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Resumo: Anastrozol é utilizado como hormonioterapia na adjuvancia do tratamento contra o
cancer de mama que, até recentemente, era baseada, principalmente, no uso do tamoxifeno. O
anastrozol inibe a enzima aromatase e leva a uma redugao da agao do estrogeno, reduzindo o
estimulo causado pelo estriol na célula neoplasica. Em razao da imaturidade do farmaco no
mercado, com ampla aceitagao e indicagao, surge concomitantemente a necessidade da avalia-
¢ao do seu potencial genotdxico, sendo este o objetivo principal do presente trabalho. Tal avali-
acao foi realizada por meio do teste para deteccdo de mutagdo e recombinacdo somatica
(SMART) em Drosophila melanogaster. Para tanto, foram utilizadas larvas de 72 horas provenien-
tes dos cruzamentos padrao (ST) e alta capacidade de bioativagao (HB). As larvas, provenientes
de ambos o0s cruzamentos, foram tratadas com diferentes concentracdes de anastrozol (0,08;
0,16; 0,24 mg/mL). Foram utilizados dgua (osmose reversa) como controle negativo e Doxorru-
bicina (DXR) (0,125 mg/mL) como controle positivo. A analise demonstrou que nao houve au-
mento nas frequéncias de manchas mutantes, nos descendentes MH do cruzamento ST, quando
tratados com as diferentes concentragdes de anastrozol. Por outro lado, quando individuos des-
cendentes do cruzamento de alta bioativagdo (HB) foram tratados com as mesmas concentra-
¢Oes de anastrozol, foi verificado um aumento no namero de manchas mutantes, nas maiores
concentragdes (0,16 e 0,24 mg/mL). Nos individuos tratados com as associa¢des anastrozol e o
quimioterapico DXR foi verificada uma redu¢ao no nimero de manchas mutantes, induzidas
por este quimioterdpico, em todas as concentragdes testadas e em ambos os cruzamentos (ST e
HB). Podemos concluir que, nestas condi¢des experimentais, o anastrozol apresentou atividade
genotoxica indireta, ou seja, necessitou da a¢ao das enzimas citocromo P450 (CYP-450) para se
tornar genotoxico. Na associagdao anastrozol mais DXR ocorreu um efeito modulador entre os
dois compostos, que reduziu a genotoxicidade da DXR.
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Abstract: Anastrazole is used as hormone-therapy in the adjuvant treatment against breast
cancer, which until recently was based especially on the use of tamoxifen. Anastrozole inhibits
the aromatase enzyme, and it leads to a reduction of the action of estrogen, reducing the stimu-
lus caused by estriol in the neoplastic cell. Because of the immaturity of the medicine, with am-
ple acceptance and indication, there is simultaneously a need of evaluation of its genotoxic po-
tential, and this is the main objective of the present work. Such evaluation was made through
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the Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) in Drosophila melanogaster. This way, we
used larvae of 72 hours proceeding from standard (ST) cross and high capacity of bioactivation.
The larvae, proceeding from both crosses, were treated with different concentrations of anastro-
zole (0.08; 0.16; 0.24 mg/mL). We used water (reverse osmosis) as negative control and Doxoru-
bicin (DXR) (0.125 mg/mL) as positive control. The analysis showed that there was no increase
in the frequencies of mutant spots, in MH descendants of ST cross, when treated with different
concentrations of anastrozole. On the other side, when individuals descending from the high
bioactivation (HB) cross were treated with the same concentrations of anastrozole, we could
observe an increase in the number of mutant spots, in the highest concentrations (0.16 e 0.24
mg/mL). In the individuals treated with the association anastrozole and the chemotherapeutic
DXR, we could observe a decrease in the number of mutant spots, induced by this chemothera-
peutic, in all tested concentrations and in both crossed (ST and HB). We can conclude that, in
these experimental conditions, anastrozole presented an indirect genotoxic activity, that is, it
needs the action of the enzyme cytochrome P450 (CYP-450) so as to become genotoxic. In the
association anastrozole and DXR, there was a modulator effect between the two compounds,
which reduced the genotoxicity of DXR.

Keywords: Anastrozole. SMART. Doxorubicin.Modulator effect.

1. Introducdo

1.1. Correlagdo entre mutagdo e cancer

O termo “mutacao” refere-se a qualquer alteracdo sobre o DNA, sendo um pro-
cesso fundamental para a evolugao das espécies, fornecendo nova variabilidade genéti-
ca, permitindo assim a adaptagdo dos organismos as mudangas do meio ambiente. Po-
rém, apds passar por sucessivas mutagoes, podera determinar a perda do controle da
divisdo celular e o aparecimento de tumores e aberragdes (RIBEIRO, MARQUES, 2003;
SNUSTAD, SIMMONS, 2001).

As chamadas mutag¢des espontaneas, derivadas de erros na replicagao do DNA,
podem acontecer naturalmente, por lesdes e por insercao de elementos de transposigao.
As mutagdes induzidas surgem apods tratamento proposital ou exposi¢ao a agentes e-
xd6genos, denominados mutagénicos; esses agentes podem acelerar ou aumentar o apa-
recimento de mutac¢des (BROWN, 1999; BURNS; BOTTINO, 1991; LOURO, 2002; RIBEIRO,
MARQUES, 2003; SNUSTAD; SIMMONS, 2001).

Os mutagenos induzem transformagdes por trés vias: eles podem substituir as
bases do DNA, alterd-las formando um mau pareamento ou danifica-las de modo que
nao mais se pareiem. As células tém um sistema de reparo, utilizando um filamento do
DNA como molde para corre¢ao dos danos; porém, se este por sua vez se apresentar
com a dupla-hélice danificada, as muta¢des gerarao uma gama de anomalias cromos-
somicas, resultando na morte celular ou aparecimento de cancer (SUZUKI; GRIFFITHS;
LEWONTIN 2006).

Deste modo, torna-se clara a interligacdo entre mutagénese e carcinogénese. A
mutagdo é o estagio inicial pelo qual grande parte dos carcinégenos inicia o tumor.
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1.2. Cancer de mama

O cancer (CA) é um distarbio genético, uma vez que é desencadeado por alte-
ragdes no DNA, havendo perda do controle do crescimento celular. Origina-se de uma
unica célula normal que acumula mutagdes apds sucessivas divisdes. ApOs serem ex-
postas a agentes onco-promotores, as células iniciam um processo de multiplicagdo
descontrolada e irreversivel, diminuem a suscetibilidade a apoptose e aumentam a taxa
de mutagao. Sem regulacao as células multiplicam-se e acumulam-se umas sobre as
outras formando tumores (STRANCHAN; READ, 2002; UCHIMURA et al., 2006).

Atualmente reconhece-se que certas substancias e produtos quimicos apresen-
tam risco potencial de promover modificagdes no DNA que, por sua vez, quando nao
reconhecidas e reparadas passam a desencadear alteragdes no genoma, por meio de
pontos de mutagado, delegao, amplificagdo genética ou rearranjos (ZORDAN et al., 1994).

O aumento de pessoas com cancer deriva da associagdo dos seguintes fatores:
aumento da expectativa de vida; maior niumero de exposicao a mutagénicos; ampla
escala de substancias carcinogénicas; alimentagao inadequada e, ainda, associada a
inumera quantidade de agrotdxicos utilizados; sedentarismo; etilismo; tabagismo e
histéria familiar. Segundo dados do INCA (Instituto Nacional do Cancer), as neoplasias
mais estimadas no Brasil para 2010 sao os carcinomas mamarios e prostaticos (INCA,
2010).

O cancer de mama no Brasil é o mais prevalente entre o sexo feminino entre 40-
69 anos, sendo a maior causa de morte nesta classe (TRUFELLI ef al., 2008).

Com o aumento da populacgao feminina e significativamente da terceira idade, e
por ser o CA de mama, segundo dados do INCA (2010), o maior causador de mortes
em mulheres entre 40-69 anos (TRUFELLI et al., 2008), a ciéncia prevé a necessidade de
praticas direcionadas a etiologia, tratamento e desencadeadores mutagénicos e carci-
nogeénicos, visando ao controle de tal patologia.

Os hormonios estrogeno e progesterona tém atividade proliferativa no tecido
mamario normal e, por tal fator, acredita-se que estejam envolvidos no aumento do
numero de células susceptiveis ao crescimento seletivo das células malignas na carci-
nogénese.

Existem intimeros tipos de cancer de mama, como por exemplo: Carcinoma
ductal; C. lobular infiltrante; C. inflamatdrio; Doenca de Paget; Sarcomas; Fibroadeno-
mas, sendo o ultimo, por sua vez, o mais comum entre mulheres jovens entre 20 e 25
anos, frequentes no quadrante superior externo da mama esquerda (ESTEVAO; NAZARIO;
BARACAT, 2007).

Encontram-se geneticamente alterados e aberrantemente expressados nos tu-
mores mamarios os proto-oncogenes: C-MYC fator essencial no controle da prolifera-
¢ao celular; c-erbB-2 associado ao comportamento agressivo do tumor e pior progndsti-
co e 0 INT-2 envolvido na transformacao da de célula mamaria. Entre 1990-1994 identi-
ficou-se que portadores de mutagdes nos genes BRCAI E BRCA2 (genes responsaveis
pela protecdo e reparo do DNA), tém 85% de probabilidade de desenvolvimento de CA
de mama (CHAVES et al., 1999).
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Quantificagdes de alteragdes genéticas ao nivel celular sao de grande interesse,
uma vez que podem ajudar a elucidar a iniciagao, desenvolvimento e progressao tumo-
ral (CHAVES et al., 1999).

A sintomatologia do CA é varidvel, tendo em vista que as muta¢does malignas
podem ocorrer em todas as células do organismo e serd definida de acordo com o local
onde se instalar. Para diagndstico, salvo rarissimas excegdes, necessita-se da realizacao
de biopsia para andlise anatomopatologica (VARELLA; JARDIM, 2009).

Existe atualmente ampla gama de tratamentos contra o CA. A escolha basear-
se-a no estadiamento, que é o processo de avaliacdo da extensdao da doenca, e apresen-
ta-se também como importante indicador de progndstico. O estadiamento é dividido
em clinico, cirdrgico e anatomopatoldgico. O estadiamento clinico é definido como:
estadio 1) fase inicial; estadio 2) fase intermediaria; estadio 3) fase avancada e estadio 4)
metastase (VARELLA, JARDIM, 2009).

Intimeras sdo as possibilidades de escolha do tratamento para o CA, tais como:
cirurgica; radioterapica definitiva, adjuvante, neoadjuvante, paliativa e combinada,
sendo por braquiterapia, intraoperatdria, radiocirtirgica estereotatica, irradiacao de
todo o corpo ou radionuclideos; terapia alvo; transplantes; imunoterapia; terapia géni-
ca; quimioterapia e hormonioterapia (VARELLA; JARDIM, 2009).

1.3. Quimioterapia

O tratamento quimioterapico pode ser curativo, neoadjuvante (prévio), paliati-
vo (controle e alivio dos tumores), ou adjuvante (apds o tratamento principal com o
objetivo de reduzir risco de metastase) (UCHIMURA et al., 2006).

Segundo Varella e Jardim (2009), o termo quimioterapia refere-se ao tratamento
de doencas por meio de substancias quimicas que afetam o funcionamento celular;
porém, é mais conhecido como defini¢ao para tratamento antineoplasico. Durante a
Segunda Guerra Mundial, em uma pesquisa com mostarda nitrogenada, gas venenoso,
os médicos do exército norte-americano descobriram que os técnicos que manipulavam
o produto apresentavam consideravel baixa no niumero de leucdcitos, células estas que
por sua vez estdo em maior numero em pacientes com leucemia. Esta foi a primeira
demonstracao da possibilidade de tratar leucemias com drogas quimicas, como ¢ o
caso dos citostaticos, que por sua vez sao medicamentos que apresentam mecanismos
de agdo diversos, mas com a mesma caracteristica comum de interromper o ciclo celu-
lar em alguma das fases. Trata-se de farmacos muito ativos e com elevada toxicidade
potencial que, em exposi¢ao continua ou prolongada, tém aspectos mutagénicos, em-
briotdxicos, teratogénicos e carcinogénicos (UCHIMURA et al., 2006).

A quimioterapia visa diminuir ou cessar a atividade do tumor. E um tratamento
complexo que interfere na producdo de proteinas e bloqueia processos metabdlicos
comuns do tumor aos tecidos sadios, que acabam sendo afetados de forma indesejada
pela medicagao.

Os farmacos sao classificados em: ciclo inespecificos, ciclo especificos (atuam na
divisdo celular) e fase especificos (somente em uma determinada fase do ciclo). Quan-
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do se utiliza somente um agente quimioterdpico ¢ denominada monoquimioterapi;
dois ou mais, poliquimioterapia, que por sua vez tem grande risco de sinergismo, e
expde maior numero de células (UCHIMURA et al., 2006).

Dentre os diversos mecanismos pelos quais os quimioterapicos interferem na
divisao celular, os mais comuns sao: destruicao da molécula de DNA, apds sua divisao;
decomposigao de enzimas e proteinas necessarias para a sintese de DNA, ou bloquei-
am as enzimas de reparo. Por ter interferéncia inespecifica no ciclo celular, qualquer
célula em processo de divisao sera afetada, sendo ela neoplasica ou normal. Tecidos
que apresentem rapida mitose celular (como por exemplo, pele, cabelo, mucosa) sao os
mais afetados (VARELLA; JARDIM, 2009).

Teoricamente a quimioterapia isoladamente é incapaz de eliminar a tltima cé-
lula tumoral, pois 0s quimioterdpicos agem somente em determinadas fases do ciclo
celular, destruindo, assim, somente as células que se encontrem nessa fase (VARELLA;
JARDIM, 2009). Deste modo, as associagdes de drogas que atuam em diferentes fases do
ciclo aumentam o espectro de acao do tratamento, por meio do chamado sinergismo
por potencializagao que, por sua vez, deve conter drogas que nao apresentem toxicida-
de pelos mesmos tecidos.

Sendo a indicagdo de tratamento adjuvante cada vez mais ampla no tratamento
de cancer de mama, na tentativa de controle da patologia, ha um crescente uso precoce
de quimioterapia, antes mesmo da abordagem cirargica. Porém, essa ampla aborda-
gem de tratamento antes de um exame histopalogico do tumor (baseado apenas na
citologia), afeta o futuro planejamento terapéutico, que é embasado no tipo histolédgico,
receptor estrogénico e numero de linfonodos axilares acometidos. Portanto, s deve ser
administrado em comprovagao da relagao custo-beneficio favoradvel (CHAVES et al.,
1999).

A maioria dos citostaticos, embora tenha a finalidade de curar, melhorar a so-
brevida e/ou promover efeito paliativo, sdo de natureza tdxica, e sua administracao
exige grande cuidado e habilidade. Erro durante manuseio ou administragao pode le-
var a efeitos tdxicos graves ao cliente e ao profissional que prepara a medicagao.

O tratamento € administrado em ciclos, para que as células normais se recupe-
rem dos danos sofridos, apds sucessivas doses quimioterapicas.

Descoberta por Waksman em 1940, por meio de uma cultura em caldo de Strep-
tomyces, as actinomicinas deram origem a uma série de antineopldsicos, dentre eles, a
Doxorrubicina, que por sua vez é utilizada no tratamento de diversas neoplasias, inclu-
sive as mamarias (GILMAN et al., 2006).

A Doxorrubicina, embora muito utilizada, é classificada como vesicante, ou se-
ja, de alta capacidade de agressao tissular, frequentemente associada a necrose, irrita-
¢ao intracelular e ulceragao (UCHIMURA et al., 2006). Apresenta propriedades citotoxicas
em células cancerigenas e também sobre varios 6rgaos. Suas manifestagdes toxicas
mais importantes sao: mielossupressao, tromboplastina, anemia, estomatite, perturba-
¢Oes gastrintestinais, manifesta¢cdes dermatoldgicas, toxicidade cardiaca e derrame pe-
ricardico (CHABNER et al., 1996; GILMAN et al., 2006; SILVA, 2006).

Dentre as atividades terapéuticas e toxicas deste antibidtico destaca-se, como
principal efeito bioquimico, sua intercalagao com o DNA, que culmina na destruigao da
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célula pelo farmaco, por meio de quebras de mono e bifilamentos, troca de cromatides
irmas e interferéncia na sintese de RNA. Liga-se covalentemente ao DNA de fita dupla,
através de sua intercalacdo com os pares de base guanina-citosina, inibindo assim sua
replicacdo. Por apresentar capacidade de ligagdo com a membrana celular, uma gama
de funcgoes celulares € afetada, alterando morfologia celular e induzindo apoptose
(ANVISA, 2010; GILMAN et al.,2006; KATZUNG, 2006). Sua acao citotoxica tem intima rela-
¢ao, também, com a inibigao da replicagdo nucleotidica, por meio de sua intercalagao
com a topoisomerase II, enzima responsavel pelo reparo da molécula de DNA. Série de
oxidases, redutases e desidrogenases promovem reduc¢ao enzimatica, promovendo
liberacao de radicais livres altamente reativos da hidroxila.

1.4. Hormonioterapia

Outro tratamento que vem se destacando, tanto em prescri¢des médicas, quanto
no numero de pré-farmacos em pesquisa para o mercado farmacéutico da oncologia, é
a chamada hormonioterapia, que por sua vez é dividida em ablativa, aditiva, competi-
tiva ou inibitiva.

Sabe-se que diversos tipos de CA apresentam crescimento e disseminagao hor-
moniodependentes. Os hormonios agem como fator de crescimento ao se ligarem aos
receptores das células tumorais, sinalizando a ativagao génica responsavel pela multi-
plicacao celular. Esse tipo de interferéncia ocorre em tumores instalados nas mamas,
endométrios, ovarios, prostata, tireoide e outros (VARELLA; JARDIM, 2009).

A hormonioterapia anticancer reduz a agao do estrogeno nas células, reduzindo
o estimulo causado pelo estriol na célula neoplésica, reduzindo velocidade de multipli-
cacao e induzindo apoptose (CHAVES et al., 1999). A hormonioterapia apresenta dois
mecanismos basicos: supressao da produgao de hormonios, deste modo privando as
células do estimulo desencadeador da divisao, e bloqueio da ligacdo dos hormonios
com seus receptores (VARELLA; JARDIM, 2009).

De acordo com Varella e Jardim (2009), por meio de manipula¢des hormonais,
as principais estratégias de interferéncias no crescimento tumoral sao:

v' Retirada cirtrgica de glandulas enddcrinas (ovario/ testiculo): privando o orga-
nismo da a¢ao hormonal, induz remissao de 40% dos casos de CA de mama
disseminado em mulheres pré-menopausa e 80% dos portadores de CA protati-
co disseminado.

v" Doses suprafisiologicas de hormonios: no caso do CA de mama, administragao
de baixas doses de estrdgeno ou progesterona estimula o crescimento tumoral,
porém, pode entrar em remissao quando exposto a alta dosagem destes hormo-
nios.

v Antagonistas hormonais: competem por mesmo sitio de ligacdo, podendo ser
citado o Tamoxifeno, que bloqueia os receptores de estrogeno.

v Combinag¢do hormonal: sinergismo, que por sua vez nao apresenta efeito tdo
favoravel quanto as associagdes quimioterapicas.
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v" Inibidores das enzimas produtoras de hormonios: ao serem inibidas, bloqueia-
se a sintese hormonal, privando as células hormoniodependentes do seu fator
de crescimento.

A hormonioterapia na adjuvancia no tratamento de cancer de mama, até recen-
temente, era baseada principalmente no uso do Tamoxifeno por um periodo de cinco
anos, ficando os demais farmacos restritos ao caso de contraindicagdes deste. Recente-
mente, entretanto, os inibidores da aromatase (IA) de terceira geragdo, como o anastro-
zol, tém colocado a supremacia deste em cheque. O anatrazol tem sido descrito ha mais
de uma década como referéncia de baixa toxicidade, por apresentar boa resposta e po-
sologia comoda de um comprimido ao dia (CHAVES et al., 1999).

A enzima aromatase ¢ fundamental na formagao de estrégenos na menopausa,
¢ dependente do citocromo P450 e promove conversao de androgenos a estrogenos e é
codificada por gene no cromossomo 15, sendo expressa em diversos tecidos. Na mama
ocorre produgao local dessa enzima, tornando a concentracao de estrégeno mais eleva-
da do que os niveis séricos. Os IA h4 mais de duas décadas sao uma opgao terapéutica
em cancer de mama; entretanto, os de terceira geragéo se tornaram um marco por se-
rem extremamente eficientes, bloqueando mais de 98% da aromatizagao e por apresen-
tarem baixas rea¢Oes adversas medicamentosas (RAMs) (DAMIANIL; DAMIANI, 2007).

1.5. Anastrozol

O anastrozol é um inibidor competitivo de terceira geracao da sintese de este-
roides (bloqueador especifico e altamente potente). Ele se liga seletivamente e inibe
reversivelmente a aromatase, que por sua vez faz parte do complexo enzimatico do
citocromo P-450, encontrada em muitos tecidos, incluindo os dos ovarios, antes da me-
nopausa, figado e mama. No CA de mama estrogeno-dependente, ¢ utilizado no tra-
tamento em mulheres em periodo pds-menopausa; inibe a conversao periférica de an-
drostenediona e testosterona para estradiol e estrona, bloqueando por completo o es-
trogénio. Ao contrdrio do Tamoxifeno, ndo tem atividade agonista, inibindo assim o
crescimento tumoral. Devido ao bloqueio especifico ndo necessita de utilizagao conjun-
ta de corticosteroides. E metabolizado no figado, com meia vida de eliminagao 50 ho-
ras. Em sete dias as concentragdes plasmaticas atingem niveis de equilibrio. Em estu-
dos recentes de comparacao do tamoxifeno X anastrozol, os beneficios clinico foram
maiores para o inibidor da aromatase, que apresentou perfil de toxicidade muito favo-
ravel (DAMIANL DAMIANI, 2007).

Como a hormonioterapia nao induz resposta em todos os pacientes, é de suma
importancia identificar a probabilidade de resposta em cada caso. No CA de mama, a
presenca de receptores de estrogenos é detectada por meio da andlise anatomopatolo-
gica, que por sua vez também indica o prognodstico. O tratamento hormonal provoca
remissoes em 60 a 75% dos tumores com receptores positivos em menos de 10% no
caso de auséncia desses receptores (VARELLA; JARDIM, 2009).

O CA ¢ uma das principais causas de 0bito em nacdes desenvolvidas. Estima-se
que uma a cada trés pessoas tera o diagnostico de CA (RANG et al., 2007). Como os a-

85



DAGMAR LELES CUNHA & JULIO CESAR NEPOMUCENO

gentes mutagénicos alteram, aumentam e aceleram o aparecimento de mutagoes asso-
ciadas ao desenvolvimento de neoplasias, por conseguinte, a genética toxicologica,
cada vez mais, através de bioensaios, concentra suas investigacdes na deteccao de mu-
tacoes e possiveis agentes genotdxicos e desencadeadores de neoplasias (RIBEIRO;
MARQUES, 2003).

Compostos com atividades bioldgicas continuam sendo desvendados, princi-
palmente quando se refere as suas propriedades toxicas, carcinogénicas e mutagénicas.
A cada droga produzida, antes de seu lancamento no mercado farmacéutico existe a
necessidade da realizacao de testes de genotoxicidade, para estudos detalhados sobre a
composi¢ao quimica e toxicidade, pois tais fatores interferem no processo de multipli-
cacao celular, e determinadas substancias modificam genes especificos ou contribuem
para o desenvolvimento de mutag¢des, o que torna os testes genéticos tteis no rastrea-
mento de agentes com potencial genotdxico.

Sendo assim, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar a genotoxicidade do
anastrozol por meio do teste para detecgao de mutagdao e recombinagao somatica (So-
matic Mutation and Recombination Test - SMART) em Drosophila melanogaster.

1.6. Teste para detec¢do de mutacio e recombinacdo somdtica (SMART)
em Drosophila melanogaster

O teste SMART, que detecta mutagdes e recombinagdes somaticas, foi desenvol-
vido por Graf et al. em 1984 e é utilizado para deteccao de agentes genotoxicos, antige-
notoxicos e eventos mutacionais de ponto, dele¢des, translocagdes, recombina¢ao mito-
tica (GRAF et al., 1984; VOGEL; ZILASTRA, 1987).

A Drosophila melanogaster ou vulgarmente conhecida como mosca-da-banana foi
um dos primeiros organismos a ser usado em genética e, ainda hoje, é utilizado por
apresentar curto ciclo de vida, simples cruzamento e cultivo, machos e fémeas facil-
mente distinguiveis, grande nimero de mutantes, linhagens bem caracterizadas, confi-
abilidade e de baixo custo. Os fenotipos mutantes surgem regularmente em populacdes
de laboratorio, e por meio de tratamento com substancias quimicas e/ou radiagao, po-
de-se aumentar a frequéncia (SUZUKI; GRIFFITHS; LEWONTIN 2006). Este inseto de facil
manipulagdo e manuten¢ao em laboratorio fornece um grande niimero de individuos
por progénie, além de apresentar consideravel fragao de genes homodlogos aos do ho-
mem.

Estudos de inducado e desenvolvimento de tumores em Drosophila podem con-
tribuir diretamente para o entendimento de canceres em seres humanos. Grande nu-
mero de proto-oncogenes e supressores de tumores de mamiferos sao conhecidos em
Drosophila (EEKEN et al., 2002).

O SMART tem como foco os discos imaginais que, por sua vez, sao grupos de
células que separadamente se proliferam, diferenciam e desenvolvem estruturas corpo-
reas da mosca adulta (FRE[; WURGLER, 1995).

Para realizacao do teste SMART sao utilizadas larvas de trés linhagens mutan-
tes de Drosophila, portadoras dos marcadores genéticos multiple wing hairs (mwh, 3-0,3)
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e flare-3 (flr3, 3-38,8):

o mwh/mwh (multiple wing hair): tem um alelo mutante no cromossomo 3, capaz
de alterar o fendtipo dos pelos das asas, que sao caracterizadas por apresenta-
rem somente um pelo e passam a expressar trés ou mais. Apresenta alelo em
homozigose.

e flr¥ /In (3LR) TM3 (flr%, flare3): alelo mutante do cromossomo 3 proximo ao
centromero; altera o fendtico do pelo das asas, deformado-o ao aspecto de
“chama”. Nao apresenta alelos em homozigose, pois seria letal. No outro
cromossomo, um balanceador que tem multiplas inversoes recebe o nome de
TM3 Bds, faz o balanceamento do alelo mutante. Portanto, a mutacao fIr® sera
viavel, apenas quando algumas células do disco imaginal carregarem a muta-
cao.

e ORR; flr¥/In(3LR) TM3(flr3, flare): construida para aumentar a capacidade me-
tabolica na ativagao de promutdgenos, por ser caracterizada por um alto nivel
de citocromo P450 constitutivo.

Sao realizados cruzamento padrao (ST- Standard Cross) e cruzamento de alta
bioativa¢do (HB- High Bioactivation Cross) (GRAF; VAN SCHAIK, 1992), de onde origi-
nam-se pelos mutantes, denominados manchas mutantes. A frequéncia e o tamanho
dessas manchas permitem a determinagdo quantitativa dos efeitos mutagénicos e re-
combinogénicos.

2. Material e métodos

2.1. Agentes quimicos

Doxorrubicina (DXR) cloridrato de (8S-cis)-10- [3-amino-2,3,6,-trideoxi-alfa-
1lixohexapiranosil)oxi]-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-8-(hidroxiacetil)-étoxi5.12
naftacenodiano (CAS 23214-92-8), Eurofarma Laboratério Ltda, Sao Paulo-SP, Brasil,
foi utilizado como controle positivo. Cada frasco contém 50mg de DXR liofilizado. Pos-
sui peso molecular 580,0 e féormula molecular CH2NO1.HCl (Figura 1), lote n®
04020136.

Figura 1 - Férmula estrutural da doxorrubicina.
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Arimidex contém 1mg de anastrozol (Figura 2) — lactose mono-hidratada — car-
boximetilamido sédico — povidona (K31) (E1201) — estearato de magnésio (E5720 com
revestimento Macrogol 400 — hipromelose (E464) — Didxido de titanio (E171), Laboraté-
rio AstraZeneca Ltda EUA/ Cotia-SP, Brasil. Cada caixa contém 28 mg de anastrozol.
denominado quimicamente como 1,3-benzenenodiacetonitrila,a,a,a’,a’-tetrametil-5(1-
H-1,2,4-triazol-1-ilmetil); com férmula empirica C17H19N5 e peso molecular de 293,4.
O anastrozol é um p¢ cristalino quase branco com solubilidade moderada em meio
aquoso (0,5 mg/mL a 25°C), a solubilidade ¢ independente do pH na faixa fisiologica
(ANASTROLIBBS, 1997).

0
O Ma OH

RO
* HO OH
Ry
Rd 5 o Me

Mer OR
2 Me COOH
Ry=H,Rz=H,Ry=H,Ry=H
Ry =0H,R; = H, Ry = COOH, Ry = H

Figura 2. Férmula estrutural do anastrozol

2.2. Cruzamentos entre as linhagens

No cruzamento Padrao (“ST- Standard Cross”) efetuou-se o cruzamento utili-
zando fémeas virgens fIr¥/In(3 LR)TM3, ri pp sep 1(3)89Aa bx>* e Bds, cruzadas com ma-
chos mwh/mwh (Graf et al.; 1989); e Cruzamento de Alta Capacidade de Bioativagao
(“HB- High Bioactivation Cross”) cruzando fémeas virgens ORR / ORR; flr3/In(3
LR)TMS3, ri p¥ sep 1(3)89Aa bx3* e Bd* com machos mwh/mwh (GRAF; VAN SCHAICK,
1992).

Ap0s 48 horas de inicio dos cruzamentos foi realizada a ovoposi¢ao, por um pe-
riodo de 8 horas, em frascos contendo uma base solida de agar (4% de agar em agua) e
uma camada de fermento bioldgico (Sacharomyces cerevisae) suplementado com agtcar.
Ap0s 72 +/- 4 horas, as larvas do 3° estagio foram lavadas com agua corrente e coleta-
das com auxilio de uma peneira de malha fina.

Grupos com cerca de 100 larvas foram transferidos para frascos de vidro de 25
mL, contendo 1,5 g de meio alternativo de puré de batatas (marca Yoki® Alimentos
S.A, lote n®. B2LC7F1) e anastrozol (0,08, 0,16 e 0,24 mg/mL) associados ou ndo com
DXR (0,125mg/mL). Esta concentracao de DXR é conhecida como sendo genotdxica
para a Drosophila no teste SMART (FRAGIORGE; SPANO; ANTUNES, 2007; COSTA;
NEPOMUCENO, 2006). Larvas foram tratadas, também, com 0,125 mg/mL de DXR, como
um controle positivo, e dgua osmose reversa (estéril) como controle negativo. Pelo fato
dos possiveis compostos serem fotossensiveis todos os frascos do tratamento foram
envolvidos com papel aluminio.
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Destes cruzamentos nascem dois tipos de descendentes: trans-heterozigotos
marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH). Esses descendentes sao distintos
fenotipicamente, baseados no marcador TM3, Bd®. Os MH (mwh +/ + fIr®), expressam-se
pelos mutantes nas asas, originados de mutagao e recombinagao e apresentam os cro-
mossomos estruturalmente normais, e seu fenétipo desenvolve asas normais de borda
lisa. Os descendentes BH (mwh +/ + TM3,Bd*) inibem recombinag¢ao ocorrendo somente
mutagdo; por terem um cromossomo balanceador TM3/ Bds, seu fendtipo desenvolve
asas mal formadas com aparéncia serrilhada, denominadas “serrate” (GUZMAN-
RINCON; GRAF, 1995).

2.3. Preparacio e andlise microscopica das asas

Ap0s se alimentarem do meio teste e completar as etapas de desenvolvimento
(metamorfose), as moscas adultas foram coletadas e conservadas em etanol 70%. As
moscas preservadas tiveram suas asas destacadas com o auxilio de pingas entomologi-
cas, e estas foram estendidas aos pares sobre laminas. Para fixacao das asas foi utiliza-
da solucgao de Faure (30g de goma ardbica, 20 mL de glicerol, 50g de hidrato de cloral e
50 mL de agua destilada). A analise das asas foi realizada em microscopio 6ptico de luz
com aumento de 400X, em que se observaram todas as células das 7 regides nas quais a
asa ¢ dividida, sendo os setores: A, B, C’, C, D, D’ e E, que determina a posicao da
mancha , que por sua vez é classificada em manchas simples, quando expressam ape-
nas um dos marcadores (mwh ou fIr¥), ou manchas gémeas, quando expressam os dois
marcadores (mwh e flr’) na mesma mancha (GRAF et al., 1984). Foram registrados o na-
mero e os tipos de manchas encontradas (simples ou gémeas), assim como o tamanho
das mesmas, e a posi¢gao em que se encontram na asa, que por sua vez € indicada.

2.4. Analise estatistica

Com o intuito de verificar uma possivel agao genotdxica do anastrozol foi reali-
zada a andlise estatistica dos experimentos, por meio do teste Binomial Condicional de
Kastenbaum e Bowman descrito por Frei e Wiirgler (1995). Para a analise estatistica de
antigenotoxicidade, as frequéncias de cada tipo de mancha por mosca foram compara-
das aos pares (controle negativo versus anastrozol; DXR isoladamente versus anastro-
zol + DXR), usando-se o teste U de Mann, Whitney e Wilcoxon (FREI & WURGLER, 1995).

3. Resultados e discussdo
Foram analisadas aproximadamente 24.400 células em cada asa de D. melano-
gaster, e a analise estatistica forneceu as Tabelas 1, 2, 3 e 4, que demonstram as frequén-

cias de manchas mutantes: simples pequenas (MSP), simples grandes (MSG), manchas
gémeas (MG) e o total de manchas (TM) em asas de D. melanogaster.
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Os dados da Tabela 1, observados nos descendentes MH, do cruzamento pa-
drao, demonstram que o quimioterapico doxorrubicina (DXR) esta exercendo seu efeito
genotodxico, aumentando o nimero de manchas mutantes, quando comparado ao con-
trole negativo. Esse aumento € estatisticamente significativo (P < 0,05) em todas as clas-
ses de manchas. A grande quantidade de manchas, nos descendentes do cruzamento
padrdao, demonstra que nestes individuos, com niveis basais de citocromo P-450
(CYP450), existem enzimas suficientes para metaboliza¢gdo da DXR. DXR ¢ considerado
como mutagénico de agao direta; no entanto, exige reduc¢dao metabolica de seu anel
quinona a um radical semiquinona para produzir toxicidade (RAMJI et al., 2003). O apa-
recimento de manchas gémeas indica uma atividade recombinogénica da DXR. Resul-
tados da a¢ao recombinogénica da DXR em células somaticas de D. melanogaster foram
encontrados em Lehmann et al. (2003), Rodriguez-Arnaiz; Sortibran; Tellez, (2004) e
Costa; Nepomuceno (2006).

A Tabela 1 apresenta, também, os resultados das frequéncias de manchas mu-
tantes observadas nos descendentes MH descendentes dos cruzamentos padrao (ST),
tratados com anastrozol, em trés diferentes concentragdes (0,08; 0,16 e 0,24 mg/mL).
Nesta tabela sao encontrados os controles positivo (DXR 0,125 mg/mL) e negativo (a-
gua osmose reversa). Os dados desta Tabela mostram que nao houve aumento estatis-
ticamente significativo (P > 0,05) nas frequéncias de manchas induzidas pelo anastro-
zol, quando comparadas com o controle negativo.

A Tabela 2 mostra a frequéncia de manchas mutantes, observadas nos descen-
dentes MH, provenientes do cruzamento ST, tratados com anastrozol nas trés diferen-
tes concentragdes associadas a DXR (0,125 mg/mL). Os resultados apontam uma redu-
¢do, estatisticamente significativa (P < 0,05), em todas as categorias de manchas (sim-
ples pequenas, simples grandes, manchas gémeas e total de manchas), quando estas
frequéncias de manchas foram comparadas com o controle DXR.

A Tabela 3 mostra a frequéncia de manchas mutantes observadas nos descen-
dentes MH, provenientes do cruzamento HB, tratados com as diferentes concentracdes
de anastrozol. Os resultados apresentados nesta tabela mostram que as frequéncias de
manchas mutantes, encontradas nos individuos tratados com DXR (0,125 mg/mL), fo-
ram superiores aqueles encontrados nos individuos descendentes do cruzamento ST.
Estes resultados mostram, de maneira inequivoca, a necessidade de reducao
metabolica da DXR, de seu anel quinona a um radical semiquinona, para produzir
toxicidade. Os dados desta tabela mostram que houve resultado inconclusivo nos
individuos tratados com a concentracao de 0,08 mg/ml de anastrozol e aumento,
estatisticamente significativo (P < 0,05), nas frequéncias de manchas mutantes, nos
individuos MH tratados com as maiores concentragoes de (0,16 e 0,24 mg/mL).

Este aumento, nas frequéncias de manchas mutantes, observado nos individuos
provenientes do cruzamento HB, demonstra uma possivel agao de metabolizacdo do
anastrozol, pelas CYP450, em metabdlitos toxicos, tendo em vista que esta
genotoxicidade ocorreu apenas nestes descendentes. Os descendentes do cruzamento
HB no teste de SMART, apresentam alta expressividade de CYP450, que por sua vez
ativam e metabolizam pro-mutagenos e pro-carcindgenos (FROLICH, WURGLER, 1989), o
que explica a maioria das substancias citotoxicas apresentarem metabolismo citocro-
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mo-dependente. Essa classe enzimatica apresenta cerca de 500 isoenzimas, que partici-
pam tanto da biossintese quanto da degradacdo de vitaminas, esteroides, acidos graxos
e uma diversidade de drogas (LOURO et al., 2002).

Na Tabela 4 estao apresentados os dados da associagao anastrozol, nas suas di-
ferentes concentragodes testadas, com a DXR (0,125 mg/mL). Nesta associagao foi verifi-
cada uma redugao significativa (P < 0,05), nas frequéncias de manchas mutantes, em
todas as concentra¢des do anastrozol (0,08; 0,16 e 0,24 mg/mL), quando comparadas
com as frequéncias do controle positivo DXR e ainda um resultado fraco positivo nas
concentragdes 0,08 e 0,16 mg/ml, ou seja, excluindo as duas hipédteses citadas na tabela
1.

Os mecanismos pelos quais o anastrozol reduziu as frequéncias de manchas
mutantes induzidas pela DXR nao foram avaliados neste estudo. Contudo, devido a
acao inibidora de CYP450 promovido pelo anastrozol, é possivel propor um possivel
mecanismo na redugdo de manchas. Alguns substratos farmacologicos transformam-se
por meio da acdo do CYP450 em metabdlitos reativos, desencadeando indugao enzima-
tica, exacerbando a toxicidade tecidual (KATZUNG, 2006). De acordo com Buzdar et al.
(2002), o anastrozol é um inibidor de diversas isoformas de CYP450. De acordo com
Ramiji et al. (2003), a doxorrubicina, para exercer os seus multiplos mecanismos de cito-
toxicidade, precisa sofrer a bioativa¢ao redutora, processo este, catalisado pelo NADPH-
citocromo P450 redutase (CYPRED).

Portanto, é possivel que a reducao de manchas, verificada nos descendentes tra-
tados com a associagao de anastrozol (0,08; 0,16 e 0,24 mg/mL) e DXR (0,125 mg/mL),
ocorreu devido a inibi¢do nao seletiva de enzimas CYP 450, encontradas neste orga-
nismo-teste, necessdrias para a metaboliza¢do deste quimioterdpico. Como nos descen-
dentes do cruzamento padrao (ST) essa familia de enzimas hepaticas é pequena, ao ser
ainda inibida pelo anastrozol, desencadearia a drastica redugao no numero manchas,
como foi observado na Tabela 2, fortificando ainda mais a hipdtese de inibig¢ao de
CYP450.

Nos individuos descendentes do cruzamento de alta bioativacao (HB) os niveis
de CYP450 estdao presentes em excesso. Neste caso, o anastrozol nao bloquearia 100%
dessas enzimas, deixando parte delas livres para interagirem com a DXR, que por sua
vez, como ja dito anteriormente, mesmo em pequenas concentragoes exerce efeito ge-
notéxico. E importante verificar que as frequéncias de manchas encontradas nos indi-
viduos descendentes do cruzamento HB, tratados com a associa¢dao anastrozol mais
DXR (Tabela 4), foram comparaveis com as frequéncias de manchas mutantes do con-
trole positivo (DXR), dos individuos descendentes do cruzamento ST (Tabela 1), para
obtengao de um resultado fidedigno, identificando, dessa forma, a frequéncia significa-
tiva de mutagdes ocorridas nas diversas concentragdes de anastrozol, tendo como base
o controle positivo que no presente estudo resulta na quantidade maxima de manhas
mutantes induzidas pela exposi¢ao ao agente externo de escolha, no caso a DXR e o
controle negativo, que indica a frequéncia de muta¢des espontaneas, que por sua vez
ocorrem naturalmente e nao sofrem interferéncia do meio.
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Tabela 1. Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos de Drosophila melanogaster,
do cruzamento padrao, tratados com diferentes concentracoes de anastrozol.

N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico? Total
Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
Tratamentos (N) (1-2 céls)? (>2 céls)® mwhe
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr3
Controle agua 20 0,20 (04) 0,10 (02) 0,00 (00) 0,30 (06) 6
DXR (0,125 mg/mL) 20 1,70 (34) + 365 (73) + 095 (19) + 630 (126) + 118
Anastrozol 0,08 mg/mL 20 0,30 (06) i 020 (04 i 005 (01) i 055 (11) i 11
Anastrozol 0,16 mg/mL 20 055 (1) i 015 (03) i 000 (00)i 0,70 (14) i 13
Anastrozol 0,24 mg/mL 20 025 (05 i 000 (00)i 005 (01) i 0,30 (06) i 6

aDiagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de
multiplicagdo para a avaliagao de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia e@eee00e0,05.

’Incluindo manchas simples fIr® raras.

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

92



PERQUIRERE. Patos de Minas: UNIPAM, n. 8, vol. 1, 2011

Tabela 2. Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos de Drosophila melanogaster, do
cruzamento padrao, tratados com diferentes concentracdes de anastrozol associadas com DXR (0,125 mg/mL).

N.de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico? Total
Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
Tratamentos (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwhe
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr3
Controle agua 20 0,20 (04) 0,10 (02) 0,00 (00) 0,30 (06)
DXR (0,125 mg/mL) 20 1,70 (34) + 3,65 (73) + 095 (19) + 6,30 (126) + 118
Anastrozol 0,08 mg/mL + DXR 20 065 (13) + 085 (17) + 0,30 (06) + 1,80 (36) + 31
Anastrozol 0,16 mg/mL + DXR 20 045 (09) + 1,00 (200 + 0,10 (02) + 1,55 (31) + 27
Anastrozol 0,24 mg/mL + DXR 20 040 (08) + 075 (15) + 020 (04) + 135 (27) + 24

aDiagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de
multiplicagao para a avaliagao de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia @eeeeoee0,05.

Incluindo manchas simples fIr® raras.

“Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
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Tabela 3. Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos de Drosophila melanogaster,
do cruzamento de alta bioativacao, tratados com diferentes concentracdes de anastrozol.

N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico? Total

Indiv. MSP MSG MG ™ manchas

Tratamentos (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwhs
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)

mwh/flr’

Controle dgua 20 0,45 (09) 0,20 (04) 0,00 (00) 0,65 (13) 13
DXR 0,125 mg/mL 20 1,40 (28) + 4,80 (96) + 2,05 (41) + 825 (165) + 149
Anastrozol 0,08 mg/mL 20 1,05 (21) + 0,05 (01) - 0,00 (00) i 1,10 (22) i 22
Anastrozol 0,16 mg/mL 20 1,35 (27) + 0,15 (03) i 005 (01) i 1,55 (31) + 29
Anastrozol 0,24 mg/mL 20 09 (18) i 1,15 (23) + 030 (06) + 2,35 (47) + 42

“Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de
multiplicagao para a avaliagao de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia eeeeeoee0,05.

*Incluindo manchas simples fIr’ raras.

“Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
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Tabela 4. Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos de Drosophila melanogaster, do
cruzamento de alta bioativacao, tratados com diferentes concentracdes de anastrozol associadas com DXR (0,125 mg/mL).

N.de Manchas por individuo (n.° de manchas ) diag. estatistico? Total
Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
Tratamentos (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwhs
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr’
Controle dgua 20 0,45 (09) 0,20 (04) 0,00 (00) 0,65 (13)
DXR (0,125 mg/mL) 20 140 (28) + 4,80 (96) + 2,05 (41) + 825 (165) + 149
Anastrozol 0,08 mg/mL + DXR 20 225 (45) + 2,60 (52) + 0,75 (15) + 5,60 (112) f+ 106
Anastrozol 0,16 mg/mL + DXR 20 205 (41) i 260 (52) + 090 (18) + 5,55 (111) f+ 105
Anastrozol 0,24 mg/mL + DXR 20 1,90 (38) i 1,80 (36) + 080 (16) + 4,50 (90) + 81

“Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de
multiplicagao para a avaliagao de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia eeeeeoee0,05.

*Incluindo manchas simples fIr’ raras.

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

Em baixos niveis de CYP450 o anastrozol nao apresentou genotoxicidade, man-
tendo as frequéncias de manchas mutantes com valores nao diferentes do controle ne-
gativo. Por outro lado, nos descendentes com altos niveis constitutivos de CYP450,
foram verificados aumentos nas frequéncias de manchas mutantes, com valores supe-
riores ao controle negativo. Portanto, o anastrozol é um farmaco de genotoxicidade
indireta, necessitando de sua ativagao metabdlica para se tornar genotoxico.

Na associa¢do anastrozol mais quimioterapico DXR ocorreu uma reducdo de
manchas induzidas por este quiomioterapico. Esta redugao de manchas ocorreu, pro-
vavelmente, pela inibi¢do de CYP450, enzima responsavel pela metabolizagdao da DXR.

A genotoxicidade do anastrozol, e sua interacao com a DXR, ressaltam a impor-
tancia da realizagao de estudos especificos e maior nimero de pesquisas e testes gené-
tico-farmacoldgicos em pro-farmacos antes de sua liberagao no mercado. Estudos far-
maco-terapéuticos sdo importantes por promover maior seguranga profissional duran-
te a prescri¢ao de um tratamento, e o conhecimento das interagdes, sinergismos e toxi-
cidade indicardao uma atuagao imediata e segura por parte dos médicos e enfermeiros
no periodo pds-administragao, frente ao desencadeamento de possiveis reagdes adver-
sas, possibilitando intervengoes especificas pré-definidas e esperadas, obtendo, assim,
garantia e sucesso no tratamento do paciente, proporcionando ao mesmo seguranca e
confiabilidade na formulagdao de um prognostico segundo o efeito terapéutico.
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