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RESUMO

O hexafosfato de inositol (IP6) € um carboidrato presente naturalmente em
graos integrais e tem comprovada acao anticancer para varios tipos de tumor.
Este estudo avaliou os efeitos antiproliferativo, genotdxico in vitro e efeitos
antimutagénico e antitumoral in vivo do IP6 isolado e associado a dacarbazina
(DTIC). O ensaio de citotoxicidade foi realizado em células de melanoma
murino (B16F10) e linhagem normal (NIH/3T3) por meio do método do corante
sulforrodamina B. Foi encontrada Glsp de 2,50 mM em células B16F10 e
1,25mM em células NIH/3T3 para o IP6 e Glsp de 6 pM e 3 uM para
dacarbazina respectivamente. Ambos compostos apresentaram indice de
seletividade de 0,5. Para o indice de combinacédo (IC) foram utilizadas 4
concentragdes de IP6 (1,25mM, 0,6mM, 0,3mM e 0,15mM) e 3 de DTIC (3 pM,
1,5 uM e 0,75 pM) em monotratamento e associadas entre si. O calculo do IC
ocorreu por meio do software Compusyn. Todas as associacfes realizadas
apresentaram sinergismo (IC<1). A avaliagdo da genotoxicidade foi realizada
com o ensaio do Cometa in vitro com coloracéo de prata nas concentragdes de
IP6 de 2,5mM e 0,6mM, DTIC 6uM e 1,5uM e IP6 0,6mM + DTIC 1,5uM. O
farmaco DTIC apresentou genotoxicidade nas concentracfes testadas. O IP6
nao apresentou genotoxicidade e sua associacdo DTIC 1,5 uM promoveu
redugdo da genotoxicidade. Para verificar a atividade mutagénica e
antimutagénica foi realizado ao ensaio do SMART com asas de Drosophila
melanogaster nos cruzamento padréo (ST) e de alta biotativacdo (HB) com IP6
0,5mM, 1 mMe 2 mM, DTIC 0,01 mM, 0,02 mM e 0,04 mM e DTIC 0,02 mM
associada ao IP6 nas concentracbes de 0,5 mM, 1 mM e 2 mM. A DTIC
apresentou mutagenicidade em todas as concentracées no cruzamento ST. O
IP6 ndo apresentou atividade mutagénica em ambos os cruzamentos e quando
associado a dacarbazina apresentou atividade antimutagénica. A avaliacéo
antitumoral in vivo ocorreu através do modelo experimental de melanoma
murino em camundongos BALB/c (IP6 gavagem 100mg/kg, DTIC 50mg/kg,
DTIC 25mg/kg e IP6 gavagem 100mg/kg + DTIC 25mg/kg). A administracéo de
IP6 via gavagem e DTIC 25mg/Kg i.p. reduziu 70% do peso tumoral. Os
resultados indicam que, tanto no modelo in vitro quanto no in vivo de melanoma
murino, 0s compostos associados apresentam atividade antiproliferativa,
antimutagénica e antitumoral.

Palavres chave: hexafosfato de inositol, genotoxicidade, antimutagenicidade,
efeito antitumoral, melanoma murino, dacarbazina.



ABSTRACT

Inositol hexaphosphate (IP6) is a naturally occurring carbohydrate in whole
grains and has proven anticancer action for various types of tumor. This study
evaluated the antiproliferative, genotoxic effects in vitro and antimutagenic and
antitumor effects in vivo of IP6 isolated and associated with dacarbazine
(DTIC). The cytotoxicity assay was performed on murine melanoma cells
(B16F10) and normal cells (NIH/3T3) by the sulforhodamine B dye method. In
B16F10 was found Glsp 2.50 mM and 1.25mM in NIH/3T3 cells for IP6 and Glsg
of 6 yM and 3 uM for dacarbazine respectively. Both compounds had a
selectivity index of 0.5. For the combination index (Cl), 4 concentrations of IP6
(2.25mM, 0.6mM, 0.3mM and 0.15mM) and 3 of DTIC (3 uM, 1,5 uM and 0,75
MM) were used associated with each other. The calculation of the IC was
performed using Compusyn software. All associations performed showed
synergism (Cl <1). Genotoxicity evaluation was performed with the in vitro
silver-stained Comet assay at the concentrations of IP6 of 2.5mM and 0.6mM,
DTIC 6uM and 1.5uM and IP6 0.6mM + DTIC 1.5uM. The DTIC drug showed
genotoxicity at the concentrations tested. IP6 did not show genotoxicity and its
association with DTIC 1.5 uM promoted reduction of genotoxicity. To verify the
mutagenic and antimutagenic activity, the SMART assay was performed with
the Drosophila melanogaster wings at standard (ST) and high biotativation (HB)
crosses at 0.5 mM, 1 mM and 2 mM of IP6 and 0.01 mM, 0.02 mM and 0.04
mM of DTIC and 0.02 mM DTIC associated with IP6 at concentrations of 0.5
mM, 1 mM and 2 mM. The DTIC showed mutagenicity at all concentrations at
the ST cross. IP6 did not present mutagenic activity in both crosses and when
associated with dacarbazine showed antimutagenic activity. The in vivo
antitumor evaluation was performed through the experimental model of murine
melanoma in BALB/c mice (IP6 gavage 100mg/kg, DTIC 50mg/kg, DTIC
25mg/kg and IP6 gavage 100mg/kg + DTIC 25mg/kg). Administration of IP6 via
gavage and DTIC 25mg/kg i.p. reduced 70% of tumor weight. The results
indicate that in both, the in vitro and in vivo murine melanoma models, the
associated compounds show antiproliferative, antimutagenic and antitumor
activity.

Key words: inositol hexaphosphate, genotoxicity, antimutagenicity, antitumor
effect, murine melanoma, dacarbazine.
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1 INTRODUCAO

O céancer ou neoplasia é um conjunto de doencas caracterizadas pelo
crescimento desordenado das células. As neoplasias podem ter origem em
qualquer tecido do corpo e sua intensa proliferacéo pode levar a invaséo de tecidos
adjacentes e/ou distantes (WHO, 2017). A proliferagdo descontrolada dessas
células pode ocorrer de maneira rapida, agressiva e de dificil controle,
caracteristica de tumores malignos, ou podem ocorrer de forma lenta e restrita a
um local e sdo denominados tumores benignos. As causas para o0 surgimento dos
canceres sao variadas, podendo estar relacionadas a fatores intrinsecos, como o
genético, fatores extrinsecos como o0 meio ambiente, habitos e costumes
socioculturais estando normalmente esses fatores inter-relacionados (INCA, 2015).

O melanoma é um tipo de céancer que tem origem nos melanécitos
(SLINGLUFF; et al., 2011) e embora sua incidéncia seja pequena, com previsao de
menos de 6 mil casos no biénio 2016/2017 no Brasil, sua elevada letalidade o torna
um problema de saude publica (INCA, 2015).

Recentemente novas drogas receberam o registro da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para uso no Brasil, porém o custo elevado dessas
medicacdes torna 0 acesso ao tratamento um desafio (BRASIL, 2017a; BOTTON,
2016). A dacarbazina (DTIC) é o medicamento de escolha no tratamento do
melanoma metastatico pelo Sistema Unico de Satde (SUS), porém a sobrevida
global média é de apenas 10,8 meses associada a toxicidade e efeitos colaterais
(BRASIL, 2013; LONG, et al., 2015).

Os produtos naturais e seus analogos sdo uma fonte de farmacos
anticancer, sendo que parte dos medicamentos utilizados no tratamento de
neoplasias teve como origem uma fonte natural (NEWMAN; CRAGG, 2012). O
hexafosfato de inositol (IP6) € um tipo de carboidrato presente em cereais, graos
integrais e leguminosas (VUCENIK; SHAMSUDDIN, 2003; FU et al. 2016) e possui
atividade antioxidante (VUCENIK; SHAMSUDDIN, 2006; BHOWMIK; et al., 2017;
FOSTER, et al.,, 2017) e anticancer demonstrada para diversos tipos de cancer
como colorretal (YU, et al., 2017; LIU, et al., 2015), mama (BACIC, et al., 2010),
préstata (ZHU; YUN; JIU, 2014), melanoma (WAWSZCZYK; et al., 2015) entre

outros.
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Com o objetivo de contribuir com as pesquisas de agentes anticancer e a
reducdo da toxicidade dos tratamentos ja existentes o presente trabalho avaliou a
atividade antiproliferativa, o indice de combinacdo e a genotoxicidade do IP6 e
DTIC em células de melanoma murino (B16F10), a antimutagenicidade em
Drosophilas melanogaster e a atividade antitumoral em modelo experimental

murino.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O cancer

Cerca de 8,2 milhGes de pessoas morrem em decorréncia de cancer todos
0s anos, representando 13% das mortes no mundo (WHO, 2017). A maior
incidéncia de cancer ocorre nos paises em desenvolvimento, estdo previstos mais
de 7 milhBes de novos casos no ano de 2020 em paises com médio ou baixo indice
de desenvolvimento humano (IDH), esse valor corresponde a quase 45% dos
casos diagnosticado e 54% das mortes causadas pelo cancer no mundo. Para o
Brasil sdo esperados mais de 550 mil casos e aproximadamente 300 mil mortes
para esse mesmo ano (FERLAY; et al., 2015; WHO, 2017). Segundo dados do
DATAPREV mais de 200 milhdes de reais foram gastos no ano de 2015, entre
auxilio-doenca e aposentadoria por invalidez que esteja relacionada a algum tipo
de neoplasia. Esses dados demonstram o impacto econdmico gerado no
tratamento dessa doenca (BRASIL, 2017a).

No ano de 2015, somente no Brasil mais de 200 mil pessoas morreram em
decorréncia de algum tipo de neoplasia, dentro desse quadro mais de 24 mil
pessoas desenvolveram cancer e foram a o6bito devido a fatores relacionados a
alimentacdo (IHME, 2015). Uma dieta rica em frutas, verduras, graos integrais,
cereais e leguminosas e pobres em alimentos prontos para consumo e bebidas
acucaradas poderia prevenir cerca de 3,5 milhdes de novos casos de cancer no
mundo por ano. Esse habito associado ainda a pratica regular de atividade fisica e
manutencdo do peso corporal adequado poderia prevenir 33% dos casos de
neoplasias de prOstata, mama, colo do utero, pulmao, célon, reto, estbmago,
cavidade oral, laringe, bexiga e esbéfago (INCA, 2015).

As células normais possuem crescimento controlado através de fatores
sinalizadores que mantem a homeostase celular, enviando sinais para divisao,
crescimento e inibicdo da proliferacdo, porém as células tumorais degradam ou
inibem esses sinais e adquirem a capacidade de se multiplicar desordenadamente
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). O céancer maligno possui como caracteristicas
proliferacdo r4pida, agressiva, com invasdo de tecidos adjacentes e de dificil
controle, ja os tumores benignos sao restritos a um local e ocorrem de forma lenta

(INCA, 2015), embora algumas vezes possam apresentar grande volume, quando
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removidos nao voltam a se proliferar (NCI, 2017). Esses tumores possuem
caracteristicas semelhantes as células do tecido que lhe deu origem, ja os tumores
malignos apresentam células de tamanhos e formatos irregulares e diferentes do
tecido que Ihe deu origem (PRADO, 2014). As células neoplasicas possuem a
habilidade de estimular células normais a produzirem novos vasos que irdo
fornecer nutrientes e oxigénio para o desenvolvimento e sobrevivéncia do tumor
(NCI, 2017).

A hiperplasia € um tipo de proliferacdo celular acelerada, que possui
caracteristicas normais a nivel celular, ja a displasia além da intensa proliferacéo
celular, tem presenca de células alteradas morfologicamente, caracteristica
semelhante ao cancer. A displasia, quando néo tratada, pode se desenvolver e se
transformar em neoplasia, primeiramente denominada in situ, ou seja, localizada e
contida em um local ndo comprometendo tecidos adjacentes, mas quando nao
tratada pode evoluir para cancer invasivo, com habilidade de infiltragdo e
metéstase (Figural) (NCI, 2017).

Célula geneticamente
alterada

@ J -.'_i"_.(“" N >
Hiperplasia Displasia Cancer in situ Cancer invasivo

Figura 1: Estagios da diferenciacao celular na formacgao do cancer. Fonte: INCA, ABC do cancer:
abordagens basicas para o controle do cancer. 2011.

O diagnéstico de cancer pode ser realizado através de exames de sangue,
imagem e/ou através de bidpsia. Dessa forma é possivel analisar o grau de invaséo
tecidual, o comprometimento de linfonodos e a presenca ou ndo de metastases. O
estadiamento é realizado por meio do sistema TNM (Tumor Node Metastasis) e
tem escala de | (prognostico favoravel) a IV (progndéstico desfavoravel), onde a letra

T representa o tumor primario, N o comprometimento ou nao de linfonodos e M a
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presenca ou auséncia de metastases, sendo ele fator diretamente relacionado ao
prognostico da doenca (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017).

Os tratamentos podem ocorrer através de cirurgia, radioterapia,
quimioterapia, terapia alvo e imunoterapia (INSTITUTO ONCOGUIA, 2017). ApGs o
estadiamento é possivel definir a abordagem e a conduta adequada para cada tipo
de cancer. O tratamento embora essencial pode ser limitado devido a toxicidade
dos medicamentos. Apesar dos avancos da Ultima década em relacdo ao
tratamento oncoldgico, ainda ha tipos de cancer com baixo indice de sobrevida, o
que indica a necessidade do desenvolvimento de novas terapias (NCI, 2017;
COSTA-LOTUFO; et al., 2010).

2.1.1 O cancer de pele

O céancer de pele pode ser classificado como ndo melanoma e melanoma. O
tipo ndo melanoma é o mais frequente entre todos os tipos de cancer, somente
para 2016/2017 estavam previstos mais de 175 mil casos no Brasil, o que
corresponde a aproximadamente 30% de todos os casos de cancer. Embora os
nameros sejam alarmantes o cancer de pele do tipo ndo melanoma possui baixa
taxa de mortalidade e alto indice de cura (INCA, 2015). Os tipos mais comuns séo
carcinoma basocelular e carcinoma de células escamosas ou epidermoide, sendo o
primeiro representando 80% dos casos diagnosticados (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2017). Por outro lado o cancer de pele melanoma possui baixa
incidéncia, mas alta mortalidade, cerca de 30% dos casos (FERLAY; et al., 2015).
No mundo a taxa de mortalidade é de 0,76 a cada 100.000 habitantes, ja no Brasil
essa taxa sobe para 0,83, um aumento de quase 10% com relacdo a taxa mundial
(BRASIL, 2014).

A diferenca entre o cancer ndo melanoma e melanoma esta na célula que
Ihe deu origem, o melanoma se origina nos melandcitos, ja 0 ndo melanoma
geralmente tem origem nas células basais e escamosas (Figura 2). O carcinoma
basocelular tem origem nas células basais presentes na camada inferior da
epiderme, normalmente ocorre em &reas expostas a incidéncia solar, como cabeca
e pescoco e raramente invade tecidos adjacentes, porém se nao tratado pode

evoluir e apresentar metastase 0ssea. O carcinoma de células escamosas ou
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epidermoide apresentam certo grau de diferenciacédo histolégica da célula que Ihe
deu origem. Esse tipo de cancer aparece com maior incidéncia em areas expostas
a radiacdo solar como rosto, orelha, pescoco, labios e possui uma capacidade
invasiva maior quando comparado ao carcinoma basocelular (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2017).

pidermis

— Melanin

— Basal cell

Melanocyte

Figura 2:Tipos de células que originam o cancer de pele. Fonte: NCI, 2017. Acesso em: 10 jul. 2017.

O melanoma tem origem nos melandcitos, células responsaveis pela
producdo de melanina, e se encontram na camada inferior da epiderme. O
melanoma possui capacidade invasiva e metastatica maior que os outros tipos de
cancer de pele, podendo ocorrer em qualquer parte do corpo, sendo mais comum
no tronco para os homens e nas pernas para as mulheres (KONRAD,et al., 2011;
ALMEIDA, et al., 2014; PINTO, et al., 2015; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017,
INCA 2015; NCI, 2017). A maior incidéncia desse tipo de cancer esta relacionado
principalmente a exposicdo solar (raios UV), a pessoas com fototipos 1 e 2 na
classe de Fitzpatrick, histérico de queimaduras solar na infancia, histérico familiar

ou pessoal de melanoma, sistema imunolégico comprometido, idade, presenca de
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nevus e certos tipos de mutacdo genética (MOREIRA, et al., 2014; NCI, 2017;
AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017;).

O prognostico do melanoma esta diretamente relacionado ao estadiamento.
Nos Estados Unidos a taxa de sobrevida em 5 anos apos diagndstico, foi de 98,5%
para carcinoma in situ e de apenas 19,9% para estagios mais avancados e com
metastase entre os anos de 2007 e 2013 (NCI, 2017). Devido a esse fator os
dermatologistas recomendam uma regra descrita como ABCD das pintas para
identificacdo precoce do melanoma, a fim de verificar as alteracdes indicativas de
malignidade (Figura 3) (INSITUTO ONCOGUIA, 2017).

Simétricas Regulares Homogénea Menores 6mm
o @ & .
AUMENTO DE RISCO
Assimétricas Irregulares Heterogénea Maiores 6mm

& & = @

Figura 3: ABCD das pintas e alteracdes indicativas de malignidade. Fonte: Hospital Daher, 2013.
Acesso em: 12 jul. 2017.

A letra A representa a assimetria, ou seja, passando um trago ao meio, 0s
lados se correspondem ou ndo simetricamente, o B representa a borda, se regular
ou assimétrica, o C a cor, se tom Unico ou mais de um tom presente e D o
diametro, se menor ou maior que 6 mm (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DERMATOLOGIA, 2017).

O melanoma estadiado pelo método TNM pode ter sua classificacdo
acompanhada das letras a e b, que indicam auséncia ou presenca de lesao

ulcerada, fator que impacta no progndstico do cancer de acordo com o Comité
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Conjunto  Americano de Cancer (AJCC) (LEON; et al., 2013; INSTITUTO
ONCOGUIA, 2017).

Para o tratamento do melanoma é recomendado excisdo cirurgica da lesdo
com ampliacdo da margem, sempre que possivel (Tabela 1). Nos estadiamentos | e
Il é realizado o acompanhamento com exames de sangue, para avaliacdo da
funcdo hepatica, coagulacédo, lactato deshidrogenase (LDH) e de imagem, como o
raio X. Ja para os casos de estadiamento Il e IV devem ser realizados exames
complementares, como tomografia computadorizada (TC) ou tomografia por
emissado de positrons (PET) para verificacdo do comprometimento de nodulos ou
metédstase. Com a presenca de metastase o tratamento indicado € paliativo com

quimioterapia, imunoterapia ou terapia alvo (LEON; et al., 2013).

Tabela 1: Ampliacdo de margem para excisao de melanoma. Fonte: Autor

Espessura da leséo Ampliacdo de margem
In situ 0,5 mm
<1mm lcm
1,01 -2 mm 1-2cm
2,01 -4 mm 2cm
>4 mm 2cm

O estadiamento IV apresenta pior prognéstico, sendo a média de sobrevida
global de 8 a 12 meses e com taxa de sobrevivéncia superior a 5 anos de apenas
10% (GARBE, et al., 2011). Esses dados retratam a necessidade de descoberta de
novas terapias e desenvolvimento de programas para o diagnostico precoce
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

2.2 Produtos naturais

Os produtos naturais sdo uma fonte de novos farmacos. Nos anos de 1981 a
2014, aproximadamente 50% das novas drogas anticAncer aprovadas para
comercializacdo, eram de origem natural ou derivada de um produto natural
(GULLO, et al., 2006; NEWMAN; CRAGG, 2016). O medicamento Taxol®, derivado
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da Taxus brevifolia, vimblastina e vincristina, ambas derivada da Vinca sao
exemplos de farmacos utilizados no tratamento do cancer e que tiveram como fonte
uma origem natural (DEWICK, 2009; BRANDAO, et al., 2010).

Contudo, o interesse na descoberta de novas drogas de origem natural vem
reduzindo nos ultimos anos (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015). Um dos
motivos apontados para esse decréscimo é o potencial de novas drogas-alvo,
medicamentos que interagem a nivel molecular e com maior seletividade
(RISHTON, 2008). Por outro lado o custo para o desenvolvimento desses farmacos
é alto, entre a pesquisa, desenvolvimento e aprovacéo pela FDA (Food and Drug
Administration) nos Estados Unidos, o valor ultrapassal bilhdo de dolares. O custo
elevado no desenvolvimento reflete no valor final do medicamento o que onera 0s
planos de saude. Com isso, o0 reajuste nos valores das operadoras de saude torna
0 acesso a esse servico um privilégio de poucos, fazendo que parte da populacéo
antes assistida pelo servico particular, passe a utilizar o SUS. A consequéncia
dessa migracao é a sobrecarga do sistema publico de salde e sua inefetividade
(GARBER; GOLDMAN, 2004; RISHTON, 2008; TIEZZI, 2014).

2.2.1 Hexafosfato de inositol (IP6)

O composto hexafosfato de inositol (IP6) € um carboidrato polifosforado
presente abundantemente em cerais integrais. Durante anos sua presenga nos
alimentos foi considerada como antinutriente devido sua capacidade de quelar
minerais como ferro, cobre, zinco e célcio (GRAF; EATON, 1990; BENEVIDES; et
al., 2011), porém Prynne e colaboradores (2010) demonstram que a deficiéncia
desses ions associada ao IP6 ocorre somente em dietas com um baixo consumo
desses minerais (PRYNNE; et al., 2010).

A molécula do IP6 possui 6 grupos fosfato ligados a uma molécula de
inositol (Figura 4). Os grupos fosfatos presentes nas posicbes 1, 2 e 3
desenvolvem o importante papel de interacdo com o ferro, impedindo-o de catalisar
a reacdo de formacdo do radical hidroxila. Essa agdo confere a caracteristica
antioxidante largamente reconhecida do IP6 por meio da quelacdo de cations

bivalentes, impedindo a formacdo de ROS (espécies reativas ao o0xigénio)
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(VUCENIK; SHAMSUDDIN, 2003). A sua possivel aplicacio em doencas
cardiovasculares se justifica por possuir também acéo antiagregante plaquetéria e
redutora de lipidios (VUCENIK; PODCZASY; SHAMSUDDIN, 1999). O uso do IP6
também vem sendo estudado na prevencdo e tratamento do céancer (FU; et al,
2016; VUCENIK; SHAMSUDDIN, 2003).

O IP6 € consumido como suplemento alimentar, possui rapida absorcao e
quando submetido a hidrélise na digestdo gdstrica origina mdultiplas moléculas
secundéarias que pertencem ao grupo dos fosfoinositides (PlIs). Tais moléculas
participam da estrutura molecular da membrana celular e organelas celulares além
de multiplos e importantes processos de regulacédo celular tais como canais ions,
bombas de internalizagdo e extrusdo celular, proteina de transferéncia de
fosfatidilinositol (PITP), processos de endocitose e exocitose e controle de
processos fisioldgicos nucleares. Esses fatores quando desreguladas originam uma
multiplicidade de doencas tais como neurodegenerativas, cancer, obesidade,
diabetes e imunolodgicas (BIZZARRI; et al., 2016). As moléculas do grupo dos Pls e
enzimas (fosfatases e quinases) participam da via de sinalizacdo de
fosfatidilinositol (KANEHISA; GOTO, 2000) e apresentam multiplas funcées na
fisiologia, ressaltando o efeito biolégico do IP6 em regular a via PI3K inibindo a
proliferacéao celular (BALLA, 2013; THAPA; et al., 2015).

Figura 4: Estrutura quimica do hexafosfato de inositol. Adaptado de: YU; et al., 2012.
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Ha mais de uma década estudos demonstram os beneficios a saude no
consumo de IP6 (BAKEWELL, 2006; VUCENIK; SHAMSUDDIN, 2006), como seu
importante papel na proliferacéo, diferenciacdo e apoptose celular, em estudos in
vitro (LIU; et al.,, 2015) a inibicAo da progressao tumoral in vivo em modelos
experimentais com animais, incluindo cancer de préstata, mama e colon (ROY; et
al.,, 2009; DINICOLA, S.; et al., 2016). Porém poucos estudos publicados
demonstram a acéo citotdxica e genotoxica do IP6 em células de melanoma, bem
como sua atividade antimutagénica em células normais quando associado a

antineoplasicos como a DTIC.

2.3 Tratamento e Custo

Embora nos Ultimos anos novos medicamentos para o tratamento de
melanoma metastatico tenham sido descobertos, o custo elevado permanece como
fator limitante para pacientes do Sistema Unico de Saude (SUS). O tratamento é
realizado calculando a dose a ser administrada, essas podem ser calculadas de
acordo com o peso ou superficie corporea do paciente. Levando em consideracao
que a faixa etaria com maior incidéncia de melanoma é de 50 a 80 anos
(MOREIRA, et al., 2014) e conforme dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), o peso e superficie corpérea média das mulheres e homens
brasileiros sdo de 63,2 Kg e 1,65 e 71,2 Kg e 1,82 respectivamente é possivel

analisar o custo do tratamento (BRASIL, 2010).

A indicacdo primaria para o tratamento do melanoma maligno metastatico,
sem mutacao para o gene BRAF, segundo o Manual de Oncologia Clinica (MOC) é
0 uso de nivolumabe em monoterapia, quando disponivel, com dose de 3 mg/Kg a
cada 2 semanas até progressdo da doenca ou toxicidade (BUZAID; MALUF; LIMA,
2017). A dose por ciclo média para homens é de 213,6 mg e de 189,6 mg para
mulheres. As apresentacdes disponiveis no mercado sdo frascos de 40mg e100mg
(BRISTOL-MYERS SQUIBB FARMACEUTICA LTDA, 2017), com um custo de
preco fabrica de R$ 3.113,99 e R$ 7.839,33 respectivamente (BRASIL, 2017b).
Com base nesses valores é possivel verificar que o valor médio de cada ciclo,

considerando o valor do medicamento, é de R$18.792,65 para homens e R$
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15.678,66 para mulheres, comum custo mensal de R$ 37.585,30 e R$ 31.357,32

para homens e mulheres respectivamente.

J& no ambito do sistema publico de saude, a recomendacdo da Comisséo
Nacional de Incorporacédo de Tecnologias no SUS (CONITEC) e do MOC no caso
de indisponibilidade do uso de imunoterapia, para tratamento do melanoma
metastatico &, dacarbazina 250 mg/m? por 5 dias consecutivos (D1 a D5) ou 1.000
mg/m? em um Unico dia (D1) a cada 3 semanas, por 4 a 6 ciclos. A dose média
calculada para homens é de 1820 mg e 1650 mg para mulheres. A dacarbazina
(Dacarb®) esta disponivel na apresentacéo de frasco de 200 mg a um custo de R$
137,27 (BRASIL, 2017b). O custo médio por ciclo desse tratamento, considerando
o valor do medicamento, é de R$ 1.372,70 e R$ 1.235,43 e custo total para 6 ciclos
de R$ 8.236,20 e R$ 7.412,58 para homens e mulheres respectivamente.

O valor ressarcido pelo SUS para o tratamento de melanoma metastético,
por meio de Autorizacdo para Procedimento de Alta Complexidade é de
R$1.080,00/més (SIGTAP, 2017). Dessa forma é possivel verificar que ha um
déficit entre o custo do tratamento com relacdo ao valor ressarcido, conforme

demonstrado na tabela 2.

Tabela 2: Custo do tratamento com Nivolumabe versus Dacarbazina e o déficit
financeiro em relacéo ao valor de APAC. Fonte: Autor.

Nivolumabe Dacarbazina
Homem Mulher Homem Mulher
Custo/més R$ 37.585,30 R$31.357,32 1.372,79 1.235,43
Ressarcimento
R$ 1.080,00
SUS /més
Déficit - R$ 36.505,30 - R$ 30.277,32 -R$ 292,79 -R$ 155,43

Através desse comparativo € possivel verificar que o uso da dacarbazina no
ambito do SUS € uma das poucas alternativas para o tratamento do melanoma

maligno.

O uso da dacarbazina esta indicado ndo somente em casos de melanoma

maligno, mas também de linfoma de Hodgkin, ainda ha estudos off label para uso
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em casos de sarcoma de partes moles, feocromocitoma, carcinoma medular de
tircoide e tumor das células da ilhota (BRAGALONE, 2015). E um agente
antineoplasico triazeno do tipo ciclo celular ndo especifico e apls sua
metabolizacdo no figado pela enzima P450, libera seu metabdlito ativo,
metiltriazenoimidazol carboxamida (MTIC) que possui acdo alquilante. O MTIC
metila 0 DNA nas posices O° e N’ da guanina, esses danos quando n&o
reparados podem promover dupla quebra na fita de DNA e apoptose (KONDO; et
al., 2010; BRAGALONE, 2015; AL-BADR; ALODHAIB 2016; BUZAID; MALUF;
LIMA, 2017).

O dano genético promovido pela dacarbazina € do tipo ndo seletivo, ou seja,
a genotoxicidade ocorre em células neoplasicas e normais. A reversdo dessas
lesdes pode acontecer por meio de enzimas de mecanismos de reparo, poréem na
sua auséncia a falha genética é repassada levando a reacdes adversas, tais como
vomito, alopecia, mielosupressao, nauseas e neutropenia (ETEBARI; JAFARIAN-
DEHKORDI; LAME, 2015). A presenca de tumores secundarios é também um dos
efeitos colaterais, e pode ocorrer cerca de 36 a 72 meses ap0s a exposicdo ao
agente alquilante (COLLINS; et al. 2009). Esses fatores sé@o por vezes limitantes e
ocasionam na reducdo de dose ou até mesmo a interrupcdo do tratamento
(BRAGALONE, 2015).

A dacarbazina, apesar das baixas taxas de resposta e da falta de evidéncia
na melhora da sobrevida global, continua a ser a principal opgéo de tratamento em
ambientes de saude mal financiados (BRASIL, 2013; SERRONE; et al., 2000). A
associacdo de compostos a DTIC em busca de sinergismo e reducdo dos efeitos
toéxicos vem sendo realizada por diversos autores em busca de uma melhora na
resposta deste farmaco (HARDY, et al., 2015; BAHARARA,; et al., 2016; SADHU, et
al., 2016; YANG, et al., 2016; VETMA, et al., 2017).

2.4 Mutagénese

Durante as etapas de codificacdo do DNA ocorrem varios processos que

podem levar a replicacdo incorreta (mutacdo). Essa mutacdo pode ser benéfica,
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garantindo a variabilidade genética e a evolucdo das espécies, ou pode ser nao
benéfica e deletéria. A ocorréncia de eventos mutagénicos leva a replicacdo
incorreta do DNA, podendo ou ndo ser expressa fenotipicamente. As mutacdes
podem ser do tipo espontanea, ocorrendo devido a predisposicdo genética, idade
ou fatores hormonais, ou induzida devido a fatores comportamentais, como
tabagismo, alcoolismo, exposicdo a radiacdo solar frequente ou ambientais, por
agentes fisicos, quimicos ou biolégicos, sendo frequentemente uma associagado
desses fatores (BORGES-OSORIO; ROBINSON, 2013; FERIGOLO; SAGRILLO,
2016).

Agentes mutagénicos sao aqueles capazes de causar lesbes no DNA. Essas
alteracdes podem ser génicas através de substituicdes em uma ou mais bases do
DNA ou através de insercdo/delecdo de nucleotideos, porém permitindo ainda a
transcricdo e replicacdo. Pode ocorrer também a alteracdo cromossémica estrutural
através de duplicacdo, delecdo, translocacdo e inversdo ou cromossdmica
numérica como euploidias (aumento ou reducédo do genoma) e aneuploidias (ganho
ou perda de um ou mais cromossomos) (LEWIN, 2001; GRIFFITHS et al., 2013).

As alteracbes genéticas podem levar a carcinogénese, mutagénese,
citotoxicidade e inumeras desordens genéticas (MOSKOWITZ; YIM; CHOCK,
2002). A carcinogénese induzida quimicamente ocorre devido a exposicdo a
agentes que provocam les6es no DNA. Grande parte dos agentes quimicos com
essa caracteristica, em sua forma natural ndo danifica o0 material genético (PINTO;
FELZENSSWALB, 2003). Em algumas ocasides a metabolizagdo dessas
substancias as torna altamente reativas e com potencial genotéxico. Embora a
funcdo da enzima P450 seja a biotransformacéo da substancia para eliminacao,
para alguns desses compostos, a sua metabolizagdo confere um potencial reativo,
com capacidade genotéxica (GUENCHEVA; et al, 2003).

O dano genético por vezes € um dos mecanismos de acdo de medicamentos
para o tratamento do cancer, pois a genotoxicidade induzida leva a morte celular. A
dacarbazina e a temozolomida sdo exemplos de quimioterapicos com esse tipo de
acdo, porém o dano ndo atinge somente células neoplédsicas. A acdo desses
compostos em células normais quando nao reparado pode ser repassado,

ocasionando por vezes tumores secundarios e efeitos colaterais indesejaveis
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(COLLINS; et al. 2009). Os triazenos, classe ao qual pertence a dacarbazina,
realizam alquilagdo em sua maioria na posicdo N’ da guanina, onde cerca de 70%
das bases s&o metiladas. Embora em menor proporgéo, cerca de 9% das
alquilacdes ocorram no O° da guanina (Figura 5), essa reacdo é considerada a
responsavel pelos efeitos citotoxicos e mutagénicos da dacarbazina (ROOS,; et al.,
2007; BONMASSAR; et al., 2013).

Plummer e colaboradores (2013) com o objetivo de aumentar a taxa de
resposta do analogo da DTIC, a temozolomida (TMZ), associaram o farmaco a um
inibidor da via de reparo por excisdo de base, que € um dos mecanismos de reparo
responsavel pela desmetilacdo do O° da guanina. A toxicidade causada por essa
associacao levou a uma reducéo de dose do anadlogo TMZ de 25% a 50% em mais
da metade dos pacientes. Embora o estudo tenha demonstrado um aumento da
sobrevida em um ano, aproximadamente 20% dos pacientes descontinuaram o

tratamento devido a progressao ou toxicidade severa (PLUMMER,; et al., 2013).

MTIC
H,N (o]
2 H,N (o}
N CH;  Liver metabolism H
N NN CYP450 N N N
b . T— NH | CH,
Dacarbazine (DTIC)
HN. 0 \;? Methyl-
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N N l ? ion
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AIC CH, carbonium
ion
CH,
(o] (o]
N " <+ HN N
HN N N HN N N
deoxyribose deoxyribose
O5-methylguanine Guanine

Figura 5: Mecanismo de acao da dacarbazina. Adaptado de: BONMASSAR; et al.; 2013.

A recente descoberta de terapias alvo beneficia apenas um subgrupo

acometido por essa neoplasia. Devido a esse fator ha um interesse na descoberta
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de novos agente que melhorem ou aumentem a resposta dos agentes

antineoplasicos existentes (PLUMMER; et al., 2013).

2.4.1 Ensaio do Cometa

O Ensaio do Cometa é utilizado para a avaliacdo da genotoxicidade causada

pela exposicdo celular a determinadas substancias. E um teste simples, rapido e de

facil execucao e que também é utilizado para demonstrar o potencial que algumas

substancias possuem de reparar e/ou proteger o DNA de danos (TICE; et al.,

2000).

O ensaio consiste basicamente em englobar as células previamente tratadas

em gel de agarose, lisar a membrana e submeté-las a corrente elétrica. Isso fara

com que ocorra a migragcao de DNA livre resultantes de quebras formando uma

cauda, que pode ser visualizada através de coloracdo. As células que nao

apresentam dano se apresentam em formato arredondado, por outro lado as que

foram lesadas possuem uma cauda semelhante a um cometa, correspondendo aos

fragmentos de DNA danificado (Figura 6). O dano ao DNA é proporcional ao

tamanho da cauda formada (AZQUETA,; COLLINS, 2013).
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Figura 6: Representacao do principio do Teste do Cometa.

<https://www.rndsystems.com/products/single-cell-gel-electrophoresis-assay-cometassay>.

em: 17 jul. 2017.

Fonte:
Acesso
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O ensaio do cometa avalia alteracdes gendmicas e nao as mutagcdes, uma
vez que esses danos podem ainda ser reparados através de mecanismos celulares

e nao acarretar em mutagao.

2.4.2 SMART

A identificacdo de substancias mutagénicas é de extrema importancia, mas
igualmente importante € a descoberta de substancias antimutagénicas. A
antimutagénese é um processo pela qual ocorre uma reducédo da frequéncia da
mutacdo genética através de mecanismos de reparo (GANCHAROVA; 1993). E
possivel avaliar o efeito mutagénico e antimutagénico do DNA através de ensaios
in vivo com o SMART (Somatic Mutation and Recombination Test) com asas de
Drosophila melanogaster conhecida como mosca das frutas. Esse ensaio é
particularmente eficiente para substancias que necessitam da ativacdo através da
enzima P450 (GRAF et al., 1984).

O SMART foi descrito primeiramente por Graf e colaboradores. em 1984 e
tem como principais vantagens a rapidez (aproximadamente 10 dias, devido ao
curto tempo de vida da D. melanogaster) (Figura 7), facilidade de reproducéo,
elevado numero de progénie, capacidade de metabolizacdo de substancias,
reprodutibilidade e resultados permanentes (GRAF et al. 1984, GRAF; SINGER,
1992; GRAF et al.,, 1996). O teste consiste na deteccdo e quantificacdo da
alteracdo fenotipica dos pelos das asas, caracterizando a perda da heterozigose
(ANDRADE et al.; 2012).
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Figura 7: Ciclo de vida da Drosophila melanogaster. Adaptado de: PALERMO; MUDRY, 2014.

Durante o desenvolvimento da larva sucessivas divisées mitoticas de células
somaticas ocorrem, entre elas as células dos discos imaginais que dardo origem
aos pelos das asas. Para verificar o potencial mutagénico ou antimutagénico, as
larvas de terceiro estagio recebem tratamento crbnico das substancias e na
presenca de evento mutagénico ocorre a expressao fenotipica com alteragdo no
pelo das asas. Caso ocorra uma acao antimutagénica do composto, sera expressa
a reducdo dos eventos mutacionais e presenca de pelos selvagens (AMORIM,
2016).

Os marcadores responsaveis pela caracteristica dos pelos sdo recessivos e
estdo presentes no cromossomo trés na forma heterozigética. A perda da
heterozigose causada por mutacéo ou recombinacdo durante a mitose, é verificada
por meio da alteracdo do formato e quantidade dos pelos presentes na superficie
dorsal da asa, e pode ser verificada através da alteracdo do fendétipo selvagem
(Figura 8-a) para os fenotipos de multiplos pelos (mwh) (Figura-b) e/ou no formato
de chama de vela (flr®)(Figura 8-c).(GRAF et al. 1984).
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Figura 8: Foto de microscopia eletrdnica demonstrando os pelos selvagem (a), mwh (b) e flr® (c).
Fonte: ZAFRED; et al., 2016.

As manchas (mutacdes) podem ocorrer de forma simples pequena ou
simples grande, onde expressam ou pelos multiplos (mwh) ou pelos em formato de
chama de vela (flr’). Manchas gémeas, na qual é expresso ambos marcadores em

uma Gnica mancha (mwh e fIr®) (Figura 9) ocorre exclusivamente em eventos de
recombinacdo (GRAF et al. 1984).

Tipos de manchas mutantes
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Figura 9: Representacdo dos tipos de manchas mutantes no teste SMART. Destaque para o0s
tricomas em aumento de 400x. Fonte: FERNANDES, 2012.

O genoma da D. melanogaster apresenta uma conservagao evolutiva alta,
quando comprada ao genoma humano. Essa conservagéao se deve nao apenas as
sequencias do DNA, mas também as funcbes génicas, configurando uma alta

homologia genética. Através de analise de proteomas foi verificado que mais de
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60% dos 289 genes relacionados a doencas humanas possuem homélogos em
Drosophilas sendo 75% portadores de sequéncias proteicas similares em ambos
organismos (TICKOO; RUSSELL, 2002).

Diversos compostos quimicos, dentre eles muitos de origem natural, foram
testados por meio do ensaio SMART com as asas de D. melanogaster. Este ensaio
€ importante para deteccdo de efeitos mutagénicos, antimutagénicos e
citoprotetores (FERNANDES, 2012; TASSET-CUEVAS; et al.,, 2013; ORSOLIN;
SILVA-OLIVEIRA; NEPOMUCENO, 2015; JIMENEZ; et al., 2016).
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar a atividade antiproliferativa, genotoxica in vitro e antimutagénica,

antitumoral in vivo do hexafosfato de inositol e dacarbazina.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito antiproliferativo do IP6 em linhagem neoplasica (B16F10) e a
citotoxicidade em linhagem normal (NIH/3T3);

Estabelecer o indice de seletividade do IP6;

Verificar o indice de combinacdo dos compostos IP6 e DTIC in vitro em
células B16F10;

Avaliar o efeito genotoxico do IP6, e associado a DTIC em células B16F10;
Verificar a atividade antimutagénica do IP6 associado a DTIC in vivo;

Avaliar a atividade antitumoral in vivo do IP6 associado a DTIC em modelo

experimental de melanoma murino (BALB/c);
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras

O hexafosfato de Inositol (IP6) foi adquirido da Sigma® (Lote: 123K1413). O

farmaco dacarbazina (Evodazin® 200 mg, Evolabis Lote: 09076) foi cedido pelo Dr.

Eulalio Costa.

4.2 Roteiro experimental

N
Ensaios
In vitro In vivo
P o . - P - Melanoma
indice de Combinagédo Citotoxicidade Indice de Seletividade SMART Experimental Murino
) I ) ) )
N
Cometa Mutagénese
) )
_/-\ _/-\
Genotoxicidade Antimutagénese
v v
P am

Antigenotoxicidade

(

Figura 10: Roteiro do estudo da atividade antiproliferativa, genotéxica in vitro e antimutagénica,
antitumoral in vivo do hexafosfato de inositol e dacarbazina.

4.3 Avaliacdo da atividade anticancer in vitro dos compostos

4.3.1 Cultura de células

Foram utilizadas as linhagens de B16F10 (ATCC-CRL - 6475, melanoma
murino) e NIH/3T3 (ATCC-CRL 1658, fibroblasto murino) adquirida do Banco de
células do Rio de Janeiro para realizacéo do indice de Seletividade (HOUGHTON

et al., 2007), todas as células foram mantidas em nitrogénio liquido.
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Para os testes as linhagens celulares foram descongeladas em banho-maria
a 37°C (FRESHNEY, 2005), em seguida a suspensao de células foi transferida
para um tubo cénico de 15 mL contendo 9 mL de meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) contendo antibiéticos, Penicilina e Estreptomicina (1%), e Soro
Fetal Bovino (SFB) (10%), denominado como meio completo. O tubo foi
centrifugado a 1000 rpm (rotagbes por minuto) por 4 minutos, em seguida o
sobrenadante foi aspirado e desprezado. O pellet celular foi suspenso com 5 mL de
meio completo e transferido para frasco de cultura celular de 25 cm? e
acondicionados em incubadora a 37°C em atmosfera umida de 5% de CO, até que
fosse atingida confluéncia celular de 80%.

Ao atingir a quantidade necesséria de células, foi aspirado o meio completo
do frasco de cultivo celular e as células foram removidas através da adicdo de
tripsina (0,25% + EDTA 1 mM) em tampédo PBS, pH 7,4. Os frascos com tripsina
foram acondicionados de 1 a 4 minutos em incubadora (37°C, CO,) até completo
desprendimento das células. Em seguida foi realizada a transferéncia para tubos
de fundo cbnico de 15 mL, e para inativacao da tripsina foi adicionado volume 3
vezes maior de meio completo. A suspensao celular em tubo conico foi levado para
centrifuga a 1000 rpm por 4 minutos, ao final o sobrenadante foi aspirado e
descartado. O pellet celular foi novamente suspenso em 2 mL de meio completo. A
contagem de células suspensas no meio foi realizada em camara de Neubauer
com corante Azul de Tripan, que cora as células néo viaveis e que foram excluidas
da contagem. A diluicAo da suspensao celular com corante foi realizada na
proporcdo 1:4 para determinacdo da quantidade de células por mL e obtencédo de

uma suspensao com 7500 a 10000 células a cada 100pL.

4.3.2 Preparo das amostras

As amostras foram diluidas em meio de cultura celular (DMEM)
imediatamente antes do uso. O IP6 foi diluido na concentracdo de 20mM e em
seguida foi realizada diluicdo seriada em meio DMEM, sendo utilizadas as
concentracbes de 1mM, 3mM, 5mM e 7,5mM para determinacao da Glso. Para os
demais ensaios foram realizadas diluicbes para obtencdo da concentracdo a ser

aplicada. A DTIC foi diluida na concentracdo de 30uM e em seguida foi realizada
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diluicdo seriada em meio DMEM, sendo utilizadas as concentracbes de 4,4uM,
5,5uM, 6,6uM e 7,7uM para determinacao da Glso Para os demais ensaios foram
realizadas diluicbes para obtencdo da concentracdo a ser aplicada. A DTIC foi
exposta a luz por 1 hora antes da aplicagéao para ativacao (JIN, et al., 2011).

4.3.3 Teste de citotoxicidade

O método colorimétrico utilizado foi o da sulforrodamina B (SRB), que cora
as proteinas presente na membrana celular descrito por Skehan e colaboradores
(1990). Em placas de 96 pocos foi adicionado 100 pL da suspenséo celular e em
seguida foram estabilizadas por 24 h a 37 °C na incubadora na presenca de 5% de
CO,. Para a placa Ty a leitura com SRB foi realizada ao final das 24 horas de
estabilizacdo. Com as células aderidas, apés o periodo de estabilizacdo, foi
adicionada uma aliquota de 100uL de cada concentracdo das amostras-teste, do
controle positivo (doxorrubicina) e meio de cultura (controle negativo) as cavidades
da placa. Foram utilizadas quatro concentracfes de cada amostra-teste, para a
DTIC 4,4,5,5, 6,6 e 7,7 uM, para 0 IP6 1, 3, 5 e 7,5 mM e para a doxorrubicina
(controle positivo) 0,025; 0,25; 2,5 e 25 yg/mL sendo cada uma adicionada em trés
pocos (triplicata). Para o controle negativo, as células foram cultivadas somente na
presenca de meio de cultura, também realizado em triplicata. As placas foram
novamente incubadas a 37 °C em presenca de 5% CO, por 48 horas. Para a
realizacdo da coloracdo com SRB, apés as 48 horas o sobrenadante foi aspirado e
as células fixadas com acido tricloroacético (TCA) 20% por 30 minutos a 4°C. Em
seguida o sobrenadante foi descartado e as placas fora lavadas com agua por 5
vezes e deixadas para secar. Entdo foi adicionado 50 yL de SRB (Sigma, USA)
0,1% diluido em &cido acético 1%. As placas foram entéo incubadas a temperatura
ambiente durante 30 minutos protegidas da luz. Decorrido os 30 minutos o corante
gue néo se ligou as proteinas de membrana foi removido por meio de lavagem com
acido acético 1% por 5 vezes, ou até que ndo fosse mais visivel a liberacdo de
corante. As placas foram secas e entao foi adicionado tampé&o Trizma Base (10mM,
pH 10,5) (Sigma, USA) para solubilizar o corante das ceélulas fixadas. As placas

foram colocadas em agitagéo por 20 minutos para dissolugéo do corante e a leitura
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foi realizada em comprimento de onda de 540nm em leitor de microplaca Molecular
Devices SpectraMax 190°.

Foram obtidas as leituras das absorbéancias de trés ensaios independentes
do tempo zero (TO, inicio da incubacédo), e apds 48 horas de tratamento para o
controle negativo (CN), controle positivo (CP) e amostras-teste (T) em cada uma
das concentracdes. A porcentagem de crescimento celular (média e desvio padrao)
pode ser determinada utilizando a equacdo 100 x [(T - TO) / C - T0]. A
concentracdo que inibiu 50% do crescimento celular (Glsp) pode ser determinada
por analise de regressao nao linear em programa para graficos e analises de dados
(Origin Versao 6.0).

4.3.4 Indice de Seletividade (1S)

O IS pode ser verificado através da raz&o entre o valor da Glsy de cada
composto-teste na linhagem de células normais (NIH/3T3) e o valor da Glsy de
cada composto na linhagem de células neoplasicas (IS= Glso NIH/3T3 / Glsg células
neoplasicas). O indice de seletividade com valor significativo deve ser maior ou
igual a 2,0 (SUFFNESS & PEZZUTO, 1991). Isso indica que o composto € pelo

menos duas vezes mais ativo na linhagem neoplasica do que em células normais.

4.3.5 Indice de Combinacio

Para avaliar o indice de combinacéo do IP6 e DTIC foi analisada a inibicao
do crescimento de ambos compostos, em monotratamento e em associa¢cao, com
concentracdes inferiores a Glsg da linhagem B16F10 através da leitura realizada
por software Origin Versdo 6.0. As concentracdes para a DTIC utilizadas foram
3uM,1,5uM e 0,75uMe de IP6 1,25mM, 0,6mM, 0,3mM e 0,15mM. As associagdes

foram realizadas conforme a tabela 3.
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Tabela 3: Associa¢bes das concentracdes utilizadas para inibicdo do crescimento e
indice de combinacao.

Concentractes de IP6 Concentracbes de DTIC
DTIC 3uM
IP6 1,25 mM DTIC 1,5 uM
DTIC 0,75 uM
DTIC 3uM
IP6 0,6 mM DTIC 1,5 uM
DTIC 0,75 uM
DTIC 3uM
IP6 0,30 mM DTIC 1,5 uM
DTIC 0,75 uM
DTIC 3uM
IP6 0,15 mM DTIC 1,5 uM
DTIC 0,75 uM

As leituras da porcentagem de inibicAo dos compostos isolados e
associados foram inseridas no software CompuSyn, que utiliza o método descrito
por Chou e Talalay (1983). Os valores do IC séo classificados como antagonismo
(IC > 1), efeito aditivo (IC = 1) e sinergismo (IC < 1).

4.3.6 Teste Cometa

e Preparo da lamina

Previamente a realizagdo do ensaio do cometa foram confeccionadas
laminas histolégicas com agarose de ponto de fusdo normal (normal melting point
ou NMP) para proporcionar uma melhor adesdo da segunda camada. Para a
diluicho da agarose NMP um béquer contendo agarose NMP e agua Mili Q foi
colocado em micro-ondas para aquecimento, evitando a ocorréncia de fervura, e
apos a total solubilizacdo a mesma foi mantida em manta térmica a 60 °C, ja que
seu ponto de endurecimento é em torno de 37 °C. Em seguida as laminas foram
parcialmente imersas na solugao de agarose NMP 1,5% e retiradas, removendo a
agarose da parte inferior com auxilio de papel toalha, permitindo assim a formacgéo

de uma fina camada de agarose NMP.

Para o teste do cometa foram utilizadas células B16F10. As células foram

adicionadas em placa de 96 pocos em densidade de 10000 células/pogco e
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deixadas para estabilizacdo em incubadora por 24 horas a 37°C e 5% CO,. As
células foram entdo tratadas nas concentracfes de DTIC de 6uM (controle positivo)
e 1,5uM, IP6 2,5mM e 0,6mM, DTIC 1,5uM + IP6 0,6mM e meio de cultura
(controle negativo) por 4 horas. Para a remocao das células da placa de 96 pocos,
foi adicionada tripsina por 3 minutos e a inativacdo ocorreu com a adicdo de meio
completo em volume 3 vezes maior. A suspensdo de células foi transferida para
microtubos identificados. Os microtubos foram centrifugados a 1000 rpm por 10
minutos, o sobrenadante foi descartado e as células suspensas em 1mL de PBS e

novamente centrifugadas, ao final o sobrenadante foi descartado.

A agarose LMP (low melting point) possui baixo ponto de fuséao,
permanecendo liquida até 36 °C permitindo assim o englobamento das células sem
necessidade de aquecimento. Para a inclusao foi pipetado 20 pL da suspensao de
células e adicionado a 220 yL de agarose LMP 1%. Em seguida as células
suspensas em agarose LMP foram dispostas em duas laminas preparadas
previamente com a primeira camada de agarose NMP e cobertas com laminula e
mantidas a 8 °C por 20 minutos. Apés a inclusdo das células a laminula foi
removida e procedeu-se com a lise. Para a lise das células as laminas foram
imersas em cubetas horizontais com solucéo de lise gelada (NaCl 2,5 M, Na,EDTA
100 mM em pH 10, o Triton-X 1% e DMSO 10%) e colocadas em geladeira por
uma hora e meia protegidas da luz. Em seguida as laminas foram dispostas em
cuba de eletroforese e cobertas com solucdo alcalina de eletroforese gelada
(300mM NaOH + 1mM EDTA pH 13) por 30 minutos protegido da luz, em
sequéncia foi realizada a corrida de eletroforese por 20 minutos a 20V e 300mA.
Apés a eletroforese as laminas foram retiradas da cuba e dispostas
horizontalmente. A neutralizagdo ocorreu com a adicdo de tampéao Tris (0,4M, pH
7,5) em 3 lavagens de 5 minutos. As laminas foram entdo dispostas verticalmente
para secagem em temperatura controlada de 37°C e em seguida fixadas com
etanol por 5 minutos, por fim, foram dispostas verticalmente em temperatura

ambiente para secagem.

Para a coloracdo com prata foi seguida a metodologia de Cerda e
colaboradores (1997). As laminas foram hidratadas por 5 minutos com &gua
destilada e em seguida cobertas com solugao de fixagdo (TCA 15%, sulfato de

zinco heptahidratado 5% e glicerol 5%) por aproximadamente 10 minutos e lavadas
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novamente com agua destilada por 3 vezes. As laminas foram dispostas
verticalmente para secagem até o dia seguinte (overnight). No dia seguinte as
laminas foram reidratadas com &agua destilada por 5 minutos. A solucdo para
coloracdo com prata foi preparada imediatamente antes do uso, a solucado A foi
preparada com 5% de carbonato de sodio em agua destilada e a solucdo B com
0,02% de nitrato de amobnia, 0,02% de nitrato de prata, 0,1% de acido
tungstosilicico e 0,05% de formaldeido, as solu¢des foram misturadas na proporgéo
de 68 mL da Solucdo A e 32 mL da Solucdo B. As laminas foram colocadas
horizontalmente e com auxilio de uma pipeta cobertas com solucdo de coloracdo
de prata por cerca de 14 minutos ou até as laminas adquirirem coloragédo
amarronzada. As laminas foram entdo lavadas por 3 vezes em agua destilada e
cobertas por uma solucdo de acido acético 1% por 5 minutos para que a reacao
fosse parada. Novamente as laminas foram lavadas por 3 vezes em agua destilada

por 5 minutos e deixadas overnight para secagem.

Para a classificacdo dos cometas foi realizada analise visual em microscopia
Otica em aumento de 400x, da relacdo comprimento da cauda e diametro da
cabeca. Foi realizada a contagem de 100 células sequenciais, identificando o tipo
de dano causado, se classe 0 (sem dano-figura 11a), classe 1 (dano minimo-figura
11b), classe 2 (dano médio-figura 11c) ou classe 3 (dano maximo-figura 11d)
segundo critérios descritos por Tice (1995). O indice de Dano ao DNA (ID) foi

obtido com a seguinte férmula:

ID = (0 X ng) + (1 x ny) + (2 x np) + (3 X n3g), onde n representa 0 nimero de

nucleoides contados para cada classe de dano.

A frequéncia de dano é calculada através da porcentagem do numero total de
cometas com cauda (Classe 1 a Classe 3) divididos pelo total de nucleoides

contados através da seguinte férmula:

Frequencia de dano = [(n total — n Classe 0).100] / n total
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Figura 11: Perfil de analise para classificagcdo dos cometas. Classe 0 — a; Classe 1 — b; Classe 2 —c;
Classe 3 — d. Fonte: Autor.

4.4 Avaliacao da atividade mutagénica e antimutagénica in vivo

4.4.1 Teste Para Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica

(SMART)

O teste é realizado com o cruzamento de trés linhagens diferentes de
Drosophila melanogaster. Linhagem mwh (com constituicdo genética y; mwh jv),
linhagem fIr® (e constituicdo genética flr* / In(3LR)TM3, ri pp sep I(3)89Aa bx34e e
BdS) e linhagem ORR/flr® (de constituicdo genética ORR; fIr3 /IN(BLR)TM3, ri pp
sep 1(3)89Aa bx34e e BdS), sendo essa ultima linhagem proveniente da linhagem
Oregon R (R), resistente ao DDT, que possui 0os cromossomos 1 e 2, contendo
genes responsaveis por alto nivel de enzimas de metaboliza¢do do tipo citocromo
P(CYP)6A2 (GRAF E VAN SCHAIK, 1992). O cruzamento padrédo (ST — standard
cross) ocorre entre machos mwh e fémeas virgens flr>. O cruzamento de alta
ativacdo (HB — high bioactivation) ocorre entre machos mwh e fémeas virgens
ORRI/fIr®,

Para a realizagcdo do teste, machos mwh foram cruzados com fémeas
virgens flr¥(cruzamento ST) e ORR/fIr® (cruzamento HB). Apds o cruzamento 0s
individuos foram transferidos para frascos com meio de cultura especifico para
ovoposicdo com base de agar 4% wl/v, fermento biolégico (Saccharomyces
cerevisiae - Fleischmann®) e sacarose. As fémeas realizaram ovoposi¢cdo por 8
horas. Apds 72 horas as larvas foram lavadas em agua corrente e coletadas com
auxilio de uma peneira de malha fina. As larvas foram entéo transferidas para
vidros com meio alternativo (puré instantaneo de batata Yoki®) e tratados seguindo
dois protocolos: determinagdo da mutagenicidade com 0S compostos,
isoladamente, IP6 (0,5mM, 1mM, 2mM) e DTIC (0,01mM, 0,02mM e 0,04mM) e
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antimutagenicidade com a combinacdo de IP6 (0,05mM, 1mM e 2mM) e DTIC
(0,02mM). Como controle negativo foi utilizado o diluente das amostras, agua Mili-
Q. As larvas foram submetidas a tratamento crbnico por 48 horas. As moscas
adultas foram entdo fixadas com etanol 70% e as asas coletadas e montadas
laminas e cobertas com laminula com solucdo de Faure (30g de goma arabica, 50g
de hidrato de cloral, 20mL de glicerol e 50mL de H,0). A analise da ocorréncia de
diferentes tipos de manchas mutantes foi realizada em microscopio 6tico comum
em aumento de 400x. As mutacbes foram classificadas como mancha simples
pequena, quando a mutacdo era verificada em uma ou duas células apenas,
mancha simples grande, quando havia presenca de manchas em mais de duas
células consecutivas e manchas gémeas, quando havia presenca de mancha flare
e mwh em um intervalo inferior a 2 células. A auséncia de mutacao confere fenétipo

selvagem de um pelo por célula.

A frequéncia dos tipos de mancha mutante por individuo de uma série
tratada foi comparada com seu respectivo controle, usando o teste Binomial
Condicional de Kastembaum e Bowman (1970). Para avaliar resultados negativos,
fatores de multiplicacdo (m) foram introduzidos no teste. Sdo eles: m=2 para
manchas simples pequenas e total de manchas, devido as suas altas frequéncias
espontaneas e m=5 para manchas simples grandes e gémeas, que raramente
surgem de forma espontanea (GRAF et al., 1984; FREI e WURGLER 1988; FREI et
al., 1992). Sendo assim estabelecidos os critérios para o diagndstico positivo,
requerendo que uma frequéncia de mutacdes no tratado seja m vezes maior que a
frequéncia obtida no controle negativo (ANDRADE; LEHMANN, 2003).

A porcentagem de inibicdo foi calculada a partir das frequéncias de
mutacdes obtidas dos individuos que foram tratados com as amostras associadas a
DTIC, de acordo com Abraham (1994): % | = frequéncia de mutacdes DTIC —
frequéncia de mutacbes das amostras associado a DTIC X 100/ frequéncia de

mutacdes DTIC.

4.5 Avaliacao da atividade antitumoral in vivo

45.1 Modelo experimental de melanoma murino
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O projeto de pesquisa para avaliacdo da atividade anticancer in vivo foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) (Protocolo n°750/2016). O
experimento foi realizado no Laboratério de Farmacologia e Inflamacdo da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Os animais (BALB/c) utilizados para
a realizacdo dos experimentos foram fornecidos pelo Biotério Central da UFMS.

Foram utilizados 30 camundongos machos da linhagem BALB/c, com peso
entre 25-30. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (dimenséo 40 x 35 x
17 cm), na quantidade maxima de trés animais por caixa, a temperatura de 22°C +
2°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo racédo padrdo (NUVITAL® CR1)
e agua a vontade. A aclimatacdo ocorreu durante 5 dias antes do inicio do

experimento.

Para o desenvolvimento do tumor, foram inoculadas suspensées de células
B16-F10 (750.000 células/0,2mL PBS) via subcutanea na regido interescapular dos
camundongos. Os animais foram distribuidos em 5 grupos contendo 6 animais

cada:
1. Grupo controle negativo: tratados com solucao salina via gavagem;

2. Grupo Controle positivo: tratados com DTIC intraperitoneal (i.p.) na dose
de 50mg/kg;

3. Grupo DTIC i.p. 25mg/kg;
4. Grupo IP6 100mg/kg, via gavagem,;

5. Grupo IP6 100mg/kg, via gavagem + DTIC. 25mg/kg, i.p.

Para a gavagem foi utilizada canula de gavagem para camundongo. Os
animais foram submetidos a jejum de 4 horas antes de receber o tratamento oral. A
gavagem com IP6 (grupos 4 e 5) ou solucéo salina (grupo 1) ocorreu por 21 dias
(D1 a D21), ja o tratamento com a DTIC nas doses de 50mg/kg (grupo 2) e
25mg/kg (grupo 3 e 5) ocorreram durante 5 dias (D11 a D15).

Apés 21 dias da inoculacdo das células, foi realizada a eutanasia dos
animais em camara de CO,. Os nddulos hipodérmicos formados na regido dorsal

dos camundongos foram retirados e pesados em balanca analitica (5 casas
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decimais) RADWAG® para verificacdo da reducéo do peso tumoral. Para avaliacao
do ganho de peso, os animais foram pesados no DO (inoculagdo das células B16-
F10), no D11 e D21 (eutanasia).

Para analise histoldgica, apés a eutanasia, foram coletados rim, figado e
baco fixados em formol tamponado a 10% por 24 horas. Em seguida, as pecas
foram desidratadas em baterias de alcool e xilol e entdo incluidas em parafina.
Para confeccdo da lamina as pecas foram cortadas em micr6tomo com espessura
de 5 um. Os cortes foram corados por hematoxilina-eosina (HE). A avaliacdo
histopatoldgica foi realizada no Laboratoério de Histologia da UFMS.

A analise foi realizada baseada nas alterac6es morfologicas de esteatose,
degeneracdo hidrépica, degeneracdo hialina, infiltrado leucocitario, fibrose,
apoptose e necrose. Para cada parametro foi escores (0 / ausente /Grau 0), (+ /
leve / grau 01), (++ / moderada / grau 02) e (+++ / intensa / grau 03), determinando
a intensidade da lesédo em cada area analisada. A andlise foi realizada ao acaso,
com 10 seccdes de cada 6rgdo. Foi atribuido em cada &rea analisada o grau de

lesdo encontrada, depois realizada média aritmética da lesdo encontrada.

5 ANALISE ESTATISTICA

A porcentagem de crescimento celular obtida segundo Monks e
colaboradores (1991) foi utilizada na elaboracdo de graficos por regressdo néo
linear para obtencao da Glso em software de analise de dados Origin 6.0.

O indice de Combinac&o foi determinado através de anélise de dados com o
software Compusyn®.

O Ensaio do Cometa foi analisando utilizando o Teste ANOVA com p0és teste
de Tukey para comparacao entre grupos por meio do software BioEstat 5.3®,
considerando estatisticamente significativo p < 0,05.

Para o teste do SMART tratamento estatistico aplicado foi segundo a
metodologia descrita por Frei e Wirgler (1988), utilizando o teste do qui-quadrado
para proporcdes, bicaudal, com nivel de significancia a=B=0,05. Diagndstico
estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo.

Os resultados obtidos no ensaio in vivo de atividade antitumoral com relagao
ao peso dos tumores foram expressos como média + erro padrdo da média e
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comparados com os controles por meio da analise de variancia ANOVA seguidos
pelo pés-teste de Dunett por meio do software BioEstat 5.3®. Os valores foram
considerados significativos quando p < 0,05.

A analise histopatoldgica foi dada em escores, os valores foram expressos
em mediana e foi realizado o teste de Kruskall-Wallis para analise da diferenca
entre os grupos, seguido do teste de Mann-Whitney para localizar as diferencgas

estatisticas. Foi considerado significativo quando p<0,05.

6 RESULTADOS

6.1 Avaliacao da atividade antiproliferativa in vitro

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em triplicata. Os resultados da
atividade antiproliferativa em linhagem B16F10 e citotoxica em NIH/3T3 séo
demonstrados nas figuras 12 e 13 respectivamente por meio de média e desvio
padrdo. Para a analise e expressao da atividade anticancer foi utilizada a Glsg
(concentracéo suficiente para inibir 50% da proliferacdo celular). As concentracdes
utilizadas sao expressas em pg/mL, uM e mM devido a diferenca de massa entre
0s compostos. A Glsg foi calculada por regresséo nédo linear em software de anélise
de dados Origin 6.0. Para a DTIC e IP6 foram encontrados respectivamente 6uM e
2,5mM para linhagem neoplasica (B16F10) e 3 pM e 1,25 mM para linhagem
normal (NIH/3T3).
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Figura 12: Média e desvio padrdo da atividade antiproliferativa das amostras em linhagem B16F10,
expostas a diferentes concentracdes de cada amostra por 48 horas. CN: controle negativo; DXR:
doxorrubicina (controle positivo); DTIC: dacarbazina; IP6: hexafosfato de inositol.
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Figura 13: Média e desvio padrdo da atividade citotoxica das amostras em linhagem NIH/3T3
expostas a diferentes concentracdes de cada amostra por 48 horas. CN: controle negativo; DXR:
doxorrubicina; DTIC: dacarbazina; IP6: hexafosfato de inositol.
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Determinada a Glsp dos compostos nas linhagens celulares neoplasica e
normal, foi possivel calcular o indice de seletividade (IS), que indica quantas vezes
0 composto € mais seletivo para células neoplasicas (tabela 3).

Tabela 4: Valores de Glso da DTIC e IP6 para as linhagens NIH/3T3 e B16F10 e
seu indice de seletividade.

Amostras Glsoem NIH/3T3 Glspem B16F10 IS*
DTIC (uM) 3 6 0,5
IP6 (mM) 1,25 2,5 0,5

* significativos para valores maiores ou iguais a 2,0 (SUFFNESS; PEZZUTO, 1991).

Os indices de seletividade calculados para o IP6 e para a DTIC foram
inferiores a 2, o que indica a ndo seletividade dos compostos para as células de
melanoma murino. Ambos 0s compostos apresentaram IS de 0,5. Para
identificacdo da atividade antiproliferativa dos compostos em associacdo foi

realizado co-tratamento de concentracdes do IP6 com DTIC.

As concentracdess utilizadas do IP6 e DTIC foram inferiores as encontradas
de Glsp na linhagem néo neoplasica (NIH/3T3) para verificar possivel sinergismo
das substancias em células de melanoma murino. O resultado da inibicdo do
crescimento das concentracfes aplicadas separadamente e combinadas podem

ser visualizado nas figuras 14 e 15 respectivamente.

51



100 +

80 -

60 -

40 -

20

Inibicdo do Crescimento celular (%)

0

DTIC 0,75 uM DTIC 1,5puM DTIC3 pM IP60,15mM IP60,3mM IP60,6 mM IP6 1,25 mM
Amostras

Figura 14: Média e desvio padrdo da viabilidade celular em linhagem celular B16F10 das concentragdes
em monotratamento de IP6 e DTIC em 48 horas.
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Figura 15: Média e desvio padrdo médio da viabilidade celular em linhagem celular B16F10 das
concentracdes associadas de IP6 e DTIC em 48 horas.

A inibicdo do crescimento celular minima das concentragfes associadas foi
de 39%. A associacdo que promoveu uma maior inibicdo foi a de IP6 1,25 mM e

DTIC 3uM, inibindo 69,5% do crescimento celular. As concentracdes associadas
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que apresentaram inibicdo do crescimento préximo a 50%, foi a associacdo de IP6
0,6 mM e DTIC 1,5 pM, com 56,1% de inibi¢éo.

6.2 indice de Combinacéo

Verificado que a associacdo dos compostos promoveu aumento da inibicdo
do crescimento celular quando comparado com o0s compostos isolados, foi
calculado o indice de combinacdo (IC) de todas as concentracdes associadas
através do software CompuSyn, que utiliza o método descrito por Chou e Talalay
(1983). Valores inferiores a 1 indicam sinergismo, enquanto valores superiores a 1
mostram antagonismo, valores iguais a 1 sédo classificados como efeito aditivo.
Todas as concentragbes associadas tiveram um IC < 1, ou seja, o IP6 e a DTIC
através de sinergismo foram capazes de potencializar a inibicdo do crescimento

celular (Figura 16).

O IP6 1,25 mM

B1P6 0,6 mM

©1P6 0,3 mM
0,44 21P6 0,15 mM

0.,4.90’420,480 46

Indice de Combinacéo
|_\

0,444 390,380 37

DTIC 3 uM DTIC 1,5 uM DTIC 0,75 uM
Concentracédo de DTIC

Figura 16: Gréfico do indice de Combinacéo (IC) dos compostos DTIC e IP6 nas concentracdes
associadas em células B16F10 e seus respectivos indices. IC>2 antagonismo; IC=1 efeito aditivo;
IC<1 sinergismo.

A escolha da associacgdo para realizagéo do teste do cometa foi baseado no

critério de presenca de sinergismo. Visto que todas as concentragfes associadas
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apresentaram IC<l1, o segundo critério foi a escolha da associacdo que
apresentasse inibicdo do crescimento celular em linhagem neoplasica proxima de
50%, para que fosse possivel realizar a comparacdo com a concentracdo de Glsg
das amostras aplicadas individualmente. Dessa forma a concentracéo escolhida foi
a lP6 0,6 mM + DTIC 1,5 uM que apresentou IC=0.39 e inibicdo do crescimento de
56,1%.

6.3 Teste do Cometa in vitro

A tabela 5 apresenta a média dos resultados obtidos da leitura do ensaio do
cometa em células B16F10 tratadas com IP6 (2,5 mM, 0,6 mM) e DTIC (6 uM, 1,5
HMM) e co-tratamento de IP6 e DTIC (0,6 mM:1,5 uM) realizado em triplicata.

O quimioterapico, como agente alquilante, induziu aumento da frequéncia
dos cometas. A DTIC na concentracdo de Glsg exibiu 100% de células com cometa,
ou seja, todas as células analisadas sofreram algum tipo de lesdo no DNA com
prevaléncia de cometas nas classes 2, dano intermediario e 3, dano maximo.
Quando a concentracédo foi reduzida a um quarto (1,5 uM) foi observada uma
reducdo dos danos, com 83% das células apresentando cometa. A classe de
cometas predominante foi do tipo 1, dano minimo e 2, dano intermediario. O IP6
apresentou genotoxicidade em 39% das células em ambas as concentracfes
testadas, demonstrando que sua genotoxicidade ndo € dependente da
concentracdo. A predominancia dos cometas foi na classe 0, o que indica dano
ausente, seguida da classe menor dano, classe 1. Por outro lado o IP6 quando
associado a DTIC, ambos na menor concentracdo, apresentaram reducao do dano
de 57,3%. A média do indice de dano da combinacdo dos compostos difere
estatisticamente da DTIC 1,5 uM (p<0,05), o que demonstra que a associa¢ao do
IP6 a DTIC teve acdo antigenotéxica. Quando comparado ao controle negativo foi
verificado que ndo ha diferenca estatistica, demonstrando que a associacédo néo &
genotoxica.

E possivel verificar a classe de dano de todos os compostos testados
(Tabela5). As células quando expostas a DTIC 1,5 uM apresentou cometas em

maior quantidade nas classes 1 e 2, enquanto as células expostas a DTIC 6 uM
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apresentou majoritariamente cometas das classes 2 e 3, indicando um maior dano.
Ja para o composto IP6, em ambas as concentra¢cdes testadas, as classes de dano
foram do tipo 0, sem dano, e 1, dano minimo. Quando realizada a associagdo de
IP6 0,6 mM e DTIC 1,5 uM foi verificado predominancia de cometas de classe 0 e 1

reduzindo a genotoxicidade da DTIC 1,5 pM isolada.

Tabela 5: Média de dano obtidos com o teste do cometa em células B16F10 apos
tratamento com IP6 2,5 mM, IP6 0,6 mM, DTIC 5 pM, DTIC 1,5 pM e IP6 0,6 mM
associado a DTIC 1,5 uM (ANOVA com paés teste de Tukey).

Tratamentos N° total de células
Analisadas Com cometa Classe0 Classel Classe2 Classe3 Indice
de dano
Controle
. 100 22 78 19 2,3 0,7 25,7
negativo
DTIC 6 uM
H 100 100 0 15,3 61,3 23,3 208*
IP6 2,5 mM
100 39 61 34 4,7 3,3 53,4
IP6 O, M
60,6m 100 39 61 29 8,3 1,7 50,7
DTIC1 M
CL5u 100 83,7 16,3 51,7 27,3 4,7 120,3*
1P6 0,6 mM +
DTIC1,5 uM 100 50 50 40,3 7,3 2,3 62
*p<0,05

6.4 Teste Para Deteccédo de Mutagcdo e Recombinagcdo Somatica
(SMART)

Verificado que o composto IP6 ndo € genotoxico e que associado a DTIC foi
capaz de reduzir a atividade genotdxica do quimioterapico, com preservacao da
atividade antiproliferativa em células tumorais, foi realizado o teste do SMART para
verificar se o IP6 seria capaz de reduzir os danos mutagénicos provocados pela
DTIC in vivo em células ndo neoplasicas.

A anadlise das laminas mostrou presenca majoritaria de pelos selvagens,
indicando que nao houve perda da heterozigose (Figura 17a) quando as larvas

foram submetidas ao tratamento cronico com IP6. Por meio de analise estatistica
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foi verificado que o IP6 isolado ndo demonstrou atividade mutagénica em todas as
concentracdes testadas (0,5 mM, 1 mM e 2 mM), em ambos 0s cruzamentos
(Tabela 6). O quimioterdpico DTIC apresentou acdo mutagénica em todas as
concentracfes testadas (0,01 mM, 0,02 mM e 0,04 mM) no cruzamento padrao
(ST). J4& o cruzamento de alta bioativacdo (HB) a menor concentracdo aplicada
(0,01 mM) nao apresentou mutagénese (tabela 7). A prevaléncia das manchas
simples pequenas (mwh ou fIr®) evidencia que a mutacdo causada pela DTIC nédo é
do tipo recombinogénica, visto que ndo foram visualizadas manchas gémeas em

guantidade significativa (Figura 17b,c,d).
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Figura 17: Foto dos pelos das asas ap0s os tratamentos a) pelo selvagem, tratamento com IP6, ba)
mancha mwh, tratamento DTIC, ¢) mancha flr’, tratamento DTIC d) mancha gémea, mwh e fIr”,
tratamento DTIC.

A atividade antimutagénica do IP6 foi avaliada por meio da associacdo dos
compostos IP6 (0,5 mM, 1 mM e 2 mM) e DTIC (0,02 mM). Houve reducado da
mutagénese superior a 100% para concentracdo intermediaria de IP6 e de 78,2%
para a maior concentracdo no cruzamento padrdo. Ja no cruzamento de alta
bioativacdo o IP6 apresentou atividade antimutagénica, superior a 100% nas
concentracbes de 0,5 mM e 1 mM (Tabela 8). Conferindo assim uma atividade

mutagénica ao IP6 quando associado a DTIC (p<0,05).
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Tabela 6: Frequéncia de manchas mutantes nas asas de descendentes marcados trans-heterozigotos (mwh/flr®) de D. melanogaster

usando cruzamento padréo (ST) e de alta bioativacdo (HB) ap0és tratamento cronico de larvas com IP6.

Cruzamento e N° de Manchas simples Mancha simples Manchas Total Total
~ pequena grande Gémeas de manchas clones
Concentragdo moscas 1enb b o
(MM) (1-2 c_els) (>1-2£:els) B B mwh
m=2 m=5 m=5 m=2
(ST (N) Freq. N° de Freq. N° de Freq. N° de Freq. N° de (N)
mutacfes manchas mutagcbes manchas mutacbes manchas mutacdes manchas
CN 20 0.30 (06) 0.00 (00) 0.00 (00) 0.30 (06) 06
IP6 (0.5) 20 0.20 (04) 0.20 (04) 0.05 (01) 0.45 (09)- 09
IP6 (1.0) 20 0.15 (03) 0.10 (02) 0.00 (00) 0.25 (05)- 05
IP6 (2.0) 20 0.50 (10) 0.05 (01) 0.00 (00) 0.55 (11)- 11
(HB) (N) Freq. N° de Freq. N° de Freq. N° de Freq. N° de (N)
mutacdes manchas mutagcdes manchas mutacbes manchas mutacdes manchas
CN 20 0.37 (07) 0.15 (03) 0.50 (01) 0.55 (11) 11
IP6 (0.5) 20 0.10 (02) 0.05 (01) 0.00 (00) 0.15 (03)- 03
IP6 (1.0) 20 0.35 (07) 0.15 (03) 0.50 (01) 0.55 (11)- 11
IP6 (2.0) 20 0.35 (07) 0.00 (00) 0.00 (00) 0.35 (07)- 07

Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo. m, fator de multiplicacio para a avaliacdo de resultados significativamente
negativos. Niveis de significancia oo = 3 = 0,05. ®Incluindo manchas simples simples fr® raras. “Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para

as manchas gémeas.
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Tabela 7: Frequéncia de manchas mutantes nas asas de descendentes marcados trans-heterozigotos (mwh/flr®) de D. melanogaster
usando cruzamento padréo (ST) e de alta bioativacdo (HB) ap0s tratamento cronico de larvas com DTIC.

Cruzamento e N° de Manchas simples Mancha simples Manchas Total Total
C ~ pequena grande Gémeas de manchas clones
oncentracdo moscas R b o
(MM) (1-2 c_els) (>1-2£:els) B B mwh
m=2 m=5 m=5 m=2
(ST (N) Freq. N° de Freq. N° de Freq. N° de Freq. N° de (N)
mutacfes manchas mutacbes manchas mutacbes manchas mutacdbes manchas
CN 20 0.30 (06) 0.00 (00) 0.00 (00) 0.30 (06) 6
DTIC (1. 109 20 0.65 (13) 0.05 (01) 0.05 (01) 0.75 (15)+ 15
DTIC (2. 109 20 0.65 (13) 0.05 (01) 0.05 (01) 0.75 (A5)+ 15
DTIC (4.109 20 0.60 (13) 0.20 (04) 0.00 (00) 0.85 an+ 17
(HB) (N) Freq. N° de Freq. N° de Freq. N° de Freq. N° de (N)
mutacdes manchas mutagdes manchas mutacbes manchas mutacdes manchas
CN 20 0.35 (07) 0.15 (03) 0.05 (01) 0.55 (11) 11
DTIC (1. 109 20 0.30 (06) 0.05 (01) 0.05 (01) 0.40 (08)- 08
DTIC (2. 109 20 0.60 (12) 0.15 (03) 0.00 (00) 0.75 (15)- 25
DTIC (4. 10?) 20 0.80 (16) 0.20 (04) 0.00 (00) 1.00 (20)- 20
®Diagnostico  estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo. m, fator de multiplicagio para a avaliagio de

resultadossignificativamentenegativos.Niveis de significancia oo = 3 = 0,05. ®Incluindo manchas simples fIr® raras. “Considerando os clones mwh para as manchas simples
mwh e para as manchas gémeas.
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Tabela 8: Frequéncia de manchas mutantes nas asas de descendentes marcados trans-heterozigotos (mwh / flr’) de D. melanogaster usando
cruzamento padrao (ST) e de altabioativacao (HB) apos tratamento crénico de larvas com IP6 e DTIC.

Cruzamento e NC de Manchas simples Mancha simples Manchas Total Total Reducéo
pequena grande Gémeas de manchas clones mutacgéo
Conc moscas b b
(m M)' (1-2 céls) (>1-2 céls) mwh*®
m=2 m=5 m=5 m=2
(ST (N) Freq. N° de Freq. N° de Freq. N° de Freq. N° de (N) (%)
mutacfes manchas mutacbes manchas mutacbes manchas mutacdes manchas
CN 20 0.30 (06) 0.00 (00) 0.00 (00) 0.30 (06) 06
DTIC 0,02 0.65 (13) 0.05 (01) 0.05 (01) 0.75 (15) 15
DTIC 0,02 + IP6 20 0.60 (12) 0.05 (01) 0.00 (00) 0.65 (13) 13
0.5
DTIC 0,02 + IP6 20 0.20 (04) 0.05 (01) 0.00 (00) 0.25 (05)+ 05 >100
1.0
DTIC 0,02 + IP6 20 0.30 (06) 0.10 (02) 0.00 (00) 0.40 (08)+ 08 78,2
2.0
(HB) (N) Freq. N° de Freq. N° de Freq. N° de Freq. N° de (N) (%)
mutacbes manchas mutacdbes manchas mutacbes manchas mutacdes manchas
CN 20 0.35 (07) 0.15 (03) 0.05 (01) 0.55 (11) 11
DTIC 0,02 0.60 (12) 0.15 (03) 0.00 (00) 0.75 (15) 15
DTIC 0,02 + IP6 20 0.15 (03) 0.10 (02) 0.05 (01) 0.30 (06)+ 06 >100
0.5
DTIC 0,02 + IP6 20 0.25 (05) 0.15 (03) 0.00 (00) 0.40 (08)+ 08 >100
1
DTIC 0,02 + IP6 20 0.75 (15) 0.00 (00) 0.05 (01) 0.80 (16) 16
2

Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo. m, fator de multiplicacio para a avaliacdo de resultadossignificativamente negativos.
Niveis de significancia o = 3 = 0,05. ®Incluindo manchas simples fIr® raras. °Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
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6.5 Modelo experimental de melanoma murino

Os animais tratados apresentaram comportamento normal durante todo
tratamento e em todos os grupos. Os resultados demonstraram uma reducao
do peso tumoral médio dos animais tratados com o controle positivo (DTIC
50mg/Kg), DTIC 25mg/kg e IP6 100mg/Kg (gavagem) + DTIC 25mg/Kg em
relacdo ao controle negativo (p<0,01) (Figura 18). A reducdo do peso tumoral
foi de 86,3%, 61,8% e 70,2% para o controle positivo, DTIC 25mg/kg e IP6
100mg/kg + DTIC 25mg/kg respectivamente. A reducdo da dose da DTIC
(25mg/kg) quando aplicada isoladamente, produziu um tumor com peso 28%

maior em comparacao com sua associacao ao IP6.
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> .y
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g 3,00 -
3 B1P6 100mg/kg
(@]
©
o 2,00 - EDTIC 25mg/kg
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' e, 25mg/kg
o
A iy "‘1{11:
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Figura 18: Efeito antitumoral do tratamento com IP6, DTIC e IP6+DTIC em modelo
experimental murino. em relacdo ao peso dos nédulos apos o tratamento com DTIC 50mg/kg
(Controle positivo), IP6 100 mg/kg, DTIC 25mg/Kg e IP6 100 mg/kg+DTIC 25mg/Kg. Os dados
estdo expressos como média + desvio padrao da média.*p<0,01 (ANOVA com pds teste de
Dunett).

6.5.1 Anélise histopatol6gica e ganho de massa ponderal

Os animais ndo apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao peso
guando comparado entre grupos. Ao comparar o peso inicial e final, todos os

grupos apresentaram ganho de peso (Tabela 9).
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Tabela 9: Peso inicial e final dos animais dos grupos experimentais. Os dados

correspondem a meédia + desvio padrao.

Peso Corporal (g)

Ganho de massa ponderal

Grupos
Inicial Final Ganho Médio  Porcentagem (%)
Controle Negativo 27,8+1,8 31,0+3,9 3,2 10,3
Controle Positivo 27,241,2 29,742,3 2,5 8,4
IP6 100mg/Kg 29,2+1,8 32,2+1,9 3,2 9,9
DTIC 25mg/Kg 29,2+1,3 31,7£1,0 2,5 7,8
IP6 100mg/Kg + DTIC 25mg/kg 28,9+2,4 30,9+2,0 2,0 6,5

N&o houve diferenca significativa entre os pesos finais dos grupos (ANOVA, seguido de teste de

Dunett).

Ndo foram observadas alteracdes

histopatoldgicas

de esteatose,

degeneracdo hidropica, degeneracdo hialina, infiltrado leucocitério, fibrose,

apoptose ou necrose em nenhum dos grupos tratados (p>0,05). Os 6rgéos

analisado, rim, baco e figado, apresentaram aspecto normal sem evidéncias de

alteracdes.
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7 DISCUSSAO

O elevado custo dos novos medicamentos tem impulsionado pesquisas
em busca de agentes que atuem sinergicamente com as terapias
antineoplésicas convencionais (PLUMMER,; et al., 2013). A dacarbazina é um
agente quimioterapico reconhecido e utilizado no tratamento do melanoma
metastatico, porém apresenta efeitos adversos que muitas vezes podem
inviabilizar a terapia, nossos estudos demonstraram atividade antiproliferativa
em linhagem B16F10, conforme descrito na literatura em varias linhagens
tumorais. (SERRONE; et al., 2000; SAMULITIS; DORR; CHOW, 2011; BOIA-
FERREIRA; et al., 2017; ZHANG,; et al., 2017).

Nossos resultados mostram o potencial antiproliferativo do IP6 em
células de melanoma murino com Glsg 2,5 mM. Até o momento nao foram
encontrados estudos cientificos sobre a atividade antiproliferativa desse
composto em linhagem B16F10, sendo este o primeiro registro dessa atividade
de IP6 nessa linhagem tumoral. A associacdo do IP6 a agentes antineoplasicos
demonstrou uma melhora na resposta do quimioterapico (JANUS; WEURTZ;
ONDREY, 2007; BACIC; et al., 2010).

Para linhagem normal (NIH/3T3) foi encontrada uma Glso de 1,25mM
para o IP6, resultado equivalente ao encontrado por Babich e colaboradores
(1993) de 1,21mM. O indice de seletividade (IS) calculado foi inferior a 2,
demonstrando a ndo seletividade do composto para linhagem B16F10. Embora
o IP6 ndo tenha apresentado seletividade, no ensaio in vitro, estudos
demonstram por meio de ensaio de toxicidade aguda que o IP6 ndo apresentou
alteracdes histopatologicas e bioquimicas de animais tratados com doses
subagudas, demonstrando a auséncia de toxicidade desse composto
(SANGEETHA; et al.,, 2013; BHOWMIK, A.; et al., 2017; BIZZARRI; et al.,
2016).

A DTIC também néo apresentou seletividade (1S=0,5), a Glsp encontrada
para linhagem nao neoplasica foi 3 uM e 6 uM para linhagem B16F10. Esse
altimo valor é semelhante ao encontrado por Bahara e colaboradores (2016)
nessa mesma linhagem, com Glsp 7,5 pM. Nesse estudo, também foi associada

uma saponina derivada de uma fonte natural ao quimioterapico DTIC e foi
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demonstrada uma reducédo de 2,5 e 1,1 vezes das concentracfes da saponina
e DTIC respectivamente, mantendo atividade antiproliferativa proxima de 50%
(BAHARA; et al., 2016). Por meio dos ensaios realizados neste estudo, foi
possivel verificar a reducdo da concentracdo de ambos os compostos em 4
vezes, mantendo a atividade antiproliferativa proxima de 50% quando em uso
associado de IP6 0,6 mM e DTIC 1,5 yM.

A partir do efeito antiproliferativo das substancias associadas, foi
calculado o indice de combinacdo (IC) por meio de analise de software
CompuSyn. As leituras da viabilidade celular dos compostos isolados e
associados foram inseridas no software com suas respectivas concentracoes e
demonstraram um IC<1 para todas as concentracbes combinadas de IP6 e
DTIC, ou seja, as duas substancias associadas sdo capazes de potencializar o
efeito anticancer através de sinergismo. A associacdo que apresentou uma Gl
proxima de 50% (IP6 0,6 mM+DTIC 1,5 uM) teve um IC de 0.39. Embora o IP6
ja tenha sido utilizado associado a outros quimioterapicos (JANUS; WEURTZ,
ONDREY, 2007; BACIC; et al., 2010), ndo ha registros do célculo do indice de
combinagdo dessas associagbes. Sai e colaboradores (2014) realizaram
ensaios com células de gliobastoma multiforme (GIC-1) com a temozolomida
(TMZ), agente alquilante, triazeno analogo a DTIC. A associacdo de um
produto de origem natural (triptolida) a TMZ potencializou a acédo do
quimioterapico apresentando um IC=0.53, esses resultados exemplificam o
potencial sinérgico dos produtos naturais associado aos agentes
antineoplasicos convencionais.

O teste do cometa foi realizado para verificar a genotoxicidade dos
compostos. O IP6 ndo apresentou genotoxicidade significante tanto na
concentracdo de 0,6 mM, quanto na de 2,5 mM em células B16F10. A
porcentagem de células que apresentaram cometa foi semelhante em ambas
as concentracdes aplicadas de IP6, mostrando que o pequeno efeito
genotoxico apresentado nao foi dependente da concentragéo. Ja a DTIC, como
esperado, apresentou genotoxicidade significativa e proporcional a
concentracdo aplicada. Na concentragdo de 6 puM foi possivel verificar a
presenca de 100% das células com cometa, o que significa que todas as
células avaliadas sofreram algum tipo de dano na fita de DNA, resultado
semelhante ao encontrado por Ralph e colaboradores (2016) no tratamento de
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células de melanoma humano com 5 pM do farmaco. Quando a concentracéo
foi reduzida em 4 vezes (1,5 uM), houve uma reducao de 17% das células que
apresentaram algum tipo de dano. A associacédo de IP6 0,6mM e DTIC 1,5 uM
promoveu uma reducdo da genotoxicidade causada pelo quimioterapico, mas
como demonstrado no ensaio de citotoxicidade, a associacdo manteve
atividade antiproliferativa importante de 50%. Lev e colaboradores (2004)
demonstraram que a exposicao a doses elevadas da DTIC pode levar a um
mecanismo de resisténcia ao efeito citotoxico do antineoplasico, sendo
benéfica a reducao da concentracdo (LEV; et al., 2004).

O IP6 possui mecanismo de a¢do nao estabelecido para essa linhagem
tumoral. Estudos evidenciaram a acdo do IP6 como agente imunomodulador
atuando na via PI3K, regulando genes supressores tumorais e inibindo a
angiogénese (GU; et al., 2009; ROY; et al., 2009; LIU; et al., 2015). Por meio
do ensaio do cometa é possivel inferir qgue o mecanismo de acdo do IP6 para
essa linhagem tumoral ndo esteja relacionado a genotoxicidade e quando
associado a DTIC a atividade antiproliferativa se mostrou independente de
genotoxicidade. Embora a busca de agentes genotoxicos ou que promovam o
aumento da genotoxicidade na pesquisa de compostos anticancer seja
frequente, outras vias de morte da célula tumoral sdo igualmente importantes
(CARVALHO, 2012).

No teste do SMART, também ndo foram identificadas mutacdes
significativas em todas as concentracdes testadas (0,5 mM, 1 mM e 2 mM),
tanto no cruzamento ST como no cruzamento HB. Esse resultado era esperado
devido a presenca desse composto em castanhas, legumes e cereais que sao
consumidos diariamente pela populacdo, além disso, o IP6 é encontrado nas
células da maioria dos mamiferos (POYNER; et al., 1993; SHAMSUDDIN;
VUCENIK; COLE, 1997; SHAMSUDDIN, 1999). A DTIC na concentracao de
0,02 mM teve acdo mutagénica em todas as concentracdes aplicadas no
cruzamento ST. Esse comportamento era esperado, devido a sua acéo
alquilante (ROOS; et al., 2007; BONMASSAR; et al.,, 2013) e conforme
demonstrado por Kurdi e Aljeddani (2016) através de ensaio com
camundongos. No tratamento das larvas em que foi associado o IP6 a DTIC foi
possivel verificar um efeito antimutagénico. Para o0 cruzamento ST a

associacéo de IP6 1 mM a DTIC 0,02 mM promoveu uma redugcéo da mutacgéo
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superior a 100% e de 78,2% quando a concentracdo do IP6 foi dobrada (2
mM). Esse resultado demonstra que ndo houve dependéncia da concentracdo
em relacdo a antimutagénese e o IP6. Ja nos individuos de alta bioativagéo foi
observada reducdo da mutacdo superior a 100% nas concentracdes 0,5 mM e
1 mM de IP6, porém ndo foi observado esse comportamento na maior
concentracdo (2 mM), resultado semelhante ao cruzamento ST em que foi
identificado um padré&o concentragdo nao dependente. Nao foram encontrados
estudos cientificos sobre a atividade antimutagénica desse composto sendo
este o primeiro registro dessa atividade.

A avaliacdo da atividade antitumoral em modelo experimental de
melanoma murino demonstrou redugdo do peso tumoral quando a DTIC
25mg/kg foi associada ao IP6. A reducéo do peso tumoral foi de 70,2% para a
associacdo. Estudos demonstraram beneficios da associacdo do IP6 a outros
compostos na reducdo do peso tumoral, com inibicdo importante, resultado
também encontrado nesse estudo (VUCENIK; BEUMER; EISMAN, 2014; FU;
et al.,, 2016). A DTIC 25mg/kg apresentou diferenca estatistica do controle
negativo e quando houve a associacao do IP6 foi verificado um aumento da da
reducdo do peso tumoral de 27,6%, resultado semelhante ao encontrado no
ensaio in vitro, o qual a DTIC mesmo em doses reduzidas apresentou atividade
antiproliferativa e quando associada ao IP6 apresentou maior atividade

antiproliferativa e sinergismo por meio do indice de combinacéo.

8 CONCLUSAO

O IP6 apresentou atividade antiproliferativa em linhagem B16F10 e
citotoxica em linhagem normal NIH/3T3.

O IP6 nado apresentou seletividade para células neoplasicas.

A associacdo de DTIC e IP6 apresentou sinergismo em células de
melanoma (B16F10).

O IP6 ndo apresentou atividade genotoxica e quando associado a DTIC
apresentou atividade antigenotoxica.

O IP6 apresentou atividade antimutagénica quando associado a DTIC.
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Na atividade antitumoral in vivo o IP6 associado a DTIC promoveu

reducdo do peso tumoral.
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ANEXO C - TABELAS COMPLEMENTARES
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Tabela: Média e desvio padrao de dano obtidos com o teste do cometa em células
B16F10 apods tratamento com IP6 2,5mM, IP6 0,6mM, DTIC 6uM, DTIC 1,5uM e
IP6 0,6mM associado a DTIC 1,5uM (ANOVA com pos teste de Tukey)

N° total de células
Tratamentos Analisadas Com cometa Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3

indice de dano

Controle 100 16 84 11 3 2 23
negativo 100 23 77 21 2 0 25
100 27 73 25 2 0 29
Média 100 22 78 19 2,3 0,7 25,7
Desvio Padrdo 0 5,6 5,6 7,2 0,6 1,1 3,0
100 100 0 21 44 35 214
DTIC 6uM 100 100 0 9 68 23 214
100 100 0 16 72 12 196
Média 100 100 0 153 61,3 233 208*
Desvio Padrdo 0 0 0.0 6.0 15,1 11,5 10,4
100 32 68 27 4 1 38
IP6 2,5mM 100 36 64 30 6 0 42
100 49 51 45 4 0 80
Média 100 39 61 34 4,7 0,3 44,3
Desvio Padrdo 0 8,9 8,9 9,6 1,1 0,6 7,8
100 81 19 45 26 10 127
DTIC 1,5 pM 100 86 14 47 36 128
100 84 16 63 20 106
Média 100 83,7 163 51,7 273 4,7 120,3*
Desvio Padrdo 0 2,5 2,5 9,9 8,1 4,7 12,4
100 42 58 24 13 5 65
1P6 0,6mM 100 35 65 31 4 0 39
100 40 60 32 8 0 48
Média 100 39 61 29 8,3 1,7 50,7
Desvio Padrao 0 3,6 3,6 4,4 4,5 2,9 13,2
DTICL5 M+ 100 46 54 24 15 7 75
P6 0,6mM 100 56 44 53 3 0 59
100 48 52 44 0 52
Média 100 50 500 403 7,3 2,3 62
Desvio Padrao 0 5,3 5,3 14,8 6,7 4,0 11,8
*P<0,05
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Tabela: Freqiiéncia de manchas mutantes nas asas de descendentes marcados trans-heterozigotos (mwh/flr’) de D. melanogaster
usando cruzamento padréo (ST) e de alta bioativacdo (HB) apds tratamento crénico de larvas com IP6.

Manchas por asa (nimero de manchas) Diagnéstico estatistico®

Cruzamento e N°de Manchas Mancha Manchas Total Total Frequéncia de indugdo nos
simples simples A clones
Conc. moscas gémeas de manchas clones 5 . N
pequena grande (por 10° cél por divisao celular)
(mM) (N) (1-2 céls)®  (>2céls)" mwh?®
(ST) m=2 m=5 m=5 m=2 (n) Observado Corrigido
CN 20 0.30 (06) 0.00 (0O) 0.00 (00) 0.30 (06) 6 0.61
IP6 (0.5) 20 0.20 (04) 020 (04) 0.05 (01) 0.45 (09)- 0.92 0.31
IP6 (1.0) 20 0.15 (03) 0.20 (02) 0.00 (00) 0.25 (05)- 0.51 -0.10
IP6 (2.0) 20 050 (10) 005 (01) 0.00 (00) 055 (11)- 11 1.12 0.61
(HB) m =2 m=>5 m=>5 m =2
CN 20 037 (07) 0.15 (03) 050 (01) 055 (11) 11 1.12
IP6 (0.5) 20 0.10 (02 005 (01) 0.00 (00) 0.15 (03)- 03 0.30 -0.82
IP6 (1.0) 20 035 (07) 015 (03) 050 (01) 055 (11)- 11 1.12 0.00
IP6 (2.0) 20 0.35 (07) 0.00 (00) 0.00 (00) 0.35 (07)- 07 0.71 -0.31
®Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo. m, fator de multiplicacdo para a avaliacdo de

resultadossignificativamentenegativos.Niveis de significancia o =3 = 0,05. ®Incluindo manchas simples flr* raras. ‘Considerando os clones mwh para as

manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
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Tabela: Freqgiiéncia de manchas mutantes nas asas de descendentes marcados trans-heterozigotos (mwh/flr®) de D. melanogaster
usando cruzamento padrdo (ST) e de alta bioativacdo (HB) apos tratamento crénico de larvas com DTIC.

Manchas por asa (himero de manchas) Diagnéstico estatistico®

Cruzamento e N°de Mfanchas Mancha Manchas Total Total Frequéncia de indugao nos
simples simples ~ clones
Conc. moscas gémeas de manchas clones 5 .
pequena grande (por 10° cél por divisao celular)
(mM) (N)  (1-2 céls)® (>2céls)’ mwh®
(ST) m =2 m=5 m=>5 m =2 (n) Observado Corrigido
CN 20 0.30 (06) 0.00 (00) 0.0 (00) 0.30 (06) 6 0.61
DTIC 0,01 20 065 (13) 005 (01) 0.05 (01) 0.75 (15 + 15 1.53 0.92
DTIC 0,02 20 065 (13) 005 (01) 0.05 (01) 0.75 (15 + 15 1.53 0.92
DTIC 0,04 20 060 (13) 020 (04) 0.00 (00) 0.85 A7)+ 17 1.74 1.13
(HB) m=2 m=>5 m=>5 m =2
CN 20 035 (07) 0.15 (03) 0.05 (01) 0.55 (11) 11 1.12
DTIC 0,01 20 030 (06) 0.05 (01) 0.05 (01) 0.40 (08)- 8 0.81 -0.31
DTIC 0,02 20 060 (12) 0.15 (03) 0.00 (00) 0.75 (15)- 15 1.53 0.41
DTIC 0,04 20 0.80 (16) 0.20 (04) 0.00 (00) 1.00 (20)- 20 2.04 0.92

®Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -,

significativamente negativos. Niveis de significancia .= 3 = 0,05. ®Incluindo manchas simples flr* raras. °Considerando os clones mwh para as manchas
simples mwh e para as manchas gémeas.

negativo. m, fator de multiplicacdo para a avaliagdo de resultados
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Tabela: Freqiiéncia de manchas mutantes nas asas de descendentes marcados trans-heterozigotos (mwh / flr®) de D. melanogaster usando

padrdo (ST) e de alta bioativacao (HB) apos co-tratamento cronico de larvas com DTIC e IP6.

Manchas por asa (numero de manchas) Diagndéstico estatistico?®

Cruzamento e N° de Manchas Mancha simples Manchas Total Total Pe[centual ge Frequencia c
simples A reducdomutagénese nos clones(p
Conc. moscas grande gémeas de manchas clones - S
pequena cél por divis:
(mM) (N)  (1-2céls)’ (>2céls)” mwh®
(ST) m=2 m=>5 m=>5 m =2 (n) Observado
CN 20 0.30 (06) 0.0 (00) 0.0 (00) 0.30 (06) 6 0.61
DTIC 0,02 20 0.65 (13) 0.05 (01) 0.05 (01) 0.75 (15) 15 1.53
DTIC 0,02 + IP6 0.5 20 0.60 (12) 005 (01) 0.0 (00) 0.65 (13) 13 1.31 {
DTIC 0,02 + IP6 1.0 20 0.20 (04) 0.05 (01) 0.0 (00) 0.25 (05)+ 5 >100 % 0.51
DTIC 0,02 + IP6 2.0 20 0.30 (06) 0.10 (02) 0.0 (00) 0.40 (08)+ 8 78,2% 0.81
(HB) m =2 m=>5 m=5 m =2
CN 20 0.35 (07) 0.15 (03) 0.05 (01) 0.55 (11) 11 1.12
DTIC 0,02 20 0.60 (12) 0.15 (03) 0.00 (00) 0.75 (15) 15 1.53 1
DTIC 0,02 + IP6 0.5 20 0.15 (03) 0.10 (02) 0.05 (01) 0.30 (06) + 6 >100% 0.61 :
DTIC 0,02 +IP6 1.0 20 0.25 (05) 0.15 (03) 0.00 (00) 0.40 (08) + 8 >100% 0.81
DTIC 0,02 + IP6 2.0 20 0.75 (15) 0.00 (00) 0.05 (01) 0.80 (16) 16 1.63

’Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -,

negativo. m, fator de multiplicacdo para a avaliagdo de resultados

significativamente negativos. Niveis de significancia oo = 3 = 0,05. ®Incluindo manchas simples fIir® raras. °Considerando os clones mwh para as manchas

simples mwh e para as manchas gémeas.
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