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Resumo: A hidroxicloroquina é utilizada no tratamento da malaria, doencas reumaticas e
dermatologicas. Estudos recentes exploraram sua possivel eficacia contra a covid-19, resultando
em sua utilizacdo para essa finalidade, embora com grau de recomendacao C, devido a falta de
evidéncias robustas para sua indicacdo. A literatura sobre os efeitos adversos da
hidroxicloroquina é limitada, motivando este estudo a investigar seu potencial carcinogénico por
meio do teste para detecgao de tumores epiteliais (ETT) em Drosophila melanogaster. Para validar
o experimento, a agua de osmose reversa foi empregada como controle negativo e a
doxorrubicina como controle positivo. As moscas foram expostas a diferentes concentragoes do
farmaco: 1, 2, 4, 8 e 16 mM. A frequéncia tumoral foi calculada para comparar as concentragdes
do teste com os controles. Os resultados revelaram que a hidroxicloroquina induziu a formagao
de tumores em todas as concentragoes testadas.
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Abstract: Hydroxychloroquine is used in the treatment of malaria, rheumatic diseases, and
dermatological conditions. Recent studies have explored its potential efficacy against covid-19,
resulting in its use for this purpose, albeit with a grade C recommendation due to the lack of
robust evidence for its indication. The literature on the adverse effects of hydroxychloroquine is
limited, prompting this study to investigate its potential carcinogenicity through the epithelial
tumor test (ETT) in Drosophila melanogaster. To validate the experiment, reverse osmosis water
was used as the negative control and doxorubicin as the positive control. Flies were exposed to
different concentrations of the drug: 1, 2, 4, 8, and 16 mM. Tumor frequency was calculated to
compare test concentrations with controls. The results revealed that hydroxychloroquine induced
tumor formation at all tested concentrations.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

O cancer representa uma das principais causas de morte globalmente e
acarreta impactos economicos significativos e crescentes (OPAS, 2020). Sua caracteristica
principal é a presenca de anormalidades teciduais, caracterizadas por um crescimento
celular descontrolado e quase independente, persistindo de maneira exacerbada mesmo
ap0s o fim dos estimulos, resultando na formacgao de células cancerosas (INCA, 2020).

Nesse cendrio, os proto-oncogenes, que sdo genes normais responsaveis pela
codificagdo de proteinas envolvidas no controle da proliferacao celular normal, quando
sofrem mutagdes, transformam-se em oncogenes, desencadeando uma proliferagao
celular excessiva e desregulada. Essas alteragdes ocorrem através da amplificacao génica,
rearranjo cromossomico e superexpressao génica (Rodrigues, 2016). Paralelamente,
outra categoria fundamental na regulagao do ciclo celular sdo os genes supressores de
tumor, os quais exercem uma influéncia negativa sobre o crescimento tumoral ao
promoverem a apoptose. Assim, quando sujeitos a mutag¢oes, perdem sua capacidade de
inibir o desenvolvimento de tumores, permitindo a perpetuagao do crescimento celular
neoplasico e, consequentemente, do cancer (Morin et al., 2015).

A carcinogénese, processo central na formacdo de células tumorais, é
dividida em trés estdgios distintos: iniciagdo, promogao e progressao. O primeiro estagio
tem inicio com a mutagdo dos genes responsaveis pela codifica¢do de proteinas
reguladoras do ciclo celular, seja de forma aleatdria ou em resposta a estimulos
carcinogénicos, como xenobidticos mutagénicos. Em seguida, durante a fase de
promogao, observam-se alteragdes como a multiplicacao celular descontrolada e a
incapacidade de reparo de células defeituosas, resultando no acimulo de erros genéticos
(Allgayer, 2018). Por fim, a fase de progressao ¢ caracterizada pela perda do controle
replicativo, culminando na consolidagao do gendtipo maligno (INCA, 2020).

O composto hidroxicloroquina é um farmaco amplamente utilizado no
tratamento da maldria, apresentando também resultados terapéuticos positivos em
doengas reumaticas e dermatologicas, como lipus e artrite reumatoide. Pertencente a
familia dos compostos 4-aminoquinolina, possui diversas ag¢des farmacoldgicas,
incluindo a inibigao da formacao de prostaglandinas, o aumento da atividade de células
do sistema imunoldgico e interferéncia em atividades enzimaticas. Este composto é
caracterizado por uma rapida absorg¢ao e pode se acumular em determinados 6rgaos por
periodos prolongados (Sulfato de Hidroxicloroquina, 2018; Katzung; Vanderah, 2023).

Diante da emergéncia global causada pela pandemia do novo coronavirus e
da significativa disseminagao e morbidade associadas a COVID-19, o sulfato de
hidroxicloroquina emergiu como uma possivel opgao terapéutica, conforme evidenciado
por diversos estudos realizados na época (Colson; Rolain; Raoult, 2020; Oliveira; Pinto,
2020). A justificativa para o uso desse farmaco residia na sua suposta capacidade de
bloquear a infec¢ao viral, promovendo um aumento do pH endossdmico e interferindo
na glicosilagao de células receptoras do SARS-CoV-2 (Wang et al., 2020). No entanto,
apesar dos resultados iniciais promissores, alguns estudos indicaram a necessidade de
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cautela na sua recomendacao para uso rotineiro, dada a auséncia de dados consistentes
que respaldassem sua eficacia (Imoto et al., 2020). Portanto, ¢ imprescindivel a realizagao
de testes adicionais para assegurar a seguranca e eficacia desse medicamento,
especialmente considerando seus possiveis efeitos na homeostasia do ciclo celular.

Uma ferramenta amplamente utilizada na avaliagdo da seguranga de
substancias, como farmacos, e no estudo de possiveis agentes danosos ao DNA € o teste
para detecgao de tumores epiteliais (ETT) em Drosophila melanogaster. Esse método
fundamenta-se na analise de fenotipos malignos e tem sido empregado para investigar
os efeitos carcinogénicos e anticarcinogénicos de diversas substancias quimicas
(Allgayer, 2018).

A D. melanogaster, conhecida como “mosca das frutas”, compartilha
consideravel homologia genética com os genes humanos. Além disso, apresenta
vantagens como modelo experimental devido a sua alta prolificidade, ciclo reprodutivo
curto, baixo custo e facilidade de manipulagao em laboratério (Das et al., 2015; Allgayer,
2018). Portanto, a analise dos efeitos da hidroxicloroquina por meio do ETT torna-se de
grande importancia para a ciéncia.

Diante do exposto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o potencial
carcinogénico do sulfato de hidroxicloroquina por meio do teste para deteccao de
tumores epiteliais (ETT) em células somaticas de Drosophila melanogaster.

2 METODOLOGIA
2.1 AGENTES QUIMICOS
2.1.1 Sulfato de hidroxicloroquina

O sulfato de hidroxicloroquina (CisH26CIN3O.H2504), CAS 747-36-4, é
registrado, fabricado e embalado pela EMS S/A, distribuido em embalagens contendo
10, 20, 30, 60, 100 (fracionavel) ou 200 (hospitalar) unidades. Esta disponivel com a
posologia de 400 mg de sulfato de hidroxicloroquina, equivalente a 309,6mg de
hidroxicloroquina base (Sulfato de hidroxicloroquina, 2018). No presente trabalho, foi
utilizado o lote 3]9569, fabricado em 03/2023 e valido até 03/2025. Foram testadas cinco
diferentes concentragdes de sulfato de hidroxicloroquina, definidas com base no estudo
de Davis et al. (2020), sendo elas: 1, 2, 4, 8 e 16 mM.

2.1.2 Doxorrubicina

O quimioterapico cloridrato de doxorrubicina (DOX), CAS 23214-92-8, foi
utilizado como agente indutor de tumor e controle positivo. Tal escolha se deve a sua
comprovada agdo carcinogénica, atuando por meio de lesdes na fita dupla de DNA e/ou
inibicdo de enzimas responsaveis pelo reparo genético, como a DNA topoisomerase
(Lullmann; Mohr; Hein, 2016). O composto foi administrado na concentragao de 0,4mM.
Esse medicamento é produzido pelo laboratério Libbs, com o nome comercial de
Fauldoxo®, e apresentado em solugdo injetdvel com 50mg de cloridrato de
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doxorrubicina em cada frasco ampola (25mL) (Fauldoxo®, 2017). A droga usada no
estudo corresponde ao lote 1147130, com fabricagao em 03/2022 e validade até 03/2024.

22 TESTE PARA DETECCAO DE CLONES DE TUMORES EM DROSOPHILA
MELANOGASTER

2.2.1 Linhagem estoque e cruzamentos

No teste para deteccao de clones de tumores epiteliais (ETT) sdo utilizadas
duas linhagens mutantes de D. melanogaster, wts e multiplique wing hairs (mwh). Os
estoques dessas linhagens sdao mantidos no Laboratério de Citogenética e Mutagénese
(LABCIM) do Centro Universitario de Patos de Minas/UNIPAM, Patos de Minas/MG,
Brasil. As moscas ficam armazenadas em frascos com meio de cultura préprio composto
por 820mL de dgua, 25g de fermento biologico, 11g de agar, 156g de banana e 1g de
nipagin. Os estoques sao mantidos em uma incubadora (modelo B.O.D.411 D) a
temperatura de 25°C e aproximadamente 60% de umidade, com fotoperiodo controlado
(12 horas de claro e 12 horas de escuro).

Para a formagao de larvas heterozigotas (wts +/+ mwh), de 72 horas, foi
realizado o cruzamento entre fémeas virgens wts/TM3, Sb1 com machos mwh/mwh e a
coleta de ovos dos descendentes ocorreu durante um periodo de, aproximadamente, 8
horas.

2.2.2 Procedimento experimental e analise das moscas

Decorridas 72 horas, as larvas resultantes do cruzamento descrito no topico
anterior foram coletadas com auxilio de uma peneira de malha fina e transferidas para
frascos contendo 1,5g de puré de batatas e 5mL das substancias teste: sulfato de
hidroxicloroquina (em cinco concentragoes isoladas: 1, 2, 4, 8 e 16 mM) e os respectivos
controles positivo (DXR 0,4mM) e, negativo (d4gua de osmose reversa, ultrapura).

Apds a metamorfose das larvas, as moscas foram coletadas e armazenadas
em frascos contendo etanol 70%. Em seguida, foram colocadas em placas escavadas,
contendo glicerina, para a sua avaliacao. Para isso, foram separadas quanto aos
fenotipos, pois apenas moscas portadoras de pelos finos e longos apresentam o gene wts
e manifestam verrugas e, portanto, apenas essas moscas foram analisadas. Moscas com
o fendtipo de pelos curtos e grossos foram descartadas. Para andlise utilizou-se lupas
estereoscoOpicas e pingas entomolodgicas.

2.2.3 Analise estatistica
Com a finalidade de analisar as diferencas estatisticas entre as frequéncias
de tumores das concentragoes testadas de sulfato de hidroxicloroquina e os controles foi

empregado o teste U, ndo paramétrico, de Mann-Whitney, com nivel de significancia de
5%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo foi realizado a partir da diluigao do sulfato de Hidroxicloroquina
em diferentes concentragdes (1, 2, 4, 8 e 16 mM), além do controle positivo (DXR 0,4mM)
e controle negativo (dgua osmose reversa). Na tabela 1, é possivel verificar a frequéncia
de tumores encontrados nos diferentes segmentos do corpo de Drosophila melanogaster,
obtidos por meio da analise tumoral. A avaliagdo mostra que a hidroxicloroquina foi
carcinogénica em todas as concentracdes testadas, uma vez que houve diferenca
estatisticamente significativa entre as frequéncias tumorais nessas concentragoes e o
controle negativo (p <0,05).

Tabela 1: Frequéncia de tumores observados nos descendentes de Drosophila
melanogaster, tratados com diferentes concentragdes de sulfato de hidroxicloroquina

Individuos Tumores encontrados Total Frequéncia
(moscas) Olho Cabeca Asa Corpo Perna  Halteres

Controle Agua 113 0 0 0 15 0 1 16 0,14

DXR 04mM 107 0 7 21 64 7 0 99 0,93*
Hidroxicloroquina 1 mM 73 0 0 1 39 1 0 41 0,56*
Hidroxicloroquina 2 mM 81 0 1 0 27 1 0 29 0,36*
Hidroxicloroquina 4 mM 111 0 0 0 36 0 0 36 0,32%
Hidroxicloroquina 8 mM 98 0 1 1 22 2 0 26 0,27*
Hidroxicloroquina 16 mM 92 0 1 2 36 0 0 39 042*

* valor considerado estatisticamente significativo em relagao ao controle negativo (p < 0,05) de
acordo com o teste U.

A avaliacdo do efeito carcinogénico do sulfato de hidroxicloroquina foi
realizada sem estabelecimento prévio de quantidade méaxima de individuos, sendo
analisados os sobreviventes de cada experimento, em sua totalidade. Nos individuos
tratados com controle negativo (4gua osmose reversa), observou-se a frequéncia de 0,14
tumores por mosca. Segundo Alves e Nepomuceno (2012), essa ocorréncia aleatdria de
alteracdes genéticas € algo intrinseco da Drosophila melanogaster, o que justifica a baixa
frequéncia de tumores encontrados no controle negativo e seu uso para esse fim.

Nas moscas tratadas com controle positivo (DXR 0,4mM), a frequéncia foi de
0,93 tumores/mosca, o que demonstra que a linhagem ¢ viavel e responde a inducao
tumoral. A DXR foi usada como controle positivo, pois € capaz de induzir lesdes no
material genético celular, por meio da intera¢gdo com a enzima topoisomerase II, enzima
importante para a replicacao do DNA, e da geragao de radicais livres, o que predispde a
célula a sofrer mutagénese (Lullmann; Mohr; Hein, 2016).

Na concentragao de 1mM, obtivemos 73 moscas sobreviventes, as quais
apresentaram um total de 41 tumores, correspondendo a 0,56 tumor/mosca. Na
concentracao de 2mM, das 81 moscas, o total foi de 29 tumores, com uma relacao de 0,36
tumor/mosca. Na concentracao de 4mM, sobreviveram 111 moscas, com total de 36
tumores, totalizando 0,32 tumor/mosca. Ja na concentracao de sulfato de
hidroxicloroquina 8mM, foram obtidas 98 moscas sobreviventes, com frequéncia
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tumoral de 0,27. Por ultimo, a concentra¢ao de hidroxicloroquina 16mM obteve 92
sobreviventes, com uma frequéncia de 0,42 de tumores por individuo.

Percebe-se que a frequéncia tumoral nao aumentou, proporcionalmente,
com aumento da concentrac¢ao da substancia testada, ou seja, o efeito nao foi dependente
da dose. Contudo, pode-se notar que as frequéncias de tumores em todas as
concentragoes testadas de sulfato de hidroxicloroquina aumentaram de forma
estatisticamente significativa quando comparadas ao controle negativo. Nas
concentragdes de ImM e 16mM, a frequéncia foi 4 e 3 vezes maior, respectivamente, do
que a encontrada no controle negativo. Tal fato corrobora favoravelmente com o efeito
carcinogénico da hidroxicloroquina.

Mesmo que o sulfato de hidroxicloroquina seja um medicamento bastante
utilizado no meio médico para o tratamento de diversas patologias (Menezes; Sanches;
Chequer, 2020), no contexto da pandemia da COVID-19, a prescri¢ao desenfreada e
precipitada do sulfato de hidroxicloroquina para o tratamento precoce do Coronavirus
foi iniciada depois de se observar seu efeito in vitro na inibi¢ao do SARS-CoV-2, o que
ocorreu sem que houvesse evidéncias suficientemente fortes para haver consenso do uso
com esse fim (Melo Neto et al., 2021).

Posteriormente, estudos foram elaborados para verificar se essa medicagao
era realmente eficaz no controle do referido virus, mas os resultados foram divergentes.
Muitos deles mostraram a ineficacia da hidroxicloroquina in vivo, como o estudo de
Rosenberg et al. (2020), cujo objetivo foi analisar o desfecho clinico de trés diferentes
grupos diante do tratamento recebido: um recebeu apenas hidroxicloroquina, outro
hidroxicloroquina e azitromicina e o ultimo grupo nao recebeu nenhuma medicagdo. Os
indices de mortalidade obtidos pelo estudo foram, respectivamente, 19,9%; 25,7% e
12,7%. Nesse sentido, diversos pontos devem ser destacados para que se obtenha uma
seguranga a respeito de seu uso, ainda mais em casos que seu beneficio é questionavel
(Menezes; Sanches; Chequer, 2020).

Entre as caracteristicas farmacocinéticas da hidroxicloroquina, sabe-se que
possui uma meia vida longa, podendo levar até seis meses para que se atinja uma
elimina¢ao completa pelo corpo. Dessa forma, o uso descontrolado pode ser responsavel
por diversos efeitos colaterais, dentre eles efeitos cardiotdxicos, ataques agudos de febre
e elevacdo de enzimas hepaticas (Menezes; Sanches; Chequer, 2020). Além disso, é
importante destacar o possivel efeito carcinogénico encontrado a partir da analise
prescrita no presente estudo.

Mesmo que por meio do teste para deteccao de clones de tumores epiteliais
(ETT) ndo seja possivel determinar o mecanismo exato responsavel pela carcinogénese
do sulfato de hidroxicloroquina, pode-se propor possiveis mecanismos relacionados a
farmacodinamica do medicamento no organismo. Dentre os possiveis efeitos, a
hidroxicloroquina possui a acdo de interferéncia nas ligacdes ao DNA, além de atuar
sobre a atividade enzimatica. Ainda, os potenciais riscos a mutagao genética induzida
por tal medicamento, aliada a atuagdo inibitoria na interagao antigeno-anticorpo e na
sintese de producgao de interleucina-1 (IL-1) (Sulfato de Hidroxicloroquina, 2018;
Katzung; Vanderah, 2023), pode contribuir para um possivel efeito carcinogénico da
hidroxicloroquina.
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Diante disso, fica evidente a necessidade de que o médico saiba praticar a
Medicina Baseada em Evidéncias (MBE), que tem como pilares aliar as melhores e mais
atuais evidéncias cientificas com a experiéncia do profissional, considerando o melhor
para o paciente (Melo Neto et al., 2021). Para isso, deve-se deixar de lado as agdes
baseadas apenas no empirismo e tradi¢gdes, que podem inclusive trazer mais danos
colaterais do que beneficios, como foi observado na pandemia da COVID-19, com a
prescricao de um farmaco ainda nao recomendado. A prescricao da hidroxicloroquina
sem necessidade pode trazer maleficios, incluindo efeitos carcinogénicos que podem ser
decorrentes do uso exacerbado de tal medica¢dao. Dessa forma, muitos desses efeitos
ainda poderao vir a tona futuramente, como uma consequéncia de longo prazo da
hiperprescrigao dessa droga.

4 CONSIDERACOES FINAIS

O sulfato de hidroxicloroquina, por meio da andlise tumoral em Drosophila
melanogaster, induziu a formagao de tumores epiteliais em todas as concentragdes
testadas. Entretanto, sao necessarios novos estudos, com amostras maiores e diferentes
metodologias, para melhor entendimento da agao carcinogénica da hidroxicloroquina.
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