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RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos do composto selenonucleosideo derivado de
zidovudina através de ensaios in vivo e ex vivo em Drosophila melanogaster, a
fim de verificar os possiveis efeitos farmacolégicos ou toxicologicos, bem como

verificar a concentracdo em que o composto apresenta atividade biolégica.

Métodos: As Drosophila melanogaster de ambos os sexos, adultas, com no
maximo 3 dias de idade foram divididas em cinco grupos com 30 moscas cada
um, sendo eles: (1) controle, (2) 1 uM, (3) 10 puM, (4) 25 pM e (5) 50 uM do
composto selenonucleosideo, adicionado a solucdo aquosa de sacarose 1%
em papel filtro para servir de alimento para as moscas. O tratamento agudo
teve um tempo total de 48 horas, sendo que a cada 24 horas foram realizados
0S ensaios comportamentais de campo aberto e geotaxia negativa assim como
a contagem de moscas vivas para avaliagdo da mortalidade. Ao final das 48
horas as moscas foram eutanasiadas e preparadas para as analises
bioquimicas de peroxidacdo lipidica e atividade das enzimas antioxidantes:

catalase, superéxido dismutase e acetilcolinesterase.

Resultados: Nao foram observadas diferencas significativas nos testes de
sobrevivéncia e locomotores de campo aberto e geotaxia negativa,
demonstrando que as concentra¢des estudadas do composto ndo apresentam
toxicidade em modelo de Drosophila melanogaster. Nos ensaios ex vivo de
peroxidacdo lipidica e atividade das enzimas antioxidantes catalase,
superéxido dismutase e acetilcolinesterase, também ndo houve alteracoes,

seus niveis mantiveram-se estaveis em todos os grupos estudados.
Conclusao: O composto selenonucleosideo ndo apresentou efeitos téxicos
nos parametros avaliados, sendo seguro para o uso em estudos futuros neste

modelo.

Palavras-Chave: Nucleosideos, Zidovudina, Selénio.



ABSTRACT

Objective: To assess the effects of zidovudine-derived selenonucleoside
compound by in vivo and ex vivo assays on Drosophila melanogaster in order to
verify possible pharmacological or toxicological effects as well as to verify the
concentration at which the compound exhibits biological activity.

Methods: Drosophila melanogaster of both sexes, adult, with a maximum of 3
days of age were divided into five groups of 30 flies each, being: (1) control, (2)
1 UM, (3) 10 uM, (4 ) 25 pM and (5) 50 uM of the selenon nucleoside compound
added to 1% aqueous sucrose solution in filter paperto serve as food for the
flies. The acute treatment had a total time of 48 hours, and the open field
behavior and negative geotaxia tests were performed every 24 hours as well as
the live fly count for mortality evaluation. At the end of 48 hours the flies were
euthanized and prepared for the biochemical analyzes of lipid peroxidation and
activity of the antioxidant enzymes catalase, superoxide dismutase and

acetylcholinesterase.

Results: The results did not present significant differences in the tests of
survival and locomotive of open field and geotaxia negative, demonstrating that
the studied concentrations of the compound do not present toxicity in model of
Drosophila melanogaster. In the ex vivo assays of lipid peroxidation and activity
of the antioxidant enzymes catalase, superoxide dismutase and
acetylcholinesterase, there were also no changes, their levels remained stable

in all groups studied.

Conclusion: The compound selenonucleoside did not present toxic effects in

the evaluated parameters, being safe for the use in future studies in this model.

Key-words: Nucleosides, Zidovudine, Selenium.



1. INTRODUCAO

O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos é complexo,
longo e de alto custo, tendo suas raizes profundamente ligadas as inovacdes
cientificas e tecnoldgicas (GUIDO et al.,, 2008). Os nucleosideos tém sido
objeto de intensa investigacdo como uma potencial fonte de medicamentos
mais eficazes e menos téxicos (HOLY, 2006; DE CLERCQ, 2011).

Os nucleosideos e nucleotideos sdo compostos enddgenos que estao
envolvidos em varios processos celulares, como a sintese de DNA e RNA,
sinalizagdo celular, regulagdo de enzimas e metabolismo. Os analogos de
nucleosideos e nucleotideos sdo compostos sintéticos, quimicamente
modificados que tém sido desenvolvidos a fim de explorar o metabolismo
celular e, subsequentemente, ser incorporado no DNA e RNA para inibir a
divisdo celular e a replicagéo viral (JORDHEIM et al., 2013).

Um dos nucleosideos sintéticos mais utilizados na medicina é o 3'-
azido-3'-desoxitimidina(Figura 1), também conhecido como zidovudina ou AZT,
utilizado desde 1987, quando foi aprovado para comercializacdo, pelo 6rgao
norte-americano de controle sobre produtos farmacéuticos FDA (Food and
Drug Administration) (SOUZA & STORPIRTIS, 2004).

Figura 1 - Férmula molecular da zidovudina (VEAL, BLACK,1995).

O AZT é um farmaco utilizado no tratamento da AIDS (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida), mas ndo tem eficacia 6tima principalmente devido
ao intenso metabolismo hepéatico ao qual € sujeito quando administrado via oral

(SILVA, 2006). A toxicidade molecular deste nucleosideo ainda é indefinida, no



entanto, isso envolve multiplos mecanismos, incluindo a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (SZABADOS et al., 1999). Segundo Jordheim
(2013), substancias estdo sendo sintetizadas para modificar a formulacéo de
nucleosideos e nucleotideos analogos, modificando as suas propriedades
fisico-quimicas para melhorar sua atividade bioldgica.

Os compostos organicos de selénio tém sido relatados por serem
eficazes contra as espécies de radicais livres e apresentarem outras
propriedades biolégicas importantes, tais como, antioxidantes, anti-tumoral,
anti-inflamatérios, anti-infecciosos e atividade antiviral (NAVARRO, 2000). A
combinacao do selenonucleosideo biologicamente ativo derivado da zidovudina
(Figura 2) mostra-se uma nova classe de compostos biologicamente

ativosproeminente de compostos organocalcogeneos (DE SOUZA et al., 2015).

Figura 2 - Férmula molecular do selenonucleosideo derivado de zidovudina (DE SOUZA et al.,
2015).

Os antioxidantes sdo um conjunto heterogéneo de substancias formadas
por diversas moléculas naturais presentes nos alimentos, sendo que as
principais sdo os isdmeros da vitamina E (tocoferol), os carotenoides e a
vitamina C (4cido ascorbico), segundo Silva (2016). Estes possuem a
capacidade de atrasar ou inibir o efeito danoso dos radicais livres, ocorrendo
naturalmente durante acfes cataliticas de enzimas, no metabolismo celular ou
pela exposicéo a fatores exdgenos (BIANCHI & ANTUNES, 1999; BARREIROS
et al., 2006).

Os animais invertebrados, como a mosca da fruta Drosophila

melanogaster tem sido um modelo de estudo eficiente e amplamente
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explorados como uma poderosa ferramenta genética para a compreensao de
problemas biol6gicos complexos, muitas propriedades de base fisiol6gica e
neuroldgica sdo conservadas entre mamiferos e Drosophila melanogaster,
sendo que esse modelo animal apresenta quase 75% dos genes causadores
de doencas humanas e possuem homadlogos funcionais na mosca (PANDEY &
NICHOLS, 2011; ARAUJO et al., 2015).

Com base nos efeitos antioxidantes conhecidos do selénio, que se
encontra no presente composto, este trabalho objetivou avaliar os efeitos do
composto selenonucleosideo derivado de zidovudina através de ensaios in vivo
e ex vivo, em Drosophila melanogaster, a fim de verificar os possiveis efeitos
farmacoldgicos ou toxicolégicos do composto, bem como saber a concentracao

em que o composto apresenta atividade biologica.

2. METODOLOGIA

2.1. Meio de cultura e estoque de Drosophila melanogaster

A espécie Drosophila melanogaster (estirpe Harwich) foi obtida do Centro
Nacional (Bowling Green, Ohio, EUA). As moscas foram mantidas em estufa
BOD com temperatura controlada a 25 °C e 60% de umidade, submetidas a 12
horas de ciclo claro/escuro e alimentadas com dieta padréo, composta por
farinha de milho média, farinha de milho grossa, sal, acucar, leite em pé e

nipagin para o controle fangico.

2.2.Protocolo experimental

As Drosophila melanogaster (ambos os sexos) com um maximo de 3
dias de idade foram divididas em cinco grupos de 30 moscas cada um: (1)
controle, com sacarose 1% + dimetilsulfoxido (DMSO), (2) 1 uM, (3) 10 uM, (4)
25 uM e (5) 50 uM do composto selenonucleosideo (Se), o controle foi diluido
primeiramente em DMSO e depois foi adicionada a solugdo aquosa de
sacarose 1% para servir de alimento para as moscas. A solucéo resultante foi
adicionada em papel filtro dentro de frasco, um para cada um dos respectivos

grupos e observados durante 48 horas.
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Os papéis filtro com solucdo de alimento e composto foram substituidos
por novos de mesma concentracao apos 24 horas de tratamento, nesse tempo
também foram realizados os testes comportamentais de campo aberto e
geotaxia negativa. Ao final das 48 horas de tratamento foi repetida a avaliacédo
comportamental e posteriormente as moscas foram eutanasiadas por anestesia
em gelo, homogeneizadas e centrifugadas para producdo das amostras e

preparacao das analises bioquimicas (figura 3).

Controle  1pM Se Controle 1uMSe 10uMSe 25uMSe 50 uM Se

Eutandsia

Campo aberto e Geotaxia negativa Campo aberto e Geotaxia negativa

Figura 3- Desenho experimental (Prépria autora).

2.3.Ensaios in vivo

2.3.1. Sobrevivéncia

A taxa de sobrevivéncia das Drosophila melanogaster foi avaliada por
uma contagem diaria do nUmero de moscas vivas em relagdo ao numero total
de moscas até ao final do periodo experimental (48 horas). Aproximadamente
90 moscas por grupo foram incluidas nos dados de sobrevivéncia e o niumero

total de moscas representou a soma dos trés experimentos independentes.

2.3.2. Teste campo aberto

Para avaliar o comportamento e a atividade exploratéria de cada mosca,

foram utilizados um total de dez moscas em cada grupo. Cada mosca foi
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individualmente submetida a uma placa de Petri dividida com quadrados de um
centimetro por um, conforme descrito por Hirth (2010), onde a atividade de
movimento da mosca foi registrada e avaliada durante 60 segundos para cada
mosca. O numero total de exploracdes foi calculado de acordo com o numero

de quadrados explorados por cada mosca.

2.3.3. Teste geotaxia negativa

O ensaio de geotaxia negativa das moscas seguiu a descricédo realizada no
trabalho de Jimenez Del-Rio et al. (2010), registrando o tempo gastopor cada
mosca para atingir uma altura de 8 cm, medido a partir do fundo de um tubo de
ensaiocom um diametro de 1,5 cm. O teste foi repetido cinco vezes para cada
mosca e dez moscas foram separadas a partir de cada grupo a ser avaliada, os
dados foram analisados de acordo com o tempo médio de cada mosca, e
obtida a média das moscas de cada grupo.

2.4.Ensaios ex vivo

2.4.1. Peroxidacao lipidica

A peroxidacdo lipidica (LPO) foi medida pelo ensaio de TBARS
(OHKAWA et al., 1979). Dez moscas em cada grupo foram homogeneizadas
em 500 pl de tampado HEPES 20 mM, pH 7,0 e centrifugadas a 1000 rpm
durante 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi removido e apds foi adicionado o
acido tiobarbitarico (TBA) (0,8% pH 3,2), o acido acético (20%, pH 3,5) e o
sulfato de sddio (SDS) (8%). Posteriormente,a mistura foi incubada por duas
horas a 95 °C. ApoOs descanso de 10 minutos a absorbéancia foiavaliada a 532
nm em leitor de micro placa e os resultados foram expressos em nM de

MDA/mg/proteina no homogenato das moscas.

2.4.2. Atividade das enzimas antioxidantes

2.4.2.1. Determinacdo da atividade da enzima catalase (CAT)
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Dez moscas de cada grupo foram homogeneizadas em 500 pl de
tampao HEPES 20 mM, pH 7,0 e centrifugadas a 14000 rpm durante 30 min a
4 °C. Posteriormente, foi preparado uma solugdo tampao contendo (KPi 0,25
M/EDTA (2,5 mM pH 7,0), 30% de H,O,, e Triton X-100 a agua), Esta solucao
foi adicionada ao sobrenadante e as leituras das amostras foram a 240 nm
monitoradas durante 2 min. A atividade da catalase foi medida seguindo o
método proposto por (AEBI, 1984) e expressas em muU/mg/proteina no

homogenato das moscas.

2.4.2.2. Determinacdo da atividade da superdxido-dismutase (SOD)

Dez moscas de cada grupo foram homogeneizadas em 500 pl de
tampéo HEPES 20 mM, pH 7,0e centrifugadas a 14000 rpm durante 30 min a 4
°C. Posteriormente, uma solugdo tampéo contendo (KPi 0,25 M/EDTA (0,1 mM
pH 10.0)) e N, N, N, N-tetrametil etilenodiamina (TEMED) foi preparada, no
momento da leitura das amostras foi adicionado ao sobrenadante uma solucao
contendo quercetina(0,15%) e esta leitura foi monitorada durante 2 min a 406
nm. A atividade da SOD foi medida pela monitorizagdo de inibicdo da auto
oxidacdo de quercetina, segundo (KOSTYUK e POTAPOVICH, 1989). Os
valores foram expressos em termos da quantidade de proteina necesséria para
inibir 50% de oxidacao da quercetina em mU/mg/proteina no homogenato das

moscas.

2.4.2.3. Atividade da acetilcolinesterase (AchE)

Dez moscas de cada grupo foram homogeneizadas em 500 pl de tampéao
HEPES 20 mM, pH 7,0e centrifugadas a 1000 rpm durante 5 min a 4 °C. A
mesma reacao foi preparada contendo (tampao KPi 0,25 M (pH 8,0), 5,5 &cido
ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB 5 mM) e posteriormente foi adicionado a
amostra do sobrenadante a solugéo de acetilcolina 7,25 mM (2,1 mg/ml), logo
apos a leitura foi monitorada durante 2 min a 412 nm. As atividades
enzimaticas foram expressas em nmol de proteina/mg/min de substrato
hidrolisado. A atividade da acetilcolinesterase foi determinada de acordo com o
método de ELLMANN (1961).
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2.4.3. Determinacao de proteina

A concentracdo de proteina foi quantificada pelo método de BRADFORD

(1976) utilizando albumina de soro bovino como padréao.

2.4.4. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média = desvio padrdo. A analise
estatistica foi realizada pela analise de variancia ANOVA de uma via seguida
pelo teste post hoc de Newman-Keuls. Foram consideradas significativas as
diferencas entre os grupos quando p<0,05, utilizando o programa GraphPad

Prism5.

3. RESULTADOS

3.1. Sobrevivéncia

A exposicdo das moscas ao composto Se nas concentragdes de 1 uM,
10 uM, 25 uM e 50 uM, néo apresentou diferenca significativa em relacédo a
sobrevivéncia, quando comparadas ao grupo controle conforme demonstrado
na figura 4. Comparando as concentracfes, todas demonstraram
aproximadamente o mesmo indice de sobrevivéncia apds as 24 hs e 48 hs de

experimento.

3 Controle
0 1M
B 10uM
s M
% 50 uM

[==]
=]
]

)
]

]
(=]
L

Sobrevivéncia
(nimero de moscas)
F -

(=]

1

24h

Horas
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Figura 4 - Sobrevivéncia ap6s 24 e 48 horas para moscas tratadas com o composto
selenonucleosideo. Os valores sdo média = desvio padrdo (n = 30 moscas, trés tratamentos
foram realizados). A significancia foi determinada pela analise de varidncia de uma via

(ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls.

3.2. Teste de campo aberto

De acordo com a figura 5, que representa a mobilidade das moscas através do
teste locomotor de campo aberto, nenhuma concentracdo do composto Se
apresentou diferengca estatisticamente significativa quando comparados ao
grupo controle. Logo, constata-se que o composto ndo causou nenhuma

alteracdo na mobilidade das moscas tratadas.

40-

O] ctl

£ Be 08 1um
© B 10um
5 B8 25 .M
2 204 50 uM
2
] 104
(3}

0

24h 48h

Figura 5. Teste de campo aberto realizado apo6s 24 e 48 horas para moscas tratadas
com o composto selenonucleosideo. Os valores sdo média + desvio padrdao (n = 30
moscas, trés tratamentos foram realizados). A significancia foi determinada pela
andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls.

3.3. Teste de geotaxia negativa

A avaliacdo do comportamento pelo teste de escalada geotaxia negativa
para as moscas expostas ao composto Se (figura 6), mostrou que nédo houve
diferenca significativa entre os grupos. Foram observados valores muito

semelhantes ao grupo controle. O teste demonstra que o composto Se nao



16

afetou o tempo de escalada das moscas, mantendo-se estaveis até o fim do

tratamento.
w 30+
©
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)
8 204
?
o O ct
% 104
S 1 uMm
g é B 10uM
= 0 B 25 .M
24h 48h 50 1M

Figura 6 - Teste de geotaxia negativa realizado apos 24 e 48 horas para moscas tratadas
com o composto selenonucleosideo. Os valores sdao média + desvio padrdo (n = 30
moscas, trés tratamentos foram realizados). A significancia foi determinada pela anélise de

variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls.

3.4.Peroxidacgéo lipidica

Os niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS),
biomarcador da peroxidacao lipidica ndo apresentaram diferencas significativas

na analise do composto Se em Drosophila melanogaster (figura 7).
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Figura 7 - Efeito do composto selenonucleosideo nos niveis de peroxidacéo lipidica (LPO) no
homogenato de Drosophila melanogaster. Os valores sdo média + desvio padrao (n = 30
moscas, trés tratamentos foram realizados). A significancia foi determinada pela andlise de

variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls.

3.5. Atividade das enzimas antioxidantes

A atividade enzimatica da acetilcolinesterase (AchE) no homogenato de
Drosophilas melanogaster apos tratamento com composto Se em diferentes
concentracdes, ndo apresentou diferenca significativa quando comparados ao
grupo de controle. Conforme demonstrado na figura 8 A, o grupo de moscas
que recebeu a concentracdo de 1 puM do composto Se, demonstrou uma
atividade da enzima AchE acima de 2 umol/min/mg de proteina do substrato
hidrolisado, indice este mais elevado que os demais grupos estudados.

Quanto & atividade enzimética da catalase (CAT), também nao
apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos tratados
com o composto Se em Drosophila melanogaster, conforme demonstrado na
figura 8 C.

De acordo com a figura 8 B, que representa a atividade da enzima
Superéxido Dismutase (SOD) no tratamento de Drosophila melanogaster
expostas ao composto Se, 0s grupos tratados ndo apresentaram diferencas

significativas na SOD quando comparados ao grupo de controle.
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Figura 8. Efeito do composto selenonucleosideo na atividade da Acetilcolinesterase
(AchE) (figura 4 A), na superéxido dismutase (SOD) (figura 4 B) e na atividade da
catalase (CAT) (figura 4 C) no homogenato de Drosophilamelanogaster. Os valores séo
média + desvio padrdao (n = 30 moscas, trés tratamentos foram realizados). A
significancia foi determinada pela andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida

pelo teste de Newman-Keuls.

4. Discussao

Neste estudo, foram avaliadas alteragbes comportamentais e
bioquimicas em Drosophila melanogaster expostas ao composto Se em
diferentes concentracdes. O composto parte de um nucleosideo derivado de

zidovudina acrescido de uma molécula de selénio (DE SOUZA et al., 2015).
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A exposicdo das moscas ao composto Se nas concentracdes de 1 uM,
10 puM, 25 pM e 50 pM, nao apresentou diferenga significativa em relagao a
sobrevivéncia, quando comparadas ao grupo controle. Assim, a auséncia de
diferenca estatisticamente significativa no nimero acumulado de moscas vivas
apos o tratamento com o composto Se no presente estudo, possivelmente
sugere sua benéfica seguranca nestas concentragdes para o modelo tratado.

Os testes de campo aberto e geotaxia negativa sao realizados com o
intuito de verificar os efeitos do composto na integridade fisica das moscas,
presumidas a partir de seu comportamento locomotor. Prut e Belzung (2003) e
Fedele et. al., (2014) ressaltam que o0s testes ndo apenas mensuram 0S
padrées de ansiedade como também de sedacdo ou atividade causados por
drogas em cobaias. Desta forma, a atividade das moscas nos testes
comportamentais permitiu inferir que o composto testado ndo apresenta
toxicidade, mantendo a integridade fisica das moscas.

A atividade enzimatica da acetilcolinesterase (AchE) apls tratamento
com composto Se em diferentes concentracdes, ndo apresentou diferenca
significativa quando comparado ao grupo de controle. E bem sabido que a
AChE hidrolisa a acetilcolina, um neurotransmissor que desempenha um papel
fundamental na regulacdo da funcdo motora e de locomocéo (DAY, et. al.,
1991), resultado este que reafirma os achados nos testes comportamentais do
presente estudo.

Niveis significativamente baixos de selénio tém sido encontrados em
pacientes com cancer quando comparados aos grupos sadios, esta diminuicao
pode causar a intensificacdo da peroxidacdo lipidica e aumento de produtos
finais da peroxidacdo como o malondialdeido (MDA), o qual foi encontrado em
niveis aumentados em tecidos carcinogénicos (ALMONDES et. al., 2010). No
presente estudo com o composto selenonucleosideo, 0os niveis de espécies
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) ndo apresentaram diferencas
significativas na analise com Drosophila melanogaster, mantendo-se estaveis
apos o término de tratamento. As substancias reativas ao TBARS sao bons
indicadores de estresse oxidativo nas células e tecidos, podendo demonstrar
efeitos farmacologicos importantes relacionados a uma inibicdo da producao
excessiva de espécies reativas de oxigénio (ADEDARA, et. al., 2015). Souza,

2012, realizou uma analise de toxicidade de determinados analogos do AZT



20

com selénio, através de testes in vitro, verificados por marcadores de estresse
oxidativo e verificou a inibicdo significativa na producdo de espécies reativas
(TBARS e malondialdeido) em homogenato do cérebro de ratos.

Os compostos organocalcogénios tem surgido como uma alternativa
para o tratamento do cancer, agindo principalmente através de enzimas de
detoxificagdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) (STEIBRENNER,
2009).. A catalase e a SOD sdo enzimas antioxidantes que protegem as
macromoléculas celulares neutralizando peréxidos intracelulares e oxidantes
eletrofilicos, respectivamente. A reducdo destas atividades de enzimas
antioxidantes poderia aumentar os niveis ROS e, consequentemente, levar a
morte celular (ABOLAJI, et. al., 2014). No presente estudo a atividade
enzimatica da catalase (CAT) e da Superoxido Dismutase (SOD) avaliadas no
presente estudo, também n&o apresentaram diferencas significativas entre os
grupos tratados com o composto selenonucleosideo em Drosophila
melanogaster.

Considerando que tanto a SOD como a CAT sao cruciais na defesa
celular contra o estresse oxidativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007), pode-
se dizer que mecanismos de regulacdo possam manter niveis adequados
dessas proteinas, porém sdo necessarios mais estudos para elucidar tais
parametros. Apesar de alguns estudos contraditérios, a conclusao geral € que
células tumorais sdo normalmente caracterizadas pela reducéo na atividade da
SOD, a origem dessa diminuicdo ainda € desconhecida (DENISOV et. al.,
2005).

5. CONCLUSAO
Com o estudo pode-se concluir que o composto selenonucleosideo nao

apresentou efeitos toxicos nos parametros avaliados, sendo seguro para 0 uso

em estudos futuros neste modelo.
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