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Resumo: O presente estudo avaliou a atividade anticarcinogénica do cloridrato de clorpromazina
(CPZ) por meio do teste de tumores epiteliais (ETT) em células somaticas de Drosophila
melanogaster. A pesquisa justifica-se pela busca de novas aplicagdes para farmacos preexistentes
no tratamento do cancer. A metodologia consistiu na utilizacdo de larvas de 2° instar,
descendentes do cruzamento entre linhagens mutantes wts e mwh, previamente tratadas com
doxorrubicina 0,4 mM e posteriormente submetidas a tratamentos cronicos com diferentes
concentragdes de CPZ (1,9 mg/mL; 3,9 mg/mL e 7,8 mg/mL). A analise estatistica foi realizada
pelo teste de Mann-Whitney com nivel de significancia P<0,05. Os resultados foram validados
por meio dos controles positivo e negativo, comprovado pela predisposigao genética do
organismo modelo as substancias testadas. A concentracdo de 3,9 mg/mL aumentou
significativamente a quantidade de tumores induzidos pela doxorrubicina. Todavia, as doses de
1,9 mg e 7,8 mg ndo apresentaram o mesmo efeito inibitdrio, sugerindo um efeito de hormese.
Diante disso, sugere-se cautela nas concentragdes farmacoldgicas administradas. Sugerimos
ensaios adicionais para elucidar os mecanismos moleculares relacionados.

Palavras-chave: cloridrato de clorpromazina; Drosophila melanogaster; efeito carcinogénico; teste
de tumores epiteliais.

Abstract: This study evaluated the anticarcinogenic activity of chlorpromazine hydrochloride
(CPZ) using the epithelial tumor test (ETT) in somatic cells of Drosophila melanogaster. The
research is justified by the search for new applications of preexisting drugs in cancer treatment.
The methodology consisted of using second-instar larvae descended from crosses between the
mutant strains wts and mwh, previously treated with 0.4 mM doxorubicin and subsequently
subjected to chronic treatments with different concentrations of CPZ (1.9 mg/mL, 3.9 mg/mL, and
7.8 mg/mL). Statistical analysis was performed using the Mann—-Whitney test, with a significance
level of P<0.05. The results were validated by positive and negative controls, as demonstrated by
the genetic predisposition of the model organism to the tested substances. The concentration of
3.9 mg/mL significantly increased the number of tumors induced by doxorubicin. However, the
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doses of 1.9 mg/mL and 7.8 mg/mL did not show the same inhibitory effect, suggesting a hormetic
effect. Therefore, caution is recommended regarding the pharmacological concentrations
administered. Additional assays are suggested to elucidate the related molecular mechanisms.
Keywords: chlorpromazine hydrochloride; Drosophila melanogaster; carcinogenic effect; epithelial
tumor test.

1 INTRODUCAO

O cancer é uma patologia que se inicia a partir da proliferacao celular
descontrolada, caracterizando-se por um processo complexo e heterogéneo. As
alteragOes genéticas e epigenéticas favorecem um carater geneticamente instavel a célula
cancerosa, amplificando-se devido ao acimulo de danos no DNA e erros nos
mecanismos de controle da célula (Barroso-Sousa; Fernandes, 2023).

Existem vestigios historicos de cancer que datam 3000 a.C. Essa descoberta
provém de mumias do antigo Egito que apresentavam deformagdes Osseas que
poderiam ser tumores. Apesar de ser uma doenga mais evidenciada atualmente, tanto
pelo avango cientifico quanto pela alta expectativa de vida, o cancer tem mais
prevaléncia em idades avangadas (Lopez; Cardona, 2022).

O impacto gerado pelo cancer abrange toda a esfera social, econdmica e
psicoldgica, afetando a qualidade de vida. Todavia a maior parte das neoplasias advém
de fatores modificaveis e nao herdados, principalmente de etiologias infeciosas, habitos
comportamentais como etilismo, tabagismo, sedentarismo, obesidade e exposicao
ambiental e ocupacional a agentes quimicos e poluentes (Barroso-Sousa; Fernandes,
2023).

O cancer ¢ tratado com mais de um medicamento, porém sua cura ainda nao
foi encontrada. Dessa forma, existe uma busca por novas maneiras de reorientar o
tratamento do cancer com medicagdes preexistentes. Os antipsicoticos sao exemplos de
farmacos que vém sendo estudados, pois sao de amplo espectro, ou seja, além de tratar
esquizofrenia, tratam mania, delirio, depressao psicotica e agitacdo associada a
deméncia. Todavia esse tipo de tratamento ainda ndo é aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA), apesar dos achados de supressao do cancer com essa classe de
medicamentos (BROWN, 2022).

O Cloridato de Clorpromazina (CPZ) é um medicamento desenvolvido na
década de 1950, principalmente para o tratamento de esquizofrenia, que revolucionou a
industria farmacéutica e expandiu o entendimento sobre os sinais quimicos envolvidos
na rede de neurotransmissores humanos. Esse remédio diminuiu o estigma envolto nas
doencas mentais, o que possibilitou até mesmo a volta dos pacientes com esquizofrenia
para a sociedade (Boyd-Kimball et al., 2018).

Durante os primeiros usos do medicamento, em meados de 1952, foi observada
uma sedacdo peculiar, ja que era diferente das demais sedagdes utilizadas na época em
hospitais psiquiatricos. O seu principal diferencial era o efeito amplo em alucinagdes,
delirios, confusao mental e, o mais importante, ndo induzia a narcose (Porto, 2018).
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A primeira sintese do CPZ foi realizada em 1951 e patenteada por Paul
Charpentier, dos laboratdrios Rhone-Poulenc, em 1953. Desde entao outras formas para
sua sintese foram criadas. A ultima foi em 2012, patenteada por Wang, sobre o nome de
CN102617509 (A), que obteve melhores rendimentos que os métodos tradicionais (Boyd-
Kimball et al., 2018).

Como o CPZ é encontrado no mercado farmacéutico ha mais de 70 anos e
utilizado em ampla escala, torna-se necessaria a pesquisa de efeito anticarcinogénico
desse medicamento por meio do teste de tumores epiteliais (ETT) em Drosophila
melanogaster.

2 METODOLOGIA
2.1 AGENTES QUIMICOS
2.1.1 Doxorrubicina (DXR)

Como controle positivo, foi utilizado um agente quimico de agdo citotdxica, a
doxorrubicina (DXR), CAS 23214-92-8, (Adriblastina®RB Cloridrato de Doxorrubicina 50
mg). Cada frasco-ampola contém 50mg de p¢ liofilizado para uso injetdvel. A DXR é um
medicamento de uso restrito a hospitais e é indicado para regressao de neoplasias como
carcinoma da mama, pulmao, bexiga, tireoide e ovario, sarcomas 0sseos e de tecidos
moles, linfomas de Hodgkin e ndo-Hodgkin, neuroblastoma, tumor de Wilms, leucemia
linfoblastica aguda e leucemia mieloblastica aguda (ADRIBLASTINA®, 2013).

A DXR foi utilizada na presente pesquisa como controle positivo, uma vez que
seu efeito carcinogénico ¢ amplamente reconhecido e ja foi comprovado em células de
Drosophila melanogaster (Orsolin; Silva-Oliveira; Nepomuceno, 2012).

O mecanismo de agdao da DXR é complexo, porém ha interagao, através de
intercalagdo, com o DNA, fazendo com que haja a inibicio da biossintese
macromolecular. Dessa forma, hd uma maior inibigao da enzima topoisomerase II, ndo
permitindo sua progressao, além de afrouxar os enrolamentos da molécula e facilitar o
processo de replicacao do DNA. Assim, ap0s estabilizar o complexo topoisomerase 1I,
ocorre quebras na cadeia de DNA, impede-se que a dupla hélice de DNA seja selada
novamente, interrompendo o processo de replicagao. Além disso, é capaz de gerar
radicais livres que induzem danos ao DNA e a membrana celular (Rivankar, 2014).

2.1.2 Cloridato de clorpromazina

O Cloridato de clorpromazina (CPZ), CAS 69-09-0, ou seja, 3-(2-clorofenotiazin-
10-il)-N,N-dimetilpropan-1-amina, ¢ uma molécula de baixo peso molecular derivada
de fenotiazina e utilizada para o tratamento de esquizofrenia. O CPZ foi usado neste
trabalho na apresenta¢ao de 40mg/mL, solugao oral em gotas. Foi adquirido em frascos
contendo 20mL.
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2.2 TESTE DE TUMORES EPITELIAIS (ETT) EM Drosophila melanogaster

Para o desenvolvimento do teste para a deteccao de clones de tumor epitelial
em D. melanogaster, foram utilizadas duas linhagens mutantes, a wts e a mwh, portadoras
dos marcadores genéticos warts (wts, 3-100) e multiple wing hairs (mwh, 3-0,3).

Essas linhagens foram mantidas em estoques cultivados no Laboratério de
Citogenética e Mutagénese do Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM), Patos
de Minas (MG). Foram mantidas em frascos de %4 de litro contendo meio de cultura
proprio para D. melanogaster. Esse meio foi obtido através do processamento e cozimento
de preparagao, contendo 820 mL de &agua, 25g de fermento biologico fresco
(Sacchoromyces cerevisae), 11g de agar, 156g de banana madura e 1g de metilparabeno.

2.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As condigOes propicias para manutencao das linhagens de Drosophila foram
oferecidas através de conservacao destas no interior de uma incubadora B.O.D. 411 D,
em temperatura de aproximadamente 25° C e umidade em torno de 60%.

Para a realizagao da pesquisa, foi feito o cruzamento entre fémeas virgens de
wts/TM3, Sb! com machos mwh/mwh. A postura dos ovos dos descendentes do
cruzamento ocorreu dentro de um periodo de 8 horas. O procedimento experimental foi
conduzido em esquema de pds-tratamento, no qual larvas de 2° estdgio (+ 66 horas)
foram submetidas a um tratamento por 6 horas com DXR a 0,4mM para indugao de
tumores. Posteriormente, as 6 horas, as larvas foram retiradas da DXR, lavadas e
colocadas em frascos contendo 1,5 g de puré de batatas. Foram adicionados ao puré 5mL
de 3 diferentes concentragdes de CPZ (1,9 mg/mL; 3,9 mg/mL e 7,8 mg/mL), em quatro
repetigOes. Para controle positivo, as larvas foram colocadas em frasco com puré e 5mL
de agua de osmose reversa; ja para controle negativo, foi adicionada dgua a outros
quatro frascos também com puré e colocadas larvas que ndo foram tratadas previamente
com DXR, mas que foram expostas as mesmas condi¢des experimentais.

As larvas ficaram alimentando dos respectivos meios por um periodo de,
aproximadamente, 48 horas. Ao findar da metamorfose, 120 horas apds o periodo de
alimentacao das larvas, as moscas foram coletadas e preservadas em etanol (C2HsO) 70%
para posterior analise.

As moscas portadoras do gendtipo wts+/+mhw foram separadas e identificadas
pela presenca de pelos selvagens fenotipicos (longos e finos). As moscas adultas, que
apresentarem pelos curtos e grossos, foram descartadas, uma vez que nao possuem o
gene em estudo.

A andlise foi realizada com auxilio de lupa estereoscdpica, placa escavada e
glicerina (CsHsOs) e baseada na contagem de tumores. Os resultados foram tabulados
em um diagrama padrao expressando os numeros de tumores encontrados em
diferentes segmentos das moscas, como cabega, olhos, corpo, asas, pernas e halteres.

As diferencgas estatisticas, entre a frequéncia de tumor das concentra¢des
testadas e os controles (positivo e negativo), foram calculadas usando o teste U, nao
paramétrico, de Mann-Whitney, aplicando o nivel de significancia <0,05.
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2.4 VIABILIDADE TECNICA

O Laboratdrio de Citogenética e Mutagénese do UNIPAM dispoe de todos
os equipamentos (estufas, autoclaves, banho-maria, microscopios opticos de luz, lupas
estereoscOpicas, chapas aquecedoras, entre outros.) e linhagens mutantes de D.
melanogaster, que foram necessarios na execugao da pesquisa.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A espécie D. melanogaster, conhecida comumente por mosca da fruta, é da
ordem Diptera, eucarionte, com 2n = 8 cromossomos, sendo 3 pares de autossomos e 1
par sexual. A espécie garante uma boa utilizagao para testes genéticos, pois tem um ciclo
de vida curto, facil manutencao em laboratdrio e gera uma prole com muitos individuos.
Testes desenvolvidos com esse organismo modelo servem como base para resultados
esperados em humanos, pois as moscas tém reagdes metabolicas semelhantes a eles
(Graf, 2006).

Diante disso, avaliou-se o potencial anticarcinogénico do CPZ em D.

melanogaster. Os dados das frequéncias de tumores encontram-se apresentados na Tabela
1.
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Tabela 1. Frequéncia de clones tumorais observada em Drosophila melanogaster, heterozigota para o gene supressor tumoral WARTS, pré-
expostas a doxorrubicina (DXR - 0,4 mM) e, em seguida, tratadas com diferentes concentra¢des de Cloridrato de Clorpromazina-CPZ (1,9
mg, 3,9 mg e 7,8 mg mM). Foram incluidas a agua ultrapura (controle negativo); doxorrubicina 0,4 mM (DOX, controle positivo).

A frequéncia de tumores foi analisada em diferentes segmentos.

Tratamento Numero Numero de tumores analisados
d F énci
CPZ (mg) DOX (mM) mosecas Olhos Cabeca Asas Corpo Pernas Halter Total requenda

0 0 96 0,01(01) 004(04) 006(06) 026(25) 0,02(02) 0,00 (00) 38 (0,39)

0 0,4 73 0,00 (00) 009(07) 049@(36) 049(36) 0,08 (06) 0,00 (00) 85 (1,16)*
1,9 0,4 80 0,03(03) 007((6) 065(52) 045(36) 0,03(03) 0.00(00) 100 (1,25)
3,9 0,4 89 0,20(18) 005(05 0,84(75) 045(40) 0,18(16) 0,09 (08) 162 (1,82)**
7,8 0,4 55 0,00(00) 0,12(07) 056(31) 0,50(28) 0,12(07) 0,00 (00) 73 (1,32)

Diagn0stico estatistico de acordo com o teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia P < 0,05.
*Valores considerados diferentes do controle negativo (P < 0,05).

**Valores considerados diferentes do controle positivo (P < 0,05).

Frequéncia: numero de tumores/mosca

Fonte: dados da pesquisa, 2024.
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Na Tabela, observa-se que o tratamento de Drosophila melanogaster a DXR (0,4
mM) induziu um aumento significativo na frequéncia de tumores epiteliais (1,16),
quando comparado ao controle negativo (0,39). Esse dado evidencia que a DXR na
concentragao de 0,4 mM ¢é eficiente na indugdo de tumores no organismo analisado,
como o encontrado em estudos prévios (Vasconcelos et al., 2020; Lima et al., 2018).

Outrossim, as larvas tratadas com agua, referentes ao controle negativo,
também desenvolveram tumores. Esse achado confirma a predisposi¢ao genética do
organismo teste e valida o experimento desta pesquisa (Alves; Nepomuceno, 2012).

Em relacao a CPZ, percebe-se que, na concentragao intermedidria de 3,9 mg/mL,
h4 um aumento na frequéncia tumoral, evidenciando que esse tratamento aumentou a
quantidade de tumores previamente induzidos pela DXR. Por outro lado, nas
concentragdes de 1,9 mg/mL e 7,8 mg/mL, ndo houve diferenga significativa quando
comparadas ao controle positivo, DXR a 0,4 mM.

Rykalo e Baylo (2023) avaliaram o efeito da CPZ em células hepaticas de ratos
e observaram que apresenta efeito hepatotoxico relacionado a fragmentacao do DNA
nuclear. Sabe-se que danos ao DNA geram instabilidade gendmica, contribuindo
diretamente para a carcinogénese (Meaza et al., 2024). Sugere-se que CPZ possa ter
levado a quebras no material genético, contribuindo para a perda da heterezigose do
supressor tumoral, WTS, mecanismo detectado pelo teste.

Todavia, as concentragoes de 1,9 mg e 7,8 mg de CPZ nao demonstraram efeito
equivalente a dose de 3,9 mg, sem efeito significativo na inducao de tumores epiteliais.
De acordo com Wesotowska (2011), os fenotiazidicos, como o CPZ podem atuar
aumentando as doses de DOX dentro das células por interferir com a glicoproteina P, o
que bloquearia o efluxo do quimioterdpico. Logo, a maior quantidade do quimioterapico
pode gerar maior danos a célula e consequente morte das células alteradas (Xiao et al.,
2022).

Além disso, a teoria da resposta bifasica ou teoria da hormese indica que alguns
quimicos possuem resposta modulada de acordo com a célula ou tecido tumoral testado,
podendo apresentar estimulagao em doses baixas e inibi¢ao em doses altas, ou vice-versa
(Calabrese, 2005). Dessa forma, pode-se entender que a dose de 1,9 mg nao atingiu o
limiar necessario para contribuir para a carcinogénese. Por outro lado, possivelmente a
dose de 79 mg ativou mecanismos compensatorios que mascaram o efeito
carcinogénico. Ja a concentragao intermedidria de 3,9 mg foi suficiente para agir
sinergicamente no efeito tumoral.

4 CONCLUSAO

Este estudo avaliou o efeito carcinogénico do CPZ por meio do teste de tumores
epiteliais em células somaticas de D. melanogaster. O CPZ com a concentra¢ao de 3,9 mg
contribuiu para o aumento de tumores. Porém, na menor e maior concentrac¢do, 1,9 mg
e 7,8 mg, respectivamente, tal efeito nao foi significativo. Diante disso, sugere-se que o
efeito que CPZ induz é dependente da dose, sugerindo cautela na administragdo.
Sugerem-se estudos em outros modelos experimentais, como mamiferos, por exemplo,
para elucidacao do efeito carcinogénico do CPZ em doses variadas.
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