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RESUMO

Os niveis ambientais de radiacao ultravioleta (UV) tém aumentado significativamente
nas Ultimas décadas e a tendéncia é que os valores elevados permanecam até
meados deste século. Gametas e embrides de organismos marinhos, cujo
desenvolvimento embrionario ocorre no ambiente externo, sdo particularmente
sensiveis as radiacdes UVA e UVB. A primeira linha de defesa desses organismos
contra estresses quimicos e fisicos é a atividade de efluxo de bombas conhecidas
como transportadores ABC. O objetivo do presente trabalho foi investigar o efeito
fotoprotetor de transportadores ABC em gametas e embrides do ourico-do-mar
Echinometra lucunter expostos & UVA ou UVB, bem como investigar a fotoatividade
e a atividade bloqueadora de proteinas ABC da cumarina e de seus derivados em
gametas e embrides de E. lucunter. Os gametas ou embrides foram expostos a UVA
(3,6 a 14,4 kJ m™) ou & UVB (0,112 a 14,4 kJ m™), na presenca ou auséncia dos
bloqueadores de transportadores ABC: reversina205 (bloqueador de ABCB1); e
MK571 (blogueador de ABCC1). O desenvolvimento embrionario foi monitorado em
microscopia Optica comum. Os gametas e zigotos de E. lucunter foram resistentes a
UVA. A resisténcia das células supracitadas a UVB foi fortemente associada a
intensidade da atividade dos transportadores ABC (zigotos > Ovulos >
espermatozoides). O bloqueio dos transportadores ABCB1 e ABCC1 promoveu
inibicdo no desenvolvimento de embrides derivados de espermatozoides expostos a
UVA. O bloqueio do transportador ABCC1 aumentou, em 35,9 + 5,8%, os danos aos
ovulos expostos a UVB enquanto que o bloqueio de ABCBL1 intensificou, em 36,1 +
2,7%, os danos aos zigotos, induzidos pela UVB. Os bloqueadores de
transportadores ABC também induziram malforma¢fes ao desenvolvimento larval
derivado de espermatozoides ou 6vulos expostos a UVB. Entretanto, a atividade dos
transportadores ABC ndo foi afetada pela exposicdo a UVB. Adicionalmente,
demonstramos a atividade fotoprotetora da cumarina e seus derivados contra os
efeitos deletérios da UVB em gametas e células embriondrias de E.lucunter, e a
atividade bloqueadora de transportadores ABC da 3-hidroxicumarina. Em concluséo,
o0 presente estudo é o primeiro relato do papel protetor de transportadores ABC
contra os efeitos deletérios da UVA ou UVB em gametas e células embrionéarias de
ouricos-do-mar. Além disso, esse trabalho também relata, de forma inédita, a
atividade fotoprotetora da cumarina e da 3-hidroxicumarina contra a UVB em
gametas e embrides irradiados. Estudos posteriores serdo necessarios para a
insercao terapéutica desses compostos para o tratamento de diversas enfermidades
relacionadas com a exposicao excessiva a UVB.

Palavras-chave: Ouricos-do-mar; Desenvolvimento embrionario; Transportadores

ABC; Cumarinas; Radiacéo UV.
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ABSTRACT

Ultraviolet radiation (UV) environmental levels have increased in last years and high
values are expected until half of this century. Gametes and embryos of marine
organisms, whose embryonic development occurs externally, are particularly
sensitive to UVA and UVB radiations. The first line of cellular defense against
chemical or physical stress is the activity of ABC transporters. The aim of present
work was investigate the involvement of ABC transporters on UVA or UVB effects on
gametes or embryos of the sea urchin Echinometra lucunter, and investigate the
photoactivity and the ABC transporter blocker activity of coumarin and 3-
hydroxycoumarin in gametes and embryos of E. lucunter. Gametes or embryos were
exposed to UVA (3.6 — 14.4 kJ m™) or UVB (0.112 — 14.4 kJ m™), and the embryonic
development was monitored by optical microscopy at different developmental stages
in the presence or absence of the ABC-transporter blockers reversin205 (ABCB1
blocker) ou MK571 (ABCC1 blocker). E. lucunter eggs, spermatozoa and embryos
were resistant to UVA exposure. Resistance to the harmful effects of UVB was
strongly associated to ABC transporter activity (embryos > eggs > spermatozoa).
ABCB1 or ABCC1 blockage promoted injurious effects on spermatozoa exposed to
UVA. ABCC1 transporter blockage increased UVB-dependent damage in eggs while
ABCB1 transporter inhibition increased harmful effects of UVB in embryonic cells.
ABC transporters blockers also induced abnormalities in larval development derived
from spermatozoa or eggs irradiated to UVB. However, ABC transporter activity was
not affected by UVB exposure. Additionally, we demonstrate the photoprotective
activity of coumarin and 3-hidroxycoumarin against the deleterious effects of UVB on
E. lucunter gametes and embryonic cells, and the ABC transporter blocker activity of
the 3-hydroxycoumarin. In conclusion, the present study is the first report of the
protective role of ABC transporters against UVA and UVB injurious effects in sea
urchins gametes and embryonic cells. Furthermore, our results inserts new
alternative for the treatment of various diseases related to UVB excessive exposure
and also provides alternatives for clinical reversal of multidrug resistance phenotype.

Keywords: Sea urchin; Embryonic development; ABC transporters; Coumarins; UV

radiation.
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Introducdo

1 INTRODUCAO

1.1 Radiacéao ultravioleta

A radiacdo solar é a principal fonte de energia na maioria dos ecossistemas
naturais. De acordo com o comprimento de onda, a mesma € dividida em trés
segmentos principais: o infravermelho (IF) (> 800 nm), a radiacdo
fotossinteticamente ativa (PAR), também chamada de luz visivel ou luz branca
(400 — 800 nm), e a radiacao ultravioleta (UV) (100 - 400 nm) (figura 1) (HOLLOSY,
2002).

Radiacao UV

uvc uvB UVA PAR IF

190 280 320 400 800

nm

Figura 1: Representacé@o esquematica do espectro de radiagdo solar.

A luz UV compreende ondas eletromagnéticas mais energéticas. De acordo
com a comissao internacional de iluminacao (CIE), a radiacdo UV é classificada em
trés tipos: UVA (320 — 400 nm), UVB (280 — 320 nm) e UVC (190 — 280 nm)
(DIFFEY, 2002).

Os trabalhos que possibilitaram a descoberta e a elucidacdo das
propriedades da radiacdo UV datam desde o século XVII. No entanto, apenas no
inicio do século XX, com a observacdo de que o contato com essa radiagdo pode
provocar problemas a saude, inUmeros cientistas foram motivados a investigar mais
detalhadamente os efeitos da luz UV nos organismos vivos, especialmente nos

seres humanos (HOCKBERGER, 2002). O interesse nessa area aumentou
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significativamente no final do século XX com a descoberta da deplecdo do oz6nio da
estratosfera terrestre devido as atividades antropogénicas (MCKENZIE et al., 2003).

O ozobnio compde a atmosfera em quantidades minimas, concentrando-se
principalmente entre 15 e 40 km acima da superficie terrestre. Essa regido é
responsavel pela absor¢do de parte da radiagdo UV solar incidente (WMO, 2011).
Os primeiros registros referentes a diminuicdo da camada de ozbénio foram
realizados na Antartida, na primavera dos anos 80 (FARMAN et al.,, 1985;
STOLARSKI, 1988; SMITH et al.,, 1992). Weatherhead e Andersen (2006)
documentaram uma reducao significativa desta camada até meados dos anos 90. A
partir dessa década, a deplecdo do 0z6nio alcangou niveis incomuns, atingindo ndo
s6 o continente antartico, mas também o continente americano até a latitude de 38°
Sul (Chile e Argentina) (BIANCIOTTO et al.,, 2003; DIAZ et al., 2006). No ano de
2000, a extensdo do buraco da camada de ozdnio chegou a 30 km? e estudos
estimam que os niveis de 0zonio estratosféricos permanegam baixos até metade do
século XXI (MCKENZIE et al., 2003).

O ciclo natural do 0z6nio pode ser perturbado pela interacdo com compostos
antropogénicos, comumente chamados de clorofluorcarbonos (CFCs) (MOLINA et
al., 1987). Outros estudos tém demonstrado que a reducédo na camada de 0z6nio
parece também depender de uma série de processos quimicos iniciados com a
formacdo de nuvens polares estratosféricas ricas em acido nitrico. Esse éxido nitrico
€ derivado da emissao direta pela acdo microbiana no solo ou derivado de fatores
antropogénicos. As nuvens ricas em 6xido nitrico atuam como catalisadores para a
liberacdo de moléculas de clorina e bromina, que na estratosfera podem reagir com
as moléculas de 0z6nio causando a sua degradacédo (DIAZ et al., 2006).

A eficiéncia da capacidade absortiva da camada de o0z6nio depende do
comprimento de onda da radiacdo UV. A incidéncia da UVA nédo é atenuada pela
camada de ozbnio e, por isso, apresenta o maior nivel de alcance na superficie
terrestre (90 — 95% de toda radiacdo UV solar) (XU;SULLIVAN, 2010). Por outro
lado, a incidéncia da radiacdo UVB é fortemente afetada pela presenca da camada
de ozbnio, sendo que a mesma pode aumentar em até trés vezes como decorréncia
da reducédo dos niveis de ozobnio estratosférico (CALDWELL et al., 1989). Uma
diminuicdo de 10% na camada de o0z6nio pode causar um aumento de 5% na
incidéncia da radiagdo UVB, no comprimento de onda de 320 nm. No entanto, essa

mesma diminuigdo poderia aumentar em 100% a incidéncia de UVB na faixa de 300
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nm (FREDERICK et al., 1989). A radiacdo UVC, contudo, apesar de ser altamente
energeética e apresentar uma natureza mutagénica e ser extremamente prejudicial
aos sistemas bioldgicos, é completamente absorvida pelo ozénio e pelas moléculas
de oxigénio da atmosfera antes de atingir a superficie da terra (KIM;SANCAR, 1993;
NICHOLS;KATIYAR, 2010; XU;SULLIVAN, 2010).

Para manifestar seus efeitos nas células, a energia eletromagnética inerente a
radiacdo UV deve ser absorvida pelos cromoforos celulares e convertida em energia
quimica. O DNA, as porfirinas, o acido urdnico e os aminoacidos aromaticos sao
alguns exemplos de cromoforos celulares (XU;FISHER, 2005).

Os danos celulares provocados pela radiacédo UV podem ocorrer por reagdes
fotoquimicas (efeitos diretos) ou por reacdes fotodinamicas (efeitos indiretos). Nos
efeitos diretos da radiacdo UV, moléculas que absorvem nessa regido do espectro,
como proteinas e acidos nucleicos, sdo fotoquimicamente transformadas ou
degradadas, resultando numa perda parcial ou total de suas funcdes biolégicas. Nos
efeitos indiretos, a radiacdo UV pode ser absorvida por componentes celulares,
produzindo espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como oxigénio singlete (*O,),
anion superoxido (Oy), radical hidroxila (OH) e perdxido de hidrogénio (H20,). Tais
espécies reagem com lipidios, proteinas e DNA, inativando suas func¢des bioldgicas
(LESSER, 2010). As ROS também podem atuar como mensageiros quimicos,
modulando a expresséo de determinados genes pela ativacdo de vias de transducao
de sinal. Dessa forma, a exposi¢cdo a radiacdo UV pode afetar uma variedade de
eventos de sinalizacéo celular, causando modificagdes no perfil da expresséao génica
(AFAQ et al., 2005).

A despeito de seus efeitos maléficos, alguns processos fisiolégicos
necessitam de uma exposicdo a luz UV, como é o caso da conversdo do 7-
dehidrocolesterol em pré-vitamina D3, a qual sofre uma isomerizacao espontanea
para formar a vitamina D3. Esse secoesteroide é responsavel por mediar varios
efeitos bioldgicos, como a manutencdo do metabolismo 6sseo, 0 crescimento e a
diferenciacdo celular, além de participar nas fungbes cardiacas e imunologicas
(AMANO et al., 2009; BIGGS et al.,, 2010). No entanto, a exposi¢cdo excessiva a
radiacdo UV pode induzir graves efeitos patoldgicos, tais como: céancer de pele
(SETLOW et al., 1993), imunossupressao (HALLIDAY et al.,, 1998), e cegueira

(VERHOEFF, 1916), entre outros danos. Em niveis ecossistémicos, a radiagdo UV
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pode reduzir a biomassa e mudar a composicao de espécies em determinada regido
(BISCHOF et al., 2006; HADER et al., 2007)

Um dos ambientes mais susceptiveis a radiacdo UV, principalmente a UVB, é
o marinho. Os efeitos deletérios da UVB em ecossistemas aquaticos tém sido
relatados desde 1925. A UVB pode penetrar até uma profundidade de 20 m,
dependendo das propriedades Opticas da coluna de agua, prejudicando, assim, as
formas de vida bentbnica e planctdnica (SMITH et al., 1992; ADAMS;SHICK, 2001).
Diversos estudos demonstraram que os niveis ambientais de UVB promovem efeitos
deletérios em fitoplanctons, cianobactérias, algas, zooplanctons e corais (HE et al.,
2002; JOHANSSON;SNOENJS, 2002; LEVY et al, 2003; SHELLY et al.,, 2003;
LEECH et al., 2005). Além disso, animais de fertilizacdo e desenvolvimento
embrionario externo também séo particularmente sensiveis a UVB, pois 0s gametas,
os embribes e as larvas desses organismos ficam dispersos na coluna de agua
(HADER et al., 2007). Diversos estudos apontam 0s ourigos-do-mar como um dos
animais mais susceptiveis a radiacdo, uma vez que os embrides e larvas sdo de
tamanho reduzido, apresentam uma rapida taxa de replicacdo e morfogénese, e nédo
contam com um tecido especializado na prote¢cdo contra a radiacdo UV
(BONAVENTURA et al., 2005).

1.2 Transportadores ABC

Gametas e embrides de organismos marinhos apresentam como primeira
linha de defesa celular contra estresses quimicos, fisicos e biolégicos a ativacao de
proteinas de resposta ao estresse (BONAVENTURA et al., 2005; BONAVENTURA
et al., 2006; RUSSO et al., 2010; RUSSO et al., 2014), assim como a atividade de
efluxo mediada por ATPases de membrana, conhecidas como transportadores ABC
(DEAN et al., 2001).

Os transportadores ABC (do inglés ATP binding cassete) constituem a maior
familia de proteinas transmembrana ja descrita na literatura, e estdo envolvidos no
transporte de diversos ions e substancias, incluindo horménios, esteroides, lipideos,
oligopeptideos, nucleotideos, metais pesados, e xenobidticos
(GOTTESMAN;PASTAN, 1993). Os transportadores ABC sao encontrados tanto na
membrana plasmatica (ABCB1/P-gp, ABCC7/CFRT, ABCC1/MRP, ABCC8/SUR),
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quanto no sistema de endomembranas, tais como: na membrana do reticulo
endoplasmatico (ABCB2/TAP1, ABCB3/TAP2), na membrana de vacuolos digestivos
(PGH1), nas membranas de peroxissomos (ABCD2/ALDP, ABCD3/PMP70), na
membrana mitocondrial (MTABC) e no envelope nuclear (ABCB1). Além disso, sao
também encontrados na membrana plasmética de procariotos (Nor-A, Savl866 e
MsbA) (HIGGINS, 1992; CHILDS,LING, 1994; GIBBONS et al., 2003;
BABAKHANIAN et al., 2007; BURKE;ARDEHALI, 2007).

A familia de proteinas ABC esta diretamente associada ao fendtipo de
resisténcia a multiplas drogas (MDR, do inglés multidrug resistance) (JAEGER,
2009). O fenotipo MDR € conhecido desde os trabalhos pioneiros de Biedler e
Riehm (1970) e é caracterizado pela resisténcia de uma determinada célula a acéo
citotoxica de drogas nao correlacionadas quimica ou farmacologicamente. A MDR é
considerada um grave problema de salde publica, pois est4 associada a faléncia
terapéutica no tratamento de diversas patologias, como em alguns tipos de
canceres, parasitoses, e infec¢des bacterianas (CHILDS;LING, 1994; LAGE, 2003).

Inicialmente descritos em linhagens tumorais de mamiferos, os
transportadores ABC vém sendo observados, também, em diversos outros
organismos, onde podemos destacar: bactérias, como Staphylococcus aureus e
Escherichia coli; fungos, como Aspergillus nidulans e Candida albicans;
protozoarios, como Leishmania e Tripanossoma e invertebrados marinhos, como o
Asterina miniata (estrela-do-mar) e Strongylocentrotus purpuratus (ourico-do-mar)
(HIGGINS, 1992; WOLFGER et al., 2001; MENGERINK;VACQUIER, 2002; PEREZ-
VICTORIA et al., 2002; GIBBONS et al., 2003; ROEPKE et al., 2006).

Os transportadores ABC sdo glicoproteinas integrais caracterizadas,
estruturalmente, pela presenca de quatro dominios: dois dominios de ligacdo a
nucleotideos (NBDs), que sao altamente conservados e responsaveis pela hidrélise
de ATP que direciona o transporte ativo, e dois dominios transmembranares (TMDSs).
Os NDBs contém em sua sequéncia os motivos Walker A e Walker B (WALKER et
al., 1982) que sdo comuns a todas as proteinas que interagem com o ATP. Os
dominios TMDs sdo compostos por a-hélices mdultiplas (geralmente seis), que
formam a estrutura pela qual os compostos atravessam a membrana
(LOO;CLARKE, 2008). Os TMDs apresentam um sitio de ligacdo a moléculas
hidrofébicas que é capaz de se ligar a duas ou trés moléculas simultaneamente
(ORLOWSKI et al., 1996; DEY et al., 1997)
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A superfamilia de proteinas ABC esté dividida em oito subfamilias (A-H), que
se diferenciam quanto a homologia, numero e arranjo dos NDBs e TMDs,
localizacdo celular e funcdo. Os membros das subfamilias B, C e G estdo
intimamente relacionados com o transporte de substancias, transportando-as para
fora da célula, em um processo dependente de energia (HIGGINS, 2007).

O primeiro membro da superfamilia ABC descoberto foi a ABCB1, que foi
nomeada inicialmente de glicoproteina P (Pg-P — figura 2). A Pg-P foi isolada pela
primeira vez, por Juliano e Ling (1976), em células de hamster chinés resistentes a
colchicina. Uma década mais tarde, Fojo e colaboradores (1986) mapearam o gene
codificador da ABCB1 na regido cromossémica 7g21.12. O transportador ABCB1 é
conhecido por atuar principalmente no metabolismo de esteroides e na protecao
contra compostos toxicos (KUO, 2009). Sua expresséao é frequentemente observada
em diferentes canceres humanos e é fisiologicamente expressa nos rins, no trato
gastrintestinal, nas células do sistema imunoldgico, na glandula adrenal, e nas
barreiras hematoencefalica, hematoplacentaria e hematotesticular (MARZOLINI et
al., 2004).

O transportador ABCCL1 foi descrito por Cole e colaboradores (1992) a partir
de modelos in vitro. Essa proteina foi primeiramente conhecida por Proteina
Associada a Resisténcia a Mdltiplas Drogas (MRP — figura 3) e est& relacionada com
a extrusdo de xenobidticos (BORST et al., 2000). Fisiologicamente estdo envolvidos
no transporte de leucotrienos (LEIER et al., 1994), bilirrubina livre (RIGATO et al.,
2004) e conjugada (JEDLITSCHKY et al., 1997) e glutationa oxidada (LEIER et al.,
1996). Sua expressao também é relatada em diversos tipos de cancer (KUSS et al.,
1994; THOMAS et al., 1994; NIES et al., 2001).

v
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ABCB1

Figura 2: Representagéo estrutural esquematica do transportador ABCB1. Modificado de VAUTIER et
al. (2006).

Figura 3: Representacéo estrutural esquemética do transportador ABCC1. Modificado de VAUTIER
et al. (2006).

A compreensdao do papel biolégico dos transportadores ABC, bem como a sua
identificacdo em diferentes tipos celulares, foi auxiliada pela utilizacdo de
substancias com atividades bloqueadoras sobre estas proteinas. A descoberta
dessas substancias motivou estudos clinicos com o intuito de aumentar a
concentracdo intracelular de quimioterapicos e assim reverter o fenétipo MDR
(ROBERT;JARRY, 2003).

O primeiro farmaco descrito com atividade moduladora do transportador
ABCBL1 foi o verapamil (VP) (TSURUO et al., 1981). Desde entdo se iniciou uma
intensa busca visando a reverséao farmacolégica do fenétipo MDR, o que resultou no
desenvolvimento de trés geracfes de farmacos com atividade bloqueadora de
transportadores ABC. A primeira geragdo consistiu de farmacos que ja eram
utilizados em outros tratamentos clinicos e que também eram eficazes no bloqueio

dos transportadores ABC. Como exemplo dos bloqueadores de primeira geragao
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podemos citar o verapamil, a ciclosporina A, a indometacina, entre outros (VARMA
et al., 2003).

No entanto, a associacdo dos agentes blogueadores com 0s quimioterapicos,
apresentou uma elevada toxicidade, atribuida tanto ao efeito inibitério dos
blogueadores sobre os transportadores ABC de expressao fisioldgica, quanto a acéo
em alvos moleculares secundérios. A segunda geracdo de blogueadores de
transportadores ABC, como o R-verapamil e PSC-833, foi desenvolvida com
derivados sintéticos dos farmacos de primeira geracdo, com o objetivo de diminuir os
efeitos toxicos desses compostos. Apesar dos bloqueadores de segunda geragao
apresentarem uma menor toxicidade em relagdo aos bloqueadores de primeira
geracao, seus efeitos secundarios ainda eram observados (PONTE-SUCRE, 2007).

Para solucionar essa problematica foram sintetizados os blogueadores de
terceira geracédo, como o MK571 e a reversina 205. Esses compostos séo inibidores
altamente seletivos, mas também apresentaram efeitos toxicos secundarios
(DANTZIG et al., 2003).

Atualmente, bloqueadores de transportadores ABC de quarta geracao estao
em desenvolvimento para aumentar a especificidade da ligagdo do composto com a
proteina, bem como contornar os problemas de toxicidade associados ao tratamento
com os bloqueadores (SINGH;PRASAD;CHUFAN; et al., 2014). Esses estudos estao
sendo realizados a partir da elucidacéo estrutural, por cristalografia, do transportador
ABCB1 de murinos para garantir uma maior especificidade da relacdo estrutura-
atividade (LI et al.,, 2014). Como exemplos de bloqueadores de quarta geracao
temos 0 QZ59Se-SSS, 0 QZ59Se-RRR (ALLER et al., 2009), e os analogos tiazdis
derivados da (S)-valina (SINGH;PRASAD;KAPOOR,; et al., 2014).

A maioria dos estudos acerca da expressdo e da atividade funcional de
transportadores ABC tem sido focada em células somaticas. O conhecimento sobre
o papel biolégico dessas proteinas em gametas e células embrionarias ainda
permanece incipiente. Mengerink e Vacquier (2002) foram os primeiros a descrever
a expressdao de um transportador ABC (homélogo ao transportador ABCA3 de
humanos) em espermatozoides de ouricos-do-mar. Outros pesquisadores
caracterizaram a atividade funcional de transportadores ABC durante o
desenvolvimento embrionario inicial e tardio de ouricos-do-mar e estrelas-do-mar
(HAMDOUN, A. M. et al., 2004; ROEPKE et al., 2006; SHIPP;HAMDOUN, 2012).

9
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Recentemente, estudos realizados por nosso grupo caracterizaram a
atividade funcional dos transportadores ABCB1 e ABCC1 em gametas, embrides e
larvas de Echinometra lucunter, uma espécie de ourico-do-mar amplamente
encontrada nas aguas tropicais e temperadas do Oceano Atlantico. Os nossos
dados sugerem que os transportadores ABC atuem como uma barreira bioquimica
que confere um papel fisioldgico protetor contra estresses quimicos ou biolégicos
(DE SOUZA et al., 2010; SILVA-NETA et al., 2012; TORREZAN et al., 2012).

Nos ultimos anos, diversos trabalhos sugeriram um papel protetor dos
transportadores ABC contra estresses fisicos, a partir do relato de que linhagens
celulares com superexpressao de transportadores ABC se tornaram mais resistentes
a radiacdo UV em comparacdo com as linhagens parentais. Chalmers e
colaboradores (1976) demonstraram uma resisténcia a radiacdo UV em algumas
linhagens celulares de melanoma humano. Hill e colaboradores (1995) mostraram
que uma linhagem celular de melanoma foi resistente a UVC, mas permaneceu
sensivel a UVA ou a UVB. Resultados semelhantes foram obtidos por Moredock e
colaboradores (2003) que relataram uma sobrevivéncia aos efeitos letais da UVB em
linhagens celulares de melanoma do peixe Xiphophorus. Chao e Sun (1993)
relataram uma hipersensibilidade a UVC de uma linhagem celular com fendétipo
MDR. Trindade e colaboradores (1999) demonstraram que a linhagem leucémica
K562-Lucena 1, com fenétipo MDR e elevada expressao do transportador ABCB1, é
mais resistente a UVA que a linhagem parental.

Estudos recentes tem apontado uma relagéo direta entre os transportadores
ABC e a radiacéo UV. Os transportadores ABC estao envolvidos na fotoprotecdo em
plantas por modular a concentracdo epidérmica de metabdlitos secundarios com
propriedades de absorcao na faixa da UVB, como os flavonoides, por exemplo (LI et
al., 1993). Hu e colaboradores (2000) demonstraram que o transportador ABCB1 é
regulado positivamente pela radiacdo UV nas linhagens KB-3-1 (carcinoma
epidérmico). Em contraste, Dumitriu e colaboradores (2004) relataram que a UVB
inibe fortemente a atividade dos transportadores ABC em células mononucleares
sanguineas periféricas. Marko e colaboradores (2012) mostraram que o0 mRNA dos
transportadores ABCA1, ACBA12, ABCC1 e ABCG1 foram regulados negativamente
pelo tratamento de queratindcitos epidérmicos humanos.

Os trabalhos supracitados, em linhagens de células tumorais, conduzidos no

intuito de esclarecer a relacdo entre transportadores ABC e radiacdo UV,
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apresentaram resultados divergentes e contraditérios. Esse fato encoraja o
desenvolvimento de estudos em outros modelos biologicos para elucidar o papel dos

transportadores ABC nos efeitos deletérios da radiacdo UV nos organismos Vivos.

1.3 Ourigos-do-mar como modelo experimental

O desenvolvimento embrionério de ourigcos-do-mar é um modelo experimental
amplamente utilizado em estudos cientificos desde o século XIX. Os ourigos-do-mar
sdo animais pertencentes ao filo Echinodermata, e representam um dos grupos mais
encontrados nas faixas litoraneas do planeta. Esse filo relne em cerca de 7.000
espécies viventes e seus principais representantes sdo estrelas-do-mar, serpentes-
do-mar, bolachas-da-praia, lirios-do-mar, pepinos-do-mar e ouricos-do-mar. S&o
animais exclusivamente marinhos, onde a maioria € bentbnica. S&o caracterizados
pela presenca de um endoesqueleto composto de ossiculos calcarios; um
exoesqueleto com projecdes externas, na forma de espinhos; celoma bem
desenvolvido; e simetria radial pentamera nos animais adultos (SMITH et al., 1993;
WADA;SATOH, 1994).

A classe Echinoidea, a qual agrupa ouricos-do-mar e bolachas-da-praia,
compreende cerca de 900 espécies, sendo 105 presentes no litoral brasileiro. Os
ouricos-do-mar sdo equindides regulares, pois seu corpo tem formato arredondado.
As principais caracteristicas dessa classe é a presenca de uma carapaca rigida
coberta de espinhos e um aparelho complexo utilizado na alimentacdo, chamado de
lanterna de Aristoteles (CARNEIRO;CERQUEIRA, 2008).

O Echinometra lucunter (Linnaeus, 1758) € uma espécie de ourico-do-mar
tropical, encontrada em altas temperaturas na costa brasileira, vivendo em fendas
feitas em rochas, com intenso potencial bioerosivo. Sdo animais conhecidos pela
culinaria de suas génodas e artesanato de sua carapaca e espinhos (MARIANTE et
al., 2009). Podem ser encontrados em aguas costeiras acima de 45 metros de
profundidade e a sua distribuicdo geografica estende-se por todo o continente
americano, desde a Carolina do Norte (EUA) até Santa Catarina (Brasil), também

sendo registrada a sua presenca na costa oeste africana (LIMA et al., 2009).
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Apesar de sua ampla distribuicdo e importancia ecologica e econbmica,
poucos estudos cientificos foram realizados com essa espécie (DE FARIA;DA
SILVA, 2008). Um levantamento de artigos indexados no banco de dados do
National Institutes of Health (National Institutes of Health, 2014) indica, até marco de
2015, a publicagéo de 7.299 artigos indexados com o termo “sea urchin” (Ouri¢os-
do-mar, em inglés) e somente 27 artigos indexados com o termo “Echinometra
lucunter”. Esse valor mostra que apenas 0,28% da literatura cientifica corresponde a
pesquisa envolvendo ouricos-do-mar dessa espécie. Essa producdo cientifica é
muito baixa em relacéo a outras espécies mais estudadas como Strongylocentrotus
purpuratus (1.221 trabalhos), Paracentrotus lividus (613 trabalhos), Lytechinus
variegatus (567 trabalhos), Arbacia punctulata (471 trabalhos) e Lytechinus pictus
(245 trabalhos).

Os ourigos-do-mar vém sendo utilizados como modelo experimental em
estudos cientificos de diversas areas devido a algumas caracteristicas. Os animais
adultos possuem uma ampla distribuicdo geografica e sdo de facil coleta e simples
manutencdo em laboratério. A obtencdo dos gametas é realizada de forma néo
invasiva, sendo que milhGes de gametas maduros sdo obtidos a partir de um Unico
individuo. A fertilizacdo in vitro ocorre com alta eficiéncia e o desenvolvimento
embrionario é rapido e sincrénico. Os embrides séo cultivados em agua do mar, ndo
necessitando de condicdes estéreis (MONTENEGRO et al., 2004; SEMENOVA et
al., 2006). Além disso, o ciclo celular embrionéario apresenta varias similaridades com
o de células humanas, o que faz desses animais um 6timo modelo para prospecc¢ao
de compostos com atividade antimittica (MILITAO et al., 2007).

Trabalhos utilizando ouricos-do-mar como modelo biolégico datam desde
1847 (BRIGGS;WESSEL, 2006), entretanto, apenas em 1876, com o trabalho do
alemao Oscar Hertwig, esse modelo experimental ganhou um grande destaque na
literatura cientifica e passou a ser amplamente utilizado nas mais diversas areas de
pesquisas, tais como: biologia celular e molecular, bioquimica, genética, evolucao e
biologia do desenvolvimento (MONROY, 1986; ERNST, 1997). Hertwig mostrou que
o evento chave do processo de fertilizacdo é a fusdo dos pro-ndcleos do
espermatozoide e do ovulo. Essa descoberta foi um grande marco na histéria do
desenvolvimento embrionario e foi o primeiro passo no entendimento do papel dos

dois progenitores na formacao de um novo organismo (HERTWING, 1876).
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Grande parte do conhecimento atual sobre a fertilizacdo e a formacao de
organismos multicelulares foi adquirida a partir de estudos desenvolvidos em
ouricos-do-mar. A origem materna das mitocondrias (MEVES, 1912), a reacédo
acrossdmica (DAN, 1952), e a descoberta das ciclinas como principal regulador do
ciclo celular embrionario (EVANS et al., 1983), foram conhecimentos originados em
estudos utilizando esses animais como modelo experimental.

O desenvolvimento embrionario de ouricos-do-mar vem sendo também
utilizado para avaliar o impacto ambiental de estressores ambientais de diversas
origens (quimica, fisica ou bioldgica) (BOSNJAK et al., 2009; RINDE et al., 2014;
STROGYLOUDI et al., 2014; ZHAO et al., 2014). A grande maioria das pesquisas a
respeito dos efeitos da radiacdo UV em organismos marinhos tem sido realizada em
ouricos-do-mar (LU;WU, 2005a).

No entanto, a maioria dos estudos sobre os efeitos da exposi¢cdo a radiacao
UV em ourigcos-do-mar é conduzida em espécies de aguas temperadas. Poucos
estudos analisaram a resposta a radiacdo UV em animais de aguas tropicais. Além
disso, ndo ha relato na literatura de investigacdes em Echinometra lucunter. Essas
investigacOes sdo de extrema importancia ecolégica e ambiental, uma vez que esse
animal tem uma ampla distribuicdo ao longo do Oceano Atlantico.

Adicionalmente, Ovulos, embribes, e larvas de ouricos-do-mar tém sido
empregados como modelo experimental para a investigacdo do papel biolégico de
transportadores da superfamilia ABC, bem como de compostos naturais ou
sintéticos com atividade moduladora sobre essas proteinas. Esses estudos foram
motivados a partir do mapeamento do genoma do ourico-do-mar Strongylocentrotus
purpuratus, que revelou 65 genes codificantes para proteinas ABC, em comparacao
com os 48, 56 e 31 genes codificadores de transportadores ABC em humanos,
zebrafish, e tunicados, respectivamente (figura 4). Esses dados abrem um painel
promissor para a investigacao acerca do papel biolégico dos transportadores ABC

na fertilizacdo e no desenvolvimento embrionario (GOLDSTONE et al., 2006).
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Figura 4: Painel esquematico do nimero de genes codificadores de transportadores ABC em
humanos, zebrafish, tunicado e ouricos-do-mar e sua distribuicdo nas subfamilias A-H. Modificado de
GOLDSTONE et al., 2006.

1.4 Aspectos morfolégicos e moleculares da fertilizagcdo e desenvolvimento

embrionario de ouricos-do-mar

O processo de fertilizacdo, em ourigcos-do-mar, inicia-se com o contato entre o
espermatozoide e a camada gelatinosa do 6vulo, um envoltério constituido por
mucopolissacarideos e diversos tipos de proteinas que tem como fun¢éo a atracéo e
a ativacdo dos gametas masculinos. Esse contato causa a fusdo da vesicula
acrossémica com a membrana plasméatica do gameta masculino, em um processo
de exocitose conhecido como reacdo acrossémica. Esse mecanismo promove a
liberacdo de enzimas proteoliticas que irdo degradar os envoltérios externos do
ovulo, facilitando a ligacéo e fusdo dos gametas (COLWIN;COLWIN, 1963).

Um segundo componente da reagcdo acrossomica € a extensao do processo
acrossémico por meio da polimerizagdo de moléculas globulares de actina, criando

uma evaginacdo na membrana posterior do acrossomo que se projeta em direcédo a
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membrana do 6vulo (TILNEY et al., 1978). E por meio do processo acrossémico que
as bindinas, lectinas responsaveis pelo reconhecimento espécie-especifico, sao
postas em contato com seus receptores na membrana do 6évulo, garantindo dessa
forma, a ligacéo e fusdo apenas de gametas da mesma espécie (GLABE;LENNARZ,
1979).

ApoGs a ligagdo entre os gametas é iniciada uma cascata de eventos no
citoplasma do gameta feminino, coletivamente chamados de ativacdo do O6vulo
(quadro 1). Um dos primeiros sinais desse mecanismo € o bloqueio rapido da
polispermia, que corresponde a mudanca do potencial de repouso da membrana (-
70 mV) para valores mais positivos (aproximadamente +20 mV), e que é dependente
da abertura de canais de Na* através da membrana plasmatica do 6vulo (DAVID et
al., 1988; MCCULLOH;CHAMBERS, 1999). Logo em seguida ocorre a fusdo dos
granulos corticais com a membrana plasmatica do 6vulo, um evento dependente de
Ca?*, e que promove a elevacdo do envelope de fertilizacdo, sendo conhecido como
bloqueio lento da polispermia. O envelope de fertilizacdo é a principal feicédo
morfologica de um évulo fertilizado (GLABE;VACQUIER, 1978).

Posteriormente, ocorre uma série de alteracbes metabdlicas no gameta
feminino em decorréncia da ativacdo de diversas enzimas dependentes de Ca®*. Um
exemplo € a NAD" cinase, que converte o NAD" em NADP®, uma importante
coenzima envolvida na biossintese de lipidios, 0os quais sdo importantes para a
formacdo de novas membranas durante o periodo de divisdo celular (EPEL et al.,
1981). Um aumento do consumo de O, e da concentracdo intracelular de ROS, além
da alcalinizacdo do pH intracelular também sdo processos que contribuem para o
inicio da sintese protéica e da replicacdo do DNA (GRAINGER et al.,, 1979;
FRIIS;JOHANSEN, 1996). Durante um periodo de 5 a 10 minutos apos a fertilizacéo
ocorre uma intensa sintese de proteinas, utilizando mRNA ja presente do citoplasma
do oOvulo, uma vez que ndo ha transcricdio de DNA nas fases iniciais do

desenvolvimento embrionario (GOTOH et al., 2007).
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Quadro 1: Eventos iniciais e tardios da fertilizagdo e do desenvolvimento

embrionério de Ouricos-do-mar. Fonte: GILBERT (2000).

EVENTOS INICIAIS DA FERTILIZACAO

Tempo (segundos)

Ligacéo entre os gametas 0

Blogueio rapido da polispemia 1

Fusdo da membrana dos gametas 6
Blogueio lento da polispermia 15-60

EVENTOS TARDIOS DA FERTILIZACAO

Tempo (minutos)

Ativacdo da NAD" cinase 1
Elevacao dos niveis de NADH e NADPH 1
Aumento do consumo de O, e de ROS 1
Entrada do espermatozoide 1-2
Aumento do pH intracelular (pH;) 1-5
Ativacao da sintese protéica 5-10
Inicio da sintese de DNA 20-40

EVENTOS INICIAIS DO DESENVOLVIMENTO

Tempo (Mminutos)

EMBRIONARIO
Primeira Clivagem 85-90
Segunda Clivagem 115-120
Estagio de Morula 200-240

EVENTOS TARDIOS DO DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO

Tempo (horas)

Blastula inicial 10
Blastula tardia 14
Gastrula inicial 18
Géastrula tardia 20
Estagio de Prisma 22
Larva pluteos 36
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ApGs a fertilizacdo, o desenvolvimento de um organismo multicelular passa
por um processo chamado de clivagem: uma série de divisdbes mitGticas onde o
volume do ovulo é dividido em numerosas e pequenas células denominadas de
blastdmeros. O ciclo celular dos blastdmeros é constituido apenas de duas fases: a
fase S (do inglés Synthesis), onde ocorre a duplicacdo de DNA, e fase M (do inglés
Mitosis), que €& o periodo de divisdo mitética. Em consequéncia, as divisdes
celulares dos blastémeros sdo rapidas e sincronicas (GERHART et al., 1984).

Em ouricos-do-mar, as primeiras clivagens séo holoblasticas, onde o sulco de
clivagem estende-se por todo o Ovulo. Esse tipo de divisdo forma sempre
blastdbmeros de tamanhos iguais. A primeira clivagem forma o embrido de duas
células e é uma divisdo meridional ou longitudinal. A segunda clivagem também é
meridional, porém o eixo de divisdo é perpendicular em relacdo ao eixo da primeira
clivagem. A terceira divisdo forma o embrido de oito células e é transversal ou
equatorial, dividindo o embrido em dois polos: o vegetal (rico em vitelo) e o animal
(pobre em vitelo). A quarta clivagem corresponde ao inicio do estagio de mérula, o
qual compreende também a quinta e a sexta divisdo celular. Nessa fase, os
blastbmeros passam a ter tamanhos diferentes e, de acordo com seu tamanho, s&o
chamados de macrémeros, mesémeros e micromeros (Figura 5) (SUMMERS et al.,
1993).

A sétima clivagem marca o inicio do estagio de blastula. Nessa fase, o
embrido consiste em uma Unica camada de células periféricas circundando uma
cavidade central, a blastocele. Apés a décima clivagem os blastémeros perdem a
sincronia das divisdes, com a inser¢ao das fases G1 e G2 no ciclo celular, e passam
a expressar os genes do préprio embrido com a retomada do processo de
transcricdo de DNA. As células da superficie desenvolvem cilios e o envelope de
fertiizacdo € rompido, tornando o embrido livre-natante  (DAN-
SOHKAWA;FUJISAWA, 1980; KADOKAWA et al., 1986).

O estagio de gastrula tem inicio quando as células do pélo vegetal migram em
direcéo a blastocele, formando uma invaginagcdo e uma depressdo denominada de
blastoporo. De acordo com o destino do blastéporo, os representantes do reino
animal podem ser divididos em dois grandes grupos: os protostdmios, nos quais o
blastoporo origina a boca, e os deuterostdmios, animais onde o blastéporo origina o

anus. No estagio de gastrula também sao formados os trés folhetos germinativos: o
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ectoderma, o mesoderma e o endoderma, os quais dardao origem aos diferentes
tecidos e 6rgéos da futura larva (WILT, 1987; STRICKER, 1999).

Polo animal

Micrémeros Macrémeros

Figura 5: Esquema representativo do padrédo de clivagem de ouricos-do-mar. Fonte: GILBERT (2000)

No final da gastrulagdo, a extremindade do arquéntero faz contato com o
ectoderma, induzindo uma invaginacao que formara a boca da larva. Esse contato
induz também uma mudanca posicional no embrido que caracteriza o estagio de
prisma. Durante esse estagio o embrido assume um formato de piramide truncada e
arredondada e o eixo dorso-ventral € estabelecido. Além disso, as células
mesenquimais primarias comecam a se agregar e diferenciam-se em espiculas
trirradiadas, as quais sao os rudimentos do esqueleto larval (CONWAY et al., 1981).

A larva de ouricos-do-mar, chamada de larva pluteos, € movel e alimenta-se
do plancton marinho. Ela se desenvolve por volta de 48 a 72 horas apés a
fertilizacdo, dependendo de cada espécie. A principal caracteristica morfologica da
larva é a formacéao e elongacéo de quatro bracos, dois maiores no lado dorsal e dois
menores no lado ventral. O periodo larval dura de quatro a seis semanas e no final
dele ocorre a metamorfose, transformando a larva em um animal adulto de tamanho
reduzido (HINEGARDNER, 1969).
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1.5 O desenvolvimento embriondrio de ourigos-do-mar como modelo
experimental para a prospeccado de compostos fotoativos ou com atividade

blogueadora de transportadores ABC

Devido a grande exposicdo dos gametas, embrides e larvas de ouricos-do-
mar a radiacdo UV, o desenvolvimento embrionario tem sido visto como um
excelente modelo biolégico para a prospeccdo de produtos naturais com
propriedades fotoprotetoras ou fotossensibilizante (LU;WU, 2005a). Esse modelo
permite, ainda, a investigacdo do papel de proteinas da superfamilia ABC nos
efeitos induzidos pela radiacdo UV, bem como a prospec¢do de compostos com
atividade bloqueadora de transportadores ABC. O desenvolvimento de substancias
com atividade bloqueadora de transportadores ABC € de grande importancia clinica,
uma vez que elas podem atuar na reversdo no fenotipo MDR, que € o principal
responsavel pela faléncia terapéutica no tratamento com antibidticos e
antineoplasicos.

Nos ultimos anos, a incidéncia de varias desordens clinicas relacionadas a
radiagdo UV tém aumentado em niveis alarmantes, e a tendéncia é um continuo
crescimento até o fim do século. A exposicado crénica a essa radiacdo pode induzir
uma série de respostas bioldgicas nocivas, incluindo o desenvolvimento de eritema,
edema, queimadura, hiperplasia, imunossupressdao e envelhecimento precoce.
Essas alteracbes sdo direta ou indiretamente relacionadas a doencas de pele,
incluindo o cancer (SVOBODOVA et al., 2003).

No ano de 2014, é estimada uma quantidade de 188.020 novos casos de
neoplasias de pele (melanomas e ndo melanomas). No estado da Paraiba, a taxa
estimada de melanoma de pele é de 1,89 casos para cada 100 mil homens e 0,87
casos para cada 100 mil mulheres. Os valores estimados para o cancer de pele ndo
melanoma € ainda mais preocupante: 48,28 casos para cada 100 mil homens e
57,89 casos para cada 100 mil mulheres em todo o estado (INCA).

Um grande interesse na utilizacdo de substancias que podem ser
empregadas na prevencdo dos danos provocados pelo contato excessivo com a
radiacdo UV tem surgido nas ultimas décadas. A busca por novos farmacos com
propriedades fotoativas e que desenvolva menos efeitos toxicos € constante, e 0s

produtos de origem natural sdo as principais opc¢des nessa linha de pesquisa
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(NICHOLS;KATIYAR, 2010). Dentre esses compostos destacam-se as cumarinas e
seus derivados, devido a propriedade de absorver fortemente a radiacdo UV e
também a sua atividade antioxidante (GOODWIN;POLLOCK, 1954; VESELINOVIC
et al., 2014; WITAICENIS et al., 2014).

As cumarinas compreendem um grupo de compostos fendlicos naturais,
encontrados em uma ampla variedade de plantas (KANEKO et al., 2003), bactérias
(HOULT;PAYA, 1996) e fungos (KAWASE et al., 2001). Mais de 3.400 cumarinas ja
foram isoladas e varias outras foram sintetizadas a partir de reacfes de substituicdo
em qualquer um dos sitios de sua estrutura molecular basica (1,2-benzopirona,
figura 6) (BEILLEROT et al., 2008; AUDISIO et al., 2010).

A cumarina € o composto mais simples dessa classe, sdo lactonas
provenientes do acido o-hidroxi-cinamico, com um esqueleto benzo-a-pirona. E um
composto quimico, com um aroma doce, sendo empregado como esséncia em
perfumes desde 1882 (MIN et al., 2010). Como produto farmacéutico, a cumarina é
comercializada em associacdo com a heparina ou a tri-hidroxietil-rutina para o
tratamento de varizes e ja foi utilizada como quimioterapico contra carcinoma
pulmonar, renal e de préstata (FELTER et al., 2006).

As hidroxicumarinas formam uma importante classe de derivados cumarinicos
que representam importantes papéis no desenvolvimento de compostos
farmacologicamente ativos (YASARAWAN et al., 2014). O derivado 4-
hidroxicumarina, ou 4-cumarinol, € um conhecido antagonista da vitamina K e é
clinicamente utilizado como anticoagulante (STANCHEYV et al., 2009). Ja o derivado
7-hidroxicumarina, ou umbeliferona, € um importante componente de filtros solares
devido a sua conhecida atividade fotoprotetora e antioxidante (RAMESH et al., 2007,
DU et al., 2008).

No entanto, alguns compostos da classe das hidroxicumarinas ndo tiveram
suas atividades farmacoldgicas estudadas. E o caso da 3-hidroxicumarina, ou 3-
cumarinol. Apesar dos poucos estudos, essa molécula pode ser considerada como
um potencial antioxidante, uma vez que os dois &tomos de oxigénio na posi¢ao orto
sao importantes doadores de elétrons (BAILLY et al., 2004).

No geral, as cumarinas apresentaram atividades antivirais e antibacterianas
(SIDDIQUI et al., 2007), antinflamatéria (FYLAKTAKIDOU et al., 2004; BUCOLO et
al., 2008), antioxidantes (RAMESH;PUGALENDI, 2006; THUONG et al., 2009),
antitumoral (KOFINAS et al.,, 1998), antiparasitaria (LOPES et al., 1980) e
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vasodilatadora (BACCARD et al., 2000). Kaidbey and Kligman (1981) demonstraram
uma atividade fotossensibilizante da cumarina e alguns de seus derivados. No
entanto, a atividade fotoprotetora e a atividade bloqueadora de transportadores ABC
nao foram investigadas em farmacos dessa classe.

A prospeccdo de compostos fotoativos ou com atividade bloqueadora de
transportadores ABC é de grande importancia farmacologica e clinica, uma vez que
pode promover a insercdo de novas opcOes terapéuticas para o tratamento de
diversas patologias relacionadas a exposicdo a radiacdo UV ou relacionadas ao
cancer. O desenvolvimento embrionario de ouricos-do-mar apresenta indmeras

vantagens que o torna apropriado para esse tipo de investigacdo cientifica.

21



Objetivos



Objetivos 23

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar o envolvimento dos transportadores ABCB1 e ABCC1 nos efeitos
deletérios da UVA e UVB em gametas e embribes de ouricos-do-mar da espécie
Echinometra lucunter, bem como investigar a fotoatividade e a atividade
bloqueadora de proteinas ABC da cumarina e da 3-hidroxicumarina em gametas e

embrides de E. lucunter.

2.2 Objetivos especificos

Os Objetivos especificos do presente trabalho foram investigar:

O efeito da exposicdo de gametas ou embrides a UVA ou UVB sobre o

desenvolvimento embrionario e larval de E. lucunter;

e O efeito de bloqueadores de transportadores ABC sobre os efeitos da UVA ou
UVB em gametas e embrides de E. lucunter;

e O efeito da exposi¢cdo a UVB sobre a atividade funcional de transportadores
ABC em 6vulos e zigotos de E. lucunter;

e A fotoatividade da cumarina e de seus derivados em gametas e zigotos de E.
lucunter expostos a UVB;

e O efeito bloqueador de transportadores ABC da cumarina e da 3-

hidroxicumarina em zigotos de E. lucunter;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Animais

Os ouricos-do-mar da espécie Echinometra lucunter foram coletados na Praia
do Cabo Branco, localizada na cidade de Jodo Pessoa, Paraiba — Brasil (7° 07’ S,
34° 49° W). As coletas foram realizadas em periodos de maré baixa, variando entre
0,1 m e 0,5 m. Os animais eram retirados de seu habitat com o auxilio de facas e
garfos, uma vez que sdo comumente encontrados em locas feitas em rochas nas
regides entremarés (figura 8). As coletas foram autorizadas pelo Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) sob os numeros 11545-3
(vigéncia 2011); 32105-2 (vigéncia 2012 — 2013); 32105-4 (vigéncia 2014). A
submissdo do presente projeto ao Comité de Etica em Pesquisa néo foi necessaria,
uma vez que a LEI N° 11.794, de 8 de outubro de 2008, que regulamenta o inciso VII
do §1° do art. 225 da Constituicdo Federal, estabelecendo procedimentos para o uso
cientifico de animais, aplica-se somente aos animais das espécies classificadas
como filo Chordata, subfilo Vertebrata (§3°, art. 2).

Figura 6: Ourigos-do-mar da espécie Echinometra lucunter em seu habitat.
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Apés a coleta, os animais foram transportados até o laboratério em um
recipiente plastico contendo agua do mar coletada no local. No laboratério, os
animais foram lavados com FSW (do inglés Filtered Sea Water) para retirada de
fezes, microrganismos e parasitas aderidos a sua superficie e em seguida dispostos
em um aquario contendo FSW sob constante aeracao. Inicialmente, o nivel de 4gua
do aquério era mantido até a metade da altura da carapaca dos animais, para
prevenir a liberacéo repentina de gametas, e apdés 2 horas o nivel era ajustado para
3,7 L de FSW por espécime.

Toda a &gua utilizada no laboratorio foi coletada na Praia do Seixas na cidade
de Jodo Pessoa, Paraiba — Brasil (7° 09 S, 34° 47° W) e filtrada no proprio
laboratorio com uma rede de malha de 50 um. A 4gua apresentava salinidade de

3,5%, pH 8,0 e temperatura em torno dos 25°C.

3.1.2 Substancias utilizadas

As seguintes substancias foram utilizadas e obtidas da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA): verapamil (VP); calceina-AM (C-AM); reversina 205 (REV205);
MK571; vimblastina (VL); e 2’,7’ dicloroflouresceina diacetato (H.DCF-DA).

A cumarina e seus derivados (figura 7), obtidas da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA), foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho do

Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal da Paraiba.

3.1.3 Solugdes estoques

A C-AM, a REV205, o MK571, a VL e a cumarina e seus derivados foram
dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO). A concentracao final do DMSO foi mantida
abaixo de 1% v/v. O VP e a H,DCF-DA foram dissolvidos em etanol absoluto, cuja
concentragdo final foi mantida abaixo de 2%. Os veiculos acima descritos, nas
concentracdes utilizadas para dissolucdo dos farmacos, ndo apresentaram efeito

sobre o desenvolvimento embrionario de E. lucunter.
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O VP, a VL e a cumarina e seus derivados foram mantidos a 4°C, enquanto

que os demais farmacos foram conservados a - 20°C.
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Figura 7: Cumarina e seus derivados.

3.1.4 Agua do mar filtrada em filtros millipore

A 4gua do mar filtrada em filtros millipore (MFSW, do inglés millipore Filtered
Sea Water) foi utilizada para a diluicdo da suspenséo de évulos e espermatozoides
antes da fertilizagcdo, bem como para a incubagéo dos embrides para 0os ensaios no
estagio de prisma e no estagio larval. A mFSW foi filtrada em um sistema de filtracdo
a vacuo com membrana de celulose e acetato com 0,45 um (Sartorius Stedium,

Alemanha).
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3.2 METODOS

3.2.1 Identificacdo do sexo dos animais

Os animais foram aleatoriamente retirados do aquario, lavados com FSW, e
estimulados eletricamente com uma corrente alternada de 12 V, promovendo uma
pequena e controlada liberacdo de gametas, o que nos permitia identificar e separar
0s animais de sexos diferentes, uma vez que ndo ha distingdes morfologicas entre
machos e fémeas (EVANS et al., 1983).

Os eletrodos foram dispostos na carapaca do animal durante alguns minutos.
A identificacdo do sexo era feita de acordo com a coloracdo dos gametas expelidos,
sendo os machos aqueles que liberavam uma secrecao branca e as fémeas as que

expeliam uma secrecéo alaranjada (figura 8).

Figura 8: ldentificacdo do sexo dos animais: Os machos liberavam uma secrecdo branca (A)

enquanto que a secrec¢édo expelida pelas fémeas era em tons alaranjados (B).

3.2.2 Obtencao dos gametas

Esse procedimento foi adaptado de Costa-Lotufo e colaboradores (2002).
Apés a identificacdo do sexo, os animais foram lavados com FSW para garantir que

nenhuma impureza presente em sua superficie entre em contato com os gametas.
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Em seguida era injetado 3 mL de KCI (0,5 M) na regido intraceldmica de cada
espécime, com o proposito de induzir uma acentuada contracdo dos musculos que
revestem as gbnadas e a consequente liberacdo dos gametas (figura 9). Para evitar
a liberacdo de gametas imaturos, o tempo maximo de coleta dos Ovulos ou
espermatozoides foi de 10 minutos.

Os espermatozoides foram coletados a seco, com o auxilio de uma pipeta de
Pasteur de vidro, e imediatamente armazenados em tubos de microcentrifuga e
refrigerados a 4°C até o momento da fertilizacdo. Nessas condi¢cdes, 0s gametas

masculinos permaneciam viaveis por até 10 dias (figura 10).

Figura 9: Obtencéo dos gametas por meio da injecdo intracelémica de KCI (0,5 M).
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Figura 10: Coleta dos gametas masculinos. Os espermatozoides obtidos foram armazenados em

tubos de microcentrifuga e refrigerados a 4°C.

Para a coleta dos 6vulos, as fémeas foram colocadas em béqueres de volume
apropriado ao seu tamanho, de forma que os gondporos ficassem em contato direto
com a FSW promovendo, assim, a precipitacdo dos gametas (figura 11). Apés a
coleta, os Ovulos foram transferidos para uma proveta de 500 mL onde foram
realizados dois processos de lavagem, por decantagdo, em FSW, com o propdésito
de retirar a camada gelatinosa que envolve o gameta feminino e, dessa forma,
garantir uma fertilizacdo uniforme. Apos a Ultima lavagem, os Ovulos foram
ressuspendidos em 50 mL de ASW e a concentracdo celular ajustada para 1 x 10*

o6vulos / mL com o auxilio de uma camara de Neubauer.
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Figura 11: Coleta dos gametas femininos. A fémea foi invertida em béquer a fim de manter os

gonoporos em contato com a FSW.

3.2.3 Fertilizac&o in vitro

A fertilizacdo foi induzida pela adicdo de uma suspensao de espermatozoides
(1 parte de esperma seco em 49 partes de mFSW) em uma suspensédo de 6vulos (1
x 10* évulos / mL), numa razdo de 1:100, sob leve agitacdo e em temperatura
ambiente. A fertilizacdo foi confirmada apds 15 minutos pela elevacdo do envelope
de fertilizacdo, evidenciado em microscopia 6ptica comum. Em seguida, os embrides
foram transferidos para uma placa de cultura de 24 poc¢os, com volume final de 2 mL
por poco, e foram mantidos sob temperatura de 26° + 2 °C até o final do ensaio
(COSTA-LOTUFO et al., 2002).

3.2.4 Irradiagdo UVA e UVB

A fonte de UVA foram quatro lampadas Mineralight®, modelo UVGL-25 (365
nm - American Laboratory Trading, Inc., USA), enquanto que a fonte de UVB foram
duas lampadas Philips TL20W/12RS (UV Products Inc., USA) que emitiam um

espectro continuo entre 290 e 315 nm. As irradiacdes foram realizadas de acordo
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com Carini e colaboradores (2000). A irradiancia da UVA foi 4 W m? e a irradiancia
da UVB foi de 20 W m™. As doses foram calculadas a partir da multiplicacéo da
irradiancia (W m) pelo tempo (segundos). As doses utilizadas variaram entre 0,028
a 14,4 kJ m? e foram mensuradas com o auxilio de um dosimetro Wilber Lourmat
(modelo VLX-3W, UV products Inc., USA) equipado com um sensor para O
comprimento de onda da UVA (365 nm) ou para o comprimento de onda da UVB
(312 nm). A exposicdo a UVA nunca excedeu 60 minutos e a exposicdo a UVB
nunca excedeu 12 minutos. As amostras (gametas ou embrides) foram irradiadas em
placas de petri de vidro, ndo cobertas, com 50 mm de diametro e com volume final
de 7 mL.

3.2.5 Protocolos experimentais

3.2.5.1 Efeito da radiacdo UVA ou UVB sobre o desenvolvimento embrionario

inicial: exposicao de espermatozoides, 6évulos ou zigotos

Para o protocolo de exposicdo de espermatozoides, a suspensao de gametas
masculinos foi irradiada com UVA ou UVB, de acordo com o descrito no item 3.2.4.
Dez minutos apos a irradiacdo, os espermatozoides foram utilizados para fertilizar
ovulos nao irradiados (figura 12A).

Para o protocolo de exposicao de ovulos, a suspensdo de gametas femininos
foi irradiada com UVA ou UVB, de acordo com o descrito no item 3.2.4. Dez minutos
apos a irradiacdo, os évulos foram fertilizados por espermatozoides nao irradiados
(figura 12B).

J& para o protocolo de exposicdo dos zigotos, a suspensao de oOvulos foi
fertilizada, de acordo com o item 3.2.3, e dez ou quarenta minutos apés a inducéo
da fertilizacdo, a suspensao de zigotos foi irradiada com UVA ou UVB, de acordo
com o descrito no item 3.2.4 (figura 12C).

O desenvolvimento embrionério ocorreu na presenca (ensaios com UVB) ou
auséncia de luz branca (ensaios com UVA e UVB). As amostras foram fixadas em

paraformaldeido 2% e o desenvolvimento embrionario analisado em microscopia
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Optica comum nos intervalos de 90 (estdgio de primeira clivagem), 120 (estagio de
segunda clivagem), 240 (estagio de moérula) e 480 minutos (estagio de blastula)
apos a inducéo da fertilizacdo. Os ensaios foram realizados em triplicata e um total
de 100 embrides foi analisado em cada amostra. Apds as analises, foi determinado o
percentual de inibicdo correspondente aos embrides que nao haviam atingido o
estagio do desenvolvimento caracteristico daquele intervalo de tempo.
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Figura 12: Protocolo experimental do ensaio do efeito da radiacio UVA ou UVB sobre o

desenvolvimento embrionério inicial: exposicao de espermatozoides (A), 6vulos (B) ou zigotos (C).
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3.2.5.2 Efeito da radiacdo UVB sobre o desenvolvimento embrionério inicial:

exposicao de espermatozoides e 6vulos

A suspensdo de Ovulos e a suspensao de espermatozoides foram irradiadas
com UVB, de acordo com o descrito no item 3.2.4. Dez minutos apos a irradiagdo, 0s
ovulos irradiados foram fertilizados por espermatozoides irradiados. O
desenvolvimento embrionario ocorreu na presenca ou auséncia de luz branca. As
amostras foram fixadas em paraformaldeido 2% e o desenvolvimento embrionério
analisado em microscopia 6ptica comum nos intervalos de 90 (estagio de primeira
clivagem), 120 (estagio de segunda clivagem), 240 (estagio de morula) e 480
minutos (estagio de blastula) apés a inducdo da fertilizagdo. Os ensaios foram
realizados em triplicata e um total de 100 embrides foi analisado em cada amostra.
Apés as andlises foi determinado o percentual de inibicdo correspondente aos
embribes que nao haviam atingido o estagio do desenvolvimento caracteristico

daquele intervalo de tempo (figura 13).
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Figura 13: Protocolo experimental do ensaio do efeito da UVB sobre o desenvolvimento embrionario

inicial: exposicao de espermatozoides e 6vulos.
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3.2.5.3 Efeito da radiagédo UVA ou UVB na concentragéo intracelular de ROS em

espermatozoides, évulos ou zigotos irradiados

Para avaliar os niveis intracelulares de ROS em gametas ou embrides
irradiados, foi utilizado o ensaio de oxidacdo da 2’,7’ diclorofluoresceina (H,DCF-
DA). A H,DCF-DA é uma sonda amplamente utilizada como marcador de stress
oxidativo e tem sido sugerida como um excelente indicador do perfil oxidativo geral
de células (WANG;JOSEPH, 1999). A H,DCF-DA é uma molécula hidrofébica, e ndo
fluorescente, que se difunde rapidamente para o meio intracelular, sendo hidrolisada
por esterases intracelulares, gerando como produto a H,DCF, que pode ser oxidada
na presenca de ROS para a forma fluorescente. Desta forma, uma elevada
fluorescéncia intracelular € um indicativo de alta produg¢do de ROS, enquanto que
uma reduzida fluorescéncia intracelular é sinal de uma baixa producdo de ROS
(figura 14) (LOPEZ-ONGIL et al., 1998).
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avaliar os niveis intracelulares de ROS. A H,DCF-DA se difunde rapidamente para o meio intracelular
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Para a realizacdo desse ensaio, 0s espermatozoides foram irradiados com
trés diferentes doses de UVA ou UVB e ap6s 10 minutos foram incubados, na
auséncia de luz, com H,DCF-DA (10 uM). Trinta minutos apos a incubacao, o
acumulo intracelular de DCF (excitacdo em 488 nm) foi analisado em citometria de
fluxo (BD FACSCalibur), cujas analises foram conduzidas em baixo fluxo e foram
avaliados apenas 0s espermatozoides que ndo apresentaram nenhuma alteracao
nos parametros FSC x SSC (figura 15A). O peréxido de hidrogénio (H.O,) foi
utilizado como controle positivo.

A analise em oOvulos e zigotos foi realizada sob microscopia de fluorescéncia.
Os gametas femininos foram irradiados com trés diferentes doses de UVA ou UVB e
ap6s 10 minutos foram incubados, na auséncia de luz, com H,DCF-DA (10 uM).
Trinta minutos apds a incubagéo, o acumulo intracelular de DCF foi analisado em um
microscépio Olympus BX41 equipado com uma lampada de halogénio (figura 15B).
Os zigotos foram irradiados com UVA ou UVB dez minutos apos a fertilizacdo. Dez
minutos apos a irradiacao foram incubados, na auséncia de luz, com H,DCF-DA (2,5
pM). Trinta minutos apos a incubacdo, o acumulo intracelular de DCF foi analisado
em microscopia de fluorescéncia (figura 15C). O controle positivo para ambos os
protocolos também foi o H,O».

As imagens de microscopia de fluorescéncia foram obtidas por uma camera
Olympus Q-color 5. Todas as imagens foram capturadas na objetiva de 40x. A
intensidade de fluorescéncia foi analisada com o software Image J (National
Institutes of Health, Bethesda, MD), e os valores foram expressos como média da

intensidade de fluorescéncia (MIF).
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Figura 15: Protocolo experimental do ensaio da oxidacdo da H,DCF. Os espermatozoides (A), 6évulos
(B) ou embrides (C) foram submetidos a diferentes doses de UVA ou UVB e, em seguida, incubados
com H,DCF-DA a 26 + 2°C. Apo6s 30 minutos de incubacdo, as amostras foram analisadas em

citomotria de fluxo ou microscopia de fluorescéncia.
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3.2.5.4 Efeito da radiacdo UVB sobre o desenvolvimento larval: exposicédo de
gametas, zigotos e embrides no estagio de prisma

As suspensfes de ovulos, espermatozoides e zigotos foram submetidas ao
mesmo protocolo de irradiagdo e fertilizacdo descritos nos itens 3.2.5.1, 3.2.5.2 e
3.2.5.3. AplGs esse procedimento, os embrides (ha concentracdo de 100 embrides
por mL) foram transferidos para erlenmeyers contendo 100 mL de mFSW.

Adicionalmente, para investigar se o desenvolvimento embrionério tardio é
sensivel a radiacdo, embrides no estigio de prima foram expostos a UVB (nhas
doses de 7,2 e 14,4 kJ m™) e o desenvolvimento larval foi acompanhado. Nesse
protocolo, os 6vulos foram fertilizados, de acordo com o item 3.2.3 e em seguida,
transferidos para erlenmeyers contendo 100 mL de mFSW. Apés 24 horas da
inducéo da fertilizagdo, as amostras foram irradiadas e novamente transferidas para
outros erlenmeyers contendo 100 mL de mFSW.

O desenvolvimento embrionario ocorreu no fotoperiodo 12:12 (claro:escuro).
As amostras foram monitoradas, em microscopia Optica comum, no intervalo de 48
horas apds a inducéo da fertilizacdo. As Fotomicrografias das larvas pluteos foram
adquiridas com a camera Olympus Q-color 5 e as imagens foram capturadas na
objetiva de 40 vezes.

O desenho experimental para esse protocolo € mostrado na figura 16A-D.
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Figura 16: protocolo experimental do ensaio do efeito da UVB sobre o desenvolvimento larval:

exposi¢cdo de gametas, zigotos e embrifes no estagio de prisma. Os espermatozoides (A), 6vulos (B),

zigotos (C) ou embrifes no estagio de prisma (D) foram irradiados com UVB e o desenvolvimento

larval foi analisado 48 horas apos a fertilizagéo.
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3.25.5 Efeito dos bloqueadores de transportadores ABC sobre o
desenvolvimento embrionario: tratamento e exposi¢cdo de espermatozoides ou

ovulos

Para o protocolo de tratamento e exposicdo dos espermatozoides, a
suspensao de gametas masculinos foi previamente tratada com REV205 (10 uM) ou
MK571 (10 uM). Dez minutos apos, as amostras foram irradiadas com UVA ou UVB,
de acordo com o descrito no item 3.2.4. Dez minutos ap0s a irradiacdo, o0s
espermatozoides foram utilizados para fertilizar 6vulos nao irradiados (figura 17A).

Para o protocolo de tratamento e exposicdo dos 6vulos, a suspensdo de
gametas femininos foi previamente tratada com REV205 (10 uM) ou MK571 (10 uM).
Dez minutos apoés, as amostras foram irradiadas com UVA ou UVB, de acordo com o
descrito no item 3.2.4. Dez minutos apés a irradiacdo, os 6vulos foram fertilizados
com espermatozoides nao irradiados (figura 17B).

O desenvolvimento embrionario ocorreu na auséncia de luz branca. As
amostras foram fixadas em paraformaldeido (2%) e o desenvolvimento embrionério
analisado em microscopia 6ptica comum nos intervalos de 90 (estagio de primeira
clivagem) e 120 minutos (estagio de segunda clivagem). Os ensaios foram
realizados em triplicata e um total de 100 embriGes foi analisado em cada amostra.
Apés as andlises foi determinado o percentual de inibicdo correspondente aos
embrides que ndo haviam atingido o estagio do desenvolvimento caracteristico

daquele intervalo de tempo.
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Figura 17: Protocolo experimental do ensaio do efeito dos blogueadores de transportadores ABC

sobre o desenvolvimento embrionario: tratamento e exposicao de espermatozoides (A) ou 6vulos (B).
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3.25.6 Efeito dos bloqueadores de transportadores ABC sobre o
desenvolvimento embrionéario: tratamento e exposi¢cdo de zigotos (10 ou 40

minutos apos a fertilizacao)

A suspensado de oOvulos foi previamente tratada com REV205 (10 pM) ou
MK571 (10 uM) e, em seguida, fertilizada, de acordo com o item 3.2.3. A suspenséo
de zigotos foi irradiada com UVB, de acordo com o descrito no item 3.2.4, dez ou
quarenta minutos apdés a inducéo da fertilizacéo.

O desenvolvimento embrionario ocorreu na auséncia de luz branca. As
amostras foram fixadas em paraformaldeido (2%) e o desenvolvimento embrionario
analisado em microscopia Optica comum nos intervalos de 90 (estagio de primeira
clivagem) e 120 minutos (estdgio de segunda clivagem). Os ensaios foram
realizados em triplicata e um total de 100 embrides foi analisado em cada amostra.
Apos as andlises foi determinado o percentual de inibicdo correspondente aos
embrides que nao haviam atingido o estagio do desenvolvimento caracteristico

daquele intervalo de tempo (figura 18).
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Figura 18: Protocolo experimental do ensaio do efeito dos bloqueadores de transportadores ABC
sobre o desenvolvimento embrionario: tratamento e exposicao de zigotos (10 ou 40 minutos apos a

fertilizacao).
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3.25.7 Efeito dos bloqueadores de transportadores ABC sobre o
desenvolvimento larval: tratamento e exposicdo de gametas, zigotos e

embrides no estagio de prisma

As suspensdes de 6vulos, espermatozoides e zigotos foram submetidas aos
procedimentos de tratamento com os bloqueadores, irradiacdo e fertilizacdo
descritos nos itens 3.2.5.5, 3.2.5.6 e 3.2.5.7. Ap0s esses procedimentos, 0S
embrides (na concentracdo de 100 embrides por mL) foram transferidos para
erlenmeyers contendo 100 mL de mFSW.

Para os tratamentos no estagio de prima, os oOvulos foram fertilizados, de
acordo com o item 3.2.3, e em seguida transferidos para erlenmeyers contendo 100
mL de mFSW. Vinte e quatro horas apés a fertilizacdo, as amostras foram tratadas
com REV205 (10 pM) ou MK571 (10 pM), por 10 minutos, e posteriormente expostas
a UVB e novamente transferidas para erlenmeyers contendo 100 mL de mFSW.

O desenvolvimento embrionario ocorreu sob fotoperiodo 12:12 (claro:escuro).
As amostras foram monitoradas, em microscopia éptica comum, 48 horas apos a
fertilizac@o. As fotomicrografias das larvas plateos foram adquiridas com a camera
Olympus Q-color 5 e as imagens foram capturadas na objetiva de 40 vezes.

O desenho experimental para esse protocolo é mostrado na figura 25A-D.
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Figura 19: Protocolo experimental do ensaio do efeito dos bloqueadores de transportadores ABC
sobre o desenvolvimento embrionério: tratamento e exposicdo de gametas, zigotos e embrides no
estagio de prisma. Os espermatozoides (A), 6vulos (B), zigotos (C) ou embrides no estagio de prisma
(D) foram tratados com os bloqueadores de proteinas ABC e posteriormente irradiados com UVB. O

desenvolvimento larval foi acompanhado no intervalo de 48 horas ap6s a inducgéo da fertilizagdo.
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3.2.5.8 Efeito da radiagdo UVB sobre a atividade de transportadores ABC —
Ensaio do acumulo intracelular de C-AM

A C-AM é um substrato ndo fluorescente de transportadores ABC e seu
acumulo intracelular é inversamente proporcional a atividade dos transportadores
ABC. A C-AM é convertida em calceina fluorescente por esterases intracelulares e a
forma fluorescente da calceina ndo é um substrato de transportadores ABC sendo,
portanto, retida no meio intracelular (HOLLO et al., 1994). Assim, uma alta
fluorescéncia intracelular € indicativo de uma baixa atividade de transportadores
ABC enquanto uma baixa fluorescéncia intracelular é sinal de um elevada atividade
dos transportadores (ESSODAIGUI et al., 1998). O principio desse ensaio esta

ilustrado na figura 20.
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Figura 20: Representacdo esquematica do ensaio de C-AM para identificacdo de atividade de
proteinas ABC em determinado tipo celular ou determinagdo de atividade moduladora de diversos
agentes quimicos ou fisicos sobre os transportadores ABC. (A) Célula com baixa expressdo de
Proteinas ABC. (B) Célula com alta expresséo de Proteinas ABC. (C) Célula com alta expresséo de

proteinas ABC tratada com um agente blogueador.
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O ensaio de acumulo intracelular de C-AM foi realizado de acordo com De
Souza e colaboradores (2010). Os oOvulos ou os embrides (10 minutos apds a
fertilizacdo) foram submetidos a diferentes doses de UVB e, em seguida, incubados
com 250 nM de C-AM a 26 + 2°C, em placas de 24 pocos, estéreis e protegidas da
luz. O VP, um conhecido bloqueador de transportadores ABC, foi utilizado como
controle positivo, sendo adicionado a cultura 10 minutos apds a fertilizagéo.
Sessenta minutos apos a fertilizacdo, as amostras foram analisadas em microscopia
de fluorescéncia (Olympus BX41 equipado com uma lampada de halogénio). O
comprimento de onda de excitagao foi 450 — 480 nm e o comprimento de onda de
emissao foi 515 — 700 nm. As imagens de microscopia de fluorescéncia foram
obtidas por uma camera Olympus Q-color 5. Todas as imagens foram capturadas na
objetiva de 40x. A intensidade de fluorescéncia foi analisada com o software Image J
(National Institutes of Health, Bethesda, MD), e os valores foram expressos como
média da intensidade de fluorescéncia (MIF). Um total de 100 embrides foi avaliado
em cada amostra. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e no minimo

trés vezes (figura 21).
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Figura 21: Protocolo experimental do ensaio de acimulo de C-AM. Os 6vulos (A) ou os embrifes (B)
foram submetidos a diferentes doses de UVB e, em seguida, incubados com 250 nM de C-AM a 26 +
2°C. Sessenta minutos apo6s a fertilizagcdo, as amostras foram analisadas em microscopia de
fluorescéncia. A intensidade de fluorescéncia foi analisada com o software Image J e os valores

foram expressos como intensidade média da fluorescéncia.
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hY

3.25.9 Efeito da exposicdo a radiacdo UVB sobre a atividade de

transportadores ABC — Ensaio da resisténcia a vimblastina

7

Esse ensaio também é utilizado para investigar a atividade funcional de
transportadores ABC em diferentes tipos celulares, bem como avaliar a acao de
fatores quimicos ou fisicos na modulacdo da atividade dessas proteinas. O principio
do ensaio esta esquematizado na figura 22. A VL € um farmaco com propriedades
antimitéticas que se liga a tubulina e inibe a polimerizacdo de microtubulos
(NORBERG, 1969). A VL é um conhecido substrato de transportadores ABC, cuja
atividade de efluxo é responsavel por reduzir a concentracdo intracelular desse
farmaco (UEDA et al.,, 1987). Células com alta expressdo e atividade de
transportadores ABC sdo mais resistentes ao efeito antimitético da VL em
comparacao com células com baixa expresséo e atividade dessas proteinas. Células
tratadas com bloqueadores da atividade de transportadores ABC tornam-se

sensiveis ao efeito antimitdtico da VL.
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Figura 22: Representacdo esquemaética do ensaio da resisténcia a VL, mediada por transportadores
ABC. (A) Célula com alta expressédo de Proteinas ABC. (B) Célula com alta expresséo de proteinas

ABC tratada com um inibidor.
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O ensaio para investigar o efeito da UVB na resisténcia a VL mediada por
transportadores ABC foi modificado de De Souza e colaboradores (2010). Os évulos
ou os embrides foram irradiados com uma dose sub-letal de UVB e tratados com VL
(100 ou 400 nM). O VP foi utilizado como controle positivo, sendo adicionado a
cultura 10 minutos apos a fertilizacdo. O desenvolvimento embrionario foi
monitorado em microscopia Optica comum. As amostras foram fixadas em
paraformaldeido (2%) e o desenvolvimento embrionario analisado em microscopia
Optica comum 90 minutos apés a fertilizacdo (estagio de primeira clivagem). Os
ensaios foram realizados em triplicata e um total de 100 embrides foi analisado em
cada amostra. ApOs as analises foi determinado o percentual de inibicdo
correspondente aos embribes que ndo haviam atingido o0 estagio do

desenvolvimento caracteristico daquele intervalo de tempo (figura 23).
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Figura 23: Protocolo experimental do ensaio da resisténcia a VL. Os évulos (A) ou os embrides (B)
foram submetidos a uma dose sub-letal de UVB e, em seguida, incubados com vimblastina (100 ou

400 nM). O desenvolvimento embrionério foi acompanhado em microscopia éptica comum durante o

estagio de primeira clivagem.
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3.2.5.10 Efeito da cumarina e de seus derivados sobre o desenvolvimento

embrionério inicial

Os 6vulos foram fertilizados como descrito no item 3.2.3. Dez minutos apés a
inducdo da fertilizacdo, a suspensdo de zigotos foi tratada com cumarina ou seus
derivados, em diversas concentragfes. O desenvolvimento embrionario ocorreu na
auséncia de luz branca. As amostras foram fixadas em paraformaldeido (2%) e o
desenvolvimento embrionario analisado em microscopia Optica comum nos
intervalos de 90 (estagio de primeira clivagem), 120 (estagio de segunda clivagem) e
240 minutos (estagio de moérula). Os ensaios foram realizados em triplicata e um
total de 100 embrides foi analisado em cada amostra. Apdés as analises foi
determinado o percentual de inibicdo correspondente aos embrides que ndo haviam
atingido o estagio do desenvolvimento caracteristico daquele intervalo de tempo
(figura 24).
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Figura 24: Protocolo experimental do ensaio do efeito da cumarina e de seus derivados sobre o
desenvolvimento embrionario. Os évulos foram fertilizados e dez minutos apés a fertilizagdo foram
tratados com diversas concentragfes dos compostos. O desenvolvimento embrionario foi
acompanhado em microscopia Optica comum durante o estagio de primeira clivagem, segunda

clivagem e durante o estagio de morula.
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3.2.5.11 Fotoatividade da cumarina e de seus derivados sobre zigotos

expostos a radiacdo UVB: tratamento pré-irradiacéo

Os 6vulos foram previamente tratados com a cumarina e seus derivados, e
apos dez minutos foram fertilizados com espermatozoides néo tratados. Dez minutos
apos a fertilizacéo os zigotos foram submetidos a uma dose de UVB (0,9 kJ m? —
figura 25). O desenvolvimento embrionario ocorreu na auséncia de luz branca. As
amostras foram fixadas em paraformaldeido (2%) e o desenvolvimento embrionario
analisado em microscopia 6ptica comum nos intervalos de 90 (estagio de primeira
clivagem) e 120 (estagio de segunda clivagem) minutos apos a fertilizacdo. Os
ensaios foram realizados em triplicata e um total de 100 embries foi analisado em
cada amostra. Apés as analises foi determinado o percentual de inibicdo
correspondente aos embribes que ndo haviam atingido o estagio do

desenvolvimento caracteristico daquele intervalo de tempo.

Compostos

? UvB

Tempo (min)
| | | | >

Figura 25: Protocolo experimental do ensaio da fotoatividade da cumarina e seus derivados sobre
zigotos expostos a UVB: tratamento pré-irradiacdo. Os zigotos foram tratados com os compostos
antes da irradiagdo com uma dose de UVB (0,9 kJ m'z). O desenvolvimento embrionéario foi

acompanhado em microscopia Optica comum durante o estagio de primeira e segunda clivagem.
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3.2.5.12 Fotoatividade da cumarina e da 3-hidroxicumarina sobre zigotos
expostos a radiacdo UVB: tratamento pos-irradiacao

Os ovulos foram fertilizados e apos dez minutos foram submetidos a uma
dose de UVB (0,9 kJ m™®). Dez minutos apds a irradiacdo os zigotos foram tratados
com a cumarina e a 3-hidroxicumarina (figura 26). O desenvolvimento embrionario
ocorreu na auséncia de luz branca. As amostras foram fixadas em paraformaldeido
(2%) e o desenvolvimento embrionario analisado em microscopia Gptica comum nos
intervalos de 90 (estagio de primeira clivagem) e 120 (estagio de segunda clivagem)
minutos apos a fertilizacdo. Os ensaios foram realizados em triplicata e um total de
100 embrides foi analisado em cada amostra. Apds as analises foi determinado o
percentual de inibicdo correspondente aos embrides que nao haviam atingido o

estagio do desenvolvimento caracteristico daguele intervalo de tempo.
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Figura 26: Protocolo experimental do ensaio da fotoatividade da cumarina e da 3-hidroxicumarina
sobre zigotos expostos a UVB: tratamento pds-irradiacdo. Os zigotos foram tratados com o0s
compostos antes da irradiacdo com uma dose de UVB (0,9 kJ m'z). O desenvolvimento embrionario

foi acompanhado em microscopia 6ptica comum durante o estagio de primeira e segunda clivagem.
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3.2.5.13 Fotoatividade da cumarina e da 3-hidroxicumarina sobre gametas

expostos a radiacdo UVB

Os espermatozoides ou Ovulos foram tratados com a cumarina ou a 3-
hidroxicumarina dez minutos antes ou depois da exposicdo a uma dose de UVB
(0,056 kJ m? e 0,45 kJ m? respectivamente). Apds 0s tratamentos, 0s
procedimentos de irradiacdo e fertilizacdo foram realizados de acordo com os itens
3.2.5.1, 3.2.5.2 e 3.2.5.3 (figuras 27A-D). O desenvolvimento embrionario ocorreu na
auséncia de luz branca. As amostras foram fixadas em paraformaldeido (2%) e o
desenvolvimento embrionario analisado em microscopia Optica comum nos
intervalos de 90 (estagio de primeira clivagem) e 120 (estagio de segunda clivagem)
minutos apos a fertilizacdo. Os ensaios foram realizados em triplicata e um total de
100 embrides foi analisado em cada amostra. Apos as andlises foi determinado o
percentual de inibicdo correspondente aos embrides que nao haviam atingido o

estagio do desenvolvimento caracteristico daguele intervalo de tempo.
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Figura 27: Protocolo experimental do ensaio da fotoatividade da cumarina e da 3-hidroxicumarina
sobre gametas expostos a UVB: tratamento pré-irradiacdo (A-B) e tratamento pés-irradiagéo (C-D).
Os espermatozoides (A ou C) ou os 6vulos (B ou D) foram tratados com os compostos antes da
irradiacdo com uma dose de UVB (0,056 kJ m™ ou 0,45 kJ m™, respectivamente). O desenvolvimento

embrionario foi acompanhado em microscopia 6ptica comum durante o estagio de primeira e segunda

clivagem.
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3.2.5.14 Efeito da cumarina e da 3-hidroxicumarina na atividade de
transportadores ABC - Ensaio do acumulo intracelular de C-AM

A investigacao do efeito da cumarina e da 3-hidroxicumarina sobre a atividade
dos transportadores ABC foi realizada por meio do ensaio de acumulo intracelular de
C-AM. Os 6vulos foram fertilizados de acordo com o item 3.2.3, e 10 minutos apos a
fertilizacdo, os zigotos foram tratados com a cumarina (1 pM) ou a 3-hidroxicumarina
(1 uM). Trinta minutos apés a fertilizacdo, os zigotos foram incubados com 250 nM
de C-AM a 26 + 2°C, em placas de 24 pocos, estéreis e protegidas da luz. O VP foi
utilizado como controle positivo e adicionado a cultura 10 minutos apos a fertilizagéo.
As amostras foram analisadas em microscopia de fluorescéncia (Olympus BX41
equipado com uma lampada de halogénio) 90 minutos apos a fertilizacdo. O
comprimento de onda de excitacdo foi 450 — 480 nm e o comprimento de onda de
emissao foi 515 — 700 nm. As imagens de microscopia de fluorescéncia foram
obtidas por uma camera Olympus Q-color 5. Todas as imagens foram capturadas na
objetiva de 40x. A intensidade de fluorescéncia foi analisada com o software Image J
(National Institutes of Health, Bethesda, MD), e os valores foram expressos como
MIF. Um total de 100 embrides foi avaliado em cada amostra. Todos o0s

experimentos foram realizados em triplicata e no minimo trés vezes (figura 28).
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Figura 28: Protocolo experimental do ensaio de acumulo intracelular da C-AM para investigar o efeito
da cumarina e da 3-hidroxicumarina na modulacdo de transportadores ABC. Os embrides foram
tratados com os compostos 10 minutos apds a fertilizacdo, e 30 minutos apés a fertilizacdo foram
incubados com 250 nM de C-AM a 26 + 2°C. As amostras foram analisadas em microscopia de
fluorescéncia 90 minutos apos a fertilizagdo. A intensidade de fluorescéncia foi analisada com o

software Image J e os valores foram expressos como intensidade média da fluorescéncia.
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3.25.15 Efeito da cumarina e da 3-hidroxicumarina na atividade de

transportadores ABC — Ensaio da resisténcia a vimblastina

Os embrides foram tratados com a cumarina (1 uM) ou a 3-hidroxicumarina (1
HM) dez minutos apos a fertilizacdo e em seguida foram tratados com VL (100 ou
400 nM). O VP foi utilizado como controle positivo, sendo adicionado a cultura 10
minutos apos a fertilizacdo. O desenvolvimento embrionario foi monitorado em
microscopia Optica comum. As amostras foram fixadas em paraformaldeido (2%) e o
desenvolvimento embrionério analisado em microscopia éptica comum 90 minutos
apos a fertilizacao (estagio de primeira clivagem). Os ensaios foram realizados em
triplicata e um total de 100 embrides foi analisado em cada amostra. Apos as
analises foi determinado o percentual de inibicdo correspondente aos embrides que
ndo haviam atingido o estdgio do desenvolvimento caracteristico daquele intervalo

de tempo (figura 29).
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Figura 28: Protocolo experimental do ensaio de resisténcia a VL para investigar o efeito da cumarina
e da 3-hidroxicumarina na modulac¢é@o de transportadores ABC. Os embrides foram tratados com a
cumarina ou a 3-hidroxicumarina e, em seguida, tratados com vimblastina (100 ou 400 nM). O
desenvolvimento embrionario foi acompanhado em microscopia éptica comum durante o estagio de

primeira clivagem.
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3.2.6 Anadlise estatistica

Todos os dados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM) e foram analisados estatisticamente empregando a andlise de variancia One-
way (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey. Os valores de p<0,05 foram
considerados significativos. Os valores de DEsg, dose que promove 50% do efeito
maximo, foram calculados por regressédo nao-linear.

Todos os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism versao
5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito da radiacdo UVA sobre o desenvolvimento embrionario inicial:

exposicao de espermatozoides, 6vulos ou embrides na auséncia de luz branca

A exposicdo dos espermatozoides a UVA nao inibiu a fertilizacdo, uma vez
que o indice de fertilizacdo obtido foi maior que 95% em todos os tratamentos. De
modo semelhante, a irradiacdo dos espermatozoides com diversas doses de UVA
nao afetou a progresséo para a primeira clivagem. Nesses tratamentos o percentual
de embrides que realizou a primeira divisdo celular foi de 98,2 + 0,5% (3,6 kJ m™),
98,8 + 0,9% (7,2 kJ m?), e 100,1 + 0,6% (14,4 kJ m™), em comparacdo ao grupo
controle. Resultados semelhantes foram obtidos na progressdo para a segunda
clivagem e para os estagios de morula e blastula (grafico 1A).

A exposicdo dos 6vulos a UVA néo inibiu a fertilizacdo. O desenvolvimento
embrionario também néo foi afetado pela irradiagdo. Durante a progressao para a
primeira clivagem, o percentual de embribes que se encontrava no estagio
supracitado, nas diferentes doses, foi de 93,2 + 1,8% (3,6 kJ m?), 97,3 + 1,2% (7,2
kJ m? e 98,6 + 1,9% (14,4 kJ m?) em comparacdo com o grupo controle.
Resultados semelhantes foram obtidos na progressdo para a segunda clivagem e
para os estagios de morula e blastula (grafico 1B).

A exposicdo dos zigotos a UVA ndo afetou a progressao para o estagio de
primeira clivagem. O percentual de embrides que realizou a primeira divisdo celular
foi de 99,4 + 0,6% (3,6 k m™?), 99,8 + 0,6% (7,2 kI m?), e 99,6 + 1,2% (14,4 kI m™),
em comparagdo ao grupo controle. Resultados semelhantes foram obtidos na
progressdo para a segunda clivagem e para os estadgios de moérula e blastula
(grafico 1C).



Resultados

A 12 clivagem 22 clivagem Mérula Blastula B 12 clivagem 23 clivagem Mérula Blastula
1004  pe—= -
1004 =
804
804
- SE.
£ 5 2
@ &
<} =
= E-]
g § w
o 404
w404
204 20
(1] 0
C 3872144 G 3872144 G 3672144 G 3672144 C 3672144 C 3672144 C 3672144  C 3672144
UVA (kd m2) UVA (k) m?)
C 12 clivagem 2° clivagem Mérula Blastula
100
80-
g
g%
5
E
w 40
20
C 3672144 C 3672144 C 3672144 C 3672144
UVA (kJ m2)

Grafico 1: Efeito da UVA sobre o desenvolvimento embrionario inicial: exposi¢do de espermatozoides

(A), 6vulos (B) ou embrides (C) na auséncia de luz branca. Os dados representam a média + EPM de

3 experimentos realizados em triplicata e de maneira independente.
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4.2 Efeito da radiagdo UVA na concentracdao intracelular de ROS em

espermatozoides, évulos ou zigotos irradiados

Diversos trabalhos demonstraram que a exposi¢cdo a UVA induz um drastico
aumento na concentracdo intracelular de ROS, que é responsavel pelos efeitos
danosos desse tipo de radiacdo (REINHECKEL et al., 1999; YASUI;SAKURAI, 2000;
BOSSI et al., 2008; COOPER et al., 2009). Dessa forma, fomos investigar se 0s
niveis intracelulares de ROS em gametas e zigotos foram alterados pela exposi¢céo a
UVA.

A exposicdo dos espermatozoides a UVA nédo alterou a intensidade de
fluorescéncia intracelular do DCF. Enquanto que incubacdo com H,O, (controle
positivo) deslocou a curva de fluorescéncia intracelular do DCF para a direita, a
irradiacdo nas trés doses monitoradas nao alterou o padrdo da curva de
fluorescéncia intracelular do DCF (grafico 2).

A exposicdo dos 6vulos a UVA também ndo alterou a intensidade de
fluorescéncia intracelular do DCF. A MIF obtida no grupo controle foi de 17,8 + 0,5
enquanto que no grupo tratado com H,O, foi de 89,4 + 3,9, um aumento de
aproximadamente 5 vezes. A MIF obtida nos tratamentos com diferentes doses de
UVA foi de 15,4 + 0,2 (3,6 kI m™?); 16,6 + 0,5 (7,2 kI m?); e 14,0 + 0,4 (14,4 kI m?)
(gréafico 3A).

De forma semelhante, a exposicéo dos zigotos a UVA também ndo alterou a
intensidade de fluorescéncia intracelular do DCF. A MIF obtida no grupo controle foi
de 29,9 + 1,6 e no grupo tratado com H,0, foi de 70,1 + 2,9, enquanto que a MIF
obtida nos tratamentos com diferentes doses de UVA foi de 31,7 + 1,8 (3,6 kJ m™);
32,1+ 1,1(7,2kIm?); e 23,5+1,0 (14,4 kJ m™) (gréfico 3B).
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Grafico 2: Efeito da UVA na concentragdo intracelular de ROS em espermatozoides. Os
espermatozoides foram submetidos a diferentes doses de UVA e a concentracao intracelular de ROS
foi avaliada pelo acimulo de H,DCF-DA. O controle representa os espermatozoides ndo irradiados e
marcados com H,DCF-DA (10 uM). Os histogramas séo representativos de 3 experimentos realizados

em duplicata e de maneira independente.
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Grafico 3: Efeito da UVA na concentragéo intracelular de ROS em évulos (A) e em embrides (B). Os
dados foram expressos como média da intensidade de fluorescéncia (MIF) + EPM de 3 experimentos
realizados em triplicata e de maneira independente. Em cada experimento foram analisados 100
embrides. Os grupos representados com letras diferentes sdo significativamente diferentes, de acordo

com o teste one-way ANOVA seguido pelo pés teste de Tukey (P<0,05). u.a.: unidades arbitrarias de

fluorescéncia.
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4.3 Efeito da radiacdo UVB sobre o desenvolvimento embrionério inicial:

exposicao de espermatozoides na auséncia de luz branca

A exposicdo a UVB diminuiu drasticamente a capacidade de fertilizacdo dos
espermatozoides, e consequentemente a formacédo dos zigotos, em doses
superiores a 3,6 kJ m? (dados ndo mostrados). Por esta razdo, neste ensaio nao foi
utilizada doses maiores que a supracitada.

A UVB também diminuiu o indice de desenvolvimento embrionério. A
progresséo para a primeira clivagem foi atrasada, de forma dependente de dose, a
partir de 0,028 kJ m™. Nesses tratamentos, a percentagem de inibicdo nas diferentes
doses foi de 21,6 + 3,4% (0,056 kJ m™), 44,6 + 3,6% (0,112 kJ m™), 67,2 + 4,3%
(0,225 kJ m?), 96,1 + 1,2% (0,45 kJ m™), 99,0 + 0,5% (0,9 kJ m?) e 100,0 + 0,0%
(1,8 kJ m?), em comparacdo com o grupo controle (grafico 4A).

O atraso na progressao para a segunda clivagem variou de um percentual de
25,3 + 1,9% (0,028 kJ m™?) a 100,0 + 0,0% (0,9 kJ m?), em comparacdo com grupo
controle (grafico 4B).

A progresséo para o estagio de morula foi menos sensivel a irradiagdo dos
espermatozoides com UVB, uma vez que o percentual de inibicdo nas diferentes
doses foi de 33,3 + 2,2% (0,45 kJ m™), 87,0 + 2,1% (0,9 kJ m), 97,9 + 0,7% (1,8 kJ
m) e 100,0 + 0,0% (3,6 kJ m™®), em comparac¢éo com grupo controle (grafico 4C).

Resultados similares foram observados na progressdo para o estagio de

blastula, o qual foi bloqueado em doses superiores a 0,45 kJ m™ (grafico 4D).
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Gréfico 4: Efeito da UVB sobre os estagios de primeira clivagem (A), segunda clivagem (B), mérula
(C) e blastula (D): exposicdo de espermatozoides na auséncia de luz branca. Os dados representam
a média + EPM de 3 experimentos realizados em triplicata e de maneira independente. O percentual
de desenvolvimento do grupo controle foi considerado 100%. *** P < 0,001 comparado com 0 grupo
controle (teste de ANOVA seguido do pés-teste de Tukey).
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4.4 Efeito da radiacdo UVB sobre o desenvolvimento embrionério inicial:

exposicao de 6vulos na auséncia de luz branca

A exposicdo dos ovulos a UVB ndo inibiu a fertilizagdo, em nenhuma das
doses analisadas (dados ndo mostrados). No entanto, a progressao para a primeira
clivagem foi atrasada nas amostras irradiadas, de maneira dependente de dose. O
percentual de inibicdo da primeira divisao celular variou de 20,3 + 1,5% (0,112 kJ m’
%) a2 100,0 + 0,0% (14,4 kJ m™) (gréfico 5A).

O atraso no desenvolvimento embrionario foi ainda mais acentuado na
progressao para a segunda clivagem. A percentagem de inibicdo desse estagio, nas
diferentes doses, foi de 35,5 + 4,2% (0,112 kJ m™), 43,4 + 3,1% (0,225 kJ m™), 62,2
+ 3,4% (0,45 kJ m?), 67,9 + 3,1% (0,9 kJ m?), 85,8 + 2,6% (1,8 ki m?), 91,2 + 1,4%
(3,6 kd m?), 98,2 + 1,0% (7,2 kJ m?) e 100,0 + 0,0% (14,4 kJ m?), em comparacéo
com o grupo controle (grafico 5B).

A progressdo para o estagio de morula também foi menos sensivel a
irradiacdo dos évulos com UVB. O percentual de inibicdo nas diferentes doses foi de
30,3 + 7,0% (1,8 kI m?), 53,7 + 7,7% (3,6 kI m™), 88,7 + 0,3% (7,2 kd m?) e 100,0 +
0,0% (14,4 kJ m), em comparac&o ao grupo controle (grafico 5C).

Resultados similares foram observados na progressdo para o estagio de
blastula, cujo percentual de inibicdo variou de 16,7 + 5,5% (1,8 kJ m?) a 100,0 +
0,0% (14,4 kJ m™) (gréfico 5D).
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Gréfico 5: Efeito da UVB sobre os estagios de primeira clivagem (A), segunda clivagem (B), mérula
(C) e blastula (D): exposi¢céo de 6vulos na auséncia de luz branca. Os dados representam a média +
EPM de 3 experimentos realizados em triplicata e de maneira independente. O percentual de
desenvolvimento do grupo controle foi considerado 100%. *** P < 0,001 comparado com 0 grupo
controle (teste de ANOVA seguido do pés-teste de Tukey).
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4.5 Efeito da radiacdo UVB sobre o desenvolvimento embrionério inicial:

exposicao de 6vulos e espermatozoides na auséncia de luz branca

A exposicdo de ambos os gametas a UVB atrasou a progressdo para a
primeira clivagem de forma mais efetiva. O percentual de inibicdo da primeira divisao
celular variou de 25,4 + 6,5% (0,056 kJ m™) a 100,0 + 0,0% (1,8 kJ m™) (gréafico 6A).

O atraso na progressao para a segunda clivagem variou de um percentual de
20,6 + 7,4% (0,014 kJ m™?) a 100,0 + 0,0% (1,8 kJ m?), em comparacdo com grupo
controle (grafico 6B).

A progressao para o estagio de morula foi menos sensivel a exposicdo dos
ovulos e espermatozoides a UVB. A percentagem de inibicdo desse estagio nas
diferentes doses foi de 26,2 + 5,0% (0,112 kJ m™), 36,3 + 5,2% (0,225 kJ m™), 70,9
+ 3,5% (0,45 kJ m™), 88,3 + 2,1% (0,9 kJ m?) , 99,1 + 0,5% (1,8 kJ m?) e 100,0 +
0,0% (3,6 kJ m), em comparacg&o ao grupo controle (grafico 6C).

Resultados semelhantes foram obtidos na progressdo para o estagio de

blastula, o qual foi atrasado somente em doses superiores a 0,9 kJ m™ (gréfico 6D).
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Grafico 6: Efeito da UVB sobre os estagios de primeira clivagem (A), segunda clivagem (B), morula
(C) e blastula (D): exposi¢do de Ovulos e espermatozoides na auséncia de luz branca. Os dados
representam a média + EPM de 3 experimentos realizados em ftriplicata e de maneira independente.
O percentual de desenvolvimento do grupo controle foi considerado 100%. *** P < 0,001 comparado
com o grupo controle (teste de ANOVA seguido do pés-teste de Tukey).
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4.6 Efeito da radiacdo UVB sobre o desenvolvimento embrionério inicial:
exposicdo de zigotos (10 minutos apds a fertilizagcdo) na auséncia de luz

branca

A exposicdo dos zigotos a UVB atrasou a progressdo para a primeira
clivagem, de maneira dependente de dose. O percentual de inibicdo da primeira
divisdo celular variou de 21,8 + 1,8% (0,9 kJ m™) a 100,0 + 0,0% (7,2 kJ m™) (gréfico
7A).

Resultados similares foram obtidos na progresséo para o estagio de segunda
clivagem, o qual foi retardado em doses superiores a 0,45 kJ m™ (gréafico 7B).

A progressao para o estagio de morula foi menos sensivel a exposicdo dos
zigotos a UVB. A percentagem de inibicdo desse estagio nas diferentes doses foi de
11,4 +1,2% (1,8 kI m?), 36,3 + 1,7% (3,6 kd m™), 75,0 + 1,3% (7,2 kI m?) e 100,0 +
0,0% (14,4 kJ m), em comparac&o ao grupo controle (grafico 7C).

A progressdo para o estagio de blastula também foi menos sensivel a
exposi¢do dos zigotos a UVB, o qual foi atrasado somente em doses superiores a
7,2 kJ m? (gréfico 7D).
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Gréfico 7: Efeito da UVB sobre os estagios de primeira clivagem (A), segunda clivagem (B), mérula
(C) e blastula (D): exposi¢cédo de zigotos (10 minutos apoés a fertilizagdo) na auséncia de luz branca.
Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos realizados em triplicata e de maneira
independente. O percentual de desenvolvimento do grupo controle foi considerado 100%. *** P <
0,001 comparado com o grupo controle (teste de ANOVA seguido do pds-teste de Tukey).
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4.7 Comparacdo da sensibilidade de espermatozoides, Ovulos e zigotos a

irradiagdo com UVB

Para comparar os diferentes graus de sensibilidade a UVB, foi calculada a
DEso (dose que induz 50% do efeito méximo) para todos os estagios analisados e
tratamentos realizados. Os valores obtidos sédo apresentados na forma de média e

intervalo de confianca 95% (tabela 1).

Tabela 1: Valores da DEsy para o efeito inibitério da UVB sobre o desenvolvimento embrionario

derivado de espermatozoides, évulos ou zigotos irradiados.

80

DEso — Média + EPM kJ m™

Exposicéo de Exposicao de Exposicéao de
espermatozoides ovulos zigotos
12 Clivagem 0,153 + 0,07 0,980 + 0,55 1,691 + 0,69
22 Clivagem 0,056 + 0,12 0,277 + 0,58 0,876 + 0,45
Morula 0,564 + 0,26 3,240 + 0,34 4,898 + 0,38
Blastula 0,925 + 0,23 4,750 + 0,36 7,874 + 0,10

Pode-se observar que os menores valores da DEsg, para todos os estagios
monitorados, foram obtidos quando os espermatozoides foram expostos a UVB. Em
contraste, 0s maiores valores da DEsy foram obtidos nos estagios do
desenvolvimento embrionario derivado de zigotos irradiados.

Foi verificado também que, em todos os tratamentos, 0 estagio de segunda
clivagem apresentou os menores valores da DEsg, seguido dos estagios de primeira

clivagem, morula e blastula.
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4.8 Efeito da radiagdo UVB na concentracao intracelular de ROS em

espermatozoides, évulos ou zigotos irradiados

Alguns trabalhos demonstraram que a exposi¢do a UVB também pode induzir
um aumento na concentracdo intracelular de ROS, que é responsavel pela
degradacdo de macromoléculas celulares e potencializacdo dos efeitos danosos
desse tipo de radiagdo (HASEGAWA et al., 1992; ZHANG et al., 1997). Portanto,
fomos investigar se os niveis intracelulares de ROS em gametas e zigotos foram
alterados pela exposicédo a UVB.

A exposicdo dos espermatozoides a UVB nédo alterou a intensidade de
fluorescéncia intracelular do DCF. Enquanto que a incubagdo com H,O, (controle
positivo) deslocou a curva de fluorescéncia intracelular do DCF para a direita, a
irradiacdo nas trés doses monitoradas nao alterou o padrdo da curva de
fluorescéncia intracelular do DCF (grafico 8).

A exposicdo dos Ovulos a UVB também ndo alterou a intensidade de
fluorescéncia intracelular do DCF, conforme observado nos ensaios em microscopia
de fluorescéncia. A MIF obtida no grupo controle foi de 31,7 + 2,8 enquanto que em
ovulos incubados com H,0, foi de 211,4 + 8,2, um aumento de aproximadamente 6
vezes. A IMF obtida nos tratamentos com diferentes doses de UVA foi de 35,4 + 2,7
(0,112 kI m?); 22,5 + 0,5 (0,45 k m?); e 24,3 + 1,0 (3,6 kJ m™®) (gréafico 9A).

De forma semelhante, a exposicdo dos zigotos a UVA também nédo alterou a
intensidade de fluorescéncia intracelular do DCF. A IMF obtida no grupo controle foi
de 31,9 + 0,8 e no grupo tratado com H,0, foi de 103,3 + 2,2, enquanto que a MIF
obtida nos tratamentos com diferentes doses de UVA foi de 30,6 + 1,2 (0,45 kJ m™);
29,5+ 1,8 (0,9 kI m?); e 29,7 + 5,9 (14,4 kJ m™) (gréfico 9B).
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Grafico 8: Efeito da UVB na concentracdo intracelular de ROS em espermatozoides. Os
espermatozoides foram submetidos a diferentes doses de UVB e a concentracdo intracelular de ROS
foi avaliada pelo acumulo de DCF. O controle representa os espermatozoides ndo irradiados e
marcados com DCFH-DA. Os histogramas sdo representativos de 3 experimentos realizados em

duplicata e de maneira independente.
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Grafico 9: Efeito da UVB na concentracao intracelular de ROS em 6évulos (A) ou embrides (B). Os
dados foram expressos como média da intensidade de fluorescéncia (MIF) + EPM de 3 experimentos
realizados em triplicata e de maneira independente. Em cada experimento foram analisados 100
embrifes. Os grupos representados com letras diferentes sdo significativamente diferentes, de acordo

com o teste one-way ANOVA seguido pelo pés teste de Tukey (P<0,05). u.a.: unidades arbitrarias de

fluorescéncia.
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4.9 Efeito da UVB sobre o desenvolvimento embrionario inicial: exposicao de
espermatozoides na presenca de luz branca

A fotoliase € uma enzima monomérica com 420 a 616 aminoacidos, que
contém um cofator catalitico de dinucleotidio de flavina e adenina (FAD) e um
cofator que absorve fotons. Dependendo do subtipo da enzima o segundo cofator
por ser a meteniltetrahidrofolato pterina ou a 8-hidroxi-7,8didemetil-5-
deazariboflavina. A fotoliase é responséavel pelas reacbes de fotoreparo aos danos
no DNA induzidos por vérios tipos de radiagdo (AUBERT et al., 2000; FUJIHASHI et
al., 2007). Isely e colaboradores (2009) demonstraram a presenca do mRNA da
fotoliase em gbnadas, Ovulos fertilizados, embrides no estagio de gastrula e prisma,
e em larva pluteos do ourico-do-mar Sterechinus neumayeri.

Mediante o exposto, fomos investigar se ocorre atividade de fotoreparo em E.
lucunter e se esse mecanismo € capaz de reverter os danos no desenvolvimento
embrionario induzidos pela UVB.

A exposicao dos espermatozoides a UVB, na presenca de luz branca, atrasou
a progressdo para a primeira clivagem apenas nas duas doses mais elevadas. O
percentual de inibicdo obtido foi de 59,6 + 1,4% (1,8 kI m?) e 71,7 + 2,1% (3,6 ki m’
%) (gréfico 10A). A progressao para a segunda clivagem também foi atrasada nessas
doses e o percentual de inibicéo foi de 70,7 + 2,2% (1,8 kI m?) e 86,3 + 1,7% (3,6 kJ
m) (gréfico 10B).

A progressao para o estagio de morula foi menos sensivel a exposicao dos
espermatozoides a UVB, na presenca de luz branca. O desenvolvimento para esse
estagio foi atrasado apenas na dose mais elevada, obtendo um percentual de
inibicdo de 18,4 + 1,8% (3,6 kJ m™) (grafico 10C). Resultados semelhantes foram

obtidos na progresséao para o estagio de blastula (grafico 10D).
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Grafico 10: Efeito da UVB sobre os estdgios de primeira clivagem (A), segunda clivagem (B), mérula
(C) e blastula (D): exposi¢do de espermatozoides na presencga de luz branca. Os dados representam
a média + EPM de 3 experimentos realizados em triplicata e de maneira independente. O percentual

de desenvolvimento do grupo controle foi considerado 100%. *** P < 0,001 comparado com 0 grupo
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controle (teste de ANOVA seguido do pés-teste de Tukey).
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bY

Para melhor comparar os diferentes graus de sensibilidade a UVB em
espermatozoides expostos, foi calculada a DEs para todos os estagios analisados,
na presenca ou auséncia de luz branca. Os valores obtidos foram apresentados na

forma de média e intervalo de confianca 95% (tabela 2).

Tabela 2: Valores da DEsg, para o efeito inibitério da UVB sobre o desenvolvimento embrionario

derivado de espermatozoides irradiados na presenca ou auséncia de luz branca.

DEso — Média (Intervalo de confianca 95%) kJ m™

Auséncia de luz branca Presenca de luz branca
12 Clivagem 0,153 + 0,07 1,515+ 0,14
22 Clivagem 0,056 + 0,12 1,444 + 0,30
Morula 0,564 + 0,26 > 3,6
Blastula 0,925 + 0,23 > 3,6

No estagio de primeira clivagem, os valores da DEsg referente ao tratamento
na presencga de luz branca foram cerca de 10 vezes mais elevados em comparagéo
com o tratamento na auséncia de luz branca. No estagio de segunda clivagem essa
diferenca foi ainda mais acentuada, cerca de 25 vezes. A DEsg para os estagios de
morula e blastula referentes ao tratamento na presenca de luz branca ndo pode ser
calculada, uma vez que todas as doses analisadas apresentaram um percentual de

inibicdo superior a 50%.
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4.10 Efeito da UVB sobre o desenvolvimento embrionério inicial: exposi¢éo de

ovulos na presenca de luz branca

A progressdo para o estagio de primeira clivagem foi atrasada em doses
superiores a 3,6 kJ m?. Os percentuais de inibicdo obtidos nesses tratamentos
foram de 11,7 + 0,8% (3,6 kI m™), 30,7 + 4,9% (7,2 kI m?) e 71,6 + 4,6% (14,4 kI m"
%) (gréafico 11A). Resultados semelhantes foram obtidos na progressdo para o
estagio de segunda clivagem (gréfico 11B).

A progresséo para o estagio de morula foi menos sensivel a exposi¢cdo dos
ovulos a UVB, na presenca de luz branca. O desenvolvimento para esse estagio foi
atrasado apenas na dose mais elevada, obtendo um percentual de inibicdo de 15,9 +
2,3% (14,4 kJ m™) (grafico 11C). J& a progressdo para o estagio de blastula nao foi
afetada por nenhuma dose analisada (gréfico 11D).
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Gréfico 11: Efeito da UVB sobre os estagios de primeira clivagem (A), segunda clivagem (B), mérula
(C) e blastula (D): exposicdo de évulos na presenca de luz branca. Os dados representam a média +
EPM de 3 experimentos realizados em triplicata e de maneira independente. O percentual de
desenvolvimento do grupo controle foi considerado 100%. *** P < 0,001 comparado com 0 grupo
controle (teste de ANOVA seguido do pés-teste de Tukey).
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Os valores da DEsp para o efeito inibitério da UVB sobre o desenvolvimento
embrionério derivado de Ovulos irradiados na presenca de luz branca comparado
com a irradiacdo na auséncia de luz branca sdo mostrados na tabela 3. Os valores

obtidos sédo apresentados na forma de média e intervalo de confianca 95%.

Tabela 3: Valores da DEs, para o efeito inibitério da UVB sobre o desenvolvimento embrionario

derivado de évulos irradiados na presencga ou auséncia de luz branca.

DEso — Média (Intervalo de confianca 95%) kJ m™

Auséncia de luz branca Presenca de luz branca
12 Clivagem 0,980 + 0,55 7,886 + 0,39
22 Clivagem 0,277 + 0,58 7,611 + 0,48
Morula 3,240 + 0,34 > 14,4
Blastula 4,750 + 0,36 >14,4

No estagio de primeira clivagem, os valores da DEsg referente ao tratamento
na presencga de luz branca foram cerca de 8 vezes mais elevados em comparagéo
com o tratamento na auséncia de luz branca. No estagio de segunda clivagem essa
diferenca foi ainda mais acentuada, cerca de 27 vezes. A DEsg para os estagios de
morula e blastula referentes ao tratamento na presenca de luz branca ndo pode ser
calculada, uma vez que todas as doses analisadas apresentaram um percentual de

inibicdo superior a 50%.
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4.11 Efeito da UVB sobre o desenvolvimento embrionario inicial: exposicéo de
zigotos (10 minutos ap0és a fertilizagcdo) na presenca de luz branca

A progressdo para o estagio de primeira clivagem foi atrasada apenas nas
duas doses mais elevadas. Os percentuais de inibigdo obtidos foram de 43,9 + 0,8%
(7,2 kJ m?) e 100,0 + 0,0% (14,4 kJ m™) (grafico 12A). Resultados semelhantes
foram obtidos na progressao para o estagio de segunda clivagem (grafico 12B).

A progresséo para o estagio de morula foi menos sensivel & exposi¢do dos
Ovulos & UVB, na presenca de luz branca. O desenvolvimento para esse estagio foi
atrasado apenas na dose de 14,4 kJ m™ cujo percentual de inibicdo foi de 12,4 +
0,9% (grafico 12C). Resultados semelhantes foram obtidos na progressao para o

estagio de blastula (grafico 12D).
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Grafico 12: Efeito da UVB sobre os estdgios de primeira clivagem (A), segunda clivagem (B), mérula
(C) e blastula (D): exposi¢édo de zigotos (10 minutos apés a fertilizagcdo) na presenca de luz branca.
Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos realizados em triplicata e de maneira
independente. O percentual de desenvolvimento do grupo controle foi considerado 100%. *** P <
0,001 comparado com o grupo controle (teste de ANOVA seguido do pds-teste de Tukey).



Resultados

Os valores da DEsp para o efeito inibitério da UVB sobre o desenvolvimento
embrionério derivado de zigotos irradiados na presenca de luz branca comparado
com a irradiacdo na auséncia de luz branca sdo mostrados na tabela 4. Os valores

obtidos sédo apresentados na forma de média e intervalo de confianca 95%.

Tabela 4: Valores da DEsg, para o efeito inibitério da UVB sobre o desenvolvimento embrionario

derivado de zigotos irradiados na presenca ou auséncia de luz branca.

DEso — Média (Intervalo de confianca 95%) kJ m™

Auséncia de luz branca Presenca de luz branca
12 Clivagem 1,691 + 0,69 7,418 + 0,14
22 Clivagem 0,876 + 0,45 7,082 + 0,24
Morula 4,898 + 0,38 >14,4
Blastula 7,874 + 0,10 > 14,4

No estagio de primeira clivagem, os valores da DEsg referente ao tratamento
na presencga de luz branca foram cerca de 4 vezes mais elevados em comparagéo
com o tratamento na auséncia de luz branca. No estagio de segunda clivagem essa
diferenca foi cerca de 8 vezes. A DEsy para os estadgios de morula e blastula
referentes ao tratamento na presenca de luz branca ndo pdéde ser calculada, uma
vez que todas as doses analisadas apresentaram um percentual de inibigcdo superior
a 50%.
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4.12 Efeito da UVB sobre o desenvolvimento larval: exposicdo de

espermatozoides, 6vulos, zigotos e embrides no estagio de prisma

Em seguida, fomos investigar se os danos no desenvolvimento embrionério
inicial, induzidos pela exposi¢cdo de gametas e zigotos a UVB, persistiam até o
desenvolvimento da larva plateos.

O desenvolvimento larval foi afetado quando o zigoto foi obtido a partir de
espermatozoides irradiados com UVB. Quando os gametas masculinos foram
submetidos a uma dose de 1,8 kJ m?, a larva pliteos apresentou severas
deformacbes, como por exemplo mal formacdo das espiculas e do trato
gastrointestinal, em comparacdo com as larvas controle. No entanto, quando o0s
espermatozoides foram submetidos & dose de 3,6 kJ m? o desenvolvimento
embrionério foi interrompido durante a gastrulacao e a larva pliteos néo foi formada.

O desenvolvimento larval derivado de évulos ou zigotos irradiados nao foi
sensivel a UVB. Nesses tratamentos as larvas pluteos apresentaram 0 mesmo
aspecto morfoldgico e fisiolégico das larvas controle.

Adicionalmente, investigamos o efeito da irradiacdo de embriées no estagio
de prisma sobre o desenvolvimento larval. Nesse tratamento, a formacao da larva

pluteo também nao foi prejudicada (figura 30).
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Espermatozoides irradiados (1,8 kJ m-2) Espermatozoides irradiados (3,6 kJ m-2)

=it S

Prismas irradiados (7,2 kJ m-2) . Prismas irradiados (14,4 kJ m-2):

Figura 30: Fotomicrografias de larvas plateos derivadas de gametas, zigotos, ou embrides no estagio
de prisma, expostos a UVB. bma: bracos maiores; bme: bragcos menores; tgi: trato gastrointestinal;
esp: espiculas.



Resultados

413 Efeito dos blogueadores de transportadores ABC sobre o

desenvolvimento embrionério: tratamento e exposicdo de espermatozoides

Os bloqueadores de transportadores ABC, REV205 (10 uM — bloqueador do
transportador ABCB1) ou MK571 (10 pM — bloqueador do transportador ABCC1),
ndo inibiram per si o desenvolvimento embrionério nos estagios monitorados. O
tratamento com essas substancias antes ou apés (10 ou 40 minutos) a fertilizacédo
nao alterou a progressdo para a primeira clivagem, segunda clivagem ou para o

estagio de morula, em comparacdo com o grupo controle (gréfico 13A-C).
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Grafico 13: Efeito dos bloqueadores de transportadores ABC per si sobre o desenvolvimento
embrionério. O percentual de embrides que atingiram a primeira clivagem (A),a segunda clivagem (B)
e o estagio de moérula (C) sdo mostrados. Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos
realizados em triplicata e de maneira independente. PF: pré-fertilizacdo; 10 min AF: 10 minutos apo6s
a fertilizacdo; 40 min AF: 40 minutos apos a fertilizac&o.
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O tratamento dos espermatozoides com REV205 ou MK571 e a posterior
irradiacdo com UVA diminuiu o percentual do desenvolvimento embrionario. A
REV205 inibiu a progressao para o estagio de primeira clivagem em 26,1 + 7,5%
(3,6 kI m?), 32,1 + 7,6% (7,2 kI m®) e 53,3 + 7,5% (14,4 kJ m™), comparado com o
grupo irradiado e néo tratado com o bloqueador. O tratamento com MK571 reduziu
acentuadamente o percentual de embrides em primeira clivagem em 62,9 + 6,7%
(3,6 kI m?), 83,2 + 3,7% (7,2 kJ m?) e 100,0 + 0,3% (14,4 kJ m™). Resultados
similares foram obtidos na progresséo para o estagio de segunda clivagem (graficos
14A-B).

O tratamento dos espermatozoides com o0s bloqueadores de transportadores
ABC, e a posterior irradiacdo com UVB nao alterou o efeito inibitério da UVB sobre o
desenvolvimento embrionario. A incubacdo dos espermatozoides com REV205 ou
MK571 induziu, em todas as doses e estagios analisados, 0 mesmo padrao inibitério
observado no grupo irradiado e néo tratado (graficos 14C-D).
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Grafico 14: Efeito dos blogueadores de transportadores ABC sobre o estagio de primeira clivagem e

0 estagio de segunda clivagem: tratamento e exposicdo de espermatozoides a UVA (A-B) ou a UVB

(C-D). Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos realizados em ftriplicata e de

maneira independente. O percentual de desenvolvimento do grupo néo irradiado e nédo tratado foi

considerado 100%. Os grupos representados com letras diferentes sdo significativamente diferentes,

de acordo com o teste one-way ANOVA seguido pelo pos teste de Tukey (P<0,05). NT: ndo tratado.
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4.14 Efeito dos blogueadores de transportadores ABC sobre o

desenvolvimento embrionario: tratamento e exposicéo de 6vulos

O tratamento dos 6vulos com os blogueadores de proteinas ABC e a posterior
irradiagdo com UVA néo reverteu a resisténcia a essa radiagéo. O tratamento com
REV205 ou MK571 induziu o mesmo percentual de primeira e segunda clivagem,
comparado com o grupo irradiado e ndo tratado com os bloqueadores (graficos 15A-
B).

Em contraste, a exposi¢do dos 6vulos a UVB, na presenca do bloqueador do
transportadores ABCC1, aumentou o efeito inibitério da UVB na progressao para a
primeira e a segunda clivagem. Enquanto que o bloqueador de ABCB1, REV205,
nao alterou o efeito da UVB sobre a primeira divisdo celular, o tratamento com o
MK57 aumentou o efeito inibitorio da exposicdo a UVB sobre a primeira clivagem em
35,9 + 5,8% (0,112 kJ m?®), 42,7 + 4,3% (0,45 kJ m?) e 55,1 + 0,6% (3,6 kJ m?),
comparado com o grupo irradiado e ndo tratado com os bloqueadores (grafico 15C).

A REV205 aumentou o efeito inibitério da UVB na progressédo para a segunda
clivagem na dose mais baixa (19,7 + 4,7% de inibicdo comparado com 0 grupo
irradiado e nao tratado). O tratamento com MK571 e a posterior irradiagdo com UVB
reduziu o percentual de segunda clivagem em 34,8 + 5,0% (0,112 kJ m?), 35,2 +
4,8% (0,45 kJ m?) e 59,4 + 1,1% (3,6 kJ m™®), comparado com o grupo irradiado e
néo tratado com os bloqueadores (grafico 15D).
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Grafico 15: Efeito dos blogueadores de transportadores ABC sobre o estagio de primeira clivagem e
0 estagio de segunda clivagem: tratamento e exposi¢do de évulos a UVA (A-B) ou a UVB (C-D). Os
dados representam a média + EPM de 3 experimentos realizados em triplicata e de maneira
independente. O percentual de desenvolvimento do grupo néo tratado e néo irradiado foi considerado

100%. Os grupos representados com letras diferentes sé@o significativamente diferentes, de acordo

com o teste one-way ANOVA seguido pelo pés teste de Tukey (P<0,05). NT: ndo tratado.
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4.15 Efeito dos blogueadores de transportadores ABC sobre o
desenvolvimento embrionério: tratamento e exposi¢cdo de zigotos (10 minutos

apos a fertilizacao)

O tratamento dos zigotos (10 minutos apos a fertilizagdo) com os
bloqueadores de proteinas ABC e a posterior irradiacdo com UVA nédo induziu
efeitos inibitérios sobre o desenvolvimento embrionario. O tratamento dos zigotos
com REV205 ou MK571 exibiu 0 mesmo percentual de progresséo para a primeira e
segunda clivagem comparado com o grupo irradiado e nao tratado com os
bloqueadores (grafico 16A-B).

De modo contrario, a irradiacdo dos zigotos com UVB (1,8 kJ m?), na
presenca de REV205, atrasou a progressao para a primeira clivagem. No entanto,
na presenca de MK571, o percentual de primeira divisdo celular foi 0 mesmo
comparado com o grupo irradiado e ndo tratado com os bloqueadores (grafico 16C).
Resultados similares foram observados na progresséo para a segunda clivagem. O
tratamento com o bloqueador da proteina ABCB1, REV205, inibiu a segunda divisao
celular quando os zigotos foram expostos & 0,45, 0,9 e 1,8 kJ m™? (31,6 + 2,7%, 70,3
+ 0,7% e 100,0 + 0,0% de inibicdo, respectivamente, comparado ao grupo irradiado
e nao tratado com REV205). O tratamento com MK571 néo alterou o perfil inibitério

induzido pela UVB sobre a segunda clivagem (gréafico 16D).
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Grafico 16: Efeito dos blogueadores de transportadores ABC sobre o estagio de primeira clivagem e

0 estagio de segunda clivagem: tratamento e exposicao de zigotos (10 minutos apos a fertilizagdo) a
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UVA (A-B) ou a UVB (C-D). Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos realizados em

triplicata e de maneira independente. O percentual de desenvolvimento do grupo néo tratado e néo

irradiado foi considerado 100%. Os grupos representados com letras diferentes séo significativamente

diferentes, de acordo com o teste one-way ANOVA seguido pelo pés teste de Tukey (P<0,05). NT:

nao tratado.
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4.16 Efeito da UVB sobre o desenvolvimento embrionério inicial: exposi¢éo de
zigotos (40 minutos apos a fertilizacao)

Os transportadores ABC presentes em zigotos de ouricos-do-mar estao
completamente ativos em aproximadamente 20 minutos apés a fertilizacdo
(HAMDOUN, A. M. et al.,, 2004; DE SOUZA et al.,, 2010). Portanto, decidimos
investigar se o grau de atividade dos transportadores ABC afeta a sensibilidade dos
embrides a UVB. Para tanto, os zigotos foram irradiados, com UVB, 40 minutos ap0s
a fertilizacdo, quando os transportadores ABC estdo completamente ativos.

O desenvolvimento embrionario foi mais resistente a UVB quando os zigotos
foram irradiados 40 minutos apos a fertilizacdo, em comparacdo com a irradiacao 10
apos minutos da fertilizacdo. O percentual de zigotos que completaram a primeira
divisdo celular, quando irradiados 10 minutos apoés a fertilizacéo, foi de 77,2 + 1,7%
(0,9 kI m?), 44,9 + 0,3% (1,8 kI m?) e 0,3 + 0,3% (3,6 kJ m™). Por outro lado, a UVB
ndo bloqueou a progressao para o estagio de primeira clivagem quando os zigotos
foram irradiados 40 minutos ap6s a fertilizacdo, uma vez que o percentual de
desenvolvimento obtido foi semelhante ao grupo nao irradiado (gréafico 17).

Na progressao para o estagio de segunda clivagem e para o estagio de
morula foi observado o mesmo padrdo inibitorio em ambos os tratamentos
(irradiacdo em 10 ou 40 minutos apos a fertilizacdo). Nenhum efeito inibitorio foi

observado na progresséo para o estagio de blastula (dados ndo mostrados).

103



Resultados

Primeira Clivagem (%)
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Grafico 17: Efeito da UVB sobre o desenvolvimento embrionario inicial: exposicdo de zigotos (40
minutos apds a fertilizagdo) a UVB. (e) irradiacdo 10 minutos apos a fertilizagédo; (m) irradiagéo 40
minutos apos a fertilizagéo. Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos realizados em
triplicata e de maneira independente. Os grupos representados com letras diferentes séo
significativamente diferentes, de acordo com o teste one-way ANOVA seguido pelo pds teste de
Tukey (P<0,05).
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417 Efeito dos blogueadores de transportadores ABC sobre o
desenvolvimento embrionério: tratamento e exposicdo de zigotos (40 minutos

apos a fertilizacao)

Para confirmar se a resisténcia dos zigotos a UVB, quando os mesmos foram
irradiados 40 minutos apoés a fertilizagdo, estava associada com a completa ativacéo
dos transportadores ABC, os zigotos foram irradiados, no tempo supracitado, na
presenca de bloqueadores de transportadores ABC.

O tratamento dos zigotos com REV205 ou MK571 blogueou parcialmente a
progresséo para a primeira clivagem comparado ao grupo irradiado e ndo tratado
com os blogueadores. A REV205, e a posterior exposicdo a UVB, induziram um
aumento de 14,5 + 3,1% (0,45 kJ m?), 25,3 + 4,6% (0,9 kI m?) e 16,4 + 3,1% (1,8 kJ
m?) no percentual de inibicdo em relacdo ao grupo irradiado e ndo tratado com
REV205. O tratamento com MK571, e a subsequente exposicdo a UVB, também
inibiram a primeira divisdo celular em 12,1 + 3,1% (0,45 kJ m™), 20,8 + 4,4% (0,9 kJ
m) (grafico 17A).

Resultados similares foram observados na progressdo para a segunda
clivagem. REV205 ou MK571 inibiram a segunda divisdo celular quando os zigotos
foram expostos & 0,45 kJ m? (18,1 + 3,2% e 13,2 + 24% de inibicao,

respectivamente) (grafico 17B).
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Grafico 18: Efeito dos bloqueadores de transportadores ABC sobre o estagio de primeira clivagem
(A) e no estagio de segunda clivagem (B): tratamento e exposicdo de zigotos (40 minutos apés a
fertilizacdo). Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos realizados em triplicata e de
maneira independente. O percentual de desenvolvimento do grupo ndo tratado e ndo irradiado foi
considerado 100%. Os grupos representados com letras diferentes sdo significativamente diferentes,
de acordo com o teste one-way ANOVA seguido pelo pés teste de Tukey (P<0,05).
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4.18 Efeito dos blogueadores de transportadores ABC sobre o
desenvolvimento embrionario: tratamento e exposicdo de gametas, zigotos e

embrides no estagio de prisma

Fomos investigar se os danos no desenvolvimento embrionario inicial,
induzidos pelo tratamento de gametas e zigotos com bloqueadores de proteinas
ABC e a posterior exposicdo a UVB, persistiam até o desenvolvimento da larva
pluteos. O tratamento com REV205 ou MK571 per si ndo inibiu o desenvolvimento
larval e ndo provocou alteracdes morfoldgicas na larva pluteos, comparado com o
grupo nao tratado com os bloqueadores.

O desenvolvimento larval foi prejudicado quando os espermatozoides foram
tratados com REV205 ou MK571 e posteriormente irradiados com uma dose sub-
letal de UVB. Quando os gametas masculinos foram submetidos a uma dose de 0,45
kJ m?, a larva plateos desenvolveu de forma normal, comparada com as larvas
derivadas de espermatozoides ndo irradiados. No entanto, quando o0s
espermatozoides foram tratados com REV205 ou MK571, e submetidos a mesma
dose de UVB, o desenvolvimento embrionario foi interrompido durante o estagio de
prisma.

Resultados semelhantes foram obtidos quando os 6vulos foram tratados com
os bloqueadores dos transportadores ABC e irradiados com uma dose sub-letal de
UVB. As larvas pliteos derivadas de 6vulos submetidos a uma dose de 14,4 kJ m™
desenvolveram-se de forma normal e semelhante ao grupo nao irradiado. O
tratamento dos 6vulos com REV205, e a posterior irradiacdo, induziu um atraso no
desenvolvimento larval e comprometeu a formacao dos bracos maiores e menores
da larva pluteos. O tratamento com MK571, e a posterior irradiagdo com UVB, além
de provocar um atraso no desenvolvimento larval e interrupcdo no estagio de
prisma, induziu, também, a ma formacédo nas espiculas.

O desenvolvimento larval derivado de zigotos tratados com REV205 ou
MK571 e posteriormente irradiados com a dose sub-letal de 14,4 kJ m? nao foi
alterado. Nesses tratamentos as larvas plateos se encontravam com 0 mesmo
aspecto morfoldgico e fisioldgico das larvas controle. Adicionalmente, investigamos
também o efeito do tratamento de embribes no estagio de prisma com o0s

bloqueadores de transportadores ABC e a posterior irradiagdo na dose sub-letal de
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14,4 kJ m?. Nesses tratamentos, a formacdo da larva pliteo também néo foi
prejudicada (figura 31).
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Controle
nao tratado REV205

=

Controle
nao irradiado

Espermatozoides
irradiados (0,45 kJ m®)

Ovulos
irradiados (14,4 kJ m*®)

Zigotos
irradiados (14,4 kJ m*)

Prismas
irradiados (14,4 kJ m*®)

Figura 31: Fotomicrografias de larvas pliteos derivadas de gametas, zigotos e embriGes no estagio
de prisma, tratados com bloqueadores de proteina ABC e posteriormente expostos a UVB. bma:
bracos maiores; bme: bragos menores; tgi: trato gastro-intestinal; esp: espiculas.
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4.19 Efeito da UVB sobre a atividade de transportadores ABC — Ensaio de
acumulo intracelular de C-AM

O efeito da irradiagdo com UVB sobre a atividade dos transportadores ABC foi
investigada por meio do ensaio do acumulo de C-AM, o qual é amplamente utilizado
para avaliar a atividade de proteinas ABC em varios modelos biolégicos
(HAMDOUN, A. et al., 2004; DE SOUZA et al., 2010; FARIA et al., 2011; FISCHER
et al., 2013; SINGH;PRASAD;KAPOOR,; et al., 2014).

A irradiacdo dos évulos com UVB ndo aumentou a concentracdo intracelular
de calceina fluorescente no intervalo de 60 minutos apos a fertilizacdo. A IMF nas
diferentes doses foi de 50,8 + 4,3 (0,112 kJ m™?); 48,7 + 7,6 (0,45 kJ m™); e 51,9 +
2,3 (3,6 kJ m®) comparados com o grupo néo irradiado, cuja IMF foi de 44,7 + 2,1. O
blogueador da proteina ABCB1, VP (controle positivo, 10 uM), aumentou a IMF para
88,1 + 4,6, 0 que corresponde a aproximadamente duas vezes a IMF do grupo néo
irradiado (grafico 20A). De modo semelhante, a IMF obtida quando os embrides
foram expostos a UVB foi de 20,3 + 0,6 (0,45 kJ m™); 21,4 + 0,6 (0,9 kJ m?); e 20,9
+ 1,8 (1,8 kJ m? comparado com o grupo ndo irradiado (23,3 + 0,6). O VP
aumentou a IMF para 64,4 + 5,0 (grafico 20B). As fotomicrografias fluorescentes

representativas deste ensaio sdo mostradas na figura 32.
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Grafico 19: Efeito da exposicdo a UVB sobre a atividade de transportadores ABC - Ensaio de
acumulo da C-AM. Os 6vulos (A) ou os embrides (B) foram submetidos a diferentes doses de UVB e
a atividade dos transportadores ABC foi avaliada pelo acamulo intracelular de calceina. Os dados sdo
expressos como intensidade média de fluorescéncia (IMF) + EPM de 3 experimentos realizados em
triplicata e de maneira independente. Os grupos representados com letras diferentes séo
significativamente diferentes, de acordo com o teste one-way ANOVA seguido pelo pés teste de

Tukey (P<0,05). u.a.: unidades arbitrarias de fluorescéncia.
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Controle nao irradiado VP (10 uM) 0,112 kJ m? 0,45 kJ m?

Ovulos

irradiados .

Controle nao irradiado VP (10 pM) 0,45 kJ m?
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irradiados

Figura 32: Fotomicrografias de embrides derivados de 6vulos ou embrifes expostos a UVB e

incubados com C-AM.
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4.20 Efeito da UVB sobre a atividade de transportadores ABC — Ensaio da

resisténcia a vimblastina

Adicionalmente, foi investigado o efeito da UVB na resisténcia, mediada por
transportadores ABC, de 6vulos e embrides a VL, um farmaco com propriedades
anti-mitoticas que se liga a tubulina e inibe a polimerizacdo de microtubulos (UEDA
et al., 1987). Esse ensaio € amplamente empregado na avaliacdo da atividade de
proteinas ABC em diversos modelos experimentais (STEPHENS et al.,, 2001; DE
SOUZA et al., 2010; OSMAN-PONCHET et al., 2014).

Os 6vulos ou embrides foram previamente irradiados com uma dose sub-letal
de UVB e em seguida tratados com VL (100 ou 400 nM). A menor concentracao de
VL ndo apresentou efeito inibitorio sobre a primeira clivagem. Em contraste, a
primeira divisdo celular foi drasticamente bloqueada quando os 6vulos (grafico 20A)
ou embrides (grafico 20B) foram tratados com 400 nM de VL. O tratamento
simultaneo de VL, em ambas as concentracdes, e VP (controle positivo, 10 uM)
blogueou eficazmente a progressao para o estagio de primeira clivagem. Resultados
similares foram obtidos na progressdo para 0 estagio de segunda clivagem.
Entretanto, a exposicao de 6vulos ou de embrides a UVB néao reverteu a resisténcia
a VL (100 nM ou 400 nM), uma vez que o percentual de primeira e de segunda
clivagem obtidos nesses tratamentos foram semelhantes aos obtidos no grupo nao
irradiado e tratado com VL.
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Grafico 20: Efeito da exposicdo a UVB sobre a atividade de transportadores ABC — Ensaio da
resisténcia a vimblastina, mediada por transportadores ABC. Os 6vulos (A) ou os embrifes (B) foram
submetidos a uma dose sub-letal de UVB e, em seguida, incubados com VL (100 ou 400 nM). Os
dados representam a média + EPM de 3 experimentos realizados em triplicata e de maneira
independente. Os grupos representados com letras diferentes s@o significativamente diferentes, de
acordo com o teste one-way ANOVA seguido pelo pos teste de Tukey (P<0,05). NT: ndo tratado.
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421 Efeito da cumarina e de seus derivados sobre o desenvolvimento

embrionério inicial

Os resultados do presente trabalho mostram que o desenvolvimento
embrionario inicial e larval de E. lucunter foram particularmente sensiveis a
exposicao de gametas e embrides a UVB. Nossos dados apontam também para um
relevante efeito fotoprotetor de transportadores ABC sobre os danos causados pela
exposicdo de gametas e embrides a UVB, e que os bloqueadores REV205 e MK571
revertem o fenétipo de resisténcia a UVB. O conjunto desses resultados legitima
esse modelo experimental para a investigacdo dos efeitos da radiacdo UV e a sua
relacdo com proteinas da superfamilia ABC, estabelecendo o desenvolvimento
embrionario de E. lucunter como um modelo experimental para o estudo e
prospecc¢do de farmacos com fotoatividade ou com atividade moduladora sobre os
transportadores ABC. Dessa forma, utilizamos o presente modelo supracitado como
um modelo prospectivo para novos farmacos, avaliando a atividade moduladora
sobre transportadores ABC e a fotoatividade da cumarina e de seus derivados.

Inicialmente, fomos investigar se 0s compostos supracitados apresentavam
efeito antimitotico sobre o desenvolvimento embrionario inicial de E. lucunter. Todos
0s compostos (1-7) inibiram a progressdao para a primeira clivagem, de maneira
dependente de concentragcdo a partir de 5 uM. A cumarina bloqueou a progressao
para a primeira clivagem, apresentando percentuais de inibicdo de 13,8 + 1,0% (5
MM); 35,2 + 2,7% (50 pM); 46,4 + 1,9% (100 uM) e 60,4 + 1,3% (200 uM) (grafico
21A). O valor de CEsp para o tratamento com a cumarina foi de 52,9 uM. Os
derivados cumarinicos (2-7) foram 10 vezes mais efetivos que a cumarina no
blogueio da primeira divisdo celular (tabela 5). Resultados similares foram obtidos na

progressao para a segunda clivagem e para o estagio de morula (grafico 21B-C).
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Grafico 21: Efeito da cumarina e de seus derivados sobre a progressao para o estagio de primeira
clivagem (A), de segunda clivagem (B) e para o estagio de moérula (C). Os dados representam a
média + EPM de 3 experimentos realizados em triplicata e de maneira independente. *** P<0,001
comparado com o controle (one-way ANOVA seguido pelo pos teste de Tukey). (1) cumarina; (2) 3-
hidroxicumarina; (3) 4-hidroxicumarina; (4) 6-hidroxicumarina; (5) 7-hidroxicumarina; (6) 6,7-

dihidroxicumarina; (7) 6-metoxi-7-hidroxicumarina.
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Tabela 5: Valores da CExy para o tratamento da cumarina e seus derivados sobre o desenvolvimento

embrionario (progressao para a primeira clivagem)

Compostos CEso - média + EPM (UM)
Cumarina (1) 529+ 1.15
3- hidroxicumarina (2) 4.84 +0.20
4- hidroxicumarina (3) 4.74 +0.18
6- hidroxicumarina (4) 4.87 +0.22
7- hidroxicumarina (5) 4.68 + 0.22
6,7- dihidroxicumarina (6) 4.69 + 0.15

6-metoxi-7- hidroxicumarina (7) 4.81 +0.22
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4.22 Efeito fotoprotetor da cumarina e seus derivados sobre zigotos expostos
a UVB: tratamento prévio a irradiagao.

Em uma primeira abordagem experimental, os zigotos foram tratados com os
compostos antes da irradiacdo com UVB. Para evitar o bloqueio do desenvolvimento
embrionério, ambos os compostos foram utilizados na concentracdo de 1 uM. Na
progresséo para a primeira clivagem, a UVB (0,9 kJ m™) induziu um bloqueio de 42,0
+ 0,9%. O tratamento prévio com a cumarina diminuiu o efeito embriotoxico da UVB
em 20,3 + 1,2%. Resultados similares foram obtidos quando os embribes foram
previamente tratados com a 3-hidroxicumarina (2), a qual diminuiu o efeito inibitorio
da UVB em 21,3 + 1,8%. No entanto, os compostos 3-7 ndo alteraram os efeitos
deletérios induzidos pela UVB em zigotos. Resultados similares foram obtidos na

progressao para a segunda clivagem (grafico 22).
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Grafico 22: Efeito fotoprotetor da cumarina e seus derivados zigotos expostos a UVB: tratamento
prévio a irradiacdo. O percentual de embrides que atingiram a primeira clivagem (A) e a segunda
clivagem (B) € mostrado. Os dados foram expressos como média + EPM de 3 experimentos
realizados em triplicata e de maneira independente. Os grupos representados com letras diferentes
séo significativamente diferentes, de acordo com o teste one-way ANOVA seguido pelo pds teste de
Tukey (P<0,05). (NT) Nao tratado; (1) cumarina; (2) 3-hidroxicumarina; (3) 4-hidroxicumarina; (4) 6-

hidroxicumarina; (5) 7-hidroxicumarina; (6) 6,7-dihidroxicumarina; (7) 6-metoxi-7-hidroxicumarina.
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4.23 Efeito fotoprotetor da cumarina e do 3-cumarinol sobre zigotos expostos a
UVB: Tratamento ap0és a irradiacao

Em seguida, fomos investigar o efeito fotoprotetor da cumarina (1) e da 3-
hidroxicumarina (2) sobre o desenvolvimento embrionéario, apos a exposi¢cdo a UVB.
A UVB (0,9 kJ m™) inibiu a progresséo para a primeira clivagem em 44,0 + 1,1%. O
pos-tratamento com a cumarina (1,1 uM) nao alterou os efeitos deletérios induzidos
pela UVB. De modo similar, o pos-tratamento com a 3-hidroxicumarina (2, 1 yM) nao
diminuiu os efeitos inibitérios da UVB sobre a primeira divisdo celular. Resultados
similares foram obtidos para a progresséo para a segunda clivagem (grafico 23).
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Grafico 23: Efeito fotoprotetor da cumarina e da 3-hidroxicumarina sobre zigotos expostos a UVB:

tratamento posterior a irradiacdo. O percentual de embrides que atingiram a primeira clivagem (A) e a

segunda clivagem (B) é mostrado. Os dados foram expressos como média + EPM de 3 experimentos

realizados em triplicata e de maneira independente. Os grupos representados com letras diferentes

sédo significativamente diferentes, de acordo com o teste one-way ANOVA seguido pelo pés teste de
Tukey (P<0,05). (NT) N&o tratado; (1) cumarina; (2) 3-hidroxicumarina;
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4.24 Efeito fotoprotetor da cumarina e da 3-hidroxicumarina sobre gametas
expostos a UVB: Tratamento prévio a irradiagao

Adicionalmente, também foi investigado o efeito fotoprotetor da cumarina (1, 1
MM) e da 3-hidroxicumarina (2, 1 yM) em espermatozoides ou Ovulos expostos a
UVB. A progressao para a primeira clivagem foi inibida pela UVB em 52,1 + 1,5%
(espermatozoides irradiados - 0.056 kJ m™) e 43.4 + 2.4% (6vulos irradiados - 0.45
kJ m?). O tratamento prévio com a cumarina (1) reduziu de forma relevante os
efeitos deletérios da UVB sobre a primeira clivagem, apresentando percentuais de
inibicdo de 17,6 + 3,9% (espermatozoides irradiados - 0.056 kJ m?) e 6,2 + 2,4%
(6vulos irradiados - 0.45 kJ m™). De modo semelhante, o tratamento prévio com a 3-
hidroxicumarina (2) diminuiu os efeitos deletérios da UVB para 18,1 + 3,9%
(espermatozoides irradiados - 0.056 kJ m?) e 6,7 + 2,0% (6vulos irradiados - 0.45 kJ
m™). Resultados similares foram obtidos na progresséo para a segunda clivagem
(gréfico 24).
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Grafico 24: Efeito fotoprotetor da cumarina e da 3-hidroxicumarina sobre gametas expostos a UVB:
tratamento prévio a irradiacdo. O percentual de embrides que atingiram a primeira clivagem (A) e a
segunda clivagem (B) é mostrado. Os dados foram expressos como média + EPM de 3 experimentos
realizados em triplicata e de maneira independente. Os grupos representados com letras diferentes
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Tukey (P<0,05). (NT) N&o tratado; (1) cumarina; (2) 3-hidroxicumarina;
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4.25 Efeito fotoprotetor da cumarina e da 3-hidroxicumarina sobre gametas
expostos a UVB: Tratamento ap0s a irradiacao

Nesse ensaio, 0s espermatozoides ou os Ovulos foram tratados com a
cumarina (1) ou com a 3-hidroxicumarina (2) apds a irradiagdo com a UVB. A
progressdo para a primeira clivagem foi inibida pela UVB em 46,4 + 1,2%
(espermatozoides irradiados - 0.056 kJ m™@) e 44,8 + 1,4% (6vulos irradiados - 0.45
kJ m™). O pés-tratamento com a cumarina (1, 1 uM) ndo alterou os efeitos deletérios
induzidos pela UVB em ambos os tipos celulares. De modo similar, o pds tratamento
com a 3-hidroxicumarina (1, 1 yM) também n&o diminuiu o efeito inibitério da UVB.
Resultados similares foram obtidos na progresséo para a segunda clivagem (grafico
25).
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Grafico 25: Efeito fotoprotetor da cumarina e da 3-hidroxicumarina sobre gametas expostos a UVB:
tratamento apés a irradiacdo. O percentual de embrides que atingiram a primeira clivagem (A) e a
segunda clivagem (B) é mostrado. Os dados foram expressos como média + EPM de 3 experimentos
realizados em triplicata e de maneira independente. Os grupos representados com letras diferentes
sdo significativamente diferentes, de acordo com o teste one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de
Tukey (P<0,05). (NT) N&o tratado; (1) cumarina; (2) 3-hidroxicumarina;
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4.26 Efeito da cumarina e da 3-hidroxicumarina na atividade de
transportadores ABC — Ensaio de acumulo intracelular de C-AM

Em seguida, fomos investigar o efeito da cumarina e da 3-hidroxicumarina na
atividade de transportadores ABC de zigotos, utilizando o ensaio de acumulo
intracelular de C-AM. A cumarina (1 pM) ndo aumentou a concentracdo intracelular
de calceina fluorescente nos embrides de 2-4 células. A MIF nesse tratamento foi de
76,8 + 3,6 comparado com o grupo controle, cuja MIF foi de 86,8 + 2,6. Em
contrapartida, a 3-hidroxicumarina aumentou a IMF para 1324 + 57,
aproximadamente 1,4 vezes comparado com o grupo controle (grafico 26). O VP
(controle positivo, 10 uM) aumentou a IMF para 200,3 + 4,4, 0 que corresponde a
aproximadamente duas vezes quando comparado com O grupo controle. As
fotomicrografias fluorescentes, representativas desse ensaio, sdo mostradas na

figura 33.
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Grafico 26: Efeito da cumarina e da 3-hidroxicumarina sobre a atividade de transportadores ABC —
Ensaio de acimulo da C-AM. Os dados foram expressos como intensidade média de fluorescéncia
(IMF) + EPM de 3 experimentos realizados em triplicata e de maneira independente. Os grupos
representados com letras diferentes sdo significativamente diferentes, de acordo com o teste one-way
ANOVA seguido pelo pés teste de Tukey (P<0,05). u.a.: unidades arbitrarias de fluorescéncia; (1)

cumarina; (2) 3-hidroxicumarina;
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Figura 33: Fotomicrografias de embribes de 2-4 células tratados com VP, cumarina ou 3-

hidroxicumarina e incubados com C-AM.
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4.27 Efeito da cumarina e da 3-hidroxicumarina na atividade de
transportadores ABC — Ensaio da resisténcia a vimblastina

A menor concentragédo de vimblastina (100 nM) nao inibiu o desenvolvimento
embrionério inicial. No entanto, a progresséo para a primeira clivagem foi fortemente
blogueada quando os zigotos foram tratados com a maior concentracdo de
vimblastina (400 nM). O co-tratamento da vimblastina com o verapamil (10 pM)
bloqueou, de forma relevante, o desenvolvimento embrionério. O tratamento dos
zigotos com a cumarina nao reverteu a resisténcia a vimblastina. Em contraste, a 3-

hidroxicumarina (1 M) potencializou os efeitos inibitérios da vimblastina (grafico 27).
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Grafico 27: Efeito da cumarina e da 3-hidroxicumarina sobre a atividade de transportadores ABC —
Ensaio de resisténcia a vimblastina. Os dados foram expressos como intensidade média de
fluorescéncia (IMF) + EPM de 3 experimentos realizados em triplicata e de maneira independente. Os
grupos representados com letras diferentes sé@o significativamente diferentes, de acordo com o teste
one-way ANOVA seguido pelo pos teste de Tukey (P<0,05). u.a.: unidades arbitrarias de
fluorescéncia; NT: néo tratado; (1) cumarina; (2) 3-hidroxicumarina,
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5 DISCUSSAO

A radiacdo UV é um fator fisico que induz efeitos diretos e indiretos no
ecossistema e interacgdes tréficas nos ambientes terrestres e aquaticos (CALDWELL
et al.,, 1998; HADER et al., 2007). Os niveis ambientais de UVA e UVB variam de
acordo com uma série de fatores, tais como: temperatura, velocidade do vento,
cobertura de nuvens, latitude, longitude, altitude, posicdo didria e sazonal do sol,
conteldo do ozénio estratosférico e reflexdo do solo (DIFFEY, 1991). Em
ecossistemas marinhos, além dos fatores supracitados, a radiacdo UV é afetada
também pela transparéncia da agua, que depende principalmente das propriedades
Opticas da agua, do material dissolvido, da concentracdo de fitoplancton, e da
densidade de particulas suspensas (SOMMARUGA R;G, 2006).

Os ouricos-do-mar, por apresentarem um processo de fertilizacdo e
desenvolvimento embrionario externos, constituem um excelente modelo
experimental para a investigagdo dos efeitos da radiacdo UV em organismos
marinhos (BONAVENTURA et al., 2005), bem como para a prospecgdo de
compostos com propriedades fotoativas. Além disso, a identificacdo da expressao e
atividade de transportadores ABC (SAMANTA et al., 2006; DE SOUZA et al., 2010;
GOKIRMAK et al., 2012) legitima a utilizagdo de 6vulos e embrides de ouri¢cos-do-
mar em estudos investigando o papel fotoprotetor dessas proteinas e em estudos
que visam a prospeccdo de compostos com atividade moduladora de
transportadores ABC.

No presente trabalho, demonstrou-se o envolvimento de transportadores ABC
na resisténcia do desenvolvimento embrionario contra os efeitos danosos da
radiacdo UVA e UVB. Foi demonstrado, ainda, o efeito fotoprotetor da cumarina e da
3-hidroxicumarina contra a UVB, e a propriedade da 3-hidroxicumarina em bloquear
a atividade de transportadores ABC em gametas e embrides de ourico-do-mar.

O principal método de medicdo da radiagdo UV ambiental é realizado por
satélite e é determinado em valores numéricos por meio do indice ultravioleta (IUV).
O IUV é uma medida de intensidade da radiacdo UV solar ambiental total relevante
aos efeitos sobre a pele humana e representa o valor maximo diario da UVA e UVB
que atinge a superficie do planeta. De acordo com esses valores, no Brasil, a
intensidade média diaria de radiacdo UV total varia de 2,3 kJ m™ (29°4’S; 53°8'W) a
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35,5 kJ m? (5° 5'S; 35°1'W) (YAGURA et al., 2011; SCHUCH et al., 2012). A
intensidade meédia de radiagdo UV na area de estudo (7°0°'S, 34°4’'W) é de
aproximadamente 5,94 kJ m™, correspondendo a uma dose média de 5,643 kJ m™
de UVA e 0,297 kJ m? de UVB (INPE).

A exposicao de gametas e embrides de ourigcos-do-mar a radiacdo UV pode
induzir a formacdo de dimeros de pirimidina, e outros tipos de danos ao DNA
(LESSER et al., 2001; LESSER;BARRY, 2003), além de um aumento na producao
de ROS (LU;WU, 2005b). Outros efeitos secundarios também séo relacionados com
a radiagcdo UV, entre eles podemos destacar: as alteracbes na expressao de
proteinas do ciclo celular, como a p53, a p21 e a cdc2 (LESSER et al.,, 2003);
aumento na expressao de proteinas de resposta ao estresse, como a hsp70, a MAP
cinase e a 14-3-3¢ (BONAVENTURA et al., 2005; RUSSO et al., 2010); perda da
integridade de membrana (PRUSKI et al., 2009); e perda da funcdo mitocondrial
(LU;WU, 2005a). Esses efeitos deletérios sdo capazes de inibir a fertilizacdo e o
desenvolvimento embrionario ou causar malformacdes nas larvas desses animais.

Os nossos dados demonstraram que 0s espermatozoides, os Ovulos e 0s
zigotos de E. lucunter sdo resistentes a doses de UVA de relevancia ambiental (3,6
a 14,4 kJ m) (grafico 1). Adams e Shick (2001), obtiveram resultados semelhantes
onde mostraram que o desenvolvimento embrionario inicial e tardio do ourico-do-mar
Strongylocentrotus droebachiensis ndo foi sensivel a irradiagdo com UVA em doses
até 152 kJ m™. Alguns estudos demonstraram que a PAR, também chamada de luz
branca, e a radiacdo UVA ativam o fotorreparo mediado pela enzima fotoliase
(AKIMOTO;SHIROYA, 1987a; b). Esses dados podem explicar a prevencéo/reversao
dos danos induzidos pela UVA em gametas e zigotos de E. lucunter. Além disso, a
resisténcia a UVA, em gametas e embrides de ouricos-do-mar, também € atribuida a
presenca de pequenas moléculas antioxidantes, tais como: acido ascorbico
(vitamina C), carotenoides, ovotidis e aminoacidos semelhantes a micosporina.
Esses compostos previnem danos ao desenvolvimento embrionario induzidos pela
geracao de ROS (DUNLAP;YAMAMOTO, 1995; SHICK et al., 1996; ADAMS;SHICK,
2001).

De fato, a geracgdao intracelular de ROS em espermatozoides, 6vulos e zigotos
expostos & UVA (3,6, 7,2 e 14,4 kJ m™) foi a mesma comparada com 0 grupo nao
irradiado (graficos 2 e 3). Hoerter e colaboradores (2008) obtiveram os mesmos

resultados em pesquisas com fibroblastos humanos. Os autores observaram uma
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elevacao dos niveis intracelulares do anion superéxido mitocondrial (O2") apenas em
doses de UVA superiores a 90 kJ m™, cerca de 6 vezes maiores que as doses
utilizadas nesse estudo. De forma semelhante, Shorrocks e colaboradores (2008)
demonstraram que queratinécitos humanos tinham seus niveis de ROS elevados
somente em doses de UVA superiores a 100 kJ m™. Assim, esses dados sugerem
que a exposicdo a UVA, nas doses analisadas, ndo altera os niveis intracelulares de
ROS em gametas e zigotos de E. lucunter, provavelmente devido a presenca de
diversos mecanismos de depuracédo de ROS.

De modo diferente dos resultados obtidos com a UVA, os espermatozoides,
ovulos e zigotos de E. lucunter foram sensiveis a exposi¢cdo a UVB (graficos 4, 5 e
6). Estudos tém demonstrado diferentes niveis de sensibilidade a UVB entre
gametas e células embrionarias de diversas espécies de ouricos do mar. Au e
colaboradores (2002) mostraram que a irradiacdo dos espermatozoides de
Anthocidaria crassispina inibiu a fertilizacdo na dose de 54 kJ m? de UVB,
demonstrando uma maior resisténcia dessa espécie de Peng Chau (Hong Kong)
comparado com E. lucunter, cujo bloqueio da fertilizagcdo foi obtido em doses 1,5
vezes menores. Em contraste, os espermatozoides de E. lucunter foram mais
resistentes a UVB que o0s espermatozoides de Sphaerechinus granularis. Os
gametas masculinos dessa espécie da Baia de Banyuls (Franca) apresentaram
alteracdes morfologicas e diminuicdo da capacidade de fertilizacdo em doses de
2,218 kJ m™, 1,36 vezes menores que em E. lucunter (PRUSKI et al., 2009).

A exposicdo dos o6vulos de E. lucunter a UVB ndo bloqueou a fertilizacdo
(dados ndo mostrados), mas atrasou o desenvolvimento embrionario a partir de
doses de 0,112 kJ m™ (gréfico 5). Resultados semelhantes foram obtidos por Nahon
e colaboradores (2009) em estudos com o ourico-do-mar Strongylocentrotus
purpuratus. Os autores obtiveram um blogueio de aproximadamente 80% na
progressao para a primeira clivagem apos a exposicao dos évulos a uma dose de
7,6 kJ m™. O mesmo percentual de bloqueio em E. lucunter foi obtido com uma dose
4 vezes menor. Esses dados demonstram uma maior sensibilidade dos ovulos de E.
lucunter a UVB em comparacdo com o S. purpuratus. Uma possivel explicacdo para
essa diferenca entre as duas espécies pode estar na expressdo e atividade
diferencial de proteinas de resposta ao estresse induzido por radiacdo UV. Em S.
purpuratus, diversos mecanismos proteicos e ndo proteicos sdo responsaveis pela
protecdo contra os efeitos deletérios da UVB (CAMPANALE et al., 2011). Alguns
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desses mecanismos podem estar ausentes em E. lucunter e estudos adicionais sao
necessarios para um completo entendimento da sensibilidade dos Ovulos de E.
lucunter a UVB. De modo semelhante, diferencas nas respostas a UVB também
foram relatadas em embribes de zebra fish (Danio rerio). Yang e colaboradores
(2012) demonstraram que espécimes obtidos no aquério de Seul (Coreia-do-sul)
apresentaram um aumento na producdo de ROS e uma inducdo de apoptose
quando os embrides foram expostos & dose de 0,5 kJ m™. Em contraste, Dong e
colaboradores (2007), estudando espécimes obtidos na Flérida (EUA) verificaram
malformacdes nos estagios mais tardios do desenvolvimento somente em embrides
expostos a doses superiores a 9,3 kJ m?,

Os zigotos de E. lucunter também foram mais sensiveis a UVB que os zigotos
de Strongylocentrotus droebachiensis das llhas de Shoals (Golfo do Maine, EUA). A
exposicdo & UVB (45 kJ m™) induziu uma reducdo da viabilidade celular, além
promover danos no DNA e superexpressao de genes regulatérios do ciclo celular,
tais como p53 e p21 (LESSER;BARRY, 2003; LESSER et al., 2003). No entanto,
zigotos de E. lucunter foram mais resistentes a UVB em comparagcdo com outras
espécies. A irradiacdo de embrides de Hemicentrotus pulcherrimus, na dose de 0,05
kJ m?, induziu anormalidades morfolégicas em embries de 8 ou 16 células
(AKIMOTO et al., 1983). A exposicdo de embrides de 16 células de Paracentrotus
lividus & 0,4 kJ m™ inibiu a gastrulacdo e induziu um aumento na expressdo de
diversos genes envolvidos nas respostas ao estresse (RUSSO et al., 2010; RUSSO
et al., 2014). Todos os trabalhos supracitados foram conduzidos em espécies que
habitam aguas temperadas e sdo adaptadas a temperaturas na faixa de 4 a 18°C.
Um dos poucos trabalhos que investigou o efeito da radiacdo UV em ouricos-do-mar
de &guas tropicais, adaptados a temperaturas entre 26 a 30°C, é o de Lister e
colaboradores (2010). Os autores realizaram um estudo in situ e demonstraram que
as larvas do ourico-do-mar Tripneutes gratilla, coletado nas llhas Cook, Nova
Zelandia (18°85’ S, 159°75'L), ndao apresentaram anormalidades morfolégicas, nem
danos oxidativos em lipidios ou proteinas, quando expostas a UVA (970,9 kJ m™).
No entanto, a exposi¢do de larvas a UVB induziu malformagdes, além de danos
oxidativos em proteinas e superexpressdo de enzimas de resposta ao estresse.
Esses dados corroboram com os obtidos em E. Lucunter, demonstrando resisténcia

a UVA e sensibilidade & UVB em espécies de ouricos-do-mar de aguas tropicais.
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De modo semelhante aos resultados obtidos com a UVA, a exposi¢do a UVB
nao alterou os niveis intracelulares de ROS em gametas e zigotos de E. lucunter
(graficos 8 e 9). Assim, o atraso/bloqueio no desenvolvimento embrionario, induzido
pela UVB, ndo pode ser atribuido a um aumento nos niveis intracelulares de ROS.
Lu e Wu (2005b) demostraram um aumento nos niveis intracelulares de ROS em
espermatozoides do ourico-do-mar Anthocidaris crassispina expostos a doses acima
de 10 kJ m™? de UVB. Nessas doses, a integridade de membrana e a capacidade de
fertilizacdo dos espermatozoides foram afetadas. No presente trabalho, ndo foram
analisadas doses superiores & 3,6 kJ m? uma vez que estas doses inibem o
processo de fertilizagdo (dados ndo mostrados) e o objetivo do estudo era analisar a
consequéncia da exposicdo dos espermatozoides a UVB no desenvolvimento
embrionario.

N&o ha relatos na literatura sobre estudos avaliando a exposicdo de 6vulos e
zigotos de ouricos-do-mar a UVB e os niveis de ROS. No entanto, a elevada
atividade antioxidante nesses tipos celulares tem sido extensivamente avaliada
(LESSER et al., 2003; AGCA et al., 2009; LISTER et al., 2010; RUSSO et al., 2010;
RUSSO et al., 2014). Adicionalmente, Hideg e colaboradores (2013) sugerem que
doses baixas de UVB induzem uma resposta ao estresse, estimulando a expressao
e atividade de varias enzimas depuradoras de ROS que protegem as células
vegetais do estresse oxidativo. Dessa forma, sugerimos que os niveis intracelulares
de ROS em Ovulos ou zigotos de E. lucunter expostos a UVB permanegam em
niveis basais devido a uma elevada capacidade de depuracao de ROS.

Os efeitos deletérios da UVB em gametas e embrides de E. lucunter foram
atenuados quando o desenvolvimento embrionario foi conduzido sob a luz visivel
(graficos 10, 11 e 12). Estudos anteriores também relataram que o efeito inibitério da
UVB sobre a gastrulacdo é completamente revertido pela subsequente exposicao a
luz visivel (AMEMIYA et al.,, 1986). Esses dados podem ser explicados pelo
mecanismo de fotorreparo que utiliza a energia da luz, com comprimento de onda
entre 320 e 500 nm, para reparar o DNA em uma reacdo conhecida por ser
completamente livre de erro (SANCAR, 2003). Esse processo € mediado pela
fotoliase, uma enzima amplamente conservada entre procariotos e eucariotos
(ESSEN;KLAR, 2006). Isely e colaboradores (2009) demostraram que o0 mRNA da
fotoliase estava presente em niveis elevados nas gbnadas, 6vulos fertilizados,

blastula, prisma e no estagio larval do ourico-do-mar Sterechinus neumayeri. Esses
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autores sugeriram que a expressao da fotoliase em ouricos-do-mar € induzida pela
exposicdo a UVB, sendo dependente da profundidade da coluna de &gua. Até o
presente momento, ndo ha relatos na literatura sobre a expresséo ou a atividade da
fotoliase em E. lucunter. Entretanto, o presente trabalho sugere, fortemente, a
presenca de um mecanismo de fotorreparo; mecanismo, este, responsavel pela
resisténcia de espermatozoides, 6vulos e zigotos de E. Lucunter a exposicéao a UVB.

Adicionalmente, investigou se os danos no desenvolvimento embrionario
inicial, induzidos pela exposicdo de gametas e zigotos a UVB, persistiam até o
desenvolvimento da larva pluteos. Apenas o desenvolvimento larval derivado de
espermatozoides irradiados foi sensivel a UVB. As larvas submetidas a esse
tratamento apresentaram malformacfes nas espiculas e no trato gastrointestinal
(dose de 1,8 kJ m™) ou tiveram o desenvolvimento embrionario interrompido durante
a gastrulacdo (dose de 1,8 kJ m?) (figura 30). Ndo ha relato na literatura de
trabalhos investigando a consequéncia da exposi¢cdo de espermatozoides a UVB no
desenvolvimento larval de ouricos-do-mar. No entanto, os efeitos deletérios nas
larvas de E. Lucunter, submetidas a esse tratamento, foram os mesmos observados
no estudo de Bonaventura e colaboradores (2005). Estes autores observaram
malformagdes no esqueleto e no intestino das larvas, quando embrides de
Paracentrotus lividus - no estagio de blastula - foram irradiados com doses de UVB
acima de 0,3 kJ m™2. Além disso, foi verificada uma reducao, induzida pela UVB, da
expressdo do gene SM-30, um gene codificador de proteinas esqueletogénicas.
Resultados semelhantes foram obtidos por Nahon e colaboradores (2009) em larvas
do ourico-do-mar Sphaerechinus granularis derivadas de embrides irradiados no
estagio de prisma (0,045 kJ m?). Lesser e colaboradores (2003) também
demonstraram uma diminuicdo da sobrevivéncia de larvas do ourico-do-mar
Strongylocentrotus droebachiensis e da bolacha da praia Echinarachnius parma
derivados de zigotos, blastulas, géastrulas e prismas expostos a UVB. As
informacBes sobre o efeito da UVA ou UVB nos diferentes tipos celulares de
diversas espécies de ouricos-do-mar sdo sumarizadas no quadro 2.

Os trabalhos citados anteriormente séo diferentes dos obtidos nesse estudo,
onde a exposicao de zigotos e prismas a UVB nédo induziu efeitos deletérios e nem
atrasou o desenvolvimento larval de E. lucunter. Esses dados sugerem uma maior
resisténcia de embrides dessa espécie em relacdo a P. lividus, S. granularis, S.

droebachiensis e E. parma, o que pode ser atribuido a maior expresséo e atividade
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de proteinas de resposta ao estresse, como, por exemplo, os transportadores ABC.
No entanto, ndo h& relatos na literatura acerca da expressdo ou atividade de
transportadores ABC em S. granularis, S. droebachiensis ou E. parma. Assim,
estudos devem ser conduzidos nestas espécies para uma elucidacédo do papel dos

transportadores ABC e o grau de sensibilidade a UVB nas mesmas.

Quadro 2: Comparacao entre a sensibilidade a radiacdo UV em diversas espécies de ouricos-do-mar.

L Amostra . A
Espécie Dose : . Efeito Referéncia
irradiada
S. 2 . Resisténcia a ADAMS;SHICK
droebachiensis UVA (152 kI m™) Zigotos UVA (2001)
A. crassispina UVB (5,4 kJ m?) Espermatozoides Imb_u_;ao ga AU et al. (2002)
fertilizagcéo
: 2 , Inibicéo da PRUSKI et al.
S. granularis UVB (2,2 kd m™) Espermatozoides fertilizagdo (2009)
A. crassispina UVB (10 kI m™) Espermatozoides Imb_u_;ao ga LU;WU (2005b)
fertilizagcéo
2 . Inibicdo da 12 NAHON et al.
S. purpuratus UVB (7,6 kI m™) Ovulos clivagem (2009)
S. 2 Zigotos, blastulas e Reducéo da LESSER et al.
droebachiensis UVB (45 kJ m™) gastrulas viabilidade celular (2003)
H. 2 Embrides de 8 ou 16  Malformag¢des na  AKIMOTO et al.
pulcherrimus UVB (0,05 kI m™) células gastrulacéo (1983)
o 2 Embrides de 16 Inibicéo da RUSSO et al.
P. lividus UVB (0.4 kI m™) células gastrulagdo (2014)
P. lividus UVB (0,3 kd m?) Blastulas Malformagges  BONAVENTURA
nas larvas et al. (2005)
P lividus  UVB (0,045 kJ m?) Prismas Malformagoes NAHON et al.
nas larvas (2009)
. 2 Anormalidades LISTER et al.
T. gratilla UVB (32,2 kI m™) Larvas morfolégicas (2010)

Os nossos dados também demonstram uma maior resisténcia de 6vulos e

embribes em relagcdo aos espermatozoides de E. lucunter, uma vez que o
desenvolvimento larval foi prejudicado apenas quando os gametas masculinos foram
expostos a UVB. Além disso, nos experimentos onde avaliamos a consequéncia da

irradiacdo de gametas e zigotos no desenvolvimento embrionario inicial,
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demonstramos uma maior sensibilidade dos espermatozoides a UVB em relagédo aos
Ovulos e zigotos. De acordo com os valores da DEsg apresentados na tabela 1, todos
0s estagios do desenvolvimento embrionario monitorados foram inibidos em
menores doses quando os espermatozoides foram expostos a UVB. De acordo com
a mesma tabela, verificamos que os O6vulos foram mais sensiveis a UVB em
comparagao com 0s zigotos, uma vez que os valores da DEsy sdo menores para 0s
gametas femininos, em relacdo aos zigotos. Resultados semelhantes foram obtidos
por Nahon e colaboradores (2009), cujo trabalho demonstrou que o0s
espermatozoides de S. granularis foram 6 vezes mais sensiveis a UVB em
comparacdo com o0s Ovulos, e os gametas femininos foram 1,42 vezes mais
sensiveis a UVB que os embrides.

Diversos fatores podem explicar a maior sensibilidade dos gametas
masculinos a UVB em comparacdo aos gametas femininos e aos zigotos: a auséncia
de uma protecdo bioquimica contra UVB nos espermatozoides, tais como o0s
aminoacidos semelhantes a micosporina; um limitado potencial antioxidante devido
ao seu reduzido volume citoplasmatico; uma baixa capacidade de reparo de DNA; e
elevada sensibilidade a peroxidacao de lipidios (AITKEN et al., 1998; DONNELLY et
al., 2000; ADAMS;SHICK, 2001).

Em contraste, os 6vulos apresentam mecanismos de defesa bioquimicos que
previnem os efeitos deletérios da radiacdo UV. Entre esses mecanismos podemos
citar: elevada concentracdo de aminoacidos semelhantes a micosporina,;
mecanismos de fotorreparo e reparo por excisdo de bases; e presenca de enzimas
depuradoras de ROS (DAHMS;LEE, 2010). Alguns trabalhos sugerem que o0s
embribes adquirem resisténcia a UVB conforme o progresso no desenvolvimento
embrionario. Amemiya e colaboradores (1986) demonstraram que a gastrulacdo de
H. pulcherrimus é inibida de forma mais eficiente pela UVB quando a irradiacdo é
realizada nos estagios iniciais do desenvolvimento. A exposicdo de embrides de P.
lividus & UVB induziu mais alteragcbes morfolégicas em morulas irradiadas, em
comparacao com blastulas irradiadas (BONAVENTURA et al., 2006).

Aléem dos mecanismos intracelulares, citados no paragrafo anterior, um fator
relevante, e que é considerado como a primeira linha de defesa contra estresses
quimicos, fisicos, e biolégicos, principalmente em organismos cuja fertilizagdo e o

desenvolvimento embrionario sdo externos, é a atividade de bombas de efluxo,

também conhecidas como transportadores ABC (DEAN et al., 2001). A expressao e
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atividade dos transportadores ABC tem sido descritas em évulos, espermatozoides e
embrides de invertebrados marinhos. De Souza e colaboradores (2010)
demonstraram a atividade de transportadores ABC em 6évulos de E. lucunter. Silva-
Neta e colaboradores (2012) mostraram que a atividade dos transportadores ABCB1
e ABCC1 também ocorre em espermatozoides de E. Lucunter, sendo, no entanto,
menor do que a observada em Gvulos da mesma espécie; porém, a atividade destes
transportadores, no gameta masculino, € crucial para o sucesso da fertilizacao.
Entretanto, os estudos demonstram que a atividade dos transportadores ABC é
nitidamente maior durante a embriogénese. Alguns autores relataram uma
expressiva elevacdo na atividade dessas proteinas nos primeiros 25 minutos apos a
fertilizacdo (HAMDOUN, A. M. et al., 2004; DE SOUZA et al., 2010). Esse aumento é
dependente da polimerizacao dos filamentos de actina e fusao dos granulos corticais
com a membrana do zigoto (WHALEN et al., 2012). Estudos realizados ao longo de
trés dias de desenvolvimento embriondrio, desde o zigoto até estagio de prisma,
demonstraram a expressao de 20 tipos de transportadores ABC (SHIPP;HAMDOUN,
2012). Os autores verificaram que a expressdo de 7 genes, de um total de 20, ndo
se encontrava presente durante o estégio inicial do desenvolvimento, e somente era
elevada apos o estagio de blastula.

Sabendo do papel relevante destes transportadores como barreiras
bioquimicas contra agentes estressores (HAMDOUN;EPEL, 2007; EPEL et al., 2008;
BOSNJAK et al., 2009), foi levantada a hipétese de que a maior resisténcia a UVB
nos embrides, em relagcdo aos gametas, poderia estar relacionada ao aumento na
atividade dos transportadores ABCB1 e ABCCL1 apés a fertilizagdo. Assim, decidiu-
se investigar o envolvimento dos transportadores ABC na protecdo de gametas e
embrides de E. lucunter contra os efeitos deletérios da UVB, utilizando como
ferramentas farmacologicas a REV205, um bloqueador do transportador ABCB1
(SHAROM et al.,, 1999), e o MK571, um bloqueador do transportador ABCC1
(GEKELER et al., 1995).

Os blogueadores de transportadores ABC per si nao inibiram o
desenvolvimento embrionario inicial e ndo induziram alteragbes morfologicas nos
embrides de E. lucunter (grafico 13). No entanto, o tratamento de espermatozoides
com os bloqueadores REV205 (10 puM) ou MK571 (10 pM), e a sua posterior
irradiacdo com UVA, comprometeu o desenvolvimento embrionario dos zigotos

formados com estes gametas, reduzindo o percentual do desenvolvimento (graficos
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14A-B). O mesmo nao foi observado para o tratamento de 6vulos ou zigotos com
REV205 (10 puM) ou MK571 (10 uM), e a posterior exposi¢cao a UVA (graficos 15A-B
e 16A-B). A auséncia de efeito inibitdrio para esses tratamentos pode ser
relacionada com o fato dos Ovulos e zigotos apresentarem uma maior atividade de
ABCB1 e ABCC1 em relacao aos espermatozoides (DE SOUZA et al., 2010; SILVA-
NETA et al., 2012; TORREZAN et al., 2012) e, por isso, 0 bloqueio completo desses
transportadores requer uma maior concentracdo dos bloqueadores. No entanto,
trabalhos anteriores, realizados pelo nosso grupo, demonstraram que a REV205 (1
ou 10 uM) aumentou (cerca de 3 a 4 vezes) a fluorescéncia intracelular da calceina
em oOvulos e embriBes e reverteu a resisténcia dos embrides a VB em quase 100%.
Esses dados sugerem que uma quantidade relevante de transportadores ABC em
ovulos e zigotos € inibida pela acdo dos bloqueadores nas concentracdes utilizadas,
0 que nos permite descartar a hipotese supracitada. Assim, 0s nossos resultados
mostram que a atividade dos transportadores ABCB1 e ABCCL1 é essencial para a
protecdo dos gametas masculinos contra os efeitos deletérios da UVA, ao mesmo
tempo em que sugerem gue mecanismos adicionais de protecdo contra a UVA
estejam presentes em Ovulos ou zigotos, uma vez que o bloqueio da sua atividade
ndo afetou a resisténcia destas células. De modo semelhante aos nossos dados,
Trindade e colaboradores (1999) mostraram que os bloqueadores do transportador
ABCB1 nédo alteraram a resisténcia a UVA na linhagem leucémica resistente a
multiplas drogas (Lucena-1). Os autores atribuiram a resisténcia a UVA dessa
linhagem ao aumento na atividade da enzima catalase.

Em contraste com os dados obtidos nos experimentos de irradiagdo com
UVA, o bloqueio dos transportadores ABCB1 ou ABCC1, em espermatozoides
exposto a UVB, ndo alterou o desenvolvimento embrionario inicial nos estagios
monitorados, sugerindo que os transportadores ABC ndo estejam envolvidos na
protecdo dos gametas masculinos contra os efeitos deletérios da UVB (graficos 14C-
D). No entanto, o tratamento de Ovulos ou zigotos com o0s bloqueadores, e a
posterior exposicado a UVB, inibiu o desenvolvimento embrionério. O tratamento com
MK571 aumentou a sensibilidade dos 6vulos a todas as doses de UVB analisadas.
Este efeito foi maior quando comparado ao efeito promovido pelo tratamento com
REV205, destacando o papel do transportador ABCC1 na protecéo contra os efeitos
deletérios da UVB em 6vulos (graficos 15C-D). De maneira oposta, o tratamento de

zigotos com REV205 foi mais eficiente na reversdo da resisténcia a UVB,
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demonstrando que a proteina ABCB1 apresenta um papel protetor mais relevante do
que a proteina ABCC1 contra os efeitos deletérios da UVB em células embrionéarias
(graficos 16C-D)

Em resumo, esses dados mostram um papel protetor diferencial dos
transportadores ABC entre Ovulos e zigotos de E. lucunter. Esse resultado pode ser
explicado por uma provavel expressao diferencial dos transportadores ABCB1 e
ABCC1 em ovulos e zigotos, onde os 6vulos apresentariam uma predominancia do
transportador ABCC1 enquanto que 0s zigotos apresentariam uma maior
predominéncia do transportador ABCBL1.

Adicionalmente, avaliamos o efeito fotoprotetor dos transportadores ABC
sobre o desenvolvimento larval. O tratamento com REV205 ou MK571 induziu
atrasos e malformacdes no desenvolvimento das larvas derivadas de
espermatozoides expostos a UVB (figura 34). Esse resultado mostra que, embora o
bloqueio da atividade dos transportadores ABCB1 e ABCC1 em espermatozoides
ndo comprometa o desenvolvimento embrionario inicial, os provaveis danos
provocados por este bloqueio repercutem tardiamente no desenvolvimento. Efeitos
semelhantes foram obtidos quando os 6vulos foram tratados com REV205 ou
MK571 e posteriormente expostos a UVB. Em contraste, o tratamento de zigotos
com ambos os bloqueadores e a exposi¢cdo a UVB nado afetou o desenvolvimento
larval, demonstrando que apesar do transportador ABCB1 apresentar uma acgao
fotoprotetora para o desenvolvimento embrionario inicial, esse papel ndo € relevante
para o desenvolvimento tardio. O mesmo resultado foi obtido no desenvolvimento
larval derivado de embriGes no estagio de prisma submetidos ao tratamento com os
bloqueadores de transportadores ABC e a irradiacdo com UVB.

Um mecanismo que pode explicar o efeito fotoprotetor de transportadores
ABC de gametas e embrifes sobre o desenvolvimento embrionério inicial e larval de
E. lucunter € a via da esfingomielinase. A radiacdo ultravioleta pode promover a
morte celular por apoptose ao induzir a ativacdo da esfingomielinase, enzima
responsavel pela conversdo da esfingomielina em ceramida, um lipidio pro-
apoptotico (ZHANG et al., 2001). Os transportadores ABC estdo envolvidos na
translocacdo da esfingomielina da monocamada citosolica para a monocamada
exoplasmatica da membrana, diminuindo, assim, 0s niveis de esfingomielina
disponiveis para reacdo enzimética mediada pela esfingomielinase citosdlica (AYE

et al., 2009), e prevenindo, desta forma, a inducéo da apoptose (VAN HELVOORT et
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al., 1997; RAGGERS et al.,, 1999; ECKFORD;SHAROM, 2005). A geracdo de
ceramida tem, como consequéncia, a ativacdo da caspase-3, uma protease que €
um dos principais agentes efetores da apoptose (PETTUS et al., 2002). Johnstone e
colaboradores (1999) demonstraram que o transportador ABCB1 protege células
leucémicas da linhagem CEM-CCRF da apoptose dependente de caspase.

No entanto, alguns trabalhos mostram que a apoptose ndo ocorre durante os
estagios iniciais do desenvolvimento embrionario. Thurber e Epel (2007)
demonstraram que, durante o desenvolvimento embrionario, a apoptose raramente
ocorre até os estagios de blastula e gastrula de S. purpuratus. Adicionalmente, Veja
e Epel (2004) mostraram que a apoptose também ndo ocorre nos estagios iniciais do
desenvolvimento embrionario de ouricos-do-mar submetidos a estresse quimico. Em
contraste, Voronina e Wessel (2001) relataram o processo de apoptose em 00citos,
ovulos e embribes no estagio inicial do desenvolvimento embrionario de L.
Variegatus sob condi¢cdes de estresse quimico. Devido a essa contradicdo na
literatura, estudos posteriores precisam ser realizados para investigar se os efeitos
deletérios da radiacdo UV e o mecanismo protetor dos transportadores ABC estéo
relacionados com a inducdo da apoptose em E. lucunter. Além disso, estudos
adicionais precisam ser conduzidos para investigar a participacdo da via da
esfingomielina/ceramida nesse processo.

A atividade de transportadores ABC em embribes de ouricos-do-mar
aumenta, expressivamente, a partir de 25 minutos apés a fertilizacdo (HAMDOUN,
A. M. et al., 2004; DE SOUZA et al., 2010). Portanto, para confirmar o envolvimento
dos transportadores ABC na protecdo contra os efeitos deletérios da UVB, os
zigotos foram irradiados 10 ou 40 minutos apés a fertilizacdo. A UVB inibiu a
progressao para a primeira clivagem apenas quando os zigotos foram irradiados 10
minutos apos a fertilizacdo. Os efeitos negativos sobre o estagio de primeira
clivagem nao foram observados quando os zigotos foram irradiados apds o
estabelecimento da atividade méaxima dos transportadores ABC (grafico 17).
Entretanto, quando os zigotos foram tratados com REV205 e MK571 e irradiados, 40
minutos apos a fertilizacdo, a resisténcia a UVB diminuiu, uma vez que a progressao
para os estagios de primeira e segunda clivagem foi parcialmente bloqueada (grafico
18). O conjunto desses resultados demonstra que a REV205 e o MK571 podem
reverter a resisténcia dos zigotos, a UVB, até mesmo quando os transportadores

ABC estao plenamente ativos. Portanto, os dados aqui apresentados sugerem que a
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resisténcia aos efeitos deletérios da UVB em 6vulos e zigotos de E. lucunter esta
fortemente associada a atividade dos transportadores ABC, ressaltando a relevancia
bioldgica desta familia de proteinas para o desenvolvimento embrionario.

A partir do ensaio de acumulo intracelular de calceina (grafico 20) e da
investigacdo da resisténcia a vimblastina, mediada pelos transportadores ABC
(gréfico 21), foi demonstrada que a atividade dessas proteinas ndo é afetada pela
UVB. Nao houve alteracGes nos niveis de fluorescéncia intracelular de calceina das
células embrionarias irradiadas, independente do protocolo de irradiacéo (irradiacao
dos oOvulos ou irradiagdo dos zigotos). A exposicado dos évulos ou zigotos a UVB
também nao reverteu a resisténcia a vimblastina. Esses resultados divergem dos
obtidos por Dumitriu e colaboradores (2004), que relataram a inibicdo da atividade
dos transportadores ABC em células mononucleares sanguineas expostas a doses
de UVB a partir de 0,6 kJ m? Os autores investigaram a atividade dos
transportadores ABC por meio do ensaio de acumulo intracelular da
carboxifluoresceina succinimida, um substrato fluorescente anibnico que é
transportado por diversas proteinas. Portanto, a divergéncia nos resultados pode ser
explicada pela inespecificidade da sonda utlizada, uma vez que a
carboxifluoresceina succinimida, ao contrario da C-AM, que é transportada
especificamente pelos transportadores ABCB1 e ABCCI, reflete a atividade de
varios tipos de transportadores (HOMOLYA et al., 1993; HOLLO et al., 1994).

O fato de gametas e células embrionarias de E. lucunter serem sensiveis a
UVB, além de apresentarem uma marcante atividade de transportadores ABC, abre
a possibilidade da utilizacdo desses animais como modelo biolégico para a
prospeccao de farmacos fotoativos, assim como moduladores de proteinas ABC, e,
consequentemente, do fen6tipo MDR.

A exposicdo excessiva a radiacdo UV pode causar graves patologias, tais
como: cancer de pele (SETLOW et al., 1993), imunossupressédo (HALLIDAY et al.,
1998), e cegueira (VERHOEFF, 1916), entre outras. Nas Ultimas décadas, tem
surgido um grande interesse na utilizacdo de substancias que podem ser
empregadas na prevencdo dos danos provocados pelo contato excessivo com a
radiacdo UV. A busca por novos farmacos com propriedades fotoativas e que
desenvolvam menos efeitos toxicos é constante, e os produtos de origem natural

sao as principais opgdes nessa linha de pesquisa (NICHOLS;KATIYAR, 2010).
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O fendtipo de resisténcia a multiplas drogas (MDR) é um fator limitante para o
desenvolvimento de novos farmacos na é&rea de oncofarmacologia e
antimicrobianos, tendo em vista que esse fenbmeno € o principal responsavel pela
faléncia terapéutica no tratamento de tumores e infec¢cbes por microrganismos
(JAEGER, 2009). Os transportadores ABCB1 e ABCC1 sao as principais proteinas
relacionadas ao fenétipo MDR (JULIANO;LING, 1976; COLE et al., 1992). Durante
as Ultimas décadas houve uma incessante busca pela descoberta ou sintese de
bloqueadores de transportadores ABC que possam ser utilizados na clinica
(PONTE-SUCRE, 2007). Infelizmente, o progresso nessa area tem sido lento e os
compostos descobertos ou sintetizados ndo foram inseridos no uso clinico, pois
apresentaram uma elevada toxicidade em células normais durante o0s ensaios
clinicos (SHEPS;LING, 2007).

Com base no exposto acima, o préximo passo do presente trabalho foi
investigar a fotoatividade e a atividade moduladora de transportadores ABC da
cumarina e alguns de seus derivados sintéticos (1-7). Os compostos cumarinicos
sdo metabolitos secundarios amplamente encontrados em plantas, bactérias e
fungos (HOULT;PAYA, 1996; KAWASE et al.,, 2001; KANEKO et al.,, 2003). As
propriedades fotoativas de alguns derivados cumarinicos ja foram relatadas. E o
caso das furanocumarinas que apresentaram uma atividade fotoprotetora em
linhagens de Staphylococcus aureus expostas a UVC (BARRETO;SIQUEIRA-
JUNIOR, 1998). No entanto, ndo ha relatos na literatura de trabalhos investigando a
fotoprotecdo nem a atividade bloqueadora de transportadores ABC dos compostos
1-7.

Todos os compostos apresentaram uma marcante embriotoxicidade, uma vez
que inibiram as primeiras divisbes celulares, e a progressdo para o estagio de
morula, em concentracdes a partir 5 uM (grafico 21). De acordo com nossa pesquisa
bibliogréfica, ndo h& relatos sobre o efeito embriotéxico dos compostos 2-7. Em
contraste, Weigt e colaboradores (2012) demonstraram que a cumarina apresentou
um efeito letal e teratogénico em embrides de zebrafish, onde a CEsg foi de 314 puM.
Fort e colaboradores (1998) também demonstraram uma atividade embriotoxica da
cumarina em Xenopus leaves, com uma CEsy de 547 puM. O desenvolvimento
embrionario de E. lucunter foi marcadamente mais sensivel a cumarina que o
desenvolvimento de zebrafish ou de X. leaves, uma vez que os valores de CEsp para

a inibicdo do estagio de primeira clivagem foi de 52,9 uM. A cumarina ja foi objeto de
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estudos clinicos para o tratamento de melanomas devido as suas propriedades
citotéxicas (PEDERSEN et al., 1987).

Os derivados cumarinicos (2-7) bloquearam a primeira divisdo celular de
forma mais efetiva que a cumarina, apresentando valores de CEsp cerca de dez
vezes menores. Analises da relacdo estrutura-atividade dos compostos 1-7
revelaram que a adi¢cao de uma hidroxila nas posigdes 3, 4, 6 ou 7 aumentou o efeito
antimitotico dessa classe. A posicdo da hidroxila nos isdmeros posicionais nao
influenciou a atividade farmacologica dos compostos. Além disso, a adicdo de duas
hidroxilas nas posicdes 6 e 7 (6 — dihidroxicumarina) ou a adicdo de um grupo
metoxi e uma hidroxila nas posicdes 6 e 7, respectivamente (7 — 6-metoxi-7-
hidroxicumarina) também aumentou o efeito antimitético comparado com a cumarina
(1). Esses dados séo corroborados pelo estudo de Arora e colaboradores (1963) que
demonstraram que o0s grupos substituintes no anel cumarinico modificam
notavelmente a reatividade quimica da molécula. Jimenez-Orozco e colaboradores
(2011) também verificaram que a presenca de grupos substituintes é importante
para a poténcia da atividade citotoxica. Diante dessas informacdes nds sugerimos
que a hidroxila ou o grupo metoxi aumentou a afinidade da cumarina a seu alvo
molecular, aumentando assim o efeito citotoxico.

Os derivados 3-7 ndo apresentaram fotoatividade em zigotos de E. lucunter
expostos a UVB. Em contraste, a cumarina e a 3-hidroxicumarina apresentaram uma
relevante atividade fotoprotetora sobre espermatozoides, 6vulos e zigotos expostos
a UVB (grafico 22). O tratamento de gametas e zigotos com ambos 0s compostos
restaurou o percentual de primeira clivagem em relacdo ao grupo irradiado e nao
tratado (graficos 22 e 24). No entanto, o efeito fotoprotetor da cumarina e da 3-
hidroxicumarina s6 foi observado quando o tratamento com ambos os compostos foi
realizado previamente a irradiacéo (graficos 22 e 24 versus gréficos 23 e 25). Esses
dados s@o de grande relevancia farmacologica, uma vez que constitui 0 primeiro
relato direto sobre a atividade fotoprotetora da cumarina e da 3-hidroxicumarina
sobre os efeitos deletérios da UVB. Esses dados despertam, também, um grande
interesse clinico e terapéutico, pois compostos com tais propriedades podem ser
empregados tanto no tratamento contra carcinomas de pele dos tipos melanomas e
nao melanomas, quanto na prevenc¢ao dos efeitos danosos da radiagéo solar.

Apesar de nao haver, na literatura cientifica, relatos da atividade fotoprotetora

dos compostos supracitados, outros compostos de origem natural tiveram suas
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fotoatividades investigadas. Pérez-Sanchez e colaboradores (2014) demonstraram a
atividade fotoprotetora de flavonoides em queratinécitos humanos expostos a UVB
(0,8 ou 1,2 kJ m?), relacionado tal efeito com a atividade antioxidante e a
consequente diminuicdo nos niveis de ROS. Fernandez-garcia (2014) demonstrou a
atividade fotoprotetora de carotenoides e flavonoides em fibroblastos humanos
expostos a UVA, atribuindo a atividade fotoprotetora a diminuicdo do estresse
oxidativo.

O efeito fotoprotetor da cumarina e da 3-hidroxicumarina nédo parece estar
relacionado a depuracdo de ROS, pois a fotoprotecdo ndo € obtida quando o
tratamento com 0s compostos é realizado apos a irradiacdo com a UVB.

Uma vez que a cumarina e a 3-hidroxicumarina apresentaram um efeito
fotoprotetor contra os danos induzidos pela UVB e que os transportadores ABC
estdo envolvidos na fotoprotecdo, decidimos investigar se o efeito fotoprotetor dos
compostos supracitados estaria relacionado com o bloqueio da atividade dos
transportadores. A cumarina nao apresentou efeito sobre a atividade dos
transportadores ABC; entretanto, a 3-hidroxicumarina bloqueou a atividade dos
transportadores ABC, uma vez que 0 composto, na concentracdo de 1 pM,
aumentou o nivel de fluorescéncia intracelular da calceina e diminuiu a resisténcia a
vimblastina, comparado ao grupo controle (grafico 26).

A caracterizacdo do blogueio da atividade dos transportadores ABC pela 3-
hidroxicumarina representa um grande achado farmacol6gico, uma vez que esse
composto pode ser utilizado, em associagdo com drogas antitumorais ou
antibacterianas, para a reversado do fen6tipo MDR, principalmente pelo mesmo ter
apresentado efeito inibitdrio sobre o desenvolvimento embrionéario, o que pode estar
correlacionado a uma potencial atividade antimitética.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que o efeito fotoprotetor
dos compostos cumarinicos ndo estd correlacionado ao bloqueio dos
transportadores ABCB1 e ABCC1, uma vez que a cumarina reverteu os efeitos
deletérios da UVB, apesar de ndo inibir a atividade dos transportadores
supracitados. Entretanto, ndo podemos descartar o efeito da cumarina sobre outros
tipos de transportadores ABC. Apesar da 3-hidroxicumarina bloquear a atividade dos
transportadores ABC, como a REV 205 e o0 MK571, esse composto apresentou um
efeito fotoprotetor e isto pode ser atribuido ao predominio da sua capacidade de

absorcao da radiacdo UV, conforme demonstrado pelo estudo de Goodwin e Pollock
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(1954). Esses autores publicaram uma lista de 29 compostos cumarinicos, entre
eles a cumarina e a 3-hidroxicumarina, que apresentam a propriedade de absorver a
radiacdo ultravioleta na faixa da UVB. Essa hipdtese ainda é reforcada por outros
trabalhos mais recentes. Donovalova e colaboradores (2012) identificaram o
espectro de absorcdo de UVB de oito derivados cumarinicos. Bai e colaboradores
(2014) mostraram que o derivado 6-fluorcumarina absorve radiacdo UV no
comprimento de onda de 319 nm, correspondente ao espectro da UVB.

Em resumo, o presente trabalho descreve, de forma inédita, o papel
fotoprotetor de transportadores ABC em gametas e células embrionarias de ourigo-
do-mar. Esse estudo contribui para a elucidacdo do papel biol6gico dessas
proteinas, que tem sido alvo de estudos desde o final do século passado. Além
disso, relatamos, aqui, um importante papel da 3-hidroxicumarina na inibicdo de
transportadores ABC, além da atividade fotoprotetora da cumarina e da 3-
hidroxicumarina contra os efeitos deletérios da UVB. Esses resultados contribuem
para o conhecimento a cerca das propriedades farmacolbgicas desses compostos e
legitima o desenvolvimento embrionario de ouricos-do-mar como um excelente
modelo experimental para prospeccdo de produtos, naturais ou sintéticos, com
atividade fotoativas ou bloqueadoras de transportadores ABC.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, concluimos que:
os transportadores ABC apresentaram um relevante papel fotoprotetor contra os
efeitos deletérios da UVB e por isso constituem um importante alvo molecular para
estudos sobre o efeito da radiacdo UVB em diversos modelos bioldgicos; a cumarina
e a 3-hidroxicumarina exibiram um importante efeito fotoprotetor contra os danos
induzidos pela UVB em gametas e zigotos de ouricos-do-mar, tornando-se
alternativas terapéuticas para o tratamento de diversas patologias relacionadas a
exposicdo excessiva a UVB; e a 3-hidroxicumarina apresentou uma atividade
bloqueadora de transportadores ABC oferecendo, assim, uma alternativa
farmacoldgica para a reversao clinica do fen6tipo MDR.
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