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EFEITO GENOTOXICO DO PEROXIDO DE HIDROGENIO (H;0;) EM CELULAS

SOMATICAS DE Drosophila melanogaster

EFFECT GENOTOXIC FROM HIDROGEN PEROXIDE (H202) ON SOMATIC CELLS OF

Drosophila melanogaster

Elaine Silvia DUTRA' & Jilio César NEPOMUCENO?

RESUMO: O agente quimico Peréxido de Hidrogénio (H,0,) é um liberador de radicais livres que
podem causar danos ao DNA e outras moléculas orgnicas. Ele assemelha-se a agua na sua estrutura
molecular e ¢ muito difundido dentro e entre as células. O Peréxido de Hidrogénio atua no ciclo celular
e tem capacidade de induzir a apoptose de algumas células. Considerando a propriedade de formar
radicais livres do Peréxido de Hidrogénio, que induzem alteragdes na molécula de DNA, utilizou-se o
teste da mancha da asa em Drosophila melanogaster (Somatic Mutation and Recombination Test —
SMART) para avaliar seu potencial genotoxico. O teste permitiu concluir que o Peréxido de

Hidrogénio (H;0,) na concentragio de 10mM é genotoxico para os descendentes do cruzamento de alta

bioativagdo - HB quando tratados cronicamente.

UNITERMOS: Peroxido de Hidrogénio, Radicais livres, SMART, Drosophila melanogaster

i Graduanda em Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Uberlandia
Biologo, Doutor em Genética, Professor e Pesquisador na Universidade Federal de Uberlandia



INTRODUCAQ

O Peroxido de Hidrogénio (H0) assemelha-se 4 4gua em sua estrutura molecular e é muito
difundido dentro e entre as células. O H,O, é um agente oxidante e por isso, é um potente liberador
de radicais livres. Estes radicais podem causar danos as moléculas organicas, especialmente ao
DNA, aos lipideos e as proteinas. Erros no material genético, causados por radicais hidroxilas,
podem ter uma significativa contribuigio para o desenvolvimento de cincer (HALLIWELL, 1994).

A genotoxicidade de espécies reativas de oxigénio estio bem estabelecidas. Contudo, o
Peroxido de Hidrogénio (H,0;) ¢ o principal mediador do estresse oxidativo que causa alteragdo no
genoma (KONAT, 2003).

Fontes endogenas e exdgenas de hidroperéxidos tém um importante papel na geragio de
radicais livres que danificam o DNA. As mutagdes induzidas por hidroperoxidos sdo uma
consequéncia direta dos radicais gerados continuamente de sua decomposigdo (FERRER et al.,
2002). Danos endégenos no DNA, causados por radicais livres Oxigénio liberados durante a
respiragio normal, podem ter significancia na etiologia do cincer. Lesdes no material genético
podem inferir para mudangas genéticas que acontecem em diferentes estagios em progressdo para
metastases, e no entanto, ha fatores na dieta, que reduz o impacto dos ataques dos radicais livres,
sendo apropriados para a prote¢do contra o cincer (DUTHIE et al.,1996).

Muitos danos endogenos do DNA surgem da redugdo intermediaria do oxigénio por qualquer
ataque de bases ou da coluna deoxiribosil do DNA. Alternativamente, radicais oxigénios podem
atacar outros componentes celulares como os lipideos, que geram intermediarios reativos que
pareiam com as bases do DNA. Lesdes endogenas do acido desoxirribonucleico sio genotoxicas e
induzem mutagdes que s30 comumente observadas em oncogenes € em genes supressores de tumor.
Radicais oxigénio gerados durante a redugdo de O, podem atacar bases do DNA ou residuos

desoxirribose para produzir bases danificadas ou quebrar fitas (MARNETT, 2000).



A todo tempo, estamos expostos a agentes que causam danos em nosso material genético. Estes
agentes estdo presentes no meio, tais como radiagdes ou agentes quimicos. Varios medicamentos,
defensivos agricolas e, até mesmo, substincias naturais podem possuir efeitos mutagénicos. Outros
agentes possuem efeito protetor contra mutagdes, sao antimutagénicos, que ativam os sistemas de
reparo (agentes bioantimutagénicos) ou anulam a agdo do agente mutagénico antes deste atacar o
material genético (agentes desmutagénicos). Devido a isso, é importante a realiza¢io de estudos para
detectar esses efeitos nas mais diversas substincias com as quais estamos em contato ocasional ou
constantemente (VALADARES, 2000).

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

O Teste de Mutagio e Recombinagdo Somatica (SMART) utiliza machos de D. melanogaster
da linhagem “mwh” cruzados com fémeas virgens da linhagem “flr” (Cruzamento padrdo) e machos
“mwh” cruzados com fémeas virgens da linhagem “ORR; fIr’” (Cruzamento de alta bioativagdo),
produzindo individuos trans-heterozigotos. Este teste detecta a perda de heterozigose em células
somaticas resultantes de alteragdes genéticas ocorridas em células heterozigotas primordiais nos
discos imaginais da larva.

A mosca da fruta, D. melanogaster, oferece uma série de vantagens como sistema de prova
eucaridtica de genotoxidade in vivo. E facil de cultivar, seu ciclo reprodutivo € curto e os ensaios

somaticos sdo baratos porque requerem equipamento de laboratério basico e de baixo custo

(SPANO et al., 1998).



Neste estudo utilizou-se o teste SMART para avaliar os possiveis efeitos genotoxicos do
Peroxido de Hidrogénio (H.0.), para que o mesmo possa ser utilizado como controle positivo,

gerador de radicais livres.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Citogenética e Mutagénese do Instituto de
Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

Foram utilizadas linhagens mutantes de Drosophila melanogaster (ORR, flr’,mwh) mantidas
em frascos de Y de litro, contendo meio de cultura (820mL de agua, 25g de fermento biologico —

Sacharomyces cerevisae, 11g de dgar, 150g de banana e 1 g de Nipagin).

Agentes Quimicos
O Peréxido de Hidrogénio (H,0, ), um liberador de radicais livres, conhecido como dgua
oxigenada, foi utilizado nas concentragdes de 1mM, 5SmM, 10mM e 20mM.

O Eul carbamato (NH2COOCH2CH3, CAS n° 51-79-6, PM 89,10), o uretano (URE), foi
dissolvido, em agua destilada, instantes antes do tratamento, na concentragio de 10mM sendo

utilizado como o controle positivo. Para o controle negativo foi utilizada agua bidestilada.

Teste para deteccio de mutacio e recombinaciio somatica (SMART)

Cruzamento padrio e de alta bioativacio entre as linhagens mutantes

Foram realizados cruzamentos de fémeas virgens fIr’ An(3LR)TM3, rip sep 1(3)89Aa bx** e
Bd’, com machos mwh/mwh — Cruzamento padrio (ST), e fémeas virgens ORR; Ar /An(3LR)TM3, ri

P’ sep I(3)894a bx** e Bd’ foram cruzadas com machos mwh/mwh — Cruzamento de alta bioativagio



(HB) (GRAF et al., 1996). Destes cruzamentos foram obtidos descendentes heterozigotos marcados
(MH: mwh +/ + fIr’ ), e heterozigotos balanceados (BH: mwh + / + TM3, Bd" )

O cromossomo balanceador 7M3 Bd’ provoca, na fase larval, um recorte na borda da asa,
deixando-as com aspecto serrilhado, enquanto os adultos trans-heterozigotos apresentam a borda da
asa lisa, diferenciando-os fenotipicamente (GRAF et al.,1 984).

A coleta dos ovos foi realizada durante um periodo de 8 horas, em frascos contendo uma base
solida de agar (3% de agar em 4gua) e uma camada de fermento suplementado com sacarose. Apos
72h, as larvas foram lavadas com agua destilada e coletadas com o auxilio de uma peneira de malha
fina.

Os tratamentos foram realizados com larvas de 3° estagio, provenientes dos dois cruzamentos
(ST e HB). As larvas foram colocadas em frascos contendo 1,5g de meio de cultura alternativo (puré
de batata instantaneo), onde adicionamos o agente oxidante Peréxido de Hidrogénio (H20:) em
diferentes concentragdes, e frascos adicionados somente com uretano (URE).

Larvas de 3° estagio foram submetidas a um tratamento cronico, por um periodo de,
aproximadamente, 48 horas, quando estas sobem as paredes dos frascos, passando para o estagio de
pupa.

A analise do material foi feita coletando-se adultos emergentes portadores dos dois tipos de
genotipos: mwh + / + fIr ou mwh + / + TM3, Bd’ , e conservando-os em etanol 70%. Retiramos as
asas das moscas sob microscopio esteroscopico, marca Olimpus®, utilizando-se um par de pingas
entomologicas. As asas foram montadas entre 1dmina e laminula com solugdo de Faure (goma
arabica, 20mL de glicerol, 50g de hidrato cloral e SOmL de agua) e, posteriormente, analisadas,
quanto a ocorréncia de diferentes tipos de manchas mutantes, em microscopio Optico de luz, marca

Olimpus®, com aumento de 400X.
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Neste experimento, apenas os descendentes trans-heterozigotos marcados foram analisados,
devido baixa ocorréncia de manchas gémeas, que séo originadas exclusivamente por recombinagio,
nao sendo necessaria a analise dos individuos BH que confirmaria a ocorréncia dessa alteracio.

As laminas foram analisadas sendo registrado o niimero de manchas, os tipos de manchas
mutantes encontradas (simples ou gémeas), o nimero de pélos mutantes existentes em cada mancha
e a posi¢do em que eram encontrados na asa.

Para a analise estatistica deste experimento foi aplicado o teste estatistico descrito por FREI &

WURGLER (1988).

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta a freqiiéncia de manchas mutantes encontradas nos descendentes trans-
heterozigotos dos cruzamentos padrio (ST) e de alta bioativagdo metabolica (HB) tratados com
Peroxido de Hidrogénio nas concentragdes 1mM, SmM, 10mM e 20mM, agua e uretano (10mM). A
tabela apresenta, também, o nimero de células com manchas simples pequenas, manchas simples
grandes, manchas gémeas e o numero total de manchas mutantes.

Os resultados obtidos demonstraram que ndo houve aumento, estatisticamente significativo, nas
frequiéncias de manchas mutantes, quando se compara o controle negativo com as diferentes
concentragdes utilizadas do Peroxido de Hidrogénio nos descendentes trans-heterozigotos do
Cruzamento Padrio (ST).

A concentragdo de 10mM de H,0; induziu um aumento significativo no numero total de manchas e
de manchas simples pequenas nos descendentes MH do Cruzamento de Alta Bioativagdo (HB), quando
comparado ao controle negativo.

No tratamento com o uretano (10mM) observa-se um aumento, estatisticamente significativo, de

manchas simples e total de manchas, nos descendentes do Cruzamento Padrio (ST), quando comparado
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com o controle agua. Nos descendentes do cruzamento de Alta Bioativagio (HB) este aumento foi
observado em todas as categorias de manchas (simples pequenas, simples grandes, gémeas e total) para
0s tratamentos com uretano.

O aumento de manchas gémeas, que indicam recombinagio, ndo foi estatisticamente significativo
em nenhum dos tratamentos com Peroxido de Hidrogénio (H;O, ), como pode ser observado na
Tabela 1.

As Figuras 1 e 2 apresentam as distribuigdes dos tamanhos de manchas simples (pequenas e
grandes) por mosca, dos descendentes MH dos cruzamentos ST e HB, respectivamente, tratados com
H:0; (ImM, 5SmM, 10mM, 20mM), 4gua (controle negativo) e uretano (10mM).

A predomindncia de manchas pequenas simples sobre manchas grandes, visualizada nas
Figuras 1 e 2, indica a ocorréncia de mutagiio nas células dos discos imaginais da larva em estigios
tardios do seu desenvolvimento em um tratamento cronico de 48 horas, estando de acordo com GRAF

etal., (1984) e SPANO et al., (2000).



'€0°0 > D LOUROYIUSIS AP SIDAIN 'SOANEIou sjusweAneoyIuSIs sopejnsar op ogdeieae e eied ogdesrdnnu
Op JOJEJ “ul 'OAISN[OUODUI T ‘0AIR3aU ‘- ‘0ANISOd “+ (8861) IO[FINAA 9 191,] LIOD OPIOJE AP OJNSILISO oommo:mmﬁ*

(€ osi‘t W1)0soo 1(1) 0S0°0 1(12) 0S0°1 0z (Ww0?) O*H
+He) 0s6'T  H0) 0000 1($) 0SZ°0 +H¥€) 00L°1 0z (ANwO1) “O'H
(1€)0ss‘T  W1) 0s0°0 (1) 0S0°0 (62) 0SH'1 0z (Nwg) ©OtH
-(02) 0001  W1)0S00 1(1) 0S0°0 1(81) 006°0 0z (Nw1) ?0'H
HE1T) 05901 H92) 00€°1 +S) 00LT +(EET) 0599 0z (WwiQ1) ouejein
(81) L¥60 (1) €500 (1) €500 (91) Zv8°0 61 (enSe) ajonuo)
mmm Ou-—QE-«NEU
-6)ost'o  0) 0000 (1) 0S0°0 -(8) 00¥°0 0z (Wwoz) “0'H
g1 0s9'0  M1) 0s0‘0 2) 001°0 101) 00$°0 0z (Wwo1) “O*H
-(01)9zs'0 1) €£50°0 (1) €50°0 -(8) 1Z¥°0 61 (Nwg) 20'H
-(F)00z'0  ¥0) 000°0 1(0) 0000 -(¥) 00Z°0 0z (W) 20tH
+9p) 00’z U2 0010 1($) 0S2°0 +H6£) 056°1 0z (Wwq1) oueloin
(z1) 1£9° (0) 000°0 (z) so1‘0 (01) 9250 61 (enBe) ajonuo)
LS ojudmiezni))

=W g=w g=w =W

(sen9o z<) (senj9o z-1) SEOSOA[

[e10 [, SO sojduwis sopuery  sopduwis seuonbog op oJownN ojuduwelel ],

0213S[JISO 0O1ISOUTI(] , (SeyOURW p SoIdWNU) J10d SBYIUBIA]

‘(JNwiQ 1) ouelaIn UdWOS 3 (COTH)OTUISOIPIH 9P OPIX0IdJ WO SOpejen ‘GH @ LS SOIusuLznio
sop 1apsp3ouvyaul vj1ydoso.cy 9p HIN S01051201919Y-SUBI] SIJUIPUIISIP SOU SEPLAISSQO SIJUBINW SEydUBW dp Seroudnbaig ‘| B[eqe],

(

(

e C(

(

= 1



pPODODDD

)

> 9 9

1 D0000030005000902%909%099

1 9009000000099

) )

)

g

e

g8

wn

£

2

w

£

3

L]

2

3 |

o Controle Uretano

s H202 ImM
5 H202 5mM

H202 10mM

0 - H202 20mM

Controle dgua

Figura 1 — Distribuigdo de manchas simples (pequenas e grandes) nos descendentes trans-
heterozigotos do Cruzamento Padréio — ST

Figura 7 Disu;bui(;ﬁo dé manchas simplés (pequenég Ve grrani(riesr)rnos descendentes tfans—
heterozigotos do Cruzamento de Alta Bioativagdo - HB




DISCUSSAO E CONCLUSAQO

Nos descendentes trans-heterozigotos marcados, do Cruzamento Padriio, nio foram observadas
diferengas significativas no numero de manchas mutantes pequenas simples nas concentragdes
utilizadas do Peroxido de Hidrogénio (ImM, SmM, 10mM e 20mM). Este resultado mostra que o
H;0,, nas concentragdes utilizadas ndo induziu uma atividade genotoxica nos descendentes do
Cruzamento Padrio ST.

Ao analisarmos os descendentes do Cruzamento de Alta Bioativagio (HB), constatamos que houve
um aumento progressivo, nas freqiiéncias de manchas pequenas simples nas diferentes concentragdes
de H;0,. Este aumento progressivo sugere uma relagio dose-dependente. Com o aumento da dose para
10mM verifica-se um aumento estatisticamente significativo, nestas freqiéncias de manchas
(Tabela 1). No entanto, na maior concentragio de H,0-» (20mM) ocorreu uma diminui¢io nas
frequéncias de manchas, indicando, uma possivel agdo citotoxica do mesmo. A citotoxicidade leva a
uma redugdo no aparecimento de manchas mutantes (COSTA, 2002).

O Peroxido de Hidrogénio reage rapidamente em contato com a agua e matéria orginica
(PETIGARA et al., 2002). No SMART, as larvas sio mantidas, durante todo o tratamento, em frascos
contendo puré de batatas. E possivel que durante o contato do H,O, com o puré de batatas tenha
ocorrido uma reagio de oxidagdo com esse substrato, diminuindo assim, sua capacidade na indugdo da
genotoxicidade, nas larvas de D. melanogaster. Resultados semelhantes foram verificados por Ferrer et
al., (2002),que constataram mudangas no potencial genotéxico do HO, quando co-administrado com
extratos vegetais. Os autores discutiram a possibilidade de uma reagio quimica entre o agente oxidativo
Peroxido de Hidrogénio e os componentes do extrato vegetal.

O aumento significativo, encontrado nos descendentes do cruzamento de alta bioativagdo, sugere, a
principio, a necessidade de bioativagio do Peroxido de Hidrogénio pelas enzimas citocromo P450. A

aglo das enzimas do citocromo P450 evita efeitos toxicos agudos de agentes quimicos estranhos ao
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organismo de animais, mas resultam em subprodutos oxidantes (HAWCO et. al., 1980 apud CECCHI,
1998). Sendo assim, € possivel que a transformagio, induzida no H,0, pelas enzimas citocromo P450,
tenha resultado em subprodutos genotoxicos.

Os descendentes de ambos os cruzamentos, ST e HB, tratados com o uretano apresentaram
aumentos estatisticamente significativos (P<0,05) nas freqiiéncias de manchas pequenas simples,
quando comparados ao controle negativo. Contudo, o aumento significativo de manchas grandes
simples e gémeas foi constatato apenas nos descendentes do cruzamento de alta bioativagdo — HB
(Tabela 1), como visto, também por COSTA (2002). As manchas gémeas sugerem uma atividade
recombinogénica do agente quimico uretano (GRAF et al, 1984). No entanto, ndo foi observado
aumento significativo de manchas gémeas nos descendentes dos cruzamentos ST e HB nas diferentes
concentragdes de H>O: , o que sugere que este agente oxidante, ndo apresentou atividade
recombinogénica sob as condi¢gdes mencionadas neste experimento.

Os resultados obtidos nesse estudo, em relagdo a agéo genotdxica do HyO», estdo de acordo com a
revisdo feita por CECCHI (1998) que constatou a acdo mutagénica e o potencial citotoxico deste
agente. CECCHI (1998) ressaltou que a quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS), entre essas
o Peroxido de Hidrogénio, originada por processos enddgenos, ¢ evidentemente grande, e desta forma,
fatores preventivos, assim como de reparo, sio criticos para a sobrevivéncia de organismos de vida
aerobica. As enzimas de reparo, que removem os danos oxidativos do DNA, ajudam a impedir o
potencial citotoxico, mutagénico e carcinogénico dessas lesdes.

De acordo com os resultados obtidos, nas condigdes experimentais aqui mencionadas, podemos
concluir que o Perdxido de Hidrogénio (H202) na concentragdo de 10mM é genotdxico para os
descendentes HB quando tratados cronicamente. Dessa maneira, o Peroxido de Hidrogénio (H,0,),
nesta concentragdo, pode ser utilizado como controle positivo, gerador de radicais livres, em
descendentes do Cruzamento de Alta Bioativagdo. Este agente quimico possui um baixo custo, sendo

de facil aquisigdo para experimentos laboratoriais com substincias sequestradoras de radicais livres e
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que requerem controle negativo. Sua utilizagdo pode ser um avango para a pesquisa em termos
econdmicos e de confiabilidade.
No entanto, faz-se necessaria a realizagdo de novos testes com diferentes concentragdes para uma

melhor analise do efeito genotéxico do (H205).
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ABSTRAT: The chemical agent Hidrogen Peroxide (H.0,) is a generator of free radicals that can
cause damage to DNA and to other biological molecules. It is the same as water in its molecular
structure and it is very diffusible within and between cells, Hidrogen Peroxide acts at cellular cicle and
it has capacity of inducting apoptosis from some cells. Considering that Hidrogen Peroxide is a
liberator of free radicals that inducting alterations in the DNA molecule, were used the wing spot test in
D. melanogaster, Somatic Mutation and Recombination Test — SMART to value its genotoxic
potencial. The test permited conclue that Hidrogen Peroxide in the concentration of | OmM is genotoxic

to descendents from High Bioactivation Cross (HB) when treated chronically.

UNITERMS: Hidrogen Peroxide, free radicals, SMART, Drosophila melanogaster

12



