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RESUMO 
 

A prodigiosina, pigmento vermelho natural, é um alcaloide produzido por Serratia marcescens 

e pertencente à família das prodigininas cujos pigmentos apresentam em sua estrutura química 

três anéis cíclicos pirrólicos. Este pigmento tem despertado, nos últimos anos, um crescente 

interesse das diversas áreas como médica, farmacêutica e industrial pela inúmeras atividades 

biológicas descritas como antimicrobianas, antimalárica e antitumoral. Este trabalho tem por 

objetivo avaliar a atividade antimicrobiana da prodigiosina frente a micro-organismos Gram- 

positivos e Gram-negativos patogênicos, avaliar a atividade citotóxica do pigmento em linhagens 

de células tumorais e seus os efeitos genotóxicos. O pigmento vermelho foi isolado e identificado 

a partir da biomassa de Serratia marcescens UFPEDA 398 cujas as frações foram separadas e 

purificadas por cromatografia em coluna TLC, identificadas por cromatografia em camada 

delgada CCD e caracterizadas por cromatografia de massa GCMS sendo  em seguida os dados 

obtidos comparados com a  biblioteca computadorizada de valores em massa / elétrons (m / e) 

onde o pigmento vermelho caracterizado correspondeu a prodigiosina com máxima absorção em 

534 nm e peso molecular de 323. Para avaliar a atividade antimicrobiana da prodigiosina foram 

realizados testes de difusão em discos frente aos micro-organismos Escherichia coli UFPEDA 

224, Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39, Staphylococcus aureus UFPEDA 01, Enterococcus 

faecalis UFPEDA 138, Streptococcus pyogenes UFPEDA 07, Acinetobacter sp UFPEDA 994 e 

a determinação da concentração mínima inibitória e mínima bactericida (CMI e CMB) frente a 

20 linhagens de Staphylococcus aureus oxacilina resistente (ORSA). Os antibióticos padrões 

utilizados nos testes em discos foram ampicilina, cloranfenicol, gentamicina (10 g). Os testes 

de difusão em discos demostraram significativos halos inibitórios para Staphylococcus aureus 

(35 ± 0.6), Enterococcus faecalis (22 ± 1.0) e Streptococcus pyogenes (14 ± 0.6) sugerindo 

sensibilidade destes micro-organismos a prodigiosina. Contudo, o mesmo resultado não foi 

observado para Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter não sendo 

observados formação de halos inibitórios significativos e portanto, sugerindo resistencia dos 

mesmos ao pigmento. As CMI’s encontradas para Staphylococcus aureus  variaram de 1 a 4 g 

/ mL, enquanto as CMB’s entre  2 e 16 g / mL. Estes resultados demostram ser bastante 

promissores quando comparados com o antibiótico padrão oxacilina (CMI 128 g / mL e CMB 

≥ 128 g / mL).  Os efeitos citotóxicos da prodigiodiosina frente as linhagens tumorais NCHI 

292, Hep 2, MCF 7 e HL 60 foram bastante significativos destacando maio efeito citotóxico para 

alinhagem tumoral Hep 2 (IC50 3,4 g / mL).Contudo a linhagem MCF 7 apresentou leve 

resistência ao pigmento (IC50 5,1 g / mL). Foi observado também que o pigmento induziu 

apoptose para as linhagens tumorais em 90%. Foram observados para a prodigiosina efeitos 

genotóxicos estatisticamente significativos em células mononucledas de sangue periférico 

humano como também em linhagens tumorais demonstranto que o pigmento age resultando em 

danificação genômica com efeito genotóxico superior a doxorrubicina e que não apresenta alvo 

de ação específico. Neste sentido, com base nos dados encontrados neste trabalho a Serratia 

marcescens UFPEDA 398 apresentou promissora atividade antimicrobiana, citótoxicidade e 

genotóxica para linhagens de células tumorais e ainda, efeitos genotóxicos em células normais 

demonstrando a sua ação não seletiva. Desta forma o pigmento prodigiosina ainda não pode ser 

empregado nas terapias antineoplásicas, uma vez que por apresentar alvo de ação não específico 

induz graves danificações as células normais que podem causar morte celular ou mutações que 

são as principais causas da tumorigênese. 

Palavras-chaves: Produtos naturais, Resistência bacteriana, Citotoxicidade, Genotoxicidade. 

 



 

ABSTRAC 

The prodigiosin natural red pigment, is an alkaloid produced by Serratia marcescens UFPEDA 

398 and belongs to the family of prodigininas whose pigments present in their chemical structure 

three cyclic rings pyrrol. This pigment has attracted in recent years, a growing interest from 

various fields like medical, pharmaceutical and industrial by several biological activities 

described as antimicrobial , antimalarial, and foremost, antitumor. This work aims to evaluate 

the antimicrobial activity of prodigiosin against micro-organisms Gram-positive and Gram-

negative pathogens, evaluate the cytotoxic activity of the pigment in tumor cell lines and their 

genotoxic effects. The red pigment was isolated from the biomass of S. marcescens UFPEDA 

398 whose fractions were separated and purified by column chromatography on TLC, identified 

by thin layer chromatography TLC and characterized by GCMS gas chromatography-mass being 

then compared with the data obtained from the library values computed in mass / charge (m / z) 

where red pigment corresponded wherein the prodigiosin with maximum absorption at 534 nm 

and a molecular weight of 323. To evaluate the antimicrobial activity of prodigiosin diffusion 

tests were performed on disks against micro -organisms Escherichia coli UFPEDA 224, 

Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39, Staphylococcus aureus UFPEDA 01, Enterococcus 

faecalis UFPEDA 138, Streptococcus pyogenes UFPEDA 07, Acinetobacter sp UFPEDA 994 

and determination minimum bactericidal (CMI and CMB) against 20 strains of oxacillin -

resistant Staphylococcus aureus (ORSA ) minimum inhibitory concentration and . Antibiotics 

used in the test patterns on disks were ampicillin , chloramphenicol , gentamicin (10 mg) . The 

disc diffusion tests demonstrated significant inhibitory halos for Staphylococcus aureus ( 35 ± 

0.6 ), Enterococcus faecalis (22 ± 1.0) and Streptococcus pyogenes (14 ± 0.6) suggesting 

sensitivity of these micro-organisms prodigiosin. However, the same effect was not observed in 

E. coli, P. aeruginosa and Acinetobacter sp are not significant inhibiting formation of halos 

observed and thus suggesting the strength of the same pigment. The MIC 's found in 

Staphylococcus aureus ranged from 1 for 4 µg / mL, while the WBC 's from 2 for 16 µg / ml. 

These results demonstrate be very promising compared to the standard antibiotic oxacillin (MIC 

128 g / mL and CMB  ≥ 128 g / mL). The cytotoxic effects of prodigiodiosina the front NCHI 

292 tumor lines , Hep 2 , MCF 7, HL 60 and non maligne cell BGMK were highly significant 

highlighting the cytotoxic effect on tumor cell line HEp-2 (IC50 3.4 g / mL). However lineage 

MCF 7 showed slight resistance to the pigment (IC50 5.1 g / mL). It was also observed that the 

pigment induced apoptosis in the tumor cell lines by 80%. Prodigiosin were observed for 

statistically significant mononucledas cells in human peripheral blood as well as in tumoaris lines 

demonstranto that the pigment resulting in genomic acts to genotoxic damage adoxorrubicina 

upper and does not have target specific action genotoxic effects. The Serratia marcescens 

UFPEDA 398 prodigiosin produced showed promising antimicrobial , cytotoxic and genotoxic 

activity in tumor cell lines and also genotoxic effects in normal cells demonstrating its non- 

selective action . Thus the pigment prodigiosin still can not be used in antineoplastic therapies 

once by presenting target non-specific action induces severe damage normal cells that can cause 

cell death or mutations that are the main causes of tumorigenesis . 

Keywords: Natural products, Bacterial resistance, Cytotoxicity, Genotoxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A prodigiosina é um pigmento vermelho sintetizado pela Enterobacteria Serratia 

marcescens. Este pigmento é um alcalóide  tripirrol de cadeia linear (pirrol, 3-metoxipirrol, 2-

metil-amilpirrol), que apresenta em sua estrutura química três anéis pirrólicos denominado 

tripirrol (CHANG et al., 2011).  

S. marcescens é uma cepa que se destaca pelo seu potencial de síntese da prodigiosina. 

Observa-se que, em meios ricos em fontes de carbonos mais simples como a glicose ou frutose, 

um máximo rendimento de prodigiosina e ainda, em meios contendo fontes mais complexas 

como o amido, observa-se também o máximo rendimento deste pigmento. Em adicional, 

quando em meios ricos em óleos vegetais, como óleo de côco, gergelim, milho, canola dentre 

outros, também observa-se máxima produção da prodigiosina (CERDEÑO et al., 2001; GIRI 

et al., 2004; WILLIAMNSON et al., 2006; CHANG et al., 2011).  

A prodigiosina pertence à família dos pigmentos vermelhos naturais, denominada 

prodiginina. Além da prodigiosina outros compostos semelhantes fazem parte desta  família de 

pigmentos naturais, como o undecilprodigiosina e o cicloprodigiosina, contudo destacando-se 

a prodigiosina por suas atividades biológicas descritas (CLIFT e THOMPSON, 2009).  

Este pigmento vermelho tem despertado um crescente interesse ao longo dos últimos cinco 

anos nas diversas áreas como industrial, ambiental, médica e principalmente, farmacológica, 

considerando as diferentes atividades biológicas descritas como antibacteriana, antifúngica, 

antimalárica, algicidas, imunossupressora induzindo apoptose em linfócitos T e B e, mais 

recentemente, antitumoral, sendo considerado atóxica às células sadias (KALIVODA., 2010). 

Observa-se que pacientes com câncer são susceptíveis a infecções reincidentes provocadas 

por fungos e bactérias resultante da baixa imunidade pós terapia antitumoral. Apesar das 

descrições científicas quanto às atividades biológicas conferidas a prodigiosina, observa-se que 

poucos estudos demonstram o potencial antimicrobiano do pigmento. Este fato nos chama a 

atenção para a investigação desta atividade, uma vez que a resistência microbiana tem 

aumentado nos últimos anos, onde são observados frequentes casos de infecções hospitalares e 

surtos alimentares (JONES et al., 2005). 

Apesar de serem descritos dados sobre o efeito antitumoral da prodigiosina, estes ainda 

requerem estudos mais aprofundados para melhor elucidação de tais efeitos. A prodigiosina tem 

sido alvo de diversas pesquisas sendo descritos efeitos apoptóticos para o pigmento natural e 

seus análogos frente a linhagens de células tumorais (MONTANER et al., 2005). A prodigiosina 

produzida por S. marcescens induz apoptose em linhagens de células cancerígenas 
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hematopoiéticas e gastrointestinais sem causar quaisquer efeitos tóxicos às células normais 

(DIAZ-RUIZ et al., 2001; FENDER et al., 2012). Em adicional, o pigmento apresenta efeitos 

tóxicos no nível de DNA através da clivagem oxidativa,  induzindo a célula a iniciar o processo 

apoptótico (WILLIAMNSON et al., 2006; SAÉZ; BENNETTE e THOMPSON, 2009). Estes 

resultados têm corroborado para que a prodigiosina se torne uma nova promessa das indústrias 

farmacêuticas quanto às terapias antineoplásicas convencionais que, atualmente, utilizam 

drogas antitumorais cuja ação é inespecífica, induzindo citotoxicidade tanto as células tumorais 

como também às células sadias.  

Neste sentido, este trabalho tem por objetivos avaliar a atividade antimicrobiana, 

citotoxicidade e os efeitos genotóxicos da prodigiosina produzida por Serratia marcescens 

UFPEDA 398, em células normais e tumorais, visando contribuir para a ratificação da 

prodigiosina como um potencial agente anti-tumoral e atividade antibiótica. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

 

Avaliar a atividade antimicrobiana, citotóxica e os efeitos genotóxicos da prodigiosina 

produzida por Serratia marcescens UFPEDA 398. 

 

2.2 Específicos 

 

o Produzir a prodigiosina a partir de Serratia marcescens UFPEDA 398. 

 

o Identificar, purificar e caracterizar a prodigiosina. 

 

o Investigar a atividade antimicrobiana da  prodigiosina.  

 

o Mensurar os efeitos citotóxicos e  indução de apoptose da prodigiosina em linhagens de 

células tumorais e normais. 

 

o Avaliar os efeitos genotóxicos da prodigiosina em linhagens de células tumorais e 

normais. 

 

o Evidenciar os efeitos genotóxicos da prodigiosina em células mononucleadas normais 

de sangue periférico humano. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Serratia marcescens e a prodigiosina 

 

Inicialmente, o micro-organismo ficou conhecido por uma variedade de nomes, inclusive 

como Chromobacterium prodigiosum (HEJAZI e FALKINER, 1997). Mais tarde passou a ser 

denominado por Grimont e colaboradores., (2006) de Serratia marcescens sendo conhecida, 

assim, até o presente momento.  

S. marcescens  foi considerado, inicialmente, um micro-organismo não patogênico isolado 

em água e empregado como marcador biológico, por produzir um pigmento de coloração 

vermelha, denominado prodigiosina. Em 1896, após uma pequena revisão e  observação de um 

pequeno número de incidentes descritos para a mesma bactéria, esta foi descrita como um 

micro-organismo patogênico (RIEBER et al., 2012; TOH et al., 2012). A primeira descrição de 

infecção hospitalar por S. marcescens foi em 1951 por contaminação do trigo, matéria-prima 

utilizada nas preparações em cozinha hospitalar (TAYLOR e KIANE, 1962).  

O micro-organismos, S. marcescens, é um bacilo Gram-negativo pertencente a família 

Enterobacteriaceae. Trata-se de um patógeno oportunista de humanos que apresenta ampla 

distribuição podendo ser encontrado no ambiente, tendo sido isolado inicialmente em 

alimentos, em especial, naqueles ricos em fonte de carbono simples como a glicose ou 

complexas como o amido que proporcionam excelentes efeitos em sua multiplicação e produção 

da prodigiosina (TANG et al., 2012). Pode ser observado também em área hospitalar, onde tem 

sido descrito como um importante patógeno, destacando-se pelo potencial de disseminação e 

elevada resistência as drogas antimicrobianas de contenção e antissépticos convencionais 

(TARIQ e PRABAKARAN, 2010). S. marcescens é capaz de colonizar a pele e o trato 

gastrointestinal de indivíduos adultos e neonatos, persistindo por longos períodos no ambiente, 

principalmente hospitalar (VILLARI et al., 2001; VRIES et al., 2006 e MARAGAKIS et al., 

2008). 

As infecções por S. marcescens  tem sido corriqueiras. Frequentemente são observados 

casos de infecções por S. marcescens em pacientes com câncer, como também colonizando 

feridas pós-operatórias e o trato geniturinário. Uma das maiores preocupações com  o micro-

organismo encontra-se associada ao seu potencial de resistência aos antimicrobianos 

convencionais. Durante os últimos 15 anos este micro-organismo tem apresentado resistência 

a uma variedade de agentes antimicrobianos (HEJAZI et al., 1997; JONES et al., 2000; 

RAIMOND et al., 2001). Esta multirresistência é decorrente da codificação de plasmídeos de 
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resistências cuja ação específica faz de S. marcescens um micro-organismo de difícil controle 

(RUIZ et al., 2003). 

S. marcescens é produtora de metabólitos secundários e enzimas de importância industrial 

como quitinases, proteases, lipases, nucleases, bacteriocinas e surfactantes e pigmentos naturais 

como a prodigiosina (HARRIS et al., 2004). A prodigiosina (Figura 4) é um pigmento vermelho 

natural pertencente à família das prodigininas. Este pigmento é um alcalóide que apresenta uma 

estrutura química formada por um tripirrol de cadeia  linear, peso molecular de 323, 4 m/z e 

fórmula estrutural representada por C20H25N3O. Todos os pigmentos representantes desta 

família apresentam comumente em sua estrutura química três pirróis (Figura 1) denominado de 

prodigiosenoque é um esqueleto comum (VAN HOUDT et al., 2007). A estrutura química da 

prodigiosina corresponde ao 2-metil-3-pentil-6-metoxiprodigioseno (KIM et al., 2008). Este 

pigmento caracteriza-se por ser bastante sensível a luz, insolúvel em água, moderadamente em 

álcool e solúvel em clorofórmio, benzeno, acetona, éter e éter de etila, sofrendo variação de 

coloração dependendo do pH do meio em que é produzido. Segundo Bennetti e Bentley et al., 

(2000) e Nakashima et al., (2005), quando o pigmento é produzido em pH ácido, este se 

apresenta com uma pigmentação vermelho intenso com absorbância máxima em 537 nm. Em 

meios alcalinos pode variar de laranja a amarelo, com absorbância máxima em 470 nm. A 

prodigiosina desperta grande interesse pela notada ação imunossupressora, bem como 

mediadora do efeito apoptótico em células cancerígenas humanas e atóxicas às células sadias 

(KIM et al., 2007). 

 

 

            

Figura 1. Estrutura química do prodigioseno (1 a) e da prodigiosina (1 b) (ELAHIAN et al., 

2013). 

 

 

 

1 a. Prodigioseno 1 b. Prodigiosina 
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3.2 Biossíntese da Prodigiosina 

 

A biossíntese da prodigiosina envolve um conjunto de 20.960 pares de bases (pb) com 10 

genes pró-prodigiosina ativos tais como PigG, PigA, PigI, PigE, PigF, PigJ, PiH,PiC, PigN. 

Estes genes reúnem o grupo dos genes denominados de Pig, que variam de A a N, conforme 

observado na figura 2.  

 

 

2007). 

 

 

 

 

Figura 2. Biossíntese e regulação gênica da prodigiosina (HARRIS et al., 2004). 

 

Rota metabólica 1 

Rota metabólica 2 
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Esta biossíntese ocorre por duas rotas paralelas formadoras de seus percussores, o 

monopirrol (2-metil-3-n-amil-pirrol-MAP) que reúne cinco destes genes, e o bipirrol (4-metoxi-

2,2-bipirrol-5-carboxaldeido-MBC) reunindo quatro destes genes. Em adicional, observa-se 

que quatro destes genes não estão diretamente envolvidos com as proteínas formadoras da 

prodigiosina, como o gene PigL (HARRIS et al., 2004). As rotas paralelas que formam o MAP 

e MBC sofrem um processo de  bifurcação a partir da condensação enzimática de seus 

percussores, convergindo-se e, consequentemente, resultando na formação da prodigiosina 

(Figura 2).  A biossíntese da prodigiosina é regulada por múltiplos fatores, incluindo um sistema 

de regulação da expressão gênica, via LuxIR homólogos, SmaI e SmaR (Quorum-sensing 

system) em resposta a flutuações nas densidade populacionais celulares (SLATER et al., 2007). 

 Inicialmente a biossíntese do pigmento ocorre com a formação dos percussores MBC, onde 

observa-se a expressão dos genes PigG, PigA, PigI, PigE e PigF e a formação do MAP cuja 

síntese envolve os a experssão dos genes PigJ, PigH, PigC e PigN. Por fim, sugere-se uma 

condensação enzimática dos percussores associados à expressão específica dos genes PigC, 

PigN e o PigF, que apresentam receptores N-terminal e C-terminal para este processo a partir 

de reações de oxirredução formando a prodigiosina (SYDOR et al., 2001). 

Cerdeño, et al., (2001) descrevem que os susbtratos percussores da formação do MAP são  

malonil, alanina e  prolina e do MBC é a serina onde ocorre a incorporação  da prolina em uma 

das rotas de formação do MAP. O autor tem sugerido que este seja um caminho para a formação 

do undercilprodigiosina, um outro pigmento pertencente a mesma família da prodigiosina 

(CERDEÑO et al., 2001; BURKE et al., 2007).  

Fineran et al., (2005), descrevem que o uso de elementos de transposição (transposons), 

que são sequências de ácido desoxirribonucleico capazes de se movimentarem de uma região 

para a outra em um genoma de uma célula associados a Lac Z grupo específico de genes 

observados em micro-organismos mutantes demonstraram efeito redutor da expressão do gene 

PigP e de outros grupos de genes associados à regulação da síntese da prodigiosina, bem como 

de seus percussores, não sendo observado produção de prodigiosina nesses mutantes. 

 

 

3.3 Atividade biológica da Prodigiosina 

 

O pigmento prodigiosina é produzido por determinadas espécies de bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas. A prodigiosina produzida por S. marcescens gram-negativa 
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apresenta um grupo alquila de cadeia linear. Como a prodigiosina, existem outros três grupos 

de pigmentos pertencentes a mesma família, prodiginina. Esses três últimos grupos diferem da 

prodigiosina por apresentarem derivados cíclicos em suas estruturas como o butil-meta-ciclo-

heptilprodigiosina (ELAHIAN et al., 2013). A prodigiosina tem despertado grande interesse 

em diversas áreas devido às suas atividades biológicas, descritas como antimicrobiana, 

antifúngica, imunossupressora e antitumoral induzindo apoptose em linfócitos T e B (HAN et 

al., 2009; AHMAD et al., 2012). 

Nos últimos anos, a busca pelo conhecimento sobre a atividade citotóxica da prodigiosina 

tem sido intensificada, sendo descritos efeitos citotóxicos em linhagens de células tumorais 

como pulmão, cólon, rins, mama, e baixa toxicidade observadas em células normais (LIU et al., 

2005). Na tentativa de avaliar os efeitos citotóxicos da prodigiosina, o Instituto Nacional do 

Câncer realizou testes com 60 diferentes tipos de linhagens tumorais onde a  substância 

apresentou uma índice de toxicidade induzindo a apoptose em 50% de uma dada população de 

células estudadas, na concentração de 2,1 μM/mL, sendo o pigmento prodigiosina considerado 

como uma droga com potencial atividade citotóxica dirigidas às células tumorais 

(WILLIAMNSON et al., 2006; PERÉZ-TOMÁZ e VIÑAS, 2010).  

Foram observados efeitos citotóxicos da prodigiosina, in vivo, em camundongos 

xenoabióticos enxertados com linhagens Huh-7 (linhagem de células hepáticas tumorais). 

Observou-se que o pigmento induziu as células a entrarem em apoptose de forma independe da 

atuação conjunta com a proteína p53 reguladora, que sofre mutação em células tumorais (HO 

et al., 2009). Vale ressaltar que a prodigiosina não sofre ação das bombas de resistência às 

substâncias citotóxicas, como as proteínas de multirresistência a drogas (MDR), que são 

proteínas canais e encontram-se presentes na membrana plasmática de algumas células animais 

cuja função é a expulsão de compostos citotóxicos (SOTO-CERRATO et al., 2004). 

Em estudos citotóxicos, Zhang et al., (2005), apontam que, após a administração de doses 

diárias da prodigiosina (5mg / Kg e 10 mg / Kg) no tratamento do melanoma BL16 em ratos, 

foi observada redução de nódulos metastáticos em 50% dos animais e consequentemente, 

aumento da sobrevivência dos mesmos. 

Regourd et al., (2007), corroboram com Zhang et al., (2005), afirmando  que tais efeitos são 

consequência da inibição do mecanismo de migração celular e ligação à matriz extracelular, 

resultantes da redução da expressão das proteínas RhoA e RhoGTPase, responsáveis pelo 

processo de adesão e motilidade celular. Contudo,  os efeitos genotóxicos para prodigiosina 

ainda não foram descritos na literatura. 
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3.4 Atividade antimicrobiana da prodigiosina 

 

O gênero Serratia spp compreende ao grupo de bactérias gram-negativas, classificadas na 

grande família de Enterobacteriaceae. Serratia spp pode ser distinguida de outros gêneros pelo 

seu potencial de produção de três enzimas especiais DNAase, lipase e gelatinase 

(ALIHOSSEINI et al., 2008). No entanto, outras características podem ser observadas 

contribuindo assim para o entendimento do potencial de patogenicidade, como as atividades de 

adesão e motilidade, e ainda a produção de enzimas extracelulares, ou seja, nucleases, proteases 

e hemolisinas. Serratia marcescens é a única espécie patogênica embora existam raros relatos 

de infecções S. plymithica, S. liquefaciens, S. rubidaea, S. odifera (KHANAFARI et al., 2006). 

S. marcescens é produtora do pigmento vermelho denominado prodigiosina. A prodigiosina 

tem sido bastante estudada, nos últimos tempos, devido as suas atividades biológicas 

observadas. Dentre as distintas atividades biológicas foi descrita a atividade antimicrobiana, 

sendo encontradas concentrações mínimas inibitórias (IMC´s) quando comparados com os 

antibióticos convencionais tetraciclina, clorafenicol e gentamicina frente a diversas espécies 

bacterianas como Staphylococcus aureus FDA 209P (IMC 3.1 µg/mL), Streptococcus pyogenes 

(IMC 1.56 µg/mL), Micrococcus luteus ATCC 9341 (IMC 3.1 µg/mL), Bacillus subtilis ATCC 

6633 (IMC 12.5 µg/mL), Escherichia coli K12 (IMC > 100 µg/mL), Klebsiella pneumoniae 

PCI 602 (IMC > 100 µg/mL), Salmonella typhimirium IID 971 (IMC 25 µg/mL), Serratia 

marcescens IAM 1184 (IMC > 100 µg/mL), Pseudomonas aeruginosa PAO 1 (IMC > 100 

µg/mL), Proteus vulgaris HX 19 (IMC 50 µg/mL) (NAKASHIMA et al., 2005). Foram 

descritas também sensibilidades a prodigiosina observadas pelo teste de difusão de disco em 

ágar segundo Cang et al., (2000); Someya et al., (2001); Khanafari et al., (2006) e Alihosseini 

et a., (2008), onde foram observaram-se significativos halos de inibição do crescimento 

bacteriano para as espécies Escherichia coli, E. aerogenes, S. aureus, B. subtilis e P. 

aeruginosa. Estes dados observados demostram os feitos antimicrobianos da prodigiosina 

frente a diversas espécies bacteriana patogênica sugerindo o seu uso como um potente 

antibiótico natural. 

 

3.5 Câncer: Definições e generalidades. 

 

O câncer é uma doença caracterizada pelo crescimento desgovernado de células 

modificadas (ALMEIDA et al., 2005). O termo câncer faz referência a neoplasias, 
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especificamente tumores malignos. O termo advém do grego Karkinos,  e no latim significa 

caranguejo. A analogia ocorre pela semelhança entre as veias intumescidas do tumor e as patas 

do animal que buscam a fixação local, como também pela agressividade e imprevisibilidade de 

ambos (JOHANNES et al., 1986).  

Os estudos voltados para o entendimento desta patologia, encontram-se diretamente 

relacionados à genética. Logo o câncer é resultante de alterações que se acumulam 

progressivamente no material genético (DNA) de uma célula normal. Desta forma, o mesmo é 

considerado uma doença genética e a identificação e caracterização dos genes alterados tornam-

se fundamentais para compreensão das bases moleculares desta doença (HOLLEY et al., 2007). 

Existem alguns termos sinônimos de câncer como tumor, neoplasma ou blastomas, contudo 

todos eles referem-se ao crescimento celular descontrolado no nível tecidual (SIMPLICIO et 

al., 2002). 

O câncer é caracterizado por dois aspectos importantes, como o crescimento incontrolado 

de células cuja origem advém de tecidos normais e pela rápida difusão tecidual, caracterizando 

a sua agressividade, resultante de morte das células vizinhas induzindo a formação de estágios 

avançados da doença, como a metástase. (COOKSON et al., 2007).  Os tipos mais comuns de 

câncer são os de pele, mama, próstata, pulmão e estômago sendo os quatro últimos os que 

apresentam maiores preocupações de ordem de saúde pública, oferecendo maior risco de morte 

atualmente no Brasil (BULEJE et al., 2002; POLAN et al., 2012; RODRIGUES et al., 2013;  

ZAMBONI et al., 2012 e DEMIDIUK et al., 2013). 

Há algumas características genéticas e bioquímicas diferenciais entre as células normais e 

neoplásicas. Inicialmente, as alterações que induzem as neoplasias estão diretamente 

relacionadas a um grupo especializado de genes como os protoncogenes (BAKER et al., 2005). 

Estes genes (Figura 3), que em células normais são inativados, estão envolvidos nos 

mecanismos de regulação da proliferação celular e apoptose (ALMEIDA et al., 2005). 
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Figura 3.  Transformação da célula normal em neoplásica (ALMEIDA et al., 2005). 
 

 

 

 

 

 

Nas células neoplásicas os protoncogenes são encontrados em sua forma ativada, mais 

conhecido como oncogenes. A proteína codificada por estes genes difere dos seus parentes 

homólogos tanto em tamanho quanto em função. Esta proteína foi identificada pela primeira 

vez em vírus com potencial atividade na indução de formações tumorais observáveis in vivo, 

em animais e in vitro em culturas de células neoplásicas (LAND, PARADA e WEINBERG, 

1983; JOHANNES 1989; TRAVALI et al.,1991). Sendo assim, a formação de tumores 

encontra-se diretamente relacionada a presença dos oncogenes nas células alteradas. Desta 

forma, estas células diferentes são denominadas cancerosas ou neoplásicas cuja principal 

característica observada é a proliferação descontrolada (DELL’AVERSANA, LEPORE e 

ALTUCCI, 2012; ZAMKOVA et al., 2013). Esta intensa multiplicação celular, além de 

interferir nas caraterísticas morfológicas teciduais locais, interfere também na funcionalidade 

dos vasos sanguíneos presentes, sendo necessário a formação de novos vasos sanguíneos que 

transportem nutrientes e oxigenação para as células neoplásicas. Logo, a massa celular, formada 

a partir deste processo de manutenção da origem aos tumores. Estes, inicialmente, são locais 

ou podem atingir estágios mais avançados com capacidade de se desprenderem dá região local, 

migrando para o tecido sanguíneo ou o sistema linfático, atingindo outros órgão e tecidos 

vizinhos, como nos casos de metástases (PIACENTINI et al., 2012).   

Em adicional, as células neoplásicas perdem algumas características específicas quanto 

às funções observadas em células normais. Estas células cancerígenas perdem a capacidade de 

reconhecimento celular, secreção e síntese de moléculas, e tem o seu ciclo celular totalmente 

alterado, sendo observadas interfases, fases de duplicação do material genético (DNA), 
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seguidas de sucessivas e descontroladas divisões celulares. Consequentemente, como um 

processo progressivo, muitas vezes, a curto prazo, os tecidos invadidos vão também perdendo 

suas funções e comprometendo os órgãos (MARTINEZ et al., 2012).  

Atualmente, o tratamento desta doença é realizado a partir das terapias antineoplásicas que 

utilizam diversos agentes radioterápicos ou quimioterápicos e processos mais invasivos como 

as cirurgias. Novas pesquisas tem sido desenvolvidas neste sentido, em busca da promoção da 

cura desta patologia em menor tempo, diminuindo o sofrimento do paciente resultante dos 

efeitos colaterais observados durante o tratamento e promovendo o alívio e bem-estar do 

mesmo. 

 

3.6 Epidemiologia do câncer 

 

O Câncer é um problema  mundial de saúde pública em países desenvolvidos e em 

desenvolvimento. Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), o câncer apresenta-se 

como a terceira maior causa do número de mortes no mundo, com 12% de mortalidade, matando 

cerca de 6 milhões de pessoas por ano (INCA, 2012). Em países de primeiro mundo, em média, 

uma em cinco pessoas morrem de câncer. Nos Estados Unidos, em 2012, foram estimados casos 

de morte por câncer em ambos os gêneros masculino e feminino, sendo o maior número de 

casos observados para o câncer do sistema geniturinário, seguido de câncer do sistema 

digestivo,  sistema respiratório e em menores números de casos, para  o sistema sanguíneo e 

linfático como os linfomas com números de casos menores que 80.000 e leucemias  linfocíticas 

agudas e crônicas um pouco menos que 50.000 (SIEGEL et al., 2012). 

Nos países da América Latina, observa-se um aumento gradativo das doenças crônico-

degenerativas como as doenças cardiovasculares que ocupam o primeiro lugar nos índices de 

mortalidades. Contudo, em alguns países subdesenvolvidos podem ser observadas uma 

inversão nesta ordem com o câncer ocupando o primeiro lugar em números de novos casos de 

óbitos.  No Brasil, o câncer é considerado a segunda maior causa de mortes por doenças (Figura 

4), estimando-se, em 2012, números de novos casos bem maiores do que os encontrados em 

2005 (337 mil novos casos e 122.600 mortes), demonstrando estatisticamente que a cada ano 

há um aumento de novos casos de câncer e mortes consecutivamente  (INCA, 2012). 
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Figura 4 . Tipos de câncer mais incidentes, estimados para 2012, na população brasileira (INCA, 

2012).  

 

3.7 Processos de carcinogênese 

 

O processo de carcinogênese, ou seja, de formação do câncer, ocorre lentamente 

podendo levar a célula cancerosa a se proliferar originando novas células tumorais e resultando 

em um tumor visível. Esse processo passa por vários estágios antes de chegar a instalação do 

tumor e é decorrente de mutação que interfere nos mecanismos de regulação, diferenciação e 

proliferação celular (CALY et al., 2013).  

Os diferentes tipos de câncer estão diretamente relacionados aos diversos tipos celulares 

que constituem o nosso corpo. Logo, se as células cancerígenas encontram-se no tecido 

epitelial, como pele e mucosas, este é denominado de carcinoma e se tiverem início em tecidos 

de sustentação como conjuntivos (cartiláginoso, ósseo, muscular, adiposo) este é conhecido 

como sarcoma (FACINA et al., 2012). 

Dentre os agentes carcinogênicos são observados três classes distintas cujos alvos de 

ação são específicos tais como: 1) os agentes oncoiniciadores, capazes de provocarem o dano 

genético direto nas células e iniciando o processo de carcinogênese (o benzopireno, um dos 

componentes da fumaça do cigarro e alguns vírus oncogênicos), 2) agentes oncopromotores, 

atuando especificamente sobre as células iniciadas e tranformando-as em malignas (os agentes 

presentes na alimentação e exposição prolongada e excessiva a hormônios), e 3) os agentes 

oncoaceleradores, que provocam multiplicação descontrolada e irreversível das células 
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alteradas, atundo geralmente no estágio final do processo (MAZZAFERRI et al., 2012; INCA, 

2003). 

Os estágios que compreendem a carcinogênse são iniciação, promoção e progressão 

(Figura 5). O estágio de inciação é caracterizado por apresentar células que sofreram ação dos 

agentes carcinógenos cujos efeitos são cumulativos, provocando modificações em alguns de 

seus genes. Nesta etapa as células se  encontram, geneticamente alteradas, contudo ainda não é 

possível se detectar um tumor clinicamente (INCA, 2003). 

O segundo estágio é o de promoção, caracterizado por apresentar células iniciadas, ou seja, 

que sofreram alterações do seu material genético, na etapa inicial da exposição aos agentes 

oncoiniciadores. Nesta etapa as células iniciadas sofrem alterações por exposição aos agentes 

oncopromotores, onde a célula é transformada em maligna de forma lenta e gradual. Entretando, 

para que ocorra essa transfromação é necessário que a célula permaneça por um longo tempo 

de exposição ao agente carcinógeno promotor. Logo, a suspensão da exposição a esses agentes 

interrompe o processo de evolução da doença (NICHELE et al., 2012). O terceiro estágio é a 

progressão, caracterizado pela multiplicação descontrolada e irreversível das células alteradas. 

Nesta etapa o câncer já se encontra instalado, evoluindo até o surgimento  das primeiras 

manifestações clínicas da doença. Os agentes que promovem tal evolução são denominados 

oncoaceleradores ou carcinógenos como o fumo, considerado um agente carcinógeno completo, 

pois apresenta constituintes que atuam nos três estágios da carcinogênese (ZANDONAI et al., 

2012). 

 

 

 

                       

Figura 5. Estágios de formação do câncer (INCA, 2012). 

 

 

1) Iniciação 2) Promoção 3) Progressão 
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3.8 Terapias antitumorais 

 

Mundialmente os tratamentos contra o câncer reúnem um conjunto de técnicas e 

procedimentos classificados como cirurgias, quimioterapia e radioterapias (FOYE et al., 1996; 

MURAD et al., 2003). Também têm sido aplicadas técnicas de foto-radiação com derivados 

hematoporfirínicos e a imunoterapia (SALMONM et al., 2003; MACHADO et al., 2000).  

A técnica de cirurgias pode resultar na remoção total ou parcial dos tumores, este último 

procedimento sendo recomendado em casos de metástase. No caso das leucemias, esta técnica 

é inapropriada sendo necessária a utilização de um outro procedimento de tratamento do câncer, 

como por exemplo o transplante de medula. Já a radioterapia utiliza os raios gama, 

radioisótopos como o cobalto 60, raios-X, prótons e mésons pi negativos. Estes são usados, 

geralmente, em comum com a  cirurgia como um incremento na eficiência do tratamento. 

Isoladamente, a radioterapia tem sido bastante efetiva no isolamento e redução de tumores 

(TONETO et al., 2012).  

A técnica de foto-radiação representa um importante avanço no que se refere àbs terapias 

convencionais contra o câncer. Esta permite a localização e destruição com maior seletividade, 

pelo uso de radiação específica com fluorescência (λ de 620-640 nm), para a detecção e 

destruição de tumores com uso de fibras óticas. Contudo, devido ao intenso acúmulo de 

porfirina essa técnica não é recomendada para o uso interno e, sim, apenas para tumores 

superficiais (VOLPATO et al., 2005). Em adicional, as imunoterapias fazem uso de estímulos 

das defesas do próprio corpo para combater as células tumorais. Esta técnica, apesar de ser 

promissora, é ainda bastante adjuvante, usadas apenas para destruição de células tumorais após 

intervenções cirúrgicas (DERCHAIN et al., 2007). 

A quimioterapia  é um outro procedimento utilizado para destruir as células tumorais 

preservando as células normais. Entretanto, a ação da maioria  destes agentes é inespecífica. 

Como exemplo de quimioterápicos tem-se as drogas antineoplásicas, onde sua aplicação está 

associada aos diferentes mecanismos de ação, observados decorrentes da presença dos 

diferentes grupos funcionais presentes na estrutura molecular destas substâncias (COSTA e 

CHAVES, 2013). Após o tratamento com esses agentes é notado que o corpo tende a se 

recuperar dos possíveis efeitos colaterais observados e ainda, a aplicação destas drogas requer 

a observação dos benefícios confrontando diretamente a sua efetividade e citotoxicidade  em 

busca de um índice terapêutico favorável (FOYE et al., 1996; MURAD, 2003; SALMONM et 

al., 1998).  



34 

Apesar dos avanços obtidos pela medicina convencional, tem sido observado um crescente 

interesse na Medicina Alternativa e Complementar (MAC), principalmente em países 

ocidentais desenvolvidos, em desenvolvimento e pobres (SPADACIO et al., 2010). As MAC’s 

configuram, atualmente, opções alternativas em potencial para o cuidado com a saúde, com 

relação a prática terapêutica convencional. O crescimento do uso dessa medicina torna-se 

evidente nos casos de pacientes com câncer. Há uma busca científica muito grande a fim de 

tentar esclarecer os procedimentos desta medicina alternativa, seus riscos e benefícios, 

mecanismos toxicológicos das MAC’s utilizadas isoladamente ou em associações com as 

drogas convencionais,  a necessidade de avaliar algumas intervenções e a possibilidade de 

incorporá-las à prática medicinal convencional (TOVEY et al., 2006). Neste sentido, algumas 

substâncias naturais como extratos de plantas, metabólitos secundários produzidos por animais, 

fungos e bactérias tem sido descritos como promissores antineoplásicos empregados 

alternativamente nas terapias MAC’s visando o sucesso no tratamento contra o câncer 

(SPADACIO e BARROS, 2008). 

 

3.9 Avaliação de mutagenicidade e danos genômicos (Ensaios de genotoxicidade) 

  

Os organismos vivos estão frequentemente expostos a agentes ambientais que podem 

induzir modificações químicas tanto em nível celular quanto molecular. Essas alterações podem 

ser causadas por agentes químicos, físicos ou biológicos que são tóxicos e, portanto, prejudiciais 

à célula (HEDDLE et al, 1983). Essas substâncias tóxicas são classificadas, em geral, como 

agentes genotóxicos cujo principal alvo é o DNA (Figura 6).  

 

 

Figura 6. Influências para respostas indutoras da formação de micronúcelos (Ksaprzak et al., 

1991). 
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Portanto, os agentes genotóxicos são aqueles que interagem diretamente com o DNA 

produzindo significativas alterações em sua estrutura ou função, que podem ser fixadas e 

transmitidas, resultando nas mutações (ESTERBAUER, 1993). As mutações representam a 

fonte de variabilidade genética entre as populações. Contudo, são resultantes das heranças 

genéticas de diversas patologias. Nas populações podem induzir o aumento da frequência de 

câncer, doenças hereditárias e cardiopatias, bem como aumentar a virulência de patógenos 

(GONZALES et al., 2011). 

Os agentes genotóxicos são administrados diretamente, como no caso da fumaça do cigarro, 

que é rica em peróxidos, superóxidos e produtos nitrogenados. Podem também resultar da 

metabolização de alimentos e bebidas alcoólicas cujos metabólitos são nitrosaminas, 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticose acetaldeído (ZIEGLER et al., 1986; HADNAGY et 

al., 1988; PIYATHILAKE et al., 1995; CARLETTI et al., 2002). Entretanto, a evolução de uma 

célula normal para uma célula com alto poder mitótico é um processo longo e, 

consequentemente, é decorrente do acúmulo a exposições sucessivas aos agentes indutores. 

Assim, o defeito genético acumula-se entre as fases de pré-malignidade e malignidade e 

expressa-se, entre outras formas, pelo aumento do conteúdo nuclear, pela formação de 

fragmentos de DNA nas células expostas ou pela expressão de proteínas oxidativas. Tais 

alterações observáveis indicam que essas células estão em processo de transformação maligna 

e podem, portanto, funcionar como marcadores indicativos do grau de exposição do tecido aos 

carcinógenos (HANS et al., 1986; DUTHIER et al 1996). 

Os ensaios de genotoxicidade reúnem um grupo variado de métodos, como o Teste de 

Ames (Salmonella /microssoma) descoberto pelo pesquisador da Universidade de Burkeley, 

Califónia,  Dr. Bruce Ames  e colaboradorea (1975), ao desenvolver um método de curta 

duração que combinava um sistema de metabolização in vitro (fração S9), demonstrando uma 

alta correlação entre mutagênicos e carcinógenos conhecidos (AMES et al., 1975). Atualmente, 

para melhor compreensão dos processos de alterações cromossômicas, induzidos por 

substâncias químicas, resultantes de microformações nucleares, tem sido empregado os testes 

de micronúcleo e o ensaio cometa, específicos para avaliação de mutagenicidade e de 

intensidade de danificação genômica após exposição a determinado agente genotóxico 

(SUDHEER et al., 2008). Esses testes, micronúcleo (Micronuclei assay) e o ensaio cometa 

(Cometa assay) apresentam, ambos, vantagens adicionais por se tratarem de métodos de curta 

duração, alta precisão e rápida obtenção dos resultados (GONZALES et al., 2011). 
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3.9.1 Teste de micronúcleo em linfócitos de sangue periférico humano 

  

O teste de micronúcleo (MN) é bastante utilizado para analisar a genotoxicidade  in vitro 

e biomonitorização de exposição de efeito (NORPPA e FALCK et al., 2003). Este teste  se 

constitui em um dos métodos para medidas de danos cromossômicos espontâneos ou induzidos, 

ou ainda de erros de segregação cromossômica, uma vez que os micronúcleos resultam da 

produção de fragmentos acêntricos (Figura 7) ou de cromossomos que são mais lentos no 

processo de migração para os polos opostos das células, observados durante a divisão celular 

na fase da anáfase (D’AGOSTINI, 1993).  

Os danos no DNA induzido por substâncias de origem natural ou sintética, ou ainda pela 

atividade física, é uma área de estudo de grande interesse da toxicologia genética, uma vez que 

as mutações em cromossomos é um evento de significativa relevância na carcinogênese 

(FENECH, et al., 2006). A primeira utilização do método “Teste de micronúcelo” foi  em 1959 

na tentativa de analisar as alterações cromossômicas (EVANS et al., 1959). Mais tarde, o teste 

foi aplicado para análise da detecção de micronúcleo em culturas de linfócitos de sangue 

periférico humano (HUBER et al., 1990). Na atualidade, são utilizados diferentes tipos celulares 

para avaliação do dano genético, como células epiteliais, eritrócitos e fibroblastos (PINTO, 

2008). A escolha dos linfócitos para realização dos testes é bastante vantajosa pois, este tipo de 

célula despende pouco tempo de cultura e maior tempo de vida útil, com cerca de 1095 dias, o 

equivalente a três anos, quando comparados com as células do epitélio bucal com 21 dias e 

eritrócitos com 120 dias apenas (RAMALHO et al., 1995). 

Os micronúcleos quando observados ao microscópio, são estruturas semelhantes ao 

núcleo principal da célula, de pequenas dimensões e extra nucleares, que podem derivar de duas 

origens distintas: a quebra de cromossomos ou a perda de material genético no cromossomo 

(Figura 8). Assim, a sua formação representa dano genético provocado por agentes genotóxicos 

com dois modos de ação distintos: clastogénicos ou aneugénicos. Os agentes clastogênicos 

(causadores de rupturas cromossômicas), agem  induzindo a formação de MN que contêm no 

seu interior fragmentos de cromossomos resultantes da quebra de uma ou duas cadeias de DNA. 

Nos casos em que a reparação do erro não ocorre, esta quebra de cromossomos poderá dar 

origem a um rearranjo assimétrico com a formação de um cromossomo dicêntrico, ou seja, com 

dois centrômeros e um fragmento acêntrico (FENECH e MORLEY, 1985).  
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Figura 7. Mecanismo de formação dos micronúcleos MN (FENECH et al, 2003). 

 

 

                      

Figura 8. Célula binucleada com evidente micronúcleo (PACHECO e HACKEL, 2002). 

 

O primeiro fragmento é arrastado para os polos opostos da célula durante a anáfase e 

forma uma ponte núcleo plasmática entre os núcleos da célula filha. O segundo fragmento sofre 

um atraso dando origem a um micronúcleo individualizado que não é incluído no núcleo da 

célula filha na fase da telófase ou separação citoplasmática das duas células diploides 

(HAGMAR et al., 2000; BONASSI e AU., 2002; THOMAS et al., 2003). No caso dos agentes 

com modo de ação aneugênica (que induzem aneuploidias ou segregação cromossômica 

anormal), o MN é formado com um cromossomo inteiro que sofreu um atraso quando da 

ascensão aos polos. Este atraso na ascensão dar-se-á por falhas no fuso mitótico ou por danos 

estruturais no cromossomo (VOLDERS et al., 2000). 

Micronúcleo (MN) 
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3.9.2 Ensaio cometa alcalino (Alkaline comet assay) 

 

Um outro teste bastante empregado para mensurar os efeitos genotóxicos de um 

composto é o Ensaio Cometa alcalino (Single Cell Gel Electrophoresis). O método permite a 

obtenção de uma grande quantidade de dados em células individuais, e requer um número 

extremamente pequeno de células, (< 10. 000), sendo bastante sensitivo e podendo ser realizado 

com qualquer tipo de célula eucariótica. Trata-se de uma técnica rápida e eficiente quando usada 

para detectar eventos de danificação genômica das células de mamíferos, quando expostas a 

agentes genotóxicos (SINGH et al., 1988; FAIRBAN et al., 1995). Neste tipo de ensaio, as 

células são aplicadas em um gel de agarose de baixo ponto de fusão (Agarose LM) sobre 

lâminas de microscópios, previamente preparadas, e, a seguir, estas células são lisadas e 

submetidas a um campo elétrico em tampão alcalino.  

 

De acordo com Sigh et al., (1988) o método alcalino permite a detecção de quebras 

duplas e simples na estrutura helicoidal do DNA.  A presença de quebras simples, sítios lábeis 

alcalinos (locais em que a cadeia polinucleotídica sofre quebra quando há incubação do DNA 

em pH elevado) e ligações cruzadas em posições diferentes no DNA (crosslinks), resultantes 

da ação de compostos genotóxicos, alteram a estrutura do DNA das células, que normalmente 

encontra-se altamente compactado, resultando em relaxamento em partes da molécula que 

migram em direção ao cátion. Desta forma, após a aplicação de corantes específicos, pode-se 

visualizar, em microscópio de fluorescência, a migração do DNA, que se assemelha a um 

cometa (TICE et al., 2000). A capacidade de migração do DNA é diretamente proporcional ao 

dano ocorrido na molécula, como também da quantidade de extremidades livres que, mesmo 

ligados a segmentos maiores, migram numa distância pequena do corpo do cometa (Figura 9). 
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Figura 9. Ensaio cometa alcalino (Modificado de AUCICEK et al., 2008). 

 

O ensaio cometa segundo Sight et al., (1988) baseia-se na observação por 

epifluorescência de 4 níveis de danificação genômica (Figura 10): dano 0 (nenhuma lesão ou 

dano visível no DNA e ausência de fragmentação nuclear); dano 1 (detecção  de leve 

danificação no DNA e leve fragmentação nuclear  com discreta formação de halo); dano 2 

(danificação moderada no DNA e fragmentação nuclear visível com formação de um halo 

extenso) e o dano 3 (danificação intensa no DNA e observação de um halo bastante extenso, ao 

redor, do pouco material nuclear e a formação de uma cauda semelhante a de um cometa, sendo 

este ultimo, a forma mais grave de danificação). 

 

 

Tamanho da célula 

 Núcleo           

 

Cauda 

 

Área total de arraste 
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Figura 10. Ensaio cometa: classificação de dano genômico (SINGH et al., 1988). 
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RESUMO 

A prodigiosina, pigmento vermelho natural, é um alcaloide produzido por Serratia marcescens. 

Este metabólito secundário pertence à família das prodigininas cujos pigmentos apresentam em sua 

estrutura química três anéis pirrólicos. A prodigiosina tem sido descrita pelas suas inúmeras atividades 

biológicas como antimicrobiana, antimalarial, antitumoral e indutor de apoptose em linfócitos T e B. 

Por isto, tem despertado o interesse das diversas áreas como médica, farmacêutica, industrial e 

ambiental. Neste sentido, o objetivo deste trabalho é avaliar a atividade antimicrobiana da prodigiosina 

produzida por S. marcescens UFPEDA 398 frente a linhagens de micro-organismos teste. O pigmento 

vermelho produzido por S. marcescens UFPEDA 398 apresentou espectro de absorção em 534 nm, valor 

de referência de 0,59 e peso molecular de 323 m/z, confirmando ser a prodigiosina purificada. A 

atividade antimicrobiana da prodigiosina foi avaliada pelo método de difusão e disco e pela 

determinação da concentração mínima inibitória (CMI) e bactericida (CMB). Os testes de difusão em 

discos demostraram significativos halos inibitórios para Staphylococcus aureus UFPEDA 01 (35 ± 0.6), 

Enterococcus faecalis UFPEDA 138 (22 ± 1.0) e Streptococcus pyogenes UFPEDA 07 (14 ± 0.6). 

Contudo, apresentaram resistência a prodigiosina Escherichia coli UFPEDA 224, Pseudomonas 

aeruginosa UFPEDA 39 e Acinetobacter sp UFPEDA 994, onde não foram observadas formação de 

halos inibitórios significativos. Foram determinadas as concentrações mínimia inibitórias (CMI) e 

bactericida (CBM) para 20 linhagens de Staphylococcus aureus oxacilina resistente (ORSA). O 

antibiótico padrão foi a oxacilina. As CMI’s observadas variaram de 1 a 4,0 g / mL enquanto as CMB’s 

variaram de 2 a 16 g / mL. Neste sentido, com base nos dados encontrados neste trabalho, a 

prodigiosina produzida por Serratia marcescens UFPEDA 398 apresentou efeito bacteriostático e 

bactericida demostrando uma promissora atividade antimicrobiana e sugerindo estudos futuros quanto 

a sua aplicabilidade nas terapias dirigidas a  cepas de S. aureus ORSA.  

 

Palavras-chaves: Serratia marcescens; Produtos naturais; Resistência bacteriana. 
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Introdução 

 

A prodigiosina é um metabólito secundário produzido por Serratia marcescens. Este é 

um alcaloide pertencente à classe dos pigmentos vermelhos cujos membros apresentam como 

característica comum em sua estrutura química um dos anéis pirrólicos. A produção deste 

metabólito, vermelho natural, é observada por micro-organismos gram-positivos e gram-

negativos como Pseudoalteromonas sp, Haella chejuensis, Vibrio sp, Streptomyces coelicor e 

Serratia marcescens. Contudo este último micro-organimo destaca-se por apresentar uma maior 

capacidade de biossíntese do pigmento (Giri et al., 2004; Lapenda et al., 2013).  

Estudos relacionados à produção da prodigiosina tem crescido nos últimos anos, uma 

vez que têm sido atribuídas a este pigmento algumas atividades biológicas como: antitumorais, 

antifúngicas e antimicrobianas despertando assim o interesse em diversas áreas como médica, 

industrial, farmacêutica e ambiental. Este pigmento vermelho já vem sendo aplicado nas 

industrias têxteis e de polímeros. Devido ao seu potencial antitumoral as industrias 

famacêuticas tem proposto a prodigiosina sintética (Sigma Aldrich, CAS Número 56144-17-

3), como uma promissora droga antitumoral (Arthaud et al., 2012; Guryanov et al., 2013). 

Os produtos naturais, têm sido utilizados pelas indústrias farmacêuticas como um novo 

conceito de substâncias com promissoras atividades antimicrobianas observadas como 

alternativas ao uso dos antibióticos convencionais. A sensibilidade à prodigiosina observada 

para o micro-organismo Straphylococcus aureus oxacilina resistente (ORSA) é um exemplo da 

efetiva ação destes produtos naturais (Hemaiswarya e Kruthiventi, 2008).  

O aumento das infecções hospitalares induzidas por este micro-organismo tem sido 

observado a cada ano devido a sua resistência aos antimicrobianos convencionais de atividade 

antiestafilocócica como os aminoglicosídeos, cloranfenicol, lincosamídeos, macrolídeos, 

quinolonas e tetraciclinas. Por conseguinte um dos glicopeptídeos, principalmente à 
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vancomicina, é uma das poucas alternativas terapêuticas eficáz no tratamento de infecções 

causadas por cepas ORSAS (Bell e Turnidge, 2002).  

Neste sentido, conforme o descrito sobre as propriedades antimicrobianas promissoras 

da prodigiosina, o presente trabalho tem por objetivo avaliar a atividade antimicrobiana deste 

metabólito secundário isolado de S. marcescens frente a diferentes micro-organismos.  

 

Material e método 

Micro-organismos e condições de cultura 

 

Os micro-organismos utilizados nos testes (tabela 1) foram Escheriachia coli UFPEDA 224, 

Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39, Staphylococcus aureus UFPEDA 01, Enterococcus 

faecalis UFPEDA 138, Streptococcus pyogenes UFPEDA 07 e Acinetobacter sp UFEPDA 994. 

Foram estudados também a tividade antimicrobiana da prodigiosina frente a vinte (20) isolados 

clínicos de Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina (ORSA) provenientes do Laboratório 

de Cultura e Coleção de Micro-organismos do Departamento de Antibióticos, na Universidade 

Federal de Pernambuco (tabela 2). Todos os micro-organismos, acima citados foram mantidos 

sobre refrigeração a 4 ºC em meio Ágar Müeller Hinton (Himedia), com exceção do S. 

pyogenes, mantido em Ágar Sangue. 
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Tabela 1. Micro-organismos empregados no teste de difusão em disco  

 

 

 

 

Produção da prodigiosina 

 

S. marcescens UFPEDA 398 foi cultivada em Erlenmyers (250 mL) contendo 100 mL 

do meio caldo nutriente (Difco),  (10 g de peptona; 5 g de NaCl e 3 g/L  de extrato de levedura), 

em seguida incubados a 30 ºC, a 150 rpm por 16 horas (overnight), até a obtenção de uma 

densidade ótica de dois (OD600 = 2, correspondendo a 106 cel/ mL). Os processos fermentativos 

para produção da prodigiosina foram realizados segundo Vendruscolor et al., (2007), em estado 

sólido visando o máximo rendimento do pigmento sintetizado em mg. O inóculo bacteriano, 

previamente preparado, foi transferido (1 mL) para placas contendo o meio da Difco o Ágar  

Manitol (5 g/ L de peptona, 2 g/L  de extrato de levedura, 20 g/ L de manitol e 17 g/ L de ágar 

bacteriológico). O pH final do meio foi ajustado para sete (pH = 7),  conforme descrito por Giri 

et al., (2004). Em seguida, as placas foram incubadas por 48 horas a temperatura de 30 oC e 

após o tempo transcorrido foi observada a produção da prodigiosina. 

 

 

 

Micro-organismos   Méio de cultura Temperatura 

Escherichia coli UFPEDA 224  Ágar Müeller Hinton 4oC 

Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39  

Staphylococcus aureus UFPEDA 01 

Ágar  Müeller  Hinton 

Ágar  Müeller Hinton 

4oC 

4oC 

Enterococcus faecalis UFPE 138 Ágar  Müeller Hinton 4oC 

Streptococus pyogenes UFPE 07 

Acinetobacter sp UFPE 994 

Ágar Sangue 

Ágar  Müeller  Hinton 

4oC 

4oC 
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Extração da prodigiosina 

 

O pigmento foi extraído a partir da biomassa bacteriana  produzida em 48 horas em meio sólido 

(Casullo, et al., 2010). A biomassa bacteriana foi removida delicadamente da superfície da placa 

de Petri, em seguida o pigmento foi extraído pelo sistema de solvente clorofórmio: metanol nas 

proporções (2:1; 1:1 e 1:2 v/v) e 100% de metanol. As frações obtidas foram reunidas e 

concentradas por rotaevaporação à temperatura de 45 oC, sendo o extrato de prodigiosina obtido 

segundo Nakashima et al., (2005 e 2006).  

 

Isolamento e purificação da prodigiosina 

 

O Extrato de prodigiosina foi solubilizado em 3 mL de metanol conforme Nakashima et al., 

(2006), e submetido à cromatografia em coluna -TLC (coluna 22 x 1 cm), usando sílica gel 

(Merck) como adsorvente. A eluição foi feita pelo sistema de solvente clorofórmio: metanol: 

ácido acético (5: 30: 65 v/v) e em seguida, modificado para clorofórmio : metanol : acetona (4: 

2: 3 v/v), visando a máxima remoção de impurezas. As frações coletadas posteriormente, foram 

submetidas à cromatografia em camada delgada (CCD) para determinação do valor de 

referencia (Rf) das amostras e indentificação.  O valor de referência da amostra foi calculado 

segundo a fórmula (Rf = ds / dm) com base nas distâncias percorridas pelo solvente (ds) e do 

soluto (dm) segundo Chaves et al., (1997). As amostras foram aplicadas sobre folhas de 

alumínio revestidas por sílica gel, em seguida colocadas em cubas de vidro contendo o sistema 

de solvente metanol: clorofórmio: acetona (2:3: 4 v/v). O valor de referência da amostra foi 

comparado com o Rf da prodigiosina padrão (Sigma).  

 



58 

 

Caracterização da prodigiosina 

 

A caracterização da fração vermelha isolada foi analisada por espectrofotometria (UV) sendo 

determinada a faixa de absorbância no intervalo de 200 a 700 nm. Em seguida, o peso molecular 

da amostra foi determinado por espectrometria de massa e carga (GCMS). Os dados obtidos 

pós analise do peso molecular foram comparados com valores de massa registrados na 

biblioteca computadorizada de valores m/z  e confrontados com a literatura (Jeong et al., 2005; 

Davaraj et al., 2009). 

 

Atividade antimicrobiana da prodigiosina (Teste de Difusão em Disco) 

 

A atividade antimicrobiana da prodigiosina foi determinada frente às linhagens Escherichia coli 

UFPEDA 224, Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39, Staphylococcus aureus UFPEDA  01, 

Enterococcus faecalis UFPEDA 138, Streptococcus pyogenes UFPEDA 07 e Acinetobacter sp 

UFPEDA 994,  segundo o método de difusão em disco (Kirby-Bauer, 1966). Os testes foram 

realizados em triplicatas e os antibióticos padrões utilizados foram amplicilina (10 µg), 

cloranfenicol (10 µg) e gentamicina (10 µg). As linhagens foram semeadas em placas seguindo 

o padrão de turbidez da escala de Mac Farland (0,5).  Os discos impregnados com 300 µg de 

prodigiosina foram adicionados em placas com meio Müeller Hinton previamente semeadas 

com as respectivas culturas de micro-organismos. As placas foram incubadas a 37 oC por 24 

horas. Em seguida, as áreas de inibição observadas ao redor dos discos foram medidas (mm) 

considerando apenas halos maiores que seis milímetros. 
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Concentração mínima inibitória (CMI) e mínima bactericida (CMB) 

A  CMI e CMB foram mensuradas segundo o Clinical and Laboratory Standards Institute pelo 

método de microdiluição em caldo Müeller Hinton (CLSI, 2010). Inicialmente foram 

preparados inoculos (1,5 x 108 UFC/ mL)  com suspensão de 0,5 segundo a escala de McFarland 

a partir de colônias bacterianas com 24 horas de cultivo. Vinte (20) isolados clínicos de 

Staphylococcus aureus oxacilina resistente (ORSA) foram testados frente à prodigiosina. A 

oxacilina foi utilizada como antibiótico padrão na concentração de 1280 – 0,25 µg/mL para 

comprovar que as cepas eram ORSA. Em microplaca de 96 poços foram distribuídos 100 µL 

de Caldo Mueller Hinton, 10 µL da suspenção bacteriana padronizada e 20 µL da solução mãe 

de prodigiosina (1280 – 0,25 µg/ mL), em seguida as placas foram incubadas a 37 oC por 24 

horas. Transcorrido o tempo de incubação, foram adicionados 20 µL da substância reveladora 

(0,01 % Resarsurina) e em seguida, incubando por 2 horas. Após este período as placas foram 

observadas considerando o último poço onde não houve crescimento visível (na coloração azul) 

como sendo a CMI. A determinação da CMB foi feita a partir do semeio por esgotamento em 

placa contendo Ágar Müller Hinton do último poço de menor concentração onde não houve 

crescimento até o de maior concentração. 

 

Resultados 

Prodigiosina:  produção, purificação  e caracterização  

 

O rendimento de biomassa obtida em 48 horas de cultivo em meio manitol foi de 40.5 

g/L em Ágar Manitol (Figura 1). A quantificação do máximo rendimento da prodigiosina foi 

estabelecida a partir da correlação com a biomassa produzida, sendo observado máximo 

rendimento da fração vermelha de 1.2 g / g de biomassa e o rendimento de prodigiosina de 360 
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mg/g de pigmento. Durante o proceso de purificação foi observado uma fração roxa, que foi 

separada, obtendo um rendimento de 120 mg/g de pigmento (tabela 2). Após a caracterização 

química por GCMS o pigmento roxo apresentou peso molecular correspondente a 207. 

 

Tabela 2. Produção de prodigiosina por S. marcescens UFPEDA 398 em meio ágar manitol 

após 48 horas de cultura a 30 oC.  

 

Meio sólido Biomassa 

(g/L) 

Fração vermelha 

(g/g de biomassa) 

Fração roxo 

(mg/g de pigmento) 

Prodigiosina  

(mg/g de pigmento) 

Manitol  40.50 1.2 120 360 

 

 

O pigmento vermelho e roxo tiveram seus valores de referências (Rf) determinado por 

cromatografia em camada delgada CCD, sendo obtido para a fração vermelha o  Rf de 0.59 e 

para a roxa de 0.22 respectivamamente. O pigmento vermelho apresentou absorbância máxima 

em 534.40 nm e a fração roxa em 272.65 nm (Figura 2) e o peso molecular de 323 encontrado 

para a fração vermelha (Figura 3) e de 207 para a fração rouxa (Figura 4).  

 

 

Figura 1. Aspecto macroscópico de S. marcescens UFPEDA 398 em meio Ágar Manitol em 48 horas 

de cultivo, sendo observado  a produção de pigmento vermelho. 
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Figura 2. Espectrofotometria UV-vis da fração roxa e vermelha com absorbância máxima em 272.65 e 

534.40 nm respectivamente. 

 

 

 

 

Figura 3. Espectrometria de massa da  fração vermelha (prodigiosina) produzida por S. marcescens 

UFPEDA 398. 

 

Fração roxa 

Fração vermelha 



62 

 

Figura 4. Espectrometria de massa da  fração roxa (monopirrol) produzida por S. marcescens UFPEDA 

398. 

 

 

Atividade antimicrobiana da prodigiosina (Teste de Difusão em Disco) 

 

Os dados obtidos para a atividade antimicrobiana em teste de difusão em disco encontram-se 

na tabela 3. Apresentaram sensibilidade a prodigiosina as cepas de Staphylococcus aureus 

UFPEDA 01 (35±0.6), Enterococcus faecalis UFPEDA 138 (22±1.0) e Streptococcus pyogenes 

UFPEDA 07 (14±0.6) com halos significativos (Figura 5). Em adicional, S. aureus UFPEDA 

01 destacou-se por apresentar maior sensibilidade a prodigiosina quando comparado com os 

antibiótiocos padrões testados. Foi evidenciada também atividade antimicrobiana da fração 

roxa frente a  Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39 (14.5±0.5) e E. faecalis UFPEDA 138 

(13.5±0.5). Os micro-organismos resistentes a prodigiosina foram Escherichia coli UFPEDA 

224, Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39 e Acinetobacter sp UFPEDA 994, que não 

apresentaram halos de inibição significativos ao redor dos discos. 
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Tabela 3  Atividade antimicrobiana (mm) da prodigiosina detectada no Teste de difusão em disco 

(Kirby-Bauer, 1966). 

 

 

MICRO-ORGANISMOS FRAÇÃO 

ROXA 

(Média / mm) 

PRODIGIOSINA  

(Média / mm) 

ANTIBIÓTICOS (Média/ mm) 

     Amp                Cl               Gnt 

DMSO 

(Média/ 

mm) 

 

 

Escherichia coli UFPEDA 224 

 

____ 

 

------ 

 

26.0 ± 0.0 

 

30.0 ± 0.0 

 

20.0 ± 0.0 

 

-- 

Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39   14.5 ± 0.5 ------ ------ 11.0 ± 0.0 21.0 ± 0.0 -- 

Staphylococcus aureus UFPEDA 01  ____ 35.0 ± 0.6 43.0 ± 0.0 21.0 ± 0.0 26.0 ± 0.0 -- 

Enterococcus faecalis UFPEDA138   13.5 ± 0.5 22.0 ± 1.0 32.0  ± 0.0 10.0 ± 0.0 12.0 ± 0.0 -- 

Streptococcus pyogenes UFPEDA07   

Acinetobacter sp UFPEDA994   

____ 

____ 

14.0 ± 0.6 

------ 

 

40.0 ± 0.0 

------ 

 

31.0 ± 0.0 

17.0 ± 0.0 

21.0 ± 0.0 

22.0 ± 0.0 

-- 

-- 

 

*Ampicilina (Amp); Clorafenicol-(Cl) e Gentamicina (Gnt) 

 

 

         

 

 

 

Figura 5. Atividade antimicrobiana da fração roxa (FR)  e prodigiosina (PG) frente aos micro-

organismos testes em 24 horas de cultivo (Teste de difusão em disco).  

 

 

 

Staphylococcus aureus 

UFPEDA 01  

Enterococcus faecalis 

UFPEDA 138  

 

 

Streptococcus pyogenes 

UFPEDA 07  

 

 

PG FR 

DMSO 

PG FR 

DMSO 

PG FR 

DMSO 
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Concentração mínima inibitória (CMI) e mínima bactericida (CMB) 

 

Os resultados para concentração mínima inibitória (CMI) da prodigiosina frente aos 20 

isolados clínicos ORSA encontram-se reunidos na tabela 4. Foram observadas CMI’s que 

variaram de 1 a 8 g/mL. As CMB`s apresentaram valores iguais ou maiores que 2.0 g/mL 

como pode ser observado na linhagem de Staphylococcus aureus 25 (4.0 g/mL - secreção de 

ferida), linhagem S. aureus 39 (4.0 g/mL – ponta de catéter), linhagem de S. aureus 629 (8.0 

g/mL - isolada de urocultura) e linhagem S. aureus 73 (16 g/mL - secreção de ferida) cujas 

as CMB’s encontradas apresentaram concentrações mais elevadas para a prodigiosina (Figura 

6). Os dados obtidos  demontram que as cepas ORSA apresentam sensibilidade a prodigiosina 

sendo observado efeito inibitório do micro-organismo até mesmo nas CMI’s de concentrações 

mais baixas (1 µg/mL). Isto sugere a ação efetiva da prodigiosina quando comparada com a 

oxacilina cuja menor CMI encontrada foi igual  ou acima de 128 µg/mL com exceção a 

linhagem 81 (16 g/mL – isolado de urina). Foram considerdas as cepas resistentes a oxacilina 

quando mensurados valore de IMC superiores  ou iguais a 128 g/mL. 

 

 

 

Figura 6. Determinação da CMB para prodigiosina frente a S. aureus 73 resistente a oxacilina sendo 

observada desda maior concentração de prodigiosina (no3) até a menor concentração (no12) em 24 horas 

de cultura. 

 

CMB = 16 µg/mL 
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Tabela 4.  Concentração mínima inibitória e bactericida (CMI) e (CMB) da prodigiosina frente a 

linhagens de S.aureus ORSA após 24 horas de cultura. 

 

Micro-organismos             Amostras Prodigiosina Oxacilina 

   *CMI            **CMB 

(µg/mL)     (µg/mL) 

CMI 

(µg/mL) 

CMB 

(µg/mL) 

S. aureus UFPEDA 18  Urina 1.0                 2.0 >128                  >128 

S. aureus UFPEDA 20 Sangue 1.0                 2.0 >128                  >128 

S. aureus UFPEDA 25 Secreção de ferida 2.0                 4.0 128                    128 

S. aureus UFPEDA 26 Ponta de cateter 1.0                 2.0 128                    128 

S. aureus UFPEDA 39 Ponta de cateter 2.0                 4.0  128                  >128 

S. aureus UFPEDA 53 Ferida pós-operatória 1.0                 2.0 128                   >128 

S. aureus UFPEDA 55 Secreção traqueal 1.0                 2.0 128                   >128 

S. aureus UFPEDA 57 Exsudado purulento 1.0                 2.0 128                   >128 

S. aureus UFPEDA 66 Secreção traqueal 1.0                 2.0 128                   >128 

S. aureus UFPEDA 73 Secreção de ferida 8.0               16.0 128                   >128 

S. aureus UFPEDA 74 Secreção de ferida 1.0                 2.0 128                   >128 

S. aureus UFPEDA 76 Ponta de cateter 1.0                 2.0 16.0                   32.0 

S. aureus UFPEDA 77 Ferida pós-operatória 1.0                  2.0 128                    >128 

S. aureus UFPEDA 78 Secreção de ferida 1.0                  2.0 128                    >128 

S. aureus UFPEDA 79 Secreção de ferida 1,0                   2.0 128                    >128 

S. aureus UFPEDA 81 Urina 1,0                   2.0 8.0                     16.0 

S.aureus UFPEDA 629 Urocultura 4,0                   8.0 128                      128 

S. aureus UFPEDA 630 Hemocultura 1,0                   2.0 128                      128 

S. aureus UFPEDA 676 Secreção de prótese 1,0                   2.0 128                      128 

S. aureus UFPEDA 732 Ponta de cateter 1,0                   2.0 128                      128 

* CMI (concentração mínima inibitória), ** CMB (concentração mínima bactericida),  
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Discussões 

 

A produção de prodigiosina requer diversos fatores que favoreçam a formulação de um 

microambiente propício à multiplicação do micro-organismo, S. marcescens. De acordo com 

Ahmed e colaboradores., (2012) podemos citar alguns fatores como meios de cultura compostos 

por nutrientes essenciais e fonte carbono adequada como o meio manitol e peptona glicerol. 

Ambos favorecem a síntese da prodigiosina, contudo o manitol tem sido o mais empregado, 

pois apresenta baixo custo quando comparado com outros meios de cultura convencionais 

existentes e ainda, por ser rico em  fonte de carbono mais simples favorece o máximo 

rendimento de prodigiosina (360 mg/g de pigmento), o que o torna um diferencial.  

De acordo com Giri e colaboradores., (2004) e Silva e colaboradores., (2012), alguns 

meios alternativos compostos de farinha de amendoim, gergelim, óleos de milho, soja e côco 

são excelentes substratos para a síntese da prodigiosina visando o máximo rendimento de 300 

mg/mL do pigmento. Novos substratos alternativos têm sido descritos como uma alternativa 

menos dispendiosa, pois são de baixo custo e favorecem a máxima produção de prodigiosina. 

Quanto a biossíntese da prodigiosina alguns fatores devem ser considerados como a temperatura 

e o pH que interferem diretamente na produção onde se descreve que a temperatura ótima de 

produção do pigmento é de 30 oC e o pH ótimo neutro (pH = 7). Baldino e colaboradores., 

(2006), afirma que a produção do pigmento sofre também interferência da luz, logo são 

descritos máximo rendimento de prodigiosina em cultivos com total ausência de luz.  

O pigmento produzido por S. marcescens UFPEDA 398 foi identificado  e caracterizado 

por espectrofotometria UV-vis e espectrofotometria de massa GCMS respectivamente. 

Segundo Silva e colaboradores., (2012), a substância produzida por S. marcescens cujo valor 

de absorbância é 534 nm e o peso molecular de 323 caracteriza a molécula denominada 
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prodigiosina. Yang, Fei e colaboradores., (2013) descreve o pigmento vermelho isolado 

produzido por Microcystis aeruginosa como sendo a prodigiosina cujo peso molecular achado 

foi de 323, semelhante o mesmo obtido para a prodigiosina purificada neste estudo. Observa-

se também que o pigmento roxo isolado e caracterizado neste estudo sugere ser o monopirrol 

(MAP), um dos percussores da prodigiosina, descrito por Sydor e colaboradores., (2001) e 

Williamnson e colaboradores., (2006) cujo peso molecular correspondeu a 207.   

A atividade antimicrobiana da prodigiosina foi avaliada, inicialmente, em teste de 

difusão em disco (Kirby-Bauer., 1996). Foram sensíveis as cepas de Staphylococcus aureus 

UFPEDA 01 (35 ± 0.6), Enterococcus faecalis UFPEDA 138 (22 ± 1.0) e Streptococcus 

pyogenes UFPEDA 07 (14 ± 0.6) com halos significativos. Observou-se que S. aureus UFPEDA 

01 apresentou maior sensibilidade a prodigiosina quando comparado com os antibiótiocos 

padrões testados e ainda que as bactérias mais sensíveis ao pigmento foram as Gram-positivas 

(S. aureus UFPEDA 01 e E. faecalis UFPEDA 138), enfatizando a importância dos dados uma 

vez que, os micro-organismos testados são isolados clínicos com potencial patogenicidade e 

virulência e ainda, demostrando a ação antimicrobiana efetiva do pigmento prodigiosina frente 

a estas cepas em comparação com os antibióticos ampicilina, cloranfenicol e gentamicina 

avaliados. 

Segundo Lee e colaboradores., (2011),os micro-organismos Salmonella tiphymurium 

(8,0 mm), Staphylococcus aureus (8,8 mm), Escherichia coli (8,0 mm), Bacillus subtilis (8,4 

mm) e Candida albicans (8,0 mm) apresentaram significativos halos de sensibilidade a 

prodigiosina e a cicloprodigiosina. Estes dados corroboram com os obtidos neste trabalho uma 

vez que, foram observados halos de inibição para os micro-organismos teste e ainda foram 

observados halos superiores ao descrito por Lee e colaboradores., (2011), demonstrando 

sensibilidade destas bactérias ao pigmento. Contudo não foi observada atividade antimicrobiana 

para a cepa de Escherichia coli, o que contraria os achados de Lee e colaboradores., (2011). E 
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ainda, Priya e colaboradores., (2013), demostra que os micro-organismos Bacillus subtilis (8 

mm), Pseudomonas aeruginosa (6 mm), Alteromonas sp (17 mm) e Gallionella sp (11 mm) 

foram sensíveis a prodigiosina produzda pela S. marcescens CMST 07 isolada de  um estuário. 

Quanto a determinação da concentração mínima inibitória (CMI) e bacteriostática 

(CMB), os resultados obtidos foram bastantes significativos demostrando a potencial e 

promissora atividade antimicrobiana da prodigiosina quando comparados o antibiótico padrão.  

Coelho e colaboradores., (2013), descreve o perfil de sensibilidade das cepas de S. 

aureus isoladas de animais e humanos frente aos antibióticos ampicilina e gentamicina, onde 

foi observada maior sensibilidade dos isolados clínicos de humanos. Segundo Abdullateef e 

colaboradores., (2012), as antibióticos terapias convencionais utilizam a oxacilina em casos de 

dermatites induzidas por cepas ORSA contudo,são observadas cepas resistentes ao antibiótico. 

S. aureus oxacilina resistente tem sido alvo de grandes preocupações em saúde uma vez 

que, o micro-organismo é causador de frequentes infecções hospitalares e ainda,  por apresentar 

resistência a uma diversidade de antibióticos convencionais apresentando sensibilidade apenas 

aos antibióticos vancomicina e metilciclina (Alvarez e Mimica, 2012). Em adicional, Santos e 

colaboradores.,(2011), afirma que cepas ORSAS são sensíveis a vancomicina quando 

observados MIC`s inferiores a  4 g/mL e resistentes quando  os MIC’s forem maiores que 8 

g/mL. Os dados descritos por Croes et al., (2009), confirmam os descritos anteriormente por 

Santos et al., (2007), onde foram observadas também CMI’s menores que 4 g/mL para a 

vancomicina frente aos isolados clínicos ORSA. 

Além da atividade antibacteriana observa-se atividade antifúngica para a prodigiosina 

frente aos fungos dermatófitos de difícil tratamento. Ahmed e Mevart et al., (2012), afirma que 

a prodigiosina apresentou atividade antifúngica produzindo inibição em esporos de fungos 

dermatófitos como Microsporum cookie (CMI = 2.3 g/mL), M. Ajelloi (CMI = 2.3 g/mL) e 

Trichophyton longfeuseus (CMI = 8.1 g/mL).  
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A prodigiosina produzida por Serratia marcescens UFPEDA 398 apresentou uma 

promissora atividade antimicrobiana frente aos isolados clínicos quando comparada com 

antibióticos padrões. Esta informação sugere sua aplicabilidade em antibióticos terapias 

resultantes de infecções induzidas por cepas de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, 

Streptococcus pyogenes e antibióticos terapias dirigidas a Staphylococcus aureus oxacilina 

resistente. 

 

Conclusões 

O pigmento vermelho, natural, sintetizado por Serratia marcescens UFPEDA 398 foi 

caracterizado como sendo à prodigiosina reportada na literatura, a qual diversas atividades 

biológicas têm sido atribuídas, inclusive antimicrobiana. Dentre os isolados clínicos avaliados 

apresentaram sensibilidade a prodigiosina Staphylococcus aureus UFPEDA 01, Enterococcus 

faecalis UFPEDA 138 e Streptococcus pyogenes UFPEDA 07 e ainda, as cepas de 

Staphylococccus aureus oxacilina resistente, demostrando promissora ação antimicrobiana do 

pigmento frente aos micro-organismos testes. A fração roxa apresentou atividade 

antimicrobiana apenas para as cepas Pseudomonas.aeruginosa UFPEDA 39 e , Enterococcus 

faecalis UFPEDA 138. Neste sentido pode ser observado que a prodigiosina é um produto 

natural com significativa atividade antimicrobiana sugerindo em estudos futuros a sua aplicação 

nas antibióticos terapias dirigidas a Staphylococcus aureus ORSA.  
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Resumo  

A prodigiosina é um metabólito secundário, de pigmentação vermelha, produzido por Serratia 

marcescens. O pigmento vermelho é um alcaloide natural cuja a estrutura química apresenta três anéis 

pirróis. A prodigiosina tem sido descritas por diversas atividades biológicas, inclusive, antitumoral 

induzindo apotose em linfócitos T e B. Este trabalho teve por objetivo avaliar a atividade citotóxica da 

prodigiosina em linhagens de células tumorais NCHI-2, HEp-2, MCF-7 e HL 60. O pigmento vermelho 

foi isolado a partir da biomassa de Serratia marcescensUFPEDA 398 cujas frações foram  previamente 

separadas por cromatografia em coluna, purificadas, identificadas e posteriormente, caracterizadas por 

GCMS e comparadas com a  biblioteca computadorizada de valores em m/z onde o pigmento 

correspondeu a prodigiosina com máxima absorção em 534 nm, peso molecular 323 e fórmula estrutural 

C20H25N3O. Durante o processo de purificação da prodigiosina foi observado também uma fração roxa 

de absorbância em 272.65 nm. Foram evidenciados significativos efeitos citotóxicos da prodigiodiosina 

para as linhagens tumorais NCHI 292, Hep 2, MCF 7 e HL 60. A fração roxa isolada apresentou baixo 

efeito citotóxico (IC50 11.3 g/mL) quando comparado com a prodigiosina (IC50 3.4 g/mL)  para as 

linhagem de células tumorais estudadas. A linhagem MCF 7 apresentou leve resistência ao pigmento 

(IC50 5.1 g/mL) sendo portanto, necessários estudos futuros para elucidação dos mecanismos de ação 

antitumoral da prodigiosina frente as linhagens tumorais a partir dos testes de citometria de fluxo. 

Contudo, os dados encontrados neste trabalho, demonstraram que a prodigiosina apresentou atividade 

citotóxica em linhagens de células tumorais sugerindo propriedades antitumorais promissoras. Neste 

sentido, serão realizados estudos futuros quanto aos efeitos genotóxicos da prodigiosina produzida por 

S. marcecsens UFPEDA 398. 

 

Palavras-chave: Prodigiosina. Serratia marcescens. Citotoxicidade. Genotoxicidade. 
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Introdução 

Prodigininas representam uma classe de antibióticos oligopirrol pigmentados com alto 

potencial medicinal como imunossupressores e agentes tumorais (Cerdeno et al., 2001). Estes 

pigmentos (figura 1) são comumente sintetizados e evidenciados logo após a fase de 

crescimento exponencial, fase Log (Gueryanov et al., 2013). Atualmente, são descritas três 

classes para estes pigmentos onde a primeira reúne o grupo dos tripirróis lineares, incluindo a 

prodigiosina cuja síntese pode ser observada em alguns poucos micro-organismos  (Serratia 

marcescens, Hahella chejuensis, Pseudomonas magnesiorubra e Vibrio psychroerythreus) e  

undercilprodigiosina (isolado de Streptomyces longisporus ruber, Streptoverticillium 

rubrireticuli, Actinomadura madurae, Streptomices coelicolor e Saccharopolyspora sp).  A 

segunda classe reúne o grupo dos compostos macrocíclicos, caracterizados pela sua formação 

entre os pirróis A e C, como a cicloprodigiosina isolada de Actinomadura pelletieri e 

Actinomadura madurae (Davaraj et al., 2009). E por fim, a terceira classe representada pelo 

grupo dos compostos cíclicos que apresentam apenas um pirrol (pirrol C) e inclui a 

cicloprodigiosina C (isolada de Vibrio gazogenes, Alteromonas rubra e Pseudoalteromonas 

denitrificans) e o butilciclohepitilprodigiosina isolado de Saccharopolyspora sp e Streptomyces 

coelicolor (Jeong et al ., 2005). 

As razões fisiológicas na qual estes micro-organismos sintetizam o pigmento ainda não 

são bem elucidadas todavia, sabe-se que isolados clínicos altamente resistentes de mesma 

espécie geralmente, não produzem o pigmento enquanto as cepas ambientais são excelentes 

produtoras. Logo, sugerindo um mecanismo de defesa para esses micro-organismos (Giri et al., 

2004).  Estes alcalóides naturais tem sido descritos na literatura por apresentar atividades 

antibacterianas, antifúngicas,  antiprotozoários, antimalarial, algicida e efeitos inseticidas 

(Benett e Bentlley, 2000; Harri et al., 2004; Williamson et al., 2006; Kim et al., 2007; Elahian 

et al., 2013). Contudo, a prodigiosina tem despertado um crescente interesse nas diversas áreas 



77 

como industrial, biotecnológica, médica e principalmente, farmacêutica por apresentar 

atividade antitumoral sendo observados efeitos imunossupressores em linfócitos T e B, indução 

de apoptose, efeitos antitumorais em mielomas, leucemias linfocíticas (T-cell  Leukemia), 

linfomas de Burkitt’s e ainda, em câncer de mama, cólon, fígado, pulmão, próstata e outros 

mais, sendo observados pouco efeitos adversos as células sadias (Montaner e Pérez-Tomas, 

2003; Pérez-Tomas et al., 2003; Francisco et al., 2007; Williamnson et al., 2007).   

 

 

          

 

 

 

 

Figura 1.  Estruturas químicas dos pigmentos vermelhos pertence a familia das prodigininas 

(Modificado de Valente et al., 2007) 
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O crescente interesse na formulação de drogas do tipo “prodigiosina” como agente 

antitumoral e imunossupressor tem sido intensificado nos últimos anos decorrentes de inúmeros 

fatores.  As prodigiosinas de cadeias ramificadas “Alquiprodigiosinas” isoladas de 

Streptomyces coelicolor, apresentam um potencial melhorado na sua atividade 

imunossupressora e antitumoral (Mo et al., 2005). A undercilprodigiosina, de cadeia 

ramificada, é a mais bem elucidada na literatura onde estudos demostram que esta é resultante 

de várias unidades de acetato, bem como unidades de prolina, glicina e serina (Wasserman et 

al., 1974).  Neste sentido, de acordo com o descrito anteriormente para a atividade citotóxica e 

antitumoral da prodigiosina, foram avaliados os efeitos citotóxicos do pigmento vermelho 

isolada de Serratia marcescens UFPEDA 398 em linhagens de células tumorais. 

 

Material e Método 

Células e condições de cultura  

Foram empregadas neste estudo as seguintes linhagens tumorais: NCIH 292 (Carcinoma 

mucoepidermoide de pulmão), Hep 2 (Carcinoma epidermoide de laringe), MCF 7 

(Adenocarcinoma de mama) e HL 60 (Leucemia promielocítica humana). Todas as linhagens 

foram obtidas do Laboratório de Culturas de Células e Ensaio farmacológicos, do Departamento 

de Antibióticos da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE. As linhagens foram cultivadas 

(2 x 105 células/mL) em frascos (25 cm2/60 mL) para cultura de tecidos contendo o meio para 

o cultivo celular, Minimum Essencial Medium Eagle modificado Dulbecco’s (DMEN, Sigma), 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de solução de antibiótico (penicilina 

1000 UI/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-glutamina 200 mM e incubadas a 37 oC 

em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2.  
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Isolamento, purificação e caracterização da prodigiosina 

A prodigiosina produzida por Serratia marcescens UFPEDA 398 foi obtida a partir dos 

processos de isolamento, purificação e caracterização previamente descritos pelo protocolo de 

Nakashima et al., (2005 e 2006), modificado por Lapenda et al., (2014). 

 

Teste de viabilidade celular e atividade citotóxica 

A viabilidade celular e a atividade citotóxica da prodigiosina em linhagens de células tumorais 

foram realizadas pelo teste colorimétrico MTT [3-(4,5-dimethilthiazol-2-2,5-

dipheniltetrazolium bromide)], após 72 horas de incubação. Este é um ensaio quantitativo in 

vitro desenvolvido por Mosmann et al., (1983) e posteriormente foi adaptado por Alley et al., 

(2002), para estimar a proliferação e a sobrevivência celular sendo efetivo para evidenciar a 

citotoxicidade. O teste baseia-se na análise de enzimas celulares que reduzem o corante 

tetrazólico (MTT)  a sua forma insolúvel, o formazan evidenciado pela cor púrpura e que 

posteriormente é mesurado pela absorbância em nm. Inicialmente, as células  foram cultivadas 

na concentração de 105 células/mL (Bezerra et al., 2008). O controle positivo utilizado foi o 

quimioterápico padrão doxorrubicina (Dox). As substâncias (teste e controle) foram 

previamente dissolvidas em DMSO e em seguida, diluídas em série (25 – 0.3 μg/ mL) em meio 

RPMI 1640 e tranferidas para placas de 96 poços (100 μL/poço).  As placas foram incubadas a 

37 ºC por 72 hora  em atmosfera úmida a 5% de CO2 . Em seguida, foram adicionados 25 μL 

da solução de MTT (sal de tetrazolium), e incubadas por mais 3 horas. Após a dissolução do 

precipitado com DMSO (0,2 μg/mL), foi realizada a leitura das placa em espectrofotômetro de 

placas a 595 nm e em seguida, mensurados a CL50 (concentração capaz de inibir 50% do 

crescimento celular) e seus respectivos intervalos de confiança (IC 95%) calculados a partir de 
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regressão não-linear utilizando o programa Prisma versão 5.0 (GraphPad, Intiuitive Software 

for Science, San Diego, CA). 

 

Ensaio de citometria com Anexina V-FITC e  Iodeto de propídeo PI 

A investigação de morte celular por apoptose e necrose foi realizada empregando anexina V-

FITC e o iodeto de propídeo PI (Bender MedSystems, Boerhinger Maheim) segundo o método 

descrito por Koopman et al., (1994) e Belossillo et al., (2001). A anexina V liga-se as células 

que expressam em suas superfícies de membrana a fosfatidilserina, enquanto que o iodeto de 

proprideo cora o DNA destas células com membrana nuclear comprometida neste ultimo caso, 

expressando a integridade da membrana celular. Logo, é possível discriminar quantitativamente 

o número de células viáveis (marcadas com qualquer tipo de fluorocromo), em apoptose inicial 

(marcadas apenas com a anexina V) e apoptose tardia e necrose (marcados ambas com anexina 

V e PI). 105 células por mL das linhagens NCIH- 292 e Hep-2  foram cultivadas em microplacas 

de 24 poços contendo 1 mL de meio e incubadas nos tempos de 48 e 72  horas em meio 

DEMEN, 5% CO2, a 37 oC  na concentração de prodigiosina baseada na IC50 de  3.4 μg/mL. A 

linhagem HL-60, também analisada, foi incubada  nos tempos (48 e 72 horas) a concentração 

de prodigiosina baseada na IC50 de 1.7 μg/mL em meio RPMI 1640, 5% CO2, a 37 oC. Como 

controle positivo e negativos respectivamente foram empregados a Doxorrubicina (IC50 0.2 

μg/mL) e apenas o meio de cultura (controle negativo). Após este período, as células foram 

tranferidas para microtubos e lavadas com solução salina (PBS, pH igual a 7.2) a 1480 rpm por 

20 minutos. Em seguida,  o sobrenadante foi desprezado e as células foram ressuspendidas em 

200 μL de solução tampão de apoptose (Anexin V Biinding Buffer- BDPharmingen). O 

conteúdo  de cada tubo foi transferidos para tubos de citometria onde foram adicionados, em 

seguida, 5 μL de Anexina V-FITC e 10 μL PI. A leitura, no citometro de fluxo (Becton 
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Dickinson FACS Calibur  Flow Cytometer, Mountain View, CA, U.S.A.), foi realizada após 15 

minutos, adquirindo-se 20.000 células. A aquisição  dos dados  foi feita com o software Cell 

Quest Pro e a análise foi feita utilizando o software Flow Jo 7.6. A análise estatística foi 

realizada utilizando-se o software Graph Pad Prism 5.0. O teste estatístico utilizado foi 

ANOVA, seguido do teste de Dunnett.  

 

Resultados  

O pigmento vermelho isolado apresentou absorbância máxima em 534.40 nm e peso 

molecular de 323 correspondendo a prodigiosina já descrita na literatura. Durante o processo 

de purificação foi obtida uma segunda fração de pigmentação roxa que apresentou absorbância 

máxima de 270 nm e peso molecular de 149 conforme já evidenciado no trabalho anterior 

descrito por Lapenda et al., (2014). 

A prodigiosina apresentou efeito citototóxico sendo evidenciado em linhagens de 

células tumorais estudadas (Tabela 1) a partir da mensuração da dose citotóxica (IC50). As IC50 

mensuradas para a prodigiosina demostraram um alto efeito citotóxico do pigmento para todas 

as linhagens. Segundo Geran et al., (1972) e Alley et al., (1988), substâncias puras com alto 

efeito citotóxico apresentam IC50  igual a 4 g/mL. Para a linhagem MCF 7 foi observada uma 

IC50 acima do descrito por Geran et al., (1972) e Alley et al (1988), sugerindo resistência desta 

linhagem a prodigiosina. Contudo observamos o efeito citotóxico do pigmento para esta 

linhagem, quando consideramos o comportamento de resistência da MCF 7. Em comparação, 

a linhagem HL60 demonstrou ser bastante sensível a prodigiosina, sendo observado uma IC50 

muito baixa o que potencializa a ação citotóxica da prodigiosina para estas células. 

Foi observada indução de apoptose para as linhagens tumorais tratadas com a 

prodigiosina em 48 e 72 horas. Os resultados obtidos para os tratamentos em 48 horas (Figura 
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2, 3 e 4) demonstraram  indução de apoptose apenas para as linhgem tumoral NCIH 279 com 

60 % de apoptose quando comparados com os controles (tabela 2). Nos tratamentos de 72 horas 

(tabela 3) foram observados resultados altamente significativos para indução de apoptose nas 

linhagens tumorais avaliadas. Para a linhagem Hep-2 (Figura 5) foi observada uma percentagem 

de apoptose de 80,5%  (80,55 ± 10,15) em relação aos controles negativos Anexina V de 26.3%  

(26.3 ± 0.8), Iodeto de propídeo PI   0% (0.362 ± 0.035), Anexina V + PI de 19% (19.0±0.7) e 

para o controle positivo Anexina V + PI de 67% (67.55 ± 4.85). Para a linhagem NCIH 279 a 

porcentagem de apoptose (Figura 6) correspondeu a 42% (42.20±6.11) sendo bastante 

significativo quando observados os controles (tabela 3). Todavía,  para a linhagem HL 60  esta 

percentagem foi muito baixa 5% (5.26±2.88) não sendo considerado efeito apoptótico para estas 

células. 

 

 

Tabela 1. Mensuração da IC50 para a citotoxicicidade da  prodigiosina frente as linhagens de 

células tumorais. 

Linhagem celular  Drogas IC50 (g/mL)   

 Prodigiosina Fração roxa Doxorrubicina 

NCHI-292 3,6 11,6 0,2 

Hep-2 3,4 15,2 0,7 

MCF-7 5,1 15,6 0,2 

HL 60 1,7 11,7 0,2 
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Tabela 2. Percentual  de indução de apoptose em linhagens tumorais expostas a prodigiosina (IC50 3.4 

µg/mL) após 48 horas. 

*Anex (Anexina V-FITIC); **PI (Iodeto de propídeo); *** Anex +PI (Anexina mais PI) e **** CV (Células viáveis) 

 

AMOSTRAS TEMPO MÉDIA + DP (%) 

 

 

Hep-2 . Controle  - 

 

 

48 h 

*ANEX (%) 

 

0.2135 ± 0.009 

 

**PI (%) 

 

0.0  ± 0.0 

 

***A+PI (%) 

 

0.0  ± 0.0 

 

****CV(%) 

 

99.75 ± 0.05 

Hep-2. Controle  -  Anex 48 h 9.3 ± 0.5 

 

0.0 ± 0.0 

 

0.0  ± 0.0 

 

90.7 ± 0.35 

Hep-2. Controle -  PI 48 h 0.186 ± 0.0 

 

0.0655±0.0105 

 

0.0  ± 0.0 

 

99.75 ± 0.05 

Hep-2. Controle - A +PI 48 h 7.57 ± 0.93 

 

0.0  ± 0.0 

 

0.0245  ± 0.008 

 

92.4 ± 0.9 

Hep-2.Controle + 48 h 7.57 ± 0.93 

 

0.0  ± 0.0 

 

0.0245  ± 0.008 92.4 ± 0.9 

Hep-2.Prodigiosina 48 h 5.71 ± 1.01 

 

0.0  ± 0.0 

 

0.019  ± 0.014 

 

94.25 ± 1.05 

 

HL 60. Controle - 

 

48 h 

 

0.0 ± 0.0 

 

0.0 ± 0.0 

 

0.0 ± 0.0 

 

100.0 ± 0.0 

 

HL 60. Controle – Anex 

 

48 h 

 

3.495 ± 0.586 

 

0.0 ± 0.0 

 

0.0 ± 0.0 

 

96.25 ±0.212 

 

HL 60. Controle – PI 

 

48 h 

 

0.0 ± 0.0 

 

0.0 ± 0.0 

 

0.0 ± 0.0 

 

100.0 ± 0.0 

 

HL 60. Controle - A+ PI 

 

48 h 

 

2.7 ± 0.02 

 

0.0 ± 0.0 

 

0.014 ± 0.024 

 

97.2 ± 0.57 

 

HL 60. Controle + 

 

48 h 

 

4.99 ± 2.66 

 

0.0 ± 0.0 

 

0.0336 ± 0.0334 

 

94.91 ± 2.78 

 

HL 60. Prodigiosina 

 

48 h 

 

3.55 ± 0.43 

 

0.0008 ± 0.0020 

 

0.0298 ± 0.0174 

 

96.33 ± 0.40 

 

 

NCIH 279. Controle - 

 

 

48 h 

 

 

0.496 ± 0.230 

 

 

0.0 ± 0.0 

 

 

0.0061 ± 0.0063 

 

 

98.58 ± 2.001 

 

NCIH 279. Controle – Anex 

 

48 h 

 

17.55 ± 0.49 

 

0.0 ± 0.0 

 

0.0 ± 0.0 

 

82.45 ± 0.49 

 

NCIH 279 Controle – PI 

 

48 h 

 

0.581 ± 0.042 

 

0.364 ± 0.004 

 

0.0 ± 0.0 

 

99.05 ± 0.070 

 

NCIH 279. Controle - A+ PI 

 

48 h 

 

27.97 ± 0.974 

 

0.0 ± 0.0 

 

0.0842 ± 0.0389 

 

71.95 ± 0.91 

 

NCIH 279. Controle + 

 

48 h 

 

53.06 ± 7.02 

 

0.0 ± 0.0 

 

2.073 ± 1.452 

 

44.87 ± 8.31 

 

NCIH 279. Prodigiosina 

 

48 h 

 

 

60.56 ± 0.81 

 

0.0 ± 0.0 

 

3.25 ± 1.22 

 

36.03 ± 1.30 
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Figura 2. Percentual de indução de apoptose e necrose para a linhagem Hep 2 após exposição 

de 48 horas a prodigiosina (IC50 3,4 µg/ mL). (C- controle negativo; C+ controle positivo 

doxorrubicina; C-Anexina Controle negativo anexina; C-PI controle negativo iodeto de propídeo; C-

A+P Controle negativo anexina mais iodeto de propídeo). 

 

 

 

C –   C – Anex 
C – PI 

C – A+PI C + 

 
 C – A+PI 

Prodigiosina 
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Figura 3. Percentual de indução de apoptose e necrose para a linhagem HL 60 após exposição 

de 48 horas a prodigiosina (IC50% = 3,4 µg/ mL). (C- controle negativo; C+ controle positivo 

doxorrubicina; C-Anexina Controle negativo anexina; C-PI controle negativo iodeto de propídeo; C-

A+P Controle negativo anexina mais iodeto de propídeo). 

 

 

 

C –   C – Anex C – PI 

C – A+PI C + 

 
 C – A+PI 

Prodigiosina 
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Figura 4. Percentual de indução de apoptose e necrose para a linhagem NCIH 279 após 

exposição de 48 horas a prodigiosina (IC50% = 3,4 µg/ mL). (C- controle negativo; C+ controle 

positivo doxorrubicina; C-Anexina Controle negativo anexina; C-PI controle negativo iodeto de 

propídeo; C-A+P Controle negativo anexina mais iodeto de propídeo). 

 

 

C –   C – Anex C – PI 

C – A+PI C + 

 
 C – A+PI 

Prodigiosina 
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Tabela 3. Percentual de indução de apoptose em linhagens tumorais expostas a prodigiosina 

(IC50 3.4 µg/mL) após 72 horas. 

*Anex (Anexina V-FITIC); **PI (Iodeto de propídeo); *** Anex +PI (Anexina mais PI) e **** CV (Células viáveis) 

 

 

 

AMOSTRAS TEMPO MÉDIA (%) + DP (%) 

 

 

Hep-2 . Controle  - 

 

 

72 h 

*ANEX(%) 

 

0.2445 ± 0.0005 

 

**PI(%) 

 

0 ± 0 

 

***A+PI(%) 

 

0  ± 0 

 

****CV(%) 

 

99.8 ± 0.0 

Hep-2. Controle  -  Anex 72 h 26.3 ± 0.8 

 

0 ± 0 

 

0.003  ± 0.003 

 

73.7 ± 0.8 

Hep-2. Controle -  PI 72 h 0.362 ± 0.035 

 

0.4325  ± 0.0165 

 

0.0125  ± 0.0065 

 

99.2 ± 0.0 

Hep-2. Controle - A +PI 72 h 19.0 ± 0.7 

 

0.0  ± 0.0 

 

0.162  ± 0.015 

 

80.85 ± 0.75 

Hep-2.Controle + 72 h 67.55 ± 4.85 

 

0.0035  ± 0.0035 

 

0.0224  ± 0.073 32.15 ± 4.95 

Hep-2.Prodigiosina 72 h 80.55 ± 10.15 

 

0.0  ± 0.0 

 

0.3895  ± 0.0805 

 

19.02 ± 10.07 

 

HL 60. Controle - 

 

72 h 

 

0.0  ± 0.0 

 

 

0.0  ± 0.0 

 

 

0.0  ± 0.0 

 

 

100.0  ± 0.0 

 

HL 60. Controle – Anex 72 h 3.85  ± 0.07 

 

0.0  ± 0.0 

 

0.0  ± 0.0 

 

96.2  ± 0.14 

 

HL 60. Controle – PI 72 h 0.0  ± 0.0 

 

0.0  ± 0.0 

 

0.0  ± 0.0 

 

100.0  ± 0.0 

 

HL 60. Controle - A+ PI 72 h 2.03  ± 1.35 

 

0.0  ± 0.0 

 

0.011  ± 0.020 

 

97.27  ± 0.05 

 

HL 60. Controle + 72 h 3.64  ± 0.45 

 

0.0  ± 0.0 

 

0.0315  ± 0.0162 

 

96.4  ± 0.44 

 

HL 60. Prodigiosina 72 h 5.26  ± 2.88 

 

0.0  ± 0.0 

 

0.0562  ± 0.0472 

 

94.68 ± 2.92 

 

 

 

NCIH 279. Controle - 

 

 

72 h 

 

 

0.2513 ± 0.0314 

 

 

0.0 ± 0.0 

 

 

0.0008 ± 0.0020 

 

 

99.73 ± 0.051 

 

NCIH 279. Controle – Anex 

 

72 h 
 

44.15 ± 0.63 

 

0.0 ± 0.0 

 

0.005 ± 0.007 

 

55.85 ± 0.63 

 

NCIH 279 Controle - PI 

 

72 h 
 

0.1825 ± 0.054 

 

8.045 ± 0.049 

 

0.0565 ± 0.0219 

 

91.7 ± 0.0 

 

NCIH 279. Controle - A+ PI 

 

72 h 
 

24.85 ± 1.20 

 

0.127 ± 0.004 

 

9.85 ± 0.1202 

 

65.15 ± 1.06 

 

NCIH 279. Controle + 

 

72 h 
 

39.14 ± 2.06 

 

 

2.36 ± 5.16 

 

8.8 ± 4.38 

 

51.2 ± 1.73 

 

NCIH 279. Prodigiosina 72 h 42.20 ± 6.11 0.0605 ± 0.0306 25.50 ± 14.27 35.50 ±13.88 
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Figura 5. Percentual de indução de apoptose e necrose evidenciados para a linhagem Hep-2 

após exposição de 72 horas a prodigiosina (IC50% = 3,4 µg/ mL). (C- controle negativo; C+ 

controle positivo doxorrubicina; C-Anexina Controle negativo anexina; C-PI controle negativo iodeto 

de propídeo; C-A+P Controle negativo anexina mais iodeto de propídeo). 

 

 

 

 

C –   C – Anex C – PI 

C – A+PI C + 

 
 C – A+PI 

Prodigiosina 
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Figura 6. Percentual de indução de apoptose e necrose para a linhagem NCIH 279 após 

exposição de 72 horas a prodigiosina (IC50% = 3,4 µg/ mL). (C- controle negativo; C+ controle 

positivo doxorrubicina; C-Anexina Controle negativo anexina; C-PI controle negativo iodeto de 

propídeo; C-A+P Controle negativo anexina mais iodeto de propídeo). 

 

 

C –   
C – Anex C – PI 

C – A+PI C + 

 
 C – A+PI 

Prodigiosina 



90 

Discussões 

Sabe-se que a prodigiosina quando em meio ácido e neutro apresenta coloração 

avermelhada com espectro de absorção máximo entre 535–540 nm. Em meio alcalino o 

pigmento apresenta coloração laranja-amarelado e um espectro de absorção com pico máximo 

em 470 nm (Feofilova et al., 1974).  

Após a etapa de purificação do pigmento pelo método em coluna cromatográfica (TLC) 

foram observados a separação de duas frações que chamaram a atenção por apresentarem 

pigmentações diferenciadas. A primeira, de coloração rosa-avermelhada e a segunda roxa.  

Segundo Williamson e colaboradores., (2007), o pigmento de coloração vermelha é o 

alcalóide tipirrol, prodigiosina (4-methoxi-5-[(Z)-(5-methil-4-pentil-2H-pirrol-2-

ilidina)methil]-1H,1′H-2,2′-bipirrol) cuja formula estrutural e peso molecular são 

respectivamente C20H25N3O e 323 g/mol.  

Em estudos, Guryanov e colaboradores., (2013), após a caracterização do pigmento por 

espectrofotometo infra vermelho NMR, descreve a fração vermelha isolada de Serratia 

marcecsens ATCC9986 como sendo a prodigiosina cujo peso moleclar achado correspondeu a 

322,9 m/z. Em nossos dados foi observada uma segunda fração roxa. Esta fração, cujas 

propriedades biológicas ainda não foram descritas,  apresentou peso molecular correspondente 

a 149 m/z. Entretanto Guryanov et al., (2013), sugere que seja um dos precursores da 

prodigiosina o monopirrol (Monopirrol -MAP) formado a partir de uma rota biossintética 

paralela que se convergem com uma segunda rota de formação de um segundo precussor, o  

bipirrol (Bipirrol – BMC) resultando no pigmento vermelho denominado prodigiosina. Em 

corroboração Isaka et al., (2002) e Jeong et al., (2005), afirmam que a fração roxa corresponde 

ao monopirrol (MAP) precurssor da prodigiosina.  
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Da Silva et al., (2009) descreve o pigmento vermelho obtido a partir de meios 

empregando o glicerol como fonte de carbono como sendo a prodigiosina de peso molecular 

igual 323 m /z. Em adicional, Asano et al., (1999)  e Parani et al., (2008) corrorboram com os 

dados descritos por Da Silva e colaboradores., (2009) quanto a caracterização da prodigiosina. 

Neste estudo foi avaliada a atividade citotóxica da prodigiosina produzida por S. 

marcescens UFPEDA 398 em linhagens de células isoladas de tumores sólidos e leucemia 

(HL60). Os resultados da exposição celular in vitro após 72 horas, demostraram que a 

prodigiosina induziu efeito citotóxico nas linhagem de células tumorais estudadas e que estes 

resultados se mostraram bastante significativos (tabela 1) quando comparados com o 

quimioterápico padrão doxorrubicina. A linhagem HL60 apresentou-se mais susceptível a ação 

da prodigiosina quando comparada com a MCF-7, que apresentou leve resistência.  

Em estudos, Elahian et al., (2013), demostram o efeito citotóxico da prodigiosina nas 

linhagens tumorais A2780 (câncer epitelial de ovário) e EPG85-257 (carcinoma gástrico) onde 

foram encontrados IC50 de 8.92 μg/mL e 8.45 μg/mL respectivamente quando comparados com 

a doxorrubicina (IC50 0.07 μg/mL). Estes dados corroboram com os obtidos em nosso trabalho 

onde foram achados valores para a IC50 inferiores a 3.6 μg/mL. Foi observado que a linhagem 

tumoral MCF-7 quanto tratada com prodigiosina (IC50 5.5 μg/mL) apresentou-se menos 

sensível ao pigmento. Todavía, Ho e colaboradores., (2009), descreve ação citotóxica para a 

prodigiosina frente a linhagem MCF-7 (IC50 3.5 μg/mL) e  significativa ação citotóxica para a 

linhagem MCF-10 quando observadas IC50 superiores a 10 (IC50> 10).  

Em estudos antitumorais Williamnson e colaboradores., (2007) corrobora com os 

achados nesta pesquisa descrevendo os efeitos citotóxicos e antitumorais da prodigiosina assim 

como Manderville e colaboradores., (2001), Liu e colaboradores., (2005) que descreve os 

efeitos citotóxicos e antitumorais da metacicloprodigiosina e Pérez-Tómaz e colaboradores., 
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(2003) descrevendo os efeitos apoptóticos em corroboração com Melvin e colaboradores., 

(2002). 

Foi avaliado também o efeito citotóxico da fração roxa. O pigmento roxo apresentou 

baixo efeito citotóxico nas linhagens tumorais estudadas evidenciados pela mensuração da IC50 

cujo menor resultado foi de 11,6 μg/ mL para NCIH-292 e a maior  IC50 de 15.6 μg/mL para a 

linhagem MCF-7). O baixo efeito citotóxico da fração roxa foi baseado nos descrito por Alley 

et al., (1988) que estabelece um padrão de citotóxicidade para substâncias puras (igual ou menor 

que IC50 3.4 μg/mL). Desta forma foi observado que a fração roxa não apresentou efeitos 

citotóxicos significativos para as linhagens tumorais estudadas quando comparado com a 

doxorrubicina e a prodigiosina. 

Foram avaliados os efeitos apoptóticos da prodigiosina. O pigmento prodigiosina 

induziu apoptose inicial e tardia (necrose) em linhagens tumorais expostas a 72 horas na 

concentração de 3.4 μg /mL. 

Nos últimos anos, o mecanismo de morte celular natural e programada denominado de 

apoptose tem sido diferenciado pelas suas caracaterísticas morfológicas da necrose. Sabe-se 

que a indução da apoptose na célula é regulada  por uma ação gênica  que envolve a expressão 

da proteína regulatória denominada de p53. Este regulação da apoptose envolve duas classes de 

proteínas as pró-apoptóticas (Família das Caspases; Bcl-2 ; Bid que promovem  a liberação de 

citocromos C das mitocôndrias para o citoplasma) e as anti-apoptóticas (IAPs) que inibem as 

caspases e consequentemente, a não indução da apoptose. (Pandey et al., 2009; Chang et al., 

2011). Os mecanismos apoptóticos tem sido bastante estudados considerando que estes 

representam uma forma de supressão dos diferentes estágios tumorais (Lu et al., 2012).  

A prodigiosina é conhecida, principalemente, pela sua atividade apoptótica em 

linhagens de células tumorais. Este efeito apoptótico da prodigiosina sugere a sua ação seletiva 
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para as células malignas independem da ação da p53 e resitência celular à droga antitumorais 

sugerindo assim como sendo um potente atitumoral (Hsieh et al., 2012).  

Em estudos Lorenzo et al., (2009), afirma que quebras cromossômicas que levam a 

danos irreversíveis no DNA induzem a célula a ativação do mecanismo apoptótico.  Em nosso 

estudos foram observados que as linhagens celulas expostas a prodigiosina em 48 horas não 

apresentaram efeito apoptótico significativo, execeto para a linhagem NCHI 279 (60 % de 

apoptose inicial).  A ausência de apoptose as demais linhagens expostas em 48 horas não 

elimina a hipótese de evidências de danificação genômicas. Contudo, após 72 horas foram 

observados resultados signifcativos para a apoptose, o que sugere que neste tempo de 72 horas, 

uma vez expostas a prodigiosina, estas células possam ter sofridos danos irreversíveis ao DNA 

o que induziu a ativação do mecanismos apoptótico. 

Segundo Montaner et al., (2003), in vitro a prodigiosina  promove quebras no DNA 

facilitando a oxidação da dupla fita, o que sugere uma correlação direta com a atividade 

citotóxixa.  Essas quebras ao DNA celular induzem acumulação da proteína p53, supressora de 

tumor. Contudo, foi observada que a ação citotóxica da prodigiosina ocorre independentemente 

da p53 em linfócitos B, HL 60 e nas linhagens Junkart. 

Guryanov et al., (2013), afirma que a prodigiosina produz um forte efeito citotóxico 

mesmo na menor concentração de 1.0 μg/mL. Desta forma, suregindo assim futuros estudos 

deste pigmento para mensurar possíveis níveis de danificação genômica em linhagens 

tumoarais e normais a fim de elucidar melhor o mecanismo alvo-específico da prodigiosina. 

Diante dos dados encontrados neste trabalho demostramos que a prodigiosina apresenta 

atividade citotóxica em linhagens de células tumorais induzindo apoptose e necrose e sugerindo 

estudos futuros de genotoxicidade para avaliação da atividade genotóxica. Neste sentido, em 
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estudos posteriores foram mensurados os efeitos genotóxicos da prodigiosina produzido por S. 

marcecsens UFPEDA 398. 

 

Conclusões 

Neste estudo o pigmento vermelho isolado de Serratia marcescers UFPEDA 398 

corresponde a prodigiosina previamente descrita na literatura. A fração roxa  obtida não 

apresentou significativa atividade citotóxica. Contudo o mesmo não foi observado para a 

prodigiosina, que apresentou significativo efeito citotóxico induzindo apoptose em linhagens 

de células isoladas de tumorais, sugerindo ao promissora atividade antitumoral. Contudo, 

apesar da potente atividade citotóxica da prodigiosina são necessários a realização de estudos 

genotóxicos que elucidem melhor tais mecanismos de ação e sua ação alvo-específica. 
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Resumo 

 

A prodigiosina, 2-metil-3-pentil-6-metoxiprodigioseno, é um pigmento vermelho natural 

pertencente à classe das prodigininas. Este pigmento vermelho, destaca-se por apresentar atividades 

biológicas antimicrobianas, antimalarial e antitumoral, despertando o interesse das diversas áreas 

médica, farmacêutica e industrial, pela sua utilização. Neste sentido, o presente estudo objetivou 

evidenciar possíveis danificações genômicas induzidas pela prodigiosina em células humanas 

mononucleadas normais. A prodigiosina extraída de S. marcescens foi purificada por cromatografia 

em coluna, identificada por espectrometria Uv-vis e caracterizada por espectrofotometria de massa 

GCMS, tendo ao final obtido o peso molecular de 323,4. As amostras celulares foram obtidas a partir 

da coleta de sangue periférico humano, sendo cultivadas em meio RPMI 1640 com 

fitohemaglutinina, por 48 horas. Após este período, as mesmas foram expostas a diferentes 

concentrações de prodigiosina (0,5 ; 1,0 ; 10,0 e 100,0 μM / mL) e incubadas por mais 24 horas. Em 

seguida, foram realizados os testes de genotoxicidade (Teste de Micronúcleo MN e Ensaio Cometa). 

Neste estudo foram observadas células micronucleadas após a exposição às diferentes concentrações 

de prodigiosina. Foi observado um efeito genotóxico estatisticamente significativo em todos os 

tratamentos. Células apoptóticas também foram visualizadas nas maiores concentrações de 

prodigiosina. Os resultados do teste de Kruskal Wallis para a frequência de células micronucleadas 

apresentaram diferenças estatisticamente significativas entre todas as concentrações de prodigiosina, 

em relação ao controle negativo. Com relação ao controle positivo, não foram encontradas 

diferenças significativas entre as frequências de células micronucleadas nas diferentes 

concentrações de prodigiosina, exceto na concentração de 0,5 μM/ mL para ambas as substâncias 

(prodigiosina e doxorrubicina). Estes resultados foram comprovados pelo teste de Turkey. A análise 

dos índices de danos obtidos no Ensaio Cometa demonstrou diferenças significativas em relação ao 

controle negativo para as concentrações 1,0, 10,0 e 100,0 μM de prodigiosina. Não foram 

encontradas diferenças significativas, tanto em relação às frequências de células micronucleadas 

quanto aos índices de danos, quando comparados entre ambos os sexos. A prodigiosina apresentou 

efeitos genotóxicos  evidenciados pelas danificações genômicas observadas em células 

mononucleadas humanas. Neste sentido, sugere-se estudos futuros para melhor elucidação dos 

mecanismos de ação alvo-específico da prodigiosina, uma vez que a sugerida aplicação da molécula 

nas terapias antineoplásicas ainda apresentam riscos de indução de genotoxicidade em células 

normais. 

 

Palavras-chave: Prodigiosina, genotoxicidade, micronúcleo. 
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Introdução 

 

A prodigiosina é sintetizada por diversos micro-organismos, tal como a Serratia 

marcescens. Este composto representa a mais nova família de drogas antitumorais. Entre os 

efeitos resultantes da sua utilização estão a imunossupressão e o bloqueio seletivo dos linfócitos 

T, B e células NK (Montaner et al., 2001; Pandey et at., 2003). A prodigiosina é um pigmento 

vermelho da classe dos alcalóides, sendo, estruturalmente, um tripirrol de cadeia linear (pirrol, 

3-metoxipirrol, 2-metil-3-amilpirrol), conforme descrito por Guryanov e colaboradores (2013). 

Assim como diversos metabólicos secundários bacterianos, a prodigiosina tem 

adquirido uma importância prática nos últimos anos. Além de sua aplicação farmacêutica, este 

pigmento tem sido utilizado industrialmente no tingimento de diversos tipos de polímeros, 

como por exemplo folhas metacrilatos, polimetileno e papel (Mapari et al., 2005; Timbor et al., 

2007; Jissa et al., 2011; Krishna et al., 2013). Adicionalmente, estão sendo desenvolvidos 

métodos que utilizam a prodigiosina para obtenção de produtos derivados de petróleo (Silva et 

al., 2009).  

A prodigiosina é conhecida como um indutor de apoptose em uma variedade de 

linhagens celulares cancerosas humanas, porém com pouca toxicidade em células normais. Esta 

característica tem conferido grande vantagem à prodigiosina como um agente anti-câncer 

(Pandey et al., 2009; Pérez-Tomás e Viñas, 2010). Entre os mecanismos pelos quais a 

prodigiosina atua está a indução da clivagem do DNA (Pérez-Tomás e Viñas, 2010). 

Devido à crescente utilização da prodigiosina como produto farmacêutico (Sigma-

Aldrich, CAS Number, 56144-17-3) e o conhecimento gradual sobre a atuação da mesma como 

um potencial agente anti-câncer (Hsieh et al., 2012), estudos que venham a contribuir para a 

elucidação dos prováveis mecanismos de atuação da prodigiosina se fazem necessários para a 

sua melhor aplicação. Esta necessidade se baseia nos poucos dados disponíveis em relação à 

ação seletiva da prodigiosina em células normais, em termos de avaliação de danificação 
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genômica. Neste sentido, o presente estudo teve por objetivo analisar os efeitos de danificação 

genômica induzida pela prodigiosina em células mononucleadas humanas, por parâmetros de 

genotoxicidade. 

 

Material e Métodos 

 

Obtenção da prodigiosina 

A prodigiosina empregada neste estudo foi obtida a partir do cultivo de Serratia 

marcescens UFPEDA 398. O pigmento vermelho foi purificado por cromatografia em coluna 

(Thin Layer Chromathografh- TLC) em seguida, identificado por espectrometria Uv-vis em 

uma faixa de 200 - 700 nm e posteriormente, caracterizado por espectrofotometria de massa 

GCMS, segundo Nakashima e colaboradores (2006). 

 

Coleta da amostra 

Este estudo foi realizado a partir de linfócitos (105 cel / mL) coletados de sangue 

periférico humano. O cálculo amostral baseou-se em 10 indivíduos hígidos, sendo 5 homens e 

5 mulheres com a faixa etária entre 20 e 50 anos. Foram excluídos desta pesquisa, usuários de 

drogas, indivíduos que faziam uso de medicação, os que apresentavam doenças 

cardiovasculares, câncer, hipertensão entre outras. Esta pesquisa foi previamente submetida à 

avaliação pelo Comitê de Ética e Pesquisa do Centro de Ciências da Saúde (CCS), Universidade 

Federal de Pernambuco, tendo sido aprovado para execução pela plataforma Brasil (CAAEE: 

18177413.4.0000.5208 ).  

Foram obtidos aproximadamente 5 mL de sangue venoso periférico total de cada 

indivíduo, em seringa estéril previamente heparinizada, sendo o mesmo utilizado para todos os 

tratamentos (diferentes concentrações). As amostras coletadas foram identificadas para 
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posterior processamento, segundo Neves (2010).  

 

Processamento das amostras  

Após a coleta de sangue, as seringuas foram deixadas na posição vertical por 2 horas, a 

fim de se obter a sedimentação das células. Por diferenciação de densidade, foi observada a 

formação de três camadas, sendo duas celulares e uma formada por plasma sanguíneo. Para 

isolamento e posterior cultura das células, o plasma sanguíneo foi desprezado e 1 mL da camada 

celular de aspecto leitoso, contendo os linfócitos, foi tranferido para tubos de 5 mL contendo o 

meio RPMI 1640 (Cultilab), com fitohemaglutinina. Em seguida, as células foram incubadas 

por 48 horas a 37 oC, segundo Mooreheat e colaboradores (1960).  

 

Cultivo celular 

Em relação ao cultivo celular, transcorridas 48 horas do mesmo, 1 mL de prodigiosina, 

nas concentrações de 0,5; 1,0; 10 e 100 μM/mL foi adicionado às culturas, sendo as mesmas 

incubadas por mais 24 horas a 37 oC. Como controles positivo e negativo foram utilizados a 

Doxorrubicina (nas mesmas concentrações aplicadas à prodigiosina) e meio de cultura sem a 

adição de quaisquer outros agentes, respectivamente. 

 

Teste de micronúcleo 

Ao término da incubação, as amostras celulares foram transferidas para tubos de 

centrífuga e submetidas à centrifugação a 1500 rpm por 6 minutos. Após a centrifugação, o 
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meio de cultura foi desprezado e as células foram ressuspendidas com 1 mL de PBS (tampão 

fosfato-salino, pH = 7.4). Em seguida, duas gotas da suspensão celular foram transferidas para 

lâminas previamante lavadas, ainda molhadas e na posição horizontal. Em seguida, estas foram 

deixadas para secar à temperatura ambiente. Após a secagem, as lâminas foram fixadas com 

metanol absoluto (P.A) por 5 minutos. Após a lavagem em água corrente, as mesmas foram 

submetidas à coloração com a utilização do corante Giemsa (Merck), o qual foi depositado de 

forma uniforme sobre as lâminas, por um tempo médio de 5 minutos, sendo em seguida lavadas 

com água corrente e novamente secas à temperatura ambiente. 

 

Ensaio cometa 

A avaliação da danificação genômica também foi realizada pelo Ensaio Cometa, 

segundo Singh e colaboradores (1988). Cerca de 15 μL da suspensão celular (105 cél/ mL) foi 

homogeneizada em 100 μL de agarose de baixo ponto de fusão (LM) previamente aquecida em 

banho maria a 37 oC. Em seguida, o homogeneizado foi transferido para lâminas de vidros 

revestidas de agarose padrão, cobertas com lamínulas e incubadas por 10 min sob refrigeração 

a 4 oC. Após este período, as lamínulas foram removidas e as lâminas foram imersas em uma 

solução de lise por 2 horas sob refrigeração a 4 oC. Transcorridas as duas horas, as lâminas 

foram submetidas a eletroforese (40 V por 20 minutos e a 300 mA). Em seguida, as lâminas 

foram imersas em solução de neutralização por 15 minutos e, posteriormente, fixadas em 

solução de etanol absoluto por 5 minutos. Em seguida, após a secagem, foram armazenadas em 

geladeira até o momento da coloração. Para coloração foi empregado o corante Gel Red 

(Biotarget GelRed®), onde 1 μL do corante foi homogeneizado em 1000 μL de água deionizada 

estéril (1:1000 ). As lâminas foram analisadas por microscopia de fluorescência (Olympus -

Série BX) e em seguida, foram realiazadas as contagens celulares onde cerca de 100 células por 
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indivíduos tratados foram analisados, sendo atribuídos escores de 0 – 4, conforme o nível de 

dano no nucleóide. 

Análise dos dados 

A análise para a observação de células micronucleadas foi realizada em microscópio 

óptico (Olympus BX 60), em objetiva de imersão. Cerca de 1000 células por indivíduo foram 

analisadas, sendo contabilizadas as células micronucleadas. Foram incluídas as células com um 

ou mais micronúcleos. 

O índice de danos obtidos no Ensaio Cometa foram estabelecidos para todos os 

tratamentos, exceto para o controle positivo, o qual não foi empregado nesta avaliação. 

A homocedasticidade das amostras foram testadas pelo Teste de Bartlett, com nível de 

significância 0,05. Para as amostras homogêneas foi empregada a ANOVA (nível de 

significância 0,05), e para aquelas que não se apresentaram homogêneas foi utilizado o teste de 

Kruskal Wallis (nível de significância 0,05). Para confirmação dos dados foi utilizado o teste a 

posteriori de Tukey (nível de significância 0,05). 

 A comparação dos efeitos genotóxicos para ambas as metodologias foi estabelecida 

entre os sexos, utilizando os mesmos parâmetros estatísticos descritos acima. 

 

Resultados 

Neste estudo foram observadas formações micronucleares (figura 1), após a exposição 

às diferentes concentrações de prodigiosina (tabela 1), a qual apresentou efeitos genotóxicos 

estatisticamente significativos em todos os tratamentos (figura 3). Adicionalmente foi 

observada uma relação direta com o aumento das concentrações de prodigiosina, onde a maior 
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média (62,6) de micronúcleos foi apresentada para a maior concentração (100 μM/mL) (tabela 

1). Este aumento pode ser também observado pelos índices de proporcionalidade estabelecidos 

entre o controle negativo e as diferentes concentrações de ambas as substâncias (prodigiosina e 

doxorrubicina) (tabela 2). Quando comparados os índices de proporcionalidade entre as 

concentrações de prodigiosina e doxorrubicina observou-se uma relativa constância das 

proporcionalidades (tabela 2).  

Células apoptóticas também foram visualizadas na maior concentração (100 μM/mL) 

de prodigiosina  (figura 2). Estas, porém, não foram contabilizadas neste estudo. 

 

Tabela 1. Número e média de células micronucleadas nas diferentes concentrações (μM / 

mL) de prodigiosina e doxorrubicina. 

 
  

 
 

Indivíduos/sexo 

Tratamentos 
 

 

 Prodigiosina Doxorrubicina*  
   

   

 Controle 
(-) 

0,5 1,0 10,0 100,0 0,5 1,0 10,0 100,0 

          

1♀ 3 12 28 40 68 16 30 52 75 
2♀ 4 13 25 37 61 17 30 46 70 
3♀ 2 8 15 24 52 10 18 30 62 
4♀ 5 12 29 47 73 16 31 58 77 
5♀ 2 10 21 35 55 14 28 44 62 
6♂ 2 8 17 29 48 12 22 36 58 
7♂ 0 6 21 43 70 17 26 47 73 
8♂ 1 8 13 32 69 15 22 38 71 
9♂ 3 12 26 39 77 18 29 45 80 

10♂ 2 11 20 36 53 16 26 43 66 
          

          

Médias 2,4 10,0 21,5 36,2 62,6 15,1 26,2 43,9 69,4 
          

* Controle Positivo 
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Tabela 2. Índice de Proporcionalidade das médias de células micronucleadas entre os 

tratamentos. 

 
  

 Tratamentos 
    

  Prodigiosina* Doxorrubicina** 
          

 Controle 0,5 1,0 10,0 100,0 0,5 1,0 10,0 100,0 
          

Controle  4,16 8,95 15,08 26,08 6,29 10,91 18,29 28,91 
0,5*   1,81 3,27 4,81 1,45    
1,0*    1,8 2,65  1,3   

10,0*     1,47   1,19  
100,0*         1,24 

          

**Controle Positivo 

 

 

 

 

A1 

A2 

A3 

B2 

B1 

B3 

C1 

C2 

C3 

D1 

D2 

D3 

Figura 1. Presença de micronúcleos em linfócitos de sangue 

periférico humano após 24 horas de exposição a diferentes 

concentrações de prodigiosina. A1-A3 Controle negativo (células 

com ausência de MN); B1-B3; Presença de MN (concentrações de 

0,5 a 1,0 μM/ mL); C1-C3 Presença de MN (concentração de 10 

μM/ mL); D1-D3 Presença de MN (concentração de 100 μM/ mL). 

Figura 2. Linfócito de 

sangue periférico humano 

apoptótico após 24 horas de 

exposição observado na 

concentração de 100 μM/ 

mL.   
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Os resultados do teste de Kruskal Wallis para a frequência de células micronucleadas 

apresentaram diferenças estatisticamente significativas entre todas as concentrações de 

prodigiosina em relação ao controle negativo (figura 3). Não foram encontradas diferenças 

significativas entre as frequências de células micronucleadas nas diferentes concentrações de 

prodigiosina em relação ao controle positivo, exceto na concentração de 0,5 μM / mL em 

comparação entre ambas as substâncias (figura 3). Estes resultados foram comprovados pelo 

teste de Tukey (tabela 3).  

 

 

Figura 3. Análise de Kruskal Wallis para as comparações entre as 

frequências de células micronucleadas nas diferentes concentrações de 

prodigiosina e tratamentos. 
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Tabela 3. Teste de Tukey (a posteriori) para a comparação das frequências de células 

micronucleadas entre os diferentes tratamentos e concentrações (μM / mL) de prodigiosina. 

 

 

 

 
Tratamentos 

         

 Prodigiosina* Doxorrubicina** 

(Controle +) 
         

         

Controle 

(-) 

0,5 1,0 10,0 100,0 0,5 1,0 10,0 100,0 

  

Controle (-)  0,005428 0,000132 0,000132 0,000132 0,000132 0,000132 0,000132 0,000132 

0,5* 0,005428  0,000132 0,000132 0,000132 0,013612 0,000132 0,000132 0,000132 

1,0* 0,000132 0,000132  0,000132 0,000132 0,013612 0,100639 0,000132 0,000132 

10,0* 0,000132 0,000132 0,000132  0,000132 0,000132 0,001860 0,172111 0,000132 

100,0* 0,000132 0,000132 0,000132 0,000132  0,000132 0,000132 0,000190 0,721786 

0,5** 0,000132 0,013612 0,013612 0,000132 0,000132  0,000132 0,000132 0,000132 

1,0** 0,000132 0,000132 0,100639 0,001860 0,000132 0,000132  0,000132 0,000132 

10,0** 0,000132 0,000132 0,000132 0,172111 0,000190 0,000132 0,000132  0,000132 

100,0** 0,000132 0,000132 0,000132 0,000132 0,721786 0,000132 0,000132 0,000132  

          

Valores em negrito =  não significativo 

Nível de significância 0,05 

 

A análise dos índices de danos obtidos no Ensaio Cometa demonstrou diferenças 

significativas em relação ao controle negativo para as concentrações 1,0, 10,0 e 100,0 μM de 

prodigiosina (tabela 4, figura 4, figura 7). Os resultados obtidos no Teste de Tukey confirmaram 

aqueles obtidos pela ANOVA (tabela 5). 

Tabela 04. Índices de danos nas diferentes concentrações (μM/mL) de prodigiosina. 
      

 
Indivíduos/sexo 

Tratamentos 
 

Controle (-) 0,5 1,0 10,0 100,0 
      

1♀ 1,19 1,28 1,38 1,46 1,77 
2♀ 1,38 1,42 1,57 1,51 1,88 
3♀ 1,20 1,31 1,30 1,50 1,65 
4♀ 1,64 1,70 1,53 1,43 1,55 
5♀ 1,50 1,57 1,70 1,74 1,75 
6♂ 1,0 1,53 1,46 1,53 1,60 
7♂ 1,36 1,74 1,59 1,66 1,68 
8♂ 1,53 1,61 1,61 1,75 1,81 
9♂ 1,14 1,20 1,48 1,57 1,65 

10♂ 1,14 1,71 1,73 1,70 1,81 
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Tabela 5. Teste de Tukey (a posteriori) para a comparação dos índices de danos entre 

as diferentes concentrações (μM / mL) de prodigiosina. 

 
 

Tratamentos 

     

Controle (-) 0,5 1,0 10,0 100,0 
     

      

Controle (-)  0,051051 0,018666 0,002579 0,000138 

0,5 0,051051  0,994540 0,800133 0,037345 

1,0 0,018666 0,994540  0,952748 0,094928 

10,0 0,002579 0,800133 0,952748  0,358197 

100,0 0,000138 0,037345 0,094928 0,358197  
      

Valores em negrito =  não significativo 

 

 

Não foram encontradas diferenças significativas, tanto em relação às frequências de 

células micronucleadas quanto aos índices de danos, quando comparados entre ambos os sexos 

(figuras 5 e 6, tabela 6). 

Figura 4. ANOVA para as comparações entre os índices de danos nas 

diferentes concentrações de prodigiosina. 
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Figura 6. ANOVA para as comparações entre os sexos quanto aos 

índices de danos nas diferentes concentrações de prodigiosina. 

Figura 5. ANOVA para as comparações entre os sexos quanto às 

frequências de células micronucleadas nas diferentes concentrações 

de prodigiosina. 
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Tabela 6. Teste de Tukey (a posteriori) para a comparação entre os sexos em relação às 

frequências de células micronucleadas e aos índices de danos entre as diferentes 

concentrações (μM / mL) de prodigiosina. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sexos 

     

Abordagens Metodológicas 
 

   

Células Micronucleadas  Índice de Danos 
   

   

Feminino Masculino  Feminino Masculino 
     

      

Feminino  0,952301   0,637392 

Masculino 0,952301   0,637392  
      

Valores em negrito = não significativo 

 

 

 

 

 

 

 

 

Discussão 

 A prodigiosina tem sido considerada um promissor agente anti-câncer devido aos seus 

mecanismos de ação e características tóxicas para a célula. Entre as vantagens consideradas 

para a sua utilização no tratamento do câncer, se encontra a sua toxicidade seletiva, atuando 

somente em células cancerosas (Pérez-Tomáz et al., 2003; Montaner et al., 2005; Lu et al., 

2012). Porém, os resultados obtidos no presente estudo apontam para um efeito considerável 

da prodigiosina em células normais, evidenciado pelo número elevado de células 

Fig 7.  Danos genômicos observados em células monomucleadas normais de sangue periférico humano 

expostas as diferentes concentrações de prodigiosina (0.5, 1.0, 10.0 and 100.0 µM / mL) em 48 horas. 

Damage Level 0 

Control 

Damage level 1 

10 μM/mL 

Damage level 2 

 

10 μM/mL 

Damage level 3  

100 μM/mL 
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micronucleadas e índices de danificação significativos (Ensaio Cometa) em todas as 

concentrações, testadas em linfócitos normais. 

 O efeito genotóxico da prodigiosina, observado neste estudo, apresentou uma relação 

dose dependente, onde as maiores frequências de células micronucleadas, em relação ao 

controle negativo, foram observadas nas maiores concentrações testadas (tabela 1), 

independentemente do sexo (tabela 6, figuras 5 e 6). Os índices de proporcionalidade também 

comprovaram esta relação (tabela 2). Foi observado um aumento de expressão de micronúcleos 

na ordem de 4 vezes maior para a menor concentração (0,5 μM/mL) de prodigiosina testada, e 

cerca de 26 vezes para maior concentração (100,0 μM/mL). Apesar das diferenças significativas 

apresentadas quanto aos efeitos genotóxicos (frequência de micronúcleos) da prodigiosina em 

relação ao controle positivo (doxorrubicina), quando ambas as drogas foram comparadas ao 

grupo controle negativo, as mesmas demonstraram um efeito maior de danificação genômica 

nos linfócitos analisados. Porém, na comparação com o controle positivo, a prodigiosina 

demonstrou um efeito inferior ao da doxorrubicina na concentração 0,5 μM/mL, como 

mostraram as análises pelo teste de Tukey (tabela 3) e as médias apresentadas (tabela 1). A 

similaridade de efeito dose-dependente de ambas as drogas, provavelmente se deve à 

similaridade estrutural das mesmas. 

 Prodigiosina e Doxorrubicina são agentes intercalantes do DNA. Devido à estrutura 

química planar destas moléculas, as mesmas são capazes de interagir com a molécula de DNA 

e, desta maneira, interferir na estabilidade desta molécula (Montaner et al., 2005).  

 Quatro mecanismos de ação da prodigiosina são considerados para sua atuação como 

agente anti-câncer: (i) indução da acidificação intracelular, (ii) indução da clivagem do DNA 

por inibição das topoisomerases I e II, (iii) modulação da atividade MAPK, e (iv) inibição da 

progressão do ciclo celular (Perez-Tomás e Viñas, 2010; Hsieh et al, 2012). Entre estes modos 
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de ação, os três primeiros podem levar à indução da apoptose (Williamson et al., 2006; Soto-

Cerrato et al., 2007). 

Considerando o mecanismo de ação da prodigiosina relacionado à clivagem do DNA, a 

sua ligação à dupla fita, segundo Montaner e colaboradores (2005), inibe a ação das DNAs-

topoisomerases I e II, transformando essas enzimas essenciais em agentes letais de danificação 

do DNA (Turner e Denny, 1996; Montaner et al., 2005; Palchaudhuri e Hergenrother, 2007; Ho 

et al., 2009; Perez-Tomás e Viñas, 2010). A prodigiosina fixa os complexos de clivagem 

Enzima-DNA, resultando em quebras na molécula de DNA (Montaner et al., 2005). Tais 

fragmentos de DNA, potencialmente, podem originar micronúcleos em células em divisão, 

como apontam os resultados obtidos neste estudo (figura 1). Esta fragmentação também pode 

ser observada pelas diferenças significativas dos Índices de Danos observadas na relação das 

concentrações de prodigiosina avaliadas e o controle negativo (tabelas 4 e 5, figura 4). 

 Os danos na dupla fita de DNA, como consequência da inibição das topoisomerases 

pela prodigiosina, são independentes do processamento da cromatina relacionado ao processo 

apoptótico induzido pela mesma (Campás et al., 2003; Montaner et al., 2005; Perez-Tomás e 

Viñas, 2010). Esta relação independente dos dois efeitos da prodigiosina acima citados pode 

ser evidenciada no presente estudo. Células apoptóticas (figura 2) foram observadas somente 

na concentração de 100,0 μM/mL de prodigiosina, enquanto a danificação genômica foi 

observada em todas as concentrações avaliadas (tabelas 1 e 4). A presença de células 

apoptóticas observadas na maior concentração (100,0 μM/mL) está parcialmente de acordo com 

as observações de Williamson et al. (2006) e Soto-Cerrato et al. (2007). Tais autores 

observaram que em baixas concentrações (não-citotóxicas), a prodigiosina provoca o bloqueio 

do ciclo celular, enquanto que, em concentrações maiores, a mesma induz a apoptose. A 

supressão do ciclo celular não foi avaliada neste estudo.  
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 Adicionalmente, os danos genômicos observados em todas as concentrações, em ambas 

as metodologias empregadas, provavelmente também podem ser decorrentes da indução de 

danos oxidativos no DNA pela prodigiosina (Melvin et al., 2000; Montaner et al., 2005).  

Ainda são escassos os dados que evidencia os efeitos genotóxicos da prodigiosina, 

principalmente em células normais, enfatizando o potencial de inovação biotecnológico desta 

pesquisa. 

 Os resultados obtidos por Larazo e colaboradores (2002) não demonstraram efeitos 

mutagênicos e genotóxicos significativos da prodigiosina, respectivamente, a partir do teste de 

Ames em Salmonella typhimuriun e em linhagens linfocíticas L51718y (obtidas de linfomas de 

ratos) pela contagem de micronúcleos. Guryanov e colaboradores (2012) também não 

encontraram efeitos genotóxicos significativos da prodigiosina em Salmonella typhimuriun e 

em eritrócitos periféricos de camundongos. 

 Contrariamente aos resultados obtidos pelos autores acima citados, um elevado efeito 

genotóxico foi observado nos linfócitos analisados neste estudo. A prodigiosina mostrou 

significativa clastogenicidade para estas células em questão, demostradas por ambas as 

metodologias. Tendo em vista que a prodigiosina pode causar quebras em ambas as fitas de 

DNA, e que, por razões óbvias, tal danificação é mais difícil para a célula reparar (Montaner et 

al., 2005), células que sejam submetidas à ação desta droga podem ser comprometidas tanto em 

termos de viabilidade (por indução de apoptose) quanto dos efeitos deletérios da danificação 

genômica estabelecida.  

 O potencial terapêutico da prodigiosina contra o câncer já é bastante reconhecido pela 

comunidade médico-científica, principalmente pela sua atuação direta no DNA, levando à 

supressão do ciclo celular e apoptose das células cancerosas (Hsieh et al., 2012; Lu et al., 2012). 

Porém, os efeitos genotóxicos observados neste estudo sugerem uma ação não seletiva da 
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prodigiosina em relação às células normais. Portanto, novos estudos do efeito desta droga em 

diversas linhagens de células normais deverão ser realizados para a ratificação dos efeitos 

genotóxicos não seletivos da mesma, assegurando, assim, uma melhor eficiência e minimização 

de riscos para a sua utilização. 

 

Conclusão 

A prodigiosina apresentou efeito genotóxico significativo em linfócitos normais 

humanos, expostos durante 24 horas a diferentes concentrações do pigmento. Tal efeito foi 

evidenciado pelo aumento da frequência de micronúcleos e índice de danos nas células 

analisadas.  
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5. Conclusão 

 

 O pigmento vermelho, natural, sintetizado por Serratia marcescens  UFPEDA 398 foi 

caracterizado  como sendo à prodigiosina reportada na literatura, a qual diversas atividades 

biológicas têm sido atribuídas, inclusive antimicrobiana. 

 Quanto a atividade antimicrobiana, a prodigiosina mostrou-se efetiva frente a 

Staphylococcus aureus UFPEDA 01, Enterococcus faecalis  UFPEDA 138 e  Streptococcus 

pyogenes  UFPEDA 07.  Em adicional, cepas de Staphylococcus aureus ORSA apresentaram 

significativa sensibilidade a prodigiosina. Neste sentido, a prodigiosina é um pigmento natural 

com potencial atividade antimicrobiana, sugerindo a sua aplicação nas antibióticos terapias 

dirigidas as cepas de Staphylococcus aureus ORSA. 

 A prodigiosina apresentou citotóxicidade as linhagens tumorais sendo evidenciado 

também indução de apoptose nas linhagens NCHI 279 e Hep2 e resistência da HL-60 ao 

pigmento. Contudo, a pesar da potencial atividade citotóxica da prodigiosina são necessários a 

realização de estudos genotóxicos futuros que elucidem melhor  tais mecanismos de ação e sua 

ação alvo-específica. 

 A prodigiosina apresentou efeito genotóxico significativo em células mononucleadas 

normais de sangue periférico humano, expostos a 48 horas a diferentes concentrações da 

substância. Tal efeito foi evidenciado pelo aumento da frequência de mcironúcleos e índice de 

danos nas células analisadas. 

 Quanto a danificação genômica em linhagens tumorais foi observado que a a 

prodigiosina apresentou danificação genômica em linhagens tumorais. Estes dados corroboram 

com o potencial de ação antitumoral da prodigiosina. Entretanto, demonstra também a 

preocupação com seu alvo-específico de ação, pois foram evidenciados também efeitos 
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genotóxicos para as céluals normais. Logo, sugerindo estudos futuros que elucidem melhor 

possíveis alvos de ação da prodigiosina visando potencializar a ação antineoplásica desta droga 

e a sua aplicação nas terapais antitumoarais. 
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Resumo 

 

 

A Doxorrubicina (Dox), conhecida também pelo nome comercial Adriamicina cuja fórmula química é 

C27H29NO11 e peso molecular correspondente a 543,46 g/ mol-1, é um antibiótico isolado de culturas de 

Streptomyces peucetius e pertencente a classe das antraciclinas (ANT), sendo amplamente utilizado na 

quimioterapia do câncer. A Doxorrubicina tem se mostrado efetiva no tratamento contra o câncer em humanos 

como as leucemias, linfomas e vários tipos de tumores sólidos. Neste sentido, a Doxrrubicina se destaca pela sua 

importância dentro da terapêutica do câncer, justificando os estudos realizados referente as suas diversas funções 

biológicas. Contudo, apesar da doxorrubicina ser conhecida pelo seu potencial citotóxico e antitumoral e já ser 

empregada nas terapias contra o câncer, poucos são os estudos que descrevem o seu potencial efeito genotóxico 

de ação, o que despertou o objetivo de interesse na realização deste investigação, uma vez que algumas poucas 

evidências descrevem danificações genômicas associadas a droga. As linhagens tumorais NCIH-292, MCF-7, HL-

60 e  BGMK (célula normal) foram tratadas com diferentes concentrações de doxorrubicina (0,1; 0,2 e 0,4 μg/ 

mL) em 48 horas. A avaliação genotoxica foi feita pelos ensaios cometa (Comety Assay) e micronúcleo 

(Micronuclei Assay). Foi observada sifnificativa atividade citotóxica para a doxorrubicina após 72 horas de 

exposição das células tumorais e normais com base na  mensuração da dose citotóxica IC50  (IC50 = 0,2 μg/mL). 

Qaunto aos feitos genotóxicos, foram observados frequência de micronúcleos em todas as linhagens tratadas com 

a dox em diferentes concentrações.  Para a concentração com base na IC50  de 0,2 μg/ mL foram achados as 

seguintes freqûencias HL-60 (0,0430), NCIH 270 (0,0440), MCF-7 (0,0210) e BGMK (0,0240). A doxorrubicina 

é um fármaco que apresenta um potencial citotóxico e genotóxico frente as linhagens tumorais. Contudo, observa-

se também que a Dox induziu significativo efeito genotóxico a células normais. Logo, os resultados aqui 

apresentados sugerem cautela quanto ao tratamento terapêutico genotóxico da doxorrubicina, tendo em vista as 

diferentes respostas ao dano genômico apresentadas pelas linhagens tumorais e a maior danificação no DNA 

observadas na linhagem normal (BGMK). 

 
 

Palavras-Chave: Doxorrubicina. Ensaio cometa. Teste de micronúcleo. Células tumorais.  
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Introdução 

 

 A Doxorrubicina (Dox), conhecida também pelo nome comercial Adriamicina, 

cuja fórmula química é C27H29NO11 e peso molecular correspondente a 543,46 g/mol-1, é um 

antibiótico isolado de culturas de Streptomyces peucetius. A Dox destaca-se não só por ter sido 

uma das primeiras classes de antraciclinas descobertas, mas pelo seu amplo espectro de ação 

antineoplásica. A Dox, administrada por via intravenosa, se liga extensivamente a diversas 

proteínas, sem ultrapassar as barreiras hematoencefálicas, e sofre biotransformação rápida no 

fígado, sendo excretada pela bile em sua forma íntegra (50%) e na forma de doxorrubicinol 

(23%). Apenas 10% são eliminados pela urina, dos quais metade como metabólito (Souza et 

al., 2009). 

A ação antitumoral da Dox tem sido evidenciada em diversos estudos, envolvendo 

vários tipos de câncer, tais como as leucemias, linfomas e vários tipos de tumores sólidos. 

Segundo Datta et al., (2013), a Dox induz efeito citotóxico inicial em células hematopoiéticas. 

Em colaboração, Souza et al., (2009) e Nayak et al., (2013) e colaboradores demostraram o 

efeito citotóxico da Dox, a partir da indução de processos oxidativos em linhagens H9c2 de 

cardiomioblastoma. Yurtuc et al., (2014), demonstraram a genotoxicidade e citotoxicidade da 

Dox em linhagens tumorais hepáticas (HepG2), após  o tratamento do câncer hepático humano. 

Manjanatha et al., (2014), descreveram os efeitos genotóxicos da Dox em linhagens de células 

extraídas de diversos órgãos de ratos F344. 

Atualmente, a Dox tem sido empregada no tratamento dos cânceres de mama, pulmão, 

estômago, testículos, bladder, tireóide, limfomas de Hodgkin e não Hodgkin, leucemia aguda, 

sarcoma do tecido mole, tumor de Wilm, neuroblastoma, e diversos tipos de mielomas 

(Cancerquest, 2013; Miskovic et al, 2013). 

A característica antineoplásica da Dox é devido às suas propriedades, entre outras, de 

inibição da síntese de DNA, ligação e alquilação desta molécula, interferência na separação da 
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dupla fita de DNA, inibição das topoisomerase I e II, indução de radicais livres e peroxidação 

lipídica (Gewirtz, 1999; Chen et al., 2007; Takemura and Fujiwara, 2007; Gianni et al., 2008; 

Menna et al., 2008; Manjanatha et al., 2014).  

O potencial citotóxico/genotóxico da Dox em linhagens tumorais encontra-se associado 

a sua capacidade de inibir as enzimas topoisomerases I (topo I) e II (topo II), as quais são 

responsáveis pela manutenção das propriedades topológicas corretas do DNA (Baguley et al., 

1998; Berger, 1998; Marverti et al, 2008). Agentes intercalantes, como a Dox, são capazes, 

como consequência da sua ligação ao DNA, de provocar danos nesta molécula, que estão 

intimamente relacionados com níveis de citotoxicidade (Dhawan et al, 2003; Marverti et al, 

2008). 

Apesar da Dox estar sendo utilizada amplamente no tratamento do câncer, a observação 

de seus efeitos colaterais em células normais, principalmente em cardiomiócitos, tem levado ao 

questionamento de sua intensa utilização clínica (Kalyanaraman et al, 2002; Wang et al, 2013). 

Por esta razão, o presente estudo teve como objetivo quantificar diferencialmente a danificação 

genômica induzida em diferentes linhagens tumorais e células normais. 

 

Material e Métodos  

Linhagens tumorais e condições de cultura 

Foram empregadas neste estudo as seguintes linhagens tumorais: NCIH-292 

(Carcinoma mucoepidermoide de pulmão), MCF-7 (Adenocarcinoma de mama), e HL-60 

(Leucemia promielocítica humana). Como controle foi utilizada uma linhagem normal 

extraídas de macaco, BGMK. Todas as linhagens foram gentilmente cedidas pelo Laboratório 

de Culturas de Células e Ensaio farmacológicos, do Departamento de Antibióticos da 

Universidade Federal de Pernambuco - UFPE. As linhagens foram cultivadas (2 x 105 

células/mL) em frascos (25 cm2/60 mL) para cultura de tecidos, contendo o meio para o cultivo 
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celular, Minimum Essencial Medium Eagle modificado Dulbecco’s (DMEN, Sigma), 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de solução de antibiótico (penicilina 

1000 UI/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-glutamina 200 mM e incubadas a 37 oC 

em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2.  

Teste de viabilidade celular e atividade citotóxica nas linhagens tumorais 

A viabilidade celular e a atividade citotóxica da Doxorrubicina (Dox) em linhagens de 

células tumorais foram realizadas pelo teste colorimétrico MTT [3-(4,5-dimethilthiazol-2-2,5-

dipheniltetrazolium bromide)], após 72 horas de incubação. Este é um ensaio quantitativo in 

vitro desenvolvido por Mosmann et al., (1983) e, posteriormente, adaptado por Alley et al., 

(1987), para estimar a proliferação e a sobrevivência celular. O teste baseia-se na análise de 

enzimas celulares que reduzem o corante tetrazólico (MTT) a sua forma insolúvel (o formazan), 

evidenciado pela cor púrpura e que, posteriormrnte, é mensurado pela absorbância em nm. 

Inicialmente, as células foram cultivadas na concentração de 105 células/mL (Bezerra et al., 

2008). O controle negativo foi estabelecido pela ausência da Dox no meio de cultura RPMI 

1640. A Dox foi previamente dissolvida em DMSO e, em seguida, diluída em série (25 – 0,3 

μg/mL) em meio RPMI 1640 e tranferida para placa de 96 poços (100 μL/poço). As placas 

foram incubadas a 37 ºC por 72 hora, em atmosfera úmida a 5% de CO2 . Em seguida, foram 

adicionados 25 μL da solução de MTT (sal de tetrazolium), e incubadas por mais 3 horas. Após 

a dissolução do precipitado com DMSO puro, foi realizada a leitura das placa em 

espectrofotômetro de placas a 595 nm e em seguida, mensurados a CL50 (concentração capaz 

de inibir 50% do crescimento celular) e seus respectivos intervalos de confiança (IC 95%) 

calculados a partir de regressão não-linear utilizando o programa Prisma versão 5.0 (GraphPad, 

Intiuitive Software for Science, San Diego, CA). 
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Efeito genotóxico da doxorrucina em linhagens de células tumorais  

Os efeitos genotóxicos da doxorrubicina foram avaliados pelos Ensaios Cometa e 

Micronúcleo, segundo o método descrito por Singh et al., (1988), Tice et al., (2000) e Fenech 

et al., (1985), respectivamente. Cerca de 2 x 105 células por mL das linhagens NCIH- 292, Hep-

2, MCF-7 e HL-60 foram cultivadas em microplacas de 24 poços em meio (1 mL/poço) 

Minimum Essencial Medium Eagle modificado Dulbecco’s (DMEN, Sigma), suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de solução de antibiótico (penicilina 1000 UI/mL + 

estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-glutamina 200 mM e incubadas a 37 oC, em atmosfera 

umidificada contendo 5% de CO2 , e incubados por 24 horas. Após o período de incubação, 

foram adicionadas as soluções de doxorrubicina nas concentrações de 0,1; 0,2 e 0,4 μg/mL. 

Após este período, o meio foi aspirado e as células foram lavadas com 300 μL de solução 

tampão (PBS, pH 7,2) e, em seguida, tratadas com 300 μL de tripsina/ EDTA. Posteriormente, 

para inativação da tripsina foi adicionado 600 μL de meio DEMEN seguindo a aspiração das 

amostras, as quais foram tranferidas para tubos de Eppendorf para  posterior processamento. O 

processamento iniciou com as amostras sendo lavadas com 60 μL de solução tampão (PBS, pH 

igual a 7,2) e centrifugadas a 2000 rpm por 20 minutos. Como controle negativo foi utilizado o 

meio de cultura (RPMI 1640) sem a adição de quaisquer outros agentes. Após a centrifugação, 

o meio de cultura foi desprezado e as células foram ressuspendidas com 60 μL de PBS. Em 

seguida, duas gotas da suspensão celular foram transferidas para lâminas previamante lavadas, 

ainda molhadas e na posição horizontal. As lâminas foram deixadas para secar à temperatura 

ambiente. Após a secagem, as lâminas foram fixadas com etanol absoluto (P.A) por 5 minutos 

e, em seguida, lavadas em água corrente e submetidas à coloração com a utilização do corante 

Giemsa (Merck), o qual foi depositado de forma uniforme sobre as lâminas, por um tempo 

médio de 5 minutos. Após a coloração, as lâminas foram novamente lavadas com água corrente 

e postas para secarem à temperatura ambiente. 
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A avaliação da danificação genômica foi realizada pelo Ensaio Cometa, segundo Singh 

et al., (1988). Cerca de 15 μL da suspensão celular previamente tratada com doxorrubicina em 

diferentes concentrações (0,1; 0,2 e 0,4 μg/mL) foi homogeneizada em 100 μL de agarose de 

baixo ponto de fusão (LM) previamente aquecida em banho maria a 37 oC. Em seguida, o 

homogeneizado foi transferido para lâminas de vidros revestidas de agarose padrão, cobertas 

com lamínulas e incubadas por 10 minutos sob refrigeração a 4 oC. Após este período, as 

lamínulas foram removidas e as lâminas foram imersas em uma solução de lise por 2 horas sob 

refrigeração a 4 oC. Transcorridas as duas horas, as lâminas foram submetidas a eletroforese 

(40 V por 20 minutos e a 300 mA). Em seguida, as lâminas foram imersas em solução de 

neutralização por 15 minutos e, posteriormente, fixadas em solução de etanol absoluto por 5 

minutos. Após a secagem, as lâminas foram armazenadas em geladeira até o momento da 

coloração. Para coloração foi empregado o corante Gel Red (Biotarget GelRed®), onde 1 μL 

docorante foi homogeneizado em 1000 μL de água deionizada estéril (1:1000). As lâminas 

foram analisadas por microscopia de fluorescência (Olympus -Série BX) e em seguida, foram 

realiazadas as contagens celulares onde cerca de 100 células por indivíduos tratados foram 

analisados, sendo atribuídos escores de 0 – 4, conforme o nível de dano no nucleóide. 

 

Análises estatísticas 

 Em relação aos índices e frequências de danos, bem como a frequência de células 

micronucleadas foram comparadas entre os tratamentos pelo Teste Qui-Quadrado (X2), com 

nível de significância 0,05. Os índices de proporcionalidade de danos (IP) foram calculados 

para as diversas comparações. 
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Resultados 

Foi observada sifnificativa atividade citotóxica para a doxorrubicina após 72 horas de 

exposição das células tumorais e normais com base na  mensuração da dose citotóxica IC50  

(IC50 = 0,2 μg/mL) (tabela 1).  

Tabela 1. Mensuração da IC50 para a prodigiosina frente as linhagens de células tumorais e normais 

(BGMK). 

Linhagem celular  Drogas IC50 (g/mL)  

 Prodigiosina  Doxorrubicina 

NCHI-292 3,6  0,2 

BGMK 3,4  0,7 

MCF-7 5,1  0,2 

HL 60 1,7  0,2 

 

           As comparações dos índices (ID) e frequências de danos (FD) obtidos pelo Ensaio 

Cometa, estabelecidas pelo X2  entre os controles de cada tratamento apresentaram diferenças 

significativas em ambos os parâmetros, exceto para as FDs das linhagens NCIH279 e MCF7 

para a concentração 0,1 μg/mL em relação aos respectivos controles, e para o ID de MCF7 nesta 

mesma comparação (tabela 2). 
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Tabela 2. Índice e frequência de danificação genômica observadas em linhagens tumorais e normais (BGMK), após 

exposição em 48 horas a diferentes concentrações de doxorrubicina (0,1, 0,2, 0,4 g/mL), e os valores de p relativos às 

comparações com os respectivos controles de cada linhagem, obtidos pelo X2 

 

[C] 

g / mL 

 

Linhagens celulares 

    

HL 60 NCIH 279 MCF 7 BGMK 

    

ID p FD p ID p FD p ID p FD P ID p FD p 

                 

0,0 8  7  12  10  9  8  8  6  

0,1 26 p<0,001 22 p<0,001 21 p<0,01 16 p>0,05* 14 p=0,1* 11 p>0,05* 32 p<0,001 21 p<0,001 

0,2 52 p<0,001 37 p<0,001 35 p<0,001 26 p<0,001 29 p<0,001 22 p<0,01 56 p<0,001 40 p<0,001 

0,4 80 p<0,001 52 p<0,001 68 p<0,001 49 p<0,001 42 p<0,001 29 p<0,001 76 p<0,001 52 p<0,001 

         

ID (Índice de dano genômico); FD%: Frequência de dano genômico; Nível de significância 0,05; [C] (concentrações de doxorrubician). 

Tabela 3. Índices de danificação genômica observados em linhagens tumorais e normais (BGMK), após 

exposição em 48 horas a diferentes concentrações de doxorrubicina (0,1, 0,2, 0,4 g/mL), os índices de 

proporcionalidade de danos e os valores de p relativos às comparações com o controle (BGMK), obtidos 

pelo X2 

 

[C] 

g / mL 

 

Linhagens celulares 

    

HL 60 NCIH 279 MCF 7 BGMK 

    

ID IP p ID IP p ID IP p ID 

              

0,0 8 1,0 p>0,05 12 1,5 p>0,05 9 1,1 p>0,05 8 

0,1 26 1,2 p>0,05 21 1,5 p<0,05* 14 2,3 p<0,001** 32 

0,2 52 1,1 p>0,05 35 1,6 p<0,001** 29 1,9 p<0,001** 56 

0,4 80 1,05 p>0,05 68 1,1 p>0,05 42 1,8 p<0,001** 76 

        

ID (Índice da dano genômico); IP (Índice de Proporcionalidade de Danos; Nível de significância 0,05; * valor significativo; [C] (concentração e 

doxorrubicina) 
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Quando a comparação foi realizada entre os tratamentos e a linhagem celular normal 

(BGMK), os IDs não apresentaram diferenças estatisticamente significativas na maioria da 

concentrações avaliadas em todas as linhagens estudadas (tabela 3). S linhagens NCIH279 e 

MCF7 apresentaram valores significativos, porém esses valores se referem à uma diferença 

menor de danificação em relação ao controle, como demonstraram os índices de 

proporcionalidade de danos (IP) (tabela 3). Resultados similares foram observados para o 

parâmetro FD (tabela 4). 

 Os números, as frequências de células micronucleadas e os índices de proporcionalidade 

de cada linhagem/tratamento podem ser observados na tabela 5. As comparações estatísticas 

para este parâmetro de danificação demonstraram valores significativos a favor das linhagens 

tumorais referentes às células de MCF7 na concentração 0,4 μg/mL, e uma danificação maior 

de NCIH279 e HL60, tanto na concentração 0,2 μg/mL quanto na de 0,4 μg/mL (tabela 6). O 

favorecimento ou o desfavorecimento das células tumorais podem ser observados pelos 

números de células micronucleadas e os índices de proporcionalidade de danos na tabela 5. 
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Discussão. 

  A doxorrubicina apresentou pontencial efeito citotóxico as células tumorais e 

normais demonstrando ser um potente antitumoral cujo alvo de ação é inespecífico. A eficiência 

das diversas drogas anticancer depende da capacidade que estas tenham em induzir danos ao 

DNA e consequentemente, gerar lessões irreparáveis que induzam aos mecanimos de morte 

celular (Guerreiro et al., 2013). Todavía, sabe-se que as células cancerígenas geralmente, 

apresentam resistências a estes compostos antitumorais por apresentarem  um mecanimos de 

reparação de dano genômico altamente eficiente. Neste sentido, diversos estudos tem sido 

desenvovlido para identificação de novos fármacos que apresentem  efeito inibitório dos 

mecanismos de reparação de danos ao DNA. (Gewitz et al., 1999). 

 

Tabela 4. Frequências de danificação genômica observadas em linhagens tumorais e normais (BGMK), 

após exposição em 48 horas a diferentes concentrações de doxorrubicina (0,1, 0,2, 0,4 g/mL), os 

índices de proporcionalidade de danos e os valores de p relativos às comparações com o controle 

(BGMK), obtidos pelo X2 

 

[C] 

g / mL 

 

Linhagens celulares 

    

HL 60 NCIH 279 MCF 7 BGMK 

    

FD IP p FD IP p FD IP p FD 

              

0,0 7 1,1 p>0,05 10 1,7 p>0,05 8 1,3 p>0,05 6 

0,1 22 1,3 p>0,05 16 1,3 p>0,05 11 1,9 p<0,05* 21 

0,2 37 1,08 p>0,05 26 1,5 p<0,05* 22 1,8 p<0,001** 40 

0,4 52 1,0 p>0,05 49 1,06 p>0,05 29 1,8 p<0,001** 52 

        

ID (Frequência de dano genômico); IP (Índice de Proporcionalidade de Danos; Nível de significância 0,05; *valores significativos; **valores 

altamente significativos; [C] (concentração de doxorrubicina). 
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Foi observado que a doxorrubicina apresentou um forte efeito citotóxico para as células 

tumorais e normais na concentração de 0,2 g/mL (IC50 0,2 g/mL). Em colaboração, com estes 

achados Guryanov et al., (2013) mensura uma similar atividade citotóxica na concentração de 

1,0 g/mL.  

A doxorrubicina tem sido empregada nas terapias contra neoplasias hematológicas e 

tumores sólidos como o câncer de mama (Minetri et al., 2004). 

O múltiplo mecanismos de ação da doxorrubicina ainda não encontra-se totalmente 

elucidado. Contudo, observa-se que a droga apresenta uma efetiva ação de indução de danos ao 

DNA, principalmente por atuar inibindo a enzima topoisomerase II, induzir ligação e 

alquilações no  DNA, interagir no mecanismo de estabilização da molécula de DNA a partir de 

Tabela 5. Números, frequências e Índices de Proporcionalidade de Danos observados em linhagens 

tumorais e normais (BGMK), após exposição em 48 horas a diferentes concentrações de 

doxorrubicina (0,1, 0,2, 0,4 g/mL) 

     

[C] 

g / mL 

Linhagens celulares 

 

 

BGMK MCF 7 NCIH 279 HL 60 

         

 CM FMN CM IP FMN CM IP FMN CM IP FMN 

            

0,0 4 0,0040 6 1,5 0,0060 4 1,0 0,0040 6 1,5 0,0060 

0,1 20 0,0200 14 1,4 0,0140 20 1,0 0,0200 20 1,0 0,0200 

0,2 24 0,0240 21 1,1 0,0210 44 1,8 0,0440 43 1,7 0,0430 

0,4 37 0,0370 33 1,1 0,0330 76 2,05 0,0760 68 1,8 0,0680 

     

CMN (Células micronucleadas) ; FMN (Frequência de micronúcleos); IP (Índice de proporcionalidade de Danos); [C] (concentração de 

doxorrubicina). 
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alteração das ligações entre os pares de bases de nucleotídeos, resultando em quebras 

cromossômicas e formação de fragmentações de DNA com consequente ativação da proteína 

ROS (proteína reativa com o oxigênio) que produz a oxidação do DNA na presença de anions 

superóxidos (O-) e peróxido de hidrogênio (H2O2) (Spencer et al., 2008). 

Em colaboração com os nossos achados a ação citotóxica da doxorrubicina tem sido 

descrita por Wu et al., (2002), demonstrando efetiva citotoxicidade para câncer de próstata,  por 

Gallego et al., (2006), demonstrando sua ação citotóxica em câncer de ovário, por Escobar et 

al., (2009), descrevendo a ação tóxica evidenciada pela indução de mutações e eventos de 

recombinação gênica em células somáticas e por Campos et al., (2012), relatando o stress 

oxidativo celular durante a quimioterapia com a doxorrubicina.  Esta atividade citotóxica 

correlacionada a indução de danos no DNA e consequente ativação do mecanismo de morte 

celular, apoptose, sugere que a droga também apresenta significativa atividade genotóxica. 

Neste sentido, também foram avaliados seus efeitos genotóxicos. 

 A doxorrubicina têm se mostrado um eficiente agente indutor de danificação genômica, 

característica esta de grande importância na luta contra o câncer. (Wang et al, 2012). Entretanto, 

concomitantemente à sua utilização como um agente antitumoral, esta droga pode causar danos 

significativos em células normais (Carvalho et al, 2009; Manjanatha et al., 2014), como 

demonstraram os resultados obtidos neste estudo. 

 As avaliações estabelecidas pelos três parâmetros abordados neste estudo, mostraram 

que, apesar da doxorrubicina apresentar um efeito de danificação genômica dose-dependente 

em todas as linhagens celulares, a linhagem controle (BGMK) apresentou valores maiores e/ou 

iguais às linhagens tumorais. Assim, os efeitos esperados para um agente antitumoral 

genotóxico foram efetivos nas células tumorais, como sugerem os resultados obtidos, mas com 

grande prejuízo para as células normais. 
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 A doxorrubicina atua indireta ou diretamente na danificação da molécula de DNA. Um 

efeito indireto é a produção de radicais livres através da reação de oxidação da droga ou a 

interação da droga com ferro livre no citossol (Akman et al, 1992; Manjanatha et al, 2014). A 

metabolização da doxorrubicina no fígado é acompanhada pela produção de superóxido, que 

pode desencadear uma série de reações que geram radicais hidroxila altamente tóxicos. 

(Herman et al,1998; Mizutani et al, 2003; Todorova et al, 2010), reativos à molécula de DNA.  

A ação direta da doxurrubicina na molécula de DNA decorre da sua característica intercalante 

nesta molécula. Agentes intercalantes do DNA são um grupo de compostos com estrutura 

diversa e com habilidade de se ligar firmemente, porém de maneira reversível, ao DNA, por 

intercalação de um domínio aromático planar do agente entre os pares de bases do DNA. O 

resultado deste processo é a interferência do agente intercalante com as topoisomerases I e II, 

que são enzimas com a propriedade de manter a topologia correta do DNA nas células, 

mantendo a estrutura desta molécula (Marverti et al, 2008; Salerno et al, 2010). Esta 

interferência no complexo DNA-topoisomerase durante a  replicação ou transcrição do DNA 

podem induzir eventos letais para a célula, principalmente como consequências quebras na 

dupla-fita do DNA (Miskovic et al, 2013). Esse tipo de danificação pode ser quantificada nas 

metodologias empregadas neste estudo, cujo resultado sugerem a ação antitumoral da  

doxorrubicina, bem como a sua provável toxicidade para as células normais. 
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Tabela 6. Valores de p relativos às comparações das freqüências de células micronucleadas 

obtidas nas diferentes linhagens celulares com o controle BGMK, obtidos pelo X2 , nas 

diferentes concentrações de doxorrubicina (0,1, 0,2, 0,4 g/mL). 

 

 

Linhagens 

Celulares 

    

BGMK 

    

    

Concentrações (g / mL) 

    

    

0,0 0,1 0,2 0,4 

    

     

MCF 7 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05* 

     

NCIH 279 p>0,05 p>0,05 p<0,001** p<0,001** 

     

HL 60 p>0,05 p>0,05 p<0,001** p<0,001** 

     

* valores significativos      ** valores altamente significativos        Nível de significância 0,05 

 

Entretanto, quando comparados os tipos de danificação quantificados no presente 

estudo, as macrolesões, evidenciadas pela presença de micronúcleos nas células, foram as que 

diferiram estatisticamente, sendo as linhagens tumorais que as apresentaram maior danificação, 

comparativamente à linhagem controle, apresentando uma relação linhagem/concentração 

dependente. Os ID e FDs, apesar de diferirem entre as diferentes dosagens de doxorrubicina em 

cada linhagem, os memos parâmetros foram menores ou iguais àqueles da linhagem controle. 

Estes dados sugerem que os danos foram de grandeza maior por célula individual do que um 

aumento de células danificadas, pela observação dos maiores valores encontrados para os IDs 

comparados àqueles das FDs. 
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 Com relação à presença das macolesões (micronúcleos), as células MCF7 responderam 

de forma positiva (maior danificação) apenas na concentração de 0,4 μg/ mL de doxorrubicina, 

enquanto as linhagens NCIH279 e HL60 demonstraram maior danificação genômica nas 

concetrações de 0,2 e 0,4 μg/ mL. Essa resposta diferencial ao efeito da droga, se deve ao fato 

de que as lesões no DNA não-reparadas e os mecanismos de reparo utilizado pela célula, 

dependem da origem do tumor (Skorski, 2002). Assim, o tratamento do câncer de mama pela 

terapia genotóxica da doxorrubicina parece não apresentar um grau de eficiência adequado, 

principalmente em detrimento aos efeitos genotóxicos provocados nas células sadias, como 

sugerem os resultados apresentados neste estudo. 

   

Conclusão 

A doxorrubicina apresentou genotoxicidade para as linhagens tumoarais e células 

normais. Logo, os resultados aqui apresentados sugerem cautela quanto ao tratamento 

terapêutico genotóxico da doxorrubicina, tendo em vista as diferentes respostas ao dano 

genômico apresentadas pelas linhagens tumorais e a maior danificação no DNA observadas na 

linhagem normal (BGMK). 
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Resumo 
 

 

O pigmento vermelho prodigiosina é um alcalóide produzido pela enterobacteria Serratia marcecsens. 

Este pigmento pertence a família das prodigininas cuja a estrutura química corresponde a C20H25N3O e peso 

molecular de 324.  A prodigiosina, metabólito secundário, devido as suas diversas propriedades biológicas tem 

adiquirido importância medicinal, farmacêutica, principalmente, e industrial. São observadas algumas 

propriedades biológicas para a prodigiosina como antibacteriana, antifúngica, antimalarial, algicida, 

antitripanossomideo, antitumoral, induzindo apoptose em linfócitos T e B. Entretanto, por este pigmento ser 

fortemente sugerido como um antineoplásico faz-se necessários estudos de genotoxicidade. Neste sentido o 

presente trabalho teve por objetivo avaliar os feitos genotóxicos da prodigiosina em linhagens tumorais e normais. 

As linagens empregadas neste ensaio foram NCIH-292 (Carcinoma mucoepidermoide de pulmão), MCF-7 

(Adenocarcinoma de mama) e HL-60 (Leucemia promielocítica humana). Foi utilizada também neste estudo uma 

linhagem de células normais a BGMK (Célula normal de rim de macaco). A prodigiosina empregada neste estudo 

foi previamente produzida, purificada e caracterizada obtendo um peso molecular de 323 e absorbâqncia máxima 

em 534 nm. Foram observados resultados estatisticamente significativos para a danificação genômica induzida 

pela prodiogiosina em linhagens tumorais NCIh-279, MCF-7, HL-60 e a linhagem normal BGMK. Foram 

obsrevados níveis de significância (p< 0,05) e valores de p relativos em todas as concentrações testadas quando 

comparadas com as concentrações controles. Foi observado também que o pigmento induz formação de 

micronúcleo em células tumorais. A prodigiosina apresentou danificação genômica em linhagens tumorais. Este 

dados corroboram com o potencial de áção antitumoral da prodigiosina. Entretanto, demonstra também a 

preocupação com seu alvo-específico de ação, pois foram evidenciados também efeitos genotóxicos para células 

normais. Logo, sugerindo estudos futuros que elucidem melhor possíveis alvos de ação da prodigiosina visando 

potencializar a ação antineoplásica deste droga e a sua aplicação nas terapias antitumorais.  

 

 

Palavras-chaves: Serratia marcescens, Prodigiosina, Genotoxicidade, Micronucleo, Células tumorais. 
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Introdução 

 

Atualmente, terapias anticâncer têm sido baseadas, principalmente, na imposição de 

danos no DNA às células tumorais, na diminuição de sua capacidade de reconhecimento e 

reparo desses danos. Muitos compostos químicos com propriedades genotóxicas têm sido 

utilizados na terapia contra o câncer, muitos dos quais sem os mecanismos que levam à 

danificação do DNA, sua forma de detecção e reparo e a morte celular induzida por danos no 

DNA terem sido elucidados com precisão. Esta aplicação precoce de drogas sem uma avaliação 

adequada pode resultar na modificação da resposta à terapia, comprometendo a sobrevivência 

pós-terapêuticados pacientes, causando toxicidade aguda ou crônica, bem como o risco de 

desenvolvimento de resistência aos fármacos antitumorais (Petkova et al, 2013). Entretanto, 

essas drogas sintéticas são muitas vezes a única opção para a quimioterapia, mesmo quando 

seus efeitos atingem não só as células tumorais , mas também as normais, além dos graves 

efeitos colaterais associados à esse tipo de terapia (Chang et al, 2011). Neste sentido, esforços 

tem sido despendidos nas pesquisas de compostos derivados de produtos naturais, que sejam 

menos tóxicos e não menos eficazes que os produtos sintéticos para a terapia do câncer (Ravelo 

et al, 2004; Cragg et al, 2009; Ma e Wang, 2009). Nas últimas décadas, pesquisas em grande 

escala tem utilizado microrganismos, plantas, animais e organismos marinhos na busca dessas 

drogas antitumorais (Cragg et al, 2009). Entre tais estudos, aqueles realizados com 

microrganismos têm se destacado (Chang et al, 2011). 

O pigmento vermelho natural, prodigiosina, sintetizado pela enterobactéria Serratia 

marcescens, é caracterizado quimicamente como um alcalóide que apresenta uma estrutura 

química planar tripirrol linear (pirrol, 3-metoxipirrol, 2-metil-3-amilpirrol), denominada 

prodigioseno (Guryanov et al., 2012). A prodigiosina tem se destacado entre os produtos 

naturais de microrganismos pela sua atividade antitumoral (Abrahantes et al., 2013; Shanks et 

al., 2013).  
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A estrutura planar da molécula de prodigiosina caracteriza-a como um agente 

intercalante na molécula de DNA. Agentes intercalantes podem levar a alterações estruturais 

no DNA e atuam, principalmente, como inibidores das topoisomerases I e II. Esse efeito 

inibitório pode ocasionar danos no DNA que estão diretamente correlacionados com níveis de 

citoxicidade. A interação da prodigiosina com o DNA podem, portanto, resultar em efeitos de 

danificação genômicas, caracterizando-a como um potencial agente tumoral com seletividade 

para as células tumorais (Montaner et al., 2000; Salerno et al, 2010; Chang et al, 2011; Miskovic 

et al, 2013; Fineran et al., 2013). 

Este estudo objetivou evidenciar possíveis danificações genômicas quantitativamente 

diferenciais em células tumorais expostas a diferentes concentrações de prodigiosina em relação 

às células normais, visando contribuir para a elucidação dos efeitos antitumorais e seletivos 

deste produto natural. 

 

 

Material e Método 

Células e condições de cultura  

Foram empregadas neste estudo as seguintes linhagens tumorais: NCIH-292 

(Carcinoma mucoepidermoide de pulmão), MCF-7 (Adenocarcinoma de mama) e HL-60 

(Leucemia promielocítica humana). Foi utilizada também neste estudo uma linhagem de células 

normais a BGMK (Célula normal de rim de macaco). Todas as linhagens foram gentilmente 

cedidas pelo Laboratório de Culturas de Células e Ensaio farmacológicos, do Departamento de 

Antibióticos da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE. As linhagens foram cultivadas 

(2 x 105 células/ mL) em frascos (25 cm2 / 60 mL) para cultura de tecidos contendo o meio 

Minimum Essencial Medium Eagle modificado Dulbecco’s (DMEN, Sigma), suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de solução de antibiótico (penicilina 1000 UI / mL 
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+ estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-glutamina 200 mM e incubadas a 37 oC em atmosfera 

umidificada contendo 5% de CO2.  

 

Purificação  e caracterização da prodigiosina 

A prodigiosina foi previamente purificada e caracteriza por espetrofotometria UV-vis e 

espectrofotometria de massa GCMS conforme descrito por Nakashima et al.,  2006 e 2008).  

 

Ensaio de genotoxicidade da prodigiosina em linhagens  tumorais  

O efeito genotóxico da prodigiosina foi avaliado pelos Ensaios Cometa e Micronúcleo, 

segundo o método descrito por Morris e colaboradores (2002) e Tice e colaboradores (2000) 

com modificações, e Fenech e colaboradores (1993), respectivamente.  

 

Tratamento das culturas celulares e período de exposição  

Cerca de 2 x 105 células por mL das linhagens NCIH- 292, MCF-7, HL-60 e a linhagem 

normal BGMK foram cultivadas em microplacas de 24 poços em meio acima especificado (1 

mL/ poço), e incubadas a 37 oC em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 , durante 24 

horas. 

Após o período de incubação, foram adicionadas as soluções de prodigiosina nas 

concentrações de 1,7; 3,4 e 6,8 μg/ mL, para cada tratamento independente realtivo a cada 

linhagem celular. As concentrações de prodigiosina empregadas para análises foram calculadas 

com base na determinação prévia da IC50 (Lapenda, 2014), onde foram testadas a dose reduzida 

a metade (1,7 μg/ mL) e duplicada (6,8 μg/ mL). Após este período, o meio foi aspirado e as 
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células foram lavadas com 300 μL de solução tampão (PBS, pH 7,2) e, em seguida, tratadas 

com 300 μL de tripsina/ EDTA. Posteriormente, para inativação da tripsina, foi adicionado 600 

μL de meio DEMEN e em seguida, as amostras foram aspiradas e tranferidas para tubos de 

Eppendorf para o posterior processamento. 

Para o processamento das amostras, inicialmente, as mesmas foram lavadas com 60 μL 

de solução tampão (PBS, pH igual a 7,2) e centrifugadas a 2000 rpm por 20 minutos. Após a 

centrifugação, o meio de cultura foi desprezado e as células foram ressuspendidas com 60 μL 

de PBS, estando a soluηγo celular adequada para o sua aplicaηγo nos testes genotσxicos. 

 

Teste de micronúcleo (Micronuclei assay) 

Duas gotas da suspensão celular foram transferidas para lâminas previamante lavadas e 

ainda molhadas, realizando um esfregaço, sendo mantidas na posição horizontal até a sua 

secagem na temperatura ambiente. Após a secagem, as lâminas foram fixadas com etanol 

absoluto (P.A) por 5 minutos e, em seguida, lavadas em água corrente e submetidas à coloração 

com a utilização do corante Giemsa (Merck), o qual foi depositado de forma uniforme sobre as 

lâminas, por um tempo médio de 5 minutos, sendo, posteriormente, novamente lavadas com 

água corrente e secas à temperatura ambiente. 

Ensaio cometa (Comet assay) 

Cerca de 15 μL da suspensão celular foi homogeneizada em 100 μL de agarose de baixo 

ponto de fusão (LM) previamente aquecida em banho maria a 37 oC. Em seguida, o 

homogeneizado foi transferido para lâminas de vidros revestidas de agarose padrão, cobertas 

com lamínulas e incubadas por 10 minutos sob refrigeração a 4 oC. Após este período, as 

lamínulas foram removidas e as lâminas foram imersas em uma solução de lise por 2 horas sob 
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refrigeração a 4oC. Transcorridas as duas horas, as lâminas foram submetidas a eletroforese (40 

V por 20 minutos e a 300 mA). Em seguida, as lâminas foram imersas em solução de 

neutralização por 15 minutos e, posteriormente, fixadas em solução de etanol absoluto por 5 

minutos. Em seguida, após a secagem, foram armazenadas em geladeira até o momento da 

coloração. Para coloração foi empregado o corante Gel Red (Biotarget GelRed®), onde 1 μL 

docorante foi homogeneizado em 1000 μL de água deionizada estéril (1 : 1000). As lâminas 

foram analisadas por microscopia de fluorescência (Olympus -Série BX) e em seguida, foram 

realiazadas as contagens celulares onde cerca de 100 células por indivíduos tratados foram 

analisados, sendo atribuídos escores de 0 – 4, conforme o nível de dano no nucleóide. 

Testes estatísticos 

 Comparações entre os Índices de Danos, Frequências de Danos e Frequências de Células 

Micronucleadas foram realizadas através do teste Qui-Quadrado (X2), individualmente por 

tratamento/linhagem tumoral e dos mesmos em relação à linhagem normal BGMK. O nível de 

significância adotado para os testes foi 0,05. 

 Os Índices de Proporcioanlidade (IP) de danos foi estabelecido em cada tratamento em 

relação ao seu próprio controle (0,0 μg/ mL de prodigiosina), como também em relação às 

concentrações coincidentes da linhagem BGMK, para todos os parâmetros metodológicos 

utilizados. 

 

Resultados 

Praticamente, todas as linhagens celulares (tumorais e normal) apresentaram diferenças 

significativas de danificação genômica avaliada pelos parâmetros de Índice de Danos (ID) e 

Frequência de Danos (FD), obtidos pelo Ensaio Cometa, em relação ao seu próprio controle 
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(Tabela 1). As exceções corresponderam às linhagens tumorais NCIH 279 e MVF 7, na 

concentração de 1,7 μg/ mL de prodigiosina, sendo referentes à ID/FD e FD, respectivamente. 

 Na comparação estabelecida para o ID entre os tratamentos e a linhagem controle, uma 

diferença estatisticamente significativa foi observada apenas para a linhagem MCF 7, na 

concentração de 6,8 μg/ mL de prodigiosina (Tabela 2). Quando o parâmetro considerado foi a 

FD, nenhuma das linhagens tumorais diferiu estatisticamente da linhagem controle em todas as 

concentrações de prodigiosina avaliadas (Tabela 3). 

 

 

 

 

Tabela 1. Índice e frequência de danificação genômica observadas em linhagens tumorais e normais (BGMK), após 

exposição em 48 horas a diferentes concentrações de prodigiosina (1,7; 3,4 e 6,8 g / mL), e os valores de p relativos 
às comparações com os respectivos controles de cada linhagem, obtidos pelo X

2
 

 

Linhagens celulares 

    

HL 60 NCIH 279 MCF 7 BGMK 
    

 

g / 
mL 

ID p FD p ID p FD p ID p FD p ID p FD p 
                 

0,0 8  7  12  10  9  8  8  6  

1,7 25 <0,001 18 <0,001 14 >0,05   11 >0,05 17 <0,001 13 >0,05 22 <0,001 18 <0,001 

3,4 34 <0,001 23 <0,001 28 <0,001 19 <0,001 27 <0,001 20 <0,001 37 <0,001 27 <0,001 

6,8 54 <0,001 34 <0,001 55 <0,001 31 <0,001 39 <0,001 26 <0,001 60 <0,001 40 <0,001 
         

ID (Índice de dano genômico); FD%: Frequência de dano genômico; Nível de significância 0,05 

 

Tabela 2. Índices de danificação genômica observados em linhagens tumorais e normais (BGMK), 

após exposição em 48 horas a diferentes concentrações de prodigiosina (1,7; 3,4 e 6,8 g / mL), os 
índices de proporcionalidade de danos e os valores de p relativos às comparações com o controle 
(BGMK), obtidos pelo X

2
 

 

Linhagens celulares 

    

HL 60 NCIH 279 MCF 7 BGMK 
    

 

g / 
mL 

ID IP p ID IP p ID IP p ID 
              

0,0 8 1,0 >0,05 12 1,5 >0,05 9 1,1 >0,05 8 

1,7 25 1,1 >0,05 14 1,5 0,1>p>0,05 17 1,3 0,1>p>0,05 22 

3,4 34 1,1 >0,05 28 1,3 0,1>p>0,05 27 1,4 0,1>p>0,05 37 

6,8 54 1,1 >0,05 55 1,1 >0,05 39 1,5 p<0,01* 60 
        

ID (Índice da dano genômico); IP (Índice de Proporcionalidade de Danos; Nível de significância 0,05; * valor significativo 
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Nas tabelas 2 e 3 podem ser observados os Índices de Proporcionalidade (IP) de danos 

para cada linhagem em relação ao controle, tanto para ID quanto para FD. Todas as linhagens 

tumorais apresentaram uma proporção menor de danos em relação à BGMK para ambos os 

parâmetros em todas as concentrações de prodigiosina, A única exceção observada foi em 

relação à HL60 na concentração 1,7 μg/ mL, tanto para  o ID quanto o FD. 

O número de células micronucleadas e suas respectivas frequências obtidas por 

linhagem/tratamento estão demonstrados na tabela 4. Diferenças estatisticamente significativas 

de células micronucleadas foram obtidas para MCF7 (6,8 μg/ mL de prodigiosina), NCIH279 

(3,4 μg/ mL) e HL60 (3,4 e 6,8 μg/ mL) (tabela 5). 

 Quando comparados os. Índices de Proporcionalidade de Danos entre a concentração de 

 

Tabela 3. Frequências de danificação genômica observadas em linhagens tumorais e normais 

(BGMK), após exposição em 48 horas a diferentes concentrações de prodigiosina (1,7; 3,4 e 6,8 g 
/ mL),os índices de proporcionalidade de danos e os valores de p relativos às comparações com o 
controle (BGMK), obtidos pelo X

2
 

 

Linhagens celulares 

    

HL 60 NCIH 279 MCF 7 BGMK 
    

 

g / 
mL 

FD IP p FD IP p FD IP p FD 
              

0,0 7 1,2 >0,05 10 1,6 0,1>p>0,05 8 1,3 >0,05 6 

1,7 18 1,0 >0,05 11 1,6 >0,05 13 1,4 0,1>p>0,05 18 

3,4 23 1,2 >0,05 19 1,4 0,1>p>0,05 20 1,3 >0,05 27 

6,8 34 1,2 >0,05 31 1,3 >0,05 26 1,5 0,1>p>0,05 40 
        

ID (Frequência de dano genômico); IP (Índice de Proporcionalidade de Danos; Nível de significância 0,05 
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prodigiosina controle (0,0g/mL) e os diferentes tratamentos, e entre os tratamentos, referentes 

aos três parâmetros metodológicos empregados (tabela 6), os maiores índices podem ser 

observados com relação ao parâmetro células micronucleadas. 

 

 

 

 

Tabela 4. Evidências de micronúcleos observados em linhagens tumorais e normais (BGMK), 

após exposição em 48 horas a diferentes concentrações de prodigiosina (1,7; 3,4 e 6,8 g / 
mL).  

     

Linhagens celulares 
 

 

g 
/ 

mL BGMK MCF 7 NCIH 279 HL 60 
         

         

 CM FMN CM FMN CM FMN CM FMN 
         

         

0,0 4 0,0040 6 0,0060 4 0,0040 6 0,0060 
1,7 12 0,0120 8 0,0120 17 0,0170 16 0,0160 
3,4 21 0,0210 18 0,0210 29 0,0290 30 0,0300 
6,8 38 0,0380 27 0,0380 40 0,0400 48 0,0480 

     

CMN (Células micronucleadas)              FMN (Frequência de micronúcleos)   

 

Tabela 5. Valores de p relativos às comparações das freqüências de células micronucleadas 
obtidas nas diferentes linhagens celulares com o controle BGMK, obtidos pelo X

2
 

    

BGMK 
    

    

Concentrações (g / mL) 
    

    

0,0 1,7 3,4 6,8 

 
 

Linhagens 
Celulares 

    

     

MCF 7 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05* 
     

NCIH 279 p>0,05 0,1>p>0,05 p<0,05* p>0,05 
     

HL 60 p>0,05 p>0,05 p<0,05* p<0,001** 
     

* valores significativos      ** valores altamente significativos        Nível de significância 0,05 

 



153 

 

 

Discussão 

 A citotoxicidade seletiva contra as células cancerosas, o efeito pro-apoptótico p53-

independente e a sua atividade anti-metastática colocam a prodigiosina entre os metabólitos 

com grande potencial como um agente anticâncer (Chang et al, 2011). Entretanto, maiores 

esclarecimentos acerca do alvo molecular/celular e os efeitos, tanto no nível celular quanto do 

organismo, deste composto são necessários para o emprego deste metabólico como um produto 

terapêutico com eficiência e seletividade asseguradas. Neste sentido, os resultados apresentados 

no presente estudo vêm contribuir para o melhor emprego deste potencial agente antitumoral. 

 As análises realizadas, em relação à quantificação da danificação genômica induzida 

pela prodigiosina, nas diferentes linhagens tumorais, apresentaram diferenças significativas em 

relação à exposição das mesmas às diferentes concentrações da droga. Todas as linhagens, com 

exceção das linhagens NCIH para os ID e FD na concentração 1,7 e MCF para o FD na mesma 

concentração, apresentaram maiores efeitos de danificação genômica/concentração dependente, 

onde os maiores efeitos foram observados nos tratamentos com 6,8 μg/mL de prodigiosina de 

cada linhagem. Tais efeitos foram similares nas duas metodologias empregadas. Entretanto, 

 

Tabela 6. Índices de proporcionalidade entre a concentração (g / mL) de prodigiosina controle 
e os diferentes tratamentos, e entre os tratamentos, referentes aos parâmetros metodológicos 
Índice de Danos, Frequência de Danos e Número de Células Micronucleadas. 

 

Parâmetros metodológicos 
 

    

Índice de Danos Frequência de Danos Células Micronucleadas 
   

         

  IPt   IPt   IPt 
         

         

 IPc     IPc     IPc    
               

 
 

g / 
mL 

ID 8 22 37 60 FD 6 18 27 40 MN 4 12 21 38 
                

                

0,0 8 - - - - 6 - - - - 4 - - - - 
1,7 22 2,7 - 1,7 2,7 18 3,0 - 0,4 2,2 12 3,0 - 1,7 3,2 
3,4 37 4,6 1,7 - 1,6 27 4,5 0,4 - 1,5 21 5,2 1,7 - 1,8 
6,8 60 7,5 2,7 1,6 - 40 6,7 2,2 2,2 - 38 9,5 3,2 1,8 - 

                

IPc – Índice de Proporcionalidade em relação ao controle (0,0g / mL) 
IPt - Índice de Proporcionalidade entre os tratamentos 
MN – Número de Células Micronucleadas 
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respostas diferenciais foram observadas em alguns tratamentos, sendo específicas para cada 

linhagem, quando comparadas com o controle BGMK, tanto pelo Ensaio Cometa quanto pelo 

Teste de Micronúcleo. Lesões no DNA e o seu mecanismo de reparo podem depender da origem 

do tumor (Skorski, 2002). Desta maneira, serão consideradas abaixo cada linhagem celular 

independentemente. 

  

HL60. 

 Em relação à comparação do Índice de Danificação (ID) observado pelos diferentes 

níveis de danos nos nucleóides, analisados pelo Ensaio Cometa, a linhagem tumoral HL60, 

apesar de não apresentar diferenças estatisticamente significativas em relação à danificação 

ocorrida na linhagem controle (BGMK), nas concentrações 3,4 e 6,8 μg/mL foi observada cerca 

de 10% de danificação genômica maior nas células normais (BGMK), como indica o Índice de 

Proporcionalidade de danos (IP=1,1). Quanto à Frequência de Danos (FD), a linhagem HL60 

mostrou uma frequência menor (IP=1,2) de danos nas concentração 3,4 e 6,8μg/mL em relação 

à BGMK. 

 Os menores valores de FD observados em HL60, em relação àqueles de BMGK, 

sugerem uma relação com o efeito de resistência ao tratamento genotóxico desencadeado 

naquelas células. A tirosino-quinase oncogênica BCR/ABL apresenta dois papéis principais 

complementares no câncer (Skorski, 2002). Primeiramente, BCR/ABL permite a proliferação 

celular na ausência de fatores de crescimento, a proteção contra a apoptose na ausência de 

fatores de sobrevivência externos, a invasão tecidual e a metástase (Sawyers, 1997). A segunda 

característica de BCR/ABL, em doenças hematológicas malignas, se refere à sua capacidade de 

tornar as células resistentes às terapias genotóxicas (Amarante-Mendes et al, 1998; Bedi et al, 

1995; Dubrez et al, 1998; Nishii et al, 1996; Slupianek et al, 2001; Skorski, 2002). Esta 
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característica se deve a: 1) células BCR/ABL positivas poderem reparar os danos no DNA mais 

rapidamente; 2) podem ativar prontamente os pontos de checagem do ciclo celular danos no 

DNA-dependentes, permitindo mais tempo para o reparo do DNA; e 3) podem ativar 

mecanismos de proteção celular contra as vias de sinalização pró-apoptóticas que são 

normalmente ativadas pelas lesões no DNA. Skorski (2002), Majsterek e colaboradores (2002) 

e Slupianek e colaboradores (2002), utilizando a metodologia do Ensaio Cometa, observaram 

que a danificação genômica foi reparadda mais eficientemente em células BCR/ABL positivas 

em comparação a células controle. Assim, a menor frequência de danificação genômica, 

observada pelo Ensaio Cometa, nas concentrações 3,4 e 6,8 μg/ mL de prodigiosina na linhagem 

hematológica, em relação à BGMK, sugere a ação de BCR/ABL como descrita acima.  

Apesar da FD ter se apresentado menor em relação ao controle em HL60, o ID foi 

indicativo de uma danificação de maior magnitude, ou seja, maiores danos por células, o que 

poderia contribuir para a ação efetiva desta droga.  

Essa efetividade pode ser considerada também pela observação das maiores frequências 

de células micronucleadas em HL60. Quando avaliados os danos no seu nível de macro-

danificação, pela expressão de micronúcleos, a linhagem HL60 apresentou resultados 

significativos (p<0,001) em relação à BGMK, para as concentrações 3,4 e 6,8 μg/ mL, onde a 

frequência de micronúcleos apresentou IPs de 1,4 e 1,7, respectivamente. Mas, como explicar 

a maior incidência de células micronucleadas comparativa ao controle e os maiores IDs em 

HL60, em contradição com a suposta indução de resistência à terapia genotóxica? Segundo 

Skorski (2002), células normais apresentam mecanismos de reparo do DNA fortemente 

regulados e associados às vias apoptóticas. Células com um excesso de danos e/ou com danos 

irreparáveis, que representam uma ameça à estabilidade genômica, são eliminadas. Entretanto, 

células BCR/ABL positivas, como as leucêmicas, apesar de serem mais eficientes na 

sobrevivência ao dano genotóxico, modulando a sensibilidade ao dano por facilitar o reparo do 
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DNA e inibir a indução da apoptose induzida pelas lesões no DNA, podem acumular mais danos 

no DNA depois de um tratamento genotóxico (Slupianek et al, 2002), aumentado sua chance 

de erros genéticos prejudiciais. Uma vez que a fidelidade e a eficiência dos mecanismos de 

reparo do DNA não são completas, mesmo em células normais, em células BCR/ABL positivas 

a probabilidade de acumular erros no DNA é maior que em células normais devido à maior 

ocorrência de danos e o comprometimento dos mecanismos de reparo do DNA (Skorski, 2002). 

A maior danificação genômica nestas células se deve, provavelmente, ao aumento da formação 

de substâncias-oxigênio-reativas (ROS) provenientes da mitocôndria e NADPH oxidase, 

induzida por BCR/ABL (Benhar et al, 2001; Sattler et al, 2000). Neste contexto, a prodigiosina 

aplicada, principalmente, nas concentrações 3,4 e 6,8 μg/mL no presente estudo, visando uma 

ação tumoral efetiva relativa à Leucemia Promielocítica (HL60), podem ocasionar uma maior 

danificação genômica de células tumorais, principalmente em relação ao nível de dano causado 

(ID) das mesmas, como sugerem os resultados acima apresentados. 

  

NCIH 279 

 A danificação genômica apresentada pela linhagem NCIH 279 apresentou-se menor em 

relação ao controle quanto à FD em todas as concentrações de prodigiosina avaliadas, apesar 

de diferenças estatisticamente não significativas terem sido observadas tanto para ID quanto a 

FD em todas as concentrações. Na análise de micronúcleos, NCIH 279 apresentou uma maior 

frequência de micronúcleos na concentração 3,4 μg/mL quando comparada à mesma 

concentração da prodigiosina aplicada à BGMK. A não significância estatística em relação à 

maior concentração (6,8μg/mL), provavelmente, seja devida ao aumento considerável de 

micronúcleos na linhagem normal na presença da droga. A ação da prodigiosina em células 

tumorais pulmonares, segundo os resultados obtidos, aponta para um efeito de maior de 
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danificação por célula neste tumor, do que um aumento de células danificadas, sendo necessária 

a aplicação de altas concentrações da droga, e desta maneira, podendo comprometer as células 

normais, como mostra a frequência de células micronucleadas da linhagem normal na 

concentração 6,8μg/mL. 

 A capacidade de reparar danos no DNA em células normais diminui o seu risco de 

transformação maligna. Entretanto, células malignizadas podem reparar danos no DNA 

induzidos por terapias genotóxicas, tornando-as menos sensíveis às mesmas (Petkova et al, 

2013). Cerca de 25 genes de reparo do dano genotóxico tem sido descritos, como também os 

seus fatores de transcrição (Christmann e Kaina, 2013). Alterações em ambos grupos de genes 

podem levar ao aumento da instabilidade genômica tumoral ou, contrariamente, levar à 

resistência à terapia genotóxica (Skorski. 2002; Willer et al, 2013; Gachechiladze et al, 2013; 

Shin et al, 2014). Existem muitas evidências de que perturbações nas vias de reparo do DNA 

são comuns no câncer de pulmão, alterando a resistência das células afetadas para muitos 

quimioterápicos (Willer et al, 2013). Entre estes genes prováveis, atuantes na resistência à 

danificação genômica por quimioterápicos, no câncer de pulmão se encontra o gene brca1, 

devido às suas funções no reparo do DNA, incluindo o reparo por excisão de nucleotídeos e de 

quebra na dupla fita de DNA (Gachechiladze et al, 2013). Tendo em vista o exposto acima, as 

diferentes frequências de danificação (FD) observadas na linhagem NCIH 279, observadas no 

presente estudo, em menores valores nas células tumorais, sugerem a ação de genes de 

resistência ao danos genotóxicos. E, da mesma maneira, a explicação sugerida para as maiores 

frequências de células micronucleadas apresentadas pelas células leucêmicas, pode ser aplicada 

neste caso.  

 

MCF 7 
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 A linhagem MCF 7, interessantemente, apresentou valores de ID e FD menores que a 

linhagem controle em todas as concentrações, com uma significância estatística apresentada na 

concentração 6,8μg/mL, tanto para o ID quanto para a frequência de micronúcleos, com IPs 

variando entre 1,1 – 1,5 e 1,2 -1,5, respectivamente. Com relação aos menores valores de ID e 

FD observados em MCF 7, tais resultados apontam para a principal causa de falha no tratamento 

quimioterápico deste câncer, a resitência multidroga (Tao et al, 2013; Luzhna et al, 2013).  

 Geralmente, os mecanismos de resistência a agentes terapêuticos não são consequências 

diretas da malignização celular, mas pode ser o resultado da seleção de clones de células 

tumorais que desenvolvem mecanismos de proteção, diminuindo a incidência de danos no DNA 

pelo aumento do metabolismo e/ou efluxo da droga (Harrison, 1995; el-Deiry, 1997; Pegram et 

al, 1997). Entre estas possibilidades se encontra a glicoproteína-P, produto do gene de 

resistência multidroga 1 (MDR1). Esta glicoproteína é uma bomba de efluxo ATP-dependente 

associada com a menor eficiência da quimioterapia no câncer de mama (Tao et al, 2013). 

Portanto, apesar da prodigiosina ser um potente agente causador de danos no DNA, pela sua 

característica molecular referente à sua estrutura planar, possibilitando a sua intercalação na 

molécula de DNA, os mecanismos de efluxo da droga, nas células tumorais mamárias, podem 

ter contribuído para a menor eficiência desta droga, como demonstrado pelos IDs e FDs obtidos 

neste estudo. 

 Entretanto, a prodigiosina foi capaz de induzir danos significativos na concentração 

6,8μg/mL, quando consideradas as macro-lesões, observadas pela maior incidência de células 

micronucleadas nesta linhagem celular, em comparação à BGMK. Células tumorais mamárias 

(MCF 7) podem apresentar desregulação em vias biológicas , tais como, ciclo celular, 

replicação do DNA, reparo do DNA e ativação da via p53 (Luzhna et al, 2013), que envolvem 

alterações em genes específicos (Eisenberg e Koifman, 2001; Rosen et al, 2005; Carvalho et al, 
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2011; Cesar et al, 2012; Guerreiro et al, 2013). Essa desregulação pode levar ao estabelecimento 

de instabilidade genômica inducida por agentes genotóxicos (Skorski, 2002).  

 Portanto, apesar das células MCF 7 apresentarem a resistência ao tratamento quimioterápico, 

a aplicação da prodigiosina na concentração 6,8μg/mL pode causar danos genômicos maiores 

nestas células tumorais, danos esses não sendo passíveis de reparação pela célula, como 

demonstrado neste estudo, pela maior frequência de células MCF 7 micronucleadas em 

comparação à BGMK, Desta maneira, o propósito da terapia antitumoral através da 

prodigiosina pode ser atingido nesta concentração, visando uma maior danificação genômica 

das células tumorais para fins de ativação da apoptose-dano genômico- induzida. 

 

 

BGMK 

 

Os resultados apresentados no presente estudo alertam para os efeitos observados na 

linhagem normal BGMK, e questionam a real seletividade da prodigiosina. Em todos os 

parâmetros avaliados (ID, FD e micronúcleos) as células BGMK apresentaram consideráveis 

efeitos genotóxicos em todas as concentrações de prodigiosina em relação ao seu controle, 

como demonstram aos índices de proporcionalidade (IP). Os mesmo variaram entre 2,75 – 7,5 

para o ID, 3,0 – 6,66 para a FD e 3,0 – 9,5 para a frequência de células micronucleadas. Entre 

os tratamentos os IPs também tiveram valores maiores dose dependentes. Em alguns 

tratamentos , como discutido acima, as células normais apresentaram maior danificação 

genômica em relação às linhagens tumorais. Esse resultados sugerem que a prodigiosina 

também atua, e de maneira preocupante, nas células normais, colocando em risco o organismos 

como um todo. 
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 Terapias antitumorais com agentes genotóxicos tem sido associadas com o risco de 

toxicidade. Os tratamentos genotóxicos, de modo geral, são direcionados rapidamente para as 

células que estão ativas no ciclo celular, como a maioria das células cancerosas. Entretanto, o 

agente genotóxico pode afetar, mesmo em menor grau, todas as células capazes de se dividir 

(Petkova et al, 2013). 

 A principal preocupação com relação à terapia genotóxica é a qualidade de vida do 

paciente antes e depois da terapia. Esta pode ser severamente afetada durante e depois do 

tratamento com os agentes genotóxicos, onde alguns pacientes podem adoecer 

consideravelmente, resultando na suspensão da terapia, e, em outros casos, eles podem morrer 

em decorrência da severa inibição do crescimento e funções das células normais (Petkova et al, 

2013). 

 As maiores frequências e índices de danificação, bem como as frequências de células 

micronucleadas, observadas na linhagem BGMK, apontam para os efeitos danosos da 

prodigiosina em células normais, uma vez que a sua seletividade para as células tumorais não 

pode ser comprovada neste estudo. 

 

 Outro provável mecanismo de ação da prodigiosina que pode ter contribuído para os 

efeitos observados em todas as linhagens tumorais avaliadas neste estudo, é a reativação de p53. 

Hong e colaboradores (2013) observaram que a prodigiosina pode reativar a atividade 

transcricional dependente da família p53 em células tumoriais do cólon. Segundo os mesmos 

pesquisadores, o mecanismo de ação da prodigiosina realizou-se através da restauração da  

sinalização p53 em células tumorais com mutações p53 hotspot, com pouca ou nenhuma 

toxicidade/genotoxicidade detectáveis em fibroblastos humanos normais. A prodigiosina 

induziu a expressão de p73 e interrompeu a sua interação com a proteína p53 mutante, salvando 
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assim a deficiência via p53, promovendo os efeitos anti-tumorais . O rompimento da interação 

p53/p73 mutante foi específico para prodigiosina. 

 A controversa ação seletiva da prodigiosina para o tratamento do câncer, apresentada 

neste estudo, sugere a realização novas pesquisadas para o esclarecimentos das vias de ação 

desta droga, assegurando a sua aplicação na terapia antitumoral genotóxica. 

 

Conclusões 

 

A prodigiosina apresentou danificação genômica em linhagens tumorais. Este dados 

corroboram com o potencial de ação antitumoral da prodigiosina. Entretanto, demonstra 

também a preocupação com seu alvo-específico de ação, pois foram evidenciados também 

efeitos genotóxicos para células normais. Logo, sugerindo estudos futuros que elucidem melhor 

possíveis alvos de ação da prodigiosina visando potencializar a ação antineoplásica deste droga 

e a sua aplicação nas terapias antitumorais.  
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Resumo 

 
Doxorrubicina e prodigiosian são produtos naturais que destacam-se por apresentar ação antitumoral. A 

doxorrucina tem induzido a regressão progressiva de diversos tipos de tumores como câncer de mama, colón do 

útero, cólon, intestino, pulmão, laringe e próstata. A prodigiosina tem sido conferida semelhante ação 

antineoplásica induzindo apoptose em linfócitos T e B e leucemias mieolóides crônicas. A importância da 

investigação dos efeitos genotóxicos da prodigiosina e doxorrubicina  faz-se necessária uma vez que, no caso da 

doxorrubicina, esta já se encontra sendo empregada nas terapias antineoplásicas enquanto que a  prodigiosina tem 

sido fortemente sugerida como uma droga antitumoral. Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo 

comparar a atividade citotóxica do antineoplásico doxorrucina com o pigmento natural, prodigiosina produzido 

por Serratia marcescens UFPEDA 398. A atividade genotóxica da prodigiosina foi avaliada a partir dos ensaio de 

micronúcleo e cometa. Foi observado similar efeito genotóxico para ambas as drogas doxorrubicina e prodigiosina. 

A doxorrucina e prodigiosina apesar de apresentarem potencial efeito citotóxico demonstram alvo de ação 

inespecífico causando danificação genômica tanto nas linhagens tumorais quanto nas células normais, sendo a 

prodigiosina um pouco mais genotóxica do que a doxorrubicina. Esses dados sugerem  a realização de estudos 

futuros que demonstrem mecanismos de ação alvo-específicos da prodigiosina visando potencializar a sua 

atividade genotóxica apenas para as células tumorais. 

 

 
Palavras-chave: Antineoplásicos, Doxorrubicina, Prodigiosina, Linhagens tumorais. 
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Introdução 

 

Estudos de genotoxicidade revelam o nível de danificação genômica que uma droga é 

capaz de induzir no DNA celular. Tais danos podem ser reparáveis ou não. Quando os danos 

são reparáveis a célula tem o seu ciclo celular bloqueado, possibilitanto o processo de reparação. 

Todavia, quando o dano é irreparável pode ocorrer a indução do mecanismo de apoptose ou 

consequências mais graves como as mutações que, neste último caso, são as principais causas 

de aparecimento dos tumores (Yamashit et al., 2010). Este mesmo princípio é utilizado para a 

seleção de agentes antitumorais (Palchaudhuri e Hergenrother, 2007; Peréz-Tomás e Viñas, 

2010; Yoshida e Miki, 2010). 

A quimioterapia tem como principal objetivo promover a regressão do tumor. Esta 

consiste na utilização de diversos fárcamos com ação antitumoral que podem ser empregados 

em sua natureza química pura ou conjugado a outras substâncias (Rade e Strukelj et al., 2008).  

A doxorrubicina, uma antraciclina produzida pelo microrganismo Streptomyces 

peucetius, apresenta potencial efeito antitumoral levando à regressão de diversos tumores 

sólidos como o de laringe, pulmão, colo do útero, cólon, intestino, mama, bem como as 

leucemias (Falcão-Pires et al., 2013). Esta droga apresenta potencial citotoxicidade, induzindo 

a apoptose em células tumorais, em doses muito baixas (IC50 0,2 μg/ mL). Tal efeito tem 

sugerido, hipoteticamente, que este antineoplásico induz danos genômicos irreversíveis, 

promovendo, desta forma, a ativação do mecanismo de morte celular (Fardilha et al., 2014). 

Semelhante ação tem sido descrita para o alcalóide natural prodigiosina produzido por Serratia 

marcescens.  

A prodigiosina, um pigmento vermelho natural, tem sido bastante descrita, nos últimos 

cinco anos, pelas suas diversas atividades biológicas como antimicrobiana, algicida, 

antimalarial, anti-tripanossomideo e, principalmente, antitumoral, induzindo linhagens 

tumorais a iniciarem os mecanismos de apoptose (Montaner et al., 2005). O mecanismo 
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apoptótico induzido pela prodigiosina em linhagens tumorais independe de proteínas 

reguladoras, denominadas pró-apoptóticas (p53). Estudos têm sugerido que tais mecanismos 

citotóxicos estejam correlacionados a possíveis danos no DNA das linhagens tumorais. Entre 

esses mecanismos se encontram a indução a quebra das fitas duplas do DNA e inibição das 

topoisomerases I e II de forma irreversível. Ambos mecanismos, consequentemente, podem a 

ativar o mecanismo de morte celular, a apoptose (Sumathi et al., 2014). 

A importância da investigação dos efeitos genotóxicos da prodigiosina e da 

doxorrubicina faz-se necessária uma vez que, no caso da doxorrubicina, esta já tem sido 

empregada nas terapias antineoplásicas (Cancerquest, 2013; Miskovic et al, 2013), enquanto que a 

prodigiosina tem sido fortemente sugerida como uma droga antitumoral com considerável 

seletividade (Montaner et al., 2000; Salerno et al, 2010; Chang et al, 2011; Miskovic et al, 2013; 

Fineran et al., 2013). Entretanto, tratamentos com agentes genotóxicos estão sempre associados 

ao risco de toxicidade. Os tratamentos genotóxicos são direcionados para as células 

potencialmente em divisão, como a maioria das células tumorais. Porém, tal terapia pode afetar, 

embora em menor grau, todas as células capazes de se dividir, principalmente aquelas com um 

índice mitótico naturalmente rápido.(Petkova et al, 2014).  

Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo comparar a atividade genotóxica 

dos antineoplásicos doxorrucina e prodigiosina, visando um melhor direcionamento da 

utilização destes agentes genotóxicos na terapia anticâncer. 

 

Material e métodos 

Células e condições de cultura  

Foram empregadas, neste estudo, as seguintes linhagens tumorais: NCIH-292 

(Carcinoma mucoepidermoide de pulmão), MCF-7 (Adenocarcinoma de mama) e HL-60 

(Leucemia promielocítica humana). Como controle, a linhagem de células normais utilizada foi 
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a BGMK (Célula normal de rim de macaco). Todas as linhagens foram gentilmente cedidas 

pelo Laboratório de Culturas de Células e Ensaio farmacológicos, do Departamento de 

Antibióticos da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE.  

As linhagens foram cultivadas (2 x 105 células/ mL) em frascos (25 cm2 / 60 mL) para 

cultura de tecidos, contendo o meio Minimum Essencial Medium Eagle modificado Dulbecco’s 

(DMEN, Sigma), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de solução de 

antibiótico (penicilina 1000 UI / mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-glutamina 200 

mM e incubadas a 37 oC em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2.  

 

Obtenção da doxorrubicina e prodigiosina 

 A doxorrubicina foi obtida a partir do medicamento Cloridrato de Doxorrubicina – 

50mg – pó liofilizado (Singular Medicamentos Especiais), na rede de drogarias local. 

A prodigiosina foi produzida a partir do microrganismo Serratia marcences, pelo 

Laboratório de Fármacos e Ensaios Antimicrobianos, da Universidade Federal de Pernambuco 

(Brasil), e, gentilmente, cedida para este estudo. A mesma foi previamente purificada e 

caracteriza por espetrofotometria UV-vis e espectrofotometria de massa GCMS conforme 

descrito por Nakashima et al., (2006 e 2008).  

Ensaio de genotoxicidade para ambas as drogas em linhagens tumorais  

O efeito genotóxico de ambas as drogas antitumorais, doxorrubicina e prodigiosina, foi 

avaliado pelos Ensaios Cometa e Micronúcleo, segundo o método descrito por Morris et al., 

(2002) e Tice et al., (2000) com modificações, e Fenech e colaboradores (1993), 

respectivamente.  

 



170 

Tratamento das culturas celulares e período de exposição  

Cerca de 2 x 105 células por mL das linhagens NCIH- 292, MCF-7, HL-60 e a linhagem 

normal BGMK foram cultivadas em microplacas de 24 poços em meio acima especificado (1 

mL/ poço), e incubadas a 37 oC em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 , durante 24 

horas. 

Após o período de incubação, foram adicionadas as soluções de doxorrubicina nas 

concentrações 0,1, 0,2, e 0,4 μg/ mL e de prodigiosina nas concentrações de 1,7; 3,4 e 6,8 μg/ 

mL, para cada tratamento independente referente a cada linhagem celular. As concentrações de 

ambas as drogas empregadas nestas análises foram calculadas com base na determinação prévia 

da IC50 de cada uma (Lapenda, 2014), onde foram testadas, além da concentração relativa ao 

IC50 , a dose reduzida a metade e a duplicada em relação ao IC50.  Após este período, o meio foi 

aspirado e as células foram lavadas com 300 μL de solução tampão (PBS, pH 7,2) e, em seguida, 

tratadas com 300 μL de tripsina/EDTA. Posteriormente, para inativação da tripsina, foi 

adicionado 600 μL de meio DEMEN e em seguida, as amostras foram aspiradas e tranferidas 

para tubos de Eppendorf para o posterior processamento. 

Para o processamento das amostras, inicialmente, as mesmas foram lavadas com 60 μL 

de solução tampão (PBS, pH igual a 7,2) e centrifugadas a 2000 rpm por 20 minutos. Após a 

centrifugação, o meio de cultura foi desprezado e as células foram ressuspendidas com 60 μL 

de PBS, estando a solução celular adequada para o sua aplicação nos testes genotóxicos. 

 

Teste de micronúcleo (Micronuclei assay) 

Duas gotas da suspensão celular foram transferidas para lâminas previamante lavadas e 

ainda molhadas, realizando um esfregaço, sendo mantidas na posição horizontal até a sua 
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secagem na temperatura ambiente. Após a secagem, as lâminas foram fixadas com etanol 

absoluto (P.A) por 5 minutos e, em seguida, lavadas em água corrente e submetidas à coloração 

com a utilização do corante Giemsa (Merck), o qual foi depositado de forma uniforme sobre as 

lâminas, por um tempo médio de 5 minutos, sendo, posteriormente, novamente lavadas com 

água corrente e secas à temperatura ambiente. 

 

Ensaio cometa (Comet assay) 

Cerca de 15 μL da suspensão celular foi homogeneizada em 100 μL de agarose de baixo 

ponto de fusão (LM) previamente aquecida em banho maria a 37 oC. Em seguida, o 

homogeneizado foi transferido para lâminas de vidros revestidas de agarose padrão, cobertas 

com lamínulas e incubadas por 10 minutos sob refrigeração a 4 oC. Após este período, as 

lamínulas foram removidas e as lâminas foram imersas em uma solução de lise por 2 horas sob 

refrigeração a 4oC. Transcorridas as duas horas, as lâminas foram submetidas a eletroforese (40 

V por 20 minutos e a 300 mA). Em seguida, as lâminas foram imersas em solução de 

neutralização por 15 minutos e, posteriormente, fixadas em solução de etanol absoluto por 5 

minutos. Em seguida, após a secagem, foram armazenadas em geladeira até o momento da 

coloração. Para coloração foi empregado o corante Gel Red (Biotarget GelRed®), onde 1 μL 

docorante foi homogeneizado em 1000 μL de água deionizada estéril (1 : 1000). As lâminas 

foram analisadas por microscopia de fluorescência (Olympus -Série BX) e em seguida, foram 

realiazadas as contagens celulares onde cerca de 100 células por indivíduos tratados foram 

analisados, sendo atribuídos escores de 0 – 4, conforme o nível de dano no nucleóide. 

 

Testes Estatísticos 
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 A homocedasticidade de todos os conjuntos de dados analisados foi foi testada pelo teste 

de Bartlett (nível de significância 0,05). 

Comparações entre os Índices de Danos, Frequências de Danos e Frequências de Células 

Micronucleadas apresentados para a Doxorrubicina e Prodigiosina foram realizadas através da 

ANOVA (nível de significância 0,05) para o total de danificação apresentado por concentração, 

em uma análise conjunta de todas as linhagens/concentração. As mesmas comparações foram 

realizadas pela ANOVA (nível de significância 0,05) para as linhagens tumorais e a linhagem 

normal independentemente. 

Para a comparação dos três parâmetros metodológicos em relação à cada linhagem 

celular e a concentração específica de cada droga foi testada pelo teste Qui-Quadrado (X2), com 

nível de significância 0,05. Foram considerados os valores obtidos nos tratamentos com a 

Doxorrubicin, para os três parâmetros analisados, os valores esperados para a análise do X2 . 

Esta medida arbitrária foi aplicada devido ao grande volume de informações disponibilizadas 

na literatura a respeito da comprovada ação genotóxica da doxorrubicina. 

 

 

Resultados 

 Todos os parâmetros de danificação genômica abordados neste estudo apresentaram 

uma relação dose-dependente tanto para os tratamentos com doxorrubicina quanto para aqueles 

com a prodigiosina (Tabelas 1, 2, e 3) 

Todos os tratamentos apresentaram normalidade (p>0,05) de seus dados, pelo teste de 

Bartlett. 
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 As comparações estabelecidas pela ANOVA para as análises conjuntas 

linhagem/concentração não apresentaram diferenças estatisticamente significativas entre o 

tratamento com Doxorrubicina em relação à Prodigiosina, em todos os parâmetros 

metodológicos avaliados. Estes resultados podem ser observados nas figuras 1e 3, pelos valores 

de p obtidos tanto para a ANOVA quanto para o teste a posteriori de Tukey. A mesma ausência 

de significância estatística foi observada quando as comparações foram realizadas por linhagem 

independentemente, em todos os parâmetros de danificação genômica avaliados (Figuras 2 e 

4). 

 Quando foram comparados os IDs, pelo teste de X2 , por linhagem e por concentração 

específica, as linhagens HL60 e BGMK apresentaram diferenças estatísticas significativas entre 

os dois tratamentos (Doxorrubicina e Prodigiosina) relativos à concentração IC50 de ambas as 

drogas, e as linhagens HL 60 e NCIH 279 para as concentrações relativas ao dobro do IC50. 

(tabela 4).  

 Nas mesmas comparações (X2) relativas às FDs, a linhagem HL 60 apresentou valores 

significativos tanto para a IC50 quanto para essa dose duplicada. A linhagem NCIH 279 

apresentou significncia estatística para a comparação realizada na dosagem duplicada em 

relação ao IC50. de ambas as drogas, enquanto a BGMK apresentou diferença significativa 

comparativa para a IC50. das mesmas (tabela 4).  

 Com a abordagem do parâmetro de danificação quanto ao número de células 

micronucleadas, as linhagens HL60 e NCIH279 demonstraram diferenças significativas nas 

comparações IC50. e sua dose em dobro (tabela 5). 
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Figura 1. Gráficos das ANOVA estabelecidas nas comparações entre os Índices de Danos, Frequências de Danos para o total 

de danificação apresentado por concentração, em uma análise conjunta de todas as linhagens/concentração. Valores p obtidos 

pelo teste a posteriori de Tukey para todas as comparações acima citadas. O nível de significância 0,05 foi aplicado a todos os 

testes. (a) Comparação dos Índices de Danos para a concentração de ambas às drogas relativas à metade do valor IC50 das 

mesmas; (b) Comparação dos Índices de Danos para a concentração de ambas às drogas relativas ao valor IC50 das mesmas; 

(c) Comparação dos Índices de Danos para a concentração de ambas às drogas relativas ao dobro do valor IC50 das mesmas; 

(d) Comparação das Frequências de Danos para a concentração de ambas às drogas relativas à metade do valor IC50 das mesmas; 

(e) Comparação das Frequências de Danos para a concentração de ambas às drogas relativas ao valor IC50 das mesmas; (f) 

Comparação das Frequências de Danos para a concentração de ambas às drogas relativas ao dobro do valor IC50 das mesmas; 

 

 

 

 

Tukey p=0,0984 

f 

 

a b 

Tukey p= 0,1539 

c d 

Tukey p= 0,1844 Tukey p=0,4934 

e 

Tukey p=0,0974 
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Discussão 

 A terapia antitumoral com agentes genotóxicos tem se destacado pela sua potencialidade 

na erradicação do tumor. Porém, essa terapia apresenta um custo para o organismo, uma vez 

que tais agentes podem ocasionar dados no DNA de células normais, comprometendo a 

qualidade de vida do indivíduo (Petkova et al, 2014; Cellera et al, 2014).  

Neste sentido, esforços tem sido empregados para a descoberta de drogas, 

principalmente as naturais, que apresentem um elevado potencial antitumoral com relativa 

seletividade. Com este objetivo, o presente estudo comparou a genotoxicidade das drogas 

doxorrubicina e prodigiosina, na tentativa de caracterizar qual das mesmas se enquadra no 

pressuposto acima. 

 De maneira geral, ambas as drogas equipararam-se, em relação à sua ação genotóxica 

nas linhagens tumorais e normal, quando foram realizadas comparações em um nível mais 

amplo, como demonstraram os resultados obtidos. Provavelmente, essa similaridade se deva ao 

mecanismo de indução de danificação genômica de ambas as drogas, serem similares. Tanto a 

doxorrubicina quanto a prodigiosina são agentes intercalantes do DNA, com ação inibitória das 

topoisomerases I e II, com consequente danificação genômica (Montaner et al, 2003; 

Palchaudhuri e Hergenrother, 2007; Marverti et al, 2008; Miskovic et al, 2013). 
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Tabela 1. Índices de Danos Genômicos apresentados por linhagem celular em relação às 

diferentes concentrações (g / mL) de Doxorrubicina e Prodigiosina. 

          

          

Doxorrubicina Prodigiosina 

  

  

Linhagens celulares Linhagens celulares 

  

  

g / mL HL60 NCIH279 MCF7 BGMK g / 

mL 

HL60 NCIH279 MCF7 BGMK 

0,1 26 21 14 32 1,7 25 14 17 22 

0,2* 52 35 29 56 3,4* 34 28 27 37 

0,4 80 68 42 76 6,8 54 55 39 60 

          

*IC50 

Tabela 2. Frequências de Danos Genômicos apresentados por linhagem celular em relação 

às diferentes concentrações (g / mL) de Doxorrubicina e Prodigiosina. 

          

          

Doxorrubicina Prodigiosina 

  

  

Linhagens celulares Linhagens celulares 

  

  

g / mL HL60 NCIH279 MCF7 BGMK g / 

mL 

HL60 NCIH279 MCF7 BGMK 

0,1 22 16 11 21 1,7 18 11 13 18 

0,2* 37 26 22 40 3,4* 23 19 20 27 

0,4 52 49 29 52 6,8 34 31 26 40 

          

*IC50 
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Tabela 3. Números de células micronucleadas apresentados por linhagem celular em relação às 

diferentes concentrações (g / mL) de Doxorrubicina e Prodigiosina. 

          

          

Doxorrubicina Prodigiosina 

  

  

Linhagens celulares Linhagens celulares 

  

  

g / mL HL60 MCF7 NCIH279 BGMK g / 

mL 

HL60 MCF7 NCIH279 BGMK 

0,1 20 14 20 23 1,7 12 8 17 16 

0,2* 24 21 44 43 3,4* 21 18 29 30 

0,4 37 33 76 68 6,8 38 27 40 48 

          

*IC50 

 

Tabela 4. Valores de p, obtidos pelo X2, para a comparação dos Índices e Frequências de Danos 

Genômicos apresentados por linhagem celular em relação às diferentes concentrações (g/mL) de 

Doxorrubicina e Prodigiosina. 

          

          

Índice de Danos Frequência de Danos 

  

  

Linhagens celulares Linhagens celulares 

  

  

g / mL 

(D/P) 

HL60 NCIH279 MCF7 BGMK g / mL 

(D/P) 

HL60 NCIH279 MCF7 BGMK 

0,1/1,7 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 0,1/1,7 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 

0,2/3,41 p<0,025* p>0,05 p>0,05 p<0,025* 0,2/3,41 p<0,025* p>0,05 p>0,05 p<0,05 

0,4/6,8 p<0,001* p<0,001* p>0,05 p>0,05 0,4/6,8 p<0,025* p<0,01* p>0,05 p>0,05 

          

(D/P) doxorrubicina/prodigiosina; 1. IC50; * valores significativos (nível de significância 0,05) 
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Tabela 5. Valores de p, obtidos pelo X2, para a comparação dos números de células 

micronucleadas apresentados por linhagem celular em relação às diferentes concentrações 

(g/mL) de Doxorrubicina e Prodigiosina 

 

   D/P) doxorrubicina/prodigiosina; 1. IC50; * valores significativos (nível de significância 0,05) 

 

 

 

Entretanto, quando as comparações foram estabelecidas de maneira mais refinada, ou 

seja, por linhagem celular, particularidades foram observadas em relação à resposta genotóxica 

de ambas as drogas. Lesões no DNA e o seu mecanismo de reparo podem depender da origem 

do tumor, da capacidade individual de reparo do DNA, e da droga utilizada (Skorski, 2002; 

Petkova et al, 2014). Os resultados obtidos apontam para essa relação, onde a linhagem HL 60 

apresentou maior sensibilidade para ambos os tratamentos na concentrações IC50 e seu dobro, 

em todos os parâmetros de danificação genômica avaliados, sendo os maiores danos observados 

no tratamento com a doxorrubicina. A linhagem NCIH 279 respondeu com maiores índices e 

frequências de danos provocados pela doxorrubicina apenas na concentração do dobro de IC50. 

Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre os dois tratamentos, em 

todas as dosagens, para a linhagem tumoral MCF 7. 

A grande preocupação quanto à danificação genômica induzida por ambas as drogas e 

o seu balanço entre a ação tumoral e a seletividade celular, pode ser atribuída ao fato de que as 

células normais são também induzidas ao mesmo tipo de danificação induzida nas células 

     D/P (g / mL) Linhagens celulares 

     

 HL60 MCF7 NCIH279 BGMK 

0,1/1,7 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 

0,2/3,41 p<0,05* p>0,05 p<0,025* p>0,05 

0,4/6,8 p<0,025* p>0,05 p<0,001* p>0,05 



179 

tumorais. (Ptekova et al, 2014). Esta tipo de danificação pode ser observado na linhagem normal 

BGMK, onde as IC50 foram capazes de induzir uma maior danificação, em ambos os 

tratamentos. O tratamento com a doxorrubicina se destacou quantitativamente na indução de 

danos nestas células, conforme as diferenças estatísticas observadas para os IDs e FDs, 

comparativamente ao tratamento com a prodigiosina. Covém ressaltar que apesar de não terem 

sido observadas diferenças estatística entre ambos os tratamentos, quando se refere ao dobro da 

IC50 , as células normais apresentaram um elevado grau de danificação induzido por ambas as 

drogas, com um nível mais acentuado favorecendo o tratamento com a doxorrubicina. Este 

resultado sugere uma maior ação seletiva tumoral por parte da prodigiosina, estando de acordo 

com várias pesquisas já realizadas (Montaner et al, 2000; Montaner e Pérez-Tomás, 2001; 

Campás et al, 2003). Entretanto, os maiores valores de danificação genômica encontrados na 

linhagem BGMK em comparação às linhagens tumorais, observados em relação a todas as 

concentrações de prodigiosina avaliadas, sugerem uma baixa seletividade tumoral desta droga. 

Porém, quando esta comparação se realiza em relação à danificação induzida por ambas as 

drogas na linhagem celular normal, os valores mais altos são observados, em geral, nos 

tratamentos com a doxorrubicina, sugerindo uma menor seletividade tumoral comparativa à da 

prodigiosina. 

 A doxorrubicina, além de provocar danos no DNA pela inibição das 

topoisomerases I e II, pode induzir danificação genômica por outros mecanismos. Segundo 

Akman et al., (1992) e Manjanatha e colaboradores (2014), a doxorrubicina pode atuar 

indiretamente na indução de danos na molécula de DNA. Esse efeito é uma consequência da 

produção de radicais livres através da reação de oxidação da droga ou a interação da droga com 

ferro livre no citossol. A metabolização da doxorrubicina no fígado é acompanhada pela 

produção de superóxido, que pode desencadear uma série de reações que geram radicais 

hidroxila altamente tóxicos. (Herman et al,1998; Mizutani et al, 2003; Todorova et al, 2010), 
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reativos à molécula de DNA. Assim, os resultados observados para o tratamento com a 

doxorrubicina, apontam para uma maior toxicidade desta droga, mediante aos seus diversos 

mecanismos atuantes para a danificação do material genético celular, independente da 

transformação malígna. 

  

 

Conclusão 

As comparações estabelecidas no presente estudo podem contribuir para o melhor 

direcionamento das terapias genotóxicas, mediante a identificação de drogas com menor 

toxicidade sistêmica e maior seletividade tumoral. 
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Resumo 

A prodigiosina é um pigmento vermelho natural produzido por Serratia marcescens que 

pertence a família das prodigininas. Este metabólito secundário é caracterizado quimicamente como 

sendo um alcaloide de estrutura química C20H25 N3O cujo peso molecular é igual a 323. Nos últimos 

anos, tem sido observados muitos estudos sobre este pigmento devido as suas diversas atividades 

biológicas tais como antibacteriana, antifúngica, antimalárica, algicida e antitumoral sendo observados 

efeitos apoptóticos e genotóxicos em linhagens celulares tumorais. Com base no descrito acima o 

presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito genotóxico da prodigiosina em Drosophila 

melanogaster. Inicialmente, foram realizados cultivo in vitro de D. melanogaster (macho e fêmea) para 

posterior acasalamento e obtenção das larvas. Os organismos adultos foram incubados por 11 dias a 30 
oC juntamente com a adição da prodigiosina em diferentes concentrações (2, 5 e 10 μM/mL) em meio 

de cultura complexo. Em seguida, foram obtidas as larvas onde estas foram lavadas e separadas para 

posterior extração da hemolinfa e isolamento dos hemócitos. Após a obtenção dos hemócitos, foi 

realizado o ensaio de genotoxicidade, ensaio cometa. Foram observados significativos efeitos 

genotóxicos para a prodigiosina em D. melanogaster, evidenciado pelo índice de dano (ID) e frequência 

de dano  (FD) observados em todos os tratamentos. Foi observado um aumento linear do ID e FD em 

relação ao aumento da concentração de prodigiosina. Contudo, o mesmo comportamento não foi 

observado para alguns grupos de D. melanogaster onde observou-se que na concentração de 10  μM/mL 

houve uma significativa diminuição do  ID e FD, sugerindo a resistência destes grupos estudados. 

Efeitos citotóxicos foram evidenciados pela observação da retardo do desenvolvimento larval. A 

prodigiosina é um forte agente genotóxico induzindo danificação direta ao DNA nuclear de Drosophila 

melanogaster e ainda, interferindo no ciclo biológico celular induzindo retardos do desenvolvimento 

larval. Assim, as evidências dos efeitos genotóxicos observados nos hemócitos de D. melanogaster, aqui 

demonstrados, sugerem a necessidade de maiores investigações sobre os reais efeitos da prodigiosina 

em células normais, para melhor assegurar a eficiência seletiva desta droga como um agente antitumoral. 

Palavras-Chave: Genotoxicidade. Ensaio cometa. Drosophila melanogaster. 
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Introdução 

 A prodigiosina é um pigmento vermelho natural produzido pela bactéria Serratia 

marcescens. Este trata-se de um alcalóide de estrutura química (Figura 1) correspondente a 

C20H25N3O e peso molecular de 324 m/z. Este pigmento vermelho pertencente à família das 

prodigininas, cujos membros apresentam em comum três anéis pirróis em sua estrutura química 

(Guryanov et al., 2013). Devido às suas diversas propriedades biológicas, tais como 

antimicrobianas, algicida, antitumoral induzindo apoptose em linfócitos T e B, antimalarial, 

antitripanossomídeo, efetividade no controle biológico de pragas e ainda o seu emprego como 

pigmento para tingir tecidos, látex e plásticos como o polietileno (PET), a prodigiosina tem 

despertado o crescente interesse pela sua potencial utilização nas diversas áreas como médica, 

farmacêutica, ambiental e industrial (Campás et al., 2003; Pérez-Tomáz and Viñas, 2010; 

Montaner et al., 2005; Genes et al., 2011; Lu et al., 2012; Venil et al., 2013). 

Bactérias do gênero Serratia sp, produtoras de prodigiosina, podem ser encontradas 

oportunamente colonizando, de forma patogênica, o trato gastrointestinal de insetos como 

Coleoptera, Hymenoptera, Lepidopetera e Diptera e, desta forma, induzir efeito citotóxico para 

estas classes (Sikorowski et al., 2001). Em adicional, Rahul e colaboradores (2014), 

demonstraram a citotoxicidade da prodigiosina em insetos da classe Lepdoptera, família 

Noctuidade. 

A propriedade antitumoral da prodigiosina tem se destacado entre as pesquisas devido 

à sua ação específica e direcional às células tumorais. Estudos têm relatado pouca toxicidade 

da prodigiosina para as células normais, conferindo, assim, grande vantagem para a utilização 

desta droga como um agente anticâncer (Pandey et al, 2009; Pérez-Tomás e Viñas, 2010; Hsieh 

et al, 2012). 
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Um outro gênero de insetos bastante estudado é o Drosophila sp, no qual destaca-se a 

espécie D. melanosgaster, por ser um modelo animal empregado, há muito tempo, em estudos 

de transmissão dos caractéres hereditários, ligações cromossômicas, efeitos genéticos das 

radiações, interações genéticas, aberrações cromossômicas e mudanças evolutivas em 

populações (Freire-Maia e Pavan, 1949; Strickberger, 1962; Lee et al, 2013;Singh et al, 2013; 

Lavington et al, 2014; Campos 2014). 

Neste sentido, com base na observação das inúmeras atividades biológicas descritas 

para a prodigiosina, bem como seus efeitos citotóxicos e, principalmente, a sua questionável 

ação direcional e específica para células tumorais, este trabalho teve por objetivo investigar os 

efeitos genotóxicos, da prodigiosina, utilizando o modelo animal em Drosophila 

melanosgaster, tendo em vista que os resultados aqui obtidos podem ser extrapolados para 

outros organismos. 

 

Material e Métodos 

Cultivo in vitro de Drosophila melanogaster 

Este protocolo de cultura seguiu o método descrito por Ui e colaboradores (1989) e 

Moraes e colaboradores (2012). Cerca de  (quantos machos e quantas fêmeas?) moscas 

(Drosophila melanogaster) foram cultivadas em laboratório, em frascos de vidro, contendo 

meio de cultura (25g farinha de milho, 10g farinha de centeio, 5g ágar, 500mL água destilada, 

1g nipagim dissolvido em álcool, 50g fermento biológico e 50g de açúcar), e a prodigiosina em 

diferentes concentrações (2, 5  e 10 μM/ mL), sendo mantidas a temperatura ambiente (± 30oC). 

Cada frasco recebeu a quantidade 15mL de meio e 0,4mL da substância teste. Cada um dos 

tratamentos, incluindo o grupo controle (ausência de prodigiosina no meio) foi realizado em 

triplicata. A obtenção das larvas em terceiro estágio (E3) ocorreu após onze dias de exposição 
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do adulto à prodigiosina. Para extração da hemolinfa, retirou-se do frasco 60 larvas, as quais 

foram lavadas por duas vezes com água destilada e logo após foram refriadas a 4oC por 1 

minuto. Logo após o resfriamento as larvas foram postas em placas multipoços (6 poços/placa), 

previamente sendo adicionada às mesmas uma solução de EDTA (200mL de água destilada, 

14,89g de EDTA, ~3g de NaOH para ajuste final do pH igual a 10), para evitar a coagulação 

da hemolinfa. Em seguida, as larvas foram levadas ao microscópio estereoscópico (Lupa) e, 

com a ajuda de um bisturi (Lâmina de aço de 11 mm para procedimentos cirúrgicos) e uma 

pinça de relojoeiro no5, foi feito o corte lateral na cutícula de cada indivíduo, permitindo o 

escoamento da hemolinfa. Logo em seguida, todo material depositado no fundo da placa 

multipoços foi retirado com a ajuda de uma micropipeta e colocado em tubos de 

microcentrífuga (1,5 mL), sendo, posteriormente, centrifugados. A hemolinfa de cada indivíduo 

contribuiu para a formação de um pool celular por tratamento, uma vez que a hemolinfa dos 

mesmos foram colocadas em um mesmo frasco. Esta metodologia se fez necessária devido ao 

baixo volume de hemolinfa obtido de cada indivíduo.O volume final de cada tubo contendo a 

solução de EDTA e a hemolinfa foi equivalente a 0,5 mL. O mesmo foi submetido à 

centrifugação por duas vezes a 3000 rpm por 3 minutos. Sendo descartado o sobrenadante na 

primeira lavagem, completou-se o volume com EDTA (0,5 mL) para a segunda centrifugação. 

Esse procedimento se faz necessário para que após a lavagem celular todas as impurezas sejam 

eliminadas, aumentando a qualidade das amostras.  

 

Ensaio de genotoxicidade  em D. melanogaster 

A avaliação da danificação genômica foi realizada pelo Ensaio Cometa, segundo Singh 

e colaboradores (1988) com modificações. Cerca de 30μL da suspensão celular foi 

homogeneizada em 100μL de agarose de baixo ponto de fusão (LM), previamente aquecida em 
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banho maria a 37oC. Em seguida, o homogeneizado foi transferido para lâminas de vidros 

revestidas de agarose padrão, cobertas com lamínulas e incubadas por 15 minutos sob 

refrigeração a 4oC. Após este período, as lamínulas foram removidas e as lâminas foram imersas 

em uma solução de lise por 72 horas, sob refrigeração a 4oC. Transcorridas as duas horas, as 

lâminas foram submetidas a eletroforese (34V por 20 minutos e a 300mA). Em seguida, as 

lâminas foram imersas em solução de neutralização por 15 minutos e, posteriormente, fixadas 

em solução de etanol absoluto por 5 minutos. Em seguida, após a secagem, foram armazenadas 

em geladeira até o momento da coloração. Para coloração foi empregado o corante Gel Red 

(Biotarget GelRed®), onde 1μL do corante foi homogeneizado em 1000μL de água deionizada 

estéril (1:1000). As lâminas foram analisadas por microscopia de fluorescência (Imager M2 

ZEISS), realizando as contagens celulares, onde cerca de 500 células por pool celular foram 

analisados, sendo atribuídos escores de 0 – 4, conforme o nível de dano no nucleóide. 

 

Análise dos dados 

O Índice de Danos e a Frequência de Danos obtidos no Ensaio Cometa foram 

estabelecidos para todos os tratamentos.  A homocedasticidade das amostras foram testadas 

pelo Teste de Bartlett, com nível de significância 0,05. Para a comparação das amostras foi 

empregado o teste ANOVA (nível de significância 0,05).  

 

 

Resultados 

 A homocedasticidade dos dados obtidos, tanto para o Índice de Danos quanto para 

Frequência de Danos, foi testada pelo teste de Bartlett. Em todos os casos, os dados 
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apresentaram distribuição normal (p>0,05) sendo os dados, portanto, submetidos à comparação 

pela ANOVA. 

 Os valores do ID e FD nos diferentes tratamentos estão demonstrados na tabela 1. 

A análise comparativa em relação ao grupo controle, para o ID e a FD, mostrou 

resultados significativos (p<0,05) na análise conjunta (Figura 1 e 2). 

 Pelo teste a posteriori de Tukey, observou-se que o tratamento na concentração 

5μM/mL não apresentou diferença significativa para ambos os parâmetros (ID e FD; p>0,05) 

em relação ao grupo controle (tabela 2). Da mesma maneira, a comparação entre o tratamento 

10 μM/mL e o grupo controle não apresentou diferença significativa para o parâmetro FD, 

apesar do valor de p (p=0,06) estar muito próximo do nível de significância (p<0,05). 

 A comparação entre os tratamentos 2 μM/mL, 5 μM/mL e 10 μM/mL para o ID não 

apresentaram diferenças significativas. Porém, a mesma comparação estabelecida para FD 

mostrou diferenças significativas entre os tratamentos 2 μM/mL e 5 μM/mL. 

 Foi observada uma mortalidade diferencial larval no tratamento 5 μM/mL em relação 

aos demais. Porém, esse dado não foi quantificado.  

 

Discussão 

 As gerações mais recentes de medicamentos têm focado na minimização de efeitos 

colaterais, apresentando seletividade para o seu sítio de ação. Neste sentido, é crescente a 

preocupação com a elaboração de drogas antitumorais com efeito seletivo para linhagens 

celulares anormais. (Palchaudhuri e Hergenrother, 2007; Lu et al, 2012) A prodigiosina se 

encontra entre os produtos naturais com aplicação seletiva no tratamento do câncer (Yamamoto 
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et al, 2000; Campás et al, 2003; Soto-Cerrato et al, 2004; Palchaudhuri e Hergenrother, 2007; 

Pérez-Tomás e Viñas, 2010; Lu et al, 2012). 

Visando testar a real seletividade de ação da prodigiosina, principalmente pela sua 

utilização no tratamento do câncer, o presente estudo focou na possível ação genotóxica desta 

droga em células normais, utilizando o modelo animal Drosophila melanogaster. Os resultados 

apresentados sugerem uma ação não seletiva da prodigiosina, tendo em vista que as diferentes 

concentrações da prodigiosina, aqui avaliadas, foram capazes de causar danos no material 

genético dos hemócitos de D. melanogaster, evidenciados pelo Índice de Dano (ID) e 

Frequência de Danos (FD) dos nucleóides observados no Ensaio Cometa.  

 Vários mecanismos têm sido propostos para explicar a atividade antitumoral da 

prodigiosina, entre os quais a morte celular por apoptose induzida ou não por danificação 

genômica tem se destacado (Campás et al, 2003; Montaner et al, 2005; Palchaudhuri e 

Hergenrother, 2007; Lu et al, 2012). A danificação genômica causada pela prodigiosina se deve 

à sua característica de agente intercalante na molécula de DNA. Sem discriminação entre 

regiões AT e CG, porém com afinidade às regiões com pares de bases alternantes (Montaner et 

al, 2005). Como consequência de sua ligação ao DNA, a prodigiosina inibe a ação das 

Topoisomerases I e II, resultando em quebras na molécula de DNA, principalmente as quebras 

na dupla-fita (DBS). Tais quebras puderam ser quantificadas no presente estudo, pela avaliação 

dos diferentes escores de danificação genômica observados em todos os tratamentos avaliados. 

Não foi observada uma associação dose-resposta das concentrações avaliadas, onde a maior 

quantificação relativa de danos foi observada na concentração 2 μM/mL, como demonstrada 

pelas médias relativas dos diferentes níveis de danos (escores 1-4) e pelas discrepâncias das 

diferenças significativas em relação ao grupo controle observadas, como demonstradas pelo 

teste a posteriori de Tukey.  
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 Considerando a concentração 5 μM/mL, a falta de significância estatística observada 

para ambos os parâmetros analisados (ID e FD), apontam para uma associação com a 

mortalidade larval diferencial observada e a provável presença de indivíduos resistentes à 

droga. Embora células possam se adaptar a baixos níveis de danificação irreparável, uma única 

DBS pode ser suficiente para matar a célula se a mesma inativar genes essenciais ou induzir a 

apoptose (Khanna e Jackson, 2001), uma vez que o reparo deste tipo de lesão é intrinsicamente 

mais difícil que de outros tipos de danos no DNA (Pérez-Tomás e Viñas, 2010). Assim, a 

mortalidade larval observada nesta concentração sugere uma associação com a danificação 

genômica evidenciada nos espécimes de D. melanogaster, nos seus primeiros estágios de 

desenvolvimento, em função da provável letalidade causada pela mesma. 

 A exposição crônica à prodigiosina, como a empregada neste estudo, também pode 

contribuir para a mortalidade e à resistência à droga (Patil et al, 2011). Portanto, da mesma 

forma que a mortalidade possa ter levado às similaridades (valores de p sem diferença 

estatisticamente significantes – tabela 2) do ID e FD de alguns tratamentos empregados (5 

μM/mL e 10 μM/mL) em relação ao grupo controle, a presença de indivíduos mais resistentes 

pode ter contribuído para os resultados observados. Esse feito de resistência também pode ser 

atribuído às menores médias relativas observadas para o ID e o FD dos tratamentos 5 μM/mL 

e 10 μM/mL em comparação à média do tratamento 2 μM/mL (tabela 1). 

 Vários estudos têm demonstrado a ação seletiva da prodigiosina (Montaner e Pérez-

Tomás, 2001; Pandey et al, 2009; Pérez-Tomás e Viñas 2010; Chang et al, 2011), com seus 

efeitos sendo direcionados para as células tumorais. 

 Quanto aos efeitos genotóxicos da prodigiosina, Guryano e colaboradores (2013) não 

encontraram ação genotóxica significativa da droga em células sanguíneas de camundongos 

(teste do Micronúcleo) e em cepas de S. typhimurium (teste Ames). 
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 Os dados acima citados se contrapõem aos resultados obtidos na presente investigação 

experimental, sugerindo que cautela deva ser empregada na utilização da prodigiosina para fins 

terapêuticos. Isto se deve às diferentes respostas célula-específicas ao estímulo da prodigiosina 

(Lu et al, 2012), da história evolutiva dos sistemas de reparo nos diferentes organismos que 

levaram à variação intraespecífica e interespecífica dos mesmos (Aravind et al, 1998; Kumar 

et al, 2013; Kienzler et al, 2013), bem como o estágio de desenvolvimento do organismo (Patil 

et al, 2011). 

 Assim, as evidências dos efeitos genotóxicos observados nos hemócitos de D. 

melanogaster, aqui demonstrados, sugerem a necessidade de maiores investigações sobre os 

reais efeitos da prodigiosina em células normais, para melhor assegurar a eficiência seletiva 

desta droga como um agente antitumoral. 
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Tabela 1. Evidência de danificação genômica em larvas de D. melanogaster após 11 dias de 

exposição a diferentes concentrações de prodigiosina ( 2; 5 e 10 μM/ mL). 

 

 

 

Concentração 

(μM/ mL) 

 

Níveis de Danificação  

Índice e 

frequência de 

danificação 

genômica 

  

       

Dano 0 Dano 1 Dano 2 Dano 3 Dano 4 *ID **FD% 

        

        

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 15,33 41,33 55,0 16,67 329,67 128,33 

        

*ID (Índice de dano) **FD% (Frequência de dado). 
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Figura 2. Gráfico da análise comparativa (ANOVA) dos 

Frequência de Danos entre os tratamentos com 2; 5 e 10 

μM/ mL de prodigiosina e o grupo controle, observados em 

hemócitos de D. melanogaster. Nível de significância 0,05. 

Figura 1. Gráfico da análise comparativa (ANOVA) dos 

Índices de Danos entre os tratamentos com 2; 5 e 10 μM/ 

mL de prodigiosina e o grupo controle, observados em 

hemócitos de D. melanogaster. Nível de significância 0,05. 
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Conclusão 

A prodigiosina apresentou um forte efeito genotóxico induzindo danificação direta ao 

DNA nuclear de Drosophila melanogaster e ainda, interferindo no ciclo biológico celular 

produzindo retardos do desenvolvimento larval. Assim, as evidências dos efeitos genotóxicos 

observados nos hemócitos de D. melanogaster, aqui demonstrados, sugerem a necessidade de 

maiores investigações sobre os reais efeitos da prodigiosina em células normais, para melhor 

assegurar a eficiência seletiva desta droga como um agente antitumoral. 

 

Tabela 2. Valores de p obtidos pela análise a posteriori de Tukey para o Índice de Danos e a 

Frequência de Danos mediantes à exposição de hemócitos de D. melanogaster a diferentes 

concentrações de prodigiosina ( 2; 5 e 10 μM/ mL). 

    

Índice de Danos  Frequência de Danos 

           

Tratamentos 

(μM/ mL) 

 Tratamentos 

(μM/ mL) 

 

 0* 2  5 10    0* 2 5 10 

           

0* - 0,0049** 0,2648 0,0109**  0* - 0,0062** 0,4621 0,0612 

2 0,0049** - 0,0697 0,9184  2 0,0062** - 0,0470** 0,3728 

5 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        **Valores Significativos;  Nível de Significância 0,05 
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Resumo 

A crescente preocupação com a saúde e meio ambiente tem estimulado as pesquisas relativas a 

métodos alternativos do controle de pragas e doenças. Desde o século passado, a produção de pesticidas 

tem crescido exponencialmente ano a ano. Os riscos da utilização indiscriminada desses produtos não 

se limitam à saúde humana, mas atingem também os mananciais de água, o solo, o ar e outros 

organismos, podendo se dispersar no ambiente e se acumular nos organismos, causando danos imediatos 

e em longo prazo. Visando criar estratégias alternativas ao uso de inseticidas, muitos produtos naturais 

de origem microbiana já vem sendo empregado como controle biológico de pragas pelo efetivo potencial 

de ação e pela baixa toxicidade ao meio ambiente. Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo 

avaliar a ação inseticida da prodigiosina produzida por Serratia marcescens UFPEDA 398 frente a 

Drosophila melanogaster. Inicialmente, foram realizados cultivo das D. melanogaster in vitro onde em 

frascos contendo meio de cultura celular suplementado com farinha de milho  de centeio e e a 

prodigiosina (2, 5 e 10 μM/ mL) e em seguida incubados a 30 oC por 11 dias. Após este período 

obtiveram-se as larvas de D. melanogaster onde estas foram quantificadas e em seguida tiveram as 

hemolinfas extraídas para análises de genotoxicidade dos hemócitos. Para a avaliação da genotoxicidade 

da prodigiosina foi empregado o ensaio cometa (Comet Assay). Foi observado efeito genotóxico para a 

prodigiosina com base nos achados para o índice de dano (ID) e frequência de dano (FD). A comparação 

entre os tratamentos 2μM/mL, 5μM/mL e 10μM/mL para o ID não apresentaram diferenças 

significativas. Porém, a mesma comparação estabelecida para FD mostrou diferenças significativas entre 

os tratamentos 2μM/mL e 5μM/mL. Foi observada uma mortalidade diferencial larval no tratamento 5 

μM/mL em relação aos demais. Foi observado um atraso no desenvolvimento larval em relação ao grupo 

controle, sendo alcançado o terceiro estágio larval cerca de 72h após o grupo controle ter alcançado o 

mesmo estágio. Neste sentido, com base nos dados obtidos, a prodigiosina apresentou ação genotóxica 

as larvas de D. melanogaster sendo evidenciado efeito retardatário do desenvolvimento larval, o que 

demosntra o potencial de áção tóxico da prodigiosina e sugerindo em estudos futuros uma melhor 

elucidação dos mecanismos tóxicos a indução da expressão genética nos organismos a fim de otimizar 

o seu potencial de ação. 

Palavras-Chave: Genotoxicidade. Prodigiosina. Drosophila melanogaster 
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Introdução 

 A crescente preocupação com a saúde e meio ambiente tem estimulado as pesquisas 

relativas a métodos alternativos do controle de pragas e doenças (Asano et al, 1999; Patil et al, 

2011a, 2013). 

 O surgimento do primeiro pesticida sintético ocorreu em 1874, o Bis(4-chlorophenol)-

1,1,1- trichloroethane (DDT), o qual era utilizado no controle de pragas na agricultura e vetores 

de doenças. Atualmente, o DDT, apesar da sua alta toxicidade e persistência no ambiente, ainda 

é aplicado na erradicação da malária (Duarte, 2002; Goodrick, 2014). Assim, desde o século 

passado, a produção de pesticidas tem crescido exponencialmente ano a ano (Galli, 2006). 

Os riscos da utilização indiscriminada desses produtos não se limitam à saúde humana, 

mas atingem também os mananciais de água, o solo, o ar e outros organismos, podendo se 

dispersar no ambiente e se acumular nos organismos, causando danos imediatos e em longo 

prazo (Sugeng et al, 2013; Androutsopoulos et al, 2013; Bhandari, 2014; Cassal et al, 2014; 

Seth, 2014; Mehrpour et al, 2014; Zhan e Zhang, 2014). 

 Muitos desses pesticidas têm sido retirados do mercado por razões econômicas devido 

à maior pressão seletiva causada e o desenvolvimento de resistência mais rapidamente que os 

demais produtos (Kaufman et al, 2011), forçando a industrialização de novos compostos 

(Duarte, 2002). 

 Como alternativa ao uso de pesticidas sintéticos, pesquisadores têm buscado produtos 

naturais que sejam biodegradáveis, com alta compatibilidade ao ambiente, com alta diversidade 

química e que ofereçam potencial para várias aplicações (Patil et al, 2011a, 2012; Venil et al, 

2013). Neste contexto, com relação à saúde pública e ambiental, grandes esforços têm sido 

despendidos na detecção de produtos naturais que possam ser utilizados contra insetos vetores 

e pragas (Amer e Mehlborn, 2006). Entre tais produtos se encontram as substâncias resultantes 
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de microrganismos que, por serem mais seletivas que os inseticidas químicos, conferem uma 

alternativa segura e ecologicamente adequada para o controle biológico de pragas e vetores 

(Abdel-Baky e Abdel-Salam, 2003). Tais produtos microbianos atuam interrompendo o 

mecanismo de transmissão de doenças e disseminação de pragas através da morte dos insetos 

no nível de comunidade (Patil et al, 2011b). 

 O gênero Serratia possui muitas espécies (Holt et al, 1994). Várias linhagens de Serratia 

têm mostrado efeitos letais para alguns insetos quando ingeridas em altas doses, mas, em alguns 

casos, as linhagens podem ser altamente virulentas em baixas doses, causando a morte larval 

em 2-3 dias com sintomas similares a uma infecção viral (Steinhaus, 1959; Sikorowski et al, 

2001; Lysyk et al, 2002).Tais linhagens são capazes de produzir a prodigiosina (5[(3- methoxy-

5- pyrrol -2- ylidene) methyl] -2- methyl -3- pentyl – 1Hpyrrole), um pigmento vermelho, que 

se constitui de um alcalóide metabólico secundário, insolúvel em água (Patil et al, 2011a).  

 Serratia marcescens é um entomopatógeno oportunista e persistente no canal alimentar 

de insetos capaz de sintetizar a prodigiosina (Inglis e Lawrence, 2001). Essa substância pode 

produzir efeitos letais e subletais nos insetos, bem como reduzir a longevidade do adulto e 

mortalidade larval (Patil et al, 2011a, 2011b, Liang et al, 2013). 

 Além da atividade inseticida, a prodigiosina apresenta característica antibacteriana, 

antimicótica, imunomoduladora, antimalárica e antitumoral (Frustner, 2003; Pérez-Tomás e 

Viñas, 2010; Lu et al, 2012), além de sua utilidade na coloração têxtil (Venil et al, 2013). 

 O mecanismo de ação da prodigiosina tem recebido considerável atenção como um 

indutor de apoptose (Campás et al, 2003; Pérez-Tomás e Viñas, 2010; Patil et al, 2011a). Essa 

indução apoptótica pode ser mediada por uma série de ações celulares, tais como a acidificação 

intracelular, danificação genômica, modulação da transdução de sinais e a interrupção do ciclo 

celular (Pérez-Tomás e Viñas, 2010). A morte celular que se segue à danificação genômica não 
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é meramente uma consequência da inativação do genoma, mas sim da ativação de complexas 

reações enzimáticas induzidas pela instabilidade genômica, que podem levar à apoptose, 

necrose, autofagia e outras formas de morte celular (Roos e Kaina, 2006). Embora as células 

possam se adaptar a baixos níveis de danos irreparáveis no genoma, uma única quebra na dupla 

fita de DNA pode ser suficiente para matar a célula, se a quebra inativar genes essenciais ou de 

indução da apoptose (Khanna e Jackson, 2001). 

 Tendo em vista os mecanismos acima citados, e pelo fato de que danos no genoma 

correspondem a uma ameaça constante à fidelidade da transmissão das informações genéticas 

à prole, bem como à sobrevivência de indivíduos (Ciccia e Elledge, 2010), o presente estudo 

objetivou quantificar os danos no DNA de Drosophila melanogaster, decorrentes da exposição 

a diferentes concentrações de prodigiosina. Desta maneira, os resultados obtidos poderão 

contribuir para a elucidação dos mecanismos de ação da prodigiosina, no que diz respeito à sua 

ação inseticida. 

 

Material e Métodos 

Obtenção da prodigiosina 

 A prodigiosina, produzida pela linhagem bacteriana Serratia marcescens UFPEDA 398, 

foi gentilmente cedida pelo Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de 

Pernambuco. 

Cultivo in vitro de Drosophila melanogaster 

Os espécimes de Drosophila melanogaster foram cultivadas segundo o método descrito 

por Ui e colaboradores (1989) e Moraes e colaboradores (2012). Drosophila adultas de ambos 

os sexos foram mantidas em laboratório, em frascos de vidro, contendo meio de cultura (25 g 



203 

farinha de milho, 10 g farinha de centeio, 5 g ágar, 500 mL água destilada, 1 g nipagim 

dissolvido em álcool, 50 g fermento biológico e 50 g de açúcar) e a prodigiosina nas 

concentrações 2, 5 e 10 μM/ mL. Cada frasco recebeu a quantidade 15 mL de meio e 0,4 mL 

da substância teste. Os frascos foram mantidos a temperatura ambiente (30 oC).  

Após onze dias de exposição do adulto ao meio, foi realizada a coleta das larvas em 

terceiro estágio (E3) exposição do adulto ao meio para extração da hemolinfa. Neste 

procedimento 60 larvas de cada frasco foram retiradas e lavadas duas vezes com água destilada. 

Logo após a lavagem, as mesmas foram refriadas a 4oC por 1 minuto para a diminuição 

metabólica das mesmas, facilitando o seu manuseio. Seguindo o resfriamento, as larvas foram 

postas em placas multipoços (6 poços/placa) previamente sendo adicionada a solução de EDTA 

(200 mL de água destilada, 14,89 g de EDTA, 3 g de NaOH para ajuste final do pH igual a 10), 

para evitar a coagulação da hemolinfa. Visualizando as larvas no microscópio estereoscópico 

(Lupa), com a ajuda de um bisturi (Lâmina de aço de 11 mm para procedimentos cirúrgicos) e 

uma pinça de relojoeiro no5 foi realizado o corte lateral na cutícula de cada indivíduo. A 

hemolinfa depositada no fundo da placa multipoços foi retirada com a ajuda de uma micropipeta 

e colocada em tubos de microcentrífuga (1,5 mL). A hemolinfa de cada conjunto de triplocata 

foram misturadas em um único tubo, constituindo um pool celular de todos os indivíduos por 

tratamento separadamente. A necessidade da obtenção de um pool celular decorreu da 

quantidade muito pequena de hemolinfa extraída por indivíduo. Posteriormente, os tubos foram 

centrifugados. O volume final de solução de EDTA mais hemolinfa foi equivalente a 0,5 mL 

por tubo. O mesmo foi submetido a centrifugação por duas vezes a 3000 rpm por 3 minutos, 

sendo descartado o sobrenadante na primeira lavagem, completando o volume com EDTA (0,5 

mL) para a segunda centrifugação. Esse procedimento se fez necessário para que, após a 

lavagem celular, todas as impurezas fossem eliminadas, aumentando a qualidade das amostras.  

 



204 

Ensaio de genotoxicidade em D. melanogaster 

A avaliação da danificação genômica foi realizada pelo Ensaio Cometa, segundo Singh 

e colaboradores (1988) com modificações. Cerca de 30 μL da suspensão celular foi 

homogeneizada em 100 μL de agarose de baixo ponto de fusão (LM) previamente aquecida em 

banho maria a 37 oC. Em seguida, o homogeneizado foi transferido para lâminas de vidros 

revestidas de agarose padrão, cobertas com lamínulas e incubadas por 15 minutos sob 

refrigeração a 4oC. Após este período, as lamínulas foram removidas e as lâminas foram imersas 

em uma solução de lise por 72 horas sob refrigeração a 4oC. Transcorridas as duas horas, as 

lâminas foram submetidas a eletroforese (34 V por 20 minutos e a 300 mA). Em seguida, as 

lâminas foram imersas em solução de neutralização por 15 minutos e, posteriormente, fixadas 

em solução de etanol absoluto por 5 minutos. Após a secagem, foram armazenadas em geladeira 

até o momento da coloração. Para coloração foi empregado o corante Gel Red (Biotarget 

GelRed®), onde 1 μL do corante foi homogeneizado em 1000 μL de água deionizada estéril 

(1:1000). As lâminas foram analisadas por microscopia de fluorescência (Imager M2 ZEISS) 

realizando as contagens celulares, onde cerca de 500 células por indivíduos tratados foram 

analisados, sendo atribuídos escores de 0 - 4, conforme o nível de dano no nucleóide sendo  

nível 0 (ausência de dano, evidenciado pela preservação da morfologia nuclear, não sendo 

observada a formação de fragmentos nucleares e formação de calda semelhante a um cometa), 

1 (Dano leve, evidenciado pela formação de fragmentos nucleares que formam uma pequena 

calda semelhante a de um cometa), 2 (Dano moderado, fragmentação nuclear e formação de 

uma significatica calda de cometa), 3 (Dano intenso, fragmentação nuclear e formação de calda 

bastante prolongada) e 4 (Dano intenso, intensa fragmentação nuclear, pouco conteúdo nuclear 

intacto e extensa calda típica de um cometa). Todos os tratamentos foram realizados em 

triplicatas. 
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Análise dos dados 

O Índice de Danos (ID) e a Frequência de Danos (FD) foram estabelecidos a partir da 

quantificação dos nucleóides em diferentes níveis de danificação para todos os tratamentos.  

A homocedasticidade das amostras foi testada pelo Teste de Bartlett. A ANOVA foi 

estabelecida para a comparação dos resultados, sendo os mesmo confirmados pelo teste a 

posteriori de Tukey. O nível de significância empregado em todos os testes estatísticos foi 0,05. 

 

Resultados 

 

 Foi observado efeito genotóxico para a prodigiosina com base nos achados de índice de 

danificação gen6omica (ID) e frequência de dano (FD). A homocedasticidade dos dados 

obtidos, tanto para o Índice de Danos quanto para Frequência de Danos, foi testada pelo teste 

de Bartlett. Em todos os casos, os dados apresentaram distribuição normal (p>0,05) sendo os 

dados, portanto, submetidos à comparação pela ANOVA. 

 Os valores do ID e FD nos diferentes tratamentos estão demonstrados na tabela 1. 

 A análise comparativa em relação ao grupo controle, para o ID e a FD, mostrou 

resultados significativos (p<0,05) na análise conjunta (Figura 1 e 2). 

 Pelo teste a posteriori de Tukey, observou-se que o tratamento na concentração 5 

μM/mL não apresentou diferença significativa para ambos os parâmetros (ID e FD; p>0,05) em 

relação ao grupo controle (tabela 2). Da mesma maneira, a comparação entre o tratamento 

10μM/mL e o grupo controle não apresentou diferença significativa para o parâmetro FD, 

apesar do valor de p (p=0,06).estar muito próximo do nível de significância (p<0,05). 
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 A comparação entre os tratamentos 2μM/mL, 5μM/mL e 10μM/mL para o ID não 

apresentaram diferenças significativas. Porém, a mesma comparação estabelecida para FD 

mostrou diferenças significativas entre os tratamentos 2μM/mL e 5μM/mL. 

 Foi observada uma mortalidade diferencial larval no tratamento 5 μM/mL em relação 

aos demais. Porém, esse dado não foi quantificado. Também foi observado um atraso no 

desenvolvimento larval em relação ao grupo controle, sendo alcançado o terceiro estágio larval 

cerca de 72h após o grupo controle ter alcançado o mesmo estágio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Gráfico da análise comparativa (ANOVA) dos 

Índices de Danos entre os tratamentos com 2; 5 e 10 μM/ 

mL de prodigiosina e o grupo controle, observados em 

hemócitos de D. melanogaster. Nível de significância 0,05. 
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Figura 2. Gráfico da análise comparativa (ANOVA) dos 

Frequência de Danos entre os tratamentos com 2; 5 e 10 

μM/ mL de prodigiosina e o grupo controle, observados em 

hemócitos de D. melanogaster. Nível de significância 0,05. 
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Tabela 1. Evidência de danificação genômica em larvas de D. melanogaster após 11 dias de 

exposição a diferentes concentrações de prodigiosina ( 2; 5 e 10 μM/ mL). 

 

 

 

Concentração 

(μM/ mL) 

 

Níveis de Danificação  

Índice e frequência 

de danificação 

genômica 

  

       

Dano 0 Dano 1 Dano 2 Dano 3 Dano 4 *ID **FD% 

        

        

Controle 469 22 9 0 0 40 31 

Controle 460 17 18 5 0 68 40 

Controle 463 34 3 0 0 40 37 

        

2 364 56 27 36 17 286 136 

2 344 146 35 47 18 339 156 

2 251 104 67 63 15 487 249 

        

5 397 37 38 24 4 201 103 

5 438 16 26 19 1 129 62 

5 418 10 31 30 11 206 82 

        

10 414 14 32 35 5 203 86 

10 357 12 31 70 30 404 143 

10 344 20 61 60 15 382 156 
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Discussão 

 A previsão baseada em mecanismo e avaliação da toxicidade de drogas constitui uma 

ciência em evolução, cujo desenvolvimento é crítico para a descoberta de produtos com 

potencial para utilização em saúde e meio ambiente.  

As moléculas de um determinado produto podem interagir direta ou indiretamente com 

proteínas, DNA, RNA e outros elementos estruturais celulares. Estes loci de interação 

denominados sítios de conectividade, podem interagir com outros sítios em todo o sistema. 

Tabela 2. Valores de p obtidos pela análise a posteriori de Tukey para o Índice de Danos e a 

Frequência de Danos mediantes à exposição de hemócitos de D. melanogaster a diferentes 

concentrações de prodigiosina ( 2; 5 e 10 μM/ mL). 

    

Índice de Danos  Frequência de Danos 

           

Tratamentos 

(μM/ mL) 

 Tratamentos 

(μM/ mL) 

 

 0* 2  5 10    0* 2 5 10 

           

0* - 0,0049** 0,2648 0,0109**  0* - 0,0062** 0,4621 0,0612 

2 0,0049** - 0,0697 0,9184  2 0,0062** - 0,0470** 0,3728 

5 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        **Valores Significativos 

Nível de Significância 0,05 
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Alguns estímulos induzidos por drogas podem apresentar efeitos generalizados no sistema, 

enquanto outros podem causar efeitos mais localizados. Tais estímulos se propagam na rede 

hieraquicamente estruturada a partir de um domínio funcional para o seguinte, até um limite 

crítico de pertubação funcional. A partir deste limite, pertubações na homeostase se propagam 

além da interação inicial, tendo como alvos moléculas celulares, organelas, células e órgãos, 

com o resultado final podendo ser dectectado ou a ação da droga ser mensurada (Bai e 

Abernethy, 2013). Neste sentido, no presente estudo, a mensuração do efeito da prodigiosina 

em hemócitos de larvas de D. melanogaster, foi realizada no nível genotóxico, sendo 

observados efeitos de danificação genômica em todas as concentrações testadas (2 μM/mL, 5 

μM/mL, 10 μM/mL, apesar das diferenças não serem significativas para alguns parâmetros em 

alguns tratamentos. Os resultados observados apresentaram respostas diferentes quanto à 

resposta genotóxica quando os parâmetros foram analisados isoladamente para cada 

tratamento/parâmetro (ID e FD) em relação ao grupo controle, como demonstrados pelo teste a 

posteriori de Tukey.  

A proximidade do valor de p obtido na comparação da FD entre o grupo controle e o 

tratamento com 10 μM/mL de prodigiosina, em relação ao nível de significância estabelecido, 

possa ser indicativo da necessidade do aumento do número amostral de hemócitos analisados, 

uma vez que, em relação ao ID, o mesmo tratamento apresentou nucleóides com danos em 

níveis 3 e 4 diferencial ao grupo controle. 

Convém ressaltar que o tratamento 5 μM/mL não apresentou uma diferença significativa 

em ambos os parâmetros. Porém, a mortalidade diferencial larval observada nesta concentração 

pode ser indicativa da sobrevivência de indivíduos mais resistentes, uma vez que os mesmos, 

apesar de apresentarem índices de danificação maiores (níveis de danos 2, 3 e 4), foram capazes 

de se manter no meio contendo a prodigiosina. Essa mesma hipótese pode ser aplicada para os 

menores valores relativos obtidos, tanto para o ID quanto para FD, quando comparado os 
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respectivos valores dos tratamentos 5μM/mL e 10μM/mL com o 2μM/mL. Segundo Kohanski 

e colaboradores (2010) e Gressel (2011), uma proporção baixa de indivíduos pode receber uma 

dose subletal de uma droga (por exemplo, pesticidas), serem altamente estressados pela mesma 

e ainda sobreviver. O estresse gerado é um aumento nas taxas de mutação. Assim, os 

sobreviventes que provavelmente possuem mais do que mutações normais, que incluem 

mutações que levam à resistência à droga, por características multifatoriais (poligênica, 

amplificação gênica, mutações alélicas sequenciais) e por genes de resistência. Outros 

pesquisadores também ressaltam o fato de que organismos com uma ótima habilidade para gerar 

certo nível de mutações não corrigidas, fenômeno conhecido como “evolvability”, apresentam 

uma maior chance de sobreviver às mudanças ambientais em virtude das variações estocásticas 

no seu genoma, que fornecem a matéria prima para a seleção natural (Aravind et al, 1999; Byrne 

et al, 2014). 

Pesquisadores têm relatado que metabólitos secundários extraídos de muitas espécies 

mostram efeitos inibidores do crescimento em vários estágios de desenvolvimento em 

diferentes espécies de mosquito. Uma variedade de efeitos pré-emergentes podem ocorrer, tais 

como um atraso no desenvolvimento larval e extensão do período pupal, inibição da muda, 

anormalidades morfológicas e mortalidade (Zebitz, 1986; Sagar e Sehgal, 1997; Shaalan et al, 

2005; Promsiri et al, 2006; Senthilkumar et al, 2009; Patil et al, 2010). Especificamente com 

relação à prodigiosina, Patil e colaboradores (2011) observaram que, na presença da droga, 

algumas larvas continuaram o seu desenvolvimento até o estágio pupal e algumas destas, 

posteriormente, não passaram do estágio de pupa, e ainda algumas chegaram até a fase adulta. 

Tais pesquisadores atribuíram esses efeitos à exposição crônica à prodigiosina. Similarmente, 

tais situações podem explicar tanto a mortalidade quanto o atraso do desenvolvimento 

observado no presente estudo, uma vez que a exposição à prodigiosina ocorreu no período de 

11 dias (exposição crônica). 
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O conhecimento da ligação da prodigiosina ao DNA já é bem estabelecido. Esta ligação 

ocorre pela intercalação da molécula de prodigiosina entre os pares de base do DNA, 

preferencialmente entre pares de bases alternantes. Isto se deve à estrutura planar da molécula 

de prodigiosina. Além disso, a prodigiosina é um inibidor das DNA-topoisomerase I e II. Essa 

inibição ocorre devido à prodigiosina prender o complexo de clivagem DNA-enzima, 

resultando em quebras na dupla fita de DNA, transformando essas enzimas essenciais em 

agentes letais de danificação genômica (Turner e Denny, 1996; Montaner et al, 2005). Os 

resultados obtidos nos tratamentos demonstraram níveis aumentados de danificação genômica 

(relativa às quebras na molécula DNA) em relação ao grupo controle, visualizados nos 

diferentes níveis e frequências de danos apresentados pelos nucleóides, observados no Ensaio 

Cometa. Danos com níveis 3 e 4 foram observados em maior frequência nos tratamentos 2 

μM/ml, 5 μM/ml e 10 μM/m. Assim, a presença da prodigiosina nestas concentrações, no meio 

de cultura de D. melanogaster, sugere uma ação clastogênica desta droga. As consequências da 

clastogenia são bem conhecidas, tais como a carcinogenicidade e a perda da viabilidade celular 

(Lindholm et al, 2010; Lepers et al, 2014). A clastogenia também é uma das fases da apoptose. 

A morfologia nuclear apoptótica e os fragmentos de DNA dupla-fita oligonucleossomais 

(também conhecidos como DNA ladder) são considerados a assinatura da morte celular 

apoptótica (Iglesias-Guimarais et al, 2013a, 2013b). 

Assim, os prováveis efeitos clastogênicos observados neste estudo, desencadeados pela 

ação da prodigiosina, podem contribuir sobremaneira para o efeito inseticida desta droga. 

 

Conclusões 

A prodigiosina apresentou ação genotóxica as larvas de D. melanogaster em todas as 

concentrações de prodigiosina testadas sendo, inclusive, evidenciado efeito retardatário do 
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desenvolvimento larval, o que demosntra o potencial de áção tóxico da prodigiosina e sugere 

em estudos futuros uma melhor elucidação dos mecanismos tóxicos deste composto e a 

compreensão da indução da expressão genética nos organismos a fim de otimizar o seu 

potencial de ação. 
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Instructions for Authors

MANUSCRIPT SUBMISSION

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before; that
it is not under consideration for publication anywhere else; that its publication has been
approved by all co-authors, if any, as well as by the responsible authorities – tacitly or explicitly
– at the institute where the work has been carried out. The publisher will not be held legally
responsible should there be any claims for compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published
elsewhere are required to obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and
online format and to include evidence that such permission has been granted when submitting
their papers. Any material received without such evidence will be assumed to originate from the
authors.

Online Submission

Authors should submit their manuscripts online. Electronic submission substantially reduces the
editorial processing and reviewing times and shortens overall publication times. Please follow
the hyperlink “Submit online” on the right and upload all of your manuscript files following the
instructions given on the screen.

TITLE PAGE

Title Page
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LaTeX macro package (zip, 182 kB)

The title page should include:

The name(s) of the author(s)

A concise and informative title

The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author

Abstract

Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any undefined
abbreviations or unspecified references.

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

TEXT

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.

Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.

Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word
versions).

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a
reference included in the reference list. They should not consist solely of a reference citation,
and they should never include the bibliographic details of a reference. They should also not
contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by
superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and other statistical data).
Footnotes to the title or the authors of the article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

http://static.springer.com/sgw/documents/468198/application/zip/LaTeX.zip
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Citation

Reference citations in the text should be identified by numbers in square brackets. Some
examples:

1. Negotiation research spans many disciplines [3].

2. This result was later contradicted by Becker and Seligman [5].

3. This effect has been widely studied [1-3, 7].
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The list of references should only include works that are cited in the text and that have been
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