UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS E NATURAIS DO PONTAL
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Recombinacdo homoéloga como a principal resposta ao dano induzido por doxorrubicina em
Drosophila melanogaster

Gustavo Siconello dos Santos

Ituiutaba - MG
Julho de 2018



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS E NATURAIS DO PONTAL
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Recombinacdo homoéloga como a principal resposta ao dano induzido por doxorrubicina em
Drosophila melanogaster

Gustavo Siconello dos Santos

Alexandre Azenha Alves de Rezende

Trabalho de Conclusao de Curso apresentado a
Coordenagdo do Curso de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Uberlandia, para obtencao do
grau de Bacharel em Ciéncias Biologicas.

Ituiutaba - MG
Julho de 2018



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Edna Siconello dos Santos ¢ Belmiro José¢ dos Santos, por, desde sempre, me
incentivarem e apoiarem, pelos ensinamentos e pelas inesqueciveis demonstragdes de amor, por
tantos e tantos momentos que seguem incentivando minha caminhada. Quem imaginaria que alguns
dinossauros me trariam até aqui? Devo-lhes minha vida. Ao meu irmdo, Henrique Siconello dos
Santos, eterno companheiro das discussdes intermindveis, pelo constante incentivo, pelas inimeras
viagens a mundos distantes, aprendizado compartilhado e por demonstrar-me as vantagens de se
comegar pelo modo “Hard”. E a todos os familiares pelo apoio.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Alexandre Azenha Alves de Rezende, pelos ensinamentos,
pelos momentos alegres e descontraidos em meio ao frenesi académico e, principalmente, pela
paciéncia. Imensa gratiddo por ter acreditado em mim e por ter me acolhido enquanto discipulo
cientifico.

Aos demais professores do curso de Ciéncias Bioldgicas, pela contribuicdo na construcao
profissional e pessoal da minha pessoa enquanto futuro bidlogo. O aprendizado por vocés
transmitido possui grandioso valor e ird reverberar enquanto eu viver.

Aos meus amigos de ermos distantes, Julia e Talis, pelo carinho, compreensdo e pacatez.
Nenhum periodo de auséncia jamais serd capaz de erodir meu carinho por vocés. Nossa “party”
sempre estara pronta para a proxima aventura.

A minha irm3 “mais nova”, Larissa Fernandes, por ter sido uma grande companheira
(“Greg” da dupla dinamica) em meio a todos os desesperos, felicidades, angustias e alegrias da vida
académica e pessoal. Pelas trocas de experiéncias e conhecimentos enriquecedores e pelos puxdes
de orelha. Aos meus amigos, Lucas Felipe (Frodo), Felipe Naves (Dilon) e Nathalia Sousa, pelo
grande carinho, companheirismo, extensos debates e trocas de ideias. Foram inimeros momentos
que me marcaram e certamente os relembrarei com imensa ternura. E aos demais amigos que o
periodo de graduagdo me proporcionou € que me auxiliaram direta ou indiretamente na minha
formacao.

A minha namorada, Natalia Oliveira do Nascimento, pelo afeto, compreensdo, amizade,
companheirismo e pelos momentos de intenso convivio e alegria.

A Universidade Federal de Uberlandia pela oportunidade e suporte estrutural que tornaram
possiveis inimeros momentos de aprendizado e crescimento pessoal e profissional.

A banca de avaliadores, Maria Paula Carvalho Naves e ao Cassio Resende de Morais pela
disposicdo, atengdo e valiosa ajuda em minha caminhada enquanto profissional Bidlogo. Essa

certamente ¢ uma etapa de varias outras que estao por vir.



Ao CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolodgico) pela bolsa

concedida.



RESUMO

O cloridrato de doxorrubicina (DXR), denominado comercialmente como adriamicina, ¢ um
agente quimioterapico, utilizado no tratamento de alguns tipos de tumores sélidos. Quando
ministrado, permanece ativo durante todo o processo de divisdo mitdtica e sua agdo citotoxica
advém da conversdo do anel de quinona em semiquinona, interagindo e danificando enzimas, tal
como as topoisomerases, principalmente a do tipo II. Esta, quando inibida, impede a religagdo da
dupla fita de DNA, provocando lesdes que podem levar a apoptose, processo carcinogénico ou ser
passiveis de reparo. Assim, foi analisado o potencial toéxico e recombinogénico relacionados a
diferentes concentracdes do DXR (0,1; 0,2; 0,4; 0,8 ¢ 1,0 mM), em larvas de 72 + 4h de D.
melanogaster obtidas através dos dois cruzamentos realizados para o SMART (Somatic Mutation
And Recombination Test). Cruzamento padrdo (ST) - com niveis basais de metabolizacdo — e o de
alta bioativacdo (HB), com elevados niveis de citocromo P450 (CYP450). O teste de sobrevivéncia
demonstrou que, as concentragdes de 0,8 e 1,0 mM foram tdxicas tanto no ST quanto noHB, quando
comparadas ao controle negativo, além disso, no cruzamento HB, a concentragdo de 0,4 mM
também foi toxica. Com base nos resultados obtidos € possivel inferir que a maior taxa de
mortalidade dos individuos do cruzamento HB, pode estar relacionada ao fato de possuirem maiores
niveis de expressdo de CYP450, pois a interagdo do DXR com esse complexo enzimatico esta
relacionada ao aumento da geragdo de radicais livres, promovendo maior toxicidade e consequente
mortalidade. A avalia¢do recombinogénica revelou que, para os individuos advindos do cruzamento
ST, a concentragdo de 0,1 mM resultou em 75,3% de manchas induzidas por recombinacdo, a
concentracao de 0,2 mM foi de 82,8% e a de 0,4 mM foi de 84,9%. Para a concentra¢ao de 0,1 mM
do cruzamento HB a taxa foi de 88,23% e para as concentragdes 0,2 ¢ 0,4 mM foi, respectivamente,
de 86,60%, 96,24%. Diante do acima exposto, pode-se inferir que o dano celular induzido por DXR
¢ reparado preferencialmente por recombinagdo homologa (RH), ja que este mecanismo pode levar
a perda da heterozigose, aumentando a frequéncia de manchas mutantes nas asas de D.
melanogaster e que, por outro lado, o aumento de RH esta relacionado o aumento da taxa de

sobrevivéncia em ambos 0Ss cruzamentos.

Palavras chave: Reparo do DNA; dano do DNA; doxorrubicina; SMART;



ABSTRACT

Doxorubicin hydrochloride (DXR), commercially known as adriamycin, is a chemotherapeutic
agent used in the treatment of some types of solid tumors. When administered, it remains active
throughout mitotic division and its cytotoxic action comes from the conversion of quinone ring into
semiquinone, interacting and damaging enzymes, especially topoisomerase II. This, when inhibited,
prevents the re-ligation of the double strands of DNA, provoking leasions that may lead to an
apoptosis, carcinogenic process or may be amenable to repair. Thus, the toxic and recombinogenic
potential of different concentrations of DXR (0.1, 0.2, 0.4, 0.8 and 1.0 mM) in 72 + 4h larvae of D.
melanogaster, obtained through the crosses used at SMART (Somatic Mutation and Recombination
Test), originated from Standard Cross (ST) - with basal levels of metabolism - and High
Bioactivation (HB), with high cytochrome P450 (CYP450) levels. Survival tests demonstrated that,
concentrations of 0.8 and 1.0 mM were toxic in ST and HB crosses, when compared to the negative
control, however, in the HB cross, the concentration of 0.4 mM was also toxic. Based on the results
obtained it is possible to infer that the greater mortality of individuals in the HB cross, may be
related to the fact that they have a higher expression of CYP450 levels, due to the interaction
between DXR with this enzyme complex, is associated with the increased production of free
radicals, promoting greater toxicity and consequent mortality. The recombinogenic evaluation
revealed that, in individuals from ST cross, the concentration of 0.1 mM results in 75.3%
recombination-induced spots. At the concentration of 0.2 mM, it was 82.8% and at a concentration
of 0.4 mM it was 84.9%. The concentration of 0.1 mM was 88.23% and for the 0.2 and 0.4 mM
concentrations, were, respectively, 86.60%, 96.24%. In view of the foregoing, it can be inferred
that the response to DXR-induced cell damage is preferentially repaired by homologous
recombination (HR), since that mechanism may lead to loss of heterozygosity, increasing the
frequency of mutant spots in the wings of D. melanogaster and, on the other hand, the increase in

HR is related to survival rate increase in both crosses.

Keywords: DNA repair; DNA damage; doxorubicin; SMART
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1. INTRODUCAO

Considerado a segunda maior causa de mortalidade no mundo, o cancer, tem sido alvo de
intensos estudos e pesquisas com a finalidade de encontrar melhores meios de prevengao e
tratamento (Lowy, Collins, 2016; Fitzmaurice et al.,, 2017). Pesquisas indicam aumento
significativo em sua incidéncia, cerca de 33% entre os periodos de 2005 e 2015, sendo estimados
aproximadamente 17,5 milhdes de casos no ano de 2015 (Fitzmaurice et al., 2017). Uma série de
quimioterapicos tem sido utilizada no combate ao cancer, sendo as antraciclinas uma das classes
destes medicamentos.

As antraciclinas, antibidticos naturais inicialmente isolados da bactéria Streptomyces
peucetius na década de 60, configuram uma classe de medicamentos que contam atualmente com
mais de 2000 derivados. Dentre os quimioterapicos desta classe destaca-se o cloridrato de
doxorrubicina (DXR) (Corte’s-Funes, Coronado, 2007; Carvalho et al., 2009). O DXR, também
conhecido como adriamicina (Rocha et al., 2001), é amplamente utilizado em tratamentos
oncoldgicos devido ao seu amplo espectro de agdo antitumoral, possuindo agdes citotdxicas contra
inimeras variedades de canceres, tais como os de pulmao, mama, ovario e gastrico (Corte’s-Funes,
Coronado, 2007; Borilev et al., 2018).

Assim como os demais compostos da classe das antraciclinas, 0o DXR contém uma estrutura
aromatica plana tetraciclica (aglicona) ligada a um amino-acicar (daunosamina) por ligacao
glicosidica (Carvalho et al., 2009; Borilev et al., 2018). Possui diversos meios de agdo citotdxica e
um deles em virtude da atuagdo do radical semiquinona, derivado da redugdo quimica do anel de
quinona por uma série de oxidoredutases celular, podendo provocar reagdes de oxido-redugdo
(Hardman et al., 2002). O DXR liga-se, entdo, covalentemente a enzimas responsaveis pela
replicacdo do DNA, além de intercalar-se no mesmo (Carvalho et al., 2009). Sua aplica¢do afeta,
principalmente, tecidos de 1épida proliferagdo, tais como os foliculos pilosos, tumorais e da medula
Ossea, e permanece ativo durante todo o periodo de divisdo mitotica, provocando lesdes no DNA e
levando a apoptose (Hardman et al., 2002).

IMAGEM DXR

Além disso, interfere na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, reagindo com
oxigénio molecular e induzindo aumento nas taxas de liberacdo de radicais livres, levando a lesdes
em diversas biomoléculas celulares (Zhou et al., 2001). A elevada concentracdo de radicais livres
relaciona-se diretamente com o desenvolvimento de cardiomiopatias, uma vez que o DXR induz,

por diferentes vias, a cardiotoxicidade dependendo da dose ministrada, tempo de tratamento, bem



como variaveis envolvendo satde e habitos de vida do paciente, limitando seu uso clinico (Tan et
al., 2010; Carvalho et al., 2013).

Ainda, o DXR pode interferir no ciclo catalitico da enzima topoisomerase II (topo II) e na
estabilizacao do complexo topo II — DNA apds a clivagem da dupla fita, acarretando em lesdes ao
logo do material genético (Osheroff et al., 1991; Borilev et al., 2018). Essa enzima ¢ essencial na
regulagdo topologica do DNA, pois atua na manutengao estrutural dos cromossomos, na replicagao,
transcri¢do e demais vias metabolicas da célula. Além disso, desempenha importante papel durante
a replicagao do DNA aliviando a tensdo acumulada devido a hiperespiralizacao a frente da forquilha
de replicagcdo. Desse modo, a topo II secciona a dupla fita, religando-a em sequéncia (Osheroff et
al., 1991; Baguley, Ferguson, 1998).

Mutagdes génicas, eventos recombinogénicos e aberragdes cromossdmicas induzidas por
agentes quimicos, se sucedem pelas mais diversas interacdes. Mecanismos evolutivos selecionaram,
ao longo do tempo, sistemas de reparo do DNA que atendem, de modo geral, as lesdes no material
genético induzidas ou ndo (Costa & Menk, 2000; Friedberg, 2003). Um desses mecanismos
responsaveis pelo reparo de quebras bifilamentares é a recombinacdo homoéloga (RH), de elevada
importincia na instalacdo de eventos mutagénicos e recombinogénicos. A atividade enzimaética do
processo de RH baseia-se na copia da sequéncia de nucleotideos do cromossomo homoélogo nao
lesionado, utilizando-a para reparar o cromossomo lesionado. Porém, desse modo, ha probabilidade
de marcadores genéticos entrarem em homozigose, passando a expressar fendtipos ou condigdes
exclusivas de marcadores recessivos (Graf et al., 1984; Friedberg, 2003).

Desenvolvido em 1984, o SMART (Somatic Mutation And Recombination Test) ¢
amplamente utilizado para avaliar o potencial genotdxico de compostos mutagénicos de acdo direta
ou indireta, cuja agdo mutagénica pode ser ativada ou intensificada pelo metabolismo da D.
melanogaster, dependendo do periodo de meia vida dos mesmos. (Graf et al, 1984). Assim, a
utilizacdo de modelos animais, de modo a simular o desenvolvimento e progressdo de condi¢des
humanas, € extensamente explorada. Devido as inimeras similaridades do arcabouco genético da
Drosophila melanogaster em comparagdo com os seres humanos, a torna alvo de variados estudos
(Kim et al., 2011; Naves et al., 2018; Morais et al., 2018). Seu curto ciclo de vida, facil
manipulacdo em laboratorio, caracteristicas genéticas bem conhecidas e um metabolismo passivel
de ativar diferentes xenobioticos, demonstram a sensibilidade da D. melanogaster em analises
toxicoldgicas, tal como no SMART (Graf et al., 1984; Wilson-Sanders, 2014).

Embora a RH seja indutora de recombinagdo mitdtica, mutagdo, recombinagdo ndo-
homoéloga e delegdes, também podem levar a perda de heterozigose. Nesse sentido, o DXR,
enquanto eficiente agente mutagénico e recombinogénico, se torna excelente objeto de estudo em

virtude de sua elevada utilizag¢ao clinica como antineoplasico e de suas diversas vias de atua¢ao no
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organismo, induzindo, principalmente, citotoxicidade cardiaca como efeito colateral (Graf et al.,
1984; Carvalho et al., 2009). Incrementar, melhorar ou alterar seu uso para se alcancar melhores
resultados no tratamento ¢ de grande relevancia e importancia médica e, para tanto, ¢
imprescindivel compreender suas caracteristicas.

Este estudo teve o propdsito de analisar e demonstrar os efeitos genotoxicos do DXR, bem
como quantificar a contribui¢do da recombina¢do homologa para cada concentragdo testada e

relaciona-las com as taxas de sobrevivéncia, por meio do SMART de asa em D. melanogaster.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Compostos Quimicos e Meio de Cultura

O Cloridrato de Doxorrubicina (DXR) foi adquirido da Pfizer do Brasil Lote: SPL5111,
CAS: 31677-93-7. Uretano 10 mM (Etil-carbamato — CAS: 51-79-6, Buchs, Suica), foi utilizado
como controle positivo e agua ultra pura (18.2 MQ), obtida do sistema MilliQ (Millipore,
Vimodrone, Milan, Itilia) foi usada como controle negativo. O Puré de batata em flocos, utilizado
como meio de cultura alternativo, foi obtido da Yoki Alimentos S.A. — Sdo Bernardo do Campo,

SP, Brasil. Todas as solugdes foram preparadas no momento de uso.
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Figura 1. Estrutura quimica da Doxorrubicina. A: Anel quinona; B: Amino-agucar e C:

Por¢ao quinona. (Fonte: Singal, P. K. et al., 2000, com modificagdes)
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2.2 Teste de Mutaciao e Recombinac¢ido Somatica (SMART) em Drosophila

melanogaster

2.2.1 Linhagens de Drosophila

Trés linhagens diferentes de moscas foram utilizadas: (i) machos mwh (mwh/mwh); (i1) fé-
meas fIr¥ (fIF/In(3LR)TM3, ri pp sep 1(3)894a bx’* e Bd’); e (i) fémeas ORR;fI/
(ORR:fIr3/In(3LR)TM3, ri pp sep 1(3)89A4a bx’* e Bd®). Essas linhagens mutantes foram cedidas
pelo Prof. Dr. Ulrich Graf, do Instituto de Toxicologia, ETH, da Universidade de Ziirich
(Schwerzenbach, Suica). As linhagens mutantes foram mantidas em estufa B.O.D (Biologic Oxigen
Demand) (Tecnal — Equipamentos para Laboratorios Ltda., Piracicaba, SP), com fotoperiodo de 12

horas claro/escuro e temperatura de 25 + 1°C.

2.2.2 Cruzamentos e Tratamentos
Foram realizados dois cruzamentos: 1] padrao (Standard cross — ST), que utiliza machos

mwh e fémeas virgens ﬂr3 (Graf et al., 1989); e 2] alta bioativagdo metabolica (High Bioactivation
cross — HB), que utiliza machos mwh e fémeas ORR; ﬂr3 (Graf, Van Schaik, 1992), caracterizado
por elevados niveis de expressdo de enzimas do complexo enzimatico citocromo P450. Ambos os
cruzamentos (ST e HB) produzem dois tipos de descendentes: moscas trans-heterozigotas marcadas
(MH — mwh +/+ﬂr3) e moscas heterozigotas balanceadas (BH — mwh +/+TM3,Bd").

Larvas de terceiro estadgio (72 + 4h), provenientes dos dois cruzamentos, foram submetidas a
tratamento cronico (aproximadamente 48h) com diferentes concentragdes de DXR (0,1; 0,2; 0,4; 0,8
ou 1,0 mM). As concentracdes escolhidas apds ensaio de sobrevivéncia foram aquelas que nao
alteraram significativamente as taxas de sobrevivéncia quando comparadas ao controle negativo,
para o DXR foi: 0,1; 0,2; 0,4 mM.

Os tratamentos (sobrevivéncia € SMART) foram realizados em frascos contendo 1,5 g de
meio de cultura alternativo (puré de batata instantdneo, Yoki Hikari®), hidratados com 5 mL de
cada concentragdo testada. Agua ultra pura foi utilizada como controle negativo e como controle

positivo utilizou-se Uretano 10 mM. Todos os tratamentos foram realizados em duplicata.

2.2.3 Preparacao e Analise das Laminas
Os adultos emergentes apds o tratamento foram coletados e armazenados em frascos

contendo etanol 70%. As asas foram retiradas com auxilio de pincas entomoldgicas e de um
estereomicroscopio, e alinhadas sobre uma lamina de vidro, sendo 5 pares de asas de fémeas na

parte superior € 5 pares de asas de machos na porcao inferior. Para adesdo da laminula a lamina,
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foram utilizados solu¢ao de Faure (30 g de goma ardbica, 20 mL de glicerol, 50 g de hidrato cloral e
50 mL de 4gua) e pesos de metal. As laminas foram analisadas em microscopio Optico de luz com

aumento de 400X.

2.2.4 Analise Estatistica
Para avaliagdo do potencial mutagénico e carcinogénico das diferentes concentragdes de

DXR, a frequéncia de manchas obtidas em cada série de tratamento foi comparada com o controle
negativo. Para tanto, foi utilizado o teste binomial condicional de Kastembaum ¢ Bowman (1970),
seguindo o procedimento de decisdes multiplas de acordo com Frei e Wiirgler (1988) que ¢ aplicado
sobre duas hipoteses e permite a obtencao de quatro diagnosticos estatisticos.

Na hipétese nula (HO), ¢ determinado que n3o ha diferenca na frequéncia de manchas
induzidas nos dois grupos e na hipotese alternativa (HA) ¢ colocado um fator multiplicador (m), em
que se afirma que um dos grupos apresenta uma frequéncia de manchas m vezes maior ou menor do
que o outro. Como as manchas simples pequenas podem apresentar alta frequéncia espontanea, o
valor multiplicador m ¢ fixado em 2. Para as manchas simples grandes e g€meas, na qual
apresentam uma frequéncia espontanea baixa, o m ¢ estabelecido em 5 (Andrade et al., 2004).

Cada hipdtese ¢ testada para um nivel de significancia de 5%, sendo quatro as decisoes
possiveis: 1) inconclusivo (i): sdo aceitas ambas as hipdteses e como elas ndo podem ser
simultaneamente verdadeiras, nenhuma conclusdo pode ser tomada; 2) negativo (-): aceita HO e
rejeita HA; 3) positivo (+): rejeita HO e aceita HA e 4) fraco-positivo (f+): sdo rejeitadas ambas as
hipoteses.

Com o objetivo de confirmar os resultados positivos e excluir os outliers foi efetuado o teste
U de Wilcoxon, Mann e Whitney (Frei e Wiirgler, 1995).

Com base nas frequéncias de indugdo de clone por 10° células, a atividade recombinogénica
¢ calculada como: frequéncia de mutagdo (FM) = frequéncia de clones em moscas BH / frequéncia
de clones em moscas MH; frequéncia de recombinagdao (FR) = 1 - FM. Frequéncia do total de
manchas (FT) = total de manchas observadas em moscas MH / nimero de moscas (Sinigaglia et al.,
2006). Comparagdes estatisticas de taxas de sobrevivéncia foram realizadas por meio do teste do X*
para proporgdes, para amostras independentes. No teste de sobrevivéncia 20 individuos foram
analisados para as concentracdes de 0,1; 0,2 e 0,4 mM e 40 individuos foram analisados para o

controle negativo e positivo.
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3. RESULTADOS

Neste estudo foram analisados o potencial mutagénico e recombinogénico do Cloridrato de
Doxorrubicina (DXR) por meio do Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) em células
somaticas da asa de Drosophila melanogaster. Foram avaliadas as seguintes concentragdes: 0,1;
0,2; 0,4; 0,8 ou 1,0 mM, tanto no Cruzamento Padrao (ST) como no Cruzamento de Alta-
Bioativacdo (HB). De acordo com os procedimentos experimentais utilizados, os testes de
sobrevivéncia demonstraram que, as concentracdes de 0,8 e 1,0 mM foram toxicas (Figura 2 A),
diminuindo significativamente (p<0,05) a taxa de sobrevivéncia dos individuos do Cruzamento ST.
Este resultado pode ser observado tanto para o cruzamento ST (Figura 2 A), quanto para o HB
(Figura 2 B), porém, neste ultimo, a concentraciao de 0,4 mM também diminuiu significativamente
a taxa de sobrevivéncia. Portanto, foram escolhidas apenas as concentragdes subtdxicas para analise

por meio do SMART.
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Figura 2 — Taxa de Sobrevivéncia (%) dos individuos dos cruzamentos ST (A) e HB (B)
tratados com diferentes concentragdes de DXR. * Concentragdes com diminuicao significativa na
taxa de sobreviventes (p<0,05).



Os resultados obtidos na analise dos descendentes MH oriundos do cruzamento ST, tratados
com DXR (0,1; 0,2 ou 0,4 mM), com agua ultrapura (controle negativo) e Uretano (10 mM) como
controle positivo, estdo apresentados na Tabela 1. Os numeros de manchas mutantes simples
pequenas (MSP), simples grandes (MSG), gémeas (MG) e o total de manchas (TM) observadas nos
individuos tratados com DXR, independentemente da concentragdo, diferiram significativamente
(»<0,05) quando comparados com os numeros de manchas mutantes encontrados no controle
negativo.

As frequéncias de mutagdes observadas no controle negativo e no controle positivo, para
ambos os cruzamentos, estdo de acordo com aquelas obtidas por outros autores com o SMART de
asa em D. melanogaster (Naves et al., 2018; Morais et al., 2018). O Uretano, composto
reconhecidamente genotoxico, demonstrou-se majoritariamente mutagénico para D. melanogaster
em ambos os cruzamentos, ST e HB (Tabela 1 e 2). Em virtude da metabolizacdo pela via
citocromo P450, o uretano (Etil Carbamato) pode ser convertido vinil carbamato, composto com
maior genotoxicidade, resultando em um numero elevado de manchas mutantes induzidas nos
individuos do cruzamento HB (Tabela 2). Maior acdo genotoxica do Uretano, portanto, segundo
estudos prévios, ¢ dependente de sua ativacdo metabolica em D. melanogaster, diferindo do DXR,
que ¢ predominantemente recombinogénico (Frei et al., 1990; Lehmann et al., 2003).

Os resultados obtidos na analise dos descendentes BH do cruzamento ST, estdo apresentados
na Tabela 1. As frequéncias de manchas mutantes registradas nos descendentes BH, tratados com
as diferentes concentracdes de DXR, diferiram estatisticamente do controle negativo, com exce¢ao
de manchas simples grandes tratadas com 0,1 mM de DXR. Os descendentes BH possuem
multiplas inversdes no cromossomo balanceador TM3, inviabilizando eventos decorrentes de
recombinac¢do. Assim, comparando-se as frequéncias de manchas observadas nos descendentes MH
(devidas a mutagdo, aberracdo e recombina¢do), com as frequéncias de manchas observadas nos
descendentes BH (devidas somente a mutacdo e aberrag¢do), € possivel estimar a contribuicdo de
recombinagdo no total de manchas mutantes induzidas.

A contribui¢do da taxa de recombinagdo para a frequéncia total de manchas induzidas e taxa
de sobrevivéncia nos individuos do cruzamento ST esta representada na Tabela 1 e na Figura 4 A
respectivamente. Comparando-se as frequéncias de manchas observadas nos descendentes MH e
BH do cruzamento ST, tratados com DXR, verifica-se para a concentracdo de 0,1 mM que
aproximadamente 75,3% das manchas foram induzidas por recombinagdo. J4 para a concentracao

de 0,2 mM foi de 82,8% e para a concentragio de 0,4 mM foi de 84,9%.
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Os resultados obtidos da analise dos individuos MH provenientes do cruzamento HB, tratados
com diferentes concentragdes de DXR (0,1; 0,2 ou 0,4 mM), Agua Milli-Q (controle negativo) e
Uretano (10 mM) como controle positivo, estdo apresentados na Tabela 2. Os numeros de MSP,
MSG, MG e TM observados nos individuos tratados com DXR, independentemente da
concentragdo, diferiram significativamente (p<0,05) quando comparados aos resultados encontrados

no controle negativo.
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Tabela 1. Resultados obtidos com o Teste de Mutagdo ¢ Recombina¢ao Somatica (SMART) em células da asa de Drosophila melanogaster, com os

descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH) do cruzamento padrdo (ST), tratados com Agua ultra pura e
Uretano (controles negativo e positivo, respectivamente) e diferentes concentragdes de DXR.

Manchas por Individuo (no. de manchas) diag. estatistico®

Frequéncia de formacio de clones/10

Genotipos e N°de MSP MSG MG ™ Total células*

Concentracao Indiv. (1-2 cells)b 2 cells)b manchas Recombinagio

(mM) (N) m=2 m=5 m=5 m=2 mwh® Observado Controle Corrigido (%)
()

mwh/flr?

Contr. Neg. 40 0,45 (18) 0,05 (02) 0,00 (00) 0,50 (20) 18 00,922

URE 10 40 2,13 (85) + 0,23 (09) + 0,10 (04) i 2,45 (98) + 92 04,713 03,791 06,752

DXR 0,1 20 1,60 (32) + 3,15 (63) + 4,05 (81) + 8,80 (176) + 171 17,520 16,598 75,304

DXR 0,2 20 1,95 (39) + 4,30 (86) + 4,05 (81) + 10,30 (206) + 201 20,520 19,598 82,748

DXR 0,4 20 1,25 (25) + 4,85 (97) + 6,50 (130) + 12.60 (252) + 240 24,590 23,668 84,848

mwh/TM3, Bd*

Contr. Neg. 40 0,30 (12) 0,05 (02) ¢ 0,35 (14) 14 0,717

URE 10 40 2,03 (81) + 0,05 (02) i 2,08 (83) + 83 4,252 3.535

DXR 0,1 20 2,35 (47) + 0,00 (00) i 2,35 (47) + 47 4,816 4,099

DXR 0,2 20 1,40 (28) + 0,25 (05) + 1,65 (33) + 33 3,381 2,664

DXR 0,4 20 1,25 (25) + 0,85 (17) + 2,10 (42) + 42 4,303 3,586

Moscas trans-heterozigotas marcadas (mwh/flr®) e heterozigotas balanceadas (mwh/TM3) foram avaliadas.

* Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988; 1995), para comparagdo com o controle negativo: -, negativo; i, inconclusivo; +, positivo (P<0.05).
® Incluindo raras manchas simples /7.

¢ Considerando clones mwh de manchas simples mwh e gémeas.

d Frequéncia de formacdo de clones: clones/moscas/48.800 células (sem corre¢do de tamanho).

¢ Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 ndo contém o gene flr’.
MSP: Manchas simples pequenas; MSG: Manchas simples grandes; MG: Manchas gémeas; TM: Total de manchas.
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Figura 3. Contribui¢do de mutacdo e recombinagdo (%) para a frequéncia total de manchas
observadas nos individuos MH do (A) cruzamento ST e (B) cruzamento HB, tratados com Uretano
(10 mM) e DXR (0,1; 0,2 ou 0,4 mM).
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Tabela 2. Resultados obtidos com o Teste de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART) em células da asa de Drosophila melanogaster, com os
descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH) do cruzamento de alta bioativacao (HB), tratados com Agua ultra
pura e Uretano (controles negativo e positivo, respectivamente) e diferentes concentragdes de DXR.

Manchas por Individuo (no. de manchas) diag. estatistico”

Frequéncia de formacio de clones/10°

Genotipos e N°de MSP MSG MG ™ Total células

Concentracao Indiv. (1-2 cells)b 2 cells)b manchas Recombinagio
(mM) (N) m=2 m=>5 m=>5 m=2 mwh® Observado Controle Corrigido (%)

(n)

mwh/flr?

Contr. Neg. 40 0,58 (23) 0,03 (01) 0,03 (01) 0,63 (25) 24 1,229

URE 10 40 9,33 (373) + 0,75 (30) + 1,20 (48) + 11,28 (451) + 437 24,231 23,002 21,15
DXR 0,1 20 2,65 (53) + 2,40 (48) + 3,60 (72) + 8,65 (173) + 165 16,906 15,677 88,23
DXR 0,2 20 2,75 (55) + 4,15 (83) + 4,85(97) + 11,75 (235) + 221 22,643 21,414 86,60
DXR 0,4 20 5,00 (100) + 9,55 (191) + 16,05 (321) + 30,60 (612) + 584 59,836 58,607 96,24
mwh/TM3, Bd*

Contr. Neg. 40 0,75 (30) 0,00 (00) ¢ 0,75 (30) 30 1,536

URE 10 40 9,43 (377) + 0,18 (07) i 9,60 (384) + 384 19,672 18,136

DXR 0,1 20 1,55 (31) + 0,10 (02) i 1,65 (33) + 33 3,381 1,845

DXR 0,2 20 1,90 (38) + 0,25 (05) + 2,15 (43) + 43 4,405 2,869

DXR 0,4 20 1,25 (25) + 0,85 (17) + 2,10 (42) + 42 2,1 0,564

Moscas trans-heterozigotas marcadas (mwh/fIr®) e heterozigotas balanceadas (mwh/TM3) foram avaliadas.
* Diagnostico estatitico de acordo com Frei e Wiirgler (1988; 1995), para comparagdo com o controle negativo: -, negativo; i, inconclusivo; +, positivo (P<0.05).
® Incluindo raras manchas simples /7.

¢ Considerando clones mwh de manchas simples mwh e gémeas.

4 Frequéncia de formagdo de clones: clones/moscas/48.800 células (sem corregdo de tamanho).

¢ Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 néo contém o gene flr’.
MSP: Manchas simples pequenas; MSG: Manchas simples grandes; MG: Manchas gémeas; TM: Total de manchas.
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Os resultados obtidos na analise dos descendentes BH do cruzamento HB, estdo apresentados
na Tabela 2. As frequéncias de manchas mutantes registradas nos descendentes BH, tratados com
diferentes concentracdes de DXR, diferiram estatisticamente (»<0,05) do controle negativo. Diante
do observado, houve aumento na frequéncia de recombinacdo de acordo com o aumento das
concentragdes testadas para os individuos tratados com DXR de ambos os cruzamentos, ST e HB. A
taxa de recombinacdo no cruzamento HB foi de aproximadamente 88,23%, 86,60%, 96,24%, para
as concentragdes 0,1; 0,2 e 0,4 mM, respectivamente. A contribui¢ao da taxa de recombinacao para
a frequéncia total de manchas induzidas e taxa de sobrevivéncia nos individuos do cruzamento HB

estd representada na Tabela 2 e na Figura 4 B respectivamente.
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Figura 4. Relacdo entre frequéncia de recombinagdo (%) e taxa de sobrevivéncia observada

nos individuos MH do (A) cruzamento ST e (B) cruzamento HB, tratados com Uretano (10 mM) e
DXR (0,1; 0,2 ou 0,4 mM).
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Comparando-se ambos os valores verificou-se decréscimo da taxa de sobrevivéncia com o
aumento da concentracdo do DXR, evidenciando proporcionalidade inversa. Ou seja, aumento na
concentragdo de DXR ¢ diretamente relacionada com aumento da taxa de recombinacio,
principalmente devido ao aumento da homozigose de alelos recessivos, e perda da dominancia dos
alelos selvagens, fixados no DNA em virtude do processo de RH, desencadeado pela resposta

celular ao dano.

4. DISCUSSAO

Para a avaliagdo dos efeitos mutagénicos e/ou carcinogénicos de substancias quimicas,
fisicas ou biologicas, diferentes organismos e sistemas-teste podem ser empregados (Fonseca,
Pereira, 2004). D. melanogaster, conhecida popularmente como “mosca da fruta”, ¢ um organismo
teste muito versatil e ¢ amplamente utilizado em pesquisas cientificas nos mais diferentes campos
da ciéncia (Kim et al., 2011).

A Drosophotoxicologia engloba uma série de metodologias relacionadas ao uso da D.
melanogaster como organismo de escolha em estudos toxicologicos, por oferecer importantes
vantagens (Lombardot et al., 2015; Chifiriuc et al., 2016). Além disso, a Drosophila é um
organismo genético bem estudado para o entendimento dos mecanismos moleculares de doencas
humanas. Aproximadamente 75% de genes causadores de doencas em humanos possuem
homologos funcionais na Drosophila (Pandey, Nichols, 2011).

O processo de replicagdo do material genético ocorre com elevada velocidade e acurécia,
mantendo a integridade do DNA. Porém, ¢ reconhecida a importancia da existéncia de uma taxa de
tolerdncia e manutencdo de eventos mutagénicos, inclusive como matéria prima para a evolugdo
bioldgica dos seres vivos (Haldane 1933; Branzei, Szakal, 2016). Tais eventos mutagénicos podem
originar-se de diversas vias, podendo resultar em aneuploidias, aberragdes cromossdmicas € morte
celular, e o Somatic Mutation And Recombination Test (SMART) apresenta versatilidade e
sensibilidade enquanto método de analise. Nesse sentido, o uso da D. melanogaster garante
vantagem na avaliacdo de processos genotoxicos e sua correlagdo com compostos mutagénicos e
recombinogénicos, bem como a ativacdo de xenobioticos pelo metabolismo do organismo modelo,
devido a possibilidade de preservagao do tecido a ser analisado (Graf et al, 1984; Frei, Wiirgler,
1992).

De acordo com os testes de sobrevivéncia realizados, as concentracdes de 1,0 ¢ 0,8 mM
foram toxicas para os individuos dos cruzamentos ST e HB (Figura 2 A e Figura 2 B). Acredita-se

que, em virtude da elevada expressividade da via citocromo P450 dos individuos do cruzamento
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HB, haja maior biotransformagdo do DXR via oxido-redu¢do, mesmo por que o DXR ¢
metabolizado, principalmente, no figado em humanos (Fu, 2003). A conversdo do anel de quinona
em semiquinona, ¢ sua reoxidacdo, além de sua interagdo com a cadeia transportadora de elétrons
da mitocondria, aumenta a concentracdo de radicais livres, responsaveis pela citotoxicidade
(Carvalho et al, 2009).

As taxas de sobrevivéncia apresentaram uma relacdo inversamente proporcional com o
aumento da concentracdo de DXR. Por outro lado, o nimero de manchas mutantes esta diretamente
relacionada com o aumento das concentragdes de DXR, em ambos os cruzamentos (Tabelas 1 ¢ 2).
Todas as classes de manchas, nos individuos MH dos cruzamentos ST e HB, diferiram
estatisticamente (p<0,05) do controle negativo. Resultados semelhantes foram verificados por
Lehmann e colaboradores (2003). As taxas de sobrevivéncia dos controles (Figuras 1A e 1B),
negativo (Agua MilliQ) e positivo (Uretano 10 mM) condizem com estudos prévios (Naves et al.,
2018; Morais et al., 2018).

O Cloridrato de Doxorrubicina surgiu como um quimioterapico promissor em 1960 (Singal,
Iliskovic, 1998) e ainda ¢ utilizado no tratamento de diversos tumores (Smith et al., 2010). Devido
a sua estrutura singular, o DXR ¢ altamente lipofilico e sua meia-vida ¢ relativamente longa no
organismo (Singal, Iliskovic, 1998).

Existem dois mecanismos fundamentais de acdo do DXR: inducdo de danos ao DNA ¢
producdo de radicais livres (Granados-Principal et al., 2010). Um dos mecanismos propostos é a
interacdo do DXR com a enzima Topoisomerase Il a qual controla a topologia das regides super
espiralizadas do DNA (Islaih et al., 2005). Sendo assim, organismos tratados com DXR tem o
procedimento de re-ligacdo das duplas fitas seccionadas pela Topoisomerase Il impedida pelo
quimioterapico, causando lesdes permanentes a molécula do DNA (Minotti et al., 2004; Filyak et
al., 2007).

Em D. melanogaster o DXR ¢ notoriamente reconhecido como composto genotoxico e os
danos sdo reparados, preferencialmente por recombinacdo homologa (Lehmann et al., 2003;
Valadares et al., 2008; Rezende et al., 2009; 2011).

O teste SMART fundamenta se na premissa que, durante a diferenciacdo das células dos
discos imaginais nas larvas, a perda da heterozigose de um dos marcadores (mwh ou fIr?) leva a
instalagdo da mutacdo que resulta no fendtipo dos pelos mutantes (multiple wing hairs ou flare)
(Grafet al., 1984).

Os resultados apresentados nas Figuras 1A e 1B, Tabelas 1 e 2 sugerem que, apos
metabolizado via citocromo P450, os metabdlitos do DXR passam a causar mais danos. Visando
quantificar a contribui¢do de eventos recombinogé€nicos € mutagénicos na frequéncia total de

manchas mutantes observadas em individuos de ambos os cruzamentos, os individuos heterozigoto
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balanceados (BH) foram analisados e a frequéncia de manchas mutantes com pelos mwh foram
comparadas com a frequéncia de manchas mutantes com pelos mwh dos individuos MH (Frei,
Wiirgler, 1995).

Quando calculada as taxas de recombinacao, pdde-se perceber que o dano induzido pelo
DXR ¢ majoritariamente de origem recombinogénica (Figuras 2A ¢ 2B). A elevada taxa de
recombinacao mitotica se da em virtude da interagdo do DXR com a enzima Topoisomerase II, pois
ao impedir a enzima de realizar sua fun¢do de regular a topologia do DNA em processos de
transcricdo e replica¢do, pode induzir a quebra bifilamentar do material genético (Osheroff et al.,
1991).

Em resposta ao dano celular, a recombinagdo homoéloga (RH), um dos diversos mecanismos
de reparo do material genético, utiliza a informac¢ao do cromossomo homdlogo ndo lesionado para
sintetizar uma nova fita e reparar a quebra bifilamentar do cromossomo lesionado. Este mecanismo,
por sua vez, pode levar a perda de heterozigose, fato evidenciado pela observa¢do das manchas
mutantes nas asas de D. melanogaster, e, embora sua fungdo seja reparar o DNA, seu mecanismo de
recombinacao pode induzir processos carcinogénicos (Friedberg, 2003; Branzei, Szakal, 2016).

O mecanismo de reparo por RH pode ser encontrado em diferentes organismos. Esse
mecanismo possui papel primordial na manutengdo da estabilidade genomica e estd intimamente
relacionado as quebras cromossdmicas (Heyer, 2007; 2010). Assim, o aumento do processo
recombinogénico parece estar diretamente relacionado com a diminui¢do da taxa de sobrevivéncia

dos individuos (Figuras 3A e 3B) como possivel resposta aos danos causados pelo DXR.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos por meio do SMART, nas condi¢des experimentais testadas, permitem
concluir que a toxicidade e os danos ao DNA induzidos pelo DXR estdo diretamente relacionados
as concentragdes do DXR. Sendo assim, fica evidente, como previamente descrito na literatura, a
acao recombinogénica do DXR em D. melanogaster. Mais estudos sao necessarios para elucidar o
mecanismo de a¢do do DXR em diferentes concentragdes e para reforcar o papel da RH como
sistema de reparo primordial para manutengdo da estabilidade gendOmica e consequente

sobrevivéncia  dos  individuos  tratados @ com  diferentes  agentes  genotoxicos.
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Transfer of Copyright:
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Statement of Responsibility:
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Address for submission of papers:

http://www.seer.ufu.br/index.php/biosciencejournal/about/submissions#onlineSubmissions

SUBMISSION PREPARATION CHECKLIST

As part of the submission process, authors are required to check off their submission's compliance
with all of the following items, and submissions may be returned to authors that do not adhere to
these guidelines.

1. Only papers written in English will be accepted. The contribution is original and
unpublished and is not being evaluated for publication by any other journal, failing that,
justify in “Comments to the Editor”.

2. The files for submission are in Microsoft Word (2010), RTF or WordPerfect format.

3. The text is simple-spaced, using a 11-point font; uses italics, rather than underlining (except
with URL addresses), with figures and tables inserted in the text and not at the end.

4. The identification of authorship of this paper was removed from the file (Word 2010) and
the option Properties in Word, thus ensuring the confidentiality of the journal. The text
meets the formatting standards of the journal cited in “Guidelines for authors” in the
“About” section

5. At the moment of online submission, the main author should send a letter signed by all
authors, requesting the submission of the article and possible publication, exclusively by this
journal. The letter should be scanned and transferred in “additional documents”.
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6. All “URL” addresses in the text (e.g.: http://pkp.ubc.ca) are active.

7. The article is being submitted correctly to the corresponding section according to its
reference area.

8. Manuscripts, even those presenting scientific relevance and being methodologically correct,
may be refused if presented in a disorganized manner and outside the norms of the
Bioscience Journal. Well written manuscripts and those presented in accordance with the
standards are reviewed faster and also require less effort from reviewers.

9. A publication fee will be charged to the amount of R$ 40.00 (forty reais) per published page,
for the approved papers. (Form of payment will be informed later).

10. All of the items above are basic requirements for the submission of an article and, if not
according to the standards of the journal, or if the metadata are not filled out correctly, that
particular article WILL NOT be considered for review.

COPYRIGHT NOTICE
The copyright for articles published in this journal belong to the authors, with first publication

rights granted to the journal. In virtue of their appearance in this journal of open access, the articles
are free to use, with proper attribution, in educational and non- commercial applications.

PRIVACY STATEMENT
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journal and are not available for any other purpose.
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Authors Fees: 40.00 (BRL)
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