COLOQUIO ULBRA DE EXTENSAO, PESQUISA E ENSINO ‘

ENCONTRO ULBRA DE BOLSISTAS CNPq E FAPERGS AT W g

L] s -

- — e e .
AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIMUTAGENICO DE Lactobacillus paracasei EM CELULAS
SOMATICAS DE Drosophila melanogaster

l\Vanessa de Souza Bizarro, 2Renata C. de Almeida, 2Rafael R. Dihl e 2Mauricio Lehmann

lBolsista de IC PIBIC/CNPqg-ULBRA, aluna do Curso de Biomedicina, ULBRA Canoas. ?Laboratorio de Toxicidade Genética (TOXIGEN), PPG em Biologia Celular e
Molecular Aplicada a Saude (PPGBioSaude), ULBRA Canoas.. mauriciol@ulbra.br

Introducao e Objetivos

As bactérias acido lacticas (BALs) sdo consideradas os microorganismos probidticos mais importantes sob o ponto de vista biotecnoldgico, pois apresentam um amplo
potencial de aplicacao, abrangendo desde sua incorporagcao como parte do processo de fermentacdo em produtos lacteos, tais como queijo, iogurte, sorvetes, sobremesas lacteas
e outros, até a sua utilizacdo como probioticos na saude humana e animal. A utilizacdo de BALs e seus produtos fermentados tem conferido uma variedade de beneficios
nutricionais e terapéuticos importantes, entre eles, propriedades antitumorais (Soccol et al., 2010). Entretanto, a avaliacao da atividade antimutagénica de BALS nao tém sido
amplamente estudada e, portanto, ha poucos relatos descritos na literatura cientifica.

O presente estudo tem o objetivo de avaliar a atividade antimutagénica de uma cepa de Lactobacillus paracasei (LAC104) isolada de queijo tipo “Serrano” produzido no Estado
do Rio Grande do Sul em células somaticas de Drosophila melanogaster, através do teste para a Deteccao de Mutacdo e Recombinacao Somatica (SMART). Quatro diferentes
concentracdes de LAC104 (100, 108, 10° e 104 céls/mL) foram utilizadas através do cruzamento padrdo. Como controle positivo nos estudos de antimutagenicidade genética foi
utilizado o etilmetanossulfonato (EMS) e foram realizados pre-tratamento e pos-tratamento.

Resultados
Tabela 1 . Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr® do cruzamento padrao apds
Teste SMART exposicao cronica de larvas de 3° estagio ao pre-tratamento com quatro concentracdes de cultura de
3 L actobacillus paracasei (LAC104) vivas e mortas ou salina 0,9%, seqguido do tratamento com EMS (5 mM
flr mwh P g
@ Tratamentos N. de Manchas por individuo (no. de manchas ) diag. estatistico? Total
&: D \ moscas MSP MSG MG ™ manchas
o LAC104 EMS (N) (1-2 céls)b (>2 céls)b - - mwhe
(céls/mL) (mM) =92 m=5 m=>5 m =2 (n)
Vivas
Cruzamento Padréo 0 0 30 0,43 (13) 0,03 (01) 0,00 (00) 0,47 (14) 14
Niveis basais de enzimas de 0 S 50 7,94 (397)* 3,72 (186) * 1,72(86) * 13,38(669) * 630
metabolizagao citocromo P450 104 5 50 5,84 (292)f+ 3,38 (169) -  1,64(82) - 10,86(543) f+ 498
g
Larvas de 32 estagio (72h) 106 5 50 6,38 (319)- 2,86 (143) f+ 1,70(85) - 10,94(547) - 520
108 5 60 7,00 (420) f+ 3,23 (194) - 1,55(93) -  11,78(707) f+ 672
Atividade an.imutagénica 1010 5 30 6,63 (199) f+ 4,20 (126) - 1,67(50) - 12,50(375) - 364
Mortas
0 0 30 0,43 (13) 0,03 (01) 0,00 (00) 0,47 (14) 14
Pré-tratamento Pos-tratamento
0 5 50 7,94 (397) * 3,72 (186) * 1,72 (86) *  13,38(669) * 630
Tratamento de 3 h com: Tratamento agudo de 3 h com:
104 5 50 7,86 (393) - 3,62 (181) - 1,90 (95) -  13,38(669) f+ 627
i EMS 46 mM
Salina 0,9% m 106 5 60 6,88 (413) f+ 3,25 (195) f+ 1,72 (103) - 11,85(711) - 671
LAC104: 101% 105 106-104 Salina 0.9% 108 5 50 6,58 (329) f+ 3,00 (150) - 1,64 (82) f+ 11,22(561) f+ 594
céls/ml 1010 5 30 6,27 (188) f+ 2,90 (87) - 1,97 (29) -  11,13(334) f+ 302 o
Tratamento cronico com:. flr3 raras. °cForam considerados apenas os clones mwh das manchas simples mwh e das manchas gémeas.

Posteriormente, adigéo de: _ . 5 i
LAC104: 1020:108:108: 104 Tabela 2. Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr® do cruzamento padrao apds

céls/ml exposicao aguda (3 h) de larvas de 3° estagio ao mutageno etilmetanossulfonato (EMS 46 mM), seguida
do pos-tratamento com quatro concentracoes de Lactobacillus paracasei (LAC104) ou salina 0,9%.

EMS 5 mM

Salina 0,9%

Salina 0,9% Tratamentos Manchas por individuo (no. de manchas ) diag. estatistico2 Total

N. de

MSP MSG manchas
moscas
EMS LAC104 (1-2 céls)b (>2 céls)b MG ™ mwhe

(mM) (céls/mL) (N) m =2 m=5 m=>5 m =2 (n)

Moscas adultas

0 0 30 0,63(19) 0,20(06) 0,10 (03) 0,93 (28) 28

Analise microscépica das asas 46 0 30 1,47(44) * 2,63(79) * 1,90(57) * 6,00(180) * 167
46 104 30 1,73(52) - 2,60(78) - 0,93(28) + 5,27 (158) - 144

mwh/flrs 46 106 30 1,30(39) - 2,40(72) - 0,77 (23) + 4,47 (134) f+ 120

46 108 30 0,83(25) + 217(65)-  0,87(26) + 3,87(116) f+ 103

46 1010 30 1,73(52) - 1,63(49) +  1,13(34) + 450(135) f+ 122

aDiagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): *, positivo quando comparado ao controle negativo; =, negativo; f+, fraco
. positivo; +, positivo, qguando comparado ao tratamento com EMS + salina, P £ 0.05. PIncluindo manchas simples flr3 raras.cForam
Inducao de danos no DNA considerados apenas os clones mwh das manchas simples mwh e das manchas gémeas.

Discussao

e Considerando o total de manchas, foi observado efeito protetor da linhagem viva estudada sobre os danos
induzidos pelo EMS nas concentracbes de 10* e 108 céls/mL no sistema de pré-tratamento. Resultados
semelhantes foram encontrados no pre-tratamento com as bactérias mortas. Houve reducao na frequéncia
B N S Br T T total de manchas nas concentracfes de 104, 108 e 1010 céls/mL (Tabela 1).
S e e ; = e == * Quando avaliada no sistema de pos-tratamento, observa-se que a LAC104 viva reduziu significativamente a
. . > A XX frequéncia de manchas gémeas em todas as concentracdes e do total de manchas nas concentracdes de 106,
; ,M S 108 e 1010 células/mL (Tabela 2). Os resultados positivos na reducao da frequéncia de manchas gémeas
i o e T indicam que as bactérias probioticas estejam atuando na promocao dos mecanismos de reparo envolvidos
Manchas simples Manchas gémeas na co_rregé’o de danos de origem recombinacional, uma vez que este tipo de mancha é causado
pequenas (MSP) e (MG) exclusivamente por este evento.
grandes (MSG) * Ainda que os dados aqui apresentados sejam preliminares demonstram que a linhagem LAC 104 de
Lactobacillus paracasei € capaz de modular os efeitos mutagénicos do agente alquilante EMS, nos
Mutac&o génica, aberracio Recombinaco protocolos de pré e pés-trqtamento,Nentretgr!to sem rglagéo d_ose-efeito_. y
cromossémica e T » Estes dados reforcam as informacdes previas descritas na literatura cientifica, que mostram a seguranca do
recombinac&o mitética consumo de probioticos e sua atividade de protecédo sobre danos genéticos induzidos por agentes quimicos.

Manchas com cerdas mutantes
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