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RESUMO 

 

A deficiência de Vitamina D3 (VD3) favorece danos ao DNA, enquanto a 

suplementação, dependendo da dose, pode induzir atividade pró-oxidante, tumores 

e prevenir infecções virais. Os objetivos desse estudo foram investigar o potencial 

mutagênico e carcinogênico da VD3 isolada ou em combinação com Doxorrubicina 

(DXR) por meio do Teste de Mutação e Recombinação Somática (SMART) em asas 

e do Teste de Tumor Epitelial (ETT), ambos em Drosophila melanogaster. Além 

disso, avaliar se ocorre sinergismo entre VD3 e o inibidor de PARP AZD2461 e 

entre VD3 e DXR, em linhagem celular humana de câncer de mama MDA-MB-231. 

Os resultados revelaram que, em Drosophila melanogaster, a VD3 isolada não 

aumentou a frequência de manchas mutantes, mas reduziu a frequência das 

manchas quando coadministrada com DXR. Além disso, a VD3 não alterou o efeito 

recombinogênico da DXR em ambos os cruzamentos (ST e HB). A VD3 isolada não 

aumentou a frequência total dos tumores epitelial em D. melanogaster, mas reduziu 

significativamente a frequência total do tumor quando coadministrada com DXR. A 

modelagem e a dinâmica moleculares entre calcitriol e receptor de ecdisona (EcR) 

mostraram interação estável, indicando a possibilidade de transdução de sinal entre 

VD3 e EcR. O método de Chou-Talalay revelou, entre  as combinações binárias 

VD3 + AZD2461 e VD3 + DXR, interações aditivas e sinérgicas com doses 

reduzidas desses compostos e efeito  moderado/alto contra a linhagem MDA-MB-

231 de câncer de mama humano. Em conclusão, sob as condições experimentais 

dessa investigação e no material biológico testado, a VD3 mostrou efeitos 

moduladores sobre a mutagenicidade e carcinogenicidade induzida por DXR em 

células somáticas de D. melanogaster e revelou interações satisfatórias com o EcR. 

Além disso as combinações da VD3 com AZD2461 ou com DXR, potencialmente 

sinérgicas, podem representar uma estratégia promissora no tratamento do câncer 

de mama triplo-negativo. 

 

Palavras-chave: Análise in silico, Chou-Talalay, Colecalciferol, Teste de Mutação 

e Recombinação Somática (SMART), Teste de Tumor Epitelial (ETT) 
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ABSTRACT     

 
 Vitamin D3 (VD3) deficiency favors DNA damage, while supplementation, 

depending on the dose, can induce pro-oxidant activity, tumors and prevent viral 

infections. The objectives of this study were to investigate the mutagenic and 

carcinogenic potential of VD3 alone or in combination with Doxorubicin (DXR) 

through the Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) in wings and the 

Epithelial Tumor Test (ETT), both in Drosophila melanogaster. In addition, to assess 

whether synergism occurs between VD3 and the PARP AZD2461 inhibitor and 

between VD3 and DXR, in the human breast cancer cell line MDA-MB-231. The 

results revealed that, in Drosophila melanogaster, VD3 alone did not increase the 

frequency of mutant spots, but reduced the frequency of mutant spots when co-

administered with DXR. In addition, VD3 did not alter the recombinogenic effect of 

DXR in both crosses (ST and HB). VD3 alone did not increase the total frequency 

of tumor in D. melanogaster, but significantly reduced the total frequency of tumor 

when co-administered with DXR. The molecular modeling and dynamics between 

calcitriol and Ecdysone Receptor (EcR) showed a stable interaction, indicating the 

possibility of signal transduction between VD3 and EcR. The Chou-Talalay method 

revealed, between the binary combinations VD3 + AZD2461 and VD3 + DXR, 

additive and synergistic interactions with reduced doses of the compounds and 

moderate/high effect against the cell line MDA-MB-231 strain of human breast 

cancer. In conclusion, in the experimental conditions of this investigation and in the 

biological material tested, VD3 showed modulating effects on the mutagenicity and 

carcinogenicity induced by DXR in somatic cells of D. melanogaster and exhibited 

satisfactory interactions with the EcR. In addition, combinations of VD3 with 

AZD2461 or DXR, potentially synergistic, may represent a promising strategy in the 

treatment of triple-negative breast cancer. 

 

Keywords: In silico analysis, Chou-Talalay, Cholecalciferol, Somatic 

Recombination and Mutation Test (SMART), Epithelial Tumor Test (ETT)  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 VITAMINA D3 (VD3)  

 

1.1.1 Estrutura e metabolismo sistêmico da VD3 

O colecalciferol, também conhecido como vitamina D3 (VD3), é um 

hormônio esteroide derivado do colesterol (secosteroide), semelhante às moléculas 

lipídicas que compõem a membrana celular (MOKHTARI; HEKMATDOOST; 

NOURIAN, 2017). A VD3 é, tradicionalmente, reconhecida como uma substância 

importante para a manutenção da homeostase sérica do cálcio e a mineralização 

óssea (ABDELGHANY et al., 2016). O cálcio exerce um efeito recíproco na 

produção do pré-hormônio calcidiol [25(OH)D3] no fígado e calcitriol [1,25(OH)2D3] 

no rim, que corresponde à forma biologicamente ativa da VD3 (JEON e SHIN, 2018; 

ALMAIMANI et al., 2019; EL-BOSHY et al., 2019).  Woo e Eide (2010) relatam a 

necessidade de uma exposição de cinco a trinta minutos ao sol do meio-dia, pelo 

menos duas vezes por semana, para uma síntese adequada de VD3. 

 A radiação UV-B converte 7-desidrocolesterol na pele em pré-vitamina 

VD3. No fígado, esse pré-hormônio é convertido em calcidiol pela ação da calciol-

25-hidroxilase e, nos rins, o calcidiol é convertido em calcitriol pelo calcidiol -1-

hidroxilase (Figura 1); enzimas da família do citocromo e são codificadas pelos 

genes CYP2R1 e CYP27B1, respectivamente (JEON e SHIN, 2018).  

 

Figura 1. Metabolismo sistêmico da Vitamina D3 

 

Fonte: Adaptação de Fathi et al. (2019). 
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1.1.2 Efeitos sistêmicos da VD3 

Em humanos, a VD3 está relacionada ao desenvolvimento de terapias 

contra doenças inflamatórias crônicas e autoimunes (SAUL et al., 2019), além de 

reduzir o risco de infecções virais (GOMBART; PIERRE; MAGGINI, 2020). Estudos 

científicos recentes sugerem que a suplementação adequada de VD3 pode 

aumentar a resistência ao novo coronavírus (SARS-CoV-2), o agente causador da 

COVID-19 (Doença do Coronavírus 2019) na atual pandemia (WANG et al., 2020). 

A suplementação de VD3 pode ser uma medida útil para reduzir o risco de infecções 

do trato respiratório e atuar como uma opção terapêutica adicional para o 

tratamento contra esse novo vírus (GRANT et al., 2020; ZHANG e LIU, 2020). 

Estudos anteriores, que apoiam o papel da VD3 na redução do risco da 

COVID-19, indicam que o surto ocorreu no inverno, quando as concentrações de 

25(OH)D3 são baixas e, mais importante, verificaram que VD3 contribui para 

amenizar a síndrome do desconforto respiratório agudo. De fato, os níveis de VD3 

mostraram-se severamente baixos na população de mais idade, especialmente na 

Espanha, Itália e Suíça, sendo os idosos o grupo mais vulnerável à COVID-19. 

Recomenda-se que as pessoas em risco, sob orientação médica, considerem uma 

ingestão de 10.000 U de VD3 por algumas semanas, para aumentar os níveis de 

25(OH)D3 (GRANT et al., 2020; ILIE, STEFANESCU, SMITH, 2020). 

Os benefícios gerados pela VD3 resultam de  mecanismos de sinalização 

entre esta vitamina e um receptor nuclear VDR (receptor de Vitamina D) altamente 

específico (GRZESIAK et al., 2019). Após a ligação ao calcitriol, o VDR é 

heterodimerizado pelo receptor X retinóide  (RXR) e comoduladores para a 

transcrição de genes-alvo, como o CYP24A1 (BUNCH et al., 2019). Assim, o 

complexo [1,25(OH)2D3]-VDR está vinculado ao controle da expressão gênica, 

podendo mediar patologias como o câncer de mama humano (HUSS et al., 2019), 

conforme Figura 2. 

Estudos revelam que a expressão do VDR está relacionada a eventos 

antitumorais em diferentes tecidos (GHARBARAN et al., 2019; SHAKER e  

SENOUSY, 2019; DESANTIS et al., 2020). Vários são os mecanismos anticâncer, 

os quais dependem da sinalização da VD3: (i) indução de apoptose, (ii) efeitos anti-

proliferativos, (iii) efeitos anti-inflamatórios, (iv) estimulação da diferenciação, (v) 

inibição da angiogênese e (vi) inibição de invasão e metástase (FATHI et al., 2019). 



5 
 

Outras pesquisas, no entanto, relataram que a suplementação excessiva de VD3 

pode apresentar efeitos potencialmente prejudiciais ao organismo (OWENS et al., 

2017), incluindo alterações nas vias reguladoras do ciclo celular (SAKAKI et al., 

2014; IRVING et al., 2015) e a pró-oxidação (KOREN et al., 2001; HALHALI et al., 

2010). 

 

Figura 2. Regulação transcricional mediada pelo complexo [1,25 (OH)2D3]-VDR 

 

Fonte: Adaptação de Fathi et al. (2019). 

 

Estudos descrevem o efeito protetor que a VD3 exerce sobre a molécula 

de DNA. Pawlowska, Wysokinski e Blasiak (2016) relataram a atuação da forma 

ativa da VD3 na remoção de lesões do DNA induzidas pela radiação ultravioleta em 

células pré-cancerosas. Este reparo é conhecido como excisão de nucleotídeos, no 

qual ocorre redução do processo de nitrosilação das enzimas de reparo do DNA e 

aumento dos níveis de P53. Estes resultados corroboram com aqueles obtidos por 

Felton et al. (2016) que associaram a exposição ao sol de pessoas com pele clara, 

à ocorrência de danos reduzidos ao DNA; decorrente da ação protetora da VD3 

nessas pessoas. 
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Ting et al. (2012) mostraram na linhagem BPH-1, proveniente de próstata 

de humano, o efeito anticarcinogênico exercido pela sinalização da VD3, com a 

indução dos genes de reparo ATM e RAD50 após quebra da fita dupla pela ação 

das espécies reativas de oxigênio (EROS). Machado et al. (2016) mostram que, em 

situações de deficiência da VD3, há ocorrência significativa de micronúcleos em 

células da medula óssea e do sangue periférico de ratos hipertensos e aumento de 

danos no DNA, além da indução de EROS.   

Além da ação da VD3 em mecanismos de reparo do DNA, estudos 

demostraram que esta vitamina exerce proteção ao DNA atuando na regulação do 

estresse oxidativo. Mokhtari, Hekmatdoost e Nourian (2017) relatam a atuação da 

VD3 na supressão do complexo enzimático NADPH oxidase, que age na formação 

de EROS. Além disso, a VD3 induz a expressão de moléculas envolvidas na defesa 

antioxidante, como a glutationa e a glutationa peroxidase (KANIKARLA-MARIE e 

JAIN, 2016). 

A VD3, no entanto, em diferentes situações, pode assumir comportamento 

pró-oxidante. Koren et al. (2001) relatam que essa vitamina aumenta o impacto de 

agentes oxidantes, como os superóxidos gerados pelo metabolismo da adriamicina 

e, também, de EROS produzidas pela respiração aeróbica. Esse impacto ocorre 

por meio da oxidação da glutationa e da enzima glicolítica gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase, além da redução da enzima superóxido dismutase, induzida pela 

VD3.   

Outros estudos relatam a atuação da VD3 na indução de vias apoptóticas, 

como mostraram Li et al. (2005) que associaram esta vitamina à inibição do 

crescimento e à indução da apoptose em linhagem de câncer de mama MCF-7, 

perante a ativação da via p38 MAPK (proteína quinase ativada por mitogênio p38). 

Em consonância, Santos et al. (2018) relacionaram a VD3 à redução da viabilidade 

celular e à indução da apoptose em linhagens de câncer de mama, MCF-7 e MDA-

MB-231, diante da inibição de enzimas e genes glicolíticos, além da regulação 

negativa das vias mTOR (Proteína alvo da rapamicina em mamíferos) e AMPK 

(Proteína quinase ativada por monofosfato de adenosina).  

 Perante isto, a VD3 pode contribuir para a redução do tumor por meio de 

diferentes vias, seja efetuando o reparo do DNA, regulando o estresse oxidativo ou 
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até mesmo induzindo vias apoptóticas e, assim, controlando a progressão do 

câncer. 

 

1.2 O CÂNCER  

 

O câncer é uma neoplasia maligna que a tempos vem alarmando a 

população diante do elevado número de casos que resultam em óbito.  De acordo 

com a Organização Mundial da Saúde (OMS), o câncer é a segunda principal causa 

de morte em todo o mundo, sendo que a maior porcentagem está relacionada aos 

países de baixa e média renda. Os dados disponibilizados pela OMS, por meio da 

Agência Internacional de Pesquisa em Câncer, apontaram que em 2018, em todo 

mundo 9,6 milhões de pessoas morreram vítimas do câncer, sendo que os maiores 

índices foram de: pulmão (1,76 milhão), colorretal (862.000), estômago (783.000), 

fígado (782.000) e mama (627.000) (WHO, 2020).  

Atualmente, o câncer é intitulado como a “doença do genoma”, uma vez 

que se trata de uma patologia decorrente da instalação de clones de células que 

possuem alterações no seu material genético (GARRAWAY e LANDER, 2013). 

Stratton, Campbell e Futreal (2009) relataram diferentes eventos que podem 

ocorrer no genoma e, portanto, serem responsáveis pela origem das células 

cancerígenas: (i) substituição de nucleotídeos; (ii) inserções ou deleções de 

segmentos de DNA; (iii) rearranjos cromossômicos; (iv) alteração no número de 

cópias de genes; (v) aquisição, por fontes exógenas, de novas sequências de DNA 

(TALBOT e CRAWFORD, 2004); (vi) mutações somáticas em genomas 

mitocondriais (CHATTERJEE; MAMBO; SIDRANSKY, 2006), e (vii) mudanças 

epigenéticas que alteram a estrutura da cromatina e a expressão dos genes, sem 

alterar a sequência de nucleotídeos do DNA. 

O ciclo celular de uma célula não neoplásica ocorre pela regulação de 

diferentes genes, (1) os proto-oncogenes que codificam proteínas, denominadas 

fatores de crescimento, responsáveis por induzirem células em repouso a se 

dividirem e, em alguns casos, a se diferenciarem; (2) os genes supressores de 

tumor, que codificam proteínas que, normalmente, regulam negativamente a 

divisão celular e (3) genes de reparo de danos ao DNA, que impedem o  acúmulo 

de mutações ao longo dos tempos (NELSON e COX, 2019). Em adição, os genes 
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apoptóticos e antiapoptóticos também contribuem para a regulação do ciclo celular 

(BRASILEIRO FILHO, 2018).  

A exposição celular a agentes carcinogênicos pode resultar em alterações 

nos genes supracitados, levando-os a deixarem de desempenhar suas funções 

regulares no ciclo celular; situação favorável para a carcinogênese (GRIFFITHS et 

al., 2016). O processo de formação do câncer se resume em três fases: (i) iniciação, 

quando o agente carcinogênico induz alterações genéticas permanentes nas 

células; (ii) promoção, a célula inicial anormal é estimulada a proliferar, amplificando 

o clone transformado e (iii) progressão, com proliferação do clone transformado, 

crescimento tumoral, origem de células com potencial metastatizante e 

desenvolvimento da neoplasia maligna em sítios distantes da sua origem, como 

mostra a Figura 3  (BRASILEIRO FILHO, 2018). 

 

Figura 3. Fases da Carcinogênese: iniciação, promoção e progressão 

 

 

Fonte: INCA, 2002. 

 

A proliferação celular descontrolada representa a essência da doença 

neoplásica; pois, medeia condições para a tumorigênese. Estudos apontam que os 

tumores apresentam extensa heterogeneidade celular e molecular; sendo 

compostos por 0,1 a 0,8% de células-tronco cancerosas (CSCs), também 

conhecidas como células iniciadoras de tumor (GARRAWAY e LANDER, 2013; 

KONRAD et al., 2017). 
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Os mecanismos responsáveis pela origem das CSCs são diversos: (i) fusão 

celular, (ii) mutações em células-tronco normais, (iii) desdiferenciação celular e (iv) 

reprogramação metabólica (ATASHZAR et al., 2020). 

Estudos relatam que as CSCs estão presentes em quase todos os tipos de 

cânceres e são consideradas ameaçadoras; pois são autorrenováveis e possuem 

rápida diferenciação (CHEN et al., 2012; NIMMAKAYALA, BATRA, PONNUSAMY, 

2019). Essas características das CSCs, tendem a contribuir para a formação, 

progressão, invasão e mestástase do tumor; bem como a quimiorresistência, 

radiorresistência e, consequentemente, a recorrência do câncer (ALMANAA, 

GEUSZ, JAMASBI, 2013; CIOFFI et al., 2015; ABBASZADEGAN et al., 2017). 

Em recente estudo, foi mencionado que as CSCs apresentam fenótipos 

instáveis, associados ao microambiente em que essas células se encontram e, 

assim, a identificação de biomarcadores, que se manifestam em conformidade com 

a categoria e a fase do tumor tem sido uma potente ferramenta para diagnóstico e 

tratamento do câncer associado ao fenótipo de CSC (ATASHZAR et al., 2020). 

Estudos apontaram a glicoproteína transmembranar CD44+ como um 

biomarcador, dentre outros, para identificação e diagnóstico de CSC em alguns 

tipos de câncer, dentre eles o câncer de mama (LI et al., 2007; PRINCE et al., 2007; 

ATASHZAR et al., 2020). O mesmo ocorre com as proteínas da família aldeído 

desidrogenase, ALDH1, que também são consideradas biomarcadores de CSC de 

câncer de mama (TSANG et al., 2012).  

 

1.2.1 O câncer de mama 

Dados divulgados pelo Instituto Nacional do Câncer (INCA, 2020) 

apontaram 66.280 novos casos de câncer de mama feminina no Brasil em 2020, 

correspondendo a 29,7% do total de casos de câncer em mulheres, 

desconsiderando pele não melanoma. Segundo o Ministério da Saúde (BRASIL, 

2020) o Brasil apresenta a segunda faixa mais reduzida de mortalidade de 

pacientes com câncer de mama em todo o mundo, com 13 casos por 100 mil 

habitantes. Dados similares ocorrem em países desenvolvidos como os Estados 

Unidos e o Canadá. No entanto, o Brasil figura como a segunda maior faixa de 

incidência deste tipo de câncer, se comparado aos outros países; correspondendo 

a 62,9 casos por 100 mil habitantes. 
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Mesmo com dados tão alarmantes quanto a incidência do câncer de mama, 

é possível afirmar que se trata de uma neoplasia potencialmente curável, desde 

que seja considerado um câncer precoce (HARBECK et al., 2019). Para estes 

mesmos autores, o câncer de mama passa a ser considerado uma doença apenas 

tratável a partir do momento que este se encontra em um quadro avançado ou 

metastático e neste contexto, a terapia terá o objetivo de melhorar a expectativa de 

vida ajustada à qualidade.  

As metástases não detectáveis, além de dificultarem o tratamento, podem 

ser responsáveis por doenças osteolíticas, acarretando dor óssea acompanhada 

de fratura patológica, uma vez que as células do câncer de mama encontram, na 

matriz óssea, facilidades para crescimento e sobrevivência (LI et al., 2020).  

O diagnóstico e o tratamento, em tempo oportuno, contribuem para a 

redução da mortalidade gerada por este tipo de câncer (BRASIL, 2020). Duffy et al. 

(2015) afirmam que os biomarcadores para identificação são potentes ferramentas 

para o diagnóstico e para o prognóstico, assim como asseguram Mani et al. (2019) 

ao apontarem a proteína RAD51 como um possível biomarcador para um tipo 

específico de câncer de mama, o triplo negativo. 

A direção para o tratamento se baseia, dentre outros aspectos, na 

estratificação histológica. Segundo a OMS, as lesões precursoras de câncer de 

mama classificam-se em Carcinoma Lobular in situ (LCIS) e Carcinoma Ductal in 

situ (DCIS)  (SINN e KREIPE, 2013).  

O LCIS ou neoplasia lobular é considerado o menos comum dos cânceres 

de mama in situ, trata-se de uma condição benigna em que as células se localizam 

no interior dos lóbulos da mama, podendo ser: (i) LCIS clássico, menos agressivo 

e (ii) LCIS pleomórfico, mais agressivo e ligado a um maior risco de câncer invasivo 

(SINN e KREIPE, 2013; GIULIANO et al., 2017; MASANNAT et al., 2018).  

Já o DCIS é considerado um precursor do câncer invasivo, embora nem 

todos progridam e pode ser detectado durante a mamografia de rotina, onde ocorre 

o surgimento e o confinamento de células tumorais no ducto de leite (COLLINS et 

al., 2005; ALLRED, 2010). Estudo mostra que 20 a 53% de casos de DCIS podem 

evoluir para um carcinoma ductal invasivo (IDC) onde as células podem ser 

encontradas em outras regiões da mama (SANDERS et al., 2015). Para pacientes 

com DCIS é proposto um tratamento padrão, que consiste em cirurgia seguida de 



11 
 

radioterapia, uma vez que não é possível prever quais pacientes irão progredir para 

IDC (SHAH et al., 2016).  

Atualmente existem cinco subgrupos clinicamente relevantes de câncer de 

mama, sendo determinados indiretamente por análise imuno-histoquímica para o 

receptor de estrogênio (ER), o receptor de progesterona (PgR) e o receptor 2 do 

fator de crescimento epidermal humano (HER2). Os subgrupos identificados são: 

(i) luminal A, com alta expressão de ER e PgR, negativo para HER2; (ii) luminal B 

(HER2 -), com baixa expressão de ER e/ou PgR, negativo para HER2; (iii) luminal 

B (HER2+), baixa expressão de ER e/ou PgR, positivo para HER2; (iv) não luminal 

(HER2+), negativo para ER e PgR, positivo para HER2 e (v) triplo negativo (TNBC), 

negativo para ER, PgR e HER2 (HARBECK et al., 2019). 

Segundo Ren et al. (2019) a taxa de mortalidade pelo câncer de mama é 

variável em relação aos subtipos, sendo o HER2+ o responsável pelo maior número 

de mortes, seguido dos subtipos TNBC, luminal A e luminal B. O TNBC é 

responsável por 10 a 15% de casos, com até 50% dos casos em mulheres de 

origem africana (WANG; JIANG; ZACKSENHAUS, 2020). 

Baseado no perfil de expressão gênica e na heterogeneidade molecular, o 

TNBC é classificado em seis subtipos, (i) Basal-like 1 (BL1) elevada expressão de 

genes de proliferação (RNA polimerase, MYC, NRAS) e de resposta a danos no 

DNA;  (ii) Basal-like 2 (BL2) enriquecido na sinalização do fator de crescimento e 

nos marcadores mioepiteliais; (iii) Imunomodulador (IM) com expressão de genes 

envolvidos na sinalização de citocinas, processamento e apresentação de 

antígenos; (iv) Mesenquimal (M) com expressão gênica nas vias de transição 

epitelial-mesenquimal e fator de crescimento; (v) Tronco-like mesenquimal (MSL) e 

(vi) Receptor de andrógeno luminal (LAR) com expressão gênica luminal 

impulsionada pelo receptor de andrógeno (LEHMANN et al., 2016; GARRIDO-

CASTRO, LIN, POLYAK, 2019). 

Wang, Jiang e Zacksenhaus (2020) apontam que, a partir do diagnóstico, 

a sobrevida é variável para cada subtipo de TNBC. A realidade está associada à 

resposta ao tratamento, que consiste em quimioterapias citotóxicas, imunoterapia 

e terapias alvo com inibidores de PARP (PARPi), por exemplo (BIANCHINI et al., 

2016; ZUCCHETTI et al., 2019). 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wang+DY&cauthor_id=32064036
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Jiang+Z&cauthor_id=32064036
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zacksenhaus+E&cauthor_id=32064036
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wang+DY&cauthor_id=32064036
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Jiang+Z&cauthor_id=32064036
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zacksenhaus+E&cauthor_id=32064036
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1.3 INIBIDORES DE PARP  

 

Durkacz et al. (1980) foram os pioneiros a descreverem os efeitos das 

enzimas denominadas PARP (Poli Adenosina Difosfato Ribose Polimerase). A 

atuação destas enzimas está vinculada ao mecanismo alternativo de reparo do 

DNA, além de remodelagem, replicação e recombinação da cromatina (KRAUS, 

2008; KEUNG et al., 2020). 

De acordo com Mateo et al. (2019) PARP1, principal alvo do PARPi, é 

responsável pelo reparo de quebra de fita simples do DNA (SSB); sendo 

considerada, portanto, um sensor de dano ao DNA e um transdutor de sinal. PARP1 

reconhece os danos do DNA, sintetiza o polímero poli (ADP-ribose) (PAR) a partir 

do NAD+ (Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo), liberando nicotinamida como 

produto da reação e catalisando uma ligação covalente entre este polímero e 

proteínas alvo, como as histonas e com a própria PARP1, próximo à quebra 

(ALEMASOVA e LAVRIK, 2019). Toda esta atividade denomina-se PARilação, que 

medeia o reparo do DNA pela modificação da estrutura da cromatina e pelo 

recrutamento de efetores de reparo (LIVRAGHI e GARBER, 2015). 

Segundo Ray Chaudhuri e Nussenzweig (2017) PARP1 são enzimas 

atuantes em diferentes vias de reparo do DNA, sendo efetivas no reparo de excisão 

de nucleotídeos, junção final não homóloga alternativa (NHEJ), recombinação 

homóloga (HRR) e, segundo Hanzlikova e Caldecott (2019), atuam na preservação 

da forquilha durante o estresse de replicação, como mostra Figura 4. As enzimas 

PARP2 e PARP3 contribuem para a estabilidade do reparo da forquilha de 

replicação (SLADE, 2020).  

Os Inibidores de PARP (PARPi) fazem parte de terapias direcionadas que, 

ao inibirem o reparo da SSB, prolongam a sobrevida livre de progressão e 

melhoram a qualidade de vida para os portadores do câncer de mama (LITTON et 

al., 2018). A Food and Drug Administration (FDA) aprovou o uso dos PARPi para o 

tratamento do câncer de mama TNBC metastático e ER-/HER2+, ambos devido a 

mutação nos genes supressores de tumor BRCA1 (17q21 – Breast Cancer 1) e 

BRCA2 (13q13 – Breast Cancer 2) (FDA, 2020; KEUNG et al., 2020). Nesta 

perspectiva, o teste BRCA da linhagem germinativa (gBRCAm) passou a ser 
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considerado para o diagnóstico complementar em pacientes com câncer de mama 

avançado (FORBES et al., 2019). 

 

Figura 4. Reparo da quebra de fita simples de DNA (SSB) e proteção da forquilha de replicação 

por PARP1. (A) PARP1 atua como um sensor de SSBs, promovendo recrutamento de estruturas e 

proteínas para reparo e preenchimento da fita do DNA.  (B) PARP1 restaura a forquilha de 

replicação danificada por meio da reversão desta forquilha ou pela recombinação homóloga (HR) 

 

Fonte: Adaptação de Slade (2020). 

 

O Olaparibe corresponde a um PARPi bastante eficiente e seguro para 

pacientes com mutação no BRCA1/2, independente do status do receptor hormonal 

(TUTT et al., 2010). De acordo com Lim e Tan (2017) o Olaparibe foi o primeiro 

PARPi a ser aprovado pela FDA e pela Agência Europeia de Medicamentos para o 

tratamento de pacientes com câncer de ovário portadores de mutação no BRCA1/2. 

Alguns estudos comprovam a eficiência desse PARPi no tratamento de outros tipos 

de cânceres associados a mutações na linha germinativa e linhagens somáticas no 
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BRCA1/2, como é o caso dos cânceres de próstata, mama, gástrico e pancreático 

(BANG et al., 2015; MATEO et al., 2015; YARCHOAN et al., 2017). 

Mateo et al. (2019) relatam que os PARPi são drogas sensibilizadoras de 

radioterapia e quimioterapia, agindo como fator de transcrição, além de reguladores 

na remodelagem da estrutura da cromatina. Considerando que as lesões causadas 

por estes inibidores não são reparadas, devido a mutação dos genes BRCA1 e 

BRCA2, é previsível a ocorrência de citotoxicidade.  

Segundo Slade (2020) os PARPi atuam no contexto da letalidade sintética, 

pois os seus mecanismos de ação intensificam a instabilidade genômica pré-

existente (SSB), gerada pela deficiência das vias de HRR; condição direcionada 

para a morte celular (Figura 5).  

 

Figura 5. Letalidade sintética entre inibidores de PARP (PARPi) e recombinação homóloga 

deficiente. Os PARPi promovem estabilidade do complexo PARP-DNA resultando em 

impedimento da replicação e do reparo da fita simples do DNA, além de induzir quebra da fita 

dupla do DNA (DSB). As DSBs são reparadas por recombinação homóloga, mas em casos de 

deficiência desse reparo, por mutações no BRCA1/2, haverá um colapso na  

forquilha de replicação 

 

Fonte: Adaptação de Slade (2020).  
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Entretanto, estudos mostram a letalidade sintética ocorre em células de 

câncer sem mutação no BRCA1/2 e, nesse caso, em situações de deficiência na 

recombinação homóloga (HRD) ou defeito no reparo dessa recombinação, que 

mimetizam perda de BRCA1/2, expressando o fenótipo BRCAness. Dessa forma, 

a sensibilidade ao PARPi é independente do status do BRCA (MCCABE et al., 

2006; INBAR-ROZENSAL et al., 2009; KEUNG et al., 2020). 

Murai (2017) relata que o PARPi tem como efeitos gerais: (1) a inibição 

catalítica do PARP1, com o impedimento da PARilação e a autoPARilação e (2) a 

estabilização do complexo tóxico PARP-DNA ou “PARP trapping”, que acarreta no 

bloqueio da replicação e ativação dos checkpoints mitóticos com ciclo celular 

parado na fase S, sendo esta estabilização o efeito mais relevante do PARPi. 

O tratamento das células com PARPi leva ao  aprisionamento de PARP na 

SSB não reparada, resultando em um aduto proteína-DNA, que impede a 

progressão da forquilha de replicação, resultando em uma quebra na fita dupla do 

DNA (DSB) que, em células não mutantes, são reparadas pela via HRR (OPLUSTIL 

O’CONNOR et al., 2016). A deficiência de HRR é resultante de mutações, no 

BRCA1/2 por exemplo e de vias alternativas de reparo propensas a erros, o que 

acarreta instabilidade genômica, aberrações cromossômicas e morte das células 

cancerígenas (CECCALDI et al., 2015; MATEOS-GOMEZ et al., 2015). 

Vários estudos têm validado a utilização do PARPi para a terapia de 

diversos cânceres, no entanto, é relevante mencionar o evento de resistência ao 

PARPi verificado em algumas terapias. Vários são os mecanismos que 

desencadeiam resistência, tais como: (i) as mutações pontuais no domínio de 

ligação ao DNA da PARP1 (PETTITT et al., 2018), (ii) o aumento da PARilação de 

PARP1 (GOGOLA et al., 2018), (iii) mutações secundárias que restauram a 

funcionalidade do BRCA1/2 (LIVRAGHI e GARBER, 2015), (iv) perda da proteína 

1 de ligação ao P53 (53BP1) (LIVRAGHI e GARBER, 2015), (v) aumento do 

transportador de efluxo da glicoproteína P (P-gp) (JASPERS et al., 2013).  

Em resposta aos mecanismos de resistência, PARPi de nova geração 

foram sintetizados, como é o caso do AZD2461 (4-[4-Fluoro-3-[(4-metoxipiperidin-

1-il) carbonil] benzil) que é derivado da mesma série química que o Olaparibe (AZD 

2281), a série éteres de piperidina (KEUNG; WU; VADGAMA, 2019), conforme 

Figura 6.  
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Figura 6. Estrutura química do AZD2461 (A) e do AZD2281 (B) 

 

Fonte: Oplustil O’Connor et al. (2016). 

 

O AZD2461 apresenta respostas tão eficazes quanto o Olaparibe; o que 

pode ser percebido na potência de inibição de PARP1 e PARP2 no reparo de SSB. 

No entanto, o AZD2461 é menos propenso ao mecanismo de efluxo mediado por 

P-gp e melhor tolerado em combinação com quimioterapia, que danifica DNA 

(OPLUSTIL O’CONNOR et al., 2016). 

Nesse cenário de resistência ao PARPi, Lim e Tan (2017) relatam a 

necessidade de novas combinações terapêuticas, diante da compreensão do 

mecanismo de ação e resistência. O PARPi, atuando como agente único depende 

de SSBs geradas endogenamente e deficiência de HRR para alcançar a morte da 

célula cancerígena. O PARPi, em combinação com quimioterápicos, encontrará um 

número maior de SSBs (endogenamente e induzidas pelo quimioterápico) e morte 

celular decorrente da deficiência ou proficiência de HRR, uma vez que o limiar de 

dano tolerado é excedido (OPLUSTIL O’CONNOR et al., 2016). 

Lim e Tan (2017) relatam que a combinação entre PARPi e a quimioterapia 

citotóxica leva a um efeito sinérgico na inibição da recombinação homóloga 

exercida pelo PARPi. Magan, Isaacs e Stowell (2012) avaliaram a combinação do 

Olaparibe com Doxorrubicina (DXR) em células HeLa, verificando um aumento de 

50% de morte celular se comparado ao tratamento com DXR isolada. Já Del Conte 

et al. (2014) detectaram um efeito sinérgico entre o uso contínuo de Olaparibe e 

DXR lipossômica peguilada, em pacientes em fase II com câncer de ovário.  

Eetezadi et al. (2018) relataram que a potente combinação entre Olaparibe 

e DXR, em monocamadas 2D, relaciona-se com as proporções molares entre 

PARPi e o quimioterápico. Park et al. (2018) observaram eficiente associação entre 
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o Olaparibe e a DXR em células de osterossarcoma que expressavam PARP1, 

BRCA1/2 e γH2AX. 

Dentro do contexto da letalidade sintética, estudo recente acrescenta a 

importância das combinações terapêuticas entre PARPi e radiação, bem como 

imunoterapias e outros agentes direcionados (MATEO et al., 2019). Em 

consonância, Mani et al. (2019) revelaram comportamento sinérgico do prexasertib, 

um inibidor do checkpoint kinase 1, em combinação com Olaparibe em linhagens 

celulares TNBC. LaFargue et al. (2019) divulgaram o resultado de um estudo de 

fase 2 da combinação do antiangiogênico cediranibe e Olaparibe em câncer de 

ovário, onde verificaram aumento significativo na sobrevida, livre de progressão, 

das pacientes.  

Perante a demanda de estudos envolvendo combinações terapêuticas 

entre PARPi de nova geração e outros fármacos ou substâncias, é de grande 

relevância o desenvolvimento de pesquisas, in vitro e in vivo. Nesse cenário, a 

mosca Drosophila melanogaster torna-se um reconhecido organismo modelo para 

o desenvolvimento de pesquisas in vivo em Genética (NEPOMUCENO, 2015). 

 

1.4 Drosophila melanogaster: ORGANISMO MODELO NO ESTUDO DO CÂNCER    

 

O câncer é decorrente da ação de fatores endógenos e exógenos que 

resultam na instabilidade genômica (GERLACH e HERRANZ, 2020). Para 

compreender as diferentes conexões entre instabilidade genômica e câncer é 

relevante o desenvolvimento de ensaios com diferentes organismos modelos, 

sendo um deles a Drosophila melanogaster (Figura 7). 

 

Figura 7. Drosophila melanogaster. (A) Fêmea e (B) macho, com pente sexual em destaque 

 

Fonte: Laboratório de Citogenética e Mutagênese do Centro Universitário de Patos de Minas. 
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A popular mosca-da-fruta, como é conhecida a D. melanogaster, vem 

sendo utilizada como organismo modelo genético desde o início do século XX, 

como mostram os estudos desenvolvidos pelo entomologista Charles W. 

Woodworth (STURTEVANT, 1959). Posteriormente, com o isolamento de linhagens 

mutantes de Drosophila de olhos brancos, Thomas Hunt Morgan estabeleceu a 

ligação entre genes, cromossomos e fenótipo (MORGAN, 1910). 

No entanto, a concretização do conceito de herança genética ocorreu pelos 

trabalhos dos colaboradores de Morgan; como Mary Bertha Stark, que forneceu 

suporte experimental para teoria do câncer como herança dos cromossomos e 

consolidou o uso de D. melanogaster em pesquisas de câncer  (STARK, 1918). 

A decodificação do genoma dessa mosca e a conclusão do Projeto 

Genoma Humano permitiram identificar, na Drosophila, a conservação evolutiva da 

maioria das vias celulares implicadas no desenvolvimento e na tumorigênese, em 

relação ao ser humano (ADAMS et al., 2000; LANDER et al., 2001; VILLEGAS 

2019). A D. melanogaster apresenta cerca de 75% de similaridade genética com o 

ser humano e semelhanças neurológicas, fisiológicas, biológicas e bioquímicas 

com mamíferos (ABOLAJI et al., 2013; KOON e CHAN, 2017). Nessa similaridade 

encontra-se incluida a maioria dos genes responsáveis por doenças no ser 

humano, inclusive o câncer (UGUR; CHEN; BELLEN, 2016).  

A realização de pesquisas com D. melanogaster permite compreender o 

funcionameto dos genes em situações normais ou alteradas, como aquelas 

ocasionadas pelos agentes exógenos responsáveis por instabilidade genômica . 

Gerlach e Herranz (2020) relatam que existem inúmeras vantagens na 

utilização da Drosophila em pesquisas voltadas para a tumorigênese, como (i) 

acesso a extensas coleções mutantes e linhagens transgênicas, (ii) sequência do 

genoma e dados do transcriptoma disponíveis ao público, (iii) ciclo de vida curto, 

(iv) grande número de descendentes por geração, (v) rápido desenvolvimento de 

tumores, (vi) pogressão de tumores primários para malignidade em curto espaço 

de tempo, (vii) produção de amostras de tumor em larga escala para rápida 

validação de hipóteses e (viii) desenvolvimento de tumores em situação imuno-

proficiente. 

Alguns estudos envolvendo D. melanogaster, revelam conexões entre 

instabilidade genômica e câncer, como instabilidade cromossômica em células-
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tronco (RADTKE e CLEVERS, 2005; MICCHELLI e PERRIMON, 2006), falha na 

citocinese e poliploidia (GERLACH et al., 2018), células acentrossomais 

(POULTON; CUNINGHAM; PEIFER, 2014) e instabilidade cromossômica nos 

discos imaginais (HERRANZ; EICHENLAUB; COHEN, 2016). 

Os discos imaginais (Figura 8) são estruturas em forma de saco, compostas 

por uma monocamada de células epiteliais presentes nas larvas e responsáveis 

pela origem de tecidos, órgãos e estruturas anatômicas que constituirão a mosca 

adulta, como os apêndices de cada segmento (JEIBMANN e PAULUS, 2009). As 

células dos discos imaginais se dividem simetricamente e se proliferam ativamente 

no desenvolvimento larval, podendo formar tumores epiteliais nas moscas adultas 

(HERRANZ; EICHENLAUB; COHEN, 2016). 

 

Figura 8. Larva de Drosophila melanogaster com discos imaginais. Boca (mh), discos imaginais 

dos olhos (ed); discos imaginais das asas (wd); discos imaginais das pernas (ld); discos imaginais 

das antenas (ad); cérebro (b); gônadas (gd); nervo (Bn) e talo ótico (os) 

 

Fonte: Jeibmann e Paulus (2009). 

 

Estudos revelam que os discos imaginais da D. melanogaster possuem, 

quando comparados aos mamíferos, semelhanças nas características bioquímicas 

e morfológicas dos epitélios, além da preservação das principais vias de 

crescimento (ST. JOHNSTON, 2002; WODARZ e NÄTHKE, 2007) que permitem a 

estes discos imaginais modelar diferentes aspectos na formação de tumor, uma vez 
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que 90% dos cânceres são de origem epitelial, conforme Figura 9 (HANAHAN e 

WEINBERG, 2000).  

 

Figura 9. Principais vias convergentes para o crescimento descontrolado de células 

epiteliais de Drosophila melanogaster 

 

 

Fonte: Adaptação de Mirzoyan et al. (2019). 

 

Nas pesquisas voltadas para o entendimento do câncer encontram-se 

diferentes testes genotoxicológicos, que avaliam alterações no material genético 

ocasionados por agentes xenobióticos. Destaca-se o Teste de Mutação e 

Recombinação Somática – SMART em D. melanogaster; que permite detectar, de 

forma rápida e com baixo custos, uma gama de alterações genéticas 

(STAMENKOVIĆ-RADAK e ANDJELKOVIĆ 2016; MISHRA et al., 2017). 

O SMART, que fornece valores com alta sensibilidade, especificidade e 

precisão, é realizado por meio de dois ensaios distintos, o teste dos olhos e o teste 

das asas. O teste dos olhos foi descrito primeiramente por Würgler e Vogel, no qual 

podem ser analisadas seis alterações fenotípicas distintas, a curto prazo, diante da 

inexistência de ações de preservação do referido material biológico (WÜRGLER e 

VOGEL, 1986; VOGEL, NIVARD, ZIJLSTRA, 1991). O teste das asas, a princípio 

descrito por Graf e Würgler, permite a análise de duas alterações fenotípicas 

distintas, a longo prazo, devido a preservação das asas em lâminas (GRAF et al., 

1984).       
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A metodologia para os ensaios classifica os tratamentos em agudo ou 

crônico, cotratamento ou pós-tratamento; sendo que é nesta etapa que os discos 

imaginais, presentes nas larvas das moscas, são expostos aos agentes 

mutagênicos/recombinogênicos (MARCOS; SIERRA; GAIVÃO, 2014). Tais 

agentes podem causar alterações genéticas, sendo determinantes  das 

manisfestações fenotípicas nos olhos (Figura 10) ou nas asas (Figura 11) das 

moscas adultas (GAIVÃO; FERREIRA; SIERRA, 2020). 

 

Figura 10. Olhos de Drosophila melanogaster. (A) Olho sem manchas mutantes. (B) Olho com 

grande mancha mutante 

 

Fonte: Gaivão, Ferreira e Sierra (2020). 

 

 

Figura 11. Fotomicrografia, com microsópio óptico de luz, da superfície das asas de Drosophila 

melanogaster. (A) Pelos selvagens; (B) Pelos resultantes de alteração genética 

 

Fonte: Oliveira et al. (2020). 
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Por meio do SMART é possível quantificar os danos no DNA, utilizando a 

por meio da análise das manifestações fenotípicas nas moscas adultas, que são 

resultantes da mutagenicidade e/ou recombinogenicidade vinculadas à perda da 

heterozigosidade para marcadores genéticos específicos das linhagens utilizadas 

no ensaio em questão (MARCOS, SIERRA, GAIVÃO, 2014; VLASTOS et al., 2015). 

No teste das asas, a perda da heterozigosidade, seja por eventos 

mutagênicos ou por recombinação gênica, pode gerar células homozigotas para os 

marcadores mwh e flr  resultando em indivíduos adultos com os seguintes fenótipos 

em relação aos pelos nas asas: (i) multiple wing hair (mwh) com vários pelos em 

crescimento próximo e de vários comprimentos (Figura 12A) e (ii) flare (flr) com 

único pelo encurtado e amorfo (Figura 12B) (GRAF et al., 1984; GRAF et al., 1989; 

GRAF e VAN SCHAIK, 1992). 

  

Figura 12. Fotomicrografia, com microsópio óptico de luz, da superfície das asas de Drosophila 

melanogaster. (A) Pelos multiple wing hair (mwh). (B) Pelos flare (flr) 

 

 

Fonte: Oliveira et al. (2020). 

 

O local, nas asas da progênie, onde ocorrem os fenótipos, é denominado 

de mancha,  que são classificadas como: (i) simples pequena, possui uma ou duas 

células expressando apenas um tipo de pelo (mwh ou flr); (ii) simples grande, 

possui três ou mais células, com pelos mwh ou flr e (iv) gêmea, quando expressa 

os dois tipos de pelos (mwh e flr), conforme Figura 13 (FREI et al., 1992; GRAF, 

HEO, RAMIREZ, 1992; SPANÓ e GRAF, 1998).  
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Figura 13. Fotomicrografia, com microsópio óptico de luz, da superfície das asas de Drosophila 

melanogaster. (A) Mancha simples pequena, com pelos multiple wing hair (mwh). (B) Mancha 

simples grande, com pelos mwh. (C) Mancha gêmea, com pelos mwh e flare (flr) 

 

Fonte: Laboratório de Citogenética e Mutagênese - Centro Universitário de Patos de Minas. 

 

O SMART pode ser utilizado na avaliação de substâncias antimutagênicas 

e antirecombinogênicas, as quais atuam impedindo ou neutralizando os danos ao 

DNA (GAIVÃO; FERREIRA; SIERRA,  2020). Nesse caso, as substâncias em 

associação com agentes químicos genotóxicos como o Cloridrato de Doxorrubicina 

(DXR), por exemplo, são administradas às larvas da D. melanogaster com posterior 

análise do fenótipo nos adultos (SILVA-OLIVEIRA, ORSOLIN, NEPOMUCENO, 

2016; OLIVEIRA et al., 2017; VASCONCELOS et al., 2020).  

O Cloridrato de Doxorrubicina (DXR), que apresenta propriedades 

quimioterápicas e recombinogênicas, por diferentes mecanismos, promove o 

aparecimento de danos no DNA, como a biotransformação reduzida do anel 

quinona produzindo um radical semiquinona, que tem efeito tóxico direto ou 

participa de reações redox (RAMJI et al., 2003). A DXR promove ainda a produção 

de EROS, responsável por citotoxicidade secundária (GEWIRTZ, 1999). Desta 

forma, a DXR apresenta efeitos capazes de induzir danos ao DNA e gerar 

toxicidade em diferentes tecidos, conforme mostra a Figura 14. Seu mecanismo de 

ação primário, no entanto,  está relacionado à ligação e inibição da enzima 
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topoisomerase II, impedindo a re-ligação das fitas de DNA seccionadas por esta 

mesma enzima, gerando, assim, uma lesão permanente no DNA (MINOTTI et al., 

2004; KAISEROVÁ et al., 2006). 

 

Figura 14. Esquema simplificado da interação da Doxorrubicina (DXR) com tumores em  

células cardíacas 

 

Fonte: Adaptação de Kaiserová et al. (2006).  

 

Tendo em vista que a mutagenicidade e/ou recombinogenicidade podem 

estar associadas à carcinogenicidade (BISHOP e SCHIESTL, 2002;2003), a DXR 

vem sendo utilizada em vários estudos como controle positivo, tanto no SMART 

como no Teste de Tumor Epitelial (ETT) (OLIVEIRA et al., 2017; VASCONCELOS 

et al., 2017).  

Para avaliação de produtos químicos com propriedades carcinogênicas é 

realizado, em D. melanogaster, o Teste de Tumor Epitelial - ETT (NEPOMUCENO, 

2015). Esse teste utiliza uma linhagem de D. melanogaster contendo o marcador 

WTS (warts) codificado pelo gene WTS, que, quando expresso no tipo selvagem, 

atua como um gene supressor de tumor (XU et al., 1995). A deleção do gene WTS 

no tipo selvagem e a consequente expressão do alelo mutante leva à formação de 

clones celulares, altamente invasivos. nos discos imaginais das larvas, resultando 

no desenvolvimento de tumores epiteliais no corpo e apêndices das moscas 

adultas, conforme Figura 15 (NISHIYAMA et al., 1999).  
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Figura 15. Expressão de tumor epitelial (setas) em Drosophila melanogaster. Na cabeça (A), no 

olho (B), no corpo (C), na asa (D), na perna (E) e nos halteres (F) 

 

Fonte: Laboratório de Mutagênese da Universidade Federal de Uberlândia. 

 

O gene supressor de tumor WTS, localizado no cromosso 3, é letal em 

homozigoze por desencadear defeitos durante o desenvolvimento embrionário das 

moscas, exigindo, para evitar homozigose, o cromossomo balanceador (TM3, Sb1), 

caracterizado pela mutação stubble (XU et al., 1995; NEPOMUCENO, 2015). 

Nos seres humanos, um  ortólogo ao gene WTS é o gene supressor de 

tumor LATS1, que age na regulação negativa do ciclo celular por meio da (i) inibição 

do crescimento celular, (ii) bloqueio da mitose na última fase da intérfase (G2/M) e  

(iii) indução da apoptose (XIA et al., 2002). 

Neste contexto de estudo sobre câncer, acrescentamos às pesquisas in 

vivo com D. melanogaster, ensaios in vitro, com a linhagem celular de câncer de 

mama humano MDA-MB-231. Essa linhagem é proveniente de um adenocarcinoma 

de mama (TNBC – subtipo mesenquimal) de um derrame pleural metastático e 

obtida de uma mulher caucasiana de 51 anos. Essa investigação busca contribuir 

para novas terapias contra o agressivo câncer da mama triplo negativo (KEUNG et 

al., 2020). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o potencial antimutagênico, antirrecombinogênico e 

anticarcinogênico da vitamina D3 (VD3), por meio de análise in vivo e in silico; in 

vitro, analisar as combinações binárias entre VD3 e fármacos. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

➢ Investigar, por meio do SMART em asas de Drosophila melanogaster, ação 

mutagênica e/ou recombinogênica direta (por meio do cruzamento padrão 

ST) ou ação indireta (por meio do cruzamento de alta bioativação HB) em 

tratamentos crônicos isolados com VD3; 

 

➢ Analisar o percentual dos efeitos mutagênicos e/ou recombinogênicos da 

VD3; 

 

➢ Avaliar, por meio do SMART em asas de D. melanogaster, os possíveis 

efeitos antimutagênicos e/ou antirrecombinogênicos direto (por meio de 

cruzamento padrão ST) ou indireto (por meio de cruzamento de alta 

bioativação HB) da VD3 em cotratamentos associados com Doxorrubicina 

(DXR); 

 

➢ Analisar o percentual dos efeitos antimutagênicos e/ou 

antirrecombinogênicos da VD3; 

 

➢ Investigar, por meio do ETT em D. melanogaster, os efeitos carcinogênicos 

da VD3 em tratamento crônico isolado com a vitamina; 

 

➢ Verificar, por meio do ETT em D. melanogaster, a ação anticarcinogênica da 

VD3 em cotratamento associado com DXR; 
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➢ Analisar a relação dose-resposta entre as concentrações de VD3 e os 

resultados obtidos no SMART e no ETT; 

 

➢ Analisar, por meio do docking e simulação da dinâmica molecular, a interação 

estável entre VD3 e receptores de vitamina D (VDR) e Ecdisona (EcR); 

 

➢ Identificar, por meio de ensaio MTT, a viabilidade celular em linhagem de 

câncer de mama triplo negativa (MDA-MB-231) e linhagem de mama não 

neoplásica (MCF 10A), após 24 e 48 horas de tratamentos únicos; 

 

➢ Identificar as concentrações de VD3, AZD2461 ou DXR capazes de inibir 50% 

da viabilidade celular (IC50) em linhagem de câncer de mama triplo negativa 

(MDA-MB-231) e linhagem de mama não neoplásica (MCF 10A), após 24 e 

48 horas de tratamentos únicos; 

 

➢ Identificar e analisar, por meio do teste Chou-Talalay, as interações 

farmacodinâmicas das combinações binárias, com proporções de razão não 

constante, entre VD3, AZD2461 e DXR, após períodos de 24 e 48 horas de 

incubação, em linhagem celular de câncer de mama triplo negativa (MDA-

MB-231); 

 

➢ Selecionar as combinações binárias sinérgicas com efeito moderado/alto e 

redução favorável de dose, em linhagem celular de câncer de mama triplo 

negativa (MDA-MB-231). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 AGENTES QUÍMICOS 

 

A vitamina D3 (VD3) (CAS 67-97-0; lote PURI006876) foi obtida na Gemini 

Indústria de Insumos Farmacêuticos Ltda., Anápolis (GO), Brasil (Figura 16A). O 

AZD2461 (4- [4-Fluoro-3 - [(4-metoxipiperidin-1-il) carbonil] benzil]; CAS 763113-

22-0; lote 75828) foi obtido na Sigma-Aldrich®, Brasil Ltda e descrito na patente 

internacional WO2009/093032, especificamente, composto número 2b e 47 (Figura 

16B). A Cloridrato de Doxorrubicina (DXR) (CAS 25316-40-9; lote 19H0693), 

conhecida comercialmente como Adriblastina® RD, foi fabricada e embalada pela 

Activis Itália Sp - Nerviano (Milão, Itália) e importada pela Pfizer Laboratório Ltda., 

São Paulo, Brasil (Figura 16C). O Glicerol (CAS 56-81-5) foi obtido na Sigma-

Aldrich®, Brasil Ltda.  

 

Figura 16. Fórmula estrutural da Vitamina D3 (A), AZD2461 (B) e Doxorrubicina (C) 

 

 

Para a cultura celular, mistura de nutrientes com Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium F-12 (DMEM/F-12), meio Leibovitz’s (L15), soro fetal bovino (FBS), fator 

de crescimento epidérmico (EGF), solução de insulina e gentamicina que foram 

adquiridos de Gibco®. O brometo de 3-[4,5-dimethylthiazole-2-yl] 2,5-

diphenyltetrazolium (MTT) – CAS 57360-69-7, dimetilsulfóxido (DMSO) – CAS 67-

68-5 e hidrocortisona foram adquiridos de Sigma-Aldrich®. 
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3.2 ESTOQUES DE Drosophila melanogaster 

 

Três linhagens de D. melanogaster foram utilizadas para investigar a 

mutagenicidade e recombinogenicidade de VD3 quando administradas 

isoladamente ou sua antimutagenicidade e antirecombinogenicidade quando 

administradas simultaneamente com DXR: [1] multiple wing hairs (mwh/mwh; y; 

mwh jv, 3 (3-0.3));  [2] flare-3 (flr3/In(3LR)TM3, ri pp sep l (3)89Aa bx34e e BdS); e [3] 

ORR; flare-3 (ORR/ORR;  flr3/In(3LR) TM3, ri pp sep l (3)89Aa bx34e e BdS). Duas 

linhagens de Drosophila foram utilizadas no estudo da carcinogenicidade de VD3 

administrada isoladamente ou sua anticarcinogenicidade quando administrada 

simultaneamente com DXR: [1] multiple wing hairs (mwh/mwh; y; mwh jv, 3 (3-0.3)) 

e [2] “wts” (wts/TM3; ST [1] in [1] kni [ri-1] wts [3-17]/TM3, Sb1). Essas linhagens 

foram mantidas em frascos de vidro com um meio de manutenção (ágar-ágar, 

banana, fermento, metilparabeno, água e penicilina/ estreptomicina) em uma 

câmara de BOD (Bio-Oxygen Demand) (Modelo: SL224, SOLAB – Equipamentos 

para Laboratórios Ltda., São Paulo, SP, Brasil) a 25±1°C e submetidas a ciclos de 

fotoperíodo de 12 horas de luz/12 horas de escuro.  

 

3.3 TESTE DE MUTAÇÃO E RECOMBINAÇÃO SOMÁTICA (SMART) EM ASAS 

DE Drosophila melanogaster 

 

3.3.1 Cruzamentos e tratamentos   

Dois cruzamentos foram realizados para obter a progênie larval 

experimental: (1) cruzamento padrão (ST), machos mwh/mwh foram cruzados com 

fêmeas virgens flare-3 (GRAF et al., 1984; 1989); (2) cruzamento de alta 

bioativação (HB), machos mwh/mwh foram cruzados com ORR, fêmeas virgens 

flare-3 (GRAF e VAN SCHAIK, 1992). Esses cruzamentos produziram dois tipos de 

progênie (Figura 17): moscas trans-heterozigotas marcadas (MH) (mwh+/+flr3), 

com asas fenotipicamente selvagens e moscas heterozigotas balanceadas (BH) 

(mwh+/+TM3, BdS), com asas fenotipicamente serrilhadas  as quais  são 

fenotipicamente distintas devido ao marcador TM3, BdS.  
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Figura 17. Fotomicrografia, com microsópio óptico de luz, das asas de Drosophila melanogaster. 

(A) Asas de descendente trans-heterozigoto marcado (MH: mwh+/+flr3). (B) Asas de descendente 

heterozigoto balanceado (BH: mwh+/+TM3, BdS) 

 

Fonte: Laboratório de Citogenética e Mutagênese - Centro Universitário de Patos de Minas. 

 

A oviposição ocorreu por 8 horas em frascos contendo uma base sólida de 

ágar (ágar a 4% em água) e uma camada de levedura (Saccharomyces cerevisiae) 

suplementada com sacarose. Após 72±4 h, as larvas de terceiro estágio foram 

coletadas e lavadas com água ultrapura usando uma peneira de malha fina. Foi 

realizado um estudo para testar a toxicidade da VD3 no SMART. Para calcular a 

taxa de sobrevivência, após a exposição as larvas foram contadas antes da 

distribuição em tubos de vidro contendo meio de cultura alternativo, preparado com 

purê de batata instantâneo Yoki® Alimentos S.A. (SPANÓ et al., 2001) e diferentes 

concentrações de VD3 isoladamente (12,5; 25,0; 50,0 ou 100,0 mM) dissolvida em 

uma mistura de 1% de Tween 80 (Labsynth Produtos para Laboratório Ltda., 

Diadema, Brasil) e etanol a 3% (Neon Comercial Ltda., São Paulo, Brasil) ou em 

associação com DXR (0,4 mM). O Tween 80, também conhecido como polissorbato 

80, é um agente solubilizante usado com característica hidrofílica, que permite a 

formação de ligações de hidrogênio com a molécula de água. Além disso, a 

presença de uma extensa cadeia de carbono (C64H124O26) permite solubilidade em 

compostos não polares. 

As moscas foram contadas e armazenadas em etanol a 70%. O teste do 

Qui-quadrado foi utilizado para comparação estatística das taxas de sobrevivência 

para as amostras independentes (DE REZENDE et al., 2013). 
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Para o SMART, as concentrações de VD3 foram baseadas no ensaio de 

sobrevivência em D. melanogaster. Os tratamentos foram realizados e um 

experimento com duas repetições, considerando quatro concentrações de VD3 

isoladamente (12,5; 25; 50 ou 100 mM) e três concentrações de VD3 (12,5; 25 ou 

50 mM) em associação com DXR (0,4 mM) (para cotratamentos). Três controles 

foram incluídos: (1) controle negativo (água ultrapura); (2) controle de solvente (1% 

de Tween + 3% de etanol) e (3) controle positivo (Doxorrubicina, DXR 0,4 mM). A 

DXR foi diluída em água. 

 

3.3.2 Análise das asas 

Moscas adultas emergentes dos diferentes tratamentos foram coletadas e 

fixadas em etanol a 70%. As asas das moscas foram removidas, embebidas em 

solução de Faure (30 g de goma arábica, 20 mL de glicerol, 1,5 g de hidrato de 

cloral e 5,0 mL de água destilada) e dispostas em lâmina. As lâminas foram secas 

durante 1 hora em uma placa quente (40°C). Em seguida, as lâminas foram 

cobertas com lamínulas e secas à temperatura ambiente. 

As asas foram examinadas em um microscópio optico (Nikon Eclipse E200, 

400 X) para registrar o número, os tipos de manchas (simples ou gêmeas), seu 

tamanho e posição ao longo da asa. Foram analisadas aproximadamente 24.400 

células por asa. 

 

3.3.3 Análise estatística 

As asas de 40 moscas de cada série tratada foram pontuadas, incluindo os 

controles. Os dados foram avaliados de acordo com o procedimento de decisão de 

Frei e Würgler (1988, 1995), resultando em quatro diagnósticos diferentes: 

negativo, positivo, fraco positivo ou inconclusivo. A frequência de cada tipo de 

mancha (simples pequena, simples grande ou gêmea) e a frequência total de 

manchas por mosca para cada tratamento foram comparadas em pares, isto é, 

controle solvente versus VD3 isolada e controle positivo (DXR) isolada versus DXR 

mais VD3, seguindo as recomendações de Kastenbaum e Bowman (1970), 

consideradas significativas com p≤0,05. Todos os resultados inconclusivos e fraco 

positivos foram analisados com o Teste U não paramétrico de Mann, Whitney e 
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Wilcoxon (a = b = 0,05; unilateral) para excluir falsos positivos (FREI e WÜRGLER, 

1995). 

Os efeitos moduladores da VD3 na mutagenicidade e recombinogenicidade 

da DXR foram quantificados por meio da comparação dos dois genótipos (mwh/flr3 

e mwh/TM3) e aplicando as fórmulas: Recombinação (R) = 1 - [(controle corrigido/ 

controle negativo em moscas BH) /(controle corrigido /controle negativo em moscas 

MH)] x 100  e  Mutação (M) = 100 - R (FREI e WÜRGLER, 1996). 

Com base nas frequências de manchas corrigidas pelo controle por 105 

células, a porcentagem de inibição de VD3 foi calculada como: [DXR isolada - (DXR 

+ VD3) / DXR isolada] x 100 (ABRAHAM, 1994). 

 

3.4 TESTE DE TUMOR EPITELIAL (ETT) EM Drosophila melanogaster 

 

3.4.1 Cruzamentos e tratamentos 

Foi realizado um cruzamento para obter a progênie larval experimental 

onde machos mwh/mwh foram cruzados com fêmeas virgens wts,TM3,Sb1 

(SIDOROV et al., 2001; EEKEN et al., 2002). A linhagem WTS foi adquirida pelo 

Bloomington Drosophila Stock Center da Universidade de Indiana (EUA), registrado 

sob o número Bloomington/7052.    

A oviposição ocorreu por 8 horas em frascos contendo uma base sólida de 

ágar (ágar a 4% em água) e uma camada de levedura (Saccharomyces cerevisiae) 

suplementada com sacarose. Após 72±4h, larvas de terceiro estágio foram lavadas 

com água ultrapura e coletadas em uma peneira de malha fina.     

Um estudo foi realizado para escolha das concentrações de VD3, no ETT. 

Para calcular a taxa de sobrevivência após a exposição, cem larvas foram contadas 

antes da distribuição em tubos de vidro contendo meio de cultura alternativo 

reidratado com as mesmas concentrações de VD3 isoladamente ou em associação 

com DXR, conforme descrito anteriormente no item 3.3.1 do SMART. O teste do 

Qui-quadrado foi realizado para comparação estatística da taxa de sobrevivência 

para as amostras (DE REZENDE et al., 2013). 

Para o ETT, as concentrações de VD3 foram baseadas nos ensaios de 

sobrevivência. Os tratamentos foram realizados em um experimento com duas 

repetições, envolvendo quatro concentrações de VD3 isoladas (12,5; 25; 50 ou 100 
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mM) e três concentrações de VD3 (12,5; 25 ou 50 mM) em associação com DXR 

(0,4 mM) (para cotratamentos). Três controles foram incluídos: (1) controle negativo 

(água ultrapura); (2) controle solvente (1% de Tween + 3% de etanol) e (3) controle 

positivo (Doxorrubicina, DXR 0,4 mM). A DXR foi diluída em água. 

 

3.4.2 Análise das moscas 

Apenas as moscas emergentes com pelos longos e finos foram analisadas 

por serem portadoras do gene WTS e não possuírem o balanceador cromossômico 

(TM3, Sb1). Os indivíduos foram armazenados em etanol e, posteriormente, 

analisados em lâminas côncavas contendo glicerol, mediante visualização com 

microscópio estereoscópico (Bel® Photonics) para contagem de tumores. A 

presença de tumores foi avaliada e registrada em uma planilha padrão. 

 

3.4.3 Análise estatística 

As frequências de tumores epiteliais observados nos indivíduos tratados 

com as diferentes concentrações de VD3 isoladas ou associadas com DXR, são 

comparadas estatisticamente com as frequências de tumores epiteliais observados 

nos indivíduos tratados do controle solvente e do controle positivo, 

respectivamente; utilizando o Teste U não paramétrico de Mann-Whitney, com nível 

de significância p≤0,05.  

 

3.5 ANÁLISE in silico 

 

3.5.1 Modelagem e docking molecular 

A proteína Receptor de Ecdisona (EcR) de D. melanogaster foi modelada, 

por homologia, usando o programa Modeller (WEBB e SALI, 2016). Foi utilizado 

como molde a proteína Receptor de Vitamina D3 (VDR) humana (PDBid: 3B0T). 

Na modelagem foram geradas 1000 estruturas, entre as quais foi selecionada a de 

melhor qualidade após avaliação pelos programas Dope (SHEN e SALI, 2006), 

Verify3D (EISENBERG; LÜTHY; BOWIE, 1997), Ramachandran 

(RAMACHANDRAN; RAMAKRISHNAN; SASISEKHARAN, 1963) e ERRAT 

(COLOVOS e YEATES, 1993). 
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Ambas, VDR e EcR, foram submetidas à docagem com o calcitriol (vitamina 

D ativa) por meio do programa GOLD (JONES et al., 1997), usando os parâmetros 

pré-definidos pelo programa, exceto para a flexibilidade do ligante que foi definida 

como 200%. Cada docagem foi realizada 50 vezes e as melhores posições de 

docking foram avaliadas a partir de um ranking da função de pontuação ChemPLP. 

Em seguida, foi realizada uma plotagem 2D das interações do ligante com a 

proteína. 

 

3.5.2 Simulação da dinâmica molecular (DM) 

As melhores posições do calcitriol para VDR e EcR do docking molecular 

foram submetidas a uma simulação de dinâmica molecular (DM) receptor-ligante, 

utilizando GROMACS (ABRAHAM et al., 2015). Os parâmetros da topologia do 

ligante foram gerados por SwissParam (ZOETE et al., 2011) usando o campo de 

força CHARMM. 

A DM do complexo proteína-ligante foi realizada por meio do GROMACS 

(ABRAHAM et al., 2015) utilizando TIP3P (Potenciais Intermoleculares 

Transferíveis) como modelo de água. A célula unitária foi definida como forma 

triclínica e água e íons foram adicionados. Após a minimização de energia, uma 

fase de equilíbrio foi realizada usando as condições NPT (número de partículas, 

pressão e temperatura constantes) e NVT (número de partículas, volume e 

temperatura constantes). A fase de produção foi conduzida por 20 nanosegundos 

(ns). As trajetórias foram analisadas por meio de desvio médio quadrático da raiz 

da proteína (RMSD), número de ligações de hidrogênio e energia de ligação entre 

a proteína e o ligante. 

 

3.6 ANÁLISE in vitro 

 

3.6.1 Linhagens celulares 

As duas linhagens celulares utilizadas nesse estudo, MCF 10A e MDA-MB-

231, foram obtidas da American Type Culture Collection (EUA) e confirmado como 

livre de contaminação por micoplasma. Os meios de cultivo foram suplementados 

com 10% de FBS e 50 μg/mL de gentamicina. A linhagem MCF 10A (não 

neoplásica) foi mantida em meio DMEM F12, enriquecido com 10µg/mL de EGF, 
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0,25 µg/mL de hidrocortisona e 10 µg/mL de insulina, em estufa a 37°C, com 

atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 (Thermo ScientificTM Forma Series 3 

Water Jacketed CO2 Incubator). A linhagem MDA-MB-231 (TNBC) foi cultivada em 

meio L15, os frascos foram mantidos fechados, livres de CO2. Para ambas 

linhagens, os meios foram trocados de acordo com a demanda metabólica, até que 

as células atingissem 80-90% de confluência, quando foram utilizadas em 

experimentos subsequentes.  A linhagens MCF 10A e MDA-MB-231 apresentavam, 

respectivamente, 09 e 11 passagens. 

 

3.6.2 Viabilidade celular após tratamentos com os compostos isolados 

A metodologia MTT, 3- [4,5-dimetiltiazole-2-il] 2,5-difeniltetrazólio, descrita 

por Mosmann (1983), consiste em um ensaio colorimétrico utilizado para avaliação 

de viabilidade celular. As células metabolicamente viáveis apresentam as enzimas 

desidrogenases mitocondriais, responsáveis por clivar o anel de tetrazólio, 

transformando este composto, de coloração amarela, em um composto de 

coloração azul escuro, que são os cristais de formazan {E, Z-1-(4,5-dimetiltiazole-

2-il) -1,3-difenilformazan}. A síntese desses cristais, que são insolúveis em 

soluções aquosas, atesta a funcionalidade da cadeia respiratória. 

As células MCF 10A e MDA-MB-231 foram semeadas em placas de 96 

poços em uma densidade de 1,5 × 104 células por poço. Após confluência, as 

linhagens foram tratadas com diferentes concentrações de VD3, AZD2461 ou DXR 

(1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80 ou 160 µM). Os seguintes controles foram incluídos no 

ensaio: (i) controle de viabilidade, com células não tratadas; (ii) controle diluente, 

com células tratadas apenas com DMSO e (iii) controle negativo, com poços 

contendo apenas meio e DMSO (branco). As placas foram incubadas em estufa a 

37°C, por 24 e 48 horas, e os tratamentos realizados em triplicata.  

O reagente MTT (10% p/v) foi, então, adicionado às células por 4h a 37°C, 

o sobrenadante descartado e o DMSO adicionado em todos os poços. Os valores 

de densidade óptica (DO) à frequência de absorbância de 570 nm, foram medidos 

em ELISA Reader (Readwell PLATE/Robonik®). A DO média das células tratadas 

foi comparada com a DO média dos poços controle (Mosmann, 1983). A 

porcentagem de viabilidade celular foi calculada pela equação (F1), de acordo com 

Braga et al. (2018): 
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𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟  (%) =
𝐴𝐴 − (𝐶𝑉 − 𝐶𝑁)

𝐷𝑀𝑆𝑂 − (𝐶𝑉 − 𝐶𝑁)
 𝑥 100      (𝐹1) 

 

AA = Amostra A570nm (células tratadas). 

CV = Controle de viabilidade A570nm (células não tratadas) 

CN = Controle negativo A570nm (branco) 

DMSO = Controle diluente A570nm (células tratadas com DMSO) 

 

Os valores de IC50 (concentração que inibe 50% da viabilidade celular) 

foram calculados para cada composto e após cada período de tratamento. Estes 

foram utilizados nos ensaios combinatórios posteriores analisados pelo método 

Chou-Talalay. 

 

3.6.2.1 Análise estatística  

A análise estatística para o ensaio de viabilidade celular (MTT) foi realizada 

utilizando o software GraphPad Prism versão 7.0 (GraphPad Software Inc. San 

Diego, C A, EUA) e as diferenças entre os grupos foram determinadas por meio do 

teste one way ANOVA e Tukey HSD post hoc para as múltiplas comparações. A 

IC50 foi determinada a partir de uma regressão não linear, que relata a porcentagem 

de viabilidade celular em função do logaritmo das concentrações testadas. Os 

gráficos foram plotados com dados de média ± desvio padrão. A diferença foi 

considerada estatisticamente significante quando p<0,05. 

 

3.6.3 Determinação dos parâmetros de dose-efeito para cada composto isolado  

Sete concentrações foram determinadas em diluição seriada, a partir do 

dobro da IC50, em um novo ensaio de viabilidade conduzido na linhagem TNBC 

MDA-MB-231 para cada um dos compostos, isoladamente. A fração de inibição (fa) 

foi calculada por meio da equação (F2):  

 

𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 (%) = {1 − [
𝐴𝐴 − (𝐶𝑉 − 𝐶𝑁)

𝐷𝑀𝑆𝑂 − (𝐶𝑉 − 𝐶𝑁)
]}  𝑥 100      (𝐹2) 
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O programa CompuSyn (ComboSyn Inc., Paramus, NJ. U.S.A.) 

estabeleceu os parâmetros m, Dm e r baseados na Equação de Efeito Mediano 

(F3) (CHOU e TALALAY, 1984; CHOU, 2006). 

 

𝑓𝑎

𝑓𝑢
= (

𝐷

𝐷𝑚
)

𝑚

         (F3) 

 

fa= fração de inibição (efeito) 

fu= fração não afetado (fu = 1 – fa) 

D= dose ou concentração do composto 

Dm= dose de efeito mediano 

m= forma da curva de dose-efeito

O parâmetro (m) determina dose-efeito, sendo (m<1) ou (m>1) coerente 

com a maioria dos sistemas biológicos; o parâmetro (Dm) identifica a potência do 

composto; já o parâmetro (r) representa o coeficiente de correlação linear, 

indicando o grau de conformidade dos dados com a lei de ação em massa, sendo 

(r = 1) em ideal conformidade (CHOU, 2006; 2010). 

 

3.6.4 Cálculo do Índice de Combinação (CI) pelo método Chou-Talalay  

Para a identificação e a análise das interações farmacodinâmicas in vitro 

dos compostos foi realizado um novo de ensaio MTT com combinações binárias, 

com base no projeto experimental de razão não constante. Três combinações 

binárias (VD3 + AZD), (VD3 + DXR) e (AZD + DXR) foram testadas na linhagem 

TNBC MDA-MB-231; com sete diferentes concentrações de cada composto, em 

três repetições. Os efeitos citotóxicos foram avaliados após os períodos de 

incubação de 24 e 48 horas, em dois ensaios independentes. 

Todas as concentrações utilizadas foram baseadas na IC50. Para o ensaio 

de 24 horas foram utilizadas as seguintes concentrações: VD3 (1,34; 2,69; 5,38; 

10,76; 21,52; 43,03 ou 86,06 µM), AZD (4,14; 8,28; 16,56; 33,13; 66,5; 132 ou 265 

µM) e DXR (3,25; 6,5; 13; 26; 52; 104 ou 208 µM). No ensaio de 48 horas foram 

utilizadas as concentrações: VD3 (0,88; 1,75; 3,51; 7,01; 14,02; 28,04 ou 56,08 
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µM), AZD (2,69; 5,38; 10,77; 21,54; 43,07; 86,14 ou 172,28 µM) e DXR (0,34; 0,69; 

1,38; 2,76; 5,51; 11,02 ou 22,04 µM). 

Os valores do Índice de Combinação (CI) permitem identificar os tipos de 

interações de dose-efeito entre os compostos, in vitro (CHOU e TALALAY, 1984). 

O CI é calculado automaticamente por meio do software CompuSyn quantificando 

e determinando o tipo de interação farmacodinâmica sendo: sinérgica quando 

CI<0,9, aditiva quando 0,9 ≤ CI ≤ 1,1, ou antagônica quando CI>1,1 (CHOU, 2008). 

O Índice de Redução de Dose (DRI) também foi calculado, o qual 

corresponde a um valor adimensional de quantas vezes a dose de cada composto, 

em combinação binária sinérgica, pode ser reduzida em uma determinada (fa), em 

comparação com as doses de cada tratamento com o composto isolado. Neste 

caso, DRI>1 indica redução favorável de dose, DRI<1 indica redução desfavorável 

de dose e DRI = 1 indica sem redução da dose (CHOU, 2006). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 TESTE DE MUTAÇÃO E RECOMBINAÇÃO SOMÁTICA (SMART) EM ASAS  

 

O SMART, teste in vivo, em asas de D. melanogaster foi realizado para 

avaliar o potencial mutagênico e recombinogênico da VD3 e seus possíveis efeitos 

moduladores em relação aos danos no DNA induzidos pela DXR. 

As diferentes concentrações de VD3 usadas isoladamente ou em 

associação com DXR foram selecionadas com base em ensaios de sobrevivência 

com Drosophila. As taxas de sobrevivência (%) dos indivíduos resultantes dos 

cruzamentos ST e HB estão representadas na Figura 18.  

 

Figura 18. Taxa de sobrevivência (%) de indivíduos resultantes dos cruzamentos ST e HB após 

exposição a diferentes concentrações de (A) VD3 (Vitamina D3 - mM) isolada; (B) VD3 em 

combinação com DXR (Doxorubicina – 0,4 mM). CS: Controle Solvente (Tween 80 a 1% + etanol a 

3%); CN: Controle Negativo (água utltrapura); CP: Controle Positivo (DXR – 0,4 mM)  

 

 

Os dados de sobrevivência validaram o uso de quatro concentrações (12,5; 

25; 50 ou 100 mM) de VD3 isoladas e três concentrações de VD3 (12,5; 25 ou 50 

mM) em combinação com DXR, que foram testadas em dois experimentos 

independentes. Os dados foram agrupados após verificação de que não haviam 

diferenças significativas (p≥0,05) entre as repetições. 

Os resultados para os descendentes de MH e BH, derivados do cruzamento 

padrão (ST) tratados com diferentes concentrações de VD3 isoladamente ou em 
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combinação com DXR são mostrados na Tabela 1. Nos indivíduos MH, a VD3 

isolada não mostrou mutagenicidade nas concentrações testadas. O tratamento 

com DXR, como esperado, induziu resultados positivos para todas as classes de 

manchas (simples pequena, simples grande e gêmea) quando comparadas ao 

controle negativo (p≤0,05). A administração simultânea de VD3 (12,5; 25 ou 50 mM) 

com DXR (0,4 mM) inibiu significativamente (p≤0,05) o número de manchas 

mutantes induzidas por DXR, em 33,79; 64,57 e 73,98%, respectivamente em 

comparação com DXR isolada.  

Devido a importante redução observada em moscas tratadas 

simultaneamente com VD3 e DXR, também foram analisadas as asas dos 

descendentes de BH resultantes desses tratamentos. Com base na frequência de 

indução de clones por 105 células, comparou-se o número de manchas observadas 

nos indivíduos MH e BH e quantificada a contribuição (%) da mutação e 

recombinação para o número total de manchas observadas (FREI e WÜRGLER, 

1996). A frequência de recombinação observada foi superior a 94% para todos os 

tratamentos. 
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Tabela 1. Resumo dos resultados obtidos com o Teste de Mutação e Recombinação Somática (SMART) em asas de Drosophila 

melanogaster na progênie heterozigota marcada (MH) e heterozigota balanceada (BH) resultante do cruzamento padrão (ST) após 

tratamento crônico de larvas com  diferentes concentrações de Vitamina D3 (VD3 - mM), água ultrapura (controle negativo), controle 

solvente e Doxorubicina 0,4 mM (DXR – controle positivo) 

Genótipos e 

Tratamentos 

(mM) 

Número 

de 

moscas 

Manchas por mosca (número de manchas); diagnóstico 

estatísticoa 

Mancha 

com clone 

mwhc 

Frequência na formação de 

clones/105 células por divisãod 

Recombinação 

(%) 

Inibiçãoe 
(%) 

 Mancha 

simples 

pequena 

(1-2 células)b 

Mancha 

simples 

grande 

(>2 células)b 

Mancha 

gêmea 

Total de 

manchas Observado Controle 

Corrigido 

mwh/flr³            

Controle Negativo 40 0,95 (38) 0,03 (1) 0,00 (0) 0,98 (39) 37 1,90    
Controle Solvente 40 0,58 (23) - 0,18 (7) + 0,03 (1) i 0,78 (31) - 28 1,43 -0,47   
VD3 12,5 40 0,85 (34) i 0,05 (2) - 0,05 (2) i 0,95 (38) - 37 1,90 0,47   
VD3 25,0 40 0,80 (32) i 0,10 (4) - 0,00 (0) i 0,90 (36) - 36 1,84 0,41   
VD3 50,0 40 0,60 (24) - 0,05 (2) - 0,00 (0) i 0,65 (26) - 26 1,33 -0,10   
VD3 100,0 40 0,58 (23) - 0,05 (2) - 0,03 (1) i 0,65 (26) - 25 1,28 -0,15   
           
DXR 0,4 40 6,20 (248) + 8,60 (344) + 6,95 (278) + 21,75 (870) + 824 42,21 40,78 96,62  
VD3 12,5 + DXR 0,4 40   5,80 (232) 4,28 (171) * 4,20 (168) * 14,28 (571) * 555 28,43 27,00 99,26 33,79 
VD3 25,0 + DXR 0,4 40 2,70 (108) * 2,88 (115) * 2,55 (102) * 8,13 (325) * 310 15,88 14,45 97,85 64,57 
VD3 50,0 + DXR 0,4 40 2,93 (117) * 1,80 (72) * 1,45 (58) * 6,18 (247) * 235 12,04 10,61 94,15 73,98 
           
mwh/TM3           
Controle Negativo 40 0,58 (23) 0,03 (1) f 0,60 (24) 24 1,23    
DXR 0,4 40 1,03 (41) + 0,25 (10) +  1,28 (51) + 51 2,61 1,38   

VD3 12,5 + DXR 0,4 40 0,40 (16) * 0,10 (4)  0,50 (20) * 20 1,02 -0,20   

VD3 25,0 + DXR 0,4 40 0,33 (13) * 0,13 (5)  0,45 (18) * 18 0,92 -0,31   

VD3 50,0 + DXR 0,4 40 0,25 (10) * 0,05 (2) *  0,30 (12) * 12 0,61 -0,62   

           

Moscas trans-heterozigotas marcadas (mwh/flr³) e moscas heterozigotas balanceadas (mwh/TM3) foram avaliadas.  
a Diagnóstico estatístico de acordo com Frei e Würgler (1988, 1995). Teste U; níveis de probabilidade: -, negativo; +, positivo; i, 
inconclusivo; p ≤ 0,05 DXR vs. controle negativo; VD3 vs. controle solvente; *, positivo; p ≤ 0,05 VD3 + DXR vs. DXR (0,4 mM) 
isolada. 
b Incluindo manchas simples flr3 raras. 
c Considerando clones de mwh de manchas simples e gêmeas. 
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d Frequência de formação de clones: clones/moscas/48.800 células (sem correção de tamanho). 
e Calculado como {[DXR isolada – DXR +VD3] /DXR} X 100, de acordo com Abraham (1994). 
f Cromossomo balanceador TM3 não contém a mutação flr3 e a recombinação é suprimida, devido às múltiplas regiões invertidas 
nesses cromossomos. 
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Os resultados do cruzamento de alta bioativação (HB) estão resumidos na 

Tabela 2. Os resultados obtidos com os indivíduos MH tratados apenas com VD3 

foram negativos em todas as concentrações testadas quando comparados ao 

controle solvente. A DXR aumentou significativamente (p≤0,05) todas as categorias 

de manchas quando comparadas ao controle negativo. A atividade 

recombinogênica foi a principal resposta, ao dano no DNA induzido por DXR 

(98,94%). Quando administrada em combinação com DXR, todas as concentrações 

de VD3 (12,5; 25 ou 50 mM) foram responsáveis por reduzir significativamente 

(p≤0,05) o número de manchas induzidas por DXR. A taxa de inibição foi de, 

respectivamente, 45,25; 49,52 e 50,27%. Ao comparar o número de manchas 

observadas nos indivíduos MH e BH, constatou-se que as manchas induzidas 

ocorreram, principalmente, devido à recombinação, respectivamente, 95,13; 98,10 

e 97,44%. 
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Tabela 2. Resumo dos resultados obtidos com o Teste de Mutação e Recombinação Somática (SMART) em asas de Drosophila 

melanogaster na progênie heterozigota marcada (MH) e heterozigota balanceada (BH) resultante do cruzamento de alta bioativação 

(HB) após tratamento crônico de larvas com  diferentes concentrações de Vitamina D3 (VD3 - mM), água ultrapura (controle negativo), 

controle solvente e Doxorubicina 0,4 mM (DXR – controle positivo) 

Genótipos e 

Tratamentos 

(mM) 

Número 

de 

moscas 

Manchas por mosca (número de manchas); diagnótico 

estatísticoa 

Mancha 

com 

clone 

mwhc 

Frequência na formação de 

clones/105 células por 

divisãod 

Recombinação 

(%) 

Inibiçãoe 
(%) 

 Mancha 

simples 

pequena 

(1-2 células)b 

Mancha 

simples 

grande 

(>2 células)b 

Mancha 

gêmea 

Total de 

manchas Observado Controle 

Corrigido 

mwh/flr³            

Controle Negativo 40 1,10 (44) 0,15 (6) 0,08 (3) 1,33 (53) 49 2,51    
Controle Solvente 40 1,15 (46) i 0,08 (3) i 0,13 (5) i 1,35 (54) - 51 2,61 0,10   
VD3 12,5 40 1,25 (50) - 0,15 (6) i 0,08 (3) i 1,48 (59) - 58 2,97 0,36   
VD3 25,0 40 1,10 (44) - 0,18 (7) i 0,05 (2) - 1,33 (53) - 53 2,72 0,10   
VD3 50,0 40 0,93 (37) - 0,08 (3) i 0,03 (1) - 1,03 (41) - 41 2,10 -0,51   
VD3 100,0 40 0,75 (30) - 0,15 (6) i 0,10 (4) i 1,00 (40) - 40 2,05 -0,56   
           
DXR 0,4 40 6,85 (274) + 10,20 (408) + 8,95 (358) + 26,00 (1040) + 988 50,61 48,00 98,94  
VD3 12,5 + DXR 0,4 40 5,40 (216) f* 4,73 (189) * 4,60 (184) * 14,73 (589) f* 564 28,89 26,28 95,13 45,25 
VD3 25,0 + DXR 0,4 40 4,25 (170) f* 4,80 (192) * 4,65 (186) * 13,70 (548) * 524 26,84 24,23 98,10 49,52 
VD3 50,0 + DXR 0,4 40 3,73 (149) * 4,90 (196) * 4,88 (195) * 13,50 (540) * 517 26,49 23,87 97,44 50,27 
           
mwh/TM3           
Controle Negativo 40 0,95 (38) 0,15 (6) f 1,10 (44) 44 2,25    
DXR 0,4 40 0,90 (36) - 0,45 (18) +  1,35 (54) - 54 2,77 0,51   
VD3 12,5 + DXR 0,4 40 1,48 (59) * 0,25 (10) i  1,73 (69) - 69 3,53 1,28   
VD3 25,0 + DXR 0,4 40 1,00 (40) - 0,33 (13) i   1,33 (53) - 53 2,72 0,46   
VD3 50,0 + DXR 0,4 40 1,18 (47) - 0,23 (9) i  1,40 (56) - 56 2,87 0,61   

           

Moscas trans-heterozigotas marcadas (mwh/flr³) e moscas heterozigotas balanceadas (mwh/TM3) foram avaliadas.  
a Diagnóstico estatístico de acordo com Frei e Würgler (1988, 1995). Teste U; níveis de probabilidade: -, negativo; +, positivo; i, 
inconclusivo; p ≤ 0,05 DXR vs. controle negativo; VD3 vs. controle solvente; *, positivo; p ≤ 0,05 VD3 + DXR vs. DXR (0,4 mM) 
isolada. 
b Incluindo manchas simples flr3 raras. 
c Considerando clones de mwh de manchas simples e gêmeas. 
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d Frequência de formação de clones: clones/moscas/48.800 células (sem correção de tamanho). 
e Calculado como {[DXR isolada – DXR +VD3] /DXR} X 100, de acordo com Abraham (1994). 
f Cromossomo balanceador TM3 não contém a mutação flr3 e a recombinação é suprimida, devido às múltiplas regiões invertidas 
nesses cromossomos. 
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Os resultados observados apenas com VD3, em ambos os cruzamentos 

(ST e HB), foram semelhantes. A VD3 não mostrou genotoxicidade nas 

concentrações utilizadas. Estudos da literatura revelam ausência de efeito 

mutagênico da VD3 em diferentes organismos e sistemas de teste, diferentes dos 

que fizemos. O SMD-502, um análogo da VD3, não se mostrou mutagênico em pele 

e em fígado de camundongos transgênicos gpt delta e nas células GDL1 (TAKEIRI 

et al., 2012). Além disso, não houve relação geral entre 25(OH)D3 e danos ao DNA 

em linfócitos humanos (NAIR-SHALLIKER et al., 2012) e a suplementação com 

VD3 reduziu o estresse oxidativo e o dano ao DNA em pacientes com diabetes tipo 

2 (FAGUNDES et al., 2019). Não foi observada associação entre VD3 e dano ao 

DNA induzido por oxidação em linfócitos periféricos de adultos jovens (18 a 26 

anos), mas a deficiência de VD3 foi altamente prevalente nos adultos jovens 

estudados e os autores não puderam descartar efeito de melhora de correção do 

déficit de VD3 no dano ao DNA (WANG et al., 2016). 

O controle positivo DXR induziu altas frequências de todos os tipos de 

manchas mutantes nos cruzamentos ST e HB. A comparação das frequências de 

manchas nas asas das moscas MH (genótipo mwh/flr³) e das moscas BH (genótipo 

mwh/ TM3) de ambos os cruzamentos ST e HB indicou que a recombinação foi a 

principal resposta para os tratamentos com DXR. Esses resultados são 

corroborados por investigações anteriores com DXR em Drosophila (VALADARES; 

GRAF; SPANÓ, 2008; DE REZENDE et al., 2009; ORSOLIN; SILVA-OLIVEIRA; 

NEPOMUCENO, 2016; OLIVEIRA et al., 2017). 

A DXR apresenta diferentes mecanismos de danos ao DNA, como a ligação 

e a inibição da enzima topoisomerase II, uma girase de DNA com alta atividade em 

células proliferativas (KAISEROVÁ et al., 2006; MARINELLO; DELCURATOLO; 

CAPRANICO, 2018). Além disso, a inibição efetuada pela droga anticâncer leva à 

instabilidade genética e causa biotransformação redutiva do anel quinona, 

produzindo um radical semiquinona, que tem efeito tóxico direto e/ou provoca 

reações redox (RAMJI et al., 2003). A DXR também contribui para a produção de 

ERO, conferindo citotoxicidade secundária (GEWIRTZ, 1999; DOROSHOW, 2019). 

A modulação de VD3 em células somáticas de Drosophila, avaliada nesse 

estudo, foi capaz de reduzir a frequência total de manchas mutantes induzidas por 

DXR em todas as concentrações, nos cruzamentos ST e HB. Assim, a VD3 foi 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Orsolin%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26829615
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nepomuceno%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26829615
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Delcuratolo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30404148
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efetiva na redução do efeito mutagênico da DXR. Esses resultados reforçam os 

efeitos protetores da VD3 sobre os danos gerados pela DXR diretamente e após 

sua metabolização, como a formação de ERO.  

Mokhtari, Hekmatdoost e Nourian (2017) relataram o papel central da VD3 

na supressão do complexo da enzima NADPH oxidase, que atua na formação de 

ERO. Tem sido demonstrado que a administração de VD3 reduz o dano ao DNA 

em camundongos diabéticos tipo 2 e a deficiência em VD3 foi associada a dano ao 

DNA em células mononucleares de pacientes asmáticos (WANG et al., 2016). A 

literatura mostra efeitos controversos sobre a capacidade do VD3 de prevenir ou 

melhorar biomarcadores do estresse oxidativo (TAGLIAFERRI et al., 2019).  

A proteção contra a mutagenicidade induzida por DXR, observada na 

presente pesquisa, pode ser devida à inibição de radicais livres e ao aumento do 

status antioxidante.  

 

4.2 TESTE DE TUMOR EPITELIAL (ETT) 

 

Em D. melanogaster, o ETT foi realizado para avaliar o potencial 

carcinogênico de VD3 ou seu potencial anticarcinogênico quando associada à DXR. 

As diferentes concentrações de VD3 usadas isoladamente ou em combinação com 

DXR foram selecionadas com base em ensaios de sobrevivência (Figura 19). 

 

Figura 19. Taxas de sobrevivência (%) de indivíduos resultantes do ETT após exposição a 

diferentes concentrações de (A) VD3 (vitamina D3 - mM) isoladamente; (B) VD3 em combinação 

com DXR (doxorrubicina - 0,4 mM). CS: Controle Solvente (1% de Tween + 3% de etanol); CN: 

Controle Negativo (água ultrapura); CP: Controle Positivo (DXR - 0,4 mM)  
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A Tabela 3 mostra a frequência de tumores nos segmentos do corpo de D. 

melanogaster tratadas com diferentes concentrações de VD3 isoladamente ou em 

combinação com DXR. As frequências totais de tumores observadas nos 

descendentes heterozigotos de D. melanogaster tratados com diferentes 

concentrações de VD3 (12,5; 25; 50 ou 100 mM) não foram estatisticamente 

significativas (p≥0,05) quando comparadas à frequência observada no controle 

solvente. A maior frequência de tumores encontrada nos indivíduos tratados com 

DXR (0,4mM) foi estatisticamente significativa (p≤0,05) quando comparada à 

frequência no controle negativo. As frequências de tumor observadas nas moscas 

tratadas com VD3 (12,5; 25 ou 50 mM) em combinação com DXR foram 

significativamente diferentes (p≤0,05) das frequências observadas naquelas 

tratadas apenas com DXR. A redução no número de tumores ocorreu perante o 

aumento das concentrações utilizadas. 
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Tabela 3. Resumo dos resultados obtidos com o Teste de Tumor Epitelial (ETT) em Drosophila melanogaster após tratamento 

crônico das larvas com diferentes concentrações de Vitamina D3 (VD3 - mM), água ultrapura (controle negativo), controle solvente 

e Doxorubicina 0,4 mM (DXR – controle positivo) 

Tratamentos 

mM 

Número 

de 

moscas 

Frequência de tumores analisados (total de tumores) Frequência de 

tumores 

Redução 

(%) Olhos Cabeça Asas Corpo Pernas Halteres 

Controle negativo 200 0,000 (00) 0,085 (17) 0,040 (08) 0,110 (22) 0,025 (05) 0,000 (00) 0,260 (52)  

Controle solvente 200 0,000 (00) 0,070 (14) 0,055 (11) 0,150 (30) 0,055 (11) 0,000 (00) 0,330 (66)  

VD3 12,5 200 0,000 (00) 0,050 (10) 0,030 (06) 0,080 (16) 0,045 (09) 0,000 (00) 0,205 (41)  

VD3 25,0 200 0,005 (01) 0,085 (17) 0,055 (11) 0,110 (22) 0,030 (06) 0,005 (01) 0,290 (58)  

VD3 50,0 200 0,000 (00) 0,050 (10) 0,030 (06) 0,130 (26) 0,010 (02) 0,015 (03) 0,235 (47)  

VD3 100,0 200 0,000 (00) 0,085 (17) 0,050 (10) 0,190 (38) 0,080 (18) 0,000 (00) 0,405 (81)  

Controle positivo  200 0,045 (09) 0,130 (26) 1,390 (278) 0,770(154) 0,570 (114) 0,085 (17) 2,990 (598) *  

VD3 12,5 + DXR 0,4 200 0,015 (03) 0,055 (11) 0,305 (61) 0,435(87) 0,210 (42) 0,045 (09) 1,065 (213) ** 64,4 

VD3 25,0 + DXR 0,4 200 0,030 (06) 0,050 (10) 0,210 (42) 0,425 (85) 0,145 (29) 0,015 (03) 0,875 (175) ** 70,7 

VD3 50,0 + DXR 0,4 200 0,010 (02) 0,035 (07) 0,140 (28) 0,290 (58) 0,140 (28) 0,005 (01) 0,620 (124) ** 79,3 

 

Diagnóstico estatístico de acordo com o Teste de Mann e Whitney. 

 *, Diferente do controle negativo. Nível de significância p ≤ 0,05.  

**, Diferente do controle positivo. Nível de significância p ≤ 0,05.  
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Os resultados com VD3 isolada não mostraram carcinogenicidade nas 

doses utilizada. A vitamina foi capaz de reduzir significativamente a frequência de 

tumores induzidos pela DXR em todas as concentrações analisadas. Desta forma, 

os resultados revelam que a VD3 tem efeitos moduladores na carcinogenicidade 

induzida pela DXR. 

A VD3, como pró-hormônio, sofre metabolismo em duas etapas, no fígado 

e nos rins, para produzir um metabólito biologicamente ativo, o calcitriol (1,25-

dihidroxicolecalciferol [1,25(OH)2D3]), que se liga ao VDR para a regulação da 

expressão de diversos genes (JEON e SHIN, 2018; ALMAIMANI et al., 2019; EL-

BOSHY et al., 2019). O calcitriol é sintetizado a partir de um precursor de esteroide, 

colecalciferol ou pré-VD3, reconhecido como uma molécula semelhante aos 

antioxidantes da membrana celular, que é bioativada em duas etapas sob a ação 

do gene CYP24A1, resultando na formação de calcidiol (25(OH)D3) e calcitriol 

(WHEELER e NIJHOUT, 2003; SAKAKI et al., 2014). O gene CYP24A1, encontrado 

em humanos, possui ortólogo em D. melanogaster, o CYP12B2 (NCBI, 2020). 

Nos vertebrados, foi descrita a existência de um VDR nuclear com 

capacidade intrínseca de ser ativado pelo calcitriol. Além desse metabólito ativo, o 

VDR é heterodimerizado pelo receptor X retinóide (RXR) e seu homólogo 

ultraspiracle (USP), encontrado em D. melanogaster (YAO et al., 1992). Dela Cruz, 

Kirsch e Heinrich (2000) relatam ativação do VDR quando associado à USP, sem 

a necessidade de que esse receptor esteja sempre ligado ao metabolito ativo da 

VD3. Segundo  Laudet et al. (1992) há  estreita relação evolutiva do VDR e do 

receptor de ecdisona (EcR) encontrado em D. melanogaster, devido à semelhança 

no domínio de ligação ao ligante presente nesses dois receptores. O EcR possui 

três isoformas que, quando ativadas pelo USP e pelo hormônio esteroide 20-

hidroxiecdisona, induzem a proliferação celular durante o período larval e a 

maturação durante o período pupal do inseto (DELA CRUZ, KIRSCH, HEINRICH, 

2000; DELANOUE, SLAIDINA, LÉOPOLD, 2010) . A sinalização pelo complexo 

EcR para a proliferação celular ocorre até o final do período larval, devido ao 

aumento gradual de 20-hidroxiecdisona e ao atingir o pico de ecdisona, novos 

genes serão ativados com a finalidade de maturação durante o período pupal 

(DELANOUE, SLAIDINA, LÉOPOLD, 2010; TSAO et al., 2016). 
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No presente estudo, para melhor compreensão das interações moleculares 

de VD3 e receptores, realizamos análise in silico com docking e dinâmica 

molecular, o que nos permitiu verificar uma interação estável entre calcitriol e EcR. 

Quando o VD3 foi testado por ETT, verificou-se que os períodos larval e pupal 

ocorreram no tempo regular, o que pode ser explicado pela interação favorável 

entre calcitriol e EcR. Desta forma, a inibição da carcinogênese pode ser atribuída 

ao metabólito ativo do VD3 que, ao final do período larval, deixou de induzir a 

proliferação celular, conforme descrito anteriormente por Sakaki et al. (2014). 

Pawlowska, Wysokinski e Blasiak (2016) descreveram que a forma ativa da 

VD3 remove os danos ao DNA induzidos pela radiação ultravioleta (UV) em células 

pré-cancerosas, via reparo por excisão de nucleotídeos, o que reduz o processo de 

nitrosilação das enzimas de reparo do DNA. Estudos anteriores demonstraram que 

a VD3 pode apresentar propriedades oncoprotetoras, atuando na(o): (i) regulação 

do fator de crescimento, (ii) síntese e sinalização de citocinas, (ii) modulação da 

inflamação, (iii) proliferação e diferenciação celular, (iv) angiogênese, (v) potencial 

invasivo e metastático, (vi) apoptose e (vii) regulação da expressão do miRNA 

(HARRIS e GO, 2004; MERCHAN et al., 2017). Revisão de literatura oferece 

análise atualizada dos papéis de VD3 e VDR na carcinogênese (MERCHAN et al., 

2017). Assim, o efeito modulador da VD3 sobre a carcinogenicidade induzida pela 

DXR apresentado neste trabalho, pode estar relacionado às diversas propriedades 

oncoprotetoras exercidas por esta vitamina. 

 

4.3 ANÁLISE in silico 

 

A Figura 20 apresenta o resultado da modelagem molecular e do docking 

entre o calcitriol (vitamina D ativa) e seu receptor de VDR (Fig. 20A) e entre o 

calcitriol e o receptor de ecdisona (EcR) (Fig. 20B). Verifica-se que o calcitriol, na 

proteína EcR, ocupa o local de ligação de  forma invertida quando comparado com 

a proteína VDR.  
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Figura 20. Modelagem e docking molecular entre: (A) calcitriol (vitamina D ativa) e seu receptor 

VDR e em (B) calcitriol e o receptor de ecdisona (EcR) 

 

 

A Figura 21 ilustra um gráfico 2D das interações do ligante com proteínas 

receptoras, neste caso, entre calcitriol e VDR (Fig. 21A) e entre calcitriol e EcR (Fig. 

21B). Nesse gráfico são mostradas, em lilás, as interações hidrofóbicas; em verde, 

as ligações de hidrogênio e em vermelho, as interações desfavoráveis. Apesar da 

interação desfavorável detectada entre calcitriol e EcR, os diagramas evidenciam a 

presença de ligações de hidrogênio e interações hidrofóbicas essenciais para a 

estabilização do calcitriol no local de ligação. 

 

Figura 21. Representação 2D de interações ligante-proteína: (A) Calcitriol e receptor VDR; (B) 

Calcitriol e o receptor de ecdisona (EcR). Interações hidrofóbicas (lilás); ligações de hidrogênio 

(verde) e interações desfavoráveis (vermelho) 
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A Figura 22 mostra a simulação da dinâmica molecular (DM) entre calcitriol 

e proteínas receptoras de VDR e EcR. A Figura 22A revela a estabilidade das 

proteínas, destacando-se que, para ambas, não há variação acentuada, 

principalmente, na segunda metade da simulação, indicando que as proteínas 

estão em equilíbrio com o sistema. A Figura 22B exibe as ligações de hidrogênio 

produzidas por calcitriol e proteínas, com resultado considerado satisfatório, pois 

durante os 20 nanosegundos da simulação essas ligações aumentaram, 

demonstrando maior estabilidade entre o calcitriol e os receptores. A Figura 29C 

mostra a medição da energia de ligação entre o ligante e a proteína.  Em ambos os 

casos houve uma tendência de queda, destacando aumento na estabilidade de 

ambos os complexos proteína-ligante. 

 

Figura 22. Simulação da dinâmica molecular entre calcitriol e proteínas. (A) Estabilidade proteica, 

VDR e EcR; (B) ligações de hidrogênio entre calcitriol e proteínas; (C) Energia entre ligante e 

proteínas 
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A análise in silico indica que, assim como na proteína receptora VDR, a 

ligação do calcitriol na proteína receptora EcR, apesar de estar em posição invertida 

quando comparada à VDR, prever fortes evidências de sua estabilidade com  EcR, 

conforme demonstrado  pelo docking e análise por DM. Essas considerações, de 

acordo com os dados experimentais, confirmam a possibilidade, em D. 

melanogaster, de transdução de sinal entre a forma ativa de VD3 (calcitriol) e o 

receptor de ecdisona, permitindo a ocorrência de diferentes eventos atribuídos a 

esse receptor em estágios distintos do ciclo de vida nesse organismo modelo. 

 

4.4 EFEITO DOS COMPOSTOS ISOLADOS SOBRE A VIABILIDADE CELULAR 

 

O ensaio MTT investigou os efeitos da VD3, AZD2461 e DXR sobre a 

viabilidade das células MCF 10A (não-neoplásica) e MDA-MB-231 (TNBC), em 

tratamentos independentes de 24 e 48 horas. As concentrações utilizadas para os 

dois ensaios foram as mesmas para VD3, AZD2461 e DXR, a saber, 1,25; 2,5; 5; 

10; 20; 40; 80; ou 160 µM. A figura 23 mostra os resultados da viabilidade celular 

em relação à VD3; sendo o ensaio de 24 horas representado pela figura 23A e o 

ensaio de 48 horas representado pela figura 23B.  

 

Figura 23. Viabilidade celular (%) de linhagens de mama tratadas com VD3, realizada por ensaio 

MTT. A citotoxicidade do composto foi avaliada em MCF 10A (não neoplásica) e MDA-MB-231 

(TNBC). Em (A) período de incubação de 24 horas, em (B) período de incubação de 48 horas 
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Para a VD3, as concentrações de 1,25; 2,5; 5 ou 10µM induziram, 

significativamente (p<0,05), a proliferação da linhagem MCF 10A, após 24 e 48 

horas de tratamento. Após esses dois períodos, a VD3 apresentou comportamento 

seletivo, se mostrando citotóxica à linhagem MDA-MB231 nas concentrações de 

1,25 a 20 µM. A partir de 40µM a viabilidade da linhagem MCF 10A foi 

comprometida a mais de 50%, apesar da MDA-MB-231 se mostrar sensível ao 

tratamento.   

Em consonância com nossos resultados, estudos anteriores observaram 

que a VD3 pode estimular o crescimento celular (ODA et al., 2018; PATRIA et al., 

2019; ODA e BIKLE, 2020). Esse comportamento pode ser atribuído à ativação, 

pela VD3, da via de sinalização β-catenina, responsável pela progressão do ciclo 

celular e estímulo do crescimento celular (ODA et al., 2018; ODA e BIKLE, 2020). 

Já a citotoxicidade verificada a partir de 40 µM pode decorrer da regulação negativa 

da expressão da enzima piruvato carboxilase, responsável pela produção de 

glicose, mediada pela VD3, conforme publicado por Sheeley, Teegarden e Wong 

(2019). Lee et al. (2007) também demonstraram a inibição do crescimento desta 

linhagem em função da ativação da via da Proteína quinase C alfa (PKCα) pela 

VD3.  Para a linhagem MDA-MB-231, Santos et al. (2018) relataram a citotoxicidade 

da VD3 pela redução da captação de glicose e regulação negativa da expressão 

de enzimas glicolíticas. Esses autores mencionaram que a VD3 induziu a ativação 

da via AMPK e a regulação negativa da via mTOR, conduzindo à apoptose. 

Contudo, essa linhagem também pode resistir à morte celular, como descrito por 

Brosseau, Pirianov e Colston (2010), em que a baixa atividade da via MAPK, 

induzida pela VD3, pode estar associada à resistência da linhagem MDA-MB-231 

à apoptose.  

A Figura 24 mostra os resultados do efeito de AZD2461 na viabilidade 

celular nas linhagens de mama citadas anteriormente, onde o ensaio de 24 horas 

está representado na Figura 24A e o ensaio de 48 horas, na figura 24B.   
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Figura 24. Viabilidade celular (%) de linhagens de mama tratadas com AZD2461, realizada por 

ensaio MTT. A citotoxicidade do composto químico foi avaliada em MCF 10A (não neoplásica) e 

MDA-MB-231 (TNBC). Em (A) período de incubação de 24 horas, em (B) período de incubação de 

48 horas 

 

 

 

O composto AZD, nas concentrações de 1,25; 2,5; 5 e 10 µM do ensaio de 

24 horas, também induziu a proliferação da MCF 10A (p<0,05). Após 48 horas isso 

ocorreu apenas na menor concentração (1,25µM). Sugerimos que a linhagem MCF 

10A, quando exposta a concentrações reduzidas de AZD, apresentou danos do tipo 

DSBs até o limiar de tolerância, seguido do reparo por recombinação homóloga. 

Nesse contexto, houve um aumento da demanda metabólica para o reparo dos 

danos causados pelas concentrações reduzidas desse composto. 

Para a linhagem TNBC MDA-MB-231, o AZD foi seletivo. Este 

comportamento foi mais proeminente no ensaio de 24 horas; pois a viabilidade 

dessa linhagem foi diminuída em todas as concentrações testadas. Quando o 

composto foi administrado a 80 µM houve uma redução da viabilidade da MCF 10A 

e MDA-MB-231 de 2,5% e 34,5%, respectivamente, após 24 horas, e de 15% e 

44%, respectivamente, após 48 horas.  
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Estudos revelam que o AZD apresenta respostas tão eficazes quanto seu 

precursor, o Olaparibe, no que se refere ao potencial de inibição de PARP1 e 

PARP2 (OPLUSTIL O’CONNOR et al., 2016; KEUNG, WU, VADGAMA, 2019). 

Segundo Zhao et al. (2018) as  ações do Olaparibe são (i) indução na quebra da 

fita dupla do DNA (DSB), corroborado por Dubois et al. (2020); (ii) indução da 

clivagem de PARP, corroborado por Zhao et al. (2019); (iii) bloqueio do reparo  por 

excisão de bases; (iv) inibição da recombinação homóloga; (v) inibição da 

progressão do ciclo celular, corroborado por  Michelena et al. (2018) e (vi) indução 

do reparo sujeito a erros (NHEJ), corroborado por Clements et al. (2019). Esses 

efeitos são evidentes em linhagens mutantes para os genes BRCA. Contudo, Zhao 

et al. (2018) e Dubois et al. (2020). Observaram na linhagem MDA-MB-231 níveis 

reduzidos na expressão da proteína de reparo de recombinação homóloga RAD51, 

presumindo comprometimento da recombinação homóloga mimetizado pela perda 

de BRCA1/2 e, consequentemente, expressão do fenótipo de BRCAness. 

Sugerimos que a seletividade do AZD contra a linhagem MDA-MB-231 pode ser 

decorrente da deficiência dos mecanismos de reparo aos danos causados por este 

composto ao DNA, resultando em morte celular dessa linhagem de TNBC 

BRCAness (ZHAO et al., 2018; DUBOIS et al., 2020). 

Concentrações mais elevadas de AZD podem causar DSBs acima do limiar 

de tolerância a danos, o que justifica a citotoxicidade do composto à MCF 10A nas 

concentrações de 80 e 160 µM. Nessas condições, a linhagem MCF 10A, mesmo 

possuindo reparo por recombinação homóloga funcional, este foi insuficiente para 

manutenção de sua viabilidade, conforme já relatado por Oplustil O’Connor et al. 

(2016).  

Finalmente, os resultados para o tratamento das linhagens com DXR estão 

apresentados na Figura 25, onde o ensaio de 24 horas está representado na Figura 

25A e o ensaio de 48 horas, na figura 25B. Nos dois períodos de incubação (24 e 

48 horas) foi observada significativa (p<0,05) citotoxicidade da DXR em ambas 

linhagens, sendo este evento mais expressivo no ensaio de 48 horas. A DXR não 

foi seletiva à MDA-MB-231, comprometendo a viabilidade da MCF 10A, sobretudo 

quando administrada a 160 µM. Diferentes mecanismos de ação da DXR são 

relacionados à regulação negativa do crescimento celular, como a inibição da 

enzima topoisomerase II, essencial na replicação do DNA, além da quelação do 
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ferro, elemento importante para a síntese de DNA, transporte mitocondrial de 

elétrons e detecção de oxigênio (PATEL e THAKKAR, 2014).  

 

Figura 25. Viabilidade celular (%) de linhagens de mama tratadas com DXR, realizada por ensaio 

MTT. A citotoxicidade do composto químico foi avaliada em MCF 10A (não neoplásica) e MDA-

MB-231 (TNBC). Em (A) período de incubação de 24 horas, em (B) período de incubação de  

48 horas 

 

 

A Tabela 4 sumariza os valores de IC50 dos compostos testados (VD3, AZD 

e DXR). Menores valores foram observados após 48 horas de tratamento. A DXR 

foi o composto mais citotóxico, contudo, não seletivo. Importante salientar que a 

resistência a esse quimioterápico é um dos principais problemas enfrentados no 

tratamento do câncer de mama. Marinello et al. (2019) associaram a via de 

sinalização TGF-β1 à adaptação das linhagens MFC-7 e MDA-MB-231 contra 

apoptose e estresse oxidativo gerado pela DXR. Também já foi descrito na literatura 

que a linhagem MDA-MB-231, quando exposta a concentrações reduzidas de 

Olaparibe, a longo prazo, apresenta atividade clonogênica (DUBOIS et al., 2020). 

Segundo Clairmont et al. (2020) a resistência da linhagem de câncer de mama 

SUM149PT ao Olaparibe pode estar associada à regulação negativa da via NHEJ. 

Nesse contexto, o estudo de combinações farmacológicas é mandatório na busca 

de tratamentos otimizados contra os mais variados tumores, incluindo o TNBC. 



59 
 

Tabela 4. Valores calculados da IC50 para os compostos Vitamina D3 (VD3 - µM), 

AZD2461 (AZD - µM) e Doxorrubicina (DXR - µM). Os tratamentos foram realizados 

por 24 e 48 horas e a viabilidade avaliada pelo método MTT em linhagem celular 

de câncer de mama triplo negativa (MDA-MB-231) e linhagem celular de mama não 

neoplásica (MCF 10A) 

ND1 – Não determinado > 160 µM 

ND2 – Não determinado < 1,25 µM 

 

4.5 PARÂMETROS DE DOSE-EFEITO DOS COMPOSTOS ISOLADOS EM 

LINHAGEM TNBC 

 

A partir do dobro da IC50 foram definidas sete concentrações em diluição 

seriada para um novo ensaio de MTT com os compostos individuais. Foi calculada 

a (fa) e, posteriormente, utilizando o software CompuSyn, foram determinados os 

parâmetros (m), (Dm) e (r), para a linhagem TNBC MDA-MB-231. 

As concentrações de todos os compostos, nos ensaios de 24 e 48 horas, 

inibiram o crescimento celular (fa) de maneira dose dependente (Tabela 5). O 

parâmetro dose-efeito (m) manteve o comportamento individual, nos dois períodos 

de incubação, sendo VD3 e AZD com (m>1), enquanto a DXR com (m<1); índices 

que estão coerentes com a maioria dos sistemas biológicos. 

No ensaio de 24 horas, os valores de Dm da VD3, AZD e DXR foram, 

respectivamente, 31,1922; 81,6844 e 447,946 µM. A VD3 se mostrou o composto 

mais potente contra a linhagem MDA-MB-231. No ensaio de 48 horas, os valores 

da VD3, AZD e DXR foram, respectivamente, 15,9352; 66,5327 e 2,60743 µM; 

sendo a DXR mostrou ser o composto mais potente.  

 

Tratamento 

único   

 IC50 (µM)  

24 h 48 h 

MCF 10A MDA-MB-231 MCF 10A MDA-MB-231 

VD3 37,11 43,03 34,67 28,04 

AZD ND1 132,5 ND1 86,14 

DXR 51,93 104,0 ND2 11,02 



60 
 

Tabela 5. Parâmetros de dose-efeito e resumo dos resultados com diferentes concentrações de Vitamina D3 (VD3 - µM), AZD2461 
(AZD - µM) e Doxorrubicina (DXR - µM) em uma linhagem de células de câncer de mama triplo negativa (MDA-MB -231). 
Tratamentos únicos foram realizados por 24 e 48 horas 
 

Período: após 24 horas Período: após 48 horas 

Tratamento único (µM) Fração de 
Inibição 
(fa) 

Parâmetros Tratamento único (µM) Fração de 
Inibição 
(fa) 

Parâmetros 

VD3  AZD  DXR m  Dm r VD3 AZD DXR  m Dm r 

86,06   0,92  1,37187  31,1922 0,93566 56,08   0,94  1,50520  15,9352 0,96350 
43,03   0,50     28,04   0,59     
21,52   0,19     14,02   0,29     
10,76   0,11     7,01   0,20     
5,38   0,11     3,51   0,08     
2,69   0,08     1,75   0,08     
1,34   0,01     0,88   0,01     
 265,00  0,89  1,03371  81,6844 0,94690  172,28  0,80  1,44746  66,5327 0,99660 
 132,50  0,51      86,14  0,55     
 66,25  0,35      43,07  0,35     
 33,13  0,23      21,54  0,21     
 16,56  0,11      10,77  0,07     
 8,28  0,12      5,38  0,02     
 4,14  0,06      2,69  0,01     
  208,00 0,50  0,06868  447,946 0,84080   22,04 0,71  0,41245  2,60743 0,97762 
  104,00 0,47       11,02 0,60     
  52,00 0,46       5,51 0,60     
  26,00 0,45       2,76 0,56     
  13,00 0,41       1,38 0,41     
  6,50 0,45       0,69 0,37     
  3,25 0,42       0,34 0,29     

 



61 
 

4.6 ANÁLISE DE INTERAÇÕES FARMACODINÂMICAS 

 

A análise das interações farmacodinâmicas, in vitro, entre VD3, AZD e 

DXR, segundo o método Chou-Talalay, foi realizada em combinações binárias de 

razão não constante entre os três compostos testados na linhagem MDA-MB-231. 

Considerando os dados experimentais reais, o CI foi calculado automaticamente, 

quantificando e determinando o tipo de interação farmacodinâmica entre VD3, AZD 

e DXR, sendo esta sinérgica (CI<0.9), aditiva (0.9 ≤ CI ≤ 1.1) ou antagônica 

(CI>1.1). 

A Figura 26 apresenta os resultados da combinação entre VD3 + AZD2461; 

sendo o ensaio de 24 horas representado pela figura 26A e o ensaio de 48 horas 

representado pela figura 26B. 

 

Figura 26. Distribuição dos valores do Índice de Combinação em função do efeito anti-proliferativo 

da combinação VD3 + AZD2461 em linhagem de mama MDA-MB-231. (A) Período de incubação 

de 24 horas; (B) período de incubação de 48 horas 

 

 

Após 24 horas de tratamento foram identificadas: (i) vinte e duas 

combinações sinérgicas, sendo dezesseis com efeito moderado/alto e seis com 

efeito baixo; (ii) duas combinações aditivas, sendo uma com efeito moderado/alto 

e uma com efeito baixo e (iii) vinte e cinco combinações antagônicas, sendo uma 

VD3 + AZD2461 (24h) VD3 + AZD2461 (48h) 
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com efeito moderado/alto e vinte e quatro com efeito baixo. No ensaio de 48 horas 

verificou-se (i) vinte combinações sinérgicas, sendo dezesseis com efeito 

moderado/alto e quatro com efeito baixo. Destas combinações sinérgicas, uma 

apresentou sinergismo forte com efeito moderado/alto; (ii) seis combinações 

aditivas, sendo duas com efeito moderado/alto e quatro com efeito baixo e (iii) vinte 

e três combinações antagônicas, sendo nove com efeito moderado/alto e quatorze 

com efeito baixo.  

Sugerimos que a atividade sinérgica entre VD3 e AZD2461 seja decorrente 

da ativação da via AMPK na linhagem MDA-MB-231. Esta é acompanhada da 

regulação negativa da via de sobrevivência mTOR e, portanto, inibe o crescimento 

celular (WICKI e HAGMANN, 2011). Esses mecanismos foram descritos nos 

trabalhos de Santos et al. (2018) que utilizaram VD3 contra a linhagem MDA-MB-

231 e por Hijaz et al. (2016) que cultivaram células de câncer de ovário com 

Olaparibe. Entretanto, o sinergismo e/ou a aditividade podem ser atribuídos a vias 

distintas induzidas por estes dois compostos como a inibição da via Proteína 

quinase B (Akt)/mTOR pela VD3, conforme descrito por Han et al. (2019) e a 

clivagem de PARP1 causada pelo AZD2461, conforme resultados de Oplustil 

O’Connor et al. (2016) e Zhao et al. (2019). Finalmente, compostos em sinergismo 

podem ativar uma terceira via e, caso isso tenha acontecido, necessita ser 

posteriormente elucidado.  

A Figura 27 expressa os resultados da combinação entre VD3 + DXR; 

sendo o ensaio de 24 horas representado pela figura 27A e o ensaio de 48 horas 

representado pela figura 27B. Após 24 horas foram identificadas as seguintes 

combinações (i) vinte e cinco sinérgicas, sendo treze com efeito moderado/alto e 

doze com efeito baixo. Destas, sete apresentaram sinergismo forte com efeito 

moderado/alto; (ii) quatro aditivas, sendo duas com efeito moderado/alto e duas 

com efeito baixo e (iii) vinte antagônicas, sendo quatro com efeito moderado/alto e 

dezesseis com efeito baixo. No ensaio de 48 horas foram observadas (i) vinte e 

seis combinações sinérgicas, sendo vinte e quatro com efeito moderado/alto e duas 

com efeito baixo. Destas combinações sinérgicas, dez apresentaram sinergismo 

forte com efeito moderado/alto; (ii) oito combinações aditivas, sendo cinco com 

efeito moderado/alto e três com efeito baixo e (iii) quinze combinações antagônicas, 

sendo cinco com efeito moderado/alto e dez com efeito baixo.  



63 
 

Figura 27. Distribuição dos valores do Índice de Combinação em função do efeito anti-proliferativo 

da combinação VD3 + DXR em linhagem de mama MDA-MB-231. (A) Período de incubação de 24 

horas; (B) período de incubação de 48 horas 

 

 

Zhang et al. (2020) descrevem os efeitos da DXR contra células de 

camundongos C57BL, por meio da inibição dessa via, da via Akt/mTOR, a qual 

também é alvo da VD3, resultando em queda na proliferação celular. Corroborando 

nossos resultados, Maayah et al. (2018) relataram a atuação da combinação da 

VD3 + DXR na inibição do crescimento celular dependente da via Akt/mTOR, em 

linhagem de osteossarcoma MG63.  Além disso, a apoptose também pode ter 

ocorrido após a inibição da glicólise ocasionada pela VD3, como descrito por 

Santos et al. (2018) e em decorrência do stress oxidativo mediado pela DXR 

(MAAYAH et al., 2018; ANTONUCCI et al., 2020). 

A Figura 28 mostra os resultados da combinação entre AZD2461 + DXR; 

sendo o ensaio de 24 horas representado pela figura 28A e o ensaio de 48 horas 

representado pela figura 28B. No ensaio de 24 horas foram observadas: (i) 

quarenta e três combinações sinérgicas, sendo vinte e oito com efeito 

moderado/alto e quinze com efeito baixo. Destas combinações sinérgicas, dezoito 

apresentaram sinergismo forte e efeito moderado/alto; (ii) uma combinação aditiva 

com efeito moderado/alto e (iii) cinco combinações antagônicas, sendo três com 

efeito moderado/alto e duas com efeito baixo. No ensaio de 48 horas verificou-se 
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(i) dezoito combinações sinérgicas, sendo doze com efeito moderado/alto e seis 

com efeito baixo. Destas duas combinações apresentaram sinergismo forte e efeito 

moderado/alto; (ii) seis combinações aditivas, sendo cinco com efeito 

moderado/alto e uma com efeito baixo e (iii) vinte e cinco combinações antagônicas, 

sendo dezesseis com efeito moderado/alto e nove com efeito baixo.  

 

 Figura 28. Distribuição dos valores do Índice de Combinação em função do efeito anti-

proliferativo da combinação AZD2461 + DXR em linhagem de mama MDA-MB-231. (A) Período de 

incubação de 24 horas; (B) período de incubação de 48 horas 

 

 

A literatura descreve a instabilidade genômica por DSBs como resultante 

dos mecanismos de ação do AZD, com a estabilização do complexo PARP-DNA 

ou “PARP trapping” (OPLUSTIL O’CONNOR et al., 2016; KEUNG, WU, VADGAMA, 

2019; LUO et al., 2020) e da DXR, com a inibição da topoisomerase II (NITISS, 

2009; PATEL e THAKKAR, 2014). Park et al. (2018) apresentaram resultados do 

cotratamento com DXR e Olaparibe, o qual aumentou o índice de apoptose em 

células de osteossarcoma (U2OS), com elevação dos níveis de PARP1 clivada, 

caspase 3 clivada, da proteína pró-apoptótica BAX e redução na expressão da 

proteína anti-apoptótica BCL2.  É possível, então, sugerir que AZD e DXR atuam 

sinergicamente na indução de DSBs e, consequentemente, na indução da apoptose 
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na linhagem TNBC e BRCAness, MDA-MB-231 (ZHAO et al., 2018; DUBOIS et al., 

2020). Além disso, a DXR apresenta efeito tóxico direto e indireto, gerando 

ambiente de estresse oxidativo severo, responsável por aumentar o quadro de 

instabilidade genômica e induzir vias pró-apoptóticas (DOROSHOW, 2019; 

ANTONUCCI et al., 2020), justicando os efeitos efeito moderado/alto de suas 

combinações.  

A Tabela 6 mostra os resultados da análise do método Chou-Talalay 

utilizando diferentes concentrações de VD3 + AZD2461 contra a linhagem MDA-

MB-231, após período de 48 horas de tratamento em combinações binárias. As 

combinações binárias foram associadas aos níveis das interações 

farmacodinâmicas e ao parâmetro DRI, que foi calculado pelo CompuSyn. É 

interessante destacar as seguintes combinações, com redução nas concentrações 

e efeito moderado/alto: (i) duas combinações aditivas com efeito 0,60, sendo (1) 

1,75VD3 x 86,14AZD e (2)0,88VD3 x 86,14AZD; (ii) cinco combinações sinérgicas 

com efeitos entre 0,78 e 0,91, sendo (1) 28,04VD3 x 86,14AZD, (2)14,02VD3 x 

86,14AZD, (3) 28,04VD3 x 43,07AZD, (4) 28,04VD3 x 21,54AZD e (5) 14,02VD3 x 

43,07AZD. Em todas as combinações sinérgicas, o valor do DRI foi favorável à 

redução de dose. 

 

 

 

 



66 
 

Tabela 6. Resumo dos resultados do método Chou-Talalay com diferentes concentrações de Vitamina D3 (VD3 - µM) e AZD2461 

(AZD - µM) em uma linhagem de células de câncer de mama triplo negativo (MDA-MB-231), após 48 horas de tratamento com 

combinações binárias 

Combinações binárias (µM) Fração de inibição  
(fa) 

Parâmetros Interações farmacodinâmicas 

VD3 AZD CI DRI (VD3) DRI (AZD) Sinergismo Aditividade Antagonismo 

56,08 172,28 0,96 0,71425 2,34700 3,47008 + +   
28,04  0,93 0,74916 3,16896 2,30626 + +   

14,02  0,83 1,17269 3,25920 1,15491   - 
7,01  0,69 1,74834 3,86810 0,67122   - - - 

3,51  0,65 1,83435 6,84955 0,59229   - - - 

1,75  0,62 1,92569 12,6058 0,54161   - - - 

0,88  0,67 1,62201 28,9873 0,62992   - - - 
56,08 86,14 0,94 0,75912 1,76787 5,16889 + +   

28,04  0,91 0,64014 2,64321 3,81953 + + +   

14,02  0,80 0,84712 2,85494 2,01267 + +   

7,01  0,60 1,31442 2,97597 1,02208   - - 
3,51  0,59 1,17981 5,78183 0,99319   - 

1,75  0,60 1,06228 11,9209 1,02208  + -  

0,88  0,60 1,02058 23,7063 1,02208  + -  

56,08 43,07 0,96 0,49812 2,34700 13,8803 + + +   
28,04  0,88 0,63175 2,13528 6,11880 + + +   

14,02  0,78 0,64951 2,63507 3,70347 + + +   

7,01  0,58 0,87296 2,81689 1,93065 +   
3,51  0,44 1,02325 3,86784 1,30768  + -  

1,75  0,30 1,35524 5,18620 0,86028   - - 

0,88  0,31 1,21911 10,6418 0,88878   - - 

56,08 21,54 0,95 0,53995 2,00959 23,6176 + + +   
28,04  0,88 0,55006 2,13528 12,2348 + + +   

14,02  0,63 0,84192 1,61871 4,46144 + +   

7,01  0,28 1,44559 1,21377 1,60847   - - 

3,51  0,30 0,96808 2,58571 1,72015  + -  
       
       
      Continua na próxima página 
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Combinações binárias (µM) Fração de inibição  
(fa) 

Parâmetros Interações farmacodinâmicas 

VD3 AZD CI DRI (VD3) DRI (AZD) Sinergismo Aditividade Antagonismo 

1,75 21,54 0,18 1,22368 3,32513 1,08349   - - 
0,88  0,19 1,02631 6,91042 1,13430  + -  
56,08 10,77 0,98 0,27618 3,77099 90,8901 + + + +   

28,04  0,76 0,89116 1,22226 13,6983 +   
14,02  0,30 1,83543 0,64735 3,44030   - - - 

7,01  0,18 1,66615 0,83010 2,16699   - - - 

3,51  0,12 1,46880 1,20830 1,55960   - - - 

1,75  0,24 0,59514 4,23387 2,78593 + + +   
0,88  0,14 0,75179 5,42138 1,76263 + +   

56,08 5,38 0,95 0,50819 2,00959 94,5581 + + +   

28,04  0,61 1,36661 0,76497 16,8447   - - 

14,02  0,16 2,90177 0,37771 3,93296   - - - 
7,01  0,05 3,72942 0,32143 1,61736   - - - - 

3,51  0,16 0,91708 1,50870 3,93296  + -  

1,75  0,01 4,25948 0,43002 0,51706   - - - - 

0,88  0,03 1,44872 1,79853 1,12018   - - 
56,08 2,69 0,94 0,57170 1,76787 165,520 + + +   

28,04  0,57 1,49242 0,68533 30,0503   - - - 

14,02  0,10 3,97201 0,26403 5,42038   - - - - 
7,01  0,01 4,2821 0,10735 1,03411   - - - -  

3,51  0,17 0,75252 1,58325 8,27052 + +   

1,75  0,01 3,29247 0,43002 1,03411   - - - 

0,88  0,05 0,69970 2,56046 3,23472 + + +   

 
Níveis das interações farmacodinâmicas: sinergismo muito forte (+ + + + +), sinergismo forte (+ + + +), sinergismo (+ + +), 
sinergismo moderado (+ +), sinergismo leve (+),  antagonismo muito forte (- - - - -), antagonismo forte (- - - -), antagonismo (- - -), 
antagonismo moderado (- -) e antagonismo leve (-) (CHOU, 2008).
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A Tabela 7 mostra os resultados da análise do método Chou-Talalay 

utilizando diferentes concentrações de VD3 + DXR contra a linhagem MDA-MB-

231, após período de 48 horas de tratamento utilizando combinações binárias. 

Assim como na Tabela 6, os valores de DRI foram calculados e, juntamente, com 

os níveis das interações farmacodinâmicas, foram associados as combinações 

binárias. Desses resultados, valem destacar as seguintes combinações, com 

redução nas concentrações, que geraram efeito moderado/alto: (i) uma combinação 

aditiva (0,88VD3 x 11,02DXR) com efeito 0,65; (ii) cinco combinações sinérgicas 

com efeitos entre 0,75 e 0,93 sendo (1) 28,04VD3 x 11,02DXR, (2) 3,51VD3 x 

11,02DXR, (3) 28,04VD3 x 5,51DXR, (4) 3,51VD3 x 5,51DXR e (5) 28,04VD3 x 

2,76DXR. Em duas destas combinações sinérgicas houve sinergismo forte e em 

todas essas combinações sinérgicas o valor do DRI foi favorável à redução de dose. 

A ocorrência de combinações sinérgicas, com concentrações inferiores e 

efeito moderado/alto, sugere uma redução nas doses dos fármacos e, por 

conseguinte, nos efeitos colaterais decorrentes do tratamento para pacientes com 

TNBC. No entanto, são necessários ensaios in vivo posteriores para sua validação 

terapêutica. 
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Tabela 7. Resumo dos resultados do método Chou-Talalay com diferentes concentrações de Vitamina D3 (VD3 - µM) e Doxorrubicia 

(DXR - µM) em uma linhagem de células de câncer de mama triplo negativo (MDA-MB-231), após 48 horas de tratamento com 

combinações binárias 

Combinações binárias (µM) Fração de inibição 

(fa) 

Parâmetros Interações Farmacodinâmicas 

VD3  DXR  CI DRI (VD3) DRI (DXR) Sinergismo Aditividade Antagonismo 

56,08 22,04 0,99 0,08239 12,1559 8156,21 + + + + +   
28,04  0,93 0,25073 4,25965 62,6163 + + + +   
14,02  0,82 0,51094 3,36725 4,67367 + + +   
7,01  0,79 0,51563 5,70439 2,93831 + + +   
3,51  0,81 0,33005 12,6979 3,97931 + + +   
1,75  0,72 0,91695 16,4283 1,16811  + -  
0,88  0,66 1,73174 25,6007 0,59078   - - - 
56,08 11,02 0,99 0,08233 12,1559 16312,4 + + + + +   
28,04  0,89 0,38750 2,77065 37,6273 + + +    
14,02  0,75 0,72119 2,34392 3,39491 + +   
7,01  0,71 0,73656 3,93033 2,07414 + +   
3,51  0,76 0,36029 9,81175 3,87043 + + +   
1,75  0,63 1,24999 11,4902 0,85988   - - 
0,88  0,65 0,98279 24,6368 1,06134  + -  
56,08 5,51 0,99 0,08230 12,1559 32624,8 + + + + +   
28,04  0,93 0,23875 4,25965 250,465 + + + +   
14,02  0,74 0,61390 2,23931 5,97622 + + +   
7,01  0,73 0,42296 4,28357 5,27669 + + +   
3,51  0,75 0,25409 9,36231 6,78983 + + + +   
1,75  0,70 0,33709 15,1007 3,69177 + + +   
0,88  0,66 0,46223 25,6007 2,36312 + + +   
56,08 2,76 0,99 0,08228 12,1559 65131,5 + + + + +   
28,04  0,82 0,62075 1,68363 37,3216 + + +   
14,02  0,56 1,48731 1,11429 1,69527   - - - 
         

 
Continua na próxima página 
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Níveis das interações farmacodinâmicas: sinergismo muito forte (+ + + + +), sinergismo forte (+ + + +), sinergismo (+ + +), sinergismo moderado 
(+ +), sinergismo leve (+), antagonismo muito forte (- - - - -), antagonismo forte (- - - -), antagonismo (- - -), antagonismo moderado (- -) e 
antagonismo leve (-) (CHOU, 2008).

 
Combinações binárias (µM) Fração de inibição 

(fa) 

Parâmetros Interações Farmacodinâmicas 

VD3  DXR  CI DRI (VD3) DRI (DXR) Sinergismo Aditividade Antagonismo 

7,01 2,76 0,56 1,03859 2,22857 1,69527  + -  
3,51  0,60 0,59090 5,13239 2,52490 + + +   
1,75  0,55 0,76675 8,61899 1,53675 + +   
0,88  0,51 1,02773 14,9107 1,04095  + -  
56,08 1,38 0,99 0,08227 12,1559 130263 + + + + +   
28,04  0,72 1,02892 1,02531 18,6559  + -  
14,02  0,41 2,79586 0,65930 0,78179   - - - 
7,01  0,41 2,03749 1,31860 0,78179   - - - 
3,51  0,47 1,01558 3,25355 1,41197  + -  
1,75  0,41 1,46843 5,28195 0,78179   - - - 
0,88  0,45 0,94355 12,1019 1,16154  + -  
56,08 0,69 0,99 0,08227 12,1559 260526 + + + + +   
28,04  0,52 2,28198 0,48449 4,58824   - - - 
14,02  0,34 3,28779 0,50857 0,75673   - - - 
7,01  0,36 1,97873 1,09773 0,93654   - - - 
3,51  0,39 1,19097 2,44982 1,27750   - 
1,75  0,42 0,76145 5,47405 1,72781 + +   
0,88  0,31 1,98030 7,19581 0,54309   - - - 
56,08 0,34 0,99 0,08227 12,1559 528714 + + + + +   
28,04  0,52 2,17143 0,48449 9,31143   - - - 
14,02  0,30 3,32378 0,43356 0,98302   - - - - 
7,01  0,31 2,01434 0,90333 1,10215   - - - 
3,51  0,35 1,05866 2,11084 1,70966  + -  
1,75  0,34 0,89660 4,07434 1,53572 +   
0,88  0,28 1,44500 6,34914 0,77670   - - 
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5 CONCLUSÕES 

 

A investigação, em Drosophila melanogaster, do potencial modulador da  

Vitamina D3 (VD3) na Mutagenicidade, avaliado pelo Teste de Mutação e 

Recombinação Somática (SMART) em asas e do potencial carcinogênico pelo 

Teste de Tumor Epitelial (ETT); do sinergismo com diferentes fármacos, revelado 

in vitro, pelo Método de Chou-Talalay em linhagem humana de câncer de mama 

triplo negativa MDA-MB-231 e, ainda, por abordagem in silico,  por  meio de  

docking e dinâmica molecular, para melhor  compreensão e embasamento das 

interações moleculares de VD3 e receptores permitiu concluir que, em D. 

melanogaster e nas condições experimentais  dessas análises: 

 
1.  A VD3 não apresenta toxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade; 

 

2. A VD3 mostrou efeito modulador na mutagenicidade e carcinogenicidade 

induzidas pela Doxorrubicina (DXR); 

 

3. A VD3 isolada não aumentou a frequência de manchas mutantes nas asas 

de D. melanogaster, mas reduziu a frequência das manchas induzidas por 

DXR quando coadministrada com esse composto; 

 

4. A atividade recombinogênica manteve-se como a principal resposta, ao dano 

no DNA induzido por DXR, mesmo coadministrada com VD3; 

 

5. A VD3 em diferentes concentrações não aumentou a frequência total de 

tumor epitelial em descendentes heterozigotos de D. melanogaster, mas 

reduziu, de modo dose-dependente, a frequência de tumor quando 

coadministrada com DXR, revelando que a VD3 tem efeito modulador na 

carcinogênese; 
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6. A análise in silico por docking associado a dinâmica molecular entre calcitriol 

e Receptor de Ecdisona (EcR) exibiu interação estável, indicando a 

possibilidade de transdução de sinal entre VD3 (calcitriol) e EcR, com 

possibilidade de ocorrência de diferentes eventos atribuídos a esse receptor 

em estágios distintos do ciclo de vida de D. melanogaster; 

 

7. Em tratamentos individuais, em células MDA-MB-231, a VD3 foi mais potente 

no ensaio de 24 horas e a DXR após 48 horas; 

 

8. O AZD2461 foi seletivo para a linhagem TNBC; 

 

9. Em relação à importância das combinações farmacológicas no tratamento 

do câncer, a VD3, associada ao AZD2461 ou à DXR, apresentou efeito 

sinérgico (IC<0,9), indicando redução favorável de dose (DRI>1), o que os 

torna potencialmente promissores no tratamento do TNBC. 
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A B S T R A C T   

Vitamin D3 (VD3) deficiency increases DNA damage, while supplementation may exert a pro-oxidant activity, 
prevent viral infections and formation of tumors. The aim of this study was to investigate the mutagenicity and 
carcinogenicity of VD3 alone or in combination with doxorubicin (DXR) using the Somatic Mutation and 
Recombination Test and the Epithelial Tumor Test, both in Drosophila melanogaster. For better understanding of 
the molecular interactions of VD3 and receptors, in silico analysis were performed with molecular docking 
associated with molecular dynamics. Findings revealed that VD3 alone did not increase the frequency of mutant 
spots, but reduced the frequency of mutant spots when co-administered with DXR. In addition, VD3 did not alter 
the recombinogenic effect of DXR in both ST and HB crosses. VD3 alone did not increase the total frequency of 
tumor, but significantly reduced the total frequency of tumor when co-administered with DXR. Molecular 
modeling and molecular dynamics between calcitriol and Ecdysone Receptor (EcR) showed a stable interaction, 
indicating the possibility of signal transduction between VD3 and EcR. In conclusion, under these experimental 
conditions, VD3 has modulatory effects on the mutagenicity and carcinogenicity induced by DXR in somatic cells 
of D. melanogaster and exhibited satisfactory interactions with the EcR.   

1. Introduction 

Cholecalciferol, also known as vitamin D3 (VD3), is a steroid hor
mone derived from cholesterol (secosteroid). VD3 is traditionally 
recognized as an important substance for maintaining serum calcium 
homeostasis and bone mineralization (Abdelghany et al., 2016). Cal
cium also exerts a reciprocal effect on the production of the pre-hormone 
calcidiol [25-hydroxyvitamin D - 25(OH)D3] in the liver and calcitriol 
[1,25(OH)2D3] in the kidney, which is the biologically active form of 
vitamin D (VD) (Lucock et al., 2015; Jeon and Shin, 2018; Almaimani 
et al., 2019; El-Boshy et al., 2019). Woo and Eide (2010) report the need 
for a five to 30-min exposure to the midday sun, at least twice a week, for 

satisfactory VD3 synthesis. 
In humans, VD3 is related to the development of therapies for 

autoimmune and chronic inflammatory diseases (Saul et al., 2019), 
besides to reducing the risk of viral infections (Gombart et al., 2020). 
Recent scientific studies have suggested that the adequate supplemen
tation of VD may increase the resistance to the novel coronavirus 
(SARS-CoV-2), the causative agent of the Coronavirus Disease 2019 
(COVID-19) (Wang et al., 2020). Therefore, VD supplementation might 
be a useful measure for reducing the risk of respiratory tract infections 
and for acting as one more therapeutic option for the treatment against 
this new virus (Grant et al., 2020; Zhang and Liu, 2020). 

Prior studies supporting the role of VD in reducing risk of COVID-19 
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indicate that the outbreak occurred in winter, when 25 (OH)D concen
trations are low and, importantly, VD deficiency has been found to 
contribute to acute respiratory distress syndrome. In fact, VD levels have 
shown to be severely low in the aging population, especially in Spain, 
Italy and Switzerland, being the elderly the most vulnerable group of 
population for COVID-19. Therefore, it has been recommended that 
people at risk consider an intake of 10,000 IU/d of VD3 for a few weeks 
to rapidly raise 25 (OH)D levels (Grant et al., 2020; Ilie et al., 2020). 

Mechanisms of signalling by VD3 are only possible through a highly 
specific VD nuclear receptor (VDR) (Grzesiak et al., 2019). Upon binding 
to calcitriol, the activated VDR recruits retinoid X receptor (RXR) and 
co-modulators for transcription of target genes, such as cyp24a1 (Bunch 
et al., 2019). Thus, the [1,25(OH)2D3]-VDR complex is related to the 
control of gene expression, in addition to mediating pathologies, 
including breast cancer in humans (Huss et al., 2019). 

According to previous studies, VDR expression is related to anti
tumor events in various tissues (Gharbaran et al., 2019; Shaker and 
Senousy, 2019; DeSantis et al., 2020). Supplementation with VD3 is 
necessary to activate the VDR pathway and thus prevent the formation 
of tumors, since, as reported in the literature, this vitamin has several 
anti-cancer mechanisms, such as: (i) induction of apoptosis, (ii) 
anti-proliferative effects, (iii) anti-inflammatory effects, (iv) stimulation 
of differentiation, (v) inhibition of angiogenesis and (vi) inhibition of 
invasion and metastasis (Fathi et al., 2019). Other researches, however, 
have reported that excessive VD3 supplementation may present poten
tially harmful effects on the body (Owens et al., 2017), including 
changes in the cell cycle regulatory pathways (Sakaki et al., 2014; Irving 
et al., 2015) and pro-oxidation (Koren et al., 2001; Halhali et al., 2010). 

Among the different toxicological tests used to evaluate substances 
that can cause DNA damage and/or induce cancer, the wing Somatic 
Mutation and Recombination Test (SMART) and the Epithelial Tumor 
Test (ETT), both conducted in Drosophila melanogaster, have drawn 
considerable attention due to their sensitivity in assessing chemicals 
with mutagenic, recombinogenic and/or carcinogenic properties (Graf 
et al., 1984; Graf and van Schaik, 1992; Nepomuceno, 2015). 

D. melanogaster has proven to be an excellent in vivo model organism 
for over a century. The major advantages of its use in research are the 
short life cycle, high offspring numbers and low costs for maintenance, 
being also an alternative model system to the use of vertebrates, since 
the fruit fly shares several basic biological, biochemical, neurological 
and physiological similarities with mammals. Furthermore, approxi
mately 75% of genes related to human disease are conserved between 
humans and Drosophila (Pandey and Nichols, 2011; Abolaji et al., 2013; 
Koon and Chan, 2017). 

The wing SMART allows to assess the potential of a chemical to 
induce loss of heterozygosity resulting from gene mutation, chromo
somal rearrangement, chromosome breakage, or chromosome loss (Graf 
et al., 1984; De Andrade et al., 2003). Indeed, SMART has been suc
cessfully used to detect the mutagenic/recombinogenic as well as anti
mutagenic/antirecombinogenic properties of many chemical 
compounds (Orsolin et al., 2016; Oliveira et al., 2017, 2020; Naves et al., 
2019). 

The ETT allows to identify epithelial tumors induced by xenobiotic 
agents (Orsolin et al., 2012; Nepomuceno, 2015; Vasconcelos et al., 
2017; Morais et al., 2017, 2018). The test uses a D. melanogaster strain 
containing the wts marker, which, when expressed in the wild type, acts 
as a tumor suppressor gene (Xu et al., 1995). The deletion of the 
wild-type gene wts and consequent expression of the mutant allele lead 
to the formation of highly invasive cell clones, hence resulting in the 
development of epithelial tumors in the body and appendages of adult 
flies (Nishiyama et al., 1999). 

For conducting in vivo tests, it is essential to know whether the model 
organism has human orthologous receptors, which can be activated with 
the compound to be tested and, consequently, express a response in the 
model system. Therefore, in silico analyzes with molecular docking 
associated with molecular dynamics are recommended, in which, 

through computer simulation, it is possible to predict the best position 
and orientation of a ligand in another receptor molecule, an association 
that can be: (i) protein-peptide, (ii) protein-protein and (iii) protein- 
small molecule (Agrawal et al., 2019). In association with molecular 
docking, molecular dynamics (MD) is a tool that allows the simulation of 
the behavior of a molecular system; that is, MD leads to the under
standing of ligand-receptor interactions with prediction of the intensity 
of stability and the consequent biological activity of this ligand-receptor 
system (Namba et al., 2008). 

Given that VD3 has already been associated with events that result in 
modulation of genetic instability (Elhusseini et al., 2018; Fagundes 
et al., 2019), the aim of the present study was to evaluate the mutage
nicity and carcinogenicity of VD3 when administered alone or its anti
mutagenicity and anticarcinogenicity when administered 
simultaneously with DXR, through SMART and ETT. Additionally, we 
performed in silico analysis with molecular docking and simulation of 
molecular dynamics between VD3 and receptors VDR and EcR. 

2. Material and methods 

2.1. Chemical agents 

Vitamin D3 (VD3) (CAS 67-97-0) was obtained from Gemini Indús
tria de Insumos Farmacêuticos Ltda., An�apolis (GO), Brazil (Fig. 1A). 
Doxorubicin (DXR) (CAS 25316-40-9), commercially known as Adri
blastina® RD, was manufactured and packaged by Activis Italy Sp - 
Nerviano (Milan, Italy) and imported by Pfizer Laborat�orio Ltda., S~ao 
Paulo, Brazil (Fig. 1B). 

2.2. Drosophila stocks 

Three D. melanogaster strains were used to investigate the mutage
nicity and recombinogenicity of VD3 when administered alone or its 
antimutagenicity and antirecombinogenicity when administered 
simultaneously with DXR: [1] multiple wing hairs (mwh/mwh; y; mwh jv, 
3 (3–0.3)); [2] flare-3 (flr3/In(3LR)TM3, ri pp sep l (3)89Aa bx34e and 
BdS); and [3] ORR; flare-3 (ORR/ORR; flr3/In(3LR) TM3, ri pp sep l (3) 
89Aa bx34e and BdS). Two Drosophila strains were used to investigate the 
carcinogenicity of VD3 when administered alone or its anti
carcinogenicity when administered simultaneously with DXR: [1] mul
tiple wing hairs (mwh/mwh; y; mwh jv, 3 (3–0.3)) and [2] “warts” (wts/ 
TM3; ST [1] in [1] kni [ri-1] wts [3–17]/TM3, Sb1). These strains were 
kept in glass vials filled with a maintenance medium (i.e., agar-agar, 
banana, yeast, methylparaben, water and penicillin/streptomycin) in a 
Bio-Oxygen Demand-type (B.O.D.) chamber (Model: SL224, SOLAB – 
Equipamentos para Laborat�orios Ltda., S~ao Paulo, SP, Brazil) at 25 � 1 
�C, under 12 h light/12 h dark cycles of photoperiod. 

2.3. Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) 

2.3.1. Crosses and treatments 
Two crosses were carried out to produce the experimental larval 

progeny: (1) Standard (ST) cross: mwh/mwh males crossed with flare-3 
virgin females (Graf et al., 1984, 1989); (2) High bioactivation (HB) 
cross: mwh/mwh males crossed with ORR; flare-3 virgin females (Graf 
and van Schaik, 1992). These crosses yielded two types of offspring: 
marked trans-heterozygous (MH) (mwh þ/þ flr3) flies with phenotypi
cally wild-type wings and balanced heterozygous (BH) (mwhþ/þTM3, 
BdS) flies with phenotypically serrated wings. These offspring are 
phenotypically distinct due to the marker TM3, BdS. 

Eggs were collected over 8 h in vials containing a solid agar base (4% 
agar in water) and a layer of yeast (Saccharomyces cerevisiae) supple
mented with sucrose. After 72 � 4 h, third instar larvae were washed up 
with tap water and collected using a fine mesh sieve. We performed a 
pilot study to test the VD3 toxicity in the SMART. To calculate the sur
vival rates upon exposure, larvae were counted before the distribution 
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into glass tubes containing an alternative culture medium, prepared 
with instant potato puree Yoki® Alimentos S.A (Span�o et al., 2001). and 
different concentrations of VD3 alone (12.5; 25.0; 50.0 and 100.0 mM) 
dissolved in a mixture of 1% Tween 80 (Labsynth Produtos para Labo
rat�orio Ltda., Diadema, Brazil) and 3% ethanol (Neon Comercial Ltda., 
S~ao Paulo, Brazil) or in association with DXR (0.4 mM) (for 
co-treatments). The survival tests were performed only once, without 
replicates. The hatched flies were counted and stored in 70% ethanol. 
Chi-squared test was used for statistical comparisons of the survival rate 
ratios for independent samples (De Rezende et al., 2013). 

Therefore, for SMART the VD3 concentrations were based on sur
vival assays in D. melanogaster (Fig. 2). Treatments were done in two 
independent experiments, with two replicates, considering four con
centrations of VD3 alone (12.5; 25.0; 50.0 and 100.0 mM) and three 
concentrations of VD3 (12.5; 25.0 and 50.0 mM) in association with 
DXR (0.4 mM) (for co-treatments). Three controls were included: (1) 
negative control (ultrapure water); (2) solvent control (1% Tween 80 þ
3% ethanol) and (3) positive control (doxorubicin - 0.4 mM DXR). 

2.3.2. Analysis of flies 
Emerging adult flies from the different treatments were collected and 

fixed in 70% ethanol. The wings were removed from the flies, soaked in 
Faure’s solution (30 g of gum arabic, 20 mL of glycerol, 1.5 g of chloral 
hydrate and 5.0 mL of distilled water) and arranged on a dry slide. The 
slides were dried for 1 h on a hot plate (40 �C). Then, the slides were 
coverslipped and dried at room temperature. 

Wings were examined on a microscope (Nikon Eclipse E200, 400 X) 
to record the number and types of spots (single or twin) as well as their 
size and position along the wing. Approximately 24,400 cells per wing 
were analyzed. 

2.3.3. Statistical analysis 
The wings of 40 flies from each treated series were scored, including 

controls. The data were evaluated according to the multiple-decision 
procedure of Frei and Würgler (1988, 1995), resulting in three 
different diagnoses: negative, positive or inconclusive. The frequency of 
each type of spot (small single, large single or twin) and the total fre
quency of spots per fly for each treatment were compared pair-wise, i.e., 
solvent control vs. VD3 alone; and positive control (DXR) alone vs. DXR 
plus VD3, following recommendations of Kastenbaum and Bowman 
(1970) with p ¼ 0.05. All inconclusive and weak results were analyzed 
with the non-parametric U test of Mann, Whitney and Wilcoxon (a ¼ b ¼
0.05, one sided) to exclude false positives (Frei and Würgler, 1995). 

Modulating effects of VD3 on the mutagenicity and recombinoge
nicity of DXR were quantified by comparing the two genotypes (mwh/ 
flr3and mwh/TM3) and by applying the formulas: Recombination (R) ¼ 1 
- [(control corrected n/negative control in BH flies)/(control corrected 
n/negative control in MH flies)] x 100; Mutation (M) ¼ 100 – R (Frei and 
Würgler, 1996). 

Based on the control-corrected spot frequencies per 105 cells, the 

percentage of VD3 inhibition was calculated as: [DXE alone – (DXR þ
VD3)/DXR alone] x 100 (Abraham, 1994). 

2.4. Epithelial Tumor Test (ETT) 

2.4.1. Cross and treatments 
One cross was carried out to produce the experimental larval prog

eny: mwh/mwh males were crossed with wts,TM3, Sb1 virgin females 
(Nepomuceno, 2015). The wts strain was supplied by the Bloomington 
Drosophila Stock Center of the University of Indiana (USA), registered 

Fig. 1. Structural formula of (A) Vitamin D3; (B) Doxorubicin.  

Fig. 2. Survival rates (%) of individuals from ST and HB crosses upon exposure 
to different concentrations of (A) VD3 (Vitamin D3 - mM) alone; (B) VD3 in 
combination with DXR (Doxorubicin - 0.4 mM). SC: Solvent control (1% tween 
80 and 3% ethanol); NC: Negative control (ultrapure water); PC: Positive 
control (DXR - 0.4 mM). Data are representative of survival tests performed 
only once, without replica. Statistical comparisons were made by using Chi- 
square test for ratios for independent samples (p > 0.05). 
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under the number Bloomington/7052. 
Eggs were collected over 8 h in vials containing a solid agar base (4% 

agar in water) and a layer of yeast (Saccharomyces cerevisiae) supple
mented with sucrose. After 72 � 4 h, third instar larvae were washed 
with tap water and collected using a fine mesh sieve. 

We performed a pilot study to test the VD3 toxicity in the ETT. In 
order to calculate the survival rates after exposure, larvae were counted 
before distribution in glass tubes containing an alternative culture me
dium rehydrated with the same concentrations of VD3 alone or in as
sociation with DXR, as described previously in the item 2.3.1 of SMART. 
These survival tests were performed only once. Chi-squared test was 
performed for statistical comparisons of the survival rate ratios for in
dependent samples (De Rezende et al., 2013). 

Therefore, for ETT the VD3 concentrations were based on survival 
assays in D. melanogaster (Fig. 3). Treatments were done in two inde
pendent experiments, with two replicates, with four concentrations of 
VD3 alone (12.5; 25.0; 50.0 and 100.0 mM) and three concentrations of 
VD3 (12.5; 25.0 and 50.0 mM) in association with DXR (0.4 mM) (for co- 
treatments). Three controls were included: (1) negative control (ultra
pure water); (2) solvent control (1% Tween þ 3% ethanol) and (3) 
positive control (doxorubicin - 0.4 mM DXR). 

2.4.2. Analysis of flies 
Emerging flies with long and thin hairs were analyzed because they 

were carriers of the wts gene and lacked the chromosome balancer (TM3, 
Sb1). Individuals were transferred to concave slides containing glycerol 
and then examined on a stereoscopic microscope (Bel® Photonics) for 
visualization and tumour counting. The presence of tumors was evalu
ated and recorded on a standard spreadsheet. 

2.4.3. Statistical analysis 
Statistical differences between tumor frequencies in the experi

mental (at the concentrations tested) and control groups were calculated 
using the non-parametric Mann-Whitney U test at a significance level α 
¼ 0.05. 

2.5. In silico analysis 

2.5.1. Molecular modeling and docking 
The Ecdysone Receptor Protein (ECR) of D. melanogaster was 

modeled using homology modeling by the program Modeller (Webb and 
Sali, 2017). The human Vitamin D3 Receptor (VDR) protein was used as 
template (PDBid: 3B0T). During the modeling, 1000 structures were 
generated. Among all, the best quality structure was selected after 
evaluation by Dope (Shen and Sali, 2006), Verify3D (Eisenberg et al., 
1997), Ramachandran (Ramachandran et al., 1963) and ERRAT (Colo
vos and Yeates, 1993) programs. 

Both VDR and ECR were subjected to docking simulation studies 
with calcitriol (active vitamin D) through the program GOLD (Jones 
et al., 1997) using the parameters predefined by the program, except for 
the flexibility of the ligand, which was defined as 200%. Each docking 
was performed 50 times and the best docking positions were assessed 
based on a ranking of the ChemPLP scoring function. Then, a 2D plot of 
the protein-ligand interactions was performed. 

2.5.2. Molecular dynamics simulation 
The best calcitriol poses for VDR and ECR from molecular docking 

were submitted to a receptor-ligand molecular dynamics (MD) simula
tion using GROMACS (Abraham et al., 2015). The ligand topology pa
rameters were generated by SwissParam (Zoete et al., 2011) using the 
CHARMM force field. 

The protein-ligand complex MD were performed on GROMACS 
(Abraham et al., 2015) using TIP3P as water model. The unit cell was 
defined as triclinic shape and water and ions were added. After energy 
minimization, an equilibrium phase was carried out using NPT and NVT 
conditions. The production phase was conducted by a 20 ns. The tra
jectories were analyzed by means of protein root mean square deviation 
(RMSD), H bond number and binding energy between protein and 
ligand. 

3. Results 

3.1. Somatic Mutation and Recombination Test - SMART 

The wing SMART of D. melanogaster was performed to assess the 
mutagenic and recombinogenic potential of VD3 and its possible 
modulating effects on DNA damage induced by doxorubicin (DXR). 

The different concentrations of VD3 used alone or in combination 
with DXR were selected based on survival assays with Drosophila. The 
survival rates (%) of individuals from ST and HB crosses are depicted in 
Fig. 2. Therefore, these survival data validated the use of four concen
trations (12.5; 25.0; 50.0 and 100.0 mM) of VD3 alone, and three con
centrations of VD3 (12.5; 25.0 and 50.0 mM) in combination with DXR, 
which were tested in two independent experiments. The data were 
pooled after verifying that there were no significant differences between 
repetitions. 

The results for the MH and BH descendants, derived from the Stan
dard Cross (ST), treated with different concentrations of VD3 alone or in 

Fig. 3. Survival rates (%) of individuals from ETT upon exposure to different 
concentrations of (A) VD3 (Vitamin D3 - mM) alone; (B) VD3 in combination 
with DXR (Doxorubicin - 0.4 mM). SC: Solvent control (1% tween 80 and 3% 
ethanol); NC: Negative control (ultrapure water); PC: Positive control (DXR - 
0.4 mM). Data are representative of survival tests performed only once, without 
replica. Statistical comparisons were made by using Chi-square test for ratios 
for independent samples (p > 0.05). 
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combination with DXR are shown in Table 1. In the MH individuals, VD3 
alone did not exhibit any mutagenicity at the doses used. DXR treatment, 
as expected, induced positive results for all classes of spots (small single, 
large single and twin spots) when compared to the negative control (p <
0.05). The simultaneous administration of VD3 (12.5; 25.0 or 50.0 mM) 
with DXR (0.4 mM) inhibited significantly (p < 0.05) the number of 
DXR-induced mutant spots (33.79, 64.57 and 73.98%, respectively) in 
comparison to DXR alone. Due to the significant reduction observed in 
flies simultaneously treated with VD3 plus DXR, the wings of the BH 
descendants resulting from these treatments were also scored. Based on 
the clone induction frequency per 105 cells, we compared the number of 
observed spots in the MH and BH individuals and quantified the 
contribution (%) of mutation and recombination to the total number of 
observed spots (Frei and Würgler, 1996). The observed frequency of 
recombination was higher than 94% for all treatments. 

The results of the HB cross are summarized in Table 2. The findings 
obtained with the MH individuals treated with VD3 alone were negative 
at all tested concentrations when compared to the solvent control. DXR 
statistically increased (p < 0.05) all categories of spots when compared 

to the negative control. The recombinogenic activity was the major 
response to DXR-induced DNA damage (98.94%). When administered 
with DXR, all concentrations of VD3 (12.5; 25.0 or 50.0 mM) were found 
to significantly decrease the number of spots (p < 0.05) induced by DXR. 
The inhibition rate was, respectively, 45.25; 49.52 and 50.27%. By 
comparing the number of observed spots in the MH and BH individuals, 
we found that the induced spots were mainly due to recombination 
(respectively 95.13; 98.10 and 97.44%). 

3.2. Epithelial Tumor Test - ETT 

The ETT of D. melanogaster was performed to assess the carcinogenic 
potential of VD3 or its anticarcinogenic potential when associated to 
doxorubicin (DXR). The different concentrations of VD3 used alone or in 
combination with DXR were selected based on survival assays with 
Drosophila. The survival rates (%) are depicted in Fig. 3. 

Table 3 shows the frequency of tumors found in the different seg
ments of the body of D. melanogaster treated with different concentra
tions of VD3 alone or in combination with DXR. 

Table 1 
Summary of results obtained with the Drosophila melanogaster wing Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) in the marker-heterozygous (MH) and 
balancer-heterozygous (BH) progeny of the standard (ST) cross after chronic treatment of larvae with different concentrations of vitamin D3 (VD3 - mM), ultrapure 
water (negative control), solvent control and doxorubicin 0.4 mM (DXR - positive control).  

Genotypes and 
Treatments (mM) 

Number of 
flies 

Spots per fly (number of spots); statistical diagnosesa Spots with 
mwh clonec 

Frequency of clone 
formation/105 cells per 
divisiond 

Recombination 
(%) 

Inhibitione 

(%) 
Small single 
spots (1–2 
cells)b 

Large single 
spots (>2 
cells)b 

Twin 
spots 

Total 
spots 

Observed Control 
Corrected 

mwh/flr3 

Negative control 40 0.95 (38) 0.03 (1) 0.00 (0) 0.98 
(39) 

37 1.90    

Solvent control 40 0.58 (23) - 0.18 (7) þ 0.03 (1) 
i 

0.78 
(31) - 

28 1.43 � 0.47   

VD3 12.5 40 0.85 (34) i 0.05 (2) - 0.05 (2) 
i 

0.95 
(38) - 

37 1.90 0.47   

VD3 25.0 40 0.80 (32) i 0.10 (4) - 0.00 (0) 
i 

0.90 
(36) - 

36 1.84 0.41   

VD3 50 .0 40 0.60 (24) - 0.05 (2) - 0.00 (0) 
i 

0.65 
(26) - 

26 1.33 � 0.10   

VD3 100.0 40 0.58 (23) - 0.05 (2) - 0.03 (1) 
i 

0.65 
(26) - 

25 1.28 � 0.15    

DXR 0.4 40 6.20 (248) þ 8.60 (344) þ 6.95 
(278) þ

21.75 
(870) þ

824 42.21 40.78 96.62  

VD3 12.5 þ DXR 
0.4 

40 5.80 (232) 4.28 (171) * 4.20 
(168) * 

14.28 
(571) * 

555 28.43 27.00 99.26 33.79 

VD3 25.0 þ DXR 
0.4 

40 2.70 (108) * 2.88 (115) * 2.55 
(102) * 

8.13 
(325) * 

310 15.88 14.45 97.85 64.57 

VD3 50.0 þ DXR 
0.4 

40 2.93 (117) * 1.80 (72) * 1.45 
(58) * 

6.18 
(247) * 

235 12.04 10.61 94.15 73.98  

mwh/TM3 
Negative control 40 0.58 (23) 0.03 (1) f 0.60 

(24) 
24 1.23    

DXR 0.4 40 1.03 (41) þ 0.25 (10) þ 1.28 
(51) þ

51 2.61 1.38   

VD3 12.5 þ DXR 
0.4 

40 0.40 (16) * 0.10 (4)  0.50 
(20) * 

20 1.02 � 0.20   

VD3 25.0 þ DXR 
0.4 

40 0.33 (13) * 0.13 (5)  0.45 
(18) * 

18 0.92 � 0.31   

VD3 50.0 þ DXR 
0.4 

40 0.25 (10) * 0.05 (2) *  0.30 
(12) * 

12 0.61 � 0.62   

Marker-trans-heterozygous flies (mwh/flr3) and balancer-heterozygous flies (mwh/TM3) were evaluated. 
f Balancer chromosome TM3 does not carry the flr3 mutation and recombination is suppressed, due to the multiple inverted regions in these chromosomes. 

a Statistical diagnose according to Frei and Würgler (1988, 1995). U test, two sided; probability levels: -, negative; þ, positive; i, inconclusive; p < 0.05 DXR vs. 
negative control; VD3 vs. solvent control; *, positive; p � 0.05 VD3 þ DXR vs. DXR (0.4 mM) only. 

b Including rare flr3 single spots. 
c Considering mwh clones from mwh single and twin spots. 
d Frequency of clone formation: clones/flies/48,800 cells (without size correction). 
e Calculated as {[DXR alone – DXR þ VD3]/DXR} X 100, according to Abraham (1994). 
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The total frequency of tumors observed in the heterozygote de
scendants of D. melanogaster treated with different concentrations of 
VD3 (12.5; 25.0; 50.0 or 100.0 mM) was not statistically significant (p >

0.05) when compared to the frequencies observed in the solvent control. 
Thus, the results reported no carcinogenic potential of VD3 in the con
centrations used, in D. melanogaster. The frequency of tumors observed 

Table 2 
Summary of results obtained with the Drosophila melanogaster wing Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) in the marker-heterozygous (MH) and 
balancer-heterozygous (BH) progeny of the high bioactivation (HB) cross after chronic treatment of larvae with different concentrations of vitamin D3 (VD3 - mM), 
ultrapure water (negative control), solvent control and doxorubicin 0.4 mM (DXR - positive control).  

Genotypes and 
Treatments (mM) 

Number of 
flies 

Spots per fly (number of spots); statistical diagnosesa Spots with 
mwh clonec 

Frequency of clone 
formation/105 cells per 
divisiond 

Recombination 
(%) 

Inhibitione 

(%) 
Small single 
spots (1–2 
cells)b 

Large single 
spots (>2 
cells)b 

Twin 
spots 

Total 
spots 

Observed Control 
Corrected 

mwh/flr3 

Negative control 40 1.10 (44) 0.15 (6) 0.08 (3) 1.33 (53) 49 2.51    
Solvent control 40 1.15 (46) i 0.08 (3) i 0.13 (5) 

i 
1.35 (54) 
- 

51 2.61 0.10   

VD3 12.5 40 1.25 (50) - 0.15 (6) i 0.08 (3) 
i 

1.48 (59) 
- 

58 2.97 0.36   

VD3 25.0 40 1.10 (44) - 0.18 (7) i 0.05 (2) 
- 

1.33 (53) 
- 

53 2.72 0.10   

VD3 50 .0 40 0.93 (37) - 0.08 (3) i 0.03 (1) 
- 

1.03 (41) 
- 

41 2.10 � 0.51   

VD3 100.0 40 0.75 (30) - 0.15 (6) i 0.10 (4) 
i 

1.00 (40) 
- 

40 2.05 � 0.56    

DXR 0.4 40 6.85 (274) þ 10.20 (408) þ 8.95 
(358) þ

26.00 
(1040) þ

988 50.61 48.00 98.94  

VD3 12.5 þ DXR 
0.4 

40 5.40 (216) fþ 4.73 (189) þ 4.60 
(184) þ

14.73 
(589) fþ

564 28.89 26.28 95.13 45.25 

VD3 25.0 þ DXR 
0.4 

40 4.25 (170) fþ 4.80 (192) þ 4.65 
(186) þ

13.70 
(548) þ

524 26.84 24.23 98.10 49.52 

VD3 50.0 þ DXR 
0.4 

40 3.73 (149) þ 4.90 (196) þ 4.88 
(195) þ

13.50 
(540) þ

517 26.49 23.87 97.44 50.27  

mwh/TM3 
Negative control 40 0.95 (38) 0.15 (6) f 1.10 (44) 44 2.25    
DXR 0.4 40 0.90 (36) - 0.45 (18) þ 1.35 (54) 

- 
54 2.77 0.51   

VD3 12.5 þ DXR 
0.4 

40 1.48 (59) þ 0.25 (10) i  1.73 (69) 
- 

69 3.53 1.28   

VD3 25.0 þ DXR 
0.4 

40 1.00 (40) - 0.33 (13) i  1.33 (53) 
- 

53 2.72 0.46   

VD3 50.0 þ DXR 
0.4 

40 1.18 (47) - 0.23 (9) i  1.40 (56) 
- 

56 2.87 0.61   

Marker-trans-heterozygous flies (mwh/flr3) and balancer-heterozygous flies (mwh/TM3) were evaluated. 
f Balancer chromosome TM3 does not carry the flr3 mutation and recombination is suppressed, due to the multiple inverted regions in these chromosomes. 

a Statistical diagnose according to Frei and Würgler (1988, 1995). U test, two sided; probability levels: , negative; þ, positive; i, inconclusive; p < 0.05 DXR vs. 
negative control; VD3 vs. solvent control; *, positive; p � 0.05 VD3 þ DXR vs. DXR (0.4 mM) only. 

b Including rare flr3 single spots. 
c Considering mwh clones from mwh single and twin spots. 
d Frequency of clone formation: clones/flies/48,800 cells (without size correction). 
e Calculated as {[DXR alone – DXR þ VD3]/DXR} X 100, according to Abraham (1994). 

Table 3 
Summary of results obtained with the Drosophila melanogaster Epithelial Tumor Test (ETT) after chronic treatment of larvae with different concentrations of vitamin D3 
(VD3 - mM), ultrapure water (negative control), solvent control and doxorubicin 0.4 mM (DXR - positive control).  

Treatment mM Number of flies Frequency of tumors analyzed (total of tumors) Frequency of tumor Reduction (%) 

Eyes Head Wings Body Legs Halters 

Negative control 200 0.000 (00) 0.085 (17) 0.040 (08) 0.110 (22) 0.025 (05) 0.000 (00) 0.260 (52)  
Solvent control 200 0.000 (00) 0.070 (14) 0.055 (11) 0.150 (30) 0.055 (11) 0.000 (00) 0.330 (66)  
Positive control 200 0.045 (09) 0.130 (26) 1.390 (278) 0.770 (154) 0.570 (114) 0.085 (17) 2.990 (598)*  
VD3 12.5 200 0.000 (00) 0.050 (10) 0.030 (06) 0.080 (16) 0.045 (09) 0.000 (00) 0.205 (41)  
VD3 25.0 200 0.005 (01) 0.085 (17) 0.055 (11) 0.110 (22) 0.030 (06) 0.005 (01) 0.290 (58)  
VD3 50.0 200 0.000 (00) 0.050 (10) 0.030 (06) 0.130 (26) 0.010 (02) 0.015 (03) 0.235 (47)  
VD3 100.0 200 0.000 (00) 0.085 (17) 0.050 (10) 0.190 (38) 0.080 (18) 0.000 (00) 0.405 (81)  
VD3 12.5 þ DXR 0.4 200 0.015 (03) 0.055 (11) 0.305 (61) 0.435 (87) 0.210 (42) 0.045 (09) 1.065 (213)** 64.4 
VD3 25.0 þ DXR 0.4 200 0.030 (06) 0.050 (10) 0.210 (42) 0.425 (85) 0.145 (29) 0.015 (03) 0.875 (175)** 70.7 
VD3 50.0 þ DXR 0.4 200 0.010 (02) 0.035 (07) 0.140 (28) 0.290 (58) 0.140 (28) 0.005 (01) 0.620 (124)** 79.3 

Statistical diagnosis according to the Mann and Whitney Test. *, Different from the negative control. Level of significance p � 0.05. **, Different from the positive 
control. Level of significance p � 0.05. 

M.A. Vasconcelos et al.                                                                                                                                                                                                                        



Food and Chemical Toxicology 143 (2020) 111549

7

in those treated with DXR (0.4 mM) was statistically significant (p <
0.05) when compared to the frequencies in the negative control. On the 
other hand, the frequencies of tumors observed in the fruit flies treated 
with VD3 (12.5; 25.0 or 50.0 mM) in combination with DXR were 
significantly different (p < 0.05) from the frequencies observed in those 
treated with DXR alone. Table 3 also demonstrates that the reduction 
occurs in the number of tumors, in a dose dependent manner. Therefore, 
these results revealed that VD3 has modulatory effects on the carcino
genicity induced by DXR. 

3.3. In silico analysis 

Fig. 4 indicates the result of molecular modeling and docking be
tween calcitriol (active vitamin D) and its VDR receptor (Fig. 4A) and 
also between calcitriol and the ecdysone receptor (EcR) (Fig. 4B). 
Accordingly, the calcitriol in the EcR protein occupies the binding site in 
an inverted form compared to the VDR protein. 

Fig. 5 illustrates a 2D plot of the ligand interactions with receptor 
proteins, in this case, between calcitriol and VDR (Fig. 5A) and also 
between calcitriol and EcR (Fig. 5B). In this plot, it is possible to visu
alize, in pink, the hydrophobic interactions; in green, hydrogen bonds 
and in red, unfavorable interactions. Despite the unfavorable interaction 
detected in the interaction between calcitriol and EcR, the diagrams 
evidence the presence of hydrogen bonds and hydrophobic interactions 
that are essential for stabilization of calcitriol in the binding site. 

Fig. 6 shows the simulation of the molecular dynamics between 
calcitriol and VDR and EcR receptor proteins. Fig. 6A reveals the sta
bility of the proteins, being noticeable that, for both, there is not much 
variation, mainly in the second half of the simulation, thus indicating 
that the proteins are in equilibrium with the system. Fig. 6B exhibits the 
hydrogen bonds made by calcitriol and proteins, with a result consid
ered satisfactory, because during the 20 ns of simulation these bonds 
increased, demonstrating higher stability between calcitriol and re
ceptors. Fig. 6C reports the measurement of the binding energy between 
the ligand and the protein; in both cases, there was a downward trend, 
highlighting an increase in the stability of both protein-ligand 

complexes. 
In silico analysis indicate that, as with VDR, the calcitriol and EcR 

binding, although being in an inverted position when compared to the 
first one, revealed strong evidence of its stability with protein, as veri
fied by docking and MD analysis. These considerations, in accordance 
with experimental data, confirm the possibility, in D. melanogaster, of 
signal transduction between the active form of VD3 (calcitriol) and the 
ecdysone receptor, enabling the occurrence of the different events 
attributed to this receptor at distinct stages of the life cycle in this model 
organism. 

4. Discussion 

Our results demonstrated that vitamin D3 (VD3) is not mutagenic 
neither carcinogenic and displays antimutagenic and anticarcinogenic 
effects when co-administered with doxorubicin (DXR) on Drosophila 
through the Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) and 
the Epithelial Tumor Test (ETT). Molecular modeling and molecular 
dynamics between VD3 and ecdysone receptor (EcR) showed a stable 
interaction, indicating the possibility of signal transduction between 
VD3 and EcR. 

In order to carry out this work, VD3 was diluted in Tween 80 and 
ethanol in ultrapure water. Tween 80, also known as polysorbate 80, is a 
ubiquitously used solubilizing agent with hydrophilic characteristic, 
which enables the formation of hydrogen bonds with the water mole
cule. Besides that, the presence of an extensive carbon chain 
(C64H124O26) allows solubility in nonpolar compounds. The emulsifying 
property of Tween 80 enables a solution between VD3 (nonpolar) and 
water (polar) (Feng et al., 2006; Perazzo et al., 2012). Thus, the findings 
observed in fruit flies treated with VD3 in both tests (SMART and ETT) 
were compared with the results obtained in the solvent control (1% 
Tween 80 and 3% ethanol in water). On the other hand, DXR was dis
solved in ultrapure water. The results observed in flies treated with DXR 
in both tests (SMART and ETT) were compared with the negative control 
(ultrapure water). 

In the SMART, VD3 alone or in association with DXR was tested in 
two independent experiments with two replicates. The data were pooled 
after verifying that there were no significant differences between 
repetitions. 

The results observed with VD3 alone, in both crosses (ST and HB) of 
the SMART, were rather similar. VD3 itself did not show genotoxicity at 
the doses used. Prior studies found in the literature reported the lack of 
mutagenicity of VD3 in different organisms and in different test systems. 
Remarkably, SMD-502, a VD3 analog, was not mutagenic in skin and 
liver of gpt delta transgenic mice and in GDL1 cells (Takeiri et al., 2012). 
Moreover, there was no overall relationship between 25(OH)D and DNA 
damage in human lymphocytes (Nair-Shalliker et al., 2012); and VD3 
supplementation reduced oxidative stress and DNA damage in patients 
with type 2 diabetes (Fagundes et al., 2019). In turn, no association 
between VD and oxidation-induced DNA damage was observed in pe
ripheral lymphocytes of young (18–26 years) adults, but VD deficiency 
was highly prevalent in the young adults studied, and the authors could 
not rule out an ameliorative effect of correction of VD deficit on DNA 
damage (Wang et al., 2016). 

The positive control DXR, as expected, induced high frequencies of 
all types of mutant spots in both ST and HB crosses. Comparison of the 
frequencies of wing spots in the MH flies (mwh/flr3 genotype) and BH 
flies (mwh/TM3 genotype) from both ST an HB crosses indicated that 
induced recombination was the major response for the treatments with 
DXR alone. These findings were further supported by previous in
vestigations with DXR in Drosophila wing SMART (Valadares et al., 
2008; De Rezende et al., 2009; Orsolin et al., 2016; Silva-Oliveira et al., 
2016; Oliveira et al., 2017). 

DXR has different mechanisms that promote the onset of DNA 
damage, such as the binding and inhibition of the enzyme topoisomerase 
II, a DNA gyrase with high activity in proliferative cells (Kaiserov�a et al., 

Fig. 4. Molecular modeling and docking between: (A) calcitriol (active vitamin 
D) and its VDR receptor; (B) calcitriol and the ecdysone receptor. 
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2006; Marinello et al., 2018). Furthermore, the inhibition of the 
anti-cancer drug leads to genetic instability and causes reductive 
biotransformation of the quinone ring, yielding a semiquinone radical, 
which has a direct toxic effect or undergoes redox reactions (Ramji et al., 
2003). DXR also contributes to reactive oxygen species (ROS) produc
tion, conferring secondary cytotoxicity (Gewirtz, 1999; Doroshow, 
2019). In fact, Mokhtari et al. (2017) reported the pivotal role of VD3 in 
suppressing the NADPH oxidase enzyme complex, which acts in the 
formation of ROS. 

The modulation of VD3 on DXR-induced mutant spots in Drosophila 
was also evaluated. Regardingly, VD3 was able to reduce the total 

frequency of mutant spots induced by DXR in all concentrations in both 
(ST and HB) crosses. In addition, VD3 was effective in reducing the 
mutagenic effect of DXR, but did not interfere on the recombinogenic 
effects of DXR. Ours findings reinforce the protective effects of VD3 on 
the damage generated by DXR directly and also after its metabolization. 

Although previous studies have demonstrated that VD administra
tion reportedly has lowered DNA damage in type 2 diabetic mice, and 
higher DNA damage was reported in mononuclear cells of severely 
asthmatic patients who were VD deficient (Wang et al., 2016), the 
current literature has shown controversial effects about the ability of 
VD3 to prevent or ameliorate oxidative stress biomarkers (Tagliaferri 

Fig. 5. 2D plotting of ligand-protein interactions: (A) Calcitriol and VDR receptor; (B) Calcitriol and the ecdysone receptor. Hydrophobic interactions (pink); 
hydrogen bonds (green) and unfavorable interactions (red). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the Web 
version of this article.) 
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et al., 2019). The protection against DXR-induced mutagenicity 
observed in the present research may be due to inhibition of free radicals 
and increased antioxidant status. Thus, further studies are needed to 
elucidate the antioxidant effect of VD supplementation. 

In the ETT, VD3 alone or in association with DXR was tested in two 
independent experiments. The data were pooled after verifying that 
there were no significant differences between repetitions. The results 
observed with VD3 alone did not show carcinogenicity at the doses used, 
and the vitamin was able to significantly reduce the frequency of tumors 

induced by DXR in all concentrations analyzed. Pawlowska et al. (2016) 
described that the active form of VD3 removes DNA damage induced by 
ultraviolet (UV) radiation in precancerous cells via nucleotide excision 
repair (NER), which reduces the nitrosylation process of DNA repair 
enzymes. 

Furthermore, prior studies demonstrated that VD3 may present 
oncoprotective properties through regulation of growth factor, cytokine 
synthesis and signaling, modulation of inflammation, cell proliferation 
and differentiation, angiogenesis, invasive and metastatic potential, 
apoptosis, miRNA expression regulation and modulation of the Hedge
hog signaling pathway (Harris and Go, 2004; Merchan et al., 2017). A 
literature review offers an up-to-date analysis of VD and VDR roles in 
carcinogenesis (Merchan et al., 2017). 

VD, as a prohormone, undergoes two-step metabolism in liver and 
kidney to produce a biologically active metabolite, calcitriol (1,25- 
dihidroxicholecalciferol [1,25(OH)2D3]), which binds to the VD recep
tor (VDR) for the regulation of expression of diverse genes (Jeon and 
Shin, 2018; Almaimani et al., 2019; El-Boshy et al., 2019). 

Calcitriol is synthesized by a steroid precursor, cholecalciferol or pre- 
VD3, recognized as a molecule similar to the cell membrane antioxi
dants, which is bioactivated through two steps under the action of the 
cyp24a1 gene, thereby resulting in the formation of calcidiol (25(OH) 
D3) and calcitriol (Wheeler and Nijhout, 2003; Sakaki et al., 2014). The 
cyp24a1 gene, found in humans, has an ortholog in D. melanogaster, the 
cyp12b2 (NCBI, 2020). 

In vertebrates, it has been described the existence of a nuclear VDR 
with the intrinsic ability to be activated by calcitriol. Apart from this 
active metabolite, VDR is heterodimerized by the retinoid X receptor 
(RXR) and its ultraspiracle homolog (USP), found in D. melanogaster 
(Yao et al., 1992). Dela Cruz et al. (2000) relate a remarkable activation 
of VDR when associated with USP, with no requirement that this re
ceptor always be linked to the active metabolite of VD3. Laudet et al. 
(1992) mentioned a close evolutionary relationship of VDR and the 
Ecdysone Receptor (ECR) found in D. melanogaster, owing to the simi
larity in the ligand binding domain present in these two receptors. ECR 
has three isoforms that, when activated by USP and the steroid hormone 
20-hydroxyecdysone (20E), induce cell proliferation during the larval 
period and maturation during the pupal period (Dela Cruz et al., 2000; 
Delanoue et al., 2010). Signaling by the ECR complex for cell prolifer
ation occurs until the end of the larval period, due to the gradual in
crease of 20E and, upon reaching ecdysone peak, novel genes will be 
activated for the purpose of maturation during the pupal period (Dela
noue et al., 2010; Tsao et al., 2016). 

In the present study, for better understanding of the molecular in
teractions of VD3 and receptors, we performed in silico analysis with 
molecular docking and molecular dynamics, which allowed us to verify 
a stable interaction between calcitriol and EcR. Thus, when VD3 was 
tested at ETT, it was verified that the larval and pupal periods occurred 
in regular time, which can be explained by the favorable interaction 
between calcitriol and EcR. In this sense, we suggest that the VD3 active 
metabolite, at the end of the larval period, stopped inducing cell pro
liferation, as previously described by Sakaki et al. (2014), hence inhib
iting the carcinogenesis process. 

5. Conclusion 

The results obtained in this study allow us to conclude that, under the 
experimental conditions, VD3 is not toxic, mutagenic neither carcino
genic and has modulatory effects on the mutagenicity and carcinoge
nicity induced by DXR in D. melanogaster. In silico analysis with 
molecular modeling and molecular dynamics between calcitriol and 
Ecdysone Receptor (EcR) showed a stable interaction, indicating the 
possibility of signal transduction between VD3 and EcR. In this context, 
based on literature data, our findings suggest that the modulatory effects 
of VD3 can be explained by its antioxidant and apoptotic properties. 

Fig. 6. Simulation of molecular dynamics between calcitriol and proteins. (A) 
Protein stability, VDR and EcR; (B) Hydrogen bonds between calcitriol and 
proteins; (C) Energy between binder and proteins. 

M.A. Vasconcelos et al.                                                                                                                                                                                                                        



Food and Chemical Toxicology 143 (2020) 111549

10

Declaration of competing interest 

The authors declare that they have no known competing financial 
interests or personal relationships that could have appeared to influence 
the work reported in this paper. 

CRediT authorship contribution statement 

Mirley Alves Vasconcelos: Conceptualization, Data curation, 
Formal analysis, Writing - original draft. Priscila Capelari Orsolin: 
Writing - original draft. Victor Constante Oliveira: Writing - original 
draft. Paula Marynella Alves Pereira Lima: Writing - original draft. 
Maria Paula Carvalho Naves: Conceptualization, Data curation, 
Formal analysis, Writing - original draft. Nilson Nicolau-Júnior: 
Conceptualization, Data curation, Formal analysis, Writing - original 
draft. Ana Maria Bonetti: Writing - original draft. M�ario Antônio 
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