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RESUMO

GARCIA, Uyla Ornellas. Investigacdo da citotoxicidade e mutagenicidade de
compostos  triazdlicos:  terapéutica  promissora  contra  infec¢cdes  por
tripanossomatideos. 2017. 58 f. Monografia (Bacharel em Biomedicina) -

Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

A Tripanossomiase Americana € uma doenca que afeta milhdes de pessoas no
mundo, principalmente na América Latina, e ainda ndo possui uma terapia efetiva
principalmente na fase cronica da doenca, e os medicamentos existentes, que sao
efetivos somente na fase aguda, apresentam desvantagens como toxicidade e
resisténcia de algumas cepas do Trypanosoma cruzi. Assim, urge a necessidade de
desenvolver substancias seguras e que promovam cura nas fases crénica e aguda
da doenca e, para tal, novas estratégias terapéuticas vém sendo estudadas, sendo
destaque contra infec¢des por tripanossomatideos, os estudos sobre derivados
triazolicos, que agiriam na membrana do protozoario de forma similar ao que € visto
em membranas fungicas. Desta maneira, foi realizada a sintese de uma série de
derivados triazdlicos, de série PFCT, com potencial atividade antichagasica, com
mecanismo de acao proposto na inibicdo da biossintese de ergosterol pela inibicdo
da enzima 14a-desmetilase, mesmo mecanismo de acdo de seu protétipo, o
antifangico Fluconazol. Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar a toxicidade
do Fluconazol e de duas amostras derivadas do mesmo em modelos experimentais
in vitro. Para o Fluconazol, foi observada citotoxicidade em todas as cepas, TA97
(0,5uM), TA98 e TA102 (5uM) e TAL100 (50uM), sem indicacdo de mutagenicidade
positiva. A amostra PFCT 012/14 observa-se citotoxicidade para a TA97 (50uM),
TA100 e TA102 (5uM), sem resposta mutagénica. Para o PFCT 015/14, quando
analisada a resposta dose dependente, na concentracdo de 50 pM/placa, o
composto foi considerado mutagénico. Ainda assim, € o derivado mais promissor

guando comparado ao de série PFCT 012/14 e ao Fluconazol.

Palavras-chave: Mutagenicidade, toxicidade, doenca de Chagas, derivados

triazolicos, citotoxicidade



ABSTRACT

GARCIA, Uyla Ornellas. Investigation of cytotoxicity and mutagenicity of triazole
compounds: promising therapy against trypanosomatid infections. 2017. 58f.
Monograph (Bachelor in Biomedicine) — Federal University of the State of Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

American Trypanosomiasis is a disease that affects millions of people in the
world, especially in Latin America, and does not yet have effective therapy,
especially in the chronic phase of the disease, and existing drugs that are
effective only in the acute phase present disadvantages such as toxicity And
resistance of some strains of Trypanosoma cruzi. Thus, it is urgent to develop
safe substances that promote healing in the chronic and acute phases of the
disease and, for this, new therapeutic strategies have been studied, being
emphasized against infections by trypanosomatids, studies on triazolic
derivatives that would act on the membrane of the Protozoa similar to what is
seen in fungal membranes. In this way, a series of triazolic derivatives from
PFCT series with potential antichagasic activity and a proposed mechanism of
action by the inhibition of ergosterol biosynthesis by the inhibition of the 14a-
demethylase enzyme, were also synthesized, as well as the mechanism of
action of its prototype, the antifungal Fluconazole. Therefore, the objective of
this work was to investigate the toxicity of Fluconazole and two samples derived
from it in experimental models in vitro. For Fluconazole, cytotoxicity was
observed in all strains, TA97 (0.5uM), TA98 and TA102 (5uM) and TA100
(50uM), without indication of positive mutagenicity. The PFCT 012/14 sample
shows cytotoxicity for TA97 (50uM), TA100 and TA102 (5uM), with no
mutagenic response. For PFCT 015/14, when the dose-dependent response
was analyzed at the concentration of 50 uyM / plate, the compound was
considered mutagenic. Nevertheless, it is the most promising derivative when

compared to PFCT 012/14 series and Fluconazole.

Keywords: Mutagenicity, toxicity, Chagas disease, triazole derivatives, cytotoxicity
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1. INTRODUCAO

Infeccbes causadas por tripanossomatideos vém sendo estudadas na busca por
novas vias de tratamento, em especial para moléstias como a tripanossomiase
americana, descoberta pelo médico sanitarista Carlos Chagas em 1909 (MALAFAIA,
2010).

1.1 Doenca de Chagas

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), a tripanossomiase americana
é classificada como uma doenca negligenciada, que afeta milhGes de pessoas ao

redor do mundo, principalmente na América Latina (Figura 01) (OMS, 2015).

} { S
Estimated number of cases Stabus of vector transmission ; : ;’,I'

. » <1000 [0 Couniries without vechr fransmission. & ﬁ
i " @ 1000-93599 0 Countries wath accdenal vector ransmission
@ 100000- 390 093 I Counttizs with ongaing vector fransmission
. =1 000 000

[ Mo officially estimated cases

Figura 01 Distribuicdo de casos de Trypanosoma cruzi, baseado em estimativas oficiais e a

distribuicdo da transmissao vetorial, a nivel mundial, de 2006 a 2009 (adaptado de: OMS, 2010).

O foco de disseminacdo pelos paises da América Latina estd intimamente

ligado a dificuldade de acesso a politicas habitacionais governamentais e a

precariedade das condi¢cdes de moradia, pois essas favorecem a nidificacdo dos
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vetores da doenga conhecidos popularmente como “barbeiros” (DIAS, 2001;
COURA, 2010, DIAS et al., 2015).

Apesar da disseminacao ligada a baixas condi¢des da populacéo, nos ultimos
anos, devido ao acelerado processo migratério entre os continentes, a doenca de
chagas passou a ser foco de atencdo em paises desenvolvidos como Estados
Unidos e Espanha, com aumento no nimero de casos e tornando-se um problema
de saude publica, j& que esses paises ndo possuem controle sobre a disseminagao

da doenca, principalmente pela triagem em bancos de sangue (COURA, 2010).

1.1.1 Etiologia

O agente etiolégico da doenca de chagas (DC), denominado Trypanosoma
cruzi, € um protozoario flagelado da Ordem Kinetoplastida, Familia
Trypanosomatidae, do género Trypanosoma cruzi sp. S&o caracterizados pela
presenca do cinetoplasto (DNA mitocondrial), que se encontra proximo ao Unico
flagelo do protozoario. A localizacdo do cinetoplasto difere de acordo com o estagio
gue o protozoario se encontra durante o ciclo biologico (ARAUJO-JORGE &
CASTRO, 2000).

Na forma tripomastigota, o cinetoplasto esta localizado na porgéo posterior do
corpo flagelar. Na forma epimastigota, se localiza na parte anterior ao nucleo e na
forma amastigota, o cinetoplasto néo € visivel na microscopia o6tica, encontrando-se

préximo a um flagelo ndo proeminente (DIAS & COURA, 1997).

7

A transmissdo € feita por um triatomineo estritamente hematofago,
pertencente a subfamilia: Triatominae. Dentre as espécies conhecidas atualmente,
os de maior importancia clinica sdo os do género Triatoma, Rhodnius e
Panstrongylus (OMS, 2015). Além da transmissao vetorial, pode ocorrer transmissao
via placentaria (congénita), por transfusdo sanguinea, além da via oral, dada

também ingestao de alimentos contaminados pelo T. cruzi (OMS, 2015).
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7

O ciclo desse parasita flagelado € heteroxénico, comecando ainda no

organismo do hospedeiro invertebrado (triatomineo) (Figura 02).

Vetor pica e defeca,
eliminando o tripomastigota

Estégio no Triatomineo @) presente nas fez.es, que Tripomastigotas metaciclicos
penetra pela ferida ou @ infectam vérias células. Dentro
mucosa. das células, se transformam em

éy 4 amastigotas
. . - / z [\ Estagio no Ser
Tripomastigotas metaciclicos no A o\ ’" Humano

intestino posterior ls)

Multiplicagdo no intoesti{) médio @

AR,

Epimastigotas no
intestino médio

Os tripomastigotas

podem infectar outras @ amastigotas multiplicam-se por divisio

células e se transformar  pingria nas células e tecidos infectados
em amastigotas

intracelulares em um
novo local de infecgéo.
Manifestagoes clinicas
podem resultar deste

Tripomastigotas sdo
ciclo infeccioso.

@ ingeridos por/um novo
inseto.

@ Amastigotas intracelulares se

D transformam em tripomastigotas,
saem da célula e entram na
A- Estagio infeccioso corrente sanguinea

A- Estagio de diagnéstico

Figura 02. Ciclo da Doenca de Chagas (Fonte: adaptado de CDC Chagas Disease)

No hospedeiro invertebrado, o parasito ao ser ingerido, em sua forma
tripomastigota sanguinea, passa por transformac¢des ao longo do tubo digestivo
do vetor, migrando do intestino anterior para o intestino médio do triatomineo,
onde se diferenciam em formas fusiformes, denominadas epimastigotas
(ARAUJO-JORGE & CASTRO, 2000).

Ao chegar ao intestino médio, ocorre a multiplicacdo por fissdo binaria
dos epimastigotas, que ao atingirem o reto do triatomineo e aderirem as células
epiteliais, passando por um processo denominado metaciclogénese, que
devido a queda do pH e ao estresse metabdlico, estimula a forma epimastigota
a ,diferenciar-se em formas metaciclicas, os tripomastigotas metaciclicos, que
perdem a adesao ao epitélio intestinal, sendo liberados na luz da porcao distal
do tubo digestivo, sendo eliminados nas fezes do vetor (DIAS, 1997; CAMPOS,
2007).
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Ao picar o homem, o barbeiro elimina pelas fezes, durante ou apds o
repasto sanguineo, as formas infectantes tripomastigotas metaciclicas que
podem penetrar no local de lesédo, provocado pela picada ou por solugcédo de
continuidade, ocasionada pelo ato de cocar o local, devido a reagédo alérgica
causada pela saliva do vetor (DIAS, 1997; ARAUJO-JORGE & CASTRO,
2000).

Esses tripomastigotas metaciclicos, ao chegarem a corrente sanguinea,
passam a ser chamados de tripomastigotas sanguineos, permanecendo por
algum tempo circulando no sangue, onde sao fagocitados por células sem
grande capacidade fagocitaria, ocorrendo a fusao de lisossomos para formar o
vacuolo parasitoforo, o que leva a uma acidificacdo da luz do vacuolo,
submetendo o parasito a condigcdes de estresse necesséarias para que se
diferencie em amastigotas (DIAS, 1997; ARAUJO-JORGE & CASTRO, 2000).

Quando o parasita invade células, como os macrofagos, a internalizacéao
pode ocorrer através da fusdo dos lisossomos com fagossomo, formando-se

assim o vacuolo parasitoforo, com contetdo de carater 4cido.

A membrana do vacuolo parasitéforo maduro logo se rompe liberando os
parasitas no citoplasma da célula hospedeira. No citosol, o parasito diferencia-
se em amastigota, iniciando sua multiplicacdo por fissao binaria (DIAS, 1997;
ARAUJO-JORGE & CASTRO, 2000).

Nessa fase, com o rompimento do vacuolo, ocorre a liberacdo de novos
parasitos, com a invasao de novas células; além de componentes celulares. Os
parasitas entdo chegardo novamente a corrente sanguinea, agora na forma de
tripomastigota invadindo células de outros 6rgaos, como macrofagos e células
de Schwann e, ap0s a entrada nessas células, irdo se diferenciar, passando
novamente a circulacdo sistémica e fechando o ciclo, que pode reiniciar
diversas vezes (DIAS, 1997; ARAUJO-JORGE & CASTRO, 2000).

Além disso, a forma tripomastigota pode ser ingerida por um novo inseto.
No vetor, esses tripomastigotas passardao por nova transformacao no intestino,

para epimastigota, onde sofrerdo novamente uma divisdo binaria, formando
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novos tripomastigotas metaciclicos, que serdo liberados pelas fezes do
barbeiro, reiniciando o ciclo (DIAS, 1997).

O periodo de incubacdo da Doenca de Chagas varia de acordo com a
via de transmissao, sendo de 5 a 15 dias na vetorial, de 30 a 40 dias na via de
transfusdo sanguinea, do quarto ao nono més de gestacdo nha via
transplacentéaria (congénita) e de 7 a 22 dias para via oral.

A doenca possui duas fases. O periodo pré-patente, € marcado por uma
reacdo inflamatéria no local da penetracdo do parasita devido a saliva do
barbeiro, sendo caracterizada pela coceira e vermelhidao no local, denominado
Chagoma de inoculacdo. Apés o periodo de incubacao, inicia-se a fase aguda,
com elevada parasitemia. Os sintomas sao prodrémicos, como mal estar, febre,
mialgia e fadiga e quase sempre passam despercebidos ou como sindrome
gripal (DIAS et al., 2016).

Ainda, se o local de entrada do parasita for a conjuntiva ocular, pode
ocorrer a formacado de um edema bipalpebral unilateral, devido a liberacao de
IgE e histamina (anafilaxia), podendo estender-se por toda a area da face,
chamado Sinal de Romana-Mazza, que ocorre em 10 a 20% dos casos (DIAS
et al., 2016).

Apos essa fase, depois de quatro a dez semanas do periodo de
incubagédo, pode evoluir para a forma cronica indeterminada, com auséncia de
sintomas clinicos e de comprometimento do aparelho digestivo e do coracao.
Enquanto que alguns individuos, cerca de 50%, permanecam nessa fase por
toda a vida, alguns podem evoluir para o estagio crénico determinado, apos
anos da infeccdo, que pode apresentar-se de trés formas: forma cardiaca,
forma digestiva e forma mista (cardiodigestiva) (RIBEIRO e ROCHA, 1998).

A forma cardiaca, considerada a maior causa de 6bito na fase crbénica da
doenca, esta presente em 30% dos casos cronicos, sendo caracterizada por
acometimento cardiaco, com evolucao para quadros de Insuficiéncia cardiaca
congestiva (ICC) e miocardiopatia dilatada (DIAS et al., 2016).

Em cerca de 10% dos casos, ocorre a forma digestiva, com o
acometimento do aparelho digestivo, podendo evoluir para quadros de
megacolon ou megaesodfago. A forma mista (cardiodigestiva) € marcada pela
concomitancia de manifestacdes decorrentes do comprometimento do aparelho
cardiaco e digestivo (DIAS et al., 2016).
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1.1.2 Diagnostico

Para o diagndstico, faz-se uso de exames parasitoldgicos e sorolégicos.
Nos métodos parasitologicos, ocorre a analise direta do parasita no sangue,
podendo ser realizada por pesquisa & fresco de tripanossomatideos, métodos
de concentracdo (microhematdcrito e método de Strout), além do esfregaco
sanguineo. Os exames sorolégicos sao utilizados para confirmacédo dos casos,
sendo utilizados atualmente, os meétodos de imunofluorescéncia indireta,
hemaglutinacdo indireta e o ELISA, jA que o método de fixacdo do
complemento ou Reacdo de Machado-Guerreiro ja ndo € mais utilizada (DIAS
et al., 2016).

1.1.3 Estratégias terapéuticas atuais
Atualmente no mercado, existem disponiveis dois farmacos: Nifurtimox
(NFX) e Benzonidazol (BZ). Porém, ambos séo ineficazes principalmente no
gue diz respeito a fase crénica da doenca. Ambos fazem parte de uma mesma
familia, a dos nitroheterociclicos, mas possuem diferentes grupos quimicos e

seu mecanismo de acado contra o T.cruzi é distinto (FRANCA et al., 2014).

O Nifurtimox (3-metil-4, 5 (nitrofurfurilideno-amino)-tetrahidro-4H-1, 4
tiazina-1-1-dioxido), de nome comercial Lampit ® foi o primeiro farmaco
utilizado para a forma aguda da doenca, sintetizado em 1967, pela Bayer. E um
farmaco (Figura 04) da classe dos antiprotozoarios, sendo observada
negativacdo da parasitemia em 88% a 100% dos casos agudos tratados e
baixa taxa de cura em pacientes tratados na fase crénica (COURA & CASTRO,
2002).
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Figura 03. Estrutura molecular do Nifurtimox (Fonte:
<http://www.farmaciasahumada.cl/fasa/MFT/PRODUCTO/P10470.HTM>)

Possui agdo tanto nas formas tripomastigotas quanto nas amastigotas.
Seu mecanismo de acdo é baseado na nitroreducdo, onde h4 geracédo de um
radical nitroanion, que na presenca de oxigénio produz espécies reativas, como
0 peroxido de hidrogénio e o superéxido. Como 0 protozoario ndo possui um
eficiente mecanismo de detoxificacdo, diferentemente dos mamiferos, fica mais
susceptivel a acdo toxica desses compostos (CANCADO, 1997; CAMPOS,
2007). Na década de 80, em virtude da alta toxicidade, sua comercializag&o foi
proibida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no Brasil;
assim como em outros paises, como Venezuela e Argentina (OLIVEIRA et al.,
2008).

O Benzonidazol (N-benzil-2-nitro-l-imidazolacetamida) ou Rochagan ®
(Figura 05) é um derivado nitroimidazdlico, com atividade tripanocida e
antibacteriana, sintetizado em 1972, por Wineholt e Liebman e produzido pelo
laboratorio da Roche, na Suica (OLIVEIRA et al., 2008). Em 2003, a Roche
doou o direito de patente do medicamento Rochagan, ao governo brasileiro,
gue cedeu os direitos de producgdo ao laboratorio Farmacéutico de Pernambuco
(LAFEPE), sendo este o unico laboratorio, no mundo, a produzir este

medicamento.

NHJK/ QN

NO5

Figura 04. Estrutura molecular do Benzonidazol (Fonte:
<https://revista.iptsp.ufg.br/up/63/0/2008_37_3_209_228.pdf>).
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Seu mecanismo de acéo ainda ndo esta completamente elucidado, mas
acredita-se que ocorra pelo estresse oxidativo, envolvendo a modificacdo
covalente das macromoléculas em intermediarios nitroreduzidos, que se ligaria
a componentes celulares como DNA, proteinas e lipideos, causando a inibi¢céo
do crescimento dos parasitos (CANCADO, 1997; CAMPOS, 2007).

Contudo, pela baixa eficacia na fase cronica, a alta toxicidade hepatica,
além da existéncia de cepas resistentes, estudos estdo sendo realizados,
identificando novos direcionamento no que diz respeito a quimioterapia para
doenca de chagas, como enzimas, como a Tripanotiona Redutase (TR), a
Superoxido Dismutase (SOD), a Cisteina Protease de 51 a 57 kDa ou GP51/57
(Cruzipaina) entre outros (Coura & Castro, 2002; CAMPOS, 2007). Além de
ativos que atuem sobre substancias necessarias a sobrevivéncia e proliferacédo
do parasita como os que atuam na deplecdo do ergosterol, originalmente
medicamentos utilizados para tratamento de infeccbes fungicas (CAMPOS,
2007; FRANCA et al., 2014).

1.2 Novos Sistemas Terapéuticos

O desenvolvimento de um farmaco é um processo de planejamento a
longo prazo e de alto risco, pois ao passo que poderia levar a melhora da
salde ou a cura de uma populacao afetada por determinada moléstia, ao
contrario disso, poderia causar efeitos adversos graves ou se necessitar de um
desenvolvimento de alto custo, tornaria inviavel a sua comercializagdo para

todos aqueles que necessitam (ANVISA, 2013).

A descoberta de novos compostos, para o tratamento de doencgas, envolve
diversas etapas envoltas em um processo de pesquisa e desenvolvimento de
farmacos (P&D). Os parametros levados em consideracéo séo as vias de agao,
as propriedades moleculares dos compostos, além dos alvos de atuagdo do
farmaco (GUIDO, 2010).

Primeiramente, descobre-se um composto com potencial terapéutico, que

deve passar pelas fases de teste pré-clinica, onde séo feitos testes in vitro para
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avaliar as propriedades biolégicas das moléculas, através de bioensaios in
vivo, para estudar o metabolismo, a farmacocinética e farmacodinamica em
animais e a fase clinica propriamente dita, onde séo realizados estudos clinicos
em humanos, em varias fases (ANVISA, 2013; FERREIRA et al, 2009).

Dada a elevada importancia desse processo, além do elevado periodo
para desenvolvimento e aprovagcdo de um novo composto, que gira em torno
de 12 anos, e da baixa probabilidade desses compostos chegarem ao
mercado, se exprime a necessidade da elucidagcdo desse processo de
desenvolvimento, que pode produzir medicamentos para doencas ainda sem
tratamento ou aumentar a eficacia terapéutica ao associar hovos compostos

com sistemas terapéuticos ja conhecidos (ANVISA, 1999).

Para comecar esse processo, € necessaria a identificacdo e a
otimizacdo dessas novas moléculas, que apresentam elevado potencial de
aproveitamento clinico. A validacao dessas moléculas ou alvos terapéuticos é
realizada por agéncias reguladoras, sendo fundamental para consolidar,
estabelecer e garantir a seguranca e a eficiéncia de estudo de novos farmacos.
Ref

Em 1906, foi criado nos Estados Unidos, o Food and drug act (FDA), que
mais tarde seria transformado na Agéncia Americana para o Controle de
Alimentos e Medicamentos (CALIXTO, 2008).

Em 1962 a FDA estabeleceu que antes do uso clinico ou da realizacéo
de propaganda para comercializacdo de um novo medicamento, o fabricante
deveria comprovar sua eficacia e seguranca, mas principalmente a sua

seguranca. ref

A partir disso, a maioria dos paises passou a adotar esses critérios de
avaliacdo e os medicamentos passaram a ser alvo de um rigoroso processo de

analise, antes da sua aprovacao e comercializacao. (CALIXTO, 2008).

No Brasil, o 6rgdo de regulacdo para estes fins, foi criado em 26 de
janeiro 1999, pela Lei n°® 9.782, sob a denominacdo de Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sendo responsavel por promover a protecao da
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saude da populacdo, através do controle sanitario da producdo e da
comercializacdo de produtos e servigcos submetidos ao 6rgdo, além da analise
de pedidos de patentes juntamente ao Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI) (FERREIRA et al., 2009; ANVISA, 1999).

Para prosseguir com a etapa clinica do P&D, as atividades de pesquisa
seguem determinacdo das Boas Praticas Clinicas (GCP — Good Clinical
Practice), que tem por finalidade de consolidar e estabelecer inUmeros acordos,
gue garantam seguranca e eficiéncia nas atividades de pesquisa. O
estabelecimento dessas diretrizes no Brasil teve seu inicio em 1988, com a
aprovacdo das Normas para Pesquisas em Saude, primeira resolucdo do
Conselho Nacional de Satde (CNS) (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA
SAUDE, 2005; GOLDIM, 2009).

Posteriormente, em 1996, por meio da Resolugcdo CNS 196/96, foram
propostas as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo
Seres Humanos. Além disso, em 1997, com o objetivo direcionado a pesquisa
de novos farmacos e vacinas, foi estabelecida a Resolugdo CNS 251/97, que
discursa sobre o bem estar do individuo incluido no estudo estar acima de
gualquer interesse econdmico, industria, da ciéncia ou da populagdo em geral.
(CNS,1997).

1.2.1 Compostos triazélicos

Os compostos de primeira geracao de inibicdo da sintese do ergosterol
foram descobertos no fim da década de 60, porém, estes atuam inibindo vérias
etapas na biossintese dos lipideos da membrana, componentes essenciais da
membrana do fungo, que regulam a fluidez e a integridade da mesma. Porém,
como as enzimas do citocromo P450 produzem colesterol nas células do figado
dos mamiferos, poderiam causar danos ao paciente (MARTINEZ, 2006). Na
década de 80, surgiram os triaz6is como o Fluconazol. E na ultima década,

novos derivados triazbis, como o posaconazol (MARTINEZ, 2006).
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Os derivados triazélicos, entdo, seriam mais especificos, agindo somente
sobre a sintese do ergosterol, presente na membrana do fungo. Esses ativos
atuam inibindo a CYP51 (14 a-desmetilase) (Figura 05), que culmina com o
acumulo de lanosterol, que sobre a acdo da A-5,6- desaturase, gerando um
esterol, 14a-metil-ergosta-8,24(28)-dien-3p,6a-diol, um esteroide toxico que ao
ser incorporado a membrana celular leva a sua desorganizacdo, ocasionando
alteracOes de fluidez, permeabilidade e integridade (SUETH-SANTIAGO, et al.,
2015).

Ergosterol

Membrana defeituosa

Sintese ergosterol da membrana

Lanosterol % Ergosterol Al

Citocromo P450
Il4 a- desmetilase

Cetoconazol, Fluconazol, Posaconazol

Figura 05. Mecanismo de acao dos inibidores da sintese de ergosterol (IBES) (Fonte: Autor).

Esses antifingicos com potencial atividade tripanocida, foram relatados
contra T.cruzi, P. falciparum e L. tropica (SUETH-SANTIAGO, et al., 2015).
Pesquisas realizadas nas Ultimas décadas relatam de forma clara que o
Trypanosoma cruzi, necessita da sintese de esterois para viabilidade celular e

proliferacéo, assim como os fungos (URBINA, 2009).

No caso da doenca de chagas, por exemplo, esses compostos triazélicos
vao agir sobre a CYP51 do protozoario, impossibilitando a formacdo do
intermediario zimosterol a partir do lanosterol, impedindo assim a formacao do
ergosterol, o que leva a acumulagcdo de precursores na membrana,
ocasionando uma disfungédo similar a que ocorre na membrana dos fungos
(MARTINEZ, 2006).
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1.2.2 Fluconazol
O Fluconazol (Figura 06) é um antifangico, da classe dos derivados
triazolicos, indicado para diversas infeccbes fungicas. Seu espectro atinge a
maioria das leveduras e dermatofitoses (MARTINEZ, 2006).

Q

N—N
OH
F
N—NnN
A
N
F

Figura 06. Estrutura do Fluconazol. (Fonte:
<http://bdigital.ufp.pt/bitstream/10284/3250/1/TG_11256.pdf>)

E indicado para profilaxia da meningite criptococica, além de candidiase
mucosa e orofaringea. Possui boa atividade contra candidiase sistémica e
superficial, além de ser indicado para o tratamento de pacientes
imunocomprometidos, portador do HIV ou predispostos devido a quimioterapia
citotdxica ou radioterapia (MARTINEZ, 2006, ANVISA, 2016).

As propriedades farmacocinéticas do Fluconazol sédo similares nas duas
formas de administracao, via oral e intravenosa. Possui 6tima taxa de absorcéo
por via oral, que nao apresenta reducdo de eficAcia com a ingestdo
concomitante a quaisquer alimentos. Além disso, sua ligacdo a proteinas
plasméticas € baixa, em torno de 11 a 12% (MEDLEY, 2011).

Apresenta concentracbes a nivel plasmatico proporcional a dose

administrada, apresentando pico plasmatico em torno de 1 a 2 horas. Apo6s 4-5
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dias com doses Unicas diarias, sao alcancados 90% dos niveis de equilibrio
(MEDLEY, 2011). Possui boa penetracéao nos fluidos corporeos, como: saliva e
escarro; além de se acumular no extrato cérneo. E excretado por via renal, com
80% da dose administrada encontrada de forma inalterada na urina (MEDLEY,
2011).

1.2.3 Derivados do Fluconazol

Dada a inexisténcia de uma terapia eficiente que promova a cura da
doenca de chagas, na fase crbnica, além da existéncia de diversos efeitos
adversos relacionados a terapia atualmente utilizada, urge a necessidade
imediata do desenvolvimento de ativos que se enquadrem no combinado de
eficacia e seguranca para tratamento da doenca em ambas suas fases. Esta
terapia ineficaz também se faz presente na relagio com outros

Tripanossomatideos, como a Leishmania, relacionado a toxicidade dos

compostos, resisténcia entre outros.

Na literatura ja foi descrito a respeito da atividade tripanocida de
antifangicos sendo o ergosterol o resultado final de ambas as vias
biossintéticas, contudo, existem diferencas em relacdo as isoformas de CYP51,
de fungos e tripanossomatideos, logo um antifungico que inibe a 14a-
desmetilase de um fungo né&o ira inibir da mesma maneira necessariamente,
com o mesmo resultado final, a enzima do T. cruzi, por exemplo. (SUETH-
SANTIAGO et al., 2015). Além disso, o Fluconazol apresentou contra o T. cruzi,

somente atividade in vitro, e ndo em modelos animais (FRANCA, et al., 2014).

Além disso, autores ja descreveram que inibidores de biossintese do
ergosterol, comercializados pela industria farmacéutica, como cetoconazol,
itraconazol e o préprio Fluconazol, tem acéo supressiva e ndo curativa quando

testados para o T. cruzi em modelos experimentais (URBINA, 2009).

Desta maneira, uma nova estratégia seria proposta, a partir da sintese
de uma série de compostos triazélicos, de série PFCT, com potencial atividade

anti-T. cruzi.
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1.2.4 Avaliacao de seguranca de novos compostos

Na pesquisa por novos farmacos, a avaliacdo da sua seguranca se
enquadra em estudos toxicologicos pré-clinicos que avaliam os potenciais
riscos de seu uso, no que diz respeito a toxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade, que podem causar danos locais e sistémicos (MARON &
AMES, 1983; OECD 471,1997; ANVISA, 2013).

O uso de testes in vitro como o0 ensaio de genotoxicidade de reversao
bacteriana, € muito utilizado para elucidac&o inicial do potencial indutor de
mutacdo do composto testado, para que se possam avaliar possiveis danos ao

DNA, quando exposto a substancia (ANVISA, 2013).

Dessa maneira, 0 uso de ensaios toxicologicos, € de suma importancia
para identificacdo do potencial citotdbxico e mutagénico de compostos
avaliados, de forma simples, rapida e com baixo custeio, além da similaridade
de resultados, ja que estudos comprovam que diversos compostos ja testados
neste ensaio, apresentando resultado positivo, apresentaram atividade
mutagénica em outros ensaios (OECD 471, 1997; ANVISA, 2013).

28



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Investigar o potencial mutagénico e toxicologico, de compostos triazélicos
de série PFCT 012/14 e PFCT 015/14.

2.2 Objetivos Especificos

a. Avaliar os potenciais efeitos citotoxicos e mutagénicos para cepas de
Salmonella enterica sorovar Typhimurium, induzidos pela atividade do

Fluconazol e dos derivados selecionados;

b. Investigar a citotoxicidade hepatica do Fluconazol e derivados, em
culturas de células HepG2;

c. Comparar os perfis de toxicidade do(s) derivados testados, para assim,
destacar qual (ais) moléculas apresentaram resultados mais promissores

para ensaios posteriores, como micronucleo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras para Estudo

Os derivados utilizados neste estudo de série PFCT, sdo compostos que
guardam uma regido estrutural de um medicamento conhecido, neste caso,
0 Fluconazol, com outras modificacbes em sua estrutura que possam
aperfeicoar sua atividade, seguranca ou seletividade. Apresentam uma rota
de sintese similar ao farmaco original, mas com etapas distintas que
conferem essas modificacbes supracitadas. Foram cedidas para este
trabalho pela Dra. Nubia Boechat e pelo Dr. Frederico Castelo Branco,
pesquisadores do Laboratério de Quimica Medicinal da Fundacdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ).

Esses derivados, da série PFCT, PFTC007/14, FTC011/14,
PFTCO012/14, PFTCO014/14, PFTCO015/14, PFTCO016/14, PFTCO017/14,
PFTCO018/14, PFTCO001/15, juntamente com o Fluconazol, apresentam

massa molar distinta, descrita na Tabela 01.

Em razdo do processo de pedido de patente desses derivados, sua
estrutura esta protegida.
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Tabela 01. Caracteristicas do Fluconazol e derivados

Amostra Massa molar Solvente

Fluconazol 306,1 DMSO
PFTC 007/14 399,1 DMSO
PFTC 011/14 381,2 DMSO
PFTC 012/14 407,1 DMSO
PFTC 014/14 349,1 DMSO
PFTC 015/14 361,2 DMSO
PFTC 016/14 368,1 DMSO
PFTC 017/14 379,1 DMSO
PFTC 018/14 376,1 DMSO
PFTC 001/15 345,1 DMSO

3.2 Ensaio de viabilidade celular com WST-1

Baseado no protocolo Roche, 2011, o ensaio de viabilidade celular com
WST-1 (Water Soluble Tetrazolium One), € um ensaio colorimétrico para a
guantificacdo ndo-radioativa da proliferacdo, crescimento e viabilidade celular,
e que pode ser utilizado como indicador de citotoxicidade. O ensaio se baseia
na clivagem de sais de tetrazélio, que sédo reduzidos pela enzima succinato-
tetrazolio-reductase, e formam os chamados cristais de formazan, sendo
guantificada a absorbancia da sua coloracdo, por espectofotometria (Roche,
2011; Azevedo, 2013). A formagdo desses cristais demonstra o estado

funcional da cadeia respiratoria, ativo somente em células viaveis.

Culturas da linhagem HepG2, com 90-95% de confluéncia (quando a

cultura celular prolifera em condi¢bes apropriadas até ocupar todo o substrato
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disponivel) foram utilizadas no ensaio. A populacdo de células viaveis é
ajustada para o namero 6timo de 105 células/mL. A partir dessa suspenséao de
células, 100 pyL séo pipetados em uma placa para microtitulagdo, com uma
populacdo de 10* células em cada um deles. Entéo, as placas foram colocadas
em uma incubadora com atmosfera de CO, a 5%, a 37°C, condicBes ideais

para garantir a adesao das ceélulas ao substrato.

Apés essa etapa, foi retirada a solugdo da placa de microtitulacdo, onde
foram acrescentados 90uL de meio de cultura fresco. Posteriormente, para o
tratamento das células, 1uL de cada um dos ativos testados, foram adicionados
a seus respectivos locais, com equivaléncia a 1% do volume total, levando em
consideracao a toxicidade em altas concentracdes do DMSO, para as células,
e as placas foram incubadas durante 3 h ou 24 h. Com o tratamento, foi
possivel que a populacdo de células fosse exposta as concentracdes finais de

10, 50, 100 e 500uM de cada um dos derivados e do Fluconazol.

Depois de completado o tempo de exposi¢cdo na incubadora, o meio de
cultura foi removido, e foram lavados com PBS (Phosphate buffered saline),
duas vezes. Logo apos, foram adicionados 90uL de meio fresco suplementado.
Foram colocados 10uL do reagente WST-1 e o sistema de reacgé&o foi incubado
novamente, a 37°C, com umidade de 5% de CO2 por 120 min (HepG2), a fim
gue permitir a reducdo do sal de tretazolio, e verificar-se a viabilidade das

células em contato com 0s compostos.

Os controles do ensaio foram o Branco (auséncia de células), o
Negativo, com células e meio de cultura, e Solvente, com DMSO 1% do volume

final.

Apos a ultima incubacgao, as placas foram lidas em espectrofotdbmetro de
microplacas, no comprimento de onda de 440nm, sendo o percentual de
sobrevivéncia (células viaveis) calculado pela razdo entre as absorbancias
obtidas no solvente e nas amostras. Este ensaio foi realizado em triplicata e
repetido pelo menos duas vezes. A partir deste ensaio analisaram-se 0s

parametros de ECsy LCso € IS (indice de seletividade) (Figura 07).
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LCs; - dose necessdria de determinada substancia para matar 50% da populagdo em um ensaio

LC5, - Concentracéo de eficécia controle
Concentragdo de eficacia amostras

EC, - Concentragao de eficécia da droga com efeito antiparasitario para 50% dos parasitas

1S-LCy) 2hIEC,

Figura 07. Parametros de analise do Ensaio WST-1. (Fonte: autor)

3.3 Cepas bacterianas utilizadas

Neste trabalho foram utilizadas quatro linhagens do clone LT2 da
bactéria Salmonella enterica sorovar Typhimurium (TA97, TA98, TA100,
TA102), descrito por MARON e AMES (1983), todas auxotréficas para o
aminoacido histidina (His’), ou seja, nao proliferam em ambiente que n&o haja
histidina. A deteccdo de diversos mutagenos ocorreu da percepcédo de que ao
ser posto em contato com alguns agentes mutagénicos, ocorria a reversao,
sendo assim His® revertentes, com proliferacdo das colénias em meio
desprovido desse aminoacido.. Estas linhagens apresentam padrbes e

caracteristicas especificas, detalhadas no quadro 01.
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Quadro 01. Caracteristicas das cepas padréo utilizadas no ensaio de teste de Ames:
Cepa Mutacdo em | Plasmideo Outras mutacdes Mutacédo detectada
His
TA97 hisD6610 pKM101 Rfa, (uvrB chl bio) Frameshift Adicao de
his01242 G:.C
TA98 hisD3052 pKM101 Rfa, (uvrB chl bio) Frameshift Delecéo de
G.C
TA100 hisG46 pKM101 Rfa, (uvrB chl bio) | Substituicdo G:C para
AT
TA102 pAQ1 pKM101, Rfa Substituicdo A:T para
(hisG428) pAQ1 G:.C

Fonte: Adaptado de MARON & AMES, 1983; AIUB, 2011.

3.4 Teste de Ames

3.4.1 Teste qualitativo de sobrevivéncia bacteriana

As linhagens bacterianas foram previamente crescidas em caldo Louria
Bertani (LB) (10g/L bacto triptona; 5,0g/L extrato de levedura; 10g/L NaCl), com
acréscimo de antibiético ampicilina (8mg/mL) para todas as linhagens, e
tetraciclina (8mg/mL) somente para TA102 e, incubadas por um periodo
aproximado de 18 horas, a temperatura de 37 °C e sob agitacdo a 150 rpm, até

alcancar a fase estacionaria (2 x 10° células/mL).

Foram separados tubos de ensaio contendo 500uL de solugéo tampao
fosfato de sédio (27,6g/L NaH,PO4.H,O e 28,4g/L Na,HPO,; 0,2 M pH 7,4),
onde foram adicionados 100uL da suspensdo bacteriana crescida na etapa
anterior. A estes tubos foram adicionados 2mL de top agar (7g/L &gar; 5g/L
NacCl), sendo vertido em placas de Petri contendo meio agar LB (10g/L bacto

triptona; 5,0g/L extrato de levedura; 10g/L NaCl; 15g/L agar).

34




Por fim, 2uL de cada diluicao do Fluconazol e de seus derivados, assim
como de seus o0s respectivos controles, foram colocados em quadrantes
marcados nas placas de petri. As placas foram colocadas em estufa de
crescimento, por 24 horas a temperatura de 37 °C. Neste ensaio, a andlise é

feita a partir da presenca de halo de inibicdo de crescimento.

Como método padréo, o controle utilizado foi o DMSO e os experimentos

foram realizados em triplicata.

3.4.2 Teste quantitativo de reverséo bacteriana

Aliquotas de 100uL das linhagens de Salmonella enterica sorovar
Typhimurium TA97, TA98, TA100 E TA102 (2 x10® células/ml), previamente
crescidas em caldo LB foram pré-incubadas (por 20 min, a 37°C), em tubos de
ensaio, adicionadas de 500uL de tampé&o de fosfato de sédio 0,2 M (pH 7,4) e
100uL de cada amostra, com concentracao final segundo a tabela 02, ou

controle negativo (DMSO).

Tabela 02. Concentracées utilizadas no experimento.

Amostras Concentracbes (UM)

Fluconazol 0,005 0,05 0,5 5 50
PFCT
012/14 0,005 0,05 0,5 5 50
PFCT
015/14 0,005 0,05 0,5 5 50

Legenda: concentracdes escolhidas de acordo com os resultados obtidos nos experimentos
anteriores. UM: micromolar

Passado o tempo de incubacdo de 20 minutos, 2 mL de top agar (7g/L
de agar; 5g/L de NacCl), enriqguecido com solucdo de histidina/biotina (0,5mM)
em proporcgao 10:1, com pH 7,4 e temperatura de 45°C, foram adicionados aos
tubos de ensaio e as misturas finais foram vertidas em placas de Petri
contendo Agar Vogel-Bonner (15 g/L agar, 20 mL meio Vogel-Bonner - 50x
concentrado, 10g/L sulfato de magnésio heptahidratado, 100g//L acido citrico,
175¢g/L de fosfato de s6dio e amdnio, 500g/L de fosfato de potassio dibasico,
970 mL agua destilada, 50 mL glicose 40% para 930 mL de agua).
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Estas placas foram incubadas a 37°C, durante 72 h, e as colbnias His+
revertentes foram contadas manualmente, sendo todos o0s experimentos

realizados em triplicata.

Este ensaio foi realizado com e sem ativacdo metabdlica. Para identificar
compostos mutagénicos de acgdo indireta, utiliza-se nos ensaios a chamada
fracdo microssomal S9. O agente de metabolizacdo utilizado é um homogenato
de células de figado de rato Sprague-Dawley, pré-tratado com uma mistura de
bifenil policlorinada, que induz um aumento de enzimas do citocromo p450, que
permite que sejam identificadas substancias que necessitam ser metabolizadas

para que seus derivados apresentem atividade mutagénica.

Como base para célculo dos resultados, obteve-se o indice de
mutagenicidade (IM), calculado pelo valor médio das triplicatas de cada
concentracdo e cepa, obtido por contagem manual das col6nias revertentes em
cada concentracéo, dividido pelo valor médio obtido das triplicatas do controle
negativo (DMSO, 5%).

Com base na literatura, os compostos foram considerados mutagénicos
guando, o nuamero de coldnias revertentes foi de, pelo menos, duas vezes o
namero de revertentes espontaneos (IM = 2) (Figura 08) e a analise de
variancia (ANOVA One Way, com pos teste TUKEY) revelou uma resposta
significativa (p < 0,05); e uma curva de concentracao - dependente reprodutivel
(p < 0,01) foi obtida (Aiub & FELZENSZWALB, 2011).

3.5 Ensaio de sobrevivéncia bacteriana

Para este teste, uma aliquota de 10uL da solugédo foi colocado no tubo de
ensaio, na concentragdo aproximada de 2 x 10® células/mL, sendo retirada e
diluida em NaCl 0,9%, para que se fosse obtida uma suspenséo celular de

aproximadamente 2 x 10° células/mL.

A partir da solucao final, 100 uL dessa aliquota foi posto em placa de
Petri contendo caldo LB. As placas (em triplicata), entdo, foram incubadas a
37°C, por 24 horas e passado esse tempo, as colbnias foram contadas

manualmente.
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Para avaliar a toxicidade dos compostos, calculou-se o valor médio do
ensaio em triplicata, a partir da contagem das unidades formadoras de colonias
de cada concentracao do composto, dividido pelo valor médio das triplicatas do
controle negativo (DMSO). Sendo assim, foi considerado como toxico, um
percentual de sobrevivéncia celular menor ou igual a 70% (MARON & AMES,
1983; OECD, 1997; AIUB et al., 2011)
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4. RESULTADOS

4.1 Ensaio de viabilidade celular com WST-1

Na tabela 03, sdo observados os efeitos citotoxicos em células HepG2
do Fluconazol e de seus derivados, onde se foi observado a LCs (3h e 24hs),
gue consiste na dose necessaria de determinada substancia para matar 50%
da populacdo em um ensaio. E a ECsy, que diz respeito & concentracdo do

composto que induz metade do efeito maximo.

Tabela 03. Efeito In vitro (LCsy) dos compostos estudados em culturas em monocamadas de
células de hepatoma humano da linhagem HepG2 apés 3 e 24 horas de tratamento incubadas
a 37°C e 5% de CO,, representando seu potencial hepatotéxico.

Composto LCso 3h LCs 24h  ECs Tulahuen IS
(uM) (UM) (um)?
Fluconazol >500 270,0+42,4 47,00 5,74
PFTC 007/14 52,0+4,2 11,4+9,0 0,18 63,33
PFTC 011/14 | 76,549,2 52,5+3,5 0,08 656,25
PFTC 012/14 | 4,9+0,5 4,6+2,2 0,03 153,33
PFTC 014/14 | 53,0%5,7 5,3+2,5 0,67 7,91
PFTC 015/14 163,5+4,9 140,0+21,2 0,59 237,29
PFTC 016/14 50,0+7,1 48,8+1,8 0,30 162,67
PFTC 017/14 56,5+6,4 54,0+1,4 0,10 540,00
PFTC 018/14 37,0+2,8 5,4+1,4 0,27 20,00
PFTC 001/15 10,5+0,7 4,3+2,8 0,37 11,62

Legenda: LC= Concentracao letal, para 50% da populac&o celular/ EC50 Tulahuen =
concentracdo de eficacia para 50% da populacdo celular (cepa Tulahuen de
Trypanosoma cruzi, para teste de efeito antiparasitario). Dado recebido por grupo em
colaboracdo / IS = indice de Seletividade.

Baseado neste ensaio foi demonstrado que o composto de maior LCsp
foi o derivado de série PFCT 015/14 em 3 e 24 h e o composto de menor LCsg
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foi o derivado de série PFCT 012/14. Em relacédo a ECsp, 0 composto de série
PFCT 014/14.

4.2 Teste de Ames

4.2.1 Teste Qualitativo de Reverséo Bacteriana

No quadro 02, foi adicionado em cada quadrante analisado, 2 pL de
cada substancia. Pode-se observar, entdo, a formacéao de halo de inibicdo ou
auséncia da formacao do halo, considerando-se trés tamanhos de halo, nas

trés substancias analisadas (Fluconazol e dois derivados).

Quadro 02. Resultado do teste qualitativo de reverséo bacteriana.

Fluconazol PFCT 012/14 PFCT 015/14
concentra¢ | Tamanho | concentragdo | Tamanho | concentragdo | Tamanho
ao (ug/ mL) | do halo (ug/ mL) do halo (mg/ mL) do halo

0 B 0 - 0 -

TA97 10 _ 10 - 10 -
100 _ 100 - 100 -
1000 B 1000 ) 1000 -
0 _ 0 - 0 _
TA98 10 _ 10 - 10 -
100 _ 100 - 100 (+)
1000 O 1000 ) 1000 )
0 _ 0 - 0 B
TA100 10 B 10 - 10 -
100 _ 100 - 100 -
1000 _ 1000 (++) 1000 -
0 _ 0 - 0 _
TA102 10 B 10 (++) 10 (++)
100 (++) 100 (++) 100 (++)
1000 (++) 1000 (++) 1000 (++)

Legenda: Auséncia de halo de inibicdo (-)/ Halo de inibicdo entre 4 e 7 mm (+) / Halo de
inibicdo entre 7 e 10mm (++) / Halo de inibicdo entre 10 e 15 mm (+++).
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Baseado na andlise anterior, da LCso € ECso, apenas dois derivados
foram escolhidos e analisados primeiramente no parametro de tamanho do
halo de inibicdo, sendo mostrado o maior halo de inibicdo encontrado, foi o
parametro entre 7 e 10 mm (++) nas concentra¢cdes 10, 100 e 1000 na cepa
TA102, para o derivado PFCT 015/14, também visto na série PFCT 012/14. Na
cepa TA100, do derivado PFCT 012/14, esse halo de inibicdo entre 7 e 10mm
(++), foi encontrado também, na concentragéo de 1000.

4.2.2 Teste quantitativo de reversdo bacteriana

Este ensaio foi realizado na presenca e na auséncia de metabolizacéo.
Os resultados obtidos, para cada uma das cepas utilizadas, estédo distribuidos
em tabelas, do Fluconazol e do derivado de escolha, da série PFCT 015/14,

baseado nos resultados obtidos anteriormente.

Na tabela 04, estdo apresentados os resultados referentes a

mutagenicidade e citotoxicidade do Fluconazol.
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Tabela 04. Avaliagdo da mutagenicidade e citotoxicidade bacteriana do Fluconazol.

Fluconazol
Cepa pM IM Rev + DP %Sobrev
0 1,0 132,0 £ 6,24 100,0
0,005 1,0 128,5 £ 6,36 97,7
TAO7 0,05 1,0 134,0 £ 5,35 80,5
0,5 1,0 128,0+ 17,2 60,6
5 1,0 131,5 + 14,8 474
50 1,3 168,5 + 38,8 46,2
0 1,0 85,7 £1,52 100,0
0,005 1,0 85,0 £1,00 92,4
TA98 0,05 1,0 86,0 £ 0,00 81,7
0,5 1,0 86,3 + 2,51 70,7
5 1,0 88,0 £ 7,02 51,6
50 11 92,3+7,09 46,5
0 1,0 123,5 2,12 100,0
0,005 1,0 120,0 + 11,31 100,0
0,05 1,0 118,0 + 15,56 100,0
TA100 0,5 1,0 123,0 £ 15,55 100,0
5 1,3 159,0 £ 0,00 100,0
50 1,5 186,0 £11,01 50,4
0 1,0 213,3+12,85 100,0
0,005 1,0 203,00+ 4,24 85,62
0,05 1,0 208,0 £ 2,82 74,34
TA102 0,5 14 294,0 £ 2,82 71,18
5 1,4 292,0+ 73,18 64,33
50 1,5 323,0 + 57,98 49,51

Legenda: Valores expressos em média do numero de revertentes + desvio padrdo de triplicatas
/ IM = indice de mutagenicidade, representando a relagéo entre o nimero de revertentes nas
placas tratadas e nas placas do controle negativo (DMSO) / % Sobrev. = percentual de
sobrevivéncia nas placas tratadas em relagédo as placas do controle / Indicagdo em negrito e

sublinhado = IM= 2.0 e/ou %Sobrev< 70/ * = resposta significativa com p < 0,05.

Pode-se observar uma resposta negativa para mutagenicidade, em

todas as concentracdes testadas. J& para a avaliacdo citotoxica, observa-se

resultado positivo em todas as linhagens utilizadas, sendo nas cepas TA97,
TA98, TA100 e TA102 nas concentra¢des acima de 0,5 uM, 5 uM, 50 uM e 5
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UM, respectivamente, levando-se em consideracédo o indice de mutagenicidade

e a porcentagem de sobrevivéncia padrao.

A tabela 05 refere-se aos resultados analisados do ensaio de
mutagenicidade e toxicidade da amostra PFCT 012/14, na auséncia de
ativacao metabdlica.

Tabela 05. Avaliagdo da mutagenicidade e citotoxicidade bacteriana do derivado de série PFCT

012/14, sem metabolizacao.

PFCT 012/14 (-S9)

Cepa UM IM Rev £ DP %Sobrev
0 1,0 290,0+36,1 100
0,005 1,3 210,0+20,0 72,4
0,05 1,5 183,0+14,2 63.0
TA97 0,5 1,9 151,0+8,08 52,2
5 2,1 133,045,51 45,7
50 2,8 102,0+4,58 35,2
0 1,0 348,0+23,1 100
0,005 1,2 298,0+9,07 85,7
TA98 0,05 1,3 267,0+7,02 76,8
0,5 1,5 225,0+7,07 64,7
5 1,8 192,045,69 55,1
50 2,4 141,0+10,80 40,5
0 1,0 353,0+11,50 100
0,005 1,2 303,0+15,50 85,7
0,05 1,3 275,0+12,90 77,7
TA100 0,5 1,4 243,0+11,30 68.8
5 1,5 240,0+14,00 67,9
50 1,8 193,0+11,00 54,5
0 1,0 238,0+15,9 100
0,005 1,2 189,345,13 79,6
0,05 1,4 170,3+1,53 71,6
TA102 0,5 1,6 149,0+1,41 62,6
5 1,7 140,7+4,04 59,1
50 2,0 120,0£2,00 50,4

Legenda: Valores expressos em média do nimero de revertentes + desvio padréo de triplicatas
/ IM = indice de mutagenicidade, representando a relacdo entre o numero de revertentes nas
placas tratadas e nas placas do controle negativo (DMSO) / % Sobrev. = percentual de
sobrevivéncia nas placas tratadas em relagéo as placas do controle / Indicagdo em negrito e
sublinhado = IM= 2.0 e/ou %Sobrev< 70/ * = resposta significativa com p < 0,05.

Nesta tabela, podemos observar mutagenicidade positiva nas cepas
TA97, TA98 e TA102, porém na TA97 este resultado apresentou-se primeiro na

concentracdo de 5 uM. Quanto ao perfil citotéxico, podemos observar uma
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gueda na sobrevivéncia logo nas primeiras concentracdes, como na TA97 que

comeca na concentracao de 0,05 uM e nas outras cepas, a partir de 0,5.

A tabela 06 refere-se aos resultados analisados do ensaio de
mutagenicidade e toxicidade da amostra PFCT 015/14, na auséncia de

ativacdo metabdlica.

Tabela 06. Avaliacdo da mutagenicidade e citotoxicidade bacteriana do derivado de série
PFCT 015/14, sem metabolizac&o.

PFCT 015/14 (-S9)

Cepa UM IM Rev = DP %Sobrev

0 1,0 120,6 9,29 100,0

0,005 11 139,0+ 3,61 91,3

0,05 1.2 156,0+ 5,65 85,7

TA97 05 15 189,0+ 5,29 69,9
5 17 208,3+ 3,05 58,5

50 1,9 234,6+ 6,11 47.1

0 1.0 50,0+24.04 100

0,005 1.2 115,33+67,0 85,7

TAOS 0,05 1.4 72,66+13,61 76,8
05 1.4 71,66+9,81 64.7

5 1.4 71,33+6,42 55.1

50 17 84,33+6,42 40.5

0 1.0 120,0+29.96 100

0,005 1,9 190,3+10,0 85,7

0,05 24 240,0+10,0 77.7

TA100 05 27 280,0+10.0 68,8
5 3.0 303,33+5,77 67.9

50 3,1 321,0+11,53 54.5
0 1,0 145 0+4 54 100,0

0,005 1.0 148,7+8,08 87.7

0,05 0,9 140,0+3,46 81,5

TA102 05 0,7 113.348.08 74 4
5 0,7 109.3+7.02 65.8

50 1.2 182,0+39.6 59.2

Legenda: Valores expressos em média do numero de revertentes + desvio padrao de triplicatas
/ IM = indice de mutagenicidade, representando a relacdo entre o nimero de revertentes nas
placas tratadas e nas placas do controle negativo (DMSO) / % Sobrev. = percentual de
sobrevivéncia nas placas tratadas em relacdo as placas do controle / Indicacdo em negrito e
sublinhado = IM= 2.0 e/ou %Sobrevs 70/ * = resposta significativa com p < 0,05.

Pode se observar mutagenicidade negativa nas cepas TA97, TA98 e

TA102, contudo observa-se IM= 2.0, configurando assim, positivo para
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mutagenicidade, na cepa TA100, nas concentracdes a partir de 0,05. Em
relacdo a porcentagem de sobrevivéncia, observa-se citotoxicidade em todas

as cepas, porém as concentracdes observadas sao distintas.

Com base na analise na auséncia de metabolizacdo, o derivado de série

PFCT 015/14 foi escolhido para ser testado com metabolizacdo exdgena.

Na tabela 07, estdo descritos os resultados analisados da amostra
PFCT 015/14, com a metabolizacéo.

Tabela 07. Avaliacdo da mutagenicidade e citotoxicidade bacteriana do derivado de série
PFCT 015/14.

PECT 015/14 (+S9)

Cepa UM IM Rev + DP %Sobrev

0 1,0 51,7+27,5 100,0

0,005 1,0 43,7£7,77 78,5

0,05 1,6 87,7+6,81 74,1

TA97 0.5 16 82,5+3,54 67,4
5 1,8 92,5+3,50 55,0

50 2,9 150,0+26,5 59,9

0 1,0 45,712 ,52 100

0,005 1,1 40,0£1,00 92,6

TA98 0,05 1,2 36,7+1,53 82,7
0,5 1,3 33,3%1,15 75,6

5 1,5 30,7+1,58 67,6

50 1,8 26,0+1,00 59,6

0 1,0 286+5,290 100

0,005 11 246,015,29 88,8

0,05 1,3 206,0+2,49 78,9

TA100 0,5 1,4 197,0£2,08 73,1
5 1,7 164,0£12,5 58,8

50 2,0 138,0+3,54 54,3

0 1,0 297,316,43 100

0,005 1,1 267,7+2,52 86,2

0,05 1,2 238,7+8,08 80,2

TA102 0,5 15 192,0+7,21 71,9
5 1,8 165,7+6,66 59,1

50 2,3 130,0+2,52 48,6

Legenda: Valores expressos em média do numero de revertentes + desvio padréo de triplicatas
/ IM = indice de mutagenicidade, representando a relagdo entre o nimero de revertentes nas
placas tratadas e nas placas do controle negativo (DMSO) / % Sobrev. = percentual de
sobrevivéncia nas placas tratadas em relac@o as placas do controle / Indicagdo em negrito e
sublinhado = IM= 2.0 e/ou %Sobrevs 70/ * = resposta significativa com p < 0,05.
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Nesta tabela podemos observar mutagenicidade positiva para a cepa
TA97, somente na concentracdo de 50 uM, na cepa TA98 a mutagenicidade é
negativa, e nas TA100 e TA102, na concentracdo 50 uM é positiva. Em relacdo
a sobrevivéncia, na cepa TA97 a partir da concentracdo 0,5 pM vemos
resultados < 70 e na TA98, TA100 e TA102 a partir da concentracédo de 5 uM.
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5. DISCUSSAO

Em um trabalho anterior do grupo, foram utilizados dois derivados mais
promissores, de série PFCT 011/14 e PFCT 017/14, sendo o terceiro, 0 de
série PFCT 015/14 o alvo de escolha deste presente trabalho. A escolha de
utilizar outro derivado, de série PFCT 012/14, partiu do principio observado no
ensaio de viabilidade celular WST-1, onde o mesmo apresentou resultados
distintos quando comparado ao derivado PFCT 015/14, porém esses
resultados poderiam mostrar-se alterados quando testados em outros sistemas
utilizados neste trabalho, como o ensaio de ames. Com isso, os dois derivados
em comparativo ao Fluconazol foram escolhidos como alvo de estudo para este

trabalho.

No ensaio de viabilidade celular WST-1, os parametros de analise dizem
respeito & Concentracdo Letal da Droga, LCso, que representa a concentracao
suficiente para matar 50% da populacao celular, em um periodo de trés horas e
em um de vinte e quatro horas. Para complementar a andlise destes
parametros, foi analisado o ECsy contra a cepa Tulahuen de Trypanosoma
cruzi, que é a concentracao de eficacia do composto com efeito antiparasitario
para 50% da populacdo, além do indice de Seletividade, que é justamente a
razdo entre a LCsp € a ECsp, para que se pudesse estabelecer qual composto
apresentaria a melhor eficacia antiparasitaria, combinando uma dose alta para

efeito citotdxico, e com elevado indice de seletividade.

Na tabela 03, pode- se observar que alguns derivados de série PFCT
apresentaram a combinacéo destes fatores sendo os de escolha os compostos
PFCT 012/14 e PFCT 015/14, devido aos seus resultados contrarios, com 0
derivado PFCT 012/14 com baixa LCsp, indicando que com uma concentracao
baixa da substancia, ja seria visto um efeito citotdéxico, e que com aumento da
exposicao, em 24 horas, a concentracao seria ainda menor. Porém, em relacéo
a ECso, que se apresentou baixa, denotando a necessidade de uma pequena
concentracdo da substancia para que fosse alcancada uma eficacia de 50%; e

ainda, um baixo indice de seletividade, quando comparado ao outro composto
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escolhido, o que denota a baixa seguranca do derivado em questdo, sendo
muita proxima a razao entre uma dose de eficacia e a dose citotoxica.

O segundo derivado, de série PFCT 015/14, apresentou-se com elevada
LCso, dependente do tempo de exposi¢céo, que indicou a necessidade de uma
concentracdo elevada da droga para que o efeito citotoxico fosse atingido e
gue, com o0 aumento do tempo de exposicado, de trés horas para 24 horas, 0
efeito citotéxico ocorre com uma concentracdo menor da droga; além disso,
observou-se baixa ECsp, indicando a necessidade de uma pequena
concentracdo da droga para que seja alcancada uma eficacia de 50%; além do
elevado indice de Seletividade, indicativo de seguranca do derivado, ou seja,

gue diz que ha uma distancia entre a dose citotoxica e a dose de eficacia.

Assim, esses derivados PFCT 012/14 e PFCT 015/14 foram
selecionados para serem as drogas testadas em ensaios subsequentes, sendo
eles: ensaio de sobrevivéncia bacteriana e o Teste de Ames e como

comparativo, foi utilizada uma amostra do antifungico Fluconazol.

A fim de se estabelecer a faixa de concentracfes teste nos ensaios a
serem realizados, foi realizado o ensaio qualitativo de reversao bacteriana. A
partir dos resultados obtidos, apresentados no quadro 2, utilizando os
parametros de formagéo de halos e inibigcdo, as concentracdes foram entdo
definidas, dentro de um largo espectro para deteccdo dos possiveis efeitos
citotoxicos e mutagénicos, além da relacédo entre a dose dessas concentracdes
e a resposta dos ensaios.

Dentre as diversas abordagens para avaliar a potencial atividade
mutagénica de uma substancia, se tém o teste com Salmonella/fracéo

microssomal de figado de rato ou teste de Ames.

O primeiro teste utilizado para avaliar a toxicidade de compostos € o
ensaio de reversao bacteriana ou Teste de Ames, que nos permite observar
padrbes de mutacdo pontual na estrutura do DNA, de forma pontual com
modificacdo de apenas uma base ou por insercdo ou exclusdo de algumas

bases, fazendo grandes rearranjos no DNA, como quebras ou rearranjos
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cromossémicos ou ganho e perda de cromossomos inteiros (SPONCHIADO et
al., 2016).

O ensaio de Ames tem a funcdo de detectar a capacidade de uma
substancia em causar mutac¢des nas linhagens de Salmonella enterica sorovar
typhimurium modificada, observando — se a formacédo de colbnias, que néo
deviam ser formadas, por mutagdes pontuais em um gene. As mutacdes nos
operons inibem a biossintese de histidina, logo, mutacdes devidas a um agente
externo devem ocorrer para que haja o crescimento das colbnias em meio
deficiente em histidina. Assim através de contagem de colbnias nas placas, é
possivel saber se um determinado composto possui acdo mutagénica em
funcdo da sua concentracdo (MARON & AMES, 1983; OECD 471, 1997).

Estes testes bacterianos tém desempenhado um importante papel nesta
identificacdo, por serem testes simples, rapidos e de baixo custo, tanto quanto
pela capacidade de reconhecer e detectar um amplo espectro de componentes
mutagénicos. Além disto, h4 uma associacao entre um agente ser mutagénico
e genotoxico para bactéria e carcinogénico para mamiferos, com uma
correlacdo estimada em 83% (AMES et al, 1973; OECD, 1997;
MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

De escolha para este trabalho, foram utilizadas as linhagens TA97,
TA98, TA100 e TA102 para deteccao de possiveis efeitos mutagénicos e
citotoxicos, devido sua sensibilidade a diversos tipos de mutagenos (MARON &
AMES, 1983). Outras cepas existentes, como a TA104 e a TA1535 ndo foram
utilizadas, pois dado a continuidade do estudo em relacdo aos derivados, foi
parametro manter as mesmas cepas anteriormente utilizadas para analise de

outros derivados de série, em outro trabalho do grupo.

As cepas TA97 e TA98 tém por capacidade a deteccdo de agentes
mutagénicos que induze mutacdo que altera o quadro de leitura (Frameshit),
agentes mutagénicos que geralmente atuam em unidades repetitivas do DNA
fazendo com que haja restauracdo do quadro de leitura envolvido na
biossintese de histidina. Na cepa TA97, a reversao para o genétipo his+ ocorre
pela delecéo dos pares de base G:C; e para a TA98, que apresenta mutacao

no gene hisD3052, a reversdo acontece com a delecdo de um ou dois pares de
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bases desta sequéncia ou, pela adicdo de um par G:C. A linhagem TA100
detecta mutdgenos que causam substituicdo de pares de base no DNA, e
contém uma mutacdo no gene hisG46, que codifica para a primeira enzima da

biossintese de histidina, sendo o par GC o ponto preferivel para a reversao.

Por isso, as cepas TA98 e TA100 sao utilizadas para a deteccédo de
gualquer mutageno heterociclico, uma vez que ambas sdo deficientes em
nitroredutases (MARON & AMES, 1983; AIUB et al., 2011).

Além disso, as linhagens TA97, TA98, TA100 e TA102 apresentam o0
plasmidio fator R, PKM101, que aumenta a mutagénese quimica e espontanea

por aprimorar o sistema de reparo do DNA presente na cepa.

Segundo OECD 471 (1997), o limite de dose é de 5000 ug/placa, 5mM
ou o limite de solubilidade da amostra. Neste trabalho, para o Fluconazol e

para os derivados, foi utilizada a concentragéo limite de 50 puM.

Os resultados foram expressos a partir do célculo do indice de
mutagenicidade (IM), que é a razdo entre o nimero de revertentes nas placas
com o0s compostos (revertentes induzidos + revertentes espontaneos) e o
namero de revertentes nas placas de controle negativo, os chamados

revertentes espontaneos. O resultado é considerado positivo quando o IM = 2.

De acordo com isso, analisando os resultados da amostra de
Fluconazol, apresentados na tabela 04, pode-se observar citotoxicidade em
todas as cepas, evidenciando uma relagdo concentracdo-dependente, na TA
97, em concentracdes acima de 0,5uM; para as cepas TA 98 e TA 102 acima
de 5 uM e para a TA 100, superior a 50 uM. Quanto a mutagenicidade, nao a
indicativo de positividade em nenhuma das concentragdes testadas, apesar de
existir relagdo dependente da dose para as cepas TA97 (r>=0,9778), TA98 (r?=
0,9845) e TA100 (r’=0,7735), que pode indicar que o efeito citotéxico
possivelmente mascarou o efeito anterior, partindo da analise de que a
citotoxicidade € alta, logo as col6nias morreram antes de apresentar o fenotipo
da reversdo, assim o resultado de reversdo bacteriana ndo pode ser

observado.
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Segundo Salvadori et al (2003), para ser considerada positiva, 0
composto deve ter em pelo menos uma das cepas, relacdo dose-resposta
significativa entre as concentragdes utilizadas e valores de revertentes
induzidos, juntamente com indice de mutagenicidade maior ou igual a 2, em

pelo menos uma das concentracdes testadas.

Analisando os derivados de escolha, o composto de série PFCT 012/14,
observando os resultados contidos na tabela 05, apresentou uma
citotoxicidade elevada em todas as cepas, tendo apresentado resultados
proximos ao limite esperado ja nas primeiras concentracdes, e mostrou-se
também positivo para mutagenicidade, com uma resposta dependente da dose,
onde com o0 aumento da concentracdo do derivado, ocorreu um aumento do
indice de mutagenicidade, onde podemos deduzir também que com a elevada

taxa de morte ndo houve tempo de ocorréncia da reversao.

Para a amostra PFCT 015/14, na tabela 06, os resultados em relagdo a
mutagenicidade sdo negativos para quase todas as cepas, com excecao da
linhagem TA100, que pode representar uma acao direcionada do derivado em
causar substituicdo dos pares de bases no DNA, além de indicar também a

acdo de mutagenos heterociclicos e de radicais livres.

Analisando os resultados de ambos, o derivado PFCT 015/14, teria
menor potencial hepatotoxico em comparacdo ao Fluconazol e ao derivado do
PFCT 012/14, além de ter ndo ser citotoxico no ensaio com auséncia de
metabolizagéo, por isso, foi o derivado de escolha para testado no ensaio de
ames com metabolizacdo exdgena, por ser potencialmente o derivado mais

promissor.

Segundo a OECD 471 (1997), a pesquisa por metabdlitos mutagénicos é
necessaria ja que algumas substancias precisam ser metabolizadas para que
seus derivados apresentem atividade mutagénica. O mais comumente utilizado
o0 teste com metabolizacdo exdgena (S9), onde ocorre a substituicdo do
tampéo fosfato 0,2M pH 7,4 pela fracdo S9 mix 4% (Molecular Toxicology Inc.,
Moltox™, EUA) durante a fase de pré-incubacédo. A fracdo é preparada a partir

de figados de ratos machos Sprague-Dawley pré-tratados com Aroclor 1254
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(bifenil-policlorinato), que nada mais € que um indutor da sintese de enzimas
do complexo P450, em especial CYP1A e CYP2B. Com metabolizacdo
exégena (+S9), mostrado na tabela 06, podemos observar que a
mutagenicidade € positiva somente para a concentragdo de 50 uM e em
relacdo a sobrevivéncia, ha um padréo para as ultimas duas concentracdes nas
cepas, exceto na TA98, o que nos mostra a relacdo entre a dose-resposta do
composto. E quando comparamos com 0 ensaio na auséncia de metabolizagéo
exdgena, podemos observar que a metabolizacdo nédo interferiu de forma
significativa no aumento do indice de mutagenicidade e, por conseguinte na
sobrevivéncia, onde houve queda da sobrevivéncia na cepa TA97 em ambos
0S casos, a partir da concentracédo de 0,5 pM/placa. Com isso, 0 composto foi
considerado mutagénico, quando analisado na resposta dose-dependente,
principalmente em relacdo a concentracéo de 50 uM/placa.

E mesmo, com as diferencas genéticas entre as linhagens de
Salmonella enterica sorovar Typhimurium utilizadas neste trabalho que
possibilitam as variacdes observadas nos indices de mutagenicidade e
sobrevivéncia, foi observado efeito mutagénico para todas as cepas testadas
dos derivados, retificando novamente, que essa relacdo foi dependente da
dose.
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6. CONCLUSAO

e Em relagdo a citotoxicidade, o Fluconazol foi considerado com o menor
perfil citotdxico, em seguida o composto de série PFCT 015/14, e por fim
o derivado PFCT 012/14.

e Em relacdo a mutagenicidade ambos foram considerados mutagénicos,
dependendo da dose, sendo o derivado PFCT 015/14 considerado
mutagénico na maioria das cepas a partir da concentragdo maxima

(50uM/placa), sendo a faixa de segurancga do derivado em 5 pM.

e O derivado de ordem de série PFCT 015/14, ainda assim, foi
considerado o mais promissor dentro os testados neste trabalho, devido
a sua baixa citotoxicidade e mutagenicidade nas concentracdes testadas
guando comparado ao PFCT 012/14 e o Fluconazol, além do
relativamente baixo efeito hepatotoxico e alto indice de seletividade no
ensaio WST-1 quando comparadas ao farmaco de origem, o Fluconazol.
Assim, recomenda-se a analise in vivo de efeitos clastogénicos e
aneugénicos, com novos ensaios como 0 microndcleo, para que se
possam comparar seus resultados com os outros derivados mais

promissores, estudados em outro trabalho do grupo.
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