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Resumo: O levonorgestrel (LNG) é um tipo de progesterona sintética utilizado para anticoncep-
¢ao de emergéncia, em sistema intrauterino e em anticoncepcionais. Dentre os diversos efeitos do
levonorgestrel, estudos afirmam que este possui um grande impacto no cancer, sendo capaz de
inibir a carcinogénese. O objetivo deste estudo é avaliar o efeito carcinogénico e anticarcinogénico
do LNG, por meio do teste de detecg¢ao de clones de tumores epiteliais em células de Drosophila
melanogaster. Comparando os resultados dos individuos tratados com concentragoes isoladas de
LNG (12, 25, 37,5 ug/mL), com o controle negativo, estes mostram auséncia de efeito carcinogénico,
pois nao houve aumento significativo na frequéncia de tumores. Nas concentra¢oes de LNG as-
sociadas a DXR, os resultados indicam efeito modulador, pois houve um aumento significativo na
frequéncia de tumores, quando comparado ao controle positivo (p<0,05). Frente ao exposto, con-
clui-se que o LNG nao apresentou potencial carcinogénico nas concentragdes testadas, porém,
apresentou efeito modulador capaz de potencializar danos induzidos pela DXR.

Palavras-chave: Drosophila melanogaster. Levonorgestrel. Warts.

Abstract: Levonorgestrel (LNG) is a type of synthetic progesterone used for emergency contra-
ception, in intrauterine device and in contraceptives. Among the several effects of levonorgestrel,
studies claim that it has a major impact on cancer, capable of inhibit carcinogenesis. The objective
of this study is to assess the carcinogenic and anticarcinogenic effect of LNG by way of the detec-
tion test of clones of epithelial tumors in Drosophila melanogaster cells. Comparing the results of
the individuals treated with isolated concentrations of LNG with the negative control, these show
absence carcinogenic effect, for there was no significant increase in the frequency of tumors. At
the concentrations of LNG associated with DXR, the results indicated a modulating effect, as there
was a significant increase in tumor frequency when compared to the positive control. Consider-
ing the information above, can conclude that LNG did not present carcinogenic potential in the
tested concentrations, however, it presented a modulating effect capable of potentiating induced
damage by the DXR.
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1. Introdugao

Desde a década de 50, os médicos buscavam conhecimento sobre contracepgao,
pois neste periodo nao havia ensinos sobre tal assunto nas faculdades de medicina bra-
sileiras. Em 1962 ja eram feitas pesquisas isoladas sobre anticoncepcionais para mulheres
de camadas populares em varias cidades do Brasil. Estas aderiram a estes contraceptivos
de forma tao acelerada que em 1970, 6,8 milhdes de cartelas de pilulas anticoncepcionais
foram vendidas e, em 1980, este nimero subiu para 40,9 milhdes, causando um signifi-
cativo declinio da fecundidade (PEDRO, 2003).

Neste mesmo periodo, entre 1960 e 1970, o médico canadense Albert Yuzpe ini-
ciou estudos sobre o método de contracepgao pos-coito, atualmente conhecido como an-
ticoncepgao de emergeéncia (AE), como resposta para as consequéncias de uma violéncia
sexual. Somente em 1995 que a AE foi reconhecida como medicamento essencial pela
Organizagao Mundial de Satide (OMS) (MARTIN, 2004).

A AE é um método hormonal oral capaz de inibir o processo de gravidez quando
houver uma relagao sexual desprotegida, a utilizagao nao adequada de anticoncepcio-
nais ou, ainda, em casos de violéncia sexual. Esta anticoncepgao por emergéncia pode
atuar inibindo ou retardando a ovulagao, alterando o transporte do évulo e dos esper-
matozoides, interferindo na capacitagao espermatica, entre outros mecanismos. Porém,
para sua eficdcia, € necessario ser administrada antes da fecundacao. Caso ja tenha ocor-
rido a implantacdo, nao ¢é possivel interromper gravidez em curso por meio da AE
(COSTA et al., 2008).

Um dos farmacos mais utilizados como AE € o levonorgestrel, cujo mecanismo
de acdo envolve a inibi¢do da ovulagao, por meio das alteragdes na fase lutea, interferén-
cia com a penetra¢do do espermatozoide no ovoécito e maturagao deste e, também, na
modificagdo do muco cervical (FERREIRA ef al., 2010). Este medicamento é um tipo de
progesterona sintética e pode ser utilizado, em baixas concentra¢des, em sistema intrau-
terino liberador de levonorgestrel (SIU-LNG), onde o dispositivo é implantado no utero
com liberacao gradual de levonorgestrel (BRASIL, 2013) e em pilulas didrias de anticon-
cepcionais (WANNMACHER, 2003).

Com relacao ao cancer, Carballo e Roca (2006) afirmam que contraceptivos orais
como levonorgestrel apresentam efeito protetor contra o carcinoma do endométrio e do
ovario. Contudo, Linhares et al. (2005) relatam que receptores da progesterona (RP) sao
importantes, pois regulam o crescimento do aparelho reprodutor feminino e da glandula
mamaria, logo encontram-se envolvidos na génese de tumores malignos.

No Brasil, o cancer, principalmente o cancer de mama, tem apresentado grande
incidéncia e mortalidade no sexo feminino, com curva ascendente a partir dos 25 anos
até 45 e 50 anos de idade (LINHARES et al., 2005). No ano de 2016 estao previstos 57.960
novos casos de cancer de mama no Brasil, com risco estimado de 56,20 casos a cada 100
mil mulheres (INCA, 2015).

Diante da grande incidéncia de cancer de mama no pais, e por existirem algumas
hipdteses sobre sua correlagao com os hormonios sintéticos, este estudo faz-se necessario
para uma melhor compreensao do papel do levonorgestrel na génese do cancer. Dessa
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forma, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o efeito carcinoge-
nico e anticarcinogénico do levonorgestrel em D. melanogaster, por meio do teste para
detecgao de clones de tumores epiteliais.

2. Revisao da literatura

2.1. Cancer

O cancer tem sido um grande problema de satde publica, sendo responsavel por
mais de seis milhdes de Obitos por ano, representando aproximadamente 12% de todas
as causas de morte no mundo. Os paises desenvolvidos tém apresentando maior inci-
déncia de cancer; porém, dos dez milhdes de casos novos anuais de cancer, cinco milhoes
e meio sao diagnosticados nos paises em desenvolvimento (GUERRA; GALLO; MENDONCA,
2005).

As células humanas sao constituidas por membrana celular, citoplasma e ntcleo.
No nucleo estdao presentes os genes, que constituem os cromossomos, formando o DNA
(acido desoxirribonucleico). Estes sdao responsaveis por guardar e fornecer instrucoes
para formas, estruturas e atividade celular (INCA,1996).

Estas células do organismo humano passam por divisao celular consecutiva-
mente. Normalmente essa divisao € responsavel pela formagao, crescimento e regenera-
¢ao de tecidos, de forma ordenada (PONTES, 2013). Quando ocorrem mutagoes no mate-
rial genético (DNA) destas células, elas recebem instrugdes erradas para as suas ativida-
des, dando origem a uma doenga gendmica conhecida como cancer (DANTAS et al., 2009).

As alteragdes celulares sdo decorrentes de danos em genes especificos. Estas ocor-
rem no genoma celular por meio de metabdlitos reativos enddgenos, mutdgenos ambi-
entais e drogas terapéuticas que podem alterar sua integridade (RESENDE, 2007). Dessa
forma, estas podem ser espontaneas ou induzidas por agentes mutagénicos, como radi-
agoes, metais, inflamagdes cronicas, radicais livres do oxigénio, dieta inadequada e xe-
nobioticos como cigarro, pesticidas, entre outros. Com o ciclo celular alterado, h4 o au-
mento das taxas de proliferagao e deficiéncia nas taxas de morte celular, resultando na
aglomeracao de clones de células neoplasicas, dando origem aos tumores (FERRARI; TOR-
RES, 2002)

Os tumores formados a partir das alteragdes celulares sao classificados em dois
tipos: malignos e benignos. Os tumores benignos sao aqueles em que as células perma-
necem no mesmo local onde originou o tumor, nao se transmitindo para outros tecidos.
Ja nos tumores malignos, as células vao sofrendo divisdes e invadindo outros tecidos do
corpo, em um processo chamado de metdstase (LOPES; OLIVEIRA; PRADO, 2002).

O processo de formagao do cancer é chamando de carcinogénese, em que células
normais sao convertidas em células malignas através de agentes indutores chamados de
carcinogenos. A carcinogénese envolve multiplas etapas, como a de iniciagao, promogao
e progressao, que incluem mudangas tanto genéticas quanto epigenéticas, ativando os
proto-oncogenes e/ou inativando os genes supressores de tumor (SOUTO; FALHARI; CRUZ,
2005).
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No estagio de iniciagao, as células sofrem a agao dos oncoiniciadores, também
conhecidos como agentes cancerigenos. Estes modificam alguns genes, e as células se
tornam geneticamente alteradas, porém nao € possivel detectar um tumor. Quando essas
células alteradas sofrem o efeito dos agentes oncopromotores, inicia-se o estagio de pro-
mogao, em que as células sao transformadas em malignas de forma lenta e gradual. A
exposi¢ao excessiva a hormonios € exemplo de fator que causa a transformagao de célu-
las iniciadas em malignas. Ja no altimo estdgio, conhecido como estagio de progressao,
os agentes oncoaceleradores fazem a multiplicagao excessiva e irreversivel das células
alteradas. Neste momento, o cancer ja esta instalado e evoluindo até que os primeiros
sinais clinicos apare¢am (INCA,1996).

2.2. Levonorgestrel

O levonorgestrel ¢ um progestageno que apresenta atividade antiestrogénica.
Este € utilizado na area de ginecologia por meio de diferentes formas, como componente
em contraceptivos orais, na terapia de reposi¢ao hormonal ou na contracepgao por emer-
géncia. Este também pode ser utilizado como endoceptivo intrauterino (DIU) com libera-
¢ao diretamente no 6rgao-alvo em doses menores (BRASIL, 2013).

A anticoncepgao por emergéncia através da progesterona sintética levonorgestrel
pode ser administrada, no maximo, 72 horas ap0s a relagao sexual desprotegida (NO-
GUEIRA; REIS; POLI NETO, 2000). Além disso, pode ser usada em uma dose total contendo
1,5mg, dividida em 2 comprimidos de 0,75mg em uma dose tnica ou a cada 12 horas
(BRASIL, 2005).

Existe outro método de AE, chamado de Regime de Yuzpe, que consiste na ad-
ministracao de um estrogénio associado a um progestageno sintético, administrados até
cinco dias apds a relacao sexual. Comparado ao levonorgestrel, o Regime de Yuzpe apre-
senta maior taxa de falha e é escolhido apenas se o levonorgestrel ndo estiver disponivel.
A frequéncia e a intensidade dos efeitos colaterais também sao maiores neste regime
(BRASIL, 2010). Para os AE, estima-se que o indice de falha seja de aproximadamente 2%
e o indice de efetividade, em média, de 75%. Isto nos mostra que ap6s uma relagao sexual
desprotegida, este é capaz de evitar trés em cada quatro gestagoes. Nos trés primeiros
dias, a taxa de falha ¢ de 3,2% para o método de Yuzpe e de 1,1% para o levonorgestrel
(BRASIL, 2005).

O mecanismo de agao do levonorgestrel depende da fase do ciclo menstrual em
que ele € usado. Dessa forma, ele pode causar atraso na ovulagao, alterar a resposta en-
dometrial e também pode alterar a motilidade tubaria e a funcao do corpo luteo, alte-
rando a fecundagao. Contudo, se ja houver iniciado o processo de nidagao, este contra-
ceptivo perde sua eficacia. Em casos de fecundagao, ndo ha evidéncias que este medica-
mento cause efeitos nocivos para o embrido, nem que este piore o progndstico da gesta-
¢ao (NOGUEIRA; REIS; POLI NETO, 2000).

Os progestogénios puros podem causar efeitos colaterais, como nduseas e vomi-
tos, sendo que a incidéncia aproximada é de 16% de nduseas e 3% de vomitos. Se apds
as duas horas de ingestdo houver vomitos, a dose deve ser repetida. Existem ainda os
efeitos secundarios com duracao de menos de 24 horas, como cansa¢o, aumento da sen-
sibilidade das mamas e cefaleia. Além disso, a utilizagdo destes faz com que a pacientes
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sangre 14 a 21 dias apds o tratamento (NOGUEIRA; REIS; POLI NETO, 2000).

A férmula quimica do levonorgestrel € C21H2s0:2 (Figura 1) e ele apresenta diver-
sos metabolitos, como 3-a-, 5-B- e 3-a,5-a-tetraidrolevonorgestrel, com 16-beta hidroxi-
norgestrel também identificado. Ha também os metabolitos urinarios hidroxilados nas
posigOes 2-a e 16-B, e em baixas quantidades, ha metabdlitos presentes no plasma nas
formas conjugadas de sulfatos e glicuronideos. Contudo, a atividade bioldgica de seus
metabolitos ainda nao esta estabelecida (SILVA et al., 2011).

Figura 1. Férmula quimica do levonorgestrel.

C1H:0»

Fonte: http://www.drugs.com/pro/next-choice.html

2.3. Doxorrubicina (DXR)

A doxorrubicina (DXR) € um antineopldsico muito utilizado na terapéutica, prin-
cipalmente no tratamento de leucemias e tumores solidos (CANDIDO, 2013). Esta foi des-
coberta em 1960, isolada a partir de culturas fingicas de Streptomyces peucetus var. caesius.
E mais utilizada na oncologia humana e, em menor extensdo, na oncologia veterinaria
(SILVA; CAMACHO, 2005).

Na estrutura da DXR hd um anel de antraciclina (Figura 2) que se intercala entre
os pares de nucleotideos do DNA, nas fases de transcri¢do e replicagdao. Porém, esta é
capaz de produz radicais livres reativos, que lesam a membrana celular e o DNA; por
isso, deve-se limitar as doses a serem a administradas (MINOTTI et al., 2004 apud CANDIDO,
2013).
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Figura 2. Estrutura quimica da doxorrubicina (DXR)

MH5

Fonte: https://www .researchgate.net/figure/299447373_fig8 Figura-16-Estrutura-quimica-da-
Doxorrubicina. Acesso em 22 de fevereiro de 2016.

A DXR apresenta diversos mecanismos de agao, incluindo a intercalagdo do DNA,
inibindo a sintese de proteinas e a formagao de radicais livres, e inibi¢do de enzimas
topoisomerases. Principais toxicidades associadas a doxorrubicina sdo a supressao da
medula 0ssea, nduseas, vOmitos e altera¢des gastrointestinais como diarreia. Além disso,
ha toxicidade do miocardio (LORI; STEIN; THAMM, 2010). As patologias que resultam do
efeito cardiotdxico da doxorrubicina sdo caracterizadas, clinicamente, por insuficiéncia
cardiaca congestiva (ICC), hipotensdo, anormalidades eletrocardiograficas, arritmias e
morte subita (SILVA; CAMACHO, 2005).

Este farmaco € pouco absorvido pela via oral, sendo utilizado restritamente por
via intravenosa. O seu metabolismo ¢é lento, reduzido e hepatico, e sua excregao é feita
principalmente pela bile, mas também pelas fezes e pela urina (BRUNTON; CHABNER;
KNOLLMAN, 2012) Segundo Silva e Camacho (2005), a DXR tem capacidade significativa
sobre tumores, incluindo alguns que sao geralmente refratdrios a outros farmacos.

Em Drosophila melanogaster, a doxorrubicina é empregada como controle positivo
no teste de deteccao de clones de tumores epiteliais (wts), induzindo a formacao de tu-
mores epiteliais por varias partes de seu corpo (COSTA; OLIVEIRA; NEPOMUCENO, 2011).

2.4. Drosophila melanogaster

O desenvolvimento da genética no Brasil obteve impulso a partir de 1930, e em
1943 os autores brasileiros iniciaram as publicagdes sobre genética de populagdes utili-
zando a Drosophila melanogaster. O geneticista Theodosius Dobzhansky, juntamente com
geneticistas do grupo de Dreyfus, produziram uma série de publicagdes individuais e
conjuntas sobre estes animais, durante quatro visitas marcantes ao Brasil (ROCHA et al.,
2013).

A Drosophila melanogaster (Figura 3) é conhecida popularmente como a “mosca
da fruta”, normalmente apresenta cor marrom e amarelo e tem cerca de 3 mm de com-
primento e 2 mm de largura. Além disso, ela tem a cabeca arredondada, os olhos grandes
e vermelhos, e as antenas curtas. O macho é pouco menor que a fémea e ha maior quan-
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tidade de pigmentacao negra na extremidade posterior do abdome (MILLER, 2000). Per-
tencente a ordem Diptera, é eucarionte e possui 8 pares de cromossomos, sendo um par
sexual (GOMES, 2001).

Figura 3. Drosophila melanogaster: o macho (direita) ¢ menor e apresenta pigmentagao
negra na extremidade posterior do abdome e a fémea (esquerda) é maior, com menos

pigmentacao.

Fonte: http://www.sc.didaxis.pt/hereditariedade/CIENCIA_VIVA_DSC/IMAGENS/morfologia
Acesso em 22 de fevereiro de 2016.

Essa mosca tem sido utilizada como material biologico pelos pesquisadores, por
ser de facil manutengao em laboratorio, em uma temperatura de 18 a 25°C. Além disso,
as Drosophilas apresentam poucas exigéncias quanto ao seu espago cultural e nutricional
e sua morfologia é facilmente analisada através de uma lupa que amplie 20 a 40 vezes
(GOMES, 2001). A D. melanogaster fornece grande ntimero de individuos por progénie e
seu rapido ciclo de vida também é uma vantagem para utilizagao desta espécie (GRAF;
SINGER, 1992).

O ciclo de vida (Figura 4) destas é dividido em quatro estagios: ovo, larva, pupa
e adulto e leva 12 dias para seu desenvolvimento de ovo até adulto. Os ovos sao deposi-
tados pelas fémeas no meio de cultura e o desenvolvimento embriondrio leva aproxima-
damente 24 horas. As larvas de primeiro instar iniciam sua alimentagao imediatamente
na superficie do meio, enquanto as de segundo e terceiro instar necessitam escavar o
meio. A larva de terceiro instar ja estd madura e deixa o meio para formar a pupa e, em
torno de trés dias, o adulto emergira (AMORETTY, 2013).

Em 2000, o genoma da D. melanogaster foi sequenciado, e estima-se que este tenha
14.000 genes e 165 milhdes de bases. Ja o genoma humano possui aproximadamente
22.500 genes e 3.400 milhdes de bases. Apesar dessa diferenca numérica, ao comparar
esses dois genomas, percebe-se que hd semelhanca devido aos genes homodlogos (MAN-
NING, 2008). Além disso, as doengas humanas, como cancer, tém cerca de 70% dos genes
correspondentes em D. melanogaster, o que possibilita varios estudos utilizando-a como
organismo modelo (SEPEL; LORETO, 2010).
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Figura 4. Ciclo de vida da D. melanogaster.
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Fonte: http://skenderianscience.weebly.com/uploads/2/6/1/4/26143564/7822724_orig.jpg. Acesso
em 22 de fevereiro de 2016.

Todas essas caracteristicas descritas tornam a D. melanogaster adequada a analise
genética, favorecendo o estudo de patologias humanas, além de ser consideradas exem-
plos de métodos alternativos ao uso de mamiferos em pesquisas cientificas (MORALES,
2008).

2.5. WARTS (WTS): Teste para detecgdo de tumores epiteliais em Drosophila melanogaster

O teste para detec¢ao de tumores epiteliais, conhecido como warts ou wts, € utili-
zado por pesquisadores para testar o efeito carcinogénico e anticarcinogénico de varias
substancias, como extratos de plantas, medicamentos, entre outros.

Este teste utiliza o wts como marcador genético (SIDOROV et al., 2001), que é uma
mutagao recessiva letal em homozigose nas D. melanogaster (COSTA; OLIVEIRA; NEPOMU-
CENO, 2011). Devido a letalidade do wts, este é mantido em estoque com a presenga de
um balanceador cromossomico (TM3) (ANDRADE, LEHMANN, 2003). Dessa forma, sao ob-
tidas larvas heterozigotas (wts+/+mwh), por meio do cruzamento entre linhagens
wts/TM3 e multiple wing hairs (mwh/mwh) (SIDOROV et al., 2001).

No disco imaginal da mosca heterozigota, existem clones de células homozigotas
que durante a metamorfose, se desenvolvem em estruturas do corpo da mosca adulta
(como a epiderme), expressando os tumores que se assemelham a verrugas. (EEKEN et
al., 2002). Estas células apresentam um ciclo celular equivalente as células somaticas dos
mamiferos (COSTA; OLIVEIRA; NEPOMUCENO, 2011). Assim, quando ha fatores indutores
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de tumores nestas células, pode-se relacionar com o risco de estes induzirem cancer em
seres humanos (EEKEN et al., 2002).

H4 uma diversa classe de genes, conhecidos como genes supressores de tumor,
que sdo responsaveis pela regulacao da proliferacao celular. Mutagdes que levam a perda
da fungao destes genes fazem com que haja proliferacao descontrolada de células e con-
sequentemente a formacao de tumores (WATSON, 1995). Na D. melanogaster, o gene wts
(warts) esta localizado no cromossomo 3R100A5 e é responsavel pela a regulagao do ciclo
celular, atuando como um supressor de tumor. Este gene possui um homdlogo em ma-
miferos, o LATSI1, que estd localizado no cromossomo 6q24-25 (EEKEN et al., 2002; XIA et
al., 2002).

Em casos de delegao deste gene nas D. melanogaster, por meio de uma recombi-
nagao mitdtica nas células somaticas, por exemplo, ocorrerd a formagao de clones de cé-
lulas que sao fragmentados e arredondados. Isso resultara na hipertrofia apical dos dis-
cos imaginais de células epiteliais e induzird o aparecimento de tumores caracteristicos,
similares a verrugas (JUSTICE et al., 1995)

3. Metodologia

3.1. Agentes quimicos

3.1.1. Levonorgestrel

O levonorgestrel ¢ um farmaco progestogénio totalmente sintético, comerciali-
zado na forma de comprimidos. Neste experimento, utilizou-se o0 medicamento conhe-
cido comercialmente como DIAD®, sendo este adquirido na Farmacia Universitaria do
Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM). Os comprimidos adquiridos conti-
nham 0,75mg do principio ativo, e foram diluidos em etanol 5% para preparar as seguin-
tes concentragdes: 12 pg/mL, 25 ug/mL, 37,5 pg/mL, com base no estudo de Ferreira et
al. (2010).

3.1.2. Doxorrubicina (DXR)

O cloridrato de Doxorrubicina (DXR) ¢ um medicamento conhecido comercial-
mente como Adriblastina® RD. Este possui propriedades antineoplasicas e foi utilizado
como controle positivo neste experimento, onde foram diluidos 0,03538g de Adriblastina
(DXR) em 25 mL de dgua osmose reversa, para obten¢do de uma concentracao de 0,4
mM.

Este medicamento é um po¢ liofilizado e cada fraco contém 10mg. Ele é composto
por doxorrubicina, lactose e metilparabeno, além da doxorrubicina. Sua utilizacao é res-
trita para hospitais e laboratorios, sendo empregado especificamente em neoplasias ma-
lignas. A forma molecular da DXR é CyH2NO11 e apresenta peso molecular de 580,0
g/mol.
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3.2. Teste para detecgdo de clones de tumores epiteliais em Drosophila melanogaster

As seguintes linhagens mutantes foram utilizadas no teste para deteccao de tu-
mores epiteliais (wts): wts e mwh. A linhagem wts apresenta um alelo letal em homozi-
gose, warts (wts) no cromossomo 3 (wts, 3-100), sendo necessario a presenga de um cro-
mossomo balanceador TM3 e, fenotipicamente, é caracterizada pela presenca de pelos
mais grossos e curtos por todo corpo da mosca. Ja a linhagem multiple wing hairs
(mwh/mwh) é mantida em homozigose por ser uma mutagao viavel e possui o gene mar-
cador no cromossomo 3 (3-0,3) caracterizado por expressar trés ou mais pelos em cada
célula.

A linhagem wts foi cedida pelo Bloomington Drosophila Stock Center, da Univer-
sidade de Indiana, Estados Unidos, com o niimero de registro: Bloomington/7052, en-
quanto a linhagem mwh/mwh foi fornecida pelo Dr. Ulrich Graf (Physiology and Animal
Husbandry, Institute of Animal Science, ETH Zurich, Schwerzenbach, Switzerland).

No laboratério de Citogenética e Mutagénese do UNIPAM, os estoques dessas li-
nhagens sao mantidos e cultivados. Cada uma delas ¢ posta em frascos de % de litro
contendo meio de cultura de D. melanogaster. Esse meio é composto por 820 mL de dgua;
25g de fermento (Sacchoromyces cerevisae); 11 g de agar; 156 g de banana e 1g de nipagin.
Estas sao conservadas em uma incubadora B.O.D. 411 D, com temperatura de aproxima-
damente 25° C e umidade a 60%, com fotoperiodo de 12 horas.

3.2.1. Cruzamento

O cruzamento foi realizado entre fémeas virgens wts/TM3,5b1 com machos
mwh/mwh. Estes foram colocados juntos em frascos contendo meio de cultura proprio
para postura, e foi o local onde as moscas fémeas depositaram seus ovos. Deste cruza-
mento, foram obtidas larvas heterozigotas wts +/+ mwh, apos 72 horas. Apos esse proce-
dimento, as larvas foram tratadas com os agentes quimicos testados e posteriormente
analisadas. Contudo, as andlises foram realizadas apenas em moscas adultas que apre-
sentaram pelos longos e finos fenotipicamente. As demais moscas, que tinham pelos cur-
tos e grossos, nao foram analisas por ndo apresentarem o gene em estudo e, por isso,
foram descartadas.

3.3. Procedimento experimental

Ap0s o cruzamento entre fémeas virgens wts/TM3,5b1 com machos mwh/mwh, foi
realizado a coleta dos ovos por um periodo de 8h. Para isso, as moscas foram transferidas
para frascos contendo meio de cultura para postura. Este meio proprio para postura é
composto por uma base solida de agar contendo 4% de dgar em dgua e uma camada de
fermento (S. cerevisae) suplementado com agticar. Apds esse periodo as moscas foram
retiradas para o desenvolvimento dos ovos.

Aproximadamente 72 horas ap0s a coleta, as larvas foram lavadas em dgua cor-
rente com o auxilio de uma peneira de malha fina e transferidas para recipientes con-
tendo 1,5 g de meio de puré de batatas (meio alternativo para Drosophila).
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No cotratamento, as larvas foram colocadas em frascos de 2,5 cm de diametro,
8,0 cm de altura, contendo meio de cultura instantaneo para Drosophilas sp. e 5mL da
associagao entre DXR e as diferentes concentragdes de levonorgestrel. Outro grupo de
larvas foi tratado apenas com as concentragdes isoladas de levonorgestrel.

Além destas concentragdes, foram inclusos grupos controles. O grupo controle
positivo utilizou a DXR a 0,4mM e o controle negativo utilizou o etanol 5%. Nesta etapa
do tratamento as larvas ficam expostas aos agentes quimicos testados por um periodo
de aproximadamente 48 horas, até ocorrer a empupagao.

3.4. Analises das moscas

Apds se alimentarem dos meios e finalizarem a metamorfose, as moscas ja se en-
contram na sua forma adulta. Estas foram coletadas, transferidas e armazenadas em fras-
cos contendo etanol (C2HsO) a 70%. Foram obtidas moscas descendentes com pelo curto
e com pelo longo. No entanto, foram analisadas apenas as de pelos longos, pois seu fe-
notipo é selvagem (wts+/+ mwh) quanto a presenga de tumor.

A andlise das moscas com fendtipo de pelo longo e fino foi realizada através da
lupa estereoscopica e € baseada na contagem de tumores de acordo com a descricao de
Justice et al. (1995). Para isso, utilizou-se uma placa escavada contendo glicerina (Glicerol
CsHs0s), onde as moscas foram colocadas e analisadas individualmente, com o auxilio
de um pincel para manuseio. Para registrar a frequéncia de tumores, foi utilizado um
diagrama padrao expressando, quantitativamente, os tumores observados em varios
segmentos das moscas, tanto nos olhos, como na cabega, corpo, asas, pernas e halteres,
em cada concentracao testada.

3.5. Andlise estatistica

As diferengas estatisticas entre as frequéncias de tumores das concentragdes tes-
tadas e os controles (positivo e negativo) foram calculadas usando-se o teste U, ndo pa-
ramétrico, de Mann Whitney, com nivel de significancia p < 0,05.

4. Resultados e discussao

O teste para deteccao de clones de tumores epiteliais em Drosophila melanogaster
foi utilizado neste trabalho para avaliar as carcinogenicidade do levonorgestrel. Para
tanto, foram utilizadas diferentes concentragoes do composto (12 pg/mkL; 25 ug/mL; 37,5
ug/mL), um controle positivo (DXR a 0,4mM) e um controle negativo (etanol 5%). Foram
analisadas 150 moscas de cada concentracao e os resultados desta analise estao expressos
na Tabela 1.
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Tabela 1. Frequéncia de clones de tumores observados em Drosophila melanogaster, heterozigotas
para o gene supressor de tumor wts, tratadas com diferentes concentra¢oes de levonorgestrel
isoladas ou associadas a doxorrubicina

Tratamentos , Ntimero de tumores analisados
3 Numero
I I Frequéncia
- cas anali- Asa Corpo Perna Halter Total (N°de tumo-
(concentracao (mM) d o beca
sadas res/mosca)
pg/mL)
0 0 150 0 5 6 11 5 1 28 0,18
0 04 150 6 119 381 258 375 44 1183 7,88%*
12,5 0 150 0 9 5 16 14 1 45 0,30
25 0 150 2 15 3 18 7 1 46 0,30
37,5 0 150 2 9 6 22 4 0 43 0,28
12,5 04 150 70 367 839 782 890 154 3102 20,68%*
25 0,4 150 120 486 938 878 1174 174 3770 25,13**
37,5 0,4 150 115 389 876 723 1085 133 3321 22,14**

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).

** Valor considerado diferente do controle positivo (DXR 0,4mM) (p < 0,05).

DXR, doxorrubicina.

Ao analisar os resultados da frequéncia de tumores dos individuos tratados ape-
nas com etanol 5% (Tabela 1), é possivel observar uma frequéncia de tumores de 0,18,
devido a predisposi¢ao genética da Drosophila melanogaster. Ja nos individuos tratados
apenas com o controle positivo é possivel notar uma frequéncia de 7,88 tumores por
mosca, demonstrando que a DXR responde de forma significativa a indugao tumoral nas
linhagens utilizadas no teste. Este efeito também foi comprovado nos estudos de Car-
doso e Nepomuceno (2015) e Bontempo e Orsolin (2016) que utilizaram a DXR como con-
trole positivo no teste wts e obtiveram como resultados aumentos significativos nas fre-
quéncias de tumores em todos os segmentos corporais da D. melanogaster adulta.

Ao comparar os resultados dos individuos tratados, com as concentragdes isola-
das do levonorgestrel (12, 25 e 37,5 pg/mL) em relagao ao controle negativo, verifica-se
que nao houve aumento significativo na frequéncia de tumores (p > 0,05) (Tabela 1). Por-
tanto, o levonorgestrel nao apresentou potencial carcinogénico nas concentragoes testa-
das.

Este resultado corrobora com os resultados encontrados por Ferreira et al. (2010),
que verificaram a auséncia do efeito genotoxico do levornogestrel nas células somaticas
de D. melanogaster utilizando este mesmo composto no teste SMART em asa.

A Tabela 1 também mostra os resultados dos individuos que foram tratados com
levonorgestrel associado a DXR. Nesse caso, € possivel observar um aumento significa-
tivo (p<0,05) nas frequéncias de tumores em todas as concentragdes, quando comparadas
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ao controle positivo, ficando evidente que o composto testado apresentou efeito modu-
lador capaz de potencializar a agao tumoral da DXR.

Estes resultados comprovam os de Trinh et al. (2008), que afirmaram que as mu-
lheres que foram diagnosticadas com cancer de mama invasivo sem metastase durante
o uso do sistema intrauterino liberador de levonorgestrel, apresentaram pior prognds-
tico, quando comparadas com as que tiveram insercao apds o tratamento de cancer e
com as que nao tinham utilizado o sistema.

O levonogestrel é um esteroide sintético que apresenta afinidade com receptores
de progesterona (LAU; AFFANDI; ROGERS; 1999). Assim como a progesterona, o levonor-
gestrel ao se ligar com os receptores de progesterona podem exercer regulagao da ex-
pressao genética, além de afetar a proliferagao e diferenciacao celular nos tecidos alvos
(DRUGBANK, 2017). Com relagdo ao efeito proliferativo, de acordo com Maruo et al.
(2007), em estudo in vitro com células de leiomioma uterinas cultivadas, revelou-se que
os receptores de progesterona (P(4)) sao capazes de estimular atividades proliferativas
ao aumentar a expressao de fator de crescimento epidermal (EFC). Mirkin, Wong e Ar-
cher (2005) complementam que progestagenos como o levonorgestrel podem, ainda, au-
mentar o RNAm do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em células de cancer
de mama T47-D, relacionado com o crescimento do cancer de mama. Logo, os possiveis
efeitos proliferativos e angiogénicos apresentados para levonorgestrel podem estar rela-
cionados com o aumento de tumores na presente pesquisa. Além disso, este esteroide é
capaz de alterar a permeabilidade da membrana, permitido a entrada de DXR para as
células (DRUGBANK, 2017).

Todavia, os mecanismos diretamente envolvidos com o aumento na frequéncia
de tumores quando o levonogestrel foi associado a DXR nao foram diretamente avaliados
nesse estudo; portanto, novos estudos devem ser conduzidos com esse propdsito. Dessa
forma, o tratamento de pacientes com o quimioterdpico DXR em uso de levonorgestrel
deve ser considerado, diante dos resultados encontrados neste estudo.

Os resultados obtidos no presente trabalho diferem da maior parte dos estudos
existentes até 0 momento, pois a maioria deles sugere efeito anticarcinogénico do levo-
norgestrel. Arnes, Hvinge e Orbo (2014) observaram que a ocorréncia de pequenos poli-
pos hiperplasicos endometriais foi reduzida pelo uso do sistema intrauterino liberando
20ug de levonorgestrel por 24 h na mucosa uterina, reduzindo a necessidade de histe-
rectomia nestas pacientes. Backman et al. (2005) também afirmam em estudo caso-con-
trole que as usudrias do sistema intrauterino liberador de levonorgestrel nao apresenta-
ram aumento na incidéncia de cancer de mama, quando comparadas a populagao femi-
nina finlandesa média.

Contudo, ha uma caréncia de estudos clinicos randomizados a longo prazo em
pacientes com cancer, principalmente de mama, utilizando levonorgestrel para avaliar
recorréncia da doenga e seu mecanismo de agao associado ao quimioterapico.
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5. Consideragoes finais

A partir dos resultados encontrados nas presentes condigdes experimentais,
pode-se concluir que levonorgestrel ndo apresentou potencial carcinogénico nas concen-
tragoes testadas. Contudo, apresentou efeito modulador, sendo capaz de potencializar
os danos induzidos pela DXR em D. melanogaster. Assim, partindo dessas ac¢des do levo-
norgestrel, é possivel sugerir que sua utilizagao como coadjuvante no tratamento do can-
cer nao ¢é viavel. Dessa forma, fica expressa a necessidade de novas investigacdes com
énfase em humanos.
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