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IDENTIFICACAO DOS CROMOSSOMOS DE Mazama gouazoubira (ARTIODACTYLA;
CERVIDAE) ENVOLVIDOS EM REARRANJOS INDUZIDOS PELA DOXORRUBICINA

RESUMO - O processo de evolugdo cariotipica dos cervideos a partir de um
ancestral comum e hipotético, que possuia cariétipo com numero dipléide e fundamental
igual a 70, foi marcado por complexos rearranjos cromossdmicos. Este cariétipo foi retido e
pode ser encontrado na espécie Neotropical Mazama gouazoubira, que apresenta variagéao
cromossOmica e esta por sua vez, pode ser explicada pela fragilidade cromossdmica. Este
trabalho teve como finalidade identificar os cromossomos portadores de aberragcbes
cromossOmicas induzidas pela doxorrubicina, e localizar as regides de quebras desses
cromossomos. Foram analisados citogeneticamente 6 animais por meio da coloracao
convencional para a identificacdo e quantificacdo de 9 diferentes tipos de aberracbes
cromossOmicas (anel, dicéntrico, gap cromatidico, gap cromossémico, quebra cromatidica,
quebra cromossémica, forma trirradial, forma quadrirradial e rearranjo) e pelo bandamento G
para a identificagdo precisa dos cromossomos portadores das aberragdes e localizacdo das
regides de quebras desses cromossomos. Os pares cromossOmicos 1, 2,4, 5,6, 7, 15,16 e
o cromossomo sexual X apresentaram aberragbes cromossémicas em todos os animais
analisados. Entre os cromossomos que apresentaram aberracbes cromossdmicas, as
regides em que estas se concentraram com maior frequéncia foram as regides mediana e
distal em relagcdo ao centrébmero. Tais dados sugerem que estas regides dos cromossomos
podem estar mais suscetiveis a fragilidade cromossémica e consequentemente, poderiam

estar envolvidas com a diferenciacéo cariotipica das espécies.

Palavras-chave: Aberragbes cromossdmicas, bandamento G, evolugédo

cromossOmica, veado-catingueiro



Mazama gouazoubira (ARTIODACTYLA,; CERVIDAE) CHROMOSOMES
IDENTIFICATION INVOLVED IN DOXORUBICIN-INDUCED REARRANGEMENTS

ABSTRACT - The process of karyotype evolution of deer from a hypothetical common
ancestor with diploid and fundamental numbers equal to 70 was characterized by complex
chromosomal rearrangements. This ancestral karyotype was retained and it is considered to
be standard for the current Neotropical species, Mazama gouazoubira. Several animals of
this species, analyzed in different studies, showed karyotype variation that can be explained
by chromosomal fragility. This study aimed to identify the chromosomes carrying doxorubicin-
induced aberrations and to locate the regions of chromosome breaks (proximal, middle or
distal). Six animals were analyzed by conventional staining for the identification and
quantification of nine different types of chromosomal aberrations (ring, dicentric, chromatid
gap, chromosomal gap, chromatid break, chromosomal break, triradials form, quadriradials
form and rearrangements) and by G-banding for the precise identification of the
chromosomes that carry aberrations and the regions where the breaks occur. The 1, 2, 4, 5,
6, 7, 15 and 16 chromosome pairs and the X sex chromosome showed chromosomal
aberrations in all analyzed animals. Among all chromosomes that presented chromosomal
aberrations, most of them were located in the middle and distal regions. These data suggest
that the middle and distal regions of the chromosome may be more susceptible to
chromosomal fragility and, consequently, could be involved in the karyotype differentiation of

Mazama species.

Key-words: Brown Brocket Deer, chromosomal aberrations; chromosome evolution, G-

banging
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AC = aberra¢des cromossdmicas
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l. INTRODUCAO

Entre os mamiferos, a familia Cervidae é marcada por uma extrema diversificacao
cariotipica, na qual se observa espécies com altos numeros dipléides, como Hydropotes
inermis com 2n=70, e espécies com numero dipldide baixo como Muntiacus muntjak
vaginalis, que possui apenas 6 cromossomos nas fémeas e 7 nos machos (FONTANA e
RUBINI, 1990). Foi sugerido que o cari6tipo ancestral hipotético dos cervideos possuia
numero dipldide e fundamental igual a 70, o qual foi retido e pode ser encontrado em duas
espécies atuais, 0 Mazama gouazoubira e o H. inermis (NEITZEL, 1987).

Entre as espécies do género Mazama, apesar da semelhanga morfoldgica, ha uma
ampla variagao do numero dipldide, que pode ser entendida por meio da analise da evolugao
cromossOmica ocorrida no género, que teve as inversdes pericéntricas, as fusfes em
tandem e as fusdes Robertsonianas como rearranjos responsaveis por este processo
evolutivo (FONTANA e RUBINI, 1990). A facilidade de ocorréncia desses rearranjos pode
ser facilmente evidenciada pela observagdo de varias fusdes Robertsonianas em M.
gouazoubira (DUARTE e MERINO, 1997).

A variagao cariotipica do género Mazama pode ser explicada pela teoria da fragilidade
cromossOmica proposta por Duarte e Jorge (1996) e corroborada por Vargas-Munar (2010),
que prediz que os cromossomos desse género sdo mais instaveis do que 0os cromossomos
da espécie Blastocerus dichotomus. Além disso, foi observado que das 3 espécies de
Mazama analisadas (M. americana, M. gouazoubira e M. nana), M. gouazoubira apresentou
as mais altas frequéncias de aberragcdes cromossdmicas (AC) induzidas pela doxorrubicina
(DXR) (VARGAS-MUNAR, 2010).

A DXR ou adriamicina € um quimioterapico que tem sido usado por mais de 30 anos
no tratamento de varios tipos de cancer. Esta substadncia da familia das antraciclinas é
obtida pela bactéria Streptomyces peucetius e € conhecida por causar inibicdo da
topoisomerase Il (APLAN et al., 1996; SINGAL e ILISKOVIK, 1998; QUILES et al., 2002). Foi
descrito por Coquelle e colaboradores (1997) que a DXR €& um poderoso agente
clastogénico, ou seja, que causa multiplas quebras cromossémicas distribuidas ao acaso.

Devido a variedade de ambientes ocupados pelo M. gouazoubira, ocorreram

importantes modificagdes morfoldgicas e genéticas nos individuos dessa espécie. Ha muito



tempo, pesquisadores tentam explicar os mecanismos de evolu¢gdo cromossdmica, a fim de
entender a dindmica da organizagdo do genoma dos mamiferos. A citogenética tem sido um
meio muito promissor para estudos evolutivos, uma vez que ela pode auxiliar na elucidagéao
dos mecanismos envolvidos na especiacdo cromossdmica (NADEAU e TAYLOR, 1984;
PINDER e LEEUWENBERG, 1997; ALMEIDA et al., 2001; MARTINEZ et al., 2011).

Como a espécie M. gouazoubira reteve o cari6tipo ancestral, o qual originou os
cariotipos das outras espécies de cervideos, e apresentou elevadas taxas de AC quando
suas células foram submetidas a DXR, ela foi escolhida como objeto de estudo. A DXR foi
utilizada, pois além de ser um poderoso indutor de AC, este agente mutagénico ja foi
identificado anteriormente na literatura como sendo eficaz em causar quebras em
cromossomos de cervideos, bem como a concentragdo adequada para ser usada nessa
espécie, sem causar citotoxicidade. Frente a isso, a identificagdo dos cromossomos
portadores de altas taxas de aberragdes cromossémicas poderia indicar quais cromossomos
estariam envolvidos nas alteragcbes cariotipicas que ocorreram ao longo da especiagcédo dos
cervideos.

Assim, o presente trabalho teve como objetivos identificar os cromossomos
portadores de AC e localizar as regides de quebras induzidas pela DXR nos cromossomos
de M. gouazoubira, analisando a frequéncia e os diferentes tipos de quebras que ocorreram

em cada cromossomo.



Il. REVISAO DE LITERATURA

Familia Cervidae

A familia Cervidae, pertencente a ordem Artiodactyla e a subordem Ruminantia, teve
uma rapida radiagcdo adaptativa durante o Pleistoceno na América do Sul, ocupando
diversos nichos ecolégicos (DUARTE e MERINO, 1997).

Provavelmente, os representantes mais antigos da familia Cervidae habitaram a
Eurasia, como por exemplo, o Dicrocerus, que viveu neste local na época do Mioceno. A
literatura indica que os cervideos evoluiram de pequenos animais onivoros desprovidos de
chifres até animais herbivoros de grande porte com galhadas ramificadas (EISENBERG,
1987; VISLOBOKOVA, 1990). Os cervideos machos possuiam longos caninos, os quais
eram usados para disputar as fémeas com outros machos, sendo que atualmente esses
longos dentes podem ser encontrados somente na espécie H. inermis (EISENBERG, 1987;
MERINO et al., 2010)

Os cervideos sdo ruminantes que apresentam quatro dedos em cada extremidade,
recobertos por cascos, sendo que apenas dois deles se apdiam no solo. Em quase todas as
espéecies 0os machos apresentam chifres, que sido estruturas 6sseas que se desenvolvem a
partir de processos permanentes do osso frontal, recobertos pela pele, denominados
pedunculos. Os chifres de algumas espécies sao ramificados, como no B. dichotomus,
enquanto em outras nao se ramificam, como nas espécies do género Mazama (DUARTE e
MERINO, 1997).

Os cervideos sdo artiodactilos que possuem amplo niumero de espécies, ficando
atras apenas da familia Bovidae (GROVES, 2007). Atualmente estdo descritos 17 géneros e
52 espécies de cervideos, as quais podem ser encontradas na Europa, América, Asia e
norte da Africa, além das regides ocupadas por esses animais devido & introdugdo humana
(NOWAK, 1991; WALKER, 1991; GRUBB, 2005). De acordo com Geist (1998), o fato de
esses animais habitarem diversos tipos de ambientes e terem passado por varias radiacdes
adaptativas pode estar ligado com a diversidade de espécies apresentada pela familia em
questao.

Esta familia é dividida em duas subfamilias: a Capreolinae e a Cervinae. Na

subfamilia Cervinae sdo encontradas as tribos Muntiacini e Cervini. JA a subfamilia



Capreolinae € composta pelas tribos Rangiferini, Capreolini e Alceini. Na tribo Rangiferini
estdo os géneros Hippocamelus, Pudu, Rangifer, Odocoileus, Blastocerus, Ozotoceros e
Mazama, sendo que os quatro ultimos podem ser encontrados no territorio Brasileiro (ABRIL
et al., 2010).

Os géneros Blastocerus e Ozotoceros sdo monoespecificos, representados pelas
espécies B. dichotomus (cervo-do-pantanal) e O. bezoarticus (veado-campeiro),
respectivamente. O. virginianus e O. hemionus sao as espécies representantes do género
Odocoileus. No género Mazama, atualmente, sdo descritas dez espécies: M. rufina, M.
pandora, M. chunyi, M. temama, M. bricenii, M. americana, M. gouazoubira, M. nana, M.
nemorivaga e M. bororo (DUARTE e GONZALEZ, 2010). No Brasil sdo reconhecidas cinco
destas: M. nana (2n=36 a 40; NF=56 a 60), M. gouazoubira (2n=70; NF=70), M. nemorivaga
(2n=68; NF=70), M. bororo (2n=32 a 34; NF=46) e M. americana (2n=48 a 53; NF=46 a 57),
tendo como base aspectos morfologicos e citogenéticos (Figura 1) (FONTANA e RUBINI,
1990; DUARTE e MERINO, 1997; WEMMER, 1998; DUARTE e JORGE, 2003; DUARTE,
2007; ABRIL et al., 2010).
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Figura 1 — Espécies do género Mazama encontradas no Brasil. (A) Mazama nemorivaga (veado
roxo, 2n=68; NF=70). (B) Mazama gouazoubira (veado catingueiro, 2n=70; NF=70). (C) Mazama
nana (veado méao-curta, 2n=36 a 40; NF=56 a 60). (D) Mazama bororo (veado boror6é de Sdo Paulo,
2n=32 a 34; NF=46). (E) Mazama americana (veado-mateiro, 2n=48 a 53; NF=46 a 57). FOTOS:
DUARTE, J.M.B.



Evolucédo cromossdmica dos cervideos

Abril et al. (2010) afirmaram que a evolugdo cromossdmica dos cervideos seguiu
padrdes distintos entre as diferentes subfamilias da familia Cervidae.

De acordo com Bogenberger e colaboradores (1987) a familia Cervidae ocupa uma
posicao especial em relacdo a variagao cariotipica dentro dos mamiferos, pois apresenta
uma extrema diversificagdo cromossémica, com numeros dipldides que variam de 2n=6/7 no
Muntiacus muntjac até 2n=80 no Capreolus pygargus (NEITZEL, 1987).

Em 1987 foi proposto por Neitzel que o numero dipléide e fundamental do ancestral
comum hipotético dos cervideos seria igual a 70. Este cari6tipo seria composto por 68
cromossomos autossémicos acrocéntricos, o cromossomo X acrocéntrico e o Y
metacéntrico (Figura 2) (NEITZEL, 1987; FONTANA e RUBINI, 1990). O numero
fundamental de bragos cromossdmicos (NF) é determinado considerando os cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos como tendo 2 bragos e os cromossomos acrocéntricos e
telocéntricos como tendo apenas 1 brago (PARIS CONFERENCE, 1971).

Tal cari6tipo foi mantido e pode ser visualizado em duas espécies de cervideos atuais
pertencentes a diferentes subfamilias que sao distantes filogeneticamente, o M. gouazoubira
(cervideo Neotropical da tribo Rangiferini) e o H. inermis (espécie asiatica pertencente a
tribo Capreolini). Os cari6tipos de tais espécies ndo podem ser diferenciados tendo como
base a morfologia cromossémica, numeros cromossOmicos e padrdes de banda G, C e Ag-
RON (NEITZEL, 1987). Acredita-se que os cromossomos das outras espécies de cervideos
evoluiram a partir do cariétipo ancestral 2n=70 (BOGENBERGER et al., 1987).



Figura 2 — Cari6tipo padrao, com 2n=70 e NF=70, de um macho da espécie Mazama gouazoubira
corado com Giemsa. FONTE: ABRIL et al., 2010.

Com base na historia da evolugdo cariotipica dos cervideos, as espécies M.
gouazoubira e H. inermis se separaram muito cedo na escala evolutiva e acumularam altos
niveis de divergéncias anatémicas, além de terem retido o cariétipo ancestral por mais de 25
milhdes de anos (NEITZEL, 1987).

A tribo Rangiferini, especialmente a subfamilia Capreolinae, apresenta uma
surpreendente complexidade cariotipica entre os géneros e entre as espécies do mesmo
género. Em 1990, Fontana e Rubini construiram um cladograma para tentar entender as
relacbes filogenéticas das espécies da tribo Rangiferini por meio da evolugéo cariotipica
(Figura 3). O cladograma se divide em dois ramos principais, sendo que de um lado estédo as
espécies do género Mazama e do outro o grupo principal Odocoileus (O. virginianus
borealis, O. hemionus, P. puda, A. americana, H. bisulcus). Analisando-se o cladograma é
possivel perceber que as espécies de Mazama passaram por complexos rearranjos

interespecificos, como fusdes em tandem, fusdes Robertsonianas e inversdes pericéntricas.



Ja a diferenciagao das espécies do grupo principal Odocoileus se deu por um menor numero
de mudancgas cromossdmicas durante o processo evolutivo.

A fusdo Robertsoniana, também conhecida como fusdo céntrica ou translocacao
reciproca, € a variacdo cromossbmica estrutural mais frequentemente encontrada em
estudos citogenéticos. Essa variagdo consiste na troca reciproca de bragos cromossémicos
derivados da quebra pericentromérica de dois cromossomos acrocéntricos ndo homoélogos,
resultando em um cromossomo com dois bracos e um pequeno fragmento. A fusdo em
tandem é um mecanismo de evolugéo cariotipica que tem sido reportada em varias espécies
de mamiferos e pode ser classificada em: fusdes centrdbmero-teldbmero, que ocorrem entre
dois cromossomos acrocéntricos ou entre um acrocéntrico € um cromossomo de dois
bragos; e fusdes teldmero-teldmero, que podem ocorrer entre dois cromossomos
acrocéntricos ou entre um cromossomo de dois bragcos com o teldmero de qualquer
cromossomo. As inversdes ocorrem quando um cromossomo € lesionado em dois pontos
diferentes e se reorganiza de forma invertida. Se o segmento invertido ocorrer no mesmo
brago cromossdmico, ndo envolvendo o centrOmero, a inversdo é paracéntrica. Se o
segmento invertido envolver os dois bragos cromossémicos ao redor do centrbmero, a
inverséo € pericéntrica, a qual pode ser detectada, com certa frequéncia, entre individuos de
uma mesma espécie (GUERRA, 1988; ROBINSON e ELDER, 1993).

De acordo com Gilbert e colaboradores (2006), investigacdbes moleculares tem
ajudado muito na delimitacdo de clados dentro da familia Cervidae e na compreensdo da
evolucao de caracteres morfologicos. Ja o estudo do perfil cariotipico desta familia traz
informagdes importantes sobre a evolugdo, devido a existéncia de uma ampla variagédo
cromossOmica interespecifica e intraespecifica, causada tanto pela presenca de rearranjos
no complemento A, como pela presenca de cromossomos B ou supernumerarios (DUARTE
e JORGE, 1996).



Figura 3 — Relagdes filogenéticas e evolugao cariotipica da subfamilia Capreolinae. Os quadrados
verdes representam as inversdes pericéntricas; os circulos vermelhos, as fusbes Robertsonianas; os
circulos amarelos, as fusbes em tandem; os quadrados azuis, os cromossomos B; 2n é o numero
dipl6ide; NF é o numero fundamental. No grupo principal Odocoileus estdo as espécies O. virginianus
borealis, O. hemionus, P. puda, A. americana e H. bisulcus. FONTE: FONTANA e RUBINI, 1990,
com adaptacgdes.

A evolugdo cromossOmica ocorrida nos cervideos asiaticos do género Muntiacus, que
séo similares morfologicamente, exemplifica o padrédo complexo da variagado cromossémica
apresentada pelas espécies da familia Cervidae. Acredita-se que o cervideo indiano M.
muntjak vaginalis, que apresenta 2n=6 nas fémeas e 2n=7 nos machos, tenha derivado do
cervideo chinés M. reevesi, com 2n=46, por meio de complexos rearranjos, como as fusdes
em tandem e as fusbes centroméricas (HSU et al., 1975; YANG et al., 1997). Em 1975, foi
proposta a hipétese que os enormes cromossomos do M. muntjak resultaram dos complexos
rearranjos dos pequenos cromossomos acrocéntricos da espécie M. reevesi (HSU et al.,

1975). A hipotese da evolugao cromossémica desses cervideos asiaticos foi confirmada por
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estudos citogenéticos comparativos, principalmente aqueles que usaram a pintura
cromossOmica como método de analise (YANG et al., 1995; YANG et al., 1997).

Para tentar explicar a histdria evolutiva dos Mazama foram levantadas duas
hipéteses. Uma delas sugere que o género Mazama se desenvolveu independente da
linhagem que gerou as espécies da subfamilia Capreolinae, mas a espécie M. gouazoubira
conservou o cariétipo ancestral enquanto a espécie M. americana fixou independentemente
a inversao pericéntrica do X e outros rearranjos. Ja a segunda hipétese argumenta que o
género Mazama separou-se dos outros Odocoileinae depois que a inversao pericéntrica do
X foi fixada, enquanto que M. gouazoubira reverteu esse rearranjo cromossdmico
(FONTANA e RUBINI, 1990).

Os cari6tipos das espécies do género Mazama parecem ter surgido por meio de
complexos rearranjos que ocorreram nas linhagens originadas a partir do ancestral com
2n=70 e NF=70, como a inversdo pericéntrica do cromossomo X, translocacdo de um
autossomo com o X, translocacbes Robertsonianas e varias translocacbes em tandem
(NEITZEL, 1987). Polimorfismos cromossémicos, que s&o as diferengas existentes entre os
cariotipos de espécies diferentes ou entre individuos da mesma espécie, sao derivados de

rearranjos cromossémicos que ocorreram em ancestrais comuns (ALMEIDA et al., 2001).

Espécie Mazama gouazoubira (Fischer, 1814)

Também conhecido popularmente no Brasil como veado-catingueiro, veado-vira,
veado cinza, entre outros nomes, esta espécie foi descrita pela primeira vez em 1801 por
Azara, levando o nome de Gouazoubira. Fischer, em 1814, seguindo a descri¢céo feita por
Azara determinou o nome Cervus gouazoupira. Em 1999, Gardner propés a ICZN
(International Commission on Zoological Nomenclature) que fosse mantido o nome Mazama
gouazoubira ao invés de Mazama gouazoupira. Desde entdo o nome correto da espécie é
M. gouazoubira (ICZN, 2001; BLACK-DECIMA et al., 2010).

O veado-catingueiro possui pequeno a médio porte, seu peso varia de 11 a25kg e a
altura média € de 50 cm na cernelha. Em relacdo a coloracdo da pelagem, pode ser
observada uma grande variagdo morfolégica externa. Geralmente, os animais que habitam
as savanas possuem coloragdo amarronzada, os que vivem nas florestas sao acinzentados

e 0S que ocupam ambientes aridos possuem pelagem mais clara do que aqueles que
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habitam ambientes mais Umidos e fechados. Algumas partes de seu corpo sdo brancas,
como na face interna da orelha, que é grande e arredondada, e na parte inferior da cauda.
Uma caracteristica marcante da espécie € uma pinta branca acima dos olhos, que pode ser
vista na maioria dos individuos (PINDER e LEEUWENBERG, 1997).

Sendo um ruminante de pequeno porte, o veado-catingueiro necessita de uma dieta
composta por alimentos ricos em proteinas, como as folhas, brotos, flores e frutos; porém, a
preferéncia alimentar da espécie é pelos frutos. Este cervideo possui habito de vida solitario,
encontrando-se com animais do sexo oposto apenas no periodo de acasalamento (PINDER
e LEEUWENBERG, 1997).

Esses animais habitam lugares que vao desde florestas pluviais densas continuas até
savanas abertas com poucas e pequenas manchas de mata, estando sempre dependente
das florestas para se alimentar e abrigar. Devido a grande plasticidade ecoldgica, esta
espécie se adapta facilmente a terras tomadas pela agricultura (PINDER e
LEEUWENBERG, 1997). Foi relatado por Black-Décima e colaboradores (2010) que esses
animais séo frequentemente encontrados em diversos tipos de planta¢gdes, como na cana-
de-acgucar, nos eucaliptos, nas florestas de pinus e em qualquer outro tipo de plantagcédo que
tenha um remanescente de floresta ao redor.

Essa espécie pode ser observada no leste seco das pré-regides dos Andes da
Argentina e da Bolivia, estendendo-se a oeste na costa do Atlantico; seu limite, ao norte, € o
sul da Amazénia e ao sul, inclui as regides que vao do Uruguai até a provincia de Entre
Rios, na Argentina. No Brasil, pode ser encontrada em todas as regides, exceto a regido
Amazobnica, que é ocupada pela espécie M. nemorivaga, cuja distribuicdo ndo se sobrepde
com a espécie em questdo (Figura 4) (PINDER e LEEUWENBERG, 1997; DUARTE e
JORGE, 1998; ROSSI, 2000).

Segundo dados publicados pela IUCN em 2008, esta espécie é classificada como
sendo pouco preocupante (Least Concern). Em virtude de sua ampla distribuicdo e de sua
ocorréncia em areas de protecdo, esta espécie presume ter grandes populagdes que nao
aparentam correr riscos de um declinio populacional suficiente para ser categorizada, no
presente momento, como uma espécie ameacgada. Porém, estudos recentes indicaram que

as populagdes que estdo em contato com o homem estdo em declinio (IUCN, 2008).
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Citogenética da espécie Mazama gouazoubira

A primeira analise citogenética da espécie M. gouazoubira foi realizada através de
material coletado de uma fémea, sendo determinado o numero dipléide e fundamental da
espécie igual a 70 (NEITZEL, 1979). Em 1987, Neitzel avaliou um macho da espécie,
estabelecendo que o cromossomo X € o maior do lote, enquanto o Y é o menor. Este estudo
também determinou os padrées de banda C, que marca grandes porgdes de
heterocromatina centromérica e de banda G (Figura 5).

Porém, em 1992, Duarte encontrou individuos que apresentavam 2n=69 e
cromossomos B e, dos 35 animais estudados, 20% mostraram algum tipo de translocagao.
Além disso, este trabalho descreveu os padrdes de coloragdo Ag-NOR da espécie,
indicando que as regides organizadoras de nucléolo se localizam na regiao telomérica dos
pares cromossémicos 1 e 2.

Em outro estudo, foram analisados 14 animais dessa espécie, sendo que destes, 12
possuiam 2n=70 (sendo todos 0os cromossomos acrocéntricos), 2 apresentaram 2n=69 e em
3 animais foram encontrados de 1 a 3 cromossomos B. A redugédo do numero dipléide de 70
para 69 foi causada pela a ocorréncia de uma fusao Robertsoniana (DUARTE e JORGE,
1996).
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Figura 4 — Area de distribuicdo da espécie Mazama gouazoubira. FONTE: International Union for
Conservation of Nature, 2008, com adaptagdes.

Ampliando-se a amostragem para 81 individuos de M. gouazoubira, Duarte e Jorge
(1998) verificaram que entre os animais amostrados, 16% apresentaram 1 fuséo
Robertsoniana (2n=69), 3,7% continham 2 fusdes Robertsonianas (2n=68) e 23,4% eram
portadores de 1 a 3 cromossomos B. Nenhum dos cromossomos envolvidos nos rearranjos
foram detectados, devido a dificuldade de obtencdo de banda G. Este estudo revelou que a
espécie estudada apresenta fragilidade cariotipica e que essas variagcbes encontradas
(rearranjos cromossdmicos e presengca dos cromossomos B) sdo comuns para a espécie
(DUARTE e JORGE, 1998).
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Figura 5 — Comparacgdo entre o padrdo de banda G e o ideograma do cari6tipo hipotético que foi
retido na espécie Mazama gouazoubira com 2n=70 e NF=70. FONTE: NEITZEL, 1987.

Devido ao padréo de rearranjos cromossémicos dos cervideos bem como a presenca
de cromossomos B, foi sugerido que os cromossomos B podem ser derivados de fragmentos
cromossOmicos céntricos originados de quebras cromossOmicas. Foi observado que os
cromossomos B sdo pequenos e inconstantes nas metafases de um mesmo individuo
(DUARTE e JORGE, 1996; DUARTE e JORGE, 1998).
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O estudo citogenético de espécies selvagens, como os cervideos, € dificil de ser
realizado especialmente pela dificuldade de se obter individuos para serem amostrados.
Como na maioria das vezes apenas um ou poucos individuos de uma espécie sao usados
para inferir o padrao citogenético de toda a espécie, no caso dos cervideos, devido a intensa
variacao inter e intra-especifica, a descricdo cariotipica é dificultada pela necessidade de

uma amostragem ampliada (DUARTE, 1992).

Agentes mutagénicos e Doxorrubicina

Mutacbes genéticas sdo alteragdes ocorridas no DNA que podem afetar todos os
seres vivos no decorrer da vida. O aparecimento das mutacdes é um processo fundamental
para a evolugéo e diversidade das espécies, que pode ser causado por erros durante a
duplicacdo do DNA, na divisdo celular. Na natureza, existem agentes capazes de alterar a
sequéncia das bases no DNA, acelerando ou aumentando o aparecimento de mutagbes,
conhecidos como agentes mutagénicos ou mutagenos (RIBEIRO e MARQUES, 2003). Estes
séo definidos como causadores de danos no DNA resultando em mutagdes de ponto,
delegbes e inser¢des, recombinagdes, rearranjos, bem como outros tipos de alteragdes
cromossOmicas. Dentre os agentes mutagénicos, podem ser citados os quimicos, como as
drogas terapéuticas; os fisicos, como as radia¢des ionizantes; os endbégenos, como 0s
radicais livres; e os biolégicos, como as infec¢des virais e bacterianas (SUGIMURA, 2000).
Os danos no material genético causados pelos mutagenos tendem a ser reparados por
enzimas de reparo, mas caso a celula se divida antes que o reparo ocorra, este dano pode
levar ao aparecimento de uma alteracdo permanente no DNA, que é dependente da
concentragéo e do tipo do agente mutagénico (PINTO e FELZENSZWALB, 2003).

A doxorrubicina (DXR) ou adriamicina € uma substancia da familia das antraciclinas
empregada na quimioterapia e que pode ser utilizada como indutor de quebras
cromossOmicas em estudos de mutagenicidade (TAN et al., 1973; BLUM e CARTER, 1979;
YOUNG et al., 1981; RESENDE et al., 2010), sendo também amplamente empregada como
um agente antineoplasico. Além de produzir radicais livres altamente toxicos, a DXR causa
quebras no DNA pela inibicao da topoisomerase Il e da atividade da helicase, interferindo na
separacao da fita dupla do DNA (KITADA et al., 1994; QUILES et al., 2002; ISLAIH et al.,
2005). Os radicais livres reativos sao considerados mediadores da toxicidade induzida pela
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DXR, sendo esta caracterizada por mudancas na morfologia e fungdo das mitocéndrias
(BACHMANN et al., 1975; PORTA et al., 1983). O processo oxidativo causado pelos radicais
livres induz danos ao DNA e pode ser reparado pelo sistema de reparo celular mas se nao
houver reparo, vao ocorrer danos oxidativos que resultardo em alguns processos
patofisiolégicos, tais como a mutagénese, a carcinogénese e o envelhecimento celular
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989; DIZDAROGLU et al., 2008). Se os danos causados
pela DXR ao DNA né&o forem reparados, eles acumulardo resultando em eventos
mutacionais e aberragcdes cromossémicas (AC), tanto nas células saudaveis quanto nas
células tumorais (ISLAIH et al., 2005). E possivel que a mutagenicidade da DXR possa ser
decorrente dos danos causados pela catalizacado da NADH desidrogenase bem préximo do
DNA (AKMAN et al.,, 1992). Exemplos dos danos celulares induzidos pela DXR s&o
miocitdlise, dilatacdo do sistema sarcotubular e edema intracelular (SINGAL et al., 1987).
Dalledonne et al. (1992) sugerem que a DXR poderia influenciar na reorganizagédo do

citoesqueleto de actina, por um simples encurtamento dos filamentos de actina.

Fragilidade cromossGmica e aberragcdo cromossdmica

Duarte e Jorge (1998) apresentaram uma teoria que poderia explicar a
heterogeneidade cromossémica desse género, que é a fragilidade cromossémica, que
propiciaria a ocorréncia de quebras e trocas cromossdmicas. Esses novos rearranjos
poderiam induzir a formagao de novas espécies apds um isolamento geografico em um curto
periodo de tempo, levando a uma especiagéo alopatrica e até, em alguns casos, simpatrica.
Os rearranjos estruturais causados pela fragilidade cromossémica podem estar relacionados
a presenca de blocos pericentroméricos e bandas intersticiais de heterocromatina
constitutiva nos cromossomos da maioria das espécies do género Mazama. Um estudo
realizado por Vargas-Munar et al. (2010) mostrou que os cromossomos das espécies do
género Mazama possuem uma tendéncia a fragilidade quando comparados aos de B.
dichotomus, que possui cromossomos mais estaveis. Tal fato corroborou a teoria proposta
anteriormente (DUARTE e JORGE, 1998).

Fragilidade cromossémica é basicamente definida como a tendéncia de um
cromossomo se quebrar (GLOVER e STEIN, 1988). Alteragbes que ocorrem na estrutura do

cromossomo resultando em quebra ou em troca de material cromossdémico sdo chamadas



17

de AC, as quais podem ser induzidas por agentes mutagénicos (NATARAJAN, 1976). A
quebra cromossémica, além de ser uma das anormalidades cromossdmicas que causa
prejuizo direto ao DNA, também €& conhecida por ser a indutora de recombinacdo mais
potente em células de mamiferos. Analises experimentais mostraram que a quebra na dupla
fita de DNA € a lesao principal no processo de formagdo das AC (NATARAJAN e OBE,
1978; BRYANT, 1998).

As AC, a frequéncia de micronucleos e as trocas entre cromatides irmas sao
parametros citogenéticos de mutagenicidade (SWIERENGA et al., 1991; SAVAGE, 1993;
ROUET et al., 1994). Estudo feito por Vargas-Munar e colaboradores (2010) mostrou que o
agente mutagénico DXR é um eficiente indutor de AC em cultivos celulares de linfécitos de

cervideos.

Classificacao e formacéo das aberragc6es cromossémicas

Em 1975, Savage publicou um trabalho contendo um levantamento dos tipos de AC
observadas nas primeiras metafases analisadas apdés o tratamento com agentes
mutagénicos por meio de um microscopio de luz. O referido trabalho ajudou esclarecer os
principios das classificagbes e algumas caracteristicas que podem ajudar na identificagao e
quantificacao dos tipos de AC comumente utilizadas.

Foram sugeridas duas teorias para tentar explicar a formagao das AC. A primeira foi
proposta por Sax e é conhecida como Teoria da Quebra e Reunido. Nesta teoria, apos os
cromossomos serem expostos a um agente mutagénico séo observadas lesdes primarias,
que sado marcadas pela ruptura das cromatides, originando duas partes quebradas. Essas
partes tem um entre trés possiveis destinos: a) os fragmentos quebrados se unem
novamente formando a configuragao original, ou seja, ha uma reconstituicdo; b) se ao invés
de uma lesao primaria ocorrerem duas e essas lesdes estarem proximas uma da outra, as 4
partes originadas podem se reunir formando varias configuracbes diferentes; c) se os
residuos provenientes das lesbes primarias ndo se adaptarem nos eventos acima, ficarao
soltos nas metafases constituindo quebras simples (SAX, 1938; SAX, 1940; SAX, 1941). A
segunda é a Teoria da Troca, sugerida por Revell, a qual define que o dano inicial ndo é a
quebra, mas sim uma lesao instavel (primeiro evento de dano) que tende a decair para um

estado normal ou indetectavel. Porém, se essas lesdes acontecerem em pares, pode ocorrer
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a formacgao de AC. Algumas quebras observadas nas metafases sao oriundas de eventos de
trocas que falharam (REVELL, 1959). A via de reparo do DNA conhecida como
recombinacdo homologa pode causar danos ao DNA, sendo que estes danos surgem da
mesma forma como pode ser observado na Teoria da Troca (O'DRISCOLL e JEGGO, 2006).

As AC podem ser categorizadas como sendo do tipo cromatidica, na qual apenas
uma cromatide é afetada em uma determinada localizagdo, indicando que esta regiao estava
se duplicando no momento da exposi¢cao ao agente mutagénico; ou do tipo cromossdmica,
onde as mudangas estruturais induzidas afetam as duas cromatides na mesma localizacao
(SAVAGE, 1975).

As trocas sdo definidas como a permuta entre as partes dos cromossomos apds a
ocorréncia de lesbes e podem ser dos tipos intercromossdmica, onde ocorre a interagao de
partes cromossbmicas de cromossomos diferentes (homélogos ou nao); ou
intracromossOmica, na qual ha a interacdo de partes cromossGmicas provenientes de um
mesmo cromossomo (SAVAGE, 1975).

A Figura 6a representa um cromossomo na forma de anel, que é uma AC do tipo
cromossOmica marcada pela troca intracromossémica completa e assimétrica, na qual as
cromatides se unem formando um cromossomo céntrico acompanhado por um fragmento
acéntrico, que é formado pelas extremidades das cromatides envolvidas na quebra (SAX,
1940; PARIS CONFERENCE, 1971).

Cromossomos dicéntricos, mostrados na Figura 6b, sdo aberragbes do tipo
cromossbmicas, onde ha uma troca intercromossdémica assimétrica, resultando em um
cromossomo com dois centrbmeros acompanhado por um fragmento acéntrico simples,
derivado das extremidades quebradas dos cromossomos envolvidos. Em alguns casos, os
fragmentos acéntricos séo perdidos, ndo sendo possivel observa-los nas metafases (PARIS
CONFERENCE, 1971; SAVAGE; 1975).

Os “gaps” ou lesdes acromaticas s&o pequenas regides ndo coradas que podem estar
distribuidas em varias posi¢cdes dos bragcos cromossdmicos. Tais regides variam de tamanho
e de intensidade, podendo também indicar um pequeno deslocamento, com encurvamento
ou alongamento da regido. Grandes “gaps” séo facilmente confundidos com quebras, porém
essas lesdes acromaticas nido sio regides de descontinuidade e nem produzem fragmentos

acéntricos. Os “gaps” podem ser cromatidicos (Figura 6¢), que sao restritos a apenas uma



19

cromatide, ou cromossOmicos (Figura 6d), que sao vistos nas duas cromatides na mesma
localizagdo. A origem dos “gaps” ainda é incerta, porém ha indicios de que eles podem
representar quebras cromatidicas simples e incompletas; erros na condensagao
cromossOmica ou serem cicatrizes que marcam os pontos onde ocorreram trocas (SAX,
1938; ZIRKLE et al., 1956; SAVAGE, 1975).

Na Figura 6e e 6f estdo representadas as quebras, que sdo conhecidas como
rupturas simples e podem ser do tipo cromatidica ou cromossdmica, originando fragmentos
acéntricos. As quebras cromatidicas séo induzidas na préfase, quando os cromossomos ja
estao duplicados possuindo duas cromatides. As quebras cromossdmicas ocorrem durante o
estagio final de quando os cromossomos nao estdo duplicados (SAX, 1940; SAVAGE,
1975).

Figura 6 — Esquema com a classificacao dos tipos de aberracdes cromossémicas analisadas. (a)
Cromossomo na forma de anel; (b) Cromossomo dicéntrico; (c) Cromossomo com gap cromatidico;
(d) Cromossomo com gap cromossémico; (e) Cromossomo com quebra cromatidica; (f) Cromossomo
com quebra cromossdmica; (g) Cromossomo com forma trirradial; (h) Cromossomo com forma
quadrirradial; (i) Cromossomo com rearranjo.
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Na configuracao trirradial (Figura 6g) acontecem trocas intercromossOmicas e
quebras isocromatidicas. E uma AC categorizada como cromatidica, com configuracdo de 3
bracos que envolve dois cromossomos, sendo esta configuracao originada pela interacéo de
uma quebra isocromatidica com uma quebra cromatidica (SAVAGE, 1975).

A forma cromossémica quadrirradial € do tipo cromatidica caracterizada pela troca
entre dois cromossomos, a qual pode ser visualizada na Figura 6h. Essa AC envolve duas
ou mais lesdes situadas nas cromatides de diferentes cromossomos (homdlogos ou n&o),
incidindo a troca reciproca das partes quebradas das cromatides dos cromossomos
envolvidos no rearranjo. A Figura 7 mostra a representacdo esquematica da formacao da
configuracédo quadrirradial (GERMAN, 1964; SAVAGE, 1975).

Figura 7 — Representacdo esquematica da formacdo da configuracdo quadrirradial. (a) dois
cromossomos homélogos contendo dois alelos A e B, localizados perto dos teldmeros dos bracos
longos; (b) depois da replicagcao, ocorre quebras em sitios semelhantes nas cromatides de cada
cromossomo e depois uma troca intercromatidica; (c) configuragdo quadrirradial simétrica com
centrédmeros situados em bragos opostos. FONTE: GERMAN, 1964, com adaptagdes.

A Figura 6i evidencia um rearranjo cromossémico, o qual pode ser definido como
qualquer processo de alteragcdo cromossdmica que produz mudangas, sejam essas no
conteudo do DNA nuclear ou na estrutura fisica, levando a reordenagéo das sequéncias de
DNA pré-existentes (RADMAN et al., 1982).
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Bandamento G

Na genética, a década de 1970 foi marcada pela descoberta de novas técnicas
conhecidas como bandamentos cromossémicos, os quais abriram novos horizontes para a
pesquisa e o avanco citogenético (GUERRA, 1988; KASAHARA, 2009).

Uma das mais importantes € a Banda G, que produz padrdes de bandas claras e
escuras em todos os cromossomos. As bandas escuras apresentam maior conteudo de
bases A (Adenina) e T (Timina), sendo representadas pelos segmentos que reagem
positivamente a técnica de banda G e que se condensam mais cedo na préfase. Ja as
bandas claras sao representadas pelos segmentos que reagem negativamente a banda G e
que condensam tardiamente na préfase. O bandamento G foi assim denominado, pois se
pensava que o corante Giemsa poderia estar envolvido com 0 mecanismo de determinagao
dessas bandas (GUERRA, 1988; KASAHARA, 2009).

Esta técnica possibilita a identificacdo de rearranjos cromossdmicos, como as
delecdes, duplicagbes, inversdes e até mesmo de localizar as regides especificas afetadas.
Além disso, o bandamento G permite comparar cariotipos semelhantes de grupos de
espécies muito préximas, podendo ser utilizado em estudos evolutivos. A banda G é
amplamente aplicada para o pareamento correto dos homdlogos, pois cada cromossomo
possui um padréao distinto e bem caracterizado de bandas G (GUERRA, 1988).

Os padrbes de bandas transversais claras e escuras podem ser obtidos por varios
tipos de tratamentos, como a incubacgé&o das prepara¢des cromossémicas em solugéo salina
ou com o pré-tratamento com enzimas proteoliticas. Porém, o método mais utilizado &
aquele em que os cromossomos sdo submetidos ao tratamento com a enzima tripsina e
depois corados com o Giemsa (SEABRIGHT, 1971; KASAHARA, 2009).

Em algumas espécies de cervideos a identificacdo dos cromossomos homologos &
dificultada pela morfologia e pelo nUumero cromossdmico, como por exemplo, na espécie M.
gouazoubira, que possui 70 cromossomos acrocéntricos. Porém, a técnica de citogenética
classica conhecida como banda G auxilia n&o s6 na identificacdo dos pares homologos, mas
também na detecgdo de rearranjos que ocorreram durante a evolugdo cromossdmica
(DUARTE, 1992).
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lIl. MATERIAL E METODOS

Animais

Foram avaliados trés machos e trés fémeas (F1, F2, F3, M1, M2 e M3) da espécie M.
gouazoubira. Os animais eram mantidos em cativeiro pelo Nucleo de Pesquisa e
Conservacao de Cervideos (NUPECCE), do Departamento de Zootecnia da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP, Campus Jaboticabal. O presente trabalho foi
avaliado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta unidade de Ensino
(processo n° 007537/10) que certificou sua conformidade com os principios éticos na
experimentacdo animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

Acesso as amostras

Os animais foram contidos fisica e quimicamente por meio da aplicagdo manual ou
por langcamento de dardos via zarabatana da associagéo anestésica 7 mg/kg de Cloridrato
de ketamina, 1 mg/kg de cloridrato de xilazina. Ap6s a contencgédo, foram colhidos 10 mL de
sangue de cada individuo, para a realizagéo de cultivos celulares. O sangue foi colhido da
veia jugular e as amostras foram estocadas em geladeira a 4°C, logo apds o procedimento.
O processamento destas amostras foi realizado em laboratério num prazo maximo de 24

horas.

Cultivo celular e delineamento experimental

No cultivo de linfocitos, as amostras de sangue heparinizadas foram centrifugadas a
241,4 g por 6 minutos. O anel leucocitario foi colhido com pipeta Pasteur e 0,400 mL deste
foi depositado em 3,150 mL de meio essencial minimo modificado de Dulbecco (DMEM -
Cultilab) enriquecido com 0,855 mL de soro fetal bovino (SFB — Cultilab) e 0,600 mL de
fitohemaglutinina P. As culturas ficaram incubadas por 72 horas a 37,5°C e uma hora antes
da colheita foram adicionados 0,300 mL de colchicina 0,0016 % (MOORHEAD et al., 1960).

Para induzir a expressao das aberragdes cromossOmicas, foi adicionado aos cultivos
de linfécitos o Cloridrato de Doxorrubicina (Adriblastina® Pharmacia), em uma concentragéo
de 0,25 pyg/mL nas ultimas 24 horas de cultivo (cultivos tratados com DXR) (ANTUNES e



23

TAKAHASHI, 1998). Para todos os animais analisados foram realizados cultivos controles,
sem a adi¢cdo de DXR. Os cultivos celulares de cada animal foram feitos em triplicata.

O procedimento de colheita e fixacdo das preparagcbes cromossémicas foi feito
seguindo o protocolo padrao cultivo de linfécitos. Os cultivos celulares foram retirados da
estufa, depositados em tubos de fundo cbnico e centrifugados por 6 minutos a 167,6 g
sendo os sobrenadantes descartados. Os sedimentos foram ressuspendidos em 10 mL de
solucéo hipoténica KCI (0,067M) e incubados a 37°C por 20 minutos; apos esse tempo foi
feita a pré-fixacdo com 3 gotas de fixador (metanol e acido acético 3:1 respectivamente). O
material foi novamente centrifugado, o sobrenadante descartado e as células restituidas em
6 mL de solucao fixadora, em trés ocasides. O material obtido foi gotejado em laminas e

submetido as técnicas de analise convencional e banda G.

Bandamento G

Na técnica de banda G (SEABRIGHT, 1971, com modifica¢des), as laminas contendo
as preparagdes tratadas com DXR foram envelhecidas por 16 horas a 60°C e depois
mantidas por um dia na geladeira. Apds isso, as laminas foram mergulhadas por 3 segundos
em uma solugao de tripsina (0,05 g de tripsina em 50 mL de tampao fosfato 0,06 M, pH 7,0)
e lavadas em agua destilada. Depois de secas, as laminas foram coradas com o corante

Wright em tampé&o fosfato 0,06 M, pH 6,8 (1:2) por aproximadamente 12 minutos.

Analise e captura das imagens

As analises das laminas se deram por meio de cddigo cego, para evitar viés no
julgamento dos dados.

As metafases da andlise convencional e da banda G foram analisadas e obtidas na
forma digital usando o microscopio Olympus BX60 (objetiva de 100x) equipado com camera
Zeiss AxioCam MRm, por meio do programa AxioVision Release 4.8.2. Todas as imagens

foram editadas com o auxilio do programa Adobe Photoshop CS3.

Anélise do indice mitético
O calculo do indice mitético (IM) foi determinado pela razdo entre o numero de

metafases encontradas em 2000 células por cultura, sendo um total de 6000 células
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analisadas por animal. O numero obtido no IM é expresso em porcentagem (GALLOWAY et
al., 1994; TAKAHASHI, 2003). Os valores médios das 3 repeticbes de cada animal foram
comparados pelo teste de Tukey, com diferenca de significancia p<0,05, com auxilio do

programa estatistico Graph Pad Prism 5.

Andélise das aberracdes cromossdmicas por coloracdo convencional (Giemsa)

A analise das metafases foi realizada por um microscépio de luz com a objetiva de
imersao (aumento: 1000 X). Em cada experimento foram analisadas 100 metafases de
preparacdes tratadas com DXR e 100 metafases de preparagbes nao tratadas (cultivos
controle), ou seja, para cada animal, foram analisadas 300 metafases de preparacdes
tratadas com DXR e 300 metafases do cultivo controle, com o intuito de se obter os
parametros numero total de AC e numero total de metafases que apresentaram AC, e
também para a identificacéo e quantificagdo dos tipos de AC encontradas.

Em um primeiro momento, foram avaliados os numeros totais de AC e os numeros
totais de metafases que apresentaram AC, sendo que nas duas analises, foram comparados
os valores obtidos nos cultivos controle com os valores dos cultivos tratados com a DXR.
Tais parametros foram avaliados estatisticamente por analise de variancia para
experimentos inteiramente aleatorizados, para cada um dos animais. Os valores médios das
3 repeticdes de cada animal para estas duas caracteristicas foram comparados pelo teste de
Tukey, com diferenga de significancia p<0,05, com auxilio do programa estatistico Graph
Pad Prism 5.

Apos isso, as AC foram classificadas, como exposto na Figura 6, em: anel (A),
cromossomo dicéntrico (Dic), gap cromatidico (Gct), gap cromossdmico (Gcr), quebra
cromatidica (Qct), quebra cromossdmica (Qcr), forma trirradial (Ft), forma quadrirradial (Fq) e
rearranjo (Re) (EVANS e O'RIORDAN, 1975; SAVAGE, 1975; SAVAGE e SIMPSON, 1994).

Identificagdo cromossdmica por bandamento G

Para cada animal foram analisadas 100 metafases (tratadas com DXR) submetidas a
técnica de bandamento G. Em cada metafase, foram observados quantos cromossomos
eram portadores de AC, com o intuito de determinar o numero total de AC e o numero total

de metafases que apresentaram AC.
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A identificagdo precisa dos pares cromossémicos portadores de AC foi realizada pela
técnica de banda G. Como base comparativa para esta identificacdo, foi utilizado o

ideograma feito por Neitzel (1987) que pode ser visualizado na Figura 5.

Localizacéo das regi6es cromossémicas por bandamento G

Apés a identificagdo dos cromossomos portadores de AC, foi feita a localizagéo das
regibes de quebras em cada um desses cromossomos. Para tanto, os cromossomos
acrocéntricos foram divididos em 3 regides em relagdo ao centrémero: proximal, mediana e
distal. Para a localizacdo das regides de quebras, também foi utilizado como base

comparativa o ideograma da Figura 5.

IV RESULTADOS

Selecdo dos animais

Devido ao polimorfismo intraespecifico apresentado pela espécie estudada, alguns
animais, que foram escolhidos de maneira aleatéria, apresentaram algum tipo de variagao
cromossOmica, como translocagdo ou cromossomo B. Na Tabela 1 estdo representados a

identificacéo, o sexo, o numero dipldide e o tipo de variagdo cromossdmica de cada animal.

Tabela 1- Identificagdo, sexo, numero dipléide e tipo de variacdo cromossémica dos
animais utilizados no projeto

Animais ldentificacéo Sexo Ne°dipléide e tipo de variagdo cromossémica
1 F1 Fémea 2n =70+ 0 a 2B / Cromossomos B
2 F2 Fémea 2n =69/ Translocagédo (15,16)
3 F3 Fémea 2n=70
4 M1 Macho 2n =70+ 0 a 3B/ Cromossomos B
5 M2 Macho 2n=70
6 M3 Macho 2n=70+0a 1B/ Cromossomo B

Anélise do indice mitético

N&o foram observadas diferengas estatisticamente significativas nos valores do indice
mitotico (IM) entre os cultivos celulares tratados com a DXR e os cultivos controle, indicando
a auséncia de citotoxicidade nas condi¢des experimentais utilizadas nos cultivos celulares

dos diferentes animais (Figura 8). Na Tabela 2 estdo representados os valores médios com
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o desvio padrao do IM de todos os cultivos celulares de fémeas e de machos. Analisando-se
a Tabela 2 é possivel observar que ndo houve diferenga significativa entre a média de

fémeas e machos, indicando que o sexo dos animais nao interferiu no IM.

Tabela 2 — Média e desvio padrédo do indice mitético observado
nos cultivos celulares controle e nos cultivos celulares
submetidos ao tratamento com a DXR (cultivos + DXR) de
fémeas e machos.

indice mitético (Média+DP)

Animais i .
Cultivos Controle Cultivos + DXR
F 3,40+0,90 3,11+0,29
M 3,37+0,35 3,19+0,11

DXR = doxorrubicina (0,25 pug/mL)
Foram analisadas 2000 células por cultivo celular, sendo um total
de 6000 células por animal

Figura 8 — indice mitético observado nos cultivos celulares controle e nos cultivos celulares
submetidos ao tratamento com a DXR de fémeas (F1, F2 e F3) e machos (M1, M2 e M3).

Analise das aberragcdes cromossdmicas por coloragcdo convencional (Giemsa)
Nao foram observadas diferengas significativas no numero de AC e no numero de
metafases que apresentaram AC entre machos e fémeas, tanto nos cultivos controle como

nos cultivos tratados com a DXR, indicando que nao houve influéncia do sexo (Tabela 3).
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Em relacdo ao numero total de AC, tanto nos machos como nas fémeas, houve uma
diferencga estatisticamente significativa entre os cultivos celulares controle em relagcdo aos
cultivos que sofreram a incorporagdao da DXR, revelando um aumento significativo no
numero de AC encontradas nos cultivos tratados com a DXR (Figura 9).

Analisando-se o0 numero total de metafases que apresentaram AC, foi possivel
observar, tanto nos machos como nas fémeas, uma diferenga significativa entre os cultivos
controle em relagao aos cultivos tratados com a DXR. Tais dados mostram que os cultivos
que sofreram o tratamento da DXR apresentaram um aumento estatisticamente significativo

no numero de metafases que apresentaram AC (Figura 10).

Tabela 3 - Média e desvio padrao das triplicatas, em relagdo ao
numero total de aberracbes cromossdmicas (AC) e ao numero
total de metafases que apresentaram AC nos cultivos celulares
controle e cultivos celulares submetidos ao tratamento com a DXR
(cultivo + DXR) em fémeas e em machos.

N° total de AC

N° total de metéafases

o (MédiatDP) com AC (Média+DP)
Animais
Cultivo Cultivo Cultivo Cultivo
controle + DXR Controle + DXR
F1 11,00+£3,46 64,33%5,51 9,00%1,73 34,00+7,00
F2 11,00£1,00 62,66+29,14  8,33%1,15 34,66+6,65
F3 12,00+4,36 49,00+5,29 9,00%1,00 27,33+1,15
M1 12,33+4,93 50,00+3,00 8,66%3,51 29,33+1,53
M2 12,66+4,72 44,33x14,57 9,33%£1,53 27,00+3,46
M3 11,66+1,53 42,33x17,09  8,00%£1,00 25,33+3,51

DXR = doxorrubicina (0,25 pg/mL)

Foram analisadas 100 metafases por cultivo celular, sendo um total de

300 metafases por animal
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Figura 9 — Numero total de aberragdes cromossdmicas (AC) encontradas nos cultivos celulares
controle e cultivos celulares incorporados com doxorrubicina (DXR) de fémeas (F1, F2 e F3) e
machos (M1, M2 e M3).

Figura 10 — Numero total de metafases que apresentaram aberragcdes cromossdémicas (AC)
encontradas nos cultivos celulares controle e cultivos celulares incorporados com DXR de fémeas
(F1, F2 e F3) e machos (M1, M2 e M3).
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Os dados obtidos na identificacdo e quantificacdo dos tipos de AC analisadas, tanto
dos cultivos controle como dos cultivos tratados com a DXR, podem ser visualizados na
Tabela 4 para as fémeas e para os machos. Tendo em vista os cultivos controle, tanto de
fémeas como de machos, é possivel observar que os tipos de AC mais frequentemente
encontrados foram as Qct e os Gct, seguidos dos cromossomos Dic, Re, A, Qcr, Gcer e Ft,
respectivamente. A Fq néo foi encontrada nos cultivos celulares controle de nenhum dos
animais analisados.

Analisando os cultivos celulares submetidos ao tratamento com a DXR das fémeas e
dos machos, foi observado que os tipos de AC mais encontrados foram as Qct e os Gct,
seguidos dos cromossomos Dic, Qcr, Ger, Re, A e Ft, respectivamente. A Fq n&o foi
encontrada nos cultivos celulares induzidos pela DXR de nenhum dos animais analisados.
As frequéncias médias dos tipos de AC visualizadas nos cultivos celulares controle (C.C.) e
nos cultivos celulares tratados com a DXR (C. + DXR) de fémeas e machos estédo
representadas na Figura 11.

Em sintese, a ordem decrescente das AC observadas nos cultivos controle de fémeas
e machos foi: Qct > Gcet > Dic > Re > A > Qcr > Ger > Ft > Fg. Ja a ordem decrescente de
AC nos cultivos tratados com a DXR foi: Qct > Gcet > Dic > Qer > Ger > Re > A > Ft > Fq.

Tabela 4 — Média e frequéncia das triplicatas em relagdo aos tipos de aberragbes
cromossdmicas (AC) analisadas nos cultivos celulares controle e cultivos celulares tratados
com DXR (cultivo + DXR) das fémeas (F) e dos machos (M). As AC quantificadas foram: anel
cromossémico (A), cromossomo dicéntrico (Dic), gap cromatidico (Gct), gap cromossdémico
(Gcer), quebra cromatidica (Qct), quebra cromossdmica (Qcr), forma trirradial (Ft), forma
quadrirradial (Fq) e rearranjo (Re).

Cultivo controle Cultivo + DXR
Tipos de AC F M F M
Média |Frequéncia Média |Frequéncia Média |Frequéncia Média |Frequéncia

A 0,33 2,92% 0,88 7,72% 2,44 4,16% 1,44 3,16%
Dic 1,66 14,7% 1,77 15,62% 7,44 12,8% 3,99 8,77%
Gcet 2,44 21,6% 2,66  23,33% 13 22,16% 14,77  32,46%
Ger 0,55 4,86% 0,44 3,86% 3,55 6,05% 2,77 6,09%
Qct 4,55 40,26% 4,22  37,01% 22 37,51% 16,10  35,39%
Qcr 0,66 5,84% 0,44 3,87% 6,66 11,35% 4,33 9,52%
Ft 0 0 0,11 0,97% 0,33 0,56% 0,11 0,24%
Fq 0 0 0 0 0 0 0 0

Re 1,11 9,82% 0,88 7,72% 3,22 5,5% 1,99 4,38%

DXR= doxorrubicina (0,25 ug/mL)
Foram analisadas 300 metafases por animal, sendo um total de 900 metafases nas fémeas e 900 nos
machos, tanto nos cultivos controle como nos cultivos tratados com DXR.
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Figura 11 — Frequéncia média, de cada experimento, dos tipos de aberra¢cdes cromossémicas (AC)
analisadas nos cultivos celulares controle (C.C.) e nos cultivos celulares submetidos ao tratamento
da DXR (C. + DXR) de fémeas e machos.

Nas Figuras 12, 13 e 14 estéo ilustradas as AC encontradas nas metafases dos

cultivos celulares submetidos ao tratamento com a DXR e corados com Giemsa.
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Figura 12 — Aberragbes cromossémicas obtidas nas metafases dos cultivos celulares submetidos ao
tratamento com a DXR. (A) 1 — Forma trirradial e 2 — Gap cromatidico; (B) 1 e 2 — Gap cromatidico, 3
e 4— Quebra cromatidica e 5 — Quebra cromossémica. Todas as preparagdes cromossdmicas foram

coradas com Giemsa e analisadas em um aumento de 1000X.
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Figura 13 — Aberragbes cromossémicas obtidas nas metafases dos cultivos celulares submetidos ao
tratamento com a DXR. (A) 1 — Quebra cromossdmica, 2 — Quebra cromatidica e 3 - Rearranjo; (B) 1
— Rearranjo e 2 — Anel. Todas as preparagdes cromossdémicas foram coradas com Giemsa e

analisadas em um aumento de 1000X.
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Figura 14 — Aberragbes cromossémicas obtidas nas metafases dos cultivos celulares submetidos ao
tratamento com a DXR. (A) 1 — Gap cromossdmico, 2 e 3 — Dicéntrico; (B) 1 — Quebra
cromossbmica, 2 — Gap cromatidico e 3 — Forma trirradial. Todas as preparagbes cromossOmicas
foram coradas com Giemsa e analisadas em um aumento de 1000X.
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Identificacdo cromossémica por bandamento G

Os resultados obtidos por meio da analise do numero total de AC e do numero total
de metafases que apresentaram AC dos cultivos tratados com DXR submetidos ao
bandamento G, estdo mostrados na Figura 15 e na Tabela 5. E possivel observar que nio
houve diferengas estatisticamente significativas em relacdo ao numero total de AC e ao
numero total de metafases que apresentaram AC entre fémeas e machos, indicando que o
sexo dos animais ndo influenciou nos resultados.

Pela analise das metafases tratadas com DXR submetidas ao bandamento G, foi
possivel observar que nao foram encontradas AC nos pares cromossomicos 12, 18, 19, 21,
22, 24, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 e no cromossomo sexual Y, de todos os animais
analisados.

Os pares 1,2,4,5,6, 7, 15, 16 e o cromossomo sexual X apresentaram AC em todos
0s animais avaliados. Ja os pares 3, 10 e 20 apresentaram AC apenas nas metafases do
animal M1 e os pares 23, 25 e 26 apenas nas metafases do animal F2. O par 9 apresentou
AC em todos os animais analisados, com exce¢ao do animal F2. O par 8 apresentou AC nos
animais F1, F3, M2 e M3, o par 11 nos animais F1, F2, M1 e M2; o par 13 nos animais F2,
F3 e M3; o par 14 nos animais F3 e M2; e o par 17 nos animais F1, F2, M2 e M3. Na Tabela
6 estao representadas as frequéncias de todos os cromossomos que apresentaram AC em
fémeas e em machos.

Analisando-se a Figura 16 é possivel observar que entre todos os animais analisados,
o par cromossémico que apresentou maior frequéncia de AC foi o 7 (15,17%), seguido dos
pares X (12,41%), 2 (12,18%), 1 (11,03%), 4 (9,65%), 16 (9,19%), 6 (8,73%), 15 (6,66%), 5
(4,60%), 8 (2,52%), 9 (2,30%), 11 (1,38%), 17 (0,91%), 13 e 23 (0,69%), 14 e 25 (0,46%), 3,
10, 20 e 26 (0,23%), respectivamente.
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Figura 15 — Numero total de aberragbes cromossémicas (AC) e de metafases com AC
analisadas nos cultivos tratados com doxorrubicina (DXR) submetidos ao bandamento G de fémeas
(F1, F2 e F3) e machos (M1, M2 e M3).

Tabela 5 - Frequéncia do numero total de aberragbes

cromossomicas (AC) e do numero de metafases com AC analisados

nos cultivos tratados com doxorrubicina (DXR) submetidos ao

bandamento G de fémeas (F1, F2 e F3) e machos (M1, M2 e M3).
Cultivos + DXR

Animais N° total de AC (%) N° total de metafases com AC (%)
F1 16,55 16,07
F2 18,62 18,03
F3 17,93 16,72
M1 14,02 15,74
M2 15,18 16,72
M3 17,70 16,72

DXR= doxorrubicina (0,25 ug/mL)
Foram analisadas 100 metafases tratadas com DXR submetidas ao
bandamento G, por animal



Tabela 6 - Frequéncia total de cromossomos que apresentaram
aberragdes cromossdmicas (AC) analisados nas metafases dos cultivos
celulares submetidos ao tratamento da doxorrubicina DXR de fémeas
(F1= fémea 1, F2= fémea 2 e F3= fémea 3) e machos (M1= macho 1,
M2= macho 2 e M3= macho 3)

Frequéncia de AC em cada animal (%)

Pares cromossémicos

F1* F2° F3° M1®  M2®  M3?
1 833 864 12,82 13,12 16,66 7,8
2 125 11,11 12,82 13,12 13,63 10,39
3 0 0 0 1,64 0 0
4 9,72 9,88 897 11,47 454 12,99
5 555 6,17 519 65 3,03 1,30
6 125 493 897 656 910 10,39
7 15,28 17,28 1539 13,12 18,18 11,69
8 1,39 0 1,29 0 9,09 3,90
9 1,39 0 3,85 328 3,03 260
10 0 0 0 1,64 0 0
11 2,78 247 0 1,64 1,51 0
13 0 1,23 1,29 0 0 1,3
14 0 0 1,29 0 1,51 0
15 972 493 897 492 454 6,5
16 565 16,05 6,41 4,92 454 1559
17 1,39 1,23 0 0 1,51 1,3
20 0 0 0 1,64 0 0
23 0 3,7 0 0 0 0
25 0 2,47 0 0 0 0
26 0 1,23 0 0 0 0
X 13,89 8,64 12,82 164 9,10 14,29

DXR= doxorrubicina (0,25 ug/mL)

a

bandamento G por animal.

Foram analisadas 100 metafases tratadas com DXR submetidas ao
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Figura 16 — Frequéncia total de aberragbes nos cromossomos de Mazama gouazoubira analisados
nas metafases submetidas ao tratamento com DXR.

Localizacéo das regibes cromossdmicas por bandamento G

Os resultados obtidos pela andlise das regides de quebras que foram divididas em 3
partes e classificadas em relacdo ao centrémero como proximal, mediana e distal, estdo
apresentados na Tabela 7 e na Figura 17. Observando os dados obtidos € possivel notar
que as AC se concentraram com maior frequéncia na regido proximal dos pares
cromossOmicos 1 e 17. Os pares 2, 6, 9, 20, 26 e o cromossomo sexual X apresentaram
maior incidéncia de AC na regido mediana. Na regido distal foram encontradas AC nos pares
3,4,5,7,8, 10, 13, 15 e 16. Os pares 11 e 25 apresentaram os mesmos numeros de AC
nas regides proximal e distal. O par 14 exibiu taxas de ocorréncia de AC iguais nas regides
proximal e mediana. O par 23 mostrou que as 3 regides analisadas apresentaram o mesmo
numero de AC.

Analisando-se a Tabela 7 é possivel perceber que na regido distal foram encontradas
12 AC, na mediana 8 AC e na proximal 6 AC. Assim, pode concluir que foi na regiao

cromossOmica distal que houve a maior frequéncia de AC induzidas pela DXR.



Tabela 7 — Numeros totais de aberragbes cromossémicas (AC)
observados nas 3 regides cromossémicas divididas em relagdo ao
centrbmero: proximal, mediana e distal, encontrados nos pares
cromossOmicos analisados nas metafases dos cultivos celulares
submetidos ao tratamento da doxorrubicina (DXR) de fémeas e
machos

Pares cromossémicos Regides em relacdo ao centrémero

Proximal Mediana Distal
1 17 16 15
2 13 27 13
3 0 0 1
4 7 13 22
5 3 3 14
6 10 16 12
7 23 14 29
8 1 4 6
9 0 6 4
10 0 0 1
11 3 0 3
13 0 1 2
14 1 1 0
15 9 9 11
16 6 11 23
17 3 0 1
20 0 1 0
23 1 1 1
25 1 0 1
26 0 1 0
X 6 27 21

DXR= doxorrubicina (0,25 ug/mL)
Foram analisadas 100 metafases tratadas com DXR submetidas ao
bandamento G por animal.
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Figura 17 — Frequéncia total de aberragbes cromossdmicas (AC) observadas nas regides proximal,

mediana e distal dos cromossomos portadores de AC submetidos ao tratamento da DXR de fémeas
e machos.

Nas Figuras 18, 19 e 20 est&o ilustrados os cromossomos portadores de AC, com a
indicacdo de cada regido onde essas estavam concentradas, encontrados nas metafases

dos cultivos celulares tratados com a DXR submetidos ao bandamento G.
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Figura 18 — Cromossomos portadores de aberragées cromossémicas (AC) e localizagdo das AC em
cada cromossomo, obtidos nas metafases dos cultivos celulares tratados com a doxorrubicina (DXR).
(A) 1 — Cromossomo 16, regido distal; (B) 1 — Cromossomo X, regido mediana; 2 — Cromossomo 5,
regidao mediana, 3 — Cromossomo 15, regido mediana; 4 — Cromossomo 14, regido mediana. Todas
as preparagdes cromossdmicas foram submetidas a técnica de bandamento G e analisadas em um
aumento de 1000X.
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Figura 19 — Cromossomos portadores de aberragdes cromossémicas (AC) e localizagédo das AC em
cada cromossomo, obtidos nas metafases dos cultivos celulares tratados com a doxorrubicina (DXR).
(A) 1 — Cromossomo 9, regido mediana; (B) 1 — Cromossomo X, regido mediana; 2 — Cromossomo 1,
regido distal, 3 — Cromossomo 2, regido distal. Todas as prepara¢cdes cromossémicas foram
submetidas a técnica de bandamento G e analisadas em um aumento de 1000X.
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Figura 20 — Cromossomos portadores de aberragdes cromossémicas (AC) e localizagédo das AC em
cada cromossomo, obtidos nas metafases dos cultivos celulares tratados com a doxorrubicina (DXR).
(A) 1 — Cromossomo 7, regido proximal; (B) 1 — Cromossomo X, regido mediana. Todas as
preparagbes cromossémicas foram submetidas a técnica de bandamento G e analisadas em um
aumento de 1000X.
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V DISCUSSAO

A avaliagdo cariotipica dos animais da familia Cervidae tem se mostrado muito
interessante ja que os estudos citogenéticos evidenciam uma extensa variagcdo no numero
cromossbmico e presenca de cromossomos B (DUARTE E JORGE, 1996). Como os
cromossomos das espécies do género Mazama possuem uma tendéncia a fragilidade
(Vargas-Munar et al., 2010), este trabalho se propds a identificar os cromossomos da
espécie Mazama gouazoubira portadores de aberragdes cromossOmicas e localizar as
regides de quebras de cada um desses Cromossomos.

Os dados obtidos dos 6 animais da espécie Mazama gouazoubira analisados, 3
apresentaram cromossomos B, 1 possuia uma fusdo Robertsoniana (15;16) e apenas 2 nao
mostraram nenhum tipo de variacdo cromossémica. Estudos feitos por Duarte (1992) e
Duarte e Jorge (1998) apontaram a presenca de fusdes Robertsonianas e de cromossomos
B na maioria dos espécimes de Mazama gouazoubira avaliados. Estes dados presentes na
literatura evidenciam o polimorfismo intraespecifico existente nesta espécie.

Foram feitos cultivos controle e cultivos submetidos ao tratamento do agente
mutagénico DXR, a partir de linfocitos sanguineos dos animais selecionados neste trabalho.
Cultivos de linfécitos sao indicadores extremamente sensiveis as mudangas cromossOdmicas
estruturais induzidas por mutagenos (EVANS E O'RIORDAN, 1975).

O agente mutagénico utilizado para a inducdo de AC em cultivos celulares de
linfécitos sanguineos no presente trabalho foi a DXR. Na literatura podem ser encontrados
varios trabalhos que relatam a utilizagdo da DXR como indutor de AC (FURTADO et al.,
2008; RESENDE et al., 2010; VARGAS-MUNAR et al., 2010). Segundo Vargas-Munar e
colaboradores (2010), os cervideos sao menos sensiveis a DXR quando comparados ao
homem, pois em concentragdes semelhantes, este mutagénico induz de duas a trés vezes
mais AC em humanos (VIG, 1971).

Por meio da analise do indice mitotico foi possivel perceber que o agente mutagénico
DXR utilizado na concentracdo de 0,25 ug/mL nado apresentou citotoxicidade. O indice
mitético € uma metodologia utilizada para quantificar a proliferagdo celular, estimando o
numero de células em metafase (ELSTON e ELLIS, 1991; THOR et al., 1999). Vargas-Munar

e colaboradores (2010) testaram diferentes doses de DXR em células de cervideos,
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revelando que concentracbes acima de 0,25 pg/mL s&o citotoxicas, impedindo assim, o
crescimento celular. A citotoxicidade produzida pela DXR pode acontecer por varios
mecanismos como a formacéao de radicais livres, diferenciagdo da composicédo da membrana
celular, alteracdo da funcdo celular e intercalagdo com o DNA (KITADA et al., 1994,
ANTUNES e TAKAHASHI, 1998; TAVARES et al., 1998; QUILES et al., 2002).

Os dados obtidos neste trabalho mostraram que os cultivos controle apresentaram
AC, poréem em menor frequéncia do que quando comparados com os cultivos tratados com
DXR. Os cultivos controles sdo usados como parametro para a analise das AC espontaneas.
Estudos realizados nos cromossomos das glandulas salivares de Drosophila apontaram a
ocorréncia espontanea de AC (NATARAJAN, 2002). Aula e Koskull (1976) afirmam ainda,
que aberragbes ocorrem na maioria das preparagdes cromossdémicas que nao foram
expostas a nenhum tipo de agente mutagénico, porém em menor frequéncia.

Na literatura estdo descritos trabalhos que mostram que as AC, induzidas pela DXR
em linfécitos da medula 6ssea de ratos Wistar, foram encontradas em alta frequéncia nos
cultivos tradados com DXR e em baixa frequéncia nos cultivos controle. Os autores relatam
ainda, que nos cultivos tratados, a maioria das AC encontradas foram as Qct, mas também
foram encontrados gaps, Qcr, trocas, Ft, Re e fragmentos acéntricos (ANTUNES e
TAKAHASHI, 1998; GULKAC et al., 2004; YALCIN et al., 2010). Em um estudo publicado
recentemente, foram investigados citogeneticamente 50 animais da espécie Bubalus bubalis
quanto a estabilidade cromossdémica da espécie. Foi mostrado que os cultivos submetidos
ao tratamento da bromodeoxiuridina, um outro agente mutagénico, apresentaram altas taxas
de AC do que quando comparados com os cultivos controle, porém, essa diferenca n&o foi
significativa (GENUALDO et al., 2012).

As informagbes documentadas neste estudo apontaram que a AC mais frequente nos
cultivos tratados com DXR foi a Qct. Foi notado que as AC predominantes em fibroblastos
humano induzidas pela DXR foram do tipo cromatidicas (NEWSOME e LITTLEFIELD, 1975).
As altas frequéncias dos danos cromatidicos podem ser justificadas pelo fato dos linfocitos
serem expostos a algum agente mutagénico durante as fases S ou G;, quando os
cromossomos ja apresentam as duas cromatides irmas (EVANS E O’'RIORDAN, 1975). Além
disso, estudos mostram que a DXR é dependente da fase S do ciclo celular (TOFFOLI et al.,
1996; RAO et al., 1975).
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Devido a semelhanca morfolégica e de tamanho dos 68 cromossomos autossémicos
da espécie em questdo, coloragdes convencionais ndo séo eficientes para o pareamento
correto de homologos. Por este motivo, a técnica de banda G foi utilizada para a
identificacdo precisa dos cromossomos que sofreram rearranjos. De acordo com Folle e
colaboradores (1998) regidbes de quebras induzidas nos cromossomos podem ser
identificadas usando bandamentos cromossémicos.

Assim, o bandamento G permitiu identificar os cromossomos portadores de AC, por
meio da comparagcdo dos cromossomos obtidos nos cultivos celulares tratados com DXR
com o ideograma feito por Neitzel em 1987. Com base nessa comparacao, foram
identificados os cromossomos 1, 2, 4, 5, 6, 7, 15, 16 e 0 cromossomo sexual X como os que
apresentaram as maiores frequéncias de AC entre os animais analisados. O agente
antineoplasico e antibiotico estreptonigrina foi utilizado para induzir AC em linfécitos
humanos, e neste estudo foram detectados os pares 1, 2 e 3 pelo bandamento G como os
cromossomos que apresentaram maiores taxas de aberragées (COHEN, 1963).

Analisando-se cultivos de linfocitos, de pacientes com céancer, coletados
imediatamente apds o tratamento com o agente mutagénico fisico radiacdo ionizante, foi
possivel observar, pelo bandamento G, que todos os pares cromossdmicos apresentaram
AC, com excecao apenas do cromossomo sexual Y. As maiores taxas de AC foram
encontradas nos cromossomos 1, 3, 2, 7, 4, 9, 11 e 6, respectivamente (BARRIOS et al.,
1989). A deteccédo de AC em quase todos os cromossomos pode ser explicada pelo fato do
agente radiacdo ionizante ser um indutor de quebras cromossémicas aleatérias, tal
propriedade também é encontrada na DXR (COQUELLE et al., 1997).

Em relagdo aos cromossomos sexuais, o presente estudo apontou que o cromossomo
X apresentou altas taxas de AC, contrastando com o cromossomo Y, no qual ndo foram
encontradas AC. Dados similares foram encontrados em um estudo que utilizou a azacitidina
como indutor de AC. Esta € uma substancia que inibe a metilagdo do DNA e é usada em
estudos de fragilidade cromossémica. Por meio da adicdo dessa substancia em cultivos de
linfocitos bovinos, foi possivel notar regides de quebras no cromossomo sexual X e auséncia
dessas regides no cromossomo sexual Y (LLAMBI et al., 2008). Visando identificar sitios
frageis e regides de quebras em 45 animais da espécie Ovis aries, AC foram induzidas pela

5-fluorodeoxiuridina e, por meio do bandamento G, foi possivel identificar AC em 29
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cromossomos autossémicos e no cromossomo sexual X. Este trabalho mostrou também,
qgue os cromossomos X das fémeas séo, geralmente, mais frageis do que os cromossomos
X dos machos (AHMAD, 2008). Esta informagé&o presente na literatura afronta com os dados
obtidos no presente estudo, no qual ndo foram observadas diferencas significativas entre o
cromossomo X de fémeas e machos.

No que se refere a localizagdo das aberragdes nos cromossomos em que as portam,
foi observado que a regidao proximal apresentou o menor indice de AC, as quais se
concentraram nas regibes mediana e distal em relagdo ao centrébmero. Slota e
colaboradores (2000) analisando vacas hibridas encontraram as AC reunidas na regiao
mediana dos bracos longos dos cromossomos analisados. Barrios e colaboradores (1989)
mostraram que as regides que apresentaram maior frequéncia de AC foram a mediana e a
distal em relagdo ao centrbmero, apds a exposicdo de cultivos de linfocitos a radiacao
ionizante.

Nos cromossomos dos cervideos s&o encontrados grandes blocos de
heterocromatina centromérica. Em rearranjos cromossémicos que levam a formacao de
cromossomos de dois bragos, com o passar do tempo, € observada a perda ou diminuicao
da heterocromatina centromérica. Como a maioria dos cromossomos acrocéntricos possuem
heterocromatina centromérica, é possivel que esta contribua com a organizagao estrutural
desses cromossomos (NEITZEL, 1987). Certos trabalhos mostram que, em humanos, a
maioria das AC e dos sitios frageis estdo localizadas nas regiées de heterocromatina
constitutiva (MARLHENS et al., 1986; MIRO et al., 1987). Alguns pontos de quebras e sitios
frageis sdo encontrados na heterocromatina intercalar, que é um tipo de eucromatina que
possui propriedade da heterocromatina constitutiva (LAIRD et al., 1987; MIRO et al., 1987).
Em contraste com esses dados, o presente trabalho mostrou que a maior parte das AC néao
foram localizadas em regides de heterocromatina constitutiva.

Dos 35 pares cromossdmicos, foram localizadas AC em 21 pares autossémicos e no
cromossomo sexual X que se concentraram nas regides mediana e distal em relacdo ao
centrdbmero. Apesar dos trabalhos presentes na literatura indicarem que a DXR causa AC
em regides distribuidas ao acaso nos cromossomos, apontando que esse € um poderoso
agente mutagénico que ndo causa quebras em sitios-especificos (NEWSOME e
LITTLEFIELD, 1975; COQUELLE et al., 1997), os dados apresentados neste estudo n&o
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evidenciaram a aleatoriedade da acdo da DXR. Isso pode ser explicado pelo fato de 13
pares cromossOmicos de autossomos e o cromossomo sexual Y nao terem exibido nenhum
tipo de AC e, teoricamente, se a DXR é aleatéria, em 600 metafases analisadas todos os
cromossomos deveriam ter apresentado AC, mesmo que em baixa frequéncia.

Outra justificativa plausivel para o grande numero de cromossomos envolvidos nas
quebras (21 em 34 pares) e para a maior ocorréncia de AC em alguns cromossomos em
relacdo a outros € a fragilidade que estes podem apresentar. Os cromossomos do cariotipo
basal da familia Cervidae, retidos em M. gouazoubira, passaram por profundas modificacbes
para originar os cariotipos das outras espécies do género, ou seja, sofreram inumeras
fusdes céntricas, em tandem e inversdes diminuindo o numero dipléide durante o processo
de especiacéo (ABRIL et al., 2010).

A fragilidade cromossémica encontrada em M. gouazoubira em niveis superiores as
outras espécies do género pode ter uma relagdo com o cariétipo ancestral ter sofrido tantos
rearranjos para originar os cariétipos derivados (NEITZEL, 1987; FONTANA e RUBINI, 1990;
DUARTE e JORGE, 1998; ABRIL et al., 2010; VARGAS-MUNAR, 2010). Em 2003, Pevzner
e Tesler apresentaram um modelo para explicar a evolugdo cromossémica dos mamiferos,
conhecido como “Ruptura Fragil”, o qual afirmava que, no genoma dos mamiferos, existem
regides frageis (pequenas sequéncias) e regides sdlidas (longas sequéncias), as quais
apresentam diferentes probabilidades de se quebrar. As regides soélidas estao protegidas
contra a ocorréncia de rearranjos, uma vez que estas correspondem aos blocos de genes
funcionais, que desempenham func¢des vitais ao desenvolvimento de um organismo. Ja as
regides de fragilidade estdo propensas a se quebrarem e se reorganizarem, representando,
por exemplo, uma propor¢cao pequena de blocos de genes envolvidos na capacidade
adaptativa, devido ao alto custo evolutivo para se eliminar mutagdes que atingem varios
genes simultaneamente (PENG et al., 2006; BECKER e LENHARD, 2007).

O modelo da fragilidade cromossémica pode ser evidenciado por meio da analise dos
rearranjos que ocorreram nos genomas do homem e do rato ao longo da evolugéo
cromossOmica a partir de um ancestral comum, que mostra a existéncia de aglomerados de
pontos de quebras situados proximos uns dos outros em determinados cromossomos
(PEVZNER e TESTER, 2003).
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A identificagdo dos pares cromossdémicos com maiores taxas de aberragdes no
presente trabalho € o ponto de partida para futuros estudos do processo de evolugao
cariotipica do género Mazama. Utilizando sondas cromossémicas dos referidos pares pode-
se conhecer com precisdo, como 0s mesmos se comportaram ao longo da diferenciagcao
cariotipica entre as espécies. Assim, sera possivel saber se as altas taxas de quebras
nestes pares causadas pela DXR, um agente mutagénico aleatério, tem relagcdo com os

rearranjos ocorridos ao longo da evolugédo cromossémica.

VI CONCLUSOES

Através dos dados obtidos pode-se concluir que o tipo de AC mais frequente tanto
nos cultivos celulares controle como também nos cultivos celulares submetidos ao
tratamento com a DXR foram as quebras cromatidicas. A DXR nao causou AC aleatérias
nos cromossomos de Mazama gouazoubira, indicando que as AC podem estar localizadas
em pontos especificos. Alguns cromossomos apresentaram mais AC do que outros, fato que
pode estar relacionado com a fragilidade cromossOmica da espécie em questdo. As regides
cromossOmicas mediana e distal foram aquelas em que as AC se concentraram com maior
frequéncia. Tais dados sugerem que estas regides dos cromossomos podem estar mais
suscetiveis a fragilidade cromossémica e consequentemente, poderiam estar envolvidas

com a diferenciacao cariotipica das espécies.
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