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RESUMO

A Doenca de Chagas e do Sono séo consideradas doencas tropicais negligenciadas,
reforcando a necessidade de desenvolvimento de novo repertorio de farmacos, além
dos atualmente disponiveis. O |Instituto de Tecnologia em Farmacos
(Farmanguinhos) da FIOCRUZ desenvolveu sete substancias analogas do megazol
(MGZ) (1) com boa atividade biologica, no intuito de obtencédo de substancias que
causem uma menor incidéncia de efeitos colaterais e auséncia de mutagenicidade.
Este estudo prop6s a utilizacdo de sete substancias nitroimidazoélicas (2-8) analogas
do MGZ (1) utilizando o bioisosterismo entre anéis e a mudanca de posi¢cdo do
grupamento nitro esperando contribuir para o desenvolvimento de novas drogas
nitroimidazélicas a serem empregados no tratamento da doenca de Chagas e do
Sono. O objetivo desse estudo foi avaliar a inducdo de quebra de fita de DNA foi
abolido nessas substancias nitroimidazélicas empregando-se o ensaio Cometa e 0
ensaio de micronucleo em células sanguineas humanas in vitro. O MGZ demonstrou
efeito indutor de quebra de fita de DNA significativo (P<0,05) nas concentracbes
1562, 6400 e 10.000 pM e um efeito clastogénico e/ou aneugénico altamente
significativo (P<0,01) nas concentragdes 1600 e 4000 pM. Os resultados obtidos no
ensaio Cometa, com as 7 substancias analogas, demostrou em células sanguineas
humanas in vitro um resultado negativo para as substancias (2-5) e resultados
positivos para as substancias (3,4,6,7 e 8). Os resultados no ensaio de micronudcleo
em células sanguineas humanas in vitro com as 7 substancias analogas,
demosntraram resultados negativos para as substancias (3,4,6 7 e 8) e um resultado
positivo para as substancias (2-5). Na avaliacdo de genotoxicidade, as substancias
candidatas a drogas, o0s resultados obtidos no ensaio de micronucleo séo
considerados mais relevantes em relacdo ao ensaio Cometa in vitro, por serem
ensaios considerados teste padrdo. Consideramos entdo, que a substancia 8 foi a
mais promissora das substancias analogas ao MGZ (2,3,4,5,6,7) estudada, pois
além da auséncia de efeito clastogénico e/ou aneugénico em células sanguineas
humanas in vitro, apresentou alta atividade tripanomicida, sendo duas vezes

superior ao benznidazol e ao MGZ.

Palavras-chave: Genotoxicidade, mutagenicidade, substancias nitroimidazdlicas,

doenca de Chagas, ensaio cometa in vitro, ensaio de microndcleo in vitro



ABSTRACT

Chagas disease and Sleeping Sickness are considered neglected tropical diseases,
reinforcing the need to develop new repertoire of drugs, in addition to the currently
available. The Institute of Technology (Farmanguinhos) of FIOCRUZ Drugs
developed seven similar substances megazol (MGZ) (1) with good biological activity
in order to obtain substances that cause a lower incidence of side effects and lack of
mutagenicity. This study suggested the use of substances nitroimidazoles seven (2-
8) of similar MGZ (1) using the bioisosterism between rings and changing of the nitro
group waiting to contribute to the development of new nitroimidazole drugs to be
used in the treatment of Chagas and sleeping disease. The aim of this study was to
evaluate the induction of DNA strand breaks was abolished in these nitroimidazoles
substances employing the Comet assay and micronucleus assay clastogenic and/or
aneugenic effect in human blood cells in vitro. The MGZ inductive effect showed
significant DNA strand breaks (P <0.05) at concentrations 1562, 6400 and 10,000 uM
and clastrogénic and / or aneugénico highly significant effect (P <0.01) at
concentrations 1600 and 4000 uM . The results obtained in the Comet assay, with 7
similar substances, demonstrated negative result in vitro human blood cells for
substances (2-5) and positive results for substances (3,4,6,7 and 8). The results in
the micronucleus test in vitro human blood cell 7 with analogous substances obtained
negative results for substances (3,4,6 7 and 8) and a positive result for substances
(2-5). In the evaluation of genotoxicity, substances candidates drug, results in the
micronucleus test is considered more relevant in relation to the Comet assay in vitro
tests considered to be pattern. We then consider that the substance 8 was the most
promising of the similar substances to MGZ (2,3,4,5,6,7) studied because besides
the absence of clastogenic and / or aneugénico effect on human blood cells in vitro,

showed High trypanocidal activity, being twice the benznidazole and MGZ.

Keywords: Genotoxicity, mutagenicity, nitroimidazole substances, Chagas disease, in

vitro comet assay, micronucleus test in vitro



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

LISTA DE FIGURAS

Estrutura quimica do NFT. Fonte: TOXNET..........coovvvviriiviiiiciiieeeeen, 22
Estrutura quimica do BZN. Fonte: TOXNET.........cccccvviiiiiiiieeeeieeeeeennins 23
Estrutura quimica do MGZ. Fonte: TOXNET ........cccccciiviiiiiiiiniiiieeeeeenn, 27

Planejamento racional de analogos do megazol: estrutura quimica dos
compostos Nitroimidazolicos (1-8).....cccvveeeeeeeeiieiiieeee e 39
Esquema da realizacdo das etapas do ensaio Cometa (Procedimento
Operacional Padronizado (POP/INCQS) n° 65.3330.011 (2015)
baseado nas diretrizes estabelecidas por SPEIT; HARTMANN, (2006) e
por TICE e colaboradores (2000)..........uuiiiieiiiieeeeeeiieeeeeeeiiie e eeeee e 46
Célula binucleada de linfocito humano com a presenca de um
micronucleo no citoplasma. Coloracdo pela laranja de acridina.
Aumento de 400x. Fonte: Foto da prépria
=10 [ (] - TSR PP 51
Efeito da substancia 1 (megazol) na inducdo de dano ao DNA em
células sanguineas humanas in vitro. Barras representam 0S erros
padrées das médias (EPM) das unidades arbitrarias totais (UAT) dos 3
ensaios Cometa realizados............oooooiiiiiiiiiiiiiiee e 60
Efeito da substancia 2 na inducdo de dano ao DNA em células
sanguineas humanas in vitro. Barras representam os erros padrdes das
médias (EPM) das unidades arbitrarias totais (UAT) dos 2 ensaios
Cometa realizados...........coooiiiiiiiiiiii e 71
Efeito da substancia 3 na inducdo de dano ao DNA em células
sanguineas humanas in vitro. Barras representam os erros padrdes das
médias (EPM) das unidades arbitrarias totais (UAT) dos 2 ensaios
Cometa realizados...........coooiiiiiiiiiiii e 78
Efeito da substéncia 4 na indugdo de dano ao DNA em células
sanguineas humanas in vitro. Barras representam os erros padrdes das
meédias (EPM) das unidades arbitrarias totais (UAT) dos 2 ensaios

CoMEeta rCAlIZATOS. ... 85



Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Efeito da substadncia 5 na indugcdo de dano ao DNA em células
sanguineas humanas in vitro. Barras representam os erros padrdes das
médias (EPM) das unidades arbitrarias totais (UAT) dos 2 ensaios
Cometa realizados...........coooiiiiiiiiiiiiie e 92
Efeito da substédncia 6 na indugcdo de dano ao DNA em células
sanguineas humanas in vitro. Barras representam os erros padrdes das
médias (EPM) das unidades arbitrarias totais (UAT) dos 2 ensaios
Cometa realizados............oooiiiiiiiii e ————— 99
Efeito da substédncia 7 na indugcdo de dano ao DNA em células
sanguineas humanas in vitro. Barras representam os erros padrdes das
médias (EPM) das unidades arbitrarias totais (UAT) dos 3 ensaios
Cometa realizados...........coooiiiiiiiiiiiii 107
Efeito da substédncia 8 na inducdo de dano ao DNA em células
sanguineas humanas in vitro. Barras representam os erros padrdes das
médias (EPM) das unidades arbitrarias totais (UAT) dos 2 ensaios

ComMEta rEAlIZATOS. .. ..o e 114



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

LISTA DE TABELAS

Ensaio de citotoxicidade da substancia 1 (megazol) em células

sanguineas humanas in vitro. Tratamento: 2 h a
370 e e 57
Ensaio de citotoxicidade da substancia 2 em células sanguineas humanas
in vitro. Tratamento: 2 h @ 37%C...uiiiiciee e 69

Ensaio de citotoxicidade da substancia 3 em células sanguineas humanas
in vitro. Tratamento: 2 h @ 37%C....viviiiiieeceeeeee et 75
Ensaio de citotoxicidade da substancia 4 em células sanguineas humanas
in vitro. Tratamento: 2 0 @ 377 .. ..o, 82
Ensaio de citotoxicidade da substancia 5 em células sanguineas humanas
in vitro. Tratamento: 2 h @ 37%C....voviuiiiieeeeeeeeeeee e 90
Ensaio de citotoxicidade da substancia 6 em células sanguineas humanas
in vitro. Tratamento: 2 h @ 37%C...uiieieeeeeeeeee e, 96
Ensaio de citotoxicidade da substancia 7 em células sanguineas humanas
in vitro. Tratamento: 2 h @ 37%C.....oviviiceceeeeeeeeeeeee e, 103
Ensaio de citotoxicidade da substancia 8 em células sanguineas humanas
in vitro. Tratamento: 2 0 @ 37%C..emmeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 111



LISTA DE QUADROS

Quadrol Ensaio Cometa 1 da substancia 1 (megazol) em células sanguineas
humanas in vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao
DNA em Unidades Arbitrarias TotaisS (U.A.T.).ccccccurrirrriiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeenen 57
Quadro2  Ensaio Cometa 2 da substancia 1 (megazol) em células sanguineas
humanas in vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao
DNA em Unidades Arbitrarias TotaisS (U.A.T.)uuuueeiiieiiiiiiiieiieeeeeeeeee e 58
Quadro 3 Ensaio Cometa 3 da substancia 1 (megazol) em células sanguineas
humanas in vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao
DNA em Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.)..uuuiiiiiiiieeeeeeeeeeen 59
Quadro4  Ensaio Cometa da substancia 1 (megazol) em células sanguineas
humanas in vitro. Dano ao DNA em valores médios + erro padréo da meédia
de Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.). Combinacéo dos resultados dos 3
ENSAIOS FEALIZAUOS. .. .vveeeiiiiiiiie e e e e e e e e e e e 60
Quadro5  Citotoxicidade e ensaio de microndcleo in vitro pelo blogueio de
citocinese da substancia 1 (megazol) em células sanguineas humanas... 62
Quadro6  Ensaio Cometa 1 da substancia 2 em células sanguineas humanas in
vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias TotaisS (U.A.T.) oot 69
Quadro 7  Ensaio Cometa 2 da substancia 2 em células sanguineas humanas in
vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias TotaisS (U.A.T.) ..o 70
Quadro8 Ensaio Cometa da substéncia 2 em células sanguineas humanas in
vitro. Dano ao DNA em valores médios + erro padrdo da média de
Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.). Combinacdo dos resultados dos 2
ENSAI0S EALIZAUOS. .....vveiieiiiiiie et e e e e e e e e e e e 71
Quadro9  Citotoxicidade e ensaio de micronucleo in vitro pelo blogueio de
citocinese da substancia 2 em células sanguineas humanas.................... 73
Quadro 10 Ensaio Cometa 1 da substancia 3 em células sanguineas humanas in
vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias TotaisS (U.A.T.) .. 76



Quadro 11 Ensaio Cometa 2 da substancia 3 em células sanguineas humanas in
vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias TotaiS (U.A.T.) ... it 77

Quadro 12 Ensaio Cometa da substancia 3 em células sanguineas humanas in
vitro. Dano ao DNA em valores médios + erro padrdao da média de
Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.). Combinacdo dos resultados dos 2
ENSAIOS FEALIZAUOS. ....vveieiiiiiiiiie et 78

Quadro 13 Citotoxicidade e ensaio de micronucleo in vitro pelo bloqueio de
citocinese da substancia 3 em células sanguineas humanas.................... 80

Quadro 14 Ensaio Cometa 1 da substancia 4 em células sanguineas humanas in
vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias TotaiS (U.A.T.) ..ot 83

Quadro 15 Ensaio Cometa 2 da substancia 4 em células sanguineas humanas in
vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias TotaisS (U.A.T.) ..o 84

Quadro 16 Ensaio Cometa da substancia 4 em células sanguineas humanas in
vitro. Dano ao DNA em valores médios = erro padrdo da média de
Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.). Combinacdo dos resultados dos 2
ENSAIOS rCAlIZAUOS. ......evrueiiiieie e e 85

Quadro 17 Citotoxicidade e ensaio de micronucleo in vitro pelo bloqueio de
citocinese da substancia 4 em células sanguineas humanas.................... 87

Quadro 18 Ensaio Cometa 1 da substancia 5 em células sanguineas humanas in
vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias TotaiS (U.A.T.) .. 90

Quadro 19 Ensaio Cometa 2 da substancia 5 em células sanguineas humanas in
vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.) oo 91

Quadro 20 Ensaio Cometa da substéncia 5 em células sanguineas humanas in
vitro. Dano ao DNA em valores médios + erro padrdao da meédia de
Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.). Combinacdo dos resultados dos 2
ENSAIOS rCALIZAUOS. ......evveiieiieei e ee e e 92

Quadro 21 Citotoxicidade e ensaio de micronucleo in vitro pelo blogueio de

citocinese da substancia 5 em células sanguineas humanas.................... 94



Quadro 22 Ensaio Cometa 1 da substancia 6 em células sanguineas humanas in
vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias TotaiS (U.A.T.) ..o 97

Quadro 23 Ensaio Cometa 2 da substancia 6 em células sanguineas humanas in
vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.) e e e 98

Quadro 24 Ensaio Cometa da substancia 6 em células sanguineas humanas in
vitro. Dano ao DNA em valores médios = erro padrdo da média de
Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.). Combinacdo dos resultados dos 2
ENSAIOS rCAlIZAUOS. ......evviuiiiieie et e 99

Quadro 25 Citotoxicidade e ensaio de micronucleo in vitro pelo bloqueio de
citocinese da substancia 6 em células sanguineas humanas.................. 101

Quadro 26 Ensaio Cometa 1 da substancia 7 em células sanguineas humanas in
vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias TotaiS (U.A.T.) e 104

Quadro 27 Ensaio Cometa 2 da substéncia 7 em células sanguineas humanas in
vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.) oo 105

Quadro 28 Ensaio Cometa 3 da substancia 7 em células sanguineas humanas in
vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias TotaisS (U.A.T.) .o 106

Quadro 29 Ensaio Cometa da substancia 7 em células sanguineas humanas in
vitro. Dano ao DNA em valores médios + erro padrdo da média de
Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.). Combinacdo dos resultados dos 3
ENSAIOS FEAlIZAUOS. .....veeieeiiiiiiee et e e e e e e e e e e s 107

Quadro 30 Citotoxicidade e ensaio de microndcleo in vitro pelo blogueio de
citocinese da substancia 7 em células sanguineas humanas.................. 109

Quadro 31 Ensaio Cometa 1 da substancia 8 em células sanguineas humanas in
vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.) .. 112

Quadro 32 Ensaio Cometa 2 da substancia 8 em células sanguineas humanas in
vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias TotaisS (U.A.T.) oo 113



Quadro 33 Ensaio Cometa da substancia 8 em células sanguineas humanas in
vitro. Dano ao DNA em valores médios + erro padrdao da média de
Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.). Combinacdo dos resultados dos 2
ENSAIOS FEAlIZAUODS. ... .veeiiiiiiiiie et a e e e 114

Quadro 34 Citotoxicidade e ensaio de microndcleo in vitro pelo blogueio de
citocinese da substancia 8 em células sanguineas humanas.................. 116

Quadro 35 Resumo dos resultados dos ensaios in vitro de citotoxicidade mediado
pelo diacetato de fluoresceina e brometo de etidio no ensaio Cometa e da
citotoxicicidade mediada pelo indice de Proliferagdo pelo Bloqueio de
Citocinese (IPBC) e indice de Replicacdo (IR) no ensaio de microntcleo in
vitro pelo bloqueio de citocinese do megazol (substancia 1) e de seus
analogos (2-8) em células sanguineas
UMANAS. ... e e e e e e e e e e eeeeereeanenenne 120

Quadro 36 Resumo dos resultados quanto a genotoxicidade, mutagenicidade, e de
dose letal do megazol (substancia 1) e de seus analogos (2-8) em células

sanguineas humanas in vitro e suas atividades tripanomicidas in



LISTA DE SIGLAS

AIDS Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida Humana

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

BPF Baixo Ponto de Fuséo

BrET Brometo de Etidio

BZN Benznidazol

CCB Citocalasina B

DMSO Dimetilsulfoxido

DNA Acido desoxirribonucleico

DNDi Drugs for Neglected Diseases initiative - Iniciativa de Desenvolvimento

de Drogas para Doencas Negligenciadas

DTNs Doencas Tropicais Negligenciadas
EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético
EMEA European Medicines Agency

FDA Food and Drug Administration
FHA-M Fitohemaglitinina M

FIOCRUZ Fundacéo Oswaldo Cruz
HEPES Acido 4 — (2 — hidroxietil) piperazina-1-etanosulfénico

IARC International Agency for Research on Cancer

IC 50 Concentracdo inibitoria média

ICH International Conference on Harmonisation
INCQS Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
IPBC Indice de Proliferacao de Blogueio de Citocinese
IR indice de Replicacéo

MEM Meio de cultura essencial minimo

MGZ Megazol

MMC Mitomicina C

MN Micronucleo

MSM Metanosulfonato de metila

NCI National Cancer Institute

NFT Nifurtimox



OECD The Organization for Economic Co-operation and Development

Organizacéao para Cooperacao e Desenvolvimento da Economia

OMS Organizacao Mundial de Saude

PCR Reacdo em cadeia da Polimerase

FHA Fitohemaglutinina

POP Procedimento Operacional Padronizado
UA Unidades Arbitrarias

UAT Unidades Arbitrarias Totais

WHO World Health Organization



11
1.2
13
1.4
15
151
1.6
1.7
1.8

2.1
2.2

3.1
3.1.1

3.1.2
3.1.3
3.2

3.21

3.2.2

3.2.3

3.24

3.2.5

3.2.6
3.2.7

SUMARIO

INTRODUGAO . ...ttt ettt st ettt seesreeteareenee s 17
DOENCA DE CHAGAS E DOENCA DO SONO.....ccooiiiiiiiiieieeeeeeiceee e 17
METODOS DE DIAGNOSTICO.......cciiiiiiieiiieie ettt 21
TRATAMENTO DAS DOENCAS NEGLIGENCIADAS........ccoooviiviieeeeeeiien 21
NITROIMIDAZOIS......ooieeieeeeeeeeee ettt ettt st ena e te st 25
MEGAZOL....cee et e e et e e a e aaa 27
Estudos farmacocinéticos COM 0 MGZ..........ccevvvieieeeiiiiiiiiiccciiiieee e 30
ASPECTOS REGULATORIOS........coeoveiecieteeeeteeeee e ste e eeaee et aae s 31
GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE..........c.ccvtiiiiiiiiiiiie e 32
RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA. ..ottt 36
OBJIETIVOS . ..o e e e e e et aaa s 40
OBJIETIVO GERAL....cci ittt ettt e e et e e e aaae e 40
OBJETIVOS ESPECIFICOS......coeoieeeeeeeeeee ettt en s 40
METODOLOGIA . ..o e e e e e e e e e e e e e e aaeeeeens 41
ENSAIO COMET A .. oot e e e e e e e e e e e e e e eeanas 41
Ensaio prévio de citotoxicidade mediado pelo diacetato de fluoresceina e
Drometo de etidio.........cooeii s 41
ENSAIO COMELA. ... .uuiiiiiiiiiiiiiii ittt ee e e e eeaee e e e s e e e annns 43
ANALISE ESTALISTICA. ... ueveiiiiiiiiiiiiiii e e e e e e e e e e 47
ENSAIO DE MICRONUCLEO in vitro EM CELULAS SANGUINEAS............ 47
Estabelecimento e tratamento das culturas de células sanguineas
10 4= T = TSRO 47
Processamento das células e preparacado das laminas..............ccccccvvvvvnnnene. 50
ANAlISE MICTOSCOPICA. ... eeeeeeieeeieiiiiiee e ettt e e e ettt ee e e e e e et e e e e e e e snneeeeaaeaans 51

Critérios para selecdo das células binucleadas no ensaio de MN pelo bloqueio
(0 b= W o (o Tox 1= = OSSR PPPTTTPPRPRRRR 53

Critérios para analises de MNs no ensaio de MN pelo blogueio da citocinese

AN ALISE B S A S CA. et ie ettt et 54

Avaliagao e interpretacdo dos resultados...........cceeeveeiiieeiiiiiiiiiee e 55



4, RESULTADOS E DISCUSSAO. ..ot 56
4.1  SUBSTANCIA L (MGZ)...oeiuiieeeeeeie ettt sttt 56
4.1.1 ENSAIO COMEBIAL...uiiiiiiiiiiieeeie ettt ettt e e e e e e e e e e e s s s eaaaaaaaaeeeas 56
4.1.2 ENSAI0 MICIONUCIEO.......ccoiiiii e e 61
4.1.3 Importancia do estudo da genotoxicidade de analogos ao MGZ................... 63
4.1.4 Ensaios Cometa e Micronucleo in vitro do MGZ (substancia 1) -

contextualizacdo com os dados da literatura............cccceeeeeeeevvievieieiiiiiiii e, 65
41.4.1 Atividade Tripanomicida do MGZ............coooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeceeee e 67
4.2 SUBSTANCIA 2. ..ottt 68
4.2.1 ENSAI0 COMELA.......ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiea e e ettt a e e e e e e aeeaeeaeeeee s 68
4.2.2 ENSAI0 MICIONUCIEO.......ccoe ittt e 72
4.2.3 Ensaios Cometa e Micronucleo in vitro da substancia 2 — contextualizacdo

COM 0S dAdOS da IEIatUIa. ... .. ieeee e e s 74
4.3 SUBSTANCIA 3. ..ottt ettt 75
4.3.1 ENSAI0 COMETA.......ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiie et e e e e e e e e e e e e e e s s e e as 75
4.3.2 ENSaio MICIONUCIEO........ccei ittt e 79
4.3.3 Ensaios Cometa e Micronucleo in vitro da substancia 3 — contextualizacéo

COM 0S dAdOS da IEIatUIa. ... ..ueeee e s 81
4.4 SUBSTANCIA 4.ttt 82
4.4.1 ENSAIO COMEA.....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e st e e e e e e e e e e e e e e e anna e eeeas 82
4.4.2 ENSAI0 MICIONUCIEO.......ccii i e 86
4.4.3 Ensaios Cometa e Micronucleo in vitro da substancia 4 — contextualizacéo

COM 0S dAdO0S da ItEratUra.. ... . ceeeeee e e e e 88
4.5  SUBSTANCIA Dottt ettt s te et e e te e eaeneans 89
4.5.1 ENSAIO COMEA.....cciiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeas 89
4.5.2 ENSaio MICIONUCIEO.........ccoii it e e e e e 93
4.5.3 Ensaios Cometa e Micronucleo in vitro da substancia 5 — contextualizacéo

com 0S dados da lIteratura............cooieiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 95
4.6 SUBSTANCIA B....ooveeeeeeeeeeee ettt sae et ne st eanenens 95
T R = g S T= [0 N @] 41 - 95
4.6.2 ENSAI0 MICTONUCIEO......iiiiie et e e e e e e e e e 100
4.6.3 Ensaios Cometa e Micronucleo in vitro da substancia 6 — contextualizacéo

COM 0S dAdOS da ItIAtUIA......ccoe e e 102
A4.7  SUBSTANCIA ..ottt et 103



4.7.1 ENSAI0 COMELA.....ccuuiii it e e e e e e e e e aaaans 103
4.7.2 ENSAIO MICTONUCIEO......cieiiiiiiiiiie et 108
4.7.3 Ensaios Cometa e Micronucleo in vitro da substancia 7 — contextualizacdo

com 0S dados da lItEratura............ooovviiiiiiiiiiiiieieeiee e 110
4.8  SUBSTANCIA 8.....otiieiiiiieeiteeee ettt 111
4.8.1 ENSAIO0 COMELA.......ciiiiiiiiiiiiiiiis e e e e e et a s e e e e e e e e e e e e e e e e eseennneaaes 111
4.8.2 ENSAI0 MICIONUCIEO.......cciiiiiiieiee e 115

4.8.3 Ensaios Cometa e Micronucleo in vitro da substancia 8 — contextualizacao

COM 0S dAdOS da IEIatUIa.......cceeeeee e e s 117
4.9 IMPORTANCIA DOS ENSAIOS COMETA E MICRONUCLEO EM ESTUDOS
DE GENOTOXICIDADE DE NOVAS DROGAS CANDIDATAS........cccoeveees 118
4,10 RESUMO DOS RESULTADOS DO ENSAIO COMETA E DO ENSAIO DE
MICRONUCLEO.......ciiiitiieiiiietieiee ettt 120

4.11 RESUMO DOS RESULTADOS DO ENSAIO COMETA E DO ENSAIO DE
MICRONUCLEO QUANTO A GENOTOXICIDADE, MUTAGENICIDADE E

D@ 1S = I = Y SRS 121
5 (070N 0] I U ST =S TRT 122
6 PERSPECTIVAS . ..ottt ettt ettt sttt e, 123
REFERENCIAS. ... .ottt ettt ettt e sttt et tssteaatestestesee e enn e 124
F ] =0 5 137
APENDICE A ..ottt ettt ettt e et e et e et e et eneneaae e 138
F Y o= N[ [ == R 142
FY o= N[ [ = RSN 143

APENDICE Do ettt e et 148



17

1 INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE CHAGAS E DOENCA DO SONO

As tripanossomiases americana (doenca de Chagas) e a africana (doenca do
sono) que exibem alta morbidade s&o causadas por protozoarios do género
Trypanosoma, tendo como vetores insetos hematofagos (DIAS et al., 2009). As
tripanossomiases sdo consideradas doencas tropicais negligenciadas (DTNSs), que
afetam predominantemente os individuos mais pobres e mais vulneraveis.

Negligenciadas, mas ndo desconhecidas, estas doencas sdo preveniveis e
trativeis e importantes em termos de salde publica, pois as iniciativas ainda nao
foram suficientes por parte dos o6rgdos competentes para desenvolver
medicamentos eficazes e seguros para a populacdo afetada (RATH et al., 2003;
NEGLECTED..., 2014).

Para excluir a condicdo de negligenciadas das DTNSs, parcerias publicas e
privadas foram estabelecidas - com empresas farmacéuticas, doadores e instituicbes
governamentais - comprometidas com o que agora é conhecido como a “Declaracéo
de Londres” de 2012 para controlar, eliminar ou erradicar até 2020, dez DTNs
(dentre elas, a doenca de Chagas e a tripanossomiase africana humana).
Compromissos foram assumidos para garantir o fornecimento de drogas, para se
avancar em pesquisas e em desenvolvimento, para melhorar a colaboragéo e a
coordenacdo em nivel nacional e internacional, permitindo assim, o financiamento
adequado e o monitoramento dos programas (NEGLECTED..., 2014).

Em 2014, lideres mundiais da area de saude se reuniram no Instituto Pasteur
em Paris para a apresentacdo do relatério Uniting to Combat NTDs: Delivering on
Promises and Driving Progress (“Unido para o Combate das DTNs: Cumprimento
dos Compromissos e Progresso de Condugédo”), que avaliou 0s ganhos e
retrocessos no sentido de atingir as metas de 2020 referentes as DTNSs.

Em relacdo a doenca de Chagas, de acordo com o relatorio, confirmou-se que
todos os pacientes recém-infectados e o0s doentes cronicos necessitam de
tratamento com drogas e que ainda, atualmente, menos do que 1% dos pacientes

recebem tratamento. A qualidade das drogas existentes foi considerada um fator
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importante que contribui, assim como os tratamentos disponiveis para ambos o0s
tipos de pacientes que exigem tratamentos prolongados que causam sérios efeitos
colaterais. O desenvolvimento de melhores esquemas de tratamento com as drogas
atuais, notadamente, com o benznidazol (BZN), e de novos medicamentos, mais
seguros e mais eficazes foi considerado, portanto, vital (UNITING TO COMBAT
NTDS, 2014a).

Estudo divulgado em 2013 com uma droga experimental azdlica, E1224,
produzida pela empresa farmacéutica japonesa Eisai Co. Ltda mostrou pouca
eficAcia em relagdo ao BZN, como Unico tratamento médico e confirmou a eficacia
do BZN. O estudo se iniciou em 2009, a partir da parceria estabelecida entre a
Iniciativa de Desenvolvimento de Drogas para Doencas Negligenciadas (DNDi) e a
Eisai para o desenvolvimento de E1224 para a doenca de Chagas. A fase Il do
estudo comecou em julho de 2011 em Cochabamba e Tarija, na Bolivia, onde se
avaliou o potencial de E1224 como um tratamento para a doenca de Chagas e
explorou biomarcadores de resposta terapéutica. Este estudo avaliou trés regimes
de dosagem orais, e de dosagem padrdo de BZN (5 mg/p.c./dia). Os resultados
preliminares, divulgados em novembro de 2013, indicaram que a droga candidata
experimental E1224 foi eficaz na erradicacdo do parasita causador da doenca de
Chagas no final do curso de tratamento, mas ndo sustentou a sua eficacia ap6s um
ano de tratamento como Unico medicamento. Poucos pacientes que receberam a
dose mais elevada interromperam o tratamento com o E1224 devido a efeitos
colaterais, porém em menor quantidade do que no grupo tratado com BZN. O
tratamento com o BZN mostrou-se mais eficaz a longo prazo (como monoterapia),
mas continuou preocupante quanto a seguranca e tolerabilidade (DNDi, 2014). O
conhecimento e os dados gerados através deste estudo proporcionaram novos
planos de estudo que explorardo combinagfes destas drogas e tratamentos mais
curtos, bem como, esquemas de tratamento mais seguros com BZN. O Fexnidazol
estd também sendo considerado como possivel tratamento para a doenca de
Chagas (UNITING TO COMBAT NTDS, 2014a).

De acordo também com o relatorio referente ao combate das DTNSs, iniciativas
que contemplem a rapida informacdo de diagndstico da doenca de Chagas estéao
mostrando sinais encorajadores. Um estudo realizado pelos Médicos Sem Fronteiras

e pela Organizacdo Mundial de Saude com o objetivo de se achar uma combinagéo
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de diagnostico eficiente e rapido para a doenca de Chagas entrou em sua segunda
fase (UNITING TO COMBAT NTDS, 2014a).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima em aproximadamente 6 a 8
milhdes o numero de pessoas infectadas em todo o mundo, a maioria ha América
Latina. Estimativas recentes para 21 paises latino-americanos, com base em dados
de 2010, indicavam 5.742.167 pessoas infectadas por Trypanosoma cruzi, das quais
3.581.423 (62,4%) eram residentes em nac¢des da Iniciativa dos Paises da América
do Sul e Central, destacando-se a Argentina (1.505.235), o Brasil (1.156.821) e o
México (876.458), seguidos da Bolivia (607.186). Todavia, estes dados divergem de
outras estimativas realizadas por diferentes grupos de pesquisa e métodos para
definicdo de infecgdo por T. cruzi em varios paises, o que dificulta o estabelecimento
exato da prevaléncia da doenca de Chagas nas Américas (DIAS et al, 2016).

O custo do tratamento para a doenga de Chagas continua a ser substancial.
Somente na Colémbia, o custo anual dos cuidados médicos para todos os pacientes
com a doenca de Chagas foi estimado em cerca de 267 milhdes de dolares no ano
de 2008. A pulverizacdo de inseticidas para o controle dos vetores, custaria cerca de
5 milhdes de ddlares ao ano (WHO, 2014).

A doenca de Chagas é uma enfermidade de carater crbnico, ocorre
principalmente na América Latina, onde a doenca € considerada endémica. Estima-
se que, mundialmente, cerca de sete a oito milhGes de pessoas estejam infectadas
com Trypanosoma cruzi, predominantemente na América Latina, e nos Estados
Unidos. No entanto, nas ultimas décadas, o movimento da doenca de Chagas em
areas anteriormente consideradas ndo endémicas, resultante da crescente
mobilidade da populacdo entre a América Latina e o restante do mundo, representa
um sério desafio de saude publica. Casos de doenca de Chagas tém sido
encontrados em paises europeus, Japdo, Australia e nos EUA (UNITING TO
COMBAT NTDS, 2014a; WHO, 2014).

A doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, € transmitida pelos
excrementos de insetos triatomineos (Triatoma infestans e Rhodnius prolixus)
conhecidos como “barbeiros”. A principal via de transmissao € a vetorial, seguida
das vias sanguinea (transfuséo), vertical (placentaria), oral e acidental (BRASIL,
2005). A fase aguda (frequentemente na idade infantil), aparece até 10 dias apés a
infecc@o, permanecendo por cerca de 4 meses e apresentando inflamacédo no sitio

da infeccéo e ganglios linfaticos, febre, sudorese, hepatomegalia e esplenomegalia.
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A medida que a doenca progride, durante 5 a 30 anos, os sintomas tornam-se
graves e cronicos, sendo classificada agora como indeterminada (observada na
maioria dos individuos infectados), na qual os pacientes podem transmitir o parasita,
apesar de nao apresentarem sinais da doenca (OLIVEIRA et al., 2008). Entre 20 a
30% desses pacientes, evoluem para a fase cronica, com problemas digestivos
relacionados a destruicdo da rede neuronal mioentérica, mais frequentemente no
esbfago e no intestino grosso, como megaesofago e megacolon (DIAS et al., 2009;
NESSLANY, 2004).

Apesar dos avancos alcangados, as tripanossomiases ainda representam um
sério problema de salde publica pela sua peculiar epidemiologia, caracterizada pela
diversidade de situacbes de risco; por ndo dispor de medidas profilaticas e
esquemas terapéuticos mais eficientes, menos toxicos e de baixo custo; falta de
marcadores biolégicos para a avaliagdo precoce da eficicia da droga antiparasitaria
e resposta clinica; e pela falta de um entendimento mais completo da fisiopatologia
da evolucdo da doenca crbnica. Desta forma sdo necessarias acdes concretas de
salude publica no sentido de expandir e sustentar os esforcos de controle
epidemiolodgico, além de se desenvolver solu¢des mais definitivas, incluindo aquelas
relacionadas a quimioterapia (OLIVEIRA et al., 2008).

O Trypanosoma brucei é o agente etiolégico da doenca do sono, cujos
vetores sao insetos do género Glossina, mais conhecidos como moscas tsé-tsé. A
doenca afeta principalmente as populagdes pobres que vivem em areas rurais da
Africa. A fase aguda da doencga do sono tem como principais sintomas o cansago, as
febres irregulares, tremores, dores musculares e articulares, mal estar, perda de
peso, anemia, trombocitopenia e o aumento dos foliculos linfaticos no baco. Na fase
cronica, o parasita atravessa a barreira hemato-encefalica e migra para o sistema
nervoso central, onde varias alteragdes neuroldgicas podem surgir, incluindo
transtornos psiquiatricos, convulsées, coma e morte (WHO, 2014). Estima-se que
atualmente 70 milhBes de pessoas estdo em risco de contrair a doenca do sono e
7.216 casos foram reportados s6 no ano de 2012 (UNITING TO COMBAT NTDS,
2014a).

Em pacientes imunodeprimidos, como o0s portadores de neoplasias
hematoldgicas, os usuéarios de drogas imunodepressoras, ou 0s co-infectados pelo
virus da imunodeficiéncia adquirida humana (AIDS), pode haver reativacdo da

doenca de Chagas, pela persisténcia do parasito. A necessidade de tratamento e
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profilaxia secundaria tem levado a varios protocolos para estas infec¢bes (BRASIL,
2005; OLIVEIRA et al., 2008).

1.2 METODOS DE DIAGNOSTICO

Os exames parasitologicos utilizados como critério de cura para as
tripanossomiases incluem xenodiagndstico, hemocultura e reacdo em cadeia de
polimerase (PCR). O diagnostico da doenga do sono exige confirmacao da presenca
do parasita em qualquer fluido corporal. O diagnéstico precoce é dificil, devido a falta
de sinais ou sintomas especificos, e na primeira fase da doenca principalmente por
causa da falta de sensibilidade dos métodos parasitolégicos disponiveis (WHO,
2014). Em consequéncia da baixa parasitemia na fase cronica das doengas de
Chagas e do sono, exames parasitologicos com resultados negativos nao significam
cura parasitolégica. O resultado de um Unico exame parasitolégico positivo, apos
conclusdo do tratamento, indica que o farmaco nao foi eficaz (BRASIL, 2005;
OLIVEIRA et al., 2008).

1.3 TRATAMENTO DAS DOENCAS NEGLIGENCIADAS

Por muitas décadas, a descoberta de substancias bioativas se baseou em
conhecimentos de quimica e biologia basica e em uma abordagem “tentativa e erro”
guiada por modelos experimentais em culturas de células (in vitro) ou em animais (in
vivo). A evolucdo desse processo deu origem a era do planejamento de farmacos,
gue teve como elemento fundamental a mudanca de paradigma caracterizada pelo
entendimento de que o0s sistemas quimicos tinham papel determinante na
modulacao de sistemas bioldgicos (DIAS et al., 2009; ROMANHA et al, 2010).

O nifurtimox (NFT) e o BZN foram introduzidos na clinica nas décadas de 60-
70, sendo o NFT comercializado pela Bayer em 1967 com o nome comercial Lampit®
e 0 BZN comercializado pela Roche em 1972 como Rochagan® (COURA; CASTRO,

2002). Nenhum destas substéncias sao consideradas ideais, pois ndo séo
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praticamente ativas durante a fase crbnica da doencga, apresentam sérios efeitos
colaterais, como a toxicidade dose-dependente, e requerem administracdo por
longos periodos de tempo sob supervisdo meédica apresentando alto custo
(ENANGA et al., 2003; MAYA et al., 2003; SALOMAO et al., 2010). Atuam por meio
de formacao de radicais livres e/ou metabalitos nucleofilicos, inducéo do ciclo redox,
explicando seus efeitos toxicos, através da producao de radicais hidroxila (MAYA et
al., 2003; OLIVEIRA et al., 2008; MITAL, 2009). Adicionalmente, tem sido relatado
gue as tripanossomiases apresentam-se resistentes a ambas substancias, ndo se
dispondo de formulacdo de medicamento pediatrico, apesar do fato de que criancas
até 12 anos possuirem maiores chances de cura, por ndo apresentarem ainda a
sintomatologia crénica da doenca (DIAS et al., 2009).

O NFT (figura 1) (3-metil-4-(5-nitrofurfuriidenoamino)tetra-hidro-4H-1,4-
tiazina-1,1-di6xido) é um derivado nitrofuranico usado para tratar a doenca de
Chagas. Sabe-se que seu mecanismo de acao envolve a formacao de radicais nitro
instaveis por nitroredutases, e que na presenca de oxigénio causam aumento
intracelular dos niveis de H,O,, e radicais livres hidroxila téxicos ao parasito. O
T.cruzi mostrou-se deficiente em mecanismos de destoxificacdo para metabdlitos de
oxigénio, principalmente o H,O, tornando-se assim, mais sensivel ao estresse
oxidativo que as células dos vertebrados (MAYA et al., 2003). A eficacia da droga
em pacientes cronicos € baixa, o indice de cura varia de 7% a 8%, enquanto que em
criancas, ocorre em 85,7% dos casos (OLIVEIRA et al.,, 2008). Os tipos e as
frequéncias de reacOes adversas causadas pelo NFT sdo pouco documentados,
sendo comum a anorexia, perda de peso, sonoléncia, alteracbes neuroldgicas,
nauseas, vomitos e ocasionalmente célicas intestinais (OLIVEIRA et al., 2008; DIAS
et al., 2009). O NFT ndo é medicamento aprovado para o tratamento da doenca do
sono, mas é utilizado como Ultimo recurso nos casos refratarios aos compostos
arsenicais (REY, 2001).

Figura 1= Estrutura quimica do NFT. Fonte: TOXNET
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O BZN (figura 2) (N-benzil-2-nitroimidazol-1-acetamida) é um derivado
nitroimidazélico, que esta sendo usado atualmente como o principal medicamento
para tratar a doenca de Chagas, havendo uma melhor tolerancia por parte dos
pacientes infectados em relacdo ao NFT, mesmo quando comparado com doses
baixas (MAYA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2008).

NOo

A -
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O

Figura 2 = Estrutura quimica do BZN. Fonte: TOXNET

O BZN é administrado na fase aguda e crdnica (forma indeterminada) da
doenca de Chagas, em criancas até 12 anos, na dose de 5 mg/p.c., por via oral,
dividida a cada 12 horas, durante 30 a 60 dias. Em adultos, na fase aguda, a dose
administrada é de 5 a 7 mg/p.c., por via oral, dividida a cada 12 horas, durante 60
dias; na fase cronica (forma indeterminada), a dose é de 3mg/p.c., por via oral,
dividida a cada 12 horas, durante 90 dias; na fase crénica (forma clinica inicial), a
dose é de 10 mg/p.c., por via oral, dividida a cada 12 horas durante 50 dias
(BRASIL, 2010). Sua acdo antiparasitaria tem potencial redox negativo, nao
envolvendo danos oxidativos. Seu mecanismo de acéo tripanomicida ainda ndo esta
totalmente elucidado, mas pode agir por meio da formacgéo de radicais livres e de
metabdlitos eletrofilicos que sao gerados quando o seu grupamento nitro é reduzido
a um grupamento amina por meio da acdo de nitroredutases, mas pouco se sabe
sobre suas consequéncias fisioldgicas. E rapidamente absorvido pelo trato
gastrointestinal e é, principalmente, metabolizado no figado pelo sistema enzimético
do citocromo P450, e sua excrecao ocorre através da urina e das fezes (MAYA et al,
2007). E descrito ainda que o BZN aumenta a fagocitose e lisa o T. cruzi através de
um mecanismo dependente de interferon-gama (IFN-g) e inibe o crescimento do T.
cruzi atraves da enzima NADH-fumarato redutase (DIAS et al., 2009).

Em virtude da acentuada toxicidade, o BZN ndo pode ser empregado em
larga escala e requer acompanhamento laboratorial. Nos pacientes tratados com

este medicamento, o xenodiagnostico torna-se negativo durante a administracao



24

(efeito supressivo), mas na maioria dos casos, o teste volta a ser positivo algum
tempo depois do tratamento (BRASIL, 2005). Segundo Dias e colaboradores (2009),
em cerca de 20% a 30% dos pacientes, os efeitos colaterais mais frequentes podem
ser agrupados de trés formas: (i) manifestacbes de hipersensibilidade, como
dermatite com erupcdo cutanea (usualmente entre o 7° e 10° dia de tratamento),
edema periorbital ou generalizado, febre, linfadenopatia, dores musculares e
articulares; (ii) depressao da medula éssea, incluindo neutropenia, agranulocitose e
purpura trombocitopémica; e (iii) polineuropatia periférica, representada por
parestesias e polineurite, provavelmente como consequéncia dos danos redutivos no
tecido do hospedeiro. O BZN é considerado mutagénico e por isso deve ser evitado
durante a gravidez (MARTINDALE, 2014).

Apenas quatro drogas sado registradas para o tratamento da doenca do sono:
pentamidina, suramina, melarsoprol e eflornitina. No entanto, todas tem um certo
grau de toxicidade. A pentamidina é usada na fase aguda, sendo eficaz contra o T.
brucei, na dosagem de 4 mg/p.c./dia, por via intramuscular, por um periodo de 10
dias, repetindo a cada 6 meses, como profilaxia; e a suramina contra o T.
rhodesiense. No entanto, a resisténcia do parasita € crescente a estes farmacos. O
melarsoprol € usado na fase crbnica da doenca, sendo o Unico tratamento
disponivel. Eflornitina pode ser usada em monoterapia. Apos a sua incluséo na lista
de medicamentos essenciais da OMS em abril de 2009, a combinacéao de eflornitina
e o NFT foi adotada como tratamento. A combinacdo das duas drogas reduz a
duracdo do tratamento em monoterapia sendo também mais facil a administracéo,
mantendo o mesmo nivel de eficacia e seguranca. Todos os medicamentos atuais
usados para o tratamento da doenca do sono sédo doados a OMS para distribuicao
gratuita pelos fabricantes: Sanofi® e Bayer® (WHO, 2014).

O processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos engloba
varias estratégias e uma combinacdo de métodos tradicionais e modernos, de
natureza intrinsicamente multi e interdisciplinar, integrando especialidades como a
guimica, biologia, medicina, farmécia, bioquimica, farmacologia, bioinforméatica, entre
outras. A maioria dos pesquisadores perdeu o interesse em desenvolver estudos tao
longos diante das dificuldades para avaliar os critérios de cura dos pacientes
chagéasicos submetidos ao tratamento. Nessas circunstancias, quando nao existe
uma correlacdo clinica que confirme, consideram-se curados aqueles pacientes

cujos testes soroldgicos e parasitologicos se tornam negativos (DIAS et al., 2009).
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Atualmente, a deciséo oficial dos Ministérios da Saude do Brasil, da Argentina
e da Bolivia é prover o tratamento tanto dos casos agudos como dos crénicos
recentes. Porém buscando-se novas drogas com alta atividade antiparasitaria e
melhor perfil de seguranca no tratamento dos portadores da infec¢cdo chagasica. O
grande desafio atual, além do desenvolvimento de drogas mais eficazes (uma vez
que os parasitas acabam desenvolvendo, através de mecanismos diversos,
resisténcia aos quimioterapicos mais frequentemente usados), e com menos efeitos
adversos, é também capacitar profissionais de saude para o diagnostico e
tratamento da doenca (OLIVEIRA et al., 2008).

1.4 NITROIMIDAZOIS

A classe dos nitroimidazois foi descoberta em 1955 apods cientistas franceses
do grupo Rhone-Poulenc descreverem a atividade de um extrato de Streptomyces
6670 contra Trichomonas vaginalis. Esse extrato ja havia sido analisado em 1953
por alguns pesquisadores. Em 1957, esses cientistas do grupo Rhdne-Poulenc
sintetizaram o metronidazol baseados em modificagcdes da estrutura quimica da
azomicina. Este foi comercializado a partir de 1960, sendo o primeiro farmaco para o
tratamento contra infeccdes por protozodarios e bactérias anaerébias (BUSATTI,
2006; MORETH et al., 2010). Além disso, nitroimidazois tem outras propriedades
interessantes, incluindo atividades para o tratamento de tuberculose bem como
antifangicos; no controle de fertilidade; e contra a transcriptase inversa recombinante
de virus da imunodeficiéncia humana (HIV) -1 (SILVESTRI et al., 2002; AL-SOUD et
al., 2007; BOECHAT et al., 2015).

Os nitroimidazdis, assim como 0s nitrocompostos em geral, tém sido alvo de
inUmeras discussdes sobre sua mutagenicidade, ja que a atividade biologica dessa
classe, ao que tudo indica, parece estar relacionada aos danos causados pelos
produtos de biorreducéo do grupo nitro ao DNA (MORETH et al., 2010). De fato, em
estudos in vitro, nitroimidazdis apresentam mutagenicidade pelo teste de Ames
realizado em Salmonella typhimurium (EDWARDS, 1993).

Dentre todas as substancias com atividade tripanomicida e antiparasitarias, a

classe dos nitroimidazéis € a que mais contribui para o tratamento das doencas
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causadas por tripanossomatideos devido ao seu amplo espectro e alta atividade.
Entretanto, sdo pouco utilizados clinicamente por causa dos efeitos carcino-
mutagénicos que podem surgir devido a necessidade de seu uso prolongado (PERIE
et al.,1999; MAYA et al., 2003).

Diversos estudos mostram que células de mamiferos, bactérias e protozoarios
tem capacidade de reduzirem os nitroimidazois. Células de mamiferos séo, de
maneira geral, oxigenadas e possuem sistemas redox de transferéncia de elétrons
com alto potencial de oxireducédo. O principal aceptor de elétrons desses sistemas
sdao NAD+ ou NADP+, ambos apresentando potencial de redugao de -320mV,
valores bem mais altos que dos sistemas microbianos, que possuem potencial de
reducdo de -420 mV ou menos. Além disso, nitroimidazois apresentam diferentes
potenciais de reducdo de acordo com a posicdo do grupo nitro. Para 4 e 5-
nitroimidazéis o potencial de reducdo € de cerca de -485 a -554 mV e para 2-
nitroimidazéis o potencial de reducéo de um elétron fica entre -262 e -425 mV. Os 5-
nitroimidazoéis tém potenciais de reducdo compativeis com o sistema redox de
anaerobios e sdo facilmente reduzidos por essas células, sem a competicdo com a
presenca de oxigénio. O substituinte no anel do nitroimidazol também é um dos
fatores que determina o potencial de reducdo de um elétron para diferentes
nitroimidazéis. Um substituinte doador de elétrons como o grupo metil no anel
nitroimidazol é capaz de alterar o potencial de reducdo para valores mais negativos
comparados com o0s potencias dos nitroimidazois analogos sem substituintes
(VOOGD, 1989; EDWARDS, 1993; MORETH et al, 2010).

O grupo nitro € o responsavel pela atividade contra o protozoario bem como
pela atividade carcino-mutagénica, embora nao esteja totalmente esclarecido o
mecanismo de acdo deste grupamento em relacdo a atividade tripanomicida
(WALSH et al., 1987; SPERANDEO,; BRINON; BRUN, 2004). No entanto, em
contrapartida, este grupamento nitro € necessario para a atividade biolégica
desejada. A reducdo do grupo nitro acontece em etapas com transferéncia de um
anico elétron, sendo o anion do nitro radical um intermediario da formagédo do
nitroimidazol (EHLHARDT, BEAULIEU e GOLDMAN, 1988; MORETH et al., 2010).

A dificil correlagéo entre os resultados de mutagenicidade in vitro, em animais
e em humanos, torna-se um fator limitante para o desenvolvimento de novos

farmacos nitroimidazoélicos; dessa forma, é de extrema importancia que novos
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estudos sejam realizados no sentido de elucidar a relacdo entre atividade biologica e
mutagenicidade em humanos.

Com o objetivo de se determinar o mecanismo molecular de substancias
possuindo o grupo nitro, considerado essencial para o desenvolvimento de drogas
contra doenca de Chagas, foram estudados em paralelo os nitrofuranos e o0s
nitroimidazéis. O megazol (MGZ) foi 0 mais ativo na série (MAYA et al., 2003).

1.5 MEGAZOL

O MGZ (figura 3) 2-amino-5(1-metil-5-nitro-2-imidazolil)-1,3,4,tiadiazol foi
sintetizado primeiramente por Asato e Berkelhammer em 1968 como um agente
antimicrobiano, e foi identificado ativo contra espécies de Trichomonas, Leihsmania
donovani, e em 1980, pesquisadores brasileiros determinaram uma excelente
atividade desta molécula contra o Trypanosoma cruzi, em ratos, por via oral
(NESSLANY et al, 2004, NOVAES et al, 2011). O MGZ €& um derivado
nitroimidazélico que ainda néo foi usado na prética clinica como medicamento para o
tratamento das tripanossomiases, devido a sua genotoxicidade e efeitos carcino-
mutagénicos apesar de apresentar potente atividade tripanomicida (BARRET et al.,
2000; POLI et al., 2002; ENANGA et al., 2003; NESSLANY et al, 2004; ARANTES,
2007; LIMA, 2011). A adicéo do sistema metabolico (sistema extrinseco de ativacao
metabdlica como a fracdo S9), ndo modifica o efeito mutagénico do MGZ
(FERREIRA & FERREIRA, 1986; POLI et al., 2002).

r;l\ > NH
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Figura 3 = Estrutura quimica do MGZ. . Fonte: TOXNET
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Mostrou-se ativo contra T. brucei gambiense e varias cepas de T. cruzi, sendo
eficaz em todas as fases da doenca de Chagas, possuindo agdo superior aos
compostos NFT e BZN, quanto a utilizacdo de menores doses, e atividade contra
cepas resistentes de T. cruzi (ENANGA et al., 2003; MAYA et al., 2003). Embora o
mecanismo subjacente ao efeito genotéxico e mutagénico do MGZ ainda nao tenha
sido esclarecido, uma das hipéteses para explicar a a¢do tripanomicida envolve a
reducdo enzimatica do grupamento nitro, gerando radicais livres que sao altamente
prejudiciais para as estruturas celulares (ENANGA et al., 2003; POCA, 2005;
OLIVEIRA et al., 2008; MITAL, 2009; MORETH et al, 2010). Substancias
heterociclicas que apresentam grupamento nitro na estrutura molecular sdo usados
ha muitos anos como medicamentos antimicrobianos, antiparasitarios e drogas
radiosensibilizadoras. Por outro lado, a presenca do grupamento nitro e sua
localizacdo na posicéo 5 do anel nitroimidazoélico parece ser o responsavel também
pela toxicidade desta substancia, incluindo o efeito mutagénico (DOBIAS, et al,
1994; NESSLANY et al, 2004).

Relatos observados por Bouteille e seus colaboradores (1995) e também por
Chauviere e colaboradores (2003), relataram que é possivel curar camundongos
infectados com o T. brucei, na fase aguda da doenca, através da administracdo de
uma unica dose de MGZ. O MGZ mostrou-se altamente ativo in vitro e in vivo contra
o T. cruzi, incluindo as cepas resistentes ao BZN, descrevendo o MGZ como sendo
um limpador de tripanotiona, o co-fator para a tripanotiona redutase. E apesar do
seu notavel efeito tripanomicida, o desenvolvimento do MGZ foi interrompido devido
a relatos de efeitos mutagénicos e genotoxicos in vitro (SALOMAO et al., 2010). Por
esse motivo, o interesse da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) no
desenvolvimento do MGZ como medicamento para a doenca de Chagas sofreu duro
golpe (LIMA, 2011).

Segundo estudos de Nesslany e seus colaboradores (2004), o MGZ
proveniente de lotes franceses e brasileiros, mostrou-se genotoxico direta e
indiretamente em ensaios in vitro (com e sem ativacdo metabdlica), fato este
revelado pelo ensaio de micronucleos em microescala com células de linfoma do
rato e na analise de linfécitos humanos em metafase. Também exibiu uma atividade
genotoxica in vivo apos a administragao por via oral no ensaio de micronucleo in vivo
em medula éssea de ratos, e como consequéncia, pode ser considerado um

carcindbgeno humano.
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Em modelos experimentais, com ou sem comprometimento cerebral, o MGZ
mostrou-se eficaz mesmo quando administrado por curto periodo de tempo. Poucos
foram os farmacos tripanomicidas ja testados que exibiram atividade tdo promissora
para tratar esta grave condicdo que, se nao for adequadamente tratada,
inexoravelmente leva a morte do paciente (DIAS et al., 2009). Castro e Meirelles
(1990) sugeriram ainda que o efeito antiparasitario do MGZ esta relacionado a uma
interferéncia com a sintese proteica das formas amastigotas. Mas autores sugerem,
entretanto que este ndo seja 0 Unico mecanismo responsavel pelo efeito
mencionado. A atividade tripanomicida do MGZ envolve também o metabolismo do
oxigénio, ou seja, o MGZ sofre dismutacdo originando uma espécie eletrofilica
(forma nitrosa) que é sequestrador de tiol eficiente, principalmente para a tiol
tripanotiona, co-fator para a destoxificacdo da tripanotiona redutase, enzima
essencial para a sobrevivéncia do T. cruzi (MAYA et al, 2003).

Redutases presentes na fracdo microssomal do T. cruzi catalisam a reducao
do MGZ, dando origem ao radical nitro-anion, interferindo com o metabolismo do
oxigénio parasitario, o que induz a um estado de estresse oxidativo (VIODE et al,
1999).

A introducdo de um farmaco com estrutura completamente nova no arsenal
terapéutico envolve cerca de aproximadamente 20 anos e um custo de milhdes de
dolares (NOVAES et al, 2011). Este fato, agravado pela falta de investimentos de
industrias farmacéuticas em pesquisas envolvendo doencas negligenciadas, como a
doenca de Chagas, somado a auséncia de tratamento eficaz para estas, resulta em
consequéncias graves ao bem-estar da sociedade (WHO, 2016). Mediante ainda a
essa realidade, cabe registrar importantes avancos ocorridos nos ultimos anos
através de redes de cooperacdo promovidas por organizacdes, como a DNDi. Estas
iniciativas visam parcerias com o setor publico ou privado para a pesquisa e
desenvolvimento de novos medicamentos no combate as DTNs (MAGALHAES;
BOECHAT; ANTUNES, 2012).
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1.5.1 Estudos farmacocinéticos com o MGZ

A farmacocinética do MGZ foi investigada ap6s administracdo intraperitoneal
(ip) e oral a camundongos na dose de 80 mg/kg. Os niveis plasmaticos foram
significativamente mais altos apds administracéo oral do que por via ip. A excrecao
do MGZ foi também avaliada apds administragdo de MGZ tritiado a ratos. Total
radioatividade foi eliminada predominantemente pela via urinaria (80%), versus
10,5% nas fezes, permanecendo 9,5% no organismo por 8 dias apds a
administracao da dose (ENANGA et al, 1999).

O MGZ atravessa a barreira hemato-encefélica apdés administragdo oral de
100 mg/kg a seis primatas infectados com Trypanosoma brucei gambiense. Os
niveis plasmaticos de MGZ ficaram entre 0,2 pg/mL e 46 pg/mL, 24 h apos a
dosagem. Em animais com infec¢ao prolongada, a absor¢cdo de MGZ foi acelerada.
As concentracdes de MGZ no fluido cérebro-espinhal representaram entre 5,5% e
10,6% dos niveis plasméticos nos mesmos tempos. O MGZ foi eliminado
predominantemente pelos rins: 46-96% da dose ingerida foi recuperada na urina,
comparada com 0-5% nas fezes( ENANGA et al., 2000).

Ovelhas experimentalmente infectadas com T. brucei brucei foram
administradas oralmente com MGZ, em doses Unicas de 40 ou 80 mg/kg.
Concentragdes plasmaticas de MGZ foram detectadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia de fase reversa 8h apds tratamento destes animais estavam
dimunuidas sugerindo baixa absor¢cdo de MGZ em animais curados. Entretanto, os
perfis plasmaticos de MGZ em ovelhas néo infectadas apés uma Unica dose oral de
MGZ mostrou um rapido abaixamento de absorcdo associado com uma meia vida
plasmatica da droga. Variacdo das propriedades farmacocinéticas entre individuos
foi também observada. Estas evidéncias sugerem que as altas taxas de falha do
tratamento pelo MGZ estavam relacionadas a pequena disponibilidade da droga
apos administracdo oral em ovelhas. Concluiu-se que o MGZ podia curar ovelhas
com infeccdo por T.brucei, porém a administracdo oral ndo foi uma via efetiva
(BODA et al., 2004).
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1.6 ASPECTOS REGULATORIOS

Entende-se, por vigilancia sanitaria, um conjunto de acdes capaz de eliminar,
diminuir ou prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas sanitarios
decorrentes do meio ambiente, da producgéao e circulagéo de bens e da prestacdo de
servicos de interesse da saude, abrangendo: o controle de bens de consumo que,
direta ou indiretamente, se relacionem com a saude, compreendidas todas as etapas
e processos, da produgcédo ao consumo; e o controle da prestagédo de servigos que se
relacionam direta ou indiretamente com a saude (BRASIL, 1990). Neste sentido o
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da FIOCRUZ tem
como missao, contribuir para a promocéao e recuperacdo da saude e prevencdo de
doencas, atuando como referéncia nacional para as questdes cientificas e
tecnologicas relativas ao controle da qualidade de produtos, ambientes e servigcos
vinculados a vigilancia sanitaria.

Como parte das acdes da Vigilancia Sanitaria, no sentido de controlar bens de
consumo que se relacionam com a saude, como medicamentos, é essencial o
estudo da genotoxicidade de substancias principalmente as empregadas no
tratamento de doencas negligenciadas no ambito nacional. Trata-se de etapa
essencial na avaliacdo pré-clinica de substancias candidatas a medicamentos de
acordo com o Guia para a Conducao de Estudos Nao Clinicos de Toxicologia e
Seguranca Farmacologica Necesséarios ao Desenvolvimento de Medicamentos,
desenvolvido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). A sua
elaboracao foi baseada em documentos de agéncias regulatdrias internacionalmente
reconhecidas e com atuacdo no sistema de vigilancia sanitaria de medicamentos
como a Food and Drug Administration (FDA), European Medicines Agency (EMEA),
International Conference on Harmonisation (ICH), National Cancer Institute (NCI) e a
World Health Organization (WHO), bem como a Organization for Economic Co-
operation and Development (OECD), visando uma maior harmonizagdo com a
regulamentacgéao internacional (BRASIL, 2013).

O Guia estabelece as diretrizes para que o0s estudos pré-clinicos de
seguranca necessarios ao desenvolvimento de novos medicamentos sejam

realizados de forma harmonizada e cientificamente valida. Além disso, espera-se
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que os estudos possam fornecer dados confidveis para dar subsidios as futuras
pesquisas clinicas.

Os testes de genotoxicidade de uma maneira geral devem ser capazes de
detectar potenciais danos ao DNA tais como, mutacfes génicas, mutacdes
cromossOmicas (alteragbes estruturais ou numéricas) ou mutacdes gendmicas
induzidas por substancias quimicas. Compostos que apresentam resultados
“‘positivos” nos testes de genotoxicidade/mutagenicidade sao potencialmente

agentes carcinogénicos e/ou mutagénicos para seres humanos.

1.7 GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE

Os estudos de mutagenicidade referem-se as propriedades que as
substancias quimicas apresentam de provocar modificacdes no material genético
(DNA) das células, de modo que estas sejam transmitidas as novas células durante
sua divisédo celular. Dependendo da célula afetada, as mutacdes podem acarretar
dano desde a célula de desenvolvimento inicial (célula ovo), podendo levar a morte
do embrido ou feto até o desenvolvimento de anomalias congénitas que podem ser
transmitidas hereditariamente (BARROS; DAVINO, 2008).

Varios testes in vitro e in vivo foram desenvolvidos para avaliar as
propriedades mutagénicas das substancias quimicas. A principal finalidade da
identificacdo destas propriedades reside na necessidade de se quantificar o perigo
de lesdo ao DNA e consequentemente a transmissédo hereditaria destas mutacoes.
Esses testes sdo empregados também para prever o desenvolvimento de neoplasia
maligna (céncer), pois a etapa inicial do processo de carcinogénese envolve
mutacdo (BARROS; DAVINO, 2008). Adicionalmente, os estudos para avaliagcao de
genotoxicidade, também sdo testes in vitro e in vivo, que sao realizados para
detectar o potencial das substancias que estdo sob investigacdo de causar possiveis
mutacdes génicas e cromossOmicas (BRASIL, 2013). Os testes de
carcinogenicidade in vivo devem ser realizados, principalmente nos casos em que
ocorra exposi¢cdo humana as substancias quimicas ocorrer a longo prazo.

De acordo com o Guia para Conducdo de Estudos N&ao Clinicos de

Toxicologia e Segurangca Farmacoldgica necessarios ao Desenvolvimento de
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Medicamentos da Anvisa, h4 duas opc¢les de baterias de testes que podem ser
realizados nos estudos para avaliacao de genotoxicidade (BRASIL, 2013).

Na opcéo 1, os seguintes testes sédo preconizados:

1- Um teste para mutacdo génica em bactéria na presenca e na auséncia de
ativacdo metabdlica;

2- Um teste citogenético para avaliagdo de dano cromossémico (teste de
aberrac6es cromossdmicas in vitro ou teste de micronucleo in vitro) ou um teste in
vitro de mutagdo génica em células de mamifero timidina kinase em células de
linfoma de camundongo, na presenca e na auséncia de ativacdo metabdlica;

3- Um teste in vivo para genotoxicidade, geralmente um teste de dano
cromossémico em células hematopoiéticas de roedores (camundongos ou ratos),
podendo ser ensaio de micronucleos ou de aberracdes cromossdmicas. Para o teste
de micronucleos in vivo recomenda-se a utilizacdo de roedores apenas de um sexo,
de preferéncia machos, desde que haja dados que indiguem a nao diferenca de
toxicidade entre os sexos. Quando substancias sexo-especificas estdo sendo
testadas, o ensaio devera ser realizado no sexo apropriado.

Na opcéo 2, os seguintes testes sdo recomendados:

1- Um teste para mutacdo génica em bactéria, na presenca e na auséncia de
ativacdo metabdlica,

2- Uma avaliagédo de genotoxicidade in vivo em dois tecidos, geralmente um
teste de micronucleo em células hematopoiéticas de roedores e um segundo ensaio
in vivo.

Para o teste de mutacdo génica recomenda-se a utilizacdo de linhagens de
Salmonella typhimurium nas cepas TA1535, TA1537 (ou TA 97, ou TA97a), TA98 e
TA100, bem como nas cepas TA 102, Escherichia coli WP2 uvrA ou Escherichia coli
WP2 uvrA (pKM101) para deteccdo de mutagOes pontuais. Para avaliacdo do
potencial de genotoxicidade podem ser utilizados os guias especificos Using the
comet and micronucleus assays for genotoxicity studies: a reviewda OECD.

Os testes realizados para avaliagdo da genotoxicidade devem ser capazes de
avaliar os potenciais danos ao DNA e a fixacdo do respectivo dano. Tais agravos ao
DNA podem ser observados na forma de mutagcbes génicas, mutacoes
cromossOmicas estruturais e alteracfes cromossémicas numéricas e recombinacao,
que sdo essenciais na inducdo de efeitos hereditarios e no processo de mdultiplas

etapas de malignizacdo. Substancias quimicas que sdo positivas em testes que
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detectam estes diferentes tipos de danos tem o potencial de serem carcindgenos
humanos e/ou mutagenos, isto é, podem induzir cancer e/ou anomalias hereditarias.
Devido a constatacdo de uma relacdo entre a exposicdo a agentes quimicos e a
carcinogénese em humanos, e a dificil relacdo entre a exposicdo e doencas
hereditarias, os testes de genotoxicidade, tém sido utilizados principalmente, para a
previsao de potencial carcinogénico (ICH, 1997; BRASIL, 2013).

Dentre os testes de genotoxicidade disponiveis para deteccdo de quebras de
fitas de DNA, destaca-se o ensaio SCG (Single Cell Gel) ou Cometa sob condi¢des
alcalinas. Trata-se de uma técnica eletroforética que tem ampla aplicacdo na
avaliacdo de genotoxicidade em células de mamifero in vitro e in vivo, sendo
utilizado como instrumento de triagem para se avaliar o potencial mutagénico de
substancias quimicas em geral e de drogas (HARTMANN; SPEIT, 1997). E uma
técnica util, reprodutivel, simples e rapida, apresentando multiplas aplicagbes para
se estudar os danos e reparo ao DNA. Este ensaio combina a simplicidade de
técnicas bioquimicas que detecta quebras de fita Unica (QFU) de DNA e/ou de
lesbes em sitios alcali-sensiveis e de QFU em sitios de reparo por excisao
incompleta, em células de mamifero in vitro e in vivo (SPEIT; HARTMANN, 2006).
Através desta técnica é possivel a avaliacdo de dano e de reparo ao DNA em
células proliferantes e ndo proliferantes em nivel individual empregando-se amostras
celulares extremamente pequenas (5 a 10 pL). As células sdo embebidas em gel de
agarose em lamina para microscopia, posteriormente lisadas, e submetidas a
eletroforese em condi¢Bes alcalinas. As células que apresentam danos no DNA
mostram migracdo aumentada de DNA cromossdmico do nucleo em direcdo ao
anodo, que se assemelha a forma de um cometa (com cabeca e cauda) e que, apos
coloracdo pelo brometo de etidio, sdo visualizados através de analise microscopica
de fluorescéncia. A extensdo da migracao (cauda) do DNA em relacdo a cabeca
reflete o nimero de quebras de DNA (COLINS, 2004).

Esse ensaio se apresenta vantajoso em relacdo aos demais, por se tratar de
uma técnica simples e de rapida execucédo; por apresentar alta sensibilidade para a
deteccdo de danos ao DNA em qualquer populacdo de célula eucaribtica, por
permitir a analise do efeito em células individuais; e, finalmente, pela utilizacdo
amostras celulares extremamente pequenas (SPEIT; HARTMANN, 2006). O ensaio
tem amplas aplicagdes em toxicologia genética, em testes de genotoxicidade in vitro

e in vivo (COLINS, 2004); no biomonitoramento ambiental e monitoramento
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populacional humano (DUSINSKA; COLLINS, 2008). Também tem sido empregado
com bons resultados, no estudo de células sanguineas humanas, quanto a
suscetibilidade a radiacdo e a substancias quimicas mutagénicas (VIJAYALAXMI et
al, 1992); e quanto a avaliacdo de dano e reparo ao DNA associado com o cancer
(MCKENNA et al, 2008).

O ensaio de MN é um teste de mutagenicidade que detecta micronucleos no
citoplasma de células interfasicas que se originam de fragmentos de cromossomos
sem centrébmeros ou acéntricos, de cromossomos ou de cromossomos inteiros que
foram incapazes de migrar para os polos durante a fase de anafase da divisdo
celular (OECD, 2010). O ensaio de MN é empregado como substituicdo ao teste de
aberracdes cromossdmicas, para avaliar o potencial mutagénico de uma substancia.
O ensaio de MN tem sido apontado como um dos métodos preferidos para avaliar
danos cromossomicos, pois permite que tanto as perdas de cromossomos
(aneugenicidade), quanto as quebras cromossémicas (clastogenicidade), sejam
detectadas de forma confiavel. Na sua forma basica, o ensaio de MN possibilita
varias determinacdes complementares de mutagenicidade, pois detecta quebras,
perdas e rearranjos cromossémicos e avalia a citotoxicidade através da inibicdo da
divisao celular, necrose e a apoptose celular (ICH, 1996; FENECH, 2000; OECD,
2010).

O ensaio de MN in vitro também pode ser utilizado para avaliar os danos
genéticos na populacéo, ou seja, no biomonitoramento das populacdes humanas, na
determinacdo da sensibilidade a radiacdo para avaliacdo do risco de indugdo de
cancer, na otimizagcado da radioterapia. Tem aplicacdes em ecotoxicologia, e grande
importancia no teste de novos produtos farmacéuticos e agroquimicos, quanto ao
potencial genotdxico (FENECH, 2000).

Na avaliacdo da genotoxicidade o ensaio de MN in vitro foi reconhecido no
Brasil como método alternativo validado ao uso de animais em atividades de
pesquisa do acordo com a resolucédo normativa n° 18 de 24 de setembro de 2014 do

Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagédo (BRASIL, 2014).
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1.8 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

As pesquisas por novos farmacos para o tratamento da doenca de Chagas, e
doenca do sono tém evoluido nas ultimas décadas, com destaque para a elucidagéo
dos genomas do T. cruzi e T. brucei, que permitiu a identificacdo de varios genes,
muitos deles existentes apenas no parasita e ndo no homem. O aumento
consideravel nos investimentos requeridos no desenvolvimento de novos farmacos,
aliado a perspectiva de retornos financeiros, tem como resultado a quase
inexisténcia de recursos por parte das principais companhias farmacéuticas e
biotecnolégicas do mundo, e segundo dados da DNDi, a doenca de Chagas e do
sono, estdo entre as doencas “extremamente negligenciadas” (DIAS et al., 2009).

Estes dados s6 reforcam a necessidade do desenvolvimento de novas
estratégias profilaticas e terapéuticas, incluindo a identificacdo de novas drogas
tripanomicidas e imunomoduladoras que proporcionem o controle do parasitismo e
contribuam para a modulacdo da inflamacdo crénica ndo benéfica. Contudo, o
repertério de farmacos disponiveis é limitado e inadequado, e o quadro é bastante
agravado pela emergéncia de cepas de parasitas resistentes (DIAS et al., 2009).

Dentre os requerimentos estabelecidos pela OMS para bons candidatos a
farmacos antichagéasicos, estdo: alta poténcia e seletividade contra as formas
mamiferas do T. cruzi; eficAcia em modelos experimentais agudos e crénicos da
doenca de Chagas; elevada biodisponibilidade em humanos; administragdo por via
oral; uma Unica dose diaria; tratamento em poucas doses; baixa toxicidade;
seguranca para administracdo em criancas e gestantes; principio ativo com
fabricacdo simples; e baixo custo. Uma das grandes dificuldades encontradas pelos
pesquisadores na é&rea de doenca de Chagas estd justamente na falta de
padronizacao de protocolos experimentais e de cepas do T. cruzi para avaliacdo de
substancias com atividade antichagasica (ZINGALE et al. 2014). Este é um aspecto
relevante, especialmente na area de doencas negligenciadas, onde existe uma
necessidade premente de a¢des globais capazes de promover maiores avangos das
pesquisas (DIAS et al., 2009).

A constatacdo do efeito clastogénico/mutagénico e/ou genotoxico de uma
substancia quimica, via de regra, € um sério obstaculo para a continuidade do

desenvolvimento do medicamento devido aos riscos associados a carcinogénese e
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ao processo reprodutivo. A decisdo de continuar ou ndo o desenvolvimento do
farmaco depende, entretanto da ponderacgéo risco x beneficio que leva em conta a
severidade da condicéo a ser tratada e a existéncia de alternativas. Assim sendo, ha
casos em que a constatacdo de mutagenicidade ndo impede o desenvolvimento
posterior do medicamento como ocorre, por exemplo, com 0s antineoplasicos
existentes no mercado que, em grande parte, sdo substancias antimitéticas com
reconhecida acdo genotdxica. Nesses casos nao ha outras formas eficazes de
tratamento e a severidade a curto prazo da doenca justifica os riscos a longo prazo
associados (COLLINS, 2004).

O Departamento de Sintese de Farmacos do Instituto de Tecnologia em
Farmacos (Farmanguinhos) da FIOCRUZ, sob a coordenacdo da Dra. Nubia
Boechat, vem desenvolvendo projetos de novas moléculas com possivel atividade
tripanomicida utilizando estratégias de planejamento racional de farmacos anélogos
do MGZ (1) para o tratamento da doenca de Chagas (BOECHAT et al., 2006) com o
intuito de se obter substancias com mesmo perfil farmacodinamico do MGZ, porém
com menor incidéncia de efeitos colaterais e auséncia de mutagenicidade.

Sete substancias nitroimidazélicas analogas do MGZ sabidamente eficazes
foram propostas, utilizando como ferramenta o bioisosterismo, como ilustra a Figura
4.

o A substancia 2 foi eleita empregando o bioisosterismo entre anéis, onde
observa a substituicdo do nucleo tiazdlico presente no MGZ (1) para o nucleo
triazolico presente no analogo 2, para avaliar como essa nova substancia se
comportara contra o parasita, jA que é conhecida a boa atividade tripanomicida do
nucleo triazdlico;

o A substancia 3 foi proposta utilizando o bioisosterismo entre anéis com
analogo de posicao, substituindo o nucleo do C-2 para o C-5, acrescido do NH como
grupo espacador, para avaliar a importancia da posicao destes grupos no sistema
nitroimidazélico frente a atividade tripanomicida;

o A substancia 4 foi estudada pelo fato de ser observado o desaparecimento da
atividade mutagénica, quando o grupo nitro foi transferido da posicdo 5 do anel
imidazélico da substancia 1 para a posicado 4 da substancia 4 e a insercdo de um

grupamento a posi¢ao a ao grupo nitro, sem prejuizo da atividade tripanomicida;
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o Foi realizado um bioisosterismo de anel para a obtencdo das substancias 5,
6, 7 e 8 com o anel imidazdlico, 1,2,4-triazol e 1,2,3-triazol-4-substituido,
obedecendo os pré-requisitos estruturais de posicado da substancia 4.

Dentre estas substancias planejadas e sintetizadas, os nitroimidazdlicos 2, 3 e 4
ja foram avaliados contra as formas tripomastigotas de T. cruzi e apresentaram uma
boa atividade biolégica. Os 3 e 4 erradicaram o parasita nas concentracoes 0,3
mg/mL e 2,5 mg/mL respectivamente (BOECHAT et al., 2001), e 0 2 apresentou uma
concentracéo inibitéria média (ICsp) de 522,4 uM (CARVALHO et al., 2007). Valor de
ICs50 =256.8 + 53.0 uM para a substancia 2 fol obtido para T.cruzi e de IC5y > 40uM
obtido para T.brucei (CARVALHO et al., 2014).

Os ensaios de genotoxicidade das substancias acima, sintetizadas por
Farmanguinhos, serdo realizados no Departamento de Farmacologia e Toxicologia
(DFT) do INCQS através da parceria técnico-cientifica INCQS-Farmanguinhos. O
objetivo desse estudo foi avaliar se o efeito genotdxico e citotoxico foi abolido
nesses nitroimidazélicos (2-8) empregando-se o0 ensaio Cometa e 0 ensaio de
micronucleo em células sanguineas humanas in vitro.

O ensaio de micronucleo (MN) in vitro detecta micronlcleos no citoplasma de
células interfasicas que se originam de fragmentos acéntricos de cromossomos ou
de cromossomos inteiros que foram incapazes de migrar durante a anafase. E
considerado um ensaio de genotoxicidade/mutagenicidade confiavel e relevante
para medicamentos sendo recomendado como uma alternativa ao teste de
aberracdo cromossOmica estrutural in vitro e/ou ao ensaio de linfoma em
camundongos (LYNCH et al., 2011). A diretriz da OECD 487 para a conducado do
ensaio para fins regulatorios foi aprovada em julho de 2010 (OECD, 2014).
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compostos nitroimidazélicos (1-8).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

> Avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade in vitro do MGZ (1) e das sete
substancias nitroimidazodlicas analogas do MGZ (2-8) em células sanguineas

humanas.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Realizar o ensaio de citotoxicidade in vitro mediado pelo brometo de etidio e
diacetato de fluoresceina em células sanguineas humanas das 8 substancias
nitroimidazélicas;

> Realizar o ensaio Cometa in vitro em células sanguineas humanas das 8
substancias nitroimidazdlicas;

> Realizar o ensaio de MN das 8 substancias nitroimidazélicas em células
sanguineas humanas in vitro;

> Mapear a atividade genotdxica das substancias nitroimidazélicas analogas do
MGZ de acordo com o planejamento racional proposto;

> Estabelecer a possivel relacao estrutura — atividade genotoxica.
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3 METODOLOGIA

O ensaio Cometa em células sanguineas humanas in vitro sob condi¢cfes
alcalinas foi realizado de acordo com o Procedimento Operacional Padronizado
(POP/INCQS) n° 65.3330.011 (2015) referente ao ensaio Cometa (INSTITUTO
NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2015) baseado nas
diretrizes estabelecidas por SPEIT; HARTMANN, (2006) e por TICE e colaboradores
(2000).

O ensaio de MN in vitro em células humanas sanguineas foi realizado de acordo
com as diretrizes estabelecidas pela Organizacdo para Cooperacdo e
Desenvolvimento da Economia (OECD) 487 (In Vitro Mammalian Cell Micronucleus
Test).

O sangue total humano heparinizado (400 Ul de heparina/mL) foi obtido por
puncédo venosa imediatamente antes dos ensaios. O sangue foi obtido de voluntarios
saudaveis, jovens (24-35 anos) ndo fumantes, sem recente exposi¢cao a substancias
quimicas genotoxicas ou a radiacao (raios X) nos trés meses anteriores a coleta, foi
obtido por puncéo venosa imediatamente antes dos ensaios.

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do Instituto
Oswaldo Cruz (I0OC) sob o n° CAAE: 41684815.3.0000.5248 (Anexo 1). O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) dos voluntarios doadores e o
Questionario para participacdo como doador para o ensaio Cometa e 0 ensaio de
Micronucleo encontram-se nos Apéndices A e B.

3.1 ENSAIO COMETA

3.1.1 Ensaio prévio de citotoxicidade mediado pelo diacetato de fluoresceina e

brometo de etidio

Para a selecao da faixa de concentracdes a ser testada no ensaio Cometa,

efetuamos inicialmente, um ensaio de citotoxicidade para determinacdo da

viabilidade de células sanguineas apos tratamento com as substancias 1 (MGZ), 3, 6
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e 8: 149-10.000 pM ou com cada uma das outras quatro substancias

nitroimidazélicas analogas do MGZ (substéncias 2, 4, 5 e 7 ): 149 a 6.400 uM em

dimetilsulféxido 5% v/v (DMSO-Sigma), com o controle-solvente (DMSO 5% v/v) e

com o controle sem tratamento (controle celular) durante 2 h a 37°C em estufa de

cultura (Sanyo). A concentracdo de 10.000 uM corresponde a concentragdo maxima

a ser testada para compostos relativamente néo citotoxicos (TICE et al., 2000). Por

nao se dispor de quantidade suficiente para se testar a concentracédo de 10.000 puM,

para as substancias 2, 4, 5 e 7 foi testada 6.400 UM como a concentracdo maxima.

O sangue total heparinizado foi colocado em microtubos plasticos de 0,6 mL

com tampa achatada e o tratamento realizado em duplicata de acordo com o

seguinte protocolo:

1. Controle celular: Sem tratamento com 300 pL de sangue

2. Controle-solvente: Adicdo de 15 pL de DMSO em 285 pL de suspenséo

celular: concentracao final: DMSO 5%. Periodo de tratamento: 2h.

3. Substancias teste nitroimidazoélicas (2, 4, 5 e 7) foram tratadas com 9

concentracfes de cada uma das substancias-teste (149 uM a 6.400 uM) e as

substéancias (1, 3, 6 e 8) foram tratadas com 10 concentracfes de cada uma
das substancias-teste (149 uyM a 10.000 pM) em DMSO 5%. Periodo de
tratamento: 2h.

Adicao de 15 pL de solucéo-teste (2.980 uM) em DMSO a 285 L de
suspensao celular: concentragao final: 149 uM (1-8) em DMSO 5%
Adicao de 15 pL de solucéo-teste (4.760 uM) em DMSO a 285 pL de
suspensao celular: concentragao final: 238 uM (1-8) em DMSO 5%
Adicado de 15 pL de solucéo-teste (7.640 uM) em DMSO a 285 pL de
suspensao celular: concentragao final: 382 uM (1-8) em DMSO 5%
Adicao de 15 pL de solucao-teste (12.200 uM) em DMSO a 285 pL de
suspensao celular: concentracéo final: 610 uM (1-8) em DMSO 5%
Adicéo de 15 pL de solucédo-teste (19.540 uM) em DMSO a 285 pL de
suspensao celular: concentracgéo final: 977 uM (1-8) em DMSO 5%
Adicao de 15 pL de solucao-teste (31.240 pM) em DMSO a 285 pL de
suspensao celular: concentragéo final: 1.562 uM (1-8) em DMSO 5%
Adicao de 15 pL de solucdo-teste (50.000 uM) em DMSO a 285 pL de
suspensao celular: concentragao final: 2.500 uM (1-8) em DMSO 5%
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e Adicdo de 15 pL de solucao-teste (80.000 uM) em DMSO a 285 pL de
suspensao celular: concentracéo final: 4.000 uM (1-8) em DMSO 5%

e Adicéo de 15 pL de solugao-teste (128.000 pM) em DMSO a 285 L de
suspensao celular: concentracdo final: 6.400 uM (2, 4, 5 e 7) em
DMSO 5%

e Adicao de 15 pL de solucéo-teste (200.000 pM) em DMSO a 285 L de
suspensao celular: concentracao final: 10.000 uM (1, 3, 6 e 8) em
DMSO 5%

Ap6s o periodo de tratamento, determinou-se a viabilidade celular
empregando-se o ensaio com diacetato de fluoresceina (DAF) e brometo de etidio
(Bret) segundo HARTMANN; SPEIT (1997). O sangue total (50 pL) foi misturado
com igual volume de solucao de corante, que consistia de 30 pg/mL de DAF (Sigma)
e 8 ug/mL de BrEt (Sigma) em salina tamponada de fosfato (PBS). As amostras (50
pL) foram colocadas em laminas de microscopia que foram cobertas com laminulas.
Células viaveis mostram fluorescéncia verde, enquanto nucleos corados em laranja
indicam células mortas. O total de duzentas células foram analisadas em
microscoépio de fluorescéncia (Nikon) para cada tratamento a um aumento de 400X.
Os resultados foram expressos em percentual de decréscimo de viabilidade celular
ou percentual de citotoxicidade. Devemos evitar no ensaio Cometa concentracdes
que determinem valores superiores a 30% de decréscimo de viabilidade celular
quando comparadas as culturas controle-solvente (DMSO 5%).

3.1.2 Ensaio Cometa

Nas mesmas condi¢cdes de cultura descritas para o ensaio de citotoxicidade,
foram realizados dois ensaios Cometa com cada uma das seis substancias
nitroimidazélicas (2, 3, 4, 5, 6 e 8) e trés ensaios com as sustancias 1 (MGZ) e 7 nas
mesmas condi¢des de diluicdes descritas para o ensaio de citotoxicidade. As células
sanguineas humanas foram tratadas em duplicata durante 2 h a 37°C, com cada
substancia-teste (1-8) nas mesmas concentracdes em DMSO 5%, como indicado em
3.1.1, com DMSO 5% ou com o controle positivo metanosulfonato de metila (MMS:
Aldrich) 160 uM. O protocolo experimental de tratamento do sangue total foi idéntico

ao descrito em 3.1.1, acrescido do controle positivo MMS 160 puM. Neste grupo
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experimental 50 pL de solugéo 0,8 mM de MMS em PBS foi adicionado a 200 pL de
sangue (2 microtubos) resultando na concentracao final de 0,16 mM ou 160 pM de
MMS.

Apés o tratamento de 2h, as culturas foram removidas da estufa e, em
seguida, aliquotas de 5 pL da mistura de incubacéo foram misturadas com 120 pL de
agarose de baixo ponto de fusdo (agarose de BPF-Sigma-Aldrich) 0,5% m/v em PBS
a 37°C, e adicionada a laminas de microscopio, com uma das extremidades fosca,
previamente revestidas pela agarose de ponto de fusdo normal 1,5% m/v (Sigma-
Aldrich) em PBS. Quatro laminas por tratamento e por experimento foram
preparadas (duas laminas por cultura). Imediatamente apds, as laminas foram
cobertas com uma laminula e mantidas em geladeira (6 a 8°C) por cerca de 5 min
para solidificar a agarose de BPF. ApoOs a solidificacdo da agarose de BPF, as
laminulas foram cuidadosamente removidas e as laminas mergulhadas na solucéo
de lise (sarcosinato de lauroilo sédico 1%, m/v, NaCl 2,5 M, EDTA dissodico 100
mM, Tris 10 mM, pH 10 e Triton X-100 1 % v/v) que foram mantidas overnight e
protegidas da luz, em geladeira para lisar as células e permitir o desdobramento do
DNA. As laminas foram entdo removidas da solucao de lise e colocadas em cuba de
eletroforese horizontal (BIO-RAD) contendo solugcdo tampédo alcalina para
eletroforese em pH >13 (EDTA diss6dico 1 mM e NaOH 300 mM). As laminas foram
mantidas em solucdo tampdao alcalina para eletroforese por 20 min em banho de
gelo, para permitir o desdobramento do DNA e expressdo dos sitios alcali-labeis
antes da eletroforese. Em seguida, a eletroforese foi realizada durante 20 min
aplicando-se uma corrente elétrica de 25 V (0,86 V/icm) e 300 mA. Apls a
eletroforese, as laminas foram neutralizadas pela lavagem por trés vezes (5 min por
lavagem) com solucdo Tris 0,4 M, pH 7,5, drenadas, fixadas em etanol absoluto
(99,8% v/v) por cerca de 10 min e secas a temperatura ambiente overnight. BrEt (30
pL de uma solucdo 20 pg/mL) foi entdo adicionado a cada lamina. A lamina foi entéo
coberta com uma laminula e analisada usando microscépio de fluorescéncia (Nikon)
ao aumento de 400X. Cinquenta células, selecionadas ao acaso por lamina (200
células por tratamento), foram analisadas visualmente (figura 2) (CARVALHO et al.,
2013; CARVALHO et al., 2014; BERGSTEN-TORRALBA et al, 2016). A analise
microscopica foi efetuada avaliando-se a extensdo de migracdo do DNA em 100
células (2 laminas) por cultura, de acordo com o tamanho da cauda dos cometas em

4 diferentes classes (0 a 3), da seguinte forma:



e classe 0: auséncia de cauda;

e classe 1: pequena cauda,

e classe 2: grande cauda;

¢ classe 3: totalmente danificado (cabeca do cometa

muito pequena com praticamente todo o DNA na cauda).

45
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Figura 5: Esquema da realizacdo das etapas do ensaio Cometa (Procedimento
Operacional Padronizado (POP/INCQS) n° 65.3330.011 (2015) baseado nas
diretrizes estabelecidas por SPEIT; HARTMANN, (2006) e por TICE e colaboradores
(2000).

O dano ao DNA foi expresso em percentagem de células nas quatro
diferentes classes e em numero de unidades arbitrarias (UA), de acordo com a
seguinte férmula:

UA = [(Mogx0) + (M1 x1) + (Ma2x2) + (M3gx3)]

Mo = NUmero de células com classe de dano O

M; = Namero de células com classe de dano 1

M, = Namero de células com classe de dano 2

M3z = Namero de células com classe de dano 3

O escore total de dano ao DNA em UA totais (UAT) para 200 células por
experimento pode variar de 0 UAT (auséncia de dano) a 600 UAT (maximo dano).

Ao se combinar os resultados dos ensaios Cometa independentemente
realizados para cada uma das substancias testadas (1-8), expressou-se 0 dano ao
DNA como média e erro padrdo da média (EPM) de UAT para as diferentes
concentracbes das substancias-teste e para os controles negativos (DMSO 5% e

controle) e controle positivo (MMS 160 puM).
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3.1.3 Andélise estatistica

Inicialmente foram testadas por experimento, as diferencas entre os valores
meédios de UAT obtidos para o grupo controle (DMSO 5%) e para cada concentracao
da substancia-teste e para o controle positivo (MMS 160 uM) em relacdo ao controle
nas duas culturas em replicata por grupo experimental, empregando-se o teste t de
Student de dados agrupados monocaudal aos niveis de significancia de o= 0,05 e
o= 0,01 (CARVALHO et al., 2014).

Para a conclusdo final quanto a genotoxicidade de cada substancia em células
sanguineas humanas in vitro foram testadas as diferencas entre os valores médios
de UAT obtidos para os grupos controle (DMSO 5%) e para cada concentracdo das
substancias-teste nos dois ou trés experimentos independentes efetuados
empregando-se a mesma metodologia estatistica mencionada anteriormente. A
substancia é considerada positiva ou genotéxica no ensaio Cometa, quando o
aumento na migracdo do DNA estiver relacionado a concentracdo e na ocorréncia
de um correspondente aumento significativo (p< 0,05) em uma ou mais
concentracbes da substancia- teste em relacdo ao controle-solvente DMSO 5%
(TICE et al., 2000). Esta substancia é entédo capaz de induzir quebra de fita de DNA
em células sanguineas humanas (linfécitos) in vitro nas condi¢cdes experimentais
descritas em 3.1.2. Quando nenhuma das concentracbes-teste mostrar aumento
estatisticamente significativo de migracdo de DNA em relacdo ao controle negativo,
a substancia é considerada negativa e entdo incapaz de induzir quebra de fita de
DNA de linfécitos humanos nas condicBes experimentais do ensaio Cometa

realizado.

3.2 ENSAIO DE MICRONUCLEO in vitro EM CELULAS SANGUINEAS

3.2.1 Estabelecimento e tratamento das culturas de células sanguineas humanas

As culturas primarias de células de sangue humano foram estabelecidas em
tubos plasticos de cultura (Nunc) adicionando-se 0,5 mL de sangue total
heparinizado a 4,5 mL de meio de cultura RPMI 1640, pré-aquecido a 37°C, com 2,0
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mM de L-glutamina e 25 mM de HEPES (Gibco 23400-021), com adicao de 2 g/L de
bicarbonato de sédio e suplementado com 20% de soro fetal bovino, penicilina G
potassica (10°Ul/mL), sulfato de estreptomicina (10> pg/mL) e 3% viv de
fitohemaglutinina M (FHA-M: Gibco: 10576-015). Em seguida, as culturas em tubos
com tampa em meia rosca foram mantidas em estufa (Sanyo) a 37 C e em
atmosfera umidificada com 5% de CO, durante 44h.

Ao final do periodo de incubacdo de 44h, procedeu-se ao tratamento das
culturas com as substancias-teste (1 a 8) solubilizadas em DMSO (Sigma), na faixa
de concentracdes de 150 a 10.000 uM, com o controle-solvente (DMSO 5%) e com
0S controles positivos, ou seja, com as solugdes aquosas de mitomicina C (MMC:
Mitocin-Bristol) nas concentragdes finais de 0,5 pg/mL e 1,0 pug/mL e de Colcemid,
derivado sintético da colchicina, N-desacetil-N-metilcolchicina (COL: Sigma) na
concentracéo final de 0,02 pg/mL. A MMC, substancia clastogénica direta e a COL,
substancia aneugénica sao recomendadas como controles positivos no ensaio de
MN in vitro pela diretriz TG 487 da OECD (OECD, 2014). O controle negativo
(controle celular) correspondente a cultura sem tratamento foi empregado como
cultura controle para MMC e COL.

Apos a retirada da estufa, todos os tubos contendo a suspenséao celular foram
homogeneizados e o tratamento de cada uma das culturas (uma cultura por
tratamento ou grupo experimental) foi realizado de acordo com o protocolo
experimental abaixo:

4. Controle celular: Sem tratamento

5. Controle-solvente: Adicdo de 250 pL de DMSO a suspensdo celular:
concentracéo final: 5% de DMSO. Periodo de tratamento: 4h.

6. Substancias teste nitroimidazélicas (1-8): Cinco culturas por ensaio foram
tratadas com 5 concentracfes de cada uma das substancias-teste (150 a
10.000 uM) em DMSO 5%. Periodo de tratamento: 4h.

e Adicdo de 250 pL de solucéo-teste (3.000 uM) em DMSO a suspensao
celular: concentragéo final: 150 uM (1-8) em DMSO 5%

e Adicdo de 250 pL de solucdo-teste (12.800 uM) em DMSO a
suspensao celular: concentracgéo final: 640 puM (1-8) em DMSO 5%

e Adicdo de 250 pL de solucdo-teste (32.000 uM) em DMSO a
suspensao celular: concentragao final: 1.600 uM (1-8) em DMSO 5%
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e Adicdo de 250 pL de solucdo-teste (80.000 uM) em DMSO a
suspensao celular: concentracéao final: 4000 uM (1-8) em DMSO 5%
e Adicdo de 250 pL de solucao-teste (200.000 pM) em DMSO:
concentracéo final: 10,000 uM (1-8) em DMSO 5%.
7. Controle positivo (MMC): Duas culturas por ensaio foram tratadas com 2
concentracdes de MMC (0,5 e 1,0 ug/mL). Periodo de tratamento: 2h.
e Adicdo de 100 pL de solucdo aquosa de 25 pg/mL de MMC a
suspensao celular: concentracéo final 0,5 pg/mL.
e Adicdo de 100 pL de solugdo aquosa de 50 pg/mL de MMC a
suspensao celular: concentracéo final 1,0 pg/mL.
8. Controle positivo (COL): Uma cultura por ensaio foi tratada com COL 0,02
pg/mL
e Adicao de 100 pL de solucdo aquosa de 1 pg/mL de COL a suspenséo
celular: concentracao final 0,02 pg/mL. Periodo de tratamento: 28h

Durante o periodo de tratamento, todas as culturas foram mantidas em estufa
nas mesmas condicdes experimentais descritas no estabelecimento das culturas.

Ao final do periodo de tratamento, todas as culturas foram retiradas da estufa,
centrifugadas (900 rpm) durante 10 min, o sobrenadante foi removido e, em seguida,
o pellet de células foi suspenso com 5 mL de solucdo de PBS. Apés uma segunda
centrifugagéo (900 rpm) durante 10 min, o sobrenadante foi removido e o pellet de
células, foi ressuspenso com 5 mL de meio RPMI 1640 completo, como descrito
acima, porém sem a FHA-M, mas adicionado de 7,5 uL de solucdo de 3 mg/mL de
citocalasina B (CCB: Sigma C6762) por 5 mL de suspensao celular resultando na
concentracdo final de 4,5 ug/mL de CCB. Em seguida as culturas retornaram a
estufa até se completar o tempo total de cultura de 72h. A CCB inibe a polimerizacao
da actina e possui atividade bloqueadora da citocinese levando a formacédo de
células binucleadas. A adicdo de CCB as culturas permite a identificacao e a andlise
de micronucleos somente em células que completaram uma mitose (FENECH,;
MORLEY, 1985; KIRSCH-VOLDERS et al, 2000).
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3.2.2 Processamento das células e preparacao das laminas

Ao final do periodo de 72 h de cultura, as células foram processadas de
acordo com o procedimento a seguir. As culturas celulares foram centrifugadas a
900 rpm por 10 min. O sobrenadante foi removido deixando cerca de 500 pL no
tubo. O pellet foi cuidadosamente ressuspenso e coletado em pipeta Pasteur
acoplado ao bulbo de borracha. A cada tubo de cultura foi adicionado 5 mL de
solucéo hipoténica de cloreto de potassio 0,56%, previamente resfriada em geladeira
por 10 min, seguida de suave homogeneizacdo da suspenséo celular empregando-
se pipeta Pasteur e imediata centrifugacdo a 900 rpm por 10 min. Novamente, o
sobrenadante foi removido e cerca de 500 pL da suspensdo foi cuidadosamente
ressuspensa e coletada em pipeta Pasteur. Cinco mililitros de solucédo fixadora
(metanol/acido acético glacial 5:1, previamente mantida a -20° C e misturada com
igual volume de cloreto de sédio 0,9%) foram adicionados a cada tubo e apés suave
homogeneizacdo com a suspensdao celular utilizando pipeta Pasteur foram mantidos
por 10 min a temperatura ambiente. Em seguida, outra centrifugacéo realizada (900
rpm) durante 10 min, remoc¢ao de sobrenadante deixando 500 pL e em seguida,
fixacdo das células com a adicao de 5 mL de solugdo metanol/acido acético glacial
(5:1, -20° C) por 15 min & temperatura ambiente. Esta etapa de fixacdo foi repetida
duas vezes. ApOs a terceira fixacdo, centrifugou-se, removeu-se o sobrenadante e
ressupendeu-se o pellet em 5 mL de solucéo metanol/acido acético glacial (5:1, -20°
C) e, em seguida, as suspensdes celulares fixadas foram mantidas em geladeira (4
a 6°C) até a preparacdo das laminas.

Anteriormente ao preparo das laminas, centrifugou-se a suspensao celular
fixada, removeu-se o sobrenadante e suspendeu-se o pellet celular com cerca de
1mL de solugéo metanol/acido acético glacial (5:1, -20° C). Em seguida aplicou-se
com pipeta Pasteur a suspenséao celular fixada em lamina de microscopia com uma
extremidade fosca. As laminas foram colocadas sobre uma placa quente (60° C)
para secagem ao ar e para se obter células com um citoplasma volumoso. As

laminas foram confeccionadas no momento da avaliagdo microscoépica.
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3.2.3 Andlise microscopica

Para avaliagdo microscopica, as laminas secas ao ar foram coradas por trés
segundos com solucdo corante de laranja de acridina (60 pg/mL) em tampéo
Sorensen (0,03 M KH,PO4 e 0,03 M NaHPO,). As laminas foram enxaguadas em
agua destilada e depois cobertas por uma laminula. Ao microscopio de fluorescéncia
o DNA dos nucleos principais e dos MNs corados pela laranja de acridina mostram
fluorescéncia verde (HAYASHI; SOFUNI; ISHIDATE, 1983). A analise foi efetuada
em microscopio de fluorescéncia (aumento de 400X), quanto a presenca de MNs por
2000 células binucleadas selecionadas ao acaso por cultura ou grupo experimental.

Figura 6: Célula binucleada de linfécito humano com a presenca de um micronucleo
no citoplasma. Coloracao pela laranja de acridina. Aumento de 400 x. Fonte: Foto da

prépria autora.

No caso especifico do ensaio com a COL, foram analisadas por cultura ou
grupo experimental, a presenga de MNs em 2000 células binucleadas e em 2000
células mononucleadas, pois de acordo com SPEIT e colaboradores (2011), COL
aumentou mais acentuadamente a inducdo de MNs em células mononucleadas do
gue em células binucleadas.

Para todos 0s grupos experimentais, o resultado foi expresso como o numero

de células binucleadas com MN no total de 2000 células binucleadas analisadas por
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cultura e no ensaio com a COL, adicionalmente o resultado incluiu a expresséo do
namero de células mononucleadas com MN no total de 2000 células mononucleadas
analisadas por cultura.

Simultaneamente ao ensaio de MN na presenca de CCB, dois métodos foram
empregados para a medida de citotoxicidade (OECD, 2014). O primeiro método
baseia-se na determinacdo do indice de proliferagdo a partir do bloqueio da
citocinese (IPBC) e o segundo método consiste na determinacdo do indice de
replicacédo (IR). Para a determinacao dos dois indices foram analisadas 500 células
por cultura. A citotoxicidade foi evidenciada na ocorréncia de redugéo no IPBC ou no
IR das culturas tratadas pelas substancias-teste quando comparado as culturas
controles (OECD, 2014). A medida da citotoxicidade foi empregada para a selecéo
das concentracfes da substancia-teste a serem analisadas quanto a presenca de
MNSs. A concentragdo méaxima empregada na andlise de MNs foi a que induziu 45 +
5 % de reducdo de IPBC ou de IR quando comparada ao controle negativo
concorrente (OECD, 2014).

O IPBC indica o numero médio de ndcleos por célula. O IPBC foi determinado
em culturas tratadas (IPBCt) e em culturas controle concorrentes (IPBCc) e foi
usado para se calcular a proliferagcdo celular e o percentual de inibicdo do
crescimento celular (% de atividade citostéatica) induzido pelo tratamento (LORGE et
al., 2008). Para a determinacdo do IPBC, 500 células por cultura foram analisadas
gquanto a incidéncia de células mononucleadas, células binucleadas e células
multinucleadas O IPBC e 0 % de atividade citostatica foram calculados de acordo as
férmulas (1) e (2) a seguir:

(1) IBPC = (N°de células mononucleadas) + 2(N°de células binucleadas) +3(N°de células multinucleadas)

Numero total de células
(2) Atividade citostatica (%) = 100 - 100 [ (IPBCt-1) / (IPBCc-1) ]

T = culturas tratadas com substancia-teste

C = culturas controle

O IR indica o numero relativo de ciclos celulares por célula durante o periodo
de exposicdo a CCB em culturas tratadas comparado as culturas controle e foi

usado para se calcular o % de atividade citostatica relativo ao IR. Para a
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determinacao do IR foram analisadas 500 células por cultura quanto a incidéncia de

células binucleadas e células multinucleadas. O IR e 0 % de atividade citostatica

foram calculados de acordo com as férmulas (3) e (4) a seguir:

®)

(4)

3.2.4

IR = (N°de células binucleadas) + 2(N°de células multinucleadas) + (numero total de células) t

(N°de células binucleadas) + 2(N°de células multinucleadas) + (nimero total de células) ¢

T = culturas tratadas com substancia-teste

C = culturas controle

Atividade citostatica (%) = 100 — IR

Critérios para a selecdo das células binucleadas no ensaio de MN pelo
blogueio da citocinese

A seguir, as caracteristicas que devem apresentar as células binucleadas

para serem analisadas quanto a presenca de MNs (FENECH, 2000):

o Os nucleos devem ser semelhantemente redondos ou ovais

o Os dois nucleos na célula binucleada devem ter membranas nucleares
intactas e estarem dentro do mesmo limite citoplasmatico

o Os dois nucleos numa célula binucleada devem ter aproximadamente o
mesmo tamanho.

o Os dois nucleos numa célula binucleada podem estar ligados por uma
fina ponte nucleoplasmética, que ndo seja mais larga do que % do diametro
nuclear.

o Os dois nucleos principais na célula binucleada podem se tocar, mas,
idealmente ndo devem se sobrepor. Uma célula com dois nucleos
sobrepostos pode ser analisada somente se os limites (membranas) de cada
nacleo forem distinguiveis.

o O limite citoplasmatico ou a membrana de uma célula binucleada deve
estar intacta e claramente distinguivel do limite citoplasmatico das células

adjacentes.
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3.2.5 Ciritérios para andalise de MNs no ensaio de MN pelo bloqueio da citocinese
(FENECH, 2000):

o As células devem ter uma aparéncia redonda ou oval com um
citoplasma intacto.

o MNs sdo morfologicamente idénticos, mas menores que 0s nucleos

o MNs devem ser contados somente se tiverem diametros menores do
gue os nucleos principais (cerca de 1/16 a 1/3 em linfocitos humanos).

o MNs néo séo refringentes podendo ser facilmente distinguiveis de
artefatos, como por exemplo, de particulas coradas.

. MNs nao séo ligados ou conectados aos nucleos principais. O MN deve
ser claramente separado dos nucleos principais.

o MN pode tocar, mas ndo sobrepde o0s nucleos principais e a membrana
do MN devem ser distinguiveis da membrana nuclear.

o MN usualmente tem a mesma intensidade de coloragdo que os nucleos

principais, mas ocasionalmente a coloragédo do MN pode ser mais intensa.

3.2.6 Analise estatistica

Na analise estatistica dos dados do ensaio de MN foram utilizadas tabelas de
contingéncia nas quais se compararam através do teste do Qui-Quadrado, dois
grupos (cultura controle DMSO 5% e a cultura tratada com uma concentracdo de
cada uma das substancias nitroimidazdlicas 1-8) ou a cultura controle e cultura
tratada com o controle positivo quanto ao numero de células com e sem
miconudcleos no total de 2000 células analisadas por cultura (RICHARDSON et al,
1989).

Tabelas de contingéncia com 6 grupos (cultura controle-DMSO 5% e as 5
concentracfes de cada sustancia nitroimidazolica (1-8) ou a cultura controle e as 2
concentracbes de COL foram analisadas pelo teste do Qui-Quadrado para analise
de tendéncia linear (RICHARDSON et al, 1989).

O programa computacional GraphPad Prism® sexta versdo (©1995-2015

GraphPad Software, Inc) foi empregado na analise estatistica dos dados.
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3.2.7 Avaliacéo e interpretacao dos resultados

A substancia é considerada positiva no ensaio de microndcleo in vitro se em
qualquer uma das condi¢des experimentais examinadas:

o pelo menos uma das concentracdes testadas haja um aumento

estatisticamente significativo de inducdo de formacdo de micronucleos

guando comparado ao controle negativo concorrente;

o o aumento de inducédo de formacdo de micronucleos for relacionado a

concentracdo em pelo menos uma condicdo experimental quando avaliado

com um teste apropriado para analise de tendéncia.

Quando estes dois critérios sdo cumpridos, a substancia teste é entdo
considerada ter a capacidade de induzir quebras cromossdmicas e / ou ganho ou
perda de cromossomos no sistema teste empregado (OECD, 2014).

A substancia teste que induz a formagcdo de MNs no ensaio de MN in vitro
pode fazé-los porque induzem quebras cromossomicas, perdas cromossOmicas, ou
uma combinac¢éo dos dois eventos.

A substancia é considerada negativa no ensaio de micronucleo in vitro se em
todas as condicbes experimentais examinadas:

. nenhuma das concentracdes testadas exiba um aumento

estatisticamente significativo de inducdo de formacdo de microndcleos em

comparacgdo com o controle negativo concorrente;

. ndo haja um aumento de inducdo de formacdo de micronucleos

relacionado com a concentracdo quando avaliada com um teste de tendéncia

apropriado.

A substancia teste € entdo considerada ndo ter a capacidade de induzir
guebras cromossdmicas e / ou ganho ou perda de cromossomos no sistema teste
empregado (OECD, 2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir apresentamos os resultados dos testes de citotoxicidade, do ensaio
Cometa e do ensaio de microndcleo em células sanguineas humanas in vitro
realizados com o MGZ (1) e com as sete substancias analogas do MGZ sintetizadas

por Farmanguinhos (2-8).

4.1 SUBSTANCIA 1 (MGZ)

4.1.1 Ensaio Cometa

A substancia 1 (MGZ) de peso molecular (PM) 226 e formula quimica
CsHsN6O,S (Figura 1) foi testada em células sanguineas humanas in vitro, no ensaio
de citotoxicidade mediado pelo DAF e BrEt e em trés ensaios Cometa (ensaio
Cometa 1, ensaio Cometa 2 e ensaio Cometa 3) empregando-se dez concentracdes
de MGZ na faixa de 149 a 10.000 uM em DMSO 5%, que corresponde ao controle
solvente.

No ensaio de citotoxicidade, o0 MGZ nas concentracdes de 149 uM, 382 a
10.000 pM em DMSO 5% né&o induziu decréscimo de viabilidade celular quando
comparado ao valor de 6% para o controle, DMSO 5% (Tabela 1). Apenas a
concentracdo de 238 uM de MGZ apresentou valor de decréscimo de viabilidade
celular de 10%, superior ao DMSO 5%, porém ndo houve um aumento de
citotoxicidade nas concentragbes subsequentes. As dez concentracOes testadas
apresentaram niveis aceitaveis de citotoxicidade, ou seja, ndo induziram valores
superiores a 30% de decréscimo de viabilidade celular quando comparados ao

DMSO 5% sendo, consequentemente empregadas no ensaio Cometa.



57

Tabela 1: Ensaio de citotoxicidade da substancia 1 (megazol) em células

sanguineas humanas in vitro. Tratamento: 2 h a 37°C

Grupos

Percentual de decréscimo de viabilidade celular

Controles:
Controle celular

Controle-solvente (DMSO 5%)
Concentracdes: megazol

149 uM
238 uM
382 uM
610 uM
977 uM
1.562 uM
2.500 uM
4.000 pM
6.400 uM
10.000 pM

0,5%
6,0%

4,5%
10,0%
1,5%
5,5%
3,5%
3,0%
4,5%
6,0%
3,5%
2,5%

O Quadro 1 mostra o dano ao DNA expresso em percentagem de células nas

quatro diferentes classes e em numero de UAT obtidos para o primeiro ensaio

Cometa realizado em células sanguineas humanas in vitro. A substancia 1 (MGZ) foi

genotoxica induzindo na concentracdo de 4000 uM, aumento na migracdo de DNA

estatisticamente significativa (p<0,05), quando comparado ao controle solvente

(DMSO 5%). O controle positivo, MMS 160 pM, induziu efeito genotéxico bem

evidente e extremamente significativo (p< 0,001) em relacdo ao controle celular.

Quadro 1: Ensaio Cometa 1 da substancia 1 (megazol) em células sanguineas
humanas in vitro. Distribuicao intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA
em Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.)

Grupos Classes de Dano ao DNA U.A.T.
0 | 1 | 2 | 3
Controles
Controle celular 96,5 3,5 0 0 7
Controle solvente 95,0 4,5 0,0 0,5 12
(DMSO 5%)

Concentracdes megazol
149 uM 91,5 7,0 0,0 1,5 23
238 uM 93,5 4,5 0,0 2,0 21
382 uM 93,5 5,0 0,0 1,5 19
610 uM 95,5 3,0 0,5 1,0 14
977 uM 89,5 10,5 0,0 0,0 21
1.562 uM 80,5 19,0 0,0 0,5 41
2.500 uM 88,0 11,5 0,5 0,0 25
4.000 uM 61,0 37,5 1,0 0,5 82 *
6.400 uM 66,0 31,0 1,0 2,0 78
10.000 uM 61,5 34,0 2,5 2,0 90
Controle positivo
MMS 160 uM - | 0,0 [ 0,0 | 6,5 [ 93,5 | 587 ***

*Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student , os asteriscos * e *** indicam respectivamente,
aumento de migracdo de DNA estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao controle-solvente
e aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001) em relag&o ao controle celular.
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O Quadro 2 mostra o dano ao DNA expresso em percentagem de células nas
quatro diferentes classes e em numero de UAT obtidos para o segundo ensaio
Cometa realizado em células sanguineas humanas in vitro. O MGZ foi genotoxico
induzindo na concentracdo de 6400 uM e 10000 uM, aumento na migracédo de DNA
estatisticamente significativa (p<0,05), quando comparadas ao controle solvente
(DMSO 5%). O controle positivo, MMS 160 pM, induziu efeito genotoxico bem

evidente e extremamente significativo (p< 0,001) em relacéo ao controle.

Quadro 2: Ensaio Cometa 2 da substéancia 1 (megazol) em células sanguineas
humanas in vitro. Distribuicao intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA
em Unidades Arbitrérias Totais (U.A.T.)

Grupos Classes de Dano ao DNA U.AT.
0 | 1 | 2 | 3

Controles
Controle celular 99,0 1,0 0 0 2
Controle solvente

(DMSO 5%) 97,0 2,0 0,0 1,0 10
Concentracdes megazol
149 uM 97,5 15 0,0 1,0 9
238 uM 97,5 2,0 0,0 0,5 7
382 uM 98,5 1,0 0,0 0,5 5
610 pM 98,5 0,5 0,0 1,0 7
977 uM 92,5 7,0 0,5 0,0 16
1.562 uM 89,0 11,0 0,0 0,0 22
2.500 pM 95,0 5,0 0,0 0,0 10
4.000 uM 83,5 15,5 1,0 0,0 35
6.400 pM 86,5 11,5 0,5 15 34>
10.000 pM 83,5 15,5 0,5 0,5 36 *
Controle positivo
MMS 160 pM * | o0 | 15 | 200 | 785 | 554 ***

*Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student ,0s asteriscos * e *** indicam respectivamente,
aumento de migracao de DNA estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao controle-solvente
e aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001) em relagéo ao controle celular.

O Quadro 3 mostra o dano ao DNA expresso em percentagem de células nas
quatro diferentes classes e em numero de UAT obtidos para o terceiro ensaio
Cometa realizado em células sanguineas humanas in vitro. O MGZ foi genotoxico
induzindo nas concentracfes de 238 uM, 610 uM, 6400 uM e 10000 uM, aumento na
migracdo de DNA estatisticamente significativa (p<0,05), quando comparado ao
controle solvente (DMSO 5%). O controle positivo, MMS 160 pM, induziu efeito
genotoxico bem evidente e extremamente significativo (p< 0,001) em relacdo ao

controle celular.
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Quadro 3: Ensaio Cometa 3 da substéancia 1 (megazol) em células sanguineas
humanas in vitro. Distribuicao intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA
em Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.)

Grupos Classes de Dano ao DNA U.A.T.
0 | 1 | 2 | 3

Controles
Controle celular 95,5 45 0,0 0,0 9
Controle solvente

(DMSO 5%) 91,5 6,5 0,0 2,0 25
Concentracbes megazol
149 uM 91,5 7,0 0,0 15 23
238 uM 87,5 10,0 0,0 2,5 35*
382 uM 92,0 5,0 1,0 2,0 26
610 pM 90,0 55 0,0 4.5 38 *
977 uM 86,5 11,5 1,0 1,0 33
1.562 uM 87,0 11,5 0,0 15 32
2.500 uM 89,5 9,5 0,0 1,0 25
4.000 uM 91,5 7,5 0,0 1,0 21
6.400 pM 71,5 25,0 0,5 3,0 70 *
10.000 uM 65,5 33,0 0,0 15 75 *
Controle positivo
MMS 160 uM - | 0,0 | 0,0 | 9,0 | 91,0 | 582 **

*Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student, os asteriscos * e *** indicam respectivamente,
aumento de migracdo de DNA estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao controle-solvente
e aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001) em relag&o ao controle celular.

Ao se combinar os resultados de dano ao DNA em UAT nos 3 ensaios
Cometa independentemente realizados com a substancia 1 (MGZ: 149 a 10.000 pM)
verificou-se que o tratamento das células sanguineas humanas com o MGZ, induziu
dano significativo ao DNA (p< 0,05) em trés concentracdes (1.562, 6.400 e 10.000
puM) quando comparado ao controle solvente (DMSO 5%). O controle positivo (MMS
160 pM) induziu efeito genotdxico bem evidente e extremamente significativo
(p<0,001) em relagcéo ao controle celular. O quadro 4 e a figura 7 mostram o dano ao
DNA, expresso como valor médio de UAT e erro padrdo da média para os trés
ensaios realizados com as dez concentracdes do MGZ, para os controles negativos
(DMSO 5% e controle) e controle positivo (MMS 160 puM).
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Quadro 4: Ensaio Cometa da substancia 1 (megazol) em células sanguineas
humanas in vitro. Dano ao DNA em valores médios + erro padrdo da média de
Unidades arbitrarias totais (U.A.T.). Combinacao dos resultados dos 3 ensaios
realizados

Grupos Média . Teste t (p)*
(UAT) Erro padrdo da média (UAT)

Controles:
Controle celular 6,00 2,08 -
Controle-solvente -
(DMSO 5%) 15,67 4,70
Concentracdes: megazol
149 uM 18,33 4,67 0,354
238 uM 21,00 8,08 0,300
382 uM 16,67 6,17 0,452
610 uM 19,67 9,39 0,361
977 uM 23,33 5,04 0,164
1.562 uM 31,67 5,49 0,046 *
2.500 uM 20,00 5,00 0,281
4.000 uM 46,00 18,45 0,093
6.400 uM 60,67 13,53 0,017 *
10.000 uM 67,00 16,09 0,019 *
Controle positivo:
MMS 160 uM* | 574,33 | 10,27 0,000 **+

“Valores de p no teste t de Student monocaudal. “Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student,
os asteriscos * e *** indicam respectivamente, aumento de migracdo de DNA estatisticamente

significativo (p<0,05) em relacéo ao controle-solvente e aumento de migragédo de DNA extremamente
significativo (p<0,001) em relagéo ao controle celular.

Figura 7: Efeito da substancia 1 (megazol) naindugéo de dano ao DNA em células sanguineas
humanas in vitro. Barras representam os erros padrdes das médias (EPM) das unidades

600 + arbitrarias totais (UAT) dos 3 ensaios Cometa realizados ookl

500 -
400 |
300 |
200 -

100 A

% *
*
[Cl [S] (1] 21 3 (4] (5] (6] (7] (8l (91 [10] [#]

Grupos experimentais

Dano ao DNA (Média de UAT + EPM)

[C] Controle [S]. Controle-solvente DMSO 5%. Concentragfes da substancia 1 (megazol): [1] 149 uM,
[2] 238 uM, [3] 382 pM, [4] 610 uM, [5] 977 uM, [6] 1.562 uM, [7] 2.500 uM, [8] 4.000 uM, [9] 6.400
UM, [10] 10.000 pM. [+] Metanosulfonato de metila 160 M. Pelo teste t de Student, os asteriscos * e
*** indicam respectivamente, aumento de migracdo de DNA estatisticamente significativo (p<0,05) em
relagdo ao controle-solvente e aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001)
em relacdo ao controle celular
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4.1.2 Ensaio de Micronucleo

A substancia 1 em DMSO 5% ndao foi citotoxica em células sanguineas
humanas in vitro (tratamento: 4h) nas concentracbes de 150 pM e 640 UM e
citotéxica nas concentra¢des 1.600, 4.000 e 10.000 uM evidenciada pela diminuicdo
dos respectivos IPBC e IR quando comparados ao controle-solvente. A diminui¢cédo
dos dois indices foi concentracdo-dependente induzindo uma inibicdo do
crescimento celular (% de atividade citostatica) de 31% na concentracdo de 1600
MM, 50% em 4.000 pM e de 63% em 10.000 uM relacionado ao IPBC e de 31%,
51%, 62% de atividade citostéatica, respectivamente em relagdo as concentracgoes,
1600 uM, 4000 uM e 10.000 pM relacionados ao IR (Quadro 5).

A partir dos resultados de citotoxicidade definiu-se 4.000 uM como a
concentracdo maxima da substancia 1 (megazol) a ser analisada quanto ao numero
de células micronucleadas por 2000 células binucleadas, pois nesta concentracdo
houve uma reducéo de 50% de crescimento celular em relacdo ao controle DMSO
5% (OECD, 2014).

O MGZ induziu aumento altamente significativo (p< 0,01) de formacéo de
micronucleos em células sanguineas humanas in vitro nas concentracfes de 1.600 e
4000 puM quando comparado ao controle-solvente DMSO 5%. Adicionalmente, o
aumento de inducéo de formacédo de micronucleos foi concentracdo-dependente (p<
0,001) quando avaliado pelo teste Qui-quadrado para andlise de tendéncia linear
(p<0,0001). O controle positivo COL 0,02 pg/mL induziu aumento significativo (p<
0,05) de células micronucleadas em células binucleadas em relagdo ao controle
celular (Quadro 5). Conclui-se que o MGZ induziu quebras cromossémicas e/ou
ganho ou perda de cromossomos em células sanguineas humanas apds 4h de

tratamento in vitro.
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Quadro 5: Citotoxicidade e ensaio de micronucleo in vitro pelo bloqueio da citocinese da susbtancia 1 (megazol) em
células sanguineas humanas

NUMERO DE CELULAS QUANTO AO MEDIDA DE MEDIDA DE ENSAIO DE MICRONUCLEO
NUMERO DE NUCLEOS/500 CELULAS CITOTOXICIDADE CITOTOXICIDADE
GRUPOS MONO Bl MULTINUCLEADAS 1PBC* ATIVIDADE IR ATIVIDADE NUMERO DE CELULAS MICRONUCLEADAS TESTE QUIQUADRADO
CITOSTATICA CITOSTATICA (NCMN) () ?
(%) (%)
Controles
NCMN/2000 CELULAS NCMN/2000
MONONUCLEADAS CELULAS
BINUCLEADAS
Controle Celular 357 125 18 1,322 - - - 20 13 -
NUMERO DE CELULAS
MICRONUCLEADAS/2000
CELULAS BINUCLEADAS
Controle Solvente 368 117 15 1,294 - - - 24 -
(DMSO 5%)
Concentragdes Substancia 1
150 uM 345 139 16 1,342 -16% 119% -19% 24 p= 0,884
640 uM 363 123 14 1,302 -3% 105% -5% 20 p= 0,649
1.600 pM 409 81 10 1,202 31% 69% 31% 47 p= 0,008 **
4.000 uM 435 57 8 1,146 50% 49% 51% 50 p= 0,003 **
10.000 um * 451 44 5 1,108 63% 38% 62% - -
Controle positivo
MMC* 0,5 334 154 12 1,356 -10% 123% -23% 20 p=0,294
pg/mL
MMC® 1,0 390 107 3 1,226 30% 85% 15% 22 p=0,174
pg/mL
NCMN/2000 CELULAS NCMN/2000
MONONUCLEADAS CELULAS
BINUCLEADAS
CoL®0,02 371 112 17 1,292 9% 90% 10% 28 30 p= 0,309
ug/mL (MONONUCLEADA)
p=0,014 *
(BINUCLEADA)

TIndice de proliferacéo a partir do bloqueio da citocinese (indica o niimero médio de nicleos por célula na presenca de citocalasina B). * indice de replicacao, indica a propor¢éo de ciclos de divisao
celular completos. * Valores de p no teste do Qui-Quadrado. * Analise de microntcleos ndo considerada em 10.000 pM devido & inducdo de inibicdo de crescimento celular superior a 50%. °
Mitomicina C. ® Colcemid (N-desacetil-N-metilcolchicina). Pelo teste de Qui-Quadrado, *significa aumento de células micronucleadas em células binucleadas estatisticamente significativo (p<0,05)
em relacéo ao controle celular, ** aumento de células micronucleadas altamente significativo (p<0,01) em relacéo ao controle-solvente.
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4.1.3 Importancia do estudo da genotoxicidade de anédlogos ao MGZ

A substancia 2-nitro imidazolica, benznidazol (BZN) e a 5-nitrofuranica,
nifurtimox (NFX) séo as unicas drogas disponiveis para o tratamento da doenca de
Chagas. Entretanto, estes nitroderivados mostram pouca atividade na fase cronica
tardia da doenca, causando efeitos colaterais severos e limitada eficacia contra
diferentes isolados do parasito, justificando-se, desta forma, a necessidade urgente
de se identificar alternativas para o tratamento de pacientes chagasicos (SOEIRO;
DE CASTRO, 2011; URBINA 2014). Esta doenca é causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi que afeta aproximadamente 8 milhées de individuos na América
Latina. Além disso, € uma doenca emergente em areas nao endémicas que esta
associada a imigracdo de pessoas infectadas (GASCON et al., 2010; SCHMUNIS;
YADON 2010; FRANCA et al., 2014). O MGZ, 2-amino-5(1-metil-5-nitro-2-imidazolil)-
1,3,4 tiadiazol), substancia nitroimidazélica com um anel tiodiazodlico, mostra alta
atividade in vitro e in vivo contra o Trypanosoma cruzi, incluindo as cepas resistentes
ao BZN (FILARDI; BRENER 1982, DE CASTRO; DE MEIRELLES 1986; LAGES-
SILVA et al., 1990; BUSCHINI et al., 2007; SALOMAO et al. 2010) e ao
Trypanosoma brucei, agente etiolégico da tripanosomiase africana humana ou
doenca do Sono (BOUTEILLE et al., 1995; ENANGA et al., 1998, 2000; BODA et al.,
2004). Varios estudos indicam claramente que o MGZ penetra no parasito por
difusdo passiva (BARRETT et al.,, 2003) e uma vez no interior da célula sofre
ativacdo por enzimas nitroredutases. Estas enzimas catalisam a reducédo do grupo
nitro do anel imidazélico (VIODE et al., 1999; WILKINSON; KELLY, 2009). Os
mecanismos subsequentes responsaveis pelo modo de acdo do MGZ ainda nao séo
claros. A partir de estudos com T.cruzi postulou-se a interferéncia do MGZ com o
metabolismo de oxigénio do parasito (VIODE et al., 1999), possivelmente por afetar
0s niveis intracelulares de tiol, especialmente de tripanotiona, cofator para
tripanotiona redutase, enzima essencial no processo de desintoxicacdo (MAYA et
al., 2003) e/ou via inibicdo da atividade NADH fumarato redutase (TURRENS et al.,
1996). Alternativamente, o MGZ mediou dano ao DNA em mutantes de T.cruzei
deficientes em RAD51, fundamental na via de reparo do DNA homadlogo do parasito
(ENANGA et al., 2003). Apesar de sua potente atividade tripanomicida, o MGZ né&o
foi aprovado para uso clinico devido aos relatos de efeitos mutagénicos e

genotoxicos in vitro associados com a reducdo do grupo nitro (FERREIRA;
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FERREIRA 1986a, 1986b; POLI et al.,, 2002; NESSLANY et al., 2004), porém a
natureza do metabolito mutagénico ainda néo foi caracterizado. A mutagenicidade
do MGZ foi evidenciada no ensaio bacteriano de Ames empregando as cepas de
Salmonella typhimurium TA98 e TA102 que detectam mutdgenos indutores de
mutagdes por deslocamento de quadro de leitura em concentragdes bem baixas,
como 0,1 pg/mL. Nenhuma atividade mutagénica foi observada com a cepa TA100
gue detecta substituicbes por pares de base em spot testes. Nao ocorreu aumento
no namero de mutantes induzidos na presenca de fracdo microssomal de figado de
rato (FERREIRA; FERREIRA, 1986a). A cepa TA98 deficiente em sistema de reparo
por excisdo foi muito mais sensivel a acéo letal de MGZ do que a cepa TA102, uma
cepa proficiente de reparo (FERREIRA; FERREIRA, 1986b).

O tratamento de linfécitos humanos in vitro durante 4h pelo MGZ, na presenca
de ativacdo metabdlica exdgena induziu na concentracdo de 1,25 mM aumento da
formacdo de MNs e de aberragbes cromossOmicas estruturais na faixa de 0,156 a
0,625 mM (NESSLANY et al., 2004). Devido aos relatos de mutagenicidade do MGZ,
investigacbes adicionais empregando-o como agente tripanomicida foram
descontinuadas. Consequentemente, o MGZ tornou-se uma substancia-alvo
promissora para a pesquisa de analogos com atividade tripanomicida, porém, sem
os efeitos mutagénicos.

Desde que a mutagenicidade é uma propriedade indesejavel para drogas
empregadas clinicamente que pode estar relacionada ao seu potencial
carcinogénico, estudos sdo necessarios para se avaliar o efeito dos compostos
nitroimidazélicos, em especial o0 MGZ, sobre o DNA contribuindo-se desta forma
para a elucidacdo de mecanismos envolvidos nesses processos. Um composto
nitroimidazélico apresentando atividade farmacolégica sem mutagenicidade deveria
ser de grande interesse ndo somente do ponto de vista de seguranca, mas também
por fornecer os subsidios para investigacdes futuras sobre o modo de acdo e o

mecanismo de expressao da mutagenicidade (MITAL, 2009).



65

4.1.4 Ensaios Cometa e micronucleo in vitro do MGZ (substancia 1) -

contextualizacdo com os dados da literatura.

O MGZ, sintetizado por Carvalho e colaboradores (2007), apos 2h de
tratamento in vitro, nas concentracbes de 1562 pM, 6400 uM e 10.000 uM causou
significativa (p< 0,05) quebra de fita de DNA em células sanguineas humanas
(linfocitos) sendo que, 10.000 uM, foi a concentragdo maxima testada in vitro para
substancias relativamente nao citotoxicas (TICE et al., 2000). O dano ao DNA né&o
foi associado a citotoxicidade, pois nestas concentracdes ndo ocorreu letalidade
celular guando comparado ao controle-solvente. O MGZ (149 pM a 10.000 pM) néao
foi citotoxico em células sanguineas humanas (linfocitos), com excecdo da
concentracdo de 238 UM com leve decréscimo de viabilidade celular de 4 %.
Resultados semelhantes foram obtidos por Carvalho e colaboradores (2014) e
Boechat e colaboradores (2015) que relataram efeito genotéxico altamente
significativo do MGZ (p< 0,01) no mesmo sistema-teste e condi¢cdes experimentais
para as concentracdes de 1562 uM, 2500 uM e 4000 uM sem reducao da viabilidade
celular na faixa testada (380-4,000 puM). O ensaio Cometa realizado em células
Vero, linfocitos e sangue total (POLI et al., 2002) foi altamente sensivel na deteccao
da genotoxicidade do MGZ em concentracfes na faixa de 8,8 a 35 uM, bem
inferiores as empregadas por Nesslany e colaboradores (2004) com o mesmo
periodo de tratamento de 4h. Poli e colaboradores (2002) mostraram em leucécitos
frescos provenientes de rato e camundongo uma relacdo dose-resposta de dano ao
DNA induzido pelo MGZ. As evidéncias em células Vero sugeriram uma complexa
relacdo entre o dano ao DNA e o tempo de tratamento e a possivel inducédo de
mecanismos de reparo. MGZ mostrou diferentes atividades biolégicas em relacéo
aos tipos celulares e as condi¢cbes experimentais (na auséncia ou na presenca de
curto ou longo tempo de exposicdo ao citocromo P-450, com ou sem outras
genotoxinas), consequentemente sugerindo uma modulacdo de eficacia por
diferentes condicdes fisioldgicas/bioldgicas das células.

Nossos resultados mostraram que o MGZ foi mutagénico em linfécitos
humanos aumentando significativamente (p<0,01) a formacdo de micronucleos nas
concentracbes de 1.600 e 4.000 pM de forma concentracdo dependente apos
periodo de tratamento de 4h. O MGZ nao inibiu o crescimento celular nas menores

concentragcbes (150 pM e 640 pM), As concentragdes de 1.600 e 4.000 uM foram
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citotdéxicas induzindo 31% e 50% de reducdo do indice de proliferacdo quando
comparados ao controle-solvente. A mais alta concentracédo de MGZ (10.000 uM),
nao foi avaliada quanto a inducdo de MNs, por ter causado 62% de reducédo do
IPBC, superior ao limite maximo de 50% de citotoxicidade recomendado pela OECD
(2014) para analise. Nesslany e colaboradores (2004) também relataram para o
MGZ fornecido por Far-Manguinhos da Fiocruz uma alta atividade genotdxica no
ensaio de micronucleo in vitro em células de linfoma de camundongo L5178Y sem
ativacdo metabdlica e tratamento por 24h, nas concentracdes 625 uM e 1250 uM
sendo estas concentragdes genotoxicas desprovidas de citotoxicidade. Na presenca
de ativagcdo metabdlica, a genotoxicidade do MGZ apds 4h de tratamento foi
somente observada na mais alta concentracao testada (1,25 mM) sem ocorréncia de
citotoxicidade. Nesslany e colaboradores (2004) ao empregar linfécitos humanos in
vitro tratados durante 4h pelo MGZ, na presenca de ativacdo metabdlica exdégena
observaram na concentracdo de 1,25 mM aumento da formacdo de MNs e de
aberracdes cromossdmicas estruturais nas concentracées 156 uM. e 625 pM.
Adicionalmente, O MGZ teve a sua mutagenicidade confirmada em outros
ensaios em células de mamifero in vitro e em in vivo. O MGZ proveniente de Far-
Manguinhos foi um potente indutor de aberracdes cromossdmicas estruturais in vitro
em linfécitos humanos apds 4h de tratamento na mais alta concentracao possivel de
ser analisada devido a citotoxicidade (0,625 mM); aumento significativo nas 3
concentracdes (0,156 mM, 0,312 mM e 0,625 mM) para o tratamento de 20h e em
0,357 mM e 0,625 mM para o tratamento de 44h. Na presenca de ativacao
metabdlica exdgena, houve aumento significativo de células com aberracdes
cromossOmicas estruturais, nas concentracdes de 0,156 mM e 0,625 mM de MGZ,
para o tratamento de 4h. No ensaio de micronucleo in vivo em células de medula
Ossea de ratos, as duas doses diarias (2 dias) administradas sucessivamente por via
oral (500 mg/kg e 1000 mg/kg), com amostragem 24h apds a segunda dose
induziram aumento significativo na frequéncia de eritrOcitos policromaticos
micronucleados em ratos Sprague-Dawley de ambos os sexos. Embora o MGZ seja
um potente agente tripanomicida e biodisponivel quando administrado por via oral,
sua toxicidade imp6s a descontinuacdo do processo de seu desenvolvimento para o
tratamento da doenca de Chagas e da doenca do Sono (NESSLANY et al., 2004).
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Em sistema-teste bacteriano, evidenciou-se a mutagenicidade do MGZ no
teste de Ames nas cepas de Salmonella typhimurium TA98 e TA102 que detectam
mutagenos indutores de mutacbes por deslocamento de quadro de leitura em
concentracbes bem baixas, como 0,1 pg/mL. Nenhuma atividade mutagénica foi
observada com a cepa TA100 que detecta substituicdes por pares de base em spot
testes. Nao ocorreu aumento no niumero de mutantes induzidos na presenca de
fracdo microssomal de figado de rato (FERREIRA; FERREIRA, 1986a). A cepa TA98
deficiente em sistema de reparo por excisdo foi muito mais sensivel a acao letal de
MGZ do que a cepa TA102, uma cepa proficiente de reparo (FERREIRA;
FERREIRA, 1986b). O MGZ induziu mutagenicidade em cepas TA98 e TA98dnpg de
Salmonella typhimurium, mas ndo em cepa deficiente em redutase TA98nr. A
presenca de mistura S9 nado restaurou a atividade mutagénica do MGZ na cepa
TA98nr. Atividade mutagénica foi detectada em amostras séricas de cobaias
tratadas pelas cepas TA98 e TA98dnps proficientes em nitroredutase, mas néo pela
cepa deficiente em nitroredutase TA98nr. Na urina, a atividade mutagénica foi
observada com todas as 3 cepas sugerindo uma ativacao metabdlica in vivo por uma
via metabolica distinta (DE MORAIS et al., 1998). O MGZ quando testado na faixa
de 0,05 a 1,0 pg/mL mostrou atividade mutagénica altamente significativa no teste
de Ames em concentracdes bem baixas na presenca e auséncia de mistura S9,
respectivamente em 4 cepas de Salmonella typhimurium: cepa TA97 (-S9: 0,1-1,0
pg/mL; +S9: 0,2-1,0 ug/mL), TA98 (-S9: 0,2-1,0 ug/mL; +S9: 0,5-1,0 pug/mL); TA100
(-S9: 0,2-1,0 pg/mL; +S9: 0,1-1,0 pg/mL) e TA102 (-S9: efeito negativo; +S9: 0,05-
1,0 pg/mL). (MELLO et al, 2013).

414.1 Atividade tripanomicida do MGZ

O MGZ mostrou um marcante efeito curativo em camundongos
experimentalmente infectados com T.cruzi. Quando doses de 50 ou 100 mg/kg
foram usadas por 20 dias consecutivos, curas parasitolégicas foram obtidas em
100% dos animais. Altos niveis de cura foram também observados com uma unica
dose de 500 mg/kg de MGZ (FILARDI; BRENER, 1982).

Bouteille e colaboradores (1995), observaram para o MGZ, atividade in vitro
contra o T.brucei brucei uma concentracéo efetiva média (CEs,=0,01pug/mL). Quando

esta substancia foi testada in vivo quanto a sua atividade em camundongos Suico
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infectados, observou-se cura da doencga aguda. Entretanto MGZ ndo causou a cura
de camundongos com uma infecgdo subaguda com envolvimento do sistema
nervoso central (BOUTEILLE et al., 1995).

O MGZ fornecido por Far-Manguinhos apresentou alta atividade tripanomicida
in vitro, ou seja, uma dose letal média (DLso= 9,9+ 0,8 uM) para o T. cruzi e uma
concentracéao inibitéria média (Clso= 0,14 = 0,01 uM). para o T. brucei (CARVALHO
et al.,. 2007; CARVALHO et al., 2014; BOECHAT et al., 2015).

4.2 SUBSTANCIA 2

4.2.1 Ensaio Cometa

A substancia 2 de PM 209 e férmula quimica Ce¢H;N;O, (Figura 1) foi testada
em células sanguineas humanas in vitro em dois ensaios Cometa empregando-se
nove concentracdes da substancia na faixa de 149 pM a 6.400 uM em DMSO 5%,
gue corresponde ao controle solvente.

No ensaio de citotoxicidade, a substancia 2 na faixa de concentracdes testada
de 149 uM a 6400 uM em DMSO 5% néo foi citotdxica, ndo induzindo decréscimo de
viabilidade celular nas concentracbes 610 uM, 977 uM, 4000 uM e 6400 uM e
causando somente 1% de letalidade nas demais concentra¢cdes quando comparada
ao controle-solvente (Tabela 2). As nove concentracdes testadas apresentaram
niveis aceitaveis de citotoxicidade, ou seja, ndo induziram valores superiores a 30%
de decréscimo de viabilidade celular guando comparados ao DMSO 5% sendo,

consequentemente empregadas no ensaio Cometa.
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Tabela 2: Ensaio de citotoxicidade da substancia 2 em células sanguineas
humanas in vitro. Tratamento: 2 h a37°C

Grupos

Percentual de decréscimo de viabilidade celular

Controles:
Controle celular

Controle-solvente (DMSO 5%)
Concentracfes: substancia 2

149 uM
238 uM
382 uM
610 uM
977 uM
1.562 uM
2.500 uM
4.000 pM
6.400 pM

0%
0%

1%
1%
1%
0%
0%
1%
1%
0%
0%

O quadro 6 mostra o dano ao DNA expresso em percentagem de células nas

quatro diferentes classes e em numero de UAT obtidos para o primeiro ensaio

Cometa realizado em células sanguineas humanas in vitro. A substancia 2 néo foi

genotoxica, ndo induzindo na faixa de concentracdes testada (149 a 6.400 uM)

aumento na migracdo de DNA estatisticamente significativo (p>0,05), quando

comparada ao controle solvente (DMSO 5%). O controle positivo, MMS 160 uM,

induziu efeito genotdxico bem evidente e altamente significativo (p< 0,01) em relacao

ao controle celular.

Quadro 6: Ensaio Cometa 1 da substancia 2 em células sanguineas humanas
in vitro. Distribuic&do intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em

Unidades Arbitrérias Totais (UAT)

Grupos Classes de dano ao DNA UAT
0 1 2 3
Controles
Controle celular 93,0 7,0 0,0 0,0 14
Controle solvente 87,0 8,0 4,0 1,0 38
(DMSO 5%)
Concentracdes Substancia 2
149 uM 92,5 6,0 0,5 1,0 20
238 uM 88,0 11,5 0,0 0,5 26
382 uM 86,0 12,5 1,5 0,0 31
610 uM 85,5 9,5 3,5 15 42
977 uM 79,0 16,5 4,0 0,5 52
1.562 uM 91,5 6,5 2,0 0,0 21
2.500 pM 79,5 17,5 2,0 1,0 49
4.000 uM 75,0 21,0 3,5 0,5 59
6.400 pM 69,0 225 5,0 35 86
Controle positivo
MMS 160 puM * ‘ 0,0 12,5 11,0 76,5 528 **

*Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student,, o asterisco ** indica, aumento de migracdo de
DNA altamente significativo (p<0,01) em relagcdo ao controle-solvente.
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O quadro 7 mostra o dano ao DNA expresso em percentagem de células nas
quatro diferentes classes e em numero de UAT obtidos para o segundo ensaio
Cometa realizado em células sanguineas humanas in vitro. A substancia 2 néo foi
genotoxica, ndo induzindo na faixa de concentracdes testadas (149 a 6.400 uM)
aumento na migracdo de DNA estatisticamente significativo (p>0,1), quando
comparada ao controle solvente (DMSO 5%). O controle positivo, MMS 160 pM,
induziu efeito genotdéxico bem evidente e extremamente significativo (p< 0,001) em

relacdo ao controle celular.

Quadro 7: Ensaio Cometa 2 da substancia 2 em células sanguineas humanas
in vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias Totais (UAT)

Grupos Classes de dano ao DNA UAT
0 \ 1 \ 2 E
Controles
Controle celular 97,5 2,0 0,0 0,5 7
Controle solvente 95,0 2,0 2,0 1,0 18
(DMSO 5%)
Concentracdes Substéncia 2
149 uM 96,0 2,5 0,0 15 14
238 uM 99,0 0,5 0,0 0,5 4
382 uM 96,5 15 1,0 1,0 13
610 uM 98,5 0,5 0,5 0,5 6
977 uM 95,0 35 0,0 15 16
1.562 uM 95,5 2,0 0,5 2,0 18
2.500 pM 96,0 15 0,5 2,0 17
4.000 uM 91,0 6,5 15 1,0 25
6.400 uM 88,5 8,0 2,0 15 33
Controle positivo
MMS 160 uM * \ 15 12,5 16,5 69,5 508 ***

"Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student, os asteriscos*** indica aumento de migracéo de
DNA extremamente significativo (p<0,001) em relagéo ao controle celular.

Ao se combinar os resultados do dano ao DNA em UAT nos dois ensaios
Cometa independentes realizados, verificou-se que o tratamento das células
sanguineas humanas com a substancia 2 na faixa de concentracdes de 149 pM a
6.400 pM néo induziu aumento na migracdo de DNA estatisticamente significativo
(p>0,1), quando comparado ao controle solvente (DMSO 5%). O controle positivo,
MMS 160 uM induziu efeito genotoxico bem evidente e extremamente significativo
(p< 0,001) em relacéo ao controle celular. O Quadro 8 e a figura 8 mostram o dano

ao DNA, expresso como valor médio de UAT e erro padrdo da média para os dois
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ensaios realizados com as nove concentracdes da substancia 2, para os controles

negativos (DMSO 5% e controle celular) e controle positivo (MMS 160 pM).

Quadro 8: Ensaio Cometa da substancia 2 em células sanguineas humanas in
vitro. Dano ao DNA em valores médios + erro padrdo da média de Unidades
Arbitrarias Totais (U.A.T.). Combinacdo dos resultados dos 2 ensaios
realizados

Grupos | Média (U.A.T.)| Erro padrdo da média (U.A.T)| Testet (p)"

Controles:
Controle celular 10,50 3,50 -
Controle Solvente -

(DMSO 5%) 28,00 10,00
Concentracbées  Substancia 2
149 uM 17,00 3,00 0,201
238 uM 15,00 11,00 0,237
382 uM 22,00 9,00 0,350
610 uM 24,00 18,00 0,432
977 uM 34,00 18,00 0,399
1.562 pM 19,50 1,50 0,244
2.500 uM 33,00 16,00 0,408
4.000 uM 42,00 17,00 0,276
6.400 uM 59,50 26,50 0,191
Controle
Positivo:
MMS 160 uM* | 518,00 | 10,00 | 0,0002 ***

“Valores de p no teste t de Student monocaudal. “Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student
0s asteriscos *** indicam, aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001) em
relacdo ao controle celular.

Figura 8: Efeito da substancia 2 na inducéo de dano ao DNA em células sanguineas humanas
in vitro. Barras representam os erros padrées das médias (EPM) das unidades arbitrarias

600 totais (UAT) dos 2 ensaios Cometa realizados
%k ok k

500 -
400 |
300 1
200 -

100 A

(€] [S] (1] (2] (3] [4] (5] (6] [7] (8] (9] [+]

Grupos experimentais

Dano ao DNA (Média de UAT + EPM)

[C] Controle [S]. Controle-solvente DMSO 5%. Concentra¢des da substancia 2: [1] 149 uM, [2] 238
MM, [3] 382 pM, [4] 610 pM, [5] 977 uM, [6] 1.562 pM, [7] 2.500 pM, [8] 4.000 uM, [9] 6.400 uM, [10]
10.000 pM. [+] Metanosulfonato de metila 160 pM. Pelo teste t de Student, os asteriscos *** indicam,
aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001) em relac@o ao controle celular
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4.2.2 Ensaio de Micronucleo

A substancia 2 em DMSO 5% ndao foi citotoxica em células sanguineas
humanas in vitro (tratamento: 4h) nas concentracdes de 150 uM, 640 pM e 1600 puM
quando medida pelo IPBC e nas concentragdes de 150 pM e 640 pM quando
medida pelo IR. A citotoxicidade da substancia 2 foi evidenciada nas duas maiores
concentracdes (4.000 uM e 10.000 uM) através da diminuicdo do IPBC e em trés
concentracbes (1.600 uM, 4.000 pM e 10.000uM) pela diminuicdo do IR quando
comparados ao controle-solvente. A diminuicdo dos dois indices foi concentracéo-
dependente induzindo uma inibicdo do crescimento celular (% de atividade
citostatica) de 73% na concentracédo de 4000 uM e de 74% em 10.000 uM referente
ao IPBC e de 24%, 78% e 77% de atividade citostatica quando medida pelo IR,
respectivamente em relacdo as concentracdes de 1.600 uM, 4.000 uM e 10.000 uM
da substancia 2 (Quadro 9).

A partir dos resultados de citotoxicidade definiu-se 1600 pM como a
concentracdo maxima da substancia 2 a ser analisada quanto ao numero de células
micronucleadas por 2000 células binucleadas, pois nesta concentracdo houve uma
reducdo de 24% de crescimento celular em relagdo ao controle DMSO 5%, abaixo
do valor limite de 50% (OECD, 2014).

A substancia 2 induziu aumento estatisticamente significativo (p< 0,05) de
formacao de micronucleos em células sanguineas humanas in vitro na concentracéo
de 1.600 uM quando comparado ao controle-solvente DMSO 5%. Adicionalmente, o
aumento de indugdo de formacgéo de micronucleos foi concentracéo-dependente (p<
0,05) quando avaliado pelo teste Qui-Quadrado para analise de tendéncia linear
(p=0,0110). O controle positivo MMC 1,0 pg/ml, induziu aumento extremamente
significativo (p< 0,0010) de células micronucleadas em relagdo ao controle celular
sendo este aumento concentracdo-dependente (p< 0,001) com valor de p= 0,0004.
O controle positivo COL 0,02 pg/mL induziu aumento altamente significativo (p<
0,01) de células micronucleadas em células mononucleadas e binucleadas em
relacdo ao controle celular (Quadro 9). Conclui-se que a substancia 2 induziu
guebras cromossdmicas e/ou ganho ou perda de cromossomos em células

sanguineas humanas apoés 4h de tratamento in vitro.



Quadro 9: Citotoxicidade e ensaio de micronucleo in vitro pelo blogueio
sanguineas humanas.

73

da citocinese da substancia 2 em células

NUMERO DE CELULAS QUANTO AO
NUMERO DE NUCLEOS/500 CELULAS

MEDIDA DE CITOTOXICIDADE

MEDIDA DE

CITOTOXICIDADE

ENSAIO DE MICRONUCLEO

GRUPOS MONO BI MULTINUCLEADAS IPBC* ATIVIDADE CITOSTATICA IR? ATIVIDADE NUMERO DE CELULAS MICRONUCLEADAS TESTE QUIQUADRADO
(%) CITOSTATICA (NCMN) (p)?
(%)
Controles
NCMN/2000 CELULAS NCMN/2000
MONONUCLEADAS CELULAS
BINUCLEADAS
Controle Celular 390 102 8 1,236 - - - 20 13 -
NUMERO DE CELULAS
MICRONUCLEADAS/2000
CELULAS BINUCLEADAS
Controle Solvente 403 94 3 1,200 - - - 25 -
(DMSO 5%)
Concentracgdes Substancia 2
150 uM 395 100 5 1,220 -10% 106% 6% 28 p=0,782
640 uM 392 101 7 1,230 -15% 107% -7% 36 p=0,197
1.600 uM 410 71 19 1,218 -9% 76% 24% 44 p=0,029 *
4.000 uM * 476 21 3 1,054 73% 22% 78% - -
10.000 uM ¢ 476 22 2 1,052 74% 23% 77% - -
Controle positivo
MMC > 0,5 pg/mL 434 62 4 1,140 41% 61% -39% 24 p=0,099
MMC® 1,0 ug/mL 427 70 3 1,152 36% 69% 31% 38 p=0,0007 ***
NCMN/2000 CELULAS NCMN/2000
MONONUCLEADAS CELULAS
BINUCLEADAS

coL® 0,02 pg/mL 387 91 22 1,270 -14% 89% 11% 42 37 p= 0,007 **

(MONONUCLEADA)

p= 0,001 **

(BINUCLEADA)

TIndice de proliferag
celular completos.

50 a partir do bloqueio da citocinese (indica o nimero médio de nicleos por célula na presenca de citocalasina B). Z indice de replicagao, indica a proporcao de ciclos de divisao
Valores de p no teste do Qui-Quadrado. * Analise de micronticleos ndo considerada em 4.000 uM e 10.000 uM devido & indugao de inibigéo de crescimento celular superior a
50%. ° Mitomicina C. ® Colcemid (N-desacetil-N-metilcolchicina). Pelo teste de Qui-Quadrado, *significa aumento de células micronucleadas estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao
controle solvente, ** aumento de células micronucleadas altamente significativo (p<0,01) em relacdo ao controle celular, *** aumento de células micronucleadas extremamente significativo
(p<0,001) em relag&o ao controle celular.
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4.2.3 Ensaios Cometa e micronucleo in vitro da substancia 2 — contextualizacéo

com os dados da literatura.

A substancia 2, sintetizada por Carvalho e colaboradores (2007), apés 2h de
tratamento na faixa de concentracdes de 149 uM a 6.400 pM né&o causou (p> 0,1)
quebra de fita de DNA em células sanguineas humanas (linfécitos) in vitro quando
comparado ao controle solvente.

A substituicdo do atomo de enxofre no anel tiodiazélico do MGZ pelo
nitrogénio no nucleo triazodlico presente na substancia 2 aboliu o efeito de quebra de
fita de DNA e reduziu acentuadamente a atividade tripanomicida contra o T.cruzi e
T.brucei. A DLsop do MGZ em relagdo ao T.cruzi e T.brucei foram respectivamente,
9,94+0,8 uM e 0,14 +0,01 uM, enquanto para a substancia 2, os valores de DLso para
T.cruzi e T.brucei foram respectivamente, 256,8 £53,0 uM e > 40 uM (CARVALHO et
al., 2014).

No ensaio de microndcleo, a substancia 2 induziu quebras cromossdmicas
e/ou ganho ou perda de cromossomos (p<0,05) em células sanguineas humanas
(linfécitos) apds 4h de tratamento in vitro somente na concentracdo de 1.600 uM
quando comparado ao controle-solvente DMSO 5%. O dano ao DNA né&o foi
associado a citotoxicidade, pois nesta concentracdo a substancia 2 ndo reduziu o
IPBC e causou uma reducéo de 24% do IR quando comparado ao controle-solvente
e portanto abaixo do valor limite de 50% recomendado pela OECD para analise de
micronucleos (OECD, 2014). A substituicdo do enxofre no anel tiodiazdlico do MGZ
pelo nitrogénio gerando o anel triazélico na substancia 2 néo foi capaz de abolir o
efeito clastogénico (quebras cromossémicas) e/ou aneugénico (perda ou ganho de
cromossomos) do MGZ. No MGZ, além da concentracdo de 1600 uM, 4000 pM
também induziu quebra de fita de DNA. Quanto a citotoxicidade quando comparada
ao MGZ, tal alteracédo causou somente uma leve queda de citotoxicidade na dose de
1600 uM quando medida pelo IR, enquanto nas concentracdes seguintes de 4.000
UM e 10.000 pM, houve reducdes de IR das células sanguineas cerca de 27% e

15% superiores aos valores obtidos para o MGZ.
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4.3 SUBSTANCIA 3

4.3.1 Ensaio Cometa

A substéancia 3 (Figura 1) de PM 277 e férmula quimica C;HgF3N7O, foi testada
em células sanguineas humanas in vitro, no ensaio de citotoxicidade mediado pelo
DAF e BrEt e em dois ensaios Cometa (ensaio Cometa 1, ensaio Cometa 2)
empregando-se dez concentragbes da substancia na faixa de 149 uM a 10.000 pM
em DMSO 5%, que corresponde ao controle solvente.

No ensaio de citotoxicidade, a substancia 3 nas concentracdes de 149 a 2500
UM em DMSO 5% ndao induziu decréscimo de viabilidade celular quando comparado
ao valor de 0% para o controle DMSO 5% (Tabela 3). Apenas as 3 maiores
concentracdes (4.000, 6.400 e 10.000 uM) causaram niveis reduzidos e aceitaveis
de citotoxicidade inferiores a 30% (2%, 1% e 2% respectivamente) e desta forma,

todas as concentracdes foram empregadas nos dois ensaios Cometa realizados.

Tabela 3: Ensaio de citotoxicidade da substancia 3 em células sanguineas
humanas in vitro. Tratamento: 2 h a37°C

Grupos Percentual de decréscimo de viabilidade celular
Controles:

Controle 0%
Controle-solvente (DMSO 5%) 0%
Concentracfes: substancia 3

149 uM 0%
238 uM 0%
382 uM 0%
610 pM 0%
977 uM 0%
1.562 uM 0%
2501 u™m 0%
4.000 pM 2%
6.400 pM 1%

10.000 puM 2%
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O Quadro 10 mostra o dano ao DNA expresso em percentagem de células
nas quatro diferentes classes e em nuimero de UAT obtidos para o primeiro ensaio
Cometa realizado em células sanguineas humanas in vitro. A substancia 3 foi
genotoxica induzindo nas concentracfes de 2.500 uM e 10.000 uM, aumentos na
migracdo de DNA estatisticamente significativo (p<0,05), quando comparados ao
controle solvente (DMSO 5%). O controle positivo, MMS 160 pM, induziu efeito
genotoxico bem evidente e extremamente significativo (p< 0,001) em relacdo ao

controle celular.

Quadro 10: Ensaio Cometa 1 da substancia 3 em células sanguineas humanas
in vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.)

Grupos Classes de Dano ao DNA U.A.T.
0 | 1 | 2 | 3

Controles
Controle celular 96,0 3,5 0,0 0,5 10
Controle solvente

(DMSO 5%) 93,0 4,0 1,0 2,0 24
Concentracdes Substéancia 3
149 uM 91,5 6,0 0,0 2,5 27
238 uM 93,5 6,5 0,0 0,0 13
382 uM 91,0 8,5 0,0 0,5 20
610 uM 95,5 2,5 1,0 1,0 15
977 uM 87,5 6,0 0,5 6,0 50
1.562 uM 87,5 12,0 0,0 0,5 27
2.500 pM 78,0 19,0 1,0 2,0 54 *
4.000 uM 86,0 12,0 1,0 1,0 34
6.400 pM 73,0 23,5 2,0 15 64
10.000 uM 72,5 23,0 25 2,0 68 *
Controle Positivo
MMS 160 uM * 0,0 8,5 \ 16,0 \ 75,5 534 *x*

'Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student, os asteriscos * e *** indicam respectivamente,
aumento de migracdo de DNA estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao controle-solvente
e aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001) em relacéo ao controle celular.

O Quadro 11 mostra o dano ao DNA expresso em percentagem de células
nas quatro diferentes classes e em numero de UAT obtidos para o segundo ensaio
Cometa realizado em células sanguineas humanas in vitro. A substancia 3 foi
genotoxica induzindo nas duas maiores concentragbes (6.400 uM e 10.000 pM)
aumentos na migragdo de DNA estatisticamente significativos (p<0,05), quando
comparados ao controle solvente (DMSO 5%). O controle positivo, MMS 160 uM,
induziu efeito genotéxico bem evidente e extremamente significativo (p< 0,001) em

relacéo ao controle celular.
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Quadro 11: Ensaio Cometa 2 da substancia 3 em células sanguineas humanas
in vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.)

Grupos Classes de Dano ao DNA U.AT.
0 | 1 | 2 | 3

Controles
Controle celular 95,5 4,5 0,0 0,0 9
Controle solvente

(DMSO 5%) 94,5 3,0 0,0 2,5 21
Concentracbes Substancia 3
149 uM 96,5 3,0 0,0 0,5 9
238 uM 97,0 3,0 0,0 0,0 6
382 uM 96,0 3,5 0,0 0,5 10
610 uM 95,0 4,5 0,0 0,5 12
977 uM 86,0 6,0 0,0 8,0 60
1.562 uM 89,5 55 0,0 5,0 41
2.500 pM 92,5 4,0 0,0 3,5 29
4.000 uM 88,5 7,0 1,0 3,5 39
6.400 pM 85,5 8,5 1,0 5,0 51 *
10.000 pM 82,0 13,5 0,5 4,0 53 *
Controle Positivo
MMS 160 uM’ 0,0 9,0 | 6,0 | 850 552 ***

*Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student, os asteriscos * e *** indicam respectivamente,
aumento de migracdo de DNA estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao controle-solvente
e aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001) em relag&o ao controle celular.

Ao se combinar os resultados do dano ao DNA em UAT nos dois ensaios
Cometa independentes realizados verificou-se que o tratamento das células
sanguineas humanas com a substancia 3 na faixa de concentracfes de 149 uM a
10.000 uM induziu dano significativo ao DNA (p< 0,05) na concentracdo de 977 uM e
nas trés maiores concentragbes testadas (4.000, 6.400 e 10.000 pM) quando
comparado ao controle solvente (DMSO 5%). O controle positivo, MMS 160 uM
induziu efeito genotdéxico bem evidente e extremamente significativo (p< 0,001) em
relacdo ao controle celular. O Quadro 12 e a Figura 9 mostram o dano ao DNA,
expresso como valor médio de UAT e erro padrao da média nos dois ensaios para
as dez concentracdes da substancia 3, para os controles negativos (DMSO 5% e

controle) e controle positivo (MMS 160 puM).
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Quadro 12: Ensaio Cometa da substancia 3 em células sanguineas humanas in
vitro. Dano ao DNA em valores médios + erro padrdo da média de Unidades
Arbitrarias Totais (U.A.T.). Combinacdo dos resultados dos 2 ensaios
realizados

Grupos | Média (UAT) | Erro padrédo da média (UAT) | Testet (p)°
Controles:
Controle celular 9,50 0,50 -
Controle solvente -

(DMSO 5%) 22,50 1,50

Concentracdes: substancia 3
149 pM 18,00 9,00 0,335
238 uM 9,50 3,50 0,038
382 uM 15,00 5,00 0,144
610 uM 13,50 1,50 0,026
977 UM 55,00 5,00 0,012 *
1.562 uM 34,00 7,00 0,125
2.500 uM 41,50 12,50 0,135
4.000 pM 36,50 2,50 0,020 *
6.400 uM 57,50 6,50 0,017 *
10.000 pM 60,50 7,50 0,019 *
Controle Positivo:
MMS 160 pM? | 543,00 | 9,00 | 0,0001 ***

“Valores de p no teste t de Student monocaudal. “Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student
os asteriscos * e *** indicam respectivamente, aumento de migracdo de DNA estatisticamente
significativo (p<0,05) em relacéo ao controle-solvente e aumento de migragédo de DNA extremamente
significativo (p<0,001) em relagé@o ao controle celular.

Figura 9: Efeito da substancia 3 nainducédo de dano ao DNA em células sanguineas
humanas in vitro. Barras representam os erros padrdes das médias (EPM) das unidades

600 - arbitrarias totais (UAT) dos 2 ensaios Cometa realizados * k%
E‘ )
i 500 -
+
‘e 400 -
)
S
< 300 -
S
Na
2 200 -
<
8
8 100 4 % " * *
% 0 L == ./ [ 5 == =3 Ij Ifl E_I : |:| : Ij I_:_I
o [C]  [S] 1 [2 (3] (4] (5] (6] [7] (81 [ [10]  [+]

Grupos experimentais

[C] Controle [S]. Controle-solvente DMSO 5%. Concentragfes da substancia 3: [1] 149 pM, [2] 238
pUM, [3] 382 pM, [4] 610 pM, [5] 977 pM, [6] 1.562 pM, [7] 2.500 pM, [8] 4.000 uM, [9] 6.400 uM, [10]
10.000 pM. [+] Metanosulfonato de metila 160 uM. Pelo teste t de Student os asteriscos * e ***
indicam respectivamente, aumento de migragcdo de DNA estatisticamente significativo (p<0,05) em
relacdo ao controle-solvente e aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001)
em relacdo ao controle celular
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4.3.2 Ensaio de Micronucleo

A substancia 3 em DMSO 5% ndao foi citotoxica em células sanguineas
humanas in vitro (tratamento: 4h) nas concentracdes de 150 uM e 4.000 uM quando
medida pelo IPBC e nas concentracdes de 150 uM, 640 pM e 4.000 uM quando
medida pelo IR (Quadro 13). A citotoxicidade da substancia 3 foi constatada em trés
concentracfes (640 uM, 1.600 uM e 10.000 uM), evidenciada, respectivamente, pela
diminuicdo do IPBC de 4%, 19% e 36% e em duas concentracdes (1.600 uM e
10.000uM), respectivamente, pela diminuicdo do IR de 5% e 22% quando
comparados ao controle-solvente.

A partir dos resultados de citotoxicidade, todas as concentracdes da
substancia 3 foram consideradas para analise quanto ao numero de células
micronucleadas por 2000 células binucleadas, pois as maiores reducdes de IPBC
(36 %) e de IR (22%) em relagdo ao controle-solvente ocorreram na concentracao
de 10.000 uM, abaixo do valor limite de 50% (OECD, 2014).

A substancia 3 n&o induziu aumento significativo (p> 0,1) de formagéo de
micronucleos em células sanguineas humanas in vitro na faixa de concentracfes
testada (150 pM a 10.000 uM) quando comparado ao controle-solvente DMSO 5%.
Os controles positivos MMC 0,5 pg/mL, MMC 1,0 pug/mL n&o induziram formacéao de
células micronucleadas em células binucleadas (p>0,1) em relacdo ao controle
celular (Quadro 13). Conclui-se que a substancia 3 ndo induziu quebras
cromossbmicas e/ou ganho ou perda de cromossomos em células sanguineas

humanas apds 4h de tratamento in vitro.



Quadro 13: Citotoxicidade e ensaio de micronucleo in

sanguineas humanas.
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vitro pelo bloqueio da citocinese da substancia 3 em células

NUMERO DE CELULAS QUANTO AO MEDIDA DE MEDIDA DE ENSAIO DE MICRONUCLEO
NUMERO DE NUCLEOS/500 CELULAS CITOTOXICIDADE CITOTOXICIDADE
GRUPOS MONO B MULTINUCLEADAS 1PBC* ATIVIDADE IR* ATIVIDADE NUMERO DE CELULAS MICRONUCLEADAS (NCMN) TESTE QUIQUADRADO
CITOSTATICA CITOSTATICA () ?
(%) (%)
Controles
NCMN/2000 CELULAS NCMN/2000
MONONUCLEADAS CELULAS
BINUCLEADAS
Controle Celular 410 86 4 1,188 - - - 16 32 -
NUMERO DE CELULAS MICRONUCLEADAS/2000
CELULAS BINUCLEADAS
Controle Solvente 25 N
(DMSO 5%) 392 97 11 1,238 - - -
Concentracgoes Substancia 3
150 uM 349 147 4 1,310 -30% 151% -51% 20 P=0,549
640 uM 389 108 3 1,228 4% 111% -11% 8 P=0,005
1.600 uM 406 92 2 1,192 19% 95% 5% 20 P=0,549
4.000 UM 334 162 4 1,340 -43% 167% -67% 24 P=1,000
10.000 pM 424 76 0 1,152 36% 78% 22% 36 P=0,197
Controle positivo
4
MMC"0,5 pg/mL 427 73 0 1,146 2% 85% 15% 35 P=0,805
4
MMC" 1,0 pg/mL 416 78 6 1,180 4% 91% 9% 38 P=0,547
NCMN/2000 CELULAS NCMN/2000
MONONUCLEADAS CELULAS
BINUCLEADAS
COL" 0,02 pg/mL 7 2 P= 0,060
(MONONUCLEADA)
0, 0, ()
455 37 8 1,106 44% 43% 57% P= <0,0001

(BINUCLEADAS)

"Indice de prolifera
celular completos.

§

0 a partir do blogueio da citocinese (indica o nimero médio de nucleos por célula na presenca de citocalasina B. * indice de replicacéo, indica a proporcéo de ciclos de divisao
Valores de p no teste do Qui-Quadrado. * Mitomicina C. ® Colcemid (N-desacetil-N-metilcolchicina). Pelo teste de Qui-Quadrado, ** significa aumento de células micronucleadas
altamente significativo (p<0,01) em relacdo ao controle-solvente.
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4.3.3 Ensaios Cometa e micronucleo in vitro da substancia 3 — contextualizac&o

com os dados da literatura.

A substancia 3 sintetizada por Boechat e colaboradores (2001) mostrou
moderada atividade em formas tripomastigotas de T.cruzi. A concentracdo de 0,3
mg/mL foi letal para 100% dos parasitos de T.cruzi. A substancia 3 difere do MGZ
por apresentar o grupo nitro na posi¢ao 4 do anel imidazélico e por possuir um anel
triazolico com um substituinte CF3 acrescido de NH como grupo espacador.

A substancia 3, quando testada em células sanguineas (linfocitos) humanas,
durante 2h, na faixa de concentragdes de 149 uM a 10.000 pM induziu significativa
quebra de fita de DNA (p< 0,05) na concentracdo de 977 uM e nas trés maiores
concentracdes (4.000, 6.400 e 10.000 uM) quando comparado ao controle solvente
(DMSO 5%). O dano ao DNA ndo foi associado a citotoxicidade, pois a menor
concentracdo (977 MM) nado induziu letalidade celular e as trés maiores
concentracbes (4.000, 6.400 e 10.000 pM) causaram niveis muito reduzidos e
aceitaveis de citotoxicidade inferiores a 30% (2%, 1% e 2% respectivamente).

Quando comparado ao MGZ, a alteracao da estrutura molecular ndo aboliu o
efeito de inducéo de quebra de fita de DNA. O efeito sobre o DNA foi praticamente o
mesmo para ambas substéncias. O dano ao DNA nas células sanguineas foi
induzido pelas 3 maiores concentracdes (4.000, 6.400 e 10.000 uM) da substéancia 3
e pelas 2 maiores concentra¢cdes (6.400 uM e 10.000 pM) do MGZ. No entanto, a
menor concentracao genotdxica da substancia 3 (977 uM) foi cerca de 1,6 X inferior
a menor concentracdo genotoxica do MGZ (1562 uM).

No ensaio de micronucleo, a substancia 3 nado induziu (p> 0,1) quebras
cromossOmicas e/ou ganho ou perda de cromossomos em células sanguineas
humanas apo6s 4h de tratamento in vitro. A alteracdo da posicdo do grupo nitro da
posicdo 5 do anel imidazélico no MGZ para a posi¢cdo 4 na substancia 3 e a
mudanca do anel tiodiazdlico para o anel triazdlico com um substituinte CF3
acrescido de NH como grupo espacador aboliu o efeito clastogénico (quebras
cromossOmicas) e/ou aneugénico (perda ou ganho de cromossomos) do MGZ.
Quanto a citotoxicidade, em células sanguineas (linfécitos) quando comparada ao
MGZ, tal alteragdo também causou reducéo de citotoxicidade, pois a substancia 3

causou nas concentracdes de 1600 pM e 10.000 pM, respectivamente, reducgdes de
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IR de 5% e de 22% em relacdo ao controle-solvente, inferiores aos valores de IR de
31% e 62%.

4.4 SUBSTANCIA 4

441 Ensaio Cometa

A substancia 4 (Figura 1) de PM 193 e férmula quimica C;H;NsO, foi testada
em células sanguineas humanas in vitro, no ensaio de citotoxicidade mediado pelo
DAF e BrEt e em dois ensaios Cometa (ensaio Cometa 1, ensaio Cometa 2)
empregando-se nove concentracdes da substancia na faixa de 149 uM a 6400 uM
em DMSO 5%, que corresponde ao controle solvente.

No ensaio de citotoxicidade, a substancia 4 nas concentragdes de 149, 382 a
1562 uM, 4000 e 6400 uM em DMSO 5% néo induziu decréscimo de viabilidade
celular quando comparado ao valor de 2% para o controle, DMSO 5% (Tabela 4).
Apenas as concentracoes de 238 uM e de 2500 pM apresentaram respectivamente,
4 e 6% de decréscimos de viabilidade celular e, portanto, superior ao valor do
controle DMSO 5%, porém n&o houve um aumento de citotoxicidade nas
concentragbes subsequentes. As nove concentracdes testadas apresentaram niveis
aceitaveis de citotoxicidade, ou seja, ndo induziram valores superiores a 30% de
decréscimo de viabilidade celular quando comparados ao DMSO 5% sendo,

consequentemente empregadas no ensaio Cometa.

Tabela 4: Ensaio de citotoxicidade da substancia 4 em células sanguineas
humanas in vitro. Tratamento: 2 h a 37°C

Grupos Percentual de decréscimo de viabilidade celular
Controles:

Controle celular 0%
Controle-solvente (DMSO 5%) 2%
Concentracdes:substancia 4

149 uM 0%
238 uM 4%
382 uM 0%
610 uM 0%
977 uM 2%
1.562 uM 0%
2.500 pM 6%
4.000 uM 0%

6.400 pM 0%
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O Quadrol4 mostra o dano ao DNA expresso em percentagem de células nas
quatro diferentes classes e em numero de UAT obtidos para o primeiro ensaio
Cometa em células sanguineas humanas in vitro. A substancia ndo foi genotoxica,
nao induzindo aumento da migracdo de DNA estatisticamente significativa (p<0,05)
na faixa de concentragbes testada (149 pM a 6400 pM) quando comparado ao
controle solvente (DMSO 5%). O controle positivo, MMS 160 pM, induziu efeito

genotoxico bem evidente e altamente significativo (p< 0,01) em relagéo ao controle.

Quadro 14: Ensaio Cometa 1 da substancia 4 em células sanguineas humanas
in vitro. Distribuic&o intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.)

Grupos Classes de Dano ao DNA U.A.T.
0 | 1 | 2 | 3

Controles
Controle 95,5 2,5 0,0 2,0 17
Controle solvente

(DMSO 5%) 93,5 55 0,0 1,0 17
Concentracdes Substéancia 4
149 uM 95,0 3,5 1,0 0,5 14
238 uM 96,0 4,0 0,0 0,0 8
382 uM 95,5 3,0 0,0 1,5 15
610 uM 96,0 3,0 1,0 0,0 10
977 uM 96,0 3,5 0,5 0,0 9
1.562 uM 93,0 5,0 1,5 0,5 19
2.500 pM 89,5 9,5 0,5 0,5 24
4.000 pM 92,5 7,0 0,5 0,0 16
6.400 uM 87,0 12,0 0,5 0,5 29
Controle Positivo
MMS 160 pM * | 0,0 | 160 | 130 | 710 | 510 **

"Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student, os asteriscos ** indicam, aumento de migrac&o
de DNA altamente significativo (p<0,01) em relagéo ao controle celular.

O Quadrol5 mostra o dano ao DNA expresso em percentagem de células nas
quatro diferentes classes e em numero de UAT obtidos para o segundo ensaio
Cometa em células sanguineas humanas in vitro. Observou-se que em 2
concentracdes testadas da substancia 4 (382 e 4.000 uM), o efeito genotdxico foi
significativo, induzindo aumento da migracdo do DNA significativo (p<0,05) quando
comparado ao DMSO 5%. O controle positivo, MMS 160 uM induziu efeito
genotoxico extremamente significativo (p< 0,001) em relacdo ao controle celular.
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Quadro 15: Ensaio Cometa 2 da substancia 4 em células sanguineas humanas
in vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.)

Grupos Classes de Dano ao DNA U.AT.
0 | 1 | 2 | 3

Controles
Controle celular 94,5 45 0,5 0,5 14
Controle solvente

(DMSO 5%) 95,5 4,0 0,0 0,5 11
Concentracdes Substancia 4
149 uM 92,0 6,5 0,5 1,0 21
238 uM 90,0 8,5 1,0 0,5 24
382 uM 86,5 11,5 0,5 15 34 *
610 uM 85,5 13,0 0,5 1,0 34
977 uM 84,0 12,0 2,0 2,0 44
1.562 uM 83,0 12,5 2,5 2,0 47
2.500 pM 83,5 14,0 2,0 0,5 39
4.000 pM 85,5 13,5 0,5 0,5 32*
6.400 pM 89,0 9,0 1,0 1,0 28
Controle Positivo
MMS 160 pM * | 0,0 14,0 | 10,0 | 76,0 524 **

"Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student os asteriscos * e *** indicam respectivamente,
aumento de migracdo de DNA estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao controle-solvente
e aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001) em relag&o ao controle celular.

Quando se combinaram os dois ensaios independentes realizados, verificou-
se que o tratamento das células sanguineas humanas com a substancia 4 na faixa
de concentracdes de 149 uM a 6.400 uM, apenas induziu dano significativo ao DNA
(p< 0,05) na mais alta concentracdo testada (6400 uM) quando comparado ao
controle solvente (DMSO 5%). O controle positivo, MMS 160 uM induziu efeito
genotdxico bem evidente e extremamente significativo (p< 0,001) em relacdo ao
controle celular. O Quadro 16 e a Figura 10 mostram o dano ao DNA, expresso
como valor médio de UAT e erro padrdo da média nos dois ensaios para as nove
concentracbes da substancia 4, para os controles negativos (DMSO 5% e controle

celular) e controle positivo (MMS 160 pM).
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Quadro 16: Ensaio Cometa da substancia 4 em células sanguineas humanas in
vitro. Dano ao DNA em valores médios + erro padrdo da média de Unidades
arbitrarias totais (U.A.T.). Combinacéo dos resultados dos 2 ensaios realizados

Grupos o Erro padrdo da média Teste t (p)1
Média (UAT) (UAT)

Controles:
Controle celular 15,50 1,50 -
Controle solvente -

(DMSO 5%) 14,00 3,00
Concentracoes: Substancia 4
149 uM 17,50 3,50 0,263
238 uM 16,00 8,00 0,418
382 uM 24,50 9,50 0,201
610 uM 22,00 12,00 0,292
977 uM 26,50 17,50 0,277
1.562 uM 33,00 14,00 0,158
2.500 uM 31,50 7,50 0,081
4.000 uM 24,00 8,00 0,181
6.400 uM 28,50 0,50 0,021 *
Controle Positivo:
MMS 160 uM? | 51700 | 7,00 0,0001 ***

“Valores de p no teste t de Student monocaudal. “Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student
os asteriscos * e *** indicam respectivamente, aumento de migracdo de DNA estatisticamente
significativo (p<0,05) em relag@o ao controle-solvente e aumento de migracdo de DNA extremamente
significativo (p<0,001) em relagéo ao controle celular.

Figura 10: Efeito da substancia 4 na inducédo de dano ao DNA em células sanguineas
humanas in vitro. Barras representam os erros padrées das médias (EPM) das unidades
600 arbitrarias totais (UAT) dos 2 ensaios Cometa realizados
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[C] Controle [S]. Controle-solvente DMSO 5%. ConcentragBes da substancia 4: [1] 149 uM, [2] 238
MM, [3] 382 pM, [4] 610 pM, [5] 977 uM, [6] 1.562 pM, [7] 2.500 uM, [8] 4.000 pM, [9] 6.400 uM, [10]
10.000 pM. [+] Metanosulfonato de metila 160 uM. Pelo teste t de Student os asteriscos * e ***
indicam respectivamente, aumento de migragdo de DNA estatisticamente significativo (p<0,05) em
relacdo ao controle-solvente e aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001)
em relacdo ao controle celular
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4.4.2 Ensaio de Micronucleo

A substancia 4 em DMSO 5% ndao foi citotoxica em células sanguineas
humanas in vitro (tratamento: 4h) nas trés menores concentragdes (150 uM, 640 uM
e 1.600 uM) e citotoxica nas duas maiores concentracées (4.000 uM e 10.000 pM)
evidenciada pela diminuicdo do IPBC e IR quando comparados ao controle-solvente.
A diminuicdo dos dois indices foi concentracdo-dependente constatando-se uma
inibicdo do crescimento celular (% de atividade citostatica) de 47% e 72%,
respectivamente nas concentracdes de 4.000 uM e 10.000 uM relacionado ao IPBC
e de 44% e 76% de atividade citostética nas concentracdes de 4.000 uM e 10.000
UM relacionados ao IR (Quadro 17).

A partir dos resultados de citotoxicidade definiu-se 4.000 uM como a
concentragdo maxima da substancia 4 a ser analisada quanto ao nimero de células
micronucleadas por 2000 células binucleadas, pois na concentracdo de 10.000 uM
houve uma reducéo de 72% de crescimento celular guando medido pelo IPBC e de
76% do IR em relacéo ao controle DMSO 5%, acima do valor limite de 50% (OECD,
2014).

A substancia 4 ndo induziu aumento significativo de formacdo de
micronucleos em células sanguineas humanas in vitro na faixa de concentracfes
analisada (150 uM a 4.000 uM) gquando comparado ao controle-solvente DMSO 5%.
O controle positivo (MMC 0,5 pg/mL) ndo induziu aumento de formacéo de células
micronucleadas em células binucleadas em relacdo ao controle celular (p>0,1). O
controle positivo (MMC 1,0 pg/mL) também néo induziu aumento de formacéo de
células micronucleadas em células binucleadas em relacdo ao controle celular
(p>0,1), apesar de ter causado diminuicdo de 63% do IPBC e reducédo de 65% do IR
em relagdo ao controle celular, acima do valor limite de 50% (OECD, 2014). O
controle positivo, COL 0,02 pug/mL, ndo foi analisado quanto a formacao de células
micronucleadas em células mononucleadas e binucleadas devido a inducédo de
reducdes de 52% de IPBC e de 54% do IR em relacdo ao controle celular (Quadro
17). Conclui-se que a substancia 4 ndo induziu quebras cromossomicas e/ou ganho
ou perda de cromossomos em células sanguineas humanas apés 4h de tratamento

in vitro.



Quadro 17: Citotoxicidade e ensaio de micronucleo in vitro pelo bloqueio
sanguineas humanas.

87

da citocinese da substancia 4 em células

NUMERO DE CELULAS QUANTO AO MEDIDA DE CITOTOXICIDADE MEDIDA DE ENSAIO DE MICRONUCLEO
NUMERO DE NUCLEOS/500 CELULAS CITOTOXICIDADE
GRUPOS MONO Bl MULTINUCLEADAS IPBC ATIVIDADE IR ATIVIDADE NUMERO DE CELULAS MICRONUCLEADAS TESTE QUI
CITOSTATICA CITOSTATICA (NCMN) QUADRADO
(%) (%) '’
Controles
NCMN/2000 CELULAS NCMN/2000
MONONUCLEADAS CELULAS
BINUCLEADAS
Controle Celular 417 74 9 1,184 - - - 30 32 -
NUMERO DE CELULAS MICRONUCLEADAS/2000
CELULAS BINUCLEADAS
Controle Solvente 35 R
(DMSO 5%) 443 50 7 1,128 - - -
Concentragdes Substancia 4
150 uM 417 74 9 1,184 -44% 148% -48% 32 P=0,805
640 uM 416 66 18 1,204 -59% 132% -32% 12 P=0,001
1.600 uM 438 57 5 1,134 5% 114% -14% 16 P=0,011
4.000 puM 469 28 1,068 47% 56% 44% 12 P=0,001
10.000 pM * 485 12 1,036 72% 24% 76% - -
Controle positivo
5 —
MMC”0,5 pg/mL 458 41 1 1,086 53% 55% 45% 28 P=0,696
5 —
MMC” 1,0 pg/mL 470 26 4 1,068 63% 35% 65% 37 P=0,627
NCMN/2000 CELULAS NCMN/2000
MONONUCLEADAS CELULAS
BINUCLEADAS
COL° 0,02 pg/mL - - -
461 34 5 1,088 52% 46% 54%

Indice de proliferacao a partir do blogueio da citocinese (indica o nimero médio de nlcleos por célula na presenca de citocalasina B). * indice de replicacéo, indica a proporcao de ciclos de divisdo
5

celular completos. * Valores de p no teste do Qui-Quadrado. * Analise de micronlcleos ndo considerada em 10.000 pM devido & inducdo de inibicdo de crescimento celular superior a 50%.

Mitomicina C. °©

Colcemid (N-desacetil-N-metilcolchicina).

Andlise de micronicleos nédo considerada devido a

inducdo de

inibico de crescimento celular superior

a 50%.
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4.4.3 Ensaios Cometa e micronucleo in vitro da substancia 4 — contextualizac&o

com os dados da literatura.

A substancia 4 sintetizada por Boechat e colaboradores (2001) mostrou
moderada atividade tripanomicida em formas tripomastigotas de T.cruzi. A
concentracdo de 2,5 mg/mL foi letal para 100% dos parasitos de T.cruzi e a Clgg =
120 pM foi determinada para T.cruzi. A substéancia 4 difere do MGZ por apresentar o
grupo nitro na posicao 4 do anel imidazélico e pela substituicdo do anel tiodiazélico
pelo anel pirazdlico .A substancia 4 se mostrou menos ativa contra o T. cruzi do que
a substancia 3 (Boechat et al., 2001).

A substituicdo do anel tiodiazélico do MGZ pelo anel pirazélico segundo
Walsh e colaboradores (1987) pode melhorar a atividade tripanomicida e reduzir a
toxicidade inespecifica.

A substancia 4, testada durante 2h na faixa de concentracbes de 149 uM a
6.400 uM, apenas induziu quebra de fita do DNA (p< 0,05) em células sanguineas
humanas na mais alta concentracdo testada (6.400 uM) quando comparado ao
controle solvente (DMSO 5%). O dano ao DNA néo foi associado a citotoxicidade,
pois esta concentacdo (6400 puM) né&o induziu letalidade celular. A mudanca do
grupo nitro da posicdo 5 do anel imidazdlico para a posicédo 4 e a substituicdo do
anel tiodiazolico pelo anel pirazélico ndo aboliu o efeito genotoxico, porém diminuiu o
efeito genotoxico quando comparado ao MGZ, pois o0 MGZ também induziu quebra
de fita de DNA em 1562 pM, em concentracdo 4x menor. A substancia 4 mostrou
também atividade genotoxica no teste de Ames na cepa TA100 de Salmonella
typhimurium somente na mais alta concentracao (50 pg/mL), com e sem mistura S9
e mostrou atividade citotoxica para TA98 (50 ug/mL), TA100 (1,0 pg/mL a 50 pg/mL)
e TA1535, na faixa de 1,0 pg/mL a 50 pg/mL com mistura S9 (MELLO et al., 2013).

No ensaio de micronucleo, a substancia 4, na faixa de 150 uM a 4.000 uM
nao induziu quebras cromossémicas e/ou ganho ou perda de cromossomos em
células sanguineas humanas apos 4h de tratamento in vitro. A alteracdo da posicao
do grupo nitro da posicdo 5 do anel imidazdlico no MGZ para a posicéo 4 e a
substituicdo do anel tiodiazolico presente no MGZ pelo anel pirazolico aboliu o efeito
clastogénico (quebras cromossbmicas) e/ou aneugénico (perda ou ganho de
cromossomos) do MGZ. Estes resultados foram diferentes dos obtidos por Mello e

colaboradores (2013). Os autores, porém utilizaram no teste de microndcleo in vitro,
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outro tipo celular, células RAW 264,7 de macrofago que foram tratadas durante 24h,
(periodo de tempo 6X maior) com trés concentracdes da substancia 4 (1,0, 10 e 100
pg/mL), Houve um aumento na formacdo de MNs nas 2 maiores concentracdes com
aproximadamente o mesmo numero de células micronucleadas (Mello et al, 2013).

Quanto a citotoxicidade da substancia 4, houve decréscimo de IR nas duas
mais altas concentracdes (4.000 puM: 44% e 1000 puM: 78%) comparavel & reducéo
de IR para o MGZ (4.000 pM: 51% e 10,000 uM: 62%) ambos em relacdo ao
controle solvente. Porém, o MGZ foi mais citotéxico do que a substancia 4, pois
também induziu 31% de reduc¢éo de IR em concentracdo de 1600 uM, concentracao
cerca de 2,5X menor do que a menor concentragdo com efeito toxico na substancia
4.

45 SUBSTANCIAS

45.1 Ensaio Cometa

A substancia 5 (Figura 1) de PM 193 e férmula quimica C;H7NsO, foi testada
em células sanguineas humanas in vitro, no ensaio de citotoxicidade mediado pelo
DAF e BrEt e em dois ensaios Cometa (ensaio Cometa 1, ensaio Cometa 2)
empregando-se nove concentragdes da substancia na faixa de 149 uM a 6400 uM
em DMSO 5%, que corresponde ao controle solvente.

No ensaio de citotoxicidade, a substancia 5, nas duas maiores concentracdes
testadas (4000 uM e 6400 pM), bem como em 238 pM e 1562 UM néo induziu
decréscimo de viabilidade celular quando comparado ao valor de 0 % para o
controle, DMSO 5% (Tabela 5). As demais concentracdes da substancia 5
apresentaram de 1 a 3 % de decréscimos de viabilidade celular e, portanto,
levemente superior ao valor referente ao DMSO 5%. As nove concentragbes da
substancia 5 apresentaram niveis aceitaveis de citotoxicidade, ou seja, nao
induziram valores superiores a 30% de decréscimo de viabilidade celular quando
comparados ao DMSO 5% sendo, consequentemente empregadas no ensaio

Cometa.



90

Tabela 5: Ensaio de citotoxicidade da substancia 5 em células sanguineas
humanas in vitro. Tratamento: 2 h a37°C

Grupos Percentual de decréscimo de viabilidade celular
Controles:

Controle celular 1%
Controle-solvente (DMSO 5%) 0%
Concentracfes:substancia 5

149 uM 2%
238 uM 0%
382 uM 3%
610 uM 2%
977 uM 2%
1.562 uM 0%
2.500 uMm 1%
4.000 puM 0%
6.400 pM 0%

O Quadro 18 mostra o dano ao DNA expresso em percentagem de células
nas quatro diferentes classes e em numero de UAT obtidos para o primeiro ensaio
Cometa realizado em células sanguineas humanas in vitro. No primeiro ensaio
realizado, a substancia 5, induziu dano altamente significativo (p< 0,05) nas
concentracbes de 149, 382, 610 e 1562 pM quando comparado ao DMSO 5% néo
acompanhado de aumento de dano nas trés maiores concentracdes subsequentes.
O controle positivo, MMS 160 uM, induziu efeito genotéxico bem evidente e

extremamente significativo (p< 0,001) em relacdo ao controle celular.

Quadro 18: Ensaio Cometa 1 da substancia 5 em células sanguineas humanas
in vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.)

Grupos Classes de Dano ao DNA U.AT.
0 | 1 | 2 | 3

Controles
Controle celular 86,0 9,5 4.5 0,0 37
Controle solvente

(DMSO 5%) 88,0 9,0 3,0 0,0 30
Concentracdes Substéncia 5
149 uM 67,0 22,5 3,0 7,5 102 *
238 uM 68,0 22,5 4,0 55 94
382 uM 56,5 31,5 55 6,5 124 *
610 uM 76,0 17,0 3,0 4,0 70 *
977 uM 80,0 15,0 5,0 0,0 50
1.562 uM 71,5 18,5 55 45 86 *
2.500 pyM 84,0 11,5 3,5 1,0 43
4.000 uM 77,5 14,5 2,5 55 72
6.400 M 84,0 10,0 55 0,5 45
Controle Positivo
MMS 160 uM * | 0,0 | 8,5 | 15,5 | 76,0 | 535 ***

"Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student, os asteriscos * e *** indicam respectivamente,
aumento de migracao de DNA estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao controle-solvente
e aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001) em relagéo ao controle celular.
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O Quadro 19 mostra o dano ao DNA expresso em percentagem de células
nas quatro diferentes classes e em nimero de UAT obtidos para o segundo ensaio
Cometa realizado em células sanguineas humanas in vitro. No segundo ensaio, as
concentracfes de 238, 610 e 977 uM induziram significativo dano ao DNA (p< 0,05),
também n&o acompanhado de aumento de efeito nas quatro maiores concentracdes
subsequentes. O controle positivo, MMS 160 pM, induziu efeito genotéxico bem

evidente e extremamente significativo (p< 0,001) em relac&o ao controle celular.

Quadro 19: Ensaio Cometa 2 da substancia 5 em células sanguineas humanas
in vitro. Distribuic&o intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades Arbitrarias Totais (U.A.T.)

Grupos Classes de Dano no DNA (%) UAT.
0 | 1 | 2 | 3

Controles
Controle celular 95,5 4,5 0,0 0,0 9
Controle solvente

(DMSO 5%) 96,0 3,5 0,0 0,5 10
Concentracdes Substéncia 5
149 uM 93,0 6,0 0,0 1,0 18
238 uM 87,5 11,5 1,0 0,0 27 *
382 uM 93,5 55 0,5 0,5 16
610 uM 90,5 9,5 0,0 0,0 19 *
977 uM 91,5 8,5 0,0 0,0 17 *
1.562 uM 90,5 7,5 0,5 1,5 26
2.500 M 97,0 3,0 0,0 0,0 6
4.000 uM 96,5 3,5 0,0 0,0 7
6.400 M 95,0 4,5 0,5 0,0 11
Controle Positivo
MMS 160 uM * | 0,0 | 2,0 | 13,0 | 85,0 | 566 **+

"Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student os asteriscos * e *** indicam respectivamente,
aumento de migracdo de DNA estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao controle-solvente
e aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001) em rela¢@o ao controle celular.

Quando se combinaram os dois ensaios independentes realizados, verificou-
se que o tratamento das células sanguineas humanas com a substancia 5 na faixa
de concentragcbes de 149 pM a 6.400 pM, nédo induziu dano significativo ao DNA
(p<0,05) quando comparado ao controle solvente (DMSO 5%). O controle positivo,
MMS 160 uM induziu efeito genotéxico bem evidente e extremamente significativo
(p< 0,001) em relagéo ao controle (Quadro 20). O Quadro 20 e a Figura 11 mostram
o dano ao DNA, expresso como valor médio de UAT e erro padrao da meédia nos
dois ensaios para as nove concentracdes da substancia 5, para os controles

negativos (DMSO 5% e controle celular) e controle positivo (MMS 160 uM).
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Quadro 20: Ensaio Cometa da substancia 5 em células sanguineas humanas in
vitro. Dano ao DNA em valores médios + erro padrdo da média de Unidades
arbitrarias totais (U.A.T.). Combinacéo dos resultados dos 2 ensaios realizados

Erro padrdo da média

Teste t (p)*

Grupos Média (UAT) (UAT)

Controles:
Controle celular 23,00 14,00 -
Controle solvente -

(DMSO 5%) 20,00 10,00
Concentracoes: Substancia 5
149 uM 60,00 42,00 0,226
238 uM 60,50 33,50 0,183
382 uM 70,00 54,00 0,229
610 uM 44,50 25,50 0,233
977 uM 33,50 16,50 0,278
1.562 pM 56,00 30,00 0,186
2.500 uM 24,50 18,50 0,425
4.000 uM 39,50 32,50 0,312
6.400 uM 28,00 17,00 0,362
Controle positivo:
MMS 160 puM? | 55050 | 15,50 | 0,001 ***

“Valores de p no teste t de Student monocaudal. “Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student
*** jndicam aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001) em relagdo ao

controle celular.

600 -

Z 500
L
+
T 400 -
]
S
S 300
©
NG
2 200 -
<
P
[a)]
S 100
©
o
[
©
a

Figura 11: Efeito da substancia 5 naindugdo de dano ao DNA em células sanguineas
humanas in vitro. Barras representam os erros padrdes das médias (EPM) das unidades
arbitrarias totais (UAT) dos 2 ensaios Cometa realizados

* % %

=

Grupos experimentais

[C] Controle [S]. Controle-solvente DMSO 5%. ConcentragBes da substancia 5: [1] 149 uM, [2] 238
MM, [3] 382 uM, [4] 610 pM, [5] 977 uM, [6] 1.562 pM, [7] 2.500 uM, [8] 4.000 pM, [9] 6.400 pM. [+]
Metanosulfonato de metila 160 uM. Pelo teste t de Student os asteriscos *** indicam, aumento de
migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001) em relagédo ao controle celular
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4.5.2 Ensaio de Micronucleo

A substancia 5 em DMSO 5% nao foi citotoxica em células sanguineas
humanas in vitro (tratamento: 4h) nas duas menores concentragdes (150 uM, 640
KUM) e citotdxica nas concentragbes 1.600 uM, 4.000 uM e 10.000 pM evidenciada
pela diminuicdo dos respectivos IPBC de 80%, 41% e 59% e pela redugéo,
respectivamente de 77%, 32% e 57% de IR quando comparados ao controle-
solvente (Quadro 21).

A partir dos resultados de citotoxicidade definiu-se 4.000 pM como a
concentragdo maxima da substancia 5 a ser analisada quanto ao numero de células
micronucleadas por 2000 células binucleadas, pois nesta concentracdo houve uma
reducado de 41% do IPBC e diminuicdo de 32% do IR em relacdo ao controle DMSO
5%, abaixo do valor limite de 50% (OECD, 2014). Na concentracdo de 10.000 pM
houve uma reducao de 59 % de crescimento celular quando medido pelo IPBC e de
57% do IR em relacéo ao controle DMSO 5%, acima do valor limite de 50%.

A substancia 5 induziu aumento estatisticamente significativo (p< 0,05) de
formacdo de micronucleos em células sanguineas humanas in vitro na concentracéo
de 4.000 uM quando comparado ao controle-solvente DMSO 5%. Adicionalmente, o
aumento de indugdo de formagéo de micronucleos foi concentragdo-dependente (p<
0,01) quando avaliado pelo teste Qui-quadrado para andlise de tendéncia linear
(p=0,0081). O controle positivo MMC 0,5 pg/ml e MMC 1,0 pg/ml, induziram aumento
estatisticamente significativo (p<0,05) de células micronucleadas em células
binucleadas em relacdo ao controle celular (Quadro 21). O controle positivo, COL
0,02 pg/mL, ndo foi analisado quanto a formacdo de células micronucleadas em
células mononucleadas e binucleadas do sangue devido a inducéo de reducdes de
56% de IPBC e de 60% do IR em relagéo ao controle celular (Quadro 21).Conclui-se
que a substancia 5 induziu quebras cromossGmicas e/ou ganho ou perda de

cromossomos em células sanguineas humanas apos 4h de tratamento in vitro.



Quadro 21: Citotoxicidade e ensaio de micronucleo in vitro

sanguineas humanas.
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da citocinese da substancia 5 em células

NUMERO DE CELULAS QUANTO AO
NUMERO DE NUCLEOS/500 CELULAS

MEDIDA DE CITOTOXICIDADE

MEDIDA DE
CITOTOXICIDADE

ENSAIO DE MICRONUCLEO

GRUPOS MONO B MULTINUCLEADAS IPBC ATIVIDADE IR ATIVIDADE NUMERO DE CELULAS MICRONUCLEADAS TESTE QUI
CITOSTATICA CITOSTATICA (NCMN) QUADRADO
(%) (%) (O

Controles

NCMN/2000 CELULAS NCMN/2000

MONONUCLEADAS CELULAS
BINUCLEADAS

Controle Celular 422 70 8 1,172 - - - 32 32 -

NUMERO DE CELULAS MICRONUCLEADAS/2000

CELULAS BINUCLEADAS
Controle Solvente 17 _
(DMSO 5%) 462 35 3 1,082 - - -
Concentragdes Substancia 5
150 uM 423 74 3 1,160 -95% 211% -111% 9 P=0,168
640 uM 419 77 4 1,170 -107% 220% -120% 10 P=0,247
4
1.600 uM 492 08 0 1,016 80% 23% 77% - -
4.000 pM 476 24 0 1,048 41% 68% 32% 33 P=0,033 *
10.000 pM * 484 15 1 1,034 59% 43% 57% - -
Controle positivo
5
MMC " 0,5 pg/mL 391 100 9 1,236 -37% 143% -43% 52 P=0,036 *
5

MMC” 1,0 pg/mL 449 50 1 1,104 40% 71% 29% 56 P=0,013 *

NCMN/2000 CELULAS NCMN/2000

MONONUCLEADAS CELULAS
BINUCLEADAS
COL °0,02 ug/mL 32 40 P=0,341
467 28 5 1,076 56% 40% 60%

TIndice de prolifera
celular completos.

0 a partir do bloqueio da citocinese (indica o nimero médio de nicleos por célula na presenca de citocalasina B). Z indice de replicagao, indica a proporcao de ciclos de divisao
Valores de p no teste do Qui-Quadrado. * Analise de microntcleos ndo considerada em 1.600 UM e 10.000 uM devido & inducéo de inibicio de crescimento celular superior a

50%. * Mitomicina C. ® Colcemid (N-desacetil-N-metilcolchicina): Anlise de micronticleos em células mononucleadas e binucleadas n&o considerada devido & indugéo de inibigéo de crescimento
celular superior a 50%. Pelo teste de Qui-Quadrado, *significa aumento de células micronucleadas estatisticamente significativo (p<0,05) na concentragdo 4.000 uM em relagdo ao controle solvente
e nas duas concentra¢des de MMC em relacdo ao controle celular.
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4.5.3 Ensaios Cometa e micronucleo in vitro da substancia 5 — contextualizac&o

com os dados da literatura.

A substancia 5 sintetizada por Quaresma (2015) apresentou baixa atividade
tripanomicida contra as formas tripomastigotas de T.cruzi com Clso > 2000 uM. A
substancia 5 contém o ndcleo imidazdlico e o ndcleo nitroimidazdlico ( grupo nitro na
posicao 4).

A substéancia 5, testada na faixa de concentracbes de 149 uM a 6.400 uM,
durante 2h, n&do induziu quebra de fita do DNA (p>0,05) quando comparado ao
controle solvente (DMSO 5%). A substituicdo do nucleo tiodiazolico do MGZ pelo
imidazdlico e a mudanca da posi¢cdo do grupo nitro da posicao 5 para a posicdo 4 no
nacleo nitroimidazolico aboliu o efeito de inducdo de quebras de fita de DNA pelo
MGZ. A modificagdo estrutural acarretou uma queda acentuada da atividade
tripanomicida do MGZ de 1C5,=9,9 uM (CARVALHO et al., 2007) para ICso= > 2000
UM (QUARESMA, 2015).

No ensaio de micronucleo, a substancia 5, na faixa de 150 uM a 4000 pM, induziu
quebras cromoss6micas e/ou ganho ou perda de cromossomos (p< 0,05) em células
sanguineas humanas apés 4h de tratamento in vitro na concentracdo de 4.000 uM
quando comparado ao controle-solvente DMSO 5%. A alteracdo estrutural nao
aboliu o efeito clastogénico e/ou aneugénico da substancia 5. Porém, o efeito
mutagénico induzido pela substancia 5, foi menos acentuado do que o produzido
pelo MGZ que, além da concentracdo de 4.000 uM induziu efeito clastogénico e/ou
aneugénico altamente significativo (p< 0,01) em concentragéo inferior a 4000 uM

(1600 uM), 2,5X inferior a menor concentracao positiva da substancia 5.

4.6 SUBSTANCIA 6

4.6.1 Ensaio Cometa

A substancia 6 (Figura 1) de PM 194 e formula quimica CgHgNgO- foi testada
em células sanguineas humanas in vitro, no ensaio de citotoxicidade mediado pelo

DAF e BrEt e em dois ensaios Cometa (ensaio Cometa 1, ensaio Cometa 2)
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empregando-se dez concentragbes da substancia na faixa de 149 uM a 10.000 puM
em DMSO 5%, que corresponde ao controle solvente.

No ensaio de citotoxicidade, a substancia 6 testada na faixa de concentracdes
de 149 a 10.000 uM em DMSO 5% ap0s periodo de tratamento de 2h a 37°C, néao
foi citotoxica em células sanguineas humanas nao induzindo decréscimo de
viabilidade celular. O controle-solvente (DMSO 5%) também nao induziu morte
celular. Desta forma, todas as dez concentracfes de 6 foram empregadas no ensaio

Cometa em células sanguineas humanas (tabela 6).

Tabela 6: Ensaio de citotoxicidade da substéncia 6 em células sanguineas
humanas in vitro. Tratamento: 2 h a37°C

Grupos Percentual de decréscimo de viabilidade celular
Controles:

Controle celular 0%
Controle-solvente (DMSO 5%) 0%
Concentracdes:substéncia 6

149 uM 0%
238 uM 0%
382 uM 0%
610 uM 0%
977 uM 0%
1.562 uM 0%
2.500 uMm 0%
4.000 pM 0%
6.400 pM 0%
10.000 uM 0%

O Quadro 22 mostra o dano ao DNA expresso em percentagem de células
nas quatro diferentes classes e em numero de UAT obtidos para o primeiro ensaio
Cometa realizado em células sanguineas humanas in vitro. No primeiro ensaio, a
substancia 6, somente na mais alta concentracdo testada de 10.000 uM, induziu
dano significativo ao DNA (p<0,05) quando comparada ao controle DMSO 5%. O
controle positivo, MMS 160 upM, induziu efeito genotoxico bem evidente e

extremamente significativo (p< 0,001) em relacdo ao controle celular.
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Quadro 22: Ensaio Cometa 1 da substancia 6 em células sanguineas humanas
in vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades arbitrarias Totais (U.A.T.)

Grupos Classes de Dano ao DNA U.A.T.
0 [ 1 | 2 | 3

Controles
Controle celular 87,5 12,5 0,0 0,0 25
Controle solvente

(DMSO 5%) 90,0 9,5 0,5 0,0 21
ConcentracGes Substancia 6
149 uM 96,5 3,5 0,0 0,0 7
238 UM 72,5 2,0 0,0 0,5 7
382 uM 95,5 4,0 0,0 0,5 11
610 uM 94,5 55 0,0 0,0 11
977 uM 91,5 8,0 0,0 0,5 19
1.562 pM 87,5 12,0 0,0 0,5 27
2.500 pM 83,0 16,5 0,0 0,5 36
4.000 uM 89,5 9,5 0,5 0,5 24
6.400 pM 56,5 42,0 1,0 0,5 91
10.000 uM 45,0 55,0 0,0 0,0 110+
Controle Positivo
MMS 160 uM * 0,0 0,0 \ 1,5 \ 98,5 5Q7 *i

"Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student os asteriscos * e *** indicam respectivamente,
aumento de migracdo de DNA estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao controle-solvente
e aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001) em relagéo ao controle celular.

O Quadro 23 mostra o dano ao DNA expresso em percentagem de células
nas quatro diferentes classes e em numero de UAT obtidos para o segundo ensaio
Cometa realizado em células sanguineas humanas in vitro. No segundo ensaio
Cometa, a substancia 6 induziu dano altamente significativo ao DNA (p<0.01) em
cinco concentragdes (610 pM e 2.500 pM a 10.000 pM) e dano significativo (p< 0,05)
em 977 uM, quando comparado ao controle DMSO 5%. O controle positivo, MMS

160 uM, induziu efeito genotoxico bem evidente em relagéo ao controle celular.




98

Quadro 23: Ensaio Cometa 2 da substancia 6 em células sanguineas humanas
in vitro. Distribuicao intercelular de dano ao DNA e dano ao DNA em Unidades
arbitrarias Totais (U.A.T.)

Grupos Classes de Dano ao DNA U.AT.
0 | 1 | 2 | 3

Controles
Controle celular 87,0 13,0 0,0 0,0 26
Controle solvente

(DMSO 5%) 88,5 11,0 0,0 0,5 25
ConcentracGes Substancia 6
149 uM 86,5 13,5 0,0 0,0 27
238 UM 86,5 13,5 0,0 0,0 27
382 uM 77,5 22,5 0,0 0,0 45
610 pM 82,5 17,0 0,0 0,5 37 **
977 uM 82,5 17,0 0,0 0,5 37*
1.562 uM 67,5 32,0 0,0 0,5 67
2.500 pM 49,0 50,5 0,0 0,5 104 **
4.000 pM 70,5 28,5 0,0 1,0 63 **
6.400 pM 60,0 38,0 0,5 15 87 **
10.000 pM 63,5 34,5 1,0 1,0 79 **
Controle Positivo
MMS 160 pM ™ 0,0 0,0 \ 0,0 | 100,0 600

'Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student os asteriscos * e ** indicam respectivamente,

aumento de migracdo de DNA estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao controle-solvente
e aumento de migracdo de DNA altamente significativo (p<0,01) em relacdo ao controle celular.

Ao se combinar os dois ensaios Cometa realizados independentemente,
verificamos que o tratamento pela substancia 6 na faixa de concentracdes de 149 a
4000 uM néo induziu dano significativo ao DNA (p> 0,1) em relacdo ao controle-
solvente DMSO 5% (Tabela 6). Porém nas duas maiores concentracdes testadas de
6 (6.400 puM e 10.000 pM), detectou-se, respectivamente, dano ao DNA significativo
(p<0,001 e p< 0,05) quando comparado ao DMSO 5%. O controle positivo, MMS
160 uM induziu, efeito genotdxico extremamente significativo (p< 0,001) em relagéo
ao controle celular. O Quadro 24 e a Figura 12 mostram o dano ao DNA, expresso
como valor médio de UAT e erro padrdo da média nos dois ensaios para as dez
concentracdes da substancia 6, para os controles negativos (DMSO 5% e controle
celular) e controle positivo (MMS 160 pM).
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Quadro 24: Ensaio Cometa da substancia 6 em células sanguineas humanas in
vitro. Dano ao DNA em valores médios + erro padrdo da média de Unidades
arbitrarias totais (U.A.T.). Combinacao dos resultados dos 2 ensaios realizados

Grupos | Média (UAT) | Erro padréo da média (UAT) | Testet(p)’
Controles:
Controle celular 25,50 0,50 -
Controle solvente -

(DMSO 5%) 23,00 2,00

Concentracdes: Substancia 6
149 uM 17,00 10,00 0,308
238 uM 17,00 10,00 0,308
382 pM 28,00 17,00 0,399
610 uM 24,00 13,00 0,473
977 uM 28,00 9,00 0,321
1.562 uyM 47,00 20,00 0,177
2.500 pM 70,00 34,00 0,151
4.000 pM 43,50 19,50 0,203
6.400 pM 89,00 2,00 0,001 ***
10.000 pM 94,50 15,50 0,022 *
Controle positivo:
MMS 160 pM* | 598,50 1,50 | 0,000 ***

“Valores de p no teste t de Student monocaudal. * Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student
os asteriscos * e *** indicam respectivamente, aumento de migracdo de DNA estatisticamente
significativo (p<0,05) em relagédo ao controle-solvente e aumento de migragdo de DNA extremamente
significativo (p<0,001) em relagdo ao controle-solvente (Substéancia 6 - 6.400 uM) e em relagdo ao
controle celular para 0o MMS

Figura 12: Efeito da substancia 6 naindu¢do de dano ao DNA em células sanguineas

humanas in vitro. Barras representam os erros padrées das médias (EPM) das unidades * %k
600 - arbitrarias totais (UAT) dos 2 ensaios Cometa realizados —
500 -
400 +
300 -
200 +

100 A

Oljlzlininli‘llillfllﬁl{_léﬂm
[3] [4] [5] (6] [7] (8]

[ (s 1 2 [9 (10] [+

Dano ao DNA (Média de UAT + EPM)

* % %
]

Grupos experimentais

[C] Controle [S] Controle-solvente DMSO 5%. Concentracdes da substancia 6: [1] 149 puM, [2] 238
MM, [3] 382 pM, [4] 610 pM, [5] 977 uM, [6] 1.562 uM, [7] 2.500 uM, [8] 4.000 pM, [9] 6.400 uM, [10]
10.000 pM. [+] Metanosulfonato de metila 160 uM. Pelo teste t de Student os asteriscos * e ***
indicam respectivamente, aumento de migracdo de DNA estatisticamente significativo (p<0,05) em
relacdo ao controle-solvente e aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001)
em relacdo ao ao controle solvente (Substancia 6 - 6.400 pM) e em relacéo ao controle celular para o
MMS
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4.6.2 Ensaio de Micronucleo

A substancia 6 em DMSO 5% ndao foi citotoxica em células sanguineas
humanas in vitro (tratamento: 4h) somente na concentragdo de 150 pM por nao
causar reducédo do IR da cultura quando comparado ao controle-solvente (Quadro
25).

As demais concentracbes da substancia 6 foram citotoxicas causando
reducdo do IPBC e IR quando comparados ao controle-solvente. A diminuicdo dos
dois indices foi concentracdo-dependente sendo que na maior concentracdo testada
(10.000 pM) devido a alta citotoxicidade causada pela substancia 6 ndo foi possivel
a determinacao do IPBC e do IR.

A reducéo do IPBC de 23%, 46%, 86% e 90% em relacdo as culturas controle
solvente foi constatada em culturas de células sanguineas humanas tratadas
respectivamente, com as concentragcoes de 150 uM, 640 uM, 1600 uM e 4.000 pM
da substancia 6. Comparativamente ocorreu reducdo de IR de 31%, 74% e 83%
para as culturas tratadas com 640 uM, 1600 uM e 4.000 uM da substancia 6.

A partir dos resultados de citotoxicidade definiu-se 640 pM como a
concentragdo maxima da substancia 6 a ser analisada quanto ao nimero de células
micronucleadas por 2000 células binucleadas, pois nesta concentracdo houve uma
reducado de 46% do IPBC e 31% do IR, abaixo do valor limite de 50% (OECD, 2014).

A substdncia 6 ndo induziu aumento significativo de formacdo de
micronucleos em células sanguineas humanas in vitro nas concentracdes analisadas
(150 pM e 640 pM) quando comparado ao controle-solvente DMSO 5%. MMC nas
duas concentracdes de 0,5 pg/ml e 1 pg/ml ndo induziu aumento significativo de
células micronucleadas em células binucleadas em relacéo ao controle celular. COL
0,02 pg/mL ndo induziu aumento de células micronucleadas em células
mononucleadas e em células binucleadas em relacdo ao controle celular (Quadro
25).

Conclui-se que a substancia 6 ndo tem a capacidade de induzir quebras
cromossOmicas e/ou ganho ou perda de cromossomos em células sanguineas

humanas apds 4h de tratamento in vitro.



Quadro 25: Citotoxicidade e ensaio de micronucleo in vitro
sanguineas humanas.
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da citocinese da substancia 6 em células

NUMERO DE CELULAS QUANTO AO MEDIDA DE CITOTOXICIDADE MEDIDA DE ENSAIO DE MICRONUCLEO
NUMERO DE NUCLEOS/500 CELULAS CITOTOXICIDADE
GRUPOS MONO BI MULTINUCLEADAS 1PBC* ATIVIDADE IR ATIVIDADE NUMERO DE CELULAS MICRONUCLEADAS TESTE QUI
CITOSTATICA CITOSTATICA (NCMN) QUADRADO
(%) (%) '’
Controles
NCMN/2000 CELULAS NCMN/2000
MONONUCLEADAS CELULAS
BINUCLEADAS
Controle Celular 431 54 15 1,168 - - - 24 40 -
NUMERO DE CELULAS MICRONUCLEADAS/2000
CELULAS BINUCLEADAS
Controle Solvente 36 -
(DMSO 5%) 427 46 27 1,2 - - -
Concentragdes Substancia 6
150 uM 427 69 4 1,154 23% 150% -50% 20 P=0,043
640 UM 457 32 11 1,108 46% 69% 31% 16 P=0,080
1.600 uM * 487 12 1 1,028 86% 26% 74% - -
4.000 uyM * 491 8 1 1,02 90% 17% 83% - -
10.000 uM * - - - - - - - - -
Controle positivo
5
MMC 0,5 pg/mL 442 50 8 1,132 21% 92% 8% 16 P=0,002
5
MMC” 1,0 pg/mL 439 56 5 1,132 21% 104% -4% 24 P=0,059
NCMN/2000 CELULAS NCMN/2000
MONONUCLEADAS CELULAS
BINUCLEADAS

COL ° 0,02 ug/mL 4 20 p=0,0002

450 38 12 1,124 26% 70% 30% (MONONUCLEADA)

p=0,013
(BINUCLEADA)

TIndice de prolifera
celular completos.

superior

30 a partir do bloqueio da citocinese, indica o nimero médio de nicleos por célula na presenca de citocalasina B. ? indice de replicac&o, indica a proporcéo de ciclos de divisao

Valores de p no teste do Qui-Quadrado. 45Anélise de micr
50%.

a

onucleos ndo considerada em 1.600 puM, 4.0
Mitomicina

C.

00 UM e 10.000

Colcemid

M devido & inducéo de inibi¢&o de crescimento celular

(N-desacetil-N-metilcolchicina).
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4.6.3 Ensaios Cometa e micronucleo in vitro da substancia 6 — contextualizac&o

com os dados da literatura.

A substéancia 6 sintetizada por Quaresma (2015) apresentou melhor atividade
contra as formas tripomastigotas de T.cruzi do que a substancia 5. A Clso=
353,7+27,0 uM para a substancia 6 foi no minimo 5,6 x menor do que a Clsg > 2000
UM obtida para a substancia 5 porém segundo Quarema (2015) a melhora da
atividade nao foi suficiente para tornar a substancia 6 promissora como nova droga
para o tratamento da doenca de Chagas. Quando comparada a substancia 5, houve
a introducdo de um nitrogénio no anel imidazdlico gerando o anel 1,2,4-triazdlico.
Quando comparado ao MGZ, houve a substituicdo do anel tiodiazélico pelo anel
1,2,4-triaz6lico e no anel nitroimidazélico houve a mudanca do grupo nitro da
posicéo 5 para a posicao 4.

A substancia 6, testada na faixa de concentragdes de 149 pM a 10.000 pM
durante 2h, induziu quebra de fita do DNA altamente significativa (p< 0,001) na
concentracdo de 6.400 puM e significativa (p< 0,05) em 10.000 pM quando
comparado ao controle solvente (DMSO 5%). O efeito genotdxico ndo esta
associado a citotoxicidade, pois ndo houve letalidade celular em qualquer
concentracdo utilizada. A substituicdo do anel tiodiazdlico do MGZ pelo anel 1,2,4-
triazolico e a mudanca do grupo nitro da posi¢cdo 5 para a posicdo 4 no nucleo
nitroimidazélico ndo aboliu o efeito de inducéo de quebras de fita de DNA pelo MGZ.
Porém, o efeito mutagénico induzido pela substancia 6, foi menos acentuado do que
o produzido pelo MGZ que, além das concentracfes de 6400 uM e 10.000 uM,
induziu quebras de fita de DNA em concentracdo inferior a 6.400 pM (1562 puM),
cerca de 4X inferior & menor concentracao positiva da substancia 6.

No ensaio de micronucleo, a substancia 6, na faixa de 150 uM a 640 uM néo
induziu quebras cromossdmicas e/ou ganho ou perda de cromossomos em células
sanguineas humanas apos 4h de tratamento in vitro quando comparado ao controle-
solvente DMSO 5%. A substituicdo do anel tiodiazolico pelo anel 1,2,4-triazdlico e a
mudanca de posicao do grupo nitro da posicao 5 para a 4 no anel nitroimidazélico
aboliu o efeito clastogénico e/ou aneugénico do MGZ. Porém a substancia 6 quando
comparada ao MGZ mostrou efeito mais acentuado de reducédo do IR. A substancia
6 foi mais citotoxica do que o MGZ causando maior reducdo do IR das células

sanguineas quando tratadas na concentracdo de 1.600 pM (reducédo de IR 2,4 x
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maior), 4.000 uM (cerca de 1,6x) e em 10.000 pM (cerca de 1,6X) quando
comparado ao MGZ. Adicionalmente, a substancia 6 causou reducédo de IR de 31%

em relacdo ao solvente na concentracdo de 640 uM.

4.7 SUBSTANCIA 7

4.7.1 Ensaio Cometa

A substancia 7 (Figura 1) de PM 266 e formula quimica CgH10NgO4 foi
testada em células sanguineas humanas in vitro, no ensaio de citotoxicidade
mediado pelo DAF e BrEt e em trés ensaios Cometa (ensaio Cometa 1, ensaio
Cometa 2 e ensaio Cometa 3) empregando-se nove concentracdes da substancia na
faixa de 149 uM a 6.400 uM em DMSO 5%, que corresponde ao controle solvente.

No ensaio de citotoxicidade, a substancia 7 na faixa de concentracdes testada
de 149 a 6400 pM em DMSO 5% foi citotéxica em células sanguineas humanas
somente nas trés primeiras concentracoes (149 pM, 238 pM e 382 uM) induzindo
leve decréscimo de viabilidade celular de 2 a 4% em relacdo ao controle-solvente
DMSO 5% (Tabela 7). O controle-solvente (DMSO 5%) nao induziu morte celular.
Desta forma, todas as nove concentracbes de 7 foram empregadas no ensaio

Cometa em células sanguineas humanas in vitro.

Tabela 7: Ensaio de citotoxicidade da substancia 7 em células sanguineas
humanas in vitro. Tratamento: 2 h a37°C

Grupos Percentual de decréscimo de viabilidade celular
Controles:

Controle celular 0%
Controle-solvente (DMSO 5%) 0%
Concentracfes:substancia 7

149 uM 2%
238 uM 2%
382 uM 4%
610 uM 0%
977 uM 0%
1.562 uM 0%
2.500 pM 0%
4.000 uM 0%

6.400 uM 0%
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O Quadro 26 mostra o dano ao DNA expresso em percentagem de células
nas quatro diferentes classes e em nuimero de UAT obtidos para o primeiro ensaio
Cometa realizado em células sanguineas humanas in vitro. No primeiro ensaio, a
substancia 7, induziu efeito genotoxico altamente significativo (p< 0,01) nas
concentracOes testadas de 977 uM,, 1.562 uM,, 4.000 pM e 6.400 pM, quando
comparado ao controle solvente (DMSO 5 %). O controle positivo, MMS 160 pM,
induziu efeito genotdxico bem evidente e extremamente significativo (p< 0,001) em

relacdo ao controle celular.

Quadro 26: Ensaio Cometa 1 da substancia 7 em células sanguineas humanas
in vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades arbitrarias Totais (U.A.T.)

Grupos Classes de Dano ao DNA U.A.T.
0 | 1 | 2 | 3

Controles
Controle 89,5 10,5 0,0 0,0 21
Controle solvente
(DMSO 5%) 92,0 7,5 0,0 0,5 18
Concentracbes Substancia 7
149 uM 81,5 17,5 0,0 1,0 41
238 uM 85,5 14,0 0,0 0,5 31
382 uM 88,0 11,5 0,5 0,0 25
610 pM 83,0 17,0 0,0 0,0 34
977 uM 76,0 22,0 0,5 1,5 55 **
1.562 uM 70,0 29,5 0,5 0,0 61 **
2.500 uM 80,0 19,5 0,0 0,5 42
4.000 uM 77,5 22,0 0,0 0,5 47 **
6.400 pM 71,5 25,0 3,0 0,5 65 **
Controle Positivo
MMS 160 pM * | 0,5 1,0 | 105 | 880 572 ***

'Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student os asteriscos ** e *** indicam respectivamente,
aumento de migracdo de DNA altamente significativo (p<0,01) em relagdo ao controle-solvente e
aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001) em relag@o ao controle celular.

O Quadro 27 mostra o dano ao DNA expresso em percentagem de células
nas quatro diferentes classes e em numero de UAT obtidos para o segundo ensaio
Cometa realizado em células sanguineas humanas in vitro. No segundo ensaio
Cometa, a substéncia 7 induziu efeito genotdxico altamente significativo (p<0,01)
nas concentragdes testadas de 610 puM, 4.000 uM e 6.400 uM e significativo (p<
0,05) em 977 pM e 2500 puM, quando comparado ao controle solvente (DMSO 5 %).
O controle positivo, MMS 160 uM, induziu efeito genotoxico bem evidente e

extremamente significativo (p< 0,001) em relacdo ao controle celular.
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Quadro 27: Ensaio Cometa 2 da substancia 7 em células sanguineas humanas
in vitro. Distribuic&o intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades arbitrarias Totais (U.A.T.)

Grupos Classes de Dano ao DNA (%) U.A.T.
0 [ 1 | 2 | 3

Controles
Controle 92,0 7,5 0,0 0,5 18
Omso e e 87,0 8,5 15 3,0 a1
Concentracdes Substancia 7
149 uM 85,0 12,0 0,0 3,0 42
238 uM 82,5 16,0 0,5 1,0 40
382 uM 82,5 14,5 0,5 2,5 46
610 pM 63,5 32,0 1,0 35 89 **
977 uM 61,5 36,0 0,0 2,5 87 *
1.562 pM 74,0 26,0 0,0 0,0 52
2.500 uM 50,0 46,5 1,5 2,0 111 *
4.000 uM 36,0 59,5 1,5 3,0 143 **
6.400 uM 29,0 60,0 3,0 8,0 180 **
Controle Positivo
MMS 160 uM * | 0,0 | 1,5 | 11,5 | 87,0 | 571

'Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student os asteriscos * *¥* g *** indicam respectivamente,
aumento de migracdo de DNA estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao controle-solvente,
aumento de migracdo de DNA altamente significativo (p<0,01) em relagdo ao controle solvente e
aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001) em relagdo ao controle celular.

O Quadro 28 mostra o dano ao DNA expresso em percentagem de células
nas quatro diferentes classes e em numero de UAT obtidos para o terceiro ensaio
Cometa realizado em células sanguineas humanas in vitro. No terceiro ensaio
Cometa, a substancia 7 induziu efeito genotdxico significativo (p< 0,05) somente nas
duas maiores concentracdes testadas (4.000 uM e 6.400 uM) quando comparado ao
controle solvente (DMSO 5%). O controle positivo, MMS 160 pM, induziu efeito
genotdxico bem evidente e extremamente significativo (p< 0,001) em relacdo ao

controle celular.
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Quadro 28: Ensaio Cometa 3 da substancia 7 em células sanguineas humanas
in vitro. Distribuic&o intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades arbitrarias Totais (U.A.T.)

Grupos Classes de Dano ao DNA (%) U.AT.
0 [ 1 | 2 | 3

Controles
Controle 87,0 13,0 0,0 0,0 26
%’I\r/‘ltsr%'eg/‘z)'ve”te 86,0 11,0 0,5 2,5 39
Concentractes Substancia 7
149 uM 90,0 8,5 0,5 1,0 25
238 UM 88,5 8,0 1,0 2,5 35
382 uM 87,5 12,0 0,0 0,5 27
610 uMm 87,0 12,5 0,0 0,5 28
977 uM 89,0 8,5 0,0 2,5 32
1.562 uM 80,0 18,0 0,0 2,0 48
2.500 uM 74,5 20,0 1,0 4,5 71
4.000 pM 67,5 27,0 2,5 3,0 82 *
6.400 uM 45,5 37,0 5,0 12,5 169 *
Controle Positivo
MMS 160 pM * 0,0 05 | 16,0 \ 83,5 566 ***

! Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student os asteriscos * e *** indicam respectivamente,
aumento de migracdo de DNA estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao controle-solvente
e aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001) em relacéo ao controle celular.

Ao se combinar os trés ensaios Cometa independentes realizados,
verificamos que o tratamento pela substancia 7 induziu dano significativo ao DNA
(p<0,05) em duas concentracdes (1562 uM e 6400 pM) quando comparado ao
controle-solvente DMSO 5%. O controle positivo, MMS 160 uM induziu efeito
genotoxico extremamente significativo (p< 0, 0001) em relag¢do ao controle celular. O
Quadro 29 e a Figura 13 mostram o dano ao DNA, expresso como valor médio de
UAT e erro padrdao da média nos trés ensaios para as nove concentracfes da
substancia 7, para os controles negativos (DMSO 5% e controle celular) e controle
positivo (MMS 160 uM).
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Quadro 29: Ensaio Cometa da substancia 7 em células sanguineas humanas in
vitro. Dano ao DNA em valores médios + erro padrdo da média de Unidades
arbitrarias totais (U.A.T.). Combinacéo dos resultados dos 3 ensaios realizados

Grupos _ Erro padrdo da média Teste t (p)*
Média (UAT) (UAT)

Controles:
Controle 21,67 2,33 -
Controle Solvente -
(DMSO 5%) 32,67 7,36
Concentracdes Substancia 7
149 uM 36,00 5,51 0,368
238 uM 32,00 4,36 0,471
382 uM 32,67 6,69 0,500
610 uM 50,33 19,41 0,221
977 uM 58,00 15,95 0,111
1.562 uM 53,67 3,84 0,032 *
2.500 uM 74,67 20,00 0,060
4.000 uM 90,67 28,05 0,058
6.400 uM 138,00 36,64 0,024 *
Controle positivo:
MMS 160 pM* | 569,67 | 1,86 | 0,000 ***

Valores de p no teste t de Student monocaudal. “Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student

os asteriscos * e *** indicam respectivamente, aumento de migracdo de DNA estatisticamente
significativo (p<0,05) em relagédo ao controle-solvente e aumento de migragdo de DNA extremamente
significativo (p<0,001) em relagéo ao controle celular.

Figura 13: Efeito da substancia 7 naindugéo de dano ao DNA em células sanguineas
humanas in vitro. Barras representam os erros padrdes das médias (EPM) das unidades
600 - arbitrarias totais (UAT) dos 3 ensaios Cometa realizados * k%
s ]
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-
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[C] Controle [S]. Controle-solvente DMSO 5%. Concentra¢des da substancia 7: [1] 149 uM, [2] 238
pM, [3] 382 uM, [4] 610 pM, [5] 977 uM, [6] 1.562 uM, [7] 2.500 pM, [8] 4.000 pM, [9] 6.400 uM. [+]
Metanosulfonato de metila 160 uM. Pelo teste t de Student os asteriscos * e *** indicam
respectivamente, aumento de migragdo de DNA estatisticamente significativo (p<0,05) em relagdo ao
controle-solvente e aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001) em relacdo
ao controle celular
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4.7.2 Ensaio de Micronucleo

A substancia 7 em DMSO 5% nao foi citotoxica em células sanguineas
humanas in vitro (tratamento: 4h) somente na menor concentracao testada de 150
MM por ndo causar reducédo do IPBC e IR da cultura quando comparado ao controle
solvente (Quadro 30).

As demais concentracbes da substancia 7 foram citotoxicas causando
reducdo do IPBC e IR quando comparados ao controle-solvente. A diminuicdo dos
dois indices foi concentracdo-dependente na faixa de concentracdes de 150 uM a
4000 pM. A reducédo do IPBC de 36%, 79%, 86% e 62% em relacdo as culturas
controle solvente foi constatada em culturas de células sanguineas humanas
tratadas respectivamente, com as concentracdes de 640 uM, 1600 uM, 4.000 uM e
10.000 puM da substancia 7. Comparativamente ocorreu reducéo de IR de 40%, 83%
e 89% e 69% para as culturas tratadas com 640 uM, 1600 pM, 4.000 uM e 10.000
UM da substancia 7.

A partir dos resultados de citotoxicidade definiu-se 640 pM como a
concentragdo maxima da substancia 7 a ser analisada quanto ao nimero de células
micronucleadas por 2000 células binucleadas, pois nesta concentracdo houve uma
redugéo de 36% do IPBC e 40 % do IR em relagdo ao controle-solvente, abaixo do
valor limite de 50% (OECD, 2014).

A substancia 7 ndo induziu aumento significativo de formacdo de
micronucleos em células sanguineas humanas in vitro nas concentracdes analisadas
(150 uM e 640 uM) quando comparado ao controle-solvente DMSO 5%. O controle
positivo MMC 1,0 pg/ml induziu aumento estatisticamente significativo (p<0,05) de
células micronucleadas em células binucleadas em relacéo ao controle celular. COL
0,02 pg/mL ndo induziu aumento de células micronucleadas em células
mononucleadas e em células binucleadas em relacdo ao controle celular (Quadro
30).

Conclui-se que a substancia 7 nao foi capaz de induzir quebras
cromossOmicas e/ou ganho ou perda de cromossomos em células sanguineas

humanas apds 4h de tratamento in vitro.



Quadro 30: Citotoxicidade e ensaio de micronucleo in vitro pelo bloqueio
sanguineas humanas.
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da citocinese da substancia 7 em células

NUMERO DE CELULAS QUANTO AO MEDIDA DE CITOTOXICIDADE MEDIDA DE ENSAIO DE MICRONUCLEO
NUMERO DE NUCLEOS/500 CELULAS CITOTOXICIDADE
GRUPOS MONO Bl MULTINUCLEADAS 1PBC* ATIVIDADE IR® ATIVIDADE NUMERO DE CELULAS MICRONUCLEADAS TESTE QUI
CITOSTATICA CITOSTATICA (NCMN) QUADRADO
(%) (%) ()
Controles
NCMN/2000 CELULAS NCMN/2000
MONONUCLEADAS CELULAS
BINUCLEADAS
Controle Celular 406 63 31 1,250 - - - 24 20 -
NUMERO DE CELULAS MICRONUCLEADAS/2000
CELULAS BINUCLEADAS
Controle Solvente 36 -
(DMSO 5%) 421 78 1 1,160 - - -
Concentragdes Substancia 7
150 uM 412 82 6 1,188 -17% 105% -5% 24 P=0,152
640 uM 451 47 2 1,102 36% 60% 40% 20 P=0,043
4
1.600 pM 485 13 2 1,034 79% 17% 83% - -
4.000 uyM * 490 9 1 1,022 86% 11% 89% - -
10.000 uM * 473 24 3 1,060 62% 31% 69% - -
Controle positivo
5
MMC”0,5 pug/mL 445 46 9 1,128 49% 73% 27% 28 P=0,309
5
MMC” 1,0 pg/mL 442 48 10 1,136 46% 76% 24% 40 P=0,013 *
NCMN/2000 CELULAS NCMN/2000
MONONUCLEADAS CELULAS
BINUCLEADAS

COL °0,02 pg/mL 12 20 p=0,065

433 46 21 1,176 30% 73% 27% (MONONUCLEADA)

p=0,874
(BINUCLEADA)

Indice de prolifera%éo a partir do bloqueio da citocinese (indica o nimero médio de nécleos por célula na presenca de citocalasina B). * indice de replicacéo, indica a proporcéo de ciclos de divisdo

celular completos.

Valores de p no teste do Qui-Quadrado. * Analise de microntcleos n&o considerada em 1.600 pM, 4.000 uM e 10.000 uM devido & inducéo de inibicio de crescimento celular

superior a 50%. ° Mitomicina C. ® Colcemid (N-desacetil-N-metilcolchicina). Pelo teste de Qui-Quadrado, *significa aumento de células micronucleadas estatisticamente significativo (p<0,05) em

relacd@o ao controle celular.
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4.7.3 Ensaios Cometa e micronucleo in vitro da substancia 7 — contextualizac&o

com os dados da literatura.

A substancia 7 sintetizada por Quaresma (2015); BOECHAT e colaboradores
(2016) apresentou melhor atividade contra as formas tripomastigotas de T.cruzi do
que as substancia 5 e 6. A Clsp= 45,3+4,0 UM para a substancia 7 foi, no minimo, 44
X menor do que a Clsg > 2000 uM obtida para a substancia 5 e cerca de 7,8 X menor
do que a Clsp= 353,7+27,0 uM obtida para a substancia 6 (QUARESMA, 2015).
Quando comparado ao MGZ, houve a substituicdo do anel tiodiazélico pelo anel
1,2,3-triazd6lico com carboxilato de etila ligado ao C-4 do triazol e no anel imidazélico
houve a mudanca do grupo nitro da posicdo 5 para a posicdo 4. Estudo de
cristalografia da substancia 7 foi realizada por Boechat e colaboradores (2016) para
confirmacéo da estrutura quimica.

A substancia 7, testada na faixa de concentragdes de 149 pM a 6.400 uM
durante 2h, induziu quebra de fita do DNA (p<0,05) em duas concentracdes (1562
MM e 6400 pM) em células sanguineas humanas in vitro, quando comparado ao
controle-solvente  DMSO 5%. O efeito genotdéxico ndo estd associado a
citotoxicidade, pois n&o houve letalidade celular nestas duas concentragdes. A
substituicdo do anel tiodiazélico pelo anel 1,2,3-triazélico com carboxilato de etila
ligado ao C-4 do triazol e a mudanca do grupo nitro da posicéo 5 para a posicéao 4
no anel imidazolico ndo influenciou o efeito de inducédo de quebras de fita de DNA
pelo MGZ.

No ensaio de micronucleo, a substancia 7, na faixa de 150 uM a 640 uM néo
induziu quebras cromossémicas e/ou ganho ou perda de cromossomos em células
sanguineas humanas apos 4h de tratamento in vitro quando comparado ao controle-
solvente DMSO 5%. A substituicdo do anel tiodiazélico pelo anel 1,2,3-triaz6lico com
carboxilato de etila ligado ao C-4 do triazol e a mudanca do grupo nitro da posi¢ao 5
para a posicao 4 no anel imidazélico aboliu o efeito clastogénico e/ou aneugénico do
MGZ. Porém a substancia 7, quando comparada ao MGZ mostrou efeito mais
acentuado de redugédo do IR. A substancia 7 foi mais citotoxica do que o MGZ
causando maior reducdo do IR das células sanguineas quando tratadas na
concentracéo de 1.600 pM (reducéo de IR 2,7 x maior), 4.000 uM (cerca de 1,7x) e
em 10.000 pM (cerca de 1,1X) quando comparado ao MGZ. Adicionalmente, a
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substancia 7 causou reducdo de IR de 40% em relagdo ao solvente-solvente na
concentragéo de 640 pM.

4.8 SUBSTANCIA 8

4.8.1 Ensaio Cometa

A substancia 8 (Figura 1) de PM 234 e férmula quimica CoH10NgO- foi testada
em células sanguineas humanas in vitro, no ensaio de citotoxicidade mediado pelo
DAF e BrEt e em dois ensaios Cometa (ensaio Cometa 1 e ensaio Cometa 2)
empregando-se dez concentragcdes da substancia na faixa de 149 uM a 10.000 pM
em DMSO 5%, que corresponde ao controle solvente.

A substancia 8 induziu pequeno decréscimo de viabilidade celular (1 a 4%)
em cinco concentracoes (149 uM, 238 uM, 382 uM, 2.500 uM e 10000 uM), quando
comparada ao controle-solvente (DMSO 5%). Nas demais concentracdes, a
substancia 8 ndo induziu morte celular. Desta forma, todas as dez concentracdes de
8 foram empregadas no ensaio Cometa em células sanguineas humanas por

apresentarem valores de citotoxicidade inferiores a 30% (Tabela 8).

Tabela 8: Ensaio de citotoxicidade da substancia 8 em células sanguineas
humanas in vitro. Tratamento: 2 h a37°C

Grupos Percentual de decréscimo de viabilidade celular
Controles:

Controle celular 0%
Controle-solvente (DMSO 5%) 0%
Concentracdes:substancia 8

149 uM 4%
238 uM 1%
382 uM 2%
610 uM 0%
977 uM 0%
1.562 uM 0%
2.500 uMm 1%
4.000 uM 0%
6.400 uM 0%
10.000 uM 2%

O Quadro 31 mostra o dano ao DNA expresso em percentagem de células

nas quatro diferentes classes e em nimero de UAT obtidos para o primeiro ensaio
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Cometa realizado em células sanguineas humanas in vitro. No primeiro ensaio
Cometa, a substancia 8 induziu efeito genotoxico significativo (p<0,05) na
concentracdo de 610 uM e dano ao DNA altamente significativo (p<0,01) nas duas
maiores concentracfes testadas (6.400 e 10.000 pM) quando comparado ao
controle solvente (DMSO 5%). O controle positivo, MMS 160 pM, induziu efeito
genotdoxico bem evidente e extremamente significativo (p< 0,001) em relacdo ao

controle.

Quadro 31: Ensaio Cometa 1 da substancia 8 em células sanguineas humanas
in vitro. Distribuic&o intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades arbitrarias Totais (U.A.T.)

Grupos Classes de Dano ao DNA (%) U.A.T.
0 | 1 | 2 | 3

Controles
Controle 90,0 9,5 0,0 0,5 22
Controle solvente
(DMSO 5%) 89,0 7,0 0,5 35 37
Concentracdes Substancia 8
149 uM 84,0 13,5 0,0 2,5 42
238 uM 84,5 13,0 0,5 2,0 40
382 uM 81,0 17,5 0,0 15 44
610 uM 77,5 17,5 0,5 4,5 64 *
977 uM 87,0 9,0 0,0 4,0 42
1.562 uM 81,0 14,0 0,0 5,0 58
2.500 pM 79,0 16,5 0,0 4,5 60
4.000 uM 84,5 8,0 1,0 6,5 59
6.400 PM 73,5 13,5 1,0 12,0 103 **
10.000 pM 75,5 11,0 2,0 11,5 99 **
Controle Positivo
MMS 160 uM * 0,0 | 4,5 19,0 | 76,5 | 544 =
'Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student os asteriscos *, ** e ** indicam

respectivamente, aumento de migracdo de DNA estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao
controle-solvente, aumento de migracdo de DNA altamente significativo (p<0,01) em relacdo ao
controle solvente e aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001) em relacdo
ao controle celular.

O Quadro 32 mostra o dano ao DNA expresso em percentagem de células
nas quatro diferentes classes e em nimero de UAT obtidos para o segundo ensaio
Cometa realizado em células sanguineas humanas in vitro. No segundo ensaio
Cometa, a substancia 8 induziu efeito genotdxico significativo (p<0,05) nas
concentracdes de 2.500 e 4000 pM e dano ao DNA altamente significativo (p<0,01)
na maior concentracdo testada (10.000 uM), quando comparado ao controle

solvente (DMSO 5%). O controle positivo, MMS 160 uM, induziu efeito genotoxico
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bem evidente e extremamente significativo (p< 0,0001) em relacdo ao controle

celular.

Quadro 32: Ensaio Cometa 2 da substancia 8 em células sanguineas humanas
in vitro. Distribuicdo intercelular de dano ao DNA (%) e dano ao DNA em
Unidades arbitrarias Totais (U.A.T.)

Grupos Classes de Dano ao DNA U.A.T.
0 | 1 | 2 | 3

Controles
Controle 91,5 8,5 0,0 0,0 17
Controle solvente 91,5 7,5 0,0 1,0 21
Concentracbes Substancia 8
149 pM 85,5 12,0 0,0 2,5 39
238 uM 89,0 9,5 0,5 1,0 27
382 uM 85,0 12,5 0,5 2,0 39
610 uM 81,0 18,0 0,0 1,0 42
977 uM 90,0 8,5 1,0 0,5 24
1.562 uM 81,5 16,0 0,0 2,5 a7
2.500 uM 82,0 13,5 0,0 4,5 54 *
4.000 pM 76,5 18,0 1,0 4,5 67 *
6.400 uM 81,0 13,0 15 4.5 59
10.000 uM 65,5 23,5 2,0 9,0 109 **
Controle Positivo
MMS 160 pM * 0,0 0,0 9,5 | 90,5 | 81
'Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student os asteriscos *, ** e ** indicam

respectivamente, aumento de migracdo de DNA estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao
controle-solvente, aumento de migracdo de DNA altamente significativo (p<0,01) em relacdo ao
controle-solvente e aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001) em relagéo
ao controle celular.

Ao se combinar os dois ensaios Cometa independentes realizados,
verificamos que o tratamento pela substancia 8 induziu dano significativo ao DNA
(p<0,05) em duas concentracdes (2.500 uM e 4.000 uM) e altamente significativo (p<
0,01) na mais alta concentracdo testada (10.000 pM) gquando comparado ao
controle-solvente DMSO 5%. O controle positivo, MMS 160 uM induziu efeito
genotoxico extremamente significativo (p<0,001) em relacdo ao controle. O Quadro
33 e a Figura 14 mostram o dano ao DNA, expresso como valor médio de UAT e
erro padrao da meédia nos dois ensaios para as dez concentracdes da substéancia 8,
para os controles negativos (DMSO 5% e controle celular) e controle positivo (MMS
160 uM).
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Quadro 33: Ensaio Cometa da substancia 8 em células sanguineas humanas in
vitro. Dano ao DNA em valores médios + erro padrdo da média de Unidades
arbitrarias totais (U.A.T.). Combinacao dos resultados dos 2 ensaios realizados

Grupos Média (UAT) | Erro padrio da média (UAT) Teste t (p)
Controles:

Controle celular 19,50 250 -

Controle Solvente -

(DMSO 5%) 29,00 8,00

Concentracfes: Substancia 8

149 uM 40,50 150 0,147

238 uM 33,50 6.50 0,352

382 uM 41,50 250 0,137

610 M 53,00 11,00 0.110

977 uM 33,00 9.00 0,386

1.562 uM 52,50 550 0,068

2.500 uM 57,00 3,00 0,041 *
4.000 uM 63,00 4,00 0,031 *
6.400 pM 81,00 22.00 0,078

10.000 uM 104,00 5.00 0,008 **
Controle positivo:

MMS 160 pM * | 562,50 18,50 0,001 ***
“Valores de p no teste t de Student monocaudal. “Metanosulfonato de metila. Pelo teste t de Student
os asteriscos *, ** e *** indicam respectivamente, aumento de migracdo de DNA estatisticamente

significativo (p<0,05) em relacdo ao controle-solvente, aumento de migracdo de DNA altamente
significativo (p<0,01) em relacéo ao controle-solvente e aumento de migragdo de DNA extremamente
significativo (p<0,001) em relagéo ao controle celular.

Figura 14: Efeito da substancia 8 naindugédo de dano ao DNA em células sanguineas
humanas in vitro. Barras representam os erros padrdes das médias (EPM) das unidades
600 - arbitréarias totais (UAT) dos 2 ensaios Cometa realizados * %k
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[C] Controle [S] Controle-solvente DMSO 5%. Concentracdes da substancia 8: [1] 149 uM, [2] 238
MM, [3] 382 pM, [4] 610 pM, [5] 977 uM, [6] 1.562 pM, [7] 2.500 pM, [8] 4.000 pM, [9] 6.400 pM, [10]
10.000 pM. [+] Metanosulfonato de metila 160 uM. Pelo teste t de Student os asteriscos * e ***
indicam respectivamente, aumento de migracdo de DNA estatisticamente significativo (p<0,05) em
relacdo ao controle-solvente e aumento de migracdo de DNA extremamente significativo (p<0,001)
em relacdo ao controle celular
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4.8.2 Ensaio de Micronucleo

A substancia 8 em DMSO 5% foi citotéxica em células sanguineas humanas
in vitro (tratamento: 4h) nas cinco concentracdes testadas (150 uM a 10.000 pM)
causando reducgéo do IPBC e IR quando comparados ao controle-solvente (Quadro
34). A diminuicdo dos dois indices foi concentracdo-dependente. A reduc¢éo do IPBC
de 27%, 38%, 49% e 82% e 97,5% em relacdo as culturas controle solvente foi
constatada em culturas de células sanguineas humanas tratadas respectivamente,
com as concentracdes de 150 pM, 640 uM, 1600 puM, 4.000 uM e 10.000 pM da
substancia 8. Comparativamente ocorreu reducgéo de IR de 21%, 42% e 39%, 77% e
97% para as culturas tratadas com as mesmas concentracdes mencionadas
imediatamente acima.

A partir dos resultados de citotoxicidade definiu-se 1.600 pM como a
concentragdo maxima da substancia 8 a ser analisada quanto ao numero de células
micronucleadas por 2000 células binucleadas, pois nesta concentracdo houve uma
reducdo de 49% do IPBC e 39 % do IR em relacdo ao controle-solvente, abaixo do
valor limite de 50% (OECD, 2014).

A substadncia 8 ndo induziu a formacdo de micronicleos em células
sanguineas humanas in vitro (p> 0,1). MMC 1,0 pug/ml ndo induziu aumento
significativo (p> 0,1) de células micronucleadas em células binucleadas em relacdo
ao controle celular. O controle positivo COL 0,02 pg/mL, ndo foi visualizada a
formacao de células micronucleadas em células mononucleadas e binucleadas do
sangue (Quadro 34). Conclui-se que a substancia 8 ndo foi capaz de induzir quebras
cromossOmicas e/ou ganho ou perda de cromossomos em células sanguineas

humanas apés 4h de tratamento in vitro.
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Quadro 34: Citotoxicidade e ensaio de micronucleo in vitro pelo bloqueio da citocinese da substancia 8 em células
sanguineas humanas.

NUMERO DE CELULAS QUANTO AO MEDIDA DE CITOTOXICIDADE MEDIDA DE ENSAIO DE MICRONUCLEO
NUMERO DE NUCLEOS/500 CELULAS CITOTOXICIDADE
GRUPOS MONO BI MULTINUCLEADAS IPBC* ATIVIDADE IR? ATIVIDADE NUMERO DE CELULAS MICRONUCLEADAS TESTE QUI
CITOSTATICA CITOSTATICA (NCMN) QUADRADO
(%) (%) (p)?
Controles
NCMN/2000 CELULAS NCMN/2000
MONONUCLEADAS CELULAS
BINUCLEADAS
Controle Celular 400 96 4 1,208 - - - 16 32 -
NUMERO DE CELULAS MICRONUCLEADAS/2000
CELULAS BINUCLEADAS
Controle Solvente 25 -
(DMSO 5%) 392 97 11 1,238 - - -
Concentracgdes Substancia 8
150 uM 418 77 5 1,174 27% 79% 21% 24 P=1,000
640 uM 435 56 9 1,148 38% 58% 42% 27 P=0,889
1.600 uM 440 59 1 1,122 49% 61% 39% 40 P=0,080
4.000 uM ¢ 478 22 0 1,104 82% 23% 77% - -
10.000 uM ¢ 497 3 0 1,006 97% 3% 97% - -
Controle positivo
MMC * 0,5 pg/mL 453 41 6 1,106 49% 43% 57% - -
MMC” 1,0 pg/mL 448 48 4 1,112 46% 50% 50% 40 P=0,405
NCMN/2000 CELULAS NCMN/2000
MONONUCLEADAS CELULAS
BINUCLEADAS
COL® 0,02 pg/mL 450 47 3 1,106 49% 49% 51% - - -

Indice de proliferagéo a partir do bloqueio da citocinese, indica o nimero médio de niicleos por célula na presenca de citocalasina B. * indice de replicacao, indica a proporgao de ciclos de divisio
celular completos. ° Valores de p no teste do Qui-Quadrado. * Analise de micronticleos ndo considerada em 4.000 pM e 10.000 uM devido & induc&o de inibicdo de crescimento celular superior a
50%. ® Mitomicina C. ° Colcemid (N-desacetil-N-metilcolchicina).
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4.8.3 Ensaios Cometa e micronucleo in vitro da substancia 8 — contextualizac&o

com os dados da literatura.

A substancia 8 sintetizada por Quaresma (2015); Boechat e colaboradores
(2016) apresentou melhor atividade contra as formas tripomastigotas de T.cruzi do
que as substancias 1, 5, 6 e 7, bem como ao benznidazol. A Cls,=5,4+0,63 UM para
a substancia 8 foi no minimo, 370 X menor do que a Clso > 2000 uM obtida para a
substancia 5, cerca de 8,4 X menor do que a obtida para a substancia 7 (Clso=
45,3+4,0 uM) cerca de 7,8 X menor do que a Clsp= 353,7£27,0 uM obtida para a
substéancia 6, 2X menor do que a Clsp= 10,8+0,5 pM do benznidazol (QUARESMA,
2015) e quase 2X menor do que a Cls= 9,9+0,8 pM obtida para o MGZ
(CARVALHO et al., 2007).

Em relacdo ao MGZ, houve a substituicdo do anel tiodiazolico pelo anel 1,2,3-
triazolico com ciclopropila ligado ao C-4 do triazol e no anel imidazolico houve a
mudanca do grupo nitro da posicdo 5 para a posicado 4. Estudo de cristalografia da
substancia 8 foi realizada por Boechat e colaboradores (2016) para confirmacao da
estrutura quimica. A introducédo do ciclopropila no C-4 do triazol para se avaliar a
influéncia do volume espacial, rigidez e lipofilicidade na molécula frente a atividade
biolégica em relacdo ao T.cruzi. resultou no aumento da atividade tripanomicida in
vitro da substéncia 8 em relacédo ao MGZ e ao benznidazol empregada clinicamente
no tratamento da doenca de Chagas (QUARESMA, 2015; Boechat et al, 2016).

A substéancia 8, testada na faixa de concentragdes de 149 pM a 10.000 pM
durante 2h, induziu significativa (p<0,05) quebra de fita do DNA em duas
concentracfes (2.500 uM e 4.000 uM) e altamente significativa quebra (p< 0,01) na
mais alta concentracdo testada (10.000 uM) em células sanguineas humanas in
vitro, quando comparado ao controle-solvente DMSO 5%. O efeito indutor de quebra
de fita de DNA nédo foi associado a citotoxicidade, pois nas duas concentracfes
positivas houve baixa letalidade celular de 1% (2.500 uM), de 2% para a 10.000 uM,
guando comparado ao controle-solvente. Na concentracéo de 4.000 uM nao ocorreu
morte celular.

No ensaio de micronucleo, a substancia 8, na faixa de 150 uM a 1600 uM né&o
induziu (p> 0,1) quebras cromossémicas e/ou ganho ou perda de cromossomos em
células sanguineas humanas apoés 4h de tratamento in vitro quando comparado ao

controle-solvente DMSO 5%. A substituicdo do anel tiodiazélico pelo anel 1,2,3-



118

triazolico com ciclopropila ligado ao C-4 do triazol e a mudanca do grupo nitro no
anel imidazolico da posicédo 5 para a posicdo 4, aboliu o efeito clastogénico e/ou
aneugénico do MGZ. Porém a substancia 8, quando comparada ao MGZ mostrou
efeito mais acentuado de reducéo do IR. A substancia 8 causou maior reducao do IR
do que 0 MGZ nas células sanguineas tratadas na concentracdo de 4.000 uM (1,5 X
maior) e em 10.000 pM (1,6 X) quando comparado ao MGZ. Adicionalmente, a
substancia 8 causou reducao de IR de 21% (150 uM), 42% (640 uM) e de 39% para

1.600 uM em relacéo ao solvente-solvente.

4.9 IMPORTANCIA DOS ENSAIOS COMETA E MICRONUCLEO EM ESTUDOS
DE GENOTOXICIDADE DE NOVAS DROGAS CANDIDATAS

Os agentes fisicos, substancias quimicas e biologicas ao interagir com o DNA
podem causar mutacfes (MULLER, 1928; BEALE, 1993; MAILING, 2004) que estéao
associadas a instabilidade genémica e cancer (MIYAMAE et al, 1998).
Consequentemente, testes de genotoxicidade s&o exigidos pelas agéncias
regulatorias para se avaliar o risco potencial de indug&o de cancer.

Dentre estes testes 0 ensaio Cometa, principalmente in vivo e o MN in vitro
sdo 0s mais empregados na avaliacdo do potencial risco de inducdo de cancer
(ARALDI et al, 2015).

No estudo realizado foi evidenciado para o MGZ efeito indutor de quebra de
fita de DNA através do ensaio Cometa e efeito clastogénico e/ou aneugénico pelo
teste de micronucleo (Quadros 35 e 36).

No ensaio Cometa, duas substancias (2 e 5) ndo induziram dano ao DNA,
enquanto as demais foram positivas. Sob condi¢cdes alcalinas, o ensaio Cometa
pode detectar quebras de fita Unica e dupla do DNA resultantes, por exemplo, das
interacdes diretas com o DNA, dos sitios A&lcali-sensiveis ou como uma
consequéncia de quebras de fita de DNA transitorias resultantes de reparo do DNA
por excisdo. Estas quebras de fita podem ser reparadas, resultando em efeito nao
persistente, podem ser letais a célula, ou podem ser fixadas numa mutacéo
resultando em mudanca permanente viavel. Estas quebras de fita podem também

causar danos cromossomicos (OECD, 2014b).
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Na estratégia de avaliacdo de drogas maior relevancia devera ser dada aos
resultados obtidos no ensaio de microndcleo in vitro do que no ensaio Cometa in
vitro porque o0 ensaio de microndcleo in vitro é considerado o teste padrdo nas
diretrizes para avaliagdo de medicamentos diferentemente do ensaio Cometa in vitro
(ICH, 2012; TWEATS; TRUNZ; TORREELE, 2012).

Algumas vantagens do ensaio de micronucleo em relacdo ao ensaio Cometa
incluem: o ensaio de micronucleo considera somente danos genéticos em células
mitéticas, enquanto o ensaio Cometa detecta danos no DNA em ambas as células
mitoticas e interfasicas (MILLER; POTTER-IOCHER, 1998); o ensaio de micronucleo
tem um maior poder estatistico, desde que no ensaio de micronucleo sdo analisados
2000 células, enquanto no ensaio Cometa sdo analisadas 100 células (MILLER;
POTTER-IOCHER, 1998).

Das sete substancias estudadas analogas ao MGZ, cinco se mostraram
negativas no ensaio de microndcleo in vitro em células sanguineas humanas
(Quadro 36). Dentre as substancias negativas, a substancia 8 foi a mais promissora
para prosseguir no desenvolvimento como droga-candidata no tratamento da doenca
de Chagas. Além da auséncia de efeito mutagénico indutor de quebras
cromossbmicas e/ou ganho ou perda de cromossomos em células sanguineas
humanas, a substancia 8 mostrou alta atividade tripanomicida, cerca de duas vezes

superior ao MGZ e duas vezes superior a droga benznidazol usada clinicamente.
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4.10 RESUMO DOS RESULTADOS DO ENSAIO COMETA E DO ENSAIO DE MICRONUCLEO

O Quadro 35, abaixo resume os resultados obtidos a partir dos ensaios de citotoxicidade realizados nos ensaios Cometa e
micronucleo para as oito substancias estudadas.

Quadro 35: Resumo dos resultados do ensaio in vitro de citotoxicidade mediado pelo diacetato de fluoresceina e brometo de etidio no ensaio
Cometa e da citotoxicidade medida pelo Indice de Proliferacdo pelo Bloqueio de Citocinese (IPBC) e Indice de Replicacdo (IR) no ensaio de
micronucleo in vitro pelo bloqueio da citocinese do megazol (substancia 1) e de seus analogos (2-8) em células sanguineas humanas.

SUBSTANCIA CITOTOXICIDADE (ENSAIO COMETA) CITOTOXICIDADE (ENSAIO DE MICRONUCLEO)
Substancia 1 Decréscimo de viabilidade: Decréscimo de IPBC: 1600 pM (31%), 4.000puM (50%), 10.000uM
o4 '§\€N\N 238 pM (4%) sem aumento nas concentracdes subsequentes. (63%).
= o s Faixa testada (149 puM a 10.000 pM) Decréscimo de IR: 1.600 uM (31%), 4.000 uM (51%), 10.000 uM

CHs NH

(62%)

Substancia 2
ooN /[;'\\A‘YN \/N

!
HiN—X
SHs NH=

Decréscimo de viabilidade: 149 pM, 238 pM, 382 uM, 1.562 uM e
2.500 pM (1%).
Faixa testada (149 pM a 6.400 pM)

Decréscimo de IPBC: 4.000 uM (73%), 10.000 uM (74%).
Decréscimo de IR:1600 pM (24%) 4.000 pM (78%), 10.000 pM
(77%).

Substancia 3

O-N
N—N /Z—N
/ \) 7\
e o e

'
CHg

Decréscimo de viabilidade: 4.000 uM (2%), 6.400 uM (1%) e
10.000 pM (2%)
Faixa testada (149 uM a 10.000 pM)

Decréscimo de IPBC: 640 pM (4%), 1600 pM (19%), 10.000 pM
(36%).
Decréscimo de IR: 1600 pM (5%), 10.000 pM (22%).

Substancia 4

O

Decréscimo de viabilidade: 238 uM (2%) e 2.500 pM (4%)

Decréscimo de IPBC: 4.000 uM (47%), 10.000 pM (72%).

/Z/‘S Faixa testada (149 pM a 6.400 pM) Decréscimo de IR: 4.000 uM (44%),10.000 uM (76%)
<5
Substancia 5 Decréscimo de viabilidade: 149 pM (2%), 382 uM (3%), 610 uM e | Decréscimo de IPBC: 1.600 pM (80%), 4.000 uM (41%), 10.000
02'\‘2/—?. 977 UM (2%) e 2.500 PM (1%) UM (59%)
~NT o Faixa testada (149 uM a 6.400 pM) Decréscimo de IR: 1.600 uM (77%), 4000 uM (32%), 10.000 uM

h
Hi5

(57%)

Substancia 6

L= N
~
.z X
N ™~ ~

’, [
N—r S

Auséncia de citotoxicidade

Faixa testada (149 pM a 10.000 pM)

Decréscimo de IPBC: 150 pM (23%), 640 uM (46%), 1.600 uM
(86%), 4.000 uM (90%), 10.000 puM (100%)

Decréscimo de IR: 640 uM (31%), 1.600 pM (74%), 4.000 pM
(83%), 10.000 puM (100%)

Substancia 7

oO=N

~N
S LR
O ~N—= N

h
SH

Decréscimo de viabilidade: 149 uM (2%), 238 uM (2%) e 382 uM
(4%)
Faixa testada (149 uM a 6.400 pM)

Decréscimo de IPBC:640 uM (36%), 1.600 uM (79%), 4.000 uM
(86%), 10.000 pM (62%)
Decréscimo de IR:640 uM (40%) 1.600 uM (83%), 4.000 uM
(89%), 10.000 pM (69%)

Substancia 8

ooN
~
Dz
Lo
N=N SHg

Decréscimo de viabilidade: 149 uM (4%), 238 uM (1%), 382 uM
(2%), 2.500 UM (1%) e 10.000 uM (2%). Faixa testada (149 uM a
10.000 pM)

Decréscimo de IPBC: 150 pM (27%), 640 uM (38%), 1600 puM
(49%), 4.000 uM (82%), 10.000 pM (97,5%)

Decréscimo de IR: 150 pM (21%), 640 pM (42%), 1600 uM (39%),
4.000 pM (77%), 10.000 pM (97%)
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4.11 RESUMO DOS RESULTADOS DO ENSAIO COMETA E ENSAIO DE MICRONUCLEO QUANTO A GENOTOXICIDADE,
MUTAGENICIDADE E DOSE LETAL

O Quadro 36, abaixo resume 0s resultados obtidos quanto a genotoxicidade, mutagenicidade e de dose letal para as oito
substancias estudadas.

Quadro 36: Resumo dos resultados da genotoxicidade, mutagenicidade do megazol (substancia 1) e de seus analogos (2-8) em células
sanguineas humanas in vitro e suas atividades tripanomicidas in vitro.

SUBSTANCIA

GENOTOXICIDADE

MUTAGENICIDADE

ATIVIDADE TRIPANOMICIDA

Substancia 1

S —
P A N
(oSN Sy T M)
T T L

s ™
Magazol (1)

- Dano ao DNA: 1.562 pM, 6.400 uM e 10.000
UM (p<0,05)

- Aumento de formacao de micronucleos:

1.600 uM e 4.000 pM (p<0,01)
Faixa analisada (150 uM-4000 uM)

- DL 50 (T. cruzi) =9,9+0,8 uyM e
(T. brucei) = 0,14 +0,01 pM

Substancia 2

Auséncia de genotoxicidade
(149 pM a 6.400 pMm)

- Aumento de formac&o de micronucleos:

1.600 pM (p<0,05)
Faixa analisada (150 uM a1.600 puM)

- DL 50 (T. cruzi) = 256,8 +53,0 uM
e (T. brucei) > 40 uM

- Dano ao DNA: 977 uM, 4.000 pM, 6.400 pM,
10.000 pM (p<0,05)

Auséncia de mutagenicidade
Faixa analisada (150 pM a 10.000 pM)

- Dose letal para 100% dos parasitas de
T. cruzi = 0,3 mg/mL

- Dano ao DNA: somente na maior
concentragéo 6.400 uM (p<0,05)

Auséncia de mutagenicidade
Faixa analisada (150 puM a 4.000 uM)

- DL 50 ( T.cruzi) = 120 uM

- Dose letal para 100% dos parasitas de
T. cruzi = 2,5 mg/mL

Auséncia de genotoxicidade
(149 uM a 6.400 puM)

- Aumento de formac&o de micronucleos:

4000 pM (p<0,05)
Faixa analisada (150 uM a 4.000 puM)

- DL 50 (T. cruzi)= > 2000 puM

- Dano ao DNA: 6.400 pM (p<0,001) e 10.000
UM (p<0,05)

Auséncia de mutagenicidade
Faixa analisada (150 uM e 640 uM)

- DL 5o (T. cruzi) = 353,7+27,0 uM

- Dano ao DNA: 1.562 uM e 6400 uM (p<0,05)

Auséncia de mutagenicidade
Faixa analisada (150 pM e 640 puM)

- DL 50 (T. cruzi) = 45,3+4,0 uM

- Dano ao DNA: 2.500 pM e 4.000 uM
(p<0,05) e 10.000 pM (p<0,01)

Auséncia de mutagenicidade
Faixa analisada (150 uM e 1600 puM)

- DL 50 (T. cruzi) =5,4+0,63 uM
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5 CONCLUSOES

A substituicdo do anel tiodiazolico do MGZ pelo anel 1,2,3-triazélico com
ciclopropila ligado ao C-4 do triazol e a mudanca do grupo nitro da posi¢éao 5 para a
posicdo 4 do anel imidazdlico aboliu o indesejado efeito mutagénico do MGZ
(BOUTEILLE et al., 1995) e o resultante e preocupante efeito em relacdo a
carcinogenicidade do MGZ (NESSLANY et al, 2004).

A substéancia 8 foi considerada a mais promissora para o prosseguimento dos
estudos de desenvolvimento como droga-candidata com potencial emprego no
tratamento da doenca de Chagas. Além da auséncia de efeito clastogénico e/ou
aneugénico em células sanguineas humanas in vitro, a substancia 8 apresentou alta

atividade tripanomicida, duas vezes superior ao BZN e ao MGZ.
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6 PERSPECTIVAS

Os mecanismos envolvidos nas atividades genotdxica/mutagénica e
terapéutica dos compostos nitroimidazodlicos ainda necessitam ser esclarecidos
(WALSH et al., 1987; SPERANDEO et al.,, 2004). As alteracOes estruturais que
diferencialmente afetam as atividades mutagénicas e tripanomicidas dos compostos
nitroimidazélicos sdo de grande interesse para a producdo de novas drogas com
potente atividade farmacoldgica e auséncia de mutagenicidade.

Através deste projeto em parceria com Farmanguinhos, unidade produtora de
medicamentos da FIOCRUZ, espera-se:

o Contribuir para o desenvolvimento de novos farmacos nitroimidazolicos a
serem empregados no tratamento da doenca de Chagas e do sono, cujo arsenal
terapéutico estd restrito a drogas de alta toxicidade indesejavel, inclusive
mutagénicas, o que ndo € recomendado, pois 0 tratamento a longo prazo pode
conduzir a neoplasias;

o Avaliar a genotoxicidade in vivo da substancia 8 no estudo combinado de
microndcleo em células de medula 6ssea de camundongos e no ensaio Cometa in
vivo no figado de camundongos, como recomendado pelas publicacées ICH S2A e
ICH S2B;

o Obter a partir deste estudo, seguranca suficiente de que a substancia nao

pOSSui um perigo genotoxico em pacientes.
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APENDICE A

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos — CEP Fiocruz/IOC

Instituto Oswaldo Cruz / Fundac¢ao Oswaldo Cruz

Avenida Brasil 4.036, sala 705 (Expansdo) Manguinhos Rio de Janeiro - RJ
CEP: 21.040-360 Tel.: (21) 3882-9011 Tel./Fax: (21) 2561-4815

e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br Skype: cep_fiocruz_ioc

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Documento em 2 vias, assinado por cada participante voluntério do estudo e pelo
pesquisador responsavel)

Eu,..... , tendo sido convidado(a)

a participar como voluntario(a) do estudo intitulado “Estudo da Genotoxicidade in
vitro de Substancias Nitroimidazélicos como Instrumento para Busca de Novos
Agentes Tripanomicidas”, recebi através da pesquisadora responsavel, Dra. Helena
Pereira da Silva Zamith do Setor de Citotoxicidade e Genotoxicidade do
Departamento de Farmacologia e Toxicologia do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz, as seguintes informacfes que
possibilitaram meu pleno entendimento quanto aos detalhes relevantes do presente
estudo:

(10 estudo tem como objetivo avaliar se as substancias nitroimidazoélicas analogas
do megazol com atividade tripanomicida (como por exemplo, contra o agente
etiologico da doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi e da doenc¢a do sono, T.cruzei)
causam citotoxicidade e/ou genotoxicidade ao homem. Para responder a esta
questdo, ha a necessidade, de se testar estas substancias in vitro em células de
sangue humano (coletado por puncdo venosa) para verificar se as substancias
causardo morte das células ou retardo do ciclo celular (citotoxicidade) ou dano ao
DNA (genotoxicidade/mutagenicidade). Porém, se for detectado danos no DNA das
células sanguineas que ndo foram tratadas, a amostra de sangue coletada néo

podera ser utilizada, e deverei ser informado;

OEstou ciente de que o voluntario participante do estudo podera ser de ambos os
sexos; que é preciso preencher requisitos como de idade, que devera ser proxima

dos 30 +/- 3 anos; que néo tenha sido exposto a raios-X nos ultimos 3 meses antes
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da doacdo de sangue, que néo seja fumante, que preferencialmente ndo consuma

bebidas alcodlicas e que nao esteja fazendo uso de medicamentos no momento;

[10s resultados deste estudo possibilitardo a identificacdo de substancias
nitroimidazélicas tripanomicidas, com eficacia previamente conhecida contra as
formas tripomastigotas, ou seja, de alto poder infectante, de T. cruzi e T. brucei,
porém com auséncia de atividades citotoxica e genotoxica em ceélulas sanguineas
humanas. Desta forma espera-se contribuir para o desenvolvimento de novos
farmacos nitroimidazdlicos a serem empregados no tratamento das
tripanossomiases, tais como, doenc¢as de Chagas e do sono consideradas doencas
tropicais negligenciadas. Estima-se que, mundialmente, cerca de 27 milhdes de
pessoas estejam infectadas pelos protozoérios Trypanosoma cruzi, Trypanosoma
brucei e Leishmania sp resultando em consideravel morbidade e mortalidade
especialmente, em paises em desenvolvimento, apresentando grande importancia
em termos de saude publica, pois as iniciativas ainda ndo foram suficientes por parte
dos 6rgaos competentes para desenvolver medicamentos eficazes e mais seguros

para a populacao afetada;

110 estudo tera uma duragao de 2 anos;

[INesse estudo podera ser doado um volume sanguineo em torno de 5 mL para o
caso de realizacdo do ensaio de citotoxicidade (determinacao de letalidade celular),
previamente ao ensaio de genotoxicidade Cometa para avaliagdo de quebras de fita
de DNA; cerca de 10 mL para o caso de realizacdo do ensaio Cometa e cerca de 16
mL para o caso de realizacdo dos ensaios simultaneos de citotoxicidade (indice de
replicacdo) e do ensaio de mutagenicidade de micronucleo que detecta fragmentos

de cromossomos Ou CromosSsomaos inteiros;

[1Como voluntario, participarei da etapa de coleta sanguinea como doador para

realizacdo dos ensaios de citotoxicidade, Cometa e/ou micronucleo;

[0Os riscos, incOmodos e desconfortos fisicos que poderei sentir com a minha
participacdo sdo os normais de uma doacdo sanguinea, atentando-se para o fato de

gue em doacdes sanguineas, so sao utilizadas seringas e agulhas descartaveis;
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Que as informagcBes obtidas através da minha participacdo ndo permitirdo a
identificacdo da minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a
divulgacdo das mencionadas informacdes s6 sera feita entre os profissionais

estudiosos do assunto;

[1Que o estudo ndo acarretara nenhuma despesa como participante da pesquisa;

[1Que, sempre que desejar, serao fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das

etapas do estudo;

[ Que, a qualquer momento, eu poderei recusar a continuar participando do estudo
e, também, que eu poderei retirar este meu consentimento, sem que iSso me traga

qualquer penalidade ou prejuizo;

[1Que a equipe da pesquisa estara a minha disposi¢ao para qualquer esclarecimento

sobre o0 estudo e sobre a minha participacao;

[1Que eu receberei uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido de igual

teor datada e assinada por mim e pela pesquisadora responsavel pela pesquisa;

Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi
informado sobre a minha participacdo no mencionado estudo e estando consciente
dos meus direitos, das minhas responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a
minha participacdo implicam, concordo em dele participar e para isso eu DOU O
MEU CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU
OBRIGADO.
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Endereco do(a) participante voluntario(a)
Rua/N°/Complemento:

Bairro/CEP/Cidade:

Telefone:

Nome e endereco da pesquisadora responsavel pela pesquisa
Dra Helena Pereira da Silva Zamith

Setor de Citotoxicidade e Genotoxicidade

Laboratério de Toxicologia (Bloco 7 — sala 108 A)

Departamento de Farmacologia e Toxicologia

INCQS/FIOCRUZ

Tel.: (21) 3865-5278

Rio de Janeiro,

Assinatura ou impressao Nome e Assinatura da responsavel pelo estudo
datiloscopica do(a) voluntéario(a)

(Rubricar as demais paginas) (Rubricar as demais paginas)
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APENDICE B

QUESTIONARIO PARA PARTICIPACAO COMO DOADOR PARA O ENSAIO
COMETA E O ENSAIO DE MICRONUCLEO.

Nome:

Endereco:

Telefones:

Local de trabalho e/ou estagio:

1. Qual é a sua idade?

2. E fumante? Qual a frequéncia diaria?

3. Com que frequéncia consome bebidas alcodlicas?

4. Quando foi a sua Ultima exposi¢ao a raios-X?

5. Estéa atualmente fazendo uso de algum medicamento?
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APENDICE C
PREPARO DAS SOLUCOES DO ENSAIO COMETA

1- Solucéo PBS

-Cloreto de sédio (PM 58,44) 320¢g
-Cloreto de potassio (PM 74,55) 0,89
-Fosfato de sédio dibasico (PM 141,96) 4,6 g
-Fosfato de potassio monobésico (PM 136,09) 08¢
-Agua desionizada asp 40L

e Dissolucdo com agitacdo magnética;

e Ajuste do pH a aproximadamente 7,4 com acido cloridrico 1N ou hidréxido de
sodio 1N;

e Esterilizacdo por autoclavacdo durante 30 min. Pode-se também esterilizar

por filtracdo a vacuo (membrana de 0,22 pm).

2- Solucéo de agarose de ponto de fusdo normal (agarose PFN) 1,5%
e Para 200 laminas, adicionou-se 6g de agarose PFN (Sigma A-9918) a 400 mL
de solucdo PBS e aqueceu-se com o0 auxilio de bico de Bunsen a uma
temperatura préxima a ebulicdo até a sua dissolugéo;

e A agarose PFN 1,5% foi fervida trés veze antes de ser usada no ensaio.

3- A solucdo de agarose PFN 1,5% foi usada para o revestimento das
laminas (camada inferior de agarose) de acordo com o procedimento abaixo:
e Aslaminas foram limpas com lenco de papel embebido em etanol absoluto;
e As laminas limpas foram mergulhadas por pouco tempo na solucdo de
agarose PFN 1,5% quente mantida em banho-maria a uma temperatura de 60
+1°C. A agarose deve alcancar até a metade da parte fosca da lamina para

assegurar que a mesma figue aderida adequadamente a lamina;
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e 0 lado posterior da lamina foi seco, e em seguida, a |lamina foi colocada
rapidamente sobre a estante na posicao horizontal. Essa etapa deve ser realizada
rapidamente para que se possa garantir uma boa distribuicdo da agarose;

e as laminas foram mantidas a temperatura ambiente overnight para secarem;

e apoOs secagem as laminas foram armazenadas em caixas a temperatura

ambiente por tempos prolongados (1 ano) até o dia do uso.

4- Solucéo de agarose de baixo ponto de fuséo (agarose BPF) 0,5%
e Dissolucdo de 0,1g de agarose BPF (Sigma A-9414) em 20 mL de PBS pelo
aquecimento com bico de Bunsen a uma temperatura proxima a da ebulicdo até a
completa solubilizagéo da agarose;
e distribuicdo da agarose em volumes de 5 mL em erlenmeyer de 25 mL e
manutencado na geladeira até o momento do uso;
e no ensaio, a agarose BPF 0,5% deve ser aquecida rapidamente até a sua
completa dissolucéao;
e apos a dissolucao, a agarose deve ser resfriada colocando-a em banho-maria

a 37+1°C até o momento do uso.

A solucéo de agarose BPF 0,5% foi empregada para a preparagdo da segunda
camada de agarose conforme procedimento abaixo:

e em microtubo plastico de tampa achatada (0,6mL) adicionou-se 5 pL da

suspensao celular ou mistura de incubacdo a 120 pl de agarose BPF 0,5%

mantida em banho-maria a 37°C;

¢ homogeneizou-se uma vez para completa distribuicao das células em agarose

BPF 0,5%;

e em seguida, adicionou-se 120 pL da mistura sobre a lamina previamente

revestida pela agarose PFN 1,5%;

e imediatamente apds, colocou-se laminula sobre a lamina, evitando-se a

formacéo de bolhas de ar;

e colocou-se em geladeira (4°C a 10°C) as laminas em estantes por

aproximadamente 5 min, até que a camada de agarose endurecesse;
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e apoés cerca de 5 min, removeu-se a laminula, deslizando-a delicadamente
sobre a camada de agarose e logo em seguida, mergulhou-se lentamente a
lamina em recipiente contendo solucéo para lise celular gelada, recentemente
preparada e protegida da luz;

e as laminas foram mantidas em geladeira (4°C a 10°C) overnight;

e no dia seguinte, duas laminas foram preparadas por cultura de cada grupo

experimental.

5- Solucéao para lise

a) Solucéo de lise 1:

- Cloreto de sédio 2,5 M......(PM 58,44).......... 146,1 ¢
- EDTA dissodico 100mM....(PM 372,24)......... 37,29
-Tris10 MM (PM 121,14)......... 1249

- Agua deionizada.............ccoeeeieiiiininene, 850 mL
b) Solucgao de lise 2 (final):

- Triton X — 100..........ceeveeeee. (PM 646,87).......... 1mL
-DMSO....ccoviiiiiiiiiiiieee (PM 78,13)........... 10 mL
-Solucdo delise L., 89 mL
6- Solucéo tampéo alcalina para eletroforese (NaOH 300 mN/EDTA 1mM)
a) Solucéo de hidréxido de sédio (10 N)

- Hidréxido de sodio (PM 40) 40 g

- Agua desionizada 100 mL

em capela quimica, adicdo lenta da agua ao p6 em béquer;
apos cada adicéo, resfriamento do béquer em banho de gelo;

a solucdo deve ser usada no prazo maximo de 2 semanas apdés a sua

preparacao;

b)

manutencao da solucéo a temperatura ambiente.

solucéo de EDTA 200 mM
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- EDTA dissddico (PM 372,24) 14,89 g

- Agua desionizada gsp 200 mL

C) dissolucéo com agitacdo magnética;

d) ajuste do pH da solucao a aproximadamente 10 usando NaOH 10N;

e) manutencao a temperatura ambiente.

c) solucédo tampao (NaOH 300 mN/EDTA 1mM)

- Hidroxido de sO6dio 10 N ooeeeneieieieeeeeeee 45 mL
- EDTA dissOdico 200 MM .......vveeeiiieeieieeiieen, 7,5 mL
- Agua deionizada gsp.......cccceeveevereeeeeennann. 1500 mL

A solucdo deve ser preparada no dia do ensaio e mantida em geladeira por pelo

menos 2h antes do seu uso.

7- Solucéo tampéo para neutralizacao

- Tris 0,4 M (PM 121,14).....cciveeieieirererrene, 48,5 g

- Agua deionizada gsp.......ccccceeevevveeieerennnnns 1000 mL

8- Solucéo corante de brometo de etidio 200 ug/mL (10 X concentrada):
- Brometo de etidio (PM 394,3)........cccceeeenneee 0,005 g

- Agua deionizada ..........ccccoeeeveeiieeeeee, 25 mL

Solucédo de brometo de etidio 20 pug/mL (1 X concentrada):
- Solucéo de brometo de etidio 200 pg/mL........ 0,25 mL
- Agua deionizada .........cc.ccoeceeiiiiiiieee 2,25 mL
e Solucdo 1X concentrada preparada no dia do experimento; adicdo de 30 uL por

lamina
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- Solucao corante de diacetato de fluoresceina (FDA) e brometo de etidio
a) Solugéo A - FDA 5 mg/mL:

“FDA (PM 416,4).....coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 0,025 g

= ACEBTIONAL. ....cciieeiee e 5mL

b) Solucéo B - Brometo de etidio 200 pg/mL:
- Brometo de etidio (PM 394,3).......cccceeveeenennnnn. 0,005¢g
-SOIUCAO PBS.......cooiieen e, 25 mL

C) Solugéo de FDA 30 pg/mL e de brometo de etidio 8 pg/mL:

= SOIUGAOD Ao 30 pL
s 10] (1o Lo = T 200 pL
-SOIUGAO PBS......cooi e 4.8 mL

e A solucdo deve ser preparada no dia do teste para determinagédo da viabilidade
celular;
e 100 puL da solucéo corante deve ser adicionada a 100 uL de suspenséo celular;

* 50 uL da mistura deve ser adicionada a lamina microscopica seguida de

colocacao de lamina para andlise

10- Solucdo de metanosulfonato de metila (MMS): controle positivo no
ensaio Cometa

- MMS PM 110,13; d = 1,300

a) Solucdo A - MMS 8 X 10 M (80 mM):

No ensaio Cometa, a solugédo B - MMS 0,8 mM (50 pL) foi diluida em 200 pL

de sangue resultando na concentracéo final de 160 uM
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APENDICE D
PREPARO DAS SOLUCOES DO ENSAIO DE MICRONUCLEO

1- Preparacéo de solugdo KH2PO4 (0,3 M)
- KH2PO4 (PM 136,09).......c0ccviviieiereieeriiensinns 10,21 g
- Agua destilada.............c.coveeveeeeieiiinieee, 250 mL

2- Preparacéao de solucédo Na2 HPO4 (0,3 M)
- Na2 HPO4 (PM 142,07)....ccccvveeeiiiiiiiieeeeene, 10,66 g
- Agua destilada............cc.coveeeeeieiiinieee, 250 ml

3- Solucéao corante de laranja de acridina.

a) Solucéo estoque de laranja de acridina (1mg/mL)
- Laranja de acridina (PM 370,0).......ccccevvreeenenn. 50 mg

- Agua destilada.......cccceeeveiiiiiiiiii 50 mL

b) Solucéo de laranja de acridina (concentracéo de uso: 60 pug/mL)

- Solucao estoque (IMg/ML).....ccoeeeeeeeeenrnnnnnne. 6 mL
-KH2PO4 0,3 M., 10 mL
-Na2HPO4 0,3 M., 10 ml
- Agua destilada.............c.coveeeeiiciiiiiieeeee, 74 mL

4- Meio RPMI 1640 com L-glutamina e 25 mM de HEPES sem NaHCO3
- 16,2 g/pacote. Adicionar 2g/L de NaHCO3 e ajustar o pH na faixa de 7,0 - 7,4

5- Preparacéao de solucédo de Mitomicina C

a) Preparacao da solugdo de MMC 50 pg/mL (solucéo 1)
- Solucao estoque (500 pg/mL).......coovvvveviiinnns 15 pL

- Agua destilada...........c.coooveeeeeeeereeeeeee, 135 pL



b) Preparagéo da solugdo de MMC 50 pg/mL (solucéo 2)
- SOlug&o 1 (50 pG/ML)..ccooiiiiiiieeeee e 50 pL
- Agua destilada.............c.coveeeeeeieierieeeeee 50 pL

6- Preparacéo de solucéo de Colcemid 0,001% (10 pg/mL): COL1
- Demecolcine (PM 371,4)...ccccccceevieiiiiiiiieiiinnnns 5 mg
- Solucao de NaCl 0,9%........cccceeveieeiiieeeeeeeeeenn, 500 mL

a) Preparacao da solugéo de Colcemid 1 pg/mL (COL2)
- Solucdo de COL1 (10 pg/mL).....cccevvvvvvevnnnnne 100 pL
- Agua destilada............ccocoveeeeeiiiiiiiieee 900 pL
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