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APRESENTACAO

O estudo da Genética tem se tornado um importante campo de
pesquisa para se obter informacBes sobre os processos patolégicos das
doencas bem como seus processos fisioldgicos no organismo, principalmente
buscando-se entender as mutacdes, estas alteracdes sutis que ocorrem
progressivamente ao longo da cadeia de DNA sendo elas espontaneas ou

mesmo induzidas.

Dentre as varias doencas causadas por mutacfes encontra-se o
cancer, que pode se originar de maneira induzida por agentes quimicos ou
biologicos. Existem também substancias tanto sintéticas quanto naturais que
podem impedir ou até mesmo inibir o desenvolvimento de processos
carcinogénicos, sendo uma importante area de estudo da Genética, que busca

compreender os efeitos de tais substancias ou mesmo identifica-las.

Dentre os farmacos alvos de estudos atualmente esta o Pantoprazol
(Figl) (Panto) [5-(difluorometoxi)-2-[[(3,4-dimetoxi-2-piridinil) metil] sulfinil]-1H-
benzimidazol], que é um composto benzoimidazdlico, semelhante aos
antagonistas dos receptores H, na sua estrutura, porém, apresenta mecanismo
de acdo completamente diferente, bloqueando a enzima Hidrogénio-Potassio
Adenosina Trifosfatase. E um IBP que possui ac¢&o bioldgica e farmacoldgica
diferenciada devido a sua afinidade de ligacao Unica as bombas de prétons e a

baixa velocidade de reversibilidade.

Sao vérios os estudos que sugerem correlacdo entre o Pantoprazol
e 0 cancer gastrico havendo muita contradicdo entre os varios estudiosos.
Enquanto alguns afirmam que o Pantoprazol auxilia no desaparecimento dos
tumores outros afirmam que eles aceleram o aparecimento de carcinomas.
Estudos apontam que seu uso prolongado pode induzir hiperplasia das células
gastricas, carcinéides gastricos, adenocarcinoma colorretal e pélipos gastricos.
Ainda néo se sabe se sua acdo € atenuada ou potencializada na presenca de
guimioterapicos, porém sao largamente usados por pacientes em

gquimioterapia.



Devido ao grande consumo do Pantoprazol pelos pacientes em
quimioterapia e o0s poucos estudos relacionados a sua genotoxicidade e
interacdo com quimioterapicos, € fundamental que seja avaliada a acédo
mutagénica e/ou carcinogénica associada a sua utilizacao.

Diante do exposto, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo
principal de avaliar os possiveis efeitos mutagénicos e/ou recombinogénicos do
Pantoprazol nas concentragdes de 2,5; 5,0 e 10,0 uM, por meio do teste para
deteccdo de mutacdo e recombinacdo somatica (SMART) em asas de
Drosophila melanogaster.

O presente trabalho esté estruturado do seguinte modo:

O Capitulo | traz a fundamentacdo tedrica, abordando aspectos
preliminares necessarios para a compreensao do assunto. Inicia-se a tematica
com a discussdo sobre os aspectos genéticos envolvidos com a génese e
progressao do cancer. Na sequéncia discute-se o uso e acao do Pantoprazol,
Inibidor da Bomba de Protons bastante utilizado no tratamento de patologias
gastricas. Posteriormente, sdo relatados os mecanismos de acdo do
guimioterapico: Cloridrato de Doxorrubicina, uma droga comprovadamente
mutagénica, utilizada como controle positivo na pesquisa. E, finalmente, o teste
para deteccdo de mutacdo e recombinacdo somatica em D. melanogaster
(SMART) é apresentado.

O Capitulo Il apresenta o manuscrito intitulado “Avaliacdo do
potencial mutagénico e recombinogénico do Pantoprazol® em células
somaticas de Drosophila melanogaster” que devera ser enviado para

publicagao no periédico “Journal of Biosciences”.



CAPITULO |
Fundamentacao Tedrica



1. Fundamentacdao teodrica.

1.1. Genética, Cancer e Inibidores da Bomba de Prétons.

O estudo da Genética tornou-se essencial para compreendermos a
fisiopatogenia das doencas, fornecendo informagcdes para a compreenséo da
constituicdo e funcdo bioldgica do organismo (LOURO et al., 2002). Ao longo
de sua existéncia, as células humanas sofrem alteragBes sutis e progressivas
na sequéncia de DNA, denominadas mutacdes, que podem estar associadas a
erros de duplicacdo ou a exposicao dessas células a uma série de agentes
mutagénicos (OJOPI; DIAS NETO., 2004).

Mutacdo é o processo pelo qual os genes mudam de uma forma
alélica para outra devido a delecdes, insercdes ou troca de bases. (GRIFFITHS
et al., 2002). S8o mudancas no material genético que fornecem a matéria-
prima para a evolugdo e ocorrem em todos os genes de todos 0s organismos
vivos. Estas mutacdes fornecem nova variabilidade genética que permite aos
organismos se adaptarem as mudancas do meio ambiente, sendo muito
importantes para o processo evolutivo (SNUSTAD; SIMMONS, 2006).

Para serem reconhecidas, as mutacfes devem resultar em alguma
mudanca fenotipica detectavel. Estes efeitos podem variar desde alteracdes
pequenas, que s6 sao descobertas com técnicas de bioquimica e de genética
especiais, até alteracdes grosseiras na morfologia cromossémica (SNUSTAD;
SIMMONS., 2006).

Durante as trés Uultimas décadas houve grande avanco no
delineamento da biologia e patologia do cancer. De acordo com Latorre (2001),
0 cancer é constituido de um conjunto de mais de 200 doencas diferentes, com
multiplicidade de causas, histéria natural diversa e uma gama imensa de
abordagens terapéuticas. A hipdtese de que o0 processo carcinogénico é
composto por multiplas etapas nas quais um conjunto de eventos ocorre,
contribuindo para a transformacéo celular e subsequentes estagios malignos, é
hoje a mais aceita (LOURO et al., 2002).

O cancer normalmente é causado por uma alteracdo nos genes

supressores de tumor na qual o crescimento e divisédo celular desregulam. Sem

4



regulacdo, as células se dividem sem parar, acumulando-se e formando
tumores. Esta falta de regulacdo é, em parte, devida a mutacdes nos genes
cujos produtos protéicos estdo envolvidos no controle do ciclo de divisdo
celular (SNUSTAD; SIMMONS., 2006).

Alguns compostos possuem capacidade inibitéria da carcinogénese,
dentre os quais podemos citar os antioxidantes, que sdo responsaveis pela
remocdo de espécies derivadas do oxigénio e sdo definidos como quaisquer
substancias que, em concentracoes relativamente baixas, quando comparadas
aos substratos oxidaveis retardam significativamente ou inibem a oxidacdo
deles (HALLIWELL GUTTERIDGE, 1999 apud DIAS; NEPOMUCENO., 2008)

Dentre estes compostos encontram-se os Inibidores da Bomba de
Prétons (IBP) que sdo compostos benzoimidazolicos substituidos, que se
assemelham aos antagonistas dos receptores H, na sua estrutura, porém,
apresentam mecanismo de acado completamente diferente (KATZUNG, 2005).
Estes pré—farmacos diminuem a secrecdo do acido gastrico, bloqueando a
tltima enzima que transporta ativamente acido das células parietais gastricas
dentro do Lumen Gastrintestinal (MCDONAGH; CARSON; THAKURTA, 2009).

Os IBP’s tem se tornado o principal trunfo no arsenal farmacoldgico
nos ultimos 15 anos. Estas drogas sdo muito eficazes no tratamento de
desordens acido-pépticas (KUIPERS, 2006). Frequentemente sado usados no
tratamento de sintomas da doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE), gastrite,
Ulceras induzidas por medicamentos e sdo usados ainda no tratamento de
esofagite erosiva (MCDONAGH; CARSON; THAKURTA, 2009).

Os IBP's sdo o sustentaculo no tratamento da DRGE e sdo os
agentes preferenciais para terapia de manutencdo em pacientes com esofagite
erosiva cicatrizada. Os IBP fornecem controle dos sintomas de forma mais
rapida e sdo os melhores na cicatrizacdo da esofagite erosiva do que o0s
antagonistas dos receptores-H, e antiacidos (SCHOLTEN, 2007).

Estes pré-farmacos consistem em bases fracas lipofilicas (pKa de 4-
5) e, portanto, sofrem rapida difusdo através das membranas lipidicas para os
compartimentos acidificados (canaliculos das células parietais), onde €
rapidamente protonado e concentrado, sofrendo rapida conversdo molecular no

cation sulfonamida tiofilico reativo e ativo. A sulfonamida reage com a



Hidrogénio-Potassio Adenosina Trifosfatase (H'/K® — ATPase) e faz uma
ligacao covalente inativando irreversivelmente a enzima (KATZUNG, 2005).

A bomba H'/K* — ATPase é o componente responsavel pela
acidificacéo da secrecdo das células parietais. E uma enzima exclusiva do pélo
apical dessas células e pode ser eficazmente inibida por diversos compostos
benzoimidazolicos substituidos (SILVA, 2006). Desde a sua introducao no final
da década de 1980, esses agentes inibidores eficazes da secrecdo de &cido
rapidamente assumiram um importante papel no tratamento dos distarbios
acido-pépticos (KATZUNG, 2005).

A ATPase gastrica € membro das ATPases tipo P,. O primeiro passo
da reacdo é a fosforilacdo da subunidade catalitica por MgATP, com
exportacdo de protons, este passo € seguido de desfosforilagdo luminal
potassio-dependente e reabsor¢édo do potassio. A H'/K" — ATPase é composta
por duas subunidades a subunidade catalitica a e a subunidade B. A
subunidade a é composta por 1033 ou 1034 aminoacidos (AA) e 10 segmentos
transmembrana em todas as espécies em que estdo presentes, enquanto que
a subunidade B consiste de 291 AA e contém seis ou sete sitios de glicosilagao
N-ligados com um segmento transmembrana (SHIN; SACHS, 2008).

Os IBP’s sdo administrados na forma de pré—farmacos inativos, com
formulacdes de revestimento entérico, resistentes ao acido, para se evitar sua
rapida degradacado na luz gastrica. Apos ter passado pelo estbmago e atingir a
luz intestinal alcalina o revestimento entérico se dissolve e o pré—farmaco €
absorvido (KATZUNG, 2005).

Do ponto de vista farmacocinético, os IBP’s sdo drogas ideais:
possuem meia-vida sérica curta, sdo concentrados e ativados proximo ao seu
local de acdo e apresentam longa duracdo de acédo, inibem a secrecao tanto
em jejum quanto estimulada por alimentos, visto que blogqueiam a via comum
final da secrec¢éo de acido, a bomba de prétons (KATZUNG, 2005).

Em doses convencionais, os IBP’s inibem 90-98% da secrecdo de
acido em 24 horas. Em pacientes submetidos a tratamento prolongado com
IBP’s, o pH gastrico mediano de 24 horas varia de 3,6 a 4,9 e o niumero médio
de horas durante as quais o pH é superior a 4 varia de 10,5 a 16,8 horas
(KATZUNG, 2005).



Os IBP's produzem assim, uma elevacdo consideravel, mas dose-
dependente do pH gastrico. A hipocloridria prolongada com terapia IBP
levantou preocupacdes de seguranca para os pacientes recebendo terapia em
longo prazo com esses agentes (possivel hiperplasia das células géastricas e
carcinoides gastricos, adenocarcinoma colorretal e poélipos). As evidéncias até
agora indicam que quaisquer alteracdes morfoldégicas nas células enddcrinas
gastricas sdo minimas e ndo-neoplasicas, sugerindo que a hipergastrinemia
observada durante a terapia com IBP tem pouco significado clinico
(SCHOLTEN, 2007).

Os IBP’s atualmente disponiveis no mercado sdo o Omeprazol
(mistura racémica de isbmeros R e S), Esomeprazol (isbmero S do
Omeprazol), Lansoprazol, Rabeprazol e Pantoprazol (SILVA, 2006).

M. (

) -/ Esomeprazol
Omeprazol

OCH

Lansoprazol Rabeprazol

Figura — 1: Formulas estruturais dos IBPs
Fonte: Kuipers 2006
O Omeprazol suprime irreversivelmente a secrecdo de acido
gastrico, ndo possui acdo anticolinérgica, nem bloqueadora de receptores de
H,. Trata-se de um potente inibidor do acido gastrico tanto basal quanto
estimulada. O Lansoprazol é levemente mais potente que o Omeprazol, porém,
semelhante nas suas propriedades. A inibicdo da H'/K® — ATPase pelo

Lansoprazol é parcialmente reversivel. O Rabeprazol causa supressdao mais
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rapida da secrecdo de acido e auxilia na sintese da mucina gastrica. Todavia, a
sua poténcia e eficacia sdo semelhantes as do Omeprazol. O Esomeprazol
produz melhor controle do pH intragastrico do que o Omeprazol em pacientes
com Doenca por Refluxo Gastroesofagico é tao eficaz quanto o Omeprazol na
cicatrizacdo de Ulceras gastricas/duodenais e na inibicio do H. pylori
(TRIPATHI, 2006). Varios estudos demonstram a eficacia destes pro-farmacos
no tratamento de infec¢des gastricas bem como ulceragcbes estomacais.

A H. pylori é um importante patégeno humano que infecta 50% da
populacdo mundial. H. pylori em seres humanos est4d associada com o
desenvolvimento de numerosas patologias gastricas, como: Ulcera péptica,
gastrite crénica e céancer gastrico (ZHANG, et al, 2010). Estudos
epidemioldgicos foram os primeiros a demonstrar a associacdo da infeccéo de
H. pylori e o cancer gastrico. Em 1994 a International Agency for Research on
Cancer (IARC) classificou este microrganismo como carcinégeno tipo I, porque
uma minoria de individuos infectados desenvolve cancer gastrico. Entretanto,
diversos trabalhos tém tentado estabelecer o exato papel dessa bactéria na
carcinogénese (LOURO, 2002).

O tratamento de H. pylori com IBP's é bastante eficaz, porém, pode
causar progressdo ou aceleracdo da gastrite cronica, predominante no antro
gastrico, para gastrite cronica predominante no corpo, podendo tornar-se um
fator de risco para o cancer gastrico. A erradicacdo do H. pylori pode causar
regressdo da atrofia gastrica ou metaplasia intestinal ou ndo (THOMSON,
2010).

As células neoplasicas expressam um repertorio exclusivo de
bombas de prétons especificas do tumor, que aumentam a sobrevivéncia das
células tumorais. Assim, uma das mais recentes abordagens na terapia
antineoplasica é atacar as bombas de prétons das células tumorais com IBP's.
Relatérios anteriores indicaram acdes variaveis dos IBP's na homeostase da
medula éssea em algumas patologias ndo-malignas. No entanto, ndo esta claro
se a administracdo de IBP's para um paciente tumoral pode fornecer beneficios
terapéuticos adicionais, por aliviar a mielo e imuno supressdo associadas ao
tumor (VISHVAKARMA; SINGH, 2011).



1.2. Pantoprazol.

O Pantoprazol (Fig2) (Panto) [5-(difluorometoxi)-2-[[(3,4-dimetoxi-2-
piridinil) metil] sulfinil]-1H-benzimidazol], € um IBP que se distingue dos demais
em sua acao bioldgica e farmacoldgica devido a sua afinidade de ligacao Unica
as bombas de prétons e a baixa velocidade de reversibilidade
(VISHVAKARMA,; SINGH, 2011).

O mecanismo de acdo do Panto baseia-se na sua ativacdo no
ambiente acido das células parietais gastricas, apds sua absorcéo intestinal e
circulacdo na corrente sanguinea. A ativacdo leva a formacdo de uma
sulfonamida catibnica ciclica, que se liga a uma ou mais subunidades
cataliticas da bomba de proétons, alterando sua configuracdo e provocando uma
inibicdo irreversivel do transporte acido (RAFFIN, 2007). A forma ativa reage
com o grupo tiol das cisteinas 813 e 822 da H'/K* — ATPase transmembrana.
Esta reacdo ocorre dentro das células parietais gastricas que possuem pH 1.
(RAFFIN, et al, 2009).

Como os outros IBP’s é um pré-farmaco fracamente basico que se
acumula dentro de ambientes altamente acidos e se torna rapidamente ativado
em uma sulfonamida catibnica. Em comparacdo com outros IBP’s, o
pantoprazol € menos ativado em ambientes neutros para moderadamente
acidos (pH 3 a 5). A estreita janela de pH impede o Pantoprazol de atuar em
areas do corpo que ndo sédo o alvo, reduzindo assim os efeitos adversos.
(MATHEWS; et al. 2010).

OCF,H

HCO _~
]
. 0 Na*t

Figura — 2: Formula estrutural do Pantoprazol sédico.
Fonte: Mathews 2010.
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O Panto é o IBP que apresenta menos interacbes com outras
drogas, sendo preferido em diversas situagbes de risco, como em pacientes
graves em unidades de terapia intensiva. Entretanto, os dados da Food and
Drug Administration demonstram que os efeitos colaterais ndo sao menos
frequentes no uso do Panto do que no uso de outros IBP’s (SILVA, 2006).

O Panto segue dose farmacocinética linear. Sua versao oral tem
uma biodisponibilidade de 77% e sua absor¢cdo ndo € afetada por ingestdo
prévia de alimentos ou antidcidos. Em Ultima analise, é absorvido no intestino,
resultando em uma maxima concentracao no soro cerca de 2 a 3 horas apoés a
ingestdo (MATHEWS; et al. 2010). A formulacdo intravenosa do Panto exibe
caracteristicas semelhantes a administracao oral. Quando administrado a um
paciente em jejum, ele inativa as bombas de acido que estdo secretando
ativamente, porém nao tem nenhum efeito sobre as bombas em vesiculas
guiescentes e nao secretoras (KATZUNG, 2005).

Portanto, o Panto € mais eficaz quando administrado antes das
refeicbes assim ele atinge niveis séricos de pico, quando o nimero maximo de
bombas de protons é ativado. Ao contrario de outros IBP's, a concentracéo
sérica do Panto ndo é dose-dependente; a concentracdo sérica depois da
primeira dose é semelhante a de varias doses depois. O metabolismo do Panto
€ independente da via de administracdo, possuindo meia-vida de
aproximadamente 1,1 hora. No entanto em pacientes com uma mutacdo no
gene gque codifica a enzima CYP2C19, a meia-vida pode ser de até 3 horas
(MATHEWS; et al. 2010). Porém, a meia-vida de uma unica injecdo da
formulacado intravenosa € curta, assim, para se obter uma inibicdo maxima, o
Panto intravenoso deve ser administrado durante 24-48 horas na forma de
infusdo continua ou em injecdes repetidas (KATZUNG, 2005).

A Via Citocromo P450 (CYP) é importante no metabolismo de varias
drogas, incluindo: ciclofosfamida, antidepressivos, diazepam, carisoprodol,
nelfinavir, clopidogrel, voriconazol, talidomida, clonazepam e inibidores da
bomba de prétons. O apuramento das drogas metabolizadas por CYP varia de
5 a 20 vezes entre individuos e grupos étnicos, principalmente por causa dos
efeitos dos polimorfismos genéticos, mas também como resultado de fatores
nao genéticos, por exemplo: interacées de droga, idade, gravidez e estado de
doenca (DESTA et al., 2009).
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O Panto tem um baixo potencial de intera¢cdes metabdlicas com o
sistema de oxidase CYP e portanto é especialmente indicado para pacientes
em co-medicacdes (STUPNICKI et al, 2004). Ao passo que Mathews, et al.
(2010), cita em seus estudos que o Panto é completamente metabolizado
através do sistema CYP hepético e mais de 80% dos metabolitos inativos sao
eliminados via excrecéo renal.

Varios estudos sugerem uma correlacdo entre os IBP’s e o cancer
gastrico alguns mencionam que estes pro-farmacos auxiliam no
desaparecimento dos tumores e outros afirmam que eles aceleram o
aparecimento de tais carcinomas. Ainda ndo se sabe se sua acdo é atenuada
ou potencializada na presenca de quimioterapicos, uma vez que Sao
largamente usados por pacientes em quimioterapia, pois os IBPs aliviam o
desconforto gastrico gerado pelo quimioterapico.

Dos cinco IBP’s conhecidos, o Pantoprazol € o menos estudado
guanto a sua relagdo com o aparecimento ou desaparecimento de gastrinomas.
Sendo assim, diante de tantas controveérsias, mais pesquisas sdo necessarias
para elucidar a acao deste farmaco. Portanto este trabalho torna-se relevante,
uma vez que visa avaliar a possivel acdo genotoxica do Pantoprazol ou sua
acao potencializadora da acdo do quimioterapico Doxorrubicina, aqui usado

como controle positivo.

1.3 - Doxorrubicina (CAS: 25316-40-9).

Os agentes que causam danos no material genético e que induzem
neoplasias sdo normalmente presentes no ambiente como: a luz solar,
radiagcbes ionizantes ou agentes quimicos. Um tipo de agente quimico
mutagénico € o cloridrato de Doxorrubicina (Fig 3), que possui efeitos
cardiotoxicos, teratogénicos e, ainda, tem a capacidade de intercalar-se a
molécula de DNA gerando radicais livres que estdo envolvidos no seu
mecanismo de citotoxicidade contra uma variedade de tumores (ARAUJO,
2008).
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Muitas das drogas anticAncer em uso clinico sédo produtos naturais,
ou derivados de produtos naturais, por exemplo, antraciclinas como a
doxorrubicina, alcaldides extraidos da vinca (vincristina e taxanos), e
compartilham mecanismos comuns de resisténcia (PATEL; TANNOCK, 2009).

A doxorrubicina (DXR) é um antibidtico antraciclino usado
frequentemente na quimioterapia de uma variedade de tumores solidos e
leucemias. A eficacia do tratamento por DXR é limitada por mecanismos de
resisténcia de droga. Embora o mecanismo subjacente de resisténcia a DXR
ndo seja totalmente entendido, pesquisadores ja determinaram varios fatores
gue influenciam a toxicidade celular da DXR, mais notavelmente a expressao
dos transportadores de membrana Glicoproteina-P MDR1 (Pgp) e a geracédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) via ciclo redox da DXR (FINN; FINDLEY;
KEMP, 2011).

A quimioterapia, normalmente, induz as células cancerosas a
morrerem por via apoptotica, que €é pouco imunogénica. No entanto
antraciclinas, em particular DXR, sdo considerados como 0s Unicos agentes
guimioterapicos que provocam também uma morte imunogénica em ceélulas
tumorais (BOO et al, 2009).

A farmacogenética tem uma grande relevancia na terapia do cancer,
pois agentes quimioterapicos sao, em geral, ndo especificos e com indices
terapéuticos estreitos que resultam em frequentes toxicidades graves ou
mesmo fatais. Além disso, a auséncia de efeito terapéutico pode ter
consequéncias criticas para o paciente (INGELMAN-SUNDBERG, et al. 2007).

Um tratamento quimioterapico perfeito atacaria, seletivamente,
células tumorais sem provocar toxicidade em tecidos normais. No entanto, esta
seletividade ideal ainda nao foi atingida pela quimioterapia tradicional, que €&
conhecida por afetar tanto células normais quanto tumorais (VENDRAMINI, et
al, 2010).

Foram propostos varios mecanismos para as acdes citotoxicas da
DXR, incluindo: (a) intercalacdo no DNA, através dos anéis planos tetraciclina,
entre os pares de bases, levando a inibicdo da sintese macromolecular; (b)
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), levando a peroxidacao
lipidica ou danos no DNA; e (c) inibicdo de topoisomerase Il, seguido por danos
no DNA (SAUTER et al, 2010).
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A eficicia clinica da DXR é limitada por complicacbes agudas e
cronicas. Pacientes que receberam DXR frequentemente apresentam efeitos
secundarios agudos, tais como: fadiga, nausea, vomito, dor, perturba¢cdes do
sono, caquexia e depressdo. Além disso, os pacientes podem desenvolver
cardiomiopatia e insuficiéncia cardiaca (SAUTER et al, 2010). Portanto, a DXR
provoca manifestacbes  toxicas diversas como  mielossupressao,
tromboplastina, anemia, estomatite, perturbacoes gastrintestinais,
manifestacbes dermatoldgicas, toxicidade cardiaca e derrame pericardico
(GILMAN; et al. 1996).

Os efeitos genotoxicos da DXR sdo responsaveis por induzir
aumento na frequéncia de aberracbes cromossdmicas em células somaticas e
reducdo na producdo de células germinativas, comprovados em testiculos de
camundongos e em cultura de linfocitos (VALADARES, 2002). Outros estudos
demonstraram, ainda, que a DXR induz mutacdes e recombinacdes somaticas
em células de asas de Drosophila melanogaster (LEHMANN et al., 2003;
COSTA; NEPOMUCENQO, 2006; FRAGIORGE et al., 2008).

o OH 0
OH
1
1
O O OH 0
Ha o
CHs
HO
M

Figura — 3: Formula estrutural da Doxorrubicina.

Fonte: Costa e Nepomuceno 2006.
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1.4 — Teste para Deteccao de Mutacdo e Recombinacéo em
células somaticas de Drosophila melanogaster — Somatic
Mutation And Recombination Test (SMART).

A genética toxicolégica tem centrado suas investigacdes no uso de
diferentes bioensaios capazes de detectar mutacdes pontuais, aberracdes
cromossOmicas e, mais recentemente, eventos aneuploidogénicos
(LOCATELLLI, 2008).

A Drosophila melanogaster foi um dos primeiros organismos
modelos a serem usados em genética, no laboratério do Dr. T.H. Morgan. Foi
escolhida por possuir um ciclo vital curto do tipo dipléide, e é simples de cultivar
em frascos contendo meio de cultura. (SPRADILING; et al., 1995; apud,
STRACHAN, 2002). A importancia da D. melanogaster como modelo para a
genética humana € demonstrada pelo fato de que 60% dos genes causadores
de doencas em humanos, bem como 70% dos genes do cancer estédo
presentes neste organismo teste (GRIFFITHS, et al., 2002).

Testes bem definido, para verificacdo da mutagenicidade de agentes
fisicos e quimicos, tém sido desenvolvidos em D. melanogaster. Estes testes
séo capazes de mensurar um amplo espectro de danos genéticos induzidos em
células germinativas, assim como em células somaticas (WURGLER et al.,
1984). Além disso, ja esta muito bem documentado o fato de a D. melanogaster
possuir um eficiente sistema para o metabolismo de agentes xenobidticos
(BAARS, 1980; HALLSTROM et al., 1984; VOGEL, 1980).

De acordo com GRAF et al. (1984), a analise dos possiveis efeitos
de substancias mutagénicas e recombinogénicas pode ser realizada por meio
do teste da mancha da asa, denominado SMART (Somatic Mutation And
Recombination Test), que detecta diferentes tipos de manchas mutantes que
podem ser resultantes tanto de mutacdo, recombinacdo, delecdo ou nao
disjuncdo cromoss6mica, ocorridas no cromossomo n° 3 da D. melanogaster.

O SMART foi desenvolvido para detectar a perda da heterozigose de
genes que determinam a expressdao de fenétipos nas asas de Drosophila
melanogaster. Este teste € rapido, facil e de baixo custo (Graf et al., 1984). S&o

utilizadas trés linhagens mutantes de D. melanogaster: mwh/mwh (mwh,
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multiple wing hairs), fIr/In(BLR)TM3 (fir’, flare-3) e ORR; fIr¥/In(BLR)TM3
(Oregon R, flare-3) com expressdes fenotipicas bem definidas (Fig 4).

A linhagem mwh é mantida como um alelo viavel em homozigose
recessiva. A mutacdo mwh esta localizada na extremidade do braco esquerdo
do cromossomo 3 (3 — 0,3) e em condi¢Bes de homozigose produz multiplos
tricomas por célula ao invés de apenas um Unico tricoma, como normalmente
acontece (GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995).

A linhagem flr* possui um alelo recessivo que, afeta o fenétipo do
pélo da asa. Ele também esta localizada no braco esquerdo do cromossomo 3,
mas em posi¢cdo mais proximal (3 — 38,8). Ela produz pélos mal formados que
tém a forma de uma chama. Todos os trés alelos mutantes conhecidos s&o
letais em homozigose recessiva nos zigotos (0os zigotos, homozigotos para o
flr*, ndo sdo capazes de desenvolver moscas adultas). Ao contrario, células
homozigotas do disco imaginal sdo viaveis e levam a formacdo de células
mutantes nas asas. Devido & letalidade no zigoto, o alelo flr® é mantido na
linhagem estoque com a presenga de um “balanceador cromossémico” com
multiplas inversées cromossdmicas (do inglés: TM3, Bd® - Third multiple 3,
Beaded-Serrate) (GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995).

A linhagem Oregon R, flare-3 (ORR) foi construida por Frélich e
Wiirgler (1989) e apesar de apresentar o marcador flr® se difere da linhagem
flare-3 por apresentar os cromossomos 1 e 2 provenientes da linhagem Oregon
R resistente ao DDt, além de possuir alta atividade de enzimas citocromo P 450
(HALLSTROM, 1986). Pelo alto nivel de citocromo P 450 constitutivo na
linhagem ORR, o teste SMART torna-se mais sensivel a ativacdo de

promutagenos dependentes de ativacdo de CYP 450.
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Figura — 4: Fotomicrografia, em microscépio Optico de luz, dos
pélos da asa de Drosophila melanogaster, obtida no
Laboratério de Citogenética e Mutagénese — Centro
Universitario de Patos de Minas. Apresentacdo de pélos
multiplos (mwh), seta larga, e apresentacao de pélos flare
(fIr®), seta menor.

Caso ocorra uma alteracdo genética em uma das ceélulas do disco
imaginal, tal alteracdo podera estar presente em todas as células
descendentes, e formara um clone de células mutantes. A alteracdo génica €
responsavel por uma mudanca visivel no fenotipo. Assim sendo, as células
mutantes serdo detectadas como uma mancha de pélos mutantes na asa da
mosca adulta (GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995).

No SMART, sao realizados dois tipos de cruzamentos: Padrao (ST)
e Alta Bioativacdo Metabdlica (HB). No cruzamento ST fémeas virgens da
linhagem fIr¥/In(3LR)TM3 sdo cruzadas com machos mwh/mwh e no
cruzamento HB sdo cruzadas fémeas virgens da linhagem ORR;
flr¥/In(3LR)TM3 com machos mwh/mwh. Destes cruzamentos sdo obtidos dois
tipos de descendentes: trans-heterozigoto marcado (MH: mwh +/+ fIr®) que
possuem asas borda lisa; e heterozigoto balanceado (BH: mwh +/+ TM3, Bd®)

com asas fenotipicamente serrilhadas (Fig 4).

16



‘\\. I“‘|f ’,‘ ":

a b

|
N4 &

Figura — 5: Fotomicrografia, com microscépio 6ptico de luz, das asas de
Drosophila melanogaster, obtida no Laboratério de Citogenética e
Mutagénese — Centro Universitario de Patos de Minas. Apresentacdo de
descendentes marcador trans-heterozigoto (MH: mwh +/+ fIr’) letra a e
balanceador heterozigoto (BH: mwh +/+ TM3, Bd®) letra b.

Durante a metamorfose, grupos especificos de células chamados
discos imaginais se proliferam mitoticamente. Em contato com o mutageno.
Caso aconteca uma mutacdo em uma dessas células, esta mutacdo estara
presente em todas as células filhas, expressando-se nos tricomas das asas
(GRAF et al., 1984).

As manchas também podem ser classificadas como pequenas e
grandes, uma mancha pequena possui uma ou duas células, caracterizados
por se formarem durante os ultimos estagios de divisdo mitotica durante a
formacdo das asas; as manchas grandes possuem trés ou mais células
alteradas e se originam nos primeiros estagios de desenvolvimento larval.
(GRAF et al., 1998).
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CAPITULO Il

Avaliacao do potencial mutagénico e
recombinogénico do Pantoprazol®
em celulas somaticas de Drosophila
melanogaster.



RESUMO

Os Inibidores da Bomba de Prétons (IBP) tém se tornado o principal trunfo no
arsenal farmacoldgico nos Ultimos 15 anos. Estas drogas sdo compostos
benzoimidazodlicos substituidos, que se assemelham aos antagonistas dos
receptores H, na sua estrutura, porém apresentam mecanismos de acao
completamente diferentes. O Pantoprazol (Panto) € um dos IBP’s mais
importantes no tratamento de uma variedade de doencgas relacionadas ao trato
gastrointestinal superior. Estudos demonstram aumento no risco de
desenvolvimento de cancer gastrico, metaplasia intestinal e hiperplasia das
células enddécrinas ap6s o uso prolongado de inibidores da H+ K+/ATPase.
Neste trabalho o Teste para Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica
em Drosophila melanogaster (SMART) foi empregado para se avaliar os efeitos
mutagénicos e recombinogénicos do Panto. Tratamentos cronicos com Panto
foram realizados em larvas de 72 horas de vida provenientes dos cruzamentos
padrdo (ST) e de alta bioativacdo metabdlica (HB), nas concentracdes de 2,5;
5,0; ou 10,0 uM, o agente antineoplasico doxorrubicina foi administrado na
concentragcdo de 0,4mM como controle positivo. Quando o Panto foi
administrado isoladamente no cruzamento ST o total de manchas foi
estatisticamente relevante nas concentracdes 2,5 e 5,0uM e quando associado
com DXR, a frequéncia de manchas pequenas foi reduzida. Ao analisar a
mutagenicidade no cruzamento HB, foi encontrado aumento significativo no
total de manchas dos descendentes MH, procedendo-se assim a analise dos
descendentes BH, em que se constatou efeito recombinogénico em todas as
concentragfes. Por outro lado, ao se avaliar as associacfes foi encontrado
aumento significativo na frequéncia apenas de manchas gémeas. Diante de
tais resultados e nas condicBes experimentais, pode-se afirmar que o
Pantoprazol € um farmaco mutagénico direto e possui efeito potencializador da
DXR. Os resultados revelam ainda que o Pantoprazol € recombinogénico e

potencializador dos efeitos recombinogénicos da DXR.

Palavras chave: Pantoprazol, SMART, Mutagenicidade,
Recombinogenicidade, Drosophila melanogaster.
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ABSTRACT

Proton pump inhibitors (PPIs) have become a major asset in pharmacological
armamentarium over the past 15 years. These drugs are substituted
benzoimidazolics compounds, which resemble the H2 receptor antagonists in
its structure, but have completely different mechanism of action. Pantoprazole®
(Panto) is one of the most important PPI to treatment of a variety of diseases
related to upper gastrintestinal tract. Studies have shown an increased risk for
developing gastric cancer, intestinal metaplasia and hyperplasia of endocrine
cells after prolonged use of H+ K+/ATPase inhibitors. In this work, the Somatic
Mutation And Recombination Test in Drosophila melanogaster (SMART) was
employed to determine the mutagenic effects of Panto. Chronic treatments with
Panto were performed with 72 hours old larvae of the standard (ST) cross and
high bioactivation cross (HB) at concentrations of 2,5; 5,0; or 10,0 uM. In
addition, the chemoterapeutic doxorrubicin (DXR) was administered at 0,4 mM,
as a positive control. When administered in isolation at ST cross total spots was
only statistically relevant in 2.5 and 5.0 p¢ M concentrations and when
associated with DXR, the frequency of small spots was reduced. When
analyzing the mutagenicity at HB cross, found a significant increase in the total
number of spots of descendants MH, so proceed the analysis of BH
descendants, found recombinogenic effect at all concentrations. On the other
hand, when evaluate the association found significant increase in frequency of
twin spots only. Faced with such experimental conditions and results, we can
say that the Pantoprazole is a direct genotoxic and has DXR enhancer effect,
these results reveal that the Pantoprazole is recombinogenic and enhancer of

the DXR recombinogenic effects.

Keywords: Pantoprazole, SMART, Mutagenicity, Recombinogenicity,
Drosophila melanogaster.
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1. Introducéo

Os Inibidores da Bomba de Protons (IBP) tém se tornado o principal
trunfo no arsenal farmacolégico nos ultimos 15 anos. Estas drogas sdo muito
eficazes no tratamento de desordens acido-pépticas (KUIPERS, 2006). Sao
compostos benzoimidazolicos substituidos, que se assemelham aos
antagonistas dos receptores H, na sua estrutura, porém apresentam
mecanismos de acado completamente diferentes (KATZUNG, 2005).

Os IBP’s atualmente disponiveis no mercado sdo o Omeprazol
(mistura racémica de isbmeros R e S), Esomeprazol (isbmero S do
Omeprazol), Lansoprazol, Rabeprazol e Pantoprazol (SILVA, 2006).
Frequentemente sdo usados no tratamento de sintomas da doenca do refluxo
gastroesofagico (DRGE), gastrite, uUlceras induzidas por medicamentos, no
combate a Heliobacter pylori e ainda no tratamento de esofagite erosiva
(MCDONAGH; CARSON; THAKURTA, 2009).

O Pantoprazol (Panto) [5-(difluorometoxi)-2-[[(3,4-dimetoxi-2-piridinil)
metil] sulfinil]-1H-benzimidazol] € um pré-farmaco fracamente basico que se
acumula dentro de ambientes altamente acidos e se torna rapidamente ativado
em uma sulfonamida catiénica (VISHVAKARMA, SINGH, 2011; RAFFIN, 2007).

De acordo com Stupnicki et al. (2004) o Panto tem um baixo
potencial de interacdes metabodlicas com o sistema de oxidase Citocromo P450
e portanto é especialmente indicado para pacientes em co-medicacdes. Ao
passo que Mathews, et al. (2010), cita em seus estudos que este farmaco €
completamente metabolizado através do sistema Citocromo P450 hepatico e
mais de 80% dos metabolitos inativos sdo eliminados via excre¢ao renal.

Yeo et al.,(2007) testou os efeitos de varios farmacos usados em
tratamentos gastricos sobre células tumorais gastricas. No qual ele mostra que
o Panto possui efeito citotéxico, uma vez que desencadeia 0 processo
apoptético das células tumorais por via mitocéndria dependente.

O uso a longo prazo de Panto pode acarretar na formacédo de
hipergastrinemia, possivel hiperplasia das células entéricas, carcinéides no
estbmago, adenomas e carcinomas no figado, além de mudancas neoplasicas
na tireoide (PANTOLOC, 2003).
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A doxorrubicina (DXR) é um antibiético antraciclino que €
frequentemente usado na quimioterapia de uma variedade de tumores solidos
e leucemias. A eficacia do tratamento por DXR é limitada por mecanismos de
resisténcia de droga (FINN, FINDLEY, KEMP; 2011). E um p6 liofilizado
composto por metilparabeno, lactose, além da doxorrubicina, sendo usado
restritamente por hospitais e laboratérios com emprego especifico em
neoplasias malignas. A DXR é eficaz em leucemias agudas e linfomas
malignos, em tumores sélidos e € um componente valioso de varios esquemas
de quimioterapia (GILMAN et al., 1996).

Foram propostos varios mecanismos para as a¢des quimioterapicas
da DXR, incluindo: intercalacdo no DNA; geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e inibicdo de topoisomerase Il; (SAUTER., 2010). Quando
usada em tratamento frequentemente apresenta efeitos secundarios agudos,
tais como: fadiga, nausea, vomito, dor, perturbacdes do sono, caquexia e
depressado. Além disso, os pacientes podem desenvolver patologias cardiacas
(SAUTER., 2010). Portanto, a DXR provoca manifestacdes toxicas diversas
como mielossupressdo, tromboplastina, anemia, estomatite, perturbacdes
gastrintestinais, manifestacdes dermatoldgicas, toxicidade cardiaca e derrame
pericardico (GILMAN et al., 1996).

A DXR é um agente quimioterapico que inibe a atividade da enzima
topoisomerase ll, resultando no acumulo de quebras da cadeia de DNA que, se
nao for reparado pela célula, pode provocar mutacdes e aberracOes
cromossdmicas em células tumorais e n&o-tumorais (FRAGIORGE, SPANO,
ANTUNES; 2007). Estes efeitos da DXR sé&o facilmente detectaveis pelo Teste
para Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART). O SMART
baseia-se na premissa de que durante a metamorfose, grupos especificos de
células, chamados discos imaginais, se proliferam mitoticamente em contato
com o mutadgeno. Se acontecer uma mutacdo em uma dessas células, esta
mutacdo estard presente em todas as células filhas, expressando-se nos
tricomas das asas (GRAF et al., 1984).

Utilizando-se deste teste, o presente trabalho teve como obijetivo
avaliar a possivel mutagenicidade/recombinogenicidade do Panto e a influéncia
potencializadora dos efeitos mutagénicos/recombinogénicos da Doxorrubicina

(0,4 mM) por parte do Panto.
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2. Material e Métodos

2.1. Compostos Quimicos

O Pantoprazol®, lote n°73078, manipulado pela Farmécia
Universitaria do Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM), Patos de
Minas, Brasil foi preparado em trés concentracdes distintas (2,5; 5,0 e 10,0
MM). A definicdo das concentragbes foi baseada no trabalho previamente
publicado por Masubuchi; Okazaki. (1999).

O Cloridrato de Doxorrubicina (DXR), conhecido pelo nome
comercial de Doxolen, lote n°® 83520, é produzido pela Eurofarma Laboratérios
e distribuido pela Zodiac Produtos Farmacéuticos S.A., Sdo Paulo, Brasil.
Neste trabalho, foi utilizado na concentragéo de 0,4mM.

2.2. Teste para a Deteccdo de Mutacdo e Recombinacao
Somatica (SMART) em ceélulas sométicas de Drosophila

melanogaster

2.2.1 Linhagens estoque, cruzamentos e tratamento

Foram utilizadas trés linhagens mutantes de Drosophila
melanogaster, portadoras dos marcadores genéticos multiple wing hairs (mwh,
3-0,3), flare-3 (flr?, 3-38,8) e ORR; flare-3 (ORR; fIr®).

Os estoques destas linhagens sdo mantidos em incubadora B.O.D. -
411D NOVA ETICA a temperatura de aproximadamente 25° C, com 60% de
umidade, em frascos de 250 mL contendo um meio preparado com 820 mL de
agua, 11g de agar, 156 g de banana, 1 g de nipagim e 25 g de fermento
biolégico (Sacharomyces cerevisiae).

Foram realizados dois tipos de cruzamentos: (1) Cruzamento padrao
(ST- Standard Cross) em que fémeas virgens flr¥/ In(3LR)TM , ri p” sepl(3)89Aa

bx*** e Bd°® sdo cruzadas com machos mwh/mwh e (2) Cruzamento de alta
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biotivacdo (HB - High Bioactivation Cross"), onde fémeas virgens ORR; flr’/
IN(BLR)TM, ri p” sepl(3)89Aa bx?* e Bd°® sdo cruzadas com machos mwh/mwh.

De ambos os cruzamentos foram obtidos dois tipos de descendentes:
marcador trans-heterozigoto (MH) com genétipo (mwh +/+ fIr®) - asas
fenotipicamente do tipo selvagem e, balanceador heterozigoto (BH) com
gendtipo (mwh +/+ TM3 Bd® ) - asas fenotipicamente do tipo serrilhada. As
larvas, de ambos o0s genétipos, emergentes destes cruzamentos, foram
tratadas com diferentes concentracdes do agente quimico testado.

A postura dos ovos foi realizada por um periodo de 8 horas em
frascos contendo uma base sélida de agar (4% de agar em agua) e uma
camada de fermento (S. cerevisae) suplementado com acUcar. ApGs 72 +/- 4
horas, as larvas de 3° instar foram lavadas em agua Osmose Reversa-
GEHAKA e coletadas com auxilio de uma peneira de ago de malha fina.

Grupos de aproximadamente 100 larvas foram transferidos para
tubos de vidro (2,5 cm de diametro e 8,0 cm de altura) contendo 1,5 g de meio
de cultura de puré de batatas instantaneo (HIKARI®) e 5,0 mL de diferentes
concentracfes do agente a ser testado. As moscas adultas emergentes foram
coletadas e conservadas em etanol 70%.

Larvas de 72 horas de idade, provenientes dos cruzamentos ST e HB
foram submetidas a um tratamento crénico de aproximadamente 48 horas, com
trés diferentes concentracbes de Panto: 2,5uM; 5,0 uM ou 10,0 pM, em
seguida, estas passaram para o estagio de pulpa. Foi utilizada H,O (osmose
reversa) como solvente e controle negativo e doxorrubicina (DXR 0,4mM) como

controle positivo.

2.2.2 Preparacdo e analise microscopica das asas

As asas das moscas adultas, preservadas em etanol 70%, foram
retiradas com o auxilio de pincas entomoldgicas e microscépio estereoscopico,
embebidas em solucdo de Faure (30 g de goma arabica, 20 mL de glicerol, 1,5
g de hidrato de cloral e 50 mL de agua destilada) e distendidas sobre uma

lamina seca e codificada. Em seguida, as laminas secaram por
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aproximadamente 2 horas sobre placa aquecedora (40°C). No final, procedeu-
se a montagem com laminula e deixou-se secar.

A andlise das asas foi realizada em microscopio éptico de luz, com
aumento de 400X (objetiva 40x). Foram registrados o numero, os tipos (simples
ou gémeas) a posicdo e o tamanho das manchas. Aproximadamente 24.800

células foram analisadas por asa.
2.2.3 Analise estatistica

A andlise estatistica do experimento, foi realizada por meio do teste
qui quadrado (X?2) descrito por Frei e Wirgler (1988). O teste nao paramétrico U
de Mann, Whitney e Wilcoxon foi utilizado para excluir resultados falsos
positivos. Para a analise de antimutagenicidade, as frequiéncias de cada tipo de
mancha foram comparadas aos pares, usando o teste U (Frei e Wirgler, 1995),
ao nivel de significancia a = 0,05.

Esta andlise propicia o alcance dos objetivos propostos e elucida a
acao que o Panto exerce sobre o organismo testado, que € possuidor de um

sistema enzimatico e genético semelhante ao ser humanao.

3. Resultados e Discussao

O Pantoprazol foi escolhido para este teste pelo fato de ser um
farmaco muito usado como co-medicacdo por pacientes em quimioterapia,
entretanto, apesar de largamente utilizado, os efeitos de seu uso a longo prazo
ainda sédo desconhecidos. Poucos sdo os relatos bibliograficos sobre os
possiveis efeitos mutagénicos associados ao seu uso prolongado.

Neste estudo foram analisadas cerca de 24.800 células em cada asa
de D. melanogaster e a analise estatistica forneceu os dados apresentados nas
tabelas, referentes as frequéncias de manchas mutantes: manchas simples
pequenas (MSP), manchas simples grandes (MSG), manchas gémeas (MG) e
total de manchas (TM). As tabelas informam ainda a frequéncia de inducdo de

manchas (10°) sem correcao e corrigida pelo controle.
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A Tabela 1 apresenta os resultados das frequéncias de manchas
mutantes observadas nos descendentes MH e BH do cruzamento padréao (ST),
tratados com o Panto em trés diferentes concentragdes (2,5; 5,0 ou 10,0), e 0
controle positivo (DXR 0,4mM) e negativo (H,O osmose reversa). Enquanto
gue a Tabela 2 apresenta os resultados das frequéncias de manchas mutantes
observadas nos descendentes MH e BH do cruzamento HB, tratados com o
Panto nas mesmas concentra¢cdes anteriormente mencionadas, e controle
positivo e negativo.

Quando comparado com o controle negativo, o Panto aumentou
significativamente a frequéncia de manchas simples pequenas em todas as
concentracbes, enquanto que o total de manchas s6 foi estatisticamente
significativo nas concentracbes 2,5 e 5,0 uM. Por essa razdo também foram
analisados os descendentes BH a fim de analisar as taxas reais de mutacéo e
recombinagdo, ndo encontrando nenhum resultado significativo. Diante de tais
resultados pode-se afirmar que o Panto € um farmaco mutagénico direto, pois
desencadeou aumento expressivo de manchas no cruzamento ST.

No cruzamento HB, ao se avaliar o seu potencial mutagénico
(Tabela 2), o total de manchas dos descendentes MH, comparado com o
controle negativo, apresentou aumento significativo em todas as
concentragbes, sendo assim procedeu-se a analise dos descendentes BH,
apresentando efeito recombinogénico em todas as concentragcdes do composto
analisado. Ao se analisar as asas dos individuos BH (mwh/TM3), é possivel
separar a taxa de eventos recombinogénicos da taxa de eventos mutagénicos,
uma vez que os eventos do tipo recombinacédo sao letais e portanto inviaveis
nas células das moscas com este genotipo.

Kuipers (2006) cita que o uso prolongado de IBP’s pode estar
relacionado ao desenvolvimento de cancer gastrico. Sabe-se que o tratamento
com IBP’s ndo protege contra este tipo de cancer, mas, quanto ao aumento do
risco de seu desenvolvimento, devido ao seu uso prolongado, ainda permanece
desconhecido.

Em pessoas com diagndstico negativo para H. pylori em que néo
pré-existia gastrite, os IBP’s ndo causaram gastrite cronica. Em contrapartida,
pessoas com infeccdo por H. pylori possuem um quadro clinico de gastrites

crbnicas persistentes, atrofia e metaplasia, podendo evoluir para atrofia
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gastrica, metaplasia intestinal ou cancer géastrico. O uso de IBP’s no tratamento
dessa infeccdo podem causar a progressdéo ou a aceleragcdo do
desenvolvimento da gastrite (THOMSON et al.,, 2010). Até o momento ndo
existem provas de que os IBP's aumentam o risco de céancer gastrico.
Entretanto, atrofia e gastrites persistentes predominantes no corpo sé&o
considerados fatores de risco importantes para o desenvolvimento de céancer
gastrico, porém mais estudos ainda sdo necessarios para se chegar a uma
concluséo definitiva (KUIPERS, 2006).

E importante ressaltar que os ensaios para avaliagdo mutagénica
sédo limitados para detectar efeitos mutagénicos, mas nem toda alteracédo no
material genético é uma mutacdo, isso torna o SMART uma importante
ferramenta de avaliagdo mutagénica, pois permite a avaliacdo nédo apenas de
eventos mutacionais como também de eventos recombinogénicos como foi
mostrado neste trabalho.

E sabido que uma substancia causadora de danos ao DNA é
também indutora de recombinacéo, o que gera mais danos ao DNA (Hoffman,
1994). A recombinacdo pode promover perda da heterozigose em células
somaticas e germinativas, o que pode influenciar na progressao do cancer
(Happle, 1999).

Muitos compostos séo convertidos a metabdlitos altamente reativos
pelas enzimas oxidativas, compostas principalmente pelas enzimas do
Citocromo P450 (CYP450). Dessa forma, através da introducédo de um ou mais
grupamentos hidroxila no substrato, um pré carcindbgeno pode se tornar um
carcinégeno (Gregory, 1986).

Estudos recentes tem mostrado que a recombinacdo homologa é um
dos principais processos de alteracdo genética (Andrade; Lehmann, 2003;
Erdtmann, 2003).A recombinacdo homdloga consiste num mecanismo de
reparo errbneo no DNA que pode levar a perda de heterozigose ou rearranjos
genéticos e é crucial no desenvolvimento de inUmeras doencas genéticas,
dentre elas o cancer (Sinigaglia et al, 2004).

Resultados semelhantes aos aqui apresentados também foram
encontrados no trabalho de Brambilla et al. (2010), em que foram analisados os

efeitos genotdxicos e carcinogénicos de 71 drogas gastrointestinais. Os autores
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demonstraram que o Panto foi genotoxico em varios dos testes realizados,
além de causar danos cromossdmicos.

Estes resultados estdo consistentes com os apresentados neste
artigo uma vez que o Panto aumentou a frequéncia de manchas nas células
somaticas revelando ser mutagénico direto, induzindo elevadas taxas de
mutacdes, evento este que ndo ocorre nas células tumorais. A genotoxicidade
de uma determinada substancia ndo é causada exclusivamente por mutacao,
mas também através de recombinacdo que também pode causar danos
cromossOmicos.

A Tabela 3 mostra a frequéncia padronizada de inducdo de clones
mwh por mg/mL de concentracdo de exposicdo e a prevaléncia de eventos
recombinacionais. Estes dados mostram que o Panto produziu 0,27 clones
mwh por 10° por mg/mL para os descendentes MH e 0,09 para 0s
descendentes BH, a partir de tais resultados pode-se concluir que o Panto é
um agente genotoxico, porém, fraco genotoxico. Esta tabela também mostra o
valor de 67% de clones mutantes induzidos pelo Panto através de
recombinacdo mitética, este resultado mostra que aproximadamente 70% da
frequéncia de danos ao DNA esta associada a eventos recombinogénicos,
sugerindo que o Panto pode causar instabilidade gendémica.

A Tabela 4 apresenta os resultados das frequéncias de manchas
mutantes observadas nos descendentes MH do cruzamento ST, tratados com
Panto em trés diferentes concentragdes (2,5; 5,0 ou 10,0 uM), associados com
DXR 0,4mM.

Quando associado com DXR, o Panto reduziu a frequéncia de MSP
em todas as concentracfes, mostrando efeito modulador da DXR. Houve
diminuicdo na frequéncia de manchas tanto em MSP quanto MSG e TM, sendo
gue, apenas na concentracao de 5,0 uM foi estatisticamente significativa.

Ao se avaliar a antimutagenicidade (Tabela 5), ndo foi encontrado
resultado estatisticamente significativo em nenhuma das trés concentracfes
nas categorias MSP e MSG. Embora tenha havido uma leve diminuicdo na
frequéncia das manchas em MSP e leve aumento em MSG e TM, ndo foram
estatisticamente significativos em nenhuma concentracdo, por esta razdo os
descendentes BH nao foram analisados. Entretanto, os resultados encontrados

para manchas gémeas foram estatisticamente significativos nas trés
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concentragOes, revelando efeito potencializador da agdo recombinogénica da
DXR.

Com base nestes resultados, pode-se supor que o Panto possui
efeito modulador dos efeitos mutagénicos da DXR. Contudo, ndo pode ser
explicada com exatiddo no presente trabalho, visto que o teste aqui realizado
ndo da embasamento para se entender essa interacao.

Uma possivel explicacdo para esta reducdo de manchas seria uma
acdo apoptética do Panto, verificada em outros estudos. Em um estudo
realizado por Marie et al. (2004) foi detectado que o Panto provoca,
seletivamente, apoptose de células gastricas tumorais e clivagem do DNA,
além de alteracBes na permeabilidade das membranas apenas das células
tumorais, revelando que o Panto induz uma resposta apoptética seletiva talvez
por suprimir as quinases de regulagdo extracelular e por estimular a
fosforilacdo da p38 apenas em células tumorais.

Chen et al. (2012) obtiveram resultados semelhantes ao avaliar a
citotoxicidade do Panto em um adenocarcinoma gastrico. Neste experimento,
foi verificado que o farmaco potencializa os efeitos citotoxicos dos
guimioterapicos além de superar a quimiorresistencia celular, revelando um
possivel papel crucial no tratamento do cancer.

Outra explicacdo para a reducdo de manchas na associacdo DXR e
Panto, seria pela inibicdo do complexo enzimatico citocromo P450 (CYP450). Li
et al. (2004) em seus estudos, verificaram que o Panto é um forte inibidor do
complexo enzimatico CYP450, e revelou um potencial de interacdo com outras
drogas, principalmente metabolizadas pelo CYP450. Sabe-se que a DXR é um
dos principais substratos do CYP450 e que interage de maneira significativa
com os inibidores dessa enzima (ADRIBLASTINA, 2011).

O Panto se comporta como um inibidor competitivo de CYP2C19,
enzima que também esta envolvida no metabolismo da DXR, interferindo assim
no metabolismo e na eliminacdo desta droga, por inibicdo das funcbes desta
oxidase, ocasionando numa reducdo do metabolismo de ambas as drogas.
Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho de Andersson et al.
(1990) em que foram avaliados os efeitos do tratamento com Omeprazol sobre
0s niveis plasmaticos de Diazepam, verificando que o Omeprazol reduziu de

maneira significativa a velocidade do metabolismo do Diazepam.
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Estes resultados encontram-se em acordo com 0s apresentados
neste trabalho uma vez que o Panto, associado a DXR também reduziu a
frequéncia de manchas, mostrando a¢do moduladora dos efeitos citotdxicos do
quimioterapico. O farmaco interferiu de maneira significativa na ativagdo do
CYP450 podendo assim ter agido como um agente potencializador dos efeitos
recombinogénicos da DXR por inibicdo parcial de sua via metabdlica, Esta forte
atividade recombinogénica da DXR em células somaticas de D. melanogaster
j& havia sido descrita por Lehmann et al. (2003), Costa e Nepomuceno (2006),
Fragiorge et al. (2007), Castro et al. (2008) e Dutra et al. (2009).
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Tabela 1 - Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos de Drosophila melanogaster, do cruzamento padrdo, tratados com
diferentes concentragdes de Pantoprazol.

Genotipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total Médiadas Freqliéncia de inducao de manchas
classes de (por 10° células por divisio
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas tam. celular)’
clones S/ correcgéo C/ corregéo por
(mM) (N)  (1-2céls)’ (>2 céls)” mwh* mwh®? por tam.®® tam.®®
m=2 m=5 m=5 m=2 (n) (1) n/NC (2"%) X (n/NC)
mwh/flr®
Contr. Neg. 50 0,36 (18) 0,06 (3) 0,00 (0) 0,42 (21) 20 1,75 0,82 0,69
DXR 0,4 mM 50 4,90 (245) + 5,92 (296) + 3,30 (165) + 14,12 (706) + 674 3,29 {3,34} 27,62 {26,80} 67,72 {67,90}
Panto 2,5 uM/mL 50 090 (45) + 0,08 (4 i 002 (1) i 100 (50) + 50 1,56 {1,43} 2,05 {1,23} 1,51 {0,83}
Panto 5,0 uM/mL 50 082 (41) + 008 4 i 004 20 i 094 (47) + 47 1,62 {1,52} 1,93 {1,11} 1,48 {0,79}
Panto 10,0 uM/mL 50 066 (33) + 002 (1) i 000 (O i 068 (34) i 34 1,44 {1,00} 1,39 {0,57} 0,95 {0,29}
mwh/TM3
Contr. Neg. 20 0,35 (7) 0,00 (0) 9 0,35 (7) 7 1,71 0,72 0,59
DXR 0,4mM 20 0,75 (15 i 010 (2 i 0,85 (17) + 17 1,71 {1,70} 1,74 {1,02} 1,42 {0,83}
Panto 2,5 uM/mL 20 045 (9 i 005 (1) i 0,50 (10) i 10 1,50 {1,00} 1,02 {0,31} 0,72 {0,15}
Panto 5,0 uM/mL 20 045 (9 i 005 (1) i 0,50 (10) i 10 1,70 {1,67} 1,02 {0,31} 0,83 {0,24}

®Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicagdo para a avaliagéo de resultados
significativamente negativos. Niveis de significanciaa = b =0,05.

®Incluindo manchas simples fIr® raras.

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

Nimeros entre chaves s&o as freqiiéncias de inducéo corrigidas em relagéo a incidéncia espontanea estimada do controle negativo.

C =48.000, isto é, niimero aproximado de células examinadas por individuo.

'Calculado de acordo com Frei et al. (1992).
9Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 ndo contém o gene mutante
flr,
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Tabela 2 - Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos de Drosophila melanogaster, do cruzamento de alta bioativagao, tratados com diferentes

concentragdes de Pantoprazol.

N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total Médiadas  Freqliéncia de inducao de manchas
classes de (por 10° células por divis&o
Indiv. MSP MSG MG ™ manchas tam. celular)’
clones S/ correcdo C/ correcao por
Tratamentos (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh® mwh®¢ por tam.®® tam.%®
m=2 m=5 m=5 m=2 (n) (1) n/NC (2"%) X (n/NC)
mwh/flr®
Contr. Neg. 50 1,26 (63) 0,12 (6) 0,02 (1) 1,40 (70) 70 1,57 2,87 2,13
DXR 0,4mM 50 2,74 (137) + 1,28 (64) + 0,42 (21) + 444 (222) 216 2,72 {3,27} 8,85 {5,98} 14,56 {14,40}
Panto 2,5 uM/mL 50 2,26 (113) + 0,14 (7) i 0,00 (0) i 2,40 (120) 120 1,48 {1,34} 4,92 {2,05} 3,42 {1,30}
Panto 5,0 uM/mL 50 190 (95) f+ 0,10 (5) i 0,02 (1) i 2,02 (101) f+ 100 1,43 {1,10} 4,10 {1,23} 2,76 {0,66}
Panto 10,0 uM/mL 50 1,9 (98) + 0,14 (7) i 0,02 (1) i 2,12 (106) f+ 106 151 {1,39} 4,34 {1,48} 3,09 {0,97}
mwh/TM3
Contr. Neg. 20 0,95 (19) 0,05 (1) E 1,00 (20) 20 1,25 2,05 1,22
DXR 0,4mM 20 1,10 22) i 0,05 (1) i 1,15 (23) - 23 1,35 {2,00} 2,36 {0,31} 1,50 {0,31}
Panto 2,5 uM/mL 20 0,75 (15) - 0,00 (0) i 0,75 (15) - 15 1,13 {1,60} 1,54 -{0,51} 0,84 -{0,39}
Panto 5,0 uM/mL 20 0,70 (14) - 0,05 (1) i 0,75 (15) - 15 1,47 {0,60} 1,54 -{0,51} 1,06 -{0,19}
Panto 10,0 uM/mL 20 0,70 (14) - 0,05 (1) i 0,75 (15) - 15 1,20 {1,40} 1,54 -{0,51} 0,88 -{0,34}

®Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicagdo para a avaliagdo de resultados significativamente negativos.

Niveis de significanciaa =b = 0,05.
®Incluindo manchas simples flr® raras.

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

Nimeros entre chaves s&o as freqiiéncias de inducéo corrigidas em relagéo a incidéncia espontanea estimada do controle negativo.

C = 48.000, isto é, niimero aproximado de células examinadas por individuo.

'Calculado de acordo com Frei et al. (1992).
9Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 ndo contém o gene mutante flr,
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Tabela 3 - Frequéncia padronizada de inducéo de clones mwh por mg/mL de concentragdo de exposicao e a prevaléncia de eventos recombinacionais

Recombinagéo (%)

Compostos Heterozigotos para os marcadores mwh/flr® Trans-heterozigotos mwh/TM3
Frequéncia Médiada Média geométrica Frequéncia Frequéncia  Média da Média Frequéncia Sem correcao Com corregdo
padronizada” classe de de tamanho dos padronizada padronizada® classe de geométrica  padronizada por tamanho por tamanho
de
tamanho
(clones mwh  tamanho clones® (células) por 10° céls. (clones mwh  tamanho dos por 10° céls. de clone de clone’
clones®
por 10° céls. dos clones corrigida p/ por 10° céls. dos clones  (células) corrigida p/
tam. dos tam. dos
por mL) clones’ por mM) clones®
(f) (@) 2" (f=2"%x f) () () 2™ (fo=2"2x f,) (1- fi/f) x 100 (1- f'/f') x 100
Pantoprazol 0,27 1,29 1,23 0,17 0,09 1,20 1,15 0,05 66,86 69,95

*Todos os valores sdo corrigidos pelo controle. As frequéncias nas moscas heterozigotas para os marcadores mwh/flr® sio calculadas com e sem correcéo para

o tamanho dos clones;

por conseguinte, estimativas um pouco diferentes sdo obtidas para as contribuicGes relativas de recombinacdo para os totais de clones induzidos.
®As frequéncias de clones por individuo divididas pelo nimero de células examinadas por individuo (48 800) d&o uma estimativa das frequéncias por célula e

por divisdo celular em
experimentos de exposi¢ao crénica (Frei e Wurgler, 1988)

°A média geométrica e as “correcdes foram calculadas de acordo com Frei et al. (1992).
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Tabela 4 - Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos de Drosophila melanogaster, do cruzamento padrao, tratados com
diferentes concentracdes de Pantoprazol associadas com DXR (0,4mM).

Frequéncia de inducéo de

N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total Meédia das manchas
classes de (por 10° células por divis&o
Indiv. MSP MSG MG ™ manchas tam. celular)’
clones S/ correcdo  C/ correcdo por
Tratamentos (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh°® mwh®? por tam.®® tam.®¢
m=2 m=5 m=5 m=2 (n) (1) n/NC (2"%) X (n/NC)
mwh/flr®
Contr. Neg. 50 0,36 (18) 0,06 (3) 0,00 (0) 0,42 (21) 20 1,75 0,82 0,69
DXR 0,4mM 50 4,90 (245) + 592 (296) + 3,30 (165) + 14,12 (706) + 674 3,29 {3,34} 27,62 {26,80} 67,72 {67,90}
Panto 2,5 uM/mL+DXR 50 3,08 (154) f+ 542 (271) - 4,04 (202) - 12,54 (627) - 608 3,61 {3,67} 24,92 {24,10} 75,90 {76,69}
Panto 5,0 uM/mL+DXR 50 2,30 (115) + 4,26 (213) f+ 3,16 (158) - 9,72 (486) f+ 456 3,77 {3,86} 18,69 {17,87} 63,53 {64,77}
Panto 10,0 uM/mL +
DXR 50 3,56 (178) f+ 5,14 (257) - 4,20 (210) f+ 12,90 (645) - 628 3,31 {3,36} 25,74 {24,92} 63,70 {63,90}
mwh/TM3
Contr. Neg. 20 0,35 (V) 0,00 (0) E 0,35 (7) 7 1,71 0,72 0,59
DXR 0,4mM 20 075 (15) i 0,10 (2) i 0,85 (17) + 17 1,71 {1,70} 1,74 {1,02} 1,42 {0,83}
Panto 5,0 uM/mL+DXR 20 0,65 (13) i 0,30 (6) i 0,95 (19) i 19 2,32 {2,67} 1,95 {123} 2,42 {195}

®Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicagéo para a avaliagdo de resultados
significativamente negativos. Niveis de significanciaa = b =0,05.

®Incluindo manchas simples flr® raras.

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

IN(imeros entre chaves s&o as frequéncias de indugdo corrigidas em relagéo a incidéncia espontanea estimada do controle negativo.

C = 48.000, isto é, niimero aproximado de células examinadas por individuo.

'Calculado de acordo com Frei et al. (1992).
9Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 n&o contém o gene mutante flr°,
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Tabela 5 - Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos de Drosophila melanogaster, do cruzamento de alta bioativagao, tratados com
diferentes concentragdes de Pantoprazol associadas com DXR (0,4mM).

N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total Meédia das Frequéncia de indugdo de manchas
Indiv. MSP MSG MG ™ manchas classes de tam. _ (Por 10° células por diviséo celular)’
S/ correcéo por C/ correcado por
Tratamentos (N)  (1-2céls)® (>2 céls)® mwh®  clones mwh®? tam.®¢ tam.®®
m=2 m=5 m=5 m=2 (n) (1) n/NC (2"%) X (n/NC)
mwh/flr®
Contr. Neg. 50 1,26 (63) 0,12 (6) 0,02 (1) 1,40 (70) 70 1,57 2,87 2,13
DXR 0,4mM 50 2,74 (137) + 1,28 (64) + 042 (21) + 4,44 (222) + 216 2,72 {3,27} 8,85 {5,98} 14,56 {14,40}
Panto 2,5 uM + DXR 50 2,28 (114) - 156 (78) - 0,90 (45) + 4,74 (237) - 229 3,15 {3,85} 9,39 {6,52} 20,87 {23,48}
Panto50uM +DXR 50 242 (121) - 242 (121) - 1,28 (64) + 6,12 (306) - 299 3,44 {4,01} 12,25 {9,39} 33,20 {37,77}
Panto 10,0 uM +
DXR 50 2,46 (123) - 2,48 (124) - 1724 (62) + 6,18 (309) - 297 3,57 {4,18} 12,17 {9,30} 36,03 {42,18}

®Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacéo para a avaliagdo de resultados
significativamente negativos. Niveis de significanciaa = b =0,05.

®Incluindo manchas simples flr® raras.

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

IN(imeros entre chaves séo as fregiiéncias de indugao corrigidas em relagdo a incidéncia espontanea estimada do controle negativo.

C = 48.000, isto é, nimero aproximado de células examinadas por individuo.

fCalculado de acordo com Frei et al. (1992).

9Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, j& que o cromossomo balanceador TM3 n&o contém o gene mutante flr°.
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4. Consideracdes Finais

Sendo assim, nas condigbes experimentais delineadas neste
estudo, pode-se afirmar que o Pantoprazol é um farmaco mutagénico, além
de ser um agente modulador dos efeitos da Doxorrubicina. Ha de se
ressaltar ainda os acentuados efeitos recombinogénicos em células
somaticas de D. melanogaster. Na literatura atual ndo se encontram relatos
claros de que o Pantoprazol possui efeitos recombinogénicos, por esta razéo
estudos mais detalhados ainda precisam ser realizados para se elucidar o

potencial recombinogénico deste pro-farmaco.
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