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RESUMO

A prodigiosina, pigmento vermelho natural, € um alcaloide produzido por Serratia marcescens
e pertencente a familia das prodigininas cujos pigmentos apresentam em sua estrutura quimica
trés anéis ciclicos pirrolicos. Este pigmento tem despertado, nos ultimos anos, um crescente
interesse das diversas areas como médica, farmacéutica e industrial pela inUmeras atividades
bioldgicas descritas como antimicrobianas, antimalarica e antitumoral. Este trabalho tem por
objetivo avaliar a atividade antimicrobiana da prodigiosina frente a micro-organismos Gram-
positivos e Gram-negativos patogénicos, avaliar a atividade citotdxica do pigmento em linhagens
de células tumorais e seus o0s efeitos genotoxicos. O pigmento vermelho foi isolado e identificado
a partir da biomassa de Serratia marcescens UFPEDA 398 cujas as fragOes 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 / €)
onde o pigmento vermelho caracterizado correspondeu a prodigiosina com maxima absorgao em
534 nm e peso molecular de 323. Para avaliar a atividade antimicrobiana da prodigiosina foram
realizados testes de difusdo 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 determinacdo da concentra¢do minima inibitdria e minima bactericida (CMI e CMB) frente a
20 linhagens de Staphylococcus aureus oxacilina resistente (ORSA). Os antibioticos padrdes
utilizados nos testes em discos foram ampicilina, cloranfenicol, gentamicina (10 pug). Os testes
de difusdo em discos demostraram significativos halos inibitérios 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 ndo foi
observado para Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter ndo sendo
observados formacdo de halos inibitérios significativos e portanto, sugerindo resistencia dos
mesmos ao pigmento. As CMI’s encontradas para Staphylococcus aureus variaram de 1 a 4 pg
/ mL, enquanto as CMB’s entre 2 e 16 pug / mL. Estes resultados demostram ser bastante
promissores quando comparados com o antibiético padrao oxacilina (CMI 128 ug / mL e CMB
> 128 ng / mL). Os efeitos citotoxicos da prodigiodiosina frente as linhagens tumorais NCHI
292, Hep 2, MCF 7 e HL 60 foram bastante significativos destacando maio efeito citotoxico para
alinhagem tumoral Hep 2 (ICso 3,4 pg / mL).Contudo a linhagem MCF 7 apresentou leve
resisténcia ao pigmento (ICso 5,1 pg / mL). Foi observado também que o pigmento induziu
apoptose para as linhagens tumorais em 90%. Foram observados para a prodigiosina efeitos
genotoxicos estatisticamente significativos em células mononucledas de sangue periférico
humano como também em linhagens tumorais demonstranto que o pigmento age resultando em
danificacdo gendmica com efeito genotoxico superior a doxorrubicina e que ndo apresenta alvo
de acdo especifico. Neste sentido, com base nos dados encontrados neste trabalho a Serratia
marcescens UFPEDA 398 apresentou promissora atividade antimicrobiana, citétoxicidade e
genotoxica para linhagens de células tumorais e ainda, efeitos genotoxicos em células normais
demonstrando a sua acdo néo seletiva. Desta forma o pigmento prodigiosina ainda ndo pode ser
empregado nas terapias antineoplasicas, uma vez que por apresentar alvo de agdo ndo especifico
induz graves danificacGes as celulas normais que podem causar morte celular ou mutagdes que
sdo as principais causas da tumorigénese.

Palavras-chaves: Produtos naturais, Resisténcia 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 pg / mL, while the WBC 's from 2 for 16 pg / ml.
These results demonstrate be very promising compared to the standard antibiotic oxacillin (MIC
128 ug/ mL and CMB > 128 ug/ 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 (ICso 3.4 pug / mL). However lineage
MCF 7 showed slight resistance to the pigment (ICso 5.1 pg / 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 INTRODUCAO

A prodigiosina ¢ um pigmento vermelho sintetizado pela Enterobacteria Serratia
marcescens. Este pigmento € um alcaloide tripirrol de cadeia linear (pirrol, 3-metoxipirrol, 2-
metil-amilpirrol), que apresenta em sua estrutura quimica trés anéis pirrélicos denominado
tripirrol (CHANG et al., 2011).

S. marcescens ¢ uma cepa que se destaca pelo seu potencial de sintese da prodigiosina.
Observa-se que, em meios ricos em fontes de carbonos mais simples como a glicose ou frutose,
um maximo rendimento de prodigiosina e ainda, em meios contendo fontes mais complexas
como o amido, observa-se também o maximo rendimento deste pigmento. Em adicional,
quando em meios ricos em 6leos vegetais, como 6leo de cdco, gergelim, milho, canola dentre
outros, também observa-se maxima producdo da prodigiosina (CERDENO et al., 2001; GIRI
et al., 2004; WILLIAMNSON et al., 2006; CHANG et al., 2011).

A prodigiosina pertence a familia dos pigmentos vermelhos naturais, denominada
prodiginina. Além da prodigiosina outros compostos semelhantes fazem parte desta familia de
pigmentos naturais, como o undecilprodigiosina e o cicloprodigiosina, contudo destacando-se
a prodigiosina por suas atividades bioldgicas descritas (CLIFT e THOMPSON, 2009).

Este pigmento vermelho tem despertado um crescente interesse ao longo dos tltimos cinco
anos nas diversas areas como industrial, ambiental, médica e principalmente, farmacologica,
considerando as diferentes atividades bioldgicas descritas como antibacteriana, antifiingica,
antimalarica, algicidas, imunossupressora induzindo apoptose em linfocitos T e B e, mais
recentemente, antitumoral, sendo considerado atoxica as cé€lulas sadias (KALIVODA., 2010).

Observa-se que pacientes com cancer sao susceptiveis a infecgdes reincidentes provocadas
por fungos e bactérias resultante da baixa imunidade pos terapia antitumoral. Apesar das
descricdes cientificas quanto as atividades biologicas conferidas a prodigiosina, observa-se que
poucos estudos demonstram o potencial antimicrobiano do pigmento. Este fato nos chama a
atencdo para a investigacdo desta atividade, uma vez que a resisténcia microbiana tem
aumentado nos ultimos anos, onde sdo observados frequentes casos de infec¢des 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 elucidacao de tais efeitos. A prodigiosina tem
sido alvo de diversas pesquisas sendo descritos efeitos apoptoticos para o pigmento natural e
seus analogos frente a linhagens de células tumorais (MONTANER et al., 2005). A prodigiosina

produzida por S. marcescens induz apoptose em linhagens de células cancerigenas
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hematopoiéticas e gastrointestinais sem causar quaisquer efeitos toxicos as células normais
(DIAZ-RUIZ et al., 2001; FENDER et al., 2012). Em adicional, o pigmento apresenta efeitos
toxicos no nivel de DNA através da clivagem oxidativa, induzindo a célula a iniciar o processo
apoptotico (WILLIAMNSON et al., 2006; SAEZ; BENNETTE e THOMPSON, 2009). Estes
resultados tém corroborado para que a prodigiosina se torne uma nova promessa das industrias
farmacéuticas quanto as terapias antineopldsicas convencionais que, atualmente, utilizam
drogas antitumorais cuja agao ¢ inespecifica, induzindo citotoxicidade tanto as células tumorais
como também as células sadias.

Neste sentido, este trabalho tem por objetivos avaliar a atividade antimicrobiana,
citotoxicidade e os efeitos genotoxicos da prodigiosina produzida por Serratia marcescens
UFPEDA 398, em c¢lulas normais e tumorais, visando contribuir para a ratificagdo da

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

2.1 Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana, citotoxica e os efeitos genotdxicos da prodigiosina

produzida por Serratia marcescens UFPEDA 398.

2.2 Especificos

Produzir a prodigiosina a partir de Serratia marcescens UFPEDA 398.

(@)

o ldentificar, purificar e caracterizar a prodigiosina.

o Investigar a atividade antimicrobiana da prodigiosina.

o Mensurar os efeitos citotoxicos e indugdo de apoptose da prodigiosina em linhagens de

células tumorais e normais.

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

normais.

o Evidenciar os efeitos genotdxicos da prodigiosina em células mononucleadas normais

de sangue periférico humano.
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3. REVISAO 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 nao patogénico isolado
em agua e empregado como marcador bioldgico, por produzir um pigmento de coloragdo
vermelha, denominado prodigiosina. Em 1896, apds uma pequena revisdo e observacdo de um
pequeno numero de incidentes descritos para a mesma bactéria, esta foi descrita como um
micro-organismo patogénico (RIEBER et al., 2012; TOH et al., 2012). A primeira descri¢ao de
infeccdo hospitalar por S. marcescens foi em 1951 por contaminagdo do trigo, matéria-prima
utilizada nas preparagdes em cozinha hospitalar (TAYLOR e KIANE, 1962).

O micro-organismos, S. marcescens, ¢ um bacilo Gram-negativo pertencente a familia
Enterobacteriaceae. Trata-se de um patdogeno oportunista de humanos que apresenta ampla
distribuicdo 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 multiplica¢do e produgao
da prodigiosina (TANG et al., 2012). Pode ser observado também em area hospitalar, onde tem
sido descrito como um importante patégeno, destacando-se pelo potencial de disseminagdo e
elevada resisténcia as drogas antimicrobianas de contencdo e antissépticos convencionais
(TARIQ e PRABAKARAN, 2010). S. marcescens ¢ capaz de colonizar a pele e o trato
gastrointestinal de individuos adultos e neonatos, persistindo por longos periodos no ambiente,
principalmente hospitalar (VILLARI et al., 2001; VRIES et al., 2006 e MARAGAKIS et al.,
2008).

As infecgdes por S. marcescens tem sido corriqueiras. Frequentemente sdo observados
casos de infec¢des por S. marcescens em pacientes com cancer, como também colonizando
feridas pos-operatorias e o trato geniturindrio. Uma das maiores preocupacdes com o0 micro-
organismo encontra-se associada ao seu potencial de resisténcia aos antimicrobianos
convencionais. Durante os ultimos 15 anos este micro-organismo tem apresentado resisténcia
a uma variedade de agentes antimicrobianos (HEJAZI et al., 1997; JONES et al., 2000;
RAIMOND et al., 2001). Esta multirresisténcia ¢ decorrente da codificacdo de plasmideos de
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resisténcias cuja agao especifica faz de S. marcescens um micro-organismo de dificil controle
(RUIZ et al., 2003).

S. marcescens € produtora de metabolitos secundarios e enzimas de importancia industrial
como quitinases, proteases, lipases, nucleases, bacteriocinas e surfactantes e pigmentos naturais
como a prodigiosina (HARRIS et al., 2004). A prodigiosina (Figura 4) ¢ um pigmento vermelho
natural pertencente a familia das prodigininas. Este pigmento ¢ um alcal6ide que apresenta uma
estrutura quimica formada por um tripirrol de cadeia linear, peso molecular de 323, 4 m/z e
formula estrutural representada por CooH2sN3O. Todos os pigmentos representantes desta
familia apresentam comumente em sua estrutura quimica trés pirrdis (Figura 1) denominado de
prodigiosenoque ¢ um esqueleto comum (VAN HOUDT et al., 2007). A estrutura quimica da
prodigiosina corresponde ao 2-metil-3-pentil-6-metoxiprodigioseno (KIM et al., 2008). Este
pigmento caracteriza-se por ser bastante sensivel a luz, insoluvel em agua, moderadamente em
alcool e soluvel em cloroformio, benzeno, acetona, éter e éter de etila, sofrendo variacdo de
coloracdo dependendo do pH do meio em que é produzido. Segundo Bennetti ¢ Bentley et al.,
(2000) e Nakashima et al., (2005), quando o pigmento ¢ produzido em pH acido, este se
apresenta com uma pigmenta¢do vermelho intenso com absorbancia méxima em 537 nm. Em
meios alcalinos pode variar de laranja a amarelo, com absorbancia maxima em 470 nm. A
prodigiosina desperta grande interesse pela notada acdo imunossupressora, bem como
mediadora do efeito apoptdtico em células cancerigenas humanas e atdxicas as células sadias

(KIM et al., 2007).

1 a. Prodigioseno 1 b. Prodigiosina
NN
\ N
N
H
\ N
H

Figura 1. Estrutura quimica do prodigioseno (1 a) e da prodigiosina (1 b) (ELAHIAN et al.,
2013).
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3.2 Biossintese da Prodigiosina

A biossintese da prodigiosina envolve um conjunto de 20.960 pares de bases (pb) com 10
genes pro-prodigiosina ativos tais como PigG, PigA, Pigl, PigE, PigF, PigJ, PiH PiC, PigN.
Estes genes retinem o grupo dos genes denominados de Pig, que variam de A a N, conforme

observado na figura 2.
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Figura 2. Biossintese e regulagdo génica da prodigiosina (HARRIS et al., 2004).
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Esta biossintese ocorre por duas rotas paralelas formadoras de seus percussores, o
monopirrol (2-metil-3-n-amil-pirrol-MAP) que retine cinco destes genes, € o bipirrol (4-metoxi-
2,2-bipirrol-5-carboxaldeido-MBC) reunindo quatro destes genes. Em adicional, observa-se
que quatro destes genes nao estdo diretamente envolvidos com as proteinas formadoras da
prodigiosina, como o gene Pigl. (HARRIS et al., 2004). As rotas paralelas que formam o MAP
e MBC sofrem um processo de bifurcacdo a partir da condensa¢do enzimatica de seus
percussores, convergindo-se e, consequentemente, resultando na formacdo da prodigiosina
(Figura 2). A biossintese da prodigiosina ¢ regulada por multiplos fatores, incluindo um sistema
de regulagdo da expressdo génica, via LuxIR homologos, Smal e SmaR (Quorum-sensing
system) em resposta a flutuagdes nas densidade populacionais celulares (SLATER et al., 2007).

Inicialmente a biossintese do pigmento ocorre com a formagao dos percussores MBC, onde
observa-se a expressao dos genes PigG, PigA, Pigl, PigE e PigF e a formag¢do do MAP cuja
sintese envolve os a experssao dos genes Pigl, PigH, PigC e PigN. Por fim, sugere-se uma
condensagdo enzimatica dos percussores associados a expressdo especifica dos genes PigC,
PigN e o PigF, que apresentam receptores N-terminal e C-terminal para este processo a partir
de reacdes de oxirredugdo formando a prodigiosina (SYDOR et al., 2001).

Cerdefio, et al., (2001) descrevem que os susbtratos percussores da formag¢do do MAP sdo
malonil, alanina e prolina e do MBC ¢ a serina onde ocorre a incorporagdo da prolina em uma
das rotas de formacao do MAP. O autor tem sugerido que este seja um caminho para a formagao
do undercilprodigiosina, um outro pigmento pertencente a mesma familia da prodigiosina
(CERDENO et al., 2001; BURKE et al., 2007).

Fineran et al., (2005), descrevem que o uso de elementos de transposi¢do (transposons),
que sao sequéncias de acido desoxirribonucleico capazes de se movimentarem de uma regiao
para a outra em um genoma de uma célula associados a Lac Z grupo especifico de genes
observados em micro-organismos mutantes demonstraram efeito redutor da expressao do gene
PigP e de outros grupos de genes associados a regulagdo da sintese da prodigiosina, bem como

de seus percussores, ndo sendo observado producdo de prodigiosina nesses mutantes.

3.3 Atividade bioldgica da Prodigiosina

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

positivas e Gram-negativas. A prodigiosina produzida por S. marcescens gram-negativa

25



apresenta um grupo alquila de cadeia linear. Como a prodigiosina, existem outros trés grupos
de pigmentos pertencentes a mesma familia, prodiginina. Esses trés ultimos grupos diferem da
prodigiosina por apresentarem derivados ciclicos em suas estruturas como o butil-meta-ciclo-
heptilprodigiosina (ELAHIAN et al., 2013). A prodigiosina tem despertado grande interesse
em diversas areas devido as suas atividades biologicas, descritas como antimicrobiana,
antifingica, imunossupressora ¢ antitumoral induzindo apoptose em linfocitos T ¢ B (HAN et
al., 2009; AHMAD et al., 2012).

Nos tltimos anos, a busca pelo conhecimento sobre a atividade citotoxica da prodigiosina
tem sido intensificada, sendo descritos efeitos citotoxicos em linhagens de células tumorais
como pulmao, célon, rins, mama, ¢ baixa toxicidade observadas em células normais (LIU et al.,
2005). Na tentativa de avaliar os efeitos citotoxicos da prodigiosina, o Instituto Nacional do
Cancer realizou testes com 60 diferentes tipos de linhagens tumorais onde a substancia
apresentou uma indice de toxicidade induzindo a apoptose em 50% de uma dada populagdo de
células estudadas, na concentracdo de 2,1 uM/mL, sendo o pigmento prodigiosina considerado
como uma droga com potencial atividade citotoxica dirigidas as células tumorais
(WILLIAMNSON et al., 2006; PEREZ-TOMAZ ¢ VINAS, 2010).

Foram observados efeitos citotéxicos da prodigiosina, in vivo, em camundongos
xenoabidticos enxertados com linhagens Huh-7 (linhagem de células hepaticas tumorais).
Observou-se que o pigmento induziu as células a entrarem em apoptose de forma independe da
atuagdo conjunta com a proteina p53 reguladora, que sofre mutagdo em células tumorais (HO
et al., 2009). Vale ressaltar que a prodigiosina ndo sofre a¢do das bombas de resisténcia as
substancias citotoxicas, como as proteinas de multirresisténcia a drogas (MDR), que sao
proteinas canais € encontram-se presentes na membrana plasmatica de algumas células animais
cuja fungdo ¢ a expulsdo de compostos citotoxicos (SOTO-CERRATO et al., 2004).

Em estudos citotoxicos, Zhang et al., (2005), apontam que, apds a administracdo de doses
diarias da prodigiosina (Smg / Kg e 10 mg / Kg) no tratamento do melanoma BL16 em ratos,
foi observada redug¢do de nodulos metastaticos em 50% dos animais e consequentemente,
aumento da sobrevivéncia dos mesmos.

Regourd et al., (2007), corroboram com Zhang et al., (2005), afirmando que tais efeitos sao
consequéncia da inibicdo do mecanismo de migracao celular e ligagdo a matriz extracelular,
resultantes da reducdo da expressdo das proteinas RhoA e RhoGTPase, responsaveis pelo
processo de adesdo e motilidade celular. Contudo, os efeitos genotoxicos para prodigiosina

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

O género Serratia spp compreende ao grupo de bactérias gram-negativas, classificadas na
grande familia de Enterobacteriaceae. Serratia spp pode ser distinguida de outros géneros pelo
seu potencial de produgdo de trés enzimas especiais DNAase, lipase e gelatinase
(ALIHOSSEINI et al., 2008). No entanto, outras caracteristicas podem ser observadas
contribuindo assim para o entendimento do potencial de patogenicidade, como as atividades de
adesdo e motilidade, e ainda a producéo de enzimas extracelulares, ou seja, nucleases, proteases
e hemolisinas. Serratia marcescens € a Unica espécie patogénica embora existam raros relatos
de infec¢Oes 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 ultimos tempos, devido as suas atividades bioldgicas
observadas. Dentre as distintas atividades bioldgicas foi descrita a atividade antimicrobiana,
sendo encontradas concentra¢cbes minimas inibitérias (IMC’s) quando comparados com 0s
antibidticos convencionais tetraciclina, clorafenicol e gentamicina frente a diversas espécies
bacterianas como Staphylococcus aureus FDA 209P (IMC 3.1 pg/mL), Streptococcus pyogenes
(IMC 1.56 pg/mL), Micrococcus luteus ATCC 9341 (IMC 3.1 pg/mL), Bacillus subtilis ATCC
6633 (IMC 12.5 pg/mL), Escherichia coli K12 (IMC > 100 pg/mL), Klebsiella pneumoniae
PCI 602 (IMC > 100 pg/mL), Salmonella typhimirium IID 971 (IMC 25 pg/mL), Serratia
marcescens 1AM 1184 (IMC > 100 pg/mL), Pseudomonas aeruginosa PAO 1 (IMC > 100
pug/mL), Proteus vulgaris HX 19 (IMC 50 pg/mL) (NAKASHIMA et al., 2005). Foram
descritas também sensibilidades a prodigiosina observadas pelo teste de difusdo de disco em
agar 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 inibicdo 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 patogénica sugerindo o seu uso como um potente

antibiotico natural.

3.5 Cancer: Definicdes e generalidades.

O cancer ¢ uma doenga caracterizada pelo crescimento desgovernado de células

modificadas (ALMEIDA et al., 2005). O termo cancer faz referéncia a neoplasias,
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especificamente tumores malignos. O termo advém do grego Karkinos, e no latim significa
caranguejo. A analogia ocorre pela semelhanga entre as veias intumescidas do tumor e as patas
do animal que buscam a fixagao 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 a genética. Logo o cancer ¢ resultante de alteragdes que se acumulam
progressivamente no material genético (DNA) de uma célula normal. Desta forma, o mesmo ¢
considerado uma doenca genética e a identificagdo e caracterizagao dos genes alterados tornam-
se fundamentais para compreensao das bases moleculares desta doenca (HOLLEY et al., 2007).
Existem alguns termos sindnimos de cancer como tumor, neoplasma ou blastomas, contudo
todos eles referem-se ao crescimento celular descontrolado no nivel tecidual (SIMPLICIO et
al., 2002).

O cancer ¢ caracterizado por dois aspectos importantes, como o crescimento incontrolado
de células cuja origem advém de tecidos normais e pela rapida difusdo tecidual, caracterizando
a sua agressividade, resultante de morte das células vizinhas induzindo a formacao de estagios
avancados da doenga, como a metéastase. (COOKSON et al., 2007). Os tipos mais comuns de
cancer sdo os de pele, mama, prostata, pulmao e estbmago sendo os quatro ultimos os que
apresentam maiores preocupagdes de ordem de satide publica, 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).

Ha algumas caracteristicas genéticas e bioquimicas diferenciais entre as células normais e
neoplésicas. Inicialmente, as alteragdes que induzem as neoplasias estdo diretamente
relacionadas a um grupo especializado de genes como os protoncogenes (BAKER et al., 2005).
Estes genes (Figura 3), que em células normais sdo inativados, estdo envolvidos nos

mecanismos de regulacdo da proliferacao celular e apoptose (ALMEIDA et al., 2005).
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Figura 3. Transformacao da célula normal em neoplasica (ALMEIDA et al., 2005).

Nas células neoplésicas os protoncogenes sdo encontrados em sua forma ativada, mais
conhecido como oncogenes. A proteina codificada por estes genes difere dos seus parentes
homologos tanto em tamanho quanto em funcdo. Esta proteina foi identificada pela primeira
vez em virus com potencial atividade na indugdo de formagdes tumorais observaveis in vivo,
em animais e in vitro em culturas de células neoplasicas (LAND, PARADA e WEINBERG,
1983; JOHANNES 1989; TRAVALI et al,1991). Sendo assim, a formagdo de tumores
encontra-se diretamente relacionada a presenca dos oncogenes nas células alteradas. Desta
forma, estas células diferentes sdo denominadas cancerosas ou neoplasicas cuja principal
caracteristica observada ¢ a proliferacdo descontrolada (DELL’AVERSANA, LEPORE e
ALTUCCI, 2012; ZAMKOVA et al, 2013). Esta intensa multiplicagdo celular, além de
interferir nas carateristicas morfoldgicas teciduais locais, interfere também na funcionalidade
dos vasos sanguineos presentes, sendo necessario a formacdo de novos vasos sanguineos que
transportem nutrientes e oxigenagao para as células neoplasicas. Logo, a massa celular, formada
a partir deste processo de manutencdo da origem aos tumores. Estes, inicialmente, sdo locais
ou podem atingir estdgios mais avancados com capacidade de se desprenderem dé regido local,
migrando para o tecido sanguineo ou o sistema linfatico, atingindo outros 6rgdo e tecidos
vizinhos, como nos casos de metastases (PIACENTINI et al., 2012).

Em adicional, as células neoplésicas perdem algumas caracteristicas especificas quanto
as fungdes observadas em células normais. Estas células cancerigenas perdem a capacidade de
reconhecimento celular, secrecao e sintese de moléculas, e tem o seu ciclo celular totalmente

alterado, sendo observadas interfases, fases de duplicacio do material genético (DNA),
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seguidas de sucessivas e descontroladas divisdes celulares. Consequentemente, como um
processo progressivo, muitas vezes, a curto prazo, os tecidos invadidos vao também perdendo
suas fungdes e comprometendo os 6rgaos (MARTINEZ et al., 2012).

Atualmente, o tratamento desta doenca ¢ realizado a partir das terapias antineoplasicas que
utilizam diversos agentes radioterapicos ou quimioterapicos € processos mais invasivos como
as cirurgias. Novas pesquisas tem sido desenvolvidas neste sentido, em busca da promocgao da
cura desta patologia em menor tempo, diminuindo o sofrimento do paciente resultante dos
efeitos colaterais observados durante o tratamento e promovendo o alivio e bem-estar do

mesSmo.

3.6 Epidemiologia do cancer

O Cancer ¢ um problema mundial de saude publica em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. Segundo a Organizacdo Mundial de Satude (OMS), o cancer apresenta-se
como a terceira maior causa do numero de mortes no mundo, com 12% de mortalidade, matando
cerca de 6 milhdes de pessoas por ano (INCA, 2012). Em paises de primeiro mundo, em média,
uma em cinco pessoas morrem de cancer. Nos Estados Unidos, em 2012, foram estimados casos
de morte por cancer em ambos os géneros masculino e feminino, sendo o maior nimero de
casos observados para o cancer do sistema geniturinario, seguido de cancer do sistema
digestivo, sistema respiratorio € em menores nimeros de casos, para o sistema sanguineo e
linfatico como os linfomas com numeros de casos menores que 80.000 e leucemias linfociticas
agudas e cronicas um pouco menos que 50.000 (SIEGEL et al., 2012).

Nos paises da América Latina, observa-se um aumento gradativo das doengas cronico-
degenerativas como as doengas cardiovasculares que ocupam o primeiro lugar nos indices de
mortalidades. Contudo, em alguns paises subdesenvolvidos podem ser observadas uma
inversao nesta ordem com o cancer ocupando o primeiro lugar em nimeros de novos casos de
obitos. No Brasil, o cancer ¢ considerado a segunda maior causa de mortes por doengas (Figura
4), estimando-se, em 2012, nimeros 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

ha um aumento de novos casos de cancer e mortes consecutivamente (INCA, 2012).
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Figura4 . Tipos de cancer mais incidentes, estimados para 2012, na populacao brasileira (INCA,
2012).

3.7 Processos de carcinogénese

O processo de carcinogénese, ou seja, de formacdo do cancer, ocorre lentamente
podendo levar a célula cancerosa a se proliferar originando novas células tumorais e resultando
em um tumor visivel. Esse processo passa por varios estagios antes de chegar a instalacao do
tumor e ¢ decorrente de mutacdo que interfere nos mecanismos de regulacao, diferenciacdo e
proliferacdo celular (CALY et al., 2013).

Os diferentes tipos de cancer estdo diretamente relacionados aos diversos tipos celulares
que constituem o nosso corpo. Logo, se as células cancerigenas encontram-se no tecido
epitelial, como pele e mucosas, este ¢ denominado de carcinoma e se tiverem inicio em tecidos
de sustentagdo como conjuntivos (cartildginoso, dsseo, muscular, adiposo) este ¢ conhecido
como sarcoma (FACINA et al., 2012).

Dentre os agentes carcinogénicos sdo observados trés classes distintas cujos alvos de
acdo sdo especificos tais como: 1) os agentes oncoiniciadores, capazes de provocarem o dano
genético direto nas células e iniciando o processo de carcinogénese (o benzopireno, um dos
componentes da fumacga do cigarro e alguns virus oncogénicos), 2) agentes oncopromotores,
atuando especificamente sobre as células iniciadas e tranformando-as em malignas (os agentes
presentes na alimentagdo e exposi¢do prolongada e excessiva a hormdnios), e 3) os agentes

oncoaceleradores, que provocam multiplicagdo descontrolada e irreversivel das células
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alteradas, atundo geralmente no estagio final do processo (MAZZAFERRI et al., 2012; INCA,
2003).

Os estagios que compreendem a carcinogénse sao iniciagdo, promogao € progressao
(Figura 5). O estagio de inciagdo ¢ caracterizado por apresentar células que sofreram agao dos
agentes carcindgenos cujos efeitos sdo cumulativos, provocando modifica¢des em alguns de
seus genes. Nesta etapa as células se encontram, geneticamente alteradas, contudo ainda ndo ¢
possivel se detectar um tumor clinicamente (INCA, 2003).

O segundo estagio ¢ o de promogao, caracterizado por apresentar células iniciadas, ou seja,
que sofreram alteragdes do seu material genético, na etapa inicial da exposi¢do aos agentes
oncoiniciadores. Nesta etapa as células iniciadas sofrem alteragcdes por exposi¢do aos agentes
oncopromotores, onde a célula ¢ transformada em maligna de forma lenta e gradual. Entretando,
para que ocorra essa transfromagdo € necessario que a célula permaneca por um longo tempo
de exposi¢do ao agente carcindgeno promotor. Logo, a suspensao da exposi¢do a esses agentes
interrompe o processo de evolugdo da doenga (NICHELE et al., 2012). O terceiro estagio é a
progressao, caracterizado pela multiplicagdo descontrolada e irreversivel das células alteradas.
Nesta etapa o cancer ja4 se encontra instalado, evoluindo até o surgimento das primeiras
manifestagdes clinicas da doenga. Os agentes que promovem tal evolucdo sao denominados
oncoaceleradores ou carcindgenos como o fumo, considerado um agente carcinégeno completo,
pois apresenta constituintes que atuam nos trés estagios da carcinogénese (ZANDONAI et al.,

2012).

1) Iniciacao 2) Promocao 3) Progressao

Multiplicagéo
descontralada
das céllas
afteradas

Actmulo de
células
CANCernEas

Tumar

Figura 5. Estagios de formagdo do cancer (INCA, 2012).
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3.8 Terapias antitumorais

Mundialmente os tratamentos contra o cancer reunem um conjunto de técnicas e
procedimentos classificados como cirurgias, quimioterapia e radioterapias (FOYE et al., 1996;
MURAD et al., 2003). Também tém sido aplicadas técnicas de foto-radiagdo com derivados
hematoporfirinicos e a imunoterapia (SALMONM et al., 2003; MACHADO et al., 2000).

A técnica de cirurgias pode resultar na remocao total ou parcial dos tumores, este ultimo
procedimento sendo recomendado em casos de metastase. No caso das leucemias, esta técnica
¢ inapropriada sendo necessaria a utilizagdo de um outro procedimento de tratamento do cancer,
como por exemplo o transplante de medula. J4 a radioterapia utiliza os raios gama,
radioisdtopos como o cobalto 60, raios-X, protons e mésons pi negativos. Estes sdo usados,
geralmente, em comum com a cirurgia como um incremento na eficiéncia do tratamento.
Isoladamente, a radioterapia tem sido bastante efetiva no isolamento e redugdo de tumores
(TONETO et al., 2012).

A técnica de foto-radiacdo representa um importante avango no que se refere abs terapias
convencionais contra o cancer. Esta permite a localizagdo e destruicdo com maior seletividade,
pelo uso de radiacdao especifica com fluorescéncia (A de 620-640 nm), para a detecgdo e
destruicdo de tumores com uso de fibras o6ticas. Contudo, devido ao intenso acumulo de
porfirina essa técnica ndo é recomendada para o uso interno e, sim, apenas para tumores
superficiais (VOLPATO et al., 2005). Em adicional, as imunoterapias fazem uso de estimulos
das defesas do proprio corpo para combater as células tumorais. Esta técnica, apesar de ser
promissora, ¢ ainda bastante adjuvante, usadas apenas para destrui¢ao de células tumorais apos
intervengoes cirtrgicas (DERCHAIN et al., 2007).

A quimioterapia ¢ um outro procedimento utilizado para destruir as células tumorais
preservando as células normais. Entretanto, a acdo da maioria destes agentes € inespecifica.
Como exemplo de quimioterapicos tem-se as drogas antineoplasicas, onde sua aplicagdo esta
associada aos diferentes mecanismos de agdo, observados decorrentes da presenga dos
diferentes grupos funcionais presentes na estrutura molecular destas substancias (COSTA e
CHAVES, 2013). Apos o tratamento com esses agentes ¢ notado que o corpo tende a se
recuperar dos possiveis efeitos colaterais observados e ainda, a aplicagdo destas drogas requer
a observacao dos beneficios confrontando diretamente a sua efetividade e citotoxicidade em
busca de um indice terapéutico favoravel (FOYE et al., 1996; MURAD, 2003; SALMONM et
al., 1998).
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Apesar dos avangos obtidos pela medicina convencional, tem sido observado um crescente
interesse na Medicina Alternativa ¢ Complementar (MAC), principalmente em paises
ocidentais desenvolvidos, em desenvolvimento e pobres (SPADACIO et al., 2010). As MAC’s
configuram, atualmente, opgdes alternativas em potencial para o cuidado com a saude, com
relagdo a pratica terapéutica convencional. O crescimento do uso dessa medicina torna-se
evidente nos casos de pacientes com cancer. H4 uma busca cientifica muito grande a fim de
tentar esclarecer os procedimentos desta medicina alternativa, seus riscos e beneficios,
mecanismos toxicologicos das MAC’s utilizadas isoladamente ou em associagdes com as
drogas convencionais, a necessidade de avaliar algumas intervengdes e a possibilidade de
incorpora-las a pratica medicinal convencional (TOVEY et al., 2006). Neste sentido, algumas
substancias naturais como extratos de plantas, metabolitos secundarios produzidos por animais,
fungos e bactérias tem sido descritos como promissores antineopldsicos empregados
alternativamente nas terapias MAC’s visando o sucesso no tratamento contra o cancer

(SPADACIO e BARROS, 2008).

3.9 Avaliacéo de mutagenicidade e danos genémicos (Ensaios de genotoxicidade)

Os organismos vivos estdo frequentemente expostos a agentes ambientais que podem
induzir modificagdes quimicas tanto em nivel celular quanto molecular. Essas altera¢cdes podem
ser causadas por agentes quimicos, fisicos ou biologicos que sdo toxicos e, portanto, prejudiciais
a célula (HEDDLE et al, 1983). Essas substancias toxicas sdo classificadas, em geral, como

agentes genotoxicos cujo principal alvo ¢ o DNA (Figura 6).
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Figura 6. Influéncias para respostas indutoras da formacao de micronucelos (Ksaprzak et al.,

1991).
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Portanto, os agentes genotoxicos sdo aqueles que interagem diretamente com o DNA
produzindo significativas alteragdes em sua estrutura ou func¢do, que podem ser fixadas e
transmitidas, resultando nas muta¢des (ESTERBAUER, 1993). As mutacdes representam a
fonte de variabilidade genética entre as populagdes. Contudo, sdo resultantes das herangas
genéticas de diversas patologias. Nas populacdes podem induzir o aumento da frequéncia de
cancer, doencas hereditarias e cardiopatias, bem como aumentar a viruléncia de patdégenos
(GONZALES et al., 2011).

Os agentes genotoxicos sdo administrados diretamente, como no caso da fumaga do cigarro,
que ¢é rica em peroxidos, superdxidos e produtos nitrogenados. Podem também resultar da
metabolizacdo de alimentos e bebidas alcodlicas cujos metabdlitos sdo nitrosaminas,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticose acetaldeido (ZIEGLER et al., 1986; HADNAGY et
al., 1988; PIYATHILAKE et al., 1995; CARLETTTI et al., 2002). Entretanto, a evolugdo de uma
célula normal para uma célula com alto poder mitético é um processo longo e,
consequentemente, ¢ decorrente do acumulo a exposi¢cdes 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 conteudo nuclear, pela formacdo de
fragmentos de DNA nas células expostas ou pela expressdo de proteinas oxidativas. Tais
alteragdes observaveis indicam que essas c€lulas estdo em processo de transformacao maligna
e podem, portanto, funcionar como marcadores indicativos do grau de exposi¢do do tecido aos
carcinogenos (HANS et al., 1986; DUTHIER et al 1996).

Os ensaios de genotoxicidade reinem um grupo variado de métodos, como o Teste de
Ames (Salmonella /microssoma) descoberto pelo pesquisador da Universidade de Burkeley,
Califénia, Dr. Bruce Ames e colaboradorea (1975), ao desenvolver um método de curta
duracdo que combinava um sistema de metabolizacdo in vitro (fragdo S9), demonstrando uma
alta correlagdo entre mutagénicos e carcindgenos conhecidos (AMES et al., 1975). Atualmente,
para melhor compreensdo dos processos de alteragdes cromossOmicas, induzidos por
substancias quimicas, resultantes de microformagdes nucleares, tem sido empregado os testes
de microntcleo e o ensaio cometa, especificos para avaliagio de mutagenicidade e de
intensidade de danificagdo genomica apds exposicdo a determinado agente genotoxico
(SUDHEER et al., 2008). Esses testes, micronucleo (Micronuclei assay) € o ensaio cometa
(Cometa assay) apresentam, ambos, vantagens adicionais por se tratarem de métodos de curta

duracdo, alta precisdo e rapida obten¢do dos resultados (GONZALES et al., 2011).
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3.9.1 Teste de micronucleo em linfécitos de sangue periférico humano

O teste de micronucleo (MN) ¢ bastante utilizado para analisar a genotoxicidade in vitro
e biomonitoriza¢ao de exposi¢ao de efeito (NORPPA e FALCK et al., 2003). Este teste se
constitui em um dos métodos para medidas de danos cromossdmicos espontaneos ou induzidos,
ou ainda de erros de segregacdo cromossomica, uma vez que os micronucleos resultam da
producdo de fragmentos acéntricos (Figura 7) ou de cromossomos que sdo mais lentos no
processo de migracao para os polos opostos das células, observados durante a divisdo celular
na fase da anafase (D’AGOSTINI, 1993).

Os danos no DNA induzido por substancias de origem natural ou sintética, ou ainda pela
atividade fisica, ¢ uma area de estudo de grande interesse da toxicologia genética, uma vez que
as mutacdes em cromossomos ¢ um evento de significativa relevancia na carcinogénese
(FENECH, et al., 2006). A primeira utilizacdo do método “Teste de micronucelo” foi em 1959
na tentativa de analisar as alteragdes cromossomicas (EVANS et al., 1959). Mais tarde, o teste
foi aplicado para andlise da deteccdo de micronucleo em culturas de linfocitos de sangue
periférico humano (HUBER et al., 1990). Na atualidade, s@o utilizados diferentes tipos celulares
para avaliacdo do dano genético, como células epiteliais, eritrdcitos e fibroblastos (PINTO,
2008). A escolha dos linfocitos para realizagdo dos testes € bastante vantajosa pois, este tipo de
célula despende pouco tempo de cultura e maior tempo de vida 1til, com cerca de 1095 dias, o
equivalente a trés anos, quando comparados com as células do epitélio bucal com 21 dias e
eritrocitos com 120 dias apenas (RAMALHO et al., 1995).

Os micronucleos quando observados ao microscopio, sao estruturas semelhantes ao
nucleo principal da célula, de pequenas dimensdes 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 formacgao representa dano genético provocado por agentes genotdxicos
com dois modos de acdo distintos: clastogénicos ou aneugénicos. Os agentes clastogénicos
(causadores de rupturas cromossdmicas), agem induzindo a formacao de MN que contém no
seu interior fragmentos de cromossomos resultantes da quebra de uma ou duas cadeias de DNA.
Nos casos em que a reparacdo do erro ndo ocorre, esta quebra de cromossomos podera dar
origem a um rearranjo assimétrico com a formacao de um cromossomo dicéntrico, ou seja, com

dois centromeros e um fragmento acéntrico (FENECH e MORLEY, 1985).
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Figura 7. Mecanismo de formagao dos micronucleos MN (FENECH et al, 2003).

Micronucleo (MN)

Figura 8. C¢élula binucleada com evidente microntcleo (PACHECO e HACKEL, 2002).

O primeiro fragmento ¢ arrastado para os polos opostos da célula durante a anafase e
forma uma ponte nacleo plasmatica entre os nucleos da célula filha. O segundo fragmento sofre
um atraso dando origem a um micronucleo individualizado que ndo ¢ incluido no ntcleo da
célula filha na fase da telofase ou separacdo citoplasmatica das duas células diploides
(HAGMAR et al., 2000; BONASSI e AU., 2002; THOMAS et al., 2003). No caso dos agentes
com modo de agdo aneugénica (que induzem aneuploidias ou segregag¢do cromossdmica
anormal), o0 MN ¢ formado com um cromossomo inteiro que sofreu um atraso quando da
ascensao aos polos. Este atraso na ascensdo dar-se-a por falhas no fuso mitético ou por danos

estruturais no cromossomo (VOLDERS et al., 2000).
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3.9.2 Ensaio cometa alcalino (Alkaline comet assay)

Um outro teste bastante empregado para mensurar os efeitos genotoxicos de um
composto ¢ o Ensaio Cometa alcalino (Single Cell Gel Electrophoresis). O método permite a
obtencdo de uma grande quantidade de dados em células individuais, e requer um numero
extremamente pequeno de células, (< 10. 000), sendo bastante sensitivo e podendo ser realizado
com qualquer tipo de c€lula eucariotica. Trata-se de uma técnica rapida e eficiente quando usada
para detectar eventos de danificagdo genomica das células de mamiferos, quando expostas a
agentes genotoxicos (SINGH et al., 1988; FAIRBAN et al., 1995). Neste tipo de ensaio, as
células sdo aplicadas em um gel de agarose de baixo ponto de fusdo (Agarose LM) sobre
laminas de microscopios, previamente preparadas, e, a seguir, estas células sdo lisadas e

submetidas a um campo elétrico em tampao alcalino.

De acordo com Sigh et al., (1988) o método alcalino permite a deteccdo de quebras
duplas e simples na estrutura helicoidal do DNA. A presenga de quebras simples, sitios labeis
alcalinos (locais em que a cadeia polinucleotidica sofre quebra quando ha incubacdo do DNA
em pH elevado) e ligagdes cruzadas em posigdes diferentes no DNA (crosslinks), resultantes
da acdao de compostos genotoxicos, alteram a estrutura do DNA das células, que normalmente
encontra-se altamente compactado, resultando em relaxamento em partes da molécula que
migram em dire¢cdo ao cation. Desta forma, apds a aplicagdo de corantes especificos, pode-se
visualizar, em microscopio de fluorescéncia, a migracdo do DNA, que se assemelha a um
cometa (TICE et al., 2000). A capacidade de migracao do DNA ¢ diretamente proporcional ao
dano ocorrido na molécula, como também da quantidade de extremidades livres que, mesmo

ligados a segmentos maiores, migram numa distancia 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 observacdo por
epifluorescéncia de 4 niveis de danificagdo genomica (Figura 10): dano 0 (nenhuma lesdo ou
dano visivel no DNA e auséncia de fragmentacdo nuclear); dano 1 (deteccdo de leve
danificagdo no DNA e leve fragmentacdo nuclear com discreta formagdo de halo); dano 2
(danificagdo moderada no DNA e fragmentacdo nuclear visivel com formacao de um halo
extenso) e o dano 3 (danificacdo intensa no DNA ¢ observacao de um halo bastante extenso, ao
redor, do pouco material nuclear e a formagao de uma cauda semelhante a de um cometa, sendo

este ultimo, a forma mais grave de danificagdo).
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Figura 10. Ensaio cometa: classificacdo de dano genomico (SINGH et al., 1988).
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RESUMO

A prodigiosina, pigmento vermelho natural, é um alcaloide produzido por Serratia marcescens.
Este metabdlito secundario pertence a familia das prodigininas cujos pigmentos apresentam em sua
estrutura quimica trés anéis pirrélicos. A prodigiosina tem sido descrita pelas suas inimeras atividades
bioldgicas como antimicrobiana, antimalarial, antitumoral e indutor de apoptose em linfdcitos T e B.
Por isto, tem despertado o interesse das diversas areas como médica, farmacéutica, 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 absor¢do em 534 nm, valor
de referéncia 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 difusdo e disco e pela
determinagdo da concentragdo minima inibitoria (CMI) e bactericida (CMB). Os testes de difusdo em
discos demostraram significativos halos inibitérios 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 resisténcia a prodigiosina Escherichia coli UFPEDA 224, Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA 39 e Acinetobacter sp UFPEDA 994, onde ndo foram observadas formacéo de
halos inibitérios significativos. Foram determinadas as concentra¢cdes minimia inibitorias (CMI) e
bactericida (CBM) para 20 linhagens de Staphylococcus aureus oxacilina resistente (ORSA). O
antibiotico padréo foi a oxacilina. As CMI’s observadas variaram de 1 a 4,0 ug / mL enquanto as CMB’s
variaram de 2 a 16 pg / mL. Neste sentido, com base nos dados encontrados neste trabalho, a
prodigiosina produzida por Serratia marcescens UFPEDA 398 apresentou efeito bacteriostatico 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; Resisténcia bacteriana.
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Introducéo

A prodigiosina € um metabolito secundario produzido por Serratia marcescens. Este é
um alcaloide pertencente a classe dos pigmentos vermelhos cujos membros apresentam como
caracteristica comum em sua estrutura quimica um dos anéis pirrolicos. A producdo deste
metabolito, 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 Gltimo micro-organimo destaca-se por apresentar uma maior
capacidade de biossintese do pigmento (Giri et al., 2004; Lapenda et al., 2013).

Estudos relacionados a producdo da prodigiosina tem crescido nos ultimos anos, uma
vez que tém sido atribuidas a este pigmento algumas atividades biol6gicas como: antitumorais,
antifangicas e antimicrobianas despertando assim o interesse em diversas areas como médica,
industrial, farmacéutica e ambiental. Este pigmento vermelho ja vem sendo aplicado nas
industrias téxteis e de polimeros. Devido ao seu potencial antitumoral as industrias
famacéuticas tem proposto a prodigiosina sintética (Sigma Aldrich, CAS Numero 56144-17-
3), como uma promissora droga antitumoral (Arthaud et al., 2012; Guryanov et al., 2013).

Os produtos naturais, tém sido utilizados pelas indUstrias farmacéuticas como um novo
conceito de substancias com promissoras atividades antimicrobianas observadas como
alternativas ao uso dos antibi6ticos convencionais. A sensibilidade a prodigiosina observada
para o micro-organismo Straphylococcus aureus oxacilina resistente (ORSA) é um exemplo da
efetiva agéo destes produtos naturais (Hemaiswarya e Kruthiventi, 2008).

O aumento das infeccBes hospitalares induzidas por este micro-organismo tem sido
observado a cada ano devido a sua resisténcia aos antimicrobianos convencionais de atividade
antiestafilococica como os aminoglicosideos, cloranfenicol, lincosamideos, macrolideos,

quinolonas e tetraciclinas. Por conseguinte um dos glicopeptideos, principalmente a
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vancomicina, é uma das poucas alternativas terapéuticas eficaz no tratamento de infecgdes
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

metabolito secundario isolado de S. marcescens frente a diferentes micro-organismos.

Material e método

Micro-organismos e condicdes 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
clinicos de Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina (ORSA) provenientes do Laboratério
de Cultura e Colecdo de Micro-organismos do Departamento de Antibioticos, na Universidade
Federal de Pernambuco (tabela 2). Todos os micro-organismos, acima citados foram mantidos
sobre refrigeracdo a 4 °C em meio Agar Mueller Hinton (Himedia), com excecdo do S.

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

Micro-organismos Meéio de cultura Temperatura
Escherichia coli UFPEDA 224 Agar Miieller Hinton 4°C
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39  Agar Mieller Hinton 4°C
Staphylococcus aureus UFPEDA 01 Agar Mueller Hinton 4°C
Enterococcus faecalis UFPE 138 Agar Mueller Hinton 4°C
Streptococus pyogenes UFPE 07 Agar Sangue 4°C
Acinetobacter sp UFPE 994 Agar Mieller Hinton 4°C

Producéo 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 °C, a 150 rpm por 16 horas (overnight), até a obtencdo de uma
densidade 6tica de dois (ODsoo = 2, correspondendo a 10° cel/ mL). Os processos fermentativos
para producdo da prodigiosina foram realizados segundo Vendruscolor et al., (2007), em estado
solido visando o méaximo rendimento do pigmento sintetizado em mg. O in6culo bacteriano,
previamente preparado, foi transferido (1 mL) para placas contendo o meio da Difco o Agar
Manitol (5 g/ L de peptona, 2 g/L de extrato de levedura, 20 g/ L de manitol e 17 g/ L de agar
bacteriolégico). 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 °C e

apos o tempo transcorrido foi observada a producgéo da prodigiosina.
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Extracéo da prodigiosina

O pigmento foi extraido a partir da biomassa bacteriana produzida em 48 horas em meio sélido
(Casullo, et al., 2010). A biomassa bacteriana foi removida delicadamente da superficie da placa
de Petri, em seguida o pigmento foi extraido pelo sistema de solvente cloroférmio: metanol nas
proporcles (2:1; 1:1 e 1:2 v/v) e 100% de metanol. As fracdes obtidas foram reunidas e
concentradas por rotaevaporacdo a temperatura de 45 °C, sendo o extrato de prodigiosina obtido

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

Isolamento e purificacdo da prodigiosina

O Extrato de prodigiosina foi solubilizado em 3 mL de metanol conforme Nakashima et al.,
(2006), e submetido a cromatografia em coluna -TLC (coluna 22 x 1 cm), usando silica gel
(Merck) como adsorvente. A eluicdo foi feita pelo sistema de solvente cloroférmio: metanol:
acido acético (5: 30: 65 v/v) e em seguida, modificado para cloroférmio : metanol : acetona (4:
2: 3 v/lv), visando a méxima remocao de impurezas. As fragdes coletadas posteriormente, foram
submetidas a cromatografia em camada delgada (CCD) para determinacdo do valor de
referencia (Rf) das amostras e indentificacdo. O valor de referéncia da amostra foi calculado
segundo a formula (Rf = ds / dm) com base nas distancias percorridas pelo solvente (ds) e do
soluto (dm) segundo Chaves et al., (1997). As amostras foram aplicadas sobre folhas de
aluminio revestidas por silica gel, em seguida colocadas em cubas de vidro contendo o sistema
de solvente metanol: cloroférmio: acetona (2:3: 4 v/v). O valor de referéncia da amostra foi

comparado com o Rf da prodigiosina padréo (Sigma).
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Caracterizacao da prodigiosina

A caracterizacdo da fracdo vermelha isolada foi analisada por espectrofotometria (UV) sendo
determinada a faixa de absorbancia 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
pos 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 Difusdo em Disco)

A atividade antimicrobiana da prodigiosina foi determinada frente as 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 difusdo em disco (Kirby-Bauer, 1966). Os testes foram
realizados em triplicatas e os antibidticos padrdes utilizados foram amplicilina (10 pg),
cloranfenicol (10 pug) e gentamicina (10 pug). As linhagens foram semeadas em placas seguindo
0 padréo de turbidez da escala de Mac Farland (0,5). Os discos impregnados com 300 pg de
prodigiosina foram adicionados em placas com meio Mueller Hinton previamente semeadas
com as respectivas culturas de micro-organismos. As placas foram incubadas a 37 °C por 24
horas. Em seguida, as areas de inibicdo observadas ao redor dos discos foram medidas (mm)

considerando apenas halos maiores que seis milimetros.
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Concentragdo minima inibitéria (CMI) e minima bactericida (CMB)

A CMI e CMB foram mensuradas segundo o Clinical and Laboratory Standards Institute pelo
método de microdiluicio em caldo Mueller Hinton (CLSI, 2010). Inicialmente foram
preparados inoculos (1,5 x 108 UFC/ mL) com suspenséo de 0,5 segundo a escala de McFarland
a partir de colbnias bacterianas com 24 horas de cultivo. Vinte (20) isolados clinicos de
Staphylococcus aureus oxacilina resistente (ORSA) foram testados frente & prodigiosina. A
oxacilina foi utilizada como antibiético padrdo na concentracdo de 1280 — 0,25 pg/mL para
comprovar que as cepas eram ORSA. Em microplaca de 96 pocos foram distribuidos 100 pL
de Caldo Mueller Hinton, 10 pL da suspencéo bacteriana padronizada e 20 pL da solugédo mae
de prodigiosina (1280 — 0,25 pg/ mL), em seguida as placas foram incubadas a 37 °C por 24
horas. Transcorrido o tempo de incubagéo, foram adicionados 20 pL da substéncia reveladora
(0,01 % Resarsurina) e em seguida, incubando por 2 horas. Apos este periodo as placas foram
observadas considerando o Ultimo poco onde ndo houve crescimento visivel (na coloracéo azul)
como sendo a CMI. A determinagdo da CMB foi feita a partir do semeio por esgotamento em
placa contendo Agar Miller Hinton do Gltimo pogo de menor concentragdo onde ndo houve

crescimento até o de maior concentragao.

Resultados

Prodigiosina: producéo, purificacdo e caracterizacado

O rendimento de biomassa obtida em 48 horas de cultivo em meio manitol foi de 40.5
g/L em Agar Manitol (Figura 1). A quantificacdo do méaximo rendimento da prodigiosina foi
estabelecida a partir da correlagdo com a biomassa produzida, sendo observado méximo

rendimento da fragdo 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 purificacdo foi observado uma fracdo roxa, que foi

separada, obtendo um rendimento de 120 mg/g de pigmento (tabela 2). Ap0s a caracterizagdo

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

Tabela 2. Producdo de prodigiosina por S. marcescens UFPEDA 398 em meio &4gar manitol
apos 48 horas de cultura a 30 °C.

Meio sélido | Biomassa | Fracdo vermelha Fracao roxo Prodigiosina
(g/L) (9/g de biomassa) (mg/g de pigmento) | (mg/g de pigmento)
Manitol 40.50 1.2 120 360

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

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

para a roxa de 0.22 respectivamamente. O pigmento vermelho apresentou absorbancia méaxima

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

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

Figura 1. Aspecto macroscopico de S. marcescens UFPEDA 398 em meio Agar Manitol em 48 horas
de cultivo, sendo observado a producédo de pigmento vermelho.
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Figura 2. Espectrofotometria UV-vis da fracdo roxa e vermelha com absorbancia maxima em 272.65 e
534.40 nm respectivamente.
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Figura 3. Espectrometria de massa da fragdo vermelha (prodigiosina) produzida por S. marcescens
UFPEDA 398.
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Figura 4. Espectrometria de massa da fragcdo roxa (monopirrol) produzida por S. marcescens UFPEDA
398.

Atividade antimicrobiana da prodigiosina (Teste de Difusdo em Disco)

Os dados obtidos para a atividade antimicrobiana em teste de difusdo 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 0s
antibidtiocos padrdes testados. Foi evidenciada também atividade antimicrobiana da fracéo
roxa frente a Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39 (14.5+0.5) e E. faecalis UFPEDA 138
(13.540.5). Os micro-organismos resistentes a prodigiosina foram Escherichia coli UFPEDA
224, Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39 e Acinetobacter sp UFPEDA 994, que ndo

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

(Kirby-Bauer, 1966).

MICRO-ORGANISMOS FRACAO | PRODIGIOSINA ANTIBIOTICOS (Média/ mm) DMSO
ROXA
(Média / mm) Amp Cl Gnt (Média/
(Média / mm) mm)

Escherichia coli UFPEDA224 | | == 26.0+0.0 | 30.0£0.0 | 20.0+0.0 -
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39 14505 | - | - 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 UFPEDAO7 14.0 £ 0.6 40.0£0.0 | 31.0£0.0 | 21.0£0.0 --
Acinetobacter sp UFPEDA994 | | e | e 17.0+0.0 | 22.0£0.0 --

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

Staphylococcus aureus
UFPEDA 01

Enterococcus faecalis
UFPEDA 138

Streptococcus pyogenes

UFPEDA 07

Figura 5. Atividade antimicrobiana da fracdo roxa (FR) e prodigiosina (PG) frente aos micro-
organismos testes em 24 horas de cultivo (Teste de difusédo em disco).
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Concentragdo minima inibitoria (CMI) e minima bactericida (CMB)

Os resultados para concentragdo minima inibitoria (CMI) da prodigiosina frente aos 20
isolados clinicos ORSA encontram-se reunidos na tabela 4. Foram observadas CMI’s que
variaram de 1 a 8 ug/mL. As CMB’s apresentaram valores iguais ou maiores que 2.0 pug/mL
como pode ser observado na linhagem de Staphylococcus aureus 25 (4.0 ug/mL - secrecao de
ferida), linhagem S. aureus 39 (4.0 ug/mL — ponta de catéter), linhagem de S. aureus 629 (8.0
pug/mL - isolada de urocultura) e linhagem S. aureus 73 (16 ug/mL - secrecdo de ferida) cujas
as CMB’s encontradas apresentaram concentragcdes mais elevadas para a prodigiosina (Figura
6). Os dados obtidos demontram que as cepas ORSA apresentam sensibilidade a prodigiosina
sendo observado efeito inibitério do micro-organismo até mesmo nas CMI’s de concentraces
mais baixas (1 pg/mL). Isto sugere a agéo efetiva da prodigiosina quando comparada com a
oxacilina cuja menor CMI encontrada foi igual ou acima de 128 pg/mL com excecdo a
linhagem 81 (16 pg/mL — isolado de urina). Foram considerdas as cepas resistentes a oxacilina

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

CMB = 16 pg/mL

Figura 6. Determinacdo da CMB para prodigiosina frente a S. aureus 73 resistente a oxacilina sendo
observada desda maior concentracéo de prodigiosina (n°3) até a menor concentragdo (n°12) em 24 horas
de cultura.
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Tabela 4. Concentracdo minima inibitéria e bactericida (CMI) e (CMB) da prodigiosina frente a
linhagens de S.aureus ORSA ap0s 24 horas de cultura.

Micro-organismos Amostras Prodigiosina Oxacilina
*CMI **CMB CMI CMB
(ug/mL) (pg/ml)  (ugml)  (ng/mLl)
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 Secrecdo 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 pds-operatoria 1.0 2.0 128 >128
S. aureus UFPEDA 55 Secregdo traqueal 1.0 2.0 128 >128
S. aureus UFPEDA 57 Exsudado purulento 1.0 2.0 128 >128
S. aureus UFPEDA 66 Secregdo traqueal 1.0 2.0 128 >128
S. aureus UFPEDA 73 Secrecédo de ferida 8.0 16.0 128 >128
S. aureus UFPEDA 74 Secrecdo 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 pds-operatdria 1.0 2.0 128 >128
S. aureus UFPEDA 78 Secrecdo de ferida 1.0 2.0 128 >128
S. aureus UFPEDA 79 Secregdo 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 Secrecdo de protese 1,0 2.0 128 128
S. aureus UFPEDA 732 Ponta de cateter 1,0 2.0 128 128

* CMI (concentragdo minima inibitoria), ** CMB (concentragdo minima bactericida),
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Discussdes

A producdo de prodigiosina requer diversos fatores que favorecam a formulacéo de um
microambiente propicio a multiplicacdo do micro-organismo, S. marcescens. De acordo com
Ahmed e colaboradores., (2012) podemaos 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 sintese 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 0 méaximo
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, 6leos de milho, soja e coco
sdo excelentes substratos para a sintese da prodigiosina visando o0 méaximo rendimento de 300
mg/mL do pigmento. Novos substratos alternativos tém sido descritos como uma alternativa
menos dispendiosa, pois sdo de baixo custo e favorecem a méxima produgdo de prodigiosina.
Quanto a biossintese da prodigiosina alguns fatores devem ser considerados como a temperatura
e 0 pH que interferem diretamente na producdo onde se descreve que a temperatura 6tima de
producdo do pigmento é de 30 °C e o pH 6timo neutro (pH = 7). Baldino e colaboradores.,
(2006), afirma que a producdo do pigmento sofre também interferéncia da luz, logo sdo
descritos maximo rendimento de prodigiosina em cultivos com total auséncia 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 substancia produzida por S. marcescens cujo valor

de absorbancia 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 0 mesmo obtido para a prodigiosina purificada neste estudo. Observa-
se também que o pigmento roxo isolado e caracterizado neste estudo sugere ser 0 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
difusdo em disco (Kirby-Bauer., 1996). Foram sensiveis 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 o0s antibidtiocos
padrdes testados e ainda que as bactérias mais sensiveis ao pigmento foram as Gram-positivas
(S. aureus UFPEDA 01 e E. faecalis UFPEDA 138), enfatizando a importancia dos dados uma
vez que, 0s micro-organismos testados sdo isolados clinicos com potencial patogenicidade e
viruléncia e ainda, demostrando a agdo antimicrobiana efetiva do pigmento prodigiosina frente
a estas cepas em comparacdo com o0s antibioticos ampicilina, cloranfenicol e gentamicina
avaliados.

Segundo Lee e colaboradores., (2011),0s 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 inibicdo 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 n&o 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 sensiveis a prodigiosina produzda pela S. marcescens CMST 07 isolada de um estuario.
Quanto a determinacdo da concentragdo minima inibitéria (CMI) e bacteriostatica
(CMB), os resultados obtidos foram bastantes significativos demostrando a potencial e
promissora atividade antimicrobiana da prodigiosina quando comparados o antibiotico padréo.
Coelho e colaboradores., (2013), descreve o perfil de sensibilidade das cepas de S.
aureus isoladas de animais e humanos frente aos antibiéticos ampicilina e gentamicina, onde
foi observada maior sensibilidade dos isolados clinicos de humanos. Segundo Abdullateef e
colaboradores., (2012), as antibidticos terapias convencionais utilizam a oxacilina em casos de
dermatites induzidas por cepas ORSA contudo,sdo observadas cepas resistentes ao antibidtico.
S. aureus oxacilina resistente tem sido alvo de grandes preocupac6es em salude uma vez
gue, 0 micro-organismo é causador de frequentes infeccdes hospitalares e ainda, por apresentar
resisténcia a uma diversidade de antibi6ticos convencionais apresentando sensibilidade apenas
aos antibidticos vancomicina e metilciclina (Alvarez e Mimica, 2012). Em adicional, Santos e
colaboradores.,(2011), afirma que cepas ORSAS sdo sensiveis a vancomicina quando
observados MIC’s inferiores a 4 ug/mL e resistentes quando os MIC’s forem maiores que 8
ug/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 pg/mL para a
vancomicina frente aos isolados clinicos ORSA.
Além da atividade antibacteriana observa-se atividade antifingica para a prodigiosina
frente aos fungos dermatéfitos de dificil tratamento. Ahmed e Mevart et al., (2012), afirma que
a prodigiosina apresentou atividade antifingica produzindo inibigdo em esporos de fungos

dermatdéfitos como Microsporum cookie (CMI = 2.3 ug/mL), M. Ajelloi (CMI = 2.3 ng/mL) e

Trichophyton longfeuseus (CMI = 8.1 ug/mL).
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A prodigiosina produzida por Serratia marcescens UFPEDA 398 apresentou uma
promissora atividade antimicrobiana frente aos isolados clinicos quando comparada com
antibioticos padrbes. Esta informacdo sugere sua aplicabilidade em antibioticos terapias
resultantes de infeccGes induzidas por cepas de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Streptococcus pyogenes e antibioticos terapias dirigidas a Staphylococcus aureus oxacilina

resistente.

Conclusdes

O pigmento vermelho, natural, sintetizado por Serratia marcescens UFPEDA 398 foi
caracterizado como sendo a prodigiosina reportada na literatura, a qual diversas atividades
bioldgicas tém sido atribuidas, inclusive antimicrobiana. Dentre os isolados clinicos 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 a¢do antimicrobiana do
pigmento frente aos micro-organismos testes. A fracdo 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 aplicacao

nas antibidticos terapias dirigidas a Staphylococcus aureus ORSA.
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Resumo

A prodigiosina é um metabolito secundario, de pigmentacdo vermelha, produzido por Serratia
marcescens. O pigmento vermelho é um alcaloide natural cuja a estrutura quimica apresenta trés anéis
pirréis. A prodigiosina tem sido descritas por diversas atividades bioldgicas, inclusive, antitumoral
induzindo apotose em linfocitos T e B. Este trabalho teve por objetivo avaliar a atividade citotoxica 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 fracdes 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 maxima absorcdao em 534 nm, peso molecular 323 e formula estrutural
C20H2sN30. Durante o processo de purificacdo da prodigiosina foi observado também uma fracdo roxa
de absorbancia em 272.65 nm. Foram evidenciados significativos efeitos citotoxicos da prodigiodiosina
para as linhagens tumorais NCHI 292, Hep 2, MCF 7 e HL 60. A fracdo roxa isolada apresentou baixo
efeito citotoxico (ICsp 11.3 png/mL) quando comparado com a prodigiosina (ICso 3.4 ng/mL) para as
linhagem de células tumorais estudadas. A linhagem MCF 7 apresentou leve resisténcia ao pigmento
(ICs0 5.1 pg/mL) sendo portanto, necessarios estudos futuros para elucidagdo dos mecanismos de agdo
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
citotoxica em linhagens de células tumorais sugerindo propriedades antitumorais promissoras. Neste
sentido, serdo realizados estudos futuros quanto aos efeitos genotoxicos da prodigiosina produzida por
S. marcecsens UFPEDA 398.

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

Prodigininas representam uma classe de antibioticos oligopirrol pigmentados com alto
potencial medicinal como imunossupressores € agentes tumorais (Cerdeno et al., 2001). Estes
pigmentos (figura 1) sdo comumente sintetizados e evidenciados logo apos a fase de
crescimento exponencial, fase Log (Gueryanov et al., 2013). Atualmente, sdo descritas trés
classes para estes pigmentos onde a primeira reune o grupo dos tripirrdis lineares, incluindo a
prodigiosina cuja sintese 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 retne o grupo dos compostos macrociclicos, caracterizados pela sua formagao
entre os pirrdis 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 ciclicos 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 razoes fisioldgicas na qual estes micro-organismos sintetizam o pigmento ainda nao
sao bem elucidadas todavia, sabe-se que isolados clinicos altamente resistentes de mesma
espécie geralmente, ndo produzem o pigmento enquanto as cepas ambientais sdo excelentes
produtoras. Logo, sugerindo um mecanismo de defesa para esses micro-organismos (Giri et al.,
2004). Estes alcaloides naturais tem sido descritos na literatura por apresentar atividades
antibacterianas, antifungicas, antiprotozodrios, 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 areas
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como industrial, biotecnoldgica, médica e principalmente, farmac€utica por apresentar
atividade antitumoral sendo observados efeitos imunossupressores em linfocitos T e B, indugao
de apoptose, efeitos antitumorais em mielomas, leucemias linfociticas (T-cell Leukemia),
linfomas de Burkitt’s e ainda, em cancer de mama, célon, figado, pulmao, prostata e outros
mais, sendo observados pouco efeitos adversos as cé¢lulas sadias (Montaner e Pérez-Tomas,

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

CasHzN;0 CyeHygaM;0
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Figura 1. Estruturas quimicas dos pigmentos vermelhos pertence a familia das prodigininas

(Modificado de Valente et al., 2007)
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O crescente interesse na formulacao de drogas do tipo “prodigiosina” como agente
antitumoral e imunossupressor tem sido intensificado nos ultimos anos decorrentes de inimeros
fatores.  As prodigiosinas de cadeias ramificadas “Alquiprodigiosinas” isoladas de
Streptomyces  coelicolor, apresentam um potencial melhorado na sua atividade
imunossupressora ¢ antitumoral (Mo et al., 2005). A undercilprodigiosina, de cadeia
ramificada, ¢ a mais bem elucidada na literatura onde estudos demostram que esta € resultante
de varias 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 citotoxica e
antitumoral da prodigiosina, foram avaliados os efeitos citotoxicos do pigmento vermelho

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

Material e Método

Células e condicoes de cultura

Foram empregadas neste estudo as seguintes linhagens tumorais: NCIH 292 (Carcinoma
mucoepidermoide de pulmdo), Hep 2 (Carcinoma epidermoide de laringe), MCF 7
(Adenocarcinoma de mama) e HL 60 (Leucemia promielocitica humana). Todas as linhagens
foram obtidas do Laboratério de Culturas de Células e Ensaio farmacoldgicos, do Departamento
de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE. As linhagens foram cultivadas
(2 x 10° células/mL) em frascos (25 cm?/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 solucao de antibidtico (penicilina
1000 UI/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-glutamina 200 mM e incubadas a 37 °C

em atmosfera umidificada contendo 5% de COx.

78



Isolamento, purificagdo e caracterizag¢do da prodigiosina

A prodigiosina produzida por Serratia marcescens UFPEDA 398 foi obtida a partir dos
processos de isolamento, purificacdo e caracterizacdo previamente descritos pelo protocolo de

Nakashima et al., (2005 e 2006), modificado por Lapenda et al., (2014).

Teste de viabilidade celular e atividade citotoxica

A viabilidade celular e a atividade citotdxica da prodigiosina em linhagens de células tumorais
foram realizadas pelo teste colorimétrico MTT  [3-(4,5-dimethilthiazol-2-2,5-
dipheniltetrazolium bromide)], apos 72 horas de incubagdo. Este ¢ um ensaio quantitativo in
vitro desenvolvido por Mosmann et al., (1983) e posteriormente foi adaptado por Alley et al.,
(2002), para estimar a proliferacao e a sobrevivéncia celular sendo efetivo para evidenciar a
citotoxicidade. O teste baseia-se na analise de enzimas celulares que reduzem o corante
tetrazolico (MTT) a sua forma insolivel, o formazan evidenciado pela cor purpura e que
posteriormente ¢ mesurado pela absorbancia em nm. Inicialmente, as células foram cultivadas
na concentra¢io de 10° células/mL (Bezerra et al., 2008). O controle positivo utilizado foi o
quimioterdpico padrdo doxorrubicina (Dox). As substincias (teste e controle) foram
previamente dissolvidas em DMSO e em seguida, diluidas em série (25 — 0.3 pg/ mL) em meio
RPMI 1640 e tranferidas para placas de 96 pogos (100 pL/pogo). As placas foram incubadas a
37 °C por 72 hora em atmosfera timida a 5% de CO>. Em seguida, foram adicionados 25 pL
da solugdo de MTT (sal de tetrazolium), e incubadas por mais 3 horas. Apos a dissolucdo do
precipitado com DMSO (0,2 pg/mL), foi realizada a leitura das placa em espectrofotdmetro de
placas a 595 nm e em seguida, mensurados a CLso (concentra¢do capaz de inibir 50% do

crescimento celular) e seus respectivos intervalos de confiancga (IC 95%) calculados a partir de
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regressao nao-linear utilizando o programa Prisma versao 5.0 (GraphPad, Intiuitive Software

for Science, San Diego, CA).

Ensaio de citometria com Anexina V-FITC e lodeto de propideo PI

A investigacao de morte celular por apoptose e necrose foi realizada empregando anexina V-
FITC e o iodeto de propideo 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 superficies de membrana a fosfatidilserina, enquanto que o iodeto de
proprideo cora 0 DNA destas células com membrana nuclear comprometida neste ultimo caso,
expressando a integridade da membrana celular. Logo, é possivel discriminar quantitativamente
0 nimero de células vidveis (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 Pl). 10° células por mL das linhagens NCIH- 292 ¢ Hep-2 foram cultivadas em microplacas
de 24 pogos contendo 1 mL de meio e incubadas nos tempos de 48 e 72 horas em meio
DEMEN, 5% CO», a 37 °C na concentragao de prodigiosina baseada na ICso de 3.4 ug/mL. A
linhagem HL-60, também analisada, foi incubada nos tempos (48 e 72 horas) a concentragdo
de prodigiosina baseada na ICso de 1.7 pg/mL em meio RPMI 1640, 5% CO», a 37 °C. Como
controle positivo e negativos respectivamente foram empregados a Doxorrubicina (ICso 0.2
ug/mL) e apenas o meio de cultura (controle negativo). Apos este periodo, as células foram
tranferidas para microtubos e lavadas com solucdo 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 pL de solucdo tampdo de apoptose (Anexin V Biinding Buffer- BDPharmingen). O
conteddo de cada tubo foi transferidos para tubos de citometria onde foram adicionados, em

sequida, 5 uL de Anexina V-FITC e 10 uL 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 apds 15
minutos, adquirindo-se 20.000 células. A aquisicdo dos dados foi feita com o software Cell
Quest Pro e a analise foi feita utilizando o software Flow Jo 7.6. A anélise estatistica foi
realizada utilizando-se o software Graph Pad Prism 5.0. O teste estatistico utilizado foi

ANOVA, seguido do teste de Dunnett.

Resultados

O pigmento vermelho isolado apresentou absorbancia maxima em 534.40 nm e peso
molecular de 323 correspondendo a prodigiosina ja descrita na literatura. Durante o processo
de purificacao foi obtida uma segunda fragao de pigmentacao roxa que apresentou absorbancia
maxima de 270 nm e peso molecular de 149 conforme ja evidenciado no trabalho anterior

descrito por Lapenda et al., (2014).

A prodigiosina apresentou efeito citototoxico sendo evidenciado em linhagens de
células tumorais estudadas (Tabela 1) a partir da mensuragdo da dose citotoxica (ICso). As ICso
mensuradas para a prodigiosina demostraram um alto efeito citotéxico do pigmento para todas
as linhagens. Segundo Geran et al., (1972) e Alley et al., (1988), substancias puras com alto
efeito citotoxico apresentam ICso igual a 4 ug/mL. Para a linhagem MCF 7 foi observada uma
ICso acima do descrito por Geran et al., (1972) ¢ Alley et al (1988), sugerindo resisténcia desta
linhagem a prodigiosina. Contudo observamos o efeito citotoxico do pigmento para esta
linhagem, quando consideramos o comportamento de resisténcia da MCF 7. Em comparacéo,
a linhagem HL60 demonstrou ser bastante sensivel a prodigiosina, sendo observado uma ICso

muito baixa o que potencializa a a¢éo citotdxica da prodigiosina para estas células.

Foi observada inducdo 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 inducéo 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 inducdo 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 relacéo aos controles negativos Anexina V de 26.3%
(26.3 £ 0.8), lodeto de propideo PI 0% (0.362 £ 0.035), Anexina V + Pl de 19% (19.0+£0.7) e
para o controle positivo Anexina V + Pl 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). Todavia, para a linhagem HL 60 esta
percentagem foi muito baixa 5% (5.26+2.88) ndo sendo considerado efeito apoptotico para estas

células.

Tabela 1. Mensuracao da ICso para a citotoxicicidade da prodigiosina frente as linhagens de
células tumorais.

Linhagem celular Drogas 1Cso (zg/mL)

Prodigiosina Fracdo roxa Doxorrubicina
NCHI-292 3,6 11,6 0,2
Hep-2 3,4 15,2 0,7
MCF-7 51 15,6 0,2
HL 60 1,7 11,7 0,2
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Tabela 2. Percentual de inducdo de apoptose em linhagens tumorais expostas a prodigiosina (ICs 3.4

pg/mL) apds 48 horas.
AMOSTRAS TEMPO MEDIA + DP (%)

*ANEX (%) **P| (%) xx A+P] (%) *HxxECV/(%)
Hep-2 . Controle - 48h 0.2135 +0.009 0.0 £0.0 0.0 £0.0 99.75£0.05
Hep-2. Controle - Anex 48h 9.3+05 0.0+£0.0 0.0 £0.0 90.7 £0.35
Hep-2. Controle - Pl 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 +0.008 924+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 48h 571+£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 — Pl 48 h 0.0+£0.0 0.0+00 0.0£00 100.0 +0.0
HL 60. Controle - A+ PI 48h 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+00 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+ Pl 48 h 2797 +0.974 0.0+0.0 0.0842 +0.0389 71.95+091
NCIH 279. Controle + 48h 53.06 +7.02 0.0+0.0 2.073 £1.452 44.87 +8.31
NCIH 279. Prodigiosina 48h 60.56 £ 0.81 0.0+0.0 3.25+£1.22 36.03£1.30

*Anex (Anexina V-FITIC); **PI (lodeto de propideo); *** Anex +PI (Anexina mais PI) e **** CV (Células vidveis)
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Figura 2. Percentual de inducdo de apoptose e necrose para a linhagem Hep 2 ap6s exposicao
de 48 horas a prodigiosina (ICso 3,4 pg/ mL). (C- controle negativo; C+ controle positivo
doxorrubicina; C-Anexina Controle negativo anexina; C-PI controle negativo iodeto de propideo; C-
A+P Controle negativo anexina mais iodeto de propideo).
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Figura 3. Percentual de inducdo de apoptose e necrose para a linhagem HL 60 ap0s exposi¢do
de 48 horas a prodigiosina (ICso% = 3,4 pg/ mL). (C- controle negativo; C+ controle positivo
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Tabela 3. Percentual de inducdo de apoptose em linhagens tumorais expostas a prodigiosina

(ICs0 3.4 pg/mL) ap0s 72 horas.

AMOSTRAS TEMPO MEDIA (%) + DP (%)

*ANEX(%0) **P1(%) ***A+P1(%) ****CV(%)
Hep-2 . Controle - 72h 0.2445 + 0.0005 00 00 99.8+£0.0
Hep-2. Controle - Anex 72 h 26.3+0.8 00 0.003 =0.003 73.7+£0.8
Hep-2. Controle - PI 72h 0.362 + 0.035 0.4325 +0.0165 0.0125 *0.0065 99.2+0.0
Hep-2. Controle - A +PI 72h 19.0+£0.7 0.0 £0.0 0.162 +0.015 80.85+0.75
Hep-2.Controle + 72h 67.55 + 4.85 0.0035 +0.0035 0.0224 +0.073 32.15+4.95
Hep-2.Prodigiosina 72h 80.55 + 10.15 0.0 £0.0 0.3895 +0.0805 19.02 +10.07
HL 60. Controle - 72h 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 72h 0.0 £0.0 0.0 £0.0 0.0 £0.0 100.0 £0.0
HL 60. Controle - A+ Pl 72h 2.03 +1.35 0.0 £0.0 0.011 £0.020 97.27 £0.05
HL 60. Controle + 72h 3.64 +0.45 0.0 £0.0 0.0315 +0.0162 96.4 £0.44
HL 60. Prodigiosina 72h 5.26 +2.88 0.0 £0.0 0.0562 +0.0472  94.68 £ 2.92
NCIH 279. Controle - 72h 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 72h 0.1825 + 0.054 8.045 + 0.049 0.0565 +0.0219 91.7+0.0
NCIH 279. Controle - A+ Pl 72h 24.85+1.20 0.127 £ 0.004 9.85+0.1202 65.15+ 1.06
NCIH 279. Controle + 72h 39.14 £ 2.06 2.36 £5.16 8.8+4.38 51.2+1.73
NCIH 279. Prodigiosina 72h 42.20+6.11 0.0605 + 0.0306 25.50 + 14.27 35.50 +13.88

*Anex (Anexina V-FITIC); **PI (lodeto de propideo); *** Anex +PI (Anexina mais PI) e **** CV (Células viaveis)
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Discussoes

Sabe-se que a prodigiosina quando em meio acido e neutro apresenta coloragdo
avermelhada com espectro de absor¢cdo maximo entre 535-540 nm. Em meio alcalino o
pigmento apresenta coloragdo laranja-amarelado e um espectro de absor¢do com pico maximo

em 470 nm (Feofilova et al., 1974).

Apos a etapa de purificagdo do pigmento pelo método em coluna cromatografica (TLC)
foram observados a separacdo de duas fragdes que chamaram a atencao por apresentarem

pigmentagdes diferenciadas. A primeira, de coloragdo rosa-avermelhada e a segunda roxa.

Segundo Williamson e colaboradores., (2007), o pigmento de coloragdo vermelha ¢ o
alcaloide tipirrol, prodigiosina (4-methoxi-5-[(Z)-(5-methil-4-pentil-2 H-pirrol-2-
ilidina)methil]-1H,1'H-2,2"-bipirrol) cuja formula estrutural e peso molecular sdo

respectivamente C20H25N30 e 323 g/mol.

Em estudos, Guryanov e colaboradores., (2013), ap0s a caracterizagao do pigmento por
espectrofotometo infra vermelho NMR, descreve a fragdo 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 fragdo roxa. Esta fracdo, cujas
propriedades biologicas ainda ndo 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 formagdo de um segundo precussor, o
bipirrol (Bipirrol — BMC) resultando no pigmento vermelho denominado prodigiosina. Em
corroboragao Isaka et al., (2002) e Jeong et al., (2005), afirmam que a fragdo 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 caracterizagao da prodigiosina.

Neste estudo foi avaliada a atividade citotoxica da prodigiosina produzida por S.
marcescens UFPEDA 398 em linhagens de células isoladas de tumores so6lidos e leucemia
(HL60). Os resultados da exposi¢dao celular in vitro apds 72 horas, demostraram que a
prodigiosina induziu efeito citotoxico nas linhagem de células tumorais estudadas e que estes
resultados se mostraram bastante significativos (tabela 1) quando comparados com o
quimioterapico padrao doxorrubicina. A linhagem HL60 apresentou-se mais susceptivel a agdo

da prodigiosina quando comparada com a MCF-7, que apresentou leve resisténcia.

Em estudos, Elahian et al., (2013), demostram o efeito citotoxico da prodigiosina nas
linhagens tumorais A2780 (cancer epitelial de ovario) e EPG85-257 (carcinoma géstrico) onde
foram encontrados ICso de 8.92 pg/mL e 8.45 pg/mL respectivamente quando comparados com
a doxorrubicina (ICso 0.07 pug/mL). Estes dados corroboram com os obtidos em nosso trabalho
onde foram achados valores para a ICso inferiores a 3.6 pg/mL. Foi observado que a linhagem
tumoral MCF-7 quanto tratada com prodigiosina (ICso 5.5 pg/mL) apresentou-se menos
sensivel ao pigmento. Todavia, Ho e colaboradores., (2009), descreve acao citotoxica para a
prodigiosina frente a linhagem MCF-7 (ICso 3.5 pg/mL) e significativa acéo citotoxica para a

linhagem MCF-10 quando observadas ICso superiores a 10 (ICso> 10).

Em estudos antitumorais Williamnson e colaboradores., (2007) corrobora com 0s
achados nesta pesquisa descrevendo os efeitos citotoxicos e antitumorais da prodigiosina assim
como Manderville e colaboradores., (2001), Liu e colaboradores., (2005) que descreve 0s

efeitos citotoxicos e antitumorais da metacicloprodigiosina e Pérez-Témaz e colaboradores.,
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(2003) descrevendo os efeitos apoptoticos em corroboracdo com Melvin e colaboradores.,

(2002).

Foi avaliado também o efeito citotoxico da fragdo roxa. O pigmento roxo apresentou
baixo efeito citotdxico nas linhagens tumorais estudadas evidenciados pela mensuracao da 1Csg
cujo menor resultado foi de 11,6 pg/ mL para NCIH-292 e a maior 1Csp de 15.6 ug/mL para a
linhagem MCF-7). O baixo efeito citotoxico da fragdo roxa foi baseado nos descrito por Alley
etal., (1988) que estabelece um padrdo de citotoxicidade para substancias puras (igual ou menor
que I1Cso 3.4 pg/mL). Desta forma foi observado que a fragdo roxa ndo apresentou efeitos
citotoxicos significativos para as linhagens tumorais estudadas quando comparado com a

doxorrubicina e a prodigiosina.

Foram avaliados os efeitos apoptoticos da prodigiosina. O pigmento prodigiosina
induziu apoptose inicial e tardia (necrose) em linhagens tumorais expostas a 72 horas na

concentragéo de 3.4 ug /mL.

Nos ultimos anos, 0 mecanismo de morte celular natural e programada denominado de
apoptose tem sido diferenciado pelas suas caracateristicas morfoldgicas da necrose. Sabe-se
que a inducédo da apoptose na célula é regulada por uma acdo génica que envolve a expressao
da proteina regulatdéria denominada de p53. Este regulacdo da apoptose envolve duas classes de
proteinas as pro-apoptéticas (Familia das Caspases; Bcl-2 ; Bid que promovem a liberacdo de
citocromos C das mitocdndrias para o citoplasma) e as anti-apoptéticas (IAPs) que inibem as
caspases e consequentemente, a ndo inducdo da apoptose. (Pandey et al., 2009; Chang et al.,
2011). Os mecanismos apoptoticos tem sido bastante estudados considerando que estes

representam uma forma de supressdo dos diferentes estagios tumorais (Lu et al., 2012).

A prodigiosina é conhecida, principalemente, pela sua atividade apoptética em

linhagens de células tumorais. Este efeito apoptético da prodigiosina sugere a sua acéo seletiva
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para as células malignas independem da acédo da p53 e resiténcia celular a droga antitumorais

sugerindo assim como sendo um potente atitumoral (Hsieh et al., 2012).

Em estudos Lorenzo et al., (2009), afirma que quebras cromossdmicas que levam a
danos irreversiveis no DNA induzem a célula a ativacdo do mecanismo apopto6tico. Em nosso
estudos foram observados que as linhagens celulas expostas a prodigiosina em 48 horas nédo
apresentaram efeito apoptético significativo, execeto para a linhagem NCHI 279 (60 % de
apoptose inicial). A auséncia de apoptose as demais linhagens expostas em 48 horas nédo
elimina a hipétese de evidéncias de danificacdo gendmicas. Contudo, ap6s 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 irreversiveis ao DNA

0 que induziu a ativacdo do mecanismos apoptotico.

Segundo Montaner et al., (2003), in vitro a prodigiosina promove quebras no DNA
facilitando a oxidacdo da dupla fita, 0 que sugere uma correlacdo direta com a atividade
citotoxixa. Essas quebras ao DNA celular induzem acumulacédo da proteina p53, supressora de
tumor. Contudo, foi observada que a acdo citotdxica da prodigiosina ocorre independentemente

da p53 em linfécitos B, HL 60 e nas linhagens Junkart.

Guryanov et al., (2013), afirma que a prodigiosina produz um forte efeito citotoxico
mesmo na menor concentracdo de 1.0 pg/mL. Desta forma, suregindo assim futuros estudos
deste pigmento para mensurar possiveis niveis de danificacdo genémica em linhagens

tumoarais e normais a fim de elucidar melhor o mecanismo alvo-especifico da prodigiosina.

Diante dos dados encontrados neste trabalho demostramos que a prodigiosina apresenta
atividade citotdxica em linhagens de células tumorais induzindo apoptose e necrose e sugerindo

estudos futuros de genotoxicidade para avaliacdo da atividade genotoxica. Neste sentido, em
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estudos posteriores foram mensurados os efeitos genotoxicos da prodigiosina produzido por S.

marcecsens UFPEDA 398.

Conclusoes

Neste estudo o pigmento vermelho isolado de Serratia marcescers UFPEDA 398
corresponde a prodigiosina previamente descrita na literatura. A fracdo roxa obtida nédo
apresentou significativa atividade citotoxica. Contudo o mesmo ndo foi observado para a
prodigiosina, que apresentou significativo efeito citotoxico induzindo apoptose em linhagens
de células isoladas de tumorais, sugerindo ao promissora atividade antitumoral. Contudo,
apesar da potente atividade citotoxica da prodigiosina sdo necessarios a realizacdo de estudos

genotdxicos que elucidem melhor tais mecanismos de acao e sua acéo alvo-especifica.
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Resumo

A prodigiosina, 2-metil-3-pentil-6-metoxiprodigioseno, € um pigmento vermelho natural
pertencente a classe das prodigininas. Este pigmento vermelho, destaca-se por apresentar atividades
biolégicas antimicrobianas, antimalarial e antitumoral, despertando o interesse das diversas areas
médica, farmacéutica e industrial, pela sua utilizacdo. Neste sentido, o presente estudo objetivou
evidenciar possiveis danificagdes gendmicas induzidas pela prodigiosina em células humanas
mononucleadas normais. A prodigiosina extraida 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. Apds este periodo, as mesmas foram expostas a diferentes
concentragdes de prodigiosina (0,5 ; 1,0 ; 10,0 e 100,0 uM / mL) e incubadas por mais 24 horas. Em
seguida, foram realizados os testes de genotoxicidade (Teste de Micronucleo MN e Ensaio Cometa).
Neste estudo foram observadas células micronucleadas apés a exposicao as diferentes concentragdes
de prodigiosina. Foi observado um efeito genotdxico estatisticamente significativo em todos os
tratamentos. Células apoptoticas também foram visualizadas nas maiores concentracGes de
prodigiosina. Os resultados do teste de Kruskal Wallis para a frequéncia de células micronucleadas
apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre todas as concentragdes de prodigiosina,
em relacdo ao controle negativo. Com relacdo ao controle positivo, ndo foram encontradas
diferencas significativas entre as frequéncias de células micronucleadas nas diferentes
concentragdes de prodigiosina, exceto na concentracdo de 0,5 uM/ mL para ambas as substancias
(prodigiosina e doxorrubicina). Estes resultados foram comprovados pelo teste de Turkey. A analise
dos indices de danos obtidos no Ensaio Cometa demonstrou diferengas significativas em relacdo ao
controle negativo para as concentragdes 1,0, 10,0 e 100,0 uM de prodigiosina. Nao foram
encontradas diferencas significativas, tanto em relacdo as frequéncias de células micronucleadas
quanto aos indices de danos, quando comparados entre ambos 0s sexos. A prodigiosina apresentou
efeitos genotoxicos  evidenciados pelas danificacbes gendmicas observadas em células
mononucleadas humanas. Neste sentido, sugere-se estudos futuros para melhor elucidagdo dos
mecanismos de acdo alvo-especifico da prodigiosina, uma vez que a sugerida aplicacdo da molécula
nas terapias antineoplasicas ainda apresentam riscos de inducdo de genotoxicidade em células
normais.

Palavras-chave: Prodigiosina, genotoxicidade, micronucleo.
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Introduciao

A prodigiosina ¢ sintetizada por diversos micro-organismos, tal como a Serratia
marcescens. Este composto representa a mais nova familia de drogas antitumorais. Entre os
efeitos resultantes da sua utilizagdo estdo a imunossupressao e o bloqueio seletivo dos linfocitos
T, B e células NK (Montaner et al., 2001; Pandey et at., 2003). A prodigiosina ¢ um pigmento
vermelho da classe dos alcal6ides, sendo, estruturalmente, um tripirrol de cadeia linear (pirrol,
3-metoxipirrol, 2-metil-3-amilpirrol), conforme descrito por Guryanov e colaboradores (2013).

Assim como diversos metabolicos secundarios bacterianos, a prodigiosina tem
adquirido uma importancia pratica nos ultimos anos. Além de sua aplicagdo farmacéutica, este
pigmento tem sido utilizado industrialmente no tingimento de diversos tipos de polimeros,
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, estdo sendo desenvolvidos
métodos que utilizam a prodigiosina para obtengdo de produtos derivados de petréleo (Silva et
al., 2009).

A prodigiosina € conhecida como um indutor de apoptose em uma variedade de
linhagens celulares cancerosas humanas, porém com pouca toxicidade em células normais. Esta
caracteristica tem conferido grande vantagem a prodigiosina como um agente anti-cancer
(Pandey et al., 2009; Pérez-Tomas e Vifias, 2010). Entre os mecanismos pelos quais a
prodigiosina atua esté a inducéo da clivagem do DNA (Pérez-Tomas e Vifias, 2010).

Devido a crescente utilizagdo da prodigiosina como produto farmacéutico (Sigma-
Aldrich, CAS Number, 56144-17-3) e o conhecimento gradual sobre a atuagdo da mesma como
um potencial agente anti-cancer (Hsieh et al., 2012), estudos que venham a contribuir para a
elucidacao dos provaveis mecanismos de atuagao da prodigiosina se fazem necessarios para a
sua melhor aplicacdo. Esta necessidade se baseia nos poucos dados disponiveis em relagdo a

acdo seletiva da prodigiosina em células normais, em termos de avaliagdo de danificagdo
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genomica. Neste sentido, o presente estudo teve por objetivo analisar os efeitos de danificagao
genomica induzida pela prodigiosina em células mononucleadas humanas, por parametros de

genotoxicidade.

Material e Métodos

Obtencao 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 linfocitos (10° cel / mL) coletados de sangue
periférico humano. O calculo amostral baseou-se em 10 individuos higidos, sendo 5 homens e
5 mulheres com a faixa etéria entre 20 e 50 anos. Foram excluidos desta pesquisa, usuarios de
drogas, individuos que faziam wuso de medicagdo, os que apresentavam doengas
cardiovasculares, cancer, hipertensao entre outras. Esta pesquisa foi previamente submetida a
avaliagdo pelo Comité de Etica e Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude (CCS), Universidade
Federal de Pernambuco, tendo sido aprovado para execugdo pela plataforma Brasil (CAAEE:
18177413.4.0000.5208 ).

Foram obtidos aproximadamente 5 mL de sangue venoso periférico total de cada
individuo, em seringa estéril previamente heparinizada, sendo o mesmo utilizado para todos os

tratamentos (diferentes concentraces). As amostras coletadas foram identificadas para
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posterior processamento, segundo Neves (2010).

Processamento das amostras

Ap0és a coleta de sangue, as seringuas foram deixadas na posic¢éo vertical por 2 horas, a
fim de se obter a sedimentacdo das células. Por diferenciacdo de densidade, foi observada a
formacéo de trés camadas, sendo duas celulares e uma formada por plasma sanguineo. Para
isolamento e posterior cultura das células, o plasma sanguineo foi desprezado e 1 mL da camada
celular de aspecto leitoso, contendo os linfécitos, 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 °C, segundo Mooreheat e colaboradores (1960).

Cultivo celular

Em relacdo ao cultivo celular, transcorridas 48 horas do mesmo, 1 mL de prodigiosina,
nas concentracdes de 0,5; 1,0; 10 e 100 uM/mL foi adicionado as culturas, sendo as mesmas
incubadas por mais 24 horas a 37 °C. Como controles positivo e negativo foram utilizados a
Doxorrubicina (nas mesmas concentra¢fes aplicadas a prodigiosina) e meio de cultura sem a

adicédo de quaisquer outros agentes, respectivamente.

Teste de micronucleo

Ao término da incubacdo, as amostras celulares foram transferidas para tubos de

centrifuga e submetidas a centrifugacdo a 1500 rpm por 6 minutos. Apés a centrifugacao, o
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meio de cultura foi desprezado e as células foram ressuspendidas com 1 mL de PBS (tampéo
fosfato-salino, pH = 7.4). Em seguida, duas gotas da suspensao celular foram transferidas para
laminas previamante lavadas, ainda molhadas e na posicao horizontal. Em seguida, estas foram
deixadas para secar a temperatura ambiente. Apos a secagem, as laminas foram fixadas com
metanol absoluto (P.A) por 5 minutos. Apds a lavagem em agua corrente, as mesmas foram
submetidas a coloracdo com a utilizacao do corante Giemsa (Merck), o qual foi depositado de
forma uniforme sobre as laminas, por um tempo médio de 5 minutos, sendo em seguida lavadas

com agua corrente e novamente secas a temperatura ambiente.

Ensaio cometa

A avaliacdo da danificacdo genémica também foi realizada pelo Ensaio Cometa,
segundo Singh e colaboradores (1988). Cerca de 15 uL da suspensdo celular (10° cél/ mL) foi
homogeneizada em 100 pL de agarose de baixo ponto de fusdo (LM) previamente aquecida em
banho maria a 37 °C. Em seguida, 0 homogeneizado foi transferido para laminas de vidros
revestidas de agarose padréao, cobertas com laminulas e incubadas por 10 min sob refrigeracdo
a 4 °C. Apos este periodo, as laminulas foram removidas e as laminas foram imersas em uma
solucdo de lise por 2 horas sob refrigeracdo a 4 °C. Transcorridas as duas horas, as laminas
foram submetidas a eletroforese (40 V por 20 minutos e a 300 mA). Em seguida, as laminas
foram imersas em solucdo de neutralizacdo por 15 minutos e, posteriormente, fixadas em
solucéo de etanol absoluto por 5 minutos. Em seguida, ap0s a secagem, foram armazenadas em
geladeira até o momento da coloracdo. Para coloracdo foi empregado o corante Gel Red
(Biotarget GelRed®), onde 1 uL do corante foi homogeneizado em 1000 uL de agua deionizada
estéril (1:1000 ). As laminas foram analisadas por microscopia de fluorescéncia (Olympus -

Série BX) e em seguida, foram realiazadas as contagens celulares onde cerca de 100 células por
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individuos tratados foram analisados, sendo atribuidos escores de 0 — 4, conforme o nivel de

dano no nucledide.

Andlise dos dados

A andlise para a observacao de células micronucleadas foi realizada em microscopio
optico (Olympus BX 60), em objetiva de imerséo. Cerca de 1000 células por individuo foram
analisadas, sendo contabilizadas as células micronucleadas. Foram incluidas as células com um

ou mais micronucleos.

O indice de danos obtidos no Ensaio Cometa foram estabelecidos para todos os

tratamentos, exceto para o controle positivo, o qual ndo foi empregado nesta avaliacao.

A homocedasticidade das amostras foram testadas pelo Teste de Bartlett, com nivel de
significancia 0,05. Para as amostras homogéneas foi empregada a ANOVA (nivel de
significancia 0,05), e para aquelas que ndo se apresentaram homogéneas foi utilizado o teste de
Kruskal Wallis (nivel de significancia 0,05). Para confirmacéo dos dados foi utilizado o teste a

posteriori de Tukey (nivel de significancia 0,05).

A comparacdo dos efeitos genotdxicos para ambas as metodologias foi estabelecida

entre 0s sexos, utilizando os mesmos parametros estatisticos descritos acima.

Resultados

Neste estudo foram observadas formacgdes micronucleares (figura 1), ap6s a exposicdo
as diferentes concentracGes de prodigiosina (tabela 1), a qual apresentou efeitos genotoxicos
estatisticamente significativos em todos os tratamentos (figura 3). Adicionalmente foi

observada uma relagao direta com o0 aumento das concentragdes de prodigiosina, onde a maior
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média (62,6) de micronucleos foi apresentada para a maior concentracdo (100 uM/mL) (tabela
1). Este aumento pode ser também observado pelos indices de proporcionalidade estabelecidos
entre o controle negativo e as diferentes concentracGes de ambas as substancias (prodigiosina e
doxorrubicina) (tabela 2). Quando comparados os indices de proporcionalidade entre as
concentracdes de prodigiosina e doxorrubicina observou-se uma relativa constancia das

proporcionalidades (tabela 2).

Células apoptoticas também foram visualizadas na maior concentracdo (100 uM/mL)

de prodigiosina (figura 2). Estas, porém, ndo foram contabilizadas neste estudo.

Tabela 1. Numero e média de células micronucleadas nas diferentes concentracdes (uM /
mL) de prodigiosina e doxorrubicina.

Tratamentos

Individuos/sexo Prodigiosina Doxorrubicina*

Controle 0,5 1,0 10,0 1000 05 1,0 10,0 100,0

()
19 3 12 28 40 68 16 30 52 75
29 4 13 25 37 61 17 30 46 70
39 2 8 15 24 52 10 18 30 62
49 5 12 29 47 73 16 31 58 77
59 2 10 21 35 55 14 28 44 62
6J 2 8 17 29 48 12 22 36 58
78 0 6 21 43 70 17 26 47 73
84 1 8 13 32 69 15 22 38 71
9J 3 12 26 39 77 18 29 45 80
108 2 11 20 36 53 16 26 43 66
Médias 2,4 10,0 21,5 36,2 62,6 151 262 439 694

* Controle Positivo

107



‘ -
Figura 1. Presenca de microndcleos em linfdcitos de sangue
periférico humano ap6s 24 horas de exposicdo a diferentes
concentracdes de prodigiosina. A1-A3 Controle negativo (células
com auséncia de MN); B1-B3; Presenga de MN (concentracfes de

0,5a 1,0 uM/ mL); C1-C3 Presenca de MN (concentracéo de 10
uM/ mL); D1-D3 Presenca de MN (concentragdo de 100 uM/ mL).

Figura 2. Linfécito de
sangue periférico humano
apoptético ap6s 24 horas de
exposicdo  observado na
concentragdo de 100 pM/
mL.

Tabela 2. indice 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 416 8,95 15,08 26,08 6,29 1091 18,29 2891
0,5* 1,81 3,27 481 1,45
1,0* 1,8 2,65 1,3
10,0* 1,47 1,19
100,0* 1,24

**Controle Positivo

108



Frequéncia de células micronucleadas em linfécitos
Kruskal Wallis p=0,0000
Intervalo de confianca 0,95

100

90
80 r
70 ¢
60
50
40
301

Células micronucleadas

20 ¢
10
0,

-10 : . : : . : : . .
Controle negativo 1,0 100,0 1,0 100,0*
0,5 10,0 0,5* 10,0*
Tratamentos/concentra¢des (umol)
*controle positivo (doxorrubicina)

Figura 3. Analise de Kruskal Wallis para as comparacGes entre as
frequéncias de células micronucleadas nas diferentes concentragdes de
prodigiosina e tratamentos.

Os resultados do teste de Kruskal Wallis para a frequéncia de células micronucleadas
apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre todas as concentracGes de
prodigiosina em relacdo ao controle negativo (figura 3). Nao foram encontradas diferencas
significativas entre as frequéncias de células micronucleadas nas diferentes concentracdes de
prodigiosina em relacdo ao controle positivo, exceto na concentragdo de 0,5 uM / mL em
comparacdo entre ambas as substancias (figura 3). Estes resultados foram comprovados pelo

teste de Tukey (tabela 3).
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Tabela 3. Teste de Tukey (a posteriori) para a comparacdo das frequéncias de celulas
micronucleadas entre os diferentes tratamentos e concentragdes (uM / mL) de prodigiosina.

Prodigiosina*

Doxorrubicina**
(Controle +)

Tratamentos  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 = ndo significativo

Nivel de significancia 0,05

A andlise dos indices de danos obtidos no Ensaio Cometa demonstrou diferencas

significativas em relacdo ao controle negativo para as concentra¢des 1,0, 10,0 e 100,0 uM de

prodigiosina (tabela 4, figura 4, figura 7). Os resultados obtidos no Teste de Tukey confirmaram

aqueles obtidos pela ANOVA (tabela 5).

Tabela 04. indices de danos nas diferentes concentragdes (uM/mL) de prodigiosina.

Tratamentos
Individuos/sexo

Controle (-) 0,5 1,0 10,0 100,0
19 1,19 1,28 1,38 1,46 1,77
29 1,38 1,42 1,57 1,51 1,88
39 1,20 1,31 1,30 1,50 1,65
49 1,64 1,70 1,53 1,43 1,55
59 1,50 1,57 1,70 1,74 1,75
63 1,0 1,53 1,46 1,53 1,60
78 1,36 1,74 1,59 1,66 1,68
84 1,53 1,61 1,61 1,75 1,81
94 1,14 1,20 1,48 1,57 1,65
108 1,14 1,71 1,73 1,70 1,81
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Indice de danos em linfécitos
ANOVA p=0,00002
Intervalo de confianga 0,95

Indice de danos
[4,]

Controle

0,5

1,0 10,0

Concentracées (umol)

100,0

Figura 4. ANOVA para as comparagdes entre os indices de danos nas
diferentes concentra¢@es de prodigiosina.

Tabela 5. Teste de Tukey (a posteriori) para a comparacgdo dos indices de danos entre
as diferentes concentragdes (uM / 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 = nio significativo

N&o foram encontradas diferencas significativas, tanto em relacdo as frequéncias de

células micronucleadas quanto aos indices de danos, quando comparados entre ambos 0s sexos

(figuras 5 e 6, tabela 6).
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Indice de dano

células micronucleadas

42

Frequéncia de micronticleos em linfocitos
ANOVA p=0,95222
Intervalo de confianca 0,95

40
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Figura 5. ANOVA para as compara¢des entre 0s sexos quanto as
frequéncias de células micronucleadas nas diferentes concentragdes

de prodigiosina.

1.66

feminino masculino

Sexos

Indice de danos entre sexos
ANOVA p=0,63727
intervalo de confianga 0,95

1.64
1.62

1.6
1.58
1.56
1.54
1.52

15
148
146
144
142

14

Figura 6. ANOVA para as comparacdes entre 0s sexos quanto aos
indices de danos nas diferentes concentracoes de prodigiosina.

feminino masculino

sexo
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Tabela 6. Teste de Tukey (a posteriori) para a comparacao entre 0s sexos em relagédo as
frequéncias de células micronucleadas e aos indices de danos entre as diferentes
concentragdes (uM / mL) de prodigiosina.

Abordagens Metodoldgicas

Células Micronucleadas indice de Danos
Sexos Feminino Masculino Feminino Masculino
Feminino 0,952301 0,637392
Masculino 0,952301 0,637392

Valores em negrito = ndo significativo

Damage Level 0 Damage level 1

Control 10 pM/mL

Damage level 2 Damage level 3

=~

10 pM/mL
100 pM/mL

Fig 7. Danos gendmicos observados em células monomucleadas normais de sangue periférico humano
expostas as diferentes concentra¢des de prodigiosina (0.5, 1.0, 10.0 and 100.0 uM / mL) em 48 horas.

Discussao

A prodigiosina tem sido considerada um promissor agente anti-cancer devido aos seus
mecanismos de acdo e caracteristicas toxicas para a célula. Entre as vantagens consideradas
para a sua utilizagdo no tratamento do cancer, se encontra a sua toxicidade seletiva, atuando
somente em células cancerosas (Pérez-Tomaz et al., 2003; Montaner et al., 2005; Lu et al.,
2012). Porem, os resultados obtidos no presente estudo apontam para um efeito consideravel
da prodigiosina em células normais, evidenciado pelo ndmero elevado de células
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micronucleadas e indices de danificacdo significativos (Ensaio Cometa) em todas as

concentracgdes, testadas em linfécitos normais.

O efeito genotdxico da prodigiosina, observado neste estudo, apresentou uma relacéo
dose dependente, onde as maiores frequéncias de células micronucleadas, em relacdo ao
controle negativo, foram observadas nas maiores concentracGes testadas (tabela 1),
independentemente do sexo (tabela 6, figuras 5 e 6). Os indices de proporcionalidade também
comprovaram esta relacédo (tabela 2). Foi observado um aumento de expressdo de micronucleos
na ordem de 4 vezes maior para a menor concentracdo (0,5 uM/mL) de prodigiosina testada, e
cerca de 26 vezes para maior concentracdo (100,0 uM/mL). Apesar das diferencas significativas
apresentadas quanto aos efeitos genotoxicos (frequéncia de micronucleos) da prodigiosina em
relacdo ao controle positivo (doxorrubicina), quando ambas as drogas foram comparadas ao
grupo controle negativo, as mesmas demonstraram um efeito maior de danificacdo genémica
nos linfocitos analisados. Porém, na comparacdo com o controle positivo, a prodigiosina
demonstrou um efeito inferior ao da doxorrubicina na concentragdo 0,5 pM/mL, como
mostraram as analises 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 a

similaridade estrutural das mesmas.

Prodigiosina e Doxorrubicina sdo agentes intercalantes do DNA. Devido a estrutura
quimica planar destas moléculas, as mesmas séo capazes de interagir com a molécula de DNA

e, desta maneira, interferir na estabilidade desta molécula (Montaner et al., 2005).

Quatro mecanismos de acdo da prodigiosina s@o considerados para sua atuacdo como
agente anti-cancer: (i) inducdo da acidificacdo intracelular, (ii) inducdo da clivagem do DNA
por inibicdo das topoisomerases I e 11, (iii) modulacdo da atividade MAPK, e (iv) inibicdo da

progressao do ciclo celular (Perez-Tomas e Vifias, 2010; Hsieh et al, 2012). Entre estes modos
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de acdo, os trés primeiros podem levar a inducdo da apoptose (Williamson et al., 2006; Soto-

Cerrato et al., 2007).

Considerando o mecanismo de acao da prodigiosina relacionado a clivagem do DNA, a
sua ligacdo a dupla fita, segundo Montaner e colaboradores (2005), inibe a acdo das DNAs-
topoisomerases | e 11, transformando essas enzimas essenciais em agentes letais de danificacdo
do DNA (Turner e Denny, 1996; Montaner et al., 2005; Palchaudhuri e Hergenrother, 2007; Ho
et al., 2009; Perez-Tomas e Vifas, 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 micronucleos em células em diviséo,
como apontam os resultados obtidos neste estudo (figura 1). Esta fragmentacdo também pode
ser observada pelas diferencas significativas dos indices de Danos observadas na relacdo das

concentragdes de prodigiosina avaliadas e o controle negativo (tabelas 4 e 5, figura 4).

Os danos na dupla fita de DNA, como consequéncia da inibi¢cdo das topoisomerases
pela prodigiosina, sdo independentes do processamento da cromatina relacionado ao processo
apoptético induzido pela mesma (Campas et al., 2003; Montaner et al., 2005; Perez-Tomas e
Vifias, 2010). Esta relagdo independente dos dois efeitos da prodigiosina acima citados pode
ser evidenciada no presente estudo. Células apoptoticas (figura 2) foram observadas somente
na concentracdo de 100,0 uM/mL de prodigiosina, enquanto a danificacdo genémica foi
observada em todas as concentracBes avaliadas (tabelas 1 e 4). A presenca de células
apoptéticas observadas na maior concentracdo (100,0 uM/mL) esta parcialmente de acordo com
as observacdes de Williamson et al. (2006) e Soto-Cerrato et al. (2007). Tais autores
observaram que em baixas concentragdes (ndo-citotoxicas), a prodigiosina provoca o bloqueio
do ciclo celular, enquanto que, em concentracbes maiores, a mesma induz a apoptose. A

supressdo do ciclo celular ndo foi avaliada neste estudo.
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Adicionalmente, os danos gendmicos observados em todas as concentracdes, em ambas
as metodologias empregadas, provavelmente também podem ser decorrentes da inducdo de

danos oxidativos no DNA pela prodigiosina (Melvin et al., 2000; Montaner et al., 2005).

Ainda sdo escassos 0s dados que evidencia os efeitos genotdxicos da prodigiosina,
principalmente em células normais, enfatizando o potencial de inovacdo biotecnoldgico desta

pesquisa.

Os resultados obtidos por Larazo e colaboradores (2002) nao demonstraram efeitos
mutagénicos e genotoxicos significativos da prodigiosina, respectivamente, a partir do teste de
Ames em Salmonella typhimuriun e em linhagens linfociticas L51718y (obtidas de linfomas de
ratos) pela contagem de micronucleos. Guryanov e colaboradores (2012) também néo
encontraram efeitos genotoxicos significativos da prodigiosina em Salmonella typhimuriun e

em eritrocitos periféricos de camundongos.

Contrariamente aos resultados obtidos pelos autores acima citados, um elevado efeito
genotdxico foi observado nos linfocitos analisados neste estudo. A prodigiosina mostrou
significativa clastogenicidade para estas células em questdo, demostradas por ambas as
metodologias. Tendo em vista que a prodigiosina pode causar quebras em ambas as fitas de
DNA, e que, por razBes Gbvias, tal danificacdo é mais dificil para a célula reparar (Montaner et
al., 2005), células que sejam submetidas a acdo desta droga podem ser comprometidas tanto em
termos de viabilidade (por inducdo de apoptose) quanto dos efeitos deletérios da danificacdo

gendmica estabelecida.

O potencial terapéutico da prodigiosina contra o cancer ja é bastante reconhecido pela
comunidade médico-cientifica, principalmente pela sua atuacdo direta no DNA, levando a
supressdo do ciclo celular e apoptose das células cancerosas (Hsieh et al., 2012; Lu et al., 2012).

Porém, os efeitos genotoxicos observados neste estudo sugerem uma acdo nao seletiva da
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prodigiosina em relacdo as células normais. Portanto, novos estudos do efeito desta droga em
diversas linhagens de células normais deverdo ser realizados para a ratificacdo dos efeitos
genotoxicos ndo seletivos da mesma, assegurando, assim, uma melhor eficiéncia e minimizagéo

de riscos para a sua utilizacao.

Concluséao

A prodigiosina apresentou efeito genotoxico significativo em linfocitos normais
humanos, expostos durante 24 horas a diferentes concentra¢es do pigmento. Tal efeito foi
evidenciado pelo aumento da frequéncia de micronucleos e indice de danos nas células

analisadas.
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5. Conclusédo

O pigmento vermelho, natural, sintetizado por Serratia marcescens UFPEDA 398 foi
caracterizado como sendo a prodigiosina reportada na literatura, a qual diversas atividades

bioldgicas tém sido atribuidas, 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 € um pigmento natural
com potencial atividade antimicrobiana, sugerindo a sua aplicacdo nas antibioticos terapias

dirigidas as cepas de Staphylococcus aureus ORSA.

A prodigiosina apresentou citotoxicidade as linhagens tumorais sendo evidenciado
também inducdo de apoptose nas linhagens NCHI 279 e Hep2 e resisténcia da HL-60 ao
pigmento. Contudo, a pesar da potencial atividade citotoxica da prodigiosina sdo necessarios a
realizacdo de estudos genotdxicos futuros que elucidem melhor tais mecanismos de acédo e sua

acao alvo-especifica.

A prodigiosina apresentou efeito genotoxico significativo em células mononucleadas
normais de sangue periférico humano, expostos a 48 horas a diferentes concentragbes da
substancia. Tal efeito foi evidenciado pelo aumento da frequéncia de mcironicleos e indice de

danos nas células analisadas.

Quanto a danificacdo genémica em linhagens tumorais foi observado que a a
prodigiosina apresentou danificacdo genémica em linhagens tumorais. Estes dados corroboram
com o potencial de acdo antitumoral da prodigiosina. Entretanto, demonstra também a

preocupacdo com seu alvo-especifico de acdo, pois foram evidenciados também efeitos
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genotoxicos para as céluals normais. Logo, sugerindo estudos futuros que elucidem melhor
possiveis alvos de acdo da prodigiosina visando potencializar a acdo antineoplasica desta droga

e a sua aplicacéo nas terapais antitumoarais.
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Resumo

A Doxorrubicina (Dox), conhecida também pelo nome comercial Adriamicina cuja formula quimica é
C27H290NO1; e peso molecular correspondente a 543,46 g/ mol?, é um antibidtico isolado de culturas de
Streptomyces peucetius e pertencente a classe das antraciclinas (ANT), sendo amplamente utilizado na
quimioterapia do céncer. A Doxorrubicina tem se mostrado efetiva no tratamento contra o cAncer em humanos
como as leucemias, linfomas e varios tipos de tumores sélidos. Neste sentido, a Doxrrubicina se destaca pela sua
importancia dentro da terapéutica do cancer, justificando os estudos realizados referente as suas diversas fungées
bioldgicas. Contudo, apesar da doxorrubicina ser conhecida pelo seu potencial citotdxico e antitumoral e ja ser
empregada nas terapias contra o cancer, poucos sdo os estudos que descrevem o seu potencial efeito genotéxico
de acdo, o que despertou o0 objetivo de interesse na realizacdo deste investigacdo, uma vez que algumas poucas
evidéncias descrevem danificagdes gendmicas associadas a droga. As linhagens tumorais NCIH-292, MCF-7, HL-
60 e BGMK (célula normal) foram tratadas com diferentes concentragdes de doxorrubicina (0,1; 0,2 e 0,4 pg/
mL) em 48 horas. A avaliacdo genotoxica foi feita pelos ensaios cometa (Comety Assay) e micronicleo
(Micronuclei Assay). Foi observada sifnificativa atividade citotoxica para a doxorrubicina ap6s 72 horas de
exposicao das células tumorais e normais com base na mensuragdo da dose citotoxica ICso (ICso = 0,2 pg/mL).
Qaunto aos feitos genotdxicos, foram observados frequéncia de microndcleos em todas as linhagens tratadas com
a dox em diferentes concentracdes. Para a concentracdo com base na ICsp de 0,2 pg/ mL foram achados as
seguintes freqlencias HL-60 (0,0430), NCIH 270 (0,0440), MCF-7 (0,0210) e BGMK (0,0240). A doxorrubicina
é um farmaco que apresenta um potencial citotoxico e genotdxico frente as linhagens tumorais. Contudo, observa-
se também que a Dox induziu significativo efeito genotéxico a células normais. Logo, os resultados aqui
apresentados sugerem cautela quanto ao tratamento terapéutico genotoxico da doxorrubicina, tendo em vista as
diferentes respostas ao dano genémico apresentadas pelas linhagens tumorais e a maior danificagdo no DNA
observadas na linhagem normal (BGMK).

Palavras-Chave: Doxorrubicina. Ensaio cometa. Teste de micronucleo. Células tumorais.
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Introducéo

A Doxorrubicina (Dox), conhecida também pelo nome comercial Adriamicina,
cuja formula quimica é C27H290NO11 e peso molecular correspondente a 543,46 g/mol™, é um
antibiotico isolado de culturas de Streptomyces peucetius. A Dox destaca-se ndo sé por ter sido
uma das primeiras classes de antraciclinas descobertas, mas pelo seu amplo espectro de acéo
antineoplasica. A Dox, administrada por via intravenosa, se liga extensivamente a diversas
proteinas, sem ultrapassar as barreiras hematoencefalicas, e sofre biotransformacao rapida no
figado, sendo excretada pela bile em sua forma integra (50%) e na forma de doxorrubicinol
(23%). Apenas 10% séo eliminados pela urina, dos quais metade como metabdlito (Souza et
al., 2009).

A acdo antitumoral da Dox tem sido evidenciada em diversos estudos, envolvendo
varios tipos de cancer, tais como as leucemias, linfomas e varios tipos de tumores solidos.
Segundo Datta et al., (2013), a Dox induz efeito citotoxico inicial em células hematopoiéticas.
Em colaboracdo, Souza et al., (2009) e Nayak et al., (2013) e colaboradores demostraram 0
efeito citotoxico da Dox, a partir da inducdo de processos oxidativos em linhagens H9c2 de
cardiomioblastoma. Yurtuc et al., (2014), demonstraram a genotoxicidade e citotoxicidade da
Dox em linhagens tumorais hepaticas (HepG2), ap6s o tratamento do cancer hepatico humano.
Manjanatha et al., (2014), descreveram os efeitos genotoxicos da Dox em linhagens de células
extraidas de diversos 6rgaos de ratos F344.

Atualmente, a Dox tem sido empregada no tratamento dos canceres de mama, pulmao,
estdmago, testiculos, bladder, tiredide, limfomas de Hodgkin e ndo Hodgkin, leucemia aguda,
sarcoma do tecido mole, tumor de Wilm, neuroblastoma, e diversos tipos de mielomas
(Cancerquest, 2013; Miskovic et al, 2013).

A caracteristica antineoplasica da Dox € devido as suas propriedades, entre outras, de

inibicdo da sintese de DNA, ligacéo e alquilacdo desta molécula, interferéncia na separagao da
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dupla fita de DNA, inibicéo das topoisomerase I e Il, inducédo de radicais livres e peroxidacao
lipidica (Gewirtz, 1999; Chen et al., 2007; Takemura and Fujiwara, 2007; Gianni et al., 2008;
Menna et al., 2008; Manjanatha et al., 2014).

O potencial citotoxico/genotoxico da Dox em linhagens tumorais encontra-se associado
a sua capacidade de inibir as enzimas topoisomerases | (topo I) e Il (topo Il), as quais sao
responsaveis pela manutengéo das propriedades topologicas corretas do DNA (Baguley et al.,
1998; Berger, 1998; Marverti et al, 2008). Agentes intercalantes, como a Dox, sdo capazes,
como consequéncia da sua ligacdo ao DNA, de provocar danos nesta molécula, que estdo
intimamente relacionados com niveis de citotoxicidade (Dhawan et al, 2003; Marverti et al,
2008).

Apesar da Dox estar sendo utilizada amplamente no tratamento do cancer, a observacédo
de seus efeitos colaterais em células normais, principalmente em cardiomiécitos, tem levado ao
guestionamento de sua intensa utilizacdo clinica (Kalyanaraman et al, 2002; Wang et al, 2013).
Por esta razdo, o presente estudo teve como objetivo quantificar diferencialmente a danificacéo

gendmica induzida em diferentes linhagens tumorais e células normais.

Material e Métodos
Linhagens tumorais e condi¢des de cultura

Foram empregadas neste estudo as seguintes linhagens tumorais: NCIH-292
(Carcinoma mucoepidermoide de pulméo), MCF-7 (Adenocarcinoma de mama), e HL-60
(Leucemia promielocitica humana). Como controle foi utilizada uma linhagem normal
extraidas de macaco, BGMK. Todas as linhagens foram gentilmente cedidas pelo Laboratério
de Culturas de Células e Ensaio farmacoldgicos, do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE. As linhagens foram cultivadas (2 x 10°

células/mL) em frascos (25 cm?/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 solugédo de antibidtico (penicilina
1000 UI/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-glutamina 200 mM e incubadas a 37 °C

em atmosfera umidificada contendo 5% de CO-.

Teste de viabilidade celular e atividade citotoxica nas linhagens tumorais

A viabilidade celular e a atividade citotoxica da Doxorrubicina (Dox) em linhagens de
células tumorais foram realizadas pelo teste colorimétrico MTT [3-(4,5-dimethilthiazol-2-2,5-
dipheniltetrazolium bromide)], ap6s 72 horas de incubacdo. Este € um ensaio quantitativo in
vitro desenvolvido por Mosmann et al., (1983) e, posteriormente, adaptado por Alley et al.,
(1987), para estimar a proliferacdo e a sobrevivéncia celular. O teste baseia-se na anélise de
enzimas celulares que reduzem o corante tetrazélico (MTT) a sua forma insoltvel (o formazan),
evidenciado pela cor pdrpura e que, posteriormrnte, € mensurado pela absorbancia em nm.
Inicialmente, as células foram cultivadas na concentragdo de 10° células/mL (Bezerra et al.,
2008). O controle negativo foi estabelecido pela auséncia da Dox no meio de cultura RPMI
1640. A Dox foi previamente dissolvida em DMSO e, em seguida, diluida em série (25 - 0,3
pg/mL) em meio RPMI 1640 e tranferida para placa de 96 pocos (100 uL/pogo). As placas
foram incubadas a 37 °C por 72 hora, em atmosfera umida a 5% de CO,. Em seguida, foram
adicionados 25 pL da solucdao de MTT (sal de tetrazolium), e incubadas por mais 3 horas. Apds
a dissolucdo do precipitado com DMSO puro, foi realizada a leitura das placa em
espectrofotdbmetro de placas a 595 nm e em seguida, mensurados a CLso (concentracdo capaz
de inibir 50% do crescimento celular) e seus respectivos intervalos de confianca (IC 95%)
calculados a partir de regressao ndo-linear utilizando o programa Prisma versao 5.0 (GraphPad,

Intiuitive Software for Science, San Diego, CA).
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Efeito genotdxico da doxorrucina em linhagens de células tumorais

Os efeitos genotoxicos da doxorrubicina foram avaliados pelos Ensaios Cometa e
Micronucleo, segundo o método descrito por Singh et al., (1988), Tice et al., (2000) e Fenech
etal., (1985), respectivamente. Cerca de 2 x 10° células por mL das linhagens NCIH- 292, Hep-
2, MCF-7 e HL-60 foram cultivadas em microplacas de 24 pocos em meio (1 mL/poco)
Minimum Essencial Medium Eagle modificado Dulbecco’s (DMEN, Sigma), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de solucédo de antibidtico (penicilina 1000 Ul/mL +
estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-glutamina 200 mM e incubadas a 37 °C, em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO: , e incubados por 24 horas. Apés o periodo de incubacdo,
foram adicionadas as solugdes de doxorrubicina nas concentragdes de 0,1; 0,2 e 0,4 ug/mL.
Apbs este periodo, 0 meio foi aspirado e as células foram lavadas com 300 pL de solugio
tampao (PBS, pH 7,2) e, em seguida, tratadas com 300 pL de tripsina/ EDTA. Posteriormente,
para inativacdo da tripsina foi adicionado 600 pL. de meio DEMEN seguindo a aspira¢do das
amostras, as quais foram tranferidas para tubos de Eppendorf para posterior processamento. O
processamento iniciou com as amostras sendo lavadas com 60 pL de solugdo tampao (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 adicdo de quaisquer outros agentes. Apés a centrifugacao,
o meio de cultura foi desprezado e as células foram ressuspendidas com 60 pL de PBS. Em
seguida, duas gotas da suspensdo celular foram transferidas para laminas previamante lavadas,
ainda molhadas e na posicao horizontal. As ldminas foram deixadas para secar a temperatura
ambiente. Apds a secagem, as laminas foram fixadas com etanol absoluto (P.A) por 5 minutos
e, em seguida, lavadas em &gua corrente e submetidas a coloracdo com a utilizacdo do corante
Giemsa (Merck), o qual foi depositado de forma uniforme sobre as laminas, por um tempo
médio de 5 minutos. Apds a coloragdo, as laminas foram novamente lavadas com agua corrente

e postas para secarem a temperatura ambiente.
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A avaliacdo da danificacdo gendmica foi realizada pelo Ensaio Cometa, segundo Singh
etal., (1988). Cerca de 15 pL da suspensao celular previamente tratada com doxorrubicina em
diferentes concentragdes (0,1; 0,2 e 0,4 ug/mL) foi homogencizada em 100 pL de agarose de
baixo ponto de fusdo (LM) previamente aquecida em banho maria a 37 °C. Em seguida, o
homogeneizado foi transferido para laminas de vidros revestidas de agarose padrdo, cobertas
com laminulas e incubadas por 10 minutos sob refrigeracdo a 4 °C. Ap0s este periodo, as
laminulas foram removidas e as laminas foram imersas em uma solucéo de lise por 2 horas sob
refrigeracdo a 4 °C. Transcorridas as duas horas, as laminas foram submetidas a eletroforese
(40 V por 20 minutos e a 300 mA). Em seguida, as laminas foram imersas em solucdo de
neutralizacdo por 15 minutos e, posteriormente, fixadas em solucéo de etanol absoluto por 5
minutos. Apos a secagem, as laminas foram armazenadas em geladeira até o0 momento da
coloracédo. Para coloragdo foi empregado o corante Gel Red (Biotarget GelRed®), onde 1 puL
docorante foi homogeneizado em 1000 puL de &gua deionizada estéril (1:1000). As laminas
foram analisadas por microscopia de fluorescéncia (Olympus -Série BX) e em seguida, foram
realiazadas as contagens celulares onde cerca de 100 células por individuos tratados foram

analisados, sendo atribuidos escores de 0 — 4, conforme o nivel de dano no nucledide.

Andlises estatisticas

Em relacdo aos indices e frequéncias de danos, bem como a frequéncia de células
micronucleadas foram comparadas entre os tratamentos pelo Teste Qui-Quadrado (X?), com
nivel de significancia 0,05. Os indices de proporcionalidade de danos (IP) foram calculados

para as diversas comparacoes.
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Resultados

Foi observada sifnificativa atividade citotoxica para a doxorrubicina apds 72 horas de
exposicdo das celulas tumorais e normais com base na mensuracdo da dose citotdxica ICso

(IC50=0,2 pg/mL) (tabela 1).

Tabela 1. Mensuracgdo da ICso para a prodigiosina frente as linhagens de células tumorais e normais
(BGMK).

Linhagem celular Drogas 1Cso (ug/mL)

Prodigiosina Doxorrubicina
NCHI-292 3,6 0,2
BGMK 3,4 0,7
MCF-7 51 0,2
HL 60 1,7 0,2

As comparacgdes dos indices (ID) e frequéncias de danos (FD) obtidos pelo Ensaio
Cometa, estabelecidas pelo X? entre os controles de cada tratamento apresentaram diferencas
significativas em ambos os parametros, exceto para as FDs das linhagens NCIH279 e MCF7
para a concentragéo 0,1 pg/mL em relag@o aos respectivos controles, e para o ID de MCF7 nesta

mesma comparacao (tabela 2).

131



Tabela 2. indice e frequéncia de danificagdo genémica observadas em linhagens tumorais e normais (BGMK), ap6s
exposicdo em 48 horas a diferentes concentra¢Ges de doxorrubicina (0,1, 0,2, 0,4 ng/mL), e os valores de p relativos as
comparagdes com os respectivos controles de cada linhagem, obtidos pelo X?

Linhagens celulares

[C]
pug / mL
HL 60 NCIH 279 MCF 7 BGMK
ID p FD p ID D FD p ID D FD P ID D FD p
0,0 8 7 12 10 9 8 8 6
0,1 26 p<0,001 22  p<0,001 21  p<001l 16 p>0,05* 14  p=01* 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<O,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<000L 76 p<0,001 52  p<0,001

ID (indice de dano gendmico); FD%: Frequéncia de dano gendmico; Nivel de significancia 0,05; [C] (concentragdes de doxorrubician).

Tabela 3. Indices de danificagdo gendmica observados em linhagens tumorais e normais (BGMK), apds
exposicdo em 48 horas a diferentes concentrag@es de doxorrubicina (0,1, 0,2, 0,4 ng/mL), os indices de
proporcionalidade de danos e os valores de p relativos as comparagdes com o controle (BGMK), obtidos

pelo X?
Linhagens celulares
[C]
pg / mL
HL 60 NCIH 279 MCF 7 BGMK
ID IP D ID IP D ID P p ID
0,0 8 1,0 p>0,05 12 15 p>0,05 9 1,1 p>0,05 8
0,1 26 1.2 p>0,05 21 15 p<0,05* 14 2,3 p<0,001** 32
0,2 52 11 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 (indice da dano gendmico); IP (indice de Proporcionalidade de Danos; Nivel de significancia 0,05; * valor significativo; [C] (concentragéo e
doxorrubicina)
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Quando a comparacao foi realizada entre os tratamentos e a linhagem celular normal
(BGMK), os IDs ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas na maioria da
concentracdes avaliadas em todas as linhagens estudadas (tabela 3). S linhagens NCIH279 e
MCF7 apresentaram valores significativos, porém esses valores se referem a uma diferenca
menor de danificacgio em relacdo ao controle, como demonstraram os indices de
proporcionalidade de danos (IP) (tabela 3). Resultados similares foram observados para o

parametro FD (tabela 4).

Os numeros, as frequéncias de células micronucleadas e os indices de proporcionalidade
de cada linhagem/tratamento podem ser observados na tabela 5. As comparac@es estatisticas
para este parametro de danificacdo demonstraram valores significativos a favor das linhagens
tumorais referentes as células de MCF7 na concentragdo 0,4 ug/mL, e uma danificagdo maior
de NCIH279 e HL60, tanto na concentracéo 0,2 ug/mL quanto na de 0,4 ug/mL (tabela 6). O
favorecimento ou o desfavorecimento das células tumorais podem ser observados pelos

numeros de células micronucleadas e os indices de proporcionalidade de danos na tabela 5.
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Tabela 4. Frequéncias de danificacdo genémica observadas em linhagens tumorais e normais (BGMK),
apos exposicdo em 48 horas a diferentes concentracdes de doxorrubicina (0,1, 0,2, 0,4 pug/mL), os
indices de proporcionalidade de danos e os valores de p relativos as comparacdes com o controle
(BGMK), obtidos pelo X2

Linhagens celulares

[C]
pg / mL
HL 60 NCIH 279 MCF 7 BGMK
FD P D FD P D FD P 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 13 p>0,05 16 13 p>0,05 1 1,9 p<0,05* 21

02 37 108 p>0,05 % 15 p<0,05* 22 18  p<0,001** 40

04 52 10 p>0,05 49 1,06 p>0,05 29 18  p<0,001** 52

ID (Frequéncia de dano gendmico); IP (indice de Proporcionalidade de Danos; Nivel de significAncia 0,05; *valores significativos; **valores
altamente significativos; [C] (concentracéo de doxorrubicina).

Discusséo.

A doxorrubicina apresentou pontencial efeito citotoxico as células tumorais e
normais demonstrando ser um potente antitumoral cujo alvo de acéo é inespecifico. A eficiéncia
das diversas drogas anticancer depende da capacidade que estas tenham em induzir danos ao
DNA e consequentemente, gerar lessdes irreparaveis que induzam aos mecanimos de morte
celular (Guerreiro et al., 2013). Todavia, sabe-se que as células cancerigenas geralmente,
apresentam resisténcias a estes compostos antitumorais por apresentarem um mecanimos de
reparacao de dano gendmico altamente eficiente. Neste sentido, diversos estudos tem sido
desenvovlido para identificacdo de novos farmacos que apresentem efeito inibitorio dos

mecanismos de reparacdo de danos ao DNA. (Gewitz et al., 1999).
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Tabela 5. Nimeros, frequéncias e indices de Proporcionalidade de Danos observados em linhagens
tumorais e normais (BGMK), apds exposicdo em 48 horas a diferentes concentracbes de
doxorrubicina (0,1, 0,2, 0,4 ug/mL)

[C] Linhagens celulares
pug / mL
BGMK MCF 7 NCIH 279 HL 60
CM FMN CM IP FMN CM IP FMN CM IP FMN

0,0 4 0,0040 6 15 0,0060 4 1,0 0,0040 6 15 0,0060
0,1 20 0,0200 14 14 0,0140 20 1,0 0,0200 20 1,0 0,0200
0,2 24 0,0240 21 11 0,0210 44 1,8 0,0440 43 17 0,0430
0.4 37 0,0370 33 11 0,0330 76 2,05 0,0760 68 1.8 0,0680

CMN (Células micronucleadas) ; FMN (Frequéncia de microncleos); IP (indice de proporcionalidade de Danos); [C] (concentragéo de
doxorrubicina).

Foi observado que a doxorrubicina apresentou um forte efeito citotoxico para as células
tumorais e normais na concentragdo de 0,2 pg/mL (1Cs00,2 pg/mL). Em colaboracdo, com estes
achados Guryanov et al., (2013) mensura uma similar atividade citotoxica na concentracao de
1,0 ng/mL.

A doxorrubicina tem sido empregada nas terapias contra neoplasias hematoldgicas e
tumores s6lidos como o cancer de mama (Minetri et al., 2004).

O multiplo mecanismos de a¢do da doxorrubicina ainda ndo encontra-se totalmente
elucidado. Contudo, observa-se que a droga apresenta uma efetiva acdo de inducéo de danos ao
DNA, principalmente por atuar inibindo a enzima topoisomerase Il, induzir ligacdo e

alquilagbes no DNA, interagir no mecanismo de estabilizacdo da molécula de DNA a partir de
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alteracdo das ligacbes entre os pares de bases de nucleotideos, resultando em quebras
cromossémicas e formacédo de fragmentacGes de DNA com consequente ativacdo da proteina
ROS (proteina reativa com o oxigénio) que produz a oxidagdo do DNA na presenca de anions
superdxidos (O°) e peroxido de hidrogénio (H202) (Spencer et al., 2008).

Em colaboracdo com 0s nossos achados a acao citotoxica da doxorrubicina tem sido
descrita por Wu et al., (2002), demonstrando efetiva citotoxicidade para cancer de préstata, por
Gallego et al., (2006), demonstrando sua acao citotoxica em cancer de ovario, por Escobar et
al., (2009), descrevendo a acdo toxica evidenciada pela inducdo de mutacdes e eventos de
recombinacdo génica em células somaticas e por Campos et al., (2012), relatando o stress
oxidativo celular durante a quimioterapia com a doxorrubicina. Esta atividade citotoxica
correlacionada a inducdo de danos no DNA e consequente ativacdo do mecanismo de morte
celular, apoptose, sugere que a droga também apresenta significativa atividade genotoxica.
Neste sentido, também foram avaliados seus efeitos genotoxicos.

A doxorrubicina tém se mostrado um eficiente agente indutor de danificagdo genémica,
caracteristica esta de grande importancia na luta contra o cancer. (Wang et al, 2012). Entretanto,
concomitantemente a sua utilizacdo 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 avaliacOes estabelecidas pelos trés parametros abordados neste estudo, mostraram
que, apesar da doxorrubicina apresentar um efeito de danificacdo gendmica dose-dependente
em todas as linhagens celulares, a linhagem controle (BGMK) apresentou valores maiores e/ou
iguais as linhagens tumorais. Assim, os efeitos esperados para um agente antitumoral
genotdxico foram efetivos nas células tumorais, como sugerem os resultados obtidos, mas com

grande prejuizo para as células normais.
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A doxorrubicina atua indireta ou diretamente na danificacdo da molécula de DNA. Um
efeito indireto é a producdo de radicais livres através da reacdo de oxidacdo da droga ou a
interacdo da droga com ferro livre no citossol (Akman et al, 1992; Manjanatha et al, 2014). A
metabolizacdo da doxorrubicina no figado é acompanhada pela producéo de superdxido, que
pode desencadear uma série de reagcdes que geram radicais hidroxila altamente toxicos.
(Herman et al,1998; Mizutani et al, 2003; Todorova et al, 2010), reativos a molécula de DNA.
A acdo direta da doxurrubicina na molécula de DNA decorre da sua caracteristica intercalante
nesta molécula. Agentes intercalantes do DNA sdo um grupo de compostos com estrutura
diversa e com habilidade de se ligar firmemente, porém de maneira reversivel, ao DNA, por
intercalacdo de um dominio aromatico planar do agente entre os pares de bases do DNA. O
resultado deste processo € a interferéncia do agente intercalante com as topoisomerases | e 11,
qgue sdo 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
interferéncia no complexo DNA-topoisomerase durante a replicacdo ou transcricdo do DNA
podem induzir eventos letais para a célula, principalmente como consequéncias quebras na
dupla-fita do DNA (Miskovic et al, 2013). Esse tipo de danificacdo pode ser quantificada nas
metodologias empregadas neste estudo, cujo resultado sugerem a acdo antitumoral da

doxorrubicina, bem como a sua provavel toxicidade para as células normais.
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Tabela 6. Valores de p relativos as comparac@es das frequéncias de células micronucleadas
obtidas nas diferentes linhagens celulares com o controle BGMK, obtidos pelo X2, nas
diferentes concentraces de doxorrubicina (0,1, 0,2, 0,4 ug/mL).

BGMK
Linhagens
Celulares .
Concentragdes (ug / 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 Nivel de significancia 0,05

Entretanto, quando comparados os tipos de danificacdo quantificados no presente
estudo, as macrolesdes, evidenciadas pela presenca de micronucleos nas células, foram as que
diferiram estatisticamente, sendo as linhagens tumorais que as apresentaram maior danificacéo,
comparativamente a linhagem controle, apresentando uma relacdo linhagem/concentracédo
dependente. Os ID e FDs, apesar de diferirem entre as diferentes dosagens de doxorrubicina em
cada linhagem, os memos parametros foram menores ou iguais aqueles da linhagem controle.
Estes dados sugerem que os danos foram de grandeza maior por célula individual do que um
aumento de células danificadas, pela observacdo dos maiores valores encontrados para os 1Ds

comparados aqueles das FDs.
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Com relacdo a presenca das macoles6es (micronucleos), as células MCF7 responderam
de forma positiva (maior danificacdo) apenas na concentracdo de 0,4 ug/ mL de doxorrubicina,
enquanto as linhagens NCIH279 e HL60 demonstraram maior danificacdo genémica nas
concetracdes de 0,2 e 0,4 ug/ mL. Essa resposta diferencial ao efeito da droga, se deve ao fato
de que as lesdes no DNA nao-reparadas e 0os mecanismos de reparo utilizado pela célula,
dependem da origem do tumor (Skorski, 2002). Assim, o tratamento do cancer de mama pela
terapia genotoxica da doxorrubicina parece ndo apresentar um grau de eficiéncia adequado,
principalmente em detrimento aos efeitos genotoxicos provocados nas células sadias, como

sugerem os resultados apresentados neste estudo.

Concluséao

A doxorrubicina apresentou genotoxicidade para as linhagens tumoarais e células
normais. Logo, os resultados aqui apresentados sugerem cautela quanto ao tratamento
terapéutico genotoxico da doxorrubicina, tendo em vista as diferentes respostas ao dano
gendmico apresentadas pelas linhagens tumorais e a maior danificagdo no DNA observadas na

linhagem normal (BGMK).
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Resumo

O pigmento vermelho prodigiosina é um alcal6ide produzido pela enterobacteria Serratia marcecsens.
Este pigmento pertence a familia das prodigininas cuja a estrutura quimica corresponde a CzoH2sN3O e peso
molecular de 324. A prodigiosina, metabdlito secundario, devido as suas diversas propriedades bioldgicas tem
adiquirido importancia medicinal, farmacéutica, principalmente, e industrial. S&o observadas algumas
propriedades biolégicas para a prodigiosina como antibacteriana, antifingica, antimalarial, algicida,
antitripanossomideo, antitumoral, induzindo apoptose em linfocitos T e B. Entretanto, por este pigmento ser
fortemente sugerido como um antineoplasico faz-se necessarios estudos de genotoxicidade. Neste sentido o
presente trabalho teve por objetivo avaliar os feitos genotdxicos da prodigiosina em linhagens tumorais e normais.
As linagens empregadas neste ensaio foram NCIH-292 (Carcinoma mucoepidermoide de pulméo), MCF-7
(Adenocarcinoma de mama) e HL-60 (Leucemia promielocitica 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 absorbagncia maxima
em 534 nm. Foram observados resultados estatisticamente significativos para a danificagdo gendmica induzida
pela prodiogiosina em linhagens tumorais NCIh-279, MCF-7, HL-60 e a linhagem normal BGMK. Foram
obsrevados niveis de significancia (p< 0,05) e valores de p relativos em todas as concentragdes testadas quando
comparadas com as concentragBes controles. Foi observado também que o pigmento induz formacdo de
micronucleo em células tumorais. A prodigiosina apresentou danificacdo gendmica em linhagens tumorais. Este
dados corroboram com o potencial de a¢do antitumoral da prodigiosina. Entretanto, demonstra também a
preocupacao com seu alvo-especifico de acéo, pois foram evidenciados também efeitos genotoxicos para células
normais. Logo, sugerindo estudos futuros que elucidem melhor possiveis alvos de acdo da prodigiosina visando
potencializar a agdo antineopldsica deste droga e a sua aplicacdo nas terapias antitumorais.

Palavras-chaves: Serratia marcescens, Prodigiosina, Genotoxicidade, Micronucleo, Células tumorais.

144



Introducéo

Atualmente, terapias anticancer tém sido baseadas, principalmente, na imposicdo de
danos no DNA as células tumorais, na diminuicdo de sua capacidade de reconhecimento e
reparo desses danos. Muitos compostos quimicos com propriedades genotoxicas tém sido
utilizados na terapia contra o cancer, muitos dos quais sem 0s mecanismos que levam a
danificacdo do DNA, sua forma de deteccdo e reparo e a morte celular induzida por danos no
DNA terem sido elucidados com preciséo. Esta aplicacdo precoce de drogas sem uma avaliagcdo
adequada pode resultar na modificacdo da resposta a terapia, comprometendo a sobrevivéncia
pos-terapéuticados pacientes, causando toxicidade aguda ou crénica, bem como o risco de
desenvolvimento de resisténcia aos farmacos antitumorais (Petkova et al, 2013). Entretanto,
essas drogas sintéticas sdo muitas vezes a Unica opg¢do para a quimioterapia, mesmo quando
seus efeitos atingem ndo s6 as células tumorais , mas também as normais, além dos graves
efeitos colaterais associados a esse tipo de terapia (Chang et al, 2011). Neste sentido, esforcos
tem sido despendidos nas pesquisas de compostos derivados de produtos naturais, que sejam
menos toxicos e ndo menos eficazes que os produtos sintéticos para a terapia do cancer (Ravelo
et al, 2004; Cragg et al, 2009; Ma e Wang, 2009). Nas ultimas 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 tém se destacado (Chang et al, 2011).

O pigmento vermelho natural, prodigiosina, sintetizado pela enterobactéria Serratia
marcescens, € caracterizado quimicamente como um alcaldide que apresenta uma estrutura
quimica 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 alteracdes estruturais
no DNA e atuam, principalmente, como inibidores das topoisomerases | e Il. Esse efeito
inibitério pode ocasionar danos no DNA que estdo diretamente correlacionados com niveis de
citoxicidade. A interacdo da prodigiosina com o DNA podem, portanto, resultar em efeitos de
danificacdo gendmicas, 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 possiveis danificacdes gendmicas quantitativamente
diferenciais em células tumorais expostas a diferentes concentracdes de prodigiosina em relacédo
as células normais, visando contribuir para a elucidacdo dos efeitos antitumorais e seletivos

deste produto natural.

Material e Método
Células e condigoes de cultura

Foram empregadas neste estudo as seguintes linhagens tumorais: NCIH-292
(Carcinoma mucoepidermoide de pulmdo), MCF-7 (Adenocarcinoma de mama) e HL-60
(Leucemia promielocitica 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 Laboratorio de Culturas de Células e Ensaio farmacoldgicos, do Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE. As linhagens foram cultivadas
(2 x 10° células/ mL) em frascos (25 cm? / 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 solu¢do de antibidtico (penicilina 1000 Ul / mL
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+ estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-glutamina 200 mM e incubadas a 37 °C em atmosfera

umidificada contendo 5% de COx.

Purificacdo e caracterizacdo 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 genotoxico da prodigiosina foi avaliado pelos Ensaios Cometa e Microndcleo,
segundo o método descrito por Morris e colaboradores (2002) e Tice e colaboradores (2000)

com modificacdes, e Fenech e colaboradores (1993), respectivamente.

Tratamento das culturas celulares e periodo de exposicao

Cerca de 2 x 10° células por mL das linhagens NCIH- 292, MCF-7, HL-60 e a linhagem
normal BGMK foram cultivadas em microplacas de 24 po¢os em meio acima especificado (1
mL/ pogo), e incubadas a 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO> , durante 24

horas.

Apds o periodo de incubagdo, foram adicionadas as solugdes de prodigiosina nas
concentragdes de 1,7; 3,4 e 6,8 pg/ mL, para cada tratamento independente realtivo a cada
linhagem celular. As concentragdes de prodigiosina empregadas para analises foram calculadas
com base na determinac&o prévia da ICso (Lapenda, 2014), onde foram testadas a dose reduzida

a metade (1,7 pg/ mL) e duplicada (6,8 pg/ mL). Apos este periodo, o meio foi aspirado e as
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células foram lavadas com 300 uL de solucao tampao (PBS, pH 7,2) e, em seguida, tratadas
com 300 uL de tripsina/ EDTA. Posteriormente, para inativagao da tripsina, foi adicionado 600
uL 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 pL
de solucdo tampéo (PBS, pH igual a 7,2) e centrifugadas a 2000 rpm por 20 minutos. Apés a
centrifugacdo, o meio de cultura foi desprezado e as células foram ressuspendidas com 60 uL

de PBS, estando a solunyo celular adequada para o sua aplicanyo nos testes genotoxicos.

Teste de micronucleo (Micronuclei assay)

Duas gotas da suspenséo celular foram transferidas para laminas previamante lavadas e
ainda molhadas, realizando um esfregago, sendo mantidas na posicdo horizontal até a sua
secagem na temperatura ambiente. Apos a secagem, as laminas foram fixadas com etanol
absoluto (P.A) por 5 minutos e, em seguida, lavadas em agua corrente e submetidas a coloragéo
com a utilizacdo do corante Giemsa (Merck), o qual foi depositado de forma uniforme sobre as
l[aminas, por um tempo médio de 5 minutos, sendo, posteriormente, novamente lavadas com

agua corrente e secas a temperatura ambiente.

Ensaio cometa (Comet assay)

Cerca de 15 pL da suspensao celular foi homogeneizada em 100 pL de agarose de baixo
ponto de fusdo (LM) previamente aquecida em banho maria a 37 °C. Em seguida, 0
homogeneizado foi transferido para laminas de vidros revestidas de agarose padrdo, cobertas
com laminulas e incubadas por 10 minutos sob refrigeracdo a 4 °C. Apds este periodo, as

laminulas foram removidas e as laminas foram imersas em uma solucéo de lise por 2 horas sob
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refrigeracdo a 4°C. Transcorridas as duas horas, as ldaminas foram submetidas a eletroforese (40
V por 20 minutos e a 300 mA). Em seguida, as laminas foram imersas em solucdo de
neutralizacdo por 15 minutos e, posteriormente, fixadas em solucéo de etanol absoluto por 5
minutos. Em seguida, ap0s a secagem, foram armazenadas em geladeira até 0 momento da
coloracédo. Para coloragdo foi empregado o corante Gel Red (Biotarget GelRed®), onde 1 puL
docorante foi homogeneizado em 1000 puL de agua deionizada estéril (1 : 1000). As laminas
foram analisadas por microscopia de fluorescéncia (Olympus -Série BX) e em seguida, foram
realiazadas as contagens celulares onde cerca de 100 células por individuos tratados foram

analisados, sendo atribuidos escores de 0 — 4, conforme o nivel de dano no nucledide.

Testes estatisticos

Comparacdes entre os Indices de Danos, Frequéncias de Danos e Frequéncias de Células
Micronucleadas foram realizadas através do teste Qui-Quadrado (X?), individualmente por
tratamento/linhagem tumoral e dos mesmos em relacéo a linhagem normal BGMK. O nivel de

significancia adotado para os testes foi 0,05.

Os Indices de Proporcioanlidade (IP) de danos foi estabelecido em cada tratamento em
relacdo ao seu proprio controle (0,0 pg/ mL de prodigiosina), como também em relagdo as
concentracdes coincidentes da linhagem BGMK, para todos os parametros metodoldgicos

utilizados.

Resultados

Praticamente, todas as linhagens celulares (tumorais e normal) apresentaram diferencas
significativas de danificacdo gendmica avaliada pelos parametros de indice de Danos (ID) e
Frequéncia de Danos (FD), obtidos pelo Ensaio Cometa, em relagdo ao seu proprio controle
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(Tabela 1). As excecdes corresponderam as linhagens tumorais NCIH 279 e MVF 7, na

concentracdo de 1,7 pug/ mL de prodigiosina, sendo referentes a ID/FD e FD, respectivamente.

Na comparacéo estabelecida para o ID entre os tratamentos e a linhagem controle, uma
diferenca estatisticamente significativa foi observada apenas para a linhagem MCF 7, na
concentracdo de 6,8 pug/ mL de prodigiosina (Tabela 2). Quando o parametro considerado foi a
FD, nenhuma das linhagens tumorais diferiu estatisticamente da linhagem controle em todas as

concentracdes de prodigiosina avaliadas (Tabela 3).

Tabela 1. indice e frequéncia de danificacio gendmica observadas em linhagens tumorais e normais (BGMK), ap6s
exposicao em 48 horas a diferentes concentrac6es de prodigiosina (1,7; 3,4 e 6,8 ug / mL), e os valores de p relativos
as comparacdes com os respectivos controles de cada linhagem, obtidos pelo X

Linhagens celulares

ug /
mL 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

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 (Indice de dano gendémico); FD%: Frequéncia de dano gendmico; Nivel de significancia 0,05

Tabela 2. indices de danificagdo genémica observados em linhagens tumorais e normais (BGMK),
apos exposicao em 48 horas a diferentes concentragdes de prodigiosina (1,7; 3,4 € 6,8 ug / mL), os
indices de proporcionalidade de danos e os valores de p relativos as comparagdes com o controle
(BGMK), obtidos pelo X

Linhagens celulares

ug /

mL HL 60 NCIH 279 MCF 7 BGMK
D P D D 1P D D IP D D

00 8 10 5005 12 15 >0,05 9 11 >0,05 8

17 25 11 >0,05 14 15 01>p>005 17 13  01>p>005 22
34 34 11 >0,05 28 13 01>p>005 27 14  01>p>005 37
68 54 11 >0,05 55 1,1 >0,05 39 15  p<001* 60

ID (indice da dano genémico); IP (indice de Proporcionalidade de Danos; Nivel de significancia 0,05; * valor significativo
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Tabela 3. Frequéncias de danificacdo gendmica observadas em linhagens tumorais e normais
(BGMK), apds exposicao em 48 horas a diferentes concentragfes de prodigiosina (1,7; 3,4 € 6,8 ug
/ mL),os indices de proporcionalidade de danos e os valores de p relativos as comparagdes com o
controle (BGMK), obtidos pelo X?

Linhagens celulares

ng /

mL HL 60 NCIH 279 MCF 7 BGMK
FD P ) FD__IP ) FD__IP D FD

00 7 12 >0,05 10 16 01>p>005 8 13 >0,05 6

1,7 18 1,0 >0,05 11 1,6 >0,05 13 14  0,1>p>0,05 18

34 23 12 >0,05 19 14 01>p>005 20 13 >0,05 27

68 34 12 >0,05 31 1.3 >0,05 26 15  0,1>p>0,05 40

ID (Frequéncia de dano gendmico); IP (Indice de Proporcionalidade de Danos; Nivel de significancia 0,05

Nas tabelas 2 e 3 podem ser observados os Indices de Proporcionalidade (IP) de danos
para cada linhagem em relacdo ao controle, tanto para ID quanto para FD. Todas as linhagens
tumorais apresentaram uma proporcdo menor de danos em relacdo a BGMK para ambos 0s
parametros em todas as concentracdes de prodigiosina, A Unica excecdo observada foi em

relagdo a HL60 na concentragdo 1,7 pg/ mL, tanto para o ID quanto o FD.

O numero de células micronucleadas e suas respectivas frequéncias obtidas por
linhagem/tratamento estdo demonstrados na tabela 4. Diferencas estatisticamente significativas
de células micronucleadas foram obtidas para MCF7 (6,8 pg/ mL de prodigiosina), NCIH279

(3,4 ng/ mL) e HL60 (3,4 ¢ 6,8 ug/ mL) (tabela 5).

Quando comparados os. indices de Proporcionalidade de Danos entre a concentracio de
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prodigiosina controle (0,0ug/mL) e os diferentes tratamentos, e entre os tratamentos, referentes

aos trés parametros metodoldgicos empregados (tabela 6), os maiores indices podem ser

observados com relacdo ao pardmetro células micronucleadas.

Tabela 4. Evidéncias de microntcleos observados em linhagens tumorais e normais (BGMK),
apos exposicdo em 48 horas a diferentes concentracfes de prodigiosina (1,7; 3,4 € 6,8 ug /

mL).
ug Linhagens celulares

/
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
34 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 (Frequéncia de microntcleos)

Tabela 5. Valores de p relativos as comparac8es das frequiéncias de células micronucleadas
obtidas nas diferentes linhagens celulares com o controle BGMK, obtidos pelo X*

BGMK
Linhagens ~
Concentracoes / mL
Celulares ¢ (b9 )
0,0 1,7 3,4 6,8
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 Nivel de significancia 0,05

152



Tabela 6. indices de proporcionalidade entre a concentrac&o (ug / mL) de prodigiosina controle
e os diferentes tratamentos, e entre os tratamentos, referentes aos parametros metodolégicos
Indice de Danos, Frequéncia de Danos e Numero de Células Micronucleadas.

Parametros metodoldgicos

indice de Danos Frequéncia de Danos Células Micronucleadas
1Pt 1Pt 1Pt

ug / _ _—
mL IPc IPc IPc

ID 8 22 37 60 FD 6 18 27 40 MN 4 12 21 38
0,0 8 - - - - 6 - - - - 4 - - - -
1,7 2 27 - 17 27 18 30 - 04 22 12 30 - 1,7 3,2
3,4 37 46 17 - 16 27 45 04 - 15 21 52 17 - 18
6,8 60 75 27 16 - 40 6,7 22 22 - 38 95 32 18 -

IPc— indice de Proporcionalidade em relacéo ao controle (0,0ug / mL)
IPt - Indice de Proporcionalidade entre os tratamentos
MN — Numero de Células Micronucleadas

Discussao

A citotoxicidade seletiva contra as células cancerosas, o efeito pro-apoptético p53-
independente e a sua atividade anti-metastatica colocam a prodigiosina entre os metabolitos
com grande potencial como um agente anticancer (Chang et al, 2011). Entretanto, maiores
esclarecimentos acerca do alvo molecular/celular e os efeitos, tanto no nivel celular quanto do
organismo, deste composto sdo necessarios para 0 emprego deste metabdlico como um produto
terapéutico com eficiéncia e seletividade asseguradas. Neste sentido, os resultados apresentados

no presente estudo vém contribuir para 0 melhor emprego deste potencial agente antitumoral.

As andlises realizadas, em relagdo a quantificacdo da danificacdo gendmica induzida
pela prodigiosina, nas diferentes linhagens tumorais, apresentaram diferencas significativas em
relacdo a exposi¢do das mesmas as diferentes concentracdes da droga. Todas as linhagens, com
excecao das linhagens NCIH para os ID e FD na concentracdo 1,7 e MCF para o FD na mesma
concentracdo, apresentaram maiores efeitos de danificacdo genémica/concentracdo dependente,
onde os maiores efeitos foram observados nos tratamentos com 6,8 pg/mL de prodigiosina de

cada linhagem. Tais efeitos foram similares nas duas metodologias empregadas. Entretanto,
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respostas diferenciais foram observadas em alguns tratamentos, sendo especificas para cada
linhagem, quando comparadas com o controle BGMK, tanto pelo Ensaio Cometa quanto pelo
Teste de Micronucleo. Les6es no DNA e 0 seu mecanismo de reparo podem depender da origem
do tumor (Skorski, 2002). Desta maneira, serdo consideradas abaixo cada linhagem celular

independentemente.

HL60.

Em relacdo a comparacédo do Indice de Danificacdo (ID) observado pelos diferentes
niveis de danos nos nucleoides, analisados pelo Ensaio Cometa, a linhagem tumoral HL60,
apesar de nao apresentar diferencas estatisticamente significativas em relacdo a danificacéo
ocorrida na linhagem controle (BGMK), nas concentragdes 3,4 e 6,8 ug/mL foi observada cerca
de 10% de danificacdo gendmica maior nas células normais (BGMK), como indica o indice de
Proporcionalidade de danos (IP=1,1). Quanto a Frequéncia de Danos (FD), a linhagem HL60
mostrou uma frequéncia menor (IP=1,2) de danos nas concentracao 3,4 e 6,8ug/mL em relagdo

a BGMK.

Os menores valores de FD observados em HL60, em relacdo aqueles de BMGK,
sugerem uma relagdo com o efeito de resisténcia ao tratamento genotdxico desencadeado
naquelas células. A tirosino-quinase oncogénica BCR/ABL apresenta dois papéis principais
complementares no cancer (Skorski, 2002). Primeiramente, BCR/ABL permite a proliferagéo
celular na auséncia de fatores de crescimento, a protecdo contra a apoptose na auséncia de
fatores de sobrevivéncia externos, a invasao tecidual e a metastase (Sawyers, 1997). A segunda
caracteristica de BCR/ABL, em doencas hematoldgicas malignas, se refere a sua capacidade de
tornar as células resistentes as terapias genotoxicas (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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caracteristica 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 protecdo celular contra as vias de sinalizacdo pro-apoptdticas que sao
normalmente ativadas pelas lesdes no DNA. Skorski (2002), Majsterek e colaboradores (2002)
e Slupianek e colaboradores (2002), utilizando a metodologia do Ensaio Cometa, observaram
que a danificacdo genémica foi reparadda mais eficientemente em células BCR/ABL positivas
em comparacdo a células controle. Assim, a menor frequéncia de danificacdo gendmica,
observada pelo Ensaio Cometa, nas concentragdes 3,4 € 6,8 pg/ mL de prodigiosina na linhagem

hematoldgica, em relacdo a BGMK, sugere a acdo de BCR/ABL como descrita acima.

Apesar da FD ter se apresentado menor em relacdo ao controle em HL60, o ID foi
indicativo de uma danificacdo de maior magnitude, ou seja, maiores danos por células, o que

poderia contribuir para a acdo efetiva desta droga.

Essa efetividade pode ser considerada também pela observacao das maiores frequéncias
de células micronucleadas em HL60. Quando avaliados os danos no seu nivel de macro-
danificacdo, pela expressdo de micronucleos, a linhagem HL60 apresentou resultados
significativos (p<0,001) em relagdo a BGMK, para as concentragdes 3,4 ¢ 6,8 ug/ mL, onde a
frequéncia de microndcleos apresentou IPs de 1,4 e 1,7, respectivamente. Mas, como explicar
a maior incidéncia de células micronucleadas comparativa ao controle e os maiores IDs em
HL60, em contradicdo com a suposta inducdo de resisténcia a terapia genotdxica? Segundo
Skorski (2002), células normais apresentam mecanismos de reparo do DNA fortemente
regulados e associados as vias apoptoticas. Células com um excesso de danos e/ou com danos
irreparaveis, que representam uma ameca a estabilidade genémica, séo eliminadas. Entretanto,
celulas BCR/ABL positivas, como as leucémicas, apesar de serem mais eficientes na

sobrevivéncia ao dano genotoxico, modulando a sensibilidade ao dano por facilitar o reparo do
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DNA e inibir a inducdo da apoptose induzida pelas lesées no DNA, podem acumular mais danos
no DNA depois de um tratamento genotdxico (Slupianek et al, 2002), aumentado sua chance
de erros genéticos prejudiciais. Uma vez que a fidelidade e a eficiéncia dos mecanismos de
reparo do DNA néo sdo completas, mesmo em células normais, em células BCR/ABL positivas
a probabilidade de acumular erros no DNA é maior que em células normais devido a maior
ocorréncia de danos e o comprometimento dos mecanismos de reparo do DNA (Skorski, 2002).
A maior danificacdo gendmica nestas células se deve, provavelmente, ao aumento da formagéo
de substancias-oxigénio-reativas (ROS) provenientes da mitocondria e NADPH oxidase,
induzida por BCR/ABL (Benhar et al, 2001; Sattler et al, 2000). Neste contexto, a prodigiosina
aplicada, principalmente, nas concentragdes 3,4 € 6,8 ug/mL no presente estudo, visando uma
acao tumoral efetiva relativa a Leucemia Promielocitica (HL60), podem ocasionar uma maior
danificacdo genémica de células tumorais, principalmente em relacédo ao nivel de dano causado

(ID) das mesmas, como sugerem os resultados acima apresentados.

NCIH 279

A danificacdo gendmica apresentada pela linhagem NCIH 279 apresentou-se menor em
relacdo ao controle quanto a FD em todas as concentracfes de prodigiosina avaliadas, apesar
de diferencas estatisticamente néo significativas terem sido observadas tanto para ID quanto a
FD em todas as concentragdes. Na analise de micronucleos, NCIH 279 apresentou uma maior
frequéncia de microntcleos na concentragdo 3,4 ug/mL quando comparada & mesma
concentragdo da prodigiosina aplicada 8 BGMK. A n&o significancia estatistica em relagdo a
maior concentragdo (6,8ug/mL), provavelmente, seja devida ao aumento consideravel de
micronucleos na linhagem normal na presenca da droga. A acdo da prodigiosina em células

tumorais pulmonares, segundo os resultados obtidos, aponta para um efeito de maior de
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danificacdo por célula neste tumor, do que um aumento de células danificadas, sendo necessaria
a aplicacéo de altas concentracGes da droga, e desta maneira, podendo comprometer as células
normais, como mostra a frequéncia de células micronucleadas da linhagem normal na

concentracao 6,8ug/mL.

A capacidade de reparar danos no DNA em células normais diminui o seu risco de
transformacdo maligna. Entretanto, células malignizadas podem reparar danos no DNA
induzidos por terapias genotoxicas, tornando-as menos sensiveis as mesmas (Petkova et al,
2013). Cerca de 25 genes de reparo do dano genotoxico tem sido descritos, como também o0s
seus fatores de transcricdo (Christmann e Kaina, 2013). Alteracdes em ambos grupos de genes
podem levar ao aumento da instabilidade genémica tumoral ou, contrariamente, levar a
resisténcia a terapia genotdxica (Skorski. 2002; Willer et al, 2013; Gachechiladze et al, 2013;
Shin et al, 2014). Existem muitas evidéncias de que perturbacdes nas vias de reparo do DNA
sdo comuns no cancer de pulmdo, alterando a resisténcia das células afetadas para muitos
quimioterapicos (Willer et al, 2013). Entre estes genes provaveis, atuantes na resisténcia a
danificacdo genémica por quimioterapicos, no cancer de pulméo se encontra o gene brcal,
devido as suas funcdes no reparo do DNA, incluindo o reparo por excisdo de nucleotideos e de
quebra na dupla fita de DNA (Gachechiladze et al, 2013). Tendo em vista 0 exposto acima, as
diferentes frequéncias de danificacdo (FD) observadas na linhagem NCIH 279, observadas no
presente estudo, em menores valores nas células tumorais, sugerem a acdo de genes de
resisténcia ao danos genotdxicos. E, da mesma maneira, a explicacdo sugerida para as maiores
frequéncias de células micronucleadas apresentadas pelas células leucémicas, 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 concentragdes, com uma significancia estatistica apresentada na
concentragdo 6,8ug/mL, tanto para o ID quanto para a frequéncia de microndcleos, com IPs
variando entre 1,1 —1,5e 1,2 -1,5, respectivamente. Com relacdo aos menores valores de ID e
FD observados em MCF 7, tais resultados apontam para a principal causa de falha no tratamento
quimioterapico deste cancer, a resiténcia multidroga (Tao et al, 2013; Luzhna et al, 2013).

Geralmente, 0s mecanismos de resisténcia a agentes terapéuticos ndo sao consequéncias
diretas da malignizacdo celular, mas pode ser o resultado da selecdo de clones de células
tumorais que desenvolvem mecanismos de protecdo, diminuindo a incidéncia 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 glicoproteina-P, produto do gene de
resisténcia multidroga 1 (MDRL1). Esta glicoproteina ¢ uma bomba de efluxo ATP-dependente
associada com a menor eficiéncia da quimioterapia no cancer de mama (Tao et al, 2013).
Portanto, apesar da prodigiosina ser um potente agente causador de danos no DNA, pela sua
caracteristica molecular referente a sua estrutura planar, possibilitando a sua intercalacdo na
molécula de DNA, os mecanismos de efluxo da droga, nas células tumorais mamarias, podem
ter contribuido para a menor eficiéncia desta droga, como demonstrado pelos IDs e FDs obtidos
neste estudo.

Entretanto, a prodigiosina foi capaz de induzir danos significativos na concentracao
6,8ug/mL, quando consideradas as macro-lesdes, observadas pela maior incidéncia de células
micronucleadas nesta linhagem celular, em comparacdo a BGMK. Células tumorais mamarias
(MCF 7) podem apresentar desregulacdo em vias bioldgicas , tais como, ciclo celular,
replicacdo do DNA, reparo do DNA e ativacdo da via p53 (Luzhna et al, 2013), que envolvem

alteracdes em genes especificos (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 desregulacdo pode levar ao estabelecimento
de instabilidade gendmica inducida por agentes genotoxicos (Skorski, 2002).

Portanto, apesar das células MCF 7 apresentarem a resisténcia ao tratamento quimioterapico,
a aplicagdo da prodigiosina na concentracao 6,8ug/mL pode causar danos gendmicos maiores
nestas células tumorais, danos esses ndo sendo passiveis de reparacdo pela célula, como
demonstrado neste estudo, pela maior frequéncia de células MCF 7 micronucleadas em
comparacdo a BGMK, Desta maneira, o propésito da terapia antitumoral através da
prodigiosina pode ser atingido nesta concentracao, visando uma maior danificacdo genémica

das células tumorais para fins de ativacao da apoptose-dano gendmico- 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
parametros avaliados (ID, FD e micronucleos) as células BGMK apresentaram consideraveis
efeitos genotoxicos em todas as concentracdes de prodigiosina em relagdo ao seu controle,
como demonstram aos indices de proporcionalidade (IP). Os mesmo variaram entre 2,75 — 7,5
parao ID, 3,0 — 6,66 paraa FD e 3,0 — 9,5 para a frequéncia 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 danificagdo
genbmica em relacdo as linhagens tumorais. Esse resultados sugerem que a prodigiosina
também atua, e de maneira preocupante, nas células normais, colocando em risco o0 organismos

como um todo.
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Terapias antitumorais com agentes genotoxicos tem sido associadas com o risco de
toxicidade. Os tratamentos genotdxicos, de modo geral, sdo direcionados rapidamente para as
células que estdo ativas no ciclo celular, como a maioria das células cancerosas. Entretanto, o
agente genotoxico pode afetar, mesmo em menor grau, todas as células capazes de se dividir
(Petkova et al, 2013).

A principal preocupacdo com relacdo a terapia genotdxica é a qualidade de vida do
paciente antes e depois da terapia. Esta pode ser severamente afetada durante e depois do
tratamento com 0s agentes genotdxicos, onde alguns pacientes podem adoecer
consideravelmente, resultando na suspensao da terapia, €, em outros casos, eles podem morrer
em decorréncia da severa inibicdo do crescimento e fungdes das células normais (Petkova et al,
2013).

As maiores frequéncias e indices de danifica¢do, bem como as frequéncias 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 ndo

pode ser comprovada neste estudo.

Outro provavel mecanismo de acdo da prodigiosina que pode ter contribuido para os
efeitos observados em todas as linhagens tumorais avaliadas neste estudo, é a reativagdo de p53.
Hong e colaboradores (2013) observaram que a prodigiosina pode reativar a atividade
transcricional dependente da familia p53 em células tumoriais do célon. Segundo 0s mesmos
pesquisadores, 0 mecanismo de acdo da prodigiosina realizou-se através da restauracdo da
sinalizacdo p53 em celulas tumorais com muta¢fes p53 hotspot, com pouca ou nenhuma
toxicidade/genotoxicidade detectaveis em fibroblastos humanos normais. A prodigiosina

induziu a expresséo de p73 e interrompeu a sua interacdo com a proteina p53 mutante, salvando
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assim a deficiéncia via p53, promovendo os efeitos anti-tumorais . O rompimento da interacdo
p53/p73 mutante foi especifico para prodigiosina.

A controversa acdo seletiva da prodigiosina para o tratamento do cancer, apresentada
neste estudo, sugere a realizacdo novas pesquisadas para o esclarecimentos das vias de acdo

desta droga, assegurando a sua aplicacao na terapia antitumoral genotdxica.

Conclusodes

A prodigiosina apresentou danificacdo genémica em linhagens tumorais. Este dados
corroboram com o potencial de acdo antitumoral da prodigiosina. Entretanto, demonstra
também a preocupacdo com seu alvo-especifico de acdo, pois foram evidenciados também
efeitos genotoxicos para células normais. Logo, sugerindo estudos futuros que elucidem melhor
possiveis alvos de acdo da prodigiosina visando potencializar a acdo antineoplasica deste droga

e a sua aplicacéo nas terapias antitumorais.
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Resumo

Doxorrubicina e prodigiosian sdo produtos naturais que destacam-se por apresentar agdo antitumoral. A
doxorrucina tem induzido a regressao progressiva de diversos tipos de tumores como cancer de mama, colén do
utero, colon, intestino, pulmdo, laringe e prostata. A prodigiosina tem sido conferida semelhante acdo
antineoplasica induzindo apoptose em linfocitos T e B e leucemias mieoldides cronicas. A importincia da
investigacdo dos efeitos genotdxicos da prodigiosina e doxorrubicina faz-se necessaria uma vez que, no caso da
doxorrubicina, esta ja se encontra sendo empregada nas terapias antineoplasicas enquanto que a prodigiosina tem
sido fortemente sugerida como uma droga antitumoral. Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo
comparar a atividade citotdxica do antineoplasico doxorrucina com o pigmento natural, prodigiosina produzido
por Serratia marcescens UFPEDA 398. A atividade genotoxica da prodigiosina foi avaliada a partir dos ensaio de
microntcleo e cometa. Foi observado similar efeito genotdxico para ambas as drogas doxorrubicina e prodigiosina.
A doxorrucina e prodigiosina apesar de apresentarem potencial efeito citotoxico demonstram alvo de ag@do
inespecifico causando danificagdo genOmica tanto nas linhagens tumorais quanto nas células normais, sendo a
prodigiosina um pouco mais genotoxica do que a doxorrubicina. Esses dados sugerem a realizagdo de estudos
futuros que demonstrem mecanismos de acdo alvo-especificos da prodigiosina visando potencializar a sua
atividade genotdxica apenas para as células tumorais.

Palavras-chave: Antineoplasicos, Doxorrubicina, Prodigiosina, Linhagens tumorais.

166



Introduciao

Estudos de genotoxicidade revelam o nivel de danificagdo gendmica que uma droga ¢é
capaz de induzir no DNA celular. Tais danos podem ser reparaveis ou ndo. Quando os danos
sdo reparaveis a célula tem o seu ciclo celular bloqueado, possibilitanto o processo de reparacao.
Todavia, quando o dano ¢ irreparavel pode ocorrer a indugdo do mecanismo de apoptose ou
consequéncias mais graves como as mutacdes que, neste ultimo caso, sdo as principais causas
de aparecimento dos tumores (Yamashit et al., 2010). Este mesmo principio ¢ utilizado para a
selecdo de agentes antitumorais (Palchaudhuri e Hergenrother, 2007; Peréz-Tomas e Vinas,
2010; Yoshida e Miki, 2010).

A quimioterapia tem como principal objetivo promover a regressdo do tumor. Esta
consiste na utiliza¢do de diversos farcamos com ag¢do antitumoral que podem ser empregados
em sua natureza quimica pura ou conjugado a outras substancias (Rade e Strukelj et al., 2008).

A doxorrubicina, uma antraciclina produzida pelo microrganismo Streptomyces
peucetius, apresenta potencial efeito antitumoral levando a regressdo de diversos tumores
solidos como o de laringe, pulmao, colo do utero, célon, intestino, mama, bem como as
leucemias (Falcdo-Pires et al., 2013). Esta droga apresenta potencial citotoxicidade, induzindo
a apoptose em cé¢lulas tumorais, em doses muito baixas (ICso 0,2 pg/ mL). Tal efeito tem
sugerido, hipoteticamente, que este antineoplasico induz danos gendmicos irreversiveis,
promovendo, desta forma, a ativagdo do mecanismo de morte celular (Fardilha et al., 2014).
Semelhante a¢do tem sido descrita para o alcaloide natural prodigiosina produzido por Serratia
marcescens.

A prodigiosina, um pigmento vermelho natural, tem sido bastante descrita, nos tltimos
cinco anos, pelas suas diversas atividades biologicas 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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apoptotico induzido pela prodigiosina em linhagens tumorais independe de proteinas
reguladoras, denominadas pro-apoptoticas (p53). Estudos t€ém sugerido que tais mecanismos
citotoxicos estejam correlacionados a possiveis danos no DNA das linhagens tumorais. Entre
esses mecanismos se encontram a inducdo a quebra das fitas duplas do DNA e inibi¢cdo das
topoisomerases I e II de forma irreversivel. Ambos mecanismos, consequentemente, podem a
ativar o mecanismo de morte celular, a apoptose (Sumathi et al., 2014).

A 1importancia da investigagdo dos efeitos genotoxicos da prodigiosina e da
doxorrubicina faz-se necessaria uma vez que, no caso da doxorrubicina, esta ja tem sido
empregada nas terapias antineoplésicas (Cancerquest, 2013; Miskovic et al, 2013), enquanto que a
prodigiosina tem sido fortemente sugerida como uma droga antitumoral com consideravel
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 genotoxicos estdo sempre associados
ao risco de toxicidade. Os tratamentos genotdxicos sdo direcionados para as células
potencialmente em divisdo, 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
indice mitdtico naturalmente rapido.(Petkova et al, 2014).

Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo comparar a atividade genotoxica
dos antineoplasicos doxorrucina e prodigiosina, visando um melhor direcionamento da

utilizacao destes agentes genotoxicos na terapia anticancer.

Material e métodos

Células e condicoes de cultura

Foram empregadas, neste estudo, as seguintes linhagens tumorais: NCIH-292
(Carcinoma mucoepidermoide de pulmado), MCF-7 (Adenocarcinoma de mama) ¢ HL-60

(Leucemia promielocitica humana). Como controle, a linhagem de células normais utilizada foi
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a BGMK (C¢lula normal de rim de macaco). Todas as linhagens foram gentilmente cedidas
pelo Laboratorio de Culturas de Cé¢lulas e Ensaio farmacologicos, do Departamento de

Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE.

As linhagens foram cultivadas (2 x 10° células/ mL) em frascos (25 cm? / 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 solu¢ao de
antibiotico (penicilina 1000 UI / mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-glutamina 200

mM e incubadas a 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO».

Obtencé&o da doxorrubicina e prodigiosina

A doxorrubicina foi obtida a partir do medicamento Cloridrato de Doxorrubicina —

50mg — po liofilizado (Singular Medicamentos Especiais), na rede de drogarias local.

A prodigiosina foi produzida a partir do microrganismo Serratia marcences, pelo
Laboratério de Farmacos 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 genotdxico de ambas as drogas antitumorais, doxorrubicina e prodigiosina, foi
avaliado pelos Ensaios Cometa e Microndcleo, segundo o método descrito por Morris et al.,
(2002) e Tice et al., (2000) com modificacdes, e Fenech e colaboradores (1993),

respectivamente.
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Tratamento das culturas celulares e periodo de exposi¢ao

Cerca de 2 x 10° células por mL das linhagens NCIH- 292, MCF-7, HL-60 e a linhagem
normal BGMK foram cultivadas em microplacas de 24 pocos em meio acima especificado (1
mL/ pogo), e incubadas a 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO. , durante 24

horas.

Apos o periodo de incubagdo, foram adicionadas as solu¢des de doxorrubicina nas
concentragdes 0,1, 0,2, e 0,4 pg/ mL e de prodigiosina nas concentragdes de 1,7; 3,4 ¢ 6,8 pg/
mL, para cada tratamento independente referente a cada linhagem celular. As concentracdes de
ambas as drogas empregadas nestas analises foram calculadas com base na determinacao prévia
da ICso de cada uma (Lapenda, 2014), onde foram testadas, além da concentracgdo relativa ao
ICs0 , a dose reduzida a metade e a duplicada em relacdo ao 1Cso. Ap0s este periodo, o meio foi
aspirado e as células foram lavadas com 300 pL de solugdo tampao (PBS, pH 7,2) e, em seguida,
tratadas com 300 pL de tripsina/EDTA. Posteriormente, para inativacdo da tripsina, foi
adicionado 600 pL 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 pL
de solucdo tampéo (PBS, pH igual a 7,2) e centrifugadas a 2000 rpm por 20 minutos. Apés a
centrifugacdo, o meio de cultura foi desprezado e as células foram ressuspendidas com 60 uL

de PBS, estando a solucdo celular adequada para o sua aplicacao nos testes genotdxicos.

Teste de micronucleo (Micronuclei assay)

Duas gotas da suspenséo celular foram transferidas para laminas previamante lavadas e

ainda molhadas, realizando um esfregaco, sendo mantidas na posi¢do horizontal até a sua
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secagem na temperatura ambiente. ApOs a secagem, as laminas foram fixadas com etanol
absoluto (P.A) por 5 minutos e, em seguida, lavadas em agua corrente e submetidas a coloragédo
com a utilizacdo do corante Giemsa (Merck), o qual foi depositado de forma uniforme sobre as
laminas, por um tempo médio de 5 minutos, sendo, posteriormente, novamente lavadas com

agua corrente e secas a temperatura ambiente.

Ensaio cometa (Comet assay)

Cerca de 15 pL da suspensdo celular foi homogeneizada em 100 puL de agarose de baixo
ponto de fusdo (LM) previamente aquecida em banho maria a 37 °C. Em seguida, o
homogeneizado foi transferido para laminas de vidros revestidas de agarose padrdo, cobertas
com laminulas e incubadas por 10 minutos sob refrigeracdo a 4 °C. Ap0s este periodo, as
laminulas foram removidas e as ldminas foram imersas em uma solu¢éo de lise por 2 horas sob
refrigeracdo a 4°C. Transcorridas as duas horas, as ldaminas foram submetidas a eletroforese (40
V por 20 minutos e a 300 mA). Em seguida, as laminas foram imersas em solucdo de
neutralizacdo por 15 minutos e, posteriormente, fixadas em solugéo de etanol absoluto por 5
minutos. Em seguida, ap6s a secagem, foram armazenadas em geladeira até 0 momento da
coloracgéo. Para coloracdo foi empregado o corante Gel Red (Biotarget GelRed®), onde 1 uL
docorante foi homogeneizado em 1000 puL de agua deionizada estéril (1 : 1000). As laminas
foram analisadas por microscopia de fluorescéncia (Olympus -Série BX) e em seguida, foram
realiazadas as contagens celulares onde cerca de 100 células por individuos tratados foram

analisados, sendo atribuidos escores de 0 — 4, conforme o nivel de dano no nucleoide.

Testes Estatisticos
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A homocedasticidade de todos os conjuntos de dados analisados foi foi testada pelo teste

de Bartlett (nivel de significancia 0,05).

Comparagcdes entre os Indices de Danos, Frequéncias de Danos e Frequéncias de Células
Micronucleadas apresentados para a Doxorrubicina e Prodigiosina foram realizadas através da
ANOVA (nivel de significancia 0,05) para o total de danificacdo apresentado por concentracao,
em uma analise conjunta de todas as linhagens/concentracdo. As mesmas comparagdes foram
realizadas pela ANOVA (nivel de significancia 0,05) para as linhagens tumorais e a linhagem

normal independentemente.

Para a comparacdo dos trés parametros metodol6gicos em relacdo a cada linhagem
celular e a concentracéo especifica de cada droga foi testada pelo teste Qui-Quadrado (X?), com
nivel de significancia 0,05. Foram considerados os valores obtidos nos tratamentos com a
Doxorrubicin, para os trés pardmetros analisados, os valores esperados para a analise do X2 .
Esta medida arbitraria foi aplicada devido ao grande volume de informacdes disponibilizadas

na literatura a respeito da comprovada acdo genotoxica da doxorrubicina.

Resultados

Todos os parametros de danificacdo genémica abordados neste estudo apresentaram
uma relagdo 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 comparacdes estabelecidas pela ANOVA para as analises conjuntas
linhagem/concentracdo ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre o
tratamento com Doxorrubicina em relacdo a Prodigiosina, em todos o0s parametros
metodologicos 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 auséncia
de significancia estatistica foi observada quando as comparac¢6es foram realizadas por linhagem
independentemente, em todos os parametros de danificacdo gendmica avaliados (Figuras 2 e

4).

Quando foram comparados os IDs, pelo teste de X? , por linhagem e por concentragio
especifica, as linhagens HL60 e BGMK apresentaram diferencas estatisticas significativas entre
os dois tratamentos (Doxorrubicina e Prodigiosina) relativos a concentracdo ICso de ambas as
drogas, e as linhagens HL 60 e NCIH 279 para as concentracdes relativas ao dobro do ICso.

(tabela 4).

Nas mesmas comparagdes (X?) relativas as FDs, a linhagem HL 60 apresentou valores
significativos tanto para a ICsop quanto para essa dose duplicada. A linhagem NCIH 279
apresentou significncia estatistica para a comparagdo realizada na dosagem duplicada em
relacdo ao ICso. de ambas as drogas, enquanto a BGMK apresentou diferenca significativa

comparativa para a 1Cso. das mesmas (tabela 4).

Com a abordagem do parametro de danificacdo quanto ao numero de células
micronucleadas, as linhagens HL60 e NCIH279 demonstraram diferencas significativas nas

comparagoes I1Cso. e sua dose em dobro (tabela 5).

173



0,15341

p=0,15341
nivel de significancia 0,05 a nivel de significancia 0,05 b
65 85
80 80 =
Tukey p= 0,1539
55 Tukey p=0,4409 55
50 50
w45 @ 45
2 ~
8 40 T E 40
- \"\ ]
@ 35 TS @ 35
: —_ g
E 3 E 3
2% 2%
20 20
15 15
10 10
Doxorrublicina Prodigiosina Doxorrubicina Prodigiosina
Drogas Antitumorais Drogas Antitumorais
p=0,18422 C p=049321 d
nivel de significancia 0,05 nivel de significancia 0,05
%0 26
85 24
8 Tukey p= 0,1844 » Tukey p=0,4934
7% 20
o
“ 0 g8
£ 65 a —
a 316 e
8 60 Fi T—
" g 14 T
% 2
£ 12
50 £
- 10
w© 8
35 6
20 4
Doxorrubicina Prodigiosina Doxorrubicina Prodigiosina
Drogas Antitumorais Drogas Antitumorais
Tukey p=0,0974
p=0,00726 e p=0,08823 f
nivel de significancia 0,05 nivel de significancia 0,05
45 60
55
& Tukey p=0,0984
o3 50
° .
g 45
E 30 E
K] g 40 S~
% = ~—
£ 3
20 F]
£ a0
15
2
10 .
5 15
Doxorrubicina Prodigiosina Doxorrubicina Prodigiosina
Drogas Antitumorais Drogas Antitumorals

Figura 1. Graficos das ANOVA estabelecidas nas comparacdes entre os Indices de Danos, Frequéncias de Danos para o total
de danificagdo apresentado por concentragdo, em uma analise conjunta de todas as linhagens/concentracdo. Valores p obtidos
pelo teste a posteriori de Tukey para todas as comparagdes acima citadas. O nivel de significancia 0,05 foi aplicado a todos os
testes. (a) Comparacdo dos indices de Danos para a concentracio de ambas as drogas relativas & metade do valor ICso das
mesmas; (b) Comparagdo dos Indices de Danos para a concentracio de ambas as drogas relativas ao valor ICso das mesmas;
(c) Comparagéo dos indices de Danos para a concentracio de ambas &s drogas relativas ao dobro do valor 1Cso das mesmas;
(d) Comparagdo das Frequéncias de Danos para a concentragdo de ambas as drogas relativas a metade do valor ICso das mesmas;
(e) Comparacéo das Frequéncias de Danos para a concentragdo de ambas as drogas relativas ao valor 1Cso das mesmas; (f)
Comparagdo das Frequéncias de Danos para a concentragdo de ambas as drogas relativas ao dobro do valor ICso das mesmas;
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Discusséo

A terapia antitumoral com agentes genotoxicos tem se destacado pela sua potencialidade
na erradicacdo do tumor. Porém, essa terapia apresenta um custo para 0 organismo, uma vez
que tais agentes podem ocasionar dados no DNA de células normais, comprometendo a
qualidade de vida do individuo (Petkova et al, 2014; Cellera et al, 2014).

Neste sentido, esforcos 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 relacdo a sua acao genotdxica
nas linhagens tumorais e normal, quando foram realizadas compara¢cdes em um nivel mais
amplo, como demonstraram os resultados obtidos. Provavelmente, essa similaridade se deva ao
mecanismo de inducéo de danificacdo genémica de ambas as drogas, serem similares. Tanto a
doxorrubicina quanto a prodigiosina sdo agentes intercalantes do DNA, com acéo inibitdria das
topoisomerases | e I, com consequente danificacdo gendmica (Montaner et al, 2003;

Palchaudhuri e Hergenrother, 2007; Marverti et al, 2008; Miskovic et al, 2013).
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Tabela 1. indices de Danos Gendmicos apresentados por linhagem celular em relagéo as
diferentes concentracgdes (ug / mL) de Doxorrubicina e Prodigiosina.

Doxorrubicina Prodigiosina

Linhagens celulares Linhagens celulares

pg/mL  HL60 NCIH279 MCF7 BGMK g/ HL60 NCIH279 MCF7 BGMK

mL
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

*leO

Tabela 2. Frequéncias de Danos Gendmicos apresentados por linhagem celular em relagéo
as diferentes concentracdes (ug / mL) de Doxorrubicina e Prodigiosina.

Doxorrubicina Prodigiosina

Linhagens celulares Linhagens celulares

pg/mL  HL60 NCIH279 MCF7 BGMK g/ HL60 NCIH279 MCF7 BGMK

mL
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

*|C50
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Tabela 3. Numeros de células micronucleadas apresentados por linhagem celular em relacéo as
diferentes concentracgdes (ug / mL) de Doxorrubicina e Prodigiosina.

Doxorrubicina

Prodigiosina

Linhagens celulares

Linhagens celulares

ug / mL HL60 MCF7 NCIH279 BGMK pug/ HL60 MCF7 NCIH279 BGMK
mL
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
G50

Tabela 4. Valores de p, obtidos pelo X?, para a comparacio dos Indices e Frequéncias de Danos

Genbmicos apresentados por linhagem celular em relacéo as diferentes concentracdes (ug/mL) de
Doxorrubicina e Prodigiosina.

indice de Danos

Frequéncia de Danos

Linhagens celulares

Linhagens celulares

png / mL
(DIP)
0,1/1,7
0,2/3,4*

0,4/6,8

HL60 NCIH279 MCF7 BGMK
p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
p<0,025* p>0,05 p>0,05 p<0,025*

p<0,001* p<0,001* p>0,05 p>0,05

png / mL
(D/IP)
0,1/1,7
0,2/3,41

0,4/6,8

HL60 NCIH279 MCF7
p>0,05 p>0,05 p>0,05
p<0,025* p>0,05 p>0,05
p<0,025* p<0,01* p>0,05

BGMK

p>0,05

p<0,05

p>0,05

(D/P) doxorrubicina/prodigiosina; 1. IC%%; * valores significativos (nivel de significancia 0,05)
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Tabela 5. Valores de p, obtidos pelo X2, para a comparagido dos nimeros de células
micronucleadas apresentados por linhagem celular em relagdo as diferentes concentracoes
(ng/mL) de Doxorrubicina e Prodigiosina

D/P (ng / 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

D/P) doxorrubicina/prodigiosina; 1. IC%; * valores significativos (nivel de significancia 0,05)

Entretanto, quando as comparac6es foram estabelecidas de maneira mais refinada, ou
seja, por linhagem celular, particularidades foram observadas em relagédo a resposta genotdxica
de ambas as drogas. Lesdes 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 relacdo, onde a linhagem HL 60
apresentou maior sensibilidade para ambos os tratamentos na concentracées ICso e seu dobro,
em todos os parametros de danificacdo gendémica avaliados, sendo os maiores danos observados
no tratamento com a doxorrubicina. A linhagem NCIH 279 respondeu com maiores indices e
frequéncias de danos provocados pela doxorrubicina apenas na concentracdo do dobro de 1Cso.
Né&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os dois tratamentos, em
todas as dosagens, para a linhagem tumoral MCF 7.

A grande preocupacdo quanto a danificacdo gendmica induzida por ambas as drogas e
0 seu balanco entre a acdo tumoral e a seletividade celular, pode ser atribuida ao fato de que as

células normais sdo também induzidas ao mesmo tipo de danificacdo induzida nas células
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tumorais. (Ptekova et al, 2014). Esta tipo de danificacdo pode ser observado na linhagem normal
BGMK, onde as ICso foram capazes de induzir uma maior danificagdo, em ambos os
tratamentos. O tratamento com a doxorrubicina se destacou quantitativamente na inducédo de
danos nestas células, conforme as diferencas estatisticas observadas para os IDs e FDs,
comparativamente ao tratamento com a prodigiosina. Covém ressaltar que apesar de ndo terem
sido observadas diferencas estatistica entre ambos os tratamentos, quando se refere ao dobro da
ICso , as células normais apresentaram um elevado grau de danificagdo induzido por ambas as
drogas, com um nivel mais acentuado favorecendo o tratamento com a doxorrubicina. Este
resultado sugere uma maior acao seletiva tumoral por parte da prodigiosina, estando de acordo
com varias pesquisas ja realizadas (Montaner et al, 2000; Montaner e Pérez-Tomas, 2001,
Campas et al, 2003). Entretanto, os maiores valores de danificagdo genémica encontrados na
linhagem BGMK em comparacdo as linhagens tumorais, observados em relacdo a todas as
concentragdes de prodigiosina avaliadas, sugerem uma baixa seletividade tumoral desta droga.
Porém, quando esta comparacdo se realiza em relagdo a danificacdo induzida por ambas as
drogas na linhagem celular normal, os valores mais altos sdo observados, em geral, nos
tratamentos com a doxorrubicina, sugerindo uma menor seletividade tumoral comparativa a da
prodigiosina.

A doxorrubicina, além de provocar danos no DNA pela inibicdo das
topoisomerases | e Il, pode induzir danificagdo gendémica por outros mecanismos. Segundo
Akman et al., (1992) e Manjanatha e colaboradores (2014), a doxorrubicina pode atuar
indiretamente na indugdo de danos na molécula de DNA. Esse efeito é uma consequéncia da
producdo de radicais livres através da reacao de oxidacdo da droga ou a interacdo da droga com
ferro livre no citossol. A metabolizagdo da doxorrubicina no figado é acompanhada pela
producdo de superoxido, que pode desencadear uma série de reagdes que geram radicais

hidroxila altamente toxicos. (Herman et al,1998; Mizutani et al, 2003; Todorova et al, 2010),
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reativos a 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 danificacdo do material genético celular, independente da

transformacédo maligna.

Concluséo
As comparacOes estabelecidas no presente estudo podem contribuir para o melhor
direcionamento das terapias genotdxicas, mediante a identificacdo de drogas com menor

toxicidade sistémica e maior seletividade tumoral.
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Resumo

A prodigiosina € um pigmento vermelho natural produzido por Serratia marcescens que
pertence a familia das prodigininas. Este metabdlito secundario é caracterizado quimicamente como
sendo um alcaloide de estrutura quimica CzHzs N3O cujo peso molecular é igual a 323. Nos ultimos
anos, tem sido observados muitos estudos sobre este pigmento devido as suas diversas atividades
bioldgicas tais como antibacteriana, antifingica, antimalarica, algicida e antitumoral sendo observados
efeitos apoptdticos e genotoxicos em linhagens celulares tumorais. Com base no descrito acima o
presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito genotdxico da prodigiosina em Drosophila
melanogaster. Inicialmente, foram realizados cultivo in vitro de D. melanogaster (macho e fémea) para
posterior acasalamento e obtencédo das larvas. Os organismos adultos foram incubados por 11 dias a 30
°C juntamente com a adi¢@o da prodigiosina em diferentes concentragdes (2, 5 e 10 uM/mL) em meio
de cultura complexo. Em seguida, foram obtidas as larvas onde estas foram lavadas e separadas para
posterior extracdo da hemolinfa e isolamento dos hemdcitos. Apds a obtencdo dos hemacitos, foi
realizado o ensaio de genotoxicidade, ensaio cometa. Foram observados significativos efeitos
genotoxicos para a prodigiosina em D. melanogaster, evidenciado pelo indice de dano (ID) e frequéncia
de dano (FD) observados em todos os tratamentos. Foi observado um aumento linear do ID e FD em
relacdo ao aumento da concentragdo de prodigiosina. Contudo, 0 mesmo comportamento ndo foi
observado para alguns grupos de D. melanogaster onde observou-se que na concentragdo de 10 uM/mL
houve uma significativa diminuicdo do ID e FD, sugerindo a resisténcia destes grupos estudados.
Efeitos citotdxicos foram evidenciados pela observacdo da retardo do desenvolvimento larval. A
prodigiosina é um forte agente genotdxico induzindo danificacdo direta ao DNA nuclear de Drosophila
melanogaster e ainda, interferindo no ciclo biolégico celular induzindo retardos do desenvolvimento
larval. Assim, as evidéncias dos efeitos genotdxicos observados nos hemacitos de D. melanogaster, aqui
demonstrados, sugerem a necessidade de maiores investigacdes sobre os reais efeitos da prodigiosina
em células normais, para melhor assegurar a eficiéncia seletiva desta droga como um agente antitumoral.

Palavras-Chave: Genotoxicidade. Ensaio cometa. Drosophila melanogaster.
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Introducéo

A prodigiosina € um pigmento vermelho natural produzido pela bactéria Serratia
marcescens. Este trata-se de um alcaldide de estrutura quimica (Figura 1) correspondente a
C20H25N30 e peso molecular de 324 m/z. Este pigmento vermelho pertencente a familia das
prodigininas, cujos membros apresentam em comum trés anéis pirrgis em sua estrutura quimica
(Guryanov et al., 2013). Devido as suas diversas propriedades biologicas, tais como
antimicrobianas, algicida, antitumoral induzindo apoptose em linfocitos T e B, antimalarial,
antitripanossomideo, efetividade no controle bioldgico de pragas e ainda 0 seu emprego como
pigmento para tingir tecidos, latex e plasticos como o polietileno (PET), a prodigiosina tem
despertado o crescente interesse pela sua potencial utilizacdo nas diversas areas como médica,
farmacéutica, ambiental e industrial (Campas et al., 2003; Pérez-Toméz and Vifas, 2010;

Montaner et al., 2005; Genes et al., 2011; Lu et al., 2012; Venil et al., 2013).

Bactérias do género Serratia sp, produtoras de prodigiosina, podem ser encontradas
oportunamente colonizando, de forma patogénica, o trato gastrointestinal de insetos como
Coleoptera, Hymenoptera, Lepidopetera e Diptera e, desta forma, induzir efeito citotoxico para
estas classes (Sikorowski et al., 2001). Em adicional, Rahul e colaboradores (2014),
demonstraram a citotoxicidade da prodigiosina em insetos da classe Lepdoptera, familia

Noctuidade.

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

etal, 2012).
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Um outro género de insetos bastante estudado € o Drosophila sp, no qual destaca-se a
espécie D. melanosgaster, por ser um modelo animal empregado, ha muito tempo, em estudos
de transmissdo dos caractéres hereditarios, ligagdes cromossdmicas, efeitos genéticos das
radiacdes, interacOes genéticas, aberracbes cromossdmicas e mudangas evolutivas em
populacdes (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 observagdo das inUmeras atividades bioldgicas descritas
para a prodigiosina, bem como seus efeitos citotdxicos e, principalmente, a sua questionavel
acdo direcional e especifica para células tumorais, este trabalho teve por objetivo investigar os
efeitos genotdxicos, 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 0 método descrito por Ui e colaboradores (1989) e
Moraes e colaboradores (2012). Cerca de (gquantos machos e quantas fémeas?) moscas
(Drosophila melanogaster) foram cultivadas em laboratério, em frascos de vidro, contendo
meio de cultura (259 farinha de milho, 10g farinha de centeio, 5g 4gar, 500mL agua destilada,
1g nipagim dissolvido em &lcool, 50g fermento bioldgico e 50g de aglcar), e a prodigiosina em
diferentes concentracdes (2, 5 e 10 uM/ mL), sendo mantidas a temperatura ambiente (£ 30°C).
Cada frasco recebeu a quantidade 15mL de meio e 0,4mL da substancia teste. Cada um dos
tratamentos, incluindo o grupo controle (auséncia de prodigiosina no meio) foi realizado em

triplicata. A obtencdo das larvas em terceiro estagio (Es) ocorreu ap6s onze dias de exposi¢do
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do adulto a prodigiosina. Para extracdo da hemolinfa, retirou-se do frasco 60 larvas, as quais
foram lavadas por duas vezes com agua destilada e logo ap6s foram refriadas a 4°C por 1
minuto. Logo apos o resfriamento as larvas foram postas em placas multipocos (6 pocos/placa),
previamente sendo adicionada as mesmas uma solucdo de EDTA (200mL de agua destilada,
14,899 de EDTA, ~3g de NaOH para ajuste final do pH igual a 10), para evitar a coagulacéo
da hemolinfa. Em seguida, as larvas foram levadas ao microscopio estereoscopico (Lupa) e,
com a ajuda de um bisturi (Lamina de a¢o de 11 mm para procedimentos cirdrgicos) e uma
pinca de relojoeiro n°5, foi feito o corte lateral na cuticula de cada individuo, permitindo o
escoamento da hemolinfa. Logo em seguida, todo material depositado no fundo da placa
multipocos foi retirado com a ajuda de uma micropipeta e colocado em tubos de
microcentrifuga (1,5 mL), sendo, posteriormente, centrifugados. A hemolinfa de cada individuo
contribuiu para a formacdo de um pool celular por tratamento, uma vez que a hemolinfa dos
mesmos foram colocadas em um mesmo frasco. Esta metodologia se fez necessaria devido ao
baixo volume de hemolinfa obtido de cada individuo.O volume final de cada tubo contendo a
solucdo de EDTA e a hemolinfa foi equivalente a 0,5 mL. O mesmo foi submetido a
centrifugagéo 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 centrifugacao.
Esse procedimento se faz necessario para que ap6s a lavagem celular todas as impurezas sejam

eliminadas, aumentando a qualidade das amostras.

Ensaio de genotoxicidade em D. melanogaster

A avaliacdo da danificacdo gendmica foi realizada pelo Ensaio Cometa, segundo Singh
e colaboradores (1988) com modificagdes. Cerca de 30ul da suspensdo celular foi

homogeneizada em 100uL de agarose de baixo ponto de fusdo (LM), previamente aquecida em
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banho maria a 37°C. Em seguida, o homogeneizado foi transferido para laminas de vidros
revestidas de agarose padrdo, cobertas com laminulas e incubadas por 15 minutos sob
refrigeracdo a 4°C. Apds este periodo, as laminulas foram removidas e as laminas foram imersas
em uma solucdo de lise por 72 horas, sob refrigeracdo a 4°C. Transcorridas as duas horas, as
laminas foram submetidas a eletroforese (34V por 20 minutos e a 300mA). Em seguida, as
laminas foram imersas em solucéo de neutralizacdo por 15 minutos e, posteriormente, fixadas
em solucdo de etanol absoluto por 5 minutos. Em seguida, apos a secagem, foram armazenadas
em geladeira até 0 momento da coloracdo. Para coloracdo foi empregado o corante Gel Red
(Biotarget GelRed®), onde 1uL do corante foi homogeneizado em 1000uL de agua deionizada
estéril (1:1000). As laminas foram analisadas por microscopia de fluorescéncia (Imager M2
ZEISS), realizando as contagens celulares, onde cerca de 500 células por pool celular foram

analisados, sendo atribuidos escores de 0 — 4, conforme o nivel de dano no nucledide.

Andlise dos dados

O indice de Danos e a Frequéncia de Danos obtidos no Ensaio Cometa foram
estabelecidos para todos os tratamentos. A homocedasticidade das amostras foram testadas
pelo Teste de Bartlett, com nivel de significancia 0,05. Para a comparagdo das amostras foi

empregado o teste ANOVA (nivel de significancia 0,05).

Resultados

A homocedasticidade dos dados obtidos, tanto para o indice de Danos quanto para

Frequéncia de Danos, foi testada pelo teste de Bartlett. Em todos os casos, os dados
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apresentaram distribuicdo normal (p>0,05) sendo os dados, portanto, submetidos a comparacgéo

pela ANOVA.

Os valores do ID e FD nos diferentes tratamentos estdo demonstrados na tabela 1.

A analise comparativa em relacdo ao grupo controle, para o ID e a FD, mostrou

resultados significativos (p<0,05) na andlise conjunta (Figura 1 e 2).

Pelo teste a posteriori de Tukey, observou-se que o tratamento na concentracao
5uM/mL néo apresentou diferenca significativa para ambos os parametros (ID ¢ FD; p>0,05)
em relacdo ao grupo controle (tabela 2). Da mesma maneira, a comparacdo entre o tratamento
10 uM/mL e o grupo controle ndo apresentou diferenga significativa para o pardmetro FD,

apesar do valor de p (p=0,06) estar muito proximo do nivel de significancia (p<0,05).

A comparagéo entre os tratamentos 2 uM/mL, 5 uM/mL ¢ 10 uM/mL para o ID nao
apresentaram diferencgas significativas. Porém, a mesma comparagdo estabelecida para FD

mostrou diferengas significativas entre os tratamentos 2 uM/mL e 5 uM/mL.

Foi observada uma mortalidade diferencial larval no tratamento 5 uM/mL em relagdo

aos demais. Porém, esse dado ndo foi quantificado.

Discussao

As geracdes mais recentes de medicamentos tém focado na minimizacdo de efeitos
colaterais, apresentando seletividade para o seu sitio de acdo. Neste sentido, € crescente a
preocupacdo com a elaboracdo 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 aplicagdo seletiva no tratamento do cancer (Yamamoto
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et al, 2000; Campas et al, 2003; Soto-Cerrato et al, 2004; Palchaudhuri e Hergenrother, 2007;

Pérez-Tomas e Vifias, 2010; Lu et al, 2012).

Visando testar a real seletividade de acdo da prodigiosina, principalmente pela sua
utilizacdo no tratamento do cancer, o presente estudo focou na possivel agcdo genotoxica desta
droga em células normais, utilizando o modelo animal Drosophila melanogaster. Os resultados
apresentados sugerem uma acdo néo seletiva da prodigiosina, tendo em vista que as diferentes
concentragdes da prodigiosina, aqui avaliadas, foram capazes de causar danos no material
genético dos hemocitos de D. melanogaster, evidenciados pelo indice de Dano (ID) e

Frequéncia de Danos (FD) dos nucledides observados no Ensaio Cometa.

Véarios mecanismos tém sido propostos para explicar a atividade antitumoral da
prodigiosina, entre os quais a morte celular por apoptose induzida ou nao por danificacéo
genbmica tem se destacado (Campas et al, 2003; Montaner et al, 2005; Palchaudhuri e
Hergenrother, 2007; Lu et al, 2012). A danificacdo genémica causada pela prodigiosina se deve
a sua caracteristica de agente intercalante na molécula de DNA. Sem discriminacdo entre
regides AT e CG, porém com afinidade as regides com pares de bases alternantes (Montaner et
al, 2005). Como consequéncia de sua ligacdo ao DNA, a prodigiosina inibe a acdo das
Topoisomerases | e 11, resultando em quebras na molécula de DNA, principalmente as quebras
na dupla-fita (DBS). Tais quebras puderam ser quantificadas no presente estudo, pela avaliacéo
dos diferentes escores de danificacdo gendbmica observados em todos os tratamentos avaliados.
N&o foi observada uma associacdo dose-resposta das concentracdes avaliadas, onde a maior
quantificacdo relativa de danos foi observada na concentragdo 2 uM/mL, como demonstrada
pelas médias relativas dos diferentes niveis de danos (escores 1-4) e pelas discrepancias das
diferencas significativas em relagdo ao grupo controle observadas, como demonstradas pelo

teste a posteriori de Tukey.
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Considerando a concentracdo 5 uM/mL, a falta de significancia estatistica observada
para ambos os parametros analisados (ID e FD), apontam para uma associacdo com a
mortalidade larval diferencial observada e a provavel presenca de individuos resistentes a
droga. Embora células possam se adaptar a baixos niveis de danificacdo irreparavel, uma tnica
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 lesdo € intrinsicamente
mais dificil que de outros tipos de danos no DNA (Pérez-Tomas e Vifas, 2010). Assim, a
mortalidade larval observada nesta concentracdo sugere uma associacdo com a danificacao
genbmica evidenciada nos espécimes de D. melanogaster, nos seus primeiros estagios de

desenvolvimento, em funcdo da provavel letalidade causada pela mesma.

A exposicdo cronica a prodigiosina, como a empregada neste estudo, também pode
contribuir para a mortalidade e a resisténcia a droga (Patil et al, 2011). Portanto, da mesma
forma que a mortalidade possa ter levado as similaridades (valores de p sem diferenca
estatisticamente significantes — tabela 2) do ID e FD de alguns tratamentos empregados (5
puM/mL e 10 uM/mL) em relag@o ao grupo controle, a presenca de individuos mais resistentes
pode ter contribuido para os resultados observados. Esse feito de resisténcia também pode ser
atribuido as menores médias relativas observadas para o ID e 0 FD dos tratamentos 5 pM/mL

e 10 pM/mL em comparagdo a média do tratamento 2 pM/mL (tabela 1).

Vaérios estudos tém demonstrado a acdo seletiva da prodigiosina (Montaner e Pérez-
Tomas, 2001; Pandey et al, 2009; Pérez-Tomas e Vifias 2010; Chang et al, 2011), com seus

efeitos sendo direcionados para as células tumorais.

Quanto aos efeitos genotoxicos da prodigiosina, Guryano e colaboradores (2013) nédo
encontraram acdo genotoxica significativa da droga em células sanguineas de camundongos

(teste do Micronucleo) e em cepas de S. typhimurium (teste Ames).
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Os dados acima citados se contrapdem aos resultados obtidos na presente investigacdo
experimental, sugerindo que cautela deva ser empregada na utilizacdo da prodigiosina para fins
terapéuticos. Isto se deve as diferentes respostas célula-especificas ao estimulo da prodigiosina
(Lu et al, 2012), da histdria evolutiva dos sistemas de reparo nos diferentes organismos que
levaram a variacdo intraespecifica e interespecifica dos mesmos (Aravind et al, 1998; Kumar
et al, 2013; Kienzler et al, 2013), bem como o estagio de desenvolvimento do organismo (Patil

etal, 2011).

Assim, as evidéncias dos efeitos genotéxicos observados nos hemdcitos de D.
melanogaster, aqui demonstrados, sugerem a necessidade de maiores investigaces sobre 0s
reais efeitos da prodigiosina em células normais, para melhor assegurar a eficiéncia seletiva

desta droga como um agente antitumoral.
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Tabela 1. Evidéncia de danificagcdo gendmica em larvas de D. melanogaster apés 11 dias de
exposicao a diferentes concentragdes de prodigiosina ( 2; 5 e 10 yM/ mL).

indice e
frequéncia de
Niveis de Danificagéo danificacdo
Concentragdao genomica
(MM/ mL)
Dano 0 Dano 1 Dano 2 Dano 3 Dano 4 *ID **ED%
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 (Iindice de dano) *FD% (Frequéncia de dado).
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Figura 1. Gréafico da analise comparativa (ANOVA) dos
indices de Danos entre os tratamentos com 2; 5 e 10 uM/
mL de prodigiosina e o grupo controle, observados em
hemoécitos de D. melanogaster. Nivel de significancia 0,05.
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Figura 2. Grafico da andalise comparativa (ANOVA) dos
Frequéncia de Danos entre os tratamentos com 2; 5 e 10
UM/ mL de prodigiosina e o grupo controle, observados em
hemdcitos de D. melanogaster. Nivel de significancia 0,05.
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Tabela 2. Valores de p obtidos pela anélise a posteriori de Tukey para o indice de Danos e a
Frequéncia de Danos mediantes a exposi¢cdo de hemdcitos de D. melanogaster a diferentes
concentragdes de prodigiosina ( 2; 5 e 10 yM/ mL).

indice de Danos Frequéncia de Danos
Tratamentos Tratamentos
(MM/ mL) (MM/ 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 **\/alores Significativos; Nivel de Significancia 0,05

Concluséao

A prodigiosina apresentou um forte efeito genotoxico induzindo danificacdo direta ao
DNA nuclear de Drosophila melanogaster e ainda, interferindo no ciclo bioldgico celular
produzindo retardos do desenvolvimento larval. Assim, as evidéncias dos efeitos genotdxicos
observados nos hemacitos de D. melanogaster, aqui demonstrados, sugerem a necessidade de
maiores investigacdes sobre os reais efeitos da prodigiosina em células normais, para melhor

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

A crescente preocupacdo com a salide e meio ambiente tem estimulado as pesquisas relativas a
métodos alternativos do controle de pragas e doencas. Desde o século passado, a producéo de pesticidas
tem crescido exponencialmente ano a ano. Os riscos da utilizacdo indiscriminada desses produtos ndo
se limitam a salde humana, mas atingem também os mananciais de agua, 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 ja vem sendo empregado como controle biol6gico de pragas pelo efetivo potencial
de acdo e pela baixa toxicidade ao meio ambiente. Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar a acdo 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 ¢ 10 uM/ mL) e em seguida incubados a 30 °C por 11 dias. Apés este periodo
obtiveram-se as larvas de D. melanogaster onde estas foram quantificadas e em seguida tiveram as
hemolinfas extraidas para analises de genotoxicidade dos hemacitos. Para a avaliagdo da genotoxicidade
da prodigiosina foi empregado o ensaio cometa (Comet Assay). Foi observado efeito genotdxico para a
prodigiosina com base nos achados para o indice de dano (ID) e frequéncia de dano (FD). A comparagdo
entre os tratamentos 2uM/mL, S5uM/mL e 10uM/mL para o ID ndo apresentaram diferencas
significativas. Porém, a mesma comparagao estabelecida para FD mostrou diferencas significativas entre
os tratamentos 2uM/mL e SpuM/mL. Foi observada uma mortalidade diferencial larval no tratamento 5
uM/mL em relag@o aos demais. Foi observado um atraso no desenvolvimento larval em relacao ao grupo
controle, sendo alcancado o terceiro estagio larval cerca de 72h apés o grupo controle ter alcancado o
mesmo estagio. Neste sentido, com base nos dados obtidos, a prodigiosina apresentou acao genotoxica
as larvas de D. melanogaster sendo evidenciado efeito retardatario do desenvolvimento larval, o que
demosntra o potencial de acdo toxico da prodigiosina e sugerindo em estudos futuros uma melhor
elucidacdo dos mecanismos toxicos a inducdo da expressao genética nos organismos a fim de otimizar
0 seu potencial de acgéo.

Palavras-Chave: Genotoxicidade. Prodigiosina. Drosophila melanogaster
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Introducéo

A crescente preocupacdo com a saude e meio ambiente tem estimulado as pesquisas
relativas a métodos alternativos do controle de pragas e doengas (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 doencas. Atualmente, o DDT, apesar da sua alta toxicidade e persisténcia no ambiente, ainda
é aplicado na erradicacdo da malaria (Duarte, 2002; Goodrick, 2014). Assim, desde o século

passado, a producéo de pesticidas tem crescido exponencialmente ano a ano (Galli, 2006).

Os riscos da utilizacdo indiscriminada desses produtos ndo se limitam a satide humana,
mas atingem também os mananciais de agua, o solo, o0 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 tém sido retirados do mercado por razdes econémicas devido
a maior pressao seletiva causada e o desenvolvimento de resisténcia mais rapidamente que 0s
demais produtos (Kaufman et al, 2011), forcando a industrializacdo de novos compostos

(Duarte, 2002).

Como alternativa ao uso de pesticidas sintéticos, pesquisadores tém buscado produtos
naturais que sejam biodegradaveis, com alta compatibilidade ao ambiente, com alta diversidade
quimica e que oferecam potencial para varias aplicacfes (Patil et al, 2011a, 2012; Venil et al,
2013). Neste contexto, com relagdo a saude publica e ambiental, grandes esforgos tém sido
despendidos na deteccdo de produtos naturais que possam ser utilizados contra insetos vetores

e pragas (Amer e Mehlborn, 2006). Entre tais produtos se encontram as substancias resultantes
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de microrganismos que, por serem mais seletivas que os inseticidas quimicos, conferem uma
alternativa segura e ecologicamente adequada para o controle biologico de pragas e vetores
(Abdel-Baky e Abdel-Salam, 2003). Tais produtos microbianos atuam interrompendo o
mecanismo de transmissdo de doencas e disseminacéo de pragas atraves da morte dos insetos

no nivel de comunidade (Patil et al, 2011b).

O género Serratia possui muitas espécies (Holt et al, 1994). Vérias linhagens de Serratia
tém 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 infeccao viral (Steinhaus, 1959; Sikorowski et al,
2001; Lysyk et al, 2002).Tais linhagens séo 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 alcal6ide metabdlico secundario, insoltvel em agua (Patil et al, 2011a).

Serratia marcescens é um entomopatdgeno oportunista e persistente no canal alimentar
de insetos capaz de sintetizar a prodigiosina (Inglis e Lawrence, 2001). Essa substancia 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 caracteristica antibacteriana,
antimicotica, imunomoduladora, antimalarica e antitumoral (Frustner, 2003; Pérez-Tomaés e

Vifas, 2010; Lu et al, 2012), além de sua utilidade na coloracéo téxtil (Venil et al, 2013).

O mecanismo de acdo da prodigiosina tem recebido consideravel atengdo como um
indutor de apoptose (Campas et al, 2003; Pérez-Tomas e Vifias, 2010; Patil et al, 2011a). Essa
inducdo apoptdtica pode ser mediada por uma série de acOes celulares, tais como a acidificacéo
intracelular, danificacdo gendmica, modulacao da transducdo de sinais e a interrupcao do ciclo

celular (Pérez-Tomaés e Vifias, 2010). A morte celular que se segue a danificacdo gendmica nao
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€ meramente uma consequéncia da inativacdo do genoma, mas sim da ativacdo de complexas
reacOes enzimaticas induzidas pela instabilidade gendmica, que podem levar a apoptose,
necrose, autofagia e outras formas de morte celular (Roos e Kaina, 2006). Embora as células
possam se adaptar a baixos niveis de danos irreparaveis no genoma, uma tnica quebra na dupla
fita de DNA pode ser suficiente para matar a célula, se a quebra inativar genes essenciais ou de

inducdo da apoptose (Khanna e Jackson, 2001).

Tendo em vista 0s mecanismos acima citados, e pelo fato de que danos no genoma
correspondem a uma ameaca constante a fidelidade da transmissdo das informacdes genéticas
a prole, bem como a sobrevivéncia de individuos (Ciccia e Elledge, 2010), o presente estudo
objetivou quantificar os danos no DNA de Drosophila melanogaster, decorrentes da exposigéo
a diferentes concentracfes de prodigiosina. Desta maneira, os resultados obtidos poderédo
contribuir para a elucidacdo dos mecanismos de acdo da prodigiosina, no que diz respeito a sua

acao inseticida.

Material e Métodos

Obtencao da prodigiosina

A prodigiosina, produzida pela linhagem bacteriana Serratia marcescens UFPEDA 398,
foi gentilmente cedida pelo Departamento de Antibidticos 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

0s sexos foram mantidas em laboratdrio, em frascos de vidro, contendo meio de cultura (25 g

202



farinha de milho, 10 g farinha de centeio, 5 g agar, 500 mL &gua destilada, 1 g nipagim
dissolvido em alcool, 50 g fermento biolégico e 50 g de aglcar) e a prodigiosina nas
concentragdes 2, 5 ¢ 10 uM/ mL. Cada frasco recebeu a quantidade 15 mL de meio e 0,4 mL

da substancia teste. Os frascos foram mantidos a temperatura ambiente (30 °C).

Ap0s onze dias de exposicdo do adulto ao meio, foi realizada a coleta das larvas em
terceiro estdgio (Ez) exposicdo do adulto ao meio para extracdo da hemolinfa. Neste
procedimento 60 larvas de cada frasco foram retiradas e lavadas duas vezes com &gua destilada.
Logo apés a lavagem, as mesmas foram refriadas a 4°C por 1 minuto para a diminui¢do
metabdlica das mesmas, facilitando o seu manuseio. Seguindo o resfriamento, as larvas foram
postas em placas multipogos (6 pogos/placa) previamente sendo adicionada a solucdo de EDTA
(200 mL de agua destilada, 14,89 g de EDTA, 3 g de NaOH para ajuste final do pH igual a 10),
para evitar a coagulagdo da hemolinfa. Visualizando as larvas no microscopio estereoscopico
(Lupa), com a ajuda de um bisturi (LA&mina de aco de 11 mm para procedimentos cirdrgicos) e
uma pinc¢a de relojoeiro n° foi realizado o corte lateral na cuticula de cada individuo. A
hemolinfa depositada no fundo da placa multipocos foi retirada com a ajuda de uma micropipeta
e colocada em tubos de microcentrifuga (1,5 mL). A hemolinfa de cada conjunto de triplocata
foram misturadas em um unico tubo, constituindo um pool celular de todos os individuos por
tratamento separadamente. A necessidade da obtengdo de um pool celular decorreu da
quantidade muito pequena de hemolinfa extraida por individuo. Posteriormente, os tubos foram
centrifugados. O volume final de solugdo de EDTA mais hemolinfa foi equivalente a 0,5 mL
por tubo. O mesmo foi submetido a centrifugacao 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 centrifugacdo. Esse procedimento se fez necessario para que, apos a

lavagem celular, todas as impurezas fossem eliminadas, aumentando a qualidade das amostras.
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Ensaio de genotoxicidade em D. melanogaster

A avaliacdo da danificacdo gendmica foi realizada pelo Ensaio Cometa, segundo Singh
e colaboradores (1988) com modificagdes. Cerca de 30 pL da suspensdo celular foi
homogeneizada em 100 pL de agarose de baixo ponto de fusdo (LM) previamente aquecida em
banho maria a 37 °C. Em seguida, o homogeneizado foi transferido para laminas de vidros
revestidas de agarose padrdo, cobertas com laminulas e incubadas por 15 minutos sob
refrigeracdo a 4°C. Apos este periodo, as laminulas foram removidas e as [Aminas foram imersas
em uma solucdo de lise por 72 horas sob refrigeracdo a 4°C. Transcorridas as duas horas, as
laminas foram submetidas a eletroforese (34 V por 20 minutos e a 300 mA). Em seguida, as
laminas foram imersas em solugéo de neutralizacdo por 15 minutos e, posteriormente, fixadas
em solucdo de etanol absoluto por 5 minutos. Apos a secagem, foram armazenadas em geladeira
até o momento da coloragdo. Para coloracdo foi empregado o corante Gel Red (Biotarget
GelRed®), onde 1 pL do corante foi homogeneizado em 1000 pl de agua deionizada estéril
(1:1000). As laminas foram analisadas por microscopia de fluorescéncia (Imager M2 ZEISS)
realizando as contagens celulares, onde cerca de 500 células por individuos tratados foram
analisados, sendo atribuidos escores de O - 4, conforme o nivel de dano no nucledide sendo
nivel 0 (auséncia de dano, evidenciado pela preservacdao da morfologia nuclear, ndo sendo
observada a formacdo de fragmentos nucleares e formagéo de calda semelhante a um cometa),
1 (Dano leve, evidenciado pela formacdo de fragmentos nucleares que formam uma pequena
calda semelhante a de um cometa), 2 (Dano moderado, fragmentacdo nuclear e formacgéo de
uma significatica calda de cometa), 3 (Dano intenso, fragmentagédo nuclear e formacéo de calda
bastante prolongada) e 4 (Dano intenso, intensa fragmentag&o nuclear, pouco conteudo nuclear
intacto e extensa calda tipica de um cometa). Todos os tratamentos foram realizados em

triplicatas.

204



Analise dos dados

O indice de Danos (ID) e a Frequéncia de Danos (FD) foram estabelecidos a partir da

quantificacdo dos nucledides em diferentes niveis de danificacdo para todos os tratamentos.

A homocedasticidade das amostras foi testada pelo Teste de Bartlett. A ANOVA foi
estabelecida para a comparagdo dos resultados, sendo os mesmo confirmados pelo teste a

posteriori de Tukey. O nivel de significancia empregado em todos os testes estatisticos foi 0,05.

Resultados

Foi observado efeito genotdxico para a prodigiosina com base nos achados de indice de
danificagdo gen6omica (ID) e frequéncia de dano (FD). A homocedasticidade dos dados
obtidos, tanto para o indice de Danos quanto para Frequéncia de Danos, foi testada pelo teste
de Bartlett. Em todos os casos, os dados apresentaram distribui¢cdo normal (p>0,05) sendo os

dados, portanto, submetidos a comparacédo pela ANOVA.
Os valores do ID e FD nos diferentes tratamentos estdo demonstrados na tabela 1.

A andlise comparativa em relacdo ao grupo controle, para o ID e a FD, mostrou

resultados significativos (p<0,05) na andlise conjunta (Figura 1 e 2).

Pelo teste a posteriori de Tukey, observou-se que o tratamento na concentracdo 5
uM/mL ndo apresentou diferenga significativa para ambos os parametros (ID e FD; p>0,05) em
relagdo ao grupo controle (tabela 2). Da mesma maneira, a comparacdo entre o tratamento
10uM/mL e o grupo controle ndo apresentou diferenca significativa para o parametro FD,

apesar do valor de p (p=0,06).estar muito préximo do nivel de significancia (p<0,05).
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A comparagdo entre os tratamentos 2uM/mL, SuM/mL e 10uM/mL para o ID nao
apresentaram diferencas significativas. Porém, a mesma comparacdo estabelecida para FD

mostrou diferengas significativas entre os tratamentos 2uM/mL e SpM/mL.

Foi observada uma mortalidade diferencial larval no tratamento 5 pM/mL em relagdo
aos demais. Porém, esse dado ndo foi quantificado. Também foi observado um atraso no
desenvolvimento larval em relagdo ao grupo controle, sendo alcancado o terceiro estagio larval

cerca de 72h ap6s o grupo controle ter alcancado 0 mesmo estagio.

indice de Danos
p=0,00397
600

500

400

300

200

indice de Danos

100

-100

-200

controle 2um/ml Sum/ml 10um/ml
Tratamentos

Figura 1. Grafico da analise comparativa (ANOVA) dos
indices de Danos entre os tratamentos com 2; 5 e 10 yM/
mL de prodigiosina e o grupo controle, observados em
hemacitos de D. melanogaster. Nivel de significancia 0,05.
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p=0,00744

controle 2um/ml Sum/ml 10um/ml
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Figura 2. Grafico da andlise comparativa (ANOVA) dos
Frequéncia de Danos entre os tratamentos com 2; 5 e 10
MM/ mL de prodigiosina e o grupo controle, observados em
hemécitos de D. melanogaster. Nivel de significancia 0,05.
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Tabela 1. Evidéncia de danificagdo gendbmica em larvas de D. melanogaster apés 11 dias de

exposicao a diferentes concentracfes de prodigiosina ( 2; 5 e 10 uM/ mL).

Niveis de Danificagéo

indice e frequéncia
de danificacéo

gendmica
Concentracéo
(MM/ mL)
Dano 0 Dano 1 Dano 2 Dano 3 Dano 4 *ID *ED%
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

208



Tabela 2. Valores de p obtidos pela anélise a posteriori de Tukey para o indice de Danos e a
Frequéncia de Danos mediantes a exposicdo de hemécitos de D. melanogaster a diferentes
concentracdes de prodigiosina ( 2; 5 e 10 yM/ mL).

indice de Danos

Frequéncia de Danos

Tratamentos Tratamentos
(uM/ mL) (UM/ mL)
0* 2 5 10 0* 2 5 10
0* - 0,0049** 00,2648 0,0109** o* - 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

Nivel de Significancia 0,05

Discussao

A previsdo baseada em mecanismo e avaliagcdo da toxicidade de drogas constitui uma
ciéncia em evolucgdo, cujo desenvolvimento é critico para a descoberta de produtos com

potencial para utilizagdo em saude e meio ambiente.

As moléculas de um determinado produto podem interagir direta ou indiretamente com
proteinas, DNA, RNA e outros elementos estruturais celulares. Estes loci de interacdo

denominados sitios de conectividade, podem interagir com outros sitios em todo o sistema.
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Alguns estimulos induzidos por drogas podem apresentar efeitos generalizados no sistema,
enguanto outros podem causar efeitos mais localizados. Tais estimulos se propagam na rede
hieraquicamente estruturada a partir de um dominio funcional para o seguinte, até um limite
critico de pertubacéo funcional. A partir deste limite, pertubacdes na homeostase se propagam
além da interacdo inicial, tendo como alvos moléculas celulares, organelas, células e 6rgéaos,
com o resultado final podendo ser dectectado ou a acdo da droga ser mensurada (Bai e
Abernethy, 2013). Neste sentido, no presente estudo, a mensuragédo do efeito da prodigiosina
em hemacitos de larvas de D. melanogaster, foi realizada no nivel genotdxico, sendo
observados efeitos de danificacdo gendmica em todas as concentragdes testadas (2 uM/mL, 5
uM/mL, 10 uM/mL, apesar das diferengas nao serem significativas para alguns pardmetros em
alguns tratamentos. Os resultados observados apresentaram respostas diferentes quanto a
resposta genotoxica quando os parametros foram analisados isoladamente para cada
tratamento/parametro (ID e FD) em relacdo ao grupo controle, como demonstrados pelo teste a

posteriori de Tukey.

A proximidade do valor de p obtido na comparacdo da FD entre o grupo controle e o
tratamento com 10 uM/mL de prodigiosina, em relagdo ao nivel de significancia estabelecido,
possa ser indicativo da necessidade do aumento do nimero amostral de hemdcitos analisados,
uma vez que, em relacdo ao ID, o mesmo tratamento apresentou nucle6ides com danos em

niveis 3 e 4 diferencial ao grupo controle.

Convém ressaltar que o tratamento 5 pM/mL ndo apresentou uma diferenca significativa
em ambos os pardmetros. Porém, a mortalidade diferencial larval observada nesta concentracao
pode ser indicativa da sobrevivéncia de individuos mais resistentes, uma vez que 0S mesmos,
apesar de apresentarem indices de danificacdo maiores (niveis de danos 2, 3 e 4), foram capazes
de se manter no meio contendo a prodigiosina. Essa mesma hipotese pode ser aplicada para 0s

menores valores relativos obtidos, tanto para o ID quanto para FD, quando comparado 0s
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respectivos valores dos tratamentos SuM/mL e 10uM/mL com o 2uM/mL. Segundo Kohanski
e colaboradores (2010) e Gressel (2011), uma proporcao baixa de individuos pode receber uma
dose subletal de uma droga (por exemplo, pesticidas), serem altamente estressados pela mesma
e ainda sobreviver. O estresse gerado € um aumento nas taxas de mutacdo. Assim, 0s
sobreviventes que provavelmente possuem mais do que mutagdes normais, que incluem
mutacdes que levam a resisténcia a droga, por caracteristicas multifatoriais (poligénica,
amplificacdo génica, mutacdes alélicas sequenciais) e por genes de resisténcia. Outros
pesquisadores também ressaltam o fato de que organismos com uma 6tima habilidade para gerar
certo nivel de mutagdes ndo corrigidas, fenomeno conhecido como “evolvability”, apresentam
uma maior chance de sobreviver as mudancgas ambientais em virtude das variacGes estocasticas
no seu genoma, que fornecem a matéria prima para a selecdo natural (Aravind et al, 1999; Byrne

et al, 2014).

Pesquisadores tém relatado que metabdlitos secundarios extraidos de muitas espécies
mostram efeitos inibidores do crescimento em varios estdgios de desenvolvimento em
diferentes espécies de mosquito. Uma variedade de efeitos pré-emergentes podem ocorrer, tais
como um atraso no desenvolvimento larval e extensdo do periodo pupal, inibicdo da muda,
anormalidades morfoldgicas 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
relacdo a prodigiosina, Patil e colaboradores (2011) observaram que, na presenca da droga,
algumas larvas continuaram o seu desenvolvimento até o estagio pupal e algumas destas,
posteriormente, ndo passaram do estagio de pupa, e ainda algumas chegaram ate a fase adulta.
Tais pesquisadores atribuiram esses efeitos a exposicao cronica a prodigiosina. Similarmente,
tais situacdes podem explicar tanto a mortalidade quanto o atraso do desenvolvimento
observado no presente estudo, uma vez que a exposi¢do a prodigiosina ocorreu no periodo de

11 dias (exposi¢éo cronica).
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O conhecimento da ligacdo da prodigiosina ao DNA ja é bem estabelecido. Esta ligacao
ocorre pela intercalacdo da molécula de prodigiosina entre os pares de base do DNA,
preferencialmente entre pares de bases alternantes. Isto se deve a estrutura planar da molécula
de prodigiosina. Além disso, a prodigiosina é um inibidor das DNA-topoisomerase | e 1l. Essa
inibicdo ocorre devido a prodigiosina prender o complexo de clivagem DNA-enzima,
resultando em quebras na dupla fita de DNA, transformando essas enzimas essenciais em
agentes letais de danificacdo genémica (Turner e Denny, 1996; Montaner et al, 2005). Os
resultados obtidos nos tratamentos demonstraram niveis aumentados de danificacdo gendmica
(relativa as quebras na molécula DNA) em relacdo ao grupo controle, visualizados nos
diferentes niveis e frequéncias de danos apresentados pelos nucledides, observados no Ensaio
Cometa. Danos com niveis 3 e 4 foram observados em maior frequéncia nos tratamentos 2
uM/ml, 5 uM/ml e 10 uM/m. Assim, a presen¢a da prodigiosina nestas concentracdes, no meio
de cultura de D. melanogaster, sugere uma acao clastogénica desta droga. As consequéncias da
clastogenia sdo 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 apoptética e os fragmentos de DNA dupla-fita oligonucleossomais
(também conhecidos como DNA ladder) sdo considerados a assinatura da morte celular

apoptotica (Iglesias-Guimarais et al, 2013a, 2013b).

Assim, os provaveis efeitos clastogénicos observados neste estudo, desencadeados pela

acao da prodigiosina, podem contribuir sobremaneira para o efeito inseticida desta droga.

Conclusoes

A prodigiosina apresentou agdo genotoxica as larvas de D. melanogaster em todas as

concentragOes de prodigiosina testadas sendo, inclusive, evidenciado efeito retardatario do
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desenvolvimento larval, o que demosntra o potencial de acdo toxico da prodigiosina e sugere
em estudos futuros uma melhor elucidacdo dos mecanismos toxicos deste composto e a
compreensdo da inducdo da expressdo genética nos organismos a fim de otimizar o seu

potencial de acdo.

Agradecimentos

Os autores agradecem a equipe técnica responsavel, a Universidade Federal de Pernambuco
pelo apoio fisico e estrutural, cedendo seus laboratorios para realizacdo dos ensaios e aos 6rgdos

de fomento de fundamental importancia como CNPq e CAPES.

Referéncias

Abdel-baky NF, Abdel-Salam AH. 2003. Natural incidence of Cladosporium spp. as a
biocontrol agent against whiteflies and aphids in Egypt. J Appl Entomol, 127:228-235.

Androutsopoulos VP, Hernadez AF, Liesivuori J, Tsatsakis AM. 2013. A mechanistic overview
of health associated effects of low levels of organochlorine and organophosphorous pesticides.
Toxicology, 307:89-94.

Amer A, Mehlhorn. 2006. Larvicidal effects of various essential oils against Aedes, Anopheles,
and Culex larvae (Diptera, Culicidae). Parasitol Res, 99:466-472.

Aravind L, Walker DR, Koonin EV. 1999. Conserved domains in DNA repair proteins and
evolution of repair systems. Nucleic Acids Research, 27(5):1223-1242.

Asano S, Ogiwara K, Nakagawa Y, Suzuki K, Hori H, Watanabe T. 1999. Prodigiosin produced
by Serratia marcescens enhances the inseticidal activity of Bacillus thuringiensis delta
endotoxin (Cry1C) against Commom Cutworm, Spodoptera litura. J Pesticide Sci, 24:381-385.

Bai JPF, Abernethy DR. 2013. Systems Pharmacology to Predict Drug Toxicity: Integration
Across Levels of Biological Organization. Ann Rev Pharmacol Toxicol, 53:451-73.

Bhandari G. 2014. An overview of agrochemicals and their effects on environment in Nepal.
Applied Ecology and Environmental Sciences, 2(2):266-273.

213



Byrne RT, Klingele AJ, Cabot EL, Schackwitz WS, Martin JA, Martin J, Wang Z, Wood EA,
Pennacchio C, Pennacchio LA, Perna NT, Battista JR, Cox MM. 2014. eL.ife, 3:e01322.

Cassal VB, Azevedo LF, Ferreira RP, Silva DG, Simdo RS. 2014. Agrotdxicos: uma revisao de
suas consequéncias para a saude. Revista Eletronica em Gestdo, Educacdo e Tecnologia
Digital,18(1):437-445.

Campas C, Dalmau M, Montaner B, Barragan M, Bellosillo B, Colomer D, Pons G, Pérez-
Tomés R, Gil J. 2003. Prodigiosin induces apoptosis of B and T cells from B-cell chronic
lymphocytic leukemia. Leukemia, 17:746-750.

Ciccia A, Elledge SJ. 2010. The DNA Damage Response: Making It Safe to Play with Knives.
Molecular Cell, 40(2):179-204.

Duarte MAI. Poluentes Organicos Persistentes. Rio de Janeiro, 2002. 40p. Monografia
(Especializacdo) Escola Politécnica da Universidade do Brasil, Universidade Federal do Rio de
Janeiro.

Frustner A. 2003. Chemistry and biology of roseopniun and the prodigiosin alkaloids: a survey
of the last 2500 years. Angew Chem Int Ed Engl, 42:3582—-3603.

Galli A, Souza DD, Farbellini GS, Coutinho CFB, Mazo LH, Avaca LA, Machado SAS. 2006.
Utilizacdo de Técnicas Eletroanaliticas de pesticidas em alimentos. Quimica Nova, 29(1):105-
112.

Goodrick S. 2014. Plague and pesticides. The Lancet Neurology, 13(3):244.

Gressel J. 2011. Low pesticide rates may hasten the evolution of resistance by increasing
mutation frequencies. Pest Management Science, 67(3):253-257.

Holt JG, Krieg NR, Sneath PHA, Staley JT, Williams ST. 1994. Determinatively anaerobic
gram-negative rods. In Bergey’s manual of determinative bacteriology, 9th edition, Holt JG,
Krieg NR, Sneath PHA, Staley JT, Williams ST (eds.). Williams & Wilkins, Baltimore,
Maryland, pp. 175-289.

Inglis GD, Lawrence AM. 2001. Effects of Serratia marcescens on the F1 generation of
laboratory-reared Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae). J Econ Entomol, 94:362—-366.

Iglesias-Guimarais V, Gil-Guifion E, Sanchez-Osuna M, Casanelles E, Garcia-Belinchén M,
Comella JX, Yuste VJ. 2013a. Chromatin Collapse during Caspase-dependent Apoptotic Cell
Death Requires DNA Fragmentation Factor, 40-kDa Subunit-/Caspase-activated
Deoxyribonuclease-mediated 3’-OH Single-strand DNA Breaks. The Journal of Biological
Chemistry, 288(13):9200-9215.http://www.jbc.org/content/288/13/9200.full - fn-3

Iglesias-Guimarais V, Gil-Guifion E, Sanchez-Osuna M, Casanelles E, Garcia-Belinchon M,
Comella JX, Yuste VJ. 2013b. Chromatin colapse during caspase-dependent apoptotic cell
death requires DFF40/CAD- mediated-3’OH-single-strand DNA breaks. The Journal of
Biological Chemistry, available on line.

214


http://www.jbc.org/content/288/13/9200.full#fn-3

Kaufman PE, Mann RS, Butler JF. 2011. Insecticidal potency of novel compounds on multiple
insect species of medical and veterinary importance. Pest Manag Sci, 67:26-35.

Khanna KK, Jackson SP. 2001. DNA double-strand breaks: signaling, repair and the cancer
connection.Nature Genetics, 27:247-254.

Lepers C, Dergham M, Armand L,Billet S, Verdin A, Andre V, Pottier D, Courcot D, Shirali
P, Sichel F. 2014. Mutagenicity and clastogenicity of antive airborne particulate matter samples
collected under industrial, urban or rural influence.Toxicology in Vitro, 28(5):866-874.

Liang TW, Chen SY, Chern Y, Chen CH, Yen YH, Wang SL. 2013. Enhancement of
Prodigiosin Production by Serratia marcescens TKUO11 and Its Insecticidal Activity Relative
to Food Colorants. Journal of Food Science, 78(11):1743-1751.

Lindholm C, Acheva A, Salomaa S. 2010. Clastogenis plasma factors: a short overview.
Radiation and Environmental Biophysics, 49(2):133-138.

Lysyk TJ, Kalischuk-Tymensen LD, Selinger LB. 2002. Comparsion of selected growth media
for culturing Serratia marcescens, Aeromonas sp., and Pseudomonas aeruginosa as pathogens
of adult Stomoxys calcitrans (Diptera: Muscidae). J Med Entomol, 39:89-98.

Mehrpour O, Karrari P, Zamani N, Tsatsakis AM, Abdollani M. 2014. Occupational exposure
to pesticides and consequences on male sémen and fertility: a review. Toxicology Letters,
Available on line 24 January 2014.

Montaner B, Castillo-Avilla W, Martinell M, Ollinger R, Aymami J, Giralt E, Pérez-Tomés R.
2005. DNA Interaction and Dual Topoisomerase | and Il Inhibition Properties of the Anti-
Tumor Drug Prodigiosin. Toxicological Sciences, 85:870-879.

Moraes AM, Jorge SA, Astray RM, Suazo CA, Calderon Riquelme CE, Augusto EF, Pereira
CA. 2012. Drosophila melanogaster S2 cells for expression of heterologous genes: From gene
cloning to bioprocess development. Biotechnology advances, 30(3): 613-628.

Patil SV, Patil CD, Salunke BK, Salunkhe RB. 2010. Larvicidal efficacy of six plants against
two mosquito species Aedes aegypti and Anopheles stephensi. Trop Biomed, 27(3):360-365.

Patil CD, Patil SV, Salunke BK, Salunke RB. 2011a. Prodigiosin produced by Serratia
marcescens NMCC46 as a mosquito larvicidal agent against Aedes aegypti and Anopheles
stephensi. Parasitology Research, 109(4): 1179-1187.

Patil CD, Patil SV, Salunke BK, Salunkhe RB. 2011b. Bioefficacy of Plumbago zeylanica
(Plumbaginaceae) and Cestrum nocturnum (Solanaceae) plant extracts against Aedes aegypti
(Diptera: Culicide) and nontarget fish Poecilia reticulata. Parasitol Res, 108(5):1253-1263.

Patil CD, Patil SV, Salunke BK, Salunke RB. 2012. Insecticidal potency of bacterial species
Bacillus thuringiensis SV2 and Serratia nematodiphila SV6 against larvae of mosquito species

215



Aedes aegypti, Anopheles stephensi, and Culex quinquefasciatus. Parasitology Research,
110(5): 1841-1847.

Pérez-Tomés R, Vifias M. 2010. New insigths on the antitumoral properties of prodigiosines.
Current Medicinal Chemistry, 17(1):2222-2231(10).

Promsiri S, Naksathit A, Kruatrachue M, Thavara U. 2006. Evaluations of larvicidal activity of
medicinal plant extracts to Aedes aegypti (Diptera: Culcidae) and other effects on a non target
fish. Insect Sci, 13:179-188.

Roos WP, Kaina B. 2006. DNA damage-induced cell death by apoptosis. TRENDS in
Molecular Medicine,12(9):440-450.

Sagar SK, Sehgal SS. 1997. Toxicity of neem seed coat extract against mosquitoes. Indian
Journal of Entomology. 59(2):215-223.

Seth PK. 2014. Chemical contaminants in water and associated health hazards. Water and
Health, 375-384.

Shaalan EAS, Canyonb D, Younesc MWF, Abdel-Wahaba H, Mansoura AH. 2005. A review
of botanical phytochemicals with mosquitocidal potential. Environ Int, 31:1149-1166.

Singh NP, McCoy MT, Tice RR, Schneider EL.1988. A simple technique for the quantification
of low levels of DNA damage in individual cells. Exp Cell Res., 175:184-191.

Sikorowski PP, Lawrence AM, Inglis GD. 2001 Effects of Serratia marcescens on rearing of
the tobacco budworm (Lepidoptera: Noctuidae). Am Entomol, 47:51-60.

Steinhaus EA. 1959. Serratia marcescens Bizio as an insect pathogen. Hilgardia, 28:351-380.

Suseng AJ, Beamer PI, Lutz EA, Rosales CB. 2013. Harzard-ranking of agricultural pesticides
for chronic health effects in Yama Country Arizona. Science of the Total Environment, 463-
464:35-41.

Turner PR, Denny WA. 1996. The mutagenic properties of DNA minor-grove binding ligands.
Mutat Res, 355:141-169.

Ui K, Ueda R, Miyake T. 1989. In vitro culture of cells from dissociated imaginal disks of
Drosophila melanogaster. AGRIS, Food and Agriculture Organization of the United Nations.

Venil CK, Zakaria ZA, Ahmad WA. 2013. Bacterial pigments and their applications. Process
Biochemistry, 48(7):1065-1079.

Zhan'Y, Zahang M. 2014. Spatial and temporal patterns of pesticides use on California almonds
and associated risks to surrounding environment. Science Of Total Environment, 472:517-529.

216



UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ATIVIDADE ANTIMICROBIANA, CITOTOXICAS E EFEITOS GENOTOXICOS DA

PRODIGIOSINA PRODUZIDA POR Serratia marcenscens.

Pesquisador: Jeanne Cristina Lapenda Lins

Area Temética:

Verséo: 2

CAAE: 18177413.4.0000.5208

Instituic&o Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 359.835
Data da Relatoria: 14/08/2013

Apresentacéo do Projeto:

Indicado na relatoria inicial.

Objetivo da Pesquisa:
Indicado na relatoria inicial.
Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Indicado na relatoria inicial.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Indicado na relatoria inicial.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:

Indicado na relatoria inicial.

Recomendagdes:
Recomendacéo:

Incluir na metodologia do Projeto de Pesquisa (PBrasil), a forma do calculo da amostra, conforme indicado

no Projeto de Doutorado item 5.7.1;

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Aprovado com recomendacéo.

Endereco: Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-8588 E-mail:

cepccs@ufpe.br

Pagina 01 de 02



UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE %‘:Moﬂ S
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Continuagéo do Parecer: 359.835

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

N&o

Consideracdes Finais a critério do CEP:

O Colegiado aprova o parecer do protocolo em questdo e o pesquisador esta autorizado para iniciar a
coleta de dados.

Projeto foi avaliado e sua APROVACAQ definitiva sera dada, apds a entrega do relatério final, através da
PLATAFORMA BRASIL.

RECIFE, 14 de Agosto de 2013

Assinador por:

GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO
(Coordenador)

Endereco: Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br

Pagina 02 de 02



21/5/2014 Editorial Manager®

# » WORLD JOURNAL OF

I-r‘

MICROBIOLOGY & BIOTECHNOLOGY

Submissions Being Processed for Author Jeanne Lapenda Cantalice, M.D

Page: 1 of 1 (1 total submissions)

View Submission

View Reference Checking Results WIBI-D-14-00615 Antimicrobial activity of prodigio
Correspondence 398.

Send E-mail

Page: 1 of 1 (1 total submissions)

<< Author Main Menu

http://mww.editorialmanag er.com/wibi/default.asp

12


http://www.editorialmanager.com/wibi/auth_pendSubmissions.asp?currentPage=1&collapsedMenu=1
javascript:clearSort('resort','sort');
javascript:void(setSort('0|0|UP'));
javascript:void(setSort('0|0|DOWN'));
javascript:void(setSort('1|0|UP'));
javascript:void(setSort('1|0|DOWN'));
http://www.editorialmanager.com/wibi/fileDownload.asp%3fmsid%3d%7bCFEB1EE1-FE12-4A9D-82F2-D363CE2AF8F8%7d%26docID%3d21357%26file%3dWIBI-D-14-00615.pdf%26rev%3d0
javascript:popupRCMSResults(21357, 0, '{CFEB1EE1-FE12-4A9D-82F2-D363CE2AF8F8}',0)
javascript:ViewAuthorCorrHistoryPopUp('DotNetPopUps%2fAuthorCorrHist.aspx%3fdocID%3d21357%26msid%3d%7bCFEB1EE1-FE12-4A9D-82F2-D363CE2AF8F8%7d')
javascript:openCenterWin('sendAdHocEmail.asp?docID=21357&revision=0','SendAdHocEmail',1,1,0,0,0,0);

World Journal of Microbiology and Biotechnology - incl. option to publish open access 06/04/14 11:05

@ Springer www.springer.com

Quimica - Biotechnology | World Journal of Microbiology and Biotechnology - incl. option to publish open access

World Journal of Microbiology and Biotechnology

Editor-in-Chief: Peter J. Large

ISSN: 0959-3993 (print version)
ISSN: 1573-0972 (electronic version)

Journal no. 11274

Socrties § the MATEN Verwore

Instructions for Authors

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

http://www.springer.com/chemistry/biotechnology/journal/11274?print_view=true&detailsPage=pltci_1060769 Pagina 1 de 11



World Journal of Microbiology and Biotechnology - incl. option to publish open access 06/04/14 11:05

The title page should include:

The name(s) of the author(s)

e 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.
FORMAT

Manuscripts should be divided into the following sections:
« Title page

* Abstract

* Introduction

* Materials and methods

* Results

* Discussion; the Discussion section must not recapitulate the Results
* Acknowledgements

* References

« Figure legends

* Figures

* Tables

Results and Discussion should be separated.

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.

http://www.springer.com/chemistry/biotechnology/journal/11274?print_view=true&detailsPage=pltci_1060769 Pagina 2 de 11



World Journal of Microbiology and Biotechnology - incl. option to publish open access 06/04/14 11:05

LaTeX macro package (zip, 182 kB)

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.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section before
the reference list. The names of funding organizations should be written in full.

REFERENCES

Citation
Cite references in the text by name and year in parentheses. Some examples:

e Negotiation research spans many disciplines (Thompson 1990).
e This result was later contradicted by Becker and Seligman (1996).

e This effect has been widely studied (Abbott 1991; Barakat et al. 1995; Kelso and
Smith 1998; Medvec et al. 1999).

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have been
published or accepted for publication. Personal communications and unpublished works should
only be mentioned in the text. Do not use footnotes or endnotes as a substitute for a reference
list.

Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first author of each work.

Journal article

Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L
(2009) Effect of high intensity intermittent training on heart rate variability in
prepubescent children. Eur J Appl Physiol 105:731-738. doi: 10.1007/s00421-008-
0955-8

Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long
author lists will also be accepted:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J
Med 965:325-329

http://www.springer.com/chemistry/biotechnology/journal/11274?print_view=true&detailsPage=pltci_1060769 Pagina 3 de 11


http://static.springer.com/sgw/documents/468198/application/zip/LaTeX.zip

World Journal of Microbiology and Biotechnology - incl. option to publish open access 06/04/14 11:05

Article by DOI

Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine
production. J Mol Med. doi:10.1007/s001090000086

Book
South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London
Book chapter

Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern
genomics, 3rd edn. Wiley, New York, pp 230-257

Online document

Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb.
http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

Dissertation

Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of
California

Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of Title
Word Abbreviations, see

ISSN.org LTWA

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting of in-
text citations and reference list.

EndNote style (zip, 2 kB)

TABLES

All tables are to be numbered using Arabic numerals.
Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the
table.

Identify any previously published material by giving the original source in the form of
a reference at the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or
asterisks for significance values and other statistical data) and included beneath the
table body.

ARTWORK AND ILLUSTRATIONS GUIDELINES

For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of your artwork —
photographs, line drawings, etc. — in an electronic format. Your art will then be produced to the
highest standards with the greatest accuracy to detail. The published work will directly reflect the

quality of the artwork provided.
Electronic Figure Submission

Supply all figures electronically.

Indicate what graphics program was used to create the artwork.

http://www.springer.com/chemistry/biotechnology/journal/11274?print_view=true&detailsPage=pltci_1060769 Pagina 4 de 11


http://static.springer.com/sgw/documents/943037/application/zip/Orient+Pharm+Exp+Med.zip
http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/

World Journal of Microbiology and Biotechnology - incl. option to publish open access

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF
format. MSOffice files are also acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Fig1.eps.

Line Art
100
—@ - Ameboid microglia
A- - Ramified microglia
o
- -~
Y e *
@ 10 &
‘2‘ . M M
- 4XANOVA: P=0.25
‘@
c
T A
i
o .
s 1 A
Fy ..
S B A
= a .
1XANOVA: P=0.01 * each
4xANOVA: P=0.04 *
0
DLPFC ACC Hi MD

Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the
figures are legible at final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum
resolution of 1200 dpi.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
Halftone Art

e Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

e [f any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars
within the figures themselves.

e Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

http://www.springer.com/chemistry/biotechnology/journal/11274?print_view=true&detailsPage=pltci_1060769

06/04/14 11:05

Pagina 5 de 11



07/11/2014 Gmail - Your Submission CYTO-D-14-00051R3

L ]
GI!I I I Jeanne Cantalice <jeannecantalice@gmail.com>
byoogle

Your Submission CYTO-D-14-00051R3

5 mensagens

Cytotechnology (CYTO) <no-reply @editorialmanager.com> 29 de julho de 2014 18:15
Responder a: "Cytotechnology (CYTO)" <renuka.nidhi@springer.com>
Para: Jeanne Cristina Lapenda <jeannecantalice@gmail.com>

Dear Dra Jeanne Cristina Lapenda,

We have received the reports from our advisors on your manuscript, "Evidence of genomic damage induced
by prodigiosin in normal human mononuclear cells.", submitted to
Cytotechnology

Based on the advice received, | have decided that your manuscript can be accepted for publication after you
have carried out the corrections as suggested by the reviewer(s).

Attached, please find the reviewers' comments for your perusal.

PLEASE CHECK ONLINE FOR POSSIBLE (REVIEWER) ATTACHMENTS!

Please submit your revised manuscript online by using
the Editorial Manager system which can be accessed at:

http://cyto.edmgr.com/

Your username is: Cantalice
Your password is: lapenda46284

I am looking forward to receiving your revised manuscript
before 30 Sep 2014

With kind regards,
Otto Merten
Editor in Chief

Comments for the Author:

Comments from the authors:

Many thanks for the resubmission of your manuscript, however, before acceptation there are still many
corrections and modifications to be done:

- page 4, line 17: what was the concentration of phytohemagglutinine which you have used? This should be
indicated. In addition, which was the provider?

- page 6: the figures should be numbered in a chronological order as they appear in the text.

- page 6, lines 7-9: more description of the results obtained should be given in the general text.

- page 6, lines 8-9: figure 4 does not present results obtained with the reagent, please, correct.

- page 6, sentence in line 23-24: this (the text in this sentence) is not seen when both figures are compared.
- page 6, last sentence: not clear, how this is confirmed and how this is shown in the figure. Please, clarify.
- page 7, general question: how is the damage index calculated? Please, decribe this in the materials and
methods section.

- page 7, line 4: Fig. 5 - damage index or Comet assay? please, clarify.

- page 7, line 9: Fig. 6 and 7. The message in the figures should be written in the text. Both figures are not
necessary.

- page 7, line 22: 'proportionality index' - how is this calculated?

- page 7, lines 22-24: the sentence is not clear and should be rephrased.

- page 7, lines 24/25 - page 8, line 1: the sentence is not clear and should be rephrased.

- page 8, lines 4-5: the sentence is not clear and should be rephrased.

- page 8, lines 24-26: the sentence is not clear and should be rephrased.

- page 9, lines 10-15: the sentences are not clear and should be rephrased.

https://mail.google.com/mail/u/0/?ui=28&ik=598a8333de&view=pt&search=inbox&th=14783fa048065171&sim|=14783fa0480651718&sim|=148c6e5020524b4...  1/3



Manuscript Status 16/05/14 14:36

Manuscript Status

User Profile

Manage E-mail Alerts Manuscripts status

Manage E-mail

Newsletters M . Section / Submissi

Manage Saved Searches IDanuscrlpt- Journal  Special Title Status D:temlssmn
Change Password Issue

et profle molecules- 1 lecules St:::)n:?E d:gwnigeianSJ?: ?g zli?e?;e;? zggs:;?:ations Submitted 2014-05-16
Logout 57395 9 P 19:31:39 .

of prodigiosin, a natural insecticide.

Submit Manuscript

Display Submitted
Manuscripts

Help

© 1996-2014 MDPI Publishing (Basel, Switzerland) unless otherwise stated

http://susy.mdpi.com/user/manuscripts/status Pagina 1de 1


http://susy.mdpi.com/user/myprofile
http://susy.mdpi.com/user/logout
http://www.mdpi.com/
http://www.mdpi.com/about/journals/
http://www.mdpi.com/authors/
http://www.mdpi.com/editors/
http://www.mdpi.com/librarians/
http://www.mdpi.com/about/
http://www.mdpi.com/about/openaccess/
http://susy.mdpi.com/user/manuscripts/upload/f5fc71de5e5b0fc6bd0394256c9b462b/4
http://susy.mdpi.com/user/myprofile
http://susy.mdpi.com/user/subscriptions
http://susy.mdpi.com/user/newsletter/list/subjects
http://susy.mdpi.com/user/mysearches
http://susy.mdpi.com/user/chgpwd
http://susy.mdpi.com/user/edit
http://susy.mdpi.com/user/logout
http://susy.mdpi.com/user/manuscripts/upload
http://susy.mdpi.com/user/manuscripts/status
http://susy.mdpi.com/user/manuscripts/help

Submissions Being Processed for Author Jeanne Cristina Lapenda, M.D

Submissions Being Processed for Author Jeanne Cristina Lapenda, M.D

Page: 1 of 1 (1 total submissions) Display llo :J results per page.
Action Links Evidence of genomic damage induced by 02 Mar 2014 22 M3 New Submission
prodigiosin in normal human mononuclear cells. 2014
Page: 1 of 1 (1 total submissions) Display ({10 4] results per page.

<< Author Main Menu

https://www.editorialmanager.com/cyto/auth_pendSubmissions.asp?currentPage=1

02/03/14 15:14

Pagina 1de 1


https://www.editorialmanager.com/cyto/auth_pendSubmissions.asp?currentPage=1&collapsedMenu=0
javascript:clearSort('resort','sort');
javascript:void(setSort('0%7C0%7CUP'));
javascript:void(setSort('0%7C0%7CDOWN'));
javascript:void(setSort('1%7C0%7CUP'));
javascript:void(setSort('1%7C0%7CDOWN'));
javascript:void(setSort('3%7C0%7CUP'));
javascript:void(setSort('3%7C0%7CDOWN'));
javascript:void(setSort('4%7C0%7CUP'));
javascript:void(setSort('4%7C0%7CDOWN'));
javascript:void(setSort('5%7C0%7CUP'));
javascript:void(setSort('5%7C0%7CDOWN'));

Molecular and Cellular Biochemistry - incl. option to publish open access 16/05/14 15:00

@ Springer www.springer.com

Ciéncias Bioldgicas - Biochemistry & Biophysics | Molecular and Cellular Biochemistry — incl. option to publish open access

T TP Molecular and Cellular Biochemistry

CELLULAR
BIOCHEMISTRY An International Journal for Chemical Biology in Health and Disease

o ‘:’@ o @ ". - Editor: Naranjan S. Dhalla
&

ISSN: 0300-8177 (print version)
ISSN: 1573-4919 (electronic version)

4“8 v e

Journal no. 11010

Instructions for Authors

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

http://www.springer.com/life+sciences/biochemistry+%26+biophysics/journal/11010?print_view=true&detailsPage=pltci_1060640 Pagina 1 de 10



Molecular and Cellular Biochemistry - incl. option to publish open access 16/05/14 15:00

The title page should include:

The name(s) of the author(s)

e 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.

LaTeX macro package (zip, 182 kB)

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://www.springer.com/life+sciences/biochemistry+%26+biophysics/journal/11010?print_view=true&detailsPage=pltci_1060640 Pagina 2 de 10


http://static.springer.com/sgw/documents/468198/application/zip/LaTeX.zip

Molecular and Cellular Biochemistry - incl. option to publish open access

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section before
the reference list. The names of funding organizations should be written in full.

REFERENCES

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].

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have been
published or accepted for publication. Personal communications and unpublished works should
only be mentioned in the text. Do not use footnotes or endnotes as a substitute for a reference
list.

The entries in the list should be numbered consecutively.

Journal article

Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L
(2009) Effect of high intensity intermittent training on heart rate variability in
prepubescent children. Eur J Appl Physiol 105:731-738. doi: 10.1007/s00421-008-
0955-8

Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long
author lists will also be accepted:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J
Med 965:325-329

Article by DOI

Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine
production. J Mol Med. doi:10.1007/s001090000086

Book
South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London
Book chapter

Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern
genomics, 3rd edn. Wiley, New York, pp 230-257

Online document

Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb.
http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

Dissertation

Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of
California

Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of Title
Word Abbreviations, see

http://www.springer.com/life+sciences/biochemistry+%26+biophysics/journal/11010?print_view=true&detailsPage=pltci_1060640

16/05/14 15:00

Pagina 3 de 10





