 2008; DIAS et al., 2009; DUTRA et
al., 2009).
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1.6 Teste para a deteccéo de clones de tumor epitelial (wts) em Drosophila

melanogaster

A conservacdo evolutiva de genes supressores de tumor entre
Drosophila e mamiferos tem estimulado estudos relacionados a inducdo e
desenvolvimento de tumores em Drosophila, estudos estes que podem contribuir
diretamente para o entendimento de canceres em seres humanos (POTTER;
TURENCHALK; XU, 2000). Em adicdo, numerosos proto-oncogenes e
supressores de tumores de mamiferos possuem homologia com genes presentes
nesse organismo teste (EEKEN et al., 2002). Dentre eles, destaca-se 0 wits.

O gene wts (também referido como lats) foi identificado por sua
habilidade como um supressor de tumor em Drosophila (NISCHIYAMA et al.,
1999). A delecdo desse gene leva a formacédo de clones de células que sdo
circulares e consideravelmente invasivas, chamadas literalmente de verrugas
(Warts), que se desenvolvem por todo o corpo da mosca (JUSTICE et al., 1995).

Nas larvas de Drosophila os discos imaginais sdo formados por uma
Unica camada de células, que durante a metamorfose se desenvolve nas
estruturas da mosca adulta. As células desse disco possuem o controle do ciclo
celular bastante similar ao de células somaticas em mamiferos. A progressao do
ciclo celular é controlada por ciclinas (tipos A, B, D e E) e quinases (CDK1, CDK2,
CDK4 e CDK®, principalmente) (EEKEN et al., 2002).

Em todas as células eucariotas o ciclo celular é controlado pela
ativacao e inativacdo sucessiva de diferentes complexos ciclina-CDKs. As ciclinas
recebem esse nome porque no curso de cada ciclo celular alternam um periodo
de sintese crescente, seguido por outro de rapida degradacao. Essas ciclinas sao
ativadoras de enzimas quinases dependentes de ciclinas (CDKs), que tém
caracteristica constitutiva. Ao interagir com as ciclinas, as CDKs fosforilam e
ativam as moléculas responsaveis pela divisao celular (HIB; ROBERTIS, 2006).

Um homélogo mamifero de verrugas, chamado LATS1, foi isolado e
estudado extensivamente (NISCHIYAMA et al., 1999; TAO et al., 1999;
KAMIKUBO et al., 2003). A introducdo de LATS1 humano em verrugas mutantes
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de Drosophila poderia impedir a formagdo de tumores, apoiando seu
desenvolvimento normal, o que demonstra que as funcbes destes genes séo
conservadas entre moscas e seres humanos (KAMIKUBO et al., 2003). A proteina
codificada por esse gene em Drosophila possui um dominio catalitico
serina/treonina quinase muito similar ao de humanos (IIDA et al., 2004). Esse
dominio é importante na progresséo do ciclo celular, especificamente na mitose.
O LATS1 constitui um auténtico homologo de verrugas de Drosophila e apresenta
funcdes cruciais na regulagcéo do crescimento celular (NISHIYAMA et al., 1999).

Os tumores na linhagem wts podem aparecer praticamente em todo o
corpo da mosca: cabeca, olhos, corpo (térax e abdome), pernas, asas e halteres,
como pode ser observado na Figura 11.

[ ‘\ e’ i
Figura 11- Tumores wts. (A)- Tumor na asa; (B) Tumor no corpo; (C) Tumor na perna.

O marcador wts € uma mutacao recessiva letal em homozigose nos
zigotos. Devido a letalidade, esse alelo € mantido na linhagem estoque com a
presenca de um balanceador cromossémico (TM3). Por meio do cruzamento
entre linhagens wts/TM3 com multiple wing hairs (mwh/mhw) sédo obtidas larvas
heterozigotas (wts/+). A perda da heterozigose nas células do disco imaginal da
Drosophila ocasiona a formag&o de clones homozigotos (viavel em conjuntos de
células isoladas) da larva, que se manifestam como tumores na mosca adulta
(SIDOROQV et al., 2001).
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CAPITULO I

Avaliacao do potencial mutagénico,
recombinogénico e carcinogénico do Orlistat
em células somaticas de Drosophila
melanogaster
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RESUMO

O orlistat € o primeiro composto de uma nova classe farmacoldgica que limita a
absorcéo de gorduras ao promover a inibicdo das lipases gastrica e pancreatica.
Ele ndo possui efeitos sobre circuitos neuronais reguladores do apetite e sua agao
resume-se ao bloqueio da digestdo dos triglicérides dietéticos. Pesquisas
recentes sugerem que o orlistat paralisa o crescimento de alguns tumores por
inibir a acdo da enzima acido graxo sintetase, cuja atividade favorece a
sobrevivéncia de células cancerosas. Entretanto, ndo sdo conhecidos resultados
em longo prazo e pouco se sabe sobre possiveis efeitos genotoxicos/mutagénicos
associados ao seu uso. Sendo assim, o presente trabalho foi desenvolvido com o
objetivo de avaliar o potencial mutagénico, recombinogénico e carcinogénico do
orlistat através do teste para deteccdo de mutacdo e recombinacdo somatica
(SMART) e do teste para a deteccdo de clones de tumor epitelial (wts), ambos
realizados em Drosophila melanogaster. Na avaliagdo por meio do SMART foram
tratadas cronicamente larvas descendentes dos cruzamentos padrédo (ST) e de
alta bioativacdo (HB) com trés concentracfes de orlistat (2,4; 4,8 e 9,6 mg/mL)
isoladamente e em associacdo com a DXR (0,125 mg/mL). Os resultados
demonstraram efeito recombinogénico do orlistat em todas as concentracdes
testadas no cruzamento HB e em nenhuma concentracdo no cruzamento ST. No
teste wts, realizado com descendentes do cruzamento de fémeas virgens
wts/TM3 com machos mwh/mwh, as larvas foram tratadas com as trés
concentragbes citadas de orlistat isoladamente e em associacdo com a
mitomicina C (0,1 mM). Os resultados mostraram que o orlistat ndo possui
potencial carcinogénico e também ndo reduz os tumores induzidos pela
mitomicina C. Portanto, nas presentes condi¢cdes experimentais, o orlistat
apresentou efeito recombinogénico, associado a presenca aumentada de enzimas
do citocromo P450, porém néo foi capaz de induzir, nem inibir a ocorréncia de

tumores em D. melanogaster.

Palavras-chave: Orlistat. SMART. Wits. Recombinogénico. Drosophila

melanogaster.
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ABSTRACT

Orlistat is the first compound of a new pharmacological class which limits dietary
fat absorption by inhibiting gastric and pancreatic lipases. It does not affect the
neuronal circuits regulating appetite, and its action consists basically of obstructing
digestion of dietary triglycerides. Recent researches suggest that orlistat stops the
growth of some tumors because it inhibits the action of fatty acid synthase
enzyme, whose activity favors the survival of cancer cells. However, research
concerning the long-term use of this drug is unknown, and there are doubts as to
possible genotoxico/mutagenic effects from its use. Thus, this study was carried
out with the aim of evaluating the mutagenic, recombinogenic and carcinogenic
potential of orlistat by means of a test for somatic mutation and recombination test
(SMART) and test for epithelial tumor detection (wts), both in Drosophila
melanogaster. When analyzed by means of SMART, larvae descending from
crosses standard and high bioactivation were chronically treated with three
concentrations of orlistat (2.4, 4.8 and 9.6 mg/mL) alone and in combination with
DXR (0.125 mg/mL). The results demonstrated recombinogenic effect of orlistat at
all concentrations tested in the HB cross and no concentration at the ST cross. In
the wts test, conducted with offspring of crosses between virgin females wts/TM3
with males mwh/mwh, larvae were treated with three concentrations of orlistat
guoted separately and in combination with mitomycin C (0.1 mM). The results
showed that orlistat has no carcinogenic potential, nor reduce tumors induced by
mitomycin C. Therefore, in these experimental conditions, orlistat had
recombinogenic effects, coupled with the increased presence of cytochrome
P450, but was not able to induce or inhibit the occurrence of tumors in D.

melanogaster.

Keywords: Orlistat. SMART. Wts. Recombinogenic. Drosophila melanogaster.
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1 INTRODUCAO

O orlistat (Xenical) é o analogo semissintético mais estavel e
parcialmente hidrolisado da lipstatina, produzida pelo Streptomyces toxytricini
(Mancini e Halpern, 2002; Menendez et al., 2005; Al- Suwailem et al., 2006).
Juntamente com a sibutramina, representam os Unicos medicamentos aprovados
pela FDA (Food and Drug Administration) para tratamento da obesidade em longo
prazo (Fortes et al., 2006).

O orlistat € um potente e especifico inibidor das lipases gastrica e
pancreética que atua na regido do limen intestinal, com absorcdo minima (Ullrich
et al., 2003; Bray, 2009; Coutinho, 2009; Kazmi et al., 2009). Ao se ligar ao sitio
ativo da lipase, o orlistat forma um complexo estavel que induz uma mudanca
conformacional na enzima, expondo e tornando inativo 0 seu sitio ativo catalitico.
A lipase inativada é incapaz de hidrolisar gorduras em &cidos graxos e
monoglicerideos. Assim, a gordura atravessa o trato gastrointestinal e é eliminada
de forma inalterada nas fezes (Mancini e Halpern, 2002; Al- Suwailem et al.,
2006). O deficit caldrico resultante da ndo absorcdo de triglicérides pode ter um
impacto positivo no controle do peso corporal (Ballinger e Peikin, 2002; Coutinho,
2009).

Essa droga ndo possui efeito sobre circuitos neuronais reguladores do
apetite (Mancini e Halpern, 2002). Sua acéo resume-se ao bloqueio da digestado
dos triglicérides dietéticos. Os demais efeitos do orlistat relacionam-se
principalmente a reducdo do colesterol total, colesterol LDL e da concentracéo
plasmatica de insulina, auxiliando no controle dos fatores de risco
cardiovasculares (Fortes et al., 2006; Rischelsen et al., 2007).

Pesquisas recentes apontam o orlistat como potente inibidor do
crescimento de alguns tumores. Tem-se demonstrado que ele apresenta
propriedades antiproliferativa e antitumoral para células do cancer de prostata e
mama em virtude da sua capacidade de bloquear a atividade da enzima acido
graxo sintetase (FAS) (Menendez et al., 2005). Ao inibir a sintese de acidos
graxos, o orlistat paralisa a proliferacdo das células tumorais, induzido a apoptose
e inibindo o crescimento de tumores (Kridel et al., 2004). Contudo, ndo sao
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conhecidos resultados de estudos em longo prazo com essa droga e pouco se
sabe sobre possiveis efeitos genotdxicos associados ao seu uso.

A genética toxicolOgica constitui uma importante area da ciéncia que
estuda as propriedades genotoxicas/mutagénicas de agentes (quimicos, fisicos e
biolégicos) aos quais 0s organismos estdo expostos, utilizando diversos ensaios
para avaliar os danos que estes podem vir a causar ao DNA, na presenca ou
auséncia de sistemas de metabolizacdo (Fonseca e Pereira 2004). Dentre esses
ensaios destaca-se 0 SMART (Somatic Mutation and Recombination Test),
desenvolvido por Graf et al. (1984).

O teste SMART em asas Drosophila melanogaster é capaz de detectar
um espectro amplo de anormalidades genéticas, tais como mutacdo, delecdo e
recombinacéo (Graf et al., 1984). Neste teste sdo utilizadas moscas portadoras de
genes marcadores mwh e flr*, sendo que as alteracdes sdo detectadas pela perda
da heterozigose desses genes. Durante o desenvolvimento embrionario da D.
melanogaster as ceélulas do disco imaginal se proliferam mitoticamente para
formar o corpo da mosca adulta. Alteracbes genéticas em umas dessas células
levam a formacdo de células mutantes que sdo detectadas como manchas de
pélos mutantes nas asas da mosca adulta (Guzman-Rincon e Graf, 1995).

Da mesma forma que sdo conhecidos testes empregados na avaliacao
da mutagenicidade de agentes quimicos, naturais ou sintéticos, sdo também
conhecidos testes aplicados na avaliacdo do potencial carcinogénico desses
agentes, dentre os quais pode-se destacar o teste para a deteccao de clones de
tumor epitelial (wts), também realizado em D. melanogaster.

A conservacdo evolutiva de genes supressores de tumor entre
Drosophila e mamiferos tem estimulado estudos na inducdo e no
desenvolvimento de tumores em Drosophila, estudos estes que podem contribuir
para o entendimento do cancer em seres humanos (Potter et al., 2000; Eeken et
al., 2002). O gene wts foi identificado baseado na sua habilidade para acdo como
um supressor de tumor em Drosophila (Nischiyama et al., 1999). A delecéo desse
gene leva a formacdo de clones de células que sédo circulares e
consideravelmente invasivas, chamadas literalmente de verrugas, que se

desenvolvem por todo o corpo da mosca (Justice et al., 1995).
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O consumo crescente do orlistat pela populagdo mundial aliado a
facilidade de aquisicdo dessa droga, ja que seu uso ndo exige receita médica,
levanta a preocupacdo em se avaliar possiveis efeitos mutagénicos e/ou
carcinogénicos associados a sua utilizacdo. Diante do exposto, 0 presente
trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o potencial mutagénico,
recombinogénico e carcinogénico do orlistat por meio do teste SMART e do teste
Wits, ambos realizados em D. melanogaster.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Agentes quimicos

Xenical® (Orlistat), lote n° B2106/02, produzido pela Roche® Produtos
Farmacéuticos S.A., Rio de Janeiro, Brasil. Para o tratamento foram preparadas
trés diferentes concentracdes desse produto (2,4; 4,8 e 9,6mg/mL).

Cloridrato de Doxorrubicina (DXR), popularmente conhecido como
Doxolen, lote n® 83520, fabricado por Eurofarma Laboratérios e distribuido pela
Zodiac Produtos Farmacéuticos S.A., Sdo Paulo, Brasil. Cada frasco contém
10mg de DXR liofilizado. Possui peso molecular de 580,0 e férmula molecular
C27H29NO11.HCI. Foi utilizado no tratamento na concentracéao de 0,125 mg/mL.

Mitocin® (Mitomicina C), p6 lifolizado para solucdo injetavel, lote n°
9H48931, fabricado por Kyowa Hakko Kirin, Jap&do e importado por Bristol-Myers
Squibb Farmacéutica, Sdo Paulo, Brasil. Cada frasco-ampola contém 5 mg de

mitomicina. No tratamento foi utilizada na concentracéo 0,1 mM.

2.2. Teste para a Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART)
em células somaticas de Drosophila melanogaster

2.2.1 Linhagens estoque, cruzamentos e tratamento
Para realizacdo desse teste foram utilizadas trés linhagens mutantes

de D. melanogaster: mwh, fi’ e ORR, portadoras dos marcadores genéticos
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multiple wing hairs (mwh, 3-0,3) e flare-3 (flr}, 3-38,8). Essas linhagens sdo
mantidas em estoque em frascos de % de litro contendo meio de cultura para D.
melanogaster [820 mL de &gua, 25g de fermento (Saccharomyces cerevisiae),
11g de &gar, 156g de banana e 1g de nipagin] a temperatura de 25° C e 60% de
umidade.

Foram realizados dois tipos de cruzamentos: (1) Cruzamento Padrao
(ST - Standard Cross), no qual fémeas virgens fIr¥/In(3 LR)TM3, ri pp sep 1(3)89Aa
bx3*¢ e Bd® foram cruzadas com machos mwh/mwh (Graf et al., 1989); e (2)
Cruzamento de Alta Capacidade de Bioativacdo (HB - High Bioactivation Cross),
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 coleta dos ovos dos descendentes dos cruzamentos ST e HB
ocorreu durante um periodo de 8 horas, em frascos contendo uma base soélida de
agar (3% de agar em agua) e uma camada de fermento biolégico suplementado
com sacarose. Apos 72 + 4 horas as larvas foram lavadas com agua osmose
reversa e coletadas com o auxilio de uma peneira de malha fina.

As larvas coletadas foram colocadas em frascos de vidro contendo
1,5g de meio de puré de batatas instantaneo (marca HIKARI®). Em cada frasco
foram adicionados 5 mL de orlistat em diferentes concentracdes (2,4; 4,8 e 9,6
mg/mL), diluidas em etanol 5%, isoladamente e em associagdo com a DXR
(0,125mg/mL). Para controle positivo utilizou-se a doxorrubicina (DXR 0,125
mg/mL) e, para o controle negativo, o etanol 5%.

Larvas de 3° estagio foram submetidas a um tratamento crénico, por
um periodo de aproximadamente 48 horas, quando estas sobem as paredes dos

frascos, passando para o estagio de pupa.

2.2.2 Preparacdao e analise microscopica das laminas

Os adultos emergentes de ambos os cruzamentos (ST e HB),
portadores dos gendtipos trans heterozigotos — MH (mwh+/+flr’) e heterozigotos
balanceados — BH (mwh+/+TM3,Bd®) foram coletados e conservados em etanol

70%. As asas das moscas preservadas foram destacadas sob microscépio
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estereoscopico, com o auxilio de pincas entomoldgicas e estendidas aos pares
sobre laminas codificadas. Para fixagdo das asas utilizou-se solugcdo de Faure
(30g de goma arabica, 20 mL de glicerol, 50g de hidrato de cloral e 50 mL de
agua destilada). Depois de montadas, as laminas permaneceram por um periodo
de 1 hora em uma placa aquecedora (60°C).

Para analise microscopica das asas foi utilizado microscépio Optico de
luz (aumento de 40x), onde foram registrados o numero, o tipo de mancha

(simples ou gémeas) e a posi¢cao onde as manchas foram encontradas.

2.2.3 Anélise estatistica

A avaliacdo do efeito mutagénico/recombinogénico do Orlistat foi
realizada por meio do teste Binominal Condicional de Kastenbaum e Bowman
descrito por Frei e Wiirgler (1988). O teste ndo paramétrico U de Mann, Whitney e
Wilcoxon foi utilizado para excluir resultados falsos positivos. Para a analise
estatistica de antimutagenicidade, as frequéncias de cada tipo de mancha por
mosca, foram comparadas aos pares, usando o teste U (Frei e Wiirgler, 1995), ao

nivel de significancia a=0,05.

2.3 Teste para deteccédo de tumor epitelial em Drosophila melanogaster

2.3.1 Linhagens estoque, cruzamento e tratamento

Duas linhagens mutantes de D. melanogaster foram empregadas na
realizacdo desse teste: 1) Linhagem wts, portadora do marcador genético warts
(wts, 3-100) e 2) Linhagem multiple wing hairs (mwh, 3-0,3) que possui 0 gene
marcador mwh no cromossomo 3 numa posi¢cado mais distal. Na presenca desse
alelo mutante as células da asa, que normalmente caracterizam-se por apresentar
um unico pélo, apresentarao trés ou mais pélos por célula. Por ser uma mutacao

viavel, a linhagem estoque é mantida em homozigose recessiva.
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Os estoques contendo essas linhagens também sdo mantidos em
frascos de Y de litro contendo meio de cultura para D. melanogaster, a
temperatura de 25°C e 60% de umidade.

Para realizacdo do experimento foi efetuado o cruzamento entre
fémeas virgens wts/TM3 Sb' com machos mwh/mwh. A coleta de ovos dos
descendentes do cruzamento ocorreu durante um periodo de 8 horas. Apés 48 +
4 horas as larvas foram lavadas, com agua osmose reversa, e coletadas com o
auxilio de uma peneira de malha fina.

Larvas de 3° estagio foram submetidas a um tratamento crbnico, por
um periodo de, aproximadamente, 48 horas. Estas larvas foram colocadas em
frascos de vidro contendo 1,59 de puré de batatas e 5mL de Orlistat nas
diferentes concentracdes testadas (2,4; 4,8 e 9,6 mg/mL), controle positivo e
controle negativo. Para controle positivo utilizou-se a Mitomicina C (0.1 mM) e,
para controle negativo, o etanol 5%. As larvas expostas a Mitomicina C, em

associagao ou nao, foram pré-tratadas, por um periodo de 6 horas.

2.3.2 Analise das moscas

Os individuos adultos foram transferidos para recipientes contendo
etanol 70%, e, posteriormente, analisados machos e fémeas com genotipo (wts
+/+ mwh), que possuem pélos fenotipicamente selvagens (longos e finos) quanto
a presenca de tumor.

As moscas foram observadas com o auxilio de lupa estereoscopica e
pincas entomoldgicas. A localizacdo e o numero de tumores encontrados foram
registrados em um diagrama padrdo do corpo da mosca (olho, cabeca, asa,

corpo, perna, halteres).

2.3.3 Analise estatistica

A identificacdo do potencial carcinogénico do orlistat foi realizada por
meio do teste U, ndo-paramétrico, de Mann, Whitney e Wilcoxon, utilizando o

nivel de significancia a=0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O orlistat foi escolhido para avaliacdo no presente estudo devido ao
fato de ser um farmaco de uso relativamente recente no tratamento da obesidade,
com mecanismo de acgéo diferenciado dos demais. Entretanto, apesar de bastante
utilizado, a segurancga de seu uso em longo prazo ainda € desconhecida. Poucos
relatos sdo encontrados na literatura sobre possiveis efeitos genotéxicos
(mutagénicos, clastogénicos e/ou recombinogénicos) associados ao seu uso.
Além disso, a venda do orlistat, em alguns paises, é liberada sem a apresentacéo
de receita médica, o que contribui para exacerbacdo de seu consumo. Tais
fatores aumentam a preocupacdo em relacdo aos possiveis danos ao organismo
advindos de seu uso.

Para avaliacdo da mutagenicidade/recombinogenicidade desse
composto foi utilizado o teste SMART, realizado em asas de D. melanogaster. O
SMART € um teste caracterizado pela sua rapidez, quando comparado a outros
testes in vivo, baixo custo, facil execucao e possibilidade de deteccdo de amplos
espectros de alteracdes genéticas. Ele permite detectar agentes mutagénicos de
acao direta (através da andlise dos descentes do cruzamento padrao- ST), bem
como agentes de acado indireta (através da andlise dos descendentes do
cruzamento de alta bioativacdo metabdlica —HB, que possuem altos niveis de
citocromo P450) (Graf e Van Schaik, 1992). Trata-se de um teste altamente
confiavel e reproduzivel, que permite quantificar efeitos recombinogénicos e
mutagénicos de diferentes compostos e misturas (Spano et al., 2001).

A Tabela 1 mostra as frequéncias de manchas mutantes: simples
pequenas (MSP), simples grandes (MSG), gémeas (MG) e o total de manchas
(TM) nos descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) do cruzamento
padrdo (ST), tratados isoladamente com orlistat nas concentracdes de 2,4; 4,8 e
9,6 mg/mL, controle positivo (DXR 0,125 mg/mL) e controle negativo (etanol 5%).

Como pode ser observado, em nenhuma das trés concentracfes
testadas de orlistat ocorreu aumento estatisticamente significativo no nimero total

de manchas, quando comparado com a frequéncia de manchas observadas no
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controle negativo. Por isso, os descendentes heterozigotos balanceados (BH) néo
foram analisados.

Na Tabela 2 s&o apresentadas as frequéncias de manchas mutantes
observadas nos descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) e
heterozigotos balanceados (BH), do cruzamento de alta bioativacdo metabdlica
(HB) tratados com orlistat nas trés concentracdes testadas (2,4; 4,8 e 9,6 mg/mL),
controle positivo (DXR 0,125 mg/mL) e controle negativo (etanol 5%).

Os resultados mostram aumentos, estatisticamente significativos, para
a categoria manchas simples pequenas e no total de manchas mutantes nas trés
concentragOes testadas de orlistat. Tais resultados revelam que o orlistat, nessas
trés concentracdes, possui efeito genotdxico indireto e, por isso, sugere-se que
enzimas do citocromo P450 interferem na genotoxicidade desse composto em D.
melanogaster.

Citocromos séo um conjunto de enzimas importantes na metabolizacéo
de varios fitoquimicos e sdo capazes de ativar pré-mutagenos em mutagenos
(Sun et al., 2000). Novotna et al. (2010) verificaram que o orlistat pode atuar como
indutor da CYP3A4 em hepatécitos humanos, através da ativacdo do receptor
nuclear (PXR). 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).

Porém, varios estudos animais revelam que a absorcdo e
metabolizacdo do orlistat ocorrem de forma minima, sendo ele extensivamente
excretado de forma inalterada nas fezes (Silva et al., 2002; Al-Suwailem et al.,
2006; Kazmi et al., 2009). Em circunstancias normais, devido ao extenso
metabolismo de primeira passagem e ao alto clearance sistémico mediado pelo
CYP3A4 no intestino e no figado, baixas concentracées plasmaticas de orlistat
sdo atingidas. Essa droga € metabolizada principalmente pela parede
gastrointestinal (metabolismo pré-sistémico), resultando em dois metabdlitos
majoritarios denominados M1 e M3, detectados em concentracfes plasmaticas
minimas, sendo considerados farmacologicamente inativos (Silva et al., 2002).
Esperava-se, portanto, que a biotransformacdo néo afetasse diretamente a

genotoxicidade do orlistat.
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Acredita-se, porém, que a Drosophila tenha apresentado maior
sensibilidade ao composto e, por isso, nesse organismo, o efeito genotdxico do
orlistat estaria relacionado a essa biotransformacéo. Tal sensibilidade pode estar
associada a dois fatores principais: 1) a exposi¢cdo do orlistat nesse organismo
teste é diferenciada da exposicdo humana e de outros grupos de animais, Vvisto
que, além da ingestdo, ha o contato cutaneo com o farmaco; 2) as caracteristicas
distintas das membranas bioldgicas da Drosophila em relagédo a outros grupos de
animais poderiam interferir na absorcéo e consequente biotransformacao desse
farmaco.

Os eucariotos, de maneira geral, possuem esteréis como componentes
de membrana, sendo estes essenciais para a organizacdo e a funcdo da
membrana celular. Nos eucariotos superiores o colesterol € o esterol mais
representativo. Eucariotos inferiores, como leveduras e a Drosophila, por sua vez,
possuem o ergosterol como seu principal componente esterol. O efeito do
ergosterol na organizagcdo e dindmica das membranas ndo é muito claro, mas
sabe-se que a Drosophila mantém um baixo nivel de esteréis em comparacao
com eucariotos superiores (Shrivastava e Chattopadahyay, 2007).

Estudos in vitro e in vivo tém mostrado que as caracteristicas das
membranas podem modificar a absorgcéo de drogas. Segundo Souza et al. (2007),
a permeabilidade da membrana pode levar a um aumento da difuséo do farmaco,
resultando em maior taxa de absorcdo. Tal fator contribui para prever sua
biodisponibilidade.

Diante dos resultados positivos para genotoxicidade do orlistat nas trés
concentragcfes testadas, procedeu-se a andlise dos descendentes BH tratados
com essas concentracdes, com o propoésito de calcular a porcentagem de eventos
recombinogénicos e mutagénicos.

Para os descendentes do cruzamento HB tratados com DXR foi
verificada uma taxa de 20,7% de mutacdo e 79,3% de recombinacdo. Os
descendentes tratados com orlistat nas concentracdes de 2,4; 4,8 e 9,6 mg/mL
apresentaram, respectivamente, 65,5%, 72,5% e 68,7% dos clones mutantes
devidos a recombinacdo. Verifica-se, portanto, o efeito recombinogénico do

orlistat apds a biotransformacao metabdlica.
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Nos adultos emergentes da progénie BH, devido a presenca do
balanceador TM3/Bd®, é inviabilizada a ocorréncia de eventos recombinogénicos
e, por isso, apenas eventos mutacionais levam a formacdo de manchas mutantes
nesses descendentes (Graf et al., 1984).

Dados encontrados na literatura, em pesquisas realizadas com outros
organismos teste, sugerem que o orlistat ndo € mutagénico. Lopes e Vicentini
(2002), em trabalho desenvolvido com o objetivo de avaliar a mutagenicidade do
Xenical (Orlistat), utilizaram como sistema teste as células da medula 6ssea de
ratos Wistar (Rattus norvegicus), tratados in vivo através de gavagem. Nesse
estudo foi verificada a auséncia de efeito mutagénico em trés concentracdes de
orlistat: 0,2; 0,4 e 0,6 mg/mL. Deve-se considerar, entretanto, que as doses
utilizadas na pesquisa citada foram consideravelmente inferiores as utilizadas no
presente estudo.

Além disso, € importante ressaltar que a maior parte dos bioensaios
utilizados para avaliar a genotoxicidade de compostos e misturas limita-se a
deteccdo dos efeitos mutagénicos, porém, nem toda alteracdo no material
genético é, essencialmente uma mutacao; evidéncias recentes sugerem que a
recombinacdo homodloga € um dos principais processos de alteracbes genéticas
(Andrade e Lehmann, 2003; Erdtmann, 2003). A recombinacdo homologa consiste
em um mecanismo errante de reparo no DNA que pode levar a perda de
heterozigose ou rearranjos genéticos, sendo crucial na génese de inUmeras
doencas genéticas, como o cancer (Sinigaglia et al., 2004). O teste SMART
destaca-se, nesse contexto, por permitir, além da avaliacdo de eventos
mutacionais, a avaliacdo de eventos recombinacionais, como ficou demonstrado
no presente estudo.

Os mecanismos pelos quais o orlistat induz danos ao DNA nao foram
avaliados diretamente nesta pesquisa. Acredita-se, porém, que possam estar, de
alguma forma, associados a geracao de radicais livres. Segundo Barros (2006), o
acumulo de gordura intra-luminal do colon, decorrente da acdo do orlistat,
intensifica a formacdo de espécies reativas de oxigénio nas fezes. O principal
dano causado por esses oxiradicais é a capacidade de estimular a peroxidacao

lipidica. Isso ocorre quando a producdo excessiva de radical hidroxil nas
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proximidades das membranas capacita o ataque de acidos graxos na membrana
fosfolipidica, produzindo hidroperéxidos lipidicos. O acumulo desses agentes gera
um dano oxidativo capaz de inativar a membrana, podendo culminar com a morte
celular. Além disso, os hidroperéxidos lipidicos podem, também, decompor-se,
fornecendo uma variedade de produtos citotoxicos.

Também ndo pode ser descartada a possibilidade de reducdo da
defesa antioxidante, decorrente da reduzida absorcéo de vitaminas lipossoluveis.
Ao reduzir a absor¢céo de gorduras da dieta, o orlistat pode simultaneamente ter
efeitos importantes sobre a absorcdo de vitaminas lipossollveis, especialmente
vitaminas antioxidantes como A e E (Ozcelick et al., 2005; Fortes et al., 2006). E
extensivamente reconhecido o papel dessas vitaminas na prevencdo de danos
genéticos, ja que elas impedem que ocorram aumentos das lesbes ao DNA
decorrentes do aparecimento de espécies reativas de oxigénio (Nepomuceno,
2005). Portanto, na auséncia das vitaminas antioxidantes o organismo torna-se
mais vulneravel a ocorréncia de danos oxidativos ao DNA.

Os resultados obtidos no presente trabalho revelam, ainda, um
aumento, estatisticamente significativo, nas frequéncias de manchas simples
pequenas, manchas simples grandes, manchas gémeas e total de manchas, nos
descendentes MH, tanto do cruzamento ST quanto do HB, tratados com DXR
(0,125 mg/mL). Este aumento nas frequéncias de manchas mutantes refor¢ca os
inimeros relatos de genotoxicidade deste composto, sendo seu principal efeito a
recombinacéo, verificada nos descendentes da linhagem BH. Esta forte atividade
recombinogénica da DXR em células somaticas de D. melanogaster ja havia sido
descrita por Lehmann et al. (2003), Costa e Nepomuceno (2006), Fragiorge et al.
(2007), Castro et al. (2008) e Dutra et al. (2009).

Os resultados obtidos através da andlise dos descendentes trans-
heterozigotos marcados (MH) dos cruzamentos ST e HB co-tratados com
doxorrubicina (0,125 mg/mL) e diferentes concentracfes de orlistat (2,4; 4,8 € 9,6
mg/mL), estdo representados na Tabela 3. Para a andlise estatistica, 0s
resultados observados nos descendentes tratados com orlistat (nas diferentes

concentragfes) em associacdo com DXR foram comparados com os resultados
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obtidos com os descendentes tratados somente com o controle positivo (DXR
0,125 mg/mL).

Nos descendentes provenientes do cruzamento ST foram verificadas
reducbes, estatisticamente significativas, na frequéncia total de manchas
mutantes somente na concentracao de 2,4 mg/mL de orlistat em associacdo com
a DXR.

Nos descendentes provenientes do cruzamento HB verificou-se uma
reducdo, estatisticamente significativa, nas frequéncias de manchas simples
grandes, manchas gémeas e nos totais de manchas mutantes, nas trés
concentracfes testadas de orlistat (2,4; 4,8 e 9,6 mg/mL) associadas a DXR. Para
a categoria de manchas simples pequenas, nos descendentes do cruzamento HB,
nao houve diferenca estatisticamente significativa, entre os individuos co-tratados
com orlistat e DXR, em todas as concentracdes, quando comparados ao controle
positivo.

Com o intuito de identificar o efeito do orlistat em etapas que
antecedem a inducdo de danos genéticos, utilizamos o sistema de co-tratamento,
visando a obtencédo de dados relacionados a acdo moduladora sobre o agente
genotéxico (no caso a doxorrubicina). Pode-se supor, com base nos resultados
obtidos na presente pesquisa, que o orlistat seria capaz de modular a atividade
genotdxica da doxorrubicina, reduzindo seus efeitos através de algum tipo de
interacdo direta de grupos ativos desses dois agentes. Essa é uma possibilidade,
contudo, que ndo pode ser explicada com exatiddo, visto que através da presente
pesquisa ndo € possivel identificar como ocorre essa interacdo. Além disso, a
inexisténcia de trabalhos experimentais voltados para a obtencdo de dados
concernentes ao tratamento concomitante de orlistat e doxorrubicina néo fornece
embasamento para explicacdo detalhada dos resultados obtidos.

Esses resultados apontam que o papel do orlistat como inibidor de
danos genéticos é dependente de mecanismos que antecedem a inducdo de
danos ao DNA. Ou seja, mesmo sendo um agente genotdxico, ele atua como
agente modulador em um sistema de co-tratamento, sendo capaz de alterar a
genotoxicidade da doxorrubicina, o que resulta na reducdo de manchas mutantes

aqui observada.
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Efeito similar foi obtido por Sinigaglia et al. (2004), ao avaliar o
comportamento da vanilina (VA) em relacdo a genotoxicidade de quatro agentes
quimicos em dois protocolos de administracdo (pré-tratamento e co-tratamento).
Os autores identificaram que a VA, ap0s a instalacdo de danos genéticos (sistema
de pré-tratamento), potencializa a recombinacdo homodloga de agentes
genotoxicos, ao passo que, em sistemas que precedem a inducao de lesdes (co-
tratamento com agentes genotéxicos), ela apresenta efeito protetor.

Para verificar se as alteragdes no DNA, induzidas pelo orlistat ndo era
apenas no sentido da atividade recombinogénica, mas, também, no sentido
induzir a formacéo de tumores, foi realizado o teste para deteccédo de clones de
tumor epitelial (wts) em Drosophila melanogaster.

As células do disco imaginal de Drosophila tém o ciclo celular muito
semelhante ao das células de mamiferos. Um dos genes envolvidos na regulacao
do controle do ciclo celular em Drosophila é o wts, homodlogo do gene LATS1, um
supressor tumoral humano (Eeken et al., 2001).

O marcador wts € uma mutacao recessiva letal em homozigose nos
zigotos. Devido a letalidade, esse o alelo é mantido na linhagem estoque com a
presenca de um balanceador cromossémico (TM3). Por meio do cruzamento
entre linhagens wts/TM3 com mwh/mhw séo obtidas larvas heterozigotas (wts/+).
A perda da heterozigose nas células do disco imaginal da Drosophila ocasiona a
formacdo de clones homozigotos (viavel em conjuntos de células isoladas) da
larva, que se manifestam como tumores na mosca adulta (Sidorov et al., 2001).

A Tabela 4 mostra a frequéncia de tumores encontrados nos diferentes
segmentos do corpo de D. melanogaster tratadas com as trés concentracdes
testadas de orlistat (2,4; 4,8 e 9,6 mg/mL) isoladamente e em associa¢cdo com a
Mitomicina C, controle negativo (etanol 5%) e controle positivo (MMC 0,1 mM).

Os resultados revelam que ndo houve diferenca significativa (p > 0,05)
entre as frequéncias de tumores encontrados nas trés concentracdes testadas de
orlistat (isoladamente) e o controle negativo, 0 que evidencia a auséncia de
potencial carcinogénico do orlistat.

Ao avaliar as associacbes de orlistat com a MMC verifica-se,

igualmente, que ndo houve diferenca significativa entre as frequéncias de tumores
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encontrados nas trés concentracfes de orlistat associadas a MMC e as
frequéncias encontradas nos individuos tratados somente com MMC. Conclui-se,
portanto, que o orlistat ndo reduz o aparecimento de tumores induzidos pela MMC
em D. melanogaster e, portanto, também nao possui efeito anticarcinogénico.

E pertinente ressaltar que nas larvas tratadas com a associac&o
(Orlistat + MMC) foi realizado um sistema de pré-tratamento com a MMC. O
orlistat foi, portanto, utilizados ap6s o tratamento com a MMC para verificar se
este seria capaz de inibir os tumores ja induzidos pelo controle positivo. Na
verdade, a MMC foi o agente escolhido para a realizacdo da presente pesquisa,
do tumor de maneira geral, independente do mecanismo de acdo e do agente
indutor de tumor utilizado.

Os resultados significativos para a frequéncia de tumor nos individuos
tratados isoladamente com MMC confirmam que este farmaco induziu o
aparecimento de tumores em D. melanogaster, o que valida o teste, bem como os
resultados obtidos.

Apesar do resultado do presente estudo apontar para a auséncia de
efeito anticarcinogénico do orlistat, pesquisas recentes sugerem que esse
farmaco atua como um potente inibidor do crescimento dos tumores, sobretudo de
préstata e mama. Essa atividade antiproliferativa estaria associada a capacidade
do orlistat de bloquear a atividade da enzima acido graxo sintetase (FAS).

Kridel et al. (2004) verificaram que o orlistat € um potente inibidor do
dominio tioesterase da FAS, uma enzima fortemente ligada a progressédo de
tumores. Em decorréncia de sua capacidade de inibir a sintese de acidos graxos,
o orlistat paralisa a proliferacdo das células tumorais, induz essas células a
apoptose, inibindo o crescimento tumoral em camundongos nude.

Menendez et al. (2005) avaliaram a acdo antitumoral do orlistat em
células de cancer de mama e verificaram efeito similar. O orlistat induziu, de
maneira dose-dependente, alteracdes significativas na distribuicdo das
populacdes de células cancerigenas; ele foi capaz de bloquear a progresséo do

ciclo celular e promover a morte celular por apoptose.
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Browne et al. (2006) também verificaram que o orlistat é citotoxico para
células tumorais. Os autores concluiram que essa droga, ao inibir a FAS das
células endoteliais e bloguear a sintese de acidos graxos, impede a proliferacéo
das células endoteliais e, consequentemente, inibe a angiogénese.

Deve-se considerar, entretanto, que existem varios genes envolvidos
com a génese e progressao do cancer e, o fato de os resultados da presente
pesquisa apontarem para auséncia de efeito anticarcinogénico do orlistat em
relacdo ao gene wts (supressor de tumor), isso ndo significa que esse efeito
possa ser generalizado para os demais genes envolvidos no processo.

Além disso, € pertinente ressaltar que os descendentes analisados no
teste wts possuem niveis basais de citocromo P450 e os resultados positivos para
a recombinogenicidade do orlistat (no teste SMART) ocorreram nos descendentes
do cruzamento HB, que possuem niveis elevados de citocromo P450. Portanto,
podemos supor que os resultados aqui encontrados teriam sido diferentes caso os
descendentes obervados na linhagem wts apresentassem altos nives de CYP.

Além disso, embora tenha sido bem relatado na literatura o fato de o
orlistat atuar como um potente inibidor da FAS em alguns tipos de tecidos,
resultando na morte de varias células tumorais, existem outros fatores
decorrentes do mecanismo de acdo do orlistat que podem atuar como
potencializadores do processo de carcinogénese em outros tecidos. E o que
ocorre no caso do cancer colorretal (Barros, 2006).

Barros (2006) verificou que o aumento no teor de gordura na luz célon
distal, decorrente da acdo do orlistat, pode intensificar a formacédo de focos de
criptas aberrantes (precursores de lesbes que desenvolvem céancer colo retal),
aumentando a proliferacdo celular epitelial na mucosa col6nica. Tal acdo seria
mediada pelo aumento na formacdo de radicais livres derivados de oxigénio,
associado ao acumulo de gordura nas fezes.

Esses resultados, portanto, sugerem que o orlistat pode apresentar
papel duplo na carcinogénese. Sendo assim, novas pesquisas devem ser
conduzidas com o intuito de ampliar a compreenséao acerca dos efeitos do orlistat
e do aumento de gordura fecal associado ao seu mecanismo de acdo, para

garantir o uso seguro do orlistat pelos seres humanos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Podemos concluir que nas condicbes experimentais e concentracoes
testadas no presente estudo, o orlistat possui efeito recombinogénico em células
somaticas de Drosophila melanogaster e esse efeito estd associado a
biotransformacdo pelas enzimas do citocromo P450. Além disso, quando
associado a doxorrubicina (em sistema de co-tratamento), ele é capaz de modular
a acdo desse agente, reduzindo o nuamero de manchas mutantes. Porém, o
orlistat ndo possui potencial carcinogénico e, também, ndo é capaz de reduzir

tumores induzidos pela mitomicina C em D. melanogaster.
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Tabela 1- Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos (MH) de Drosophila melanogaster, do
cruzamento padrdo (ST), tratados com diferentes concentracdes de orlistat (2,4; 4,8 e 9,6 mg/mL), controle positivo (DXR 0,125 mg/mL) e
controle negativo (etanol 5%).

Manchas por individuo (N°. de manchas) diagndstico Frequéncia de indugéo de manchas
estatistico ® (por 10° células por divis&o)®
N. de MSP MSG MG ™ Total Média das
Tratamentos individuos (1-2 céls)® (>2 céls)® Mancha classes de tam. Observado Corrigido pelo
(N) m=2 m=5 m=5 m=2 s Clones mhw ©¢ controle
mwh® 0]
(n
mwh/fir®
Etanol 5% 60 0,57 (34) 0,03 (2) 0,02 (1) 0,62 (37) 36 1,42 1,23
DXR (0,125mg/mL) 60 0,93 (56) + 0,27 (16) + 0,35 (21) + 1,55 (93) + 91 2,57 {3,33} 3,11 {1,88}
Orlistat 2,4 mg/mL 50 0,84 (42) i 0,06 (3) i 0,02 (1) i 0,92 (46) +*U 44 1,55 {1,82} 1,80 {0,57}
Orlistat 4,8 mg/mL 60 0,58 (35) - 0,05 (3) i 0,00 (0) i 0,63 (38) - 38 1,39 {1,00} 1,30 {0,07}
Orlistat 9,6 mg/mL 50 0,72 (36) - 0,06 (3) i 0,04 (2) i 0,82 (41) - 41 1,59 {2,05} 1,68 {0,20}

m = fator de multiplicagdo para resultados significativamente negativos. Niveis de significancia 0=0,05

% Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wurgler (1988): (+) positivo (em relagdo ao controle negativo); (-) negativo; (i) inconclusivo.
*U: Resultado ndo significativo de acordo com o Teste U de Mann, Whitney e Wilcoxon. Exclui falsos positivos.

® Incluindo mancha simples fIr’ raras

¢ Considerando os clones mwh para as manchas simples e mwh para as manchas gémeas.
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Tabela 2- Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos (MH) e heterozigotos balanceados (HB) de
Drosophila melanogaster, do cruzamento de alta bioativacdo metabdlica (HB), tratados com diferentes concentragfes de orlistat (2,4; 4,8 e 9,6
mg/mL), controle positivo (DXR 0,125 mg/mL) e controle negativo (etanol 5%).

Manchas por individuo (N°. de manchas) diagndstico Frequéncia de indugéo de manchas
estatistico ® (por 10° células por divis&o)®
N. de MSP MSG MG ™ Total Média das
Tratamentos individuos (1-2 céls)® (>2 céls)” Manchas classes de tam. Observado Corrigido pelo
(N) m=2 m=5 m=5 m=2 mwh® Clones mhw ©¢ controle
(n) 0]
mwh/fir®
Etanol 5% 60 1,12 (67) 0,13 (08) 0,03 (02) 1,28 (77) 77 1,84 2,63
DXR (0,125mg/mL) 60 2,15(129) + 0,72 (43) + 0,40 (24) + 3,27 (196) + 188 2,38 {2,76} 6,42 {3,79}
Orlistat 2,4 mg/mL 60 1,80 (108) + 0,07 (04) - 0,02 (01)i  1,88(113) f+ 113 1,39 {0,42} 3,86 {1,23}
Orlistat 4,8 mg/mL 60 1,87 (112) + 0,10 (06) i 0,03 (02) i 2,00 (120) + 120 1,56 {1,05} 4,10 {1,47}
Orlistat 9,6 mg/mL 60 1,83 (110) + 0,08 (05) - 0,00 (00)i 1,92 (115) f+ 115 1,47 {0,71} 3,93 {1,30}
Mwh/ TM3
Etanol 5% 20 0,40 (8) 0,00 (0) 0,40 (8) 8 1,38 0,88
DXR (0,125mg/mL) 20 0,65 (13) 0,00 (0) i 0,65 (13) 13 1,38 {1,40} 1,33 {0,51}
Orlistat 2,4 mg/mL 20 0,65 (13) + 0,00 (0) i 0,65 (13) + 13 1,15 {0,80} 1,33 {0,51}
Orlistat 4,8 mg/mL 20 0,55 (12) i 0,00 (0) i 0,55 (12) i 12 1,27 {1,00} 1,13 {0,31}
Orlistat 9,6 mg/mL 20 0,60 (11) i 0,00 (0) i 0,60 (11) i 11 1,17 {0,75} 1,23 {0,41}

m = fator de multiplicagéo para resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a=0,05

# Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wurgler (1988): (+) positivo (em relacdo ao controle negativo); (f+) fraco positivo; (-) negativo; (i) inconclusivo.
® Incluindo mancha simples fir3 raras

¢ Considerando os clones mwh para as manchas simples e mwh para as manchas gémeas.
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Tabela 3- Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) de Drosophila melanogaster,
do cruzamento padréo (ST) e cruzamento de alta bioativacdo (HB), tratados com diferentes concentracfes de orlistat associadas a DXR (0,125
mg/mL).

Gendtipos e NUmero de Manchas por individuo (nimero de manchas) diagnéstico estatistico * Total de Manchas
concentracdes individuos MSP MSG MG ™ mwh*®
mg/mL (N) (1-2 céls)® (>2 céls)®
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
Cruzamento ST
mwh/flr®
Etanol 5% 60 0,57 (34) 0,03 (02) 0,02 (01) 0,62 (37) 36
DXR (0.125 mg/mL) 60 0,93 (56) + 0,27 (16) + 0,35 (21) + 1,55 (93) + 91
Orlistat 2,4 mg/mL+ DXR 60 1,07 (64) - 0,05 (03) + 0,03 (02) + 1,15 (69) f+ 69
Orlistat 4,8 mg/mL+ DXR 60 0,98 (59) - 0,13 (08) i 0,07 (04) + 1,18 (71) - 70
Orlistat 9,6 mg/MI+ DXR 60 1,28 (77) f+ 0,13 (08) i 0,12 (07) + 1,53 (92) - 89
Cruzamento HB
mwh/flr®
Etanol 5% 60 1,12 (67) 0,13 (08) 0,03 (02) 1,28 (77) 77
DXR (0.125 mg/mL) 60 2,15 (129) + 0,72 (43) + 0,40 (24) + 3,27 (196) + 188
Orlistat 2,4 mg/mL+ DXR 50 2,17 (130) - 0,28 (17) + 0,03 (02) + 2,48 (149) f+ 147
Orlistat 4,8 mg/mL+ DXR 60 2,03 (122) - 0,28 (17) + 0,05 (03) + 2,37 (142) f+ 139
Orlistat 9,6 mg/mL+ DXR 50 1,82 (109) - 0,23 (14) + 0,03 (02) + 2,08 (125) f+ 125

m = fator de multiplicagéo para resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a=0,05

& Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wurgler (1988): (+) positivo (em relacdo ao controle negativo); (-) negativo; (i) inconclusivo.

® Incluindo mancha simples fir3 raras

¢ Considerando os clones mwh para as manchas simples e mwh para as manchas gémeas.
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Tabela 4- Frequéncia de clones de tumor observados em Drosophila melanogaster,
heterozigota para o gene supressor de tumor wts, pré-tratada com mitomicina C (6 horas) e
posteriormente tratada com diferentes concentragoes de orlistat.

Tratamentos Numero de tumores analisados
Orlistat MMC NOmerode Olho Cabeca Asa Corpo Perna Halter Total Frequéncia (N° de
(mg/mL) (MmM) moscas tumores/ mosca)
analisadas
0 200 0 10 11 7 17 1 46 0,23
0,1 200 15 89 261 223 121 14 723 3,62*
2,4 0 200 1 14 13 13 14 2 57 0,29 ns*
4,8 0 200 1 6 19 12 19 1 58 0,29 ns*
9,6 0 200 0 6 19 11 14 1 51 0,25 ns*
2,4 0,1 200 11 74 270 201 178 12 746 3,73 ns**
4.8 0,1 200 19 86 277 185 164 17 748 3,74 ns**
9,6 0,1 200 34 93 264 194 153 19 757 3,78 ns**

Diagnostico estatistico de acordo com o Teste de Mann-Whitney Teste. Nivel de significancia P < 0,05
* Valor considerado diferente do controle negativo (P < 0,05).

** Valor considerado diferente do controle positivo (MMC 0,1 mM) (P < 0.05).

ns*, valores considerados néo significativos, quando comparados com o controle negativo.

ns**, valores considerados néo significativos, quando comparados com o controle positivo.

MMC, mitomicina C.
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