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Resumo: A carcinogénese pode ocorrer de forma espontanea e ser provocada por agentes
carcinogénicos, como medicamentos. Para tratamento da hipertensao arterial sistémica, uma das
op¢des € o uso de bloqueadores dos canais de calcio, como o Nifedipino. O uso prolongado desses
medicamentos tem relagdo com o desenvolvimento de cancer de mama. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar o efeito carcinogénico do Nifedipino em Drosophila melanogaster, por meio do
teste para deteccdo de clones de tumores epiteliais. O Nifedipino foi utilizado isoladamente, nas
concentragoes de 0,5; 1,0 e 2,0 mg/mL, no tratamento de larvas de 72 horas de D. melanogaster
resultantes do cruzamento entre fémeas wts/TM3, Sb! com machos mwh/mwh. Nas concentracoes
de 1,0 e 2,0 mg/mL do Nifedipino, houve aumento significativo nas frequéncias de tumores
quando comparadas ao controle negativo. Por isso, é possivel concluir que o Nifedipino
apresentou efeito carcinogénico em D. melanogaster, nas condigdes experimentais testadas.
Palavras-chave: Bloqueadores dos canais de calcio. Carcinogenicidade. Drosophila melanogaster.
Nifedipino.

Abstract: A carcinogen can occur spontaneously and can also be caused by carcinogens such as
medicines. One way to treat systemic arterial hypertension is to use calcium channel blockers
such as nifedipine. Prolonged use of these drugs has been associated with the development of
breast cancer. The present study aimed to evaluate the carcinogenic effect of nifedipine in
Drosophila melanogaster. For this, we use the clone detection assay of epithelial tumors. Nifedipine
was used at doses of 0.5; 1.0 and 2.0 mg / mL without treatment of 72-h D. melanogaster larvae
used to cross wts/TM3, Sb' females with mwh/mwh males. At doses of 1.0 and 2.0 mg / mL, there
was no significant increase in tumor incidence compared to the negative control. Therefore, it can
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be concluded that, under the experimental conditions tested, nifedipine has a carcinogenic effect
on D. melanogaster.

Keywords: Calcium channel blockers. Nifedipine. Drosophila Melanogaster. Carcinogenicity
tests.

1 CONSIDERACOES INICIAIS

O ciclo celular possui como principal fungao garantir que o DNA seja duplicado
de forma exata para que ocorra a multiplicagao celular. Esse ciclo é controlado pelos
checkpoints, que, de forma criteriosa, protegem as células em cada fase do ciclo,
bloqueando defeitos e impedindo que eles sejam repassados para as células filhas
(CRUZ, 2010). Além dos mecanismos moleculares necessarios para a integragao e
desenvolvimento do ciclo celular, sao necessarios alguns genes, como ativadores da
proliferagao celular (proto-oncogenes); genes responsaveis pela maligniza¢ao
(cancerizagao) das células normais quando alterados (oncogenes); genes de reparo do
DNA, responsaveis pelo reparo do DNA ou pela apoptose; e os inibidores da
proliferacao celular (genes supressores de tumor), que produzem fatores (proteinas) que
inibem o processo de proliferagao da célula (BRASILEIRO FILHO, 2016).

Quando ocorre o processo de mutagao ou ativagao anormal dos genes
controladores do ciclo celular, inicia-se o surgimento de uma célula tumoral (SILVA;
SERAKIDES; CASSALI 2004). A carcinogénese pode ocorrer de forma espontanea (por
meio de mutagdes transmitidas por células germinativas ou adquiridas nos tecidos
somaticos) e ser provocada pela acdo de agentes carcinogénicos (quimicos, fisicos ou
biologicos), que podem promover alteragdes mutagénicas e epigenéticas nas células
(FEET-CONTE; SALLES, 2002).

A exposicdo a determinadas substancias, incluindo o uso de alguns
medicamentos, pode resultar em um descontrole do ciclo celular, elevando o risco de
mutacoes (DUSMAN et al., 2012). Dessa forma, o uso de medicamentos deve ser
cuidadosamente controlado e baseado em evidéncias, principalmente quando nao se
tém estudos suficientes em relagao aos efeitos a longo prazo. Isso vale no caso dos anti-
hipertensivos, como o Nifedipino.

A hipertensao arterial sistémica (HAS) é decorrente de um conjunto de fatores
de risco, como obesidade, tabagismo e etilismo. Ja a fisiopatologia € dependente de um
aumento da resisténcia vascular periférica ou do débito cardiaco, resultando no aumento
da pressao arterial (GOLAN et al., 2014). O tratamento da HAS visa diminuir os efeitos
da doenga em o6rgaos-alvo, sendo que a primeira conduta terapéutica ¢ a mudanga de
estilo de vida. Porém, as terapias nao farmacoldgicas, na maioria das vezes, nado
produzem reducao suficiente da pressao arterial, sendo necessario langar mao da terapia
farmacoldgica, a qual envolve um extenso arsenal de medicamentos, dentre eles, o
Nifedipino, um bloqueador dos canais de célcio que faz a modulagao do tonus do
musculo liso vascular (RANG et al., 2016).

Os antagonistas dos canais de calcio (Ca?*), também denominados bloqueadores
da entrada de Ca?, exercem seus efeitos por meio de sua ligagdo com a subunidade al
dos canais de Ca? sensiveis a voltagem (canais de tipo L ou lentos), reduzindo o fluxo
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de Ca? através do canal, constituindo assim um importante determinante do tonus
vascular e da contratilidade cardiaca (HILAL-DANDAN; BRUTON, 2015).

Os principais farmacos bloqueadores dos canais de Ca?* utilizadas clinicamente
sao: Diidropiridinas (p. ex., Nifedipino, Anlodipina e Felodipina), Benzotiazepinas (p.
ex., Diltiazem) e as Fenilalquilaminas (p. ex., Verapamil). Todos esses bloqueadores dos
canais de Ca? do tipo L diminuem a resisténcia vascular coronariana e podem levar a
um aumento no fluxo sanguineo coronariano, porém cada um deles exerce efeitos
farmacologicos distintos. Esses medicamentos sao utilizados no tratamento da
hipertensao, de certas arritmias cardiacas e algumas formas de angina (RANG et al.,
2016). Dentre os antagonistas dos canais de Ca?, as Diidropiridinas sao vasodilatadores
mais potentes, produzindo um grau significativamente maior de vasodilatacao arterial.
Em contrapartida, exercem relativamente pouco efeito sobre o tecido cardiaco (GOLAN
et al., 2014).

O Nifedipino, por exemplo, dilata as artérias coronarias, especialmente os vasos
de grande calibre. Além disso, reduz o tonus da musculatura lisa vascular nas artérias
corondrias e evita vasoespasmos. O resultado final é o aumento do fluxo sanguineo pos-
estendtico e aumento da demanda de oxigénio. Paralelamente a isso, o Nifedipino
diminui a necessidade de oxigénio com a reducao da pds-carga (ADALAT® RETARD,
2016).

O uso prolongado de medicamentos bloqueadores dos canais de Ca? parece ter
relagdo significativa com o desenvolvimento de cancer de mama, porém estudos entre
essa associa¢ao apresentaram resultados ainda pouco consistentes (LI et al., 2014). Dessa
forma, o presente trabalho torna-se relevante, jd& que visa avaliar a possivel acao
carcinogénica do Nifedipino em Drosophila melanogaster. Para tanto, esta pesquisa foi
efetuada utilizando o ensaio para deteccao de clones de tumores epiteliais (ETT) em D.
melanogaster, um modelo bioldgico adequado para o desenvolvimento de pesquisas
genéticas.

2 METODOLOGIA
2.1 AGENTES QUIMICOS
2.1.1 Nifedipino

O Nifedipino possui apresentagao de 10 e 20 mg e contém: Nifedipino
equivalente de 10 e 20 mg respectivamente. Excipientes: hipromelose, lactose,
polietilenoglicol, estearato de magnésio, amido, celulose microcristalina, polissorbato,
oxido de ferro e didxido de titanio. Esse composto é disponibilizado em caixas contendo
20, 30 ou 60 comprimidos. O medicamento deve ser conservado ao abrigo da luz,
protegido da umidade excessiva, na sua embalagem original, em temperatura ambiente
(entre 15° e 30°C) (ADALAT® RETARD, 2016).

No presente estudo, foi utilizado o Nifedipino 10mg, com o ntimero CAS:
21829- 25-4, produzido pelo laboratério Neo Quimica, do lote LB17L0581, com data de
fabricacao de novembro de 2017 e data de validade de novembro de 2020. As
concentragdes utilizadas no experimento (0,5; 1,0 e 2,0 mg/mL) foram baseadas no estudo
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desenvolvido por Oliveira (2015), desenvolvido, também, testando anti-hipertensivos
em D. melanogaster.

2.1.2 Cloridrato de Doxorrubicina

A Doxorrubicina (DXR) estd envolvida em reacdes de oxidacao/redugao,
produzindo radicais livres altamente reativos e altamente toxicos. Células tratadas com
esse medicamento tém manifestado alteragdes nas caracteristicas morfologicas
associadas a apoptose, o que pode ser um dos seus mecanismos de agao
(DOXORRUBICINA, 2013). Ela deve ser conservada em temperatura ambiente (entre 15
e 30°C), protegida da luz (ADRIBLASTINA®, 2013).

O cloridrato de Doxorrubicina foi o composto utilizado como controle positivo
na presente pesquisa, pois possui atividade genotoxica e carcinogénica comprovada em
D. melanogaster (ORSOLIN; OLIVEIRA; NEPOMUCENO, 2012). Foi utilizado na
concentragao de 0,4 mM, preparado a partir da adigao de 0,03538g de Adriblastina® em
50 mL de 4gua osmose reversa ultra pura autoclavada.

Esse medicamento, com o numero CAS: 23214-92-8, é produzido pelo
laboratorio Pfizer na forma de ampola, contendo 50mg, do lote 8PL5045, com data de
fabricacdao de abril de 2018 e data de validade de marco de 2022. O medicamento é
armazenado no Laboratério de Citogenética e Mutagénese do Centro Universitario de
Patos de Minas (UNIPAM) em temperatura ambiente, protegido da luz, respeitando as
orientacdes do fabricante.

2.2 TESTE PARA DETECCAO DE TUMORES EPITELIAIS (ETT) EM D. melanogaster
2.2.1 Linhagens

Para realizagdo do teste ETT, foram utilizadas duas linhagens mutantes de D.
melanogaster (wts e mwh), portadoras dos marcadores genéticos warts (wts, 3-100) e
multiple wing hairs (mwh, 3-03), respectivamente. Foram mantidas no Laboratério de
Citogenética e Mutagénese do Centro Universitdrio de Patos de Minas (UNIPAM).
Foram acondicionadas em frascos de vidro contendo o meio de cultura proprio para D.
melanogaster, conservadas em incubadora a temperatura de 25°C e umidade de 60%
(aproximadamente), com fotoperiodo de 12 horas claro/escuro.

2.2.2 Cruzamento

Larvas heterozigotas wts+/+mwh de 72 horas foram obtidas a partir do
cruzamento entre fémeas virgens wts/TM3, Sb! com machos mwh/mwh. Para o
acasalamento, foram colocadas em frascos contendo meio de cultura préprio a base de
fermento bioldgico fresco. Posteriormente, as moscas foram transferidas para frascos de
postura, em base sélida de dgar e uma camada de fermento suplementado com sacarose.
A postura dos ovos resultantes desse cruzamento ocorreu durante um periodo de
aproximadamente 8 horas. Desse cruzamento, todas as larvas descendentes foram
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tratadas com Nifedipino, em concentracdes isoladas e os respectivos controles positivo
(DXR) e negativo (dgua osmose reversa ultra pura autoclavada).

2.2.3 Tratamento das larvas

Apds a postura, as larvas de 72 horas resultantes do cruzamento foram lavadas
com agua destilada e coletadas com o auxilio de uma peneira de malha fina, sendo,
entdo, tratadas com 5 mL de DXR (controle positivo), 4gua osmose reversa (controle
negativo) e com Nifedipino em trés diferentes concentracdes isoladas (0,5 1,0 e
2,0mg/mL).

Realizado o procedimento experimental, os tubos de ensaio contendo meio
alternativo de puré de batatas foram vedados e mantidos na incubadora por
aproximadamente 7 dias, periodo necessario para a metamorfose das larvas em moscas
adultas. As moscas adultas foram transferidas para outros recipientes contendo etanol
70%, devidamente identificados. Posteriormente, foram colocadas individualmente em
placas escavadas contendo glicerina. Os machos e as fémeas que apresentavam fenotipos
de pelo longo e fino (auséncia do balanceador cromossomico TM3, Sb' e presenga do
gene wts) foram analisados quanto a presenca de tumores epiteliais nos diferentes
segmentos do corpo.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

As diferengas estatisticas entre as frequéncias de tumores observadas nas trés
concentragoes testadas de Nifedipino e os controles, positivo e negativo, foram
calculadas por meio do teste U, nao paramétrico, de Mann-Whitney (p <0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio da analise dos individuos, foi possivel verificar as frequéncias de
tumores observadas nos diferentes segmentos da D. melanogaster tratadas com
Nifedipino, além do controle positivo e negativo (Tabela 1). A andlise de tumores
observada nos individuos tratados no controle negativo mostra uma frequéncia de 0,75
tumor/mosca, que, segundo Alves e Nepomuceno (2012), ocorre devido a predisposi¢ao
genética intrinseca a D. melanogaster (ocorréncia aleatdria). Ja nos individuos tratados
com o controle positivo, é possivel notar uma frequéncia de 2,26 tumores por mosca. A
DXR tem seu uso como controle positivo, pois atua na interagao com a molécula de DNA,
que interfere na divisao celular e na producao de radicais toxicos. Provavelmente esses
mesmos mecanismos estao relacionados com a transformagao de uma célula normal
para uma célula maligna (ALMEIDA et al., 2005). O Teste de Mann-Whitney demonstrou
significativa diferenca entre o controle positivo e controle negativo (p<0,05),
confirmando a formacgao de tumores, nas linhagens utilizadas, a partir da indugdo por
DXR.

As larvas que foram submetidas ao tratamento com Nifedipino isolado nas
concentragdes de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL apresentaram frequéncias tumorais de 0,54; 1,18 e
1,73, respectivamente. Nao houve diferenca significativa nas frequéncias de tumores na
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concentragao de 0,5 mg/mL quando comparada ao controle negativo (dgua osmose
reversa), como mostra a Tabela 1. No entanto, o Nifedipino, nas concentragdes de 1,0 e
2,0 mg/mL, apresentou um aumento estatisticamente significativo na frequéncia tumoral
quando comparado ao controle negativo. Tais resultados evidenciam efeito
carcinogénico do Nifedipino em D. melanogaster.

Tabela 1: Frequéncia de clones de tumores observados em D. melanogaster,
heterozigotas para o gene supressor de tumor wts, tratadas com diferentes
concentracgoes de Nifedipino (NFDP)

Tratamentos , Numero de tumores analisados Frequéncia
Ntmero de (N° de
Total
NFDP DXR chscas Olho Cabeca Asa Corpo Perna Halter o tumores
(mg/mL) (mM) analisadas
/mosca)
0 0 150 0 37 5 53 13 5 113 0,75
0 0,4 150 6 71 55 174 19 14 339 2,26
0,5 0 150 0 25 12 36 5 3 81 0,54
1,0 0 150 0 21 6 147 3 1 178 1,18%
2,0 0 150 0 16 11 225 7 1 260 1,73*

Diagnostico estatistico de acordo com o teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia p < 0,05.
* Valor considerado diferente do controle negativo (p < 0,05). NFDP, Nifedipino. DXR,
doxorrubicina.

Fonte: dados da pesquisa, 2021.

Os anti-hipertensivos sao as classes de medicamentos mais prescritas no
mundo. Nos Estados Unidos, o nimero de prescri¢des das classes betabloqueadores,
diuréticos, bloqueadores dos canais de calcio e bloqueadores dos receptores de
angiotensina foi alarmante (CHRISTOPHER et al., 2013). Dessa forma, € indispensavel o
conhecimento acerca dos efeitos (benéficos ou maléficos) dessa classe de medicamentos
nos seres humanos.

Os resultados obtidos na presente pesquisa evidenciam o efeito carcinogénico
do Nifedipino, nessas condi¢des experimentais, e ratificam resultados obtidos em outros
estudos envolvendo organismos e testes experimentais diferentes. Li e colaboradores
(2003), ao fazerem um estudo caso controle com mulheres em idade entre 65 e 79 anos,
afirmam que algumas classes especificas de anti-hipertensivos, incluindo os
bloqueadores de canais de cdlcio de liberacao imediata, podem aumentar o risco de
adenocarcinoma de mama em mulheres p6s menopausa.

Pahor et al. (1996) realizaram um estudo coorte prospectivo, comparando
pessoas com 71 anos ou mais que tomaram bloqueadores dos canais de cdlcio com os
outros participantes, e obtiveram como resultados que a frequéncia, da maioria dos tipos
de cancer, em pacientes que faziam uso dos bloqueadores dos canais de calcio, foi maior
do que nos demais. Além disso, os resultados foram dose-dependentes, corroborando os
resultados encontrados nesta pesquisa, pois foi evidenciado que, quanto maior a
concentra¢ao do medicamento, maior foi a frequéncia de tumores comparada ao controle
negativo.

Os bloqueadores dos canais de calcio inibem a apotose celular em varios
modelos experimentais e seu uso em longo prazo (em doses terapéuticas) estd associado
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a um maior risco de cancer por suprimirem a atividade génica (PAHOR et al., 1996). Em
uma metanalise realizada por Li et al. (2014), a partir de 17 estudos observacionais, foi
encontrada associacao entre o uso de bloqueadores dos canais de calcio, principalmente
o Nifedipino, e o risco de cancer de mama, sendo sustentada a hipotese por evidéncias
laboratoriais. Ademais, os referidos autores afirmam que € possivel que o tecido
mamario seja mais vulneravel a alteracdes apoptoticas que os demais tecidos humanos.

Embora o resultado do presente trabalho constate o resultado de outras
pesquisas, € importante ressaltar que os mecanismos pelos quais os bloqueadores dos
canais de calcio inibem a apoptose nao foram diretamente estudados.

4 CONSIDERACOES FINAIS

O Nifedipino, por meio do teste de detecgao de clones de tumores epiteliais em
D. melanogaster (ETT), aumentou significativamente a frequéncia de tumores nas
concentragdes isoladas. Isso demonstra seu efeito carcinogénico em relagao ao controle
negativo. No entanto, ressalta-se a necessidade de novos estudos, com amostras maiores
e diferentes metodologias, para melhor conhecimento da acdo carcinogénica dessa
substancia.
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