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RESUMO: Os anticoncepcionais hormonais orais sdo atualmente um dos métodos
contraceptivos mais usados pelas mulheres, tendo uma eficacia de 99,9%. A
administracdo da droga resulta no bloqueio da liberagdo normal do évulo durante o
ciclo menstrual, evitando o acesso do espermatozoide ao gameta feminino durante o
ato sexual. Anticoncepcionais de uso oral podem ser classificados de acordo com a
quantidade de estrogeno na formulagdo. Anticoncepcionais de primeira geragao, de
segunda geracado, de terceira e de quarta geragdo possuem na sua formulagéo
0,150; 0,050; 0,030 e 0,020 mg de hormdnios, respectivamente. Adicionalmente
anticoncepcionais de emergéncia (pilula do dia seguinte) apresentam até 25 vezes
mais horménios do que os anticoncepcionais orais de uso mensal. Em funcdo da
ampla utilizagdo de drogas contraceptivas pelo publico feminino, o presente trabalho
teve como objetivo, avaliar a toxicidade e o potencial carcinogénico de 4 drogas
contraceptivas (Neovlar, Yasmin, lumi e DIAD), em Drosophila melanogaster. Para
avaliar o efeito carcinogénico das drogas, foi utilizado o teste para detecgéo de
tumor epitelial em D. melanogaster. Larvas de 3° estagio descendentes do
cruzamento entre fémeas virgens wts/TM3, sb’ e machos mwh/mwh foram tratadas
com diferentes concentracbes com os anticoncepcionais Neovlar, Yasmin, lumi e
DIAD (0,05; 0,1 e 0,2 g/mL). Nao foi observado efeito toxico e carcinogénico em
nenhuma das concentragbes avaliadas neste trabalho com os anticoncepcionais
Neovlar, Yasmin e Ilumi. DIAD na maior concentracdo (0,2 g/mL) diferiu
estatisticamente na frequéncia total de tumor epitelial em D. melanogaster quando
comparado ao controle negativo. Os resultados sugerem que nestas condi¢des
experimentais, neste organismo modelo e na concentragdao de 0,2 g/mL, DIAD
apresenta potencial carcinogénico.
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ABSTRACT: Oral hormonal contraceptives are currently one of the most widely used
contraceptive methods by women, with an efficacy rate of 99.9%. Administration of
the drug results in the blocking of the normal release of the egg during the menstrual
cycle, preventing sperm from accessing the female gamete during sexual
intercourse. Oral contraceptives can be classified according to the amount of
estrogen in the formulation. First-generation, second-generation, third-generation and
fourth-generation contraceptives have 0.150, 0.050, 0.030 and 0.020 mg of
hormones in their formulation, respectively. Additionally, emergency contraceptives
(the morning-after pill) have up to 25 times morem hormones than monthly oral
contraceptives. Due to the widespread use of contraceptive drugs by women, this
study aimed to evaluate the toxicity and carcinogenic potential of four contraceptive
drugs (Neovlar, Yasmin, lumi and DIAD) in Drosophila melanogaster. To evaluate the
carcinogenic effect of the drugs, the test for detection of epithelial tumor in D.
melanogaster was used. Third-stage larvae descended from the cross between virgin
wts/TM3, sb’ females and mwh/mwh males were treated with different concentrations
of the contraceptives Neovlar, Yasmin, lumi and DIAD (0.05, 0.1 and 0.2 g/mL). No
toxic or carcinogenic effects were observed at any of the concentrations evaluated in
this study with the contraceptives Neovlar, Yasmin and lumi. DIAD at the highest
concentration (0.2 g/mL) differed statistically in the total frequency of epithelial tumor
in D. melanogaster when compared to the negative control. The results suggest that
under these experimental conditions, in this model organism and at the concentration
of 0.2 g/mL, DIAD presents carcinogenic potential.
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1. INTRODUGAO

Os anticoncepcionais hormonais orais sao atualmente um dos métodos
contraceptivos mais usados pelas mulheres, tendo uma eficacia de 99,9%. Desde
que foram produzidos em larga escala industrial, os anticoncepcionais orais veem
sendo usados por mais de 200 milhdes de mulheres, representando uma excelente
alternativa na prevencéao de gestacao indesejavel (BERALet al, 1999).

A administragdo da droga resulta no bloqueio da liberagdo normal do évulo
durante o ciclo menstrual, evitando o acesso do espermatozoide ao gameta feminino
durante o ato sexual (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Anticoncepcionais hormonais orais podem ser manufaturados por meio de
horménios a base de progesterona ou pela combinagdo de estrogeno e
progesterona (WANNMACHER, 2003). Podem ser classificados em monofasicos,
difasicos e trifasicos. Os monofasicos sdo aqueles que possuem a mesma
quantidade de estrégeno e/ou progesterona em todas as pilulas. Os bifasicos e

trifasicos possuem em sua constituicdo uma concentragdo superior equivalente a
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duas e trés vezes respectivamente quando comparados a concentragdo de
horménios dos monofasicos (LUBIANCA e WANNMACHER, 2011).

Os anticoncepcionais também podem ser classificados de acordo com a
concentragcdo total de estrégeno em cada pilula. Anticoncepcionais de primeira
geracao podem conter na sua formulagdo uma concentracéao final de até 0,150 mg
de estrégeno. Com concentragdes inferiores aos anticoncepcionais de primeira
geragdo, os de segunda, terceira e quarta geragdo, sdo formulados em uma
concentragdo de 0,050 mg, 0,030 mg e 0,020 mg de estrégeno respectivamente
(MATTOS, 2011).

Drogas anticonceptivas sao administradas objetivando evitar gravidezes
indesejaveis ou em potencial risco, no entanto, tais drogas atuam como principio
preventivo, ndo sendo eficazes em casos onde o zigoto ja tenha sido formado.
Visando evitar gravidezes indesejaveis, mesmo apdés o ato sexual, foram
desenvolvidas as drogas hormonais de emergéncia, o0s quais apresentam
mecanismo de agao rapida, conhecidos popularmente como “pilula do dia seguinte”
(LUBIANCA e WANNMACHER, 2011).

A diferenga do anticoncepcional tradicional (mensal) e o anticoncepcional
hormonal de emergéncia, € que este ultimo possui concentragdes hormonais
(progesterona + estrégeno ou apenas progesterona), de até 25 vezes acima da
concentracdo usada diariamente pelas mulheres (CONSELHO FEDERAL DE
FARMACIA, 2009).

Além de oferecer uma margem de segurancga (gravidez indesejavel), o uso de
anticoncepcionais orais (anticoncepcional convencional) trazem alguns beneficios as
mulheres, como por exemplo, a redu¢do do volume do sangramento menstrual,
reducdo do risco de doencas inflamatorias na pélvica, melhora da acne
(WANNMACHER, 2003), regularizagao do ciclo menstrual, tratamento e até mesmo
prevencao de cistos foliculares persistentes, além de amenizar os sintomas da artrite
reumatoide (GIORDANO e GIORDANO, 2009).

No entanto, mesmo demonstrando aspectos que favorecem a homeostase do
ciclo menstrual, varios trabalhos acusam a participagcdo de drogas contraceptivas
associadas a fatores negativos no organismo. O uso constante dessas drogas esta
associado com alteragdes de humor, tonteira e nauseas. Complicagbes mais

pronunciadas podem ocorrer quando as drogas contraceptivas sdo combinadas com
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bebidas alcodlicas e/ou tabaco, como exemplo, trombose venosa profunda, infarto
do miocardio (MINISTERIO DA SAUDE, 2002), aumento da pressdo diastélica e
sistolica (NARKIEWICZ et al, 1995), com aumento de chances de doencas
cardiovasculares (WANNMACHER, 2003), redugcdo da imunidade com
vulnerabilidade a infecgdo pelo HPV (Papiloma Virus Humano), podendo ainda
resultar em lesdes intra-epiteliais (NEGRINI et al, 1990).

Somado a esses eventos, de acordo com Bezerra et al (2005) e Almeida et al
(2001) o uso dessas drogas aumenta os riscos de desenvolvimento de céncer de
mama e no colo do utero.

A transformacdo de células selvagens em células cancerigenas ocorre por
multi - eventos, resultante de acumulos de mutacbes, paralelo a deficiéncia do
mecanismo de reparo do organismo (ORSOLIN et al., 2012). Nesse sentido, se a
célula portadora de uma mutacao se dividir por completo antes que o reparo seja
feito, esta mutacéo podera se fixar e se tornar uma alteragcéo permanente (KIM et al.,
2011).

O DNA (acido desoxirribonucleico) frequentemente apresenta suas bases
expostas a agentes naturais ou artificiais, que podem provocar modificagdes na sua
estrutura ou composigdo quimica. Lesdes no material genético podem ser
resultantes de eventos espontaneos ou pela exposi¢cao a agentes quimicos, fisicos e
biolégicos (FRANK, 2010).

Eventos agressivos ao material genético podem comprometer o processo de
replicagao e transcricdo génica, bem como a segregacao normal dos cromossomos.

Mutagcbes acima do limite toleravel basal, também podem afetar genes
necessarios para a sobrevivéncia das células ou genes envolvidos no controle do
ciclo celular. No ultimo caso, essa alteracdo pode levar a um descontrole na
proliferacdo de células, com o consequente aparecimento de quadros cancerigenos
(HIB; ROBERTIS, 1998; COSTA; MENK, 2000).

No organismo, o ciclo de proliferagdo celular é rigorosamente controlado para
que as células constituam comunidades organizadas, no entanto, as células
cancerigenas nao se submetem a esse esquema de cooperacao, sao ceélulas com o
DNA alterado que escapam dos mecanismos de controle do ciclo celular (LOPES et
al., 2002).
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No controle do ciclo celular duas grandes categorias de genes sé&o
destacadas: os proto-oncogenes e 0s genes supressores de tumor (READ;
STRACHAN, 2002). Os proto-oncogenes sao genes relacionados ao crescimento,
diferenciacao e proliferagdo celular (LOPES et al., 2002). Os genes supressores de
tumor imp&em alguns limites ao ciclo e ao crescimento celular e suprimem algumas
propriedades fenotipicas das células tumorais, exercendo uma agao anti-neoplasica
(LOURO et al., 2002).

Baseado na necessidade do rastreio da genotoxicidade de potenciais
xenobidticos a Genética Toxicolégica tem voltado sua atengdo para a investigacao
de agentes mutagénicos e carcinogénicos (MACHADO et al., 2013), bem como para
a padronizacdo de protocolos e testes, como ferramentas para a deteccao de
mutagbes pontuais, aberragbes cromossOmicas e eventos de aneuploidias
(ANDRADE e LEHMANN, 2003). Partindo desta premissa, o uso de organismo
modelo com caracteristicas especificas intrinsecas (sensibilidade e resposta) € uma
peca crucial para a validacdo de um teste.

A espécie Drosophila melanogaster, conhecida popularmente como “mosca
da fruta”’, € um versatil organismo-modelo usado em pesquisas cientificas de
Genética e Biologia do Comportamento, e foi responsavel por fornecer importantes
informacgdes em pesquisas cientificas (KIM et al., 2011).

O Teste para Detecgdo de Tumor Epitelial em Drosophila melanogaster é um
teste utilizado para monitorar o potencial carcinogénico e anticarcinogénico de
substancias puras e compostas de uma grande variedade de xenobioticos
(SIDORQOV et al., 2001; ORSOLIN e NEPOMUCENO, 2009; SILVA e
NEPOMUCENO, 2011; COSTA et al., 2011; FURTADO e NEPOMUCENO, 2012;
ORSOLIN et al., 2012). Este teste faz uso de uma linhagem de D. melanogaster que
possui o marcador wts (Warts), que quando expresso na condigdo selvagem atua
como um gene supressor de tumor (XU et al., 1995). A delegdo do gene e a
consequente expressdo do alelo recessivo, leva a formacao de clones de células
gue sao consideradas altamente invasivas, acarretando na manifestagao de tumor
epitelial no corpo e apéndices da mosca (NISHIYAMA et al., 1999).

Em funcdo da ampla utilizagdo de anticoncepcionais hormonais orais, pelo

publico feminino, este trabalho teve como objetivo, avaliar o potencial carcinogénico
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de diferentes drogas anticonceptivas nas concentragdes de consumo, por meio do

Teste para Detecgao de Tumor Epitelial em D. melanogaster.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Agentes quimicos

Neovlar em forma de capsula foi manufaturado pela empresa Schering.
Yasmin em forma de comprimido foi fabricado pela empresa Schering. lumi em
comprimido foi manufaturado pela empresa LIBBS. DIAD foi fabricado pela empresa
Cimed.

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

2.2 Teste de deteccao de tumor epitelial em Drosophila melanogaster (Teste
wts)
2.2.1 Linhagens de Drosophila, cruzamento e tratamentos

Duas linhagens mutantes foram usadas nesse teste: Linhagem multiple wing
hairs (mwh, 3-0,3) e linhagem warts (wts,3-100). A linhagem multiple wing hairs é
mantida em homozigose recessiva para o marcador mwh, localizado no cromossomo
3, em posigao distal em relagdo ao centrébmero (mwh, 3-0,3). Quando expresso em
homozigose recessiva o gene mwh, produz fenétipo de pelos nas asas da mosca em
formato multiplo, diferente do fenoétipo selvagem (um unico pelo por célula).

A linhagem warts possui o marcador wts no cromossomo 3, que € mantido em
hemizigose na presenga do balanceador cromossémico TM3, Sb’.O marcador wits,
quando expresso na condi¢cdo selvagem, atua como um gene supressor de tumor. A
delecao desse gene, e a expressao do alelo recessivo, leva a formacao de clones de
células que sdo consideradas altamente invasivas, acarretando na manifestacao de
tumor epitelial no corpo e apéndices da mosca.

Essas linhagens foram mantidas em estoque, em frascos contendo 2 meio de
cultura a base de banana (1230 mL de agua; 16,5 g de agar; 234 g de banana; 37,5
g de fermento biolégico e 1,5 g de nipagin em pd) em estufa B.O.D (SOLAB) em
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ciclos luz/escuro (12h:12h) na temperatura de 25 + 2°C e 65 + 5% de humidade
relativa.

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

A coleta de ovos do cruzamento mwh+/+mwh x wts+/TM3, Sb” ocorreu dentro
do periodo de 8 horas em frascos contendo meio de cultura a base de agar (4%) e
fermento biolégico suplementado com sacarose. Apds 72 * 4 horas, larvas de 3°
estagio foram lavadas com agua ultrapura MiliQ (Millipore) e coletadas com auxilio
de peneira de malha fina. Posteriormente, as larvas foram submetidas a tratamento
cronico (48 horas) até completar o processo da metamorfose. As larvas foram
colocadas em vials (2,5 cm de didametro por 8 cm de comprimento) contendo 1,5 g
de puré de batatas (Yoki® Alimentos S.A) e 5 mL de solugdo das drogas
contraceptivas nas concentracdes de 0,2; 0,1 e 0,05 g/mL de dieta.

Paralelo ao teste wits, neste estudo, foi avaliado a toxicidade das drogas em
larvas de 3° estagio de D. melanogaster. A toxicidade foi mensurada pela taxa de
individuos que completaram o processo de metamorfose apds o tratamento crénico
(48 horas).

O teste wits foi acompanhado de controle negativo, agua ultrapura e controle
positivo, mitomicina C (MMC) na concentragcdo de 0,1 mM. Esta concentracdo foi
baseada em estudos de recombinagdo mitética em Drosophila melanogaster
(TSUDA; TAKEDA, 1987) e ensaios de carcinogénese (ORSOLIN, NEPOMUCENO,
2009; ORSOLIN; SILVA-OLIVEIRA; NEPOMUCENQO, 2012).

2.2.2 Fixagao de moscas e analise de tumor epitelial
Para analise de tumor epitelial, adultos eclodidos do cruzamento mwh+/+mwh
X wts+/TM3, Sb' foram fixados em etanol 70% (v/v) e analisados sob lupa

estereoscoépica (Bel® Photonics) em placa de petri com glicerina. A analise baseou-



Avaliacdo do potencial carcinogénico de drogas.....

se na contagem de tumores de acordo com a descricdo de Justice (1995). Os
resultados foram registrados em um diagrama padrdo expressando os numeros de
tumores observados em cada parte do corpo das moscas: olhos, cabeca, corpo,

asas, pernas e halteres.

2.2.3 Andlise estatistica

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

Comparacoes estatisticas referentes a taxa de sobrevivéncia das moscas
tratadas com as drogas e os controles (negativo e positivo) foram feitas com o teste

do Chi-quadrado para razées de amostras independentes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliado o efeito toxico e carcinogénico de diferentes
drogas contraceptivas na concentragao de 0,05, 0,1 e 0,2 mg/mL via dieta para D.
melanogaster. Conforme apresentado na figura 1 nao foi evidenciado efeito toxico
em moscas tratadas em nenhuma das concentragbes e em nenhuma das drogas
analisadas. Os controles negativos e positivos responderam fielmente ao teste de
toxicidade, sendo evidenciados 90% de sobrevivéncia nos respectivos controles.

Na tabela 1 esta apresentado o resumo dos resultados referente a analise de
tumor epitelial em moscas trans-heterozigotas mwh+/+wts. E possivel verificar
(Tabela 1) a ocorréncia de tumores em moscas tratadas com DIAD, na concentragao
de 0,2 mg/mL, sendo evidenciado diferenga estatisticamente significativa (P < 0,05)
quando comparado ao controle negativo. Diferencas estatisticamente significativas
(P < 0,05), quando comparado ao controle negativo foram também observados em
moscas tratadas com a menor concentragao de lumi (0,05 mg/mL), no entanto esta
diferenga nao expressa efeito carcinogénico como o observado com o tratamento de
0,2 mg/mL de DIAD.
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Figura 1. Taxas de sobrevivéncia das progénies de Drosophila melanogaster
resultantes do cruzamento mwh/mwh x wts/TM3, Sb’. CN = Controle negativo
(Agua); CP = Controle positivo (MMC 0,1 mM); DIA = DIAD; IUM = lumi; NEO =
Neovlar; YAS = Yasmin. Drogas contraceptivas, concentragdes em mL/g.

*Diferenca estatisticamente significativa (P<0,05) de acordo com o teste do Chi-

quadrado para razdes de amostras independentes.

Em todos os tratamentos observados com as drogas contraceptivas, o corpo
e as asas da mosca foram os locais onde se encontra a maior frequéncia de tumores
(quando presentes). Dos 35 tumores observados em D. melanogaster tratados com
0,2 mg/mL de DIAD, 11,5% e 6,9% estdo presentes no corpo e asas
respectivamente, sendo estes estatisticamente diferente (P < 0,05) do controle
negativo. Estes dados sdo concordantes com a frequéncia de tumores de outros
trabalhos que usaram o teste como ferramenta para rastreio da carcinogénicidade
(SIDOROV et al, 2001; ORSOLIN e NEPOMUCENO, 2009; SILVA e
NEPOMUCENO, 2011; COSTA et al., 2011; FURTADO e NEPOMUCENO, 2012;
MORAIS et al., 2016).

Os controles positivo e negativo responderam fielmente ao teste. Moscas
tratadas com 0,1 mM de MMC durante 6 horas apresentaram alta frequéncia de
tumor epitelial, diferindo estatisticamente (P<0,05) em todos os apéndices da mosca,

quando comparado ao controle negativo.
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Tabela 1. Frequéncia de clones de tumor epitelial observados em

Drosophila melanogaster, heterozigota para o gene supressor de tumor wits,

tratadas com mitomicina C e diferentes concentracbes de drogas

contraceptivas.
Frequéncia de tumor (nimero total de tumor)
Tratamentos N°de Olhos Cabeca Asas Corpo Pernas Halteres Total
moscas
Controle negativo
130 0,000 (00) 0,015(02) 0,015 (02) 0,023 (03) 0,007 (01) 0,000 (00) 0,061 (08)
Controle positivo 130 0,230 (30)* 0,153 (20)* 1,546 (201)* 1,346 (175)* 0,192 (25) 0,076 (10)* 3,546 (461)*

DIAD
0.05 130 0,000 (00) 0,007 (01) 0,000 (00) 0,030 (04) 0,000 (00) 0,007 (01) 0,046 (06)
0.1 130 0,000 (00) 0,000 (00) 0,015 (02) 0,076 (10)* 0,000 (00) 0,000 (00) 0,092 (12)
0.2 130 0,023 (03) 0,023 (03) 0,069 (09)* 0,115 (15)* 0,038 (05) 0,000 (00) 0,269 (35)*

lumi
0,05 130 0,000 (00) 0,000 (00) 0,000 (00) 0,000 (00) 0,000 (00) 0,000 (00) 0,000 (00)*
0.1 130 0,000 (00) 0,000 (00) 0,000 (00) 0,015 (02) 0,000 (00) 0,000 (00) 0,015 (02)
02 130 0,000 (00) 0,015(02) 0,007 (01) 0,023 (03) 0,000 (00) 0,000 (00) 0,046 (06)

Neovlar
0.05 130 0,000 (00) 0,000 (00) 0,007 (01) 0,030 (04) 0,000 (00) 0,000 (00) 0,038 (05)
0.1 130 0,000 (00) 0,007 (01) 0,007 (01) 0,038 (05) 0,000 (00) 0,000 (00) 0,053 (07)
0.2 130 0,000 (00) 0,000 (00) 0,015 (02) 0,053 (07) 0,007 (01) 0,000 (00) 0,076 (10)
Yasmin

0,05 130 0,000 (00) 0,007 (01) 0,030 (03) 0,000 (01) 0,000 (00) 0,000 (00) 0,038 (05)
0.1 130 0,007 (01) 0,000 (00) 0,015 (02) 0,000 (00) 0,007 (01) 0,000 (00) 0,030 (04)
0,2 130 0,000 (00) 0,000 (00) 0,015 (02) 0,053 (07) 0,000 (00) 0,000 (00) 0,069 (09)

Diagnostico estatistico de acordo com o teste de Mann-Whitney. Nivel de
significancia de (P < 0.05).

"Valores considerados estatisticamente diferentes do controle negativo.

Controle positive: MMC, Mitomicina C (0.1 mM). Controle negativo: Agua ultra -
pura. Drogas contraceptivas em mg/mL.

Por serem drogas amplamente utilizadas atualmente como métodos
contraceptivos pelo publico feminino, os anticoncepcionais hormonais orais foram
escolhidos (Neovlar — 22 geragao, Yasmin — 32 geragao, lumi — 42 geragao, DIAD —
anticoncepcional de emergéncia) para avaliagdo de seu potencial carcinogénico
usando como organismo modelo a D. melanogaster um eucarioto que apresenta
consideravel homologia com o ser humano (KIM et al., 2011). Embora neste trabalho
nao tenha evidenciado efeito carcinogénico dos trés anticoncepcionais comerciais
orais (lumi, Neovlar e Yasmin) avaliados, diversos trabalhos na literatura tém

demonstrado a relacao de diferentes tipos de canceres com o uso crénico de
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anticoncepcionais pelo publico feminino. Segundo Ministério da Saude (2002) o uso
de anticoncepcionais € considerado um dos fatores de risco de cancer de mama
(Susan G. Komen for the Cure, 2009/2010), que de acordo com estes mesmos
autores, podem ser em funcdo dos hormdnios que compdem esses medicamentos,
0s quais estimulam as glandulas mamarias, resultando em descontrole celular e
finalmente o cancer nas mamas.

A maior parte dos estudos ja realizados sobre contraceptivos hormonais
associados ao cancer de mama informa que estes quando administrados de maneira
cronica (o que se espera do uso da droga), aumenta 1,3 a 1,5 o risco de desenvolver
a doencga, tendo a tendéncia de aumentar mais ainda apdés 5 anos de uso
(SCHUNEMANN et al., 2011).

Segundo o Women'’s Health Initiative (2002), o uso de contraceptivos a base
de horménio isolado (estrogénio) tende a aumentar o risco de neoplasias em 0,73,
enquanto que o uso de anticoncepcionais combinados (estrogénio e progesterona)
em mulheres potencializa as chances em 1,26 vezes, ambos usando como
referéncia o tempo de 5 anos de exposigao.

Ja o Control Group of Hormonal Factors on Brast Cancer em um estudo
realizado em 1999, em 5 anos de uso da droga, mostra que o risco € de 1,35. Uma
analise apontou também que o uso de anticoncepcionais orais aumenta 1,9 vezes as
chances de cancer de colo de utero, se comparado com mulheres que usaram os
mesmo por um periodo < 5 anos. Cancer cérvico-uterino ja foi documentado por
Bezerra et al (2005) em funcdo do uso prolongado de anticoncepcionais orais.
Varios outros trabalhos na literatura relacionam o uso crénico de anticoncepcionais
orais com casos de cancer (PINTO et al., 2002; FRIGATO e HOGA. 2003; RIMAN et
al., 2004; ANJOS et al., 2007).

Vale ressaltar que ha também, reducao do risco de cancer apds a interrupgao
do uso, depois de 10 anos o risco equipara-se ao de mulheres ndo usuarias do
medicamento (APPLEBY et al., 2007).

Embora n&o tenha sido encontrados relatos sobre genotoxicidade,
mutagenicidade e carcinogenicidade de anticoncepcionais de emergéncia (pilula do
dia seguinte), o presente estudo é o primeiro trabalho que demonstra o efeito
carcinogénico do DIAD (marca comercial), em D. melanogaster. Conforme

apresentado na tabela 2, DIAD apresenta levonorgestrel em maior quantidade (0,75
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mg), quando comparado com outros anticoncepcionais orais mensais, tais como o
lumi analisado neste trabalho.
Tabela 2. Ingredientes declarados pelos fabricantes contidos na formulagdo das

drogas contraceptivas.

Drogas Classificagdo Ingredientes Excipientes*
hormonais
DIAD Pilula de Levonorgestrel (0,75 Amido, lactose, amidoglicolato de sédio, didxido
R de silicio, estearato de magnésio e talco
emergencia mg) farmacéutico.
lumi 42 Geragao Drospirenona (3 mg) e Povidona, lactose monoidratada, amido,

etinilestradiol (0,02 mg) croscarmelose  sédica, corante amarelo
quinolina laca n° 10, estearato de magnésio,

hipromelose e macrogol.

Neovlar 22 Geragéo Levonorgestrel (0,25 Amido, lactose, povidona, talco, estearato de

magnésio, sacarose, macrogol, carbonato de

calcio, glicerol, dioxido de titanio, pigmento de

(0,05 mg). oOxido de ferro amarelo, pigmento de 6xido de
ferro vermelho e cera montanglicol.

mg) e etinilestradiol

Yasmin 3 2 Geragao Drospirenona (3 mg) e Amido, lactose, povidona, estearato de
etinilestradiol (0,03 mg) magnésio, hipromelose, macrogol, talco, diéxido

de titénio, pigmento de 6xido de ferro amarelo.

* Concentracdes dos excipientes ndo sao informadas pelos fabricantes.

Na literatura os possiveis efeitos neoplasicos do levonorgestrel ja foram
colocados em questdo. Um estudo realizado por Soini et al (2016) feito por meio de
levantamentos de dados de mulheres com idade entre 30 e 49 anos da Finlandia,
que usaram sistema intrauterino de liberacdo de levonorgestrel para tratamento de
menorragia, apontaram a correlacdo do horménio com casos de cancer de mama, o
mesmo resultado foi observado em mulheres que utilizaram este mesmo sistema
intrauterino, sendo observado uma maior incidéncia de cancer de mama nestas
mulheres quando comparado a populagao nao usuaria (SOINI et al., 2014).

Levonogestrel aumenta a proliferacao de células MCF-7 de cancro de mama
(RUAN et al., 2012). Os possiveis efeitos de levonorgestrel sobre a instabilidade
genética nado se restringe apenas ao sistema intrauterino, segundo Hunter et al
(2010) os anticoncepcionais orais sao responsaveis por fornecer um grande risco de

cancer de mama. O autor afirma que diferentes formulagdes de contraceptivos orais
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podem resultar neste risco, porém destaca as preparacdes trifasicas a base de
Levonorgestrel como sendo o grupo que necessita de maior atencgao.

Apesar dos relatos que associam Levonogestrel a cancer de mama, dados
sobre o perfil genotoxico/mutagénico do composto afirmam este como n&do sendo
capaz de causar aumento de mutagdes acima do limite normal basal. Jemilev et al
(1981) avaliaram o efeito de Levonorgestrel sobre babuinos fémeas logo apds o
acasalamento e posteriormente nos recém nascidos. Segundo estes autores nao foi
constatado aumento de aberragcbes cromossdmicas em células de medula 6ssea da
mae, tdo pouco foi observado alteragdes cromossOmicas em células de medula
O0ssea dos recém nascidos.

Lang e Reimann (1993) avaliaram a capacidade mutagénica de levonogestrel
nas concentracdes de 5 a 2500 pg por meio do teste Ames em Salmonella e ndo foi
evidenciado efeito mutagénico. Dados fornecidos pela Food and Drug Administration
(FDA) e dados disponiveis na literatura esclarecem que Levonogestrel ndo oferece
perigo de toxicidade e genotoxicidade, de acordo com dados obtidos por meio de
teste em microrganismos e mamiferos (JORDAN, 2002).

No meio cientifico a capacidade genotéxica/mutagénica e carcinogénica
continua muito escassa. O real efeito do horménio sobre a integridade genética
continua obscuro. No presente trabalho o aumento da frequéncia de tumor epitelial
em Drosophilas trans-heterozigotas para o gene supressor de tumor Warts tratadas
com 0,2 mg/mL de DIAD pode ser resultante da alta concentragéo de Levonogestrel
na formulagdo quando comparado a concentragao declarada nos anticoncepcionais
orais mensais. Tais dados alertam para a necessidade de mais testes com o
Levonogestrel, bem como a avaliagdo dos diferentes  anticoncepcionais orais,
usando outros sistemas testes e outros organismos modelos, visando a obtencéo de

mais dados sobre a cinética das moléculas destes produtos formulados.

4. CONCLUSAO

O presente trabalho conclui que nestas condicbes experimentais, no teste
empregado neste trabalho e neste organismo modelo, o DIAD na concentragdo de
0,2 mg/mL apresenta potencial carcinogénico.
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