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RESUMO

A ivermectina é um antiparasita macrociclico semi-sintético do grupo das
avermectinas, isolado a partir de Streptomyces avermitilis. Tem acao parasiticida
potente em varias espécies animais, incluindo o ser humano. A sua principal
utilizacdo é no tratamento e controle de doencas parasitarias e infestacdo por
carrapatos em animais de grande porte tais como, ruminantes e equinos. Este
estudo avaliou o potencial carcinogénico do antiparasita ivermectina pelo Teste de
Deteccédo de Tumor Epitelial utilizando a linhagem wts de Drosophila melanogaster,
um organismo modelo para estudos de carcinogénese. Para avaliar os efeitos
carcinogénicos foi utilizado o lvomec® a 1%. Ensaio de sobrevivéncia foi realizado
para determinar as concentracdes subletais. Larvas de D. melanogaster de terceiro
estagio, descendentes do cruzamento entre fémeas virgens wts/TM3, sb! e machos
mwh/mwh foram expostas a diferentes concentracdes do composto (2.10° ng/ mL,
1.10"° ng/ mL, 5.10™ ng/ mL e 2.5.10™ ng/ mL) homogeneizadas em meio de
cultura a base de batata. Os resultados da frequéncia de tumor epitelial nos grupos
tratados com ivermectina obtidos nesta andlise diferiram do controle negativo na
densidade de moscas com 1 tumor e de 2 a 3 tumores. Em todas as séries tratadas
com ivermectina, o corpo da mosca foi a regido com maior nimero de tumor. Em
ordem, nas pernas e asas as frequéncias de tumor foram maiores. Diferenca
estatisticamente significativa (P < 0,05) na frequéncia de tumor foi observada nos
olhos das moscas, nas doses mais concentradas (2.10"° e 1.10™° ng/mL de
ivermectina), na cabeca, na concentracdo 2,5.10™ ng/mL e nos halteres, na
concentracdo de 2.10™*° ng/mL quando comparadas ao controle negativo. Todos 0s
grupos expostos a ivermectina demonstraram diferencas estatisticamente
significativa (P < 0.05) na frequéncia total de tumor quando comparado ao controle
negativo (4gua), o que confirma a atividade carcinogénica do antiparasita de
maneira dose dependéncia. Conclui-se que este composto, sob essas condi¢bes
experimentais e concentracdes, apresenta efeito cancerigeno em Drosophila

melanogaster.

Palavras-chave: Mosca da fruta; avermectina; tumor; carcinogenicidade;

antiparasita.



ABSTRACT

Ivermectin is a semisynthetic macrolide antiparasitic, isolated from Streptomyces
avermitilis, of the group of avermectins. It has potent parasitical action in several
animal species, including the human being. Its main use is in the treatment and
control of parasitic diseases, for the treatment of scabies and ticks in large animals
such as cattle, ruminants and horses. This study evaluated the carcinogenic potential
of antiparasitic ivermectin by the Epithelial Tumor Detection Test using wts strain of
Drosophila melanogaster, a model organism for carcinogenicity studies. To evaluate
the carcinogenic effects was used Ivomec® 1%. Survival assay was performed to
determine the sublethal concentration. Third instar larvae from wts/TM3, sb* virgin
females mated with Canton-S males (wild type) were exposed to different compound
concentrations (2.10%° ng/ mL, 1.10™ ng/ mL, 5.10™ ng/ mL e 2.5.10™ ng/ mL)
homogenized in potato-based medium. The results of the frequency epithelial tumor
in the groups treated with ivermectin obtained in this analysis differ in density of the
negative control flies with 1 tumor and 2 to 3 tumors. In all series treated with
ivermectin, the body of the fly was the region with the highest number of tumor. In
order, in the legs and wings tumor frequencies were higher. Statistically significant
difference (P <0.05) in tumor frequency was observed in the eyes of flies, in more
concentrated doses (2.10%° and 1.10% ng / ml ivermectin), the head, the
concentration 2,5.10™ ng / ml and halters in a concentration of 2.10™° ng / mL
compared to the negative control. All groups exposed to ivermectin showed statistical
difference (P < 0.05) in the total frequency of tumors as indicated in Drosophila
melanogaster test when compared to negative control (water), indicating dose-
dependence. In conclusion that this compound, under these experimental conditions

and concentrations, presents carcinogenic effect in Drosophila melanogaster.

Keywords: Fruit flies; avermectin; tumor; carcinogenenicity; antiparasitic.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial de bovinos do mundo
(ANUALPEC, 2010). Os ganhos na pecuaria, impulsionados pelos indices produtivos
cada vez maiores no rebanho, resultam da implantacdo de novas técnicas de
manejo reprodutivo, da melhoria genética dos animais e de novas culturas de
pastagens. Isso trouxe beneficios, porém, em controversa criou inimeros problemas
sanitarios e um bom exemplo, séo as parasitoses (VIDOTTO, 2002).

A pecuaria deve estar alicercada em trés pilares: manejo sanitario
estruturado, disponibilidade de alimentos com qualidade nutricional e genética de
boa qualidade dos animais. Atualmente, 0s pecuaristas procuram investir na
producdo, enfocando na qualidade genética do rebanho, na melhoria das pastagens
e em programas de sanidade, principalmente no controle de parasitas, visando
atender a exigéncia dos consumidores pela qualidade da carne e evitando prejuizos,
ja que animais parasitados deixam de expressar a potencialidade genética, mesmo
tendo acesso a uma boa alimentacédo (RODRIGUES et al, 2012).

No quesito sanidade do rebanho, caso ndo seja efetuado o controle integrado
e sistematico dos principais agentes etiolégicos causadores de parasitoses, a
criacdo de bovinos torna-se inviavel. Para esse controle, é importante ressaltar a
importancia do conhecimento de certos aspectos das parasitoses, enfocando as
suas formas subclinicas (COOP, HOLMES, 1996), que passam despercebidas pelos
pecuaristas, impossibilitando maiores lucros. Os prejuizos econdmicos relatados sdo
devidos aos altos custos com o tratamento e prevencdo de doencas infecto-
parasitarias, além da mortalidade e consequente perda de material genético, baixa
conversdo alimentar, reducdo no ganho de peso e reducédo na producdo animal de
carne e leite (VIDOTTO, 2002).

Em um mesmo rebanho é possivel que todos os animais apresentem algum
grau de infeccdo. No entanto, somente 0s susceptiveis poderdo apresentar
sintomatologia clinica da infecgéo, resultando em enormes perdas econémicas no
lucro do pecuarista. Os animais que apresentam algum grau de parasitismo sem
apresentar sintomas, sao considerados resilientes ou resistentes quando

apresentam parasitismo nulo. Isso quer dizer que, melhorias em relagéo ao custo na
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criacdo podem ser conseguidas a partir do tratamento seletivo dos animais
(VERISSIMO, 2008).

A Utilizacdo e o gasto com medicamentos antiparasitarios sdo fatores de
grande importancia na atividade, interferindo no lucro do pecuarista (VERISSIMO,
2008). A ivermectina € um produto de ampla utilizacdo em programas de controle e
manejo sanitario, pela alta eficiéncia sobre varios tipos de parasitas, impedindo a
infeccdo e infestacdo de animais e consequentes prejuizos na producéo (SHOOP e
SOLL, 2002).

A ivermectina (dissacarideo lactona macrociclico) € formada pela
hidrogenacéao catalitica seletiva das avermectinas B1, e B1l, nas proporcdes de 80%
ou mais e 20% ou menos, respectivamente. Age nos canais de cloro controlados
pelo 4cido glutdmico e, secundariamente, em canais de cloro controlados pelo acido
gama-aminobutirico (GABA), ocasionando aumento no fluxo de cloro nas células do
sistema nervoso de vermes e na placa ou no botdo neuromuscular de artrépodes.
Pequena quantidade de avermectinas (menos de 1 pg/kg de peso animal), tanto por
via oral como parenteral podem levar a paralisia severa e morte de vermes e insetos
hematofagos (BOOTH; McDONALD, 1992; LEES et al., 2014).

A ivermectina € um farmaco utilizado na medicina veterinaria desde 1981 e
pelo seu mecanismo de acéo seletivo no sistema nervoso dos parasitas é até hoje
um dos antiparasitarios de maior sucesso no tratamento e controle sistémico de
endo e ectoparasitas, abrangendo um manejo sanitario estruturado do rebanho. Em
contrapartida, comecaram a serem observados sinais clinicos em vertebrados,
variando desde incoordenacdo motora e tremores transitérios, perda de fertilidade
em mamiferos e até mortes em alguns casos, decorrentes de efeitos colaterais do
medicamento (MIGUEL, 1998).

Organismos submetidos a medicacdes frequentemente apresentam
vulnerabilidade do material genético (DNA) as mutagfes, j& que agentes naturais ou
artificiais podem provocar modificagcbes na sua estrutura ou composicdo quimica
levando o surgimento de lesdes no DNA. Essas lesbes podem ser induzidas por
agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos, que podem ser de diferentes origens,
incluindo medicamentos, que podem prejudicar as células, uma vez que afetam
processos vitais como a replicagdo e a transcricdo génica. As alteragbes podem,
também, causar mutacbes e aberracdes cromossOmicas e levar a processos
tumorais e morte celular (COSTA; MENK, 2000).
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Estas agressdes impostas pelo ambiente motivou um aumento no numero
de estudos sobre as lesdes e alteracdes induzidas por estas substancias e sobre os
possiveis agentes causadores das mesmas. Logo, ha algumas décadas, as analises
genéticas tornaram-se essenciais para compreender a fisiopatogenia de doencas,
visto que fornecem bases para a compreensdo das funcdes celulares que sé&o
controladas pela expressdo de genes codificadores de proteinas e enzimas
funcionais e para a compreensdo da acao dos produtos génicos (LOURO et al.,
2002).

O Teste de Deteccdo de Tumor Epitelial em Drosophila melanogaster é
utilizado na deteccdo de tumor proporcionado por potenciais xenobidticos
(SIDOROV et al., 2001; ORSOLIN e NEPOMUCENO, 2009; SILVA e
NEPOMUCENO, 2011; COSTA; OLIVEIRA; NEPOMUCENO, 2011; FURTADO e
NEPOMUCENO, 2012; ORSOLIN, SILVA-OLIVEIRA e NEPOMUCENO, 2012). O
teste faz uso de uma linhagem de D. melanogaster que possui o marcador wts
(Warts), que quando expresso ha condicao selvagem atua como um gene supressor
de tumor (XU et al., 1995). A delecdo do gene e a consequente expressao do alelo
recessivo, leva a formacédo de clones de células que sdo consideradas altamente
invasivas, acarretando na manifestacdo de tumor epitelial no corpo e apéndices da
mosca (NISHIYAMA et al., 1999).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PARASITISMO ANIMAL E COMBATE QUIMICO

A sociedade brasileira tem se beneficiado com a tecnologia agropecuéria,
particularmente no que se refere a saude animal, resultando no aumento da escala
de producdo. Entretanto, existe um fator limitante na producdo animal que gera
prejuizos em todos os sistemas, definido pelas enfermidades parasitarias que
afetam animais domeésticos. Na pecuaria bovina, as elevadas perdas econdémicas e
de desenvolvimento sofrem interferéncia de varios fatores, com destaque das
helmintoses gastrintestinais (LIMA, 1994). Na verdade o maior prejuizo na pecuaria
esta na reducdo do desempenho dos animais, que tem sua intensidade relacionada
a idade dos animais acometidos, a espécie de helminto envolvida, a intensidade da
carga parasitaria e o estado fisioldgico, imunologico e nutricional do hospedeiro
(ROGER, 2008).

Em escala global, o parasitismo gastrintestinal apresenta-se mais
preocupante em regides pobres (PERRY et al., 2002). Em paises de clima tropical
durante o ano todo e no verdo, em paises de clima temperado, os parasitas tém
causado danos como perda de peso e até a morte (ROGER, 2008), além do
retardamento no desenvolvimento dos animais na entrada da idade reprodutiva, da
baixa produtividade dos rebanhos (corte e leite) e da queda da resposta imunoldgica
predispondo os animais a outras infeccdes, elevando os gastos com o manejo
(LIMA, 1994).

E importante salientar que a produgdo animal é sustentada por trés pilares:
genética, nutricdo e sanidade. Em se tratando de sanidade, a preocupacao com o
elevado parasitismo provocado tanto por endo como ectoparasitos tem a atencao
voltada a integracdo de combates quimicos efetivos. S6 que o controle eficiente das
parasitoses sofre restricdo pela escassez de novas moléculas, limitando as opcdes
de produtos no mercado e favorece a resisténcia dos parasitas frente aos principios
ativos de produtos veterinarios comercializados no mundo (FAO, 2004).

O processo de resisténcia em algumas cepas de parasitas, tais como
Boophilus microplus (MARTINS, FURLONG, 2001), e algumas espécies de

helmintos (BORGES et al., 2004), tem sido desencadeado pelo uso extensivo,
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indiscriminado e muitas vezes errdbneo de determinados produtos, principalmente as
avermectinas.

Na industria farmacéutica veterinaria, os escassos conhecimentos sobre o0s
mecanismos de sobrevivéncia dos parasitos e o decréscimo de investimentos na
inovacdo de moléculas antiparasitarias diminuem as perspectivas de surgimento de
Nnovos grupos quimicos eficazes no controle das parasitoses (GEARY, THOMPSON,
2003). Portanto, acredita-se que a associacdo de principios ativos seja uma
alternativa promissora (COSTA et al., 2004 e NASCIMENTO et al., 2003), ja que até
0 presente momento, o grupo das lactonas macrociclicas estdo disponiveis no
mercado e se destacam no controle de helmintos em bovinos no Brasil, seguido dos
imidazotiazdis e dos benzimidazois (CHARLES, FURLONG, 1996).

2.2 IVERMECTINA

As lactonas macrociclicas, descobertas desde 1975, sdo compostas das
avermectinas e milbemicinas . S&o consideradas os parasiticidas mais utilizados em
diversas espécies animais, apresentado elevada eficacia contra artropodes e
nematodeos (SHOOP, SOLL, 2002). Constituem uma alternativa adequada para o
controle das parasitoses, sobretudo pelo maior periodo de protecédo, diminuindo,
desta forma, o numero de tratamentos (BORGES, 2003).

As propriedades quimicas das lactonas macrociclicas para absorcao,
transporte e acdo sobre uma espécie de endo ou ectoparasitas, diferem em cada
espécie de acordo com 0s 6rgaos de selecdo e por isso as concentragcdes minimas
letais sdo diferentes, variando entre 2 e 200 pg/kg® de peso animal (SHOOP,
MROZIK, FISHER, 1995).

A ivermectina foi a primeira entre as lactonas macrociclicas a ser
comercializada e gragas a seu amplo espectro de agéo, eficacia e seguranga clinica,
tornou-se o tratamento de escolha para ovinos, caprinos, suinos, bovinos e equinos
(CAMPBELL, BENZ, 1984). Em suas vantagens, destaca a persisténcia de eficacia
antiparasitaria e a ampla seguranga quanto aos efeitos indesejaveis ou de toxidade

gue possam afetar a tolerancia fisica dos animais (OLIVEIRA et al., 2003). Possuem
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alta atividade antiparasitaria, aliada a dosagens Unicas e baixas, administradas via
oral ou injetavel (SANGSTER, 1999).

A concentracdo plasmatica da ivermectina, apés a ingestdo oral do
comprimido, é proxima a ingerida e ela atinge a concentracdo maxima em 4 horas. A
meia-vida é de aproximadamente 22 a 28 horas, concentrando-se principalmente no
figado e no tecido adiposo. Para sua eliminacdo é necessario um prazo de 12 dias, e
muitas vezes é excretada nas fezes. Por ser uma droga muito lipossoluvel e de alto
peso molecular, normalmente ndo atravessa a barreira hematocefalica e sé&o
encontrados baixos niveis no cérebro (DIAS, 2015).

As avermectinas diferem pelas suas especificidades de indicagbes e uso,
embora todas tenham em comum a acdo no controle parasitario dos animais. A
abamectina, também conhecida como avermectina Bla, € um produto natural que
serve de partida para a producdo de um andlogo semi-sintético, 22,23 -
dihidroavermectin B1 ou ivermectina, cuja estrutura pode ser considerada como um
hibrido entre os componentes B1 e B2 (EGERTON et al., 1980). Segundo Campbell
et al. (1983), citado por Costa e Netto (2012), a ivermectina é constituida por uma
mistura de homadlogos que ndo deve conter menos que 80% de seu homdlogo Bla
(5-O-dimetil-22,23-di-hidroavermectina Ala) (C4gH74014) € ndo mais de 20% de seu
homologo Blb (5-O-dimetil-25-(1-metilpropil)-22,23-di-hidro-25-(1-metil-etil)
avermectina Ala) (C47H72014).

As lactonas macrociclicas sdo quimicamente relacionadas e naturalmente
produzidas a partir do Streptomyces avermitilis. Por fermentacdo séo produzidos
oito tipos de avermectinas: Ala, Alb, A2a, A2b, Bla, Blb, B2a, e B2b. Os tipos A2a,
Bla, e B2a sao produzidos em maiores quantidades. O tipo 1 é constituido por
compostos que possuem dupla ligacdo entre os carbonos 22 e 23, os tipo 2 que
apresentam ligacao simples; o grupo “a” apresenta um radical butil (C4Hy) ligado ao
carbono 25 e o grupo “b”, um radical isopropil (CsH;). Os compostos do grupo “a”
possuem um radical metil (CH3) e o grupo “b” possui um hidrogénio ligado ao
carbono 5 (FISHER, MROZIK, 1989).
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Figura 1. Estruturacdo quimica da avermectina (ivermectina).
Fonte: https://bdtd.unifal-mg.edu.br. Acesso: 30/07/2015

Devido ao amplo espectro de parasitas e a elevada eficacia, as avermectinas
do tipo Bla s&o as mais importantes e em escalas industriais, a separacdo dos
grupos Bla e Blb é inviavel. Dessa forma, os produtos comerciais S&o uma mistura
de 90% do grupo a e 10% do grupo b, sendo a atividade biolégica destes dois
homélogos quase idéntica (SHOOP, SOLL, 2002).

Avermectinas sdo agonistas aos neurotransmissores GABA, associados ao
canal de cloro (CAMPBELL, BENZ, 1984). Ligam-se nos receptores GABA e afetam
o fluxo de ions no canal de cloro, permitindo o influxo de cations cloro na via celular.
O mecanismo de acdo das avermectinas no sistema nervoso sao semelhantes aos
mecanismos de acao dos neurotransmissores GABA, porém, os primeiros ligam-se
de maneira irreversivel. Em func¢éo do influxo de cloro em excesso na porcao interna
do axbnio, os parasitas susceptiveis ndo conseguem gerar potencial de acdo,
perdendo a sensibilidade e apresentando episddios de hiperexcitagdo, paralisia
muscular severa, seguida de morte (ALBERT et al., 1986).

Na Figura 2 esta apresentada o esquema do mecanismo de acdo das

avermectinas, demonstrando a abertura do canal de cloro nas fendas sinapticas.
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O mecanismo de acdo da ivermectina envolve tanto a potencializagdo do
GABA como a interagdo com os canais de glutamato-cloro independentes de GABA,
resultando em paralisia tbnica muscular e eventual morte do parasita. Esses efeitos
sdo decorrentes da interacdo entre o farmaco e os canais de cloro em células
nervosas e musculares dos parasitas por meio do aumento da permeabilidade de
sua membrana a esses ions (McKELLER, BENCHAOQUI, 1996).
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Figura 2. Mecanismo de agdo das avermectinas.

Fonte: http://farmacologiavetusp.wix.com/antiparasitariospets#!avermectinas-
e-milbemicinas/c930. Acesso: 30/07/2015

As avermectinas e as milbemicinas geralmente ndo causam efeitos toxicos
em mamiferos, pois, por apresentarem alto peso molecular, ndo atravessam a
barreira hematoencefalica (BHE) e, portanto, ndo atuam no sistema nervoso central
deles (AYRES, ALMEIDA, 1999). A susceptibilidade a farmacos desse grupo pode

ser maior em alguns animais como roedores, algumas racas de cdes pastores,
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coelhos gestantes e bezerros com idade inferior a quatro meses (AYRES, ALMEIDA,
2002; ANDRADE, SANTAREM, 2002), apesar disso, qualquer espécie pode ser
afetada se submetida a doses excessivas suficientes para penetrarem a BHE
(ANDRADE, SANTAREM, 2002).

As avermectinas (ivermectina, abamectina, doramectina e selamectina) e as
milbemicinas (milbemicina e moxidectina) sdo lactonas macrociclicas, classificadas
como endectocidas. Sdo produtos derivados da fermentacdo de actinomicetos do
género Streptomyces, de acdo anti-helmintica e ectoparasiticida (AYRES, ALMEIDA,
1999). Como ectoparasiticidas, essas substancias sdo aprovadas no Brasil somente
para uso em suinos, equinos e ruminantes. A concentracdo do medicamento, o
tempo de exposicdo ao parasita, a via de administracdo e a espécie animal séo
fatores que garantem a atividade de um endectocida, assim, estudos farmacolégicos
mais aprofundados sdo necessarios para analise desses compostos (BORGES,
2003).

As propriedades fisico-quimicas das lactonas macrociclicas incluem um alto
peso molecular, e elevada lipofilicidade, o que confere caracteristicas
farmacocinéticas de amplo espectro de distribuicdo nos animais medicados
(McKELLER, BENCHAOQUI, 1996), tendo pouca solubilidade (0,006 a 0,009 ppm) em
solucbes aquosas (JACKSON, 1989). Essa caracteristica faz com que ap0s serem
absorvidas, independentemente da via de administracdo, as moléculas sejam
distribuidas por todo o corpo do animal bioacumulando, particularmente, no tecido
adiposo (COSTA, 2004).

Pelo risco de seus efeitos no sistema nervoso central (CAMPBELL, BENZ,
1984) e por as avermectinas serem farmacos utilizados extensivamente em animais
destinados a alimentacdo humana via direta ou por meio dos seus subprodutos, é de
grande importancia respeitar o periodo de caréncia do medicamento, determinado
pelo fabricante de acordo com a espécie animal destinada a abate e/ou producgéo de

leite e monitorar periodicamente seus residuos em alimentos e derivados.
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2.3 MUTACOES INDUZIDAS E CANCER

A vulnerabilidade do DNA as mutacdes causadas pelo ambiente propiciou o
crescimento de um numero limitado de estudos sobre alteracdes e lesdes induzidas
por agentes quimicos, fisicos e bioldgicos (MOREIRA et al., 2014). E natural que os
seres vivos sofram mutacdes espontaneas, que podem ser resultado da interacao
com o ambiente ou de reacfes celulares, porém, a ocorréncia dessas mutacdes
podem ser aumentadas pela exposicdo a diversos xenobioticos. Agentes
mutagénicos sdo responsaveis pelo incremento de mutagBes acima do limite
toleravel normal (DUSMAN et al., 2012).

Sabe-se que alguns fatores externos, como agentes quimicos, podem de
maneira direta ou indireta, interagir com o material genético e favorecer o aumento
de mutacdes, que por sua vez podem se fixar no material genético e atuar de
maneira positiva (variabilidade genética) ou de maneira negativa (instabilidade
genética e perturbacdo nas vias bioquimicas). As mutacdes génicas mais comuns
consistem na substituicdo de um nucleotideo por outro, na perda (dele¢cao) de um ou
varios nucleotideos ou inser¢ao (intercalacdo) de um ou varios nucleotideos em uma
molécula de DNA (GRIFFITHS et al., 2013). Algumas muta¢des podem resultar em
troca na informacao codificada pelo gene e levar a sintese de uma proteina diferente
da esperada ou a auséncia de sintese (HIB, ROBERTIS, 1998).

As mutacdes também podem afetar genes necessérios para a sobrevivéncia
das células ou genes envolvidos no controle do ciclo celular (SANTOS, 2006). No
altimo caso, essa alteracao pode levar a um descontrole na proliferacdo de células,
com o0 consequente aparecimento de quadros cancerigenos (HIB, ROBERTIS,
1998).

No organismo, o ciclo de proliferacédo celular é rigorosamente controlado para
gue as células constituam comunidades organizadas no entanto, as células
cancerigenas nao se submetem a esse esquema de cooperacao, sao células com o
DNA alterado que escapam dos mecanismos de controle do ciclo celular (LOPES,
OLIVEIRA, PRADO, 2002).

Nesse sentido, duas grandes categorias de genes sédo destacadas: os proto-
oncogenes e 0s genes supressores de tumor (READ, STRACHAN, 2002). Os proto-
oncogenes sao genes relacionados ao crescimento, diferenciacdo e proliferacao

celular (LOPES et al., 2002). Os genes supressores de tumor impdem alguns limites
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ao ciclo e ao crescimento celular e suprimem algumas propriedades fenotipicas das
células tumorais exercendo uma acgdo anti-neoplésica (LOURO et al., 2002).

O surgimento de mutacdes por acdo de xenobidticos, potencialmente
mutagénicos, apresenta forte relagdo com o surgimento de neoplasias, visto que
uma populacdo de células mutantes, quando ndo reconhecidas e reparadas, sao
passiveis de perder o seu reconhecimento celular e seu controle de divisdo
(RIBEIRO, MARQUES, 2003). A existéncia de células alteradas significa que estas
escaparam dos mecanismos homeostaticos intracelulares, que as levariam a
apoptose. Se estes mecanismos nao forem capazes de reparar o DNA ou de
encaminhar a célula & apoptose, ela resistira e se fixara na populacdo. A medida que
estas células se duplicam, as mutacdes se acumulam, acarretando a manifestacéao
do tumor (BELTRAO-BRAGA, TEIXEIRA, CHAMMAS, 2006).

2.4 Drosophila melanogaster (DIPTERA, DROSOPHILIDADE): ASPECTOS GERAIS

Sidorov et al. (2001) e Eeken et al. (2002) foram os pioneiros quanto a
utilizacdo da linhagem como ferramenta bioldgica no rastreio de carcin6genos
quimicos. Desde entdo tém sido utilizado no monitoramento de potenciais
xenobidticos naturais e artificiais (ORSOLIN e NEPOMUCENO, 2009; COSTA,
OLIVEIRA e NEPOMUCENO, 2011; FREITAS, FREITAS e NEPOMUCENO, 2014).

Organismos modelo tem se tornado ferramenta importante para a
investigacdo cientifica, para analises de compostos em uso ou a serem utilizados
por mamiferos, inclusive o homem, pois fornecem dados bioldgicos que possibilitam
a validacdo de procedimentos. Dentre esses organismos, destaca-se a espécie
Drosophila melanogaster (GRAF, SPANO et al., 1996).

A genética toxicoldgica tem voltado suas atencdes para a investigacdo de
potenciais agentes mutagénicos e genotéxicos (MACHADO et al, 2013), bem como
para padronizacdo de protocolos e testes como ferramentas para a deteccdo de
mutagenos e carcindgenos (ANDRADE , LEHMANN, 2003). Nesse sentido, o uso de
um organismo modelo, com caracteristicas especificas intrinsecas (sensibilidade e
resposta) trata se de uma peca importante para a validacdo de um teste.

A Drosophila melanogaster, conhecida popularmente como “mosca das
frutas” € um organismo modelo experimental, largamente utilizado em pesquisas

cientificas, que tém conferido importantes informacbes sobre biologia
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comportamental, genética e bioquimica (GRAF, SPANO et al., 1996; FONSECA,
PEREIRA, 2004; GRAF, 2006).

Ciclo de vida curto (10 - 12 dias), prole numerosa, facil manutencdo em
condi¢Oes laboratoriais e baixo custo sdo algumas das vantagens da utilizacdo deste
organismo modelo em pesquisas cientificas (JENNINGS, 2011). Somado a estas
caracteristicas, com o sequenciamento do genoma de D. melanogaster, foi
constatada a homologia em 77% dos genes relacionados as doencas humanas
(REITER et al., 2001), o que permite, em algumas situacfes, a extrapolacdo dos
resultados obtidos na mosca para humanos.

Possui quatro pares de cromossomos (2n = 8), sendo trés pares
autossbmicos e um par de cromossomos sexuais. Durante a embriogénese é
verificada a presenca de 10 pares de discos imaginais e discos genitais, que
consistem em uma camada de células nas estruturas epidérmicas e que sao postas
de lado, sendo responsaveis pela diferenciacdo em tecidos, 6rgaos e estruturas
anatdbmicas como os apéndices especificos de cada segmento (GRIFFITHS et al.,
2013).

O desenvolvimento do padrdo corpéreo ocorre em pouco mais de uma
semana, em 3 estagios larvais com posterior diferenciacdo em pupa e em individuo
adulto (Figura 3). A forma adulta, possui cerca de 2 mm de comprimento
(SNUSTAD, SIMMONS, 2006).
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Figura 3. Ciclo de vida da mosca Drosophila melanogaster.
Fonte: http//www.sc.didaxis.pt/hereditariedade/drosophila.html. Acesso: 27/06/2015

Nesta espécie, ocorre dimorfismo sexual com caracteristicas notorias (Figura
4), sendo que as fémeas geralmente sdo maiores que 0s machos e apresentam uma
alternancia tipica de listas claras e escuras no abdomen. Nos machos, é observada
uma mancha escura na extremidade posterior do abdémen (exceto em individuos

recém-eclodidos) e pente sexual localizado no primeiro par de pernas superiores.
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Figura 4. Dimorfismo sexual da espécie Drosophila melanogaster. Pente sexual

indicado pela seta. Fonte: Acervo pessoal.

2.5 TESTE DE DETECCAO DE TUMOR EPITELIAL EM Drosophila melanogaster

A conservacao evolutiva de genes supressores de tumor entre Drosophila e
mamiferos tem estimulado estudos de desenvolvimento de tumores em Drosophila,
0s quais podem contribuir para o entendimento de tumores em seres humanos
(POTTER et al., 2000). Além disso, numerosos proto-oncogenes e supressores de
tumores de mamiferos sdo conhecidos e partiilham homologia com Drosophila
(EEKEN et al., 2002). Em Drosophila mais de 50 genes foram mapeados e
caracterizados como genes supressores de tumor, 08 deles tem funcdo no
desenvolvimento embrionério da mosca, 12 no desenvolvimento do cérebro, 19 sdo
expressos nas células dos discos imaginais, 25 no desenvolvimento hematopoiético
e 10 nas gbnadas adultas (JUSTICE et al., 1995).

O gene Warts (wts) foi identificado e caracterizado como um gene supressor
de tumor (XU et al., 1995). A delecao desse gene e a expressao do alelo recessivo
resulta na formagéo de clones de células que séo consideradas altamente invasivas

levando a manifestagdo de tumor na epiderme da mosca. Esses tumores
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apresentam fendtipo semelhante a uma verruga, com aspecto arredondado ou
ovalado, com coloracdo escura (NISHIYAMA et al., 1999).

A caracterizagdo do gene warts em Drosophila melanogaster foi feito
inicialmente por Justice et al (1995). Segundo estes autores, a expressao do alelo
recessivo esta diretamente relacionada a formacdo de células que sédo altamente
invasivas, levando a formacdo de uma massa tecidual aspera, semelhante a uma
verruga de coloracdo escura, que € visivel devido a deformacédo da cuticula do
tegumento do inseto. Warts foi caracterizado como um gene supressor de tumor
devido a sua relacéo direta na regulacdo do ciclo celular e a presenca de células
com caracteristicas cancerigenas, quando o gene € mutado.

A familia de proteinas quinases governa o ciclo celular, uma vez que atuam
nas vias metabdlicas para garantir e regular o controle da divisdo celular.
Basicamente as proteinas quinases sdo constituidas por duas subunidades, sendo
uma subunidade regulatéria (ciclina) e outra catalitica (proteina quinases
dependente de ciclina — CDK) as quais em conjunto formam um heterodimero. As
células sométicas existem pelo menos quatro tipos de ciclinas (A, B, C, D) e no
minimo oito tipos de proteina quinases dependente de ciclina (CDK1, CDK2, CDK3,
CDK4, CDK5, CDK6, CDK7, CDK8) que atuam especificamente em um determinado
momento no ciclo celular. O gene Warts codifica uma proteina serina/treonina
quinase que exerce relevante papel na progressdo do ciclo celular na mitose
(NISHIYAMA et al., 1999; JUSTICE et al., 1995; IIDA et al., 2004).

De acordo com Eeken et al. (2002), as proteinas quinase dependente de
ciclina (CDK) e as kinases formam um complexo responsavel pelo controle da
regulacéo do ciclo celular em Drosophila e participam desse controle diversos genes
oncogenes e genes supressores de tumor, sendo um deles o gene wts (warts). A
origem e progressao da massa tumoral envolve uma série de mudancas genéticas
na ceélula, incluindo ativacdo de oncogéneses e perda ou inativacdo de genes
supressores de tumor (FELZENSWAB, PINTO, 2003).

Testes de mutagenicidade sdo frequentemente utilizados como indicadores
para 0 cancer, uma vez que medem um evento inicial ou intermediario da
tumorigénese. A mutagdo pode ser o estagio inicial pelo qual a maioria dos
carcindégenos quimicos inicia a formagéo do tumor (RIBEIRO, MARQUES, 2003).

Duas linhagens mutantes sdo utilizadas no Teste de Detecgdo de Tumor

Epitelial em Drosophila melanogaster: linhagem multiple wing hairs (mwh, 3-0,3) e
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linhagem warts (wts,3-100). A linhagem warts possui um marcador wts no
cromossomo 3, que € mantida em hemizigose na presenca do balanceador
cromossdmico TM3, Sb! e possui constituicdo genética: ST [1] in [1] kni [ri-1] p [p]
wts [3-17])/TM3,S B [1]. O marcador wts quando expresso na condicdo selvagem
atua como um gene supressor de tumor. A delecdo desse gene e a expressao do
alelo recessivo leva a formacdo de clones de células que s&o consideradas
altamente invasivas, acarretando na manifestacdo de tumor epitelial no corpo e
apéndices da mosca. A linhagem multiple wing hairs (mwh/mwh) é mantida em
homozigose recessiva no cromossomo 3, em regido mais distal do centrébmero e
com constituicdo genética y; mwh jv (3-0,3).

Para avaliacdo do potencial carcinogénico, o Teste de Deteccdo de Tumor
Epitelial faz uso do cruzamento utilizando essas duas linhagens de Drosophila
melanogaster. O cruzamento (Figura 5) é feito entre machos mwh e fémeas virgens
wts gerando duas progénies:

1- Progénie trans-heterozigoto marcado (wts +/+ mwh);

2- Progénie trans-heterozigoto balanceado (TM3, sb! +/+ mwh).

N
+ wis
mwh +

Trans-heterozigoto marcado
mwh +/+ wts
Pélos normais

+ TM3,Sb’
mwh +

Trans-heterozigoto balanceado
mwh +/+ TM3,Sb*
Pélos grossos

Figura 5. Representagdao do cruzamento realizado entre a linhagem multiple wing

hairs (mwh) e a linhagem warts (wts) e seus respectivos descendentes.
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As moscas (progénie) sdo identificadas pelo fenotipo dos pelos no corpo da
mosca (Figura 6). Individuos pertencentes a progénie “trans-heterozigoto marcado”
apresenta fendtipo de pelos longos e finos no corpo enquanto que individuos
pertencentes a progénie “trans-heterozigoto balanceado” apresenta fenétipo de pélo
curto e espesso, devido a expressdo do balanceador TM3, sbt.

No Teste de Deteccdo de Tumor Epitelial, apenas a progénie “trans-
heterozigoto marcado” (wts +/+mwh) € analisada.

A perda da heterozigose nas células do disco imaginal das larvas expostas
ao composto teste resulta na expressdo do gene Warts na condicdo recessiva, com
expressdo de tumor epitelial na mosca, na fase adulta. Tal evento ocorre,
principalmente, por meio de mutacfes de ponto ou por decorréncia de eventos
clastogénico e aneugénico. Os tumores (Figura 7) sao detectados nos diversos
tecidos epiteliais do inseto (cabeca, olhos, corpo, pernas, asas e halteres) (EEKEN
et al., 2002).

mwh ++ TM3, Sb*

0S € eSpessos

Figura 6. Fendtipo dos pelos (setas) no corpo da mosca das diferentes
progénies. Fonte: Cortesia do Laboratério de Genética/LABGEN da Universidade

Federal de Uberlandia.
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Figura 7. Expresséo de tumor epitelial em Drosophila melanogaster. Na cabeca (A),
no olho (B), no corpo (C), na asa (D), na perna (E) e no halter (F). Fonte: Cortesia do
Laboratorio de Genética/LABGEN da Universidade Federal de Uberlandia.

O Teste de Deteccdo de Tumor Epitelial em D. melanogaster oferece
informacdes relevantes sobre o perfil carcinogénico e anti-carcinogénico de
inUmeras substancias simples e compostas (FURTADO e NEPOMUCENO, 2012;
ORSOLIN e NEPOMUCENO, 2009; COSTA et al.,, 2011; FREITAS, FREITAS e
NEPOMUCENO, 2014; ALVES e NEPOMUCENO, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar, pelo Teste de Deteccdo de Tumor Epitelial em Drosophila
melanogaster, o potencial carcinogénico de diferentes concentracbes de

ivermectina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito de diferentes concentracfes de ivermectina na sobrevivéncia
de Drosophila melanogaster da linhagem watrts.

e Avaliar a frequéncia de tumor epitelial nos diversos segmentos (olhos,
cabeca, asas, corpo, pernas e halteres) de moscas expostas a diferentes

concentracfes de ivermectina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Genética da
Universidade Federal de Uberlandia (LABGEN/UFU).

4.2 AGENTES QUIMICOS

Ivermectina lvomec® (CAS 70288-86-7) utilizada foi da marca Merial, Séo
Paulo. O produto comercializado contém 1% de ivermectina.

Mitomicina C (CAS 50-07-7) na formulacdo em po liofilizado foi fabricado por
Kyowa Hakko Kirin Co. Ltda. Shizuoka (Japao), embalado por Bristol-Myers Squibb
S.r.1 Sermoneta-Latina-Italia e importado por Bristol-Myers Squibb Farmacéutica
S.A.

4.3 TESTE DE DETECCAO DE TUMOR EPITELIAL EM CELULAS SOMATICAS DE
Drosophila melanogaster (TESTE WTS)

4.3.1 LINHAGENS DE Drosophila, CRUZAMENTO E TRATAMENTO

Duas linhagens mutantes foram usadas nesse teste: Linhagem multiple wing
hairs (mwh, 3-0,3), fornecidas pelo Dr. Ulrich Graf do Institute of Toxicology,
University of Zurich (Switzerland) e linhagem Warts (wts,3-100), fornecida pelo Dr.
Julio César Nepomuceno do Instituto de Genética e Bioguimica da Universidade
Federal de Uberlandia (Brasil). A linhagem warts possui um marcador wts no
cromossomo 3, que € mantida em hemizigose na presenca do balanceador
cromossémico TM3, Sbt. O marcador wts quando expresso na condi¢cdo selvagem
atua como um gene supressor de tumor. A delecdo desse gene e a expressao do
alelo recessivo leva a formacdo de clones de células que sé@o consideradas
altamente invasivas, acarretando na manifestacdo de tumor epitelial no corpo e
apéndices da mosca. A linhagem multiple wing hairs € mantida em homozigose

recessiva no cromossomo 3 em uma regido mais distal do centrémero.
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Estas linhagens foram mantidas em estoque, em frascos contendo ¥ meio de
cultura a base de banana (1230 mL de agua; 16,5 g de agar; 234 g de banana; 37,5
g de fermento biologico e 1,5 g de nipagin em po) em estufa B.O.D (SOLAB) em
ciclos luz/escuro (12h:12h) na temperatura de 25 + 2°C e 65 + 5% de humidade
relativa.

Foi realizado o cruzamento entre machos mwh/mwh e fémeas virgens da
linhagem wts, [1] in [1] kni [ri-1] p [p] wts [3-17]/TM3,S B [1]. Duas progénies sao
geradas nesse cruzamento: progénie MH, trans-heterozigoto marcado (mwh+/+wts)
e progénie BH, trans-heterozigoto balanceado (mwh+/+TM3, Sb?). No Teste de
Deteccdo de Tumor Epitelial, apenas a progénie MH é analisada. A identificacdo da
progénie BH é feita mediante a expressédo do balanceador cromossémico TM3, Sb?,
que apresenta fenotipo de pelos curtos e espessos no corpo da mosca, o que difere
da progénie MH, com fenétipo de pelos longos e finos no corpo da mosca.

A coleta de ovos do cruzamento mwh+/+mwh x wts+/TM3, Sb? ocorreu dentro
do periodo de 8 horas em frascos contendo meio de cultura a base de agar (4%) e
fermento biologico suplementado com sacarose. Apds 72 + 4 horas, larvas de 3°
estagio foram lavadas com agua ultrapura MiliQ (Millipore) e coletadas com auxilio
de peneira de malha fina. Posteriormente, as larvas foram submetidas a tratamento
cronico (48 horas) até completar o processo da metamorfose. As larvas foram
colocadas em vials (2,5 cm de didametro por 8 cm de comprimento) contendo 1,5 g
de puré de batatas (Yoki® Alimentos S.A) e 5 mL de solucdo de ivermectina nas
concentracdes de 2 x 10%° 1 x 10%° 5 x 10™, 2,5 x 10 ng/mL. As concentra¢ées
de ivermectina usadas nesse trabalho foram baseadas em ensaio prévio de
sobrevivéncia em Drosophila melanogaster (Figura 9).

Mitomicina C (MMC) foi usado como controle positivo na concentragéo de 0,1
mM. Esta concentracdo foi baseada em estudos de recombinacdo mitética em
Drosophila melanogaster (TSUDA; TAKEDA, 1987) e ensaios de carcinogénese
(ORSOLIN, NEPOMUCENO, 2009; ORSOLIN; SILVA-OLIVEIRA; NEPOMUCENO,
2012).
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4.3.2 FIXACAO DE MOSCAS E ANALISE DE TUMOR EPITELIAL

Para andlise de tumor epitelial, adultos eclodidos do cruzamento mwh+/+mwh
X wts+/TM3, Sb! foram fixados em etanol 70% (v/v) e analisados sob lupa
estereoscopica (Bel® Photonics) em placa de petri com glicerina.

Moscas expostas cronicamente (48 horas) as concentracfes subletais de
2.10%° ng/ mL, 1.10*° ng/ mL, 5.10* ng/ mL e 2,5.10* ng/ mL de ivermectina foram
analisadas quanto a presenca de tumor epitelial nos diferentes apéndices da mosca
(cabeca, olhos, corpo, pernas, asas e halteres). Para cada série testada, 200
individuos de ambos os sexos foram analisados. A frequéncia de moscas com tumor
epitelial, bem como a frequéncia de tumor nos apéndices das moscas foi
comparadas com o controle negativo (dgua ultrapura) (ex: moscas com um tumor —
controle negativo x moscas com um tumor - 2.10™° ng/ mL ivermectina e cabeca -
controle negativo x cabeca - 2.10™° ng/ mL ivermectina).

A andlise baseou-se na contagem de tumores de acordo com a descricdo de
Justice et al. (1995). Os resultados foram registrados em um diagrama padréo
expressando 0os numeros observados em cada parte do corpo das moscas: olhos,
cabeca, corpo, asas, pernas e halteres. Para andlise de tumor epitelial, os adultos
eram identificados pelo fenétipo dos pelos e, apenas a progénie “trans-heterozigo

marcado”, foi analisada.

4.3.3 ANALISE ESTATISTICA

As diferencas estatisticas entre a frequéncia de tumores epiteliais nas
concentracdes testadas e os controles (negativo e positivo) foram calculadas usando
o teste U, ndo paramétrico, de Mann-Whitney, utilizando o nivel de significancia p <
0,005.

Comparacg0es estatisticas referentes a taxa de sobrevivéncia foram feitas

com o teste Chi-quadrado para razdes de amostras independentes.
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24 h 8h

Estoque de linhagens Cruzamento Coleta de ovos
q g (wts/TM3, Sb' x Agar (4%) e fermento biolégico
em estufa B.O.D mwh/mwh)

sunlementado com sacarose

Coleta de
‘ 3‘ larvas
- ® P al
e+ . '
S _,
L Tratamentos
Anilise Fixagdo etanol 70% (v/v) 5 mL de agua (CN)
(lupa estereoscopica) Placa de Petri com glicerina 5 mL de dgua + MMC (CP)

5 mL de 4gua + Ivomec 1%

Figura 8: Sequéncia de procedimentos a serem adotados na metodologia descrita.
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5 RESULTADOS

5.1 CONCENTRACOES USADAS NO TESTE DE DETECCAO DE TUMOR
EPITELIAL

Foi avaliado o efeito carcinogénico da ivermectina administrada cronicamente
(48 h) em diferentes concentracbes, via exposicdo toépica e oral, em D.
melanogaster. As concentracdes usadas foram escolhidas a partir de ensaio prévio
de sobrevivéncia. Como apresentado na Figura 9 nenhuma das concentracdes
testadas afetou significativamente (P < 0,05) o processo de pupacdo das moscas,
exceto para a concentracdo 4.10° ng/mL de ivermectina, que interferiu no processo
de metamorfose, apresentando efeito toxico em D. melanogaster. Na concentracéo
7.10° ng/mL foi observado dificuldade de locomocdo das larvas, 3 h apés a
administracdo de ivermectina, sendo ainda observado a ndo formacdo de pupas
decorrido 48 h de tratamento (dados ndo mostrados). A concentracao recomendada
pelo fabricante (200 ug/Kg) foi altamente toxica, levando a letalidade das larvas 1 h

apos o tratamento (dados ndo mostrados).

wits + /+ mwh

- 100 — — — —
)
Lt ] — = [ Pupas
g 80 p B Adultos
[ —
@ S0Fr
=
> 40
2
Kol
o 20}
/)]
0

Agua MMC 25107 500" 1.10" 2.10™ 410"

lvermectina (ng/mL)

Figura 9: Taxa de sobrevivéncia da prole resultante do cruzamento mwh/mwh x
wts/TM3, Sb'. Agua - Controle negativo; Mitomicina C (MMC) - 33 pg/mL Controle
positivo.

* Diferenca estatisticamente significativa na sobrevivéncia de Drosophila
melanogaster de acordo com o teste do Chi- quadrado para razbes de amostras
independentes.
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5.2 ANALISE DE TUMOR

Como apresentado na Tabela 1, das 200 moscas tratadas com ivermectina na
concentracdo 2.10"° ng/mL, 44 apresentaram um Gnico tumor, 28 apresentaram de
2 a 3 tumores, 04 apresentaram de 4 a 5 tumores e 01 apresentou mais de 5
tumores. Foi observado 39 moscas com um unico tumor, 19 com 2 a 3 tumores e 02
moscas com 4 a 5 tumores, ap6s exposicéo cronica a 1.10*° ng/mL de ivermectina.
Na concentragdo 5.10™ foram observadas 41 moscas com 1 tumor e 11 com 2 a 3
tumores. A menor concentracdo (2,5.10™ ng/mL) de ivermectina avaliada neste
trabalho, induziu um dnico tumor em 43 moscas, 2 a 3 tumores em 11 moscas e 4 a
5 tumores em 01 mosca.

Os resultados da frequéncia de tumor epitelial nos grupos tratados com
ivermectina obtidos nesta analise diferiram do controle negativo na densidade de
moscas com 1 tumor e de 2 a 3 tumores. Diferenca estatisticamente significativa (P
< 0,05) na frequéncia total de moscas com tumor foram observados entre o controle
negativo e os grupos tratados com ivermectina.

Tanto o controle negativo (agua), quanto o controle positivo (Mitomicina C)
responderam ao teste. Moscas expostas a 33 ug/mL de Mitomicina C apresentaram
alta frequéncia de tumor epitelial, diferindo estatisticamente (P < 0,05) em todas as
densidades de tumor analisados. Moscas expostas a MMC apresentaram uma
menor frequéncia de um Unico tumor, sendo observado maior nimero de moscas
com mais de 5 tumores (Tabela 1).

A distribuicdo relativa da frequéncia de tumor epitelial nos apéndices das
moscas em funcdo das diferentes séries de ivermectina testadas é apresentada na
Tabela 2.

De 70 tumores encontrados nas moscas expostas a 2,5.10™* de ivermectina,
4,3% estavam presentes nos olhos; 14,3% na cabeca e nas asas; 44,3% no corpo;
21,4% nas pernas e 1,4% nos halteres. Dos 69 tumores encontrados nas moscas
expostas a 5.10™** ng/mL de ivermectina, 2,9% estavam presentes nos olhos; 10,2%
na cabeca; 15,9% nas asas; 44,9% no corpo; 23,2% nas pernas e 2,9% nos
halteres. Entre 85 tumores encontrados nas moscas expostas a 1.10° ng/mL,
verificamos 7%; 10,6%; 14,1%; 51,8% e 16,5% da frequéncia de tumor estavam
presentes nos olhos, cabeca, asa, corpo e pernas respectivamente. Na

concentracdo 2.10™° ng/mL de ivermectina, foram indentificados 131 tumores, sendo
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que destes, 6,1% estavam nos olhos; 5,4% na cabeca; 18,3% nas asas; 47,3% no
corpo; 19,1% nas pernas e 3,8% nos halteres (Tabela 3).

Em todas as séries tratadas com ivermectina, o corpo da mosca foi a regiao
com maior numero de tumor, mesmo que o0s resultados ndo tenham diferido
estatisticamente do controle negativo (P > 0,05), exceto na maior concentracao
(2.10%° ng/mL). Em ordem, nas pernas e asas as frequéncias de tumor foram
maiores que os demais apéndices (exceto corpo) diferindo estatisticamente (P <
0,05) em todas as concentracoes testadas. Diferenca estatisticamente significativa
(P < 0,05) na frequéncia de tumor foi observada nos olhos das moscas, nas doses
mais concentradas (2.10%° e 1.10%° ng/mL de ivermectina), na cabeca, na
concentracdo 2,5.10 ng/mL e nos halteres, na concentracdo de 2.10"° ng/mL
quando comparadas ao controle negativo. Na Figura 10 esta apresentada a
distribuicdo de total de tumor epitelial em cada apéndice das moscas tratadas com
MMC e ivermectina.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo e como demonstrado na
Tabela 1 e 2, a diferenca estatistica observada entre o controle negativo e 0os grupos
tratados com ivermectina, confirma a atividade carcinogénica do antiparasita de

maneira dose dependéncia.
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Tabela 1. Frequéncia de moscas com tumor epitelial observados em descendentes heterozigotos para o gene supressor

de tumor wts de D. melanogaster tratados com Mitomicina C (MMC) e diferentes concentracdes de ivermectina.

Frequéncia de mosca com tumor (nUmero de moscas com tumor)

Total de
Tratamentos N° de .,
1 tumor 2-3tumores  4-5tumores + 5tumores individuos
moscas
com tumores
Controle negativo 200 0,013(24) 0.005(02) 0.000(00) 0.000(00) 0.135(025)
MMC 33 pg/mL 200 0,040(08)* 0,125(25)* 0,145(29)* 0,660(132)* 0,970 (194)*
IVE 2.10°nhg/mL 200 0,220 (44)* 0,140(28)* 0,020(04)* 0,005(01) 0,385(077)*
IVE 1.10°nhg/mL 200 0,195(39)* 0,095(19)* 0,010(02) 0,000(00) 0,300 (060)*
IVE 5.10™'nhg/mL 200 0,205(41)* 0,055(11)* 0,000(00) 0,000(00) 0,260(052)*
IVE 2,5.10*ng/mL 200 0,215(43)* 0,055(11)* 0,005(01) 0,000(00) 0,275(055)*

Diagnéstico estatistico de acordo com o teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia (P < 0,05).

* Valores considerados diferentes do controle negativo.

MMC, Mitomicina C; IVE, lvermectina
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Tabela 2. Frequéncia de tumor epitelial observados nos apéndices dos descendentes heterozigotos para o gene

supressor de tumor wts de D. melanogaster tratados com Mitomicina C (MMC) e diferentes concentracdes de ivermectina.

Tratamento NUmero de Frequéncia de tumores analisados (total de tumor)

individuos olhos cabeca asas corpo pernas halteres Total
Controle negativo 200 0,000 (00) 0,010 (02) 0,005 (01) 0,115 (23) 0,010 (02) 0,000 (00) 0,140 (28)
MMC 33 pg/mL 200 2,000 (400)* 0,605 (121)* 2,245 (449)* 2,885 (577)* 1,020 (204)* 0,200 (40)* 8,995 (1791)*
IVE  2.10™ ng/mL 200 0,040 (08)* 0,035(07) 0,120 (24)* 0,310 (62)* 0,125 (25)* 0,025 (05)* 0,655 (131)*
IVE  1.10™ ng/mL 200 0,030 (06)* 0,045 (09) 0,060 (12)* 0,220 (44) 0,070 (14)* 0,000 (00) 0,425 (85)*
IVE  5.10™ ng/mL 200 0,010 (02) 0,035 (07) 0,055 (11)* 0,155 (31) 0,080 (16)* 0,010 (02) 0,345 (69)*
IVE  2,5.10™ ng/mL 200 0,015 (03) 0,050 (10)* 0,050 (10)* 0,155 (31) 0,075 (15)* 0,005 (01) 0,350 (70)*

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

MMC, Mitomicina C; IVE, Ivermectina.
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Tabela 3. Porcentagem de tumor epitelial observados em apéndices de D. melanogaster tratados com diferentes

concentracdes de Ivermectina (IVE)

% de tumores analisados por apéndices

Tratamentos

olhos cabeca asas corpo pernas halteres Total
IVE 2.10"ng/mL 6,1% 5,4% 18,3% 47,3% 19,1% 3,8% 131
IVE 1.10"°ng/mL 7% 10,6% 14,1% 51,8% 16,5% - 85
IVE 5.10™nhg/mL 2,9% 10,2% 15,9% 44,9% 23,2% 2,9% 69
IVE 2,5.10*ng/mL 4,3% 14,3% 14,3% 44,3% 21,4% 1,4% 70

IVE, Ilvermectina.
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Figura 10: DistribuicAo de tumor epitelial nos apéndices de D. melanogaster
tratadas com diferentes concentracdes de Ivermectina.
MMC = Mitomicina, 33 pg/mL.
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6 DISCUSSAO

O teste wts, fundamenta-se na presenca de um gene (Warts) que atua como
gene supressor de tumor (XU et al., 1995). Durante a diferenciagdo das células do
disco imaginal de Drosophila, a perda da heterozigose desse gene resulta na
manifestacéo e proliferacdo desordenada de células altamente invasivas, resultando
na formacdo de tumor nos diversos apéndices da mosca. A perda da heterozigose
pode ser resultante de eventos clastogénicos, aneugénicos ou por mutacdes de
ponto (EEKEN et al., 2002).

No presente estudo moscas tratadas com ivermectina apresentaram alta
frequéncia de tumor epitelial. Como apresentado na Tabela 1, foi possivel observar
gue a maioria das moscas que apresentaram tumor, tiveram de 1 a 3 tumores. A
maioria dos tumores observados concentrou principalmente no corpo, nas asas e
nas pernas da mosca (Tabela 2). Esta observacao pode ser explicada em funcao da
guantidade de células presentes nesses apéndices, visto que a chance da perda da
heterozigose do gene warts € maior em locais com maior numero de células, o que
justifica a prevaléncia de tumores nessas regides do corpo. Esses dados sao
corroborados por resultados obtidos em outras pesquisas (ORSOLIN e
NEPOMUCENO, 2009; COSTA, OLIVEIRA e NEPOMUCENO, 2011; FREITAS,
FREITAS e NEPOMUCENO, 2014).

De acordo com os resultados obtidos neste estudo e como demonstrado na
Tabela 1 e 2, a diferenca estatistica observada entre o controle negativo e 0s grupos
tratados com ivermectina, acusa a atividade carcinogénica do antiparasita de
maneira dose dependéncia.

Estudos utilizando outros sistemas tém demonstrado efeitos negativos
proporcionados pela administracdo de ivermectina (MOLINARI et al., 2009; EL-
ASHMAWY et al.,, 2011; MOLINARI et al., 2013; MOREIRA et al., 2014; SWEIFY,
DARWISH, HAFEZ, 2015).

Molinari et al. (2009) avaliaram, por meio do ensaio cometa, a capacidade
citotoxica e genotoxica in vitro de ivermectina e lvomec® (produto formulado a base
de ivermectina) em células de ovario de hamster chinés e verificaram a inducdo de
danos clastogénicos no DNA nas concentragfes de 5, 25 e 50 ug/mL, representando
as primeiras evidéncias sobre a capacidade genotoxica in vitro do farmaco

antiparasitaria em células de mamifero. Foi constatado ainda o efeito citotoxico em
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doses concentradas (50 - 250 ug/mL), somado a efeitos de atraso na progresséo do
ciclo celular, reducéo da atividade mitotica, inibicdo no crescimento celular e reducéo
da atividade mitocondrial. Quando células de ovario de hamster chinés foram
expostas durante 80 min a 50 pg/mL™ de ivermectina e lvomec, foi constatado efeito
genotdxico de maneira tempo dependente (0-3 h apds a exposi¢do), revelado pela
frequéncia de quebras no DNA, pelo ensaio cometa (MOLINARI et al., 2013).

Em células de vegetais, lvomec induziu anomalias cromossdmicas (células
anaplasicas), indicado pelo Teste Allium cepa, nas doses 10uL, 30uL e 50 pyL/un de
ivermectina, demonstrando relacdo dose-dependéncia (MOREIRA et al., 2014).

El-Ashmawy et al. (2011) avaliaram os efeitos de ivermectina e verapamil no
desenvolvimento fetal de ratos wistar e o efeito genotdéxico e mutagénico das
moléculas, por meio do teste do microndcleo. Os resultados revelaram perturbacéo
do desenvolvimento fetal dos ratos tratados com ivermectina e verapamil
simultaneamente, com alteracdes externas, viscerais e esqueléticas. Quando
combinados, ivermectina e verapamil demonstraram genotoxicidade nas células
embrionarias dos ratos, indicado pela reducédo do indice mitdtico e o aumento de
eritrécidos micronucleados. Ivermectina quando administrada individualmente,
demonstrou genotoxicidade, revelada por diferentes tipos de aberragbes
cromossomicas (fragmentos e delecdo de cromossomos, formacédo de cromossomo
circular, poliploidia e formacdo de microndcleos) em células somaticas e
embrionéarias dos organismos expostos.

Sweify, Darwish, Hafez (2015) avaliaram o efeito de ivermectina na dose
recomendada (200 pg/Kg) sobre a mutagénicidade em Mus musculusem 1, 2, 3,7 e
14 dias de exposicdo. Nesse estudo foram constatados diversos tipos de alteracdes
cromossOmicas (delecdo, translocacdo Robertsoniana, fragmentos acéntricos,
quebra cromossémica e cromossomos dicéntricos) tanto em doses Unicas quanto
em duas doses, em todos os intervalos de exposi¢cdao. O mesmo foi observado na
frequéncia de micronucleos, demonstrando efeito mutagénico em todos os intervalos
de exposicao.

Os resultados obtidos nesses trabalhos corroboram com o presente estudo,
demonstrando o potencial mutagénico de ivermectina em doses mais concentradas.
A chave para alteracdo do material genético proporcionado pela molécula
permanece obscura. Os dados desta pesquisa, quando confrontados com os demais

estudos de literatura, sugerem que o mecanismo de inducdo de mutacdo causado
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pela ivermectina esteja relacionado a eventos mais agressivos ao material genético,
tais como eventos clastogénicos e/ou aneugénicos.

No presente estudo, nao foi avaliado diretamente a forma como a ivermectina
provoca a perda da heterozigose do gene warts. No entanto a exposi¢cdo a alguns
pesticidas é descrita como sendo capaz de aumentar o estresse oxidativo,
resultando em morte celular (KI et al.,, 2012; GILL e DUMKA, 2013; PARK et al.,
2015).

Zhu et al. (2013) demonstraram que a exposicdo a avermectina nas
concentracbes 20, 40 e 60 mg/Kg de dieta, pode resultar no aumento da morte
celular com comitente expressdo de caspase-3 no figado dos passaros expostos.
Foram constatados danos em mitocoéndrias e condensacdo da cromatina. A
modificacdo de enzimas antioxidantes (superoxido dismutase e glutationa
peroxidase) foi responsavel pelo aumento do estresse oxidativo.

Embora haja poucos trabalhos na literatura sobre a toxicocinética de
ivermectina a nivel molecular, Sharmeen et al. (2010) demonstraram que em células
de mamifero (células de leucemia) a morte celular induzida pela ivermectina, pode
estar diretamente associada como 0 aumento do estresse oxidativo, por meio da
geracao de espécies reativas de oxigénio.

O estresse oxidativo é natural e fundamental nos organismos, estando
envolvido na producdo de energia, fagocitose, sinalizacdo intracelular, sintese de
substancias bioldgicas e regulacdo do crescimento celular (BARRETOS e DAVID,
2006). O aumento acima dos niveis normais pode, no entanto, gerar radicais livres
altamente reativos promovendo oxidacdo de biomoléculas, tais como lipideos,
proteinas e DNA, podendo afetar a fungéo biol6gica das moléculas oxidadas (MAES
et al., 2011; BARBOSA et al., 2012; ABDULLAH, 2015).

Atualmente genética de qualidade dos animais, disponibilidade de alimentos
de qualidade nutricional e manejo sanitario estruturado sdo os alicerces para o
desenvolvimento da pecuéaria. Os dados obtidos no presente estudo, juntamente
com os de outros trabalhos demonstram aspectos negativos relacionados a
instabilidade genética, o que pode resultar no comprometimento da qualidade
genética de células ou populacdo de células individuais dos animais medicados com

farmacos a base de ivermectina.
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7 CONCLUSOES

A ivermectina nas concentragbes de 2. 10%° 1.10%° 5.10"* e 2,5.10"
ng/mL, em condi¢cBes experimentais em que foram desenvolvidos os testes e em
Drosophila melanogaster demonstrou ser carcinogénica. E em todas as séries
tratadas com ivermectina, o corpo da mosca foi a regido com maior frequéncia de

tumor epitelial.
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