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RESUMO

A prodigiosina é um metabdlico secundario de Serratia marcescens com diversas
aplicacBes farmacéuticas, agrotoxicas e antitumorais. Este trabalho teve como obijetivo
avaliar a acdo genotoxica da prodigiosina em células soméaticas do organismo-modelo
Drosophila melanogaster. Esta espécie se destaca por oferecer caracteristicas semelhantes
ao gendtipo humano e por ser capaz de proporcionar um ambiente genético seguro e muito
bem conhecido para a observacdo do possivel efeito danoso (potencial genotdxico) da
Prodigiosina. Foram analisados hemocitos obtidos das larvas de D. melanogaster, em
terceiro estagio de desenvolvimento, expostas ao metabdlito adicionado ao meio de cultivo,
nas concentragbes de 2, 5 e 10uM/mL. O Ensaio Cometa foi empregado para a avaliacao
dos danos gendmicos nas células da hemolinfa, que ocorreu em todas as concentragées
testadas. Duas abordagens diferentes foram empregadas para a avaliacdo dos resultados: a
suposta agao seletiva da prodigiosina, sobre células normais; e a acao inseticida da mesma.
Com relagdo a acao genotéxica em ambas as abordagens, a prodigiosina se mostrou um

potente agente de danos gendémicos.

Palavras-Chave: Hemolinfa, danos genémicos, eletroforese de célula unica.
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ABSTRACT

The prodigiosin is a secondary metabolite of Serratia marcescens with various
pharmaceutical, agrotoxic and antitumor applications. This study aimed to evaluate the
genotoxicity of prodigiosin in somatic cells of the model organism Drosophila melanogaster.
This species is distinguished by offering similar features to the human genotype and be able
to provide a safe and genetic well known environment for the observation of possible harmful
effect (genotoxic effect) of Prodigiosin. Hemocytes obtained from D. melanogaster larvae in
the third stage of development, were exposed to the metabolite added to the culture medium
at concentrations of 2, 5 and 10uM/mL. The Comet Assay was used to assess the genomic
damage in the cells of the hemolymph, which occurred at all concentrations tested. Two
different approaches were used for the evaluation of the results: the alleged selective action
of prodigiosin on normal cells; and their insecticide action. With respect to genotoxicity in
both approaches, the prodigiosin showed as a potent agent of genomic damage.

Keywords: Hemolymph, genomic damage, single-cell electrophoresis.



CAPITULO 1

1.1 INTRODUCAO

Existe um rico patrimbnio genético mundial e o Brasil € detentor da maior
biodiversidade do planeta (CALIXTO, 2003). Nos dias atuais, essa diversidade se traduz em
um valor econbmico e estratégico inestimavel em vérias atividades, com destaque para as
potencialidades no desenvolvimento de novos farmacos, especialmente aqueles obtidos,
direta ou indiretamente, a partir de produtos naturais (CRAGG et al., 1997; DE SMET, 1997,
PANDEI, 1998; VERPOORT, 1998; SHU, 1998; HARVEY, 2000; CALIXTO, 2003). Estima-
se que 40% dos medicamentos disponiveis na terapéutica foram desenvolvidos de fontes
naturais, sendo 25% oriundos de plantas, 13% de micro-organismos e 3% de animais. No
caso das drogas anticancerigenas e dos antibiéticos, por exemplo, esse percentual advindo
de produtos naturais, atinge cerca de 70%. As descobertas destes produtos possibilitaram a
indastria farmacéutica desenhar drogas ndo sé dotadas de maior seletividade, como
também de maior eficiéncia no combate a véarias patologias de grande complexidade
(CALIXTO, 2003).

Existem varias vantagens que justificam o uso de produtos naturais também como
pesticidas. Entre elas esta o fato de terem, muitas vezes, um tempo de vida mais curto do
que compostos sintéticos, o que reduz o impacto ambiental pelo seu uso prolongado. Os
custos envolvidos com a regulamentagdo da sua produgdo sdo também muito menores, se
comparados ao custo de um produto quimico sintético. (CRAGG, G. M., NEWMAN, D. J.,
SNADER, K. M., 1997)

De acordo com o Portal do Agronegdcio (2014), os pesticidas naturais sao fontes de
novos modos de acdo e de novos produtos quimicos, bem mais aceitos pelo publico
consumidor. Além disso, possuem atividade biolégica mais especifica de combate. O
isolamento e identificacdo destes compostos, entretanto, foi uma tarefa ardua no passado.
Mas gracas a instrumentacdo moderna, seu isolamento tem sido simplificado e seus custos
de producao, reduzidos. E com as novas metodologias, entre elas a biotecnologia, novos

pesticidas naturais tém sido descobertos a cada ano.

Muitas empresas envolvidas nestas descobertas pesticidas sdo da indastria
farmacéutica, que tem feito um esforco para a criacdo de produtos a base de compostos

naturais. Os efeitos adversos advindos do uso abusivo de agroquimicos podem ser



atenuados com a utilizacdo de produtos naturais, entre eles os extraidos de plantas e/ou
fontes minerais. As caracteristicas benéficas destes tipos de pesticidas sdo devidas a sua
maior seletividade, baixa toxicidade para o homem, e maior eficiéncia no controle de vérias
espécies de acaros e insetos (CHAGAS et al., 2005; BRITO et al., 2008).

Nesta abordagem, um destaque tem sido dado aos compostos de origem metabdlica
microbiana (PORTAL DO AGRONEGOCIO, 2014) como agentes pesticidas, no controle de
insetos vetores e pragas. E é neste grupo que se enquadra a prodigiosina, um alcaloide e
metabdlito secundéario produzido pela bactéria Serratia marcenses. Este composto, de cor
vermelho natural, possui diversas atividades biolégicas, ndo sé pesticidas e antimalarial,
mas também antitumoral e antimicrobiana (ASSANO et al., 1999; PATIL et al., 2011; PATIL
et al., 2012; VENIL et al., 2013). Sua agdo no campo da industria, da saude e do meio
ambiente (PATIL et al., 2011; LU et al, 2012; VENIL et al., 2013) se deve a sua
caracteriza¢do quimica planar, que permite a sua intercalacdo na molécula de DNA, levando
a danos gendmicos que comprometem a viabilidade celular e a morte (MONTANER et al.,
2005; GURYANOV et al., 2013).

Neste trabalho, foi investigado o potencial mutagénico da prodigiosina, através de
um estudo de células soméaticas da espécie Drosophila melanogaster e do Ensaio Cometa,
duas abordagens ainda pouco divulgadas na literatura, porém bastante promissoras.

A pequena mosca Drosophila melanogaster esta entre os organismos-modelos de
estudos recentes na area mutagénese e da toxicologia, considerada um possivel substituto
de animais superiores em testes laboratoriais (FESTING et al., 1998; BENFORT et al., 2000;
SIDIQUE et al., 2005; RAND, 2010). Este inseto pertence a familia Drosophilidae, composta
por mais de 4.200 espécies, distribuidas em diversos géneros (BACHLI, 2014). Entre eles, 0
mais estudado e especioso € o género Drosophila, para o qual sdo conhecidas mais de
1.180 espécies, entre as quais a Drosophila melanogaster é, sem dulvida alguma, a mais
bem estudada do género e uma dos organismos mais investigados pela ciéncia, em todo o
mundo. As publicagbes cientificas com este organismo-modelo sdo incontaveis, com
destaque nas areas da genética, ecologia, taxonomia, evolucao, fisiologia, comportamento,
desenvolvimento, biologia molecular e, como mencionado, na &rea da mutagénese
(GRIMALDI, 1990; RUBIN, LEWIS 2000; REMSEN, O’GRADY, 2002; FERVEUR, 2003;
DROSOPHILA 12 GENOMES CONSORTIUM, 2007; SCHAEFFER et al., 2008, RAND,
2010, SHUKLA et al., 2011).

Drosophila melanogaster tem sido recomendada como organismo para testes e

pesquisas inclusive pelo Centro Europeu para Validagdo de Métodos Alternativos (ECVAM,



European Centre for the Validation of Alternative Methods), conforme destacam Festing et
al. (1998) e Benfort et al. (2000). E, de fato, nos ultimos anos Drosophila tem se tornado um
organismo-modelo também em estudos toxicolégicos (GAIVAO et al., 1999; KAR
CHOWDHURI et al., 2001; NAZIR et al., 2003 a, b; MUKHOPADHYAY et al., 2004).

Estudos mais tradicionais tém utilizado Drosophila melanogaster em testes de
mutacdo e recombinacdo somética, o teste SMART (Somatic Mutation And Recombination
Test), uma metodologia descrita na década de 1980 pelo pesquisador Ulrich Graf (GRAF et
al., 1984), que permite visualizar fenétipos alterados na forma do pelo da asa de individuos
adultos, tratados com compostos de interesse na sua fase larval. Desde entdo, diversos
estudos tém utilizado a espécie no teste SMART para detectar do potencial mutagénico, ou
antimutagénico, de diversos compostos, nas suas mais diversas formas (extratos, oleos,
vapor, compostos sintéticos ou naturais etc). A Unica premissa do teste € que 0 composto
seja capaz de ser metabolizados pela larva, interagindo assim, com o ndcleo e material
genético das células (ANDRADE, LEHMANN, 2003).

Mais recentemente D. melanogaster tem sido utilizada também para aplicacdo de
Ensaio Cometa (MUKHOPADHYAY et al., 2004; SIDDIQUE et al., 2005; CARMONA et al.,
2011; SHARMA et al., 2011) e as possibilidades de seu uso como organismo-modelo na

area da mutagénese, se ampliaram ainda mais.

O Ensaio Cometa é uma das varias metodologias que podem ser empregadas para a
avaliacdo da danos gendmicos de diversas etiologias (SPONCHIADO et al., 2011; ADAM et
al., 2013; HAJISHARIFI et al., 2014; CAPPOEN et al., 2014; DE ANDRADE et al., 2014). E
também conhecido como eletroforese de célula Unica, um método sensivel e versatil para
medir a quantidade de quebras simples ou duplas na molécula do DNA na célula, em um

meio alcalino.

A metodologia do Ensaio Cometa foi desenvolvida por Ostling e Johanson (1984),
mas logo em seguida foi modificada por Singh et al. (1988), que otimizaram a desnaturag&o
do DNA, permitindo uma avaliacdo de quebras de fitas-simples e locais alcali labeis (TICE et
al., 2000). Basicamente, as células obtidas dos organismos tratados sdo sobrepostas em
laminas de vidro, cobertas com agarose, e submetidas a um processo de lise, que permite
que as membranas celulares sejam rompidas e que o DNA ligue-se a matriz celular. Apartir
desta exposi¢cdo, o material genético assume a forma de uma célula, denominado de
“nucledide” (UMBUZEIRO, ROUBICEK, 2006). Este nucleéide €& submetido a uma
eletroforese que permite que seu conteudo migre em direcdo ao anodo do aparato de

eletroforese. Através de um microscopio de luz fluorescente pode ser visualizada uma



“‘cauda”, que lembra a cauda de um cometa, indicativa da frequéncia e da intensidade dos
danos causados ao DNA.

1.2 OBJETIVO
1.2.1. Objetivo geral

Analisar o potencial genotdxico in vivo do metabdlito secundario de Serratia
marcenses, a prodigiosina, utilizando a metodologia do Ensaio Cometa no organismo

modelo Drosophila melanogaster.

1.2.2. Objetivos especificos

i) Avaliar a agdo genotoxica de diferentes concentragfes da prodigiosina em
células somaticas da hemolinfa de larvas de Drosophila melanogaster.

ii) Avaliar a acdo genotoxica de diferentes concentragfes da prodigiosina em
hemdcitos de D. melanogaster, com enfoque na sua atuacdo como um agente
inseticida.

1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Prodigiosina

O interesse pela seguranga humana e pela conservagdo ambiental tem resultado
em diversas pesquisas na busca de novos compostos naturais que apresentem uma
potencial variedade de aplicacdes, sem, entretanto, apresentar riscos a saude e ao meio
ambiente (VENIL et al., 2013). De acordo com a “Tecnologia Verde”, produtos menos
toxicos e de origem natural sdo mais favoraveis para as linhas de producdo atuais, ao
contrério dos compostos sintéticos, muitos deles proibidos por apresentarem um potencial
elevado de carcinogenicidade e acumulagéo de seus residuos no ecossistema (VENIL et al.,
2013).

Entre os microrganismos, as bactérias apresentam um imenso potencial para
produzir diversos bioprodutos ou, produtos naturais (JOSHI et al., 2003; VENIL,



LAKSHMANAPERUMALSAMY, 2009; AHMAD et al., 2012). Inimeras pesquisas, realizadas
nas ultimas décadas, tém ressaltado as vantagens da utilizagcdo de produtos naturais
(HENDRY et al., 1997; DEMAIN et al., 1980; BABITHA et al., 2009). Entre seus beneficios,
vantagens e interesses para a ciéncia estdo sua ampla gama de atividades, alta
versatilidade e produtividade, facil cultivo e manipulagéo génica, fermentacdo mais rapida e

produtiva em comparacdo com qualquer outro processo quimico, minimo custo operacional.

Serratia marcescens (Figura 1) € uma bactéria que produz um pigmento vermelho
natural (um alcaloide) chamado prodigiosina (5[(3-metoxi-5-pirrol-2-ilideno-pirrol-2-ilideno)-
metil]-2-metil-3-pentil-1Hpirrole). Esta molécula pertencente a familia das Prodigininas, e é
composta por trés anéis que formam um esqueleto pirrolil-pirrol-metano com o grupo metoxi
C-4, resultando em uma molécula planar, com formula molecular C,oH,sN3o (Figura 2), de
peso molecular 323,44 daltons (SONG et al., 2006; WILLIAMSON et al., 2006; CHANG et
al., 2011).

Serratia marcescens

Figura 1. Serratia marcescens em uma placa de cultivo de agar. (Fonte CDC Public Health
Image Library, 2014).

Figura 2. Férmula do composto prodigiosina.(Fonte: SMITHEN et al., 2013).

O interesse industrial, ambiental, médico e farmacoldgico do metabdlito prodigiosina

vem aumentando ao longo dos anos, devidos aos diversos estudos descrevendo seus



mecanismos de a¢do antibacteriana, antifiingica, antimalérica, algicidas, imunossupressoras
e, mais recentemente, antitumoral (CLIFT, THOMPSON, 2009; KALIVODA, 2010).

A atividade especifica antitumoral da prodigiosina € evidenciada pela indugédo da
apoptose em uma ampla variedade de linhagens celulares tumorais. Seu efeito proé-
apoptético € seletivo contra as células malignas, independentemente da ativagdo do gene
p53 ou da resisténcia a multidrogas. Esta caracteristica faz da prodigiosina um promissor
agente anticancer (BEATRIZ et al., 2000; MONTANER, PEREZ-TOMAS, 2001;SKORSKI,
2002; CAMPAS et al, 2003; MONTANER et al, 2005, PALCHAUDHURI,
HERGENROTHER, 2007; P ANDEY et al., 2009; PEREZ-TOMAS, VINAS, 2010; CHANG et
al., 2011; LU et al., 2012; HSIEH et al., 2012).

E importante ressaltar que a prodigiosina é comprovadamente um agente indutor de
guebras na dupla-fita de DNA, em parte devido a sua acdo como inibidor duplo das
topoisomerases | e Il (MONTANER et al.,, 2005). Essa inibicdo é uma consequéncia da
ligagdo por intercalagdo da prodigiosina no sulco menor da dupla fita de DNA,
preferencialmente em regifes de sequéncias de bases do DNA alternadas (AT-GC), via
pontes de hidrogénio, forcas eletrostaticas e de van der Waals (MELVIN et al., 1999;
MONTANER et al., 2005, ROOS, KAINA, 2006). Em contato com o DNA, a prodigiosina cliva
a molécula numa reacdo de oxidacao dependente de Cobre (Cu). Nesta reacao, o anel A-
pirrole e a cadeia alquilica no C-anel desempenham papéis fundamentais na atividade
nucleasica da prodigiosina (MELVIN et al., 2001; MANDERVILLE, 2001; MONTANER et al.,
2005).

A inibicdo de ambas as topoisomerases pela prodigiosina induz quebras na fita
simples de DNA e/ou na dupla fita, tanto in vivo quanto em células em cultura (MONTANER
et al., 2005). Convém ressaltar que, de todos os tipos de danos possiveis no DNA da célula,
provavelmente, as mais prejudiciais sdo as quebras na dupla fita (DBS), podendo uma Unica
DBS levar a morte celular, se esta quebra inativar genes essenciais ou ativar genes
apoptoticos (KHANNA, JACKSON, 2001).

Assim, agentes topoisomerase-direcionados, que resultam em danos genémicos,
podem desencadear também uma cascata de sinalizagcdo, capaz de levar a suspenséo do
ciclo celular, para que o reparo das lesGes e/ou morte celular ocorra (MONTANER et al.,
2005; ROOS, KAINA, 2006). Este mesmo principio pode ser aplicado a possivel acdo

inseticida e larvicida j& demonstrada para a prodigiosina.

Pesticidas, quando usados corretamente, causam pouco impacto adverso no meio

ambiente (CASSAL et al., 2014). Mas se o contrario acontecer, e o pesticida for utilizado



indiscriminadamente, sem as devidas precaucdes e cuidados, pode por em risco ndo sé o
meio ambiente como também a salude humana, ja que tracos de residuos de pesticidas
presentes no solo, agua, ar e alimentos podem ser perigosos.

Embora o maior consumo de pesticidas ocorra nos paises desenvolvidos, grande
parte dos envenenamentos e das mortes causadas por agroquimicos ocorre nos paises em
desenvolvimento, como o Brasil, onde sdo preocupantes os quadros de contaminagao
humana e ambiental. Acredita-se que essa realidade possa estar associada a utilizacao
exacerbada desses produtos (CASSAL et al., 2014).

O Brasil € um dos maiores consumidores desses produtos xenobidticos, ficando
atrds somente do Japéao e dos Estados Unidos (DAMS, 2006). Nosso pais esta entre os oito
maiores consumidores de agrotoxicos do mundo (CASSALS et al., 2014) e ha trés anos,
ocupa 0 primeiro lugar no ranking de consumo bruto de agrotéxicos (ORTIZ, 2012).
Segundo o Dossié Abrasco (2012), a superacdo deste problema seria por meio da
conversdao do modelo agroquimico/tradicional e mercantil para um modelo de base
agroecoldgica. Neste sentido, a producdo de bioprodutos tomaria a frente dos pesticidas
sintéticos, minimizando o efeito destes ultimos (ASANO et al., 1999; PATIL et al., 2011,
PATIL et al., 2012).

Particularmente, em relagdo a prodigiosina em estudos com Drosophila, Liang et al.
(2013) investigaram a atividade inseticida dos corantes alimentares em larvas de Drosophila,
demonstrando que a prodigiosina pode ser Util para o desenvolvimento de biopesticidas,

pois a mesma apresentou potencial toxico para as larvas.

Ndo s6 o metabdlito secundario (prodigiosina), mas também a propria Serratia
marcescens pode ser efetiva no controle de insetos, uma vez que esta bactéria € um
entomopatdgeno oportunista e persistente no canal alimentar de insetos. A sua presenca e
liberacdo de metabdlitos sdo a provavel causa da mortalidade dos insetos (INGLIS,
LAWRENCE, 2001). Patil et al. (2012) mostraram o potencial larvicida de S. marcescens em
larvas doe quatro estagio de desenvolvimento de Aedes aegypti, Anopheles stephensi e
Culex quinquefasciatus. A cepa Serratia SV6 mostrou maior atividade contra Culex
qguinquefasciatus (100%), seguido de Anopheles stephensi (95%) e Aedes aegypti (91%)
apoés 48 horas de exposicdo. A mortalidade relativa de todos os tratamentos apds 12h
mostrou toxicidade variada no que diz respeito ao tempo de exposicdo, ao tratamento

bacteriano e as espécies avaliadas.

Além da aplicacdo inseticida, a prodigiosina testada em organismos de diferentes

espécies, como bactérias, fungos e protozoarios, revelou uma ampla gama de atividade



inibitéria sobre os mesmos (DEMAIN, 1995). Mas apesar dos diversos estudos com a
prodigiosina, pouca atencao tem sido dada ao seu possivel efeito genotoxico. A seletividade
quanto ao seu uso como um antitumoral € questionavel, apesar de alguns estudos né&o
revelarem efeitos genotoxicos deste composto em células sanguineas de camundongos
(Teste do Micronucleo) e Salmonella typhimurium (Teste de Ames) (GURYANO et al., 2013).

Para o melhor esclarecimento da acéo da prodigiosina como um agente genotoxico,

devem-se levar em consideracdo algumas premissas:

1. As diferentes respostas célula-especificas ao estimulo da prodigiosina (LU et al.,
2012).
2. A histéria evolutiva dos sistemas de reparo nos diferentes organismos que
levaram a variagcao intraespecifica e interespecifica dos mesmos (ARAVIND et al.,
1998; KUMAR et al., 2013; KIENZLER et al., 2013)
3. O estéagio de desenvolvimento do organismo (PATIL et al., 2011).
Tendo em vista tais premissas em novos estudos com a prodigiosina,
consideracdes poderdo ser feitas para o esclarecimento da sua acdo e suas diversas

aplicacoes.

1.3.2 A familia Drosophilidae e a Drosophila melanogaster
1.3.2.1 Caracterizagdo de Drosophilidae

A familia Drosophilidae € um grande grupo dentro da Ordem Diptera, classe Insecta.
E composta por pelo menos 4.200 espécies, as quais ocorrem em praticamente todo o
globo, nos mais distintos tipos de ambientes (BACHLI, 2014). Dentro desta familia, o género
Drosophila, com 1.180 espécies (BACHLI, 2014) é o mais diverso e estudado
(DROSOPHILA 12 GENOMES CONSORTIUM, 2007; VICARIO et al., 2007; SCHAEFFER et
al., 2008; RAND, 2010; SHARMA et al., 2011).

Os pequenos insetos que compdem a familia Drosophilidae sdo popularmente
chamados de “moscas do vinagre”. Estes organismos se destacam como excelentes
modelos biolégicos para os mais diversos tipos de estudos, uma vez que apresentam
pequeno porte, sdo facilmente coletados na natureza, tem ciclo de vida curto - o que
favorece a obtencdo de muitas geracdes em um curto espagco de tempo — séo facilmente

mantidos e manipulados em laboratorio (POWELL, 1997). Vérias espécies desta familia ja



tém seu genoma totalmente sequenciado (DROSOPHILA 12 GENOMES CONSORTIUM,
2007) e sao muitos os estudos na area da genética e a genémica.

Entre os drosofilideos, nenhum é mais conhecido do que D. melanogaster, a qual
vem sendo estudada desde o inicio dos anos 1900 pelo famoso grupo do pesquisador
Thomas H. Morgan, sendo a primeira a ter seu genoma totalmente sequenciado (ADAMS et
al., 2000). Esta espécie pertence ao Filo Arthropoda; Classe Insecta; Subclasse Pterygota;
Ordem Diptera; Familia Drosophilidae e Género Drosophila. Tem uma estrutura genética
relativamente simples, com genoma distribuido ao longo de quatro diferentes cromossomos
(X, 2, 3 e 4) que, no total, contém aproximadamente 13.600 genes, praticamente a metade

do niimero de genes conhecidos em humanos (ADAMS et al., 2000).

D. melanogaster apresenta o corpo dividido em cabecga, térax e abdémen. Na
cabeca, distinguem-se as antenas, os olhos e as pecas bucais; no térax (constituido por trés
segmentos) apresenta 3 pares de patas; no abdémen, possui uma nitida segmentacéo e é

este que constitui seu centro de nutricdo (PEREIRA et al. 2008).

O ciclo de vida da D. melanogaster (Figura 3) é bastante rapido em relagéo a outras
espécies de drosofilideos. Passa por uma fase de ovo, a partir da qual decorre a
embriogénese, em cerca de 24 horas. Eclode entdo uma 12 forma larval que, ao fim de um
dia, muda de cuticula e se transforma em uma larva de 22 fase. Decorrido mais um dia, a
larva muda novamente de cuticula e passa para a 3?2 fase, quando seu tamanho aumenta
significativamente, ao longo de trés dias. Neste periodo desenvolvimental, a larva deixa de
escavar galerias no meio de cultivo semissolido e tem tendéncia a fugir da umidade,
deslocando-se para zonas mais secas. A partir dai, comeca a ficar imével, segrega uma

cuticula espessa e forma uma espécie de casulo denominada pupa.

Durante a fase de pupa, que demora cerca de cinco dias, ocorre metamorfose, a qual
envolve a degradagéo de praticamente todos os tecidos larvais e a proliferagdo significativa
dos discos imaginais. Estes sédo pequenos grupos de células, até entdo indiferenciados, que

irdo originar as estruturas do adulto (também conhecido por imago).
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Figura 3. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster (Fonte: FLYMOVE, 2014).

Da pupa eclode o individuo adulto, que atinge a maturidade sexual ao fim de 12
horas e que tem uma expectativa média de vida de 60 dias. Os adultos eclodem pouco
pigmentados, e, s6 ao fim de algumas horas, € que se tornam Obvias a coloracdo

acastanhada do corpo e o padréo de listas escuras dos segmentos abdominais (Figura 4).

Figura 4. Imagem de fémea adulta de
Drosophila melanogaster, ovopositando
(Fonte: COOKE, 2014).

1.3.1.2 Drosophila melanogaster como modelo de estudo biolégico

Espécies do género Drosophila tém sido utilizadas como organismos-modelo em
varias areas de estudo pelas inimeras vantagens, como a grande fertilidade (capacidade de
producdo de centenas de ovos por apenas uma fémea) e o curto tempo entre a fecundagéo
e 0 nascimento dos descendentes, que em uma temperatura amena, entre 22 e 25°C, se da
em apenas duas semanas. Isso facilita muito o acompanhamento das etapas de
desenvolvimento dos espécimes, das analises e efeitos dos experimentos aplicados, ao
longo de vérias geracdes, além da manutencéo de espécies e populacdes diferenciadas, em
condi¢cbes de laboratério. O cultivo de drosdfila permite que, em um Gnico ano, sejam
analisadas 25 gera¢fes (GOMES, 2001; ROHDE, 2012).



11

A drosdfila apresenta varias vantagens para a andlise genética, quer no nivel da
investigacdo cientifica avangada, quer como modelo de ensino dos principios bésicos da
hereditariedade. Cruzando individuos que diferem em caracteristicas facilimente visiveis (tais
como o tamanho das asas e a cor dos olhos ou do corpo) e estendendo esta andlise até aos
seus netos (F2), é possivel determinar, ao final de um més, quantos genes estédo envolvidos,
quais os alelos dominantes e 0s recessivos e se 0 padrdao de heranga esta, ou ndo, ligado
ao sexo (GOMES, 2001).

A droséfila é a sucessora direta das ervilhas de Gregor Mendel, naturalista que, na
segunda metade do século XIX, estabeleceu a ideia basica da genética moderna: de que as
caracteristicas de cada individuo sado transmitidas de pais para filhos por "fatores", hije
chamados de genes. Os pesquisadores calculam que, em um século de dinastia, as
drostfilas tenham dado motivos para que se escrevessem mais de 100.000 artigos
cientificos até o ano de 2005 (VENTUROLI, 2005).

A drosdfila também tém sido muito utilizada como modelo biol6gico para testes de
toxicidade de praguicidas (NARCISO, NAKAGAWA, 2009), como bioindicadora na avaliacao
da letalidade de extrato de Nicotiana tabacum (MORATORE et al., 2009), como avaliador do
efeito toxico-genético do propolis em suas préprias células somaticas (OLIVEIRA et al.,
2007), na deteccdo de inseticidas por bioensaio (HIRATA et al., 2002), no potencial toxico-
genético dos larvicidas dilapiol e espinosade (ACIOLE et al., 2014) e em tantos outros
estudos (ANDRADE, LEHMANN, 2003; RAND, 2010; SHARMA et al., 2011).

1.3.3 Genotoxicidade

A genética toxicologica tem centrado suas investigagbes no uso de diferentes
bioensaios capazes de detectar mutacdes pontuais e mutacdes cromossémicas de diversos
compostos (RICHARD, 1994). Nesse sentido, estimativas da significancia do potencial
genotbxico de um agente devem envolver métodos estatisticos de avaliacdo, identificando

ao maximo possivel as variaveis e parametros utilizados (LAU, 1998).

Dentre as diferentes metodologias o Ensaio Cometa € um dos mais utilizados.
Conhecido também como eletroforese de célula Unica € um método muito sensivel para a
deteccdo de danos genéticos induzidos por diferentes agentes genotéxicos, com ampla
variedade de aplicagfes, incluindo biomonitoramento humano, monitoramento ecoldgico e
como ferramenta de investigacdo de danos ao DNA e reparo em diferentes tipos celulares
submetidos a agentes nocivos (TICE et al., 1990; HARTMANNAND et al., 1994; GUILLAME
et al., 2004; ADAM et al., 2005; CREBELLI et al., 2002; COLLINS, 2008; BHALLI et al.,
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2009; ADAM et al., 2010; SPONCHIADO et al., 2011; RAGUGNETTI et al., 2011; ADAM et
al., 2011; ADAM et al., 2013).

A metodologia se baseia na analise de células em laminas, cobertas por agarose e
submetidas a um processo de lise. Esta etapa viabiliza a ruptura das membranas celulares e
a ligacdo do DNA a matriz celular, formando um “nucleéide” (UMBUZEIRO, ROUBICEK
2006). Este nucledide € submetido a uma eletroforese que permite que seu conteudo
danificado migre, formando uma cauda, cuja forma e tamanho é indicativa da frequéncia e
da intensidade dos danos causados ao DNA (que sao classificados em ordem crescente, de
0 a4) (Figurab).

Figura 5. Imagem em microscopia de fluorescéncia (Nikon Eclipse 80i), com uso de GelRed™,
apresentando os nucledides. Numeros de 0 a 4 indicam o aumento do dano gendmico (fragmentagéo
do DNA), na forma de um cometa. (Fonte: SILVA, 2012).

Em testes de mutagenicidade, D. melanogaster é bastante aceita como modelo
biol6gico experimental (HOFFMANN, 2003; VAN HEERWAARDEN, HOFFMANN 2007,
RAND, 2010), especialmente na aplicacao do teste de mutagédo e recombinacao somatica -
SMART (GRAF et al. 1984). Além de seu genoma ter sido totalmente sequenciado e
anotado na Ultima década e meia, a espécie também realiza diversas reacfes de ativacdes
metabdlicas semelhantes as que acontecem no figado dos mamiferos (SOBELS, VOGEL,
1976). Poucos estudos, entretanto, utilizam D. melanogaster especificamente no Ensaio
Cometa. Mukhopadhyay et al. (2004) desenvolveu estudos com ganglios cerebrais e com o
intestino médio de larvas de D. melanogaster , expostas ao agente genotoxico cipermetrina
piretroide sintética, como resultado observou-se aumento significativo de danos no DNA

tanto das células cerebrais, como das intestinais. Carmona et. al (2011) avaliou a atividade
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genotoxica do chumbo em hemdécitos de larvas de D. melanogaster através do ensaio
cometa e do teste da asa-spot, como resultado, o teste da asa-spot mostrou que nenhum
composto de chumbo utilizado induziu aumento significativo na frequéncia de manchas
mutantes, ja, através do ensaio cometa houve um aumento significativo de danos ao DNA
com um padrdo dose-resposta direta. Estes testes confirmam que o modelo in vivo de D.
melanogaster € um indicador eficaz para testes de mutagenicidade. De acordo Siddique et
al. (2005) o uso mais amplo de Drosophila na mutagénese, em substituicdo aos ratos e
camundongos, seria ideal e poderia resolver uma série de impasses bioéticos do uso destes

animais em testes toxico-genéticos.

CAPITULO 2

Artigo 1

Genotoxicidade da prodigiosina em Drosophila melanogaster, um

modelo animal em estudos gendmicos

Lima, C.D.S'?; Vercosa, C. J% Lapenda, J.C.L® Rohde, C?, Adam, M.L".
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Resumo

A prodigiosina € um pigmento vermelho natural produzido pela bactéria Serratia marcescens
que pertence a familia das prodigininas. Este metabdlito secundario é caracterizado
guimicamente como sendo um alcaloide de férmula molecular CyH2sN:O cujo peso
molecular € igual a 323. Nos ultimos anos, tem sido observados muitos estudos sobre este
pigmento devido as suas diversas atividades biologicas tais como antibacteriana,
antifingica, antimalarica, algicida e antitumoral sendo observados efeitos apoptoticos e
genotoxicos em linhagens celulares tumorais. Com base no descrito acima o presente

trabalho teve por objetivo avaliar o efeito genotéxico da prodigiosina em Drosophila
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melanogaster. Inicialmente, foram realizados cultivo in vitro de D. melanogaster (macho e
fémea) para posterior acasalamento e obtencdo das larvas. Os organismos adultos foram
incubados por 11 dias a 30°C juntamente com a adicdo da prodigiosina em diferentes
concentracdes (2 uM, 5 uM e 10 yM/mL) em meio de cultura complexo. Em seguida, foram
retiradas as larvas onde estas foram lavadas e separadas para posterior extracdo da
hemolinfa e isolamento dos hemdcitos. Apos a obtengcdo dos hemdcitos, foi realizado o
ensaio de genotoxicidade, ensaio cometa. Foram observados significativos efeitos
genotoxicos para a prodigiosina em D. melanogaster, evidenciado pelo indice de dano (ID),
(quantificacdo de cada nivel de dano observado) e frequéncia de dano (FD),(quantificacao
total de células danificadas independente do nivel de dano), observados em todos os
tratamentos. Contudo, 0 mesmo comportamento nao foi observado para alguns grupos de
D. melanogaster para os quais observou-se que na concentracdo de 10 uM/mL houve uma
significativa diminuicdo do ID e FD, sugerindo a resisténcia destes grupos estudados.
Efeitos citotdxicos foram evidenciados pela observagdo da retardo do desenvolvimento
larval, os quais no ciclo de vida da Drosophila s&o obtidas larvas no terceiro estagio larval no
periodo de 6 dias ap0s a exposi¢do do adulto ao meio, j& com a prodigiosina esse periodo
foi retardado, vindo a apresentar individuos neste estagio larval apos 11 dias de exposicao.
A prodigiosina € um agente genotoxico indutor de danificacdo direta ao DNA nuclear de
Drosophila melanogaster e ainda, age, interferindo no ciclo biolégico celular induzindo
retardos do desenvolvimento larval. Assim, as evidéncias dos efeitos genotoxicos
observados nos hemdcitos de D. melanogaster, aqui demonstrados, sugerem a necessidade
de maiores investigacfes sobre os reais efeitos da prodigiosina em células normais, para

melhor assegurar a eficiéncia seletiva desta droga como um agente antitumoral.

Palavras-Chaves: Hemodcitos; Ensaio cometa; Larvas

2.1 Introducgéo

A prodigiosina € um pigmento vermelho natural produzido pela bactéria Serratia
marcescens. Este trata-se de um alcaldide de estrutura quimica (Figura 1) correspondente a
C,0H25N30 e peso molecular de 324 g/mol. Este pigmento vermelho pertencente a familia
das prodigininas, cujos membros apresentam em comum trés anéis pirrdis em sua estrutura
quimica (Guryanov et al., 2013). Devido as suas diversas propriedades biol6gicas, tais como
antimicrobianas, algicida, antitumoral induzindo apoptose em linfécitos T e B, antimalarial,
antitripanossomideo, efetividade no controle biol6gico de pragas e ainda o seu emprego

como pigmento para tingir tecidos, latex e plasticos como o polietileno (PET), a prodigiosina
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tem despertado o crescente interesse pela sua potencial utilizacdo nas diversas areas como
médica, farmacéutica, ambiental e industrial (Campas et al., 2003; Montaner et al., 2005;
Pérez-Tomaz and Vifas, 2010; Genes et al., 2011; Lu et al., 2012; Venil et al., 2013).

Bactérias do género Serratia sp, produtoras de prodigiosina, podem ser encontradas
oportunamente colonizando, de forma patogénica, o trato gastrointestinal de insetos das
ordens Coleoptera, Hymenoptera, Lepidoptera e Diptera e, desta forma, induzir efeito
citotoxico (Sikorowski et al., 2001). Rahul et al. (2014) demonstraram a citotoxicidade da

prodigiosina em insetos da ordem Lepidoptera, familia Noctuidae.

A propriedade antitumoral da prodigiosina tem se destacado entre as pesquisas
devido a sua acao especifica e direcional as células tumorais. Estudos tém relatado pouca
toxicidade da prodigiosina para as células normais, conferindo, assim, grande vantagem
para a utilizagdo desta droga como um agente anticaAncer (Pandey et al, 2009; Pérez-Tomas
e Vifias, 2010; Hsieh et al, 2012).

Um outro género de insetos bastante estudado é o Drosophila (Diptera,
Drosophilidae) no qual destaca-se a espécie D. melanogaster, por ser um modelo animal
empregado, ha muito tempo, em estudos de transmissao dos caractéres hereditarios,
ligacBes cromossOmicas, efeitos genéticos das radiacdes, interacdes genéticas, aberracdes
cromossdmicas e mudancas evolutivas em populacdes (Freire-Maia e Pavan, 1949;
Strickberger, 1962; Powell, 1997; Schaeffer et al, 2008; Singh et al, 2013; Lee et al, 2014;
Lavington et al, 2014; Campos et al, 2014). Mais recentemente, 0 género Drosophila vem
contribuindo também como modelo para estudos de comportamento, desenvolvimento e
doencas humanas (Ferveur 2003), além de modelo para estudos inovadores de gendmica
(Rubin & Lewis 2000, Clark et al 2007) e estudos filogenéticos (Grimaldi 1990, Remsen &
O’Grady 2002, Schaeffer et al. 2008).

Neste sentido, com base na observacao das inUmeras atividades biolégicas descritas
para a prodigiosina, bem como seus efeitos citotoxicos e, principalmente, a sua questionavel
acao direcional e especifica para células tumorais, este trabalho teve por objetivo investigar
os efeitos genotoxicos, da prodigiosina, utilizando o modelo animal Drosophila

melanosgaster.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Cultivo de Drosophila melanogaster
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Cerca de 20 machos e 20 fémeas adultas de Drosophila melanogaster foram
cultivadas em laboratério, em frascos de vidro, contendo meio de cultivo (25g farinha de
milho, 10g farinha de centeio, 5g agar, 500mL &gua destilada, 1g nipagim dissolvido em
alcool, 50g fermento biologico e 50g de acucar), e o composto prodigiosina em diferentes
concentragdes (2 UM, 5 yM e 10 pM/mL), sendo mantidas a temperatura ambiente ( 25°C).
Cada frasco recebeu a quantidade 15mL de meio e 0,4mL de prodigiosina, nas diferentes
concentragcbes. Cada um dos tratamentos, incluindo o grupo controle (auséncia de

prodigiosina no meio) foi realizado em triplicata.

A obtencdo das larvas descenentes em terceiro estagio ocorreu apés 11 dias de
exposi¢do dos individuos (adultos e larvas F;) a prodigiosina. Para extragdo da hemolinfa,
retirou-se do frasco 60 larvas, as quais foram lavadas por duas vezes com agua destilada e
logo apds foram refriadas a 4°C por 1 minuto, para imobilizacédo. Logo ap6s o resfriamento
as larvas foram postas em placas multipocos (6 pogos/placa), previamente sendo
adicionada as mesmas uma solugédo de EDTA (200mL de agua destilada, 14,89g de EDTA,
~3g de NaOH para ajuste final do pH igual a 10), para evitar a coagulagéo da hemolinfa. Em
seguida, as larvas foram levadas ao microscopio estereoscdépico (Lupa) e, com a ajuda de
um bisturi (Ldmina de aco de 11 mm para procedimentos cirlrgicos) e uma pinca de
relojoeiro n°5, foi feito o corte lateral na cuticula de cada individuo, permitindo o escoamento
da hemolinfa. Logo em seguida, todo material depositado no fundo da placa multipogos foi
retirado com a ajuda de uma micropipeta e colocado em tubos de microcentrifuga (1,5 mL),

sendo, posteriormente, centrifugados.

A hemolinfa de cada individuo contribuiu para a formacédo de um pool celular por
tratamento, uma vez que a hemolinfa dos mesmos foram colocadas em um mesmo frasco.
Esta metodologia se fez necesséaria devido ao baixo volume de hemolinfa obtido de cada
individuo. O volume final de cada tubo contendo a solugdo de EDTA e a hemolinfa foi
equivalente a 0,5 mL. O mesmo foi submetido a centrifugacéo por duas vezes a 3000 rpm
por 3 minutos. Ap6s o descarte do sobrenadante na primeira lavagem, completou-se o
volume com EDTA (0,5 mL) para a segunda centrifugacdo. Esse procedimento foi
necessario para que apos a lavagem celular todas as impurezas pudessem ser eliminadas,

aumentando a qualidade das amostras.

2.2.2 Ensaio de genotoxicidade em D. melanogaster

A avaliacdo da danificacdo gendmica foi realizada pelo Ensaio Cometa, segundo

Singh e colaboradores (1988) com modificagbes. Cerca de 30uL da suspensado celular
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obtida de homécitos de larvas de Drosophila melanogaster foi homogeneizada em 100uL de
agarose de baixo ponto de fusdo (LM), previamente aquecida em banho-maria a 37°C. Em
seguida, o homogeneizado foi transferido para laminas de vidros revestidas de agarose
padrdo, cobertas com laminulas e incubadas por 15 minutos a 4°C. Apds este periodo, as
laminulas foram removidas e as laminas foram imersas em uma solucdo de lise (1ml de
Triton x100, 10ml de DMSO, 89ml de solucdo de lise estoque {890ml de &gua destilada,
146,1g de NaCl, 37,2g de EDTA, 1,2g de TRIS, ~8 de NaOh} ) por 72 horas, sob
refrigeracdo a 4°C. Transcorridas as 72 horas, as laminas foram submetidas a eletroforese
(34V por 20 minutos e a 300mA) em tampao de corrida alcalino (1200ml de agua destilada
fria, 6ml de solucéo de EDTA {200ml de agua destilada, 14,899 de EDTA e ~3g de NaOH} e
64ml de solucdo de NaOH {200ml de 4gua destilada e 16g de NaOH} ). Apdés a eletroforese
as laminas foram imersas em solugdo de neutralizacdo (descrever a composi¢cdo desta
solucdo) por 15 minutos e, posteriormente, fixadas em solugdo de etanol absoluto por 5
minutos. Apds a secagem das laminas, as mesmas foram armazenadas em geladeira até o
momento da coloragdo. Para coloracdo foi empregado o corante Gel Red (GelRed™
Biotium), sendo 1uL do corante homogeneizado em 1 mL de agua deionizada estéril
(1:2000). Em cada lamina foram aplicados 30pL do corante. As laminas foram analisadas
por microscopia de fluorescéncia (Imager M2 ZEISS). Para as contagens celulares cerca de
500 células por pool celular foram analisadas, sendo atribuidos escores de 0 — 4, de acordo
com o deslocamento do DNA circulante, proveniente da quebra, que é puxado em direcédo

ao anodo do campo da eletroforese (Collins et al., 2008)

Os danos foram classificados da seguinte forma: nivel 0 para auséncia de dano
(evidenciado pela preservacdo da morfologia nuclear, ndo sendo observada a formacéao de
fragmentos nucleares e formag¢do de cauda semelhante a um cometa); nivel 1 para dano
leve (evidenciado pela formacdo de fragmentos nucleares que formaram uma pequena
cauda semelhante a de um cometa); nivel 2 para dano moderado (com presenca de
fragmentag&o nuclear e formagédo de uma significatica cauda de cometa); nivel 3 para dano
intenso (com presenca de fragmentacéo nuclear e formacgéo de cauda bastante prolongada);
e nivel 4 para dano muito intenso (grande quantidade de fragmentacdo nuclear, pouco

contetdo nuclear intacto e extensa cauda tipica de um cometa).

2.2.3 Analise dos dados

O indice de Dano, utilizado para quantificacdo de danos para cada um nivel

apresentado (ID) e a Frequéncia de Dano, utlizado para quantificar o total de células
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danificadas independentemente do nivel do dano (FD) obtidos apdés no Ensaio Cometa
foram estabelecidos para todos os tratamentos. A homogeneidade dos dados foi testada
pelo Teste de Bartlett, com nivel de significancia 0,05. Para a comparac¢ao das amostras foi
empregado o teste ANOVA (nivel de significancia 0,05). E o teste de Tukey para validacdo
dos resultados obtidos através do ANOVA.

2.3 Resultados

Em todos os casos, os dados apresentaram distribuicdo normal (p>0,05) sendo,
portanto, submetidos a comparagédo pela ANOVA. Os valores do ID e FD nos diferentes
tratamentos estdo demonstrados na Tabela 1. A andlise comparativa em relacdo ao grupo
controle, para o ID e a FD, mostrou resultados significativos (p<0,05) na analise conjunta

(Figuras 1 e 2).

Pelo teste a posteriori de Tukey, observou-se que o tratamento na concentracdo
5uM/mL n&o apresentou diferenga significativa para ambos os parametros (ID e FD; p>0,05)
em relagdo ao grupo controle (Tabela 2). Da mesma maneira, a comparagdo entre o
tratamento 10uM/mL e o grupo controle ndo apresentou diferenga significativa para o
parametro FD, apesar do valor de p (0,06) estar muito proximo do nivel de significancia
(p<0,05).

A comparacao entre os tratamentos 2, 5 e 10uM/mL para o ID n&do apresentaram
diferencas significativas. Porém, a mesma comparagdo estabelecida para FD mostrou

diferencgas significativas entre os tratamentos 2 e 5uM/mL.
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Tabela 1. Evidéncia de danos genémicos em larvas de Drosophila melanogaster apés 11 dias de
exposicdo a diferentes concentra¢gdes de prodigiosina (0, 2 uM, 5 yM e 10 uM/mL).

indice e frequéncia de

Niveis de Danificacéo

danificacdo genémica

Concentracéo
(uM/mL) Dano Dano Dano Dano Dano *ID *ED%
0 1 2 3 4
Controle 469 22 9 0 0 40 31
Controle 460 17 18 5 0 68 40
Controle 463 34 3 0 0 40 37
Média 464 24,33 10,0 1,67 0,0 49,33 26,0
2 364 56 27 36 17 286 136
2 344 146 35 47 18 339 156
2 251 104 67 63 15 487 249
Média 319,67 102,0 43,0 48,67 16,67 370,67 180,33
5 397 37 38 24 4 201 103
5 438 16 26 19 1 129 62
5 418 10 31 30 11 206 82
Média 417,67 21,0 31,67 24,33 5,33 178,67 82,33
10 414 14 32 35 5 203 86
10 357 12 31 70 30 404 143
10 344 20 61 60 15 382 156
Média 371,67 1533 41,33 55,0 16,67 329,67 128,33

*|D (indice de Dano) **FD% (Frequéncia de Dano).

Tabela 2. Valores de p obtidos pela anélise a posteriori de Tukey para o indice de Dano e para
a Frequéncia de Dano apoés exposi¢cdo de hemdécitos de Drosophila melanogaster a diferentes
concentragdes de prodigiosina (2, 5 e 10 yM/ mL).

indice de Dano

Frequéncia de Dano

Tratamentos Tratamentos
(UM/ mL) (uM/ mL)
0* 2 5 10 o* 2 5 10
o* - 0,0049** 0,2648 0,0109** 0* 0,0062** 0,4621 0,0612
0,0049** 0,0697 0,9184 2 0,0062** 0,0470** 0,3728
0,2648 0,0697 0,1692 5 0,4621 0,0470** 0,4677
10 0,0109** 0,9184 0,1692 10 0,0612 0,3728 0,4677 -

* Grupo controle

**\/alores significativos
Nivel de significancia p<0,05
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Figura 1. Gréfico da andlise comparativa (ANOVA) dos indices de Dano entre os tratamentos
com 2; 5 e 10 uyM/mL de prodigiosina e o grupo controle, observados em hemécitos de
Drosophila melanogaster. Nivel de significancia p<0,05.
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Figura 2. Gréfico da andlise comparativa (ANOVA) da Frequéncia de Dano entre os
tratamentos com 2; 5 e 10 yM/mL de prodigiosina e o grupo controle, observados em
hemacitos de Drosophila melanogaster. Nivel de significancia p<0,05.
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2.4 Discussao

As geracdes mais recentes de medicamentos tém focado na minimizacdo de efeitos
colaterais, apresentando seletividade para o seu sitio de acao. Neste sentido, é crescente a
preocupacdo com a elaboracdo de drogas antitumorais com efeito seletivo para linhagens
celulares anormais (Palchaudhuri e Hergenrother, 2007; Lu et al, 2012). Com base na
minimizacdo desses efeitos, sobre os pacientes submetidos aos tratamentos, novas drogas
vem sendo estudadas para atenuar a¢des especificas sobre os alvos desejados, entre elas,
a prodigiosina encontra-se entre os produtos naturais com aplicacéo seletiva no tratamento
do cancer (Yamamoto et al, 2000; (Yamamoto et al, 2000; Campds et al, 2003; Soto-Cerrato
et al, 2004; Palchaudhuri e Hergenrother, 2007; Pérez-Tomas e Vifias, 2010; Lu et al, 2012)

atuando especificamente nas células tumorais.

Visando testar a real seletividade de acdo da prodigiosina, principalmente pela sua
utilizacdo no tratamento do cancer, o presente estudo focou na possivel acdo genotoxica
desta droga em células normais, utilizando o modelo animal Drosophila melanogaster. Os
resultados apresentados sugerem uma acdo ndo seletiva da prodigiosina, tendo em vista
gue as diferentes concentracdes deste composto aqui avaliadas, foram capazes de causar
danos em diferentes niveis no material genético dos hemdcitos de D. melanogaster,
evidenciados pelo indice de Dano (ID) e Frequéncia de Danos (FD) dos nuclebides através
do Ensaio Cometa.

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar a atividade antitumoral da
prodigiosina, entre 0os quais destaca-se a morte celular por apoptose induzida ou ndo por
danificagdo gendmica (Campés et al, 2003; Montaner et al, 2005; Palchaudhuri e
Hergenrother, 2007; Lu et al, 2012). A danificagdo genémica causada pela prodigiosina se
deve a sua capacidade em ser um agente intercalante na molécula de DNA, sem
discriminacao entre regides AT e CG, porém com afinidade por regiées com pares de bases
alternantes (Montaner et al, 2005). Como consequéncia de sua ligacdo ao DNA, a
prodigiosina inibe a acdo das Topoisomerases | e I, resultando em quebras na molécula de
DNA, principalmente as quebras na dupla-fita (DBS). Tais quebras puderam ser
guantificadas no presente estudo, pela avaliacdo dos diferentes escores de danificacdo
gendmica observados em todos os tratamentos avaliados. Nado foi observada uma
associacao dose-resposta das concentracdes avaliadas, onde a maior quantificagéo relativa
de danos foi observada na concentracdo 2uM/mL, como demonstrada pelas médias

relativas dos diferentes niveis de danos (escores 0-4) e pelas discrepancias das diferencas
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significativas em relacdo ao grupo controle observadas, como demonstradas pelo teste a
posteriori de Tukey.

Considerando a concentragdao 5uM/mL, a falta de significancia estatistica observada
para ambos os parametros analisados (ID e FD), apontam para uma associagdo com a
mortalidade larval diferencial observada e a provavel presenca de individuos resistentes a
droga. Embora células possam se adaptar a baixos niveis de danificacdo irreparavel, uma
Unica quebra na dupla-fita (DBS) pode ser suficiente para matar a célula, se a mesma
inativar genes essenciais ou induzir a apoptose (Khanna e Jackson, 2001). Reparos deste
tipo de lesdo séo intrinsicamente mais dificeis do que de outros tipos de danos no DNA
(Pérez-Tomas e Vifias, 2010). Assim, a mortalidade larval observada nesta concentragédo
sugere uma associacdo com a danificagdo gendmica evidenciada nos espécimes de D.
melanogaster, nos seus primeiros estagios de desenvolvimento, em funcdo da provavel

letalidade causada pela mesma.

A exposicao cronica a prodigiosina, como a empregada neste estudo, também pode
contribuir para a mortalidade e a resisténcia a droga, como sugerido por Patil et al, (2011)
em larvas de mosquitos. Portanto, da mesma forma que a mortalidade pode ter levado as
similaridades (valores de p sem diferenca estatisticamente significantes — Tabela 2), do ID e
FD de alguns tratamentos empregados (5uM/mL e 10uM/mL) em relagdo ao grupo controle,
a presenca de individuos mais resistentes pode ter contribuido para os resultados
observados. Esse efeito de resisténcia também pode ser atribuido as menores médias
relativas observadas para o ID e o FD dos tratamentos de 5uM/mL e 10uM/mL, em

comparagao a média do tratamento de 2uM/mL (Tabela 1).

Cabe destacar que varios estudos tém demonstrado a acao seletiva da prodigiosina
(Montaner e Pérez-Tomas, 2001; Pandey et al, 2009; Pérez-Tomas e Vifias 2010; Chang et
al, 2011), com seus efeitos sendo direcionados para as células tumorais. E quanto aos
efeitos genotoxicos da prodigiosina, Guryano e colaboradores (2013) ndo encontraram ag&o
genotodxica significativa da droga em células sanguineas de camundongos (teste do

Micronucleo) e em cepas de S. typhimurium (teste Ames).

Os dados acima citados se contrapdéem aos resultados obtidos na presente
investigacdo experimental, sugerindo que cautela deva ser empregada na utilizacdo da
prodigiosina para fins terapéuticos. Isto se deve as diferentes respostas célula-especificas
ao estimulo da prodigiosina (Lu et al, 2012), & histéria evolutiva dos sistemas de reparo nos

diferentes organismos, que por sua vez levaram a variacao intraespecifica e interespecifica



24

dos mesmos (Aravind et al, 1998; Kumar et al, 2013; Kienzler et al, 2013), e ao estagio de
desenvolvimento testado no organismo (Patil et al, 2011).

Assim, as evidéncias dos efeitos genotdxicos observados nos hemdcitos de D.
melanogaster, aqui demonstrados, sugerem a necessidade de maiores investigagdes sobre
os reais efeitos da prodigiosina em células normais, para melhor assegurar a eficiéncia

seletiva desta droga como um agente antitumoral.

2.5 Conclusao

A prodigiosina apresentou um forte efeito genotéxico, induzindo danificagéo direta ao
DNA nuclear de Drosophila melanogaster e ainda, interferindo no ciclo biolégico celular
retardos do desenvolvimento larval. Assim, as evidéncias dos efeitos genotoxicos
observados nos hemdécitos de D. melanogaster, aqui demonstrados, sugerem a necessidade
de maiores investigagdes sobre os reais efeitos da prodigiosina em células normais, para

melhor assegurar a eficiéncia seletiva desta droga como um agente antitumoral.
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