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RESUMO

A doramectina (DORA) é um endectocida lactona macrociclica de largo espectro do grupo das
avermectinas, produzida por biossintese mutacional da fermentacdo de Streptomyces
avermectilis, diferindo da ivermectina pela substitui¢do de um grupo ciclohexil na posi¢do C25.
Entre os diferentes modelos experimentais para estudo de toxicidade e carcinogénese de
produtos quimicos destaca-se Drosophila melanogaster. Considerando a dindmica lipofilica da
DORA e que o periodo de caréncia para consumo de produtos de origem animal nem sempre é
respeitado, objetivou-se avaliar a toxicidade e atividade carcinogénica do medicamento de uso
veterinario Dectomax® (doramectina 1%) por meio do teste de deteccdo de tumores epiteliais
em células somaticas de Drosophila melanogaster. Para tanto, foram utilizadas larvas
heterozigotas de 72 horas resultantes do cruzamento de fémeas wts/TM3, Sh! virgens e machos
mwh/mwh, as quais foram alimentadas com meio de cultura contendo oito concentracdes de
DORA variando de 4,3x107" a 5,56x10> mM por 48 horas para obtencao da curva de toxicidade.
Apds a metamorfose determinou-se a curva de toxicidade e novas larvas heterozigotas foram
expostas a cinco concentracdes subletais cuja sobrevivéncia foi >70%. As concentracdes
variaram de 8,69x10 a 1,39x10°> mM de DORA por 48 horas. Ap6s, calculou-se a frequéncia
de tumores em individuos heterozigotos marcados mwh/wts. Observamos que as duas maiores
concentragdes de DORA, 5,56x10° e 2,78x10° mM apresentaram toxicidade significativa
(p<0,05) na sobrevivéncia das larvas Drosophila melanogaster. Pressupdem-se que as larvas
foram acometidas por paralisia flacida e impedidas de se movimentarem para o0 repasto,
culminando em morte por inani¢do, uma vez que a substancia atua sobre os canais dependentes
de CI controlados pelos neurotransmissores GABA e glutamato dos invertebrados, permitindo
o influxo de CI" e hiperpolarizacdo da membrana pos-sinaptica. As cinco concentracfes
subletais  8,69x107, 1,74x10°,  3,47x10°, 6,95x10° 1,39x10° mM induziram
significativamente a formacdo de tumores epiteliais em D. melanogaster (p<0,05), quando
comparadas com o controle negativo. A carcinogénese pode ser explicada pelo fato da DORA
ter alterado o gene supressor de tumor wts proporcionando a falha no reconhecimento ou
impossibilitando a corre¢do do defeito no DNA, ou encaminhamento para a apoptose. Entdo,
reforca-se a necessidade de respeitar 0 periodo de caréncia para o consumo de produtos de
origem animal.

Palavras-chave: Avermectinas. Carcinogénese. Discos imaginais. Lactona macrociclica.

Toxicidade.
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ABSTRACT

Assessment of the carcinogenic potential of doramectin though the detection test of clone

epithelial tumor in Drosophila melanogaster

Doramectin (DORA) is a broad-spectrum macrocyclic lactone endectocide of the avermectin
group, produced by mutational biosynthesis of Streptomyces avermectilis fermentation and
differing of ivermectin by substitution of a cyclohexyl group at the C25 position. Among the
different experimental models for the study of toxicity and carcinogenesis of chemicals
products, draws attention Drosophila melanogaster. Considering the lipophilic dynamics of
DORA and the grace period for consumption of animal products that is not always respected,
the aim of the present study was to evaluate the toxicity and carcinogenic activity of the
veterinary drug Dectomax® (doramectin 1%) by the test for detection of epithelial tumor in
somatic cells of Drosophila melanogaster. For that, it was used heterozygous 72-hour larvae,
resulting from the crossing between wts/TM3, Sb? virgin females and mwh/mwh males, which
were fed with culture medium containing eight different concentrations of DORA ranging from
4.3x107 to 5.56x10°> mM for 48 hours to obtain the toxicity curve. After metamorphosis, the
toxicity curve was determined and another heterozygous larvae were exposed to five sublethal
concentrations whose survival was >70%. The concentrations varied from 8.69x107 to 1.39x10°
® of DORA for 48 hours. After that, the frequency of tumors in heterozygotes marked mwh/wts
were calculated. We observed that the two highest concentrations of DORA, 5.56x10 and
2.78x10° mM, showed significant toxicity (P<0.05) on the survival of Drosophila
melanogaster larvae. It is assumed that the larvae were affected by flaccid paralysis and were
prevented from moving to the meal, culminating in death due to starvation, once the substance
acts on the CI" dependent channels controlled by GABA and glutamate neurotransmitters in
invertebrate allowing the influx of CI" and hyperpolarization of the post-synaptic membrane.
The five sublethal concentrations 8.69x107, 1.74x10®, 3.47x10®, 6.95x10°%, 1.39x10° mM
significantly induced epithelial tumor formation in D. melanogaster when compared to the
negative control (p<0,05). Carcinogenesis can be explained by the fact that DORA has altered
the wts tumor suppressor gene, causing a failure in recognition or preventing the correction of
the DNA defect, or referral to apoptosis. Therefore, the need to respect the grace period for the
consumption of products of animal origin is reinforced.

Keywords: Avermectins. Carcinogenesis. Imaginal discs. Macrocyclic lactone. Toxicity.
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1 INTRODUCAO

A impulsdo da atividade pecuaria e a eficiéncia da producdo de alimentos decorre
dos avangos no melhoramento genético, na nutricdo e sanidade animal. Entre os produtos
indispensaveis para manutencdo da sanidade animal destacam-se 0s antiparasitarios, em
especial os derivados de lactonas macrociclicas (LM).

As LM foram descobertas no final da década de 1970 e sdo classificadas em
avermectinas e milbemicinas, apresentando acdo endocida e ectocida. As avermectinas incluem
abamectina, doramectina (DORA), eprinomectina, ivermectina e selamectina, as quais
apresentam amplo espectro de agdo contra uma extensa variedade de nematddeos e artropodes
(BURG et al., 1979). A estrutura basica das avermectinas € um anel de lactona de 16 membros
aos quais sdo adicionados trés grupos substituintes principais: um grupo hexa-
hidrobenzofurano, um grupo dissacarideo em C13 e um anel espirocetal (C17 a C28)
(McKELLAR, BENCHAOUI, 1996; ALMEIDA et al., 2018).

As milbemicinas incluem a milbemicina e moxidectina com atividade semelhante
as avermectinas, no entanto diferem das avermectinas pela auséncia de um grupo dissacarideo
no C13 do anel lactdmico. Quanto ao modo de producédo das LM, a ivermectina e a moxidectina
sdo classificadas em semissintéticos e a DORA em biossintética (McKELLAR; BENCHAOUI,
1996; TAYLORL; COOP; WALL, 2017).

As LM sdo altamente lipofilicas e sdo armazenadas em tecido adiposo, a partir do
qual sdo liberadas paulatinamente, metabolizadas e excretadas. Essas caracteristicas contribuem
para a longa meia-vida destes compostos, mas também determina os teores de residuos na carne
e no leite e respectivos periodos de caréncia obrigatorios ap6s o tratamento. Com excecao da
eprinomectina, que ndo requer periodo de caréncia para o consumo de leite, o tratamento com
esta classe de compostos ndo pode ser realizado em vacas lactantes ou nos ultimos dois meses
de gestacdo (TAYLORL; COOP; WALL, 2017; ALMEIDA et al., 2018).

No entanto, 0 uso dessas substancias em subdoses ou superdoses, ou 0 ndo
atendimento ao periodo de caréncia promovem diversas situacdes indesejadas, entre elas,
ineficacia do tratamento, multirresisténcia, contaminacdo ambiental, intoxicacdo animal e
residuos nos produtos de origem animal terrestres e aquaticos que sao comercializados para a
alimentacéo. Investigagdes cientificas sugerem que a ingestao de alimentos contaminados com
residuos pode desencadear reagdes alérgicas, alteracBes neurotoxicas, efeitos teratogénicos e

carcinogénicos, além de possibilitar o desenvolvimento de resisténcia parasitaria aos
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medicamentos (QU et al., 2015; ALMEIDA et al., 2018; CARLSSON et al., 2018; TURKAN;
HUYUT; ATALAR, 2018).

Atualmente a investigacdo da atividade genética de diversas moléculas naturais e
xenobidticas se ddao em diferentes modelos experimentais, como cultura celular; bactéria
(Salmonella Typhimurium); mamifero, Rattus novergicus (camundongo); peixe, Danio rerio
(peixe-zebra); inseto, Drosophila melanogaster; vegetal, Tradescantia (COSTA; OLIVEIRA;
NEPOMUCENO, 2011; MOLINARI et al., 2013; CARLSSON et al., 2018; HONMA et al.,
2019; SOUSA et al., 2019).

O inseto D. melanogaster € considerado pela comunidade cientifica um modelo
experimental versatil. Muitos 6rgdos de D. melanogaster sdo funcionalmente analogos aos
vertebrados, incluindo humanos, devido a presenca de genes evolutivamente conservados, 0s
quais tendem a ter funcdes moleculares semelhantes. Embora seres humanos e moscas sejam
substancialmente diferentes quanto as caracteristicas morfolégicas e celulares, muitos
mecanismos bioquimicos e moleculares que direcionam o desenvolvimento e impulsionam os
processos celulares e fisiologicos sdo conservados entre os dois organismos (UGUR; CHEN;
BELLEN, 2016; MILLET-BOUREIMA; MARROQUIN; GAMBERI, 2018).

Soma-se aos atributos do inseto o fato de os experimentos com D. melanogaster
serem expressivamente faceis, breves e de baixo custo, quando comparados aqueles realizados
em camundongos, 0s quais sdo 0s principais modelos experimentais adotados visando a
correlagdo com mamiferos (PANDEY; NICHOLS, 2011).

Diante do fato de substancias medicamentosas ndo atuarem exclusivamente sobre
as células, 6rgdos ou individuos alvos, mas também sobre aquilo que ndo é intuito do
medicamento, causando alteracBes fisiol6gicas indesejadas, recentemente diversos
pesquisadores tém investido em estudos sobre substancias medicamentosas com atividade
carcinogénica no modelo experimental D. melanogaster (CUNHA; NEPOMUCENO, 2011;
ORSOLIN; SILVA-OLIVEIRA; NEPOMUCENO, 2012; LOPES et al., 2015; SATURNINO
et al., 2017). Muitas propriedades bioldgicas, fisiologicas e neuroldgicas béasicas sdo
conservadas entre mamiferos e D. melanogaster, e acredita-se que quase 75% dos genes que
causam doencgas humanas tenham um homdlogo funcional no inseto (PANDEY; NICHOLS,
2011).

Aspectos carcinogénicos da DORA foram avaliados em cultura celular (GAO et al.,
2010; ANCHORDOQUY et al., 2019) e, portanto, ndo retratam todas as variaveis metabdlicas

de um animal exposto a substancia.
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Organismos vivos sdo metabolicamente mais complexos que células isoladas em
meios de cultura em condi¢des ambientais controladas, as quais ndo sofrem consequéncias da
interacdo celula/érgdo e estresse advindo de intempéries ambientais. Para ampliar o
entendimento sobre o efeito toxico e o potencial carcinogénico da DORA torna-se fundamental
estudo em modelo experimental como D. melanogaster, o qual permite avaliar a frequéncia de
tumores expondo-o a diferentes concentragdes da substancia. Neste estudo hipotetiza-se que a
DORA apresenta toxicidade e atividade carcinogénica em modelo experimental D.
melanogaster. Portanto, o presente estudo objetivou avaliar a toxicidade e o potencial
carcinogénico da DORA por meio do teste de deteccdo de tumores epiteliais em D.

melanogaster.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DORAMECTINA

A doramectina (CHC-B1), 25-ciclohexil-5-O-desmetil-25-de (1-metilpropil)
avermectina A1a € uma avermectina produzida por biossintese mutacional da fermentacdo da
bactéria Streptomyces avermectilis aveC (STUTZMAN-ENGWALL et al., 2005). E um
endectocida LM de largo espectro como a ivermectina, diferindo pela substituicdo de um grupo
lipofilico ciclohexil na posi¢do C25 (Figura 1) (BURG et al., 1979; GOUDIE et al., 1993; GAO
et al., 2010). Caracteriza-se em um pé de tonalidade branco a marrom de formula molecular
CsoH74014 € peso molecular 899,14 g/mol (PUBCHEM, 2020). Constitui-se produto altamente
lipofilico, pouco solivel em &gua, mas facilmente solivel em solventes organicos
(MCKELLAR; BENCHAOQOUI, 1996).

H
e EH 4 L‘#\D H
L_ !-";f _.I‘I'-.
H .-";! kY .-".-:"_——
- R LY rd
: //  H S
MmO a0 A A 4 H
e x\r 7__..- D h..hrlz H D//sl.
J k I ’
d |
s H
Ao "y Qv T~ D"""l 0 -
= [ -,
0 | II|| |

Figura 1- Estrutura quimica da molécula de DORA. Fonte: PUBCHEM. Disponivel em
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Doramectin.

O produto comercial é uma solucdo de DORA a 1% em um veiculo ndo aquoso de
6leo de gergelim e oleato de etila (WICKS; KAYE; WAETHERLEY, 1993). A DORA ¢
aprovada para uso na medicina veterinaria para controle de endoparasitas e ectoparasitas nos
animais de producédo suinos e ruminantes (GOUDIE et al., 1993); embora foi avaliada para
controle de ectoparasitas em animais domésticos (HUTT; PRIOR; SHIPSTONE, 2015;
CORDERO; QUEK; MULLER, 2017; PEREGO et al., 2019) e langado como comprimido para
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controle e prevencio de carrapatos em cées pela Unido Quimica em 2020 (AGNER UNIAO,
2020).

A DORA ¢ pouco hidrossoluvel e apresenta meia-vida de absorcdo de 56,4 horas e
concentracdo plasmatica maxima ao sexto dia (LANUSSE et al., 1997). Sendo que as
concentragOes acima de 1 ng/g no plasma podem ser detectadas até 38 dias ap06s a aplicacdo e
excretada em altas concentracdes na bile e fezes aos 58 dias (LIFSCHITZ et al., 2000), além
de tracos serem detectados no plasma aos 70 dias apos aplicacdo (LANUSSE et al., 1997).
Quishpe e Bravo (2018) alegaram que diferentemente das outras avermectinas, a DORA se
concentra em maior quantidade na luz intestinal e, o seu efeito residual é de até 30 dias em
relacdo as doses recomendadas. Apesar de maior seguranca clinica, ela pode ser toxica aos
animais e ao homem.

A toxicidade pode ocorrer em altas doses e em racas nas quais drogas semelhantes
a ivermectina atravessam a barreira hematoencefalica. A toxicidade é neurotoxica e 0s sinais
incluem depressdo, ataxia, visdo prejudicada, coma e morte. A sensibilidade as drogas do tipo
ivermectina pode ser causada por mutacdo na barreira hematoencefalica com deficiéncia da
glicoproteina P (PAPICH, 2016). Apresenta toxicidade alta para 0os organismos aquaticos de
vida longa (MOSCHOU; DASENAKI; THOMAIDIS, 2019).

O material pode ser irritante para as membranas mucosas e para o trato respiratorio
superior. Pode ser nocivo por inalagdo ou absorcédo da pele. Pode causar irritagédo nos olhos,
pele ou sistema respiratorio e danos a lactentes. Os sinais clinicos incluem desidratacao,
bradicardia, depressdo respiratoria, cianose, midriase e um reflexo de vémito diminuido, além
de ataxia ou tremores, hipersalivagdo, coma e morte (PUBCHEM, 2020).

As LM, como ivermectina e DORA, sdo moléculas neurotdxicas para 0s parasitas
porque atuam potencializando os canais i6nicos de cloro (CI") controlados pelo glutamato pelo
acido gama-aminobutirico (GABA) (BOOTH; MCDONALD, 2013; PAPICH, 2016;
PUBCHEM, 2020).

Como os mamiferos ndo possuem canais de Cl” dependentes do glutamato, e estas
moléculas possuem uma menor afinidade por outros canais de cloreto de mamiferos,
normalmente estes ndo sdo afetados. Outra caracteristica importante dessas moléculas, que
confere margem de seguranca na dose recomendada em mamiferos, é o fato de possuirem alto
peso molecular, por isso, ndo penetram a barreira hematoencefalica e, assim o0s canais

controlados pelo GABA no sistema nervoso central dos mamiferos ndo sdo acometidos. Por



21

conseguinte, as concentracdes plasmaticas sdo mais prolongadas e mais sustentadas
(WOLSTENHOLME; ROGERS, 2005; PAPICH, 2016; PUBCHEM, 2020).

A ativacdo dos canais de Cl" leva ao aumento na permeabilidade do anion de CI
que resulta em um potencial de membrana alterado e isso causa a inibi¢ao da atividade elétrica
no nervo alvo ou na célula muscular. As moléculas atuam na fenda sinaptica, ligando-se aos
canais de CI- da membrana pés sindptica. Com isto ocorre hiperpolarizacdo do neur6nio pos
sinaptico. A acdo é mantida devido a recaptacdo da substancia pelo neurdnio pré-sinaptico.
Estes eventos levam a paralisia flacida e morte do parasita (BOOTH; MCDONALD, 2013;
PAPICH, 2016; PUBCHEM, 2020) (Figura 2).
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Figura 2 - Mecanismo de agdo de antiparasitarios. Em destaque LM (DORA). A esquerda acéo
antagonista sobre os canais de Cl- controlados pelo Glutamato. A direita agdo moduladora
sobre os canais de CI- controlados por GABA. Fonte: Adaptado de TURBERG, 2015.
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No entanto, o uso indiscriminado de LM, como a DORA, pode resultar na presenca
de residuos no leite e produtos lacteos como queijo e manteiga, devido as suas propriedades
lipofilicas e estabilidade térmica (CERKVENIK-FLAJS et al., 2010; MACEDO et al., 2015a,b;
CHEIBUB; LYRA; PEREIRA NETTO, 2019). As avermectinas, entre elas a DORA, também
apresentam atividade residual em tecido e 6rgdo animal, incluindo produtos aquaticos (RUBIES
et al., 2015; PIMENTEL-TRAPERO et al., 2016; SILVA et al., 2017; RIZZETTI et al., 2018;
MOSCHOU; DASENAKI; THOMAIDIS, 2019; NI et al., 2019). Pesquisas advertem sobre
efeitos indesejados da DORA sobre a fisiologia de mamiferos, incluindo efeito sobre a anidrase
carbonica (KOSE et al., 2016; CAGLAYAN; GULCIN, 2017), glutationa-S-transferase
(TURKAN; HUYUT; ATALAR, 2018) e efeito citotdxico e genotoxico (ANCHORDOQUY
etal., 2019).

Estudos evidenciaram efeito inibitorio de DORA sobre a anidrase carbénica em
eritrécitos bovinos e figado de cabra. A anidrase carbdnica € uma metaloenzima contendo zinco
que catalisa a hidratacdo reversivel do diéxido de carbono para produzir prétons (H*) e
bicarbonato (HCO3") (KOSE et al., 2016; CAGLAYAN; GULCIN, 2017), portanto a DORA
pode interferir indiretamente na regulacdo do pH sanguineo. Qutros estudos registraram
atividade inibitéria das avermectinas, incluindo DORA, sobre a enzima glutationa-S-transferase
humana. Enzima esta encontrada no tecido hepéatico com atividade multifuncional e papel
primordial na via metabdlica de desintoxicacdo (TURKAN; HUYUT; ATALAR, 2018).

Corroborando com a informacdo de toxicidade, pesquisadores argentinos
registraram efeito citotoxico e genotdxico de DORA sobre linfocitos periféricos e células do
cumulus oophorus de bovinos em teste in vitro. Os resultados obtidos em linfocitos periféricos
demonstraram que DORA foi capaz de induzir efeito citotoxico, danos ao DNA e aumentou a
frequéncia de micronucleos (MNIi) e botdes nucleares nas trés concentragdes testadas 20, 40 e
60 ng/mL1. As duas concentrages de DORA 20 e 40 mg/mL~* aumentaram significativamente
a frequéncia de formacdo de microndcleos em células cumulus oophorus (ANCHORDOQUY
etal., 2019).

Portanto, sdo necessarios novos estudos com a DORA utilizando diferentes
métodos e técnicas em organismos testes, como Drosophila, com a finalidade de avaliar a
atividade carcinogénica, mutagénica e recombinogénica da DORA e corroborar com a literatura

cientifica.
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2.2 Drosophila melanogaster

A Drosophila melanogaster, conhecida como mosca-da-banana ou mosca-do-
vinagre, é um inseto da ordem diptera e apresenta um par de cromossomo sexual e trés pares de
cromossomos autossémicos. Habita ambientes proximos a frutas e legumes e € um bom modelo
de estudo utilizado em pesquisas cientificas abordando genética evolutiva, molecular e
toxicologia desde o inicio do século XX (ROCHA; ALVES; ORSOLIN, 2015).

Por ser um inseto holometabolo, a D. melanogaster apresenta ciclo de vida que
compreende a fase de ovo, larva, pupa e adulto ou imago. As fémeas depositam
aproximadamente 100 ovos por dia e o desenvolvimento embrionério é curto, apenas 24 horas.
O estagio larval de primeiro instar inicia sua alimentacdo na superficie do substrato, enquanto
0 segundo e terceiro instar se alimentam escavando o substrato; apds, migram para superficie
seca para empupar e, em trés a quatro dias, ja se torna o imago (Figura 3) (AMORETTY et al.,
2013).
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Figura 3 — Esquema representando o ciclo de vida do inseto D. melanogaster indicando a duragéo em
dias de cada estagio: embrido — um dia; larva de primeiro instar — um dia; larva de segundo
instar — um dia; larva de terceiro instar — dois e meio a trés dias; pupa - trés e meio a quatro
e meio dias. Fonte: Watson et al., 2015.

Diversas sdo as vantagens de se trabalhar com a D. melanogaster como modelo
experimental. Destaca-se que os meios de cultura séo baratos e permitem a criagdo de um

grande namero de individuos utilizando instalagfes simples; o ciclo de vida é relativamente
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curto, cerca de 10 dias a 25°C; h4 um numero elevado de descendentes; existe dimorfismo
sexual; o nimero de cromossomos é reduzido e os caracteres morfoldgicos geneticamente
controlados sdo de facil deteccdo. Portanto, tais caracteristicas facilitam construir cepas
mutantes com caracterizacao genética para estudos de interesse em saude (NEPOMUCENO,
2015; SILVA; OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2018). Outra caracteristica singular para se
trabalhar com D. melanogaster, por se tratar de um inseto, ndo ha exigéncia de autorizacdo por
Comités de Etica em Experimentacdo Animal aqui no Brasil que é requerida apenas para
pesquisa com vertebrados.

Como todo inseto holometabolo este organismo modelo apresenta discos imaginais.
Essas estruturas sdo pequenos grupos de células epiteliais que se multiplicam durante os
estagios iniciais do ciclo de vida, desenvolvem-se em suas respectivas estruturas adultas durante
a pupag¢ao. E, em tltima instancia, dao origem a partes do corpo do adulto como olhos, boca,
asas, pernas, genitalia, (Figura 4) (WATSON et al., 2015; BEIRA; PARO, 2016). Os discos
imaginais sdo Uteis para o estudo genético devido sua acessibilidade e facilidade para manipular
0 contetido genético de populacdes celulares, além das semelhancas compartilhadas entre o
ciclo das células de disco com as células epiteliais que recobrem a maioria dos 6rgdos de
mamiferos (BEIRA; PARO, 2016). Destaca-se, ainda, que fatores indutores de tumor em
células dos discos imaginais podem estar diretamente relacionados a inducdo de tumores em
humanos (EEKEN et al., 2002).
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Figura 4 - Relacdo dos discos imaginais da larva de D. melanogaster com os respectivos 6rgaos parte
da boca, placa frontal e labio superior, antena, olho, perna, asa, halter, genitalia do imago.
Fonte: Adaptado de Watson et al., 2015.
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Levando-se em consideracdo que a D. melanogaster constitui um modelo
experimental versatil, um grupo de pesquisadores da Universidade da Califérnia (EUA), em
meados da década de 90, caracterizou um novo gene supressor de tumor, wts, acrostico derivado
de verruga em inglés. Os estudos evidenciaram que o gene é importante no controle do
crescimento, da proliferacdo e da forma celular (JUSTICE et al., 1995).

No ano de 1999, Nishiyama e colaboradores identificaram um gene humano
homologo do gene wts da D. melanogaster, denominado h-warts, que foi mapeado no
cromossomo 6¢24-25. Hoje sabe-se que o gene wts, localizado no cromossomo 3R100A5,
responsavel pela regulagdo do ciclo celular da mosca é ortélogo ao LATS1 encontrado no
cromossomo 6¢24-25 em mamiferos (NISHIYAMA et al., 1999; EEKEN et al., 2002; SILVA,
OLIVEIRA, 2017) e descrito em 273 espécies de Chordatas.

De acordo com Sidorov et al. (2001), o gene wts é uma mutacdo letal em
homozigose nos zigotos, por esse motivo € mantido em linhagem estoque com a presenca do
balanceador cromossémico TM3, Sht. A delecdo do gene wts e a expressdo do alelo recessivo
induz a formac&o de cdpias celulares extremamente invasivas nos discos imaginais por todo o
corpo da fase larval do inseto, que proporcionam a manifestacdo de tumores epiteliais no adulto
(ORSOLIN; NEPOMUCENO, 2009; ORSOLIN; SILVA-OLIVEIRA; NEPOMUCENO,
2012; SILVA; OLIVEIRA, 2017).

Diversas cepas mutantes de D. melanogaster sdo mantidas em estoque para 0S
estudos em genética, entre elas brown (bw), flare (fIr¥), multiple wing hairs (mwh),
Neurofibromin 1 (Dmel/Nf1), Oregon R (ORR), warts (wts), white (w), entre outras (GRAF et
al., 1989; BLOOMINGTON, 2019).

2.3 TESTE PARA DETECCAO DE TUMORES EPITELIAIS EM Drosophila melanogaster
— EPITHELIAL TUMOR TEST (ETT)

O teste de tumor epitelial (ETT) em D. melanogaster é empregado para avaliar o
potencial carcinogénico e anticarcinogénico de diversos compostos quimicos
(NEPOMUCENO, 2015). O teste foi descrito pela primeira vez em 2001 por Sidorov e
colaboradores ao avaliarem 10 compostos quimicos de cinco classes distintas. Os autores
compararam as frequéncias de tumores epiteliais em diversas partes do corpo de D.

melanogaster utilizando diversos cruzamentos. Atualmente, o cruzamento padrdo para o teste
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ETT é realizado entre fémeas e machos das linhagens que apresentam o gen6tipo wts/TM3, Sh!
e mwh/mwh, respectivamente (ORSOLIN; NEPOMUCENO, 2009).

A linhagem warts (wts/TM3, Sb*) possui 0 marcador wts no cromossomo 3, que é
mantido em homozigose na presenca do balanceador cromossémico TM3, Sht. O marcador wts,
quando expresso na condicao selvagem, atua como um gene supressor de tumor. A delecdo desse
gene, e a expressdo do alelo recessivo, leva a formacao de células que sdo consideradas altamente
invasivas, acarretando na manifestacdo de tumores epiteliais no corpo e apéndices da mosca
(MORAIS et al., 2016).

A linhagem multiple wing hairs (mwh/mwh) é mantida em homozigose recessiva
para o marcador mwh, localizado no cromossomo 3, em posicdo distal em relacdo ao
centrdmero. Quando expresso em homozigose recessiva, 0 gene mwh produz fenotipo de pelos
nas asas da mosca em formato multiplo, diferente do fen6tipo selvagem, que possui um Unico
pelo por célula (SPANO et al., 2001).

Por meio do cruzamento wts/TM3, Sb! e mwh/mwh produz-se a larva trans-
heterozigota marcada mwh/wts e heterozigota balanceada mwh/TM3, Sb! diferenciadas entre si

pelo fenotipo de pelos longos e finos e, pelos curtos e grossos, respectivamente, (Figura 5).

Relo curto e grosso

te sexual do macho

Figura 5 — Linhagem F1 do cruzamento de fémea wts/TM3, Sb* e macho mwh/mwh de D. melanogaster.
Mosca a esquerda macho trans-heterozigota marcada de pelo longo e fino (mwh/wts). Mosca
a direita fémea heterozigota balanceada de pelo curto e grosso (mwh/TM3, sh?). Fonte:
Autor, 2019.

O ETT consiste em expor por 48 horas larvas de terceiro instar (72 horas de vida),

de linhagem heterozigota resultantes do cruzamento wts/TM3, Sb! e mwh/mwh, a composto
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quimico. Nesse periodo as larvas consomem o alimento fornecido embebido nas diferentes
concentracgdes estabelecidas do composto avaliado e dos controles, antes de empupar.

Apbs a eclosdo, os imagos sdo coletados e avaliados quanto a frequéncia de tumores
nas diferentes regides do corpo: olho, cabeca, térax, abdémen, asas e pernas nos individuos de
pelos longos e finos (mwh/wts), ja os individuos de pelos curtos e grossos (mwh/TM3, Sb') sdo

descartados (Figura 6).

Figura 6 - Evidéncia de formagdo tumoral em adultos da linhagem F1(mwh/wts) do cruzamento de
fémea wts/TM3, Sb'e macho mwh/mwh de D. melanogaster apontada pelas setas. Cabeca
(A), asa (B), torax (C) e membro anterior (D). Fonte: Imagem cedida pelo Laboratorio de
Citogenética e Mutagénese do UNIPAM (LABCIM), Patos de Minas-MG.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade e o potencial carcinogénico do medicamento de uso veterinario
Dectomax® (doramectina 1%) por meio do teste de deteccdo de tumores epiteliais em

Drosophila melanogaster.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a toxicidade pela curva de sobrevivéncia de imagos de Drosophila
melanogaster ap6s tratamento com diferentes concentraces de DORA para determinar as
concentracgdes subletais.

b) Avaliar as frequéncias de tumores epiteliais nos segmentos olhos, cabeca, asas,
abddmen, térax, pernas e halteres de moscas expostas as diferentes concentracfes subletais de
DORA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE REALIZACAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado no Laboratorio de Citogenética e Mutagénese
(LABCIM) do Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM)- MG, no periodo de janeiro
a abril de 2019.

4.2 LINHAGENS E CRUZAMENTO DE Drosophila melanogaster

Para a obtencéo de larvas foram utilizadas duas linhagens mutantes de Drosophila
melanogaster, wts/TM3, Sb* e mwh/mwh, portadoras dos marcadores genéticos warts (wts, 3-
100) e multiple wing hairs (mwh, 3-3-0), respectivamente. O estoque das linhagens é mantido
no LABCIM/UNIPAM em frascos de vidro de 250 mL com meio de cultura (Figura 7A)
formulado com 820 mL de agua deionizada, 156 g de banana nanica madura, 25 g de fermento
bioldgico fresco massa forte (ltaiquara, Brasil), 11 g de agar puro (Kasvi, Brasil) e 1 g de
metilparabeno (Nipagin, Dindmica, Brasil) (GRAF; SINGER, 1992). Os frascos sdo mantidos
em incubadora B.O.D (Bioética) com fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, com
umidade relativa de 60% e temperatura 25 +1 °C e repicados a cada 15 dias.

Figura 7 — A: frascos de manutencdo de estogue de linhagens na incubadora com fotoperiodo.
B: frascos de acasalamento das linhagens parentais wts/TM3, Sb! e mwh/mwh.
C: frascos de postura. Fonte: Autor, 2019.

Para o cruzamento das linhagens foram acasaladas 500 fémeas virgens wts/TM3,
Sb! e 250 machos mwh/mwh em cinco frascos, sendo 100 fémeas e 50 machos por frasco
contendo meio de manutencdo do estoque de linhagem (Figura 7B). Apos, aproximadamente
40 horas de contato entre as duas linhagens, as mesmas foram transferidas para frascos contendo

meio de ovoposicao produzido com uma camada de &gar base (Kasvi, Brasil) 4% e sobrecamada
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de uma mistura porosa constituida por aproximadamente de 100 g de fermento bioldgico fresco
(Itaiquara, Brasil) e 10 g de agticar de confeiteiro (Glagtcar®, Brasil) (Figura 7C) (GRAF;
SINGER, 1992), onde permaneceram por oito horas e, apés, retornaram aos frascos de
acasalamento.

Transcorridas 72 horas, as larvas resultantes do cruzamento foram lavadas com
agua deionizada para compor o teste de toxicidade (TX) e Epitelial Tumor Test (ETT) (Figura
8).

ovo estadio larval pupa imago
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Figura 8 - Escalonamento temporal do tratamento crdnico de larvas da linhagem F1 do cruzamento de
fémea wts/TM3, Sh* e macho mwh/mwh de D. melanogaster. Observa-se 24 h ap6s postura
o estadio larval I, ap6s 48 h o estadio larval 1, apds 72 h o estadio larval 1l que entra em
contato com as substancias do tratamento por 48 h (azul) até completar 120 h quando empupa
e metamorfoseia-se em adulto apés trés a quatro dias. Fonte: Autor, 2019.

4.3 AGENTES QUIMICOS EMPREGADOS NO EXPERIMENTO

Devido a caracteristica hidrofobica da solucio de Dectomax® foi preparada solucéo
diluente com o tensoativo polissorbato, nome comercial TWEEN 80*. A solugio diluente foi
preparada a 0,5% com agua deionizada estéril.

O composto quimico avaliado foi a molécula de DORA, nome comercial
Dectomax® (Zoetis, S&o Paulo, Brasil), contendo 1% de DORA?Z. As concentracdes foram
predefinidas com base nos estudos de Sousa et al. (2019) que avaliaram carcinogenicidade da
ivermectina sobre o modelo experimental D. melanogaster.

Foram definidas e preparadas as seguintes concentracdes de DORA para determinar
a curva de toxicidade: 4,3x10°7, 8,69x107, 1,74x10°®, 3,47x10°®, 6,95x10°®, 1,39x10°°, 2,78 x10
% ¢ 5,56x10° mM. Para isto, foram adicionados 5 pL de DORA em 1000 mL de solucéo

diluente, obtendo-se a concentragdo 5,56x10°mM. Desta diluicdo transferiu-se 50 mL para 50

1 (CAS 9005-65-6) marca Dinamica, sob o lote 85867, fabricado em 12/2016 e vencimento em 12/2020.
2 (CAS 117704-25-3) sob o nimero de partida 006/18, fabricado em fevereiro de 2018, vencimento em fevereiro
2021.
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mL de solucdo diluente e obteve-se a concentragdo 2,78 x10° mM. Repetiu-se o procedimento
de transferéncia de 50 mL da ultima diluicdo até obter-se a concentragéo 4,3x10" mM.

Como mutageno e controle positivo foi utilizado doxorrubicina (DXR)® na
formulacéo em po liofilizado que possui efeito carcinogénico comprovado em D. melanogaster
(ORSOLIN; SILVA-OLIVEIRA; NEPOMUCENO, 2012). A solugdo do controle positivo foi
preparada a 0,4 mM com é&gua deionizada estéril (FRAGIORGE; SPANO; ANTUNES, 2007).
A DXR é uma antraciclina citotoxica e genotoxica que age ligando ao DNA e inibindo a sintese
de acido nucleico. Inibe a atividade da enzima topoisomerase Il formando complexos que
intercalam e clivam a fita de DNA, geram ROS que, se ndo for reparado pela célula, pode
provocar mutacGes e aberracfes cromossdmicas em células tumorais e ndo tumorais
((FRAGIORGE; SPANO; ANTUNES, 2007; RESENDE et al., 2011).

4.4 TESTE DE TOXICIDADE (TX) EM Drosophila melanogaster

Realizou-se o teste de toxicidade para definir as concentracdes de DORA para 0
teste ETT. Cinquenta larvas F1 obtidas do cruzamento fémea wts/TM3, Sb* e macho mwh/mwh
de D. melanogaster foram contadas e colocadas em tubos separados contendo 1,5 g de meio de
cultura alternativo puré de batata (Yoki) para D. melanogaster (SPANO et al., REZENDE et
al.,, 2011) e 5 mL das concentracdes crescentes de DORA 4,3x107, 8,69x107, 1,74x10°®,
3,47x10%, 6,95x10°, 1,39x10°, 2,78x10° e 5,56x10° mM, &gua de osmose reversa estéril
(controle negativo), DXR 0,4 mM (controle positivo) e solucdo de polissorbato (controle
solvente).

Apos, as larvas ficaram expostas aos agentes quimicos por cerca de 48 horas, até
empupar e metamorfosear e, depois foram submetidas a contagem individual por concentracédo
e controles para determinar a curva de sobrevivéncia ou toxicidade.

As doses ndo letais foram consideradas aquelas em que a sobrevivéncia foi >70%.
Apos a determinagdo das doses ndo letais realizou-se o teste ETT (NAVES, et al., 2018).

3 (CAS 25316-40-9) sob o lote 7PL5091, fabricado em junho de 2017 e vencimento em junho de 2021. nome
comercial Adriblastina® RD (Pfizer, Sao Paulo, Brasil).
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45 EPITHELIAL TUMOR TEST (ETT) — TESTE PARA DETECCAO DE TUMORES
EPITELIAIS EM Drosophila melanogaster

Para a realizacdo do ETT foram utilizadas larvas heterozigotas de terceiro estagio
descendentes do cruzamento entre wts/TM3, Sb® e mwh/mwh. As larvas foram transferidas para
frascos, em triplicata, contendo meio de tratamento alternativo constituido de 1,5 g de puré de
batata (Yoki) (SPANO et al., 2001) e 5 mL de DORA de cinco concentracdes crescentes,
8,69x107, 1,74x10°, 3,47x10°%, 6,95x10° e 1,39x10° mM diluidas em polissorbato. Também
foram incluidos os grupos de controle, com &gua de osmose reversa estéril (controle negativo),
DXR 0,4 mM (controle positivo) e solucdo de polissorbato 0,5% (controle solvente).

Apds, as larvas ficaram expostas aos agentes quimicos por cerca de 48 horas, até
empupar e metamorfosear.

Preconiza-se avaliar 200 moscas de cada tratamento (ORSOLIN; SILVA-
OLIVEIRA; NEPOMUCENO, 2012), no entanto quando ndo eclodem moscas suficientes
permite-se a contagem de nimero inferior. Foram analisadas 1505 moscas, sendo 200 moscas
do controle positivo (DXR), 200 moscas do controle negativo (dgua de osmose reversa), 200
moscas do controle solvente (Tween 80 0,5%) e, 200 moscas da concentragio 8,69x107, 186
moscas da concentracdo 1,74x10°, 188 moscas da concentracdo 3,47x10°, 131 moscas da
concentragéo 6,95x10° e 200 moscas da concentracdo 1,39x10°> mM de DORA.

4.6 COLETA DE MOSCAS E ANALISE DE TUMORES EPITELIAIS

Apos sofrerem metamorfose, 0s imagos foram transferidos para frascos de vidro
com 10 mL de etanol a 70%. Ent3o, foram colocados em placa de Kline® de vidro e imersos
em glicerina e, com auxilio de microscépio estereoscopio sob o aumento de 40x, foram
segregados de acordo com o fendtipo, ou seja, foram selecionados individuos de ambos 0s sexos
que apresentavam fendtipo de pelo longo e fino (mwh/wts) (Figura 9A) para a contagem de
tumores.

Individuos que apresentavam como caracteristica pelo curto e grosso (Figura 9B)
foram descartados por ndo possuirem o gene wts, ou seja, avaliou-se apenas moscas que ndo
apresentavam o balanceador cromossémico (TM3, ShY), por este ndo permitir a manifestacéo
de tumor. Foram identificados e contados tumores no olho, cabeca, asa, abdémen e torax e

anotados em planilha padronizada (ANEXO A)



A ‘ B

Figura 9 — A: Mosca fémea trans-heterozigota marcada de pelo longo e fino (mwh/wts).
B: Mosca macho heterozigota balanceada de pelo curto e grosso (mwh/TM3, sb?).
Fonte: Autor, 2019.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

A curva de sobrevivéncia das larvas de D. melanogaster no teste de toxicidade da
DORA e do controle positivo se deu comparando o nimero de sobreviventes e mortas de cada
concentragdo com sobreviventes e mortas do controle negativo aplicando o teste Qui-Quadrado,
com nivel de significancia 5% do software GraphPad Prism 6 (MORAIS et al., 2016).

Devido as frequéncias tumorais ndo possuirem normalidade na distribuicdo, as
frequéncias de tumores das concentragdes testadas e os controles foram calculados dividindo o
valor total de tumores encontrados pelo nimero de individuos analisados. Utilizando o teste U,
ndo paramétrico, de Mann-Whitney, com nivel de significancia 5% do software Prophet 5.0
comparou-se as frequéncias (COSTA; OLIVEIRA; NEPOMUCENO, 2011; MORAIS et al.,
2017).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TOXICIDADE DE DORA SOBRE A SOBREVIVENCIA DE Drosophila melanogaster

O teste de toxicidade é aplicado para avaliar a curva de sobrevivéncia de modelo
experimental quando submetidos a um tratamento com substancia onde se desconhece a
concentragdo toxica da mesma aquele grupo. O conhecimento da dose letal permite que o teste
para deteccdo de tumores epiteliais seja executado de maneira a garantir maior numero de
individuos para a aplicagdo estatistica (REZENDE et al., 2011).

De acordo com os procedimentos experimentais utilizados, o teste de toxicidade
demonstrou que as concentragdes 2,78x10° e 5,56x10° mM afetaram significativamente a
sobrevivéncia das larvas expostas, quando comparadas ao controle negativo, apresentando
respectivamente p<0,0007 e p<0,0001. Esses resultados demonstraram efeito toxico de DORA

nas duas maiores concentragdes testadas (Figura 10).
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Figura 10 - Curva de sobrevivéncia de larvas de D. melanogaster expostas cronicamente a 8
concentracdes crescentes de DORA e do controle negativo (C-) (agua) aplicando o teste
Qui-quadrado com nivel de significancia 5%. *Concentracfes que afetaram
significativamente (p<0,05) a sobrevivéncia das larvas quando comparadas com o
controle negativo. **Maior concentragdo que ndo afetou significativamente (p>0,05) a
sobrevivéncia das larvas quando comparada com o controle negativo. Fonte: Autor,
2019.
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A toxicidade apresentada pelas concentracdes 2,78x107° e 5,56x10° Mm de DORA
é explicada pelo mecanismo de ac¢do da substancia que atua sobre os canais dependentes de ClI
controlados pelos neurotransmissores GABA e glutamato dos invertebrados permitindo o
influxo de CI" e hiperpolarizacdo da membrana pos-sindptica (PAPICH, 2016). Assim, no
presente estudo, pressupdem-se que as larvas foram acometidas por paralisia flacida e
impedidas de se movimentarem para o repasto, culminando em morte por inanicao.

O efeito de toxicidade observado nas condi¢cdes experimentais do presente estudo
sugere que os individuos heterozigotos de D. melanogaster sdo resistentes a DORA. Nem todas
as LM apresentam o mesmo perfil de toxicidade sobre D. melanogaster, uma vez que Sousa et
al. (2019) asseguraram que a molécula de ivermectina apresentou toxicidade elevada, na qual
a concentracio 46,4x101” mM foi toxica para os individuos testados. Anteriormente, Kim et al.
(2018) relataram sensibilidade aumentada a ivermectina em mutantes de D. melanogaster com
expressao suprimida dos genes codificadores da enzima citocromo P450 quando comparado a
individuos em que a expressao da P450 era normal.

As enzimas P450s sdo conhecidas por estarem envolvidas em vias do processo
biossintético de ecdisterdides e horménios juvenis, que sdo cruciais para 0 crescimento,
desenvolvimento e reproducdo dos insetos. Elas também metabolizam produtos naturais de
plantas e inseticidas, resultando em bioativagdo ou desintoxicacdo (TIJET; HELVIG;
FEYEREISEN, 2001).

Entdo, uma possivel explicacio para a resisténcia a concentragéo de 1,39x10° mM,
observada neste estudo, pode ser a presenca da enzima citocromo P450 em niveis suficientes
para detoxicacdo da LM DORA. Zuo et al. (2021) relataram uma mutacgédo pontual de ocorréncia
natural e ou superexpressao do gene CYP9A186 do P450 associada a resisténcia a avermectina
em Spodoptera exigua. Mudancas na transcricdo do P450, bem como mudancgas estruturais,
parecem alterar a suscetibilidade aos inseticidas e devem ser avaliadas, visto que as mutacoes

de ganho de funcdo sdo comuns para varias classes de inseticidas.
5.2 EFEITO CARCINOGENICO DA DORA
Apos a realizagdo do teste de toxicidade e determinacdo das doses ndo letais,

realizou-se o teste ETT e, posteriormente, procedeu-se a contagem de tumores dos controles e

de cinco diluigdes consecutivas em que a de sobrevivéncia foi >70%.
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No presente estudo foi constatado potencial carcinogénico de DORA nas cinco
concentragdes avaliadas quando comparadas com o controle negativo. O controle solvente néo
diferiu do controle negativo 0 que evidencia que o solvente ndo interferiu na inducdo de
tumores. Os mecanismos pelos quais a DORA produz o dano ao DNA e a formacao de tumor
néo foram diretamente verificados no presente estudo.

Os carcindgenos podem interagir diretamente com 0 DNA por meio da formagéo
de ligacOes covalentes da molécula ou seus metabolitos formando complexos de DNA. Esses
complexos levam a varios tipos de danos ao DNA, como mutagcbes pontuais, quebra de
cromossomos, fusdo, segregacdo e ndo disjuncdo, os quais resultam em modificagdes nas
informagdes do DNA, além da instabilidade gendmica. Existem também substancias que podem
ser carginogenos sem interagir diretamente com o DNA, causando mecanismos diferentes,
como ligacdo a proteinas especificas, interacbes com receptores, efeitos modificadores
hormonais e enddcrinos e metilagdo do DNA (CHOUDHURI; CHANDERBHAN; MATTIA,
2018).

As frequéncias de tumores observadas nos diferentes segmentos de D.
melanogaster tratadas com as diferentes concentracGes de DORA estdo representada na Tabela
1.
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Tabela 1 - Frequéncias relativas e absolutas de tumores epiteliais em descendentes heterozigotos para o gene supressor de tumor wts em D.
melanogaster tratados com &gua de osmose reversa (controle negativo), DXR (controle positivo), Tween 80 (controle solvente) e
concentragdes subletais crescentes de DORA

Frequéncia relativa e absoluta de tumor por segmento

Tratamento n° A . Frequéncia relativa e
individuos olho  cabeca asa abdémen torax perna halter absoluta acumuladas
Agua 200 000) 0,05(2) 029(12) 0724(10)  0,1(4) 0,32(13) 0(0) 0,2(41)*
DXR 0,4 mM 200 0(2) 0,05(67) 0,26(330) 0,09(116) 0,31(384) 0,27(335) 0,01(15) 6,23(1249)°
Tween 80 0,5% 200 0(0)  0,02(2) 0,23(13) 0,17(10) 0,33(19) 0,24(14) 0(0) 0,28(57)*
DORA 8,69x107" mM 200 0(0) 0,01(2) 0,13(16) 0,49(62) 0,23(29) 0,14(18) 0(0) 0,63(126)°
DORA 1,74x10° mM 186 0(0)  0,06(6) 0,14(15) 0,42(45) 0,15(16) 0,22(23) 0,01(1) 0,57(106)°
DORA 3,47x10® mM 188 00) 0,01(2) 0,09(16) 053(98) 0,12(23)  0,23(42) 0,01(2) 0,97(183)"
DORA 6,95x10"® mM 131 00) 0,03() 01(20) 061(117) 0,11(22)  0,12(23) 0,01(3) 1,45(190)°
DORA 1,39x10"° mM 200 000) 0,02(2) 01(10) 041(42) 025(25) 0,22(22) 0(0) 0,5(101)°

Letras minasculas diferentes na mesma coluna evidenciam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Mann-Whitney. Fonte: Autor, 2019.
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As frequéncias significativas de tumores em relagdo ao controle negativo
observadas neste estudo, podem sugerir que a DORA ou seus metabdlitos agiram como um
carcindgeno e causaram alteracdo no gene supressor de tumor wts nos individuos heterozigotos
wts/mwh, podendo ser uma delecao, recombinacdo ou mutacdo, em que 0 mesmo perdeu sua
heterozigose e, consequentemente, ndo sinalizou a reparacdo do DNA. As mutacOes sdo
normalmente corrigidas por mecanismos de reparo de DNA; no entanto, se a replicagdo do
DNA ocorrer antes da acdo de um mecanismo de reparo, as mutacBes podem tornar-se
permanentes (CHOUDHURI; CHANDERBHAN; MATTIA, 2018).

E importante salientar que houve menor frequéncia de tumores na maior
concentragéo testada, 1,39x10° mM, a qual diferiu significativamente (p<0,05) da segunda
maior concentracéo 6,95x10° mM.

Sugere-se que DORA na maior concentragdo subletal 1,39x10° mM provocou
danos acentuados ao material genético que impossibilitaram o crescimento celular e
desenvolvimento de tumor, e que a célula tenha sido encaminhada para um processo de
apoptose. Supdem-se que a proporcao do dano causado as células possa ter inviabilizado a
correcdo do DNA, ativando o gene indutor de morte celular BAX e inibido o gene repressor de
morte celular BCL que controlam apoptose em ceélulas de larvas de D. melanogaster
(CASTILLO et al., 2011; NCBI, 2019). Outro mecanismo que possa ter ocorrido é o dano
oxidativo que inviabilizou o crescimento celular.

Corroborando com a hipdtese da ocorréncia de dano oxidativo nas células das larvas
de D. melanogaster expostas a concentracdo subletal 1,39x10°> mM de DORA, Wu et al. (2016)
observaram o efeito da LM benzoato de emamectin na reducdo da viabilidade em células da
linhagem Sf-9 do inseto Spodoptera frugiperda e inducéo da apoptose de maneira dependente
da concentracdo, e sugeriram que o contetudo de ROS liberado pela LM contribuiu para a morte
celular.

Luan et al. (2017) observaram que o contetido de ROS nas células de larvas de
Trichoplusia Tn5B1-4 aumentou rapidamente a medida que a concentracdo da LM benzoato de
emamectin aumentou, e que as células expostas a 15 pM, apresentavam alto nivel de expressdo
de caspase 3 de maneira dependente do tempo, que consequentemente levou a apoptose. A
enzima apoptaética caspase 3 tambem é expressa em D. melanogaster (XU et al., 2006) a qual
exerce papel regulador de morte em células danificadas. Portanto, a presenca dessa enzima
justifica a hipotese da ocorréncia de dano oxidativo nas células das larvas de D. melanogaster

expostas a concentracéo subletal 1,39x10° mM de DORA.
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Considerando as frequéncias significativas de tumores observadas no presente
estudo é provéavel que a DORA alterou o gene supressor de tumor wts nos individuos
heterozigotos wts/mwh favorecendo a falha no reconhecimento ou impossibilitando a correcéo
do defeito no DNA, ou encaminhamento para a apoptose. Portanto, a mutacédo resultante pode
ter levado a célula a sofrer transformacdo neoplésica nos diferentes tecidos expostos a
substancia testada (BRASILEIRO FILHO, 2019). O desenvolvimento celular exige a interagdo
precisa de varias vias de sinalizacéo intercelular (SASAMURA; MATSUNO; FORTINE, 2013;
MATTILA; HIETAKANGAS, 2017) e a interacdo da DORA ou de seus metabdlitos com essas
vias pode ter desviado a rota de um sistema de reparacdo de danos e transformou-se em tumor.

Levando em consideracdo que Drosophila pode exibir mais de 1200 genes
relacionados com as vias metabdlicas (TENNESSEN et al., 2014), estudos que abalizem a
interacdo da DORA com o metabolismo celular do inseto devem conduzir a novas abordagens
sobre a sua genotoxicidade como o teste de mutacdo e recombinacdo somética (SMART).

Devido ao fato de estudos retratarem a presenca de residuos de LM em derivados
lacteos (SILVA et al., 2019; AVCI; FILAZI, 2020; MULLER et al., 2020) e este trabalho
demonstrou a inducgdo de tumor por DORA no modelo experimental D. melanogaster que tem
homologia de 80% dos genes de doencas humanas, inclusive a presenca de um gene ortélogo
para o controle do crescimento celular, ha indicio de que a DORA também possa ser
carcinogénica em humanos. Por isso, reforca-se a necessidade de maior fiscalizagdo sobre os

produtos de origem animal e que atendam os periodos de caréncia para consumo humano.
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6 CONCLUSOES

De acordo com as condicdes experimentais do presente estudo conclui-se que a
DORA apresenta toxicidade para larvas de D. melanogaster porque afetou a sobrevivéncia nas
duas maiores concentragdes que foram testadas 2,78 x10™ e 5,56x10° mM.

A DORA possui atividade carcinogénica nas cinco concentragdes que séo subletais
8,69x107, 1,74x10°®, 3,47x10°®, 6,95x10° e 1,39x10° mM.

Hé& a necessidade de se respeitar o periodo de caréncia para o0 consumo de carne e
produtos lacteos de animais que foram submetidos a terapia com DORA, visto que o farmaco
é capaz de induzir a formacdo de tumor em um inseto que apresenta homologia génica com o

ser humano.
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