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APRESENTACAO

O cancer é uma doenca genética que acomete milhfes de pessoas em
todo o mundo e o seu desenvolvimento esta intrinsecamente ligado as alteracdes
(mutacdes, recombinacdes) que acontecem no material genético. Os fatores que
podem desencadear o cancer sao encontrados no meio ambiente ou podem ser
herdados, mas a maioria ocorre devido a interagcbes com o ambiente. Assim,
varios agentes fisicos, quimicos e biolégicos podem conter propriedades capazes
de interferir nos mecanismos moleculares dando inicio ao processo de
desenvolvimento do céncer.

Deste modo, fazem-se necessarios estudos envolvendo medicamentos
e seus possiveis efeitos na promocao do cancer. Nesse contexto, encontra-se a
Anfotericina B (Anf B), um importante antifingico derivado de Streptomyces
nodosus, amplamente utilizado por ser uma droga de referéncia para a maioria
das infecgfes fungicas.

A atividade fungicida da Anf B est4d associada a interacdo desse
farmaco com o ergosterol (presente na membrana dos fungos), formando poros e
desencadeando danos a seletividade de membrana. Como consequéncia, ocorre
a perda de ions e moléculas pequenas da célula, alterando o equilibrio i6nico e
promovendo a morte celular. Este antifingico é conhecido por sua elevada
toxicidade, sobretudo, por sua nefrotoxicidade, podendo desencadear uma série
de efeitos colaterais graves. A Anf B é tema de varios estudos, mas com poucas
informacdes disponiveis no que se refere a possiveis efeitos mutagénicos,
recombinogénicos e/ou carcinogénicos.

Diante do exposto, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo
principal de avaliar o potencial mutagénico e carcinogénico da Anfotericina B por
meio do teste SMART (Somatic Mutation and Recombination Test) e do teste para
deteccdo de tumores epiteliais (WTS), ambos realizados em Drosophila
melanogaster.

Este trabalho foi estruturado da seguinte maneira:

Capitulo I: compreende a fundamentacdo tedrica, na qual sao

destacados o0s principais assuntos a que se refere o trabalho: mecanismos



moleculares envolvidos com a génese do céancer, agentes mutagénicos,
mecanismos de biotransformacdo metabodlica (CYP450), doxorrubicina e
mitomicina C (drogas utilizadas como controles positivos na pesquisa), utilizacdo
da D. melanogaster em testes de mutagenicidade e os testes SMART e WTS.
Esse capitulo contém, portanto, informacdes bésicas imprescindiveis a
compreensao do assunto.

Capitulo Il apresenta o manuscrito intitulado “Potencial mutagénico e
carcinogénico da Anfotericina B em Drosophila melanogaster avaliado por meio
dos testes SMART e WTS”, a ser enviado para publicagdo no periédico Food and
Chemical Toxicology. Os resultados apresentados no referido artigo revelam que a

Anf B € um promutageno recombinogénico.



CAPITULO |
FUNDAMENTACAO TEORICA




1 Genética e Cancer

A genética ocupa uma posicao central em todo o campo da biologia.
Esta ciéncia se desenvolveu a partir do século XIX com os estudos de
hereditariedade de Mendel, chegando até a complexa biologia molecular atual
(MARTINEZ et al.,, 2006). O notavel avanco do conhecimento na area da genética
nos ultimos anos possibilitou a compreensdo dos processos biolégicos
relacionados a muitas doencgas, tais como o cancer (CATELANI, 2010).

Um dos eventos mais marcantes para obtencéo de tais conquistas foi a
elucidacdo da estrutura de DNA por Watson e Crick em 1957. Tal descoberta
revolucionou a genética, pois através do estudo dessa molécula foi possivel a
identificacdo dos processos de divisdo, replicacao, traducdo, que participam da
formacdo dos organismos vivos, e, também, dos processos fisioldégicos e
patoldgicos que neles acontecem, tais como as mutacdes (SUZUKI et al., 2009).

As mutacdes sdo modificacdes genotipicas que podem ocorrer tanto em
células da linhagem germinativa, como em células sométicas. No entanto,
somente as alteracfes germinativas podem ser herdadas. Por outro lado, as que
ocorrem nas células sométicas podem resultar na morte do portador ou na
diminuicao da funcao celular (SCHNEIDER et al., 2011).

As mutacOes podem ser causadas por agentes ambientais (poluentes
como alcatrdo, tabagismo, raios ultravioletas, alimentacdo), agentes bioldgicos
(infeccdo por virus oncogénicos, exemplo, o papiloma virus) e até mesmo por
predisposi¢cdes genéticas (quando um gene danificado que confere alta
suscetibilidade ao cancer é passado para diversas geracdes). Essas substancias
sdo denominadas de agentes mutagénicos (FERNANDES e MELLO, 2008;
GATES e FINK, 2008).

Os agentes mutagénicos estdo intrinsecamente associados a inducao
de cancer no homem e em animais por serem capazes de promover alteragdes no
material genético (INCA, 2008), uma vez que podem acelerar ou aumentar o
aparecimento de mutagcfes que estdao associadas ao desenvolvimento de
neoplasias (RIBEIRO e MARQUES, 2003). E pertinente ressaltar, entretanto, que



uma sé alteracdo no DNA ndo causa cancer, essa doenca se desenvolve quando
varias destas alteracfes ocorrem (DANTAS et al., 2009).

Segundo Fernandes e Mello (2008) quando ocorrem mutacOes
sucessivas no DNA, as células sofrem mudancas expressivas no padrdo de
comportamento resultando no processo de carcinogénese. Nesse caso, as células
perdem a capacidade de limitar e controlar o seu préprio crescimento e passam a
se multiplicar rapidamente e sem nenhum controle.

A carcinogénese pode iniciar-se de forma espontanea ou ser provocada
pela agdo de agentes carcinogénicos. Em ambos os casos verifica-se a indugao
de alteracdes, que podem ser alteragbes simples na sequéncia de DNA, ou mais
drasticas como delecbes, insercbes ou rearranjos na estrutura cromossémica.
Mas, pode ser iniciada também por modificaces ndo-mutagénicas, alterando o
padrdo epigenético do DNA, como a metilagdo (adicdo de um grupo metil) e a
alquilagéo (adicdo de um grupo alquila); porém, a maioria tem origem na alteracdo
do DNA (YOO e JONES, 2006). Conforme Figura 1.

- o @
- 4
« /‘\. .":‘/z“u a
™ -

Figura 1:Metilagdo do DNA.
Fonte:CMLS, Cell Mol. Life Sci. 59 (2002) 241-257.

O processo carcinogénico envolve as etapas de iniciacdo, promocao e
progressdo (ALMEIDA et al.,, 2005). A iniciagdo € o0 primeiro estagio da
carcinogénese onde ocorre a exposicao ao agente carcinogénico que condiciona
mudancas irreversiveis no DNA celular. A promocéao, fase subsequente, envolve
uma série de mudancgas celulares que resultam na proliferacdo e expanséo das
células. Estes mecanismos celulares proliferativos dependerdo de fatores
hormonais e de crescimento tumoral, com estimulo da atividade de fatores de

transcricdo e da acdo génica. A progressao € o terceiro e ultimo estagio da



carcinogénese, caracterizado pela alteracdo da reproducao celular ou a expanséo
clonal das células iniciadas. Este processo é considerado irreversivel, pois o
cancer ja esta instalado evoluindo até o surgimento das primeiras manifestacdes
clinicas da doenca (ALMEIDA et al., 2005; PIAZZA et al., 2010). Sendo assim, o
cancer se desenvolve quando células mutantes com rapida taxa de divisdo, ndo
controladas pelos mecanismos de regulacao do ciclo celular, adquirem capacidade
de invadir tecidos diferentes do qual tiveram origem, através de metastases,
acometendo progressivamente o organismo (RIBEIRO; MARQUES, 2003). Por ser

uma doengca complexa com muitos subtipos, o cancer pode afetar varios tecidos

de diversas maneiras (DALKIC et al., 2010). Como pode ser observado na Figura
2.
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Figura 2: Etapas da carcinogénese e mecanismos relacionados a esse processo.
Fonte: INCA, 2008.

Varios genes estdo envolvidos no controle genético do cancer. Dentre
eles destacam-se 0s proto-oncogenes, responsaveis pela proliferagcdo celular
ordenada, e supressores de tumor, responsaveis por manter a proliferacdo celular
controlada (LOURO et al., 2002; GAO et al., 2012). A superexpressao ou perda

(inativacdo) destes genes pode causar a proliferagdo celular descontrolada e



juntamente com uma falha na sinalizagdo para apoptose levar a formagao do
cancer (ALBERTS et al., 2004).

A divisdo celular normal é positivamente regulada ou estimulada
através de vias sinalizadoras. A progressdo do ciclo celular é, em parte,
controlada, por uma série de proteinas chamadas quinases dependentes de
ciclinas (CDKs), particularmente nas transices de fases. Os niveis de ciclinas
oscilam durante as etapas do ciclo celular, determinando o0 momento apropriado
de sua ligacdo com CDKs. Este grupo de enzimas, por sua vez, fosforila
substratos-chave que permitem a progresséao do ciclo celular (VERMEULEN et al.,
2003). Por outro lado, existe um grupo de inibidores do ciclo que atua impedindo
ou regulando negativamente as vias sinalizadoras de tal progressao no ciclo de
divisdo celular. De forma similar aos fatores estimuladores que levam a producéo
de ciclinas/CDKs, os reguladores negativos ativarao inibidores de CDKs (WARD,
2002).

Dentro do grupo de proteinas inibidoras do ciclo celular encontram-se a
pl5 e p16, que atuam bloqueando CDKs e ciclinas, impedindo o avanco do ciclo, e
as proteinas p21 e p53, que monitoram a saude celular, a integridade de seus
cromossomos e a execucao correta das diferentes fases do ciclo (RIVOIRE et al.,
2001; VERMEULEN et al., 2003).

Verifica-se, portanto, que o ciclo celular é controlado por uma série de
sinais e, se estes sinais sdo incorretamente sentidos ou se a célula responde de
maneira inadequada, o processo neoplasico se desenvolve (LOURO et al., 2002),

As neoplasias sdo um grave problema de salde publica em todo o
mundo, portanto, o estudo do potencial mutagénico e carcinogénico de
medicamentos, aditivos alimentares, e outros compostos utilizados pela populacéo

é primordial para um melhor entendimento e controle desta doenca.

2 Sistema de Biotransformacédo de Farmacos: Citocromo P450



O ser humano estd constantemente exposto a uma série de
xenobidticos  (agrotdéxicos, medicamentos e  produtos  quimicamente
industrializados, aditivos alimentares, poluentes ambientais) que podem causar
danos celulares (LUMAR, 2010).

Como a maioria dos xenobidticos sdo lipossoluveis, eles apresentam
facil absorcao e dificil eliminacdo. Sendo assim, para evitar o acumulo destes
produtos téxicos é necessario um sistema de metabolizacdo e biotransformacéo,
gue os transforme em compostos mais hidrossoluveis dificultando sua reabsorgéo
e facilitando a eliminagédo (PARKINSON, 2008).

Entretanto, esse processo de transformacdo pode também ativar
compostos antes inertes e de pouca toxicidade, originando produtos altamente
nocivos que podem se ligar ao DNA, RNA e proteinas e gerar radicais livres que
podem interferir nos mecanismos celulares. Portanto, o sistema responsavel por
eliminar os produtos toxicos, pode também conferir toxicidade a compostos que
anteriormente ndo eram prejudiciais (GUENGERICH, 2008).

Segundo Penildon (2006), as reacdes toxicas podem ser aparentes com
baixos niveis de exposicdo ao composto original, quando 0s mecanismos
alternativos de desintoxicacdo estdo saturados ou comprometidos e a
disponibilidade de co-substratos enddgenos desintoxicantes € limitada. Portanto,
guando esses recursos sao esgotados, pode prevalecer a via toxica, resultando
em toxicidade organica e até carcinogénese.

A metabolizacdo xenobidtica possui dois tipos de enzimas: as de
metabolismo oxidativo mediado, ou de fase |, e as enzimas conjugadas, ou de
fase Il. Muitas formulagdes, tais como hidrocarbonetos arométicos policiclicos, as
nitrosaminas e varias drogas medicamentosas, sdo convertidas a metabdlitos
altamente reativos pelas enzimas oxidativas da Fase |, que sdo principalmente
enzimas da superfamilia do citocromo P450, através da introdu¢cdo de um ou mais
grupamentos hidroxila ao substrato (LOURO et al., 2002).

De todos os sistemas de biotransformagéo o mais catalitico e versatil &
o Citocromo P450 (CYP450), que é responsavel pela metabolizacdo de diversos
compostos (MICHAUD et al., 2010). As enzimas desse sistema representam 0s

agentes oxidantes mais poderosos in vivo, capazes de promover a oxidacao de



uma grande variedade de substratos, estando envolvidas na oxidagdo de 70 a
90% dos farmacos utilizados clinicamente (CHEN et al., 2011).

Os niveis mais elevados de CYP 450 estdo presentes no figado.
Porém, estas proteinas sdo encontradas em praticamente todos os tecidos. As
enzimas do CYP 450 desempenham importante papel na biotransformacdo de
substancias exdégenas (xenobibticos) e enddgenas (esterdides, acidos graxos,
vitaminas lipossolUveis, eicosanoides), ressaltando sua versatilidade catalitica
(PARKINSON, 2008).

O genoma humano contém aproximadamente 60 genes do CYP450,
que codificam diversas enzimas. As enzimas do CYP450 contém um grupamento
heme geralmente em seu estado férrico (Fe**), podendo ser reduzido ao seu
estado ferroso (Fe®"), possibilitando sua ligacdo ao oxigénio ou ao monéxido de
carbono, conforme Figura 3. As enzimas que agem sobre o0s substratos
endégenos tém fungdo na biossintese e catabolismo de esterdides,
prostaglandinas e &cidos graxos. Ja as que agem sobre os xenobidticos séo
expressos principalmente no figado e tecidos epiteliais e tem como funcgéo
proteger o organismo de toxinas e substancias cancerigenas (PARKINSON,
2008).

RH
ROH
Fe3+
@ (1)  Fe™
Fe3* RH 1st e’
ROH @)
2+
Fe
(6) RH

Figura 3- ciclo catalitico do CYP450.
Fonte: www.ebah.com.br



O ciclo de reacao do CYP 450, mostrado na Figura 4, envolve seis
etapas: (1) ligacdo da enzima ao substrato, no sitio ativo; (2) transferéncia do
primeiro elétron do NADPH para o CYP 450 (via NADPH-P450 redutase); (3)
incorporacdo de uma molécula de oxigénio e transferéncia do segundo elétron
para o &tomo de ferro via citocromo NADPH-P450 redutase e citocromo bs; (4)
clivagem da ligagdo O-O e liberagdo de uma molécula de agua; (5) retirada de um
atomo de hidrogénio e adicdo de um grupo hidroxila; (6) liberacdo do produto final
(SAKAKI e INOUYE, 2000).

H-O-H
CITOPI ASMA

4
AAAAR0 o
UU“”UU”“UQ"“QU“UQQ“Q ENDOPLASMATICO

Figura 4- Mecanismo de acdo do CYP450. Hidroxilagdo de uma droga
lipossoluvel, aumentando sua solubilizacdo em agua e facilitando sua eliminacao.
Fonte: Santiago et al., 2002.

A principal reacdo catalisada pelas CYP 450 é uma reagdo mono-
oxigenase, isto é, insercdo de um atomo de oxigénio em um substrato organico
(RH) enquanto o outro atomo oxigénio é reduzido a dgua (SANTIAGO et al. 2002;
PARKINSON, 2008). Porém, essas enzimas podem catalisar diversas reacdes
quimicas tais como a hidroxilagho de atomos de carbono, epoxidacéao,
desidrogenacdo, clivagem de ésteres, transferéncia de grupos oxidativos,

desalogenacao oxidativa e alquilacado de heteroatomos (SANTIAGO et al., 2002).

3 Anfotericina B
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A Anfotericina B (Anf B) é um antibiético poliénico de amplo espectro,
obtido de culturas de Streptomyces nodosus, que apresenta propriedades
anfipaticas, ou seja, possui por¢cdes hidrofébicas e hidrofilicas que a torna pouco
solivel em agua. A maior solubilidade em agua € conseguida por formulagcdo com
desoxicolato ou uma variedade de transportadores lipidicos (LESTNER et al.,
2010). Apesar das formulacdes dissolvidas em lipideos estarem associadas com
menores efeitos colaterais, elas sdo de alto custo e ndo sdo mais efetivas do que
a Anf B em desoxicolato (PINTO, 2006). A férmula estrutural da Anf B pode ser
observada na Figura 5.

HO

Figura 5- Férmula estrutural da Anfotericina B.
Fonte: Katzung, 2006.

Este farmaco possui atividade antibidtica efetiva contra diversas
espécies de fungos patogénicos, tais como: Candida spp, Cryptococcus
neoformans, Blastomyces desmatitidis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix
schenckii, Coccidioides immitis, Paracoccidioides braziliensis, Aspergillus spp,
Penicilium marneffei. Apesar do desenvolvimento de novos agentes terapéuticos,
a Anf B continua tendo uma grande importancia na terapia antifingica,
principalmente nas infecgbes sisttmicas e em alguns casos de Leishmaniose
(KNODERER e KNODERER, 2011).

Além do efeito antifingico, o farmaco também apresenta um potente

efeito imunoestimulante, tanto sobre a imunidade humoral quanto sobre a
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imunidade celular. Além de atuar sobre os microrganismos, a Anf B também
aumenta a resisténcia do paciente a infeccdo, potencializando o efeito dos
macrofagos. Esta acdo da Anf B é de grande importancia clinica ja que a maioria
dos pacientes com infeccbes fungicas sistémicas apresenta diminuicdo da
imunidade celular (PINTO, 2006).

Mesmo sendo a Anf B, atualmente, o antifungico mais eficaz disponivel,
Seu uso é restrito pela sua toxicidade sistémica e local. A disfuncao renal € o mais
importante efeito toxico e ocorre na grande maioria dos pacientes. Usualmente as
disfuncdes renais sao reversiveis quando interrompida a administracdo do
farmaco, porém redugdes permanentes na filtracdo glomerular podem permanecer
(CASTRO et al., 2006). limitando sua utilizacdo devido a sua elevada toxicidade
(KNODERER, KNODERER 2011).

A Anf B pode também causar outros efeitos colaterais como
neurotoxicidade e erupcao cutanea, dependendo da via de administracdo (RANG
et al., 2007). Em muitos casos uma alteracdo na dose pode atingir outros alvos
gue ndo eram esperados, resultando em efeitos colaterais ainda mais graves
(ERTUGRUL et al., 2010). Esse resultado inesperado pode acontecer também
devido a um residuo intermediario ou a um subproduto resultante do processo de
sintese e eliminacéo deste farmaco (RANG, 2007).

A administracdo por via endovenosa, ocorre a partir da diluicdo da
ampola contendo 50 mg de Anf B mais desoxicolato de s6dio em 10 mL de
diluente (dgua para injecao). A solucéo é adicionada ao soro glicosado para obter
uma concentracéo de 0,1 mg/mL, e o tempo de infusdo pode variar de 2 a 4 horas.
O medicamento circula pelo corpo, ligada a lipoproteinas e se distribui através de
ligacdes as membranas (PINTO, 2006). A aplicacdo deve ser por via endovenosa,
em fusdo lenta, para obtencdo de niveis adequados no sangue e tecidos. A dose
diaria unica para humanos € de 1 mg/Kg de peso corporal e estima-se a sua meia-
vida inicial em 24 a 48 horas, sendo que a Anf B convencional alcanca maiores
concentracdes no figado, bacgo, rins e pulmdes (MARTINEZ et al., 2006).

O principal mecanismo de acdo da Anf B ocorre pela ligacdo do
farmaco aos esterdis das membranas celulares interferindo nas funcdes de
permeabilidade e transporte. Esta ligagdo desencadeia a formagé&o de poros na

membrana, onde o centro hidrofilico da molécula de Anf B cria um canal idnico
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transmembrana. Uma das repercussdes mais importantes deste processo é a
perda de ions intracelulares. A Anf B possui uma acgdo seletiva, ligando-se
avidamente as membranas de fungos e alguns protozoarios tendo menor afinidade
para ligacdo a células de mamiferos, e ndo se ligando as bactérias (FILIPPIN e
SOUZA, 2006).

Em pequenas concentracfes esta ligagdo entre a membrana e a Anf B
€ reversivel e ndo envolve gasto de energia. Porém, em concentracbes mais
elevadas esta reacao se torna irreversivel, passando a envolver gasto energético.
Em virtude desta interagdo, os agentes poliénicos formam poros ou canais que
aumentam a permeabilidade da membrana (Figura 6). A formacao destes canais
causa uma alteracdo da permeabilidade celular e, consequentemente, o escape
de pequenos ions e metabdlitos, principalmente ions potassio, levando

eventualmente a morte celular (GILMAN et al., 2006).

A mechanism 1: sterol sequestration B mechanism 2: membrane permeabilization
AmB macrolactone
mycosamine ergosterol

Figura 6- Mecanismo de acao da Anfotericina B, mostrando a interacdo da droga
com o ergosterol (A), e os poros formados na membrana (B) e consequentemente
a perda de sua seletividade com influxo de ions. Fonte: Palacios et al. (2011).

Embora a Anf B possua maior afinidade por ergosterol, também pode se
ligar ao colesterol e causar efeitos toxicos (PEIXOTO et al.,, 2009). Um estudo
desenvolvido com o objetivo de avaliar o potencial genotdxico da Anf B, utilizando
linfécitos de sangue periférico humano, detectou que a Anf B, dependendo da
concentracdo, pode induzir aberragcbes cromossémicas e diminuicdo do indice
mitético (EGITO et al., 2004).
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Contudo, desde que a Anf B existe no mercado nao se registraram
relatos relacionados com o farmaco, de carcinogénese, mutagénese, teratogénese

ou reacOes adversas na fertilidade (ALVES et al., 2009).

4 Controles positivos

4.1 Doxorrubicina (DXR)

Alguns antibiéticos, derivados do género Streptomyces, apresentam
propriedades quimioterapicas por terem atividade citotoxica e capacidade de
interferir no crescimento celular. Dentre estes antibiéticos pode-se destacar a
doxorrubicina (Figura 7), um potente quimioterapico do grupo das antraciclinas,

gue € amplamente utilizado em varios tipos de neoplasias (GILMAN et al., 2006).

Figura 7 - Férmula estrutural da Doxorrubicina.
Fonte: Gilman et al. (2006).

A DXR é frequentemente utilizada no tratamento para regressdo de
neoplasias como: carcinoma da mama, pulmao, bexiga, tiredide, ovario; sarcomas
0sseos e dos tecidos moles; linfomas de Hodgkin e ndo-Hodgkin; neuroblastoma;
tumor de Wilms; leucemia linfoblastica aguda e leucemia mieloblastica aguda
(GARNIS et al., 2004). E administrado por infusdo intravenosa e o extravasamento
no local da injecdo pode causar necrose. Os efeitos colaterais mais importantes
sdo mielossupressdo e cardiotoxicidade. Agudamente, a doxorrubicina pode
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causar arritmias cardiacas e depressao da funcdo miocardica (VALDIVIESO et al.,
2012).

Este farmaco apresenta em sua estrutura um anel de antraciclina que
se intercala entre os pares de nucleotideos da dupla fita de DNA nas fases de
transcricdo e replicagdo, produzindo radicais livres altamente reativos, que,
consequentemente, lesam a membrana celular e o DNA. A intercalagdo entre
pares de bases adjacentes inibe todas as formas de sintese dependentes de RNA
e DNA, sendo a formacdo de RNA ribossdbmico mais sensivel a acdo do farmaco
(KATZUNG, 20086).

Entre as diversas acdes citotdxicas da doxorrubicina a principal parece
ser mediada por um efeito na topoisomerase Il que, em presenca do
antineoplasico, nao consegue separar o0s filamentos do DNA, e
subsequentemente, fechar as rupturas, para que o DNA gire em torno do proprio
eixo. Portanto, a replicacao é consideravelmente afetada, prejudicando as células
em proliferacdo (RANG et al., 2007). As propriedades citotoxicas da doxorrubicina
sobre as células malignas e os efeitos toxicos em varios 6rgados parecem estar
relacionadas, também, a ligacdo da droga a membrana celular lipidica, que afeta
uma variedade de funcdes celulares (VALDIVIESO et al., 2012). O uso da DXR
pode, portanto, alterar uma série de funcbes do DNA, a sintese de RNA, e pode
ainda causar quebras mono e bifilamentares, bem como a troca de croméatides
irmas (VALDIVIESO et al.,, 2012). Esses efeitos culminam com a destruicdo da
célula. Entretanto, apesar de apresentar diversos efeitos colaterais, a
doxorrubicina é considerada muito efetiva no tratamento quimioterapico (GILMAN
et al., 2006).

As células tratadas com doxorrubicina manifestam alteracGes
mutagénicas que pode ser comprovada em diversos estudos, tais como: Dutra et
al. (2009), Costa et al. (2006) e Orsolin et al. (2012), sendo ideal como controle

positivo em testes como o0 SMART.

4.2 Mitomicina C (MMC)

As Mitomicinas sdo potentes antibidticos pertencentes a familia dos

guinolones. Em 1956, Wakaki e colaboradores isolaram as mitomicinas A e B a
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partir do caldo de Streptomyces caespitosus e, logo em seguida, a mitomicina C
foi isolada deste mesmo fungo. No entanto, somente a Mitomicina C tem atividade
antitumoral. Ela apresenta uma estrutura quimica complexa e um alto peso
molecular, tem a forma de cristais azul-violeta, sendo solavel em agua e solventes
organicos. Sua molécula possui trés grupos reconhecidamente carcinostéticos: um
anel de aziridina (z), o grupo quinona (X) e o grupo octano (y) (NETTO et al.,

2006). A Figura 8 traz a férmula estrutural da Mitomicina C.

O O

X | I
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Figura 8- Férmula estrutural da Mitomicina C
Fonte: Ribeiro et al. (2003).

A droga € administrada por via endovenosa, sendo usada
principalmente no tratamento do cancer de células escamosas do anus, do colo do
Gtero e em adenocarcinomas do estdbmago, pancreas e pulméao. Acredita-se que
ela seja o melhor farmaco disponivel para uso em associacdo com radioterapia
para atacar células hipoxicas (SORENSEN et al., 2010). Entretanto, o seu uso é
limitado em funcdo de sua toxicidade. Além disso, efeitos colaterais como
mielossupressdo e danos gastrintestinais sdo frequentes. Portanto, varios
analogos tém sido sintetizados buscando diminuir a toxicidade e aumentar a
eficacia (MARTINEZ, 2011).

A mitomicina C (MMC) é um antimetabdlito alquilante que sofre ativagcéao
metabolica mediada por enzimas e se une ao DNA através de ligacGes cruzadas
(CRONEMBERGER et al., 2004; KATZUNG, 2006). Inibe a sintese do DNA, do
RNA e de proteinas, atuando ainda sobre a proliferacdo fibroblastica, na

degradacédo do DNA pré-formado e na lise do nucleo celular (OLIVEIRA; ALVES,;
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2002). Acredita-se que a Mitomicina C seja capaz de provocar apoptose e inibir a
proliferagcéao celular (OLIVEIRA; ALVES; 2002).

Segundo Ribeiro et al. (2003), vérios trabalhos na literatura demonstram
a eficacia da MMC como inibidor do crescimento tumoral, pela sua acédo direta
sobre o DNA. Trabalhos in vitro demonstram também uma importante capacidade

de inibicao de fibroblastos, fatores esses que justificam sua ampla utilizacao.

5 Organismo Teste: Drosophila melanogaster

Testes genéticos em Drosophila melanogaster tém sido utilizados por
mais de 50 anos na identificacdo dos produtos mutagénicos e no estudo de seus
mecanismos de acdo. No entanto, testes de antigenotoxicidade datam da Ultima
década (IDAOMAR et al., 2002).

A D. melanogaster, conhecida popularmente como mosca-da-fruta, € um
organismo eucarionte, da ordem Diptera, com 2n=8 cromossomos, sendo 3 pares
de autossomos e 1 par sexual. E um organismo teste muito utilizado pelos
pesquisadores, por ser de facil manutencdo em laboratério, ter um ciclo
reprodutivo curto, fornecer um grande numero de individuos por progénie e
apresentar reacdes metabdlicas semelhantes as dos mamiferos, o que permite
certo grau de extrapolacdo para humanos (GRAF, 1994). Além disso, possui um
sistema versatil para o metabolismo de agentes xenobidticos (CYP450), capaz de
ativar promutagenos e procarcinégenos (GRAF; VAN SCHAIK, 1992).

A D. melanogaster € um inseto de pequenas dimensdes, com cerca de
3 milimetros de comprimento e que exibe acentuado dimorfismo sexual, sendo as
fémeas mais longas do que os machos. Por outro lado, os machos possuem uma
zona pilosa denominada de “pente sexual’, situada no primeiro par de patas,
estrutura esta que nao existe nas fémeas (REEVE, 2001), sinalizado pela seta na

Figura 9.
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Figura 9- Casal de Drosophila melanogaster, a esquerda a fémea, que é maior e
nao apresenta pente sexual e a direita 0 macho, que é menor e apresenta o
abdome mais segmentado e pente sexual (indicado pela seta).

Fonte: www.arrogantscientist.wordpress.com

A D. melanogaster é o organismo teste utilizado para realizacdo do
teste SMART (Somatic Mutation and Recombination Test), utilizado para a
deteccdo de mutacBes e recombinacbes somaticas (GRAF, 1984) e também do
WTS (Teste para Deteccédo de Tumores Epiteliais).

6 Testes Utilizados
6.1 Teste para Deteccgdo de Mutagcdo e Recombinagéo (SMART)

O SMART foi desenvolvido por Graf et al. (1984) para deteccao de
agentes mutagénicos e recombinogénicos, entretanto, também é um teste eficaz
para antimutagenicidade. Este teste detecta um amplo espectro de eventos
mutagénicos, tais como mutac¢Bes pontuais, delecdes ou tipos especificos de
translocacao, assim como recombinacao mitética (GRAF et al., 1984).

O SMART utiliza trés linhagens mutantes de D. melanogaster:

» mwh/mwh (mwh — multiple wing hairs);
> fIr/In(BLR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aa bx** e Bd® (fIr* — flare®);
> ORR/ORR; flr3/In(3LR)TMS3, ri p° sep 1(3)89Aa bx** e Bd® (Oregon R — flare®);

A linhagem mwh possui um gene marcador no cromossomo 3 (3-0,3)
numa posicao distal, que se caracteriza por expressar trés ou mais pelos em cada
célula. A linhagem é mantida em homozigose, j4 que esta € uma mutacgéo viavel.

Ja os individuos flare® possuem o gene flr* numa posicdo mais proximal, também
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no cromossomo 3 (3-38,8). Neste caso, o pelo mal formado é caracterizado por se
assemelhar a uma chama de vela. O gene marcador flr* é letal em homozigose
(GRAF et al., 1984; GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995), portanto, foi desenvolvido
um cromossomo homologo balanceador TM3, Bd® (Third Multiple 3, Beaded-
serrate) que mantém a heterozigose da linhagem e permite que ela seja viavel
(LINDSLEY; ZIMM, 1992).

A linhagem Oregon R; flare® foi construida por Frélich e Wurgler (1989)
e, apesar de apresentar o marcador flr’, é diferente dos individuos dessa
linhagem, pois os cromossomos 1 e 2 das linhagens originais (mwh e flr®) foram
substituidos pelos da linhagem Oregon R (R), resistente ao DDT, e que possui alta
atividade de enzimas citocromo P450 (FREI; WURGLER, 1995). A insercédo dessa
linhagem tornou o teste SMART mais sensivel a ativacdo de promutagenos via
citocromo (HALLSTROM; BLANK,1985).

Com estas linhagens sao realizados dois cruzamentos: o Cruzamento
Padréo (ST- Standard Cross), onde fémeas virgens flr*/In(3LR)TM3 s&o cruzadas
com machos mwh/mwh (GRAF et al., 1989), e o Cruzamento de Alta Bioativagao
(HB- High Bioactivation Cross), onde fémeas virgens ORR;:flr¥/In(3LR)TM3 s&o
cruzadas com machos mwh/mwh (GRAF; VAN SCHAIK, 1992).

Desses cruzamentos nascem dois tipos de descendentes:
transheterozigotos para os genes marcadores mwh e flr* (MH) e heterozigotos
para o cromossomo TM3 (BH). Esses descendentes sao distintos fenotipicamente,
com base no marcador TM3, Bd®. Os individuos MH (mwh+/+flr®) apresentam os
cromossomos estruturalmente normais, enquanto que o0s individuos BH
(mwh+/+TM3,Bd®) apresentam um cromossomo com um balanceador génico com
multiplas inversées (TM3,Bd®). O fenétipo dos descendentes MH é de asa
selvagem, com borda lisa, enquanto que nos descendentes BH as asas sao mal
formadas, com aparéncia picotada ou serrilhada, resultado da expressao do gene
Bd®, como pode ser observado na Figura 10 (GUZMAN-RINCON; GRAF, 1994).
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Figura 10- Fendtipo das asas dos descendentes de D. melanogaster. (A) trans-
heterozigotos mwh+/+flr*, MH; (B) heterozigotos para o cromossomo TM3,
mww+/+TM3, Bd®, BH.
Fonte: Fotos (microscopio éptico) do Laboratério de Citogenética e Mutagénese,
UNIPAM, Patos de Minas, MG.

Durante o processo embrionario da Drosophila, hd a proliferacdo de
grupos de células, chamados discos imaginais, que se diferenciam e,
posteriormente, formam as estruturas do corpo da mosca, inclusive as asas.
Quando ocorrem mutacdes neste periodo de desenvolvimento, as células do disco
imaginal da asa afetadas pela mutacdo perdem a heterozigose dos genes
marcadores recessivos, que se manifestam na mosca adulta através de pelos
mutantes em suas asas (ANDRADE; LEHMANN, 2003).

As asas dos individuos MH expressam pelos mutantes originados de
alteraces mutagénicas e recombinogénicas, ocorridas nos loci génicos mwh e flr®.
Ja os descendentes BH, devido a presenca do cromossomo balanceador
TM3/Bd®, que possui mdltiplas inversées e, por isso, inviabiliza a recombinacao,
expressam apenas eventos mutagénicos. Entdo, esses pelos mutantes séo
classificados em manchas: (1) simples, quando expressam apenas um dos
marcadores, mwh (que se caracteriza por apresentar 3 pelos por célula) ou fIr®,
(que se caracteriza por apresentar um pelo mal formado em formato de chama de
vela) originadas por mutagdo, aberracdo cromossémica (delecdo) ou
recombinacao distal; e (2) gémeas, quando expressam os dois marcadores mwh e

flr* na mesma mancha (GRAF et al., 1984), conforme mostra a Figura 11.
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Figura 11- Tipos de manchas mutantes observadas em asas de Drosophila
melanogaster. (A) Mancha simples; (B) Mancha gémea.
Fonte: Fotos (microscopio optico) do Laboratério de Citogenética e Mutagénese,
UNIPAM, Patos de Minas, MG.

Quanto ao tamanho, as manchas podem ser classificadas em
pequenas, quando possuem 1 ou 2 pelos mutantes, ou grandes, se houver mais
de 2 pelos mutantes por segmento de asa. A posi¢cdo da mancha é determinada
de acordo com o setor da asa, que é dividida para efeito de observacées em 7
regides: A, B, C’,C,D, D’ e E.

As linhagens de D. melanogaster existentes no Laboratério de

Citogenética e Mutagénese foram cedidas pelo Dr. Ulrich Graf (Physiology and
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Animal Husbandry, Institute of Animal Science, ETH Zurich, Schwerzenbach,
Switzerland). Os estoques sdo mantidos a temperatura de 25° C, em frascos de
250 mL, contendo um meio preparado com 820 mL de agua, 11g de agar, 156 g
de banana, 1 g de nipagim (metil parabeno) e 25 g de fermento biologico
(Sacharomyces cerevisiae) que, depois de aquecido, € distribuido de maneira
uniforme pelos frascos e servird de meio de cultura para o desenvolvimento das

larvas.

6.2-Teste para deteccdo de clones de tumor epitelial em D. melanogaster
(wts)

Alguns genomas tao distantes na escala evolutiva como de Drosophila e
humanos ainda apresentam grande homologia entre diversos genes, inclusive
alguns supressores de tumor, como o0 gene wts. Essa conservagao evolutiva tem
sido de grande importancia para a compreensdo dos processos envolvidos no
desenvolvimento do cancer em humanos (SIDOROQV et al., 2001).

O gene wts encontrado em D. melanogaster esta ligado a supressao de
tumor e apresenta grande importancia no controle da morfogénese e na
proliferacdo celular (NISHIYAMA et al.,1999). Este gene codifica uma proteina
denominada serina treonina quinase que, juntamente como as ciclinas, participam
do processo de regulacdo do ciclo de divisdo celular (EEKEN et al., 2002). Os
mamiferos apresentam um homologo ao gene wts, o gene LATS1 que, também,
tem papel de regulacdo no ciclo celular. Assim como o wts, o LAST1l é
responsavel pela producdo da serina treonina quinase e, portanto, mutacdes
nestes genes, estao ligadas ao desenvolvimento de tumores (SIAM et al., 2009).

Normalmente, quando um agente cancerigeno causa uma alteracdo no
material genético, as vias de sinalizacdo do chamado checkpoint sdo ativadas
para garantir o controle celular (KEMP et al., 2011). O ciclo celular € controlado
por uma familia de proteinas quinases que reagem as atividades metabdlicas da
célula com a finalidade de uma divisdo ordenada. Essas quinases Ssao
heterodimeros, e possuem uma unidade regulatoria, as ciclinas, e uma catalitica, a

proteina quinase dependente de ciclina (CDK). Nas células existem pelo menos
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quatro tipos de ciclinas (A, B, C e D) e pelo menos oito tipos de CDKs (CDK1 ao
CDKB8). Estas agem em diversas combina¢cdes em pontos especificos no ciclo
celular (SIAM et al., 2009).

Durante a metamorfose da Drosophila é formado o chamado disco
imaginal, que corresponde a um grupo de células na larva que vao originar as
estruturas presentes na epiderme da mosca adulta. As células do disco imaginal
da Drosophila se assemelham muito as células sométicas dos humanos (JUSTICE
et al., 1995;. XU et al., 1995). Se ocorrerem mutagcdes durante a formagédo das
células desse disco imaginal estas se manifestardo como tumores na mosca
adulta (SIDOROQV et al., 2001).

O gene marcador wts é letal em homozigose (EEKEN et al, 2002),
portanto foi desenvolvido um cromossomo homologo balanceador TM3 Sb*
caracterizado por multiplas inversdes e marcado por um alelo dominante stubble
(SbY) que mantém a heterozigose da linhagem e permite que ela seja viavel.
Entretanto, a sua delecdo em grupos de células é viavel, levando a formacao de
verrugas (warts), arredondadas e potencialmente invasivas, que tem a capacidade
de se desenvolver por todo o corpo da mosca (JUSTICE et al., 1995), como pode

ser observado na Figura 12.

(A)

Figura 12. Tumores. (A) Tumor na cabeca; (B) Tumor na asa.

Fonte: Fotos (microscépio estereoscopico) do Laboratorio de Citogenética e
Mutagénese, UNIPAM, Patos de Minas, MG.

Para a realizacao do teste WTS sao utilizadas duas linhagens mutantes

de D. melanogaster (wts e mwh), que sé@o portadoras dos marcadores genéticos
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warts (wts, 3-100) e multiple wing hairs (mwh, 3-0,3). A linhagem st* in® kni"* p°
wts*/TM3, Sb* foi gentiimente cedida pelo Bloomington Drosophila Stock Center,
da Universidade de Indiana, USA, com o numero de registro: Bloomington/7052.
Os estoques sdo mantidos em frascos de ¥ de litro contendo meio de cultura de
D. melanogaster (820 mL de agua; 25g de fermento- Sacchoromyces cerevisiae;

11g de &gar; 1569 de banana e 1g de nipagin), a temperatura de 25° C e 60% de
umidade.
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CAPITULO I

AVALIACAO DO POTENCIAL MUTAGENICO E
CARCINOGENICO DA ANFOTERICINA B EM
CELULAS SOMATICAS DE Drosophila

melanogaster
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RESUMO

A Anfotericina B (Anf B) é um antifingico extraido de Streptomyces nodosus, que
possui atividade antibidtica efetiva contra diversas espécies de fungos
patogénicos. Devido a toxicidade desta droga, o presente trabalho foi
desenvolvido com o0 objetivo de avaliar sua atividade mutagénica,
recombinogénica e carcinogénica. Para tanto, foram utilizados os testes para
Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART) e o Teste para
Deteccdo de Tumores Epiteliais (wts), ambos realizados em Drosophila
melanogaster. No SMART foram utilizadas larvas de 4 horas provenientes do
cruzamento padréo (ST) e de alta capacidade de bioativacdo metabdlica (HB). As
larvas provenientes de ambos os cruzamentos foram tratadas com diferentes
concentracbes de Anfotericina B (0,01; 0,02 e 0,04 mg/mL). Os resultados
revelaram que a Anf B causou aumento significativo no nimero de manchas nos
individuos provenientes do cruzamento HB, 0 que sugere que esse farmaco atua
como um prémutageno, manifestando tal efeito apos a biotransformacdo pelo
sistema citocromo P450. Os resultados indicam, também, que a
recombinogenicidade é o principal evento induzido pela Anf B. A recombinacéo
homéloga pode ter funcdo determinante nos diferentes estagios da carcinogénese.
Para esta verificagdo, larvas provenientes do teste wts, descendentes do
cruzamento de fémeas virgens wts/TM3 com machos mwh/mwh, foram tratadas
com as mesmas concentracbes de Anf B isoladas e em associagdo com a
mitomicina C (0,1 mM). Os resultados nao revelaram atividade carcinogénica para
a Anf B.

Palavras-chave: Anfotericina B, SMART, wts, Recombinacdo, Drosophila

melanogaster.
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ABSTRACT

Amphotericin B (AmB) is an antifungal extracted from Streptomyces nodosus. Its
fungicidal activity depends primarily on its binding to the sterol group, present in
the membrane of fungi. Due to the toxicity of this drug this study aimed to evaluate
their mutagenic, carcinogenic and recombinogenic activity. To do so, we used
Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) and the test for the detection
of Epithelial Tumors (wts), both in Drosophila melanogaster. In the assessment
using SMART, larvae from 72 h, descendants from the standard (ST) cross and the
high bioactivation (HB) cross were treated with different concentrations of
Amphotericin B (0.01; 0.02 e 0.04 mg/mL). The results revealed that the AmB is a
promutagen exhibiting increase in the number of spots on individuals from high
bioactivation (HB) cross with a high level of the cytochrome P450. The results also
indicate that recombinogenicity is the main genotoxic event induced by AmB.
Homologous recombination can function as a determinant at different stages of
carcinogenesis. For verification, larvae from the wts test, descendants from the
wts/TM3 virgin female and mwh/mwh male cross, were treated with the same three
AmB concentrations separately and in association with mitomicin C (0.1 mM). The

results did not, however, provide evidence that AmB has carcinogenic potential.

KEYWORDS: Amphotericin B, SMART, wts, Recombination, Drosophila

melanogaster.
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1 INTRODUCAO

A anfotericina B (Anf B) € um antibiético natural poliénico, obtido a
partir de culturas do actinomiceto Streptomyces nodosus (MICELI;
CHANDRASEKAR, 2012), que se caracteriza por apresentar um amplo anel
contendo um grupo funcional lactona e uma sequéncia de duplas ligacdes
conjugadas (MANZONI et al., 2012). Esta droga apresenta grande importancia
para a saude publica por ser amplamente utilizada no tratamento de infec¢des
fungicas sistémicas graves (ALSAAD, GRAY, OSTROUMOVA,; 2012), inclusive em
pacientes imunocomprometidos e em tratamento quimioterapico (OGITA et al.,
2012).

O mecanismo de acdo deste farmaco consiste em sua ligacdo ao
grupo esterol, principalmente ergosterol, presente na membrana celular de fungos
(VIRAG et al., 2012). Esta ligacdo causa extravazamento de ions intracelulares,
resultando em ruptura osmotica (MICELI e CHANDRASEKAR, 2012).
Consequentemente, h& despolarizacdo e aumento da permeabilidade, culminando
na morte celular (VAN DE VEN et al., 2012). Entretanto, a forma¢ao de canais na
membrana celular ndo parece ser o Unico mecanismo de atividade da Anf B, ja
gue esta também provoca estresse oxidativo que € mediado por radicais de
superéxido (KIM et al., 2012). O dano na funcéo oxidativa celular e a ligacdo ao
ergosterol da membrana estéo ligados ao efeito téxico deste farmaco (FAUVEL et
al., 2012).

Atualmente, a anfotericina B, € o antifangico de maior eficacia
disponivel. Todavia, a sua utilizacdo € limitada em funcdo de sua elevada
toxicidade sistémica e local. A disfuncéo renal € o mais importante efeito toxico e
ocorre na grande maioria dos pacientes. Usualmente as disfuncdes renais séo
reversiveis quando cessada a terapia, porém, redu¢des permanentes na filtragéo
glomerular podem permanecer (CASTRO et al., 2008; KNODERER, 2011; SIVAK
et al., 2011).

Apesar de inumeros relatos dos efeitos toxicos da Anf B pouco se

sabe sobre seus efeitos sobre o DNA celular. Poucos estudos tem demonstrado o
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potencial carcinogénico e mutagénico da Anf B (EGITO et al., 2004; PEIXOTO et
al., 2009).

Embora a recombinacdo homologa seja um processo importante para
a reparacdo de DNA, ha cada vez mais evidéncias de que rearranjos gendémicos
deletérios podem resultar de recombinagcdo homodloga, o que significa que os
eventos de recombinacdo homologa podem ser determinantes na carcinogénese
(AROSSI et al., 2009). A transformacédo de células normais em células cancerosas
€ um processo de multiplos passos. Recombinacdo mitética € um mecanismo
envolvido na determinagdo de tal transformagdo (NOWELL, 1976; BARRETT,
1993). Em células heterozigotas, tendo ambos os alelos mutantes e normais para
um gene supressor de tumor, a recombinacdo somatica pode ser um promotor de
neoplasias por induzir homozigose do alelo supressor de tumor mutante (MAHER
et al., 1993; SENGSTAG, 1994).

Portanto, justifica-se a importancia de um estudo que avalie os
possiveis danos ao DNA causados por esta droga. Neste contexto, a Genética
Toxicologica tem contribuido ao centrar suas investigacdes no uso de diferentes
bioensaios capazes de detectar mutacfes pontuais e aberracbes cromossomicas,
produzidas por agentes fisicos, quimicos e biolégicos presentes no meio, inclusive
farmacos (CUENCA e RAMIREZ, 2004). Dentre esses bioensaios destacam-se o
teste para deteccdo de mutacdo e recombinacdo somatica (SMART) e o teste para
deteccgéo de clones de tumor epitelial WTS.

O SMART avalia o potencial mutagénico e recombinogénico dos
compostos através das linhagens mutantes, de D. melanogaster, denominadas
multiple wing hairs (mwh), flare (fir’) e ORR (GRAF, 1989). Dos cruzamentos entre
estas trés linhagens obtém-se moscas que apresentam 0s genes marcadores
mwh e flr* (MORAGA e GRAF, 1989; FREI et al., 1992). Estes marcadores
possibilitam avaliar a atividade mutagénica das substancias, uma vez que
mutacOes nestes genes causam perda da heterozigose, gerando alteracbes na
formacdo do disco imaginal, que se manifestam na mosca adulta através de
manchas de pelos mutantes em suas asas (GUZMAN-RINCON e GRAF, 1992).

Ja o teste para deteccdo de clones de tumor epitelial (wts) é utilizado
para avaliar o potencial carcinogénico de substancias, através de alteragbes no

gene warts. Este gene é extremamente importante no controle da morfogénese e
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proliferacéo celular (EEKEN et al., 2002), atuando como supressor de tumor em
Drosophila (NISHIYAMA, et al. 1999). Delecdes neste gene levam a formacéo de
clones de células arredondadas, chamados de verrugas, que se distribuem por
todo o corpo da mosca (JUSTICE et al., 1995).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial mutagénico,
recombinogénico e carcinogénico da Anf B por meio dos testes para a Deteccao
de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART) e para a Deteccéo de clones de

tumores epiteliais (wts), ambos realizados em D. melanogaster.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Agentes Quimicos

Anfotericina B (Anf B), de nome comercial Anfotericin B (CAS 1397-89-
3), fabricada pelo laboratério Cristalia, Sdo Paulo, Brasil, com peso molecular
924,084 gramas/mol, formula C47H73NO;7 e lote de nimero 09085992, contendo
um frasco ampola com po liofilizado injetavel e uma ampola com 10 mL de
diluente, foi gentilmente cedida pela Farméacia do Hospital Regional Antdnio Dias,
da cidade de Patos de Minas. A Figura 1 mostra a estrutura quimica do composto
testado.

Cloridrato de Doxorrubicina (DXR), de nome comercial Doxolen, lote
namero 83520, fabricado por Eurofarma Laboratérios e distribuido pela Zodiac
Produtos Farmacéuticos S. A., Sado Paulo, Brasil, foi utilizado neste estudo na
concentracdo de 0,125 mg/mL. Cada frasco de Doxolen contém 10mg de DXR
liofilizada. Este medicamento possui peso molecular de 580,0 e férmula molecular
C27H29NO11.HCI (CAS 23214-92-8).

Mitomicina C de nome comercial Mitocin®, um pé lifolizado para solugéo
injetavel, com lote nimero 948931, fabricado por Kyowa Hakko Kirin, Japédo e
importado por Bristol-Myers Squibb Farmacéutica, Sdo Paulo, Brasil, foi utilizada
na concentracdo de 0,1 mM Cada frasco-ampola contém 5 mg de mitomicina. A
mitomicina C tem férmula molecular, C15H1gN4Os (CAS 50-07-7). Este composto

foi utilizado como controle positivo na indugao de tumor.
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Fig. 1 Estrutura quimica da Anfotericina B.

2.2 Teste para a Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART)

em células somaticas de Drosophila melanogaster
2.2.1 Linhagens Estoques, cruzamentos e tratamentos

As linhagens de D. melanogaster existentes no Laboratério de
Citogenética e Mutagénese do Centro Universitario de Patos de Minas sé&o
mantidas a temperatura de 25° C em frascos de 250 mL contendo um meio
preparado com 820 mL de agua, 119 de agar, 156 g de banana, 1 g de nipagim e
25 g de fermento biolégico (Sacharomyces cerevisiae).

Trés linhagens de D. Melanogaster mutantes foram utilizadas neste
experimento: mwh, fir® e ORR.

A linhagem mwh possui um gene marcador no cromossomo 3 (3-0,3)
numa posicao distal, caracterizado por expressar trés ou mais pelos em cada
célula; a linhagem é mantida em homozigose por ser esta uma mutacao viavel. Ja
os individuos flare*> possuem o gene flr* numa posicdo proximal, também no
cromossomo 3 (3-38,8); neste caso, o pelo malformado é caracterizado por se
assemelhar a uma chama. O gene marcador flr* é letal em homozigose (GRAF et
al., 1984; GUZMAN-RINCON e GRAF, 1995), no entanto, foi desenvolvido um
cromossomo homologo balanceador TM3, Bd® que mantém a heterozigose da
linhagem, a tornando viavel (LINDSLEY e ZIMM, 1992).
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A linhagem Oregon R; flare® foi construida por Frélich e Wiirgler (1989)
e apesar de apresentar o marcador flr*, se difere desta linhagem por apresentar os
cromossomos 1 e 2 provenientes da linhagem Oregon R resistente ao DDT que
apresenta alta atividade de enzimas do citocromo P450. A introducdo desta
linhagem tornou o teste SMART mais sensivel a ativacdo de promutdgenos via
citocromo P450 (HALLSTROM e BLANK,1985).

Dois tipos de cruzamentos foram feitos: 1) Cruzamento padrdo (ST-
Standard Cross): fémeas virgens fIr/In(3LR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aa bx**¢ e Bd®
cruzadas com machos mwh/mwh (GRAF et al., 1989); e 2) Cruzamento de alta
bioativagdo (HB- High Bioactivation Cross): fémeas virgens ORR; fIr¥/In(3LR)TM3,
ri p® sep I(3)89Aa bx**® e Bd® cruzadas com machos mwh/mwh (GRAF; VAN
SCHAIK, 1992).

Desses cruzamentos nascem dois tipos de descendentes: trans
heterozigotos para os genes marcadores mwh e flr’ (MH) e heterozigotos para o
cormossomo TM3 (BH). Esses descendentes sao distintos genotipicamente e
fenotipicamente, pois os individuos MH (mwh+/+ fIr®) apresentam os cromossomos
estruturalmente normais, enquanto os individuos BH (mwh+/+TM3/Bd®)
apresentam um cromossomo com um balanceador génico com multiplas inversdes
(TM3/Bd®). Os descendentes MH apresentam um fenoétipo caracterizado por asas
com borda lisa; as alteracbes nesses individuos sao decorrentes de eventos
mutagénicos e recombinogénicos ocorridos nos l6cus génicos mwh e flr®. J& nos
descendentes BH as asas sdo mal formadas, com aparéncia picotada ou
serrilhada e, devido a presenca de um cromossomo balanceador TM3/Bd®, que
inviabiliza a recombinacdo e, portanto, expressam apenas eventos mutagénicos
(GUZMAN-RINCON e GRAF, 1995).

Os ovos foram recolhidos a partir dos descendentes dos cruzamentos
ST e HB, durante um periodo de oito horas, em frascos contendo uma base de
agar sélido (agar a 3% em agua) e uma camada de levedura biolégica
suplementada com sacarose. Depois de 72 = 4 horas, as larvas foram lavadas
com agua osmose reversa (equipamento Gehaka) e recolhidas utilizando uma
peneira de malha fina.

As larvas coletadas foram colocadas em frascos de vidro contendo 1,5

g de puré de batatas instantaneo (HIKARI®, Sdo Paulo, Brasil). 5 mL de
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anfotericina B foram adicionados a cada frasco, em concentracdes diferentes(0,01
mg/mL; 0,02 mg/mL e 0,04mg/mL), diluidos em &agua estéril. Para controle
negativo foi utilizado 5 mL de dgua osmose reversa, para o controle positivo DXR
a 0,125 mg/mL. As concentracdes testadas de Anf B foram de: 0,01lmg/mL; 0,02
mg/mL e 0,04 mg/mL. Estas doses foram definidas com bases em concentracdes
utilizadas em outros estudos in vivo (EGITO et al.,2004).

Larvas de terceiro estagio foram submetidas a um tratamento crénico,

por cerca de 48 horas.
2.2.2 Preparacédo e Analise de Laminas

Apoés se alimentarem do meio e completar a metamorfose, os adultos
emergentes de ambos os cruzamentos (ST e HB), portadores dos genaétipos trans-
heterozigoto MH (mwh +/+ flIr®) e heterozigoto TM3 (mwh +/+ TM3, Bd®), foram
coletados e preservados em etanol 70%. Para a montagem de laminas as asas
foram destacadas do corpo da Drosophila, por meio da utilizacdo de pingas, e
colocadas aos pares nas laminas. Para fixacdo das asas foi utilizada solucdo de
Faure (30g de goma arabica; 20 mL de glicerol; 50g de hidrato de cloral e 50 mL
de agua) e transferidas para a placa aquecedora (60° C), por um periodo de 1h. A
analise das laminas foi feita em microscopio 6ptico com aumento de 400X. O
namero de manchas, o tipo (simples ou gémea) e a posicdo das mesmas,

encontradas nas asas, foram registradas.

2.2.3 Andlise Estatistica

A anadlise estatistica do experimento foi realizada por meio do teste
Binominal Condicional de Kastenbaum e Bowman (1970) descrito por Frei e
Wirgler (1995). O teste U, ndo paramétrico, de Mann, Whitney e Wilcoxon foi
utilizado para excluir falsos resultados positivos (Frei e Wirgler, 1995), com nivel
de significancia a = 0,05. Com base no numero de clones mwh, foi possivel
calcular a frequéncia de inducdo por célula. Para tratamento cronico Frei e
Wairgler (1988) estimaram uma frequéncia de inducéo integrada por célula e por

divisdo celular. Esta frequéncia é o numero de clones mwh dividido pelo ndmero
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de células examinadas por mosca (48.000). A acdo recombinogénica da droga foi
calculada comparando a frequéncia padrdo de clones por 10° células, obtido dos
gendtipos mwh/flr® e mwh/TM3 (FREI et al., 1992).

2.3 Teste para a deteccao de clones de tumor epitelial (wts) em Drosophila

melanogaster
2.3.1 Linhagens Estoques, Cruzamentos e Tratamento

Neste teste foram utilizadas duas linhagens mutantes de D.
melanogaster, a linhagem wts e a linhagem mwh, portadoras dos marcadores
genéticos warts (wts, 3-100) e multiple wing hairs (mwh, 3-0,3), respectivamente.
Os estoques foram mantidos em recipientes de vidro com capacidade para ¥4 de
litro, contendo meio de cultura de D. melanogaster com 820 mL de agua; 25g de
fermento (Sacchoromyces cerevisae); 11 g de agar; 156 g de banana e 1g de
nipagin, a uma temperatura de 25° C e 60% de umidade. A linhagem wts/TM3, sb*
foi gentilmente cedida pelo Bloomington Drosophila Stock Center, da Universidade
de Indiana, USA, com o numero de registro: Bloomington/7052.

Foi realizado o cruzamento entre fémeas virgens wts/TM3 Sb' com
machos mwh/mwh. Deste cruzamento, obtivemos larvas heterozigotas wts +/+
mwh que foram tratadas com os agentes quimicos testados. A coleta dos ovos dos
descendentes dos cruzamentos entre fémeas virgens wts/TM3, Sb* com machos
mwh/mwh, 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
(Saccharomyces cerevisiae) suplementado com sacarose. Apos 72 + 4 horas as
larvas foram lavadas com agua destilada e coletadas com o auxilio de uma
peneira de malha fina. As larvas de 3° estagio, provenientes desse cruzamento,
foram colocadas em recipientes de vidro contendo 1,5 g de meio de puré de
batatas instantaneo (YOKI, S&o Paulo, Brasil). Um dos frascos foi utilizado para
controle positivo, sendo adicionada mitomicina C a 0,1 mM; em outro frasco, o do
controle negativo, foram adicionados 5 mL de agua osmose reversa; os demais

frascos receberam Anf B em diferentes concentra¢des (0,01 mg/mL; 0,02 mg/mL e
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0,04 mg/ mL) isoladas e em associagdo com mitomicina C. As larvas expostas a
mitomicina C, em associacdo ou ndo, foram pré-tratadas por um periodo de 6 h.
As larvas de 3° estagio foram submetidas a um tratamento crénico com a droga
testada, por um periodo de 48 horas. Entretanto, analisamos somente as moscas
que ndo apresentaram o balanceador cromossémico (TM3, Sb'), moscas estas

gue fenotipicamente caracterizam-se pela presenca de pelos longos e finos.
2.3.2 Andlise das Moscas e Analise Estatistica

Apo6s completarem a metamorfose, as moscas foram transferidas para
recipientes contendo etanol 70%, e, posteriormente analisamos os individuos que
apresentavam o genoétipo (wts +/+ mwh), ou seja, aqueles que apresentavam
pelos longos e finos. Estes foram analisados individualmente, sem distingdo de
sexo, buscando em cada regido do corpo destas moscas a presenca de tumores,
que se caracterizam como verrugas.

As observacdes foram feitas utilizando lupa estereoscopica, com 0
auxilio de pincas entomoldgicas e pinceéis. Foram registrados somente tumores
suficientemente grandes para serem identificados inequivocamente. A frequéncia
do tumor foi calculada como o niumero de tumores / 0 niumero de moscas wts + / +
mwh (Eeken et al., 2002).

Na andlise estatistica as diferencas entre as frequéncias de tumores
nas concentracdes testadas e nos controles (positivo e negativo), foram
calculadas de acordo com o teste U, ndo paramétrico, de Mann-Whitney. O nivel

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

Todos os compostos foram testados em dois experimentos diferentes.
Os dados foram combinados depois de verificar que os dois experimentos,
independentes, estavam de acordo com uma reprodutibilidade aceitavel. Nao foi
verificada uma redugdo na taxa de sobrevivéncia das larvas, submetidas aos
tratamentos, quando comparadas com o controle negativo. A DXR, utilizada como
controle positivo neste teste, € uma droga amplamente prescrita na quimioterapia
do cancer, e conhecida por ser altamente mutagénica, tendo capacidade de
aumentar o numero de manchas mutantes nos descendentes de ambos o0s
cruzamentos, ST e HB (PEREIRA et al., 2008). Essa capacidade pode ser
observada neste estudo ja que a DXR foi capaz de aumentar significativamente o
total de manchas mutantes em todas as categorias, nos descentes de ambos o0s
cruzamentos, o que justifica sua utilizagdo como controle positivo. Esse aumento
também pode ser evidenciado em outros estudos tais como Costa e Nepomuceno
(2006), Fragiorge et al. (2007), Castro et al. (2008), Dutra et al. (2009), Rezende et
al. (2009) e Orsolin et al. (2012). Ja a concentracdo utilizada neste experimento
para a MMC foi baseada nos estudos de inducdo de clones de tumores epiteliais
em D. melanogaster, induzidos por mitomicina C (ORSOLIN et al., 2012).

A Tabela 1 mostra a andlise dos individuos MH do cruzamento ST
tratados com diferentes concentracdes de Anf B e a classificacdo das manchas
em manchas simples pequenas, manchas simples grandes, manchas gémeas
assim como o total de manchas. Comparando o total de manchas nas
concentragbes testadas com o controle negativo observa-se que o aumento nao
foi significativo (a=0,05). Portanto, esse resultado sugere que a Anf B nao
apresenta efeito mutagénico e/ou recombinogénico nestes descendentes e, por
isso, os individuos BH néo foram analisados.

Como pode ser observado na Tabela 2, ao analisar os descendentes
MH, o numero de manchas aumentou significativamente em todas as
concentracdes testadas, quando comparado com o controle negativo, revelando
que a Anf B apresenta atividade mutagénica nestes individuos. Este resultado
justifica a analise dos individuos BH, realizada com o intuito de quantificar o

percentual mutagénico e recombinogénico desta droga. Segundo Graf et al.
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(1984), devido a presenca do balanceador TM3/Bd®, nos individuos BH é
inviabilizada a ocorréncia de eventos recombinogénicos e, por isso, apenas
eventos mutacionais levam a formacdo de manchas mutantes nestes individuos.

A atividade mutagénica da Anf B nos individuos HB pode ser explicada
pelo fato desses individuos apresentarem altos niveis de citocromo P450, sendo
responsaveis pela detec¢cdo de compostos promutagenos, ou seja, compostos que
apos serem biometabolizados adquirem propriedades toxicas, antes inexistentes.
Segundo Frélich e Wirgler (1989) e Graf e Van Schaik (1992) no cruzamento de
alta bioativacdo (fémeas ORR e machos mwh), muitos promutagenos tem a
mutagenicidade aumentada, em comparacdo com o padrdo (fémeas flr® e machos
mwh).

O citocromo P450 é uma superfamilia de oxidases de funcdo mista que
representa uma das principais classes de biotransformacéo (IM e WASKELL,
2011). O CYP 450 esta envolvido no metabolismo de uma grande variedade de
compostos enddgenos e xenobidticos (NAKAMURA et al., 2012). Entretanto, ao
passarem por essa via nem todas as drogas sdo inativadas, alguns metabolitos
gerados nesse processo apresentam atividade aumentada ou propriedades
toxicas, incluindo a mutagenicidade, a teratogenicidade e a carcinogenicidade, que
podem estar relacionadas a peroxidacao lipidica, a producdo de espécies reativas
de oxigénio e a reacOes causadoras de alteracGes da concentracdo de glutationa
e no grupo sulfidril (OSHIMA-FRANCO; FRANCO, 2003).

Na literatura existem poucos estudos que relatam a mutagenicidade da
Anf B. De acordo com Peixoto (2009), o potencial citotoxico da Anf B pode ser
constatado através de seu estudo com micronucleos em eritrocitos humanos, que
identificou um aumento significativo dos micronucleos em relacdo ao controle
negativo, que foi observado com 30 e 80 dias apos o tratamento. O tratamento de
maior duragdo, 80 dias, foi o que mais induziu citotoxicidade nos eritrocitos
policromaticos. Também Egito et al. (2004), utilizando linfécitos humanos, com o
objetivo de avaliar os possiveis efeitos genotoxicos da Anf B, verificaram que este
farmaco é capaz de causar uma diminuicdo no indice mitético e, em altas
concentracdes, induzir aberra¢cdes cromossdmicas.

Os mecanismos pelos quais a Anf B induz danos ao DNA nao foram

avaliados diretamente nesta pesquisa. Acredita-se, porém, que possam estar, de
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alguma forma, associados ao dano oxidativo gerado por essa droga. Estudos
como o de Kim et al. (2011), Kim et al. (2012) e Fauvel et al. (2012) demonstram
gque a Anf B pode causar estresse oxidativo celular, mediado por radicais
superéxido. Corroborando com o exposto, Suschek et al. (2000) afirmam que a
Anf B pode gerar um aumento do RNA mensageiro e de proteinas que estao
ligadas a producgéo de 6xido nitrico, aumento esse que gera uma maior quantidade
de radicais livres que poderéo causar alteracées no DNA.

Outra consideracdo que merece ser destacada relaciona-se a
versatilidade do teste SMART ao propiciar a avaliacdo do efeito recombinogénico
da substancia testada, o que ndo é possivel através da utilizacdo de outros
bioensaios de mutagenicidade. A maioria dos testes avalia apenas o potencial
mutagénico de compostos, entretanto, outras alteracbfes tais como a
recombinacdo homologa geram alteragbes significativas no material genético
(Andrade; Lehmann, 2003).

Evidéncias sugerem que a recombinacdo homadloga € um dos principais
processos de alteracdes genéticas (Andrade; Lehmann, 2003; Erdtmann, 2003).
Trata-se de um mecanismo de reparacdo no DNA que pode levar a perda de
heterozigose ou rearranjos genéticos sendo, portanto, crucial para a génese de
inimeras doencgas genéticas como o cancer (SINIGAGLIA et al., 2004). Nesse
contexto, 0 SMART se destaca ao permitir tal analise.

Tendo em vista os resultados positivos para genotoxicidade da Anf B,
nas trés concentracdes testadas, os descendentes BH (mwh/TM3), do cruzamento
HB, tratados com as trés concentracdes, foram analisados para calcular a
porcentagem de eventos recombinagénicos e mutagénicos. Portanto, podemos
afirmar que as manchas mutantes encontradas nos descendentes do cruzamento
HB foram causadas por recombinacdo. Dado que a Anfotericina B foi
recombinogénica nos individuos MH do cruzamento de alta bioativagdo do SMART
e que a recombinacdo homologa estd relacionada a formacdo de tumores,
optamos por testar seu potencial carcinogénico, por meio do teste para deteccao
de clones de tumor em D. melanogaster (wts).

Os resultados do teste wts, apresentados na Tabela 4, revelam que a
Anf B ndo apresentou atividade carcinogénica nas concentragfes testadas, uma

vez que, a frequéncia total de tumores, nos individuos tratados, nao foi
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estatisticamente diferente da frequéncia encontrada no controle negativo.
Considerando que o efeito positivo encontrado no teste SMART foi dependente da
biotransformacao da Anf B pelo CYP450, o resultado do teste WTS pode estar
associado ao fato de os individuos cruzados nesse teste (machos mwh e fémeas
wts) apresentarem apenas hiveis basais de citocromo P450. Portanto, 0s
individuos gerados a partir deste cruzamento ndo apresentam os altos niveis de
citocromo P450, que as fémeas ORR, do cruzamento de alta bioativacdo do
SMART possuem. Deve-se considerar, também, que existem varios genes
envolvidos na génese e progressdo do tumor. O fato de os resultados do presente
estudo demonstrarem uma auséncia dos efeitos carcinogénicos por Anf B em
relacdo ao gene wts (supressor de tumor), ndo significa, necessariamente, que
estes efeitos possam ser generalizados para outros genes envolvidos no
processo.

Os resultados apresentados mostram, também, que a Anf B, quando
associada com a mitomicina C, diminuiu significativamente a frequéncia total de
tumores, em relacdo ao controle positivo (MMC). Esta acdo anti-tumoral ja foi
verificada por outros pesquisadores. Cao e Zhen (1989) verificaram a potenciacao
da atividade anti-tumoral, in vivo, pela associacdo do antimetabdlito dipiridamol e
Anf B. Akiyama et al. (1980) verificaram, também, efeito anti-tumoral da Anf B, em
ratos com leucemia, quando combinada com 6-metiltioinosina, um ribonucleosideo
de purina contendo enxofre. Esses resultados podem ser explicados por um
possivel potencial apoptético apresentado pela Anf B, independente da via de
bioativacdo metabdlica. Segundo Marklund et al. (2001) a Anf B induz a apoptose
por gerar modificaces nos canais de Na*, K™ CI. O mecanismo de ac&o de Anf B
baseia-se na ligacdo da molécula de Anf B a membrana da célula, formando um
canal transmembrana, permitindo que o conteludo citoplasmatico extravaze
(LANIADO; VARGAS, 2009). Quando esses canais sdo formados ha influxo de K,
para dentro da célula, e esse aumento ativa enzimas que mediam a inducdo da
apoptose. Marklund et al. (2001) afirmam, ainda, que a perda da homeostase dos
jons Na', K" 2CI' e de seus canais gera também citotoxicidade. Varlam et al.
(2001) com o objetivo de investigar os efeitos citotoxicos da Anf B, avaliaram
células intersticiais dos tubulos proximais de suinos, células tubulares de céaes,

células intersticiais medulares e mesequimais de ratos, e concluiram que as
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células em estudo respondem com morte celular programada, causada por
apoptose, quando tratados com doses terapéuticas da Anf B. Na concentragao
maxima utilizada (5,0 mg/mL), observou-se 90% de apoptose e necrose.
Avaliando a fisiologia de C. albicans (mortas por exposi¢cdo a Anf B), Phillips et al.
(2003) também observaram que a Anf B produziu alteracbes celulares que
apresentavam marcadores apoptoticos. Por outro lado, Okutomi et al. (1997)
sugere que a Anf B pode provocar alguma atividade anti-tumoral, in vivo, ativando
o sistema imunoldgico e desencadeando a producdo enddgena de fator de
necrose tumoral (TNF).

Diante de tais consideracdes, concluimos que a Anf B pode causar
morte celular por apoptose, ou mesmo ativar o sistema imunoldgico via TNF, o
que poderia explicar a diminuicdo de tumores observada nos descendentes do
teste para deteccado de clones de tumor epitelial em D. melanogaster.

Finalmente, os testes SMART e WTS foram eficientes na avaliacdo da
mutagenicidade, recombinogenicidade e carcinogenicidade da Anf B em células
somaticas de D. melanogaster, uma vez que possibilitaram concluir que este
antifiingico apresenta atividade recombinogénica quando interage com altos niveis
de Citocromo P450. Portanto, este farmaco provavelmente € um promutageno,
tendo que ser metabolizado pelas enzimas do Citocromo P450 para adquirir esse
potencial em D. melanogaster. Por outro lado, a Anf B também parece apresentar
atividade apoptotica quando associada a MMC, efeito esse que pode estar
associado as alteracdes nas concentracdes de alguns ions de membrana celular.
A confirmacdo da atividade recombinogénica da Anf B em D. melanogaster
ressalta a necessidade de outros estudos que avaliem seus possiveis efeitos

mutagénicos em humanos.
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Tabela 1- Frequéncia de manchas mutantes nos descendentes transheterozigotos para os genes marcadores (mwh/flr’) , do cruzamento padréo tratados com Anfotericina B

Gendtipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total Média das Frequéncia de indugdo de manchas
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas  classes de tam. (por 10° células por diviséo celular)’
(mg/mL) (N)  (1-2céls)® (>2 céls)® mwh® clones mwh®d S/ correcdo por tam.%®  C/ correcéo por tam.%®
m=2 m=5 m=5 m=2 (n) (1) n/NC (23 X (n/NC)
mwh/flr®
Controle Agua 70 0,24 (17) 0,04 (3) 0,01 (1) 0,30 (21) 21 2,10 0,61 0,66
Controle DXR 0,125 70 057 (40) 046 (32) + 043 (30) + 146 (102) + 99 3,38 {3,73} 2,90 {2,28} 7,56 {7,58}
Anf. B 0,01 70 0,27 (19) 004 (3 i 003 (2 i 0,34 (24) - 23 1,91 {0,00} 0,67 {0,06} 0,63 {0,01}
Anf. B 0,02 70 0,31 (22) 001 (1) i 000 (0) i 0,33 (23) - 23 1,70 -{2,50} 0,67 {0,06} 0,55 {0,00}
Anf. B 0,04 70 0,37 (26) 006 (4 i 004 3 i 0,47 (33) i 33 2,12 {217} 0,97 {0,35} 1,05 {0,39}

®Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicagdo para a avaliagdo de resultados significativamente negativos.

Niveis de significancia a = b = 0,05.

®Incluindo manchas simples flr® raras.

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

INUmeros entre chaves s&o as frequéncias de inducéo corrigidas em relago a incidéncia espontanea estimada do controle negativo.

°C = 48.000, isto é, nimero aproximado de células examinadas por individuo.

fCalculado de acordo com Frei et al. (1992).

9Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 ndo contém o gene mutante flr.
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Tabela 2- Frequéncia de manchas mutantes nos descendentes transheterozigotos para os genes marcadores (mwh/flr®) e heterozigotos pra o cromossomo TM3 (mwh/TM3) do cruzamento
de alta bioativacao tratados com Anfotericina B

Genotipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total Média das Frequéncia de inducédo de manchas
classes de (por 10° células por divisgo celular)’
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas tam.
S/ correcéo por C/ correcéo por
(mg/mL ) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)P mwh®  clones mwh®® tam.%® tam.%®
m=2 m=5 m=5 m=2 (n) (1) n/NC (23 X (n/NC)
mwh/flr®
Controle Agua 60 0,35 (21) 0,05 (3) 0,00 (0) 0,40 (24) 24 1,63 0,82 0,63
Controle DXR 0,125 60 0,92 (55) + 0,42 (25) + 0,18 (11) + 1,52 (91) + 85 2,68 {3,10} 2,90 {2,08} 4,66 {4,46}
Anf. B 0,01 60 1,10 (66) + 0,22 (13) + 0,00 (0) i 1,32 (79) + 79 1,65 {1,65} 2,70 {1,88} 2,11 {1,48}
Anf. B 0,02 60 1,02 (61) + 0,07 (4 [ 0,03 (2) i 1,12 (67) + 67 1,57 {153} 2,29 {147} 1,70 {1,06}
Anf. B 0,04 60 1,00 (60) + 0,08 (5) i 0,02 (1) i 1,10 (66) + 66 1,70 {1,74} 2,25 {1,43} 1,83 {1,20}
mwh/TM3
Controle Agua 30 017 (5) 0,00 (0) 9 017 (5) 5 1,20 0,34 0,20
Controle DXR 0,125 30 0,70 (21) + 0,03 (1) i 0,73 (22) + 22 1,45 {1,53} 1,50 {1,16} 1,03 {0,84}
Anf. B 0,01 30 0,30 (9) i 0,03 (1) i 0,33 (10) i 10 1,50 {1,80} 0,68 {0,34} 0,48 {0,30}
Anf. B 0,02 30 0,20 (6) [ 0,00 (0) [ 0,20 (6) i 6 1,17 {100} 041 {0,07} 0,23 {0,03}
Anf. B 0,04 30 0,27 (8) i 0,00 (0) i 0,27 (8) i 8 1,25 {1,33} 0,55 {0,20} 0,32 {0,13}

®Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacdo para a avaliacio de resultados
significativamente negativos. Niveis de significancia o = § = 0,05.

®Incluindo manchas simples flr raras.

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

INIimeros entre chaves sdo as frequiéncias de inducéo corrigidas em relacéo a incidéncia espontanea estimada do controle negativo.

°C = 48.000, isto é, nimero aproximado de células examinadas por individuo.
fCalculado de acordo com Frei et al. (1992).

9Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 no contém o gene mutante flr®
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Tabela 3- Frequéncia de clones de tumor observada em Drosophila melanogaster, heterozigota para o gene supressor de tumor wts, pré-tratada com mitomicina C (6 horas) e
posteriormente tratada com anfotericina B.

Tratamentos
AnfotericinaB  MMC Namero de
moscas
(Concentracéo) mM analisadas NUmero de tumores por mosca (total de tumores)
mg/mL Olho Cabeca Asa Corpo Perna Halteres Total
0 0 200 0,00 (00) 0,03 (05) 0,03 (05) 0,08 (15) 0,02 (04) 0,00 (00) 0,15 (29)
0 0,1 200 0,62 (123) * 1,08 (216) * 2,63 (526) * 255 (510) * 2,08 (416) * 0,33 (65) * 9,28 (1856) *
0,01 0 200 0,01 (02) 0,02 (03) 0,02 (03) 0,08 (15) 0,00 (00) 0,01 (01) 0,12 (24)
0,02 0 200 0,01 (02) 0,03 (05) 0,07 (14) 0,07 (13) 0,00 (00) 0,00 (00) 0,17 (34)
0,04 0 200 0,00 (00) 0,01 (02) 0,01 (02) 0,04 (07) 0,03 (06) 0,00 (00) 0,09 (17)
0,01 0,1 200 0,53 (105) 0,72 (143) ** 241 (481) 1,76 (352) ** 2,07 (413) 0,37 (74) 7,84  (1568) **
0,02 0,1 200 021 (41) *> 069 (137) ** 1,87 (374 ** 2,01 (401) ** 2,64 (527) ** 0,25 (49) 7,65 (1529) **
0,04 0,1 200 047 (94 050 (99) ** 2,01 (402) ** 213 (425) ** 257 (513) ** 0,18 (36) ** 7,85 (1569) **

Diagnostico estatistico de acordo com 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).

MMC, mitomicina C.
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