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Resumo

PT-31 [3-(2-cloro-6-fluorobenzil)-imidazolidina-2,4-diona] € um composto descrito
com atividade analgésica e o elixir SANATIVO® (SAN e extrato de SAN, E. SAN) é
um fitoterdpico comum no Nordeste do Brasil. Esses produtos terapéuticos
necessitam de testes adicionais antes de ter aplicabilidade humana, inclusive
ensaios genéticos. Assim, dois testes de danos genéticos foram escolhidos para o
presente trabalho: o Teste de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART) em
Drosophila melanogaster que detecta tipos diferentes de mutagdes e recombinacao,
e mutantes de recombinagdo e reversao de Saccharomyces cerevisiae, ambos
apresentam baixo custo, confiabilidade e rapidez, visando a analise genética para o
uso mais seguro dos compostos. O farmaco PT-31 foi avaliado através da técnica
SMART e pelo teste com os mutantes de S. cerevisiae; com o elixir SANATIVO® foi
formada uma curva de sobrevivéncia larval utilizando os dois tipos de cruzamentos
(ST e HB) do SMART, em seguida este ensaio foi empregado; e o extrato de SAN foi
analisado pelo SMART e através das linhagens de S. cerevisiae. Notou-se a
possibilidade de SAN ter reduzido a toxicidade do alcool por meio da sobrevivéncia
larval. Enquanto que o SMART de SAN e de E. SAN revelou efeito mutagénico na
maioria das concentracfes testadas, com ativacdo metabdlica e efeito
recombinogénico ausentes, sem alteracdo identifichvel nos testes em S. cerevisiae.
O PT-31 mostrou efeito mutagénico e atividade recombinogénica no teste SMART,
aumentando o efeito mutagénico pela atividade metabdlica do sistema P450, e
nenhuma alteracdo fenotipica no teste em S. cerevisiae. Esses dados contribuem
para a ampliacdo das informacfGes sobre os compostos terapéuticos na literatura,
para que futuros experimentos possam elucidar melhor a acdo em organismos Vivos.

Palavras-chave: Drosophila melanogaster. Saccharomyces cerevisiae. Mutagénese.
Compostos terapéuticos.



Abstract

PT-31 [3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-imidazolidine-2,4-dione] is a compound described
with analgesic activity and SANATIVO® elixir (SAN e SAN extract, E. SAN) is a
common phytotherapic in the Northeast of Brazil. Those therapeutic products require
additional tests before human applicability, including genetic assays. The Mutation
and recombination Somatic Test (SMART) in Drosophila melanogaster provides
different sorts of mutations and recombination, and recombination and reversion
mutants of Saccharomyces cerevisiae, both present low cost, reliability and speed, in
order the genetic analysis for a safer use of the compounds. The PT-31 drug was
evaluated by SMART technique and by the test with S. cerevisiae mutants; with the
SANATIVO® elixir was constructed a larval survival curve using two types of crosses
(ST and HB) of SMART, then this assay was used; and the SAN extract was
assessed by SMART and by S. cerevisiae strains. It was noticed the possibility of
SAN have reduced toxicity of the alcohol by larval survival. While the SMART of SAN
and of E. SAN revealed mutagenic effect in most of the tested concentrations, with
metabolic activation and absent recombinogenic effect, without identifiable
modification in the tests in S. cerevisiae. The PT-31 showed mutagenic effect and
recombinagenic activity in the SMART test, increasing of mutagenic effect by the
metabolic activity of P450 system, and none phenotypic change in the test in S.
cerevisiae. These data contribute to the expansion of information on the therapeutic
compounds in the literature, so that future experiments will be able to elucidate the
action in living organisms.

Keywords: Drosophila melanogaster. Saccharomyces cerevisiae. Mutagenesis.
Therapeutic compounds.
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1 Introducéo

A substancia PT-31 (3-(2-cloro-6-fluorobenzil)-imidazolidina-2,4-diona) € um
derivado imidazdlico que apresenta funcdo analgésica em modelos experimentais
em cirurgia e para terapia de dor. Diferente deste, o elixir SANATIVO® € um
fitoterapico de composi¢cao pouco conhecida e variavel, muito usado na regido do
Nordeste do Brasil para o combate a infec¢cdes topicas. Em ambos os casos 0s
efeitos genotdéxicos ainda sdo pouco conhecidos. Como qualquer produto
terapéutico, esses compostos necessitam de testes prévios que comprovem sua
seguranca, antes de sua aplicacdo em humanos. Entre os testes de aplicabilidade
estdo os de mutagénese.

Ensaios de mutagénese sdo comumente empregados para investigar 0s
possiveis efeitos de substancias quimicas com potencial de induzir mutacdes. Ha
diversos tipos de ensaios utilizando como modelo linhagens de bactérias, leveduras,
plantas, moscas, camundongos e ratos, cada um apresentando vantagens e
aplicabilidades especificas. O Teste de Mutacdo e Recombinacdo Somatica
(SMART) emprega linhagens especiais da mosca-das-frutas (Drosophila
melanogaster) nas quais € possivel observar diferentes tipos de mutacdes e ainda
recombinacdo que ocorrem nas células das asas. O teste com linhagens mutantes
de levedura Saccharomyces cerevisiae apresenta genes envolvidos nos
mecanismos de reparo de danos genéticos, sendo, portando, marcadores que
indicam inducdo de mutacdo. A utilizacdo deste organismo representa um modelo
eucariotico adicional ao teste com D. melanogaster, utilizados no presente estudo.

Desta forma, a finalidade do estudo € avaliar o potencial mutagénico,
recombinogénico e reversdo de diferentes concentracbes dos compostos
terapéuticos PT-31 e do elixir SANATIVO®, se esses produtos sofrem ativacéo
metabdlica, empregando dois modelos bioldgicos. O estudo foi dividido em trés
etapas: 1) o farmaco PT-31 foi avaliado através da técnica SMART e do teste com
0s mutantes de S. cerevisiae; 2) o elixir SANATIVO® foi empregado para a formacéo
de uma curva de sobrevivéncia larval por meio dos dois tipos de cruzamentos (ST e
HB) do SMART e em seguida foi realizado o teste SMART do composto e 3) 0
extrato de SAN foi analisado pelo SMART e atraves das linhagens de S. cerevisiae.

Os resultados obtidos nos testes de cada tratamento auxiliardo no esclarecimento
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dos efeitos biolégicos destes compostos, adicionando informagdes importantes a
escassa literatura, contribuindo com pesquisas futuras para tracar o perfil de

seguranca da sua aplicabilidade em humanos.
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2 Revisao de Literatura

2.1 O composto PT-31 e seu uso potencial em saude humana

Os componentes imidazoles, tém atraido a atencdo de quimicos medicinais
por suas altas propriedades terapéuticas (Abdel-Wahab et al., 2011). Esses
compostos podem ser sintetizados (Nii et al., 2008), ou comumente encontrados em
farmacos e produtos naturais (Alzieu et al., 2014). Tém ampla gama de propriedades
medicinais, por exemplo, anticancer, antimicrobial, antibacterial, antifungal,
antioxidante (Abdel-Wahab et al., 2011).

Imidazole € um composto aroméatico heterociclico simples, cujo anel esta
presente na estrutura de muitos componentes organicos. Soluvel em etanol,
cloroférmio, éter etilico, piridina e &gua, quando administrado de forma oral é
rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal. Dentro do corpo, essa molécula é
metabolizada a hidantoina e, subsequentemente, a acido hidantoico, que podem ser
eliminados na urina. Compostos imidazoles foram avaliados quanto a
mutagenicidade por meio do teste Ames, onde todos obtiveram respostas negativas
(Forster et al., 1992). Dentro desta categoria, as imidazolidinas sao grupos de
compostos heterociclicos, que sédo formados através da adicdo de quatro atomos de
hidrogénio ao anel imidazol (Arduengo et al., 1992), onde se encontra o PT-31 (3-(2-
cloro-6-fluorobenzil)-imidazolidina-2,4-diona) (Sudo et al, 2010).

PT-31 foi desenvolvido como um novo composto similar a clonidina (Figura 1)
que produz efeitos antinociceptivos dose-dependentes como agonista a2-
adrenoceptor que pode representar importante desenvolvimento na medicina (Sudo
et al., 2010), devido apresentar algumas propriedades como atividade analgésica,
sedativa e adjuvante de anestésicos (Pitta, 2008). O efeito antinociceptivo foi
demonstrado em camundongos, através da administracéo intraperitoneal, em efeito
sinergistico com a morfina. A poténcia e intensidade do PT-31 foi mais baixa do que
da morfina, entretanto a combinagcdo de ambas as drogas potencializa a atividade
devido a um sinergismo, pois o efeito da combinag¢do (ou associacdo) é superior
aguele esperado (Figura 2, a interacdo de PT-31 com residuo de ILE-190 da
molécula-alvo). As propriedades do PT-31 o tornam clinicamente relevante em

cirurgia e terapia da dor (Sudo et al., 2010).
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PT-31 Clonidina
Figura 1. Modelo estrutural dos compostos PT-31 (a esquerda) e

clonidina (a direita). Adaptado de Sudo et al (2010).

Figura 2. Possivel mecanismo de interacao do PT-31 com motivos
de alfa-hélice de proteinas alvo em humanos. Adaptado de Sudo
et al (2010).

O estudo de genotoxicidade de PT-31 é importante, pois o farmaco tem
possivel aplicacdo dentro da terapéutica em humanos, além disso, porque seus
mecanismos ndo sao totalmente conhecidos. Alguma compreensdo pode ser tirada

dos estudos dos compostos imidazoles. Por exemplo, farmacos que possuem o anel
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imidazol s&o relatados tendo uma ampla atividade na medicina clinica, como
anticancer, antimicrobial, antibacterial, antifungal, antioxidante (Abdel-Wahab et al.,
2011). Enquanto outros compostos como climbazole ndo apresentaram risco de
genotoxicidade ou carcinogenicidade em humanos (Pérez-Rivera 2009).

Em Drosophila melanogaster, foram avaliados cinco herbicidas analogos, que
contém anel imidazole. O SMART destes compostos classificados como herbicidas
imidazolinonas (IMI), verificou que trés (imazapir, imazapic e imazetapir) tiveram
resultados genotdxicos negativos, enquanto que imazamox e imazaquin
apresentaram resultados positivos (manchas grandes simples e fraco resultado
positivo para manchas totais), principalmente devido a recombinagdo induzida
(Fragiorge et al., 2008). Testes com outros compostos que contém imidazole
também podem ser encontrados na literatura, apresentando diferentes resultados.
Isso € possivel porque o anel imidazolidinico (compostos heterociclicos modificados
do anel imidazol) pode ter modificagcbes na estrutura que podem alterar suas
propriedades fisico-quimicas e efeitos bioldgicos (Pitta et al., 2006). Enquanto que o
analgésico PT-31, que contém esses compostos, apenas 0 estudo de

genotoxicidade realizado por Lucio Neto (2011) é conhecido.

2.2 Elixir SANATIVO®

O elixir SANATIVO® (SAN) é um dos mais antigos fitoterapicos do mercado
Brasileiro, cuja utilizacdo data de 1888 (Azoubel e Ribeiro, 2013). Este é produzido
pela empresa Laperti e usado tradicionalmente na regido nordeste do Brasil para o
tratamento de feridas, inflamacdes e tecidos lesionados. Corresponde a um extrato
hidroalcéolico de diferentes espécies de plantas como 20% de angico (Piptadenia
colubrina, Benth), 20% de aroeira (Schinus terebinthifolius, Raddi), 1,7% de camapu
(Physalis angulata, Linné) e 1,7% do mandacaru (Cereus peruvianus, Miller) (Lima et
al, 2006).

Dentre as plantas que compdem o elixir, existem testes realizados com
extratos de angico, mostrando efeito bactericida (Weber Sobrinho, 2010; Aradujo,
2013), embora nédo tenha sido observada atividade mutagénica em eritrocitos de
roedores (Araujo, 2013). O extrato da casca do caule de Schinus terebinthifoliu

(aroeira), por sua vez, produz danos no DNA e mutacdo em bactérias (Carvalho et
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al., 2003), enquanto o extrato de Physalis angulata (camapu) se apresentou como
indutor de efeitos genotdxicos em linfécitos humanos in vitro (Santos et al., 2008).
Entretanto, ndo existem estudos com os testes SMART e testes em Saccharomyces
cerevisiae para estas plantas, como também n&o ha anélise de Sanativo® com estes

modelos na literatura cientifica.

2.3 Teste de Mutacdo e Recombinagdo Somatica (SMART) em asas de Drosophila

melanogaster

Células eucaridticas estdo expostas tanto a danos enddgenos quanto a
exdgenos nos seus genomas (Lok e Powell, 2012), de forma que uma alteracdo
generalizada do DNA gendémico é um marco de tumores, onde a alteracdo de genes
envolvidos na manutencdo do DNA contribui para o processo de formacao de
tumores (Marakumo et al., 2000). Também diferentes formas de céncer e
desenvolvimento de doencas podem ser formadas por mutacbes e alteracdes
cromossOmicas somaticas e/ou germinativas (Guzman-Rincén e Graf, 1995).

Existem evidéncias que alguns processos genéticos sdo responsaveis pela
geracdo de cancer, neste ambito se inclui a recombinacdo homologa (HR).
Processos como alteracdes genéticas podem produzir células que contornam
restricbes do crescimento normal devido a mutagbes em proto-oncogenes, como
também neste caso ha evidéncias da relacdo de HR em células proliferativas e uma
forma alternativa que muitas vezes é um evento de uma perda de heterozigosidade
(basicamente resulta da perda de um determinado alelo de uma célula que é entédo
tanto homozigético ou hemizigoético para o alelo remanecente) (Bishop e Schiestl,
2002). A inducéo de perda de heterozigosidade pode ser em algum momento um
passo a carcinogénese, como pode também produzir genes suscetiveis a acdo de
genotdxicos quimicos ou viroses tumorais (Guzman-Rincén e Graf, 1995; Graf et al.,
1996).

A fim de analisar genotdoxicos quimicos, alguns ensaios sdo utilizados
(Sharma et al., 2011). Sao diversos testes de avaliacdo de seguranca, como testes
de toxicidade, testes de carcinogénese, testes de mutagénese, testes de
neurotoxicidade, testes de imunotoxicidade (Varanda, 2006; Maenosono et al.,

2007). Pois apesar de muitos compostos com atividades biol6gicas serem
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conhecidos, muitos deles ndo podem ser usados na terapéutica devido as
propriedades toxicas, carcinogénicas e mutagénicas. Devem ser definidos os
parametros de seguranca e eficacia, e estudos adicionais in vitro como in vivo
podem ser feitos antes de comercializar o produto (Katzung et al., 2012) no intuito de
se evitar danos ao DNA humano, prevenir instabilidade genética, e
consequentemente, o cancer (Lucio Neto, 2011).

Assim, testes com modelos como camundongos e ratos Sao muito
empregados, entretanto atualmente em pesquisa biolégica modelos animais
alternativos estdo ganhando mais énfase (Sharma et al., 2011). A Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) recomenda o teste com Salmonella typhimurium e
Escherichia coli para analises de mutacdes génicas, e testes com células
hematopoiéticas de roedores (microndcleo) na avaliacdo de alteracbes
cromossOmicas (ANVISA, 2013). Dentre outros testes, o Centro Europeu para a
Validacdo de Métodos Alternativos de teste (ECVAM) tem recomendado pesquisas
toxicolégicas com organismos como Drosophila melanogaster, o ensaio SMART -
Somatic Mutation and Recombination Test (Teste para deteccdo de Mutacao
Somatica e Recombinacado) utiliza este organismo na avaliacdo de genotoxicidade
de diversos compostos (Sharma et al., 2011).

O SMART é uma técnica que permite detectar indiretamente mutacdes de
ponto, delecBes, alteragcdes cromossdbmicas (como perda cromossdmica e nao-
disjuncdo), recombinacdo mitdtica e conversao de gene; como também pode
detectar a ativacao de promutdgenos (compostos com capacidade de transformar
carcinégenos em seus metabdlitos ativos) (Guzman-Rincon e Graf, 1995; Graf et al.,
1998; Idaomar et al. 2002). Esse teste foi desenvolvido para detectar perda de
heterozigosidade de marcadores de gene disponiveis para determinar fenétipos
expressos nos olhos ou nas asas das moscas (Guzman-Rincon e Graf, 1995; Graf et
al., 1998). O teste foi usado por mais de 50 anos para se identificar produtos
carcinogénicos e estudar alguns dos seus mecanismos de acdo (ldaomar et al.
2002).

Além das caracteristicas descritas, o bioensaio SMART apresenta vantagens
como a escolha do organismo modelo, Drosophila melanogaster (Guzman-Rincén e
Graf, 1995) e a possivel avaliacdo de forma rapida da habilidade de diversos

mutagenos candidatos (Cunha et al., 2001). Esse teste se apresenta como sensivel,
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rapido e barato que detecta acdo de quimicos mutagénicos, recombinogénicos e
anti-mutagénicos (Rand, 2010).

O uso da Drosophila melanogaster como espécie modelo de laboratério
apresenta diversas caracteristicas vantajosas como: organismo modelo de estudos
de Genética; seus cromossomos politénicos das glandulas salivares permite
diversos métodos de hibridizacdo; permite compreender estudos de genbmica,
protedmica, bioinformatica e molecular funcional; manipulacdo e monitoramento de
genes do curso do desenvolvimento; estudos de neurobiologia, neurotoxicologia e
drosofotoxicologia; estudos de mutagénese (Rand, 2010); desenvolvimento rapido e
aplicavel para deteccdo de substancias com potenciais genotoxicos; curto periodo
de geracdo (aproximadamente 10 dias a 25°C); detém faceis -caracteres
geneticamente detectaveis controlados morfologicamente; vasto numero de
mutantes e linhagens caracterizadas geneticamente; seu meio de cultura é bem
diminuto, mas permite que as moscas se cruzem; capaz de ativacao enzimatica de
promutagenos e procarcinégenos in vivo. (Graf et al., 1996; Guzman-Rincon e Graf,
1995). No teste SMART as larvas se alimentam de comida misturada a droga de
interesse, sendo possivel a avaliagdo dos seus efeitos (Sharma et al., 2011).

Outro fator importante € que as drosofilas possuem extensa homologia
genética com os mamiferos (Arossi et al., 2009). No que se refere aos aspectos
humanos, seu estudo é de extremo interesse também porque esses individuos tém
alto nivel de conservacdo em diversos aspectos, de dominios individuais e proteinas
como em complexos inteiros e rotas de varias etapas bioquimicas (Cunha et al.,
2001). Mais recentemente, o projeto de sequenciamento do genoma de drosdfila
revelou que metade das sequéncias protéicas identificadas expressam similaridade
as proteinas de mamiferos. As moscas apresentam, adicionalmente, uma ortologia
de 61% dos genes de doencas humanas e 68% dos genes que controlam canceres.
O teste de manchas de asas em Drosophila da técnica SMART esta entre os testes
de genotoxicidade mais usados com essa mosca (Idaomar et al. 2002).

O ensaio SMART pode ser montado em apenas uma Unica geracdo de
moscas (aproximadamente 10 dias) ao contrario de testes classicos para recessivos
letais sex-linked em células germinativas em duas ou mais geracdes (Graf et al.,
1998; Rand, 2010). O ensaio possui vantagem adicional que fazem da mosca das

frutas Drosophila melanogaster uma espécie ideal também para se usar em estudos
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de antigenotoxicidade, por oferecer ampla variedade e flexibilidade em protocolos
para se aplicar em componentes testes. E possivel realizar o cotratamento, pré e
pos-tratamento simultaneamente com varias duracdes e também dois ou mais
compostos quimicos podem ser empregados na analise. Devido as vantagens o
SMART se torna ensaio disponivel para teste de genotoxicidade e
antigenotoxicidade de agentes quimicos e fisicos (Graf et al., 1998; Guzman-Rincon
e Graf, 1995).

Dentro da técnica SMART dois sistemas testes diferentes sdo amplamente
empregados: o teste de manchas de asas e o teste de mancha de olhos. Ambos se
baseiam no fato de que durante as primeiras fases do desenvolvimento embrionério,
grupos de células dos discos imaginais se proliferam mitoticamente no
desenvolvimento larval, antes da metamorfose, em estruturas do corpo da mosca
(apenas D. melanogaster) adulta como asas e olhos. Esses sistemas do SMART
fornecem vantagem a técnica, pois expdem larga populacéo de células que crescem
mitoticamente nos discos imaginais larvais, ou seja, quando em um dos discos
celulares ocorre uma alteracdo genética, essa alteracdo se fara presente em todas
as células descendentes, formando clone de células mutantes (Guzman-Rincén e
Graf, 1995; Graf et al., 1998). Esta alteracdo causa uma mudanca visivel no
fenotipo, onde os clones da célula mutante podem ser observados como uma
mancha de células mutantes na superficie do corpo das moscas adultas, nos olhos
ou nas asas (Guzman-Rincon e Graf, 1995; Graf et al., 1998; Yuksel et al., 2010).

O SMART foi elaborado empregando dois marcadores genéticos localizados
no braco esquerdo do cromossomo 3. O multiple wing hairs (mwh, 3-0,3) é uma
mutacdo recessiva mantida em homozigoze que produz multiplos tricomas por célula
(Figura 3A) ao invés de unico tricoma; enquanto o flare-3 (flr3, 3-38,8) € uma
mutacdo recessiva que produz pélos malformados nas asas, apresentando o
formato de uma chama (Figura 3B). O outro fenétipo é a presenca também de
tricomas com pelos multiplos e pelos flare (Figura 3C), diferindo dos pelos normais
(Figura 3D). Todos os alelos mutantes de flr sdo letais zigoticos recessivos,
entretanto, nos discos imaginais das asas as células homozigoticas sao viaveis e
levam a producgdo de células mutantes nas asas. O alelo flr3 € mantido em um
cromossomo que possui 0 homdélogo balanceador que carrega mdltiplas inversées

(teoricamente ndo ha recombinagdo) e um marcador S dominante, que € um
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homozigoto letal (fir’/TM3, Bd®: Tird Multiple 3, Beaded-Serrate). Os gendtips
relevantes das trés linhagens usadas sao: 1) multiple wing hairs; 2) flare-3; e 3) ORR
flare-3. A linhagem ORR flare-3 carrega cromossomos 1 e 2 de uma linha Oregon R
resistente ao DDT, -caracterizada por nivel aumentado de citocromo P450, o que
confere sensibilidade a promutdgenos e procarcinégenos, devido a alta capacidade
de metabolizacdo que transforma estas substancias nos produtos ativos (Graf et al.,
1998; Valadares et al., 2008).

r

Figura 3. Pélos das asas de D. melanogaster (Tricomas). A — multiple
wing hairs (mwh); B — flare® (fIr’); C - gémeos: mwh e flare® (fIir’); D —
normais (Fonte: autor).

O ensaio consiste na realizagcdo de dois tipos de cruzamentos e posterior
tratamento das larvas F1: o cruzamento padrao (Standard - ST) e o cruzamento de
alta bioativacédo (HB). No cruzamento ST, fémeas virgens flr® sdo acasaladas com
machos mwh. No cruzamento HB, fémeas virgem ORR s&o acasaladas com machos
mwh. Ambos o0s cruzamentos proporcionam 0s seguintes descendentes F1.
heterozigotos marcados (MH) com asas fenotipicamente selvagens e heterozigotos
balanceados (BH) com asas fenotipicamente serrilhadas (Graf et al.,, 1989; Graf e

Van Schaik, 1992; Valadares et al., 2008) (Figura 4). A taxa de recombinacdo €&
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calculada através das frequéncias de manchas mutantes nas asas dos individuos
BH comparadas com as MH, em resultados positivos para mutagdo em ambos 0s
cruzamentos ST e HB (Graf et al., 1998, Valadares et al., 2008), do contrario, s6
asas MH sdo montadas. Descendentes BH s&o usados desta forma por
apresentarem o cromossomo balanceador TM®Bd® que porta miuiltiplas inversées,
impedindo o desenvolvimento de células que tenham sofrido recombinacéo (Graf et
al., 1998; Valadares et al., 2008).

Figura 4. Asas de Drosophila melanogaster fenotipicamente
selvagens (A) e serrilhadas (B) (Fonte: autor).

Devido ao cruzamento HB apresentar a linhagem especial ORR, com alto
nivel de citocromo P-450, que constitui um aspecto também importante do SMART,
pois detecta xenobidticos que requerem ativacdo metabdlica (Graf et al., 1998;
Guzman-Rincén e Graf, 1995). Desta forma é possivel biotransformar certos tipos
procarcinbgenos em reativos metabdlitos (Idaomar et al.,, 2002), como o0s
promutagenos ciclofosfamida, dietilnitrosamina, 9,10-dimetilantraceno e uretano
(Guzman-Rincén e Graf, 1995). Assim, o fato de o SMART apresentar linhagem
sensivel a substancias promutagenas permite obter, em varios experimentos,
indices aumentados de manchas no cruzamento HB quando comparado ao ST.
Além do mais, o tamanho dos clones mwh sdo mais largos com HB que no
cruzamento ST, sugerindo que as larvas HB ativem promutagenos muito mais
rapidamente (ou mais cedo no desenvolvimento larvar) que as ST (Guzman-Rincon
e Graf, 1995).
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Esse teste analisa atividade genotoxica de compostos de misturas simples
bem como investiga genotoxicidade de misturas complexas de varias origens.
Outros estudos com varios compostos sao realizados: diferentes tipos de cafés,
varios chas herbais, vinho, conhaque, avaliacdo de extratos de filtro de ar (Guzman-
Rincén e Graf, 1995), adesivos dentais (Arossi et al., 2009), bem como farmacos de
tratamento psiquiatrico (Gurbuzel et al., 2012) e quimioterapicos (Danesi et al.,
2012).

Por meio do SMART muitos testes investigaram também a reducdo dos
efeitos mutagénicos e recombinogénicos de compostos, como o trioxido de cromo e
raios gama, que apresentaram efeitos reduzidos apos administracdo de vitamina C
(Guzman-Rincon e Graf, 1995). Para este caso de cotratamento, o antimutageno
age como desmutageno, ou seja, 0 antimutageno pode inativar o mutageno
quimicamente ou enzimaticamente, ou ainda inibir a ativagdo metabdlica do
promutageno (Idaomar et al. 2002).

Esses diversos estudos mostram a vantagem do ensaio de Drosophila
SMART néo apenas como biomonitor disponivel, mas também como método de
avaliar impacto de possiveis mudancas ambientais (Guzméan-Rincén e Graf, 1995),
investigar substancias do consumo humano (Guzman-Rincon e Graf, 1995), analisar
atividade mutagénica e antimutagénica de diversos compostos (Idaomar et al. 2002)
e pesquisar substancias que sofrem ativacdo metabdlica (Guzman-Rincén e Graf,
1995).

2.4 Mutantes de recombinacao e reversao de leveduras

Danos no DNA podem ser induzidos por uma variedade de fatores endégenos
e exogenos, que incluem dano de oxigénio reativo, desaminacdo, perda de
nucleotideos, modificacdo de nucleotideos, e quebras de fita de DNA (Murakumo et
al., 2000). Assim, uma variedade de mecanismos evoluiu em células procariontes e
eucariontes para remover danos no DNA e ajudar a preservar a integridade do
genoma (Prakash et al.,, 1993), lidando com essas alteracdes ambientais e
mutageno-induzidas. Estudos extensivos em bactérias e leveduras foram realizados
identificando componentes da maquinaria de reparo de DNA (Murakumo et al.,
2000).
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A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido utilizada também como um
sistema modelo para investigacdo dos mecanismos responsaveis pela reparacéo
dos danos ocorridos no DNA (Matuo et al., 2010). Com as poderosas ferramentas da
genética de leveduras, esse organismo pode ser usado como modelo para
demonstrar mutagénese, clonagem de DNA e terapia génica para um avancgado
laboratério de biologia molecular (Marshall, 2007).

Para investigar o potencial mutagénico de quimicos ou compostos existem
diversos métodos, como teste de mutagenicidade com S. cerevisiae (Marshall,
2007), que apresenta vantagem como teste de escaneamento de curto-tempo que
detecta quimicos mutagénicos ndo envolvendo o uso de animais em laboratorio
(Matuo et al., 2010). S. cerevisiae tem sua utilizacdo recomendada pela Agencia de
Protecdo Ambiental dos EUA, como testes que utilizam as linhagens D7 de levedura
(Marshall, 2007), mas outras linhagens de leveduras p6em também ser usadas
(Matuo et al., 2010).

Leveduras apresentam, principalmente, o sistema de citocromo P-450
endogeno, similar a dos mamiferos, capaz de metabolizar promutagenos em
compostos ativos, e sdo usadas no desenvolvimento de drogas e estudo de ativagéo
metabolica de carcinG6genos e xenobidticos (Matuo et al., 2010).

Agentes como radiacdo UV e raios-X séo capazes de produzir danos no DNA.
Mas ha consideravel evidéncia que, em S. cerevisiae, quebras de fita-dupla do DNA
(Schild, 1995) ou dimeros de pirimidina induzidos por radiacdo UV sao reparados
por alguns mecanismos (Murakumo et al, 2000), como eventos de recombinacao
(Schild, 1995) e reparo de excisédo (Prakash et al., 1993), por exemplo.

Outra causa de inducdo de quebras de fita-dupla do DNA é a acdo do
composto quimico MMS (concentracdo de 0,5%) que pode ser letal a célula
(Chlebowicz e Jachymczyk, 1979) ou mutagénica em Saccharomyces cerevisiae
selvagem (Chi et al, 2006), a menos que as quebras sejam reparadas por
mecanismo especifico, cujos mutantes como rad6 podem ter baixa habilidade de
reparo (Chlebowicz e Jachymczyk, 1979). Pelo menos em leveduras Saccharomyces
cerevisiae, sdo conhecidos mutantes que conferem sensibilidade primaria a UV,
alguns com sensibilidade cruzada a raios-X e MMS (Prakash e Prakash, 1977; Dong
e Fasullo, 2003), em Saccharomyces cerevisiae alguns mutantes podem ser

sensiveis, como é sensivel o mutante rad6 (Chlebowicz e Jachymczyk, 1979).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dong%20Z%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fasullo%20M%5Bauth%5D
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Genes no grupo RAD 50 (RAD50 a 57) mediam mecanismos
recombinacionais, muitos dos quais estdo envolvidos na recombinacdo meiética. O
gene RAD52 tem sido mostrado por muitos investigadores por ser envolvido tanto no
reparo do DNA como em recombinacdo meibdtica e mitética (Schild, 1995). A proteina
Rad52 (ScRad52) de S. cerevisiae foi identificada em analise genética para
mutantes sensiveis a radiacdes ionizante e € o0 mediador de recombinacdo mais
estudado, como proteina-chave na recombinacdo homodloga (HR) envolvido em
todas as rotas de HR conhecidas. Rad52 participa do chamado grupo de epistasia,
sendo que de todos os membros a auséncia de Rad52 vai conferir 0 mais severo
defeito (Lok e Powell 2012). Mutacdes neste gene causam sensibilidade extrema a
raios-X, inabilidade de reparar quebras de fita-dupla de DNA; espontanea diminui¢ao
de mutacdo e recombinacdo mitética induzida; esporulacdo e viabilidade de esporo
largamente reduzidas; inabilidade de sofrer interconversdo do locus de tipo-
acasalamento, e perda cromoss6mica aumentada (Schild, 1995).

Quanto a outros mecanismo de reparo de danos genéticos, dimeros de
pirimidina induzidos por radiagdo UV s&o corrigidos por reparo de excisdo RADS3,
reparo de poés-replicacdo RADG6 e rotas de reparo recombinational RAD52, enquanto
que o reparo mutagénico de dano UV sao revelados requerer genes reversiveis,
REV1, REV3 e REV7. Este ultimo possui um complexo polimerase de contorno de
lesé@o consistindo de uma desoxicitidil-transferase (Revl), uma subunidade catalitica
de polimerase (Rev3) e uma proteina acessoria de polimerase (Rev7), complexo
chamado polimerase ¢, sendo capaz de sintese de DNA transles&o ao longo do sitio
abésico (Murakumo et al, 2000).

Assim também, no reparo de excisdo, pode ocorre de forma que a lesao é
seguida por remocdo de nucleotideos danificados, sintese de reparo da lacuna
usando a fita complementar como molde, e, por fim, ligacdo. A analise de
sensibilidade a UV de combinacfes duplo-mutantes entre os varios mutantes rad
revelaram a existéncia de trés grupos epistaticos para reparo de dano no DNA
induzido por UV em Saccharomyces cerevisiae. RAD3 € o proeminente membro do
grupo com 11 genes conhecidos requeridos para a funcdo, onde estdo inclusos
RAD1 e RAD10 (Prakash et al., 1993).

Pelo exposto acima, verifica-se que diferentes agentes que interagem com o

DNA causam danos que sao reconhecidos e reparados por diferentes mecanismos
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de reparo. Desta forma, € possivel se identificar a atividade genotoxica de um
agente pelo tipo de mecanismo de reparo necessario para manter a viabilidade
celular na presenca do mutageno. Isto abre a perspectiva para se utilizar S.
cerevisiae como modelo para estudos de genotoxicidade, j& que se pode contar com
uma colec¢éo de linhagens mutantes para cada um dos genes de seu genoma. Como
exemplo dessa tecnologia, se um determinado agente promove queda na viabilidade
das células de uma linhagem com mutacdo em um dos genes do grupo RAD52,
entdo se conclui que os mecanismos de reparacdo recombinogénica atuam sobre 0s
danos causados por aquele mutdgeno, nesse caso quebras simples ou duplas do
DNA.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos mutagénico, recombinogénico e de reversdo ocasionados

por diferentes concentracbes dos compostos PT-31, SANATIVO® e extrato de

SANATIVO® através do ensaio SMART em Drosophila melanogaster e mutantes de

recombinacéo e reversao de leveduras.

3. 2 Objetivos especificos

1.

3.

Avaliar os efeitos mutagénicos, recombinogénicos e de reversédo de diferentes
concentracdes dos compostos PT-31 em manchas de asa de D. melanogaster e
em linhagens especificas de leveduras.

Investigar os potenciais mutagénicos, recombinogénicos e reversdo de
concentracbes de SANATIVO® por meio de linhagens especificas de leveduras
e através do ensaio SMART em D. melanogaster.

Analisar os efeitos mutagénicos, recombinogénicos e reversao de concentracées
de extrato de SANATIVO® através da técnica SMART e por mutantes de
leveduras.

Comparar os resultados do ensaio SMART com o teste em leveduras da droga
PT-31, do SANATIVO® e extrato de SANATIVO®, para identificar os efeitos

genéticos de cada tratamento.
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4 Material e métodos

4.1 Compostos empregados

4.1.1 PT-31

PT-31 é um novo composto descrito com atividade analgésica, sintetizado
pelo Nucleo de Pesquisa e Inovacdo Terapéutica da Universidade Federal de
Pernambuco, Brasil (NPIT-UFPE). A preparagao do PT-31 foi feita de adicdo gota a
gota de solucdo de hidroxido de sédio (1,2 g, 0,03 mol) em 70% de etanol (20 mL)
em uma suspensao sob agitacdo de imidazolidina-2,4-diona (3 g, 0,03 mol) em 70%
de etanol (5 mL). Ap6s 10 minutos, foi adicionado o radical 2-cloro-6-fluorobenzil
cloreto (3,83 mL, 0,03 mol). A mistura resultante foi agitada por 5 minutos e depois
mantida em repouso por 15 horas. Depois do resfriamento, o precipitado obtido foi
filtrado e cristalizado com 95% de etanol, sendo purificado por cromatografia em
silica com n-hexano (Sudo et al., 2010).

Essa substancia foi diluida em agua nas respectivas concentragdes: 7,5; 3,75;
1,875; 0,94; 0,47; 0,234 e 0,117 mg/mL (cada concentragcdo constituiu metade da

concentragdo anterior, sendo a concentracao mais alta, inicial, 7,5 mg/mL).

4.1.2 Doxorrubicina (DXR)

O farmaco doxorrubicina (DXR) foi comprado em estabelecimento
especializado, usado como controle positivo nos experimentos de mutagénese em
D. melanogaster e na curva de sobrevivéncia larvar, na concentracdo 0,125 mg/mL.
DXR foi escolhida por ser um forte agente genotéxico de acdo direta, com
propriedades mutagénicas, aneugénicas e clastogénicas, como também apresentou

efeito recombinogénico nos experimentos de Valadares et al. (2008).

4.1.3 Metil metanossulfonato (MMS)

MMS foi adquirido comercialmente. Esse composto foi empregado como

controle positivo no teste em leveduras, a concentracao de 0,5%. Sabe-se que nesta
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concentracdo ha inducao de quebras de DNA dupla-fita que € letal & célula, a menos
que as quebras sejam reparadas por mecanismo especifico, cujos mutantes como
radé podem ter baixa habilidade de reparo (Chlebowicz e Jachymczyk, 1979).
Assim, ha efeito citotoxico no controle positivo (MMS 0,5%) enquanto a
concentracdo é mutagénica em Saccharomyces cerevisiae selvagem (Chi et al,
2006).

4.2 Elixir Sanativo® (SAN)

A atividade mutagénica de diferentes concentracdes do produto comercial
Elixir Sanativo® (SAN) foi testada. O produto foi adquirido em estabelecimento
comercial, e de acordo com informacdes do rétulo, SAN € uma solu¢do em etanol
96°. As concentracdes usadas no experimento foram diluicbes seriadas em agua
ultradestilada, partindo da primeira concentracdo ([1]), que é constituida pela diluicao
1:1 do elixir SAN, buscando alcancar com o estudo uma meédia aproximada das
diluicbes comumente usadas pela populacdo na avaliacdo do composto. Desta
maneira, as concentracoes séo as que seguem: 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,0313 e
0,0156 mL/mL de SAN. Assim, foi testada a atividade mutagénica das diferentes
concentragfes de SAN. Visando também avaliar a influéncia do etanol presente na
solucdo SAN, outros controles foram realizados: controle ETA1 com etanol 50° e
controle ETA 2 com etanol 25° (diluicBes do etanol absoluto em agua ultradestilada).

Para obtencao do extrato do Sanativo® (E. SAN), foi usada a metodologia de
Samad et al. (2014) modificada, que consistiu na concentracdo dos compostos de
SAN por evaporacdo a vacuo (Speed Vac, Savant®) a temperatura de 50°. Foi
levado em consideracdo a maior concentracdo de SAN do experimento anterior ([1]
de SAN 1 apresenta em média E. SAN 28,92 mg/mL) para a montagem das
diluicbes usadas nos tratamentos. Cada diluicdo apresentaram também exatamente
metade da concentracdo da anterior, de forma que as concentracdes finais foram E.
SAN 28,92, E. SAN 14,46, E. SAN 7,23, E. SAN 3,615, E. SAN 1,81, E. SAN 0,904 e
E. SAN 0,452 mg/ mL.



33

4.3 Curva de sobrevivéncia das larvas

Apenas as solugdes das concentracfes da formula comercial de Sanativo®
(SAN) foram empregadas para a avaliacdo do potencial citotoxico em larvas,
montando-se desta forma uma curva de sobrevivéncia de SAN (tabela 3). Foram
usadas 100 larvas de ambos os cruzamentos ST e HB (duas repeticdbes com 50
larvas cada), introduzidas nos vidros dos tratamentos (tratamento cronico de 48
horas) e coletados os adultos, que foram usados no teste SMART. Para a realizacao
da curva de sobrevivéncia foram contabilizadas as larvas que resistram ao
tratamento e formaram pupas, bem como foram conferidos os adultos emergentes e
computada uma base média de sobreviventes. O nimero maximo de larvas obtidos
no experimento permitiu o emprego de 11 tratamentos ST (1; 0,5; 0,25; 0,125;
0,0625; 0,0313 e 0,0156 mL/ mL de SAN, Doxorrubicina (DXR 0,125 mg/mL), ETA 1
ETA 2 e 4gua ultradestilada) e nove tratamentos (1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,0313 mL/
mL de SAN, DXR 0,125mg/mL, ETA 1, ETA 2 e agua ultradestilada), devido ao
menor numero de larvas HB, foram priorizadas as quatro mais altas concentracdes e
a quinta (intermediéria entre concentracdes mais extremas) para os tratamentos. Os
adultos emergentes foram empregados na montagem das laminas na técnica
SMART. O teste de Tukey ao nivel de 0,05 de probabilidade foi aplicado ao
resultado da curva de sobrevivéncia, revelando a sobrevivéncia em alguns grupos

tratados e determinando o potencial téxico do SAN.

4.4 SMART

4.4.1 Tratamento das larvas de D. melanogaster

As linhagens de D. melanogaster usadas foram: mwh, flare-3 (flr3) e ORR
(ORR; fIr3), através da realizacdo dos cruzamentos Padrdo (ST, fémeas virgens
flare3 com machos mwh) e alta bioativacdo (HB, fémeas virgens ORR; flr-3 com
machos mwh) (Graf et al., 1996). Os ovos foram coletados e as larvas que eclodiram
apos alcancarem o 3° estagio (72 £ 4 h) foram submetidas aos tratamentos crénicos,
durante 48 horas. O experimento foi realizado com tratamentos da droga em

duplicata, além dos controles negativo e positivo. O controle positivo (CP) € uma
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droga de comprovado efeito mutagénico, enquanto o controle negativo (CN) é
geralmente o solvente da droga. Neste experimento foram feitos trés testes SMART,
cada um com a DXR (0,125 mg/ml) como CP e agua ultradestilada como CN,
enquanto que as substancias testadas foram PT-31 (7,5; 3,75; 1,875; 0,94; 0,47,
0,234 e 0,117 mg/mL, em ambos os cruzamentos), Elixir Sanativo®, SAN (0,5; 0,25;
0,125; 0,0625; 0,0313 e 0,0156 mL/mL no cruzamento ST e 0,5; 0,25; 0,125 e
0,0313 mL/ mL no cruzamento HB) e extrato de Sanativo®, E. SAN, (28,92; 14,46;
7,23; 3,615; 1,81; 0,904 e 0,452 mg/ mL, em ambos 0s cruzamentos), importante
frisar que nao houveram sobreviventes para a montagem dos tratamentos na
concentracdo 1mL/mL, ETA 1 e ETA 2.

4.4.2 Confeccao de laminas e analise do material de SMART

Depois dos tratamentos, foi acompanhada a eclosdo dos individuos adultos,
gue foram coletados e armazenados em etanol 70%. Posteriormente, as asas foram
extraidas cuidadosamente com auxilio de lupa binocular, por meio de pincas
entomoldgicas e colocadas pareadas em laminas, em geral asas de cinco casais por
lamina, fixadas em glicerol e laminulas seladas com esmalte de unhas (adaptacéo
da fixacdo com solucdo de Faure - 30g de goma arabica, 20ml de glicerol, 50g de
hidrato cloral e 50ml de agua), a analise das laminas foi em microscépio 6ptico (400
X), onde os padrdes diferentes de manchas mutantes foram quantificados (Graf et
al., 1984; Ribeiro et al., 2003). Na montagem das laminas, os individuos de asas
selvagens (bordas lisas — ndo serrilhadas, mwh/flr®) foram usados (heterozigotos
marcados — MH), as asas serrilhadas (descendentes BH, mwh/TM3) foram
posteriormente montadas e analisadas (heterozigotos balanceados).

Foram consideradas as moscas mwh +/+ flare-3 que podem ter (1) manchas
simples pequenas (uma ou duas células), (2) manchas simples grandes (mais que
duas células) e manchas gémeas, nos quais as manchas gémeas podem dar
alguma perspectiva de mecanismo mutagénico. E observado o aumento na
frequéncia de manchas mutantes, no numero de manchas simples pequenas e total
de manchas (MSP e TM) em alguns dos grupos tratados comparados com o controle
negativo. O controle positivo (DXR) revela alto numero de manchas MSP, MSG

(manchas simples grandes) e TM que os tratamentos, nos cruzamentos ST e HB,
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pois a DXR (doxorrubicina 0,125 mg/mL) € um forte componente mutagénico, que
indica efeito mutagénico positivo.

As moscas mwh +/+ TM3 apenas podem ter manchas simples mwh, pois
nenhum evento de recombinacdo ocorre devido ao individuos possuirem
cromossomo com invers@es multiplas. Os descendentes (BH) sdo usados no calculo
de recombinacdo, formado quando comparadas as frequéncias de clones mwh em
MH com individuos BH e a diferenca da frequéncia de clones da a proporcao de
recombinacdo (Graf et al., 1998; Danesi et al., 2012) (percentagem obtida por meio

de regra de trés simples a partir das frequéncias de manchas totais dos tratamentos)

4.4.3 Andalise estatistica dos dados de SMART

A andlise estatistica foi feita utilizando o teste do X? para proporcoes,
bicaudal, de nivel de significancia a = b = 0,05, de acordo com a metodologia de Frei
e Wirgler (1988), procedimento de multipla decisédo, que € usada para determinar se
o resultado é positivo, negativo ou inconclusivo, com nivel de significancia de 0,05.
O diagnéstico positivo foi confirmado por U-teste ndo-paramétrico de Wilcoxon,
Mann e Whitney (Cunha et al., 2001). Esses calculos séo realizados por meio de

uma programacao do SMART para o Excel, em que todos os valores s&o obtidos.

4.5 Mutantes de recombinacao e reversao de leveduras

As linhagens de Saccharomyces cerevisiae usadas foram as parentais
BY4741 e BY4742 e seus mutantes isogénicos Aradl e Aradl0 (deficientes no
mecanismo de excisdo de nucleotideos), Arevl e Arev7 (deficientes no mecanismo
de reparacdo mutagénica) e Arad52 (deficientes no mecanismo de reparacéo
recombinacional). A linhagem MM10-2A (genétipo MATa gal- leu2-3/112 lys1-1 his7-
2 trp-289 ura3-52) foi usada como indicadora da atividade mutagénica pelo ensaio
de mutacao reversa no locus lysl-1. As sete linhagens de leveduras foram usadas
no experimento de sobrevivéncia celular. As linhagens foram inoculadas em meio
liquido YPD (extrato de levedura 1%, peptona 2% e glicose 2%) e incubadas a 30° C
24 horas antes do experimento até fase exponencial (~10’ células/ mL), apds este

periodo, 100 pL do pré-indculo foram transferidos para novos frascos com agua
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estéril e centrifugados. Posteriormente, a &gua foi retirada e o sobrenadante
ressuspendido em 100 pL da solugéo com os tratamentos e os controles.

Foram realizados os tratamentos dos dois compostos PT-31 (7,5 mg/mL) e E.
SAN (28,92 mg/mL), cada um com respectivos controles, CP (MMS 0,5%) e CN
(agua ultradestilada). Gotas de 5 pL de cada cultivo foram semeadas em meio YPD
(meio de cultura completo) sélido e cultivadas a 30°C, por 2 dias, para analise
qualitativa. Os dados de contagem dos tratamentos e controles foram comparados
observando as diferencas entre as linhagens, concentragcbes dos tratamentos,
interagbes entre os compostos dos tratamentos e controles (Matuo et al., 2010). Em
paralelo a este experimento, a linhagem de S. cerevisiae MM10-2a também foi
empregada, como descrito acima, sendo por fim semeadas em meio YNB (meio

instantdneo com aminodacidos, exceto lisina).
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5 Resultados

5.1 Ensaio SMART de PT-31

Neste estudo foram submetidas diferentes concentracdes da droga PT-31
usando linhagens modelos de Drosophila melanogaster para analisar os efeitos
mutagénico e recombinagénico. As tabelas 1 e 2 mostram as frequéncias de
manchas mutantes obtidas da progénie dos cruzamentos ST e HB, respectivamente,
incluindo individuos heterozigotos marcados (MH - mwh/flr) e heterozigostos
balanceados (BH - mwh/TM3) do teste SMART de PT-31.
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Tabela 1. Frequéncia de manchas mutantes obtidas do Cruzamento Padrdo (ST) do SMART, individuos heterozigotos marcados (MH - mwh/lr’) e
heterozigotos balanceados (mwh/TM3). Tratamento crénico larvar com concentracbes de PT-31 (7,5; 3,75; 1,875; 0,94; 0,47; 0,234 e 0,117 mg/ mL), controle
negativo (dgua ultra destilada) e controle positivo (Doxorrubicina - DXR 0,125mg/mL).

Genotipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Recombinacao
e Conc. indiv.2 MSP MSG MG ™ (%)
(mg/mL) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)®
m = 2° m=5 m=5 m=2
mwh/fir®
Agua Ultradestilada 21 0,24  (05) 0,00 (00) 0,00  (00) 0,24 (05)
PT-31 0,117 23 0,39  (09) i 0,00  (00) i 0,00  (00) i 0,39 (09) i
PT-31 0,234 21 0,29  (06) i 0,10  (02) i 0,10 (02) i 0,48 (10) i
PT-31 0,47 20 0,40  (08) i 0,10  (02) i 0,00  (00) i 0,50 (10) i
PT-31 0,94 35 0,34 (12) i 0,00 (00) i 0,00 (00) i 0,34 (12) i
PT-311,875 23 0,48  (11) | 0,13  (03) i 0,00  (00) i 0,61 (14) +
PT-31 3,75 31 0,61 (19) + 0,00 (00) i 0,00 (00) i 0,61 (19) +
PT-317,5 30 0,60 (18) + 0,00  (00) i 0,03 (01) i 0,63 (19) +
DXR 0,125 76 1,87 (142) + 026 (20) + 0,11  (08) i 2,24 (170) +
mwh/TM3
Agua Ultradestilada 26 0,31 (08) 0,00 (00) f 0,31 (08) 9
PT-31 1,875 30 0,33 (10) i 0,00 (00) i 0,33 (10) i
PT-313,75 30 0,07 (02) - 0,00 (00) i 0,07 (02) -
PT-317,5 19 0,37 (07) i 0,00 (00) i 0,37 (07) i
DXR 0,125mg/mL 69 0,77 (53) + 0,14 (10) + 0,91 (63) + 59,38

®NUmero maximo de individuos obtidos para a realizacdo do experimento. "Estatistica segundo Frei e Wrgler (1988) +, positivo;

-, negativo; i, mconcluswo m, fator de

multiplica¢@o para a avaliacéo de resultados significativamente negativos. vaels de significancia o = [3 0,05. Inclusdo de manchas simples fir® raras. “Considerando os
clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas (MG). °Fator de multiplicac&o. 'Manchas gémeas inexistentes no |nd|V|duos mwh/TM3. °Porcentagem
de recombinacgéo entre frequéncia de manchas totais dos individuos mwh/flr* e mwh/TM3. MSP — mancha simples pequena (mwh ou fIr® isolada uma da outra); MSG —
total de manchas. Em individuos mwh/TM3 apenas manchas simples mwh, visto que o cromossomo

mancha simples grande (mwh ou fIr® isolada uma da outra); TM —
balanceador TM3 n&o possui 0 gene mutante fir.
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Tabela 2. Frequéncia de manchas mutantes obtidas do Cruzamento de Alta Bioativagdo (HB) do SMART, individuos heterozigotos marcados (MH - mwh/flr®)
e heterozigotos balanceados (mwh/TM3). Tratamento crénico larvar com concentrac6es de PT-31 (7,5; 3,75; 1,875; 0,94; 0,47; 0,234 e 0,117 mg/ mL),
controle negativo (dgua ultra destilada) e controle positivo (Doxorrubicina - DXR 0,125mg/mL).

Geno6tipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Recombinacao
e Conc. indiv.? MSP MSG MG ™ (%)
(mg/mL) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)°
m = 2° m=5 m=5 m=2
mwh/flr®
Agua Ultradestilada 16 056  (09) 0,00  (00) 0,00 (00) 0,56 (09)
PT-310,117 16 063 (10)i 013 (02)i 000 (00)i 075 (12) |
PT-31 0,234 22 082 (18)i 009 (02)i 000 (00)i 091 (20) |
PT-31 0,47 11 055 (06) i 000 (00)i 000 (00)i 0,55 (06) |
PT-31 0,94 14 114 (16)i 000 (00)i 000 (00) i 1,14 (16) i
PT-31 1,875 22 1,00 (22)i 014 (03)i 000 (00)i 114 (25 +
PT-31 3,75 19 084 (16)i 011 (02)i 000 (00)i 0,95 (18) |
PT-317,5 15 147 (22 + 000 (00)i 007 (01)i 153 (23) +
DXR 0,125 59 232 (137) + 037 (22) + 007 (04)i 276 (163) +
mwh/TM3
Agua Ultradestilada 28 0,25 (07) 0,00 (00) f 0,25 (07) g
PT-31 1,875 18 061 (11) + 000 (00) i 061 (11) + 46,49
PT-317,5 11 1,18 (13) + 0,00 (00) i 1,18 (13) + 22,87
DXR 0,125 45 0,58 (26) + 0,27 (12) + 0,84 (38) + 69,57

®Numero maximo de individuos obtidos para a realizacdo do experimento. "Estatistica segundo Frei e Wiirgler (1988) +, positivo; -, negativo; i, |nconclu3|vo m, fator de
multiplicac@o para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. vaels de significancia a = [3 0,05. ‘Inclusdo de manchas simples fir® raras. “Considerando os
clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas (MG). °Fator de multiplicac&o. 'Manchas gémeas inexistentes no |nd|V|duos mwh/TM3. °Porcentagem
de recombinagdo entre frequéncia de manchas totais dos individuos mwh/flr* e mwh/TM3. MSP — mancha simples pequena (mwh ou fIr® isolada uma da outra); MSG —
mancha simples grande (mwh ou fIr® isolada uma da outra); TM — total de manchas. Em individuos mwh/TM3 apenas manchas simples mwh, visto que o cromossomo
balanceador TM3 n&o possui 0 gene mutante fir.
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Ambas as tabelas, 1 e 2, o controle positivo (DXR) revelou resultado positivo
para os tipos de manchas MSP, MSG e TM; por outro lado, o controle negativo
(agua ultradestilada), apresentou os mais baixos resultados em todas as frequéncias
de manchas, corroborando a viabilidade do experimento. Em relacdo aos grupos
tratados, a tabela 1 mostra as concentragdes que dispde de aumento estatistico
significante no nimero de manchas. De todas as sete concentragbes de PT-31
presentes em asas heterozigotas marcadas (mwh/flr’), 7,5; 3,75 e 1,875 revelam
resultados positivos no total de manchas (TM), destas, a mais alta concentracéo e a
sucessora foram também significativas para o numero MSP. Para o resultado de
recombinacdo obtido pelo seguinte emprego dos individuos heterozigotos
balanceados (mwh/TM3), o dado estatisticamente positivo foi a porcentagem de
59,38% da DXR, este se revelou significativo em todos os tipos de manchas
possiveis dos individuos mwh/TM3.

A observacgéo da tabela 2 (cruzamento HB) traz uma perspectiva diferente do
cruzamento ST. Os resultados de manchas simples pequenas e total de manchas
(MSP e TM) estdo presentes, nos individuos mwh/flr’, também estatisticamente
significativos, mas se observou que a frequéncia e o nimero de manchas foram
maiores nos tratamentos do cruzamento HB que nos do ST, aumentando os valores
neste primeiro. Analisando a frequéncia aumentada de manchas mutantes delas, as
concentracbes 7,5 e 1,875 de PT-31 tém frequéncia aumentada de TM, a mais alta
destas também apresentou resultado positivo para MSP. A DXR revelou 69,57% de
atividade recombinogénica, enquanto as concentragdes 7,5 e 1,875 de PT-31 foram
de 22,87 e 46,49%, respectivamente.

5.2 Andlise de PT-31 em leveduras

Esta parte experimental constitui a continuidade do teste de mutagénese.
Entretanto, aqui, uma Unica concentracdo da droga PT-31 (a mais alta, 7,5 mg/mL)
foi empregada em linhagens mutantes de Saccharomyces cerevisiae, para analisar
os efeitos mutagénico, recombinogénico e reversdao. Como pode ser observado na
figura 5, hd o esquema de fotos das culturas das sete linhagens de leveduras
(BY4741, BYA4742, Aradl, AradlO, Arevl, Arev7 e Adrad52), apresentando a

viabilidade das colbnias frente a concentracdo de 7,5 mg/mL de PT-31. A figura 6
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mostra as placas de YNB (suplementado com aminoacidos, exceto lisina) onde a
linhagem MM10-2a foi cultivada, com os respectivos controles e tratamento (PT-31),

revelando algumas colonias.

Figura 5. Tratamento de leveduras com a droga PT-31. Meio YPD com as linhagens de
levedura, respectivamente, 1, BY4742; 2, Aradl; 3, 4rad10; 4, Arad52; 5, Arev7; 6, Arevl e 7,
BY4741, nos diferentes tempos: TO, 0 hora; T1, 1 hora; T2, 3 horas e T3, 24 horas. Os
tratamentos foram A, agua ultradestilada (controle negativo - CN); B, solucdo de PT-31 e C,
MMS (controle positivo - CP) (Fonte: do autor, 2014).

Na figura 5, é possivel observar a formacédo de colénias de leveduras usadas
na analise qualitativa do experimento. Os controles foram efetivos; no CN (agua
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ultradestilada), houve formacdo de colbnias aparentemente de tamanhos
semelhantes (figura 5 — coluna A) em todos os tempos testados (TO a T3), exceto a
linhagem Arev7 (5) que possui crescimento celular mais lento que as demais; no CP
(MMS 0,5%), induziu-se mutacgao/citotoxidade, demonstrado em todos os intervalos
(TO a T3 - visualize as trés colbnias resistentes em TO0). No experimento, o
tratamento com a solucdo de PT-31 obteve visual semelhante ao do CN, inclusive
com as coldnias da linhagem Adrev7 em tamanhos reduzidos. Por outro lado, na
figura 6, a formagdo de colénias de MM10-2a dos tratamentos de PT-31 nos
intervalos de T1 a T3 indica possivel mutacdo, favorecendo a sobrevivéncia da
linhagem no meio sem o aminoacido lisina, como se observa, a mutacdo € ausente

nos controles.

Figura 6. Tratamento da linhagem MM10-2a de levedura com a droga
PT-31. Meio YNB com a linhagem de levedura MM10-2a e os
tratamentos: 1, CN agua ultradestilada; 2, CP MMS e 3, PT-31. Diferentes
tempos: TO, 0 hora; T1, 1 hora; T2, 3 horas e T3, 24 horas. As setas
indicam os tratamentos de PT-31, os Unicos que formaram colbnias
(Fonte: do autor, 2014).
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5.3 Curva de sobrevivéncia do Elixir Sanativo® (SAN)

A analise do Elixir Sanativo® constitui o teste experimental do segundo
composto do presente estudo. Nesta parte, diferentes concentracdes de Sanativo®

(SAN, férmula comercial) foram submetidas a montagem de uma curva de

sobrevivéncia com larvas de Drosophila melanogaster do SMART.

Tabela 3. Sobrevivéncia média de larvas de Drosophila melanogaster dos
cruzamentos ST e HB.

Componentes Cruzamento Concentragéo Médias de Estatistica
(mL/ mL) sobreviventes
Agua ultradestilada ST 46,00 a
Sanativo® 1 1,00 c
0,5 31,50 b
0,25 47,00 a
0,125 47,50 a
0,0625 45,50 a
0,0313 49,00 a
0,0156 45,00 a
Doxorrubicina 0,125 mg/mL 47,00 a
ETA1 0,00 C
ETA 2 0,00 c
Agua ultradestilada HB 46,00
Sanativo® 1 0,00 c
0,5 30,50 b
0,25 41,00 ab
0,125 47,50 a
0,0313 42,50 ab
Doxorrubicina 0,125 mg/ml 46,00 a
ETA1 0,00 (>
ETA 2 0,00 c

Estatistica da sobrevivéncia larvar. Médias com a mesma letra ndo diferem entre si. Pelo teste de Tukey a 0,05
de probabilidade. ETA 1, etanol 50° e ETA 2, etanol 25°. ST com dms=9,83, MG=32,68, CV%=7,58 e Ponto
médio=25,00; HB com dms=13,94, MG=28,17, CV%=12,50 e Ponto médio=25,00. Programa ASSISTAT (Silva,
2013).

Observando a tabela 3, as concentracbes ETA 1 e ETA 2 em ambos 0s
cruzamentos apresentaram auséncia de individuos sobreviventes (nenhuma larva
ST e HB sobreviveu até formar pupa), essas possuem concentracdo alcdolica
equivalente a SAN 1 e SAN 0,5, respectivamente (elixir Sanativo® possui rotulo com
indicacdo que € solucdo de 4&lcool 96° aproximando-se, desta forma, da
concentracdo de &lcool absoluto usada no experimento), desta maneira, SAN 1
possui mortalidade significativa equivalente a ETA 1, SAN 0,25 apresentou

mortalidade significativamente reduzida. As demais concentragbes nao
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apresentaram diferencas estatisticas entre si e em relagdo ao controle, em ambos 0s

cruzamentos.

5.4 SMART do Elixir Sanativo® (SAN)

A continuidade experimental da curva de sobrevivéncia larval de SAN é o
teste SMART. As Tabelas 4 e 5 apresentam os valores do teste SMART apos o
tratamento crénico das larvas dos cruzamentos ST e HB, respectivamente, com as
diluicbes seriadas de SAN, controle negativo (CN — &gua ultradestilada) e controle
positivo (CP— DXR).

A Tabela 4 apresenta a frequéncia de manchas mutantes obtidas da progénie
do cruzamento ST, individuos heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos
balanceados (BH). De acordo com o numero de manchas observadas, nota-se que o
controle positivo (DXR) teve resultado estatistico positivo para MSP, MSG e TM, e o
controle negativo (CN) apresentou 0os mais baixos niameros de manchas entre os
tratamentos. Assim também, houve um aumento significativo da frequéncia de
manchas mutantes nos grupos tratados de SAN, com aumento significativo na
guantidade de manchas simples pequenas e manchas totais (MSP e MT), os grupos
tratados comparados ao controle negativo. Esse aumento significativo de manchas
(MSP e MT) é observado em quase todas as concentracbes de SAN do
cruzamentos ST.

O calculo da recombinacdo da DXR foi 36,51%, além do TM, este controle
apresentou também resultado significativo para MSP. Os tratamentos de ST que
apresentaram recombinacéo relevante foram SAN 0,25 e SAN 0,0078, com 21,76 e
15,33%, respectivamente; além dos valores de TM, ambos apresentaram também
MSP significativos. De todas as concentracdes dos individuos mwh/TM3, SAN 0,125
foi a que mostrou resultado estatistico inconclusivo.

No cruzamento HB, revelado na tabela 5, mostra que o CP possui resultado
estatistico significativo para MSP, MSG e TM, e o controle negativo (CN) teve o0s
mais baixos numeros de manchas. As concentracbes de SAN com aumento
significativo na frequéncia de manchas foram: SAN 0,5 com aumento em TM e MSP
e SAN 0,25, TM e MSG; SAN 0,125 e 0,0313 apresentaram resultados negativos
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para MSP. Nao houve porcentagem de recombinacao calculavel para os tratamentos

e controles.
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Tabela 4. Frequéncia de manchas mutantes obtidas por SMART da progénie do Cruzamento de Padréo (ST) dos individuos Heterozigotos Marcados (MH -
mwh/flr®) e individuos Heterozigostos Balanceados (mwh/TM3). Tratamento cronico das larvas com as concentracdes de Sanativo® (SAN 0,5, 0,25, 0,125,
0,0625, 0,0313 e 0,0156 mL/ mL), controle negativo e controle positivo de Doxorrubicina (DXR 0,125mg/mL).

Concentracao
(mL/ mL)

mwh/fir®
Agua ultradestilada (CN)
SAN 0,0156
SAN 0,0313
SAN 0,0625
SAN 0,125
SAN 0,25
SAN 0,5
Doxorrubicina (CP)

mwh/TM3
Agua ultradestilada (CN)
SAN 0,0156
SAN 0,0313
SAN 0,125
SAN 0,25
SAN 0,5
Doxorrubicina (CP)

N. de
Indiv.2

(N)

29
38
40
40
22
30
10
38

19
19
20
20
19
18
20

Manchas por individuo (n°. de manchas) estatistica®

MSP

(1-2 céls)®

m = 2°

0,66
1,16
1,08
0,88
1,36
1,73
1,60
1,50

0,47 (09)
1,16 (22)
1,10 (22)
1,30 (26)
0,89 (17)
1,22 (22)
1,20 (24)

(19)
(44)
(43)
(35)
(30)
(52)
(16)
(57)

+ + + + 7+ +

+ + 7+ + +

MSG

(>2 céls)*

m=5

0,03
0,16
0,13
0,03
0,05
0,13
0,10
0,26

0,00 (00)
0,00 (00)
0,05 (01)
0,00 (00)
0,05 (01)
0,11 (02)
0,00 (00)

(01)

(06) i
05) i
(01)
(01) i
(04) i
(01) i
(10) +

MG
m=5
0,00 (00)
0,05 (02)
0,00 (00)
0,03 (01)
0,00 (00)
0,00 (00)
0,00 (00)
0,13 (05)

™

m=2

0,69
1,37
1,20
0,93
1,41
1,87
1,70
1,89

0,47
1,16
1,15
1,30
0,95
1,33
1,20

(20)
(52)
(48)
(37)
(31)
(56)
(17)
(72)

(09)
(22)
(23)
(26)
(18)
(24)
(24)

+ + + + 7+ +

+ + T+ + o+

Recombinacéo

(%)

15,33
4,17
7,80

21,76
36,51
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Tabela 5. Frequenma de manchas mutantes obtidas por SMART da progénie do Cruzamento de Alta Bioativagao (HB), individuos Heterozigotos Marcados
(MH - mwh/flr®) e individuos Heterozigostos Balanceados (mwh/TM3). Tratamento cronico das larvas com as concentracdes de Sanativo® (SAN 0,5, 0,25,
0,125 e 0,0313 mL/ mL), controle negativo e controle positivo de Doxorrubicina (DXR 0,125 mg/mL).

N. de Manchas por individuo (n°. de manchas) estatistica® Recombinacgao
Concentrag&o Indiv.? MSP MSG MG ™ (%)
(mL/ mL) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)®
m = 2° m=5 m=5 m=2
mwh/fir®
Agua ultradestilada (CN) 35 0,86 (30) 0,06 (02) 0,00 (00) 0,91 (32)
SAN 0,0313 36 1,11 (40) - 0,14 (05) i 0,00 (00) i 1,25 (45) i
SAN 0,125 34 1,03 (35) - 0,18 (06) i 0,00 (00) i 1721 (41) i
SAN 0,25 24 1,29 (31) i 029 (07) + 0,00 (00)i 1,58 (38) +
SAN 0,5 35 1,83 (64) + 006 (02)i 0,03 (01)i 1,91 (67) +
Doxorrubicina (CP) 40 245 (98) + 045 (18) + 0,08 (03) i 2,98 (119) +
mwh/TM3
Agua ultradestilada (CN) 20 1,10 (22) 0,05 (01) f 1,15 (23) g
SAN 0,25 13 0,69 (09) - 0,00 (00) i 0,69 (09) -
SAN 0,5 8 0,25 (02) - 0,38 (03) | 0,63 (05) -
Doxorrubicina (CP) 20 0,30 (06) - 0,10 (02) i 0,40 (08) -

®NUmero maximo de individuos obtidos para a realizacdo do experimento. "Estatistica segundo Frei e Wirgler (1988) +, positivo; -, negativo; i, mconcluswo m, fator de
multiplicac@o para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia o = B 0,05. “Inclusdo de manchas simples fir® raras. “Considerando os
clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas (MG). °Fator de multiplicac&o. 'Manchas gémeas inexistentes no individuos mwh/TM3. gPorcentagem
de recombinacdo — sem resultados para estes grupos. MSP — mancha simples pequena (mwh ou fr isolada uma da outra); MSG — mancha simples grande (mwh ou flr®
|solada uma da outra); TM — total de manchas. Em individuos mwh/TM3 apenas manchas simples mwh, visto que o cromossomo balanceador TM3 ndo possui 0 gene mutante
flr.
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5.5 SMART do extrato do Elixir Sanativo® (E. SAN)

Apobs os experimentos com elixir Sanativo®, foi realizado o SMART do extrato
de Sanativo® (E. SAN), visando avaliar também a influéncia do etanol nos seus
constituintes quimicos bem como na mutagénese observada. Os dados do SMART
de E. SAN s&o abordados nas Tabelas 6 e 7, cruzamentos ST e HB,

respectivamente.
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Tabela 6 Frequéncia de manchas mutantes obtidas por SMART da progénie do Cruzamento Padrdo (ST), individuos Heterozigotos Marcados (MH -
mwh/flr®) e individuos Heterozigostos Balanceados (mwh/TM3). Tratamento crénico das larvas com as concentracdes de extrato de Sanativo® (28,92; 14,46;
7,23; 3,615; 1,81; 0,904 e 0,452 mg/ mL), controle negativo e controle positivo de Doxorrubicina (DXR 0,125 mg/mL).

N. de Manchas por individuo (n°. de manchas) estatistica® Recombinacao (%)
Concentracéo indiv.? MSP MSG MG ™
(mg/ mL) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)*
m = 2° m=5 m=5 m=2
mwh/fir®
Agua ultradestilada 26 0,15 (04) 0,12 (03) 0,00 (00) 0,27 (07)
E. SAN 0,452 18 022 (04)i 006 (01)i 0,06 (01)i 0,33 (06) i
E. SAN 0,904 15 0,43 (02) i 0,13 (02) i 007 (01)i 0,33 (05) i
E. SAN 1,81 11 027 (03)i 009 (01)i 0,09 (01)i 045 (05) i
E. SAN 3,615 10 0,90 (09) + 0,00 (00) i 0,00 (00)i 0,90 (09)  +
E. SAN 7,23 29 059 (17) + 0,07 (02) i 0,00 (00)i 0,66 (19) +
E. SAN 14,46 17 0,47 (08) i 012 (02)i 000 (00)i 0,59 (10) i
E. SAN 28,92 18 0,78 (14) + 0,11 (02) i 0,00 (00)i 0,89 (16) +
DXR 1,25 39 1,36 (53) + 0,08 (03)i 0,05 (02) i 1,49 (58) +
mwh/TM3
Agua ultradestilada 14 0,71 (10) 0,00 (00) g 0,71 (10) "
E. SAN 7,23 15 0,67 (10) i 0,00 (00) i 0,67 (10) i
E. SAN 28,92 9 0,78 (07) i 0,00 (00) | 0,78 (07) i
DXR 1,25 16 0,88 (14) i 0,00 (00) | 0,88 (14) |

®Numero maximo de individuos obtidos para a realizacdo do experimento. "Estatistica segundo Frei e Wiirgler (1988) +, positivo; -, negativo; i, |nconclu3|vo m, fator de
multiplica¢@o para a avaliacéo de resultados significativamente negativos. vaels de significancia o = p = 0,05. ‘Inclusdo de manchas simples fir’ raras. dConsiderando os
clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas (MG). ®Fator de multiplicacéo. 'N&o houveram adultos suficientes para montagem de laminas da
concentragdo E. SAN 3,615. ‘Manchas gémeas inexistentes no individuos mwh/TM3. Nao foi possivel obter a porcentagem de recombina¢do. MSP — mancha simples
pequena (mwh ou fr isolada uma da outra); MSG — mancha simples grande (mwh ou fir® |solada uma da outra); TM — total de manchas. Em individuos mwh/TM3 apenas
manchas simples mwh, visto que o cromossomo balanceador TM3 ndo possui 0 gene mutante flr.
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Tabela 7. Frequenma de manchas mutantes obtidas por SMART da progénie do Cruzamento de Alta Bioativacédo (HB), individuos Heterozigotos Marcados
(MH - mwh/fir®) e individuos Heterozigostos Balanceados (mwh/TM3). Tratamento crdnico das larvas com as concentracdes de extrato de Sanativo® (28,92;
14,46; 7,23; 3,615; 1,81; 0,904 e 0,452 mg/ mL), controle negativo e controle positivo de Doxorrubicina (DXR 0,125 mg/mL).

N. de Manchas por individuo (n°. de manchas) estatistica® Recombinacao (%)
Concentracéo indiv.? MSP MSG MG ™
(mg/ mL) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)*
m = 2° m=5 m=5 m=2
mwh/fir®
Agua ultradestilada 17 0,12 (02) 0,00 (00) 0,06 (01) 0,18 (03)
E. SAN 0,452 41 034 (14)i 007 (03)i 0,02 (01)i 044 (18) i
E. SAN 0,904 20 045 (09) i 0,10 (02) i 0,00 (00) i 0,55 (11) i
E. SAN 1,81 41 022 (09)i 007 (03)i 002 (01)i 032 (13) i
E. SAN 3,615 33 0,70 (23) + 0,03 (01) i 0,06 (02) i 0,79 (26)  +
E. SAN 7,23 23 0,48 (11) + 0,00 (00) i 0,00 (00) i 0,48 (11) i
E. SAN 14,46 24 033 (08) i 0,13 (03)i 000 (00)i 0,46 (11) i
E. SAN 28,92 13 0,46 (06) i 0,00 (00)i 0,08 (01)i 054 (07) i
DXR 1,25 26 1,15 (30) + 0,08 (02)i 0,15 (04) i 1,38 (36) +
mwh/TM3'
Agua ultradestilada 16 0,81 (13) 0,00 (00) g 0,81 (13) "
DXR 1,25 21 0,90 (19) i 0,10 (02) | 0,90 (19) i

®Numero maximo de individuos obtidos para a realizacdo do experimento. "Estatistica segundo Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, |nconclu3|vo m, fator de
multiplica¢@o para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. vaels de significancia o.= B = 0,05. ‘Inclusdo de manchas simples flr® raras. “Considerando os
clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas (MG). ®Fator de multiplicacéo. 'N&o houveram adultos suficientes para montagem de laminas da
concentragdo E. SAN 3,615. *Manchas gémeas inexistentes no individuos mwh/TM3 Nao foi possivel obter a porcentagem de recombinagdo. MSP — mancha simples
pequena (mwh ou fIr isolada uma da outra); MSG — mancha simples grande (mwh ou fir® |solada uma da outra); TM — total de manchas. Em individuos mwh/TM3 apenas
manchas simples mwh, visto que o cromossomo balanceador TM3 ndo possui 0 gene mutante fir.
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A Tabela 6 € a do cruzamento ST e sua progénie, com os individuos
heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH). Os dados
apresentados mostram que o controle positivo (DXR) teve frequéncia de TM e MSP
significativas, enquanto que o controle negativo revelou os menores numeros de
manchas mutantes. Nos grupos tratados, houve aumento significativo da frequéncia
de manchas mutantes MSP e MT nas concentragdes 28,92; 7,23 e 3,615 de E. SAN.
As mesmas concentragcbes e 0s controles revelaram resultados estatisticos
inconclusivos para manchas, quando os individuos mwh/TM3 foram analisados,
desta forma também ndo é possivel identificar o potencial recombinogénico dos
grupos.

Na Tabela 7, que apresenta o cruzamento HB, nota-se que DXR também
revelou frequéncia de TM e MSP significativas e o CN teve 0os menores numeros de
manchas mutantes. Os tratamentos com frequéncias de manchas significativas
foram as concentracdes 7,23 (MSP) e 3,615 (TM e MSP), que diferiu dos resultados
apresentados na tabela ST. Os individuos mwh/TM3 dos controles foram analisados,
e os resultados da DXR foram inconclusivos, sendo também impossivel identificar o

potencial de recombinagéo.

5.6 Analise do extrato de Elixir Sanativo® (E. SAN) em leveduras

O teste em Saccharomyces cerevisiae procedeu ao teste SMART na analise
de danos genéticos do E. SAN. A Figura 7 revela a montagem com fotos das
culturas das sete linhagens de leveduras (BY4741, BY4742, Aradl, Aradl10, Arevl,
Arev7? e Arad52) em YPD, apresentando a viabilidade das colbnias frente a
concentracdo de 28,92 mg/mL de E. SAN. Enquanto que a figura 8 se trata das
placas de YNB (suplementado com aminoé&cidos, exceto lisina) onde se foram
cultivadas a linhagem MM10-2a também com os controles e tratamento (E. SAN),
sem formacdo de nenhuma colonia.

Na Figura 7, € possivel observar que os controles apresentados séo 0s
mesmos do tratamento com PT-31 (Figura 5), separados neste trabalho apenas de
forma didatica. Para o tratamento com a solucdo de E. SAN, é notavel também a

semelhanca entre o crescimento das colénias de E. SAN com CN, expondo, da
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mesma forma, na linhagem Arev7 menores tamanhos. Na Figura 8 também houve

auséncia de formacéo de coldnias de MM10-2a no tratamento e nos controles.

Figura 7. Tratamento de leveduras com a solugdo de E. SAN. Meio YPD com as linhagens de
levedura, respectivamente, 1, BY4742; 2, Aradl; 3, 4radl10; 4, Arad52; 5, Arev7; 6, Arevl e 7,
BY4741, nos diferentes tempos: TO, 0 hora; T1, 1 hora; T2, 3 horas e T3, 24 horas. Os tratamentos
foram A, agua ultradestilada (controle negativo - CN); B, solucdo de E. SAN e C, MMS (controle
positivo - CP) (Fonte: do autor, 2014).



Figura 8. Tratamento da linhagem MM10-2a de levedura com a solu¢éo
de E. SAN. Meio YNB com a linhagem de levedura MM10-2a e os
tratamentos: 1, CN - agua ultradestilada; 2, CP - MMS e 3, PT-31 nos
diferentes tempos: TO, 0 hora; T1, 1 hora; T2, 3 horas e T3, 24 horas
(Fonte: do autor, 2014).

53



54

6 Discussao

6.1 SMART de PT-31

No teste SMART de PT-31, foi possivel observar na Tabela 1 o cruzamento
ST, a frequéncia estatistica positiva para TM indica que as concentracdes 7,5 e 3,75
e 1,875 mg/mL de PT-31 apresentam efeito mutagénico, com possibilidade de efeito
dose-dependente, enquanto MSP pode indicar que as concentracbes 7,5 e 3,75
mg/mL podem ter produzido mutagbes em eventos mais recente da divisdo celular
(Guzman-Ricon e Graf, 1995). Embora PT-31 3,75 mg/mL tenha apresentado
resultado negativo em individuos mwh/TM3, ndo é possivel concluir que dos efeitos
mutagénicos observados nas concentracdes podem também ter sido intensificados
por atividade recombinogénica, pois as outras duas concentragfes analisadas se
mostraram estatisticamente inconclusivas. Esses resultados foram independentes do
metabolismo enzimatico do sistema P450.

Com a observacao da tabela 2, cruzamento HB, foi possivel analisar também
a capacidade metabdlica que o farmaco sofreu. Todas as trés concentracées que
revelaram atividade mutagénica em ST, 7,5 e 3,75 e 1,875 mg/mL, apresentaram
maior frequéncia de TM em HB que em ST, ainda que PT-31 3,75 se mostrou
inconclusivo, neste caso indicando ativagcdo do farmaco pelo metabolismo do
sistema P450, inclusive com atividade recombinogénica. Desta forma, observa-se
que o produto do metabolismo de PT-31 no sistema enzimatico potencializa a
atividade mutagénica e recombinogénica do composto.

PT-31 € um analgésico sintetizado recentemente com atividade terapéutica
em animais e in vitro, em que ha um estudo anterior que avaliou a atividade
mutagénica, genotdxica, citotdxica e toxica, por meio dos testes de Allium cepa,
ensaio cometa e microndcleo, sem identificar o mecanismo que induz danos,
sugerindo estudos posteriores (Lucio Neto, 2011). Nesse estudo, relata-se que altas
concentragcbes da droga (5.0 mg/mL no teste de Allium cepa e 5.0 mg/kg em
micronucleo e ensaio cometa) apresentou efeito citotdéxico, mutagénco e genotdxico,
gue corrobora alguns dos resultados do teste SMART, apresentados no presente
estudo.

Relata-se que PT-31 tem alta afinidade nos sitios ativos de a,-adrenoceptor

para induzir efeito antinociceptivo. A unido é realizada entre PT-31 e o residuo ILE-
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190 por ponte de hidrogénio, possivelmente explicado in silico (Sudo et al., 2010).
N&o é conhecido o mecanismo que PT-31 pode produzir o efeito mutagénico (Lucio
Neto, 2011), mas como componente imidazole, talvez PT-31 possa causar danos no
genoma (Lucio Neto, 2011), diretamente, ou pode produzir inibicdo de interacéo
proteina-proteina (Wolkenberg et al., 2004) na funcdo do DNA. Adicionalmente, foi
observado no presente estudo a atividade de bioativacdo do farmaco pelo citocromo
P450, visto que os tratamentos de PT-31 aumentaram suas atividades mutagénicas
no cruzamento de alta bioativacéo (HB).

Assim, foi apresentado aqui que PT-31 possui efeito mutagénico e atividade
recombinogénica em que as concentracdes podem se comportar com efeito dose-
dependente, como também existe aparente aumento da atividade metabdlica do
composto. Essas peculiaridades podem ser inerentes a propriedades quimicas
particulares da droga, no entanto, mais informacdes s&o necessarias para

complementar estes estudos.

6.2 PT-31 em leveduras

As figuras das placas de S. cerevisiae tratadas com PT-31 e os controles (CP
e CN), apresentaram que o farmaco na concentragdo 7,5 mg/mL n&o influenciou a
sobrevivéncia de nenhuma das linhagens das leveduras, de forma que o0s possiveis
efeitos mutagénicos ou recombinogénicos ndo foram expressos fenotipicamente.
Desta forma, pode ser que a concentracao investigada tenha induzido mutacgdes,
mas que nao foi possivel de serem observadas, por ndo afetarem efetivamente a
sobrevivéncia das linhagens, ou ndo afetaram especificamente nem o0s genes que
conferiam suscetibilidade as linhagens nem as rotas metabdlicas as quais 0s genes
estdo relacionados. Por outro lado, PT-31 induziu mutagdo de ponto na linhagem
MM10-2a, uma mutacao de efeito direto no gene do metabolismo da lisina ou influir
no mecanismo de producdo desta, que pbdde favorecer a sobrevivéncia dessa
linhagem.

Na literatura ha relatos que componentes que constituem o farmaco PT-31
(como anéis heterociclicos e compostos imidazoles) foram avaliados em
Saccharomyces cerevisiae. Dentre esses compostos presentes em PT-31 estdo as

aminas aromaticas heterociclicas, que sdo classes de potentes mutdgenos em
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bactérias e carcindgenos de roedores, induziram mutacdo e recombinacdo mitética
em linhagens de S. cerevisiae, sdo compostos com atividade de conversao
metabdlica, em que os produtos do metabolismo do citocromo P450 podem causar
danos ao DNA (Paladino et al., 1999).

Especificamente, existem informagOes sobre genotoxicidade de compostos
imidazoles em S. cerevisiae como o0 estudo sobre aflatoxina B;. Compostos
imidazoles estdo presentes na estrutura desta aflatoxina, que € uma micotoxina com
potencial carcindbgeno responsavel por neoplasias em diversas espécies animais. Os
autores citam que a aflatoxina B; € um mutageno fraco, mas em S. cerevisiae, a
micotoxina induziu recombinacdo heteroalélica e translocacfes cromossémicas
(Keller-Seitz et al., 2004).

Esses pesquisadores discutem que o efeito recombinogénico se deve a
fatores como a ligacao da aflatoxina ao DNA, formando aductos que se convertem a
quebra dupla-fita de DNA, seu anel imidazol positivamente carregado esta inserido
no processo (Keller-Seitz et al., 2004). Mas, modificacbes na estrutura do anel
imidazolidinico (compostos heterociclicos modificados do anel imidazol) podem
alterar suas propriedades fisico-quimicas e efeitos biologicos (Pitta et al., 2006).

Como o anel imidazol presente no farmaco PT-31 é diferente de outros
compostos imidazoles, cujos efeitos no DNA foram investigados, os efeitos do
farmaco também podem ser diferentes. No presente estudo, ndo houve alteracao no
crescimento das linhagens (BY4741, BY4742, Aradl, AradlO, Arevl, Arev7 e
Arad52), mas a linhagem MM10-2a apresentou crescimento de colénias nos
intervalos T1 a T3. Neste ultimo caso, um mecanismo que pode explicar o fato &
uma mutacdo de ponto na linhagem, produzida por PT-31, que favoreceu o
desenvolvimento das colénias. Embora seja uma hipotese, esse mecanismo deve
ser analisado, tendo em vista ampliar as informacbes de mutagénese que o
composto produz, que ainda sdo pouco conhecidas na literatura. No entanto, os
resultados obtidos no presente estudo corroboram os experimentos de danos no
DNA dos estudos de Lucio Neto (2011).
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6.3 Curva de sobrevivéncia larvar do elixir Sanativo® (SAN)

Nos resultados da curva de sobrevivéncia larvar, SAN 0,5 e SAN 0,25 tiveram
reducdo de sobrevivéncia significativa. Possivelmente, a mortalidade total tenha sido
produzida pela concentracdo de alcool presente, muito acima dos 10% que,
normalmente, as moscas podem encontrar em alimentos na natureza.
Concentracdes de alcool superiores a 10% podem reduzir a taxa de sobrevivéncia
de adultos (Scholz et al., 2000 e Ribeiro e Galvao, 2010), além de apresentar efeito
genotdxico comprovado (Ribeiro e Galvdo, 2010). O tempo em que as larvas ficaram
expostas ao alcool também pode ter interferido na sobrevivéncia (Scholz et al.,
2000), devido ao tratamento cronico de aproximadamente 48 horas (Danesi et al.,
2012 e Graf et al., 1998).

Como os tratamentos SAN 0,25 dos cruzamentos ST e HB apresentaram
larvas mais tolerantes que as dos grupos ETA 25° equivalentes, e, ainda assim, a
pequena resisténcia observada em SAN 0,5 do cruzamento ST (que equivaleria a
ETA 50°), supde-se que de alguma maneira 0s compostos contidos na solugcdo SAN
aumentaram a resisténcia das larvas ao alcool. Assim também, em experimento
realizado por Asano e Wanderley (2007), SAN inibiu os efeitos de lesdes gastricas
de ratos Wistar induzidas por etanol (Ansano e Wanderley, 2007), que ajuda a
entender um pouco melhor que pode haver realmente uma interacdo entre
substancias na reducéo do efeito toxico do alcool.

Ribeiro e Galvao (2010) testaram o efeito toxico do alcool em D. melanogaster
e revelaram que, embora ndo apresentassem toxicidade, as maiores faixas das
concentracbes testadas apresentaram genotoxicidade. Outros compostos de
composicao alcéolica também ja foram testados, como, por exemplo, o experimento
de Rodrigues et al. (2007) sobre avaliacdo de genotoxicidade de enxaguantes
bucais com SMART, indicou efeito genotdxico, provavelmente devido a composi¢ao
alcoolica. No atual estudo, a combinacdo dos varios componentes do elixir
Sanativo® pode ter sido a responsavel por apresentar efeito protetor contra o etanol,
observado na curva de sobrevivéncia. Partindo da observacdo dos experimentos
SMART avaliando a atividade mutagénica do etanol (Orsolin et al., 2012) é possivel
também visualizar uma tendéncia de concentracdo do &lcool na mutagénese, bem

como os experimentos do SMART deste trabalho.
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6.4 SMART do elixir Sanativo® (SAN)

O ensaio SMART de SAN revelou que estatisticamente as concentracées do
cruzamento ST foram mutagénicas, considerando o resultado inconclusivo de SAN
0,0625 uma flutuacdo de valor dentre a frequéncia de manchas das concentragdes,
poder-se-ia sugerir um efeito dose-dependente produzido pelas concentragdes.
Destas, a porcentagem de recombinacdo mais relevante foi apresentada em SAN
0,5, indicando que as concentracbes foram mais mutagénicas que
recombinogénicas.

Diferentemente destes resultados do Cruzamento Padrdao (ST), no
cruzamento de Alta Bioativacdo (HB), apenas as concentracdes 0,5 e 0,25 mg/mL
revelaram efeito mutagénico, essas sem potencial de recombinogénese. Que sugere
que ndo houve ativacado de constituintes do SAN, mas que, ao contrario, houve
metabolismo e reducdo do efeito mutagénico das concentracbes de SAN pelo
sistema P450.

Os efeitos mutagénicos como o0s revelados na grande maioria das
concentragfes do experimento SMART de SAN, devem ser atribuidos a composicao
do elixir, que além de ser uma solucdo hidroalcéolica, é formada por muitos
constituintes quimicos, que podem atuar de maneira isolada ou sinergistica. Por
exemplo, o elixir € formado por um conjunto de extrato de plantas. Uma das plantas
€ o0 angico (Anadenanthera colubrina Vell. Brenan) (Pessoa et al., 2012),
experimentos de efeito bactericida com este extrato de planta foram comprovados,
utilizando seu extrato hidroalcéolico (Weber Sobrinho, 2010) e extrato etandlico
(Aradjo, 2013). No mesmo trabalho, Araudjo (2013) investigou também que nas
concentracbes empregadas do extrato ndo apresentaram atividade mutagénica em
eritrocitos de roedores. O angico é rico em taninos e proantrocianidinas com
diversas atividades terapéuticas (Pessoa et al., 2012).

Foi relatado que SAN tem uma menor concentracdo de flavonoides,
esteroides e agucares (Asano e Wanderley, 2007). Entre os compostos contidos em
SAN, estdo os taninos, tidos como moduladores de mutagénese de outras
substancias, suprimem aberracbes cromossOmicas produzidas por agentes
mutagénicos e limpam radicais livres em componentes mais estaveis. Em D.

melanogaster, taninos apresentaram efeito modulador contra danos induzidos no
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DNA. Os polifenois (flavonoides) também apresentam atividade de absor¢cdo de
radicais livres. Ha relatos também de atividade antitumoral de triterpenoides
(Mendanha et al., 2010).

Além do que ja foi descrito, foi revelado que o extrato da casca do caule de
Schinus terebinthifoliu (aroeira) ndo causa quebra direta da molécula de DNA em
plasmideos, mas produz danos no DNA e mutacdo em bactéria (Carvalho et al.,
2003). Enquanto Physalis angulata (camapu), apesar do seu uso medicinal asma,
problemas urinarios, reumatismo e tumores (Rengifo e Vargas, 2013), o extrato da
planta foi descrito como indutor de efeitos genotoxicos em linfécitos humanos in vitro
(Santos et al., 2008).

Desconhece-se, no entanto, testes SMART e testes em Saccharomyces
cerevisiae realizados com extratos destas plantas, como obviamente também testes
com Sanativo®. Assim, este trabalho mostrou, que houve atividade mutagénica
(Individuos ST) com bioativagdo metabdlica ausente (Individuos HB), bem como
acdo recombinogénica relacionada com a concentracdo, que parece neste caso
depender da ativacdo metabdlica. Indicando, como apresentado, influencia da
combinacdo dos varios compostos do elixir no processo de mutagénese, que pode

ser verificada em futuros experimentos.

6.5 SMART do extrato do elixir Sanativo® (E. SAN) e comparacdo com SMART do

elixir Sanativo®

Como ja bordado, o fitoterapico Sanativo® é uma solucdo alcOolica, e foi
observado que a influéncia do etanol afeta a sobrevivéncia larvar (Tabela 3), como
também referéncias na literatura apontam sua participacdo na mutagénese. Desta
forma, foi realizado o estudo do SMART do extrato de SAN, ou seja, SAN sem
etanol.

As concentracdes 28,92; 7,23 e 3,615 mg/mL apresentaram atividade
mutagénica em individuos ST, mas a percentagem de recombinogénese nao foi
identificada. Enquanto que, os dados inconclusivos, obtidos na maioria dos
individuos HB, ndo permitiram inferir se as concentragcdes podem também sofrer

interferéncia metabdlica do sistema P450.
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Comparando os resultados obtidos no experimento de SAN e E. SAN. Em
relacdo ao cruzamento ST, observa-se também em E. SAN aumento significativo no
namero de manchas nas maiores concentragcdes, entretanto os valores
proporcionais de mancha por individuo de todas as concentracdes deste tratamento
sdo menores que os mesmos valores de SAN. Pode-se indicar efeito dose-
dependente, considerando o resultado de E. SAN 14,46 como flutuacdo dentro das
concentracbes. Também se pode dizer que os valores proporcionais de mancha por
individuo de todas as concentracfes do cruzamento HB do experimento de E. SAN
sdao menores que os de SAN, embora E. SAN mostrou resultados inconclusivos em
HB, possivelmente devido também a flutuagdes entre as concentracoes.

Neste trabalho, ha indicacdo de que determinadas concentracfes dos
tratamentos SAN e E. SAN produzem efeitos mutagénicos no teste SMART, de
acordo com os resultados das tabelas do SMART. Mas, dentre os dois tratamentos,
0 SMART de E. SAN apresentou menos concentracdes com manchas mutantes
estatisticamente significativas. A diferenca observada entre os experimentos de SAN
e E. SAN pode ser parcialmente atribuida a presenca de etanol na composicédo do
Elixir Sanativo® (SAN), como € amplamente conhecido o efeito mutagénico do
etanol em varios estudos (Rodrigues et al., 2007; Ribeiro e Galvdo,2010; Orsolin et
al., 2012). O efeito mutagénico observado na composicédo do Elixir sem etanol (E.
SAN) indica também possivel acdo mutagénica de um dos varios constituintes do

fitoterapico, ou a combina¢cao dos varios compostos existentes.

6.6 Extrato do elixir Sanativo® (E. SAN) em leveduras

A concentracdo de E. SAN testada ndo produziu efeito mutagénico observavel
fenotipicamente nos testes em leveduras. Deduzindo-se que a solugao tem baixa ou
nenhuma influencia metabdlica, nenhum efeito mutagénico ou recombinogénico, que
interfira na sobrevivéncia das linhagens de recombinacéo e reversao. Esse resultado
foi negativo, diferentemente do resultado de mutagénese observado no teste
SMART do extrato, descrito acima.

Essas diferencas podem ser devido ao Elixir possui 20% do extrato de angico
em sua composicdo — pela inexisténcia de atividade mutagénica em eritrocitos de

roedores (Araujo, 2013), produzindo em leveduras, como organismo modelo de
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reparo de danos no DNA (Matuo et al., 2010) o efeito neutro. Bem como, € possivel
também que a concentracdo testada tenham produzido mutac¢des que nao afetaram
o desenvolvimento ou sobrevivéncia das linhagens, por ndo afetarem os genes que
conferem suscetibilidade, nem as rotas metabdlicas que os genes controlam.

Ha, entdo, a importancia do presente estudo e sua continuidade em futuros
trabalhos, empregando outros organismos para um completo entendimento do efeito
dos compostos do Sanativo® isolados e associados; o estudo da interacdo dos
constituintes de SAN e etanol em pré e pos-tratamentos na inducédo de mutacédo em
Drosophila e outros organismos; bem como a analise de possiveis deferentes

mutacgdes que 0os compostos podem produzir.
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7 Conclusoes

1 O farmaco PT-31 nas concentracfes testadas apresenta atividade mutagénica e
recombinogénica com possivel efeito dose-dependente, sendo metabolicamente
ativado pelo sistema P450.

2 As solucbes de Sanativo® testadas revelaram que SAN apresenta efeito protetor
contra a toxicidade do etanol, mas possui atividade mutagénica, sugerindo efeito
dose-dependente, e efeito mutagénico reduzido pelo metabolismo do sistema
P450.

E. SAN se mostrou com atividade mutagénica nas maiores concentracoes.
Comparando os resultados do SMART e os testes com leveduras da droga PT-31,
percebe-se a existéncia de efeito mutagénico na maioria. Na comparacdo dos
resultados do SMART e os testes com leveduras de E. SAN, infere-se que houve
acao mutagénica, e o etanol na composicéo pode potencializar esta agéo.
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Abstract

PT-31 [3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-imidazolidine-2,4-dione] is a compound described
with analgesic activity, and as a therapeutic product it requires additional tests before human
applicability, including genetic assays. The Mutation and recombination Somatic Test
(SMART) in Drosophila melanogaster provides different sorts of mutations and
recombination, and recombination and reversion mutants of Saccharomyces cerevisiae, are
both models that analyses genetic damages, they present low cost, reliability and speed, in
order to assess a safer use of the compound. The PT-31 drug was evaluated by SMART
technique wish uses two types of crosses (ST and HB) and by the test with S. cerevisiae
recombination and reversion mutants. It was noticed the mutagenic effect and recombinagenic
activity of the drug in the SMART test, increasing the mutagenic effect by the metabolic
activity of P450 system, and none phenotypic change in the test in S. cerevisiae. These data
contribute to the expansion of information on the therapeutic compound in the literature, so

that future experiments will be able to elucidate the action in living organisms.

Keywords: Drosophila melanogaster, Saccharomyces cerevisiae, mutagenesis and therapeutic

compound
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1. Introdution

Imidazole drugs have attracted the medicinal chemists attention for theirs high
therapeutic properties, and chemotherapeutic agents have been synthesized [1]. Those
compounds, that are synthetized [2] or commonly found in pharmaceuticals and natural
products [3], have broad range of medicinal properties such as anti-cancer, anti-bacterial, anti-
fungal, anti-parasite and antioxidant [1]. Many of those chemicals have been developed for
treatment of clinical disorders or for therapeutic purposes. In this regard, the PT-31 (3-(2-
chloro-6-fluorobenzyl)-imidazolidine-2,4-dione) is a new imidazolidine-derivative compound
described as a dose-dependent analgesic that interacts with morphine and increases its effect
[4]. Tt is related to the activation of ap-adrenoceptor promoting antinociceptive action.
Although morphine has higher potency and intensity it presents side effects, so that its
therapeutic combination with PT-31 would reduce the doses of each component without
compromising the clinical effect [4]. As new drug testing for safety and efficacy by additional
in vitro as in vivo studies is a paramount requisite for its commercialisation [5].

The International Agency for Research on Cancer (IARC) considers mutagenic
chemicals in mammalian cells in vivo and in vitro as carcinogenic or probably carcinogenic to
humans, and mutagenicity represents an important role in most carcinogen activities [2].
Thus, it is recommended by IARC the evaluation of pharmaceuticals and other chemicals for
their putative carcinogenic effects in humans [6]. In this regard, well-established experimental
approaches are in use for this massive testing on carcinogens, from the bacterial mutagenicity
tests [2] to Drosophila melanogaster SMART [7].

The Somatic Mutation and Recombinogenic Test (SMART) employs the well-known
genetics eukaryotic fruit fly D. melanogaster to assess mutagenic events that include point

mutations, chromosome aberrations, gene conversion, and mitotic recombination [7]. It is
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one-generation test built to assess loss of hererozygosity in suitable gene markers (recessive -
flr* and mwh) expressed on wings, after some mutant clones formation, in proliferative cells
of the imaginal larvae discs [7,8]. This test presents advantages as being easy to manipulate
and analyse, using fast and reliably genetic characters and detecting mutagenic, antimutagenic
and recombinogenic potential of the chemicals tested [9, 7]. Moreover, it can also analyse the
metabolic activation of promutagens and procarcinogens compounds due to the activity of
cytochrome P450 complex in the flies [10, 7]. In addition, the yeast Saccharomyces cerevisiae
provides another way to investigate the genotoxic activity of drugs [11] due the extensive
knowledge of the molecular mechanisms of DNA repair and the availability of mutant strains
for these different repair mechanisms [12]. This organism is also recommended by The US
Environmental Protection Agency as a model organism for genotoxicity evaluation [11] given
its endogenous cytochrome P-450 complex [13].

In view of the information presented, this work aimed to investigate the potential of
the pharmaceutical-relevance drug PT-31 to damage eukaryote DNA using Drosophila
melanogaster SMART approach. The analysis was complemented by testing strains of S.
cerevisiae with deletion to the three main DNA repair mechanisms. The results obtained may
contribute to the evaluation of the potential genotoxic risks associated with the clinical use of

PT-31.

2. Material and Methods

2.1. Chemicals

PT-31 3-(2-chloro-6-fluoro-benzyl)-imidazolidine-2,4-dione (Figure 1), an imidazole

derivative with strong analgesic proprieties, was provided by the Division of Therapy
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Innovation Prof. Suely Galdino (NUPIT SG) of the Federal University of Pernambuco,
Recife, Brazil (patent access P10701016-8A2). The 3-alkylation of imidazolidine takes place
in 2 steps: the 3-position is activated by formation of the sodium or potassium salt followed
by condensation with 2-chloro-6-fluorobenzyl chloride in hot ethanol. The synthesis and the
physico-chemical characteristics of the PT-31 were described by Sudo et al (2010) [4]. The
drug was dissolved in sterile deionized water to 7.5 mg/mL and diluted 1:1 by serial dilution
with the same diluent.

Doxorubicin (DXR) was used as positive control in assay SMART at concentration
0.125 mg/mL. It is described as a strong genotoxic agent of direct action, with mutagenic,
clastogenic aneugenic activities and properties, but also presenting recombinogenic effect in
the experiments of Valadares et al. (2008) [14]. Methyl Methane Sulphonate (MMS) was used
as a positive control in yeast assay at concentration 0.5% (v/v). It is known that this
concentration there has induction of DNA double-stranded breaks which is lethal to the cell

unless the breaks are repaired [15].

2.2. SMART procedure

Three strains of D. melanogaster were used to assess the genotoxicity potential of PT-
31 (Table 1). 1) mwh (mwh): y; mwh j, 2) flare-3 (fIr®) (fIr¥/In(3LR)TM3, ri pp sep 1(3)89Aa

bx3* e Bd®) and 3)ORR; flare-3 (ORR/ORR; fIr¥/In(3LR)TMS3, ri pp sep 1(3)89Aa bx** e Bd®).
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Two types of crosses were made: 1) In the Standard (ST) cross, males mwh were used to
fecundate virgin flare-3 females; 2) in the high bioactivation (HB) cross, virgin ORR flare-3
females were fecundated by mwh males [16]. Both crosses produced two progeny: marker-
heterozygous (MH) flies (mwh +/+ flare-3) with wild-type wings and balancer-heterozygous
(BH) flies (mwh +/+ TM3 Bds) offspring with serrate wings [17, 7].

Eggs of both crosses were collected within eight hours after the posture, in vials with
special medium of live baker’s yeast supplemented with sucrose. The eggs were let to hatch
and develop at the room temperature (25°C). Individuals that reached 3rd larval stage (after 72
+4 h) they were washed in trap water and used in the treatments.

The larvae were transferred to bottles containing 0.5 g of mashed potato flakes
(commercial preparation sold by Yoki Foods Company SA, S&o Paulo, Brazil) as cultivation
medium. The flakes were dissolved in 2 mL of deionized water (negative control medium),
PT-31 solutions (test medium) or doxorubicin (DXR) solution at 0.125 mg/mL (positive
control medium). The experiment was conducted with treatments in duplicate for the period
of 48 hours at room temperature.

After treatments, the emergent adults of the MH and BH flies of both crosses were
collected and stored in 70% ethanol. First, the wings of MH flies were removed and mounted
on glass slides for optical microscope inspection at 400 X magnitude, where different patterns
of mutant spots were quantified [10, 18]. Dorsal and ventral surfaces of the wings were
analysed according to the presence of simple spots (mwh or flr® phenotypes) or twin spots
(mwh and flr® clones in adjacent areas). Those somatic spots were produced as the product of
induced loss of heterozygosity (LOH). Simple spots were the results of point mutation,
chromosome aberration and somatic recombination, while twin spots appeared exclusively as

the product of somatic recombination [19, 20].
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Statistical analysis used Chi-square test [21] in an in-house computing platform to
verify the significance of the phenotypical differences between test and negative control
individuals. The Mann, Whitney or Wilcoxon nonparametric U test was further used to

confirm/reject the positive diagnosis [22].

2.3. Yeast testing

Saccharomyces cerevisiae strains were used to complement the results obtained by
SMART. The parental strains BY4741 (MATa his3A0 leu2A0 met15A0 ura3A0) and BY4742
(MATa his3AO leu2A0 metlSA0 ura3A0) and its isogenic mutants radld and rad104
(deficient in nucleotide excision repair), revlA and rev7A (deficient in mutagenic repair) and
rad52A (deficient in recombinational repair) were used for cytotoxic assays. The strain
MM10-2A (MATa Gall leu2-3/112 lysl1-1 his7-2 trp-289 ura3-52 genotype) was used as a
mutagenic activity indicator by the reverse mutation test in the locus lysl-1. Yeast strains
were cultivated in liquid YPD medium (1% yeast extract, 2% peptone and 2% glucose) at
30°C for 24 hours with agitation of 180 rpm. Aliquots of the pre-cultures were used to
inoculate fresh medium to initial concentration of 0.1 unit of cell density at 600 nm (2x10°
cells/mL) and let to grow until reaching early exponential phase (~10" cells/mL). Aliquots of
100 pL were transferred to microtubes. Cells were harvested by centrifugation and washed
with sterile water for complete removal of the medium and finally suspended in 100 pL of the
solution of PT-31 (test) or MMS (control) drugs. After incubating for one, three, five and 24
hours, cell suspensions were serially diluted and aliquots of 5 uL were dropped on solid YPD
medium for growth inspection after two days of incubation at 30°C or on SC-lys medium

(0.17% YNB, 0.5% ammonium sulphate, 20% glucose, plus the leucine, histidine, tryptophan
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and uracil at 200 mg/mL.) for testing the induction lysine reversion mutation after five days of

incubation at 30°C.

3. Results and Discussion

Tables 1 and 2 showed that DXR showed positive result for all types of mutation spots
(single spots - SS, large spots - LS and total spots — TS) as expected, as well as 59% and 69%
of recombination in individuals with basal and increased activity of P450 complex,
respectively. It indicated the reliability of the assay performed and the quality of the strains
tested. Moreover, the low frequency of spots in the negative control with ultrapure water
showed that neither the environmental condition nor the quality of the feeding medium
affected the experiment. Regarding to PT-31, it was observed and statistically significant
increasing in the number of spots with the increasing concentration of the drug from 1.875
mg/mL in the feeding medium.

Regarding to marker-heterozygous wings (mwh/flr®) it was observed the appearance of
mutation spots from the three highest concentrations of the drug reported as number of TS
and SS. The appearance of SS is indicative of DNA mutation taking place during recent
events of cell division of the individuals, when the drug enter to the cells in the marginal disk
and interact with DNA [19]. However, the absence of twin spots indicated that it is not
possible PT-31 did not present itself a significant recombinogenic activity (Table 1). When
using flies with high bioactivation (P450) activity it was possible to observe induction of
mutation by the number of TS and SS, with additional detection of recombinogenic activity
revealed by the inspection of balancer-heterozygous individuals (Table 2). Therefore, it can
be suggested that in vivo activation of PT-31 can yield in an intermediary compound with

recombinogenic activity. Previous unpublished studies performed by partner laboratories of



79

NUPIT SG evaluated the mutagenic, genotoxic, cytotoxic and toxic activities of PT-31 using
assays based on chromosome alteration and breakdown by Allium cepa, comet and
micronucleus assays. They revealed its small but significant genotoxic effect, which is now
corroborated by the present work.

Mutagenic activity of gabapentin, a GABA-agonist with analgesic activity, was
attested by SMART approach, attesting the efficacy of the assay in the measurement of
genotoxic activity f this kind of compound drug [23]. The mechanism from which PT-31
produces its mutagenic effect, itself or by is bioconverted intermediary, deserves further
investigations. However, it is known that imidazolic derivatives cause direct damage to DNA
or by inhibiting some protein-protein interactions [24]. For example, the imidazolic-derivative
CL,64855 reported with anti-parasite activity was reported to induce point mutations in
Salmonella/microssome test after metabolisation by bacterial or mammal nitroreductases [25].
Recent work showed the mutagenic and recombinogenic potential of metronidazole, an
imidazole-derivative with anti-bacterial activity, by Drosophila SMART [26] Additionally, it
was observed in the present study the bioactivation activity of the drug by cytochrome P450,
as the PT-31 treatments increased their mutagenic activities at the high bioactivation cross
(HB). Bioactivation is sometimes required to induce the genotoxic activity of some drugs.
Spano et al (2001) [27] showed the recombinogenic activity of p-dimethylamino azobenzene
in HB crosses, presenting the need of this compound to be metabolised by the high
bioactivation activity of P450 complex of the flies.

Following the positive results with the highest concentration of PT-31 drug in SMART
(7.5 mg/mL), the effect of this drug as tested in yeast cells. Qualitative test showed that PT-31
had no effect on the growth of any of the yeast strains used (Data unpublished), indicating that
this drug cannot cause significant damage to yeast DNA. Since this drug presented

recombinogenic activity in Drosophila, it was expected that the possible damages leading to
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recombination repair, either single or double strand breaks, could not be repaired in rad524
mutant, a strain lacking the most important gene of yeast recombination repair mechanism.
Similarly, it was expected that cells lacking nucleotide excision repair mechanism (rad14 and
rad10A4 mutants) were sensitive to the mutagenic effect of the drug. From these results, we
could suggest that PT-31 is not properly metabolised by yeast enzyme to be converted to a
genotoxic intermediate. Bioactivation of heterocyclic aromatic amines is the essential step for
their mutagenic activity. It was only possible when genes encoding for three enzymes of the
human P-450 complex were expressed in yeast cells [28]. It reinforces the fact that
endogenous yeast enzymes are not capable of metabolising such compounds. On the other
hand, S. cerevisiae cells were able to convert aflatoxin B1, an imidazole-derivative, into its
weak mutagenic derivative that induced heteroallelic recombination and chromosome
translocations [29]. Thus, the effectiveness of different drugs, even though they share
chemical similarities, is very variable in yeast cells.

In conclusion, the present work showed the small but significant effect of PT-31 in causing
mutations in Drosophila cells at the highest concentration tested. The recombinogenic activity
of this drug was dependent on high metabolisation by the flies, which seemed not possible by
yeast enzymes. The level of this genotoxic effect does not seem, in principle, relevant when
considering that the experiments were performed with drug concentration much lower than
that precluded for its therapeutic use. However, further investigations using animal models are

required to confirm the safety doses of this analgesic compound.
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Table 1. Frequency of mutant spots obtained by SMART Standard Cross (ST) progeny of the marker-heterozygous (MH - mwh/flr®) and balancer-heterozygous (mwh/TM3)
individuals. Larvae chronic treatment with the concentrations of PT-31 (7.5, 3.75, 1.875, 0.94, 0.47, 0.234 e 0.117 mL/ mL), negative control (ultra distilled water) and
positive control (Doxorubicin - DXR 0.125mg/mL)

Genotype and

Nr. of spots/fly”

Treatment Concentration | Nr. of indiv®. (n) SS (1-2 cell)® | LS (1-2cell) TW ™ Recombination
[mg/mL] m=2¢ m=5 m=5 m=2 (%)

mwh/flr®

H,0 21 024 | (05) | 0.00 | (00) | 0.00 | (00) | 0.24 | (05)

PT-31 0.117 23 039 | (09)i | 0.00 | (00)i | 0.00 | (00)i | 0.39 | (09)i

PT-31 0.234 21 0.29 | (06)i | 0.10 | (02)i | 0.10 | (02)i | 0.48 | (10)i

PT-31 0.47 20 0.40 | (08)i | 0.10 | (02)i | 0.00 | (00)i | 0.50 | (10)i

PT-31 0.94 35 034 | (12)i | 0.00| (00)i | 0.00 | (00)i | 0.34 | (12)i

PT-31 1.875 23 048 | (11)i | 0.23 | (03)i | 0.00 | (00)i | 0.61 | (14)i

PT-31 3.75 31 0.61 | (19)+ | 0.00 | (00)i | 0.00 | (00)i | 0.61 | (19)+

PT-31 75 30 0.60 | (18)+ | 0.00 | (00)i | 0.03 | (01)i | 0.63 | (19)+

DXR 0.125 76 1.87 | (142)+ | 026 | (20) + | 0.11 | (08)i | 2.24 | (170) +

mwh/TM3

H,0 26 031 | (08) | 0.00 | (00) ¢ 0.31 | (08) !
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PT-31 1.875 30 033 | (10)i | 0.00 | (00)i 033 | (10)i
PT-31 3.75 30 0.07 | (02)- | 0.00 | (00)i 0.07 | (02)-
PT-31 75 19 0.37 | (07)i | 0.00 | (00)i 037 | (O7)i
DXR 0.125 69 0.77 | (53)+ | 0.14 | (10)+ 091 | (63)+ 59.38

2 Maximum number of individuals obtained for the experiment. "Statistics by Frel e Wirgler (1988): +, positive; -, negative; i, inconclusive. m, multiplication factor for the
assessment of negative results Level of significance o = f = 0,05. “Rare single flr spots |ncluded considering the mwh clones for single mwh spots and for twin spots (TW). SS
— small single spot (mwh or fIr’ isolated one to other); LS — large single spot (mwh ou fIr isolated one to other) TS — total of spots. In mwh/TM3 individuals onIy single mwh
spots, as they have TM3 balancer chromosome that it does not possess flr* mutant gen. “Multiplication factor. ®Nonexistent twm stains in mwh/TM3 individuals. 'Percentage of
recomblnatlon between the frequency of total spots of mwh/fir* and mwh/TM3 individuals. SS - small single spot (mwh or flr® isolated from each other); LS — large single spots
(mwh or fir isolated from each other); TW — twin spots and TS - total spots. mwh/TM3 individuals only have mwh spots, because they possess TM3 balancer chromosome,
which has absence of fIr® mutant gen.
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Table 2. Frequency of mutant spots obtained by SMART High Bioactivation Cross (HB) progeny of the marker-heterozygous (MH - mwh/flr®) and balancer-heterozygous
(mwh/TM3) individuals. Larvae chronic treatment with the concentrations of PT-31 (7.5, 3.75, 1.875, 0.94, 0.47, 0,234 e 0.117 mL/ mL), negative control (ultra distilled
water) and positive control (Doxorubicin - DXR 0.125mg/mL).

Genotype Nr. of spots/fly

and Concentration | Nr. of SS (1-2 cell) LS (1-2 cell) TW ™ Recombination
Treatment [mg/mL] in((:]i)v. m=2 m=5 m=5 m=2 (%)
mwh/flr®

H,O 16 0.56 (09) 0.00 (00) 0.00 (00) 0.56 (09)

PT-31 0.117 16 063 | (10)i 0.13 (02) i 0.00 (00) i 0.75 (12) i

PT-31 0.234 22 082 | (18)i 0.09 (02) i 0.00 (00) i 0.91 (20) i

PT-31 0.47 11 0.55 (06) i 0.00 (00) i 0.00 (00) i 0.55 (06) i

PT-31 0.94 14 114 | (16)i 0.00 (00) i 0.00 (00) i 1.14 (16) i

PT-31 1.875 22 1.00 (22) i 0.14 (03) i 0.00 (00) i 1.14 | (25)+

PT-31 3.75 19 0.84 | (16)i 0.11 (02) i 0.00 (00) i 0.95 (18) i

PT-31 7.5 15 147 | (22)+ 0.00 (00) i 0.07 (01) i 153 | (23)+

DXR 0.125 59 232 | (1370)+ | 0.37 (22) + 0.07 (04) i 2.76 | (163) +

mwh/TM3

H,0 28 0.25 (07) 0.00 (00) 0.25 (07)
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PT-31 1.875 18 061 | (11)+ 0.00 (00) i 061 | (11)+ 46.49
PT-31 75 11 118 | (13)+ 0.00 (00) i 118 | (13)+ 22.87
DXR 0.125 45 058 | (26)+ 0.27 (12) + 084 | (38)+ 69.57
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Treatment of yeast with PT-31 drug. YPD medium with yeast strains,
respectively, 1, BY4742; 2 Aradl; 3 Arad10; 4 Arad52; 5, Arev7; 6, Arevl and 7,
BY4741, in different times: TO, 0 hour; T1, 1 hour; T2, 3 hours and T3, 24 hours.
The treatments: A, ultra distillated water (negative control - NC); B, PT-31
solution and C, MMS (positive control - PC) (Source: the author, 2014).
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